5 UNILA

Universidade Federal
da Integracéo
Latino-Americana

%e
b

INSTITUTO LATINO-AMERICANO DE
CIENCIAS DA VIDA E DA NATUREZA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO
EM BIOCIENCIAS

PROSPECCAO DE BACTERIAS DA ANTARTICA TOLERANTES A BAIXAS
TEMPERATURAS, CARACTERIZACAO DA VIRULENCIA E RESISTENCIA A

ANTIBIOTICOS

ELIZANDRA RIBEIRO BUENO MOREIRA

Foz do Iguagu
2021



- )
D U N I m INSTITUTO LATINO-AMERICANO DE CIENCIAS
5 DA VIDA E DA NATUREZA
Universidade Federal . 5
da Integracao PROGRAMA DE POS-GRADUACAO

Latino-Americana

%
0

EM BIOCIENCIAS

PROSPECCAO DE BACTERIAS DA ANTARTICA TOLERANTES A BAIXAS
TEMPERATURAS, CARACTERIZACAO DA VIRULENCIA E RESISTENCIA A
ANTIBIOTICOS

ELIZANDRA RIBEIRO BUENO MOREIRA

Dissertagao de mestrado apresentada ao Programa de
P6s-Graduacao em Biociéncias, do Instituto Latino-
Americano de Ciéncias da Vida e da Natureza, da
Universidade Federal da Integragdo Latino-Americana,
como requisito parcial a obtencdo do titulo de Mestre
em Ciéncias.

Orientador: Prof. Dr. Michel Rodrigo Zambrano
Passarini

Foz do Iguagu
2021



FL1zaNDRA RiBrIRO Bupno MORERA

PROSPECCAO DE BACTERIAS DA ANTARTICA TOLERANTES A BAIXAS TEMPERATURAS, CARACTERIZACAO

DA VIRULENCIA E RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Dhssertacdo de mestrado apresentada ao Programa
de Pos-Graduagdo em Biociéncias, do Instituto
Latino-Americano de Ciéncias da Vida e da
Natureza, da Universidade Federal da Integragdo
Latino-Americana, como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias.

BANCA EXAMINADORA

S

o

Dr. Michel Kbdﬁéo Zambrano Passarini
Orientador
UNILA

i §
] Ty, fw
o PN °?‘,’§ st “&f?v Ewlg

D, Alysson Fernandes Duarte
Examinador
UFAL

YDra. Jalia Ronzella Ottoni
Examinadora
UNILA

Foz do Iguacu, Estado do Parana, 19 de agosto de 2021.



Catalogacao elaborada pelo Setor de Tratamento da Informacéo
Catalogacao de Publicacdo na Fonte. UNILA - BIBLIOTECA LATINO-AMERICANA - PTI

MB38p
Moreira, Elizandra R beiro Bueno.
Prospeccao de bactérias da Antartica tol erantes a bai xas tenperaturas,
caracterizacdo da viruléncia e resisténcia a antibioticos / Elizandra
Ri beiro Bueno Mreira. - Foz do |guacu, 2021.
93 fls.: il.

Uni ver si dade Federal da Integracao Latino-Anericana, CICV (Centro
Interdisciplinar de C éncias da Vida), Programa de POs-graduacdo em
Bi oci énci as- PPGBC.

Orientador: Dr. Mchel Rodrigo Zanbrano Passari ni.

1. Bactérias - Antartida. 2. Proteinas. 3. Drogas - Resisténcia em
m cro-organi snos. |. Passarini, Dr. Mchel Rodrigo Zanbrano. I11. Titulo.
CDU 579




AGRADECIMENTO (S)

Em primeiro lugar agradeco ao meu professor orientador Dr. Michel Rodrigo Zambrano Passarini,
ndo so pela constante orientagcdo e paciéncia, mas, sobretudo por ter confiado a mim essa pesquisa,
agrade¢o ao Programa de Poés-graduagdo em Biociéncias (PPGBC) e ao secretario do PPGBC,
Erwin Becker Marques, que sempre foram solicitos em defender meus interesses de aluna e prestar
informacdes pertinentes ao programa. A Coordenacdao de Aperfeigcoamento de Pessoal de Nivel
Superior- Brasil (CAPES), que permitiu minha dedicacdo exclusiva a essa pesquisa. Aos
professores que contribuiram para que esse trabalho fosse realizado, em especial a Dra. Valéria
Maia de Oliveira, por ter cedido o material de estudo e estar presente na banca de qualificagdo. A
Dra. Maria Leandra Terencio, Dr. Carlos Henrique Schneider e a colega Geovana Marques Moreira
Bertin, pelo auxilio nos testes moleculares. Agradeco também a minha familia, por todo incentivo
que recebi em especial aos meus pais ¢ esposo que foram meu alicerce durante esse periodo. Por
fim, agradeco a banca examinadora, Dra Julia Ronzella Ottoni e Dr. Alysson Wagner Fernandes

Duarte pelo tempo cedido e pelas sugestdes que agregaram mais valor a esse trabalho.



Ndo ha problema que ndo possa ser solucionado pela paciéncia.
Chico Xavier

Ndo importa o qudo de vagar vocé anda desde que ndo pare.
Confusio.



MOREIRA, Elizandra Ribeiro Bueno. Prospecc¢ido de bactérias da Antartica tolerantes a baixas
temperaturas, caracteriza¢do da viruléncia e resisténcia a antibioticos. 93 p. Dissertacdo de
mestrado do Programa de Pés-Graduacdo em Biociéncias — Universidade Federal da Integracdo
Latino-Americana, Foz do Iguacu, 2021.

RESUMO

O continente Antartico abriga uma vasta diversidade de microrganismos psicrofilos. Devio as
adaptagdes adquiridas por esses organismos as baixas temperaturas, os mesmos podem produzir
compostos de interesse biotecnoldgico como os anticongelantes. A bioprospecgdo ¢ uma estratégia
promissora para o setor industrial, entretanto, a utilizagdo de microrganismos potencialmente
patogénicos pode inviabilizar sua utilizacdo em larga escala. Assim a caracterizagdo das atividades
bioquimicas bacterianas incluindo fatores de viruléncia, bem como a avaliacdo da resisténcia a
farmacos antimicrobianos pode ser uma abordagem utilizada na verificagdo do potencial patogénico
de determinados microrganismos em uma eventual contaminagao biologica. Desta forma, o objetivo
do presente trabalho foi avaliar o potencial biotecnoldgico de bactérias isoladas de amostras do
continente Antartico em tolera baixas temperaturas (-80°C), bem como avaliar o potencial
patogénico por meio de ensaios de viruléncia. Cem bactérias previamente preservadas a — 80 °C em
glicerol 20% foram reativadas em meio de cultivo R2B a 15 °C, por 15 dias. Sessenta e cinco
isolados reativados foram submetidos a ensaios de produgdo de compostos anticongelantes em meio
R2B a -80 °C, por 15 dias, sem a presenga do agente crioprotetor (glicerol 20%), o indicativo de
producao de anticongelantes foi a partir do crescimento sem crioprotetor nessas condi¢des. A
producdo das enzimas hidroliticas fosfolipase, proteinase e atividade hemolitica foram avaliadas em
meio de cultura com indicador e a formacao de halos ao redor dos isolados foi considerada ensaios
positivos. Para a enzima catalase, H,O, foi adicionado as células microbiana sendo, a formagdo de
bolhas, considerada ensaio positivo. O crescimento em pHs fisiologicos foram realizados com pH
ajustado para 4,0, 7,0 e 8,0. Os ensaios de crescimento em temperatura corporal foram realizados
em meio R2A, incubados a 15 °C, como controle a 15 °C e a 36 °C, 38 °C ¢ 40 °C durante 15 dias.
No total, 41 isolados foram considerados positivos para producdo de compostos anticontgelantes.
Cinco linhagens foram positivas para atividade hemolitica, Arthrobacter sp. (356 e 443),
Psychromonas arctica (ESH238) e as linhagens ndo identificadas (NI) 359 e 363, com indice de
viruléncia variando de 1,2 a 1,9. Uma linhagem foi positiva para proteinase, Psychrobacter fozii
(456), com indice de viruléncia de 1,2. Todos os isolados foram negativos para os ensaios de
fosfolipase bem como positivos para o ensaio de catalase. Os 41 isolados bacterianos testados foram
considerados tolerantes a pelo menos dois pHs distintos, com variagdes no indice médio de
tolerancia de 4,0 a 9,3; 2,3 a 12,3 ¢ 2,3 a 12, nos pHs 4.0, 7.0 e pH 8.0, respectivamente. Nove
isolados foram capazes de tolerar as trés temperaturas testadas, 36 °C (2,6 a 23,0), 38 °C (0,6 a 16,0)
e 40 °C (1,0 a 19,6). Todos os isolados foram sensiveis aos trés antibidticos testados. Os resultados
do presente estudo demonstraram que linhagens bacterianas recuperadas de amostras da Antartica
podem ser responsaveis pela producdo de compostos anticongelantes, bem como podem ser
consideradas seguras para serem utilizadas em processos biotecnoldgicos industriais.

Palavras-chave: Bactérias extremofilas, Proteinas anti-congelamento, Resisténcia bacteriana,
Viruléncia bacteriana.
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RESUMEN

El continente antartico alberga una gran diversidad de microorganismos psicrofilos. Debido a las
adaptaciones que adquieren estos organismos a las bajas temperaturas, pueden producir
compuestos de interés biotecnologico como el anticongelante. La bioprospeccion es una estrategia
prometedora para el sector industrial, sin embargo, el uso de microorganismos potencialmente
patogenos puede hacer inviable su uso a gran escala. Por lo tanto, la caracterizacion de las
actividades bioquimicas bacterianas, incluidos los factores de virulencia, asi como la evaluacion de
la resistencia a los farmacos antimicrobianos puede ser un enfoque utilizado para verificar el
potencial patogeno de ciertos microorganismos en una eventual contaminacion biologica. Asi, el
objetivo del presente trabajo fue evaluar el potencial biotecnologico de bacterias aisladas de
muestras del continente antdrtico para producir compuestos anticongelantes, asi como evaluar el
potencial patogeno mediante ensayos de virulencia. Se reactivaron cien bacterias previamente
conservadas a —80 °C en glicerol al 20% en medio de cultivo R2B a 15 °C durante 15 dias. Sesenta
vy cinco aislados reactivados fueron sometidos a pruebas para la produccion de compuestos
anticongelantes en medio R2B a -80 °C, durante 15 dias, sin presencia del agente crioprotector
(glicerol al 20%), el indicativo de produccion de anticongelante fue de crecimiento sin
crioprotector en estas condiciones. Se evaluo la produccion de enzimas hidroliticas fosfolipasa,
proteinasa y actividad hemolitica en un medio de cultivo con indicador y se consideré como
ensayos positivos la formacion de halos alrededor de los aislamientos. Para la enzima catalasa, se
aitadié H°O° a las células microbianas y la formacién de burbujas se considerd un ensayo positivo.
El crecimiento a pH fisiologicos se llevo a cabo con pH ajustado a 4,0, 7,0 y 8,0. Los ensayos de
crecimiento a temperatura corporal se realizaron en medio R2A, incubados a 15 °C como control
yva 36 °C, 38 °Cy 40 °C durante 15 dias. En total, 41 aislamientos se consideraron positivos para la
produccion de compuestos anticongelantes. Cinco cepas fueron positivas para la actividad
hemolitica, Arthrobacter sp. (356 y 443), Psychromonas arctica (ESH238) y cepas no identificadas
(NI) 359 y 363, con un indice de virulencia que oscila entre 1,2 y 1,9. Una cepa resulto positiva
para proteinasa, Psychrobacter fozii (456), con un indice de virulencia de 1,2. Todos los
aislamientos fueron negativos para los ensayos de fosfolipasa y positivos para el ensayo de
catalasa. Los 41 aislamientos bacterianos probados se consideraron tolerantes a al menos dos pH
diferentes, con variaciones en el indice de tolerancia promedio de 4.0 a 9.3, 2,3a 12,3y 2,3a 12, a
pH 4,0, 7,0 y pH 8,0, respectivamente. Nueve aislamientos pudieron tolerar las tres temperaturas
probadas, 36 °C (2,6 a 23,0), 38 °C (0,6 a 16,0) y 40 °C (1,0 a 19,6). Todos los aislamientos fueron
sensibles a los tres antibioticos probados. Los resultados del presente estudio demostraron que las
cepas bacterianas recuperadas de muestras de la Antartida pueden ser responsables de la
produccion de compuestos anticongelantes, ademas de ser consideradas seguras para su uso en
procesos biotecnologicos industriales.

Palabras clave: Bacterias extremofilas, Proteinas anticongelantes, Resistencia bacteriana,
Virulencia bacteriana.
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ABSTRACT

The Antarctic continent is home to a vast diversity of psychrophilic microorganisms. Due to the
adaptations acquired by these organisms to low temperatures, they can produce compounds of
biotechnological interest such as antifreeze. Bioprospecting is a promising strategy for the
industrial sector, however, the use of potentially pathogenic microorganisms can make its use on a
large scale unfeasible. Thus, the characterization of bacterial biochemical activities including
virulence factors, as well as the assessment of resistance to antimicrobial drugs can be an approach
used to verify the pathogenic potential of certain microorganisms in an eventual biological
contamination. Thus, the objective of the present work was to evaluate the biotechnological
potential of bacteria isolated from samples from the Antarctic continent to produce antifreeze
compounds, as well as to evaluate the pathogenic potential through virulence assays. One hundred
bacteria previously preserved at —80 °C in 20% glycerol were reactivated in R2B culture medium at
15 °C for 15 days. Sixty-five reactivated isolates were subjected to tests for the production of
antifreeze compounds in R2B medium at -80 °C, for 15 days, without the presence of the
cryoprotective agent (20% glycerol), the indicative of production of antifreeze was from growth
without cryoprotectant under these conditions. The production of hydrolytic enzymes
phospholipase, proteinase and hemolytic activity were evaluated in a culture medium with indicator
and the formation of halos around the isolates was considered as positive assays. For the catalase
enzyme, H'O? was added to the microbial cells and the formation of bubbles was considered a
positive assay. Growth at physiological pHs was carried out with pH adjusted to 4.0, 7.0 and 8.0.
The growth assays at body temperature were carried out in R2A medium, incubated at 15 °C, as a
control at 15 °C and at 36 °C, 38 °C and 40 °C for 15 days. In total, 41 isolates were considered
positive for the production of antifreeze compounds. Five strains were positive for hemolytic
activity, Arthrobacter sp. (356 and 443), Psychromonas arctica (ESH238) and unidentified strains
(NI) 359 and 363, with a virulence index ranging from 1.2 to 1.9. One strain was positive for
proteinase, Psychrobacter fozii (456), with a virulence index of 1.2. All isolates were negative for
the phospholipase assays as well as positive for the catalase assay. The 41 bacterial isolates tested
were considered tolerant to at least two different pHs, with variations in the average tolerance
index from 4.0 to 9.3; 2.3 to 12.3 and 2.3 to 12, at pH 4.0, 7.0 and pH 8.0, respectively. Nine
isolates were able to tolerate the three temperatures tested, 36 °C (2.6 to 23.0), 38 °C (0.6 to 16.0)
and 40 °C (1.0 to 19.6). All isolates were sensitive to the three antibiotics tested. The results of the
present study demonstrated that bacterial strains recovered from samples from Antarctica may be
responsible for the production of antifreeze compounds, as well as being considered safe to be used
in industrial biotechnological processes.

Keywords: Extremophile bacteria, Anti-freeze proteins, Bacterial resistance, Bacterial virulence.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Divisao do Continente ANLATTICO .........ueiviiieiieiiiiiesieie st 18
Figura 2 — Bactérias Pigmentadas [soladas da ANtartiCa ..........cccevvvveiiiiiiiiiiec e 19
Figura 3 — Estrutura das Proteinas Anticongelantes em Diferentes Organismos. .........cccoveveeerveesineens 22
Figura 4 — Adesao das PACs ao Gelo, Inibindo o Crescimento do Cristal de Gelo ...........cccccvevvvrnnne. 23
Figura 5 — Locais de Ligagao das PACS N0 GelO.........ccovviiiiiiiiiiiiiciieeee s 26
Figura 6 — Crescimento Bacteriano Apds Reativagdo em Meio de Cultura R2B ........ccccooeiiviiiiiinnnns 44

Figura 7 —Isolados Reativados Apds o Congelamento -80 °C (sem crioprotetor glicerol 20%) em
Meio de Cultura R2B ...ttt ettt et e e bt et e e be e et e e nen e 45
Figura 8 — Atividade Hemolitica no Ensaio Utilizando Agar Sangue. Isolados Arthrobacter sp.
(443); Nao Identificado (363) e Psychromonas arctica (ESH238).......cccccoeiiiiiiiiiiiienee e 50
Figura 9 — Atividade de Proteinase na Linhagem Psychrobacter fozii (456) em Meio de Cultura
R2A Enriquecido com Albumina SE€rica BOVING.........cccueiiiiiiiiiiiiiiiic e 53
Figura 10 — Formagdo de Bolhas no H,;O; Quando Colocados em Contato com as Células
Microbianas (Catalase POSIEIVA).......uiiiuiiiiiiiieiiieiie et 54
Figura 11 — Ensaio de Tolerancia dos Isolados em Diferentes pHS .........cccccoiieiiiiiiiic i 56
Figura 12 — Antibiograma Mostrando o Isolado Psychrobacter fozii (31) Sensivel aos Antibioticos
LT 4 £ T PSR P PR 66
Figura 13 —Produto Final da PCR em Gel de Agarose 0,8% Visualizada em Luz Ultravioleta ........... 70

LISTA DE QUADROS
Quadro 1 — Caracteristicas das PACs nao Glicolisadas, numeradas na Ordem em que Foram

DIESCODEITAS M POIXES. ciitivrteiiiiieetitie e et e e ettt et e e e e ee e e e e e s seeeees e e s tat e s seeeeeeesesasnnseeesaseesssnnnreeeeerennns 21

Quadro 2 — Local de Coleta dos Isolados Positivos para Resisténcia ao Congelamento e Resultado

A CALALASE ....eeeieie ettt b e b e e be e e b e e n b e e b e nnr e e anr e e e 37
LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Organismos psicrofilicos produtores de PACs e local de isolamento ............cccccocvveriivennnee 23

Tabela 2 — Enzimas Ativas ao Frio ou Termo-Labeis que Possuem Patentes ............c.ccocvvvviiiiinnnnne. 29

Tabela 3 — O indice da Atividade Enziméatica/Hemolitica (IE/IH) Foi Determinado por Meio do
Quociente Entre Halo Médio da Colonia em mm, Halo médio Enzimatico/Hemolitico em mm

(ITEZH EJH C oottt s e ee e s ees e 50



Tabela 4 — Resultado em mm do Teste de Sensibilidade a AntibiOtICOS ..vvvvuiiiiiiiiieiriiiini e 67

LISTA DE GRAFICOS

Grifico 1 — Indice de Atividade Hemolitica/Enzimatica (IH/IE) dos Isolados Considerados

POSIEIVIOS ...tttk h ekt e Rt b e R b e e bt oAb e R e e AR e e R e e oAb e e R e e eRb e e nRe e eR b e e Eeeenreenaneenes 51
Grifico 2 — Indice de Crescimento dos Isolados Tolerantes 20 pH 4.0 ..........ccocuevueeerreererernrereninenn. 57
Grifico 3 — Indice de Crescimento dos Isolados Tolerantes 20 PH 7.0 .......c.ocvvvvreevreeeseerersresssnenens 58
Grifico 4 — Indice de Crescimento dos Isolados Tolerantes 20 PH 8.0 .......c.ccvvvvieevivieseirersienesnennns 59
Grifico 5 — Indice de Crescimento dos Isolados Tolerantes a0s Trés PHS ........ccoveveeveerereerererenennenn. 60
Grifico 6 — Indice de Crescimento dos Isolados Tolerantes a 36 °C .........cocoevevveevirsveerirssiessnsenennon, 62
Grifico 7 — Indice de Crescimento dos Isolados Tolerantes a 38 °C ........ccoveeveerverieesvnissssirssssenennen, 63
Grifico 8 — Indice de Crescimento dos Isolados Tolerantes a 40 °C ........ccocevvevverirsreerssssiessensenennen, 63

Grafico 9 — Indice de Crescimento dos Isolados Tolerantes as Trés Temperaturas ............c..c..cc.ov....... 64



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Ala- Alanina

AME Aminoglicosideos

BRCAST Brazilian committee on antimicrobial susceptibility testing
BSA Albumina Sérica Bovina

CDB Convengao sobre a Diversidade Bioldgica
CPA Agentes Crioprotetores

DMSO Dimetilsulfoxido

DNA Acido Desoxirribonucleico

DRM Divisao de Recursos Microbianos

EG Etilenoglicol

ESBL B-lactamases de espectro estendido

ETEC Escherichia coli Enterotoxigénica

Fig Figura

FMD Formamida

Gln Glutamina

Graf Grafico

IBP Ice Binding Protein (proteina de ligagdo ao gelo)
IE indice Enzimatico

H fndice Hemolitico

INP Proteinas de Nuclea¢ao do Gelo

IRI Inibig¢do da Recristalizacao do gelo

JICM Colecgao Japonesa de Microrganismos
kDa Quilodauton

MCT Ministério da Ciéncia e Tecnologia

MMA Ministério do Meio Ambiente

Nd Nao Determinado

NI Nao Identificado

NIAID Institutos Nacionais de Alergia e Doencas Infecciosas
°C Graus Centigrados

OMS Organiza¢ao Mundial de Saude

PAC Proteinas Anticongelantes

PBP Penicillin binding protein

PCR Reacao em Cadeia da Polimerase



PEG

PG

pH

PVP

rRNA

Tab

TH

Thr
UNICAMP
USA

Polietilenoglicol

Propilenoglicol

Potencial Hidrogenionico
Polivinilpirrolidona

Acido Ribonucleico Ribossémico
Tabela

Histerese Térmica

Threonina

Universidade Estadual de Campinas

United States of America



SUMARIO

1 INTRODUQGAO .......oooiiieeeeeeee ettt sttt ettt et en bttt ensnen st 15
1.1 REFERENCIAL TEORICO .......oviuiiiiiieeiseseeieees s eses s stenes s sen s s st nesnenean 16
1.1.1 Importancia da Bioprospec¢ao Microbiana...........ccocevveririciiiiiniieseesese e 16

1.1.2 Microbiologia da ANATTICA. .......ccereiiieiiiiie it 18

1.1.3 Origem e Caracteristicas das Proteinas Anticongelantes ...........ccocevvvvvennieeniiveenninnn. 21

1.1.4 Aplicacao de Agentes Crioprotetores Sintéticos versus PACS .......ccccocvcevviieiicieenninnn. 26

1.1.5 Acao Antropogenica Na ANTATTICA. .......cuviiivieiiiiieiiiiee st siee e 30

1.1.6 Fatores de viruléncia e Resistencia a ANtibiOtiCoS ........cocvveieerivieieeiiieineese e 31

1.2 JUSTIFICATIVA ...ttt ettt nneas 35

20 0BUIETIVOS ..ottt ettt b e bt b e s R et bt e e R et et e e ae e e R e e R et b e e nnr e reeannas 36
2.1 GERALL .ttt ettt bbbttt h e e b be et nnee e 36

2.2 ESPECIFICOS ..ottt 36

3 MATERIAL E METODOS ........cooiiiiiiiiieeieeesess st ienes st nes st nsss s nasnseeas 37
3.1 LINHAGENS BACTERIANAS UTILIZADAS ...ttt 37

3.2 PREPARO E REATIVACAO DAS BACTERIAS ......o.oveviieieiieeieeseesses s enesseneneens 38

3.3 SELECAO DE BACTERIAS POTENCIALMENTE PRODUTORAS DE COMPOSTOS

ANTICONGELANTES ...ttt 38
3.4 AVALIACAO DO POTENCIAL DE VIRULENCIA EM HUMANOS ........cccccoevevrnnne. 39
3.4.1  Atividade de Proteinase..........ceeieiiiieiiiiiieiie sttt 39
3.4.2 Atividade de FOSTOlIPASE ......oivviiiiiiiiiiiiii i 40
3.4.3 Atividade de Catalase.........cooiuieiiiiiieiii e 40
3.4.4 Atividade HEmMOICA .....ooiviiiiiiiiiiic e 40
3.4.5 Indice de Atividade Enzimatica/HemoltiCa . .........o.eververrieveecreeeeeeeseessseseesessesienenes 40
3.4.6 Crescimento/Tolerancia em pHs FiS1010ZICOS ........ccvviiieriiiiiiniiiic e 41
3.4.7 Avaliacao do Crescimento/Tolerancia em Temperaturas Corporais Humanas........... 41
3.4.8 Indice do Crescimento/Tolerancia a pHs e Temperaturas Fisiologicas..................... 41

3.5 AVALIACAO DO POTENCIAL DE SENSIBILIDADE/RESISTENCIA A
ANTIBIOTICOS COMERCTAIS ..ot ee e et e e e e e e s et es e e e es e e ereeeseseseraeesareeserans 41



3.6 AVALIACAO DA PRESENCA DE GENES PRODUTORES DE COMPOSTOS

ANTICONGELANTES POR SIMILARIDADE DE SEQU]::NCIA ......................................... 42
3.6.1 Extracdo do DINA GENOMICO.....ccuuiiuieriiiiiieitieiteesieeaieesiee e e sieeseeesseesbeesseesneeseeeenes 42

3.6.2 Amplificagdo dos Genes por PCR..........cciiiiiiiiiiii e 43

3.6.3 Eletroforese em Gel de AGAroSe .........ccivrviiieiiiiiiiiieii et 43

3.7 ANALISE ESTATISTICA .....cvviiiiiiiiniinirieeeissiiesiiesisesss s 43

4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .........cccoooieiieieieeeeteeeteesesesae s sae st 44
4.1 REATIVACAO DAS BACTERIAS PRESERVADAS EM GLICEROL 20%.................... 44

4.2 SELECAO DE BACTERIAS POTENCIALMENTE PRODUTORAS DE COMPOSTOS
ANTICONGELANTES ...t 44

4.3 CARACTERIZACAO DA VIRULENCIA DOS ISOLADOS POTENCIAIS PARA

PRODUCAO DE PROTEINAS ANTICONGELANTE ........ooviiieiseeiiresieeeseeseeeeiesessenesneseas 49
4.3.1 Atividade de ProteiNase........cccocuieiuiriiiiiiiiiiiieiiee ettt s eee s 52
4.3.2 Atividade de FOSTOIIPASE .......eeviiiiiiiiiiiiieiec e 54
4.3.3 Atividade de Catalase........cccoeeiiiiiieiiieiie e 54
4.3.4 Crescimento Bacteriano em pH Fisiologico HuUmano...........c.cccovvviiiiiiiiiciinnnn, 56
4.3.5 Crescimento Bacteriano em Temperatura Corporal Humana.............ccccooveiieiennnnns 61

4.4 Potencial de Resistencia a AntibioticoS COMEICIALS ... .eervvirrieriieiiiesiieeiie et 66

4.5 AVALIACAO DA PRESENCA DE PRODUTOS DERIVADOS DA PCR.............cccc........ 69

4.6 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DAS LINHAGENS POSITIVAS PARA PRODUCAO
DE COMPOSTOS ANTICONGELANTES ..o 71

5 CONCLUSAQD ..o e et e et e et e oot e e er e ee e e ee e e e e 72

6 REFERIENCIAS .....coooooeeeeeeeeoee e e et e e et e e et e e s et e et er oo 73



15

1 INTRODUCAO

A maior parte do planeta Terra passa regularmente por baixas temperaturas. Na
Antartica, as baixas temperaturas sdo constantes durante o ano inteiro. Além do frio extremo, o
continente apresenta intensa radiagdo ultravioleta, ventos exorbitantes e clima seco (Bialkowska et
al., 2020; Panwar et al., 2020). Por apresentar essas caracteristicas particulares, a Antartica ¢
considerada um ambiente extremo, onde os fatores ambientais sdo diferentes dos fatores
considerados normais para manter a vida da maioria dos organismos (Ortiz et al., 2020).

Apesar de ser considerado um ecossistema extremo, a Antartica ndo ¢ um continente
estéril (Madigan et al., 2010), ¢ rica em biodiversidade, 1a habitam organismos psicrofilicos e
psicrotolerantes, como as bactérias, leveduras, fungos filamentosos, liquens, pequenos
invertebrados e plantas (Buzzini et al., 2012). Para enfrentar o frio, esses organismos precisaram
passar por eventos adaptativos ao longo dos anos, como mudangas moleculares, alteragdes no
metabolismo, aumento da fluidez da membrana plasmatica e produg¢do de chaperoninas para
enfrentar o choque térmico (Madigan et al., 2010; Buzzini et.al, 2012).

Uma das alternativas microbianas adotadas para contornar os efeitos adversos das
baixas temperaturas, foi evitar o congelamento e manter os fluidos celulares abaixo do ponto de
congelamento (Bakermans, 2008). O sucesso da estratégia de sobrevivéncia das bactérias é, em
parte, devido ao seu potencial de producdo de proteinas anticongelantes (PACs) que agem como um
agente crioprotetor nas células (Bakermans, 2008; Buzzini et al., 2012). Essas proteinas se unem ao
gelo no inicio da formagdo e interrompe o crescimento, evitam a recristalizacdo e podem diminuir o
ponto de congelamento dentro da célula (Cid et al., 2016).

Atualmente existem diversas composi¢cdes de agentes crioprotetores sintéticos,
utilizados para auxiliar na preservacdo de materiais bioldgicos e também para evitar o
congelamento de fluidos automotivos (Zidni et al., 2020). Porém, a complexidade do preparo desses
agentes quimicos, o custo e o potencial poluidor, despertou o desejo dos cientistas em encontrar
compostos mais apropriados para essa aplicacdo (Castro et al., 2011). As PACs produzidas pelas
bactérias da Antartica sdo potencialmente uteis para aplicagdo industrial, porém ainda € necessario
aprofundar o conhecimento sobre esses microrganismos de regido tao hostil (Eskandari et al., 2020).

Com a tecnologia disponivel € possivel editar o DNA de bactérias patogénicas, a fim de,
silenciar ou deletar os genes causadores de doengas, porém as técnicas podem se tornar lentas e
onerosas para o setor biotecnologico (Padilla-Vaca et al., 2015). Desta forma, o conhecimento dos
fatores de viruléncia as células humana, os limites de tolerdncia a certos antibidticos de uso
comercial, bem como caracteristicas fisiologicas e bioquimicas proporcionadas por microrganismos

com potencial uso industrial em larga escala, tornam-se estratégias necessarias, em aplicacdes que
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visam a utilizacao de produtos bioldgicos como as proteinas anticongelantes oriundos de células

microbianas seguras, as quais poderao ser utilizadas em processos biotecnologicos.

11 REFERENCIAL TEORICO

111 Importancia da Bioprospecgao Microbiana

A bioprospeccao microbiana pode ser descrita como a busca por microrganismos
produtores de substancias benéficas para o homem e para o meio ambiente, em todos os
ecossistemas do planeta (Filho et al., 2014). A prospeccdo desses microrganismos pode ser realizada
em ambientes extremos, onde se espera uma adaptacao as condigdes extremas (Kohli et al., 2020).
Quando se trata de bioprospec¢do, os varios segmentos da industria demonstram um crescente
interesse no setor produtivo ao reconhecer o valor economico da biodiversidade (Jorquera et al.,
2019).

O cendario atual de pesquisas mostra que ndo ha limites para propagacdo dos
microrganismos, todos os ecossistemas do planeta sdo habitados por distintos grupos microbianos,
principalmente as bactérias (Jorquera et al., 2019; Bialkowska et al., 2020). Levantamentos
realizados na década de 90 propuseram que para procariotos, incluindo bactérias e arqueas, eram
conhecidas apenas 849 géneros e 4.314 espécies, que corresponde entre 0.1% a 12% da diversidade
do grupo (Dionisi et al., 2012). Estudos recentes sugerem que somente 2,1% dos tdxons
procarioticos foram sequenciados em nivel global (Hu; Zhang, 2020). Em nivel global, ¢ estimado
que a abundancia de microrganismos exceda a abundancia das plantas e dos animais, totalizando
cerca de 60% da biomassa terrestre (Dionisi et al., 2012). Gragas a biodiversidade dos procariotos ¢
possivel acessar compostos bioativos, com aplicacdes nos diversos setores industriais (Angelin;
Kavitha, 2020; Cappelletti et al., 2020).

As bactérias sdo as menores formas de vida do planeta, junto com outros
microrganismos constituem o maior volume de matéria viva na Terra e auxiliam na manutengdo da
vida de outros seres vivos através dos processos quimicos (Dellagi et al., 2020). Devido sua
variabilidade genética, realizam um trabalho fundamental na manuten¢do dos ecossistemas, nos
processos biogeoquimicos e na cadeia alimentar (Dom et al., 2021).

Ocupando praticamente todos os ecossistemas do planeta, as bactérias podem ser
encotradas em lugares nos quais as condi¢cdes ambientais extrapolam o limite de tolerancia das
plantas e dos animais (Filho et al., 2014). Por apresentarem grande diversidade genética, metabodlica
e por sua morfologia simples, as bactérias se adaptaram para sobreviver em diversas condigdes

ambientais, inclusive condi¢des extremas (Gallo et al., 2021).
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As bactérias vivem agregadas, em pares ou em cadeias, possuem diversas formas e uma
diversidade metabodlica tnica do ponto de vista industrial (Malajovich, 2016). Ao perceber a
capacidade das bactérias, na produ¢do de metabolitos aplicaveis, a industria passou a prospectar
esses microrganismos e, juntamente com a tecnologia disponivel, desenvolveram técnicas para
adquirir produtos e processos mais eficientes (Cappelletti et al., 2020).

As bactérias podem ser isoladas dos ambientes mais improvaveis para a vida, como nos
vulcoes, com temperaturas elevadas, nos reatores nucleares, onde existe radiagdo intensa € no
extremo ecossistema da Antartica, onde a maior parte do continente ¢ coberta de gelo (Tanner et al.,
2020). E devido ao estresse desses ambientes, que as bactérias passam por mutacdes e
consequentemente evoluem mais rapidamente que as bactérias que habitam ecossistemas
“normais”, tornando essas bactérias ricas fontes de produtos especializados (Li et al., 2014; Sayed
et al., 2020). As bactérias sdo responsaveis pela manutencao das condigdes que mantem a vida na
terra, entretanto se conhece muito pouco sobre a diversidade e biogeografia desses microrganismos
(Gallo et al., 2021).

Aproximadamente 80% do planeta Terra apresenta, permanente ou frequentemente,
temperaturas menores que 5 °C (Margesin; Collins, 2019). Ecossistemas frios como os mares
profundos, desertos frios, habitats glaciais, entre outros, estdo expostos a temperaturas baixas, sendo
ecossistemas que cobrem em torno de 10% da superficie da Terra (Buzzini et. al, 2012). Os
procariotos formam a biomassa predominante em todos os ecossistemas da Antartica, gragas a uma
série de estratégias adotadas para manter as fun¢des fundamentais das células em condi¢des hostis
(Di-Lorenzo et. al, 2020). Na Antartica existem bactérias psicrofilicas, capazes de produzir diversas
biomoléculas em baixas temperaturas (Sajjad et al., 2020). Ainda ¢ necessario aprofundar os estudos
a fim de explicar a base molecular pra produg@o de enzimas ativas ao frio, no entanto, ja se sabe que
essas enzimas apresentam maiores quantidades de estruturas secundarias de a-hélice, o que confere
maior flexibilidade para as proteinas nas reacdes catalisadoras em baixas temperaturas (Madigan et
al., 2010).

Os produtos biotecnoldgicos tém aplicacdes em diversas areas, sendo principalmente
ligada ao meio ambiente, agropecudria, saude, industria e na area cientifica (Malajovich, 2016;
Bialkowska et al., 2020). O avanco dos processos metodoldgicos de pesquisas com microrganismos,
juntamente com a analise do DNA, abriu novos caminhos ao acesso de compostos com valor
comercial agregado. E certo que a prospec¢io de microrganismos, juntamente com a biotecnologia
moderna sao considerados instrumentos de grande relevancia, os quais vem trazendo vantagens em

varias areas da ciéncia (Brasil. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento- MAPA, 2011).
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112 Microbiologia da Antartica

Ambientes extremos sdo aqueles com condigdes excessivamente elevadas ou baixas
para maior parte dos seres vivos como, radiacdo, pH, salinidade, pressdo e temperatura. Sao
inimeros os ambientes que apresentam tais condigdes, como exemplo a Antartica (Giordano, 2020).
O ambiente com temperatura extremamente baixa seleciona microrganismos, como as bactérias,
com caracteristicas adaptativas, para sobreviver a essas condi¢des, diminuindo o nimero da
biodiversidade que nele se desenvolve (Jeong; Choi, 2020). O continente Antartico ¢ divido em trés

regides, Antartica maritima, peninsula Antértica e a Antartica continental (Fig.1).

Figura 1- Divisdo do continente Antartico

PENINSULA ANTARTICA ANTARTICA MARITIMA

Fonte: Google Earth, editado pelo autor.

A maioria das bactérias desse ambiente sdo oligotroficas e pigmentadas (Fig.2), outras
possuem um metabolismo variado, resistindo ao estresse do ambiente frio, como o congelamento e
o descongelamento continuo e a radiagdo solar, que possui alta incidéncia em regides da Antartica
(Styczynski et al., 2020).

Com o passar das décadas foram descritas novas espécies de bactérias na Antartica,
como Clostridium vincentii, Flavobacterium tegetincola, € Psychromonas antarcticus (Mountfort et
al., 1997, 1998; McCammon e Bowman 2000), Hymenobacter algoricola, Hymenobacter
antarcticus, Hymenobacter elongatus, Hymenobacter fastidiosus, Hymenobacter glaciei (Klassen et
al., 2010). Inclusive, foi descrita uma nova espécie identificada como Francisella adeliensis capaz
de invadir células eucarioticas causando patogenicidade (Vallesi et al., 2018).

As bactérias psicrofilicas sdo capazes de sobreviver abaixo de 0 °C, onde, as
psicrofilicas estritas, possuem velocidade de crescimento 6timo a 15 °C, entretanto sdo sensiveis a

temperaturas maiores que 20 °C e as psicrofilicas facultativas crescem a 0 °C, mas apresentam
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crescimento Otimo acima de 15 °C (Comerio et al., 2007; Bakermans, 2008). Os psicrofilicos sdo
encontrados em regides com temperaturas constantemente baixas, diferente dos psicrotolerantes,
que habitam regides temperadas, onde as temperaturas aumentam com a chegada do verdo e podem

crescer em uma gama de temperaturas variando de 20 a 40 °C (Madigan et al., 2010).

Figura 2 Bactérias pigmentadas isoladas da Antartica

Fonte: Silva e colaboradores (2018).

Aproximadamente 95% do continente Antartico ¢ coberto de gelo, marcado por
temperaturas extremamente baixas, sendo -94 °C a temperatura mais baixa ja registrada (National
Snow and Ice Data Center- NSIDC, 2013). E admiravel que nessas condigdes adversas exista vida,
mas ¢ devido a essas condi¢des que foi possivel a sele¢do de macromoléculas adequadas a
manuten¢do da vida em baixas temperaturas (Coleine et al., 2020). Ainda ha necessidade de ampliar
o conhecimento sobre a diversidade microbiana de regides polares, a fim de aprofundar o
conhecimento sobre mecanismos de adaptacdo ao frio e auxiliar na busca por compostos aplicaveis
na industria (Brasil Ministério da Ciéncia e Tecnologia MCT, 2009; Coleine et al., 2020).

As baixas temperaturas influenciam diretamente as func¢des biologicas desses
organismos. Na Antértica, a vida no mar e na terra ¢ limitada a organismos que passaram por
eventos adaptativos ao longo do tempo (Tindall, 2004). Os psicrofilicos apresentam menores
quantidades da estrutura secundaria tipo folha B-pregueada (estrutura rigida) e maior quantidade de
a-hélice, nas proteinas. A presenca de a-hélice em maior quantidade torna as reagdes catalisadoras
mais flexiveis nos psicrofilicos (Madigan et al., 2010).

Comparado com a baixa diversidade dos animais e das plantas, a diversidade de
microrganismos tem se mostrado surpreendente na Antartica, demostrando que as condigdes
extremas ndo sdo uma barreira para colonizagdo destes organismos (Ortiz et al., 2020). Os

psicrofilicos produzem enzimas ativas em baixas temperaturas, com nimero maior de aminoéacidos
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polares e menor nimero de aminoacidos hidrofobicos, comparado com mesoéfilos e termofilos
(Madigan et al., 2010).

As variacdes ambientais podem desencadear diversos mecanismos intra e extracelular
nos organismos, incluindo destrui¢do no DNA, em resposta as injirias causadas pelas baixas
temperaturas (Bialkowska et al., 2020). Os organismos interpretam esses sinais ¢ desencadeiam
uma resposta bioldgica apropriada, envolvendo uma sequéncia de alteragdes metabolicas, mudangas
conformacionais, bem como, aumento da fluidez da membrana plasmatica e sintese de compostos
crioprotetores (Di-Lorenzo et al., 2020). A membrana plasmatica dos organismos psicrofilicos
produz maior quantidade de acidos graxos insaturados, consequentemente auxilia para que a
membrana permanega em estado semifluido. Como resultado, o sistema de transporte de membrana
continua funcionando normalmente em baixas temperaturas (Madigan et al., 2010; Di-Lorenzo et
al., 2020).

O estudo de microrganismos de ambientes frios pode oferecer informagdes importantes
sobre bioprodutos gerados, provenientes das estratégias bioquimicas desenvolvidas para
sobrevivéncia (Kumar et al., 2020). Algumas bactérias psicrofilicas apresentam lipideos com cadeia
longa e multiplas ligacdes duplas, como os acidos graxos poli-insaturados ou outros
hidrocarbonetos. Esses acidos graxos sdo mais flexiveis em baixas temperaturas do que os acidos
graxos saturados ou monoinsaturados (Madigan et. al, 2010; Kumar et al., 2020). Produtos
derivados de microrganismos vém trazendo diversos beneficios para humanidade. Esses produtos
geralmente sdo obtidos através do cultivo de microrganismos isolados de amostras ambientais como
solo, por exemplo (Zucconi et al., 2020).

Bactérias polares sdo capazes de produzir amilases, proteases (inclusive proteases
ativas) e solubilizadores de fosfato em baixas temperaturas, o que tem chamado a atengdo para seus
mecanismos quimicos e bioldgicos (Comerio et al., 2007). Essas caracteristicas reforcam o
potencial da Antartica como uma fonte de produtos biotecnologicos aplicaveis na industria
(Comerio et al., 2007; Sanchez et al., 2019). Entretanto, na Antartica assim como na maior parte
dos ecossistemas, 99% dos microrganismos ndo podem ser cultivados por métodos convencionais.
Assim, a diversidade de bactérias da Antartica permanece desconhecida, podendo oferecer uma
valiosa fonte de novas biomoléculas benéficas para humanidade (Rashid; Stingl, 2015). Portanto, as
perspectivas de aplicagdes de proteinas anticongelantes, produzidas por bactérias de ambiente frio,
podem apresentar um considerdvel custo beneficio para os diversos setores industriais (Ustun;
Turhan, 2015), tendo em vista a possibilidade da descoberta de proteinas relativamente diferentes
das produzidas por células microbianas de ambientes temperados. As respostas celulares frente a

redugdo da temperatura ainda ndo foram completamente elucidadas, sendo assim, a bioprospeccao
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microbiana de ambientes frios, torna-se uma ferramenta que necessita de novas pesquisas (Khan et

al., 2021).

113  Origem e Caracteristicas das Proteinas Anticongelantes

Nos oceanos Artico e Antartico, peixes e outros seres marinhos que vivem abaixo de -2
°C, sobrevivem nessas condi¢des pois conseguem adotar algumas estratégias de sobrevivéncia ao
congelamento (Near et al., 2012). Na década de 1970 foi descoberta uma classe de proteinas, em
peixes de ambiente frio, capazes de influenciar a formagdo e crescimento de cristais de gelo,
denominadas proteinas anticongelantes (PACs) (Hobbs et al., 2020). As PACs pertencem a uma
subclasse de IBPs (proteinas de ligacdo ao gelo) que diminuem o ponto de congelamento (Voets,
2017). A descoberta das PACs em peixes foi um acontecimento de grande importancia cientifica,
reconhecido como responsavel pelo sucesso adaptativo desses organismos em condigdes extremas
(Hobbs et al., 2020).

Em peixes ha diferentes PACs glicolisadas que possuem tamanho similar e possuem
como caracteristica comum, repeti¢des tripeptidicas de Alanina-Alanina-Threonina (ala-ala-thr) e
também o dissacarideo galactose-N-acetilgalactosamina (Suris-Vall; Voets, 2019). H4 também as
PACs nao glicolisadas sequencialmente divididas em quatro grupos e numeradas de I a IV,
conforme foram descobertas. H4 variabilidade na composicao, tamanho e fonte da proteina (Q.1)

(Venketesh; Dayananda, 2008; Suris-Vall; Voets, 2019).

Quadro 1- Caracteristicas das PACs ndo glicolisadas, numeradas na ordem em que foram
descobertas em peixes.

PACs Nao Glicolisadas

Tipo I Ricas em alanina

Além de alanina, possui uma quantidade de cisteina e
Tipo 11 alguns aminoacidos aromaticos (Fenilalanina,

Triptofano e Tirosina).

Tipo 11 Nao ha predominancia de um tnico aminoacido

(estrutura mais balanceada)

Tipo IV Estrutura altamente helicoidal e bem diferente das
outras, com predominancia de glutamina (Gln) e &cido

glutamico.

Fonte: Venketesh;_Dayananda (2008); Suris-Vall; Voets (2019). Nota: editado pelo autor
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Atualmente, existem trés formas descritas de acdo das PACs com os cristais de gelo,
sendo elas: interferéncia no processo de nucleacdo do gelo, as PACs se ligam as substancias
nucleadoras e impede o inicio da cristalizacdo (Hassas-Roudsari; Goff, 2012); histerese térmica
(HT) onde ocorre o aumento de concentragdo de proteinas anticongelantes, com redugdo em até 3
°C o ponto de congelamento (Pudney et al., 2003; Qiu et al., 2013; Naing; Kim, 2019) e; inibicao do
processo de recristalizacao (IR) onde ocorre absor¢cdo das proteinas em varias partes da superficie
do gelo por interagdes como forcas de Van der Waals e ponte de hidrogénio (Cruz et al., 2009;
Hassas-Roudsari; Goff, 2012).

Em peixes foram descritas atividade de histerese térmica (HT) bem como inibicao da
recristalizacdo do gelo (IR). Mais tarde as PACs foram descritas em formas e tamanhos diferentes
em fungos, vegetais, insetos e bactérias que eram expostos a baixas temperaturas (Tab.2) (Eskandari
et. al, 2020). As PACs desempenham fungdes semelhantes nos organismos, no entanto, as estruturas

das PACs nos organismos sao diversas (Fig. 3) (Eskandari et al., 2020).

Figura 3- Estrutura das Proteinas anticongelantes em diferentes organismos.
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Fonte: Bialkowska e colaboradores (2020). A - C PACs de peixes; D — F PACs de inseto; G PACs de Azevém (Lolium

perene); H-J PACs microbianas; RIV ligagdo de gelo com Ca 2+ ions em um arranjo regular e 4guas ordenadas.

Em vegetais as PACs sdo descritas como pequenas e com baixo peso molecular, em uma
faixa de 19 a 36 kDa, podendo variar para mais ou para menos, sendo que, a menor ja descrita foi a
PAC de Azevém (Lolium perenne) (Fig.3g) com um peptideo de aproximadamente 12 kDa, rico em
aspargina (cerca de 25%), com 16% de valina, 15% serina e 10% treonina, em um total de 118

aminoacidos (Sidebottom et. al, 2000; Middleton et. al, 2012).
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Essas proteinas atuam reduzindo o ponto de congelamento, ao se unir ao gelo inibindo o
crescimento do cristal, bem como inibindo a recristalizagao impedindo o crescimento do gelo (fig.4)

(Suris-Valls; Voets, 2019).

Figura 4- Adesdao das PACs ao gelo em formagao, inibindo o crescimento do cristal de gelo.

PACs

AR
71N

Nicleo do cristal de gelo

Fonte: Naing; Kim (2019).

Em fungos psicrofilicos foram descritas proteinas anticongelantes nas espécies Typhula
ishikariensis, Antarctomyces psychrotrophicus, Coprinus psychromorbidus (Tab. 2). Bactérias
psicrofilicas e psicrotolerantes também precisam enfrentar a baixa energia térmica, que resultaram
em um metabolismo lento, e para sobreviverem esses microrganismos passaram a sintetizar as PACs
(Feller; Gerday, 2003).

Em bactérias foram descritas atividade de inibi¢do de recristalizagao (IR) e histerese
térmica (HT) nas bactérias Gram-negativas da Antartica, Marinomonas primoryensis, Collwellia e

Flavobacterium frigoris (Tab.1).

Tabela 1- Organismos psicrofilicos produtores de PACs e local de isolamento

Organismo (proteina)-Gene Massa Atividade Local de Isolamento
/Numero de acesso molecular TH/IR
(kDa)
Peixes
linguado de 19,34 +/+ Aguas da costa oeste do Atlantico Norte, de
inverno Pseudopleuronectes Labrador, Canada a Georgia, (EUA).
americanos

ABX38716.1 / BIP0S1
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cacador furtivo Brachyopsis 18,02 +/+ Oceano Pacifico Noroeste
segaliensis
BAF37106.1 / AOZT93
Eelpout europeu Zoarces 6,90 +/+ Atlantico Nordeste; Mar Baltico, Barents, Irlandés,
viviparus Norte e Mar Branco.
ABN42205.1 / A3EYT7
Plantas
Azevém Lolium perene 13,30 +/+ Nativo da Europa, Asia temperada e Norte da
ACG63783.1 / B5T007 Africa; amplamente distribuido em todo o mundo,
incluindo América do Norte e do Sul, Europa,
Nova Zelandia e Australia.
Cenoura selvagem (Daucus 36,80 +/+ Europa, sudoeste da Asia, América do Norte e
carota) Australia.
AAV66074.1 / Q5RLY3
Fungos
Byphula ishikariensis (TisAFP) 24,09 +/+ Finnmark (norte da Noruega), Svalbard, Islandia,
BADO02893.1 / Q76CE6 oeste da Groenlandia, Sibéria.
Antarctomyces psychrotrophicus 28,00 +/+ Musgos, solos e esteiras de algas, estacdo da
NA/NA Grande Muralha, Ilha King George, Ilhas Shetland
do Sul; Estag@o Zhongshan, Colinas Larsemann,
Baia Prydz, Antartica Oriental.
Coprinus psychromorbidus 23,00 +/+ Finnmark (norte da Noruega), Svalbard, Islandia,
NA/NA oeste da Groenlandia e Sibéria.
Bactérias
Collwellia SLWO05 (ColAFP) 26,35 +/+ Gelo marinho de inverno, lado oeste da Peninsula
ABHO08428.1 / A5XB26 Antartica.
Marinomonas 1500 +/+ Lagos Antarticos, Vestfold Hills, Leste da
primoryensis (MpAFP) Antartica.
ABL74378.1 / A1YIY3
lavobacterium frigoris PS1 25,46 +/+ Gelo marinho, costa de McMurdo Sound,

(FfIBP)
AFK13196.1 / HTFWB6

Antartica.

Fonte: Biatkowska e colaboradores (2020). Nota: Tabela modificada pelo autor

As PACs secretadas pelos microrganismos formam bolsas microscopicas de agua,
construindo um microhabitat para o microrganismo e, enquanto a 4gua permanecer em estado
liquido, ocorre crescimento microbiano (Madigan et al., 2010; Voets, 2017).

A falta de 4agua liquida pode ser uma barreira para o crescimento de bactérias
psicrofilicas, entretanto, o congelamento ndo implica necessariamente em morte microbiana, pois,

os microrganismos mantém a capacidade metabolica em temperaturas inferiores daquelas que
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permitem o crescimento da célula (Madigan et al., 2010). A funcdo das PACs nos organismos ¢
ampliar a tolerancia ao congelamento, através da adesdo ao gelo, conferindo protecdo contra o
congelamento, garantindo assim, viabilidade das células, fluidez das membranas, tradugdo e
transcri¢do do material genético e o dobramento das proteinas (Davies, 2014).

As bactérias respondem rapidamente a redugdo da temperatura através da indugdo das
PACs, as quais aumentam conforme a gravidade do choque frio (Feller; Gerday, 2003; Davies,
2014). Apds a resposta ao choque frio, a producao das PACs diminui e outras proteinas passam a ser
produzidas, permitindo assim que as células crescam mesmo que de forma mais lenta (Feller;
Gerday, 2003). A formagdo de cristais de gelo dentro das células ¢ letal para os organismos,
ocasionando ruptura da membrana plasmatica e consequente extravasamento do citoplasma,
resultando na morte do organismo (Yoshida et al., 2020).

Segundo Constanzo; Lee (2013), organismos psicrofilicos adotaram estratégias
fisioldgicas de sobrevivéncia como: evitar o congelamento por super-resfriamento, removendo os
nucleadores de gelo, possibilitando que os organismos mantenham os fluidos sub-resfriados.
Geralmente esse tipo de estratégia ¢ utilizado por organismos que vivem em regides com
temperaturas constantemente baixas, diminuem o ponto de congelamento dos fluidos celulares para
evitar a formagdo do gelo e o congelamento instantaneo, consequentemente, passam por estresse €
tem alto gasto energético (Sinclair et al., 2007); e tolerar o congelamento, o organismo estimula a
formagdo controlada de gelo fora da célula, geralmente organismos que usam essa estratégia, sao
suscetiveis a avarias provocadas pelo congelamento e o descongelamento, no entanto, essa
estratégia possibilita menos gasto de energia.

Esses organismos toleram temperaturas de até -40 °C (Costanzo et al., 2008;
Costanzo; Lee, 2013). Contudo, ambas as estratégias podem coexistir no mesmo ecossistema com
mecanismos diferenciados (Costanzo; Lee, 2013). As PACs sdo classificadas como ativas ou
hiperativas (Ark et al., 2012).

As PACs ativas formam um cristal hexagonal bipiramidal, devido a capacidade de se
ligar no prisma e nos planos piramidais do gelo (Fig.5-A). Ja as PACs hiperativas formam um
cristal de gelo discoide, pois além de formarem ligagdes nos prisma e nos planos piramidais se
ligam também no plano basal do cristal de gelo (Fig.5-B) (Naing; Kim, 2019). Estudos demonstram
que as PACs aparecem envolvidas em varias respostas celulares contra diversas formas de estresse
como pH, estresse osmotico, oxidativo, dentre outros, mostrando que elas possuem um papel muito
mais amplo em resposta ao estresse do que se propunha inicialmente (Timonen et al., 2016).
Contudo, ainda nao foi completamente elucidado o modo de agdo das PACs com a cristalizacao,

mas pode se afirmar que ocorre absor¢do dessas proteinas na superficie do cristal de gelo, pois, em



26

locais do gelo onde ndo hd PACs, a formagao do cristal continua, porém mais lentamente (Provesi,

Amante, 2015).

Figuras 5- Locais de ligacao das PACs no gelo

A) basa'l plane B) basal plane

///

/
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//’

|
prism plane pyramidal plane

Fonte: Naing; Kim (2019). Nota: A) PACs ativas e B) PACs hiperativas

114  Aplicacdo de Agentes Crioprotetores Sintéticos versus PACs

Os agentes crioprotetores (ACP) sintéticos possuem elevada solubilidade em meio
aquoso, sdo solventes organicos de baixo peso molecular e possuem a¢do no meio interno e externo
das células (Whaley et al., 2021). Sao classificados quanto as capacidades de penetrar ou ndo na
célula: i) penetrante ou intracelular: possui capacidade de penetrar na célula e ii) ndo penetrante ou
extracelular: ndo possui capacidade de entrar na célula (Bartolac et al., 2018). Em temperaturas
baixas, os agentes intracelulares reduzem a concentragdo dos solutos no interior da célula, mantem a
maior parte da 4gua em seu estado liquido, tornando o ambiente menos letal para a célula (Bartolac
et al., 2018; Whaley et al., 2021). O etilenoglicol (EG), dimetilsulfoxido (DMSO), formamida
(FMD), propilenoglicol (PG), sao exemplos de ACPs penetrantes que sdo amplamente utilizados em
técnicas criogénicas (Best, 2015).

Os agentes crioprotetores extracelulares induzem a saida de dgua do meio intracelular
para o meio extracelular, evitando a formagdo de gelo no interior da célula durante o congelamento,
1sso gracas ao aumento da osmolaridade (Bartolac et al., 2018). O polietilenoglicol (PEG), sacarose,
trealose e o polivinilpirrolidona (PVP) sdao os ACPs mais utilizados como agente crioprotetor
extracelular, em técinas de criopreservacdo (Whaley et al., 2021). Entretanto existem diversos
fatores que interferem a eficiéncia funcional dos agentes crioprotetores sintéticos, como tipo de
concentracdo, tempo de aplicacdo, diferengas celulares (animal e vegetal), tornando seu uso mais
dispendioso (Best, 2015). Glicerol, trealose, sacarose ¢ DMSO, sdo ACPs sintéticos utilizados na

criopreservacdo de algumas espécies de bactérias, sendo que a concentrag@o de trealose e sacaroses
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geralmente utilizadas sdo de 10% a 15%, para garantir a viabilidade das bactérias (Castro et al.,
2011; Zidni et al., 2020). J& o glicerol e 0 DMSO sdo usados em concentragdes de até 20%,
concentragcdes acima de 20% sdo altamente toxicas para os microrganismos e demonstram efeitos
letais para as bactérias, podendo ser uma barreira para a sobrevivéncia de linhagens durante a
criopreservacao (Fahy, 2010; Castro et al., 2011).

Na década de 80, alguns pesquisadores ja apontavam os agentes crioprotetores sintéticos
como nocivos para as células, comegando entdo a busca por novas substancias capazes de preservar
os materiais biologicos com maior eficacia (Fahy et al., 1987). A funcdo basica da criopreservacao ¢
diminuir a temperatura para manter c€lulas e tecidos bioldgicos integros por longos periodos com
auxilio de um agente crioprotetor, permitindo que o material volte & desenvolver suas funcdes vitais
apos o armazenamento (Yoshida et al., 2020). Utilizar ACPs sintéticos decorre de uma complexa
interagdo de diversas varidveis como, questoes fisicas, volume da solucdo de criopreservacao, taxas
de resfriamento e questdes quimicas referentes & composi¢ao da solug¢do de criopreservagdo (Zidni
et al., 2020). Nesse sentido, as PACs de bactérias sdo estudadas para uso biotecnologico na
criopreservacao de materiais biologicos e preservagdo de fluidos, para evitar o congelamento (Suris-
Valls; Voets, 2019).

Muitos estudos t€m sido realizados com o objetivo de resolver o problema do
congelamento, usando material biologico (como as PACs) para substituir os agentes sintéticos
citotoxicos. Os estudos buscam evitar a formacdo de gelo em aeronaves, turbinas edlicas e em
metais industriais que sdo expostos a baixas temperaturas (Jung et al., 2020). O uso das PACs tem
aplicagdo muito ampla no comércio industrial, atualmente a utilizagdo das PACs se estende a
processamento de materiais, (Deville, 2013) diversas aplicacdes médicas, aplicagdo automotiva,
criagdo de superficie anti-gelo com aplicacdo de PACs em aluminio e vidros, propriedades anti-
infecciosas (antiviruléncia) de PAC, aplicacdes agricolas, entre muitas outras (Voets, 2017,
Eskandari et al., 2020).

Diversos estudos apontaram as PACs como possibilidade de aplicagdo na industria
alimenticia, na preservacdo e conservagdo de alimentos, durante o armazenamento (James et al.,
2015; Cheung et al., 2017; Kashyap et al., 2020). O congelamento ¢ uma das melhores formas de
preservacao dos alimentos por longo tempo, porém alimentos composto por células como carnes €
vegetais sofrem danos celulares devido a formagdo de cristais de gelo (Velickova et al., 2013). A
aplicacdo das PACs na preservacdo de alimentos pode diminuir até 500 vezes a concentrag¢do da
solucdo crioprotetora comparado com outras substancias crioprotetoras como a sacarose € o
sorbitol, por exemplo, (Provesi; Amante, 2015).

Na agricultura ha a necessidade de preservar sementes e espécies vegetais, geralmente a

técnica de preservacdo utilizada ¢ a desidratacdo de sementes, no entanto, existem plantas que
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possuem sementes muito sensiveis a dessecagdo (Panis et al., 2020). Desta forma, a criopreservagao
¢ apontada como a solucao mais eficaz para esse problema, contudo, ainda ¢ necessario contornar
os obstaculos associados a essa técnica, como formagao de cristais de gelo (Lin et al., 2021). Outra
possibilidade de sua utilizacdo ¢ a introdugdo de genes responsaveis pela sintese das PAC nos
vegetais de regides frias, para produzir organismos transgénicos que sejam capazes de resistir as
baixas temperaturas (Duman; wisniewski, 2014). Estudos ainda precisam ser aprofundados em
relacdo a toxicidade dessa substdncia no organismo humano, apesar de que as caracteristicas
funcionais de PAC n3o demonstram nenhuma propriedade toxicoldgica aparente (Crevel et al.,
2002).

Na industria biomédica, a criopreservagao ¢ importante em varias areas, como cCrio
cirurgia, selecao de drogas para manuten¢do dos tecidos bioldgicos como aloenxertos, manutencao
de células e orgdo para transplante (Eskandari et al., 2020; Jeong et al., 2020). Os métodos
criogénicos de preservacdo podem revolucionar o status atual de transplantes de 6rgaos, entretanto
as técnicas precisam ser aprimoradas para evitar a formacgao de gelo e contornar os efeitos toxicos
dos ACPs (Jeong et al., 2020). Nesse sentido, a industria biomédica pode obter beneficios no uso
das PACs, para controlar a formacao de gelo, bem como, para preservar células, tecidos, embrides e
orgaos (Tas et al., 2021).

Atualmente, na industria petrolifera, o uso de ACPs para controlar o congelamento de
fluidos automotivos em ambientes frios ¢ uma técnica bem empregada, porém necessita de uma
grande quantidade de produtos e concentracdes adequadas para que cumpra seu papel, tornando
esses processos dispendiosos industrialmente (Huang et al., 2004).

O etileno glicol (C,H¢O3) € um élcool com duas hidroxilas, o que o torna mais soluvel
em agua do que outros alcoois (Castro et al., 2011). O EG atua reduzindo a pressdo do vapor de
agua, garantindo a diminuicdo do ponto de congelamento e ¢ frequentemente utilizado como
anticongelante (Medeiros et al., 2010; Igbal et al., 2021). Portanto, ¢ o aditivo mais utilizado em
motores de combustdo a diesel e em radiadores, permitindo o funcionamento e evitando o
congelamento dos fluidos em baixas temperaturas (Medeiros et al., 2010).

O etilenoglicol ¢ altamente toxico pra o ser humano e para os animais e relativamente
poluidor (Igbal et al., 2021). Assim, as PACs podem atuar reduzindo o ponto de congelamento de
combustiveis e 4agua de radiadores de veiculos, com aplicacdo mais seguras e sustentavel na
industria automotiva (Voets, 2017).

Nao somente a industria alimenticia, biomédica e automotiva, mas também os
pesquisadores precisam de formas mais eficazes na preservagdo do material bioldgico para estudo
(Madeira et al., 2013). Apesar de ser considerada uma técnica eficiente, cerca de 60-70% das

células sdo mortas na técnica de criopreservacdo de célula germinativa animal, pelo método
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convencional, utilizando ACPs (Guthrie et al., 2002). Para criopreservar espermatozoides, sao
necessarias mudancas extremas de temperatura, podendo resultar em lesdes criongénicas (Madeira
et al., 2013; Hossen et al., 2021), como redugdo da integridade da membrana plasmatica, motilidade
e viabilidade, reducdo da integridade acrossomal e o potencial de membrana mitocondrial (Hossen
etal., 2021).

E de extrema importdncia que os protocolos de criopreservagio de espermatozoide
sejam ajustados para inseminar o espermatozoide com alta taxa de motilidade e sobrevivéncia
(Guthrie et al., 2002). Estudos atuais mostram que a adi¢do de PAC, nos protocolos de
congelamento de espermatozoide, pode melhorar a motilidade e aumentar a taxa de sobrevivéncia
dos espermatozoides (Abed-Elmdoust et al., 2017; Hossen et al., 2021).

Atualmente, algumas propostas diferenciadas tém sido levantadas, inclusive, algumas ja
estdo sendo testada para utilizagdo das PACs, como, tecnologia de revestimento de materiais,
industria de combustivel, controle do clima, entre muitos outros (Voets, 2017). Varias PACs foram
descobertas em bactérias como Collwellia SLW05 (ColAFP), Marinomonas
primoryensis (MpAFP), e Flavobacterium frigoris PS1 (FfIBP), porém, ainda ndo foram
devidamente caracterizadas nem testadas para potencial de viruléncia humana (Mountfort et al.,
1997, 1998; McCammon; Bowman 2000).

Ja existem diversas patentes de enzimas ativas ao frio ou termolabeis provenientes das

bactérias (Tab.2) (Mangiagalli et al., 2020).

Tabela 2- Enzimas ativas ao frio ou termo-labeis que possuem patentes

Enzima Organismos Numero da patente
Alfa-amilase Bacillus licheniformis US6673589
Clostridium perfringens US20170044510A1
B-D-Galactosidase Pseudoalteromonas haloplanktis US6727084
Protease Rhizomucor miehei US4591565
Rhizomucor pusillus US6149950
Pseudoalteromonas SM9913 CN102224938B
Flavobacterium balustinum US6200793
linhagem PI12 de Leucosporodium antarcticum US8623996
Fosfatase alcalina Pandalus borealis WO02002031157A8
Colwellia psicrerythraea US20120142061A1
CN106754823A
Uracil-DNA N-Glicosilase Gadus Morhua US7037703
Psychrobacter sp. HI147 US7723093B2
Bactéria marinha BMTU 3346 WO01997020922A1

Bactéria marinha psicrofilica WO2017162754A1
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Nuclease Vibrio salmonicida WO2013121228A1
Shewanella sp. linhagem Ac10 W02006095769A1

Fonte: Mangiagalli e colaboradores (2020)

Entretanto, ainda € necessario superar obstaculos para a aplicacdo comercial das PACs,
como baixo rendimento e alto custo comercial (Voets et al., 2017). Com a intensdo de superar esses
problemas, foi proposto por varios pesquisadores, a produgao de anadlogos moleculares e
poliméricos de IBPs, que sao moléculas semelhantes as PACs, feitas sob medidas que nao se ligam
ao gelo, mas podem inibir a recristalizagdo do gelo (Congdon et al., 2013; Balcerzak et al., 2014;
Urbanczyk et al., 2017). Porém, o baixo rendimento, alto custo comercial dificuldade no preparo e a
periculosidade dos reagentes, sao barreiras para producao dos andlogos de IBPs (Urbanczyk et.,
2017).

Dessa forma, a utilizacdo das PACs, oriundas de células bacterianas, pode ser uma
estratégia sustentavel, podendo garantir a viabilidade dos alimentos, bem como a integridade de
diversos tipos de células e tecidos biologicos, reduzindo danos causados pelo congelamento (Naing;

Kim, 2019).

115  Acfo Antropogénica na Antartica

O tratado da Antartica, assinado em 1959, ¢ um acordo firmado entre paises que
desenvolvem atividades no continente Antartico (Vieira, 2006; Marinha do Brasil, 2016). O objetivo
do tratado ¢ evitar conflitos internacionais por territério na Antartica, e preservar o continente.
Cerca de 30 paises sdo considerados membro consultivo por serem signatdrios originais ou por
realizar pesquisas cientifica no continente (Marinha do Brasil, 2016). O “Tratado da Antartica”
entre os governos de diversos paises permitiu a presenca constante do homem nesse continente
outrora natural (Vieira, 2006).

A Antartica ¢ considerada pelos cientistas um laboratorio natural, devido a riqueza da
biodiversidade que se desenvolve em condi¢des extremas e por seu cenario espetacular (Cowan et
al., 2011). Devido suas caracteristicas Unicas sdao levantadas varias propostas para exploracao desse
ambiente natural, entre as propostas de exploracdo estdo a exploragcao de possiveis reservas minerais
e projetos turisticos (Vieira, 2006; Brasil MCT, 2009). No entanto, a agdo antropogénica na
Antartica tem causado temor em alguns cientistas por causar ameagas ao ecossistema polar (Jara et
al., 2020). O ambiente isolado e com clima extremo atrai a curiosidade de turistas e cientistas para
esse ambiente selvagem, levando o aumento da presenca humana e consequente aumento da acao

antropica (Brasil Ministério do Meio Ambiente MMA, 2006; Jara et al., 2020).
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Apesar de a Antartica ter sido considerada um dos ecossistemas mais protegidos da polui¢ao
no mundo, as atividades humanas, principalmente em regides proximas as estacdes de pesquisas,
tem aumentado significativamente nos ultimos anos (Scott et al., 2020). A a¢do antropogénica nas
estacdes de pesquisas tem sido apontada como uma fonte de poluicdo ambiental que pode causar
problemas de saude publica (Brasil MMA, 2007; Scott et. al, 2020).

Jara e colaboradores (2020) afirmam que, em certas regides da Antartica, onde ha intensa
presenca humana, s3o encontrados isolados bacterianos resistentes a diversos grupos de
antibacterianos, tanto sintéticos quanto semissintéticos. Por outro lado, em regides com baixa agao
antrdpica, os isolados sao altamente sensiveis as drogas.

Uma grande quantidade de poluentes, de diversas classes, esta chegando a Antartica, devido
a troca de substancias contaminantes e poluidoras entre América do Sul e a Antartica (Brasil MMA,
2006; Barnes et al., 2010; Romaniuk et al., 2018). Essa troca ocorre através do ar, do mar, pela
passagem humana e pela migragdo de aves que acontece constantemente na Antartica (Brasil MMA,
2006; NA et al., 2021). Portanto, ha a necessidade de pesquisar o potencial biotecnoldgico das
bactérias desse ambiente, bem como conhecer o potencial patogénico, antes que as propriedades
naturais sejam alteradas e resulte em perda de dados e/ou apresente resultados alterados devido a
acdo antropica (Brasil MMA, 2007). Portanto, para obter bioprodutos e evitar uma contaminagao
bioldgica, esses microrganismos necessitam de estudos para aplicacdo segura em larga escala

(Trovato et al., 2020).

1.1.6  Fatores de viruléncia e Resistencia a Antibioticos

Frequentemente surgem novos patogenos que se espalham pelo mundo e causam
doencas graves, a exemplo a atual pandemia causada pelo virus SARS-CoV-2. Fatores como
viagens e mudangas ambientais colaboram para o surgimento, disseminacdo e transmissao dos
agentes infecciosos (Trovato et al., 2020). Desta forma, existe a necessidade de conhecer a
capacidade das bactérias da Antartica em produzir compostos que possam debilitar a saide humana,
principalmente quando se pretende utilizar células microbianas potencialmente aplicadas aos
diversos setores biotecnologicos (Andreola et al., 2016).

Microrganismos sdo capazes de produzir fatores de viruléncia em humanos, devido a
capacidade de produzir enzimas hidroliticas como proteinases e fosfolipases, bem como potencial
produtor de catalase e atividade hemolitica (Karst, 2005; Rorig et al., 2009). Outro fator relacionado
a atividade de viruléncia € a capacidade dos microrganismos em crescer em temperaturas e pHs
fisiologicos humanos, o fator de viruléncia ¢ aumentado quando esses microrganismos sao

resistentes aos antimicrobianos (Rorig et al., 2009; Maulén, 2012; Mitra et al., 2019).
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As principais doengas causadoras de morte no mundo sdo decorrentes de infecgdes
bacterianas (Wu et. al, 2020). Algumas enzimas sintetizadas por bactérias, capazes de invadir
tecidos dos hospedeiros, sdo causadoras de danos que podem ser fatais ao hospedeiro, caso ndo haja
um medicamento capaz de interromper o ciclo das bactérias (Nieminen et al., 2018).

Enzimas extracelulares como as fosfolipases, que possuem a capacidade de degradar
membranas epiteliais e destruir varios substratos fisiologicos, importantes para manutencdo da
satde humana (Andreola et al., 2016), bem como as proteinases que sdo capazes de degradar
proteinas do hospedeiro principalmente as relacionadas ao sistema imune como citosina e
imunoglobulinas, sdo proteinas estudadas como fatores de viruléncia (Cogoni et al., 2012; Andreola
et al., 2016). Essas enzimas desempenham atividade de viruléncia em algumas bactérias
patogénicas, e sdo causadoras de dano tecidual e perda dos mecanismos de defesa do hospedeiro
(Cogoni et al., 2012).

A catalase ¢ uma enzima responsavel pela protecdo de espécies bacterianas rativas ao
oxigénio (ROS) (Karst, 2005). A produc¢do de catalase nas bactérias pode alterar o efeito
microbicida do perdxido de hidrogénio (H,O,), uma vez que esta enzima catalisa a reacdo onde o
peroxido de hidrogénio ¢ convertido em agua e oxigénio, permitindo que a bactéria saia ilesa a
resposta microbicida produzida pelo H,O, (Jittawuttipoka et al., 2009). As propriedades quimicas
da catalase aumentam a sobrevivéncia de linhagens bacterianas nos fagdcitos humano e possuem
papéis, na patogenicidade bacteriana, que ainda ndo foram elucidados (Karst, 2005; Jittawuttipoka
et al., 2009).

Por outro lado, algumas bactérias apresentam outras vias de biossintese, podendo
apresentar atividades hemoliticas facilitando a disseminagdo desses organismos em diversos tecidos
do corpo humano e, consequentemente, aumentando os danos causados por eles (Andreola et al.,
2016). Alguns microrganismos sdo capazes de realizar atividade hemolitica, rompendo as hemacias
do hospedeiro acarretando em sérios problemas de satde in vivo (Rorig, 2009). Microrganismos
patogénicos que possuem ions de ferro, micronutriente essencial, que age como cofator enzimatico
no desenvolvimento da bactéria podem causar anemia e edemas no hospedeiro, devido a capacidade
de produzir hemolisinas (Richard et al., 2019).

No corpo humano, o pH ¢ controlado por homeostase, pela relacdo acido-base com
valor de 1.0 a 8.0. O pH do sangue e do liquido intersticial, por exemplo, ¢ de 7.35-7.45,
considerado como pH neutro (Proksch, 2018). Em mulheres saudaveis, o pH vaginal varia de 3.8-
4.4, considerado pH &cido. Ja a urina humana, pela manha, o pH varia de 6.5-7.0, no decorrer do dia
e, de acordo com a digestao de alimentos, o pH da urina pode chegar a 8.0, considerado alcalino
(Proksch, 2018; Lykke et al., 2021). As bactérias possuem um pH 6timo de crescimento, também

sdo capazes de resistir a pequenas flutuagdes tanto para baixo quanto para cima do seu pH 6timo, no
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entanto, existem bactérias que sdo classificadas como acidéfilas e alcalofilas, crescem em pH
abaixo de 2.0-3.0 e acima de 9.0-10, respectivamente (Madigan et al., 2010), consequentemente,
essas linhagens podem invadir 6rgdos do corpo humano e causar infec¢des por serem tolerantes aos
respectivos pHs (O'Hanlon et al., 2013).

No corpo humano a temperatura normal varia de 36 a 37,2 °C e se mantem devido a
mecanismos fisioldgicos, que regulam a producdo e a perda de calor (Harding et al., 2020). Alguns
fatores podem elevar a temperatura corporal normal, sendo o fator mais comum para o aumento, as
infecgdes, resultando em um estado febril no individuo (Garcia-Zapata; Souza-Junior, 2006).
Harding e colaboradores (2020) estabeleceram as temperaturas de 37,5 °C, 38 °C, 39 °C e 40 °C
como subfebre, febre, febre alta e febre muito alta respectivamente. Em laboratério, normalmente as
bactérias sdo classificadas e incubadas nas temperaturas: de 30 °C a 37 °C, para microrganismos
mesoéfilos; 20 °C a 30 °C para microrganismos psicrofilicos e de 50 °C a 60 °C para microrganismos
temofilicos (Comerio et al., 2007). No entanto, essa técnica pode apresentar alguns erros nos
resultados de diagndsticos, uma vez que, pode ocorrer o desenvolvimento de bactérias em
temperaturas diferenciadas, tais como os psicrofilos que crescem bem no ponto de congelamento da
agua, com relatos de crescimento em temperaturas acima de 30 °C (Donnarumma et al., 2010).

Mitra e colaboradores (2019), enfatizam a possibilidade de erros em diagndsticos com
organismos que crescem fora de temperaturas usadas em rotinas laboratoriais, constatando que uma
bactéria psicrofilica (P. fluorescens), que apresentam crescimento 6timo a 25 °C-30 °C, é capaz de
sobreviver a temperatura corporal humana de até 37 °C, causando fatores de viruléncia. No estudo,
esse isolado apresentou resisténcia a varios antibioticos, fator que potencializa a viruléncia da
linhagem.

Existe um interesse nos fatores de viruléncia de microrganismos para que seja possivel
levantar medidas de prevengdo e controle a saude. A Organizacdo Mundial de Satde (OMS) e os
Institutos Nacionais de Alergia e Doengas Infecciosas (NIAID) divulgaram uma lista de patogenos,
incluindo, virus, bactéria, protozoario e fungo, que devem ser priorizados para pesquisa, devido o
potencial patogénico. Espécies introduzidas fora de sua drea de distribuicdo natural, sdo
consideradas espécies invasoras, ameagam outras espécies e ecossistemas (Brasil MMA, 2006).
Portanto, antes de introduzir esses isolados em um novo ambiente ¢ necessario conhecer seus
limites de tolerancia, ou seja, a qual substancia eles sdo sensiveis ou resistentes.

A partir da década de 1940, a evolucdo dos farmacos para combater infeccdes
bacterianas revolucionou os tratamentos médicos, assim as doengas e as mortes reduziram
rapidamente (Rang et al., 2016). Porém, ao passo que os fdrmacos antibacterianos evoluiram, as
bactérias desenvolveram mecanismos de defesa em resposta as injirias causadas pelos

medicamentos (Rang et al., 2016; Amancio et al., 2021). Os organismos tornam-se resistentes aos
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farmacos, devido sua capacidade em contornar os efeitos inibitorios dos agentes antibacterianos ao
qual anteriormente eram suscetiveis (Amancio et al., 2021).

A presenca humana e a passagem de animais migratorios na Antartica tém facilitado a
chegada de bactérias resistente a antibiodticos (Jara et al., 2020; Na et al., 2021). Bactérias coletadas
na Antartica, onde ha alta influéncia humana, apresentaram resisténcia a vdarios grupos de
antibidticos, principalmente relacionados com a presenga de genes codificadores de enzimas que
modificam os aminoglicosideos (AMESs) e B-lactamases de espectro estendido (ESBLs) (Jara et al.,
2020).

Por possuirem um curto periodo de geragdo, as bactérias sao capazes de passar por
adaptagdes evolutivas contra injurias causadas pelos farmacos antibacterianos, resisténcias que
podem ser adquiridas ou até mesmo inatas (Rang et al., 2016). Devido o fator de risco ao introduzir
um organismo em um ecossistema, ha a necessidade de ter um controle sobre ele e reconhecer seus
limites de tolerancia, para que ndo ocorra ameaca aos ecossistemas (Brasil MMA, 2006).

Algumas bactérias apresentam resisténcia natural contra alguns farmacos
antimicrobianos. Alguns patdgenos se tornam resistentes as sulfas, responséaveis pelo bloqueio da
producdo de acido folico nas bactérias, dessa forma as bactérias mudam seu metabolismo a fim de
captar acido félico do ambiente (Madigan et al., 2010). Em alguns microrganismos ocorre o efluxo,
onde a bactéria ¢ capaz de expelir um farmaco antimicrobiano que esta entrando na célula (Lima et
al., 2017). Os micoplasmas ndo possuem parede celular o que os tornam resistentes as penicilinas. A
maioria das bactérias Gran-negativas sdo impermedveis a platensimicina e a penicilina G (Madigan
et al., 2010). Algumas bactérias conseguem modificar o alvo dos farmacos antimicrobianos. Alguns
estafilococos produzem B-lactamases, enzimas responsaveis pela hidrolise do anel B-lactamico da
penicilina (Madigan et al., 2010; Lima et al., 2017). Outros mecanismos de resisténcia aos
antibioticos podem ser originados através do plasmideo R (resisténcia) (Lima et al., 2017), podendo
transferir esse plasmideo para outras bactérias através da interacdo transposons-DNA (Rang et al.,
2016). Contudo a forma mais consideravel de resisténcia foi causada pela inativagdo dos
antibioticos B-lactamico. (Lima et al., 2017). Esse mecanismo de resisténcia estd associado a
expressao da proteina de ligacdo a penicilina, PBP2a produzido pelo gene mecA (PBP, penicillin
binding protein) (Moussallem et al., 2007).

A biologia sintética pode resolver a maioria dos problemas relacionados a viruléncia e a
resisténcia aos antimicrobianos em bactérias com aplicagdes biotecnologicas, através da edig¢do
genética. No entanto, as técnicas necessitam de habilidade em tecnologia e processos onerosos, o
que inviabilizaria a aquisicado de compostos com custo reduzido para a industria (Padilla-Vaca et al.,

2015).
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E incontestavel o risco que a resisténcia bacteriana aos antibidticos, bem como, o
potencial de viruléncia trazem para sociedade como um todo, principalmente em estudos que visam
a bioprospecgao de ambientes, até entdo considerados inexplorados, mas que, nos ultimos anos vém
sofrendo agdo antropogénica, causando a introducdo de comunidades microbianas prejudiciais a
este ecossistema pristino.

Neste sentido, o presente projeto propOs avaliar o potencial produtor de compostos
anticongelantes (PACs) produzidos por bactérias isoladas da Antartica, bem como, avaliar a
capacidade das linhagens potencialmente produtoras de PACs, quanto a resisténcia a antibidticos
comerciais ¢ a producao de fatores de viruléncia, visando futuras aplicacdes industriais

biotecnoldgicas, utilizando linhagens microbianas consideradas seguras para a saide humana.

12 JUSTIFICATIVA

A busca por compostos microbianos de forma sustentavel e seu potencial uso como
metodologia de preservagdo de insumos industriais e/ou alimenticios € estrategicamente favoravel
em estudos de bioprospeccdo, onde os potenciais microrganismos produtores das PACs nao
apresentem riscos para a saude publica quando os mesmos forem manuseados/processados em larga

escala industrial (Leuschner et al., 2010; Provesi; Amante, 2015).
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2. OBJETIVOS

21 GERAL

Avaliar o potencial biotecnolégico de bactérias isoladas da Antartica em produzir
compostos anticongelantes, bem como verificar a seguranca da utilizacao destes isolados em futuros

estudos através da avaliacao do perfil de viruléncia e resisténcia antimicrobiana.

22  ESPECIFICOS

- Selecionar bactérias potencialmente produtoras de compostos anticongelantes;

- Avaliar da produgdo de fatores de viruléncia, resisténcia a diferentes temperaturas e
pHs fisiologicos bem como sensibilidade a antimicrobianos de uso comercial, utilizando os isolados
potencialmente produtores de compostos anticongelantes.

- Avaliar da presenca de genes responsaveis pela acdo anticongelante dos isolados

potencialmente produtores destes compostos por similaridade de sequéncia.
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MATERIAL E METODOS

LINHAGENS BACTERIANAS UTILIZADAS

37

Foram utilizadas no presente estudo, cem (100) linhagens bacterianas, as quais foram

coletadas durante a expedicdo a Antartica, no verao Austral de 2013 e 2015, pela equipe do

MycoAntar - Programa Antartico Brasileiro, sob coordenag¢ao do Professor Luiz Rosa (UFMG). As

bactérias foram cedidas pela Dra. Valéia Maia da Divisdo de Recusrsos Microbianos DRM-

CPQBA/UNICAMP. As linhagens estdo armazenadas no Laboratdrio de Biotecnologia Ambietal da

UNILA em glierol 20% a -80 °C. As bactérias foram devidamente isoladas de diversos substratos

coletados na Antartica incluindo solo com biofilme, sedimento e invertebrados marinhos (Q. 2), de

acordo

com Silva et al. (2018).

Quadro 2- Local de coleta dos isolados positivos para resisténcia ao congelamento e resultado da

catalase
Isolado Identificacao (16S rRNA) Producio de Compostos Local Fonte
Anticongelantes -80° C Catalase
30 Psychrobacter luti + + Nd Nd
31 Psychrobacter fozii + + Nd Nd
48 Sporosarcina globispora + + Nd Nd
56 Arthrobacter antarcticus + + Nd Nd
57 NI + + Nd Nd
66 NI + + Nd Nd
67 NI + + Nd Nd
68 NI + + Nd Nd
102 NI + + Nd Nd
115 Sulfitobacter litoralis + + Nd Nd
268 Leifsonia antarctica + + Ilha Half Moon Biofilme de
356 Arthrobacter sp. + + solo
358 Arthrobacter +
psychrochitiniphilus !
359 NI + +
363 NI + Ilha Punta Invertebrado
" Hannah—Livingston marinho
366 Arthrobacter sp. + Ilha King George— | Solo alagado
! Punta Turret 4°C
367 NI + + [Tha Deception — Solo alagado
369 NI + + Whalers baia
372 NI + . Ilha Punta Sea sponge

Hannah—Livingston
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380 NI + + Ilha Punta Marine
381 NI + + Hannah—Livingston | invertebrate
382 Arthrobacter + Ilha King George — | Solo alagado
stackebrandtii ! Punta Turret 4°C
383 NI + +
386 NI + +
408 Arthrobacter sp. + + Ilha Punta Marine
409 Psychrobacter sp. + + Hannah—TLivingston | invertebrate
411 Arthrobacter sp. + +
422 Psychrobacter sp. + + Ilha King George— | Solo alagado
423 Arthrobacter sp. + + Punta Turret 4°C
425 Cellulophaga fucicola + +
426 Rhodococcus sp. + +
427 Carnobacterium sp. + + Ilha King George— | Solo alagado
428 NI + + Punta Turret 1.6 °C
443 Arthrobacter sp. + Ilha King George— | Solo alagado
! Punta Turret 4°C
444 Sporosarcina psychrophila + +
445 Psychrobacter sp. + - Ilha Punta Invertebrado
449 Carnobacterium sp. + + Hannah—Livingston marinho
450 Arthrobacter sp. + +
456 Psychrobacter fozii + +
ES26 Pseudoalteromonas sp. + + [lha Punta Esponja do
ESH238 Psychromonas arctica + + Hannah—Livingston mar
1 E.coli - + Nd Nd
2 S. aureus - + Nd Nd

Fonte: A identificagdo dos isolados foi realizada no trabalho descrito por da Silva e colaboradores (2018). Nota: *NI=
ndo identificado. *Nd= ndo determinado. 1 e 2= controles positivos.

32  PREPARO E REATIVACAO DAS BACTERIAS

Os 100 isolados bacterianos congelados foram reativados em tubos de ensaio contendo

6 mL do meio de cultivo R2B (0.05% peptona, 0,05% extrato de levedura, 0,05% glicose, 0,05%

amido, 0,03% piruvato de sodio, 0,03% fosfato dipotéssico, 0,005% sulfato de magnésio). As

amostras foram incubadas a 15 °C por 15 dias.

3.3 SELECAO DE BACTERIAS POTENCIALMENTE PRODUTORAS DE COMPOSTOS
ANTICONGELANTES

A avaliacdo da produg¢do de compostos anticongelantes foi realizada utilizando um

ensaio de resisténcia microbiana ao congelamento na auséncia de um agente crioprotetor, de acordo

com a técnica descrita por Bircher e colaboradores (2018), com algumas adaptacdes. Apds a
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reativacdo das linhagens, descritas no item 3.2, um mL do meio de cultivo R2B foi transferido para
tubos Eppendorf de 2.0 mL (6 tubos). As células foram centrifugadas a 4.000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado, entdo foi adicionado um (01) mL de 4gua deionizada estéril ao pellet,
em 3 tubos e 1 mL de glicerol 20% foi adicionado aos outros 3 tubos (controle), totalizando 6 tubos
de 2.0 mL para cada linhagem. As amostras foram congeladas a -80°C por 15 dias.

Apo6s o periodo de congelamento, as bactérias foram descongeladas em temperatura
ambiente e reativadas novamente, em triplicata, em meio de cultivo R2B a 15 °C por 15 dias. O
crescimento microbiano nos tubos de ensaio que foram congelados apenas em H,O foi considerado
ensaio positivo, ou seja, linhagem potencialmente produtora de compostos anticongelantes. As
linhagens Cryobacterium sp. JCM 19503 a qual mostrou atividade PAC, de acordo com Singh e
colaboradores (2014) e Escherichia coli ETEC 5041-1, foram usadas como controle positivo e

negativo respectivamente.

34 AVALIACAO DO POTENCIAL DE VIRULENCIA EM HUMANOS

Os isolados bacterianos que foram considerados positivos no ensaio de tolerancia ao
congelamento foram submetidos ao ensaio de avaliagdo da producdo de proteinase, fosfolipase,
catalase, bem como potencial de causar hemolise. Os mesmos isolados foram submetidos a ensaios
de tolerdncia a pHs fisioldgicos humanos e de tolerancia a temperaturas corporais humana. Os
ensaios foram realizados com a finalidade de determinar o potencial de viruléncia dos isolados de
interesse biotecnologico. Foram utilizadas as bactérias E. coli ETEC 5041-1 e Staphylococcus

aureus CBMAI 485, como controles positivos.

34.1 Atividade de Proteinase

A produgdo de proteinase foi realizada conforme Andreola e colaboradores (2016) com
modificacoes. Foi utilizado o meio de cultura Agar S (R-2A Agar) (HiMedia, Mumbai, IN) (0.05%
peptona, 0,05% extrato de levedura, 0,05% glicose, 0,05% amido, 0,03% piruvato de sodio, 0,03%
fosfato dipotassico, 0,005% sulfato de magnésio, agar 1,5% e pH final apds esterilizagao 7,2 + 0,2)
e adicionado 0,2% de albumina sérica bovina (BSA) (Sigma—Aldrich, St Louis, USA). O isolado
bacteriano foi inoculado em triplicata na placa de Petri, e incubado a 15 °C por até 15 dias. A

formagdo de halo ao redor do isolado foi considerado como positivo para produgdo de proteinase.
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3.4.2 Atividade de Fosfolipase

Para producdo de fosfolipase foi utilizada a técnica descrita por Andreola e
colaboradores (2016) com algumas adaptagdes, utilizando meio de cultura agar nutriente (0,3%
extrato de carne, 0,5% peptona, 1,5% agar, pH final 6,8+ 0,2) acrescido de 10% de emulsao gema
de ovo. A emulsdo gema de ovo foi preparada contendo 50% de salina (NaCl 0,9%) e 50% de gema
de ovo. Os isolados foram inoculados em triplicata na placa de Petri e incubados a 15 °C por 15

dias. A formagdo de halo ao redor do isolado foi considerada positiva para producao de fosfolipase.

3.4.3 Atividade de Catalase

Para o teste da catalase, cerca de 10 uL. de H,O, foram adicionados em triplicata em
placas de Petri. Em seguida, com o auxilio de uma alca de platina, células microbianas de cada
isolado, previamente cultivadas em placa de Petri contendo meio de cultivo R2A foram
acrescentado ao H,O,. A formagdo de bolha no H,0, foi considerada como isolado catalase positiva

(Eklund et al., 2020).

344 Atividade Hemolitica

Os isolados bacterianos passaram pelo teste de atividade hemolitica conforme descrito
por Suhet e colaboradores (2011), com adaptagdes, utilizando o meio 4gar sangue (1,5% peptona de
caseina, 0,5% peptona de soja, 0,5% cloreto de so6dio (NaCl), 1,5% dagar e 5% de sangue). Os
isolados foram dispostos em triplicata nas placas de Petri e foram incubados a 15 °C por até 15 dias.
A formagdo de halo ao redor do isolado foi considerada como ensaio positivo para atividade

hemolitica.

345 Indice de Atividade Enzimatica/Hemolitica

Os diametros das colonias bacterianas e dos halos formados foram medidos com auxilio
de uma régua. A atividade enzimatica extracelular e a hemolise foram calculadas pela relagdo entre
o didmetro médio do halo e o didmetro médio das colonias (Sharma et al., 2002). Finalmente, os
isolados foram classificados como, alto indice enzimatico (IE) ou alto indice hemolitico (IH) (IE/ITH
> 3), moderado indice enzimatico ou moderado indice hemolitico (IE/IH 2-3) e baixo indice

enzimatico ou baixo indice hemolitico (IE/IH < 2) (Ruginescu et al., 2020).
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346 Crescimento/tolerancia em pHs fisiologicos

Para determinar se as bactérias da Antartica sdo capazes de crescer em pHs equivalente
a pHs fisioldgicos humano, os isolados foram cultivados em meio de cultivo R2A com pH ajustado
em trés valores diferentes sendo: 4.0, 7.0 e 8.0, representando o vaginal (Lykke, 2021), do sangue e
da urina (pH da urina 7,5,-8,0 conforme ocorre digestdo dos alimentos) (Proksch, 2018),
respectivamente. Os pHs foram ajustados com solugdo de hidréxido de s6dio (NaOH) e/ou acido
cloridrico (HCI) (Mazareli et al., 2021). As colonias bacterianas foram inoculadas em triplicatas na
placa de Petri, incubadas a 15 °C por 15 dias. O crescimento bacteriano nas placas de Petri foi

considerado como isolados tolerantes aos respectivos pHs.

34.7 Avaliaco do crescimento/tolerancia em temperaturas corporais humanas

O ensaio de resisténcia a temperatura foi realizado conforme a técnica descrita por
Xavier e colaboradores (2007), com adaptagdes. Os isolados foram inoculados em meio de cultura
R2A e incubados, em triplicata, em diferentes temperaturas por até 15 dias. As temperaturas
utilizadas foram 15 °C, 36 °C, 38 °C e 40 °C, representando o controle, temperatura corporal sem
febre, com febre e febre muito alta, respectivamente (Harding et al., 2020). O crescimento
microbiano nas placas foi considerado como ensaio positivo e¢ o isolado tolerante as respectivas

temperaturas corporais.

34.8 Indice do crescimento/tolerdncia a pHs e temperaturas fisiologicas

Os diametros das colonias bacterianas foram medidos com auxilio de uma régua e
classificados quanto aos tamanhos das coldnias, sendo, tolerante (colonias com didmetro >3,0 mm),
tolerancia moderada (colonias com diametro de 2,0 a 3,00 mm) e sensivel (colonias com diametro

<2,00 mm) (Chagas Junior et al., 2009).

35  AVALIACAO DO POTENCIAL DE SENSIBILIDADE/RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS
COMERCIAIS

As bactérias crescidas em R2B tiveram densidade optica (DO) padronizada em 0,08 em
espectrofotometro a 600 nm (Chaves et al., 2015). O teste de sensibilidade aos antibioticos foi
realizado pelo método de disco de infusdo, conforme orientagdo do Clinical and Laboratory

Standards Institute- CLSI, sendo o meio 4gar Mueller-Hinton substituido pelo meio de cultura Agar
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médium S-R2A Agar (R2A) (HiMedia, Mumbai, IN), preparado conforme descri¢ao do fabricante.
Os antibidticos utilizados foram amoxilina+clavulanato de potassio (500 + 125 mg L™),
azitromicina (500 mg mL™) e cloranfenicol (250 mg L™).

Discos de papel filtro com cerca de 2 mm de diametros foram mergulhados nas solugdes
de antibidticos comerciais e dispostos em triplicatas na placa de Petri, um disco embebido em
lisoféormio foi utilizado como controle. As placas foram incubadas a 15 °C por 15 dias. Com o
auxilio de uma régua foi medido os halos formados ao redor dos discos. Foi atribuida a
caracteristica de sensivel/resistente mediante a comparagdo de tamanho dos halos, com valores pré-
estabelecidos pela Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST), 2017.
CLO: Cloranfenicol >17mm sensivel/ < 17mm resistente; Amo+Clav: Amoxilina+Clavulanato de
potassio>19mm Sensivel/< 19mm resistente; Azi: Azitromicina >2Imm Sensivel/ <21mm

Resistente.

3.6 AVALIACAO DA PRESENCA DE GENES PRODUTORES DE COMPOSTOS
ANTICONGELANTES POR SIMILARIDADE DE SEQUENCIA

Das 41 linhagens tolerantes ao congelamento, foram selecionados sete géneros distintos
(identificados no trabalho de Silva et al., 2018) para busca de genes produtores de compostos
anticongelantes por similaridade de sequéncia. A linhagens selecionadas foram, Leifsonia Antarctica
(268), Psychrobacter sp. (409), Arthrobacter sp. (411), Cellulophaga fucicola (425), Rhodococcus
sp. (426), Carnobacterium sp. (449) Pseudoalteromonas (ES26), também foi utilizado o controle
positivo Cryobacterium sp. JCM 19503 a qual mostrou atividade PAC, de acordo com Singh e
colaboradores (2014).

3.6.1 Extragdo do DNA Gendmico

A extracdo de DNA gendmico foi realizado pelo método CTAB (Van Soolinger et al.,
1991), com modificagdes. As linhagens foram cultivadas por 15 dias a 15 °C, em meio R2B. As
c€lulas bacterianas foram transferidas do meio de cultura para um tubo eppendorf de 1,5 mL
contendo 500 puL de TE 1X (10 mM de Tris pH 8,0 e 0,1 mM de EDTA). Apds homogeneizagao no
tampao de lavagem, o conteudo foi centrifugado a 20 °C, a 12.000 rpm por 2 minutos. O
sobrenadante foi descartado e as células foram novamente suspensas em 400 pL de TE 1X,
seguindo uma macera¢ao mecanicamente (com bastdo). Foram adicionados 67,5 pL de SDS 10% e
2,5 uL de proteinase K (10 mg. mL™"). As amostras foram agitadas em vortex e incubada em vortex

a 65°C por 10 minutos. Em seguida, adicionou-se 100 pL de NaCl 5 M e 100 pL de solugdo CTAB
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(brometo de cetiltrimetilamonio)/NaCl pré-aquecidos a 65 °C. As amostras foram novamente
agitadas em vortex e incubadas a 65 °C por 10 minutos. A seguir, foram adicionados 750 pL de
cloroféormio/alcool isoamilico (1:24) e a amostras foram agitadas em vortex e centrifugadas a
12.000 rpm, em 20 °C por 12 minutos. A fase aquosa foi transferida para novos tubos eppendorf
com 450 pL de isopropanol e homogeneizada por inversao. O DNA foi precipitado a temperatura de
— 20 °C por 10 minutos, centrifugado a 12000 rpm, em 20 °C por 5 minutos ¢ o sobrenadante foi
descartado. Foi acrescido 1 mL de etanol 70% ao pellet sendo realizada uma nova centrifugagdo. A
quantificagdo do DNA extraido foi realizada por leitura em NanoDrop Onec (Thermo Scientific,

Waltham Massachusetts, EUA).

3.6.2 Amplificagdo dos Genes por PCR

A reagdo de PCR foi realizada seguindo as condigdes propostas por Menezes e
colaboradores (2010), utilizando 2,5 pL de buffer (1X), 0,75 uL de MgCl2, 0,2 pL de dNTPs, 0,4
pL de Tag DNA polimerase e o par de primers foward 5'-GAYGCNACNTTYGARGCNGCNAA-3’
reverse 5S'-TCRTCRTTNCCNGTNCCNGCRTC-3. As condigoes da reagao de PCR foram 30 ciclos
de 95 °C por 30 segundos, 50 °C por um minuto e¢ 72 °C por 90 segundos, com uma extensao final

de 72 °C por oito minutos (Guo et al. 2012).

3.6.3 Eletroforese em Gel de Agarose

Para verificar a presenca e o tamanho de produtos derivados da PCR foi preparado o gel
de agarose a 0,8% e formado pocos para aplicacdo da amostra. Um mix de 2 pL da PCR com 3 pL
de Azul de bromofenol com gel red foi preparado. O mix foi aplicado nos pocos do gel de agarose e
o gel de agarose foi disposto na cuba de eletroforese e coberto por TAE 1x (tampao Tris-Acetato-
EDTA). A corrida foi realizada em 30 minutos e os resultados foram visualizados em luz

ultravioleta (Lee et al., 2012).

37  ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas de acordo com Ottoni e colaboradores (2020),

usando a analise de varidncia (ANOVA) e Tukey (a 5% de probabilidade) no software PAST versao
2.17c.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
41  REATIVACAO DAS BACTERIAS PRESERVADAS EM GLICEROL 20%

Das cem bactérias reativadas, as quais estavam preservadas em glicerol 20% a -80 °C,
65 isolados cresceram no meio de cultivo R2B (Fig.6). Os 65 isolados reativados foram submetidos

aos ensaios de sele¢do para a produgdo de compostos anticongelantes.

Figura 6- Crescimento bacteriano apos reativagao em meio de cultura R2B.

Fonte: O autor

4.2 SELECAO DE BACTERIAS POTENCIALMENTE PRODUTORAS DE COMPOSTOS
ANTICONGELANTES

No ensaio de sele¢do de linhagens produtoras de compostos anticongelantes, as quais
foram submetidas a testes de resisténcia ao congelamento, dos 65 isolados bacterianos avaliados, 41
(63,07%) foram considerados positivos, pois apresentaram capacidade de resistir ao congelamento a
-80 °C sem a presenca do agente crioprotetor (glicerol 20%) (Fig.7), demonstrando seu potencial
como produtor de compostos anticongelantes em temperaturas baixas.

Os invertebrados marinhos sdo fonte rica de produtos naturais, no entanto estudos
prévios apontam que sdo produtores de baixo rendimento destes compostos (Harvey et al., 2015).
Compostos produzidos por bactérias simbiontes, que se abrigam nesses organismos, sao
semelhantes ou idénticos aos compostos produzidos pelo hospedeiro, tornando essas bactérias

fontes de produtos naturais biologicamente ativos (Gurgui; Piel, 2010).
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Figura 7- Isolados reativados apds o congelamento -80 °C (sem crioprotetor glicerol 20%) em meio

de cultura R2B.

Fonte: O autor

As linhagens potencialmente produtoras de PAC, estudadas no presente trabalho
representam 10 géneros distintos, entre eles Arthrobacter, Carnobacterium, Cellullophaga,
Leifsonia, Pseudoalteromonas, Psychrobacter, Psychromonas, Rhodococcus, Sporosarcina e
Sulfitobacter, as quais foram recuperadas de diferentes substratos incluindo, biofilme de solo,
invertebrado marinho, solo alagado e esponja do mar (Q.2).

Produtos antimicrobianos ja foram isolados de bactérias simbiontes, de esponjas
marinhas, em diversos momentos. Esse fato levantou a hipdtese de que essas hactérias agem na
defesa de seu hospedeiro (Webster et al., 2001). Enioora ndo naja estudos suficientes que
comprovem que bactérias psicrofilicas, protegem outros organismos contra o congelzmento, esses
microrganismos demostram facilitar a sobrevivéncia de especics hospedeiras mais suscetiveis ao
frio, inclusive a sobrevivéncia de outras bactérias na formacao de biofilmes (Wu et al., 2012). Ha
relatos de bactérias psicrofilicas que promove o crescimento de plantas (P. putida GR12-2) e
bactérias psicrofilicas que conferem a planta, tolerancia ao sal (P. putida UW4) (Muryoi et al.,
2004; Cheng et al., 2007).

Dessa forma, como ainda nao ha relatos na literatura, de esponjas marinhas produtoras
de PAC, ¢ possivel levantar a hipotese, que bactérias da Antértica, produtoras de PAC, associadas a
invertebrados marinhos, conferem prote¢ao ao hospedeiro contra o congelamento, incluindo esponja
marinha e outras bactérias na formagao de biofilme. As comunidades microbianas nos oceanos
podem estar presente na ordem de 10° a 10° bactérias por mililitro de 4gua, somando um volume
bacteriano estimado de 10'? toneladas (Webster et al., 2001). A maioria ndo é cultivavel, mas gragas
aos métodos metagenomicos, independentes de cultivo, € possivel buscar informagdes importantes

de compostos bioativos nesses organismos (Harvey et al., 2015).
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As pesquisas, realizadas com bactérias para produgao de PACs, avaliaram as
temperaturas —20 e —50 °C, e foram as temperaturas mais baixas registradas em experimentos, até o
momento. Sun e colaboradore (1995) testaram a bactéria Peseudomonas putida para o
congelamento a —20 e —50 °C. Apo6s o crescimento a 5 °C, o isolado sintetizou e secretou proteina
com atividade anticongelante no meio de cultura. As analises demostraram que se tratavam, de uma
proteina principal e outras proteinas menores, no entanto, ndo foi possivel determinar qual das
proteinas apresentou atividade anticongelante.

Gilbert e colaboradores (2004), cultivaram linhagens bacterianas da Antartica a trés
temperaturas distintas 5 °C, 15 °C e 25 °C, durante sete dias. Os resultados apontaram melhor
crescimento a 15 °C. Entretanto, no presente estudo, dois géneros resistiram a temperaturas muito
menores (-80 °C) que as relatadas pelos autores, os géneros, Psychrobacter e Pseudoalteromonas
foram capazes de tolerar -80 °C apenas em agua, sendo uma linhagem de Psychrobacter luti (30),
duas de Psychrobacter fozii (31 e 456), tré€s linhagens de Psychrobacter sp. (409, 422 e 445), e uma
linhagem de Pseudoalteromonas sp. (ES26) (tab.3). Esses isolados foram resistentes a -80 °C
demostrando que sdo potenciais produtoras de compostos anticongelantes a temperaturas
extremamente baixas, no entanto, seu mecanismo de funcionamento nao foi estudado.

Contudo, ja foram relatadas duas estratégias utilizadas pelos organismos (Lorv et al.,
2014), sendo elas: na prevengdo do congelamento os organismos necessitam de altos niveis de
histerese térmica, para evitar que a temperatura ambiente caia abaixo de 0 °C. Geralmente essa
estratégia ¢ associada a lugares com baixa flutuagdo de temperaturas, ou a organismos que podem
se locomover, como peixes e insetos, evitando assim, prejuizos causados pelo gelo (Gilbert et al.,
2005; Middleton et al., 2012) e; tolerancia ao congelamento, em locais onde ocorrem altas
flutuacdes de temperaturas negativas € a estratégia de sobrevivéncia mais relatada (Wilson et al.,
2006; Middleton et. al, 2012). Podemos sugerir que essa estratégia pode ter sido utilizada pelos
isolados tolerantes ao congelamento, nesse estudo. Nessa estratégia, a proteina busca reduzir os
prejuizos causados pelo gelo no organismo. A estratégia estd associada a organismos que nao
possuem plasticidade como as plantas e os microrganismos, que ndo podem fugir rapido do
ambiente frio (Wilson et al., 2006: Middleton et al., 2012).

A estratégia utilizada pelo organismo varia de acordo com a for¢a, velocidade de
flutuacdo de temperatura e o ambiente, influenciando a forga e o tipo de proteina anticongelante que
serdo expressas (Griffith; Ewart, 1995; Wilson et al., 2006; Lorv et al., 2014). Segundo Singh e
colaboradores (2014), espécies de Pseudoalteromonas foram capazes de produzir moléculas
potencializadoras como polissacarideos (trealose), aminodcidos (glicina e betaina) e sais (NaCl),

compostos que podem aumentar a histerese térmica (HT) das PACs.
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Gilbert e colaboradores (2005) levantaram a hipotese de que bactérias da Antartica
precisaram expressar PAC altamente ativa para sobreviver ao congelamento. Desta forma, podemos
inferir a mesma hipdtese, pois, no presente estudo, cerca de 63% dos isolados foram capazes de
sobreviver apds 15 dias a -80 °C sem agente crioprotetor, isolados que podem estar produzindo ¢
expressando certas proteinas altamente ativa para favorecer a sobrevivéncia.

Raymond e colaboradores (2008) testaram a capacidade de uma proteina de ligagdo ao
gelo, de uma bactéria marinha da Antartica. Os ensaios foram conduzidos a temperatura de 0 °C
(com variagdes de -1 °C a +3 °C). Os autores obtiveram 17 isolados de crescimento rapido, sendo
que, apenas uma mostrou atividade forte, oito mostram atividade fraca e o restante nao mostraram
atividade de ligacao ao gelo.

No estudo de Singh et al. (2014), os autores constataram valores elevados de HT em
torno de 2 ° C, nas cepas de Pseudomonas ficuserectae. Em nosso estudo verificamos a resisténcia
dos isolados a uma temperatura muito baixa (-80 °C), apenas em 4gua, sem qualquer fonte de
nutriente ou agente crioprotetor. E interessante ressaltar que as bactérias ndo passaram apenas pelo
estresse de congelamento, mas também pela falta de nutrientes, demostrando que bactérias
recuperadas da Antartica, sdo resistentes a diversas condigdes de estresse a que sdo expostas e
expressam uma resposta biologica rapida e apropriada ao tipo de estresse em que se encontram.

Os primeiros relatos de atividade anticongelante foram descritos nas espécies
Micrococcus cryophilus e Rhodococcus erythropolis, porem ndao houve relado sobre a
caracterizacdo dessas PACs. O estudo conduzido por Duman; Olsen (1993) foi o primeiro a
descobrir PACs produzidos por Rhodococcus erythropolis. Na ultima década, foram relatadas PACs
em diversas bactérias de ambientes frios, mas apenas a caracterizacdo basica das proteinas foi
descrita. Estudos realizados na busca de atividade anticongelante de origem bacteriana focam na
inibicao da recristalizagdo do gelo (IR) e na morfologia do gelo (Lorv et al., 2014).

A primeira proteina anticongelante isolada de bactérias, veio do ambiente Artico
canadense, da espécie Pseudomonas putida GR12-2 (Sun et al., 1995; Lorv et al., 2014). Ja, as
primeiras analises realizadas com bactérias, para produgdo das PACs, foram realizadas por Gilbert e
colaboradores (2004). Utilizando 866 linhagens, apenas 19 produziram PACs, sendo uma linhagem
descrita como Bactéria antartica da 4gua do mar, uma linhagem de Sphingomonas sp.,
Halomonas sp., Pseudomonas fluorescens, Idiomarina loihiensis, Psychrobacter sp., Bacillus
aquamarinus, Enterobacter  agglomerans, duas linhagens de Pseudoalteromonas sp.,
Stenotrophomonas maltophilia e sete linhagens de Marinomonas protea.

Ao que se sabe at¢ o momento, somente duas PACs bacterianas foram bem
caracterizadas e sdo as mais estudadas quando se trata de PAC bacteriana, a lipoglicoproteina de

164 kDa de Pseudomonas putida e a lipoproteina de 52 kDa de uma Moraxella sp. (Lorv et al.,
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2014). O gene que codifica PAC foi encontrado em linhagens do género Arthrobacter, isoladas na
China (Sun et al., 2016) e no solo da Antartica (See-Too et al., 2017). Além da descoberta deste
gene codificador da PAC, ainda foi descoberto uma nova B-D-galactosidase adaptada ao frio na
linhagem Arthrobacter sp., que foi capaz de remover a lactose de produtos lacteos em baixa
temperatura, o que reforca o potencial biotecnoldgico desse género na industria alimenticia
(Hildebrandt et al., 2009).

Em ensaios de congelamento e descongelamento, ja foram relatados nos géneros
Arthrobacter (Munoz et al.,, 2017), Psychrobacter (isolado de permafrost), Rhodococcus,
Pseudoalteromonas (Lorv et al., 2014) e Psychromonas (Kim et al., 2017), como produtores de
PACs ou resistentes a estresse do descongelamento. Da mesma forma, os géneros Cellulophaga,
Carnobacterium (Bowman, 2017) Sporosarcina (Yong et al., 2008) e Sulfitobacter (Kim et al.,
2020) foram relatados como bactérias adaptadas a ambientes frios. No entanto, até onde se sabe,
reportamos o primeiro relato do potencial produtor de compotos anticongelantes por bactérias
isoladas de invertebrados marinhos coletados em ambientes frios, incluindo os géneros
Carnobacterium, Cellulophaga, Sporosarcina e Sulfitobacter.

Singh e colaboradores (2014) testou a atividade PAC para o género Leifsonia, coletadas
de crioconita que contém agua doce (Poniecka et al., 2020), em Svalbard, Artico, porem nio houve
atividade anticongelante detectada. No entanto, o oposto foi constatado no presente trabalho, onde
uma linhagem de Leifsonia antarctica (268) associada a ambiente salino (Q.1), demonstrou
tolerancia ao congelamento. Algumas justificativas podem ser levantadas quanto aos resultados
encontrados em ambos os trabalhos. As bactérias podem possuir o gene de PAC, mas serem
fenotipicamente negativas, devido a diferencas de indug¢do para produgdo da proteina, mostrando
que essa proteina ndo esta relacionada apenas a temperatura (Gilbert et al., 2004). As amostras de
ambos os trabalhos foram coletadas em condi¢cdes ambientais diversificadas, como valor de
salinidade do ambiente, por exemplo. Apesar das PACs terem aparecido em ecossistemas muito
diferentes, bactérias produtoras de PAC sdo mais comumente encontradas em ambientes salinos,
onde o estresse ¢ muito maior. Para corroborar a justificativa, no que diz respeito a PAC de peixes,
até a presente data, s6 foram detectadas em peixes de agua salgada, teoricamente por esses
organismos estarem expostos a temperaturas abaixo do ponto de congelamento dos fluidos
corporais € a maior concentragdo de soluto em seu ambiente (Gilbert et al., 2004).

Provesi; Amante (2015) sugere que em algumas regides brasileiras, mais ao sul do pais,
existem organismos que sdo potenciais produtores de PACs, devido essas regides passarem por
invernos com temperaturas abaixo de zero. O Brasil pode dispor de bactérias que oferecam
compostos, iguais ou semelhantes, aos compostos produzidos por bactérias da Antartica, porém,

ainda ndo foram descobertos. A Conveng¢ao sobre a Diversidade Biologica (CDB), criada em 1993,
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deu direito a diversos paises, incluindo o Brasil, de usufruir seus proprios recursos ¢ atribuiu a eles
a responsabilidade sobre a conservagdo. Porém, apesar do Brasil possuir uma das maiores
biodiversidades do planeta, ainda é pouco explorado (Brasii MMA, 2018). Portanto, a
bioprospecdo de bactérias da Antartica, pode abrir novos caminhos e despertar o interesse dos
cientistas em pesquisar os mesmos compostos encontrados na Antartica, no Brasil, facilitando o
acesso e reduzindo o custo de aquisicdo dessas proteinas (Provesi; Amante, 2015; Brasil MMA,
2018).

Provesi; Amante (2015) apontam a importancia das PACs para o setor alimenticio,
demonstrando como essas proteinas atuam de forma eficaz na inibicdo da formacao de gelo e como
elas evitam a recristaliza¢do. No entanto, o alto custo para obter as PACs de plantas e animais, ainda
¢ uma barreira que impede a comercializagdo dessas proteinas em larga escala industrial (Voets,
2017). Cultivar plantas e criar animais decorre de um processo dispendioso, pois exige espago e
recursos de alto custo, mas os autores enfatizam que a descoberta de uma nova fonte de obtengao,
como as bactérias, pode reduzir o custo de aquisi¢do dessas proteinas (Cereghino et al., 2000; Voets,
2017). Quando comparado com outras formas de vida, os microrganismos apresentam um custo
consideravelmente menor, o que torna essa fonte de proteinas uma ferramenta potencial na
aplicagdo industrial (Cereghino et al., 2000).

O presente estudo propds apontar linhagens bacterianas da Antartica produtores de
compostos anticongelantes em temperatura extrema (-80 °C), que sejam isolados seguros para
manipulagdo e aplicagdo industrial. A descoberta das PACs em peixes desencadeou a curiosidade
para novas fontes dessa proteina em outras formas de vida, desde entdo, sdo realizadas analises com
proposito de demonstrar, ou ndo, a produgdo das PACs, principalmente em microrganismos.
Entretanto, ndo héa estudos suficientes que demonstram que esses isolados sdo seguros para
aplicacdo industrial. Esses estudos sdo importantes para que seja evitada uma contaminagao
bioldgica ao introduzir um organismo desconhecido em um determinado ecossistema. Portanto o
presente estudo trouxe o diferencial de, ndo s6 testar os isolados bacterianos para produgdo das
PACs em temperatura extrema, como também, realizar andlises do potencial de viruléncia humana e
resisténcia a antibidticos comerciais distintos, oferecendo assim, uma maior seguranca na sua

manipulagdo e para futuras outras aplicacdes.

4.3 CARACTERIZACAO DA VIRULENCIA DOS ISOLADOS POTENCIAIS PARA PRODUCAO DE
PROTEINAS ANTICONGELANTE

Os 41 isolados potencialmente produtores de compostos anticongelantes foram

submetidos ao teste de atividade hemolitica. Cinco de 41 isolados (12,1%) mostraram resultados
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positivos para atividade hemolitica, ou seja, produziram um halo de hemdlise ao redor da coldonia

(Fig.8). O indice de atividade hemolitica variou de 1,13 a 1,92 no ensaio (Tab.3).

Figura 8- Atividade hemolitica no ensaio utilizando agar sangue. isolados Arthrobacter sp. (443);

nao identificado (363) e Psychromonas arctica (ESH238).

Fonte: O autor

Tabela 3- O indice da atividade hemolitica (IH) foi determinado por meio do quociente entre Halo

médio da colonia (HC), halo médio hemolitico (HH) (IH= HC/HH).

Indice de Atividade Enzimatica

Enzimas HC HH IE

Proteinase

456 Psychrobacter fozii 9 10,6 1,17

Atividade Hemolitica

356 Arthrobacter sp. 9,3 15,6 1,67

359 NI 8 10 1,25

363 NI 9 11,33 1,25

443 Arthrobacter sp. 8,66 16,66 1,92

ESH238 Psychromonas arctica 7 10,33 1,47
Controles

E.coli 14,33 16,33 1,13

Staphylococcus aureus 14,33 16,33 1,13

Fonte: O autor. O indice da atividade hemolitica/enzimatica ¢ a média das triplicatas de cada isolado avaliado

A seguranca da linhagem ¢ um dos principais critérios ao selecionar microrganismos
para uso biotecnoldgico. A andlise estatistica mostrou que houve uma diferenca significativa para a
atividade hemolitica de Arthrobacter sp. 443 (Graf.1) em comparagdo com outros isolados que

apresentaram a mesma atividade, devido ao maior indice relacionado a sua atividade. No entanto,
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este isolado foi considerado baixo produtor de viruléncia, devido o indice hemolitico ser <2,

conforme classificado no item 3.4.5 (IH <2).

Graficol- Indice de atividade hemolitica/enzimatica (IH/IE) dos isolados considerados positivos
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Fonte: O autor. Nota: isolado 356 foi produtor de proteinase

Linhagens de Arthrobacter (Actinobactéria de grande aplicacdo biotecnologica)
recuperadas de ambientes frios ja foram avaliadas, entretanto, a atividade hemolitica ndo foi
observada (Nam et al., 2011; Mogrovejo-Aruas et al., 2020), porém, esse género ja foi relatado
como tendo capacidade de causar infeccdo em humanos, demonstrando a importancia de estudar a
viruléncia de microrganismos, quando se pretende utilizar linhagens bacterianas em aplicagdes
biotecnoldgicas (O'Brien et al., 2004; Yamamoto et al., 2017).

As linhagens Arthrobacter sp. 356 e 443, Psychromonas arctica ESH238 e as linhagens
nao identificadas (NI) 359 e 363 mostraram atividade hemolitica em meio de cultura enriquecido
com sangue humano, com indice de viruléncia variando de 1,1 a 1,9 mm (Tab.3) sendo assim
considerados baixos produtores de fator de viruléncia (Graf. 1).

A determinacdo da hemolise em Psychromonas arctica foi realizada pela primeira vez
no presente estudo. No entanto, o género Psychromonas ja foi descrito com potencial de degradar
lipideos e proteinas, bem como, portador de um gene codificador de fosfatase, porem foi
relacionado a degradacdo de sedimentos marinhos (Pelikan et al., 2021), considerando que a
membrana plasmatica das hemacias ¢ uma bicamada fosfolipidica (Cloos et al., 2020), podemos
inferir que o método utilizado pela linhagem, para formag¢dao do halo no meio de cultura, foi
degradar a membrana plasmatica causando lise das hemacias e consequentemente formando o halo
de degradagdo no meio de cultura (Madigan et al., 2010). Inclusive o género Psychrobacter
codificou uma esterase/lipase, secretada para digerir lipidios do ambiente extracelular (Pelikan et

al., 2021). Portanto, os resultados apresentados para essa linhagem foram considerados relevantes,



52

pois, se essa linhagem sobreviver as condigdes do corpo humano, ela podera causar danos nas
células do hospedeiro (Hu; Zhang, 2020; Pelikan et al., 2021).

Zhu e colaboradores (2016) relataram a presenca de dois genes, que codificam
hemolisina no genoma de Carnobacterium sp., mas ndo encontraram nenhum gene codificando
toxinas, fatores de viruléncia ou ilhas de patogenicidade. No presente estudo as linhagens
Carnobacterium sp. (427/449) nao formaram halo de degradacdo no meio de cultura, portanto
foram consideradas como linhagens negativas para atividade hemolitica, ha a possibilidade de o
gene estar presente, mas nao estar sendo expresso (Madigam et al., 2010).

Hé a necessidade de aprimorar as analises para detectar atividade de viruléncia humana,
uma vez que, os resultados aqui apresentados sao inéditos. Além de ndo possuir dados prévios na
literatura, que apontam o género Psychrobacter como patogénicos, ndo existem estudos suficientes
dessa categoria com bactérias da Antartica.

Contudo, ndo se pode ignorar a possibilidade que os resultados estejam diretamente
relacionados a producdo de viruléncia pelas linahgens estudadas. Estudos atuais recomendam
realizar analise molecular para detectar os genes hly-A e ehx-A, responsaveis em produzir o-
hemolise e entero-hemolise respectivamente (Noumi et al., 2020), nos isolados bacterianos, para
garantir que a formacdo de halo no meio de cultura foi produzida por fatores de viruléncia
(Mirsepasi-Lauridsen et al., 2016; Noumi et al., 2020).

Se os dados aqui apresentados fossem confirmados como viruléncia, isso ndo seria uma
barreira para utilizagdo desses isolados, pois os isolados Arthrobacter sp. 356 e 443, Psychromonas
arctica ESH238 e os dois isolados nao identificados (NI) 359 e 363, apresentaram baixa producao
de hemdlise, além, disso as linhagens ndo apresentaram nenhuma outra atividade enzimética
testada, além da catalase, que ndo esta relacionada a viruléncia em todas as bactérias (Tondo et al.,

2020).

431 Atividade de Proteinase

Uma linhagem de Psychrobacter fozii (456) mostrou atividade de proteinase (Fig.9),
com indice de viruléncia de 1,2 considerado baixo produtor de proteinase (Graf.l), conforme
classificado no item 3.4.5 (IH <2).

Nos ultimos anos algumas linhagens de Psychrobacter foram descritas como patogenos
oportunistas em humanos (Ortiz-Alcantara et al., 2016; Bonwitt et al., 2018). Linhagens desse
género podem ser isoladas de diversas fontes, porém s3o mais relacionadas a substratos marinhos,
como crusticeos, peixes, mamiferos marinhos, algas marinhas e frutos do mar (Bonwitt et al.,

2018).
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Figura 9- Atividade de proteinase da linhagem Psychrobacter fozii (456)

em meio de cultura R2A enriquecido com albumina sérica bovina (BSA)

Fonte: O autor

Os danos causados por esses patogenos dependem dos locais onde ocorrem as infecgdes
e podem se estender a bacteremias, meningite, infecgdo de feridas e infecgdes oculares. Em 2009
foi relatado um caso de bacteremia associado a transfusdo sanguinea, causada por Psychrobacter
arenosus (Caspar et al, 2013). Os primeiros testes para identificagdo do isolado foram
inconclusivos, pois o laboratério utilizou técnicas de rotina laboratoriais para identificar
microrganismos meso6filos. Entdo, foi realizada a identificacdo molecular, as sequencias de DNA
mostraram 99,7% de homologia com a sequéncia 16StTDNA de P. arenosus (Romanenko et al.,

2004; Caspar et al., 2013).

Em 2012, uma linhagem de Psychrobacter foi isolada de pacientes clinicos, na cidade
de Nova York, a linhagem foi relatada como uma nova espécie, Psychrobacter sanguinis, e
caracterizada como um patogeno oportunista (Wirth et al., 2012). Em 2014 a espécie foi relatada em
um paciente com meningite, na Franca (Le Guern et al., 2014). Em 2016, no México, um
microrganismo com 98% de identidade (16S rRNA) relacionado com P. sanguinis foi relatada em
outro paciente com meningite (Ortiz-Alcéantara al., 2016). O Gltimo relato de caso com P. sanguinis
publicado, foi de um paciente dos EUA, com infec¢do de ferida, decorrente de uma laceragdo na
mao (Bonwitt et al.,, 2018). A linhagem P sanguinis foi descrita como suscetivel a diversos
antibioticos (Le Guern et al., 2014), na maior parte dos casos, os pacientes puderam ser tratados
com antimicrobianos e se recuperaram totalmente (Wirth et al., 2012; Le Guern et al., 2014).

Entretanto, Psychrobacter spp. mostraram resisténcia a penicilina (Bonwitt et al., 2018).

A linhagem Psychrobacter fozzi, positiva para proteinase neste estudo, foi descrita em
2003 (Bozal et al., 2003) e desde entdo sdo estudas para aplica¢do biotecnologica, porém, ndo foram

testadas para atividade de proteinase ou outros fatores de viruléncia, tornado esse estudo inédito
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para essa linhagem. Linhagens do género Psychrobacter raramente sdo descritos como patdogenos
humanos, devido o nimero limitado de relatos de casos publicados (Bonwitt et al., 2018). Segundo
Caspar e colaboradores (2013) o espectro de infec¢des humanas, associadas as diferentes espécies
do género Psychrobacter pode mudar rapidamente, com o aparecimento de novos relados de

infecgoes.

43.2 Atividade de Fosfolipase

Nenhum isolado apresentou atividade fosfolipasica, pois nao houve formagao de halo

no meio de cultura.

433 Atividade de Catalase

Todos os isolados avaliados foram positivos para catalase (Q. 2), pois foram capazes de

formar uma camada de bolha quando colocados em contado com o H,O; (Fig. 10).

Figura 10- Formagdo de bolhas no H,O; quando colocados em contato com as células

microbianas (Catalase positiva).

Fonte: O autor

Como este estudo objetivou pesquisar o potencial patogénico de linhagens bacterianas,
potencialmente produtoras de compostos anticongelantes, foi considerado relevante testar os
isolados quanto a producao de catalase.

Estudos ainda precisam ser realizados para explicar como a catalase age na defesa ¢ na
resisténcia de estipes. Romaniuk e colaboradores (2018) afirmam que ecossistemas com
caracteristicas extremas, como a Antartica, favorecem a propagacdo de espécies que reagem ao
oxigénio.

KatA ¢ a principal catalase que desintoxica o H,O, de linhagens bacterianas, ¢
necessaria para a adaptacdo ao estresse peroxido e para a viruléncia de linhagens bacterianas, sdo
criticas em respostas ao estresse, bem como as adaptagdes in vitro e podem se igualar em ambientes

hostis e desfavoraveis para as bactérias (Su et al., 2014).
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Os resultados apresentados neste estudo, para catalase, confirmam os dados da
literatura, uma vez que, 100% das linhagens analisadas foram capazes de produzir uma resposta
(formando bolhas) quando em contato como o H,O; e foram coletadas de um ambiente altamente
estressante.

Neste estudo foi avaliada uma linhagem de Rhodococcus sp. (426) capaz de reagir ao
H,0,. Alguns estudos atribuem, ao gé€nero Rodococcus, a caracteristica de patdgeno animal
(raramente em humanos), devido seu potencial de produzir catalase (Bargen; Haas, 2009; Bidaud et
al., 2012). Bidaud e colaboradores (2012) determinaram que na linhagem Rodococcus equi, KatA ¢
a principal catalase, envolvida na capacidade extrema de resisténcia ao H,O,, inclusive essa
linhagem ¢ considerada um patogeno intracelular facultativo que afeta a saude de potros com até 6
meses de vida.

O género Pseudoalteromonas foi descrito como produtor da enzima catalase, inclusive
foi relatado que a produgdo da catalase, pela linhagem, é potencializada quando as bactérias estao
sob estresse como baixa temperatura e alta salinidade (Dimitrieva et al., 2006), a linhagem
Pseudoalteromonas sp. (ES26) utilizada neste estudo foi coletada de esponjas e outros
invertebrados marinhos, na Antartica (Q. 1), ou seja, essa linhagem enfrenta as duas condi¢des de
estresse associadas a produ¢do da catalase, descritas pelos autores, como frio e salinidade.

Uma linhagem de Leifsonia antarctica foi avaliada neste estudo e considerada positiva
para producdo da catalase. Essa linhagem foi descrita por Pindi e colaboradores (2009), como
catalase positiva, e até a presente data ndo hé estudos publicados sobre o potencial patogénico de
Leifsonia Antarctica.

No entanto, a literatura apresenta uma linhagem de Leifsonia xyli (mes6fila) como um
microrganismo fitopatogénico e fastidioso que habita os vasos do xilema de seus hospedeiros, a
viruléncia nas plantas ¢, em parte, atribuida a capacidade da espécie em reagir ao oxigénio (Tondo
et al., 2010; Faria et al., 2020).

Neste estudo foram avaliadas 10 linhagens do género Arthrobacter, sendo uma
linhagem de Arthrobacter antarcticus (56), sete linhagens de Arthrobacter  sp.
(356/366/408/411/423/443/450), uma linhagem de Arthrobacter psychrochitiniphilus (358) e uma
linhagem de Arthrobacter stackebrandtii (382).

O género Arthrobacter ¢ frequentemente associado a locais estressantes, como gelo,
solos congelados, ambientes contaminados com metais pesados e compostos organicos,
considerados poluentes ambientais (Romaniuk et al., 2018). Assim como neste estudo, varios
outros, descreveram as linhagens de Arthrobacter como bactérias catalase-positivas, em alguns
casos com a capacidade de causar infeccdes em humanos (O'Brien et al., 2004; Yamamoto et al.,

2017; Romaniuk et al., 2018).
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Bozal e colaboradores (2003) realizaram a caracterizagdo fenotipica de algumas
linhagens de Psychrobacter isoladas de ambientes Antarticos, duas linhagens sdao equivalentes as
linhagens analisadas neste estudo, sendo Psychrobacter fozii (456/31) e Psychrobacter luti, (30), na
caracterizacdo os autores constataram que as duas linhagens sdo catalase positiva. No mesmo
sentido os géneros Sporosarcina (Sun et al., 2017), Cellulophaga (Nedashkovskaya et al 2004),
Sulfitobacter (Ryeong et al., 2007), Psychromonas (Groudieva et al., 2003) e Carnobacterium
(Ostlie et al., 2021) também ja foram relatados como catalase positiva na literatura. No entanto, ndo
ha estudos relacionados ao potencial patogé€nico dessas linhagens.

Alguns autores discordam que o papel da catalase esteja diretamente envolvido com o
potencial patogénico das bactérias, assim, estudos t€ém sido realizados na tentativa de elucidar esse
caso (Messina et al., 2002; Corrente et al., 2013; Tondo et. al, 2020). O genoma das bactérias ¢
moldado conforme as necessidades do microrganismo (Madigan et al., 2010). A catalase precisa dos
metais ferro e manganés, ¢ quando as bactérias estdo em ambientes deficientes desses metais, a
enzima pode ndo desempenhar sua fun¢do de forma adequada (Mishra et al., 2012). Portanto, as
catalases podem apresentar uma resposta diferente em cada patdgeno, dependendo do ambiente ou
tecido em que esta presente (Tondo et al., 2020), sendo assim, a expressdo do gene pode depender

dos fatores ambientais (Aaltonen et al., 2020; Castro-Moretti et al., 2021).

434  Crescimento Bacteriano em pH Fisioldgico Humano

Todos os 41 isolados bacterianos testados foram considerados tolerantes a pelo menos

dois pHs distintos (Graf.2), sendo capazes de crescer e formar colonias nas placas (Fig.11), com

Figura 11- Ensaio de tolerancia dos isolados em diferentes pHs.

Fonte: O autor

variagdes no indice médio de tolerancia para cada pH, sendo o indice médio de 4- 9,3, no pH 4.0
(Graf.2), 2,3- 12,3, no pH 7.0 (Graf.3) 2,3-12, no pH 8.0 (Graf.4), incluindo isolados que
apresentaram atividades hemoliticas e proteinase (356, 359, 363, 443, ESH238 ¢ 456).
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De um total de 41 isolados avaliados, 22 (53.6%) dos isolados foram capazes de tolerar
o pH 4.0, formando col6nias maiores que 3mm de didmetros, portanto foram considerados

tolerantes ao pH vaginal (Graf.2), conforme classificagdo do item 3.4.8.

Grifico 2- Indice de crescimento dos isolados tolerantes ao pH 4.0
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Fonte: O autor. Nota: O indice de crescimento ¢ a média das triplicatas de cada isolado

A andlise estatistica mostrou que houve diferenga significativa para o crescimento no
pH 4.0. O isolado Pseudoalteromonas sp. (ES26), foi o unico isolado que formou coldnia <5, todos
os demais isolados apresentaram colonias >5, além disso sete isolados sendo duas linhagens nao
identificadas (363, 372), duas linhagem de Psychrobacter sp. (409/422), duas linhagens de
Arthrobacter sp.(411/423) e uma linhagem de Carnobacterium sp. (427) apresentaram crescimento
ultrapassando >8, bem acima dos valores estipulados como tolerante (>3).

Linhagens bacterianas, ndo-nativas, capazes de sobreviver no ecossistema vaginal
podem degradar a mucosa do hospedeiro e consequentemente facilitar o desenvolvimento de
infecdes que se nao forem tratadas podem resultar em infertilidade e parto prematuro em gestantes
(Smith; Ravel, 2017).

Dezenove linhagens (cerca de 46%) foram consideradas sensiveis ao pH vaginal, pois
ndo foram capazes de formar colonias em meio de cultura ajustado com pH 4.0, inclusive a
linhagem de Psychromonas arctica (ESH238) que apresentou atividade hemolitica. Sendo assim,

essas linhagens ndo sdo capazes de invadir o ecossistema vaginal (Madigan et al., 2010).
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A microbiota vaginal ¢ composta por comunidades microbianas benéficas, produtoras
de acido latico, que mantém o pH da vagina 4cido (<4,5), esse ambiente acido protege o hospedeiro
contra a invasdo de patdégenos ou microrganismos nao indigenas (Smith; Ravel, 2017). Portanto, o
pH <4.0 pode ser uma barreira, para a proliferagdo de estirpes sensiveis, em orgdos do corpo
humano que possuem o pH &cido, como a vagina (pH<4.5) e o estobmago (pH 2.0) por exemplo
(Machado et al., 2004; Madigan et al., 2010).

Quarenta isolados (cerca de 97%), apresentaram crescimento em meios de cultivo

ajustado para o pH 7.0 (pH fisiologico do sangue) (Graf. 3).

Grifico 3- Indice de crescimento dos isolados tolerantes ao pH 7.0
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Fonte: O autor. Nota: O indice de crescimento ¢ a média das triplicatas de cada isolado

O isolado Pseudoalteromonas sp. (ES26) foi considerado como tolerante moderado,
com indice de crescimento de 2,3 (conforme classificacao do item 3.4.8). Todas as demais linhagens
apresentaram indice e crescimento >3, por isso foram consideradas tolerantes ao pH 7.0.

Houve diferenca significativa no indice de crescimento, com excecao das linhagens nao
identificada (386) e Pseudoalteromonas sp. (ES26), todos os demais isolados foram capazes de
formar colonias com indice de crescimento >5. Duas linhagens, sendo uma linhagem nao
identificada (102) e uma linhagem Leifsonia antarctica (268) apresentaram indice de crescimento
>12 mm de diametros (Graf.3), bem acima dos valores estipulados como tolerante (>3). A
capacidade, de linhagens bacterianas, em tolerar o pH do sangue levanta a preocupacao de que essas

células possam causar bacteremia no hospedeiro. Segundo Madigan e colaboradores (2010) a
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bacteremia ¢ incomum em individuos saudaveis, porém pode ocorrer devido a processos invasivos
no corpo, como traumas, cirurgias ou doencas, a presenga prolongada de bactérias no sangue, pode
se tornar uma infec¢o sistémica. A infec¢do sistémica por sua vez, pode facilitar a septicemia, onde
o patogeno invade diversos tecidos do hospedeiro causando novas infec¢des que podem ser
irreversiveis caso nao haja um medicamento capaz de deter a proliferacdo do patogeno (Madigan et
al., 2010; Yamamoto et al., 2017). O isolado Carnobacterium sp (449) foi sensivel ao pH do sangue,
pois ndo foi capaz de crescer e formar coldnia, portanto essa linhagem nao seria capaz de causar
bacteremia em humanos, pois além do pH, precisa enfrentar as defesas naturais do corpo humano
para causar infecgdes (madigan et al., 2010).

Para o pH fisiologico da urina (8.0), 51% (n=21) dos isolados apresentaram tolerancia,

sendo que, o isolado Pseudoalteromonas sp (ES26) foi o unico considerado tolerante moderado,

Grafico 4- Indice de crescimento dos isolados tolerantes ao pH 8.0
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Fonte: O autor. Nota: O indice de crescimento ¢ a média das triplicatas de cada isolado

pois apresentou indice de crescimento de 2,3 no pH 8.0.A andlise estatistica demostrou que ocorreu
crescimento significativo na linhagem nao identificada (57) e na linhagem Arthrobacter sp. (450),
ambas apresentaram indice de crescimento > 12 (Graf.4).

O termo microbioma urindrio € utilizado para descrever a presenga de bactérias, na
urina humana, sem a capacidade de causar infec¢des (Bhide et al., 2020). A bexiga ndo ¢ um 6rgdo
estéril, ¢ habitada por comunidades de microrganismos que mantém a homeostase do orgdo
(Ackerman; Chai, 2019). A uretra também ¢ colonizada por algumas linhagens de microrganismos
benéficos ao corpo humano, no entanto, quando ocorrem alteracdes fisioldgicas no corpo, alguns
microrganismos oportunistas podem invadir e se multiplicar nestes 6érgdos tornando-se patogénicos

(Madigan et al., 2010; Bhide et al., 2020). Esses patdgenos frequentemente causam infec¢des no
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trato urinario, mais comumente em mulheres, utilizando diferentes estratégias para desencadear a
viruléncia (Pietrucha-Dillanchian; Hooton, 2021).

De um total de 41 isolados avaliados, 22 (53.6%) foram capazes de tolerar os trés pHs
testados (4.0, 6.0 e 8.0), sendo os géneros Leifsonia, Arthrobacter; Psychrobacter; Cellulophaga;

Rhodococcus,; Carnobacterium e Pseudoalteromonas (Graf. 5).

Grifico 5- Indice de crescimento dos isolados tolerantes aos trés pHs
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Fonte: O autor. Nota: O indice de crescimento ¢ a média das triplicatas de cada isolado

Foi considerado relevante destacar os isolados tolerantes aos trés pHs, pois
frequentemente a sepse ocorre devido complicagdes de infecgdes preexistentes, por exemplo, uma
bactéria capaz de tolerar os trés pHs, pode iniciar uma infec¢do vaginal, se estender a urina (pH
basico) e chegar ao sangue (pH neutro) causando a septicemia (Almeida et al., 2012).

Microrganismos de ambientes frios ja foram relatados com a capacidade de tolerar
distintos valores de pH, variando de 2,0 a 14,0 (Dhakar; Pandey, 2016). O organismo humano
possui diversas formas de combate a infecgdes bacterianas, sendo elas: i) barreiras naturais contra
infecgdes como pH e temperatura; i7) imunidade inata incluindo moléculas extracelulares (proteina
C reativa, e do complemento), células NK, neutréfilos, macréfagos, quimosinas e citosina; iii)
imunidade adquirida, com anticorpos e citosinas produzidas por células T (Machado et al., 2004).

Portanto, a capacidade das células bacterianas em tolerar diferentes pHs ndo significa

obrigatoriamente que a bactéria seja patogénica para o ser humano, ainda mais se a linhagem nao
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produzir uma quantidade significativa de enzimas hidroliticas, ¢ ndo for capaz de ultrapassar as
barreiras fisiologicas (Machado et al., 2004; Madigan et al., 2010).

Ottoni e colaboradores (2020) testaram algumas linhagens isoladas da Antartica quanto
a tolerancia ao pH. As linhages Arthrobacter sp. e Psychrobacter luti apresentaram crescimentos em
pH 4.0, sendo assim, consideradas bactérias halotolerantes adaptadas ao frio. Ganzert e
colaboradores (2011) identificaram duas novas cepas bacterianas de Arthrobacter kerguelensis e
Arthrobacter psychrophenolicus, isoladas de solo coberto de musgo da Ilha de Livingston,
Antartica, que foram tolerantes a uma amplitude de pH, variando de 4.0 a 9,5. Romanenko e
colaboradores (2004) descreveram a capacidade de algumas linhagens de Psychrobacter tolerar
faixas de pHs de 5.0-10.0.

Navarro-torre e  colaboradores (2020) descreveram uma nova espécie,
Pseudoalteromonas rhizosphaerae capaz de toletar pHs na faixa de 5.0-9.0. Algumas linhagens de
Leifsonia ja foram relatadas como tolerantes a pHs de 6.0-12 (Reddy et al., 2003). Pindi e
colaboradores (2009) descreveram linhagens do género Leifsonia como tendo um pH 7.5, 6timo
para crescimento, mas que pode ocorrer variagdes no pH. Linhagens de Rhodococcus coletadas na
Antartica foram relatadas com crescimento de 6.0 a 9.0 (Ibrahim et al., 2020).

O género Carnobacterium ¢ conhecido como inibidor de bactérias patogénicas em
alimentos, por muito tempo foram descritas como linhagens ndo patogénicas em humanos (Leisner
et al., 2007). Entretanto, em 2008 foi publicado um relato de caso, onde ocorreu o isolamento de C.
piscicola de amostra de pus, apds amputacio traumatica da mao de um paciente hospitalar (Chmelaf
et al., 2008). Em 2010 foi relatada a presenca de Carnobacterium sp. em uma cultura de sangue
humano, a contaminag¢do foi decorrente do consumo de frutos do mar, segundo os autores, pode ter
sido a linhagem causadora de infec¢des no hospedeiro (Hoenigl et al., 2010). Em 2015 foi relatada a
presenca de C. divergens na hemocultura de uma paciente hospitalar, a contaminagao bacteriana foi
relacionada a sonda alimentar (Smati et al., 2015).

Smati e colaboradores (2015) alertam sobra o risco de utilizar linhagens bacterianas,
""aparentemente’ seguras na industria, ainda recomendam monitorar relatos de casos de infecg¢des

associadas a essas linhagens.

435 Crescimento Bacteriano em Temperatura Corporal Humana

Dos 41 isolados testados, onze (26,82%) ndo foram capazes de tolerar a nenhuma das
temperaturas, pois ndo foram capazes de crescer e formar coldnias, doze (29,26%) toleraram apenas

uma temperatura, nove (21,95%) foram capazes de tolerar a duas temperaturas distintas e outros
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nove isolados (21,95%) foram capazes de tolerar as trés temperaturas testadas (Graf.9). O indice de

crescimento celular nas temperaturas de 36 °C variou de 2,6 a 23,0 (Graf.6).

Grifico 6- Indice de crescimento dos isolados tolerantes a 36 °C.
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Fonte: O autor. Nota: O indice de crescimento ¢ a média das triplicatas de cada isolado. Nota: Isolado 366 com
crescimento ultrapassando todos os isolados considerados tolerantes (>3)

Quando cultivadas a 36 °C (n=20, 48%) ndo foram capazes de crescer e formar
coldnias, portanto foram considerados isolados sensiveis para temperatura corporal normal. Cerca
de 9,7% (n=4) foram considerados tolerantes moderados a temperatura de 36 °C, sendo os isolados,
ndo identificado (67), Arthrobacter sp. (356), Arthrobacter stackebrandtii (382) e o isolado
Sporosarcina psychrophila (444), pois apresntaram indice de crescimento entre 2 € 3 mm.

Cerca de 41% (n=17) dos isolados foram considerados tolerantes a temperatura de 36
°C, pois apresentaram indice de crescimento >3 (conforme classificacdo do item 3.4.8). Os
resultados das analises estatisticas mostraram que houve diferenca significativa nos ensaios para o
efeito da temperatura de 36 °C, no crescimento microbiano, devido ao alto crescimento de
Arthrobacter sp. 366 (Graf. 6), a Unica linhagem que extrapolou a taxa de crescimento (>20) dos
isolados considerados tolerantes a 36°C (>3).

Quando cultivadas a 38 °C (um corpo com febre) (n=12, 36,5%) dos isolados foram
considerados sensiveis, pois ndo foram capazes de formar colonias ou apresentaram indice de
crescimento <2. N=3, 7,3% dos isolados foram considerados tolerantes moderados a um corpo
febril, sendo os isolados 57, 367, 383 (ndo identificados). N=17, 26,8% dos isolados foram
considerados tolerantes a temperatura de 38 °C, pois foram capazes de crescer e apresentaram
indice de crescimento >3 (conforme classificagdo do item 3.4.8). Os resultados das anélises
estatisticas também mostraram que houve diferenca significativa nos ensaios para o efeito das

temperaturas de 38 e 40 °C no crescimento microbiano de Arthrobacter sp. 366, devido ao alto
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crescimento desta linhagem, a tinica linhagem que ultrapassou a taxa de crescimento dos controles

E. colie S. aureus.

Grifico 7- Indice de crescimento dos isolados tolerantes a 38 °C.
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Fonte: O autor. Nota: O indice de crescimento ¢ a média das triplicatas de cada isolado. Isolado 366 com crescimento
ultrapassando os controles (1-2)

Portanto, podemos dizer que a linhagem Arthrobacter sp. (366) ¢ um isolado capaz de
crescer em temperaturas mais elevadas, em comparagdo com a temperatura ambiente da Antartica,
também foi considerado tolerante aos trés pHs estudados e foi considerado catalase-positiva, mas
ndo apresentou potencial de viruléncia em relagdo a proteinase, fosfolipase e atividade hemolitica.
N=39, 95,1% dos isolados foram considerados sensiveis a temperatura de 40°C (corpo com febre
muito alta), pois ndo cresceram, ou apresentaram indice de crescimento <2. N=1, 2,4% dos isolados
foi considerado tolerante moderado, trata-se do isolado ndo identificado (380) que apresentou indice
de crescimento 2. N=12, 4% dos isolados foi considerado tolerante, isolado Arthrobacter sp. (366)

apresentou indice de crescimento de 19,6 (Graf.8).

Grifico 8- Indice de crescimento dos isolados tolerantes a 40 °C.
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Fonte: O autor. Nota: O indice de crescimento ¢ a média das triplicatas de cada isolado. Nota: Isolado 366 com
crescimento ultrapassando os controles (1-2)



64

O controle da temperatura corporal ¢ considerado uma forma répida e comum de avaliar
a saude de uma pessoa, um leve aumento na temperatura corporal ¢ benéfico para humanos, pois
pode retardar o crescimento de microrganismos patogénicos e estimular respostas imunologicas
apropriadas no corpo (Bartfai; Conti, 2010).

O grafico nove mostra os isolados que foram tolerantes as trés temperaturas estudadas.
E possivel observar como diminuiu a quantidade de isolados tolerantes a 40 °C em contraste com 36
°C e 38 °C (Graf. 9), devido a sensibilidade de organismos psicrotolerantes a temperaturas elevadas

(Madigan et al., 2010).

Grafico 9- Indice de crescimento dos isolados tolerantes as trés temperaturas
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Fonte: O autor. Nota: O indice de crescimento é a média das triplicatas de cada isolado. Isolado 366 com indice de
crescimento ultrapassando os controles (1-2) nas temperaturas de 38 e 40 °C.

A maioria dos isolados (n=29, 71%) potencialmente produtores de agentes
anticongelantes sdo organismos psicrotolerantes, pois podem crescer em baixas e elevada
temperaturas. Os resultados demonstram que bactérias de ambientes frios podem tolerar
temperaturas elevadas similares as da temperatura corporal humana (Graf.9). Variagdes de
temperatura de 0,2-0,4 °C sdo normais no no decorrer do dia no corpo humano, porém, valores mais
elevados podem ativar respostas termorreguladoras (Schortgen, 2012). Por muito tempo a febre foi
considerada uma vantagem para sobrevivéncia, no entanto, quando ocorre um aumento elevado na
temperatura pode aumentar o risco de vida do individuo, por isso, a temperatura de pacientes
hospitalares, com infec¢des, ¢ frequentemente controlada (Schortgen, 2012).

A febre aparece como resposta a infecgdes, devido a producdo de metabolitos
endogenos ou exogenos, produzidos por microrganismos. O metabdlito mais comum produzido por

microrganismos em infecgcdes ¢ a endotoxina lipopolissacaridica (LPS) produzida por bactérias

Gram-negativas (Ogoina, 2011; Schortgen, 2012).
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Apesar de a febre ser considerada um processo evolutivo para sobrevivéncia de
organismos mamiferos, ela pode acelerar a morte do individuo se os microrganismos causadores da
infeccdo forem tolerantes a altas temperaturas (Ogoina, 2011). Em resumo, a febre é responsavel em
eliminar ou retardar o crescimento de linhagens bacterianas invasoras/patogénicas no organismo
humano infectado, entretanto existem controvérsias quanto a essa afirmagdo, uma vez que existem
bactérias patogénicas que resistem a temperaturas elevadas (Schortgen, 2012). Consequentemente
as altas temperaturas corporais podem causar desnaturagdo de proteinas nas células do hospedeiro,
resultando na morte do individuo infectado (Zhang; Calderwood, 2011).

Os aumentos graduais das temperaturas na Antartica, devido a mudangas climaticas,
podem ser o motivo pelo qual a maior parte das bactérias, coletadas na Antartica, sdo
psicrotolerantes e ndo psicrofilicas (Dennis et al., 2019; Edwards et al., 2020). Os resultados obtidos
nesse estudo demonstram que esses isolados, tem potencial de tolerar a temperaturas mais elevadas
do que as encontradas em ambientes frios, mas que temperaturas acima de 38 °C podem ser uma
barreira para maioria dos isolados (Rinnan et al., 2009). A maioria dos trabalhos com bactérias da
Antartica, enfatizam a temperatura de 15 °C como a ideal para o crescimento microbiano,
entretanto, outros trabalhos descrevem 28 °C como uma boa temperatura de crescimento para esses
microrganismos (Gallardo et al., 2014; Plaza et al., 2016; Gran-Scheuch et al., 2017). Dennis e
colaboradores (2019) apontam as mudancas climaticas, como fator responsavel pela diversidade
microbiana do solo na Antartica e enfatizam que as mudangas ambientais, como o aumento de
temperatura pode elevar o nimero de espécies bacterianas nos solos da regido, aumentando a
biodiversidade e produtividade do ecossistema terrestre.

Linhagens de Psychrobacter sp. ja foram relatadas com crescimento em uma faixa de -
10 a 38 °C (Ciok; Dziewit, 2019). E importante destacar que as linhagens bacterianas de
Psychrobacter, coletadas de pacientes clinicos, para diagndstico, se mostraram relutantes em crescer
em temperaturas maiores que 30 °C, utilizando técnicas de cultivo em laboratorio, para
microrganismos mesofilos, dificultando resultados para diagnosticos (Le Guern et al., 2014;
Bonwitt et al., 2018). Espécies desse género sdo psicrofilicas/psicrotolerantes e geralmente crescem
em temperaturas de 4 a 30 °C em laboratério (mas, ja foram relatadas no corpo humano), o que
pode dificultar resultados de diagnosticos laboratoriais (Bozal et al., 2003; Donnarumma et al.,
2010). As condigdes do corpo humano podem estar oferecendo melhores condigdes, para
sobrevivéncia da bactéria, do que as técnicas de cultivos para organismos mesofilicos (Ciok;
Dziewit, 2019; Mitra et al., 2019). Este estudo demonstra a importancia de aprimorar as técnicas, de
cultivo de microrganismos, para diagndsticos de infecgdes. Uma sugestdo, seria padronizar
protocolos utilizando culturas em baixas temperaturas como controle, para detectar possiveis

linhagens psicrotolerantes que estejam causando infec¢gdes em pacientes clinicos, esse método seria
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essencial para evitar erros e acelerar diagndsticos clinicos de infecgdes com microrganismos

psicrotolerantes.

44  POTENCIAL DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS COMERCIAIS

Em relagdo a resisténcia aos antibidticos comerciais, os resultados demonstraram que
todos os isolados avaliados foram sensiveis (n=41) aos antibidticos amoxicilina + clavulanato de

potassio, azitromicina e cloranfenicol (Fig.12).

Figura 12- Antibiograma mostrando o isolado Psychrobacter fozii (31) sensivel aos antibioticos

testados.

Fonte: O autor. Nota: Antibidticos utilizados: Azitromicina, cloranfenicol e amoxilina+clavulanato de potassio.

Do total de 41 isolados avaliados, aproximadamente 44% (n=18) foram tdo sensiveis
aos antibioticos que ndo houve crescimento microbiano nas placas durante o ensaio (Tab.4). A
andlise estatistica demonstrou diferenca significativa no crescimento das bactérias avaliadas.

Assim como neste estudo, linhagens de Psychrobacter ja se mostraram sensiveis a
diversos antimicrobianos em outros estudos, como amoxicilina, ticarcilina, cefepima, ceftazidima,
imipenem, meropenem, amicacina, ciprofloxacina e trimetoprim-sulfametoxazol (Le-guern et al.,
2014) cefazolina, cefepima, cefoxitina, ceftriaxona, ciprofloxacina, meropenem, penicilina e
tetraciclina (Bonwitt et al., 2018).

Embora neste estudo as linhagens avaliadas tenham se mostrado sensiveis a antibioticos
comerciais estudados, ja foram relatadas linhagens resistentes a B-lactdmicos como tetraciclina,
trimetoprima-sulfonamida e aminoglicosideos, as amostras foram coletadas em diversos
ecossistemas da Antértica, incluindo esta¢des de pesquisa (Rabbia et al., 2009).

Estudos vém demonstrando a resisténcia bacteriana a antibioticos, no ambiente

Antartico, incluindo genes de resisténcia a antibioticos em substratos como solo, agua e sedimentos
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marinhos (Scott et al., 2020; Jara et al., 2020; Na et al., 2021). Power e colaboradores (2016)

enfatizam que o langamento de esgoto, nao tratado, em ambientes Antarticos pode ser considerado

um risco de introdu¢do de microrganismos patogénicos no continente, o esgoto introduz linhagens

de E. coli de origem humana contendo genes de resisténcia a antibioticos e fatores de viruléncia,

sendo consideradas linhagens potencialmente prejudiciais a diversidade das comunidades

microbianas nativas do continente (Power et al., 2016; Rabbia et al., 2016).

Tabela 4- Resultado em mm do teste de sensibilidade a antibidticos

Isolado

30
31
48
56
57
66
67
68
102
115
268
356
358
359
363
366
367
369
372
380
381
382
383
386
408
409
411

Antibiograma

Identificacio (16S rRNA) Amo Clo Azitclav C.
potassio Lis

E.coli - - - -

S. aureus - - - -
Psychrobacter luti 30 32 32,3 29
Psychrobacter fozii 40 31 40 40
Sporosarcina globispora 35 31 31 30
Arthrobacter antarcticus 31 30 40 40
NI 28 38 33 37

NI 35 35 35 35

NI 40 31 30 30
NI Nd Nd Nd Nd

NI 30 30 30 35
Sulfitobacter litoralis 29 31 37 35
Leifsonia antarctica Nd Nd Nd Nd
Arthrobacter sp. Nd Nd Nd Nd
Arthrobacter psychrochitiniphilus Nd Nd Nd Nd
NI 43 29 41 37
NI Nd Nd Nd Nd
Arthrobacter sp. Nd Nd Nd Nd
NI Nd Nd Nd Nd

NI 36 33 27 28
NI Nd Nd Nd Nd
NI Nd Nd Nd Nd
NI Nd Nd Nd Nd
Arthrobacter stackebrandtii Nd Nd Nd Nd
NI 40 30 40 40

NI 35 35 35 35
Arthrobacter sp. 38 34 40 43
Psychrobacter sp. 36 36 35 38

Arthrobacter sp. 41 35 31 40
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422 Psychrobacter sp. 36 31 43 30
423 Arthrobacter sp. Nd Nd Nd 48
425 Cellulophaga fucicola 21 35 39 20
426 Rhodococcus sp. 35 35 35 30
427 Carnobacterium sp. Nd Nd Nd Nd
428 NI Nd Nd Nd Nd
443 Arthrobacter sp. Nd Nd Nd Nd
444 Sporosarcina psychrophila 32 32 41 23
445 Psychrobacter sp. Nd Nd Nd Nd
449 Carnobacterium sp. 40 40 40 40
450 Arthrobacter sp. Nd Nd Nd Nd
456 Psychrobacter fozii Nd Nd Nd Nd
ES26 Pseudoalteromonas sp. 12 18 11 40
ESH238 Psychromonas arctica Nd Nd Nd Nd

Fonte: O autor. Nota: Medidas dos halos em mm da atividade antimicrobiana, comprovada com a formago e
comparagdo de tamanho dos halos com valores pré-estabelecidos pela Brazilian Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (BrCAST), 2017. CLO: Cloranfenicol >17mm sensivel/ < 17mm resistente; AMO+CLAV:
Amoxilina+Clavulanato de potassio>19mm sensivel/< 19mm resistente; AZI: Azitromicina >21mm sensivel/ <21mm
resistente. *Nd= ndo deteminado

Ulloa e colaboradores (2018) realizaram um estudo onde avaliaram a presenca e
distribuicdo de bactérias resistentes 4 antibidticos na dgua do mar perto de diferentes bases de
operagdes na Antartica. Foram isoladas 70 linhagens de E. coli, sendo 34 resistentes a pelo menos
um antibidtico, 20 resistentes a ampicilina e 12 resistentes a multiplos agentes microbianos. A
resisténcia a 16 dos 17 antibidticos testados nas cepas estudadas foi observada. Os autores
concluiram que a presenga de bactérias resistentes a diferentes agentes antimicrobianos, no
ambiente Antartico, mostra uma situagdo global generalizada de resisténcia a antibioticos,
possivelmente influenciados pela agdo antropogénica.

Até o momento, existem inimeros relatos de bactérias resistentes a diversas classes de
antimicrobianos na Antartica, a maioria afirma que a resisténcia ¢ devido a entrada de genes de
resisténcia através da acdo antrdpica. As amostras utilizadas nessa pesquisa foram coletadas
relativamente longe de locais com presenga humana constante, isso pode justificar a alta
sensibilidade a antibidticos apresentada pelas bactérias neste estudo (Power et al., 2016; Ulloa et al.,
2018; Jara et al., 2020).

Power e colaboradores (2016) fizeram um estudo comparativo de E. coli coletadas na
Antartica, com E. coli de humanos e animais ndo-Antarticos. Os autores constataram que a
distribuigdo dos grupos filogenéticos e frequéncia de 11 fatores de viruléncia, entre os isolados
antarticos, foram caracteristicas de linhagens de E. coli, mais comumente associadas a presenca

humana. No mesmo sentido, Shimada e colaboradores (2021) detectaram alguns géneros
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potencialmente patogénicos, mas com baixa abundincia no ambiente natural, a maioria das
deteccdes desses géneros ocorreu na estacdo de pesquisa na Antartica, novamente associada a
presen¢a humana. Com base nos dados apresentados até o momento na literatura, ¢ possivel afirmar
que isolados patogénicos, coletados na Antartica, sdo de espécies bacterianas introduzida no
continente seja por agdo antropica ou passagem de animais migratérios (Na et al., 2021).

A entrada de genes de resisténcia a antibidticos na Antartica ¢ considerada como uma
poluicdo ambiental (Yuan et al., 2019), e vem aumentando gradualmente nos tltimos anos. O verdo
curto e o inverno prolongado na Antartica forcam a migragao de aves e outros animais, facilitando a
troca de bactérias, que carregam genes de resisténcia, entre continentes (Hernandez et al., 2019; Na
etal., 2021).

O interessante em bactérias, de ambiente frio como o da Antartica, é que linhagens
capazes de produzir compostos bioativos a 15 °C podem continuar produzindo os mesmos
compostos, mesmo quando expostas a temperaturas mais elevadas (Plaza et al., 2016), ou seja,
considerando a aplicacdo tecnologica, essas bactérias podem ser estudadas em temperatura
ambiente, favorecendo aplicacdes biotecnologicas com menor gasto de energia. Por outro lado, o
uso de células potencialmente produtoras de compostos anticongelantes recuperadas da Antartica,
que foram potencialmente ndo-virulentas ao homem, torna-se uma estratégia biotecnoldgica na
busca por novos compostos, os quais podem ser utilizados como substitutos de agentes quimicos

sintéticos toxicos ao homem bem como ao meio ambiente.

45 AVALIACAO DA PRESENCA DE PRODUTOS DERIVADOS DA PCR

Apos extragdo do DNA gendmico das linhagens bacterianas, de géneros distintos, os
resultados da PCR em gel de agarose mostraram que nenhum produdo da reacdo da enzima
polimerase pdde ser observado. Os procedimentos descritos nos itens 3.6.2 e 3.6.3 foram repetidos,
entdo foi possivel observar fluorescéncia em dois pogos, no gel de agarose, se tratando do controle
positivo JCM e da amostra Arthrobacter sp. (411), no entanto, ndo foi constatada a corrida desse
produto no gel, pressupde-se que a fluorescéncia pode ter aparecido pela sobra de primers ou
excesso de DNA, como produto final da PCR (Fig.13).

Viérios problemas podem ser encontrados ao tentar amplificar genes responsaveis pela
sintese de proteinas funcionais ou envolvidas em atividades biologicas, como concentacdes de
reagentes utilizados na extracdo do DNA, concentragdes de reagentes utilizados na reacdo da PCR,
composi¢do nucleotidica dos primers, condi¢cdes para amplificagdes, parametros dos equipamentos

até mesmo a auséncia dos genes de interesse no organismo estudado (De Simone et al., 2020).
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Figura 13- Produto final da PCR em gel de agarose 0,8% visualizada em luz ultravioleta

Fonte: O autor. Nota: a fluorescéncia no poco ¢ referente as amostras Cryobacterium sp. JCM (controle positivo) e
Arthrobacter sp. (411). Nenhum resultado satisfatorio foi detectado.

Outra hipétese ¢ que bactérias evoluem rapidamente em diferentes condicoes
ambientais, levando a variagdes genOmicas intraespecificas e interespecifica dificultando o
sequenciamento (Muryoi et al., 2004).

Identificar os genes que codificam as proteinas anticongelantes facilitaria a elucidagao
das estratégias utilizadas para sobrevivéncia das bactérias a temperaturas extremas (Fields, 2001),
no entanto, a maioria dos genes bacterianos, em que as PACs sdo derivadas, ndo sdo homologos,
dificultando a caracterizagdo dos genes codificadores de PACs, por isso, esses genes pernaceram um
mistério para ciéncia por muito tempo (Gilbert et al., 2004).

Também ha a possibilidade de a mesma regido do gene estar codificando diferentes
proteinas (ou proteinas com sequéncia de aminoacidos distintos), resultando em multiplas
interpretagdes do que esta sendo expresso (Muryoi et al., 2004). Condudo, com o avango das
técnicas de sequenciamento gendmico, a compreensdo sobre organismos psicrofilicos tem
melhorado (De Maayer et al., 2014). D'Amico e colaboradores (2006) informaram que ja existe a
disponibilidade do genoma completo de trés bactérias psicrofilicas, sendo Desulfotalea
psychrophila, Colwellia psychrerythraea e Pseudoalteromonas haloplanktis. A disponibilidade de
genomas completos/incompletos, de organismos psicrofilicos e de parentes filogenéticos
mesofilicos, permitiu a comparagdo da presenca/auséncia de genes sendo expressos em diferentes
temperaturas, revelando quais genes estdo envolvidos nas respostas a tolerdncia as baixas
temperaturas (De Maayer et al., 2014).

Por exemplo, através da gendmica comparada, Math e colaboradores (2012) fizeram a
comparacao de Alteromonas sp. com o genoma de duas linhagens mesofilicas de Alteromonas
macleodii, a comparagdo revelou a presenca de 15 ilhas gendmicas especificas para a linhagem
Alteromonas sp., os autores determinaram, que essas ilhas génomicas conferem aptiddo ecologica
para linhagem, no ambiente marinho frio.

Virios autores atribuem a tolerancia ao congelamento a um conjunto de fatores (além
das PACs) como fluidez de membrana, producio de catalase, reducdo de aminoacidos que realizam

multiplas ligagdes, producdo de outros compostos crioprotetores (como o glicerol), dentre muitas
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outras, dificultando a ananalise e fung¢do das PACs nor organismos psicrofilicos (Fields, 2001;
Gilbert et al., 2004; D'Amico et al., 2006; De Maayer et al., 2014).

Apesar dos avangos, nas técnicas moleculares, ainda sdo encontradas barreiras para o
acesso aos genes produtores de PACs, como alto custo, eficicia dos kits comerciais e erros de

protocolos, tornando estudos dessa categoria muito relevantes (Guo et al., 2012; De Simone et al.,

2020).

46  POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DAS LINHAGENS POSITIVAS PARA PRODUCAO DE
COMPOSTOS ANTICONGELANTES

No presente estudo, dez géneros bacterianos foram considerados potencialmente
produtor de compostos anticogelantes, dos quais, sete géneros foram considerados seguros para
aplicagdes biotecnologicas, sendo os géneros, Carnobacterium, Cellullophaga, Leifsonia,
Pseualteromonas, Rhodoccoccus, Sporosarcina e Sulfitobacter (Q.1).

Apesar de muitos estudos terem sido realizados, na busca por enzimas ativas a frio,
ainda existem poucas enzimas disponiveis no mercado (Dalmaso et al.,2013; Jin et al., 2019;
Mazareli et al., 2021). As necessidades desafiadoras de crescimento dos psicrofilicos tem limitado
a exploracdo de enzimas ativa ao frio, felizmente com as técnicas moleculares ¢ possivel obter
informacgdes diretamente do genoma, facilitando a identificagdo dessas enzimas (Jin et al., 2019).

Os procariotos possuem um metabolismo flexivel a condigdes extremas e nas ultimas
décadas os centros de pesquisa tém voltado a atencdo para as enzimas e outros produtos
biologicamente ativos, derivados desses microrganismos (Vermelho et al., 2013; Jin et al., 2019).
Esses organismos microscopicos fazem diversos setores da economia mundial girar, em 2013 o
mercado global de enzimas industriais ficou em torno de 4,8 bilhdes de ddlares (Dalmaso et al.,
2013).

O valor econdmico agregado a produtos derivados de microrganismos ¢ alto, pois sdo
facilmente cultivados, sendo possivel ter um processo reprodutivo elevado em um baixo intervalo
de tempo (Vermelho et al., 2013). As enzimas oriundas de ambientes frios (enzimas adaptadas ao
frio) economizam energia e podem ser produzidas com baixo custo, ainda mantem a qualidade de
diversos produtos. Segundo Jin e colaboradores (2019) os microrganismos pscicrofilicos sdo uma

fonte promissora de enzimas ativas a frio com importancia industrial.
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5 CONCLUSAO

Os objetivos do presente estudo foram alcancados, pois foi possivel demonstrar o
potencial biotecnologico de bactérias ndo virulentas ao homem, recuperadas da Antértica, na
producao de compostos aticongelantes. No presente estudo, 35 linhagens podem ser consideradas
aptas a serem utilizadas em processos industriais em escalas maiores. Por mais que essas linhagens
possam ter crescido em diferentes pHs e temperaturas, este fato, ndo necessariamente torna esses
isolados potencialmente patogénicos ao homem sem a relagdo da produgdo de algum tipo de
hidroélise avaliada, fato que foi observado apenas em 6 (14.6%) das linhagens potencialmente
produtora de compostos anticongelantes. Também vale ressaltar que 100% dos isolados positivos
para producdo de compostos anticongelantes sdo sensiveis pelo menos a trés antibidticos
comerciais.

Os ensaios moleculares na busca por genes envolvidos na expressdo de proteinas
anticongelantes ndo apresentaram resultados satisfatorios, possivelmente pela inespecificidade do
par de primer utilizado. Entretanto, ndo foi descartada a possibilidade da existéncia de genes
responsaveis pela biossintese de compostos com atividade anticongelante, a qual foi demonstrada
no presente estudo. Desta forma, estudos futuros incluindo a caracterizagdo dos genes responsaveis
pela producdo de compostos anticongelantes, identificacdo e otimizacdo destes compsotos bem
como a busca por genes responsaveis pelos fatores de viruléncia, precisam ser realizados, para
confirmar e dar robustez aos resultados presentes deste trabalho.

O continente Antartico vem cada vez mais sendo influenciado negativamente com a
acao antropogénia proporcionada por praticas de turismo bem como de atividades de explora¢do do
ecossistema estudado. Entretanto, podemos dizer que a Antartica ainda pode ser considerada um
ambiente potencialmente promissor na busca por compostos bioativos os quais podem ser utilizados

em processos industriais e/ou relacionados a melhoria da satde humana.
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