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RESUMO

As actinobactérias constituem um grupo de microrganismos filamentosos de grande
relevancia ecoldgica e biotecnoldgica, notoriamente reconhecido por sua capacidade de
sintetizar uma vasta gama de metabolitos secundarios, incluindo enzimas industriais e agentes
antimicrobianos. Embora o género Streptomyces tenha maior destaque na literatura em geral,
as chamadas actinobactérias raras, que compreendem géneros morfologica e
filogeneticamente distintos, emergem como fontes promissoras para a descoberta de novos
compostos bioativos, por serem menos explorados e por consequéncia, munidos de possiveis
mecanismos desconhecidos, como vias de producdo de metabdlitos com atividade
antimicrobiana. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo isolar e caracterizar o
potencial antimicrobiano de 16 linhagens de actinobactérias raras, designadas como AU
(Actinobactéria de Ubajara), provenientes de amostras de solo do bioma Caatinga no
semiarido nordestino. A triagem inicial da atividade antimicrobiana conduzida pela técnica de
cross-streak com os patogenos Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Salmonella enterica
(ATCC 14028) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031) revelou que quatro destas cepas (AU-
1, AU-2, AU-8 e AU-11), correspondendo a 25% do total, exibiram um perfil inibitorio
promissor. Estas cepas foram entio submetidas a um ensaio de fermentagdo em condig¢des
padrao, e em co-cultura, com coleta posterior dos seus sobrenadantes livres de células (SLCs),
obtidos pela centrifuga¢do dos caldos fermentados. Os SLCs coletados foram reavaliados
quanto ao seu potencial antimicrobiano pelo método de difusdo em pogos - uma etapa mais
especifica, onde apenas as cepas AU-2 e AU-8 mantiveram sua atividade antimicrobiana, com
a AU-2 demonstrando notavel ampliagdo do seu espectro de ag¢do contra os patdgenos
testados. Os resultados obtidos ndo apenas validam o potencial biotecnologico da microbiota
do semidrido, mas também destacam a cepa AU-2 como um candidato particularmente
robusto para estudos futuros de identificagdo, purificagdo e caracterizacdo dos compostos
bioativos responsaveis por sua atividade, reforcando a importancia estratégica da prospec¢ao

de actinobactérias, em destaque para as raras, em biomas Uinicos.

Palavras-chave: Caatinga; Actinomicetos; Patégenos; cross-streak; Difusdo em pogo;

Atividade antimicrobiana; Actinobactérias raras.



ABSTRACT

Actinobacteria constitute a group of filamentous microorganisms of significant ecological and
biotechnological relevance, widely recognized for their ability to synthesize a vast array of
secondary metabolites, including industrial enzymes and antimicrobial agents. Although the
genus Streptomyces is the most prominent in the literature overall, the so-called rare
actinobacteria comprising morphologically and phylogenetically distinct genera emerge as
promising sources for the discovery of new bioactive compounds, as they are less explored
and consequently may possess unknown mechanisms, such as biosynthetic pathways for
metabolites with antimicrobial activity. In this context, the present study aimed to isolate and
characterize the antimicrobial potential of 16 strains of rare actinobacteria, designated as AU
(Ubajara Actinobacteria), originating from soil samples of the Caatinga biome in the semi-arid
Northeast of Brazil. Initial antimicrobial screening conducted using the cross-streak technique
against the pathogens Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Salmonella enterica (ATCC
14028), and Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031) revealed that four of these strains (AU-1,
AU-2, AU-8, and AU-11), corresponding to 25% of the total, exhibited promising inhibitory
profiles. These strains were then subjected to fermentation assays under standard conditions
and in co-culture, followed by the collection of their cell-free supernatants (CFSs), obtained
by centrifugation of the fermented broths. The collected CFSs were reassessed for their
antimicrobial potential using the well diffusion method - a more specific step in which only
strains AU-2 and AU-8 maintained their antimicrobial activity, with AU-2 demonstrating a
notable broadening of its spectrum of action against the tested pathogens. The obtained results
not only validate the biotechnological potential of the semi-arid microbiota but also highlight
strain AU-2 as a particularly robust candidate for future studies aimed at identifying,
purifying, and characterizing the bioactive compounds responsible for its activity, reinforcing

the strategic importance of prospecting actinobacteria, especially rare ones, in unique biomes.

Keywords: Caatinga; Actinomycetes; Pathogens; Cross-streak; Well diffusion; Antimicrobial

activity; Rare actinobacteria.
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1 INTRODUCAO

A cada avango, a humanidade enfrenta novos desafios sanitdrios, agravados pelo
crescente cenario de resisténcia antimicrobiana. Desde a descoberta da penicilina por Fleming
em 1928, a busca por novos antibioticos mantém-se crucial para o avango da medicina e o
combate a patdgenos multirresistentes (Murray et al., 2022). O uso indiscriminado de agentes
antimicrobianos acelerou a selecdo de linhagens bacterianas resistentes, dificultando
tratamentos e aumentando a morbimortalidade em ambientes hospitalares, o que refor¢a a
urgéncia na descoberta de novos compostos bioativos (WHO, 2021).

Nesse contexto, as actinobactérias destacam-se como uma das fontes mais promissoras
de metabdlitos secundarios com atividade antimicrobiana. Amplamente distribuidas em
diversos biomas, esses procariotos Gram-positivos de morfologia filamentosa apresentam
notavel diversidade metabolica e capacidade de produzir compostos bioativos como enzimas e
antibioticos (Alvarez et al., 2023). Embora o género Streptomyces seja o mais estudado e
responsavel pela maioria dos antibidticos comercializados, géneros nao-Streptomyces como
Nocardia, Micromonospora, Amycolatopsis e Saccharomonospora vém ganhando aten¢do
como fontes de novas estruturas quimicas com atividade antimicrobiana (Azman et al., 2023).

A exploracao de actinobactérias raras ou negligenciadas representa uma fronteira
promissora na bioprospec¢do de novos antimicrobianos. Isso se deve ao esgotamento na
descoberta de moléculas bioativas a partir de linhagens convencionais de Streptomyces, como
exemplos ja consolidados: Estreptomicina, Tetraciclina, Clorafenicol ¢ Neomicina, que tem se
mostrado um obstaculo significativo. Diante desse contexto, este trabalho tem como objetivo
caracterizar o perfil antimicrobiano de cepas de actinobactérias nao-Streptomyces isoladas do
semiarido nordestino. As cepas em estudo foram obtidas de solos coletados em diferentes
areas, como a regido de mata seca e a mata imida do Parque Nacional de Ubajara, uma
unidade de conservacdo (UC) inserida no bioma Caatinga. Trata-se de um bioma
exclusivamente brasileiro, predominante na regido Nordeste, cujas condi¢des ambientais
extremas selecionam organismos com notaveis adaptacdes. O estudo visa, portanto, avaliar a

capacidade inibitdria de extratos brutos dessas actinobactérias contra patdgenos padronizados.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Semiarido nordestino

Estendido por toda a regido Nordeste do Brasil, o semiarido nordestino ocupa
aproximadamente 12% do territorio nacional (INSA, 2022). Caracterizado por elevadas
temperaturas, baixa umidade, aridez acentuada e escassez hidrica sazonal, chegando numa
maxima precipitacdo de 400 a 1200mm por ano, esse bioma Caatinga abriga uma
biodiversidade singular, na qual espécies vegetais e animais desenvolveram notaveis
adaptacdes morfofisiologicas e comportamentais para resistir a condi¢cdes extremas
(Martinelli et al., 2014).

A competicdo por recursos limitados, como agua, nutrientes e espago favorece a
emergéncia de interagdes ecoldgicas complexas e a expressao de mecanismos microbianos de
sobrevivéncia. Entre os microrganismos que se destacam nesse ambiente estdo as
actinobactérias, em especial os actinomicetos, conhecidos por sua capacidade de produzir uma
gama de metabolitos secundarios com atividade antimicrobiana, antitumoral e antifingica,
como os conhecidos como estreptomicina, actinomicina-D e Nistatina (Bull, 2004; Bérdy,
2005).

Sob condigdes de estresse bidtico e abidtico, tais como deficiéncia nutricional,
radiagdo UV e oscilagdes térmicas, esses microrganismos ativam vias metabdlicas
especializadas, frequentemente reguladas por genes dormentes ou clusters génicos silenciosos
(como os Clusteres Génicos Biossintéricos — CGBs), que sdo expressos em resposta a sinais
ambientais (Barka et al., 2015). Tais adaptacdes ndo apenas garantem a sobrevivéncia no
ambiente hostil, mas também representam uma fonte promissora de compostos bioativos
ainda pouco explorados.

Dessa forma, o semiarido nordestino configura-se como um bioprospectivo de
relevancia impar para a busca por novos agentes antimicrobianos, em um momento em que a
resisténcia a antibiodticos se consolida como uma das maiores ameagas a saude publica global

(OMS, 2021).

2.2 Parque Nacional de Ubajara

Localizado no Nordeste brasileiro, mais especificamente no Ceara, o Parque Nacional
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de Ubajara (PNU ou PARNA Ubajara) ¢ uma unidade de conservac¢ao que engloba os biomas
de Caatinga, resquicios de mata atlantica e cerrado, apresentando relevo acidentado com uma
mata imida em sua extensdo. Criado em 1959 e possuindo aproximadamente 6.300 hectares,
o PNU estd sob a gestdo do Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade
(ICMBio) e insere-se na Area de Prote¢io Ambiental (APA) da Serra da Ibiapaba, situando-se
na sua vertente leste (ICMBIO, 2023).

O clima do parque, embora localizado na regido semiarida, apresenta duas variagdes
climaticas distintas: uma com temperaturas mais baixas, em torno de 24°C a 26°C, e outra
com temperaturas mais elevadas, entre 31°C a 38°C (ICMBIO, 2023).

A variagdo de altitude do relevo do PNU influencia diretamente a formagao de sua
vegetacdo. Em maiores altitudes encontram-se resquicios de Mata-Atlantica, matas umidas
estacionais sempre-verdes, enquanto na regido de menor altitude, préxima a base, observa-se
uma Savana Estépica (IBGE, 2012; Silveira et al., 2020). Entre essas duas faixas, forma-se
uma extensa camada de vegetacdo decidua, denominada mata seca, que ocupa cerca de 72,1%
do parque, constituindo um ecossistema resistente a variagdes de temperatura e a escassez
hidrica (IBGE, 2012; Silveira et al., 2020).

O uso do solo na unidade de conservagdo ¢ conservado, mas seu entorno apresenta
pequenas propor¢des de areas secundarias e antropizadas. Por ser uma unidade de
conservagao, o parque tem como objetivo a preservacao, sendo praticas como agricultura ou
alteragdo antropica do solo estritamente proibidas. No entanto, os solos do entorno,
denominados zonas de amortecimento, sdo amplamente utilizados para agricultura familiar, o
que impacta diretamente a conservagdo da area protegida, ameacando a integridade do solo
por meio de degradacao, erosao e uso indiscriminado de agrotdxicos (Aratjo, 2004).

A grande diversidade do Parque Nacional de Ubajara, com énfase na conservacdo
local, torna pertinentes estudos sobre os solos da unidade de conservacdo, visando avaliar

microrganismos endémicos e suas capacidades.
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Figura 1— Mapa do Parque Nacional de Ubajara.
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2.3 Microrganismos resistentes

A resisténcia aos antimicrobianos (RAM) configura-se como um dos maiores desafios
contemporaneos da saude global (Murray et al., 2022), uma vez que as doengas infecciosas
representam uma ameaca constante ao longo da historia. No contexto brasileiro, estima-se que
aproximadamente 34 mil mortes anuais sdo diretamente atribuidas 8 RAM, enquanto outras
138 mil estdo associadas a ela (ANVISA, 2023). Em escala mundial, o impacto da RAM
supera as mortes por cancer e acidentes de transito combinados, totalizando cerca de 700 mil
obitos anuais (Naghavi et al., 2024). Proje¢des indicam que, sem medidas efetivas de
contengdo, esse numero poderd atingir 10 milhdes de mortes anuais até¢ 2050 (Ferri et al.,
2017).

O surgimento dessas ameagas microbianas estd intrinsecamente relacionado ao uso
indiscriminado de agentes antimicrobianos, tanto na saide humana quanto na produgdo
animal. A aplicagdo inadequada dessas substincias resulta na sele¢do de linhagens bacterianas
resistentes e sua subsequente disseminagdo. O agravamento desse cendrio deve-se
principalmente aos mecanismos de transferéncia horizontal de genes, nos quais bactérias
adquirem ou transferem determinantes de resisténcia por meio de elementos genéticos
moveis, como plasmideos (Blair ez al. 2015). Um exemplo emblematico ¢ a disseminacdo da

Klebsiella pneumoniae carbapenemase-2 (KPC-2), enzima capaz de inativar antibidticos



18

carbapenémicos, considerados de ultima linha. Outro caso preocupante envolve a colistina,
polipeptidio utilizado como ultima alternativa terapéutica, frente ao qual ja foram
identificados mecanismos de resisténcia plasmidiais (Vidovic; Vidovic, 2020).

A problematica do aumento de populagdes bacterianas resistentes impacta a sociedade
de forma multifacetada, com reflexos diretos na saude publica, economia e politicas sociais. A
incapacidade de tratar infecgdes comuns resulta em aumento da morbimortalidade,
prolongamento de hospitalizacdes e elevacdo dos custos em saude, exigindo uma abordagem

intersetorial e coordenada para seu enfrentamento (Vidovic; Vidovic, 2020).

2.3.1 Staphylococcus aureus

Geralmente presente na pele e fossas nasais humanas, a bactéria Staphylococcus
aureus se destaca por ser amplamente estudada. Conhecida por causar inimeras infecc¢des
humanas, desde condi¢des mais simples, como espinhas e furtinculos, até casos mais graves,
como pneumonia € meningite, essa bactéria tem chamado atencdo devido a sua alta
adaptabilidade e variedade de mecanismos de resisténcia a inibidores. Sdo cocos, que podem
ser observados em conjuntos ou isolados, Gram-positivos, € medem cerca de 0,5 a 1,5 um.

Sendo uma das primeiras a ser controlada por antimicrobianos, a S. aureus também se
tornou uma das primeiras bactérias a adquirir resisténcia a quimioterapicos, como a
sulfanilamida, descoberta por Gerhard Domagk em 1932 (Santos et al., 2007). O
desenvolvimento de resisténcia ocorre, muita das vezes, por conta da mobilidade genética ou
de mutagdes cromossomicas, o que prolonga e dificulta tratamentos hospitalares,
representando uma ameaca a pacientes com condigdes de satide mais delicadas (Chambers;
DeLeo, 2009).

A S. aureus apresenta multiplos mecanismos de evasao imunologica que lhe permitem
contornar a destruicdo pelo hospedeiro e favorecem a persisténcia da infec¢do. Esses
mecanismos incluem, como por exemplo: a produgdo de capsula polissacaridica, que dificulta
a fagocitose; a expressdo da proteina A, que interfere na opsonizagdo ao se ligar a fracdo Fc
das imunoglobulinas; a acdo de enzimas antioxidantes, como catalase e superdxido dismutase,
que neutralizam espécies reativas de oxigénio; além da produgdo de toxinas e da formagao de
biofilmes, que conferem protecao contra células imunes e antimicrobianos. Adicionalmente, a
bactéria ¢ capaz de interferir diretamente na resposta imune inata, produzindo proteinas que
bloqueiam receptores essenciais para a quimiotaxia de fagocitos até o local da infec¢ao, bem

como peptideos semelhantes a surfactina (PSMs), que promovem a lise de neutréfilos apos a
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fagocitose, liberando compostos que agravam a disfuncdo da resposta imune (Foster, 2005;
Otto, 2014; Malak et al., 2020).

No contexto da resisténcia de S. aureus, € necessario citar a cepa MRSA
(Staphylococcus aureus resistente a meticilina), que tem sido motivo de preocupagdo desde
sua descoberta. Essa linhagem apresenta variados mecanismos de resisténcia, como alteragdes
na parede celular e espessamento da camada de peptidoglicano, que reduzem ou impedem a
afinidade de drogas aos seus receptores ou bloqueiam a penetracao de antibioticos, como no
caso da vancomicina, que fica retida na espessa camada de peptideoglicano (Gardete; Tomasz,
2014).

S. aureus ¢ uma bactéria com alta taxa de mutacdo e adaptacdo. Esses fatores,
associados ao problema da indugdo de resisténcia pelo uso indiscriminado de antibioticos,
reforcam a importancia do estudo dos mecanismos de tolerancia e sobrevivéncia de suas cepas

para a descoberta de novos agentes efetivos e robustos.

2.3.2 Salmonella enterica

Principalmente encontrada em aquiferos, produtos de origem animal e plantas
contaminadas, a Salmonella enterica é uma bactéria Gram-negativa, flagelada e com formato
de bastonete, que apresenta significativa participagao em mortes humanas, sendo considerada
uma das principais responsaveis por obitos relacionados a doengas diarreicas. Dentro da
espécie S. enterica, ha uma divisdo em seis subespécies: S. enterica subsp. enterica (1), S.
enterica subsp. salamae (11), S. enterica subsp. arizonae (111), S. enterica subsp. diarizonae
(IV), S. enterica subsp. houtenae (V) e S. enterica subsp. indica (VI). Essa classificacdo esta
relacionada a preferéncia por hospedeiro e a distribuicdo geografica, sendo a S. enterica
subsp. enterica a mais relevante do ponto de vista patogénico para humanos e animais
domésticos, além de ser a principal causadora de salmonelose nesses individuos (Pulford et
al., 2025), podendo ocasionar diferentes formas clinicas da doenga, como a gastroenterite nao
tifoide, geralmente autolimitada e associada a diarreia e febre; a febre entérica (tifoide e
paratifoide), uma infeccdo sistémica mais grave; e, em casos especificos, infec¢des invasivas,
incluindo bacteremia e acometimentos extraintestinais, sobretudo em individuos
imunocomprometidos, idosos e criangas.

Essa bactéria atua principalmente por meio da invasdo de células epiteliais do trato
gastrointestinal. Apos a infec¢ao por ingestdo de alimentos contaminados, a S. enterica inicia

sua colonizacdo nas células epiteliais, invadindo-as por meio de mecanismos de viruléncia e



20

estabelecendo nichos intracelulares, incluindo a utilizacdo do sistema de secre¢do tipo III
(T3SS) para inje¢ao de proteinas efectoras, a formagao de vactiolos de Salmonella (SCV) que
permitem sobrevivéncia dentro de fagdcitos, a expressao de lipopolissacarideo (LPS) que
confere resisténcia ao complemento e a lise, e a produgdo de sideroforos, essenciais para a
aquisi¢ao de ferro no hospedeiro (Galan, 2001; Steele-Mortimer, 2008; Figueira & Holden,
2012). Também possui a capacidade de atravessar a mucosa intestinal e atingir a corrente
sanguinea, causando infecgdes sist€émicas. A habilidade de invadir células auxilia a bactéria a
evadir a resposta imune do hospedeiro, e suas agdes geralmente resultam em quadros de
inflamacao, febre, dores abdominais e diarreia, que pode levar a desidratacdo (FARDSANEI
etal., 2018).

Além disso, por meio de transferéncia horizontal de genes, as subespécies de S.
enterica adquiriram diversos mecanismos de resisténcia a antibidticos. Entre eles, destacam-
se a secrecao de enzimas que hidrolisam ou modificam a estrutura dos antibioticos, a sintese
de bombas de efluxo que os expulsam ativamente da célula, modificagdes em enzimas-alvo
(como as DNA girases) para reduzir a afinidade por antimicrobianos, e alteragdes em
receptores de membrana que impedem a ligacdo de determinados agentes. Esse conjunto de
mecanismos confere a essas bactérias um perfil de multirresisténcia, dificultando o tratamento

de infecgdes (Alvarez et al., 2023).

2.3.3 Klebsiella pneumoniae

Isolada pela primeira vez de amostras do pulmao de pessoas falecidas por pneumonia,
a Klebsiella pneumoniae foi catalogada em 1882 por Carl Friedlander. Sao bactérias Gram-
negativas, imoveis e com formato de bastonete (Xu et al., 2024), encontradas principalmente
em superficies aquaticas, solo, plantas e mucosas de mamiferos, incluindo o trato intestinal
humano (Jin et al., 2025).

Assim como muitas bactérias ja estudadas, a K. pneumoniae também soa o alerta em
torno de sua ameaca para a humanidade. Cepas mais agressivas resultantes de anos de
adaptacdo a substancias antimicrobianas, antes eficazes, vém preocupando a ciéncia; bactérias
como K. pneumoniae tornam-se resistentes e mais virulentas ao passar das ultimas décadas
(Ciresa et al., 2024). Essas bactérias atuam causando infec¢des oportunistas no hospedeiro e,
com auxilio de mecanismos proprios de defesa, potencializam esse impacto. Espécies como a
cKP (K. pneumoniae classica) t€ém uma forma de atua¢do mais branda, sendo mais comum em

pacientes imunodeficientes. Elas atacam o trato respiratorio e intestinal, podendo causar
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pneumonia, infec¢des urinarias e septicemias (Wang et al., 2020). Ja cepas resistentes € mais
virulentas, como a HvKP (K. pneumoniae hipervirulenta), podem ser mais nocivas para
pessoas em geral, podendo causar abscesso hepatico, pneumonia necrosante € meningite (Dai;
Hu, 2022).

A forma de defesa mais comum estudada em cepas de alta viruléncia de K.
pneumoniae ¢ a resisténcia a carbapenémicos, mediada por variantes que produzem enzimas
conhecidas como carbapenemases, que hidrolisam o antibiotico, tornando-o ineficaz (Han et
al., 2020). Esse mecanismo pode se somar a muitos outros semelhantes, como outras enzimas
que hidrolisam diferentes antibidticos ou mecanismos de defesa mais robustos, como a
formagao de uma cépsula ao redor da bactéria que protege a célula de ser reconhecida pelo

sistema imunolégico, "escondendo" antigenos da sua superficie (Xu et al., 2024).

2.4 Actinobactérias

As actinobactérias ou actinomicetos (Figura 2) constituem um filo de bactérias Gram-
positivas, majoritariamente filamentosas e formadoras de esporos. Apresentam alto conteudo
de G+C em seu DNA (55% a 75%), o que confere maior estabilidade gendmica e
adaptabilidade a ambientes hostis (De Simeis; Serra, 2021). A forma¢ao de micélio aéreo e
vegetativo ¢ uma caracteristica marcante desses microrganismos e representa uma fonte
crucial de informagdes para a identificacdo de géneros por meio de diversas técnicas. Essas
bactérias também se destacam como um dos maiores grupos taxondomicos no dominio
Bacteria (Ventura et al., 2007).

Embora a maioria dos géneros de actinobactérias estudados apresentem caracteristicas
morfoldgicas constantes, existem excegdes. As actinobactérias podem ocorrer na forma de
cocos, bastonetes, hifas fragmentadas ou, na sua forma mais conhecida, ramificadas.

O filo Actinobacteria ¢ historicamente reconhecido como uma importante fonte de
compostos bioativos, especialmente antibidticos, devido a elevada diversidade metabdlica de
seus representantes, com destaque para o género Streptomyces. Esse grupo tornou-se
emblemadtico por ser responsavel pela maior parte dos antibidticos naturais ja descritos,
incluindo estreptomicina, tetraciclina e eritromicina, além de farmacos amplamente
conhecidos e comercializados como vancomicina, rifampicina e cloranfenicol. Estima-se que
espécies de Streptomyces tenham originado cerca de 70% a 80% dos antibidticos conhecidos
até o inicio do século XXI, consolidando seu papel central na descoberta de novos farmacos.

(Procopio et al., 2012). Essa capacidade esta relacionada ao seu habitat natural altamente
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competitivo, como o solo, que favorece a producao de substancias antimicrobianas, bem como
aos seus grandes genomas ricos em clusters biossintéticos. Além disso, a facilidade de cultivo
e manipulagdo genética dessas bactérias contribuiu para que fossem mais exploradas do que
outros microrganismos, plantas ou animais na descoberta de novos farmacos (Alam et al.,
2022). O genoma das actinobactérias ¢ considerado robusto e mantém integridade entre as
espécies, em parte por possuirem cromossomos lineares diferindo de muitas bactérias, que
possuem DNA circular, o que exige mecanismos regulatorios semelhantes a telomeros para
evitar delecdes e regular genes secundarios essenciais (Borda-de-sa, 2007).

As actinobactérias possuem ampla distribuicdo em solos marinhos, cavernosos,
vulcanicos etc, estdmagos de animais e associadas a plantas. Considerados organismos de alta
relevancia ecologica, participam ativamente na ciclagem de nutrientes por meio da
decomposicdo de matéria organica, desde residuos vegetais até carcacas de animais,
disponibilizando nutrientes para absor¢ao pelas plantas (Barka et al., 2015).

A alta adaptabilidade das actinobactérias esta relacionada a mecanismos de resisténcia
que permitem sua sobrevivéncia em condigdes extremas, como alta salinidade, presenca de
pesticidas e metais pesados no solo. A persisténcia desses microrganismos em solos
contaminados tem motivado estudos que demonstram a capacidade de actinobactérias em
reduzir a toxicidade de locais afetados, transformando moléculas contaminantes em formas
ndo contaminantes ou menos agressivas. Essa versatilidade abre perspectivas para a
compreensdo desses processos € sua aplicacdo em situagdes reais, como acdes biotecnoldgicas
de bioaumento (Mawang et al., 2021).

Muitas das habilidades associadas aos géneros de actinobactérias derivam da produgao
de bioativos, como enzimas e antibidticos. Esses metabolitos estdo diretamente ligados a
respostas a condi¢des de estresse ambiental, sendo produzidos em reagao a irregularidades ou
ao final do ciclo de crescimento, como na fase estacionaria, onde a escassez de nutrientes
induz a produgdo desses compostos (Van Bergeijk et al., 2020).

A identificacdo e caracterizacdo de metabolitos produzidos por actinobactérias sao
abordagens de grande importancia para a ciéncia atual, especialmente na busca por novos
compostos antimicrobianos. Com base nos mecanismos de adaptagdo dessas bactérias, ¢é
possivel otimizar processos de inducdo da producdo desses compostos para uso em testes de
sensibilidade, avaliando o potencial das actinobactérias como produtoras de bioativos

antimicrobianos (Subramani; Sipkema, 2019).
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Figura 2— Exemplos de diferentes culturas de actinobactérias.

Streptomyces boetiae

Nocardia abscessus

Saccharomonospora viridis Micromonospora sp.

Fonte: © Leibniz-Institut DSMZ, 2024.

2.5 Principais metabdlitos

A produgdo de metabdlitos por actinobactérias ¢ um topico extremamente estudado,
tendo em vista que elas sdo responsaveis por cerca de mais de 20 mil dos metabdlitos
entendidos pela sociedade (Nufiez-Montero; Barrientos, 2018). Dentro dos metabolitos
provindos de cepas de actinobactérias englobam-se uma ampla variedade de atividades, dentre

elas, enzimatica, pesticida, antitumoral, antifingica e antibiotica etc (Selim et al., 2021).

Tabela 1 — Dados sobre o nimero de metabolitos secundarios isolados de diferentes géneros
de actinobactérias.

Espécie de actinomiceto Ne Exemplos
Streptomyces 8000 Estreptomicina e Tetraciclina
Streptoverlicillium 258 Mitomicina C ¢ Bleomicina
Nocardioides 9 Nocardicina A e Peptideos
antimicrobiano
s do tipo B-
lactamico
Micromonospora 740 Gentamicina e Sisomicina
Actinoplanes 248 Acabiose e Teicoplanina
Saccharopolyspora 131 Eritromicina e Rifamicina
Saccharomonospora 2 Saccharomicinas e
Glicopeptideos
antimicrobiano
S
Streptosporangium 79 Streptosporangina e
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Anguciclinas

Streptoalloteichus 48 Alloteicinas e Compostos

glicopeptidicos
relacionados a
vancomicina

Nocardiopsis 41 Nocardiopsina e
Poliquetideos
antimicrobiano
s

Thermomonospora 19 Termomicina e enzimas
termoestaveis
com atividade
antimicrobiana

Nocardia 357 Nocardicina e acidos
micdlicos

Mycobacterium 57 Fenol glicolipideos (PGLs)

Actinosporangium 30 Actinosporina e Metabolitos
policetidicos
antimicrobiano
S

Fonte: Adaptado de Selim ef al., 2021 e Sharma, 2017.
2.5.1 Atividade enzimdtica

O uso de enzimas possui grande importancia para as industrias, atuando em diversos
processos produtivos nos setores alimenticio, de detergentes, téxtil, de bebidas, farmacéutico,
entre outros. Essas biomoléculas proteicas atuam como catalisadores bioldgicos, acelerando
reacdes quimicas especificas a partir da interacdo com seus substratos. As enzimas produzidas
por actinobactérias tém diversas aplicacdes biotecnologicas, com destaque para os
estreptomicetos marinhos, que sintetizam enzimas capazes de degradar matéria organica
presente nos sedimentos marinhos. Diferentemente dos actinomicetos terrestres, que atuam na
ciclagem de nutrientes do solo, os estreptomicetos marinhos precisam lidar com matéria
organica complexa e recalcitrante, condi¢cdes de baixa disponibilidade de oxigénio e altas
pressdes osmoticas, tornando suas enzimas particularmente resistentes, versateis e atraentes
para aplicacdes industriais e ambientais (Devi ef al., 2006; Zhao et al., 2016).

O mercado de enzimas se renova anualmente, uma vez que a industria busca
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continuamente por formas de otimizar processos produtivos, sendo as enzimas uma
alternativa eficiente para acelerar reagdes e reduzir custos operacionais (Grand View
Research, 2023). Dados do principal banco de dados enzimatico, Brenda (2024), indicam que
centenas de novas enzimas sdo caracterizadas e incorporadas anualmente ao seu sistema. As
actinobactérias constituem fontes ricas para a investigacdo da producdo de novas enzimas,
tornando-se microrganismos de suma importancia na descoberta desses compostos (Mukhtar

et al., 2017; Ramirez; Calzadiaz, 2016).

2.5.2 Atividade pesticida

A agricultura ¢ uma das praticas mais antigas da humanidade, e os cultivadores sempre
enfrentaram problemas com pragas que prejudicam as plantagdes. As actinobactérias também
sao consideradas organismos endofiticos, ou seja, podem ser encontradas em associacao
simbidtica com plantas. Essa relacdo traz beneficios significativos para o vegetal, uma vez
que cepas de actinobactérias comumente encontradas no solo, como as do género
Streptomyces, sdo capazes de produzir metabolitos com atividade pesticida e antibidtica,
controlando pragas e promovendo o desenvolvimento saudavel da planta (Golinska et al.,
2015; Diab et al., 2024).

Estudos de toxicidade foram realizados contra espécies de insetos comumente
reportadas como problemadticas em plantagdes para comprovar a capacidade pesticida de
produtos derivados de actinobactérias. Por exemplo, o estudo de Arasu et al. (2013) aborda
cepas de Streptomyces que produziram metabolitos bioativos com efeito inseticida contra
larvas da lagarta-do-algodoeiro (Helicoverpa armigera). De modo semelhante, Ruanpanun et
al. (2010) relatam a capacidade de um isolado de streptomyces, Streptomyces sp., de produzir
metabolitos ativos contra o nematoide Meloidogyne incognita, demonstrando atividade

nematicida.

2.5.3 Atividade antitumoral

A atividade citotoxica estd presente no espectro de metabodlitos produzidos por
actinobactérias. Compostos com essa propriedade, comumente identificados em
actinobactérias marinhas, vém sendo isolados e testados para o tratamento de cancer (Abdel-
Razik et al., 2025).

A indugdo a apoptose em células cancerigenas por metabolitos derivados de

actinobactérias ocorre por meio da ativacdo de diversas vias de sinalizagdo celular (Rui ef al.,
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2025). Entre os mecanismos envolvidos, destacam-se a ativacao de caspases € o aumento na
concentragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) no interior das células cancerigenas, o

que gera estresse oxidativo e culmina na morte celular programada (Adeluola ef al., 2022).

2.5.4 Atividade antifungica

Os fungos possuem muitas semelhangas com as actinobactérias, principalmente as do
solo. Por serem encontrados geralmente nos mesmos habitats, esses microrganismos tendem a
competir por nutrientes entre si (Zhang et al., 2025). Além da competi¢do, actinomicetos do
solo podem ser encontrados associados a plantas, € muitas espécies com esse comportamento
rizosférico sdo propicias a producdo de metabdlitos ativos (Elshafie; Camele, 2022;
Vurukonda et al., 2018).

Estudos, como o descrito por Girdo et al. (2019), realizados com cepas de
actinobactérias isoladas da espécie de algas marinhas, Laminaria ochroleuca, demonstraram

também, além da inibi¢ao de S. aureus, a inibicao de Candida albicans.

2.5.5 Atividade antiviral

A atividade de inibi¢do de agentes virais também pode ser observada entre os
metabolitos produzidos por actinobactérias. Com o aumento na incidéncia de doengas virais
ao longo do tempo, a busca por agentes antivirais de fontes naturais torna-se uma alternativa
promissora, especialmente considerando o histérico de produgdo de compostos bioativos pelo
filo Actinobacteria, particularmente pelo género Streptomyces (Elnahas et al., 2021).

Diversos antibidticos isolados de actinobactérias ja demonstraram atividade antiviral,
como ¢ o caso da Vidarabina (Ara-A), que atua impedindo a replicagdo viral por ser um
analogo de nucleosideo (Ngamcharungchit et al., 2023). Um estudo conduzido por Caly et al.
(2020) demonstrou que a Ivermectina, derivada da actinobactéria Streptomyces avermitilis, ¢
capaz de inibir a replicacdo do virus SARS-CoV-2, interferindo no transporte de proteinas
virais por meio da desestabilizagdo do heterodimero IMPa/B1 (importina alfa/beta 1),

complexo responsavel pelo transporte de proteinas do citoplasma para o nucleo.

2.5.6 Atividade antibiotica

A produgdo de bioativos antibidticos por actinobactérias engloba diversos tipos de

metabdlitos capazes de afetar microrganismos. Principalmente representada pela acdo de
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inibi¢do de bactérias patogénicas, esses metabolitos destacam-se por interferirem no
metabolismo desses patdogenos, impedindo sua multiplicagdo, o que também pode ser
estendido para fungos e virus, como citado anteriormente (Sharma et al., 2020).

Muitas espécies desses microrganismos (principalmente actinomicetos) possuem a
capacidade de produzir antibidticos (Grafico 1), com destaque para o género de actinobactéria
Streptomyces, amplamente estudado e explorado. Outros géneros também investigados, em
menor escala, como Actinoalloteichus, Actinomadura, Amycolatopsis, Kibdelosporangium,
Kitasatospora, Kocuria, Microbacterium, Micromonospora, Rhodococcus, Nocardiopsis,
Pseudonocardia, Streptomonospora, Streptosporangium, Thermoactinomyces e
Verrucosispora, identificados como culturas raras ou nao-Streptomyces, também demonstram
capacidade de produzir bioativos antibioticos (Ngamcharungchit ez al., 2023).

Diante da diversidade de géneros de actinobactérias capazes de produzir antibioticos,
torna-se evidente o enorme potencial desses microrganismos como fonte de novos
compostos bioativos. No entanto, grande parte dos estudos concentra-se em espécies de
regioes bem exploradas, deixando ambientes extremos, como o semiarido nordestino, pouco
investigados.

Considerando que condigdes ambientais adversas tendem a selecionar microrganismos
com metabolismos Uunicos e potencial produtivo diferenciado, o isolamento de
actinobactérias dessas regides surge como uma estratégia promissora para a descoberta de

novos antibidticos (Mohammadipanah & Wink, 2016).

Grafico 1 — Producao antibiotica entre diferentes microrganismos.
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Fonte: Selim ef al., 2021 e Hong et al., 2017.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
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Observar a atividade antimicrobiana de bioativos de cepas de actinobactérias e, por

meio de técnicas laboratoriais, avaliar seu potencial biotecnoldgico.

3.2 Objetivos especificos

o Isolar cepas de actinobactérias do solo do semiarido nordestino;

e Realizar um screening para a atividade antimicrobiana por cross-streak das cepas
contra patogenos selecionados;

o Fermentagdo das cepas positivas com dois tratamentos diferentes para obteng¢do dos
caldos enriquecidos com a substancia antimicrobiana;

o Testagem da capacidade antimicrobiana dos fermentados através do método de difusao

em pogo.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta de solo

Para a coleta, foram utilizadas imagens de satélite que mapearam o parque e, com base
nesses dados, delimitaram-se as areas de amostragem. Dentro das delimitagdes, foram
marcados quatro transectos distintos, de acordo com o uso do solo na area delimitada, sendo
eles: Agricultura, Secundario, Conservado e Preservado. Sendo solos de Agricultura aqueles
antropizados, onde ocorreram cultivos; Secundarios, solos de antropizacdo em recuperagao;
Conservados, solos que possuem manejo humano, mas de forma controlada e sustentavel, e
por fim, Preservados, solos protegidos com auséncia ou baixissima atividade humana.

As amostras de solo utilizadas no estudo foram coletadas respectivamente em 3 e 13
julho de 2018 em duas areas diferentes no entorno do PARNA Ubajara: uma amostra
proveniente de solo secundario, nativo ¢ de mata iimida, identificada como S88; e outra de
solo agricola, utilizado para o plantio de milho e feijao na regido de mata seca, identificada
como A64. As amostras foram armazenadas em sacos estéreis e encaminhadas ao LAMAB
(Laboratorio de Microbiologia Ambiental) do Departamento de Biologia da Universidade

Federal do Ceara.

4.2 Isolamento e armazenamento
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4.2.1 Pre-tratamentos do solo

Com o objetivo de enriquecer a diversidade de géneros de actinobactérias e suprimir a
microbiota contaminante, as amostras de solo foram submetidas a uma sequéncia de trés pré-
tratamentos fisicos. Esta abordagem visa reduzir populacdes de bactérias Gram-negativas,
fungos e espécies convencionais de Streptomyces, que frequentemente dominam em
protocolos de isolamento padrao (Kumar; Jadeja, 2016).

O primeiro pré-tratamento consistiu na exposicdo de suspensdes de solo a radiagdo
ultravioleta (UV) por 15 minutos. Este método ¢ eficaz na eliminagdo de células vegetativas
sensiveis, como a maioria das bactérias Gram-negativas (ex.: Escherichia coli), devido aos
danos causados ao DNA durante a replicacdo. Actinobactérias, particularmente as formadoras
de esporos, exibem maior resisténcia a esse tratamento, atribuida a mecanismos de prote¢ao
celular e a sistemas de reparo de DNA mais eficientes (Wahisaka et al., 1982).

O segundo pré-tratamento envolveu o aquecimento de amostras de solo seco em estufa
a 65°C por 20 minutos. Esta etapa termosseletiva tem como finalidade a inativag¢do de células
vegetativas termossensiveis, promovendo simultaneamente a selecdo de esporos
termorresistentes, uma caracteristica prevalente em diversos géneros de actinobactérias
(Cross, 1989).

O terceiro pré-tratamento constituiu-se na centrifugacdo de suspensdes de solo a 1000
x g por 10 minutos. A centrifugacdo diferencial em baixa velocidade permite a sedimentacao
de propagulos densos, como os esporos de Streptomyces. Contudo, propagulos de
actinobactérias raras, como os esporos unicos € menos densos de Micromonospora, tendem a
permanecer no sobrenadante, permitindo seu posterior isolamento seletivo e contribuindo para

o aumento da diversidade recuperada (Wakisaka et al., 1982).

4.2.2 Isolamento das Actinobactérias

Para o isolamento de actinobactérias, procedeu-se com a preparagdo de uma suspensao
inicial a partir de 10 g de cada amostra de solo (ja submetida aos pré-tratamentos
supracitados) e 90 mL de solucdo salina estéril a 0,85%. A partir desta suspensao-mae, foram
realizadas dilui¢des seriadas (1:10), transferindo-se aliquotas de 1 mL da dilui¢do anterior
para 9 mL de solugdo salina estéril, até se obter a diluicdo 10, conforme protocolo

estabelecido para a dispersao da microbiota do solo (Kumar; Jadeja, 2016).
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O plaqueamento foi realizado em duplicata para cada diluigdo, totalizando oito placas
por amostra de solo. A inoculacdo consistiu no deposito de 100 uL de cada diluicdo na
superficie do meio de cultura Agar de Isolamento para Actinobactérias (Tabela 2), seguido de
espalhamento homogéneo com al¢a de Drigalski estéril (Shirling; Gottlieb, 1966). Para
suprimir o crescimento de fungos filamentosos, o meio foi suplementado com o antifungico
nistatina na concentragdo de 100 pug/mL, um procedimento padrio em protocolos de
isolamento de actinobactérias (Wakisaka et al., 1982). As placas foram incubadas em estufa
BOD a 28°C por um periodo de 14 dias, tempo necessario para o desenvolvimento completo
de colonias de actinobactérias de crescimento lento.

Apds o periodo de incubagdo, realizou-se a triagem das placas. Foram descartadas
aquelas que apresentavam crescimento bacteriano excessivo ou confluente, o que
inviabilizava o isolamento de culturas puras. A coleta foi direcionada para placas com
densidade moderada e coldnias bem isoladas e dispersas.

A selegdo das cepas foi baseada em critérios morfoldgicos e fenotipicos, priorizando-
se colonias com caracteristicas distintivas, tais como: producdo de pigmentos difusiveis ou
constitutivos, morfologia colonial tipica de actinobactérias (seca, aspera e filamentosa), e
evidéncia de atividade antagonica (halos de inibi¢ao) ou enzimatica (halos de clarificagdo) no
meio de cultura (Williams; Cross, 1971). Este processo de triagem resultou no isolamento de
16 cepas, que foram codificadas como Actinobactéria de Ubajara (AU) e incorporadas a

colecdo de culturas do Laboratorio de Microbiologia Ambiental (LAMAB).

Tabela 2 — Composicio do meio de cultura Agar de Isolamento de Actinobactérias (AIA).

MEIO AIA - pH 7,0

Asparagina lg
Glicerol 10g
K>HPO: lg

MgSO0s - 7TH.0 0,1g
FeSO4 - 7TH20 0,001g
NaNOs 2g

dH-0 1000 ml
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Agar 15¢

Fonte: Adaptado de Waksman, S.A. (1950).

Figura 3 — Fluxograma do processo de preparo das diluigdes e inoculagdo em placa.
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4.2.3 Armazenagem das cepas

As cepas selecionadas foram submetidas a um protocolo de purificacdo e preservagao
para garantir sua viabilidade e estabilidade genética para estudos futuros. Inicialmente, as
colonias foram purificadas por repicagem sucessiva em Agar Dextrose-Caseina (Tabela 3)
seguido de incubagao em estufa BOD a 28°C por 14 dias (Shirling; Gottlieb, 1966).

Para a formac¢do de uma colecdo de cepas e obten¢do de indculos padronizados, as
linhagens purificadas foram transferidas para o meio ISP-2 (Tabela 4). Este meio ¢
reconhecido por seu alto valor nutricional, que estimula um crescimento vigoroso ¢ a
esporulagdo da maioria das actinobactérias, conforme estabelecido pelo projeto internacional
de caracterizagdo destes microrganismos (Shirling; Gottlieb, 1966). As culturas foram
incubadas nas mesmas condi¢des por 14 dias.

Apos a esporulagdo, procedeu-se com a colheita do material. Adicionou-se 2 mL de
solugdo salina estéril (0,85%) suplementada com 100 pL do agente surfactante Tween 80 a
cada placa. A solucao foi distribuida homogeneamente sobre a superficie colonial com auxilio

de al¢a de Drigalski estéril, promovendo a liberagdo dos esporos aderidos ao micélio aéreo
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(Williams; Cross, 1971). A suspensdo resultante foi pipetada e transferida para microtubos de
centrifuga.

Os microtubos foram submetidos a centrifugagdo a 12.000 x g por 12 minutos para
sedimentacao dos esporos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi submetido a trés ciclos
de lavagem com solugdo salina 0,85% para remover residuos de metabolitos e nutrientes do
meio de cultura (Kieser ef al., 2000). O material final foi ressuspenso em solucao de glicerol a
50% (v/v) e armazenado a -20°C. A criopreservacdo em glicerol ¢ um método consolidado
para a manutencdo da viabilidade celular a longo prazo, conforme demonstrado por Howard
(1956) em estudos fundamentais sobre preservagdo bacteriana, onde a adi¢do de glicerol

previne a formacao de cristais de gelo intracelulares letais durante o congelamento.

Tabela 3 — Composicio do meio de cultura Casein Dextrose Agar (CDA).

MEIO CDA - pH 6,6

Caseina 0,2g
Dextrose 2g
K>HPO4 0,5g
MgSOs4 - TH20 0,2g
FeSO. 0,01g
Nistatina 2ml
dH-0 1000ml
Agar I5¢g

Fonte: Adaptado de Kuster; William (1964).

Tabela 4 — Composicao do meio de cultura Internacional Streptomyces Program 2 (ISP-2).

MEIO ISP-2 - pH 7,2

Extrato de levedura 4¢g

Extrato de malte 10g

Dextrose 4g
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dH-0

1000 ml

Agar

15¢g

Fonte: Shirling & Gottlieb (1966).

Figura 4 — Fluxograma do processo de preparo das cepas para armazenamento.
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4.3 Caracterizacio cultural

4.3.1 Caracterizagcdo macromorfologica

A macro caracterizagdo foi realizada por meio da observacdo das cores do micélio
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aéreo e do micélio vegetativo (reverso) das 16 cepas isoladas (Shirling; Gottlieb, 1966), com
o objetivo de avaliar suas caracteristicas morfologicas e a formacao de micélio em diferentes
meios de cultura. Foram selecionados trés meios de cultura: CDA, SCA e Bennett (Atlas,
R.M. 2010), os quais possuem fontes de nutrigdes principais distintas: dextrose, amido e
extrato de levedura, respectivamente.

As 16 cepas de actinobactérias foram inoculadas e incubadas em cada um dos meios
em BOD, a 28°C por 14 dias. Apds o periodo de crescimento, as colonias foram observadas
sob lupa, e suas caracteristicas morfoldgicas foram registradas com base na escala de cores

disponivel no site RAL Color (Tresner; Backus, 1963).

Tabela 5 — Composi¢ao do meio de cultura Starch Casein Agar (SCA).

MEIO SCA - pH 7,0

Amido soluavel 10g
Caseina 0,3g
KNOs 2g
NacCl 2g
K>HPO: 2g
CaCO:s 2g
MgSOs - 7TH20 0,05¢
FeSO. - TH20 0,01g
dH-0 1000 ml
Agar 15¢g

Fonte: Adaptado de Kuster; William (1964).

Tabela 6 — Composicao do meio de cultura Bennett.

MEIO Bennett - pH 7,0

Glucose 10g

Extrato de levedura 2g




35

Extrato de carne g
Peptona 2g
dH-O 1000 ml
Agar 15¢g

Fonte: Ait Assou et al. (2025).

4.3.2 Coloragdo de Gram

As cepas selecionadas foram cultivadas em meio CDA e suas colonias foram fixadas
em esfregagcos para coloragdo. Para a preparagdo do esfregago, foram utilizados 10 pL de
solugdo salina 0,85% sobre uma lamina de microscépio previamente identificada. Com o
auxilio de uma alga de inocula¢do estéril, o micélio aéreo das bactérias foi coletado
suavemente para minimizar danos a sua estrutura e homogeneizado levemente com a solugao
salina na lamina. A suspensdo foi fixada por passagens rapidas da lamina sobre a chama de
um bico de Bunsen (Tortora; Funke; Case, 2017).

Apds a fixagdo, procedeu-se a coloracdo de Gram. Inicialmente, aplicou-se cristal
violeta por 1 minuto para fixagdo do corante. Em seguida, a lamina foi lavada com agua
destilada e a solucdo mordente de Lugol a 2% foi adicionada por mais 1 minuto, promovendo
a fixagdo do cristal violeta na camada de peptidoglicano das bactérias Gram-positivas. Apds
nova lavagem, utilizou-se alcool-acetona como agente descolorante, removendo a coloragdo
das bactérias Gram-negativas. Os residuos do éalcool foram eliminados por lavagem e o
contracorante safranina foi aplicado por 30 segundos, corando as bactérias que foram
descoloridas no passo anterior. Por fim, realizou-se uma ultima lavagem e a ldmina foi seca

para visualizacdo em microscépio (Carroll, 2019).
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Figura 5 — Fluxograma do processo de coloragao de Gram.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

4.3.3 Microcultivo

O microcultivo em camara foi empregado como técnica para a observacao detalhada
das estruturas morfolégicas de actinobactérias, seguindo adaptacdes de metodologias
consagradas para fungos filamentosos (Durrell, 1968; Smith, 1991). Este método permite a
visualizacdo in sifu do desenvolvimento de hifas e estruturas de esporulacdo, sendo
fundamental para a identificacdo preliminar de géneros.

Para a execug¢do da técnica, preparou-se o meio de cultura Bennett, que foi plaqueado
e, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur de vidro estéril, foram obtidos discos circulares do
agar. Estes discos foram transferidos cuidadosamente para laminas de microscopio estéreis,
sendo posicionados dois discos por ldmina para realizagdo do teste em duplicata. Apds o
posicionamento dos discos, as culturas bacterianas foram inoculadas nas laterais dos mesmos
utilizando al¢a de inoculagdo estéril, conforme descrito por Williams e Cross (1971) para
actinomicetos. Finalmente, laminulas esterilizadas foram posicionadas sobre os discos

inoculados.
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As laminas preparadas foram acondicionadas em placas de Petri estéreis contendo
algoddo umedecido com agua estéril, criando uma camara Uimida para manutencdo da
umidade durante a incubacao em BOD a 28°C por 7 dias (Shirling; Gottlieb, 1966).

Ap6s o periodo de incubagdo, as laminulas que exibiam as impressdes das estruturas
de crescimento das actinobactérias foram cuidadosamente coletadas e montadas sobre novas
laminas de microscopio identificadas, utilizando azul de lactofenol como meio de contraste
para facilitar a visualizacdo microscopica das estruturas celulares (Locci, 1989).

Com as laminulas devidamente posicionadas e fixadas apds secagem, procedeu-se a
observacao das estruturas morfologicas em microscopio Optico, com posterior identificagao
do género com base em atlas microbiolégicos de referéncia (Atlas, 2022; Williams; Cross,

1971).

Figura 6 — Fluxograma do processo de microcultivo.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

4.4 Cross-Streak

O teste de antagonismo pelo método cross-streak foi conduzido para avaliar a capacidade das
actinobactérias em inibir o crescimento de patdégenos de interesse clinico. A técnica foi
executada conforme adaptado de métodos previamente estabelecidos para a triagem de

atividade antimicrobiana (Balouiri; Sadiki; Ibnsouda, 2016).
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Inicialmente, preparou-se placas de Petri com Agar Mueller Hinton solidificado. Em
uma das extremidades da placa, cada actinobactéria foi inoculada através de uma estria
vertical unica ("streak"). As placas foram incubadas em estufa BOD a 28°C por 7 dias,
visando permitir o estabelecimento prévio do isolado e a possivel producdo de metabdlitos
inibitérios no meio, uma adaptagdo necessaria devido ao crescimento tipicamente mais lento
das actinobactérias quando comparado aos patdgenos bacterianos de crescimento rapido
(SHIRLING; GOTTLIEB, 1966).

Apbés o periodo de pré-cultivo, as placas contendo o desenvolvimento das
actinobactérias foram reinoculadas perpendicularmente com as cepas patogénicas padrao - S.
aureus (ATCC 25923), S. enterica (ATCC 14028) e K. pneumoniae (ATCC 10031). A
inoculagdo dos patogenos foi realizada em estrias horizontais, partindo da extremidade oposta
a linha de crescimento da actinobactéria em direcdo a ela, formando um ponto de cruzamento
("cross"). Esta configuracdo permite a observacdo de um gradiente de interacdo entre
microrganismos (Okudoh; Wallis, 2007). Finalmente, as placas foram incubadas a 37°C por
24 horas, temperatura 6tima para o crescimento dos patdgenos.

A leitura dos resultados baseou-se na observagdo da inibigdo do crescimento dos
patdégenos nas proximidades da estria da actinobactéria. Um resultado foi considerado
positivo quando observada uma zona clara de inibi¢ao (halo) no ponto de cruzamento ou ao

longo do caminho do patdégeno em dire¢do a actinobactéria.
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Figura 7 — Fluxograma do processo de cross-streak.
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4.5 Fermentacao

4.5.1 Fermentacdo convencional

Para a produgdo de metabdlitos secundarios pelos isolados que testaram positivo ao
teste de cross-streak, empregou-se o protocolo de fermentacdo em meio liquido, adaptado de
metodologias estabelecidas para o cultivo de actinobactérias (Kieser et al., 2000).
Inicialmente, preparou-se uma suspensao de esporos, conforme descrito no topico 4.2.3, para
padronizagdo do inoculo. Para tal, a suspensdo de esporos foi coletada e diluida 50 vezes em
solugdo salina 0,85% estéril, sendo subsequentemente submetida a leitura de densidade Optica
(DO) a 600 nm em espectrofotdmetro, para obtengcdo do valor de referéncia da suspensao
concentrada. Com base nesse dado, calculou-se o fator de dilui¢do necessario para o preparo
de um in6culo padronizado a DO 0,5.

Adicionou-se 100 pL deste in6culo padronizado a 5 mL de caldo Mueller Hinton,
constituindo o pré-indculo, o qual foi incubado a 28°C por 4 dias sob agitacdo de 200 rpm.

Esta etapa visa assegurar a adaptacdo celular e o crescimento ativo da cultura. Finalmente, o
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pré-inoculo foi transferido na integra para um erlenmeyer estéril de 500 mL contendo 120 mL
de caldo Mueller Hinton, totalizando um volume final de 125 mL. O cultivo foi incubado a
28°C por 14 dias sob agitagdo constante de 200 rpm, permitindo a producdo de metabodlitos

secundarios (Okudoh; Wallis, 2007).

4.5.2 Fermentacdo com co-cultivo

Com o intuito de investigar a potencial indugdo da producdo de metabolitos
antimicrobianos em condi¢cdes de competicdo microbiana, foi realizado um protocolo de
fermentagdo em co-cultivo, seguindo a premissa de que interagdes bioticas podem modular o
metabolismo microbiano (Van Der Meij et al., 2017). O procedimento basico de fermentagao,
conforme descrito no item 3.5.1, foi mantido para as actinobactérias. Contudo, no sétimo dia
de incubagdo, adicionou-se 5 mL de um pré-indculo padronizado da cepa indutora S. enterica
aos erlenmeyers. A padroniza¢do deste pré-indculo seguiu a mesma metodologia anterior,
resultando em uma suspensao com DO ajustada para 0,5. Os frascos de co-cultivo foram
entdo reincubados a 37°C por mais sete dias, sob agitacdo de 200 rpm em agitador orbital,
temperatura esta que ¢ ideal para o crescimento do patdgeno e para a interagdo competitiva

entre 0s microrganismos.

4.6 Difusao em po¢o

O potencial antimicrobiano dos metabolitos secundarios soluveis presentes nos caldos
fermentados foi avaliado por meio do teste de difusdo em pogo, seguindo metodologia
padronizada com adaptagdes (Balouiri; Sadiki; Ibnsouda, 2016). O ensaio foi realizado em
Agar Mueller-Hinton, utilizando-se duas concentragdes distintas do agente gelificante (1,5% e
1,2%) para investigar se ha a influéncia da densidade da matriz de dgar na taxa de difusao dos
compostos bioativos (Lennette ef al., 1985).

Apds a solidificagdo do meio, as placas de Petri foram inoculadas por espalhamento
superficial com 100 pL de uma suspensdo bacteriana padronizada de cada patogeno (S.
aureus, S. enterica ¢ K. pneumoniae), ajustada para densidade optica de 0,1 a 600 nm
(equivalente a escala 0,5 de McFarland), conforme descrito no topico 3.5.1. A distribuicao
uniforme do in6culo foi garantida com o auxilio de al¢a de Drigalski estéril.

Em seguida, realizou-se a perfuracdo do agar para a criacdo dos pogos, cujo numero

total correspondeu as repeticdes de cada tratamento, incluindo uma repeti¢ao adicional para o
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controle negativo (caldo de cultivo estéril). Os pogos foram confeccionados com ponteiras de
pipeta estéreis, padronizados com diametro de 6 mm.

Posteriormente, adicionou-se aliquotas de 100 pL do sobrenadante livre de células,
obtido pela centrifugagdo do caldo fermentado a 9.500 % g por 15 minutos, em cada poco,
conforme procedimento descrito por Okudoh e Wallis (2007) para a obtencdo de extratos
livres de células. As placas foram mantidas sob refrigeracao (4°C) por 4 horas para permitir a
pré-difusdao dos metabolitos no agar antes do inicio do crescimento bacteriano. Finalmente, as
placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, temperatura 6tima para o desenvolvimento dos
patdgenos testados.

A atividade antimicrobiana foi determinada pela mensurag¢do do diametro dos halos de
inibicado formados ao redor dos pogos, considerando-se apenas halos superiores a 6 mm

(diametro do pogo) como resultado positivo.

Figura 8 — Fluxograma do processo de preparo e avaliagdo do teste de difusdo em pocgo.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento de actinobactérias
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O conjunto de técnicas utilizadas para afunilamento das amostras de solo em relacao
as actinobactérias e a utilizagdo de um meio de cultura seletivo suplementado com agentes
antifngicos teve um resultado significativo na apari¢ao de diferentes cepas de actinobactérias
na cultura mista plaqueada das dilui¢des seriadas realizadas, sendo as diluigdes D3 e D4 as
que se destacaram por resultarem em cepas diferenciadas e uma densidade bacteriana

satisfatoria.

Tabela 7 — Tabela contendo informagdes sobre o isolamento de cada cepa de actinobactéria.

CEPA SOLO DILUICAO REPETICAO
AU-1 S88 -3 1
AU-2 S88 3 1
AU-3 S88 -4 1
AU-4 S88 -3 2
AU-5 S88 3 2
AU-6 S88 -4 2
AU-7 S88 -4 2
AU-8 S88 3 2
AU-9 A64 %) 2
AU-10 A64 3 2
AU-11 A64 -3 2
AU-12 A64 %) 2
AU-13 A64 -4 2
AU-14 A64 -3 1
AU-15 A64 3 1
AU-16 A64 -4 1

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.
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5.2 Caracterizacao cultural

5.2.1 Caracterizacao macromorfologica

O crescimento das actinobactérias variou significativamente entre os meios de cultura
testados. Observou-se um desenvolvimento mais lento nos dgares Amido-Caseina (SCA) e
Dextrose-Caseina (CDA), com o aparecimento de coldnias visiveis somente apos 6 a 7 dias de
incubacdo. Em contraste, no meio Bennett, as coldnias tornaram-se visiveis em um periodo
significativamente menor, de 2 a 4 dias. Essa disparidade pode ser atribuida a natureza dos
nutrientes disponiveis em cada meio. Enquanto os meios SCA e CDA contém fontes de
carbono complexas, como amido e caseina, que exigem a producdo de enzimas extracelulares
para sua hidrdlise, o meio Bennett ¢ composto por nutrientes prontamente assimilaveis, como
extrato de levedura e extrato de carne, que sdo facilmente metabolizados, resultando em um
crescimento mais rapido (Shomura et al., 2019). Esse resultado corrobora estudos que
demonstram a influéncia da fonte de carbono na cinética de crescimento bacteriano (Jonsbu;
Mcintyre; Nielsen, 2002).

Além das diferencas na velocidade de crescimento, a morfologia colonial e a
pigmentacao variaram conforme o meio de cultura. A avaliacdo cromatica utilizando a tabela
RAL revelou que a coloracao light ivory se destacou por estar presente em todos os
tratamentos. A cepa UA-1 exibiu a maior variabilidade na coloragdo do micélio reverso entre
os meios, enquanto as cepas UA-2, UA-8 e UA-11 mantiveram suas caracteristicas
morfocromaticas mais estaveis, com apenas variagdes sutis de tonalidade. A produgdo de
pigmentos soliveis no meio também foi distinta: cepas como UA-1, UA-7 e UA-12
produziram pigmentos intensos no meio CDA; UA-3, UA-4, UA-5, UA-7, UA-9 e UA-13 no
meio SCA; e UA-3, UA-4, UA-5 e UA-13 no meio Bennett. Tais variagcdes na pigmentacao
sdo indicativas de uma regulagdo diferencial das vias metabdlicas em resposta aos
componentes do meio, um fendmeno amplamente documentado em actinobactérias. Essas
vias metabdlicas estdo frequentemente associadas a biossintese de metabdlitos secundarios,
como antibidticos, compostos fenolicos, quinonas, melaninas e outros pigmentos bioativos,
cuja produgdo pode desempenhar diferentes fungdes ecologicas e fisiologicas. Entre essas
fungdes destacam-se a protegdo contra estresses ambientais (como radiagdo UV e estresse
oxidativo), a competi¢do microbiana, por meio da inibicdo de microrganismos competidores,
e a adaptacdo metabolica as fontes de carbono e nitrogénio disponiveis no meio. Assim, a

diversidade de perfis de pigmentagdo observada sugere ndo apenas diferencas fenotipicas
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entre as cepas, mas também um potencial metabolico distinto, possivelmente relacionado a

produgdo de compostos de interesse biotecnoldgico. (Ser ef al., 2016; Selim et al., 2021).

Grafico 2 — Esquema da ocorréncia de cores em relagdo ao micélio aéreo (A) e vegetativo
(B) das cepas crescidas em CDA.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.
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Grafico 3 — Esquema da ocorréncia de cores em relacdo ao micélio aéreo (A) e vegetativo
(B) das cepas crescidas em SCA.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.
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Grafico 4 — Esquema da ocorréncia de cores em relagdo ao micélio aéreo (A) e vegetativo
(B) das cepas crescidas em Bennett.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

0R00000

Oyster white
Light ivory
silk grey
Green beige
Ivory

Pearl orange
Colza yellow

Total=16

OeOo0oE00000D

Light ivory
Saffron yellow
Green beige
Ivory

Lemon yellow
Colza yellow
Oxide red
Zinc yellow
Pastel orange
Red orange
Sun yellow



46

5.2.2 Coloracgdo de Gram

As actinobactérias sdo classificadas como bactérias Gram-positivas devido a presenca
de uma espessa camada de peptidoglicano em sua parede celular, que teoricamente retém o
corante cristal violeta, resultando na coloragdo roxa caracteristica (Tortora; Funke; Case,
2016). No entanto, a complexidade estrutural da parede celular desses microrganismos pode
comprometer a precisao do método, gerando resultados incongruentes.

Conforme destacado por Goodfellow e Williams (1983), a coloracdo de Gram foi
originalmente desenvolvida para bactérias de morfologia simples e apresenta aplicagdo
limitada em actinobactérias. Células jovens em crescimento ativo frequentemente ret€ém o
cristal violeta de forma eficaz, corando-se como Gram-positivas. Por outro lado, células em
estagios avancados de desenvolvimento ou em processo de esporulacdo — frequentemente
denominadas “células velhas” — podem exibir uma parede celular modificada, com maior
conteudo de lipidios complexos, o que impede a retengdo adequada do corante primario
(Stackebrandt; Rainey, Ward-rainey, 1997). Como resultado, essas células podem ser
descoradas durante o processo e adquirir a coloragdo vermelha/rosa do contracorante
safranina, apresentando um fendmeno conhecido como “Gram-variavel” (Berd, 1973).

A técnica pode ser aplicada, mas ndo ¢ tida como confidvel. Resultados de

actinobactérias Gram-positivas e suas versoes relativas podem ser observadas na figura 9.
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Figura 9 — Colora¢do de actinobactéria Gram-positiva (A) e coloragdo de actinobactéria
“Gram-variavel” (B).

(A) (B)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

5.2.3 Microcultivo

Com base na comparagao das caracteristicas morfologicas observadas nas 16 cepas de
actinobactérias isoladas com imagens de referéncia disponiveis em obras consagradas da
literatura, como o "Atlas of Actinomycetes" (Atlas, 2022), foi possivel inferir a provavel
identidade de trés géneros entre os isolados. O conjunto de técnicas de pré-tratamento
aplicado para suprimir o crescimento de Streptomyces mostrou-se eficaz, uma vez que esse
género ndo foi detectado entre as cepas isoladas, confirmando a seletividade do protocolo

utilizado.
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Grafico 5 — Ocorréncia dos possiveis géneros deduzidos por microcultivo nos solos de
isolamento A64 (mata seca) e S88 (mata imida).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

Com base na andlise de 16 cepas de actinobactérias isoladas, observou-se a seguinte
distribuicao: o género Micromonospora foi o mais predominante, representando 7 isolados
(43,75%), sendo 2 origindrios de solo agricola e 5 de solo preservado (secundario). Esse
género ¢ reconhecido por sua resisténcia e adaptabilidade a condi¢des adversas, atuando como
um especialista na degradacdo de material organico complexo em solos maduros e
ecologicamente equilibrados (Goodfellow; Williams, 1983; Genilloud, 2015).

Em seguida, o género Nocardia representou 5 isolados (31,25%), com 4 provenientes
de solo agricola e apenas 1 de solo preservado. Diferente de géneros especialistas como
Micromonospora, as Nocardia sdo consideradas oportunistas, adaptando-se preferencialmente
a ambientes enriquecidos com nutrientes de facil acesso, como os solos agricolas. Sua
capacidade de degradar compostos recalcitrantes, incluindo hidrocarbonetos e pesticidas,
explica sua maior prevaléncia nesses ambientes (Bennur et al., 2015).

O género Saccharomonospora foi representado por 4 isolados (25,00%), distribuidos
igualmente entre os dois tipos de solo. Embora comumente associada a ambientes agricolas
onde a decomposicao de matéria organica gera calor, sua presenca em solos preservados pode
ser atribuida a formagdo de microhabitats termais temporarios, como em pilhas de folhas em

decomposic¢do, e a sua notavel termotolerancia (Cross, 1968; Lacey, 1968).
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Embora o tamanho amostral limitado ndo permita generalizagdes robustas, os padroes
observados estdo alinhados com estudos prévios, refor¢ando a influéncia do tipo de manejo do

solo na estruturag¢do das comunidades de actinobactérias.

Tabela 8 — Tabela contendo informagdes sobre o género deduzido de cada cepa de
actinobactéria.
Cepa Amostra de solo Género deduzido
AU 1 S88 Micromonospora
AU 2 S88 Micromonospora
AU 3 S88 Micromonospora
AU 4 S88 Micromonospora
AU 5 S88 Nocardia
AU 6 S88 Saccharomonospora
AU7 S88 Micromonospora
AU 8§ S88 Saccharomonospora
AU9 A64 Nocardia
AU 10 A64 Micromonospora
AU 11 A64 Saccharomonospora
AU 12 A64 Nocardia
AU 13 A64 Nocardia
AU 14 A64 Nocardia
AU 15 A64 Saccharomonospora
AU 16 A64 Micromonospora

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.
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Figura 10 — Exemplos dos possiveis géneros deduzidos de actinobactérias por microcultivo.
Micromonospora (A); Nocardia (B) e Saccharomonospora (C).

(A) (B) (€

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

5.3 Cross-streak

O ensaio de antagonismo in vitro pelo método de cross-streak foi utilizado para avaliar
a interacdo competitiva entre as cepas isoladas de actinobactérias e microrganismos-teste,
permitindo a observagao direta de mecanismos de competi¢do microbiana, como a inibi¢do do
crescimento, a produg¢do de metabdlitos antagonistas e a ocupacao preferencial do espago e
dos nutrientes disponiveis no meio de cultivo. Nessa técnica, o crescimento da actinobactéria
¢ inicialmente favorecido, estabelecendo-se primeiramente no meio de cultura. Em muitos
casos, isso confere uma posicdo de dominancia, que posteriormente ¢ contestada pelo
desenvolvimento rapido de cepas patogénicas, criando um cendrio dinamico de competi¢ao
(Schulz; Boyle, 2006).

O teste simula um ambiente confinado com disponibilidade limitada de nutrientes.
Quando o patégeno ¢ inoculado e entra em contato com a actinobactéria previamente
estabelecida, esta pode desencadear diversas respostas antagénicas. A produgdo de
metabolitos secundarios com atividade antimicrobiana ¢ uma caracteristica marcante desse
grupo bacteriano (Bérdy, 2005). No entanto, frequentemente, a produgdo desses compostos

ndo € apenas constitutiva, mas sim regulada por mecanismos genéticos especificos, ativados
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pela deteccao de sinais de competicdo ou pela presenga do competidor, um fenémeno
relacionado a sistemas de quorum sensing e regulagao génica diferencial (Van Der Meijj ef al.,
2017). Dessa forma, metabolitos inibitérios podem ser liberados de maneira direcionada,
suprimindo o crescimento do patégeno e resultando em um resultado positivo no teste de
antagonismo.

A aplicagdo da metodologia ¢ extremamente eficaz, uma vez que permite a observagdo direta

de cepas com potencial, como pode ser exemplificado na figura 11.

Figura 11 — Teste positivo para inibi¢do (A) e teste negativo para inibicdo (B) por cross-
streak.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

O meio de cultura Mueller-Hinton ¢ amplamente utilizado em testes de antagonismo
microbiano devido & sua composi¢ao, que favorece o crescimento de uma ampla variedade de
bactérias e permite uma difusdo satisfatéria da maioria dos metabolitos no agar (CLSI, 2023).
No entanto, ¢ crucial reconhecer que a producdo de metabolitos secundarios por
actinobactérias ¢ altamente influenciada pelas condicdes do meio de cultura. Existem
formulagdes especificas, como o agar ISP-2, que sdo otimizadas para induzir a produgdo de
compostos bioativos especificos nesse grupo bacteriano (Shomura et al., 2019).

A padronizacdo de meios para testes de antagonismo demanda investigacdo

aprofundada, pois a concentragdo e a natureza dos metabolitos produzidos variam
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significativamente de acordo com a composicdo do meio (Van Der Meij et al., 2017). Outro
desafio reside na compatibilidade do meio com ambos os microrganismos: algumas
formulagdes que estimulam a produg¢do de antimicrobianos pelas actinobactérias podem,
simultaneamente, inibir o crescimento das cepas patogénicas alvo. Essa inibicdo do
crescimento do patdgeno, que ndo ¢ necessariamente causada por um metabdlito antagdnico,
pode levar a interpretagdo de falsos positivos, comprometendo a confiabilidade do ensaio
(Schulz; Boyle, 2006).

Com isso em mente, a padronizagdo para a utilizagdo do meio Mueller Hinton no teste
foi adotada, tendo embasamento na literatura para esse tipo de screening, resultando nos

dados amostrados na tabela 9.

Tabela 9 — Conjunto de dados positivos (+) e negativos (-) das cepas de actinobactérias
contra S. aureus, S. enterica e K. pneumoniae por cross-streak.

CEPA S. aureus S. enterica K. pneumoniae

AU-1 - + -

AU-2 - + -

AU-3 - - -

AU-4 - - -

AU-5 - - -

AU-6 - - -

AU-7 - - -

AU-8 + + +

AU-9 - - -

AU-10 - - -

AU-11 + + -

AU-12 - - -
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AU-13 : ; _

AU-14 - - -

AU-15 - - -

AU-16 : ; _

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

Dentre um total de 16 cepas de actinobactérias isoladas, 4 (25%) demonstraram
atividade antagdnica contra pelo menos um dos trés patogenos testados. O perfil de inibigao
revelou que S. enterica foi o microrganismo mais suscetivel, seguido por S. aureus e, por
ultimo, K. pneumoniae. A cepa identificada como AU-8 destacou-se por apresentar acio
inibitéria contra todos os patégenos alvo, enquanto a cepa AU-11 inibiu S. enterica e S.
aureus, mas nao K. pneumoniae.

De acordo com os dados de identificacdo (Tabela 8), os géneros Micromonospora e
Saccharomonospora foram os Unicos que apresentaram atividade inibitdria no screening
primario. Desses, trés isolados eram provenientes da area secundaria e imida do parque, ¢
apenas um era originario da area seca de agricultura.

A presenga de géneros como Micromonospora ¢ comumente associada a solos
consolidados e ecologicamente estaveis, por se tratarem de microrganismos especialistas.
Esses organismos apresentam elevada adaptacdo a nichos especificos, com metabolismo
voltado a utilizacao eficiente de substratos complexos e recalcitrantes, além de crescimento
geralmente mais lento quando comparado a microrganismos generalistas. Tal especializagao
metabolica favorece sua persisténcia em ambientes com baixa disponibilidade de nutrientes
facilmente assimilaveis, contribuindo para processos como a ciclagem de matéria organica e a
manutengdo da estabilidade funcional do solo (Ra ef al., 2021). No contexto da area
secundaria do parque, isso indica que, apesar do histérico de antropizagdo, o solo ja se
encontra em um estagio avancado de regeneracdo e com uma microbiota caracteristica de
vegetagdo estabelecida, o que converge com a politica de conservagdo da unidade.

A maior frequéncia de isolados com atividade antibidtica na area secundaria pode ser
interpretada considerando que estes microrganismos, em sua maioria especialistas, atuam em
um ambiente de intensa competicdo por recursos (Sapkota et al., 2020). Nesse cenario, a
capacidade de produzir compostos antimicrobianos configura uma vantagem seletiva crucial

para a sobrevivéncia e estabelecimento de nichos (Liu et al., 2025).
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Por outro lado, a menor ocorréncia de exemplares inibidores na area de agricultura
sustenta a premissa de que solos manejados, com alta disponibilidade de nutri¢des de facil
assimilacdo devido a adubagdo, podem selecionar uma microbiota menos competitiva (Liu ef
al., 2025). Nesses ambientes, a pressdo seletiva para a produgdo de antibidticos ¢ reduzida,
embora ainda seja possivel isolar linhagens com essa capacidade, como observado com a
Saccharomonospora, um género conhecido por sua versatilidade metabolica e potencial de
producdo de compostos bioativos mesmo em ambientes alterados (Kim et al., 2022).

Embora possuam suas discrepancias em relacdo as origens das bactérias que os
geraram esses resultados, de modo geral, sdo considerados promissores, uma vez que a
inibi¢do de patdégenos de relevancia clinica e alimentar sugere o potencial dessas
actinobactérias para a produgdo de novos metabolitos secundarios com atividade
antimicrobiana (Bérdy, 2005). A descoberta de novos compostos naturais ¢ de extrema
importancia, tendo em vista o contexto atual de crescente resisténcia antimicrobiana (OMS,
2025).

E importante salientar que a técnica de cross-streak, embora valiosa para triagem
inicial e selecdo de cepas, possui limitagdes inerentes. O método ¢ comumente realizado em
meios de cultura de uso geral, como o Agar Mueller-Hinton, que, apesar de permitir boa
difusdo de metabdlitos, pode ndo ser o ideal para induzir a expressdo de vias biossintéticas
especificas em actinobactérias (Van Der Meij et al., 2017). Consequentemente, o potencial
antagdnico de algumas cepas pode ser subestimado, mascarado pela composi¢ao ndo seletiva
do meio. Esta limitacdo refor¢a a necessidade de investigagdes complementares, empregando
uma gama diversificada de meios de cultura para maximizar a expressdo e deteccdo de
compostos bioativos (Genilloud, 2017). Estudos demonstram que meios com diferentes fontes
e propor¢des de carbono e nitrogénio, como ISP-2, ISP-3, ISP-4, Bennett, SCA, CDA e meios
suplementados com precursores metabdlicos ou sais especificos, podem ativar conjuntos
distintos de Clusters de Genes Biossintéticos (CGBs), resultando na producao diferencial de
antibioticos, pigmentos e outros metabolitos secundarios. Essa abordagem, frequentemente
denominada estratégia “one strain—many compounds” (OSMAC), tem se mostrado eficaz para

ampliar a detec¢do do potencial biossintético oculto de actinobactérias (Loarer ef al., 2023).

5.4 Fermentacao

A fermentacdo em meio liquido foi conduzida com o objetivo de investigar a

capacidade de produc¢do de metabolitos secundarios soluveis pelas actinobactérias que
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demonstraram atividade antagdnica prévia no teste de cross-streak (cepas AU-1, AU-2, AU-8
e AU-11). A técnica de co-inoculagao foi adotada para avaliar a possivel ativacdo de
mecanismos especificos de competi¢do, os quais podem induzir a liberacdo de compostos
inibidores no meio de cultura em resposta a presenca de um competidor (Azzollini et al.,
2018). Tendo em vista que S. enterica foi o unico patégeno inibido por todas as cepas de
actinobactérias testadas, este foi selecionado como o indutor na etapa de co-cultivo.

De modo geral, os caldos fermentados, tanto em cultivo axénico quanto em co-
inoculacdo, ndo apresentaram diferencas macroscopicas notaveis, como alteracdes drésticas
de turbidez ou formacao de precipitados. Entretanto, uma observacao relevante foi registrada
para a cepa AU-8. Durante a fermentagdo em cultivo puro por 14 dias, esta cepa produziu uma
pigmentacdo caracteristica no caldo. Quando submetida a co-inoculagdo com S. enterica a
partir do sétimo dia de incubacdo, a coloracdo do caldo manteve-se estavel, apresentando a
mesma tonalidade observada no inicio do co-cultivo até o 14° dia. A estabilizagdo da
pigmentacdo na presenga do patégeno pode indicar uma interagdo microbiana, onde a
presenca do competidor potencialmente influencia o metabolismo da actinobactéria, afetando
a producdo ou a degradagdo do pigmento. A producdo de pigmentos por actinobactérias esta
frequentemente associada a sintese de metabolitos secundérios de interesse biotecnologico, e
suas alteragdes em condi¢des de estresse ou competicdo sao alvo de investigacao (Ser et al.,

2016).

5.5 Difusao em po¢o

O teste de difusdo em poco foi empregado para avaliar a presenca de metabolitos
antimicrobianos soliveis nos caldos fermentados e subsequentemente centrifugados. De modo
geral, os resultados obtidos foram promissores, embora tenham sido observadas discrepancias
significativas entre o potencial antagonico demonstrado no teste de cross-streak e a atividade
nos caldos fermentados. As cepas AU-1 e AU-11, que previamente inibiram S. enterica (e S.
aureus no caso da AU-11) no teste em agar, ndo formaram halos de inibi¢do no teste de
difusdo com o caldo fermentado. Essa divergéncia pode ser atribuida a diferencas
fundamentais nas condi¢des de cultivo, uma vez que a fermentagdo em meio liquido
proporciona estimulos fisico-quimicos distintos (agitagdo, aeragdo, disponibilidade de
nutrientes) em comparagdo com o cultivo solido, podendo levar a ativagdo ou repressao de
vias biossintéticas especificas em diferentes linhagens (Van Der Meij et al., 2017).

Em contrapartida, a cepa AU-2, que no teste inicial havia inibido apenas S. enterica,
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demonstrou, através do seu caldo fermentado livre de células, atividade inibitdria expandida
contra S. aureus ¢ K. pneumoniae. Este resultado sugere que as condi¢des de fermentagao
liquida foram mais favoraveis para a producao e/ou liberagao dos compostos antimicrobianos
por esta linhagem. A cepa AU-8 manteve seu perfil de amplo espectro, com o caldo
fermentado inibindo todos os patdgenos testados, confirmando seu consistente potencial
antagdnico.

A concentragcdo do agar no meio Mueller Hinton mostrou-se um fator critico para a
visualiza¢dao da atividade. Halos de inibicdo maiores foram consistentemente observados no
meio com 1,2% de 4dgar em comparagdo com o de 1,5%. Este fendmeno ¢ explicado pela
fisica da difusdo: meios de gelificagdo menos concentrados formam uma matriz com poros
maiores € menos densa, o que reduz a resisténcia e facilita a difusdo das moléculas ativas,
resultando em halos mais amplos. Meios mais concentrados (ex.: 1,5% de 4gar) criam uma
rede mais densa que restringe a difusdo, particularmente de moléculas, aumentando o arrasto
hidrodinamico e reduzindo o didmetro do halo (Lennette et al., 1985). O fato de halos maiores
terem sido formados no agar a 1,2% sugere que os metabdlitos antimicrobianos produzidos
sdo provavelmente moléculas de baixo a médio peso molecular, as quais possuem um alto
coeficiente de difusdo e sdo mais sensiveis as variagdes na viscosidade do meio. A
discrepancia do tamanho dos halos pode ser observada na figura 12.

Figura 12— Formacao de halo no teste de difusdo em pogo da cepa AU-2 contra S. aureus
em concentracdo de agar 1,5% (A) e 1,2% (B).

A\
e i

(A) (B)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho demonstrou que o bioma tnico do semidrido nordestino abriga uma
diversidade de actinobactérias com potencial biotecnologico para a producdo de
antimicrobianos. Conclui-se que esse potencial pode ser otimizado mediante abordagens
estratégicas, com destaque para a fermentacdo em co-cultivo, que se mostrou eficaz na
indugdo da sintese de compostos bioativos.

Os resultados validam a viabilidade de investigagdes mais aprofundadas,
particularmente no que tange a influéncia de diferentes composi¢des de meios de cultura na
regulacdo metabdlica. A padronizagdo de condi¢des de cultivo especificas representa uma
frente crucial para maximizar o rendimento dos compostos de interesse. Destaca-se ainda a
etapa subsequente e fundamental de purificagdo e identificagdo estrutural dos metabolitos
ativos, empregando técnicas analiticas avancadas para elucidar as substancias responsaveis
pela agdo antibidtica.

Cepas como AU-2 e AU-8, deduzidas respectivamente como Micromonospora e
Saccharomonospora (Tabela 8), se apresentaram como linhagens particularmente
promissoras, tendo a AU-2 demonstrado notavel ampliacio do seu espectro de agdo sob
estresse competitivo. Este achado sugere que a aplicacdo de técnicas de indu¢do microbiana
pode revelar potencial antimicrobiano latente em outras cepas do conjunto de isolados,
abrindo uma perspectiva investigativa robusta. A confirmacdo desse potencial, especialmente
em um bioma singular, corrobora a premissa inicial deste estudo e refor¢ca a importancia da
prospec¢do microbiana em ambientes brasileiros. Portanto, os resultados aqui apresentados
nao apenas validam o potencial das actinobactérias do semiarido, mas também fornecem um

roteiro valioso para etapas futuras de bioprospeccao e descoberta de novos farmacos.
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