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Avaliacdo do potencial antimicrobiano e sintese de glucosilglicerato em Streptacidiphilus jiangxiensis sob
diferentes condicGes de stress

Resumo

Os antibioticos tiveram uma enorme relevancia na modernizacao da medicina, sendo
hoje dificil imaginar a pratica da medicina sem eles. Contudo, a resisténcia a estes compostos
antimicrobianos tornou-se um problema de saude publica que ameacga o controlo das doengas

infeciosas bacterianas.

A descoberta sistematica de antibioticos deveu-se a estudos de analise da atividade
antimicrobiana de culturas de organismos de solos, tais como fungos (p. ex. do género
Penicillium) e bactérias (p. ex. do género Streptomyces), importantes produtores de antibidticos
(Arias & Murray, 2015; lkeda et al., 1999). Sendo os antibioticos “armas” quimicas utilizadas
por microrganismos para a sua defesa, estes metabolitos secundarios sio muitas vezes
produzidos em condi¢oes especificas de stress (Rutledge & Challis, 2015). A produgao de
certos metabolitos como o soluto organico glucosilglicerato (GG) esta também relacionado
com determinadas condigcoes de stress, nomeadamente limitagao de azoto ou stress osmaotico,
sendo que, nas micobactérias, este metabolito seja o precursor essencial de um
lipopolissacarido de metilglucose implicado na resposta a stress térmico (Kaur et al., 2009).
Nestas condi¢oes a via biossintética de GG, liderada pela enzima responsavel pelo primeiro

passo de sintese deste metabolito (GpgS), pode também estar ativa.

Algumas actinobactérias contém no seu genoma um operao raro que inclui genes com
homologia com outros envolvidos na biossintese de antibioticos. Um dos objetivos deste
trabalho visa uma avaliagao preliminar de potenciais propriedades antimicrobianas de
Streptacidiphilus  jiangxiensis isolado de solo (Huang et al., 2004), através de estudos
experimentais de competicao inter-especifica (co-culturas bactéria-bactéria e bactéria-fungo)
em condigoes definidas e exposi¢ao de bactérias tipo selecionadas a extratos de S. jiangxiensis.
Um segundo objectivo deste trabalho é a caracterizacdo da atividade da glucosil-3-
fosfoglicerato sintase (GpgS) de S. jiangxiensis, uma enzima envolvida na sintese de GG cuja
fungao em alguns microrganismos esta associada a resposta a diferentes tipos de stress

(Empadinhas & Da Costa, 201 1).

Neste trabalho foi clonado o gene que codifica a GpgS de S. jiangxiensis e a enzima
recombinante responsavel pela produgao de GPG, o metabolito intermediario do soluto GG,
foi produzida, purificada e as suas propriedades determinadas, permitindo concluir que é uma
GpgS tipica de actinobactérias. Nas condigoes de stress testadas nao foi detetada a acumulagao

de GG por S. jiangxiensis. Os ensaios para avaliagdo do potencial antimicrobiano de S.
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jiangxiensis nas condigoes testadas nao confirmaram a hipotese, possivelmente devido ao

numero insuficiente de parametros de crescimentos selecionados e condigoes de stress

testadas.

A elucidagao da fisiologia e metabolismo de microrganismos pouco explorados como
Streptacidiphilus jiangxiensis, especialmente das vias de produgao de metabolitos secundarios de
interesse biomédico, pode contribuir para o combate a doengas infeciosas, de relevancia
acrescida num momento em que a Humanidade enfrenta um aumento significativo de

fendmenos de resisténcia aos antibioticos disponiveis.

Palavras-chave: Streptacidiphilus jiangxiensis, antibioticos, stress, metabolitos secundarios,

glucosil-3-fosfoglicerato sintase (GpgS), glucosilglicerato (GG).
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Abstract

Antibiotics had an important impact in the modernization of medicine and it is difficult
to imagine medicine without them. However, resistance to these amimicrobial compounds has

become a global health hazard endangering the control of bacterial infectious diseases.

Systematic analytical studies of the antimicrobial activity of soil organisms allowed the
discovery of antibiotics produced by fungi (p. ex. the genus Penicillium) and bacteria (such as
Streptomyces genus), which are important antibiotic producers (Arias & Murray, 2015; lkeda
et al. 1999). In vivo, antibiotics are chemicals used as a defense mechanisms and these
metabolites are often produced in specific stress conditions (Rutledge & Challis, 2015). The
production of certain secondary metabolites, such as the organic solute glucosylglycerate
(GG), is also related to stress conditions, in particular nitrogen limitation or osmotic stress,
in mycobacteria this metabolite is also the primer for a lipopolysaccharide methylglucose
which has been linked to thermal stress endurance (Alarico et al., 2014). In these conditions
the enzyme responsible for the first step of this metabolite synthesis (GpgS) should also be

active.

Some actinobacteria contain in their genome a rare operon that includes homologs to
genes involved in antibiotic biosynthesis. This work aims at a preliminary assessment of the
potential antimicrobial properties of Streptacidiphilus jiangxiensis isolated from soil (Huang et
al., 2004), by conducting inter-specific competition studies (bacteria-bacteria and bacteria-
fungi), by generating co-cultures under defined conditions and exposing slected bacteria to S.
jiangxiensis extracts. One other objective of this study is to characterize the activity of glycosyl-
3-phosphoglycerate synthase (GpgS) of S. jiangxiensis, an enzyme involved in stress resistance

pathways in some organisms (Empadinhas & Da Costa, 201 I).

In this work, we cloned the gene codifying for GpgS of S. jiangxiensis, the recombinant
enzyme responsible for the production of GPG, the intermediate metabolite in GG’s synthetic
route. The enzyme was produced, purified and its properties determined leading to the
conclusion that it is a typical actinobactrial GpgS. However, under the tested stress conditions
S. jiangxiensis does not accumulate GG. Under the tested conditions, the evaluation assays of
the S. jiangxiensis antimicrobial properties did not confirm the hypothesis posed above, possibly

due to the insufficient number of growth parameters and stress conditions analyzed.
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Elucidating the physiology and metabolism of underexplored microorganisms such as
Streptacidiphilus jiangxiensis, especially the production pathways of secondary metabolites of
biomedical interest, may contribute to combating relevant infectious diseases especially now

that humanity is facing a rising surge in the menacing phenomena of antibiotic resistance.

Keywords: Streptacidiphilus jiangxiensis, antibiotics, secondary metabolites, glucosyl-3-

phosphoglycerate synthase (GpgS), glucosylglycerate (GG).
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I1.1. Antibioticos

Durante séculos, doengas infeciosas como a peste bubodnica e a tuberculose dizimaram
populagoes sem que a medicina possuisse armas para as combater. Os primeiros avangos no
combate a estas doencgas surgiram no século XIX com a identificagdo dos seus agentes
etiologicos e o seu modo de transmissao. Posteriormente, a descoberta e introdugao de
compostos antibacterianos no inicio do século XX revolucionou a medicina e trouxe uma

nova perspetiva terapéutica (Arias & Murray, 2015; Fleitas & Franco, 2016).

Um dos maiores marcos no tratamento de infecoes bacterianas foi alcancado com a
descoberta da penicilina em 1928 pelo médico e bacteriologista Alexander Fleming. A
penicilina € um composto natural produzido por um fungo (género Penicillum), que foi isolado
apos o médico britanico ter descoberto que o crescimento bacteriano numa placa de petri
era inibido por este fungo. Uma outra personalidade, Paul Ehrlich, considerado o fundador da
antibioterapia devido a sua crenga no conceito de “therapia sterilisans magna” (“terapia
esterilizadora magna” ou “magic bullet” como hoje é conhecido), um composto que tivesse
como alvo apenas micrébios patogénicos e nao o seu hospedeiro. A sua abordagem
metodologica na descoberta de um farmaco contra sifilis marcou o inicio da era moderna dos
antibioticos. Estas descobertas e a introdugao com sucesso da penicilina no inicio da década
de 40, apods anos de investigagao e tentativas de produgao em larga escala, influenciaram uma
nova frente de pesquisas de antibidticos, muitos dos quais derivados de fungos e

actinobactérias (Zhu et al., 2014; Tenover 2006).

Os antibidticos sao, entao, compostos naturais ou sintéticos com a capacidade de inibir
ou destruir os processos vitais das bactérias, sem exibirem efeitos toxicos consideraveis para
o Homem e animal. Podem ser classificados como bactericidas, quando originam a morte da
bactéria, ou bacteriostaticos, quando promovem a inibigado do crescimento bacteriano

(Guimaraes et al., 2010; Keskar & Jugade, 2015).

Atualmente, os antibioticos encontram-se entre os medicamentos mais relevantes para
a medicina moderna que permitem combater bactérias patogénicas e, consequentemente,
procedimentos tao triviais como uma apendicectomia. No entanto, a velocidade alarmante a
que se tém desenvolvido mecanismos de resisténcia constitui uma das principais ameagas a

salde publica do século XXI (Arias & Murray, 2015; Martinez, 2009).

Durante a era dourada da introdugao de antibioticos (1940-1980) pensou-se que a luta
contra as bactérias patogénicas estava ganha. No entanto, o aumento da taxa de resisténcia

aos antibidticos disponiveis e a diminuigao na introdugao de novos antibiéticos no mercado

13
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tornam as doengas infeciosas uma ameaga crescente. Doengas como a tuberculose, tém
impacto mundial e tém provocado nimeros consideraveis de morbilidade e mortalidade
humana ao longo de séculos (Larson, 2007; Tenover, 2006). Embora a comunidade cientifica
esteja empenhada na irradicagao desta e de outras doengas, dados da Organizagao Mundial de

Saude (OMS) demonstram que este objetivo ainda esta longe de ser alcangado (Fallis, 201 3).

I.1.1. Resisténcia a antibioticos

Atualmente, as doencas infeciosas sao a segunda maior causa de morte no Mundo e a
terceira em paises desenvolvidos, sendo que o aumento da resisténcia a compostos
antimicrobianos € uma ameaga ao tratamento e prevengao das infe¢oes causadas por bactérias,
parasitas e fungos (Ventola, 2015). Os Centros para o Controlo e Preven¢ao de Doengas nos
Estados Unidos da América (“Centers for Disease Control and Prevention”, CDC) estimam
que no ano passado 23.000 mortes nos EUA tenham sido causa direta de resisténcias a
compostos antimicrobianos. Muitas infe¢oes que foram, num passado recente, consideradas
de facil tratamento, como por exemplo infe¢oes urinarias, sao hoje dificeis de tratar devido a
crescente resisténcia bacteriana aos antibiéticos. Doengas como a tuberculose que nos anos
1980 se pensava estar a beira da erradicagao ressurgem perigosamente na forma de estirpes
resistentes a multiplos antibioticos, estimulada pela interagdio com um sistema imunitario

debilitado por fatores como SIDA ou diabetes (Von Nussbaum et al., 2006; Zumla et al. 201 3).

Os microrganismos encontram-se entre os seres vivos mais diversos e adaptaveis do
planeta. Enquanto a descoberta humana dos antibiéticos remonta ao séc. XX, estes sao armas
naturais utilizadas por bactérias e fungos ha mais de 2 mil milhoes de anos, o que levou a que
se desenvolvessem mecanismos de defesa contra estes compostos, isto €, mecanismos de
resisténcia (Spellberg et al., 2013). Assim, a resisténcia a antibiéticos € um processo natural

que dificulta o uso terapéutico dos antibiéticos.

A penicilina foi descoberta em 1928 e introduzida para uso terapéutico generalizado
em 1942/43. No entanto, em 1929 ja tinham sido identificados organismos naturalmente
resistentes a este antibidtico (Fleming, 1929) e em 1942 surgem os primeiros casos de
Staphylococcus sp. resistentes (Rammelkamp & Maxon, 1942; Ventola, 2015). Desde entao, a
influéncia humana no processo de utilizagao de antibioticos afetou bastante a taxa de

emergeéncia de resisténcia a estes compostos (Davies & Davies, 2010).


http://www.cdc.gov/
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O desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana compreende mecanismos que sao
divididos em duas categorias principais: a resisténcia intrinseca que é desenvolvida por
mecanismos dos préprios microrganismos que inibem a eficacia dos agentes antimicrobianos,
e a resisténcia adquirida que corresponde a uma constante e recente evolugio dos
microrganismos resultante de mutagoes que lhes concedem novas aptidoes de forma a

suportar os efeitos dos antibioticos (Martinez, 2009; Sandoval-Motta & Aldana, 2016).

A resisténcia adquirida é um problema sensivel e que mais preocupa a Organizacao
Mundial de Saude (OMS), uma vez que é um fendomeno complexo e multifatorial que ocorre
no contexto da comunidade microbiana motivado por diversos fatores, destacando-se o uso
exagerado e incorreto de compostos antimicrobianos e desinfetantes na agricultura, na
veterinaria e, especialmente, na medicina humana (Fleitas et al., 2016; Linhares et al., 2015).
Como tal, torna-se fundamental compreender os mecanismos genéticos e bioquimicos

envolvidos no desenvolvimento dessa resisténcia, de modo a tentar evitar que ela possa surgir.

A OMS considera o aumento da resisténcia a antibioticos um dos maiores desafios
contemporaneos para a saude publica e em 2013-2014 organizou um programa de vigilancia a
resisténcia microbiana. Concluiram que é urgente adotar medidas de controlo e prevengao da
disseminagao de microrganismos resistentes, através da implementacio de normas para a
utilizagao racional do consumo de antibiéticos, para conter o crescente consumo, muitas vezes
injustificado, destes farmacos. Denotam também a necessidade de reduzir a incidéncia de
infecoes através do melhoramento e cumprimento de medidas de controlo de infecgao, bem
como, encorajando a administragao e o desenvolvimento de vacinas (Guimaraes et al., 2010).
O plano de agao passa também por um aumento da sensibilizagdo da comunidade civil, médica

e veterinaria para o problema e a criagao de programas de vigilancia mais alargada.

Uma vez que a resisténcia € um fenomeno natural evolutivo dos microrganismos, este
problema podera ser circunscrito, mas nao eliminado. Como tal serao sempre necessarios

novos antibioticos e novas estratégias de combate a infegoes.
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1.1.2. Descoberta de antibioticos e metabolitos uteis em
bactérias ambientais

A problematica da resisténcia antimicrobiana torna-se, assim, um desafio importante,

sendo essencial uma procura continua de novos antibioticos

Historicamente, os compostos naturais tém sido privilegiados como fonte de
compostos antimicrobianos. No entanto, antibioticos derivados de produtos naturais sao
produtos quimicamente complexos, cuja purificagdo e caracterizagdo sao processos
demorados e com grandes custos associados e a pratica foi gradualmente abandonada a favor
dos mais promissores produtos sintéticos (Brown & Wright, 2016). Com o avangar da quimica
organica no final do século XIX comegaram a ser geradas estruturas sintéticas, tantas quanto
possivel, com o objetivo de se obterem compostos bioativos. Nos anos 60 surge o “rational
drug design”, processo em que uma molécula inibidora é desenhada especialmente direcionada
a um alvo (Brown & Wright, 2016). Apesar dos esforgos alcangados na produgao de
compostos sintéticos bioactivos nos ultimos anos, a crise da resisténcia antimicrobiana
conjugada com a crise da introdugao de novos antibiéticos estd a encorajar um regresso a
investigacao em derivados de produtos naturais, e a atengao tem-se centrado especialmente
em ambientes naturais ainda pouco explorados, particularmente aqueles que apresentam
condigoes ambientais extremas, como temperatura, pH, humidade e/ou luminosidade, sendo
considerados fontes promissores de novos antibidticos e outros compostos bioativos

(Becerril-Espinosa et al., 2013; Clardy & Walsh, 2004; Claverias et al., 2015).

Ao longo da historia dos antibioticos, muitos sio os exemplos de organismos que tém
contribuido para a descoberta de novos antibidticos, nomeadamente, microrganismos
endofiticos (bactérias e fungos), organismos nao patogénicos que vivem no interior de plantas,
que em troca de protegao e alimento, produzem metabolitos bioativos de forma a proteger a
planta de potenciais herbivoros e patogénicos, demonstrando-se este grupo de
microrganismos relevantes e com enorme potencial na produgao de metabolitos com

diferentes estruturas e fungoes biologicas (Gunatilaka, 2006).

Tentativas de isolamento de compostos bioativos centram-se nao s6 nos organismos
produtores em si, mas em formas de potenciar a produgao de compostos antimicrobianos por
parte destes microrganismos. Muitos metabolitos especializados encontram-se associados a
“clusters” de genes biossintéticos que nao sao expressos em condi¢oes laboratoriais normais,
sendo que a introducao de alterages nas condigoes de crescimento é uma das formas mais

utilizadas para promover ou induzir uma modificagao na expressao dos genes envolvidos na
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producao destes metabolitos (Rutledge & Challis, 2015). Estas alteragoes incluem modificar
varidveis como temperatura de crescimento, pH do meio ou adicionar uma espécie
competidora. A andlise de genomas microbianos combinada com estes métodos
potenciadores de expressio de “clusters” biossintéticos especializados ja levaram ao
isolamento de novos compostos antimicrobianos como quinolonas, aspernidinas ou

clostioamidas (Rutledge & Challis, 2015).

Apesar da comunidade cientifica explorar esta diversidade microbiana, atualmente o
filo Actinobacteria, e em particular os actinomicetos da ordem Actinomycetales, revelaram-se o
grupo mais proeminente de microrganismos produtores de metabolitos secundarios,
nomeadamente de agentes antimicrobianos e antitumorais, sendo estas bactérias responsaveis

por duas das quatro novas classes de antibidticos descobertos nos ultimos anos (Claverias et

al,, 2015).

1.2. A ordem Actinomycetales

O filo Actinobacteria representa uma das maiores unidades taxonomicas no interior do
dominio Bacteria e possui um enorme impacto a nivel da medicina e industria (Barka et al.,

2016; Doroghazi & Metcalf, 2013).

As actinobatérias sao microrganismos planténicos ou filamentosos Gram-positivos,
com alto conteudo gendmico em guanina e citosina (mais de 55%) na composi¢ao do seu
DNA. Para grande parte destas bactérias (mais de 30%), o seu habitat natural é o solo (como
os membros do género Streptomyces), distribuindo-se as restantes pelos varios ecossistemas
terrestres e aquaticos (marinhos e de agua doce) (Barka et al., 2016; Doroghazi & Metcalf,
2013; Ventura et al,, 2007). A este grupo de microrganismos pertencem também bactérias
patogénicas, como Mycobacterium tuberculosis responsavel pela tuberculose ou Corynebacterium

diphteriae que causa difteria (Barka et al., 2016; Doroghazi & Metcalf, 2013).

As bactérias do género Streptomyces caracterizam-se por serem produtores de
antibiéticos por exceléncia, tendo sido isolados a partir delas, aproximadamente, dois tergos
dos antibidticos conhecidos. Constituem também uma fonte promissora de outros
metabolitos secundarios com potencial aplicagio ao nivel da indulstria farmacéutica

(Dhanasekaran et al., 201 |; Doroghazi & Metcalf, 2013; Zhu et al,, 2014).
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1.2.1. A familia Streptomycetaceae

A familia Streptomycetaceae, pertencente a ordem Actinomycetales e classe Actinobacteria,
foi descrita por Waksman e Henrici em1943 e, até hoje, inclui mais de 650 espécies (Glaeser
& Kampfer, 2016). Apresentando morfologia e caracteristicas celulares diversas, os membros
desta familia encontram-se adaptados a diferentes habitats e a uma vasta gama de condigoes
ambientais. E constituida por trés géneros: Kitasatospora, Streptomyces e Streptacidiphilus que
formam um ramo monofilético estavel baseado nas andlises de sequéncia do gene 16S rRNA

(Glaeser & Kampfer, 2016; Kim et al., 2003).

1.2.1.1. Streptacidiphilus jiangxiensis

O género Streptacidiphilus foi adicionado a familia Streptomycetaceae em 2003 e abrange
actinomicetos acidofilos isolados de habitats dacidos, nomeadamente de solos (Glaeser &

Kampfer, 2016; Huang et al., 2004).

Os membros do género Streptacidiphilus sao caracterizados como actinobactérias
Gram-positivas aerodbicas, aciddfilas (crescimento otimo proximo de pH 4,5) com
metabolismo quimio-organotréfico, apresentando um crescimento filamentoso de hifas com
um micélio extensivamente ramificado sobre o substrato e um micélio aéreo que se diferencia
em longas cadeias de esporos de superficie lisa (Cho et al., 2008; Huang et al., 2004). Estas
actinobactérias sao consideradas como potenciais fontes de compostos antifungicos e
antibacterianos, revelando-se essenciais na decomposicio da biomassa fungica nos solos,
sendo cada vez mais relevante compreender e esclarecer a biologia destes organismos, novas
enzimas e interpretar novas vias metabodlicas que possam, consequentemente, tornar-se

fundamentais na luta contra as doencas infeciosas.

1.3. Acumulagiao de solutos compativeis

A maioria dos microrganismos encontra no seu habitat diversos parametros fisicos e
quimicos adversos que os obriga a desenvolver varios mecanismos de adaptagao, de forma a
mobilizar os recursos disponiveis mais apropriados para a sua sobrevivéncia (Empadinhas et

al., 2007; RoeBler & Miiller, 2001).
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A indisponibilidade de nutrientes, as constantes oscilagoes de temperatura e pH, bem
como de concentragao de sal que ocorrem nos solos devido a fenomenos naturais, como a
precipitacdo e a evaporagao, sao fatores que provocam mudangas drasticas na pressao
osmotica ambiental e contra as quais os seres procariotas desenvolveram estratégias, de modo
a neutralizar diferengas de stress osmotico que, consequentemente, poderiam levar a perda
de pressao de turgescéncia, desidratagao e morte celular (Ameur et al., 201 |; Empadinhas &
Da Costa, 2008; RoeBler & Miiller, 2001). Uma das estratégias a que os procariotas recorrem
para equilibrar a osmolaridade externa é a acumulagao de ides inorganicos ao nivel do
citoplasma, nomeadamente de K* e CI', tal como se verifica em algumas espécies de arqueias
como as Halobacteria e as bactérias Haloanaerobiales (Bacteria) (Ameur et al., 201 |; Empadinhas
& Da Costa, 2008; RoeBler & Miiller, 2001). No entanto, a estratégia mais utilizada pela vasta
maioria dos procariotas em resposta ao stress osmotico, € a acumulagao ou sintese de solutos
compativeis, sendo estes definidos como moléculas organicas de baixo peso molecular, muito
sollveis e compativeis com o metabolismo da célula (Empadinhas & Da Costa, 201 |; Lamosa
et al.,, 1998; RoeBler & Muiller, 2001). Estes compostos nao s6 podem ser acumulados em altas
concentragoes sem que ocorra inibicao das fungdes enzimaticas na célula, como apresentam
uma enorme versatilidade na estabilizagao das proteinas sob condigoes adversas de stress
induzidas por temperaturas altas, dessecacao, frio, entre outros (Empadinhas & Da Costa,

201 I; Faria et al., 2008; RoeBler & Miiller, 2001).

Uma grande diversidade de vias metabolicas para a produgao de solutos compativeis ja
foi identificada, existindo mesmo mais do que uma via para a produ¢ao do mesmo soluto.
Varias proteinas envolvidas nas vias de producao de solutos compativeis foram caracterizadas
bioquimica e estruturalmente pela sua capacidade de produgao de solutos organicos
compativeis contra o stress osmético ou precursores de macromoléculas, como é o exemplo
da trealose e do glucosilglicerato (GG), moléculas que em micobactérias sao também utilizadas
como precursores de compostos imunogénicos da parede micobacteriana ou de um
lipopolissacarido envolvido na regulagao de sintese de acidos gordos, respetivamente (Ameur
et al., 201 |; Empadinhas & Da Costa, 2008, Empadinhas & Da Costa, 201 |; Mendes et al.,
2012). Assim, torna-se fundamental estudar a funcao destes compostos em microrganismos
ainda pouco explorados e com potencial relevancia biomédica, como Streptacidiphilus
jiangxiensis, analisando o seu papel biolégico em resposta a condigoes de stress e o

envolvimento em potenciais novas vias metabolicas.
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1.4. Biossintese de glucosilglicerato (GG)

O glucosilglicerato (GG) é uma molécula versatil existindo como soluto livre tanto em
bactérias com em arqueias, que é acumulado em adaptagao dos organismos a situagoes
impostas por stress osmotico e outras de limitagoes nutricionais especificas (Alarico et al.,

2014; Empadinhas et al., 2008; Empadinhas & Da Costa, 201 |; Kumar et al., 2014).

O glucosilglicerato (GG) foi inicialmente identificado em Mycobacterium phlei no
terminal redutor de um lipopolissacarido metilado proposto como regulador da sintese de
acidos gordos e denominado MGLP (“methylglucose lipopolysaccharide”) (Saier, 1968). Mais
tarde, foi identificado na forma livre em extratos de Mycobacterium smegmatis, sendo proposto
como o precursor para a biossintese de MGLP (Kamisango et al.,1987). Apesar do seu papel
como soluto compativel ter sido inicialmente dificil de esclarecer, a primeira pista surgiu com
o isolamento de GG na forma livre numa cianobactéria do género Synechococcus crescida em
condigoes de limitagao severa de azoto (Klahn et al., 2010). Apds estudos em varios
organismos concluiu-se que o GG tem um papel na osmorregulagao em condigoes especificas,
nomeadamente em ambientes ricos em sal e pobres em azoto (Empadinhas & Da Costa, 201 1).
Foi também demonstrado que M. smegmatis e M. hassiacum acumulam GG em condigoes
limitantes de azoto, mas isosméticas (Alarico et al., 2014). Em actinobactérias, o GG aparenta
ter multiplas fungoes: (i) atua como precursor de moléculas mais complexas, como é o caso
de MGLP em micobactérias e algumas bactérias do género Nocardia, onde GG também parece
ser o principal constituinte do terminal polar de um glicolipido; e (ii) acumula como resposta
a condigoes limitantes de azoto, ou no caso particular de duas espécies do género
Streptomyces, nomeadamente S. caelestis e S. lincolnensis, em resposta a alteragoes de

osmoregularidade (Empadinhas & Da Costa, 201 |) (Anexo I, Esquema A ).

Devido a diversidade funcional do GG em actinobactérias, o seu envolvimento nas
diversas vias metabodlicas em que intervém constitui matéria para futura investigagao (Alarico

et al, 2014).

1.5. Glucosil-3-fosfoglicerato sintase (GpgS) e sintese de GG

Os genes para a enzima glucosil-3-fosfoglicerato sintase (GpgS) encontram-se
espalhados pelos genomas procaridticos e existem exemplos de diversas GpgSs tanto de
bactérias como arqueias ja caracterizadas (Fig. |) (Costa et al., 2006; Costa et al., 2007; Cunha

et al,, 2013; Fernandes et al., 2010; Klahn et al., 2010). No entanto, apesar de similaridade de
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fungoes, as GpgS de actinobactérias apresentam baixa homologia com as restantes GpgSs,
sendo os seus homologos restritos a actinobactérias como Mycobacterium, Streptomyces e

Corynebacterium (com algumas excegoes como, por exemplo, a de Petrotoga mobilis)
(Empadinhas & Da Costa, 201 I).
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Figura | — Arvore filogenética baseada em sequéncias de aminoacidos de diversas GpgS. GpgSs
funcionalmente caracterizadas encontram-se dentro de caixas cinzentas, a excepgao da GpgS/MpgS
bifincional de Rubrobacter xylanophilus delimitada por uma linha tracejada (Empadinhas et al, 201 1).
GpgSs consideradas do tipo actinobacterianas estio contidas num rectangulo laranja claro. Espécies
pertencentes a classe Actinobacteria delimitadas por um circulo laranja escuro. Espécies em que GG
tem funcao de iniciador da sintese de MGLP estao delimitadas por linha azul tracejada.
filogenética realizada com o programa MEGA?7 (S. Kumar, Stecher, & Tamura, 2016).

Andlise

As enzimas GpgSs de M. tuberculosis, M. bovis e M. smegmatis foram bioquimica e
estruturalmente caracterizadas (Empadinhas et al., 2008; Gest et al., 2008; Kumar et al.,, 2014;
Pereira et al.,, 2008; Urresti et al,, 2012), sendo que o gene gpgS de M. tuberculosis H37Rv
(Rv1208) suscitou especial interesse por ter sido considerado essencial para o crescimento
desta bactéria patogénica (Griffin et al., 2012). Devido a sua larga distribuicao, caracteristicas

e papel na produgao do soluto GG com fungoes particulares frequentemente associadas a

crescimento sob determinadas condigoes de stress, estas enzimas tém sido alvo de atengao
crescente.
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1.6. Objetivos

A crescente resisténcia a compostos antimicrobianos associada a reduzida introdugao
de novos antibioticos no mercado é um problema de saude publica que ameaga os avangos da
medicina moderna. Se a atual tendéncia nao for contrariada, num futuro proximo as conquistas
médicas como transplantes e tratamentos de quimioterapia, que debilitam o sistema
imunitario, deixarao de ser possiveis e simples infegoes voltarao a ser potenciais sentengas de
morte. Este cenario demonstra a necessidade urgente no desenvolvimento de novos

compostos antimicrobianos.

Os microrganismos para competirem no seu habitat natural produzem metabolitos
secundarios com potencial para serem utilizados como antiflngicos, antivirais, antitumorais, e,
especialmente, antibioticos. As bactérias do solo sao consideradas especialmente dotadas na
produgao destes metabolitos e ao longo da histéria dos antibidticos estas bactérias tém sido
alvo de especial atengao na busca por estes metabolitos. Outros metabolitos produzidos por
microrganismos em certas condi¢coes de stress, que por vezes estao também associadas a
produgao de antibidticos, sao os solutos compativeis, moléculas de baixo peso molecular cuja
acumulagao nao interfere com o metabolismo celular e que permite a adaptagao a ambientes

adversos, nomeadamente através da estabilizagao de proteinas.

Os objetivos deste trabalho sao: |) estudo do potencial antimicrobiano de uma
actinobactéria acidofila do solo recentemente descrita (Streptacidiphilus jiangxiensis), através de
processos de detecgao de actividade antimicrobiana e indugao por condigoes de stress e
competicao com outros microrganismos; 2) analise da potencial acumulagao de
glucosilglicerato (GG), um soluto organico importante em actinobactérias expostas a
condigOes de stress, e caracterizagao da enzima envolvida no primeiro passo da sua via de

biossintese.
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SECCAO |: ESTUDO IN VITRO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE
STREPTACIDIPHILUS JIANGXIENSIS

2.1. Curvas de crescimento de S. jiangxiensis

S. jiangxiensis foi crescido sob diferentes condi¢coes de stress (pH, temperatura e
salinidade) em comparagao com as condigoes otimas de crescimento (pH a 5,5 a 28°C). A
bactéria foi plaqueada em meio IPS2 com agar (Anexo |, Seccao |) e incubada a 28 °C durante

48 h.

Apos o periodo de crescimento, S. jiangxiensis foi inoculado no seu meio de cultura
(IPS2) em diferentes condi¢oes de temperatura, pH e salinidade (Tabela |) de tal modo que, a

densidade o6tica (D.O.) inicial fosse de 0, 1.

Para o calculo das taxas de crescimento cada curva de crescimento foi definida como
o logaritmo da densidade optica em fun¢ao do tempo, utilizando-se o declive das rectas
correspondentes a fase exponencial de cada uma das condigoes de crescimento para obter o

valor da taxa de crescimento (Zwietering et al., 1990).

Tabela | - Diferentes condigoes utilizadas para as curvas de crescimentos do S. jiangxiensis.

Condicao | 28°C, pH 5,5
Condicio 2 ‘ 28°C, pH 4,5
Condicso 3 28°C, pH 8,0
Condicio 4 ‘ 28°C, 3% NaCl
Condicio 5 37°C, pH 5,5

A avaliagao do crescimento de S. jiangxiensis nas diferentes condigoes foi realizada de
3 em 3 horas, aproximadamente, a partir do inicio da incubagao, através da determinagao da
sua densidade otica (D.O.), medida num espectrofotdmetro a comprimento de onda de

610nm, ao longo do tempo.

Apos atingir a D.O. correspondente ao inicio da fase estacionaria (acima de |,0, quando

possivel, ou ap6s 48 h quando as condigoes de crescimento nao permitiam atingir D.O.
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elevadas) recolheu-se 20 mL do crescimento e centrifugou-se a 4000 rpm durante |5 min,
para separar as células do seu meio de crescimento. Em cada condigao, | mL do meio de
crescimento foi recolhido para posterior avaliagao do seu potencial antimicrobiano. As fragoes
celulares foram suspendidas em | mL de H2O, lisadas por sonicagao e centrifugadas a 13000
rpm durante 10 min. Apos a centrifugagao, o sobrenadante (extrato soluvel) foi recolhido e
utilizado nos estudos para avaliagao do potencial antimicrobiano (Tabela 2). Todos estes
procedimentos foram efetuados numa camara de fluxo laminar para garantir as condigoes de
esterilidade da cultura. Aquando da leitura das D.O., as amostras foram retiradas o mais

rapidamente possivel, de forma a nao afetar o ritmo normal de crescimento.

Tabela 2 — Extratos soluveis utilizados na avaliagdo do potencial antimicrobiano de S. jiangxiensis e
densidades 6ticas atingidas em diferentes condi¢coes de crescimento.

Extratos soluveis Condicao D.O.
| 28°C, pH 5,5 5,28
2 28°C, pH 4,5 4,23
3 28°C, pH 8,0 3,22
4 28°C, 3% NaCl 0,37
5 37°C, pH 5,5 2,57

2.2. Selecao dos microrganismos

O potencial antimicrobiano de S. jiangxiensis foi avaliado contra quatro bactérias de
origem clinica, dois fungos e duas micobactérias. Foram selecionadas estirpes bacterianas de
origem clinica da American Type Collection Culture suscetiveis aos antibioticos,
nomeadamente Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Escherichia coli ATCC 25922 como
representativas de bactérias Gram-negativas, e Enterococcus faecalis ATCC 29212 e
Staphylococcus aureus ATCC 29213 como representativas de bactérias Gram-positivas. Todas
as estirpes foram crescidas através da técnica de espalhamento, plaqueando-se separadamente
cada uma em agar Tripticase de soja (TSA) (Anexo |, Secgao |) e incubadas a 37°C durante
I8-24 h. Mycobacterium marinum e Mycobacterium smegmatis foram plaqueados em meio Luria
Bertani (LB) (Anexo I, Secgao I) e incubadas a 28°C, durante 48 h e a 37°C, durante 24h,
respetivamente. Em relagao aos fungos em teste, selecionou-se uma estirpe de Candida albicans

de origem clinica, e um fungo filamentoso Penicillium spp., ambos plaqueados em meio Mueller-

25



Capitulo 2 - Materiais e Métodos

Hinton (MH) (Anexo I, Secgao 1), incubando-se Candida albicans a 30°C durante 18-24 h e o

Penicillium spp. durante 2-3 dias a temperatura ambiente.

2.3. Avaliacao da atividade antimicrobiana de extratos de S.

jiangxiensis

2.3.1.Método de difusao em disco

Para a avaliagao da atividade antimicrobiana dos extratos de S. jiangxiensis foi aplicado
o método de difusio em disco, de acordo com Hoelzer et al. (2011) com algumas

modificagoes.

Neste método foram apenas testadas as estirpes de E. coli e S. aureus. O inoculo foi
preparado em soro fisiologico estéril, utilizando com referéncia de densidade bacteriana a
escala de 0,5 de McFarland (1,5 x 10° UFC/mL) por comparagao visual. O inéculo foi plaqueado
por espalhamento uniforme com zaragatoa em placas de agar Mueller-Hinton (BioMérieux,
Portugal), ou seja, por todo o agar (Anexo |, Secgao |). Posteriormente, com o auxilio de
uma pinga, distribuiram-se os discos de papel de filtro estéreis (Oxoid) sobre a superficie do
agar inoculado e, sobre estes, foram aplicados 10 pL dos extratos soluveis obtidos do meio
de cultura e dos extratos soluveis, obtidos pela recolha de células nos varios pontos dos
crescimentos de S. jiangxiensis (secgao |, ponto 2.1). As placas foram incubadas a 37°C durante
18-24 h. Decorrido o periodo de incubagao, procedeu-se a leitura das placas pela medi¢ao do

didmetro dos halos de inibigao do crescimento bacteriano (Anexo Il, Esquema B).

2.4. Estudos de competicao de S. jiangxiensis

Os estudos de competicao de S. jiangxiensis in vitro contra as bactérias e os fungos em
estudo foram realizados através de dois métodos distintos de co-cultura e um método de
repicagem em placa, como descrito anteriormente em Dhanasekaran (201 1), com algumas

alteragoes.
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2.4.1.Método de co-cultura em placa
i) Método |

Para este método foram testados os isolados das quatro culturas bacterianas de origem
clinica, sendo estas plaqueadas por espalhamento uniforme com zaragatoa em placas de agar
Mueller-Hinton, tendo por base o mesmo processo descrito anteriormente. Posteriormente,
com o auxilio de uma ansa, recolheu-se uma porgao de células de S. jiangxiensis (incubadas 48h
antes, a 28°C em meio IPS2 com agar, Anexo |, Secgao 1) e aplicou-se sobre a superficie do
agar inoculado com as bactérias. As placas foram incubadas a 30°C durante 18-24 h
simultaneamente com S. jiangxiensis inoculado em meio MH como controlo e, decorrido esse

tempo, procedeu-se a analise das placas.

Foram ainda testados os fungos Candida albicans e Penicillium spp. e as micobactérias
Mycobacterium marinum e Mycobacterium smegmatis. Relativamente aos fungos, estes foram
aplicados em estrias no caso da Candida albicans, e em pequenos pontos para Penicillium spp.
sobre agar (IPS2, Anexo |, Secgao 1) inoculado previamente com S. jiangxiensis, utilizando com
referéncia as escalas de 0,5 e 4 de McFarland (menor e maior densidade bacteriana). As placas
foram incubadas a temperatura ambiente durante 18-24h, bem como S. jiangxiensis inoculado
no seu proprio meio como controlo. No caso de Mycobacterium marinum e Mycobacterium
smegmatis, o processo foi em muito semelhante ao dos fungos, em que utilizando com
referéncia a escala de 0,5 de McFarland, semeou-se o §S. jiangxiensis em dois meios (LB e IPS2,
Anexo [, Secgao |) e sobre este, em pequenas estrias, aplicou-se M. marinum ou M. smegmatis
e incubaram-se as placas a 30°C durante 24h-48 h, assim como as trés bactérias nos dois meios

como controlo (Anexo Il, Esquema C).

ii) Método Il

A atividade antimicrobiana de S. jiangxiensis foi avaliada contra os isolados das quatro
culturas bacterianas clinicas tendo por base o método “Dual culture” em meio IPS2 com agar

(Anexo |, Secgao ).

Com o auxilio de uma ansa, recolheu-se uma porgao de células de S. jiangxiensis
(incubadas 48 h antes, a 28°C em meio IPS2 com agar, Anexo |, Seccao 1) e aplicou-se sobre
a superficie do agar em pequenos pontos (idénticos a discos de diametro de 5 mm), nas

extremidades da placa. As bactérias em estudo foram plaqueadas a partir da periferia da placa
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em frente aos pequenos pontos de S. jiangxiensis, sem tocar uma na outra. Por outro lado, as
bactérias em estudo foram aplicadas na superficie do agar em pequenos pontos, sendo S.

jiangxiensis semeado entre eles.

O registo da inibigao do crescimento bacteriano foi obtido apos 18-24 h de incubagao
a 30°C, em comparagao com as bactérias simultaneamente inoculadas em meio IPS2 apenas

como controlo do seu crescimento (Anexo Il, Esquema D).

2.4.2. Método de repicagem em placa

A atividade antimicrobiana de S. jiangxiensis contra isolados das quatro culturas
bacterianas clinicas e as duas espécies de micobactérias foi avaliada tendo por base os
conceitos do método “Agar streak” em meio IPS2 com agar (Anexo |, Secgao |) e no caso
das micobactérias também em meio LB sélido (Anexo |, Seccao |), procedendo-se a diferentes

formas de estria.

Em duas placas foram plaqueadas em linha reta as bactérias em estudo sobre S.
jiangxiensis incubado 48 h antes, a 28°C em meio IPS2 com agar (Anexo |, Secgao |). Numa
outra placa, S. jiangxiensis foi plaqueado a partir do centro em linha reta e, em angulo reto a
este, foram plaqueadas as bactérias, sem tocar umas nas outras. Para além disso numa outra
placa plaquearam-se em linhas retas as quatro bactérias e, perpendicularmente a estas,
plaqueou-se S. jiangxiensis. As placas foram incubadas a 30°C, durante 18-24 h,
simultaneamente com as todas as bactérias inoculadas em meio IPS2 apenas como controlo
do seu crescimento e, decorrido esse tempo, procedeu-se a analise das placas. Relativamente
a M. marinum e M. smegmatis, o processo foi em todo semelhante, a excegao do tempo de

incubagao que decorreu durante 24-48 h (Anexo Il, Esquema E).
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SECCAO II: IDENTIFICACAO, CLONAGEM E CARACTERIZACAO
BIOQUIMICA DA GLUCOSIL-3-FOSFOGLICERATO SINTASE (GpgS) DE
STREPTACIDIPHILUS JIANGXIENSIS

2.1. Condic¢coes de crescimento bacteriano e extracio do DNA

Streptacidiphilus jiangxiensis DSM 45096 foi obtido a partir de Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (Alemanha) e cultivado em meio IPS2 com agar (DSMZ
987), ajustado o pH a 5,5 a 28°C durante 48 h (Anexo |, Secgao ). O DNA genomico foi

isolado utilizando o kit SmartHelix DNAid Mycobacteria (Sekvenator, Eslovénia).

2.2. Identificacdo do gene para a glucosil-3-fosfoglicerato sintase

(GpgS) de S. jiangxiensis

O gene glucosil-3-fosfoglicerato sintase (gpgS) foi identificado no genoma de S.
jiangxiensis através de andlise bioinformatica, recorrendo-se a ferramenta BLAST da base de
dados National Center for Biotechnology Information (NCBI,
http://blast.ncbi.nm.nih.gov/Blast.cgi). Para a sua identificacao utilizou-se a sequéncia de

aminoacidos da GpgS de Mycobacterium smegmatis caracterizada anteriormente (Empadinhas

et al., 2008).

2.3. Amplificacdao, clonagem e expressao funcional do Gpg$S

2.3.1.Amplificacao por PCR

O gene gpgS$ foi amplificado a partir do genoma de S. jiangxiensis, utilizando o primer
forward 5’ - TATCTACATATGCTGGACCAGGTCGAGGA - 3’ com local de restricao
Ndel (negrito) e o primer reverse 5 — TATAAGCTTGGGATGCGGGCAAACCTCC - 3
com o local de restricao Hindlll (negrito). O codao stop foi removido no primer reverse,

possibilitando a tradugao de uma cauda de seis histidinas no C-terminal da enzima a partir do
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vetor de expressao pET30a (Novagen) e para facilitar a purificagao da proteina recombinante

por cromatografia de afinidade.

Na amplificagdo por PCR utilizou-se o kit Supreme NYZTaq DNA polimerase
(NZYtech), tendo por base as instrugoes do fabricante e com as seguintes condigoes: fase de
pré-incubacao a 95°C durante 2 min, seguida de 35 ciclos de desnaturagao a 95°C durante 45
s, ligagao dos primers a sequéncia complementar a 52°C de 45 s e extensao a 72°C durante |

min. Para finalizar, uma etapa de extensao final a 72°C durante 10 min.

O produto final da amplificagao por PCR foi visualizado através de um eletroforese em
gel de agarose 1% (Anexo |, Secgao 3) e purificado através da utilizagao do Kit JETQUICK

Gel Extraction Spin (Genomed), de acordo com as instrugoes do fabricante.

2.3.2.Clonagem e Transformacao em Escherichia coli BL21 Star

O gene amplificado e o vetor de clonagem/expressao pET30a (Novagen) foram
digeridos com as enzimas de restrigao Ndel e Hindlll (Takara) a 37°C durante | h e 30 min e
os fragmentos digeridos foram analisados por electroforese em gel de agarose |% e purificados
como descrito em cima. O vetor linearizado foi desfosforilado com fosfatase alcalina (New
England Biolabs) e purificado com o Kit JETQUICK Gel Extraction Spin (Genomed). De
seguida, procedeu-se a ligagao dos fragmentos digeridos a temperatura ambiente durante 20

min, utilizando a T4 DNA Express Link™ ligase (Invitrogen)

Os plasmideos recombinantes foram transformados em células competentes de E. coli
BL21 Star (Anexo |, Secgao 2) da seguinte forma: adicionou-se 10 pL de mistura da ligagao a
100 pL de células competentes e incubou-se em gelo durante 20 min, seguindo-se um choque
térmico a 42°C durante 45 s. De seguida, foram adicionados 500 pL de meio LB (Anexo I,
Secgao |) as células e incubou-se a 37°C durante | h. Por fim, aliquotas de 250 pL das células
transformadas foram plaqueadas em meio LB com agar contendo canamicina (30 pg/mL) e

incubou-se a 37°C durante |6 h, aproximadamente.

As colonias resistentes, contendo o plasmideo com o gene de interesse, foram
selecionadas e incubadas durante a noite em 7,5 mL de meio LB com canamicina (30 pg/mL)
numa incubadora com agitador (140 rpm) a 37°C. Para a extragao do plasmideo utilizou-se o
Kit ZR Plasmid Miniprep™ -Classic (Zymo Research), com base nas instrugdes do fabricante.
De forma a confirmar os clones positivos, os plasmideos extraidos foram digeridos com as
enzimas de restricao Ndel e Hindlll (Takara) e posteriormente analisados por eletroforese em
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gel de agarose |%. Os plasmideos recombinantes foram sequenciados para confirmar a

identidade dos inserts (GATC Biotech).

2.3.3. Expressao do gene gpgS

As células de E. coli BL2| Star contendo o plasmideo recombinante cresceram em | L
de meio LB com canamicina (30 pg/mL) numa incubadora com agitador a 130 rpm e a 37°C.
ApOs ter atingido a fase exponencial de crescimento (D.O.¢0nm = 0,8), a expressao do gene foi
induzida com 0,5 mM IPTG e a temperatura foi reduzida para 28°C. Decorridas 18 h apos a
indugao, as células foram recolhidas através de centrifugagao (9000 rpm, 10 min, 4°C) e
suspendidas em tampao A (Anexo |, Seccao 5). Por fim, adicionou-se 5 mM MgCl, e 2 pg/uL
DNAse | as células e estas foram lisadas por sonicacao e centrifugadas (15000 rpm, 15 min,

4°C) para remover os detritos celulares.

2.4. Purificacao da GpgS recombinante

A GpgS recombinante com uma cauda de histidinas foi purificada num sistema de
cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC) com uma coluna com resina carregada com
niquel (HisTrap™ 5 mL, GE Healthcare) e equilibrada em tampao A (Anexo |, Secgio 5). Antes
de injetar na coluna, o extrato de proteina foi filtrado através de um filtro de celulose de 0,2
pum para remover material nao solubilizado. A eluicao da proteina foi realizada através de
passos com crescentes concentragoes de imidazol (25 mM, 75 mM, 200 mM, 350 mM e 500

mM) (tampao B, Anexo |, Secgao 6).

Durante cada passo de eluicao recolheram-se fragoes de 2 mL e a pureza da proteina
em cada fragao foi analisada por SDS-PAGE (Anexo |, Secgao 4). As fragoes mais puras foram
diluidas 10 vezes com tampao 20 mM bis-tris propano (BTP) a pH 7.5 e concentradas por
ultrafiltragao em centricons cut-off 10 kDa (Amicon) no mesmo tampao contendo 50 mM

NaCl.
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2.5. Ensaios enzimaticos e especificidade de substrato

A atividade da enzima recombinante e a especificidade do substrato foram
determinadas em reagoes de 50 pL com | pg enzima pura e testou-se como possiveis
substratos aceitadores: 3-fosfoglicerato (3-PGA), D-glicerato e fosfoenolpiruvato (PEP), e com
possiveis dadores: UDP-glucose e GDP-manose, de modo a verificar se a enzima produziria
glucosil-fosfoglicerato e/ou manosil-fosfoglicerato, como descrito para enzimas homologas

(Empadinhas et al., 2003; Empadinhas et al., 2008).

As condigoes padrao de reagao foram: 50 mM BTP a pH 8 com 20 mM MgCl,, 5 mM
de substrato dador e 3 mM de substrato aceitador a 37°C durante 2 h e utilizando sempre
controlos negativos sem enzima nas mesmas condi¢coes. Foram também testados controlos
utilizando cada substrato isoladamente. O resultado de cada reagao foi analisado por
cromatografia de camada fina (TLC) (gel de silica 60, Merck), utilizando um sistema de
solventes composto por acido acético/etil acetato/agua/amonia 25% (6:6:2:1, v/v) e revelando
com o corante acido sulfurico/a-naftol (Anexo |, Secgao 7) a 120°C durante,

aproximadamente 5 min (Jacin, H, Mishkin, 1965).

2.6. Caracterizacdao bioquimica e cinética da GpgS recombinante

Os perfis de temperatura e pH, a dependéncia de catides, a andlise da concentragao
otima de substratos e pardmetros cinéticos foram determinados por um método de
quantificagao descontinua. Para todas as condigoes, as reagoes (25 pL) foram incubadas
durante 0, 2, 4, 6 e 8 min, transferidas para gelo e inativadas imediatamente pela adigao de 2,6
pL de 5N HCl e posterior neutralizagao com 2,4 L de 5N NaOH. As reagoes foram realizadas

em duplicado e com controlos negativos de acordo com as condigoes pretendidas.

A quantidade de UDP libertado foi quantificada por método espectrofotométrico
indireto, adaptado a partir de Mendes et al.,, 2010, em que a libertagio de UDP resulta na

oxidagao de uma concentragao equimolar de NADH a NAD (Fig. 2).
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Piruvato Lactato

cinase — desidrogenase
|PEP I /\ | Piruvato F /\ :: Lactato I

UDP uUTP NADH | | NAD+

Quantificacdo a
340 nm

A 4

UDP

UDP-Glu + 3-PGA

Figura 2 - Descrigao geral do método de quantificagao de UDP pela oxidagao de NADH.

Este método indireto assenta na quantificagio do consumo de nicotinamida adenina-f3
dinucleétido (NADH) a comprimento de onda de 340 nm a 30°C durante 2| min, apos
incubagao com 70 pL de uma mistura de 50 mM BTP pH 7,5 com 2,5 mM MgCl, e KCI, | U
de piruvato cinase e lactato desidrogenase, 0,8 MM NADH e 2 mM PEP (todos de Sigma-

Aldrich), perfazendo um volume final de 100 pL.

O perfil de temperatura da GpgS recombinante de S. jiangxiensis foi determinado entre
25°C e 55°C e o perfil de pH foi determinado em 50 mM BTP (6,5 — 9,5 pH) em reagoes com
50 mM BTP pH 8.0 (ou tampao apropriado) e 20 mM MgCl, 5 mM UDP-glucose e 3 mM 3-
PGA e incubadas a 37°C (ou temperatura apropriada), sendo a atividade enzimatica

quantificada pelo método anteriormente descrito.

Em relacao ao efeito de catides na atividade da GpgS recombinante, este foi analisado
por adicio de diferentes concentragdes de cloreto de Mg**, Mn**, Co**, Ca*", Li*, K" ou Na*
ou sais de sulfato de Zn** ou Ni**. Paralelamente, preparou-se um controlo negativo sem
catides e um controlo na presenca de 5 mM de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA),
sendo todas as reagdes preparadas com 50 mM BTP pH 8 com 5 mM UDP-glucose e 3 mM
3-PGA e incubadas a 37°C durante |5 min. O resultado foi visualizado por TLC como descrito

anteriormente.

Como se verificou que a presenca de magnésio aumentava a atividade da GpgS
recombinante, o efeito deste catiao foi testado a diferentes concentragoes (5, 10, 15, 20, 30,

60, 80 ou 100 mM) e analisado pelo método indireto de quantificagao do UDP acima descrito.
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De seguida, avaliou-se a influéncia das concentracoes de UDP-glucose e 3-PGA na
atividade da enzima, mantendo-se constante a concentragao de um dos substratos (10 mM) e
variando a concentragao do outro. Para 3-PGA testaram-se concentragoes de 4 mM, 5 mM,
7,5 mM, 10 mM e 12 mM, enquanto que para UDP-glucose testaram-se 5 mM, 7,5 mM, 10
mM, 15 mM e 20 mM. Estas reagoes foram realizadas em triplicado, num volume de 12,5 pL,
contendo 0,5 pug de GpgS pura, 50 mM BTP pH 8 e 20 mM MgCl,, e a atividade da enzima foi

quantificada pelo método previamente descrito.

Encontradas as condigoes 6timas de atividade da enzima realizaram-se reagoes de 12,5
pL com 0,5 ug de GpgS e, variando a concentragao de UDP-glucose entre 5-15 mM e 3-PGA
até -6 mM, quantificou-se a atividade enzimatica pela libertagio de UDP (método referido
anteriormente). Estas reagoes foram realizadas em triplicado e com os respetivos controlos
negativos. Os valores de K, e V..., foram determinados através do Software GraphPad Prism
(versao 5.00, San Diego, California, EUA, http://www.graphpad.com), utilizando a equagao de

Michaelis-Menten (regressao nao linear).

2.7. Extracao e identificacdo de solutos organicos em S. jiangxiensis

Para a extragao e identificagao de solutos organicos de S. jiangxiensis, recolheram-se
células nas fases exponencial e estacionaria de crescimentos a 28°C e pH 5,5 (condi¢ao 6tima
de crescimento) e a 35°C e pH 5,5, sendo todo o processo efetuado como descrito na secgao

2.1.

As amostras (250 mL) recolhidas nas diferentes fases de crescimento pretendidas,
foram centrifugadas a 4000 rpm, durante |5 min, descartando-se o sobrenadante e
preservando o pellet. De seguida, ressuspenderam-se as células em 5 mL de tampao 20 mM
Tris pH 8 e com o auxilio de um sonicador foram lisadas durante 30 s, em gelo (5x). Com
uma ansa, adicionou-se lisozima e incubaram-se as amostras a 37°C durante uma hora em
agitacao. Apos o tempo de incubagao, adicionou-se 2 pg/uL de DNAse | as células e foram
sujeitas novamente a sonicagao (I min por cada mL com intervalos de descanso de 10 s), e

centrifugadas (15000 rpm, 20 min, 4°C), descartando-se os detritos celulares

A fragao soluvel das amostras celulares adicionou-se 2 volume de cloroférmio, de
forma a remover os lipidos e a fase aquosa contendo os solutos organicos soluveis foi recolhida
e liofilizada. Por fim, hidrataram-se os solutos liofilizados com | mL de H,O ultrapura e

visualizaram-se por TLC utilizando trés sistemas de solventes diferentes (acido acético/etil
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acetato/agua/amonia 25% (6:6:2:1, v/v); cloroféormio/metanol/ aménia 25% (6:10:5, v/v); e
cloroférmio/metanol/  acido acético/agua (50:30:8:4, v/v)) e com compostos padrao

apropriados.
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SECCAO I: AVALIAGCAO DE PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS DE
EXTRATOS E ESTUDOS DE COMPETIGCAO DE S. JIANGXIENSIS IN VITRO

3.1. Curvas de crescimento de S. jiangxiensis sob diferentes

condicoes de stress

A curva de crescimento de Streptacidiphilus jiangxiensis na figura 3 representa a condigao
otima de crescimento para este organismo (pH 5.5, 28°C) tal como previsto pelas
recomedagoes da DSMZ (https://www.dsmz.de/catalogues/details/culture/DSM-45096.html) e
descrito anteriormente (Huang et al., 2004), apresentando uma taxa de crescimento de 0,37.
Esta foi tomada como a condigao padrao de crescimento e utilizada como base de comparagao

para os restantes crescimentos realizados em diferentes condigoes de stress.

D.O. (610nm)

0,l
0 10 20 30 40 50
t (h)

Figura 3 — Curva de crescimento de Streptacidiphilus jiangxiensis a 28°C, pH 5.5.
Foram testadas diferentes condi¢oes de pH, temperatura e salinidade de forma a avaliar
o seu impacto no crescimento de S. jiangxiensis. Para as diferentes condi¢oes de crescimento

testadas determinou-se a variagdo do numero de células por unidade de tempo, taxa de

crescimento (Tabela 2).
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Figura 4 — Curvas de crescimento de Streptacidiphilus jiangxiensis sob diferentes condi¢oes de

stress.

As condigoes que induziram um ambiente de maior stress e em que se observaram

maior impacto na taxa de crescimento foram adicio de 3% de NaCl ao meio (taxa de

crescimento de 0,027) ou aumento da temperatura para 37°C (taxa de crescimento de 0,057).

A variagao de pH (Fig. 4) do meio de crescimento (4.5 e 8) nao produziu um decréscimo tao

significativo, ainda que a taxa de crescimento tenha sido reduzida para menos de metade da

que foi medida em condigoes otimas (tabela 3).

Tabela 3 - Diferentes condigoes utilizadas para as curvas de crescimentos de S. jiangxiensis e respetivas

taxas de crescimento.

Bactéria Condicoes Ta)fa de
crescimento
Condicdo | 28°C, pH 5,5 0,370
Condicao 2 280C, pH 4,5 0,170
Streptacidiphilus | ¢ tiedo 3 28°C, pH 8,0 0,110
jiangxiensis
Condicao 4 28°C, 3% NaCl 0,027
Condicao 5 37°C, pH 5,5 0,057
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3.2. Avaliacio da atividade antimicrobiana de extratos de S.

jiangxiensis

3.2.1.Método de difusio em disco

Pela técnica de difusao em disco foram apenas testadas as estirpes bacterianas de E. coli
ATCC 25922 e S. aureus ATCC 29213. Os resultados obtidos com os extratos de S. jiangxiensis
nas diferentes condi¢coes de crescimento descritas anteriormente (Materiais e Métodos,

secgao 2.1) nao produziram halos de inibicao de crescimento, sugerindo auséncia de atividade

antimicrobiana sobre as bactérias testadas nestas condigoes (Fig. 5).

Figura 5 — Método de difusao em disco: extratos de S. jiangxiensis sobre culturas bacterianas de E. coli
ATCC 25922 e S. aureus ATCC 29213. Os numeros indicam os extractos sollveis obtidos nas
diferentes condigbes (tabela 2, Materiais e Métodos).

3.3. Estudos de competicao de S. jiangxiensis

3.3.1.Método de co-cultura em placa

i) Método |

Utilizando o método da co-cultura além das quatro estirpes clinicas, foram também
testados os fungos Candida albicans e Penicillium spp., bem como, as micobactérias M. marinum e
M. smegmatis, como descrito na secgao 2.l de Materiais e Métodos. Os resultados do presente
método demonstram que nao se observou atividade antimicrobiana de S. jiangxiensis na

presenga dos microrganismos em teste, tal como exemplificado nas figuras 6-8 (Fig. 6, 7 e 8).
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Figura 6 — Método I: co-cultura em placa. a) e b): repicagem de células de S. jiangxiensis sobre E.
faecalis ATCC 29212 e P. aeruginosa ATCC 27853, respetivamente. c) S. jiangxiensis em meio MH como
controlo.

Figura 7 — Método |: co-cultura em placa. a) e b): estrias de células e pequenos pontos de Candida
albicans e Penicillium spp. sobre S. jiangxiensis, respetivamente. c) S. jiangxiensis em meio IPS2 como
controlo (escala de 4 de McFarland como referéncia).

Figura 8 — Método I: co-cultura em placa. Células de M. marinum e M. smegmatis sobre $S. jiangxiensis.
Painel da direita M. marinum, M. smegmatis e S. jiangxiensis em meio LB meio como controlo.
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ii) Método II

A atividade antimicrobiana de S. jiangxiensis foi testada tendo por base o método “Dual
culture”, contra os isolados das quatro culturas bacterianas, verificando-se auséncia de

atividade antimicrobiana (Fig. 9).

Figura 9 — Método lI: co-cultura em placa. a) S. jiangxiensis contra as quatro bactérias (I- E. coli ATCC
25922; 2- S. aureus ATCC 29213; 3- P. aeruginosa ATCC 27853; 4- E. faecalis ATCC 29212; b e c) S.
jiangxiensis (pequenos pontos) contra S. aureus e E. faecalis, respetivamente; d) As quatro bactérias

clinicas inoculadas em meio IPS2 como controlo.

Uma vez que os métodos anteriormente descritos sugerem auséncia de atividade
antimicrobiana de S. jiangxiensis na presenga dos microrganismos em teste, procedeu-se ao
método de repicagem em placa que proporcionou um maior contacto entre os

microrganismos em teste.
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3.3.2.Método de repicagem em placa

A atividade antimicrobiana de S. jiangxiensis contra os isolados das quatro estirpes
bacterianas clinicas e as duas espécies de micobactérias foi avaliada tendo por base os

conceitos do método “Agar streak”, nao se observando qualquer inibicao do crescimento,

como mostrado na figura 10.

Figura 10 — Método de repicagem em placa para $. jiangxiensis contra os isolados das quatro culturas
bacterianas clinicas e as duas espécies de micobactérias.
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SECCAO II: IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DA
GLUCOSIL-3-FOSFOGLICERATO SINTASE (GPGS) DE STREPTACIDIPHILUS
JIANGXIENSIS

3.1. Expressao e purificacio da GpgS recombinante de S.

jiangxiensis

O gene gpg$S de S. jiangxiensis contendo 987 pb foi clonado e expresso em E. coli no
vetor de expressao pET30a, obtendo-se uma proteina recombinante de 37,1 kDa que inclui
uma cauda artificial de 6 histinas no C-terminal. Esta proteina foi purificada até a

homogeneidade num unico passo de cromatografia, utilizando uma coluna de Ni-Sepharose
(Fig. 11).
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Figura |l — FPLC: cromatograma obtido na purificagao da GpgS recombinante numa coluna de Ni-
Sepharose. A area tracejada representa a eluigao da proteina recombinante com 200 mM de tampao
de eluicao e a vermelho encontram-se a diferentes fragoes recolhidas. Linha azul — absorcao de UV,
Linha verde — concentracao do tampao de eluigao (25 mM, 75 mM, 200 mM, 350 mM e 500 mM).
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Posteriormente, as fragoes recolhidas correspondentes ao passo de eluicao com 200

mM de imidazol (zona tracejada do cromatograma anterior) foram analisadas por SDS-PAGE
(Fig. 12).
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Figura 12 — SDS-PAGE das fragoes recolhidas durante a purificagio da GpgS recombinante de S.
jiangxiensis. Linha M — marcador de pesos moleculares; Linhas | e 2 — extrato celular total apés a
sonicagao e fragao sollvel injectada na coluna, respetivamente; Linhas 3 a 6 — fragoes 12, 13, 14 e I5
(cromatograma) recolhidas durante a elui¢ao (Fig. 9).

As fragoes mais puras (13, 14 e 15) foram concentradas por ultracentrifugagao num
filtro Amicon com cutoff 10 kDa (Merck Millipore). Apos a concentragao das fragoes
visualizadas na figura 12, procedeu-se novamente a uma eletroforese em gel (SDS-PAGE) de
forma a verificar o grau de pureza da proteina recombinante, concluindo-se que a GpgS
recombinante se encontrava pura para posterior caracterizagdo, contendo apenas um

contaminante de peso molecular mais elevado na preparagao (Fig. |3).
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Figura 13 — SDS-PAGE das fragoes da figura 10 apos concentragiao. Linha M — marcador de pesos
moleculares; Linhas | e 2 — 4 pug e 6 pg da GpgS recombinante de S. jiangxiensis purificada e
concentrada.

3.2. Especificidade de substratos da Gpg$S

Entre os varios substratos testados, verificou-se que a GpgS de S. jiangxiensis produz
glucosilfosfoglicerato (GPG) apenas utilizando 3-fosfoglicerato (3-PGA) como substrato
aceitador e UDP-glucose como grupo dador (Fig. 14). Para além disso, verificou-se também

por TLC que MgCl, estimulava a atividade da enzima (Fig. 14).
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Figura 14 — Analise por TLC dos produtos de reagio obtidos com a GpgS recombinante de S.
jiangxiensis com e sem MgCl,. Linhas | e 2 — Reagao e respetivo controlo sem enzima, contendo
50mM BTP a pH 8.0, 5 mM UDP-glucose, 3 mM 3-PGA, lug enzima recombinante (sem MgCl,,) 37°C,
2 h misturas de reagao sem MgCl,, com e sem GpgS, respetivamente. Linhas 3 e 4 — Reacao e

respetivo controlo sem enzima, contendo 50 mM BTP a pH 8.0, 5 mM UDP-glucose, 3 mM 3-PGA, 20
mM MgCl,, lug enzima, 37°C, 2 h.

Uma vez que a andlise qualitativa da reagao representada na figura 14 demostra uma
melhoria significativa na atividade da GpgS apods adigao do catiao divalente, os restantes
substratos também foram testados na presenca deste catiao. No entanto, para nenhum destes

possiveis substratos testados se verificou atividade por parte da GpgS (Fig. 15).
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Figura 15 — Andlise por TLC dos produtos de reagao obtidos com GpgS recombinante de S.
jiangxiensis. Linhas | e 2 — Reagao e respetivo controlo sem enzima, contendo 50 mM BTP a pH 8.0,
5 mM UDP-glucose, 3 mM D-glicerato, 20 mM MgCl,, | ug enzima recombinante, 37°C, 2 h; Linhas 3
e 4 — Reagio e respetivo controlo sem enzima, contendo 50 mM BTP pH 8.0, 5 mM GDP-manose, 3
mM D-glicerato, 20 mM MgCl,, | ug enzima recombinante, 37°C, 2 h; Linhas 5 e 6 — Reacdo e
respetivo controlo sem enzima, contendo 50 mM BTP pH 8.0, 5 mM GDP-manose, 3 mM 3-PGA, 20
mM MgCly, | ug enzima recombinante, 37°C; Linhas 7 e 8 — Reagao e respetivo controlo sem enzima,

contendo 50 mM BTP a pH 8.0, 5 mM UDP-glucose, 3 mM PEP, 20 mM MgCl,, lug enzima
recombinante.

3.3. Caracterizacao bioquimica da GpgS

A atividade enzimatica da GpgS recombinante de S. jiangxiensis foi quantificada
indiretamente com base na quantidade de UDP libertado por utilizagdo do substrato UDP-
glucose, estando esta quantificagio acoplada a oxidagado de NADH na presenga de
fosfoenolpiruvato (PEP), piruvato cinase e lactato desidrogenase, como descrito na secgao 2.6
de Materiais e Métodos, sendo que os ensaios foram otimizados e realizados na presenga de

um excesso destes reagentes.

47



Capitulo 3 - Resultados

3.3.1.Perfis de temperatura e pH

A GpgS apresenta atividade maxima entre os 40 e 45°C, verificando-se uma perda
gradual de atividade a medida que a temperatura se afasta destes valores (Fig. 16). A 55°C, a
enzima ainda apresentava mais de 50% da atividade maxima, enquanto que para a temperatura

mais baixa testada, 30°C, a atividade era quase indetetavel.
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Figura 16 - Perfil de temperatura para a atividade da GpgS recombinante de S. jiangxiensis.
Determinado em 50 mM BTP a pH 8.0, na presenca de 5 mM UDP-glucose, 3 mM 3-PGA, 20 mM
MgCl,, incubado 15 minutos, 30-55°C.

O pH otimo para a atividade maxima da GpgS recombinante € 8, verificando-se mais
de 70% da atividade maxima entre pH 7,5 e 85 (Fig. 17) mas um decréscimo bastante

acentuado (<40% atividade) entre pH 6,5 e 7,0, assim como, entre pH 9,0 e 9,5.
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Figura 17 — Perfil de de pH para a atividade da GpgS recombinante. Determinado em 50 mM BTP a
pH 6,5-9,5 na presenca de 5mM UDP-glucose, 3 mM 3-PGA, 20 mM MgCl,, incubado |5 minutos a
37°C.

3.3.2.Dependéncia de ides mono e divalentes

De entre todos os sais testados, o cloreto de magnésio foi o melhor activador para a
atividade da GpgS recombinante, verificando-se reduzida ou auséncia de atividade para os

restantes catioes, bem como na presenca de EDTA (Fig. 18 e 19).

2 §%3°00010000000000

o 42 345 67 8 8 104112 1314 15 16 1718
Figura 18 — Andlise por TLC do efeito de diversos ices na atividade da GpgS recombinante de S.
jiangxiensis. Reacg¢oes contendo 50 mM BTP a pH 8,0, 5 mM UDP-glucose, 3 mM 3-PGA, 10 mM iao
em estudo, lug enzima recombinante, incubadas |5 min a 37°C. Linhas | e 2 —Reacgao controlo

positivo contento 20 mM Mg2* e controlo negativo sem enzima Linhas 3 e 4 — reagao e controlo sem
enzima para o iao divalente Mg2*. Linhas 5 e 6 — reagao e controlo sem enzima para o iao divalente
Mn2*. Linhas 7 e 8 — reacao e controlo sem enzima para o iao divalente Zn2* Linhas 9 e 10 - reacao
e controlo sem enzima para o idao divalente Co?*. Linhas Il e 12 - reagao e controlo sem enzima
para o iao divalente Ni2*. Linhas 13 e 14 - reagao e controlo sem enzima para o iao divalente Ca2*
Linhas 15 e 16 — reacio e controlo sem enzima para o iao monovalente Li*. Linhas 17 e 18 - reacao
e controlo sem enzima com EDTA.
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Figura 19 — Andlise por TLC do efeito de diferentes ides na atividade da GpgS recombinante de S.
jiangxiensis. Reacgoes contendo 50 mM BTP pH 8.0, 5mM UDP-glucose, 3 mM 3-PGA, e o ido em
estudo, com adigdo de lug enzima recombinante, incubadas 15 min a 37°C. Linhas | e 2 — Reacgao
controlo positivo contento 20 mM Mg?* e controlo negativo sem enzima. Linhas 3 e 4 - reagao e
controlo sem enzima para o iao K* (5 mM KCI). Linhas 5 e 6 — reagio e controlo sem enzima para o
iao K* (20 mM KCI). Linhas 7 e 8 — reacao e controlo sem enzima para o iao K+ (100 mM KClI).
Linhas 9 e 10 - reacdo e controlo sem enzima para o iao Na* (20 mM NaCl). Linhas Il e 12 -
reagao e controlo sem enzima para o iao Na* (100 mM NaCl). Linhas 13 e 14 - reagao e controlo
sem enzima para o iao Na* (300 mM NacCl).

Uma vez demonstrada a dependéncia de magnésio para a atividade da enzima, o efeito
deste catiao foi testado a diferentes concentragoes, verificando-se atividade maxima da GpgS
recombinante para 20 mM deste catido. Como controlo da dependéncia absoluta deste catiao
na atividade enzimatica, utilizou-se o agente quelante EDTA (Fig. 19) verificando-se que a
atividade da enzima é de facto dependente de catioes divalentes sendo que no caso especifico
da GpgS recombinante de S. jianxienses, entre os catides testados, apenas Mg”* e Mn**, ainda

que com efeito menor, funcionam como ativadores (Fig. 20).
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Figura 20 — Atividade da GpgS na presenca de diferentes concentragoes de Mg?* e com EDTA
como controlo.

3.3.3.Concentracao de substratos

A atividade enzimatica da GpgS recombinante de S. jiangxiensis foi maxima para
concentragoes de 5 mM de 3-PGA (Fig. 21) e 10 mM de UDP-glucose (Fig. 22), verificando-se
uma ligeira inibicao por substrato acima destas concentragoes, para ambos os substratos, mas

mais pronunciada para 3-PGA acima de 10 mM (<50%actividade).
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Figura 21 — Concentragoes 6timas de 3-PGA para a atividade da GpgS recombinante.
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Figura 22 — Concentragoes o6timas de UDP-glucose para a atividade da GpgS recombinante.

Testou-se também uma possivel inibigao por produto, no entanto, as concentragoes

testadas, entre | e 7,5 mM nao se verificou inibicao por GPG (Fig. 23).

Figura 23 — Teste de inibicao pelo produto na actividade da enzima GpgS recombinate de S.
jianxigensis. Reacgoes contendo 50 mM BTP a pH 8,0, 5 mM UDP-glucose, 3 mM 3-PGA, 20 mM MgCl,
e diferentes concentragoes de GPG, com adicao de lug enzima recombinante, incubadas |15 min a
37°C. Linhas | e 2 - reagao e controlo sem enzima com 0 mM GPG. Linhas 3 e 4 — reagio e
controlo sem enzima com 3 mM GPG. Linhas 5 e 6 — reacao e controlo sem enzima com 5 mM GPG.
Linhas 7 e 8 - reacio e controlo sem enzima com 7,5 mM GPG.
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3.3.4.Parametros cinéticos da atividade da Gpg$S

A GpgS recombinante de S. jiangxiensis exibiu uma cinética de Michaelis-Menten a 37°C
com UDP-glucose até 2,5-15 mM (Fig. 24) e com 3-PGA até 1,5-6 mM (Fig. 25). Os parametros

cinéticos (K, e V,..) sao indicados na Tabela 4.
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Figura 24 - Efeito da concentraciao de UDP-glucose na atividade da GpgS, com concentragao
constante de 5 mM (substrato em excesso) de 3-PGA e na presenga de 20 mM de MgCl,.
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Figura 25 - Efeito da concentracao de 3-PGA na atividade da GpgS, com concentragao constante de
10 mM (substrato em excesso) de UDP-glucose e na presenga de 20 mM de MgCl,.
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Tabela 4 - Parametros cinéticos da GpgS recombinante de Streptacidiphilus jiangxiensis.

Substrato  K,,(A) Vimax(A) Kot (A)

GpgS  Substrato (mM)  (umolimin.mg)  (s-1)
= A UDP- 4431262 798184 0,000l
Sa 5mM glucose

&= S

g5 UDP-

gL glucose 3.-PGA  1,58+08 876151  013%002
3 10 mM

3.4. Extracdo e identificacdao de solutos organicos em S. jiangxiensis

Streptacidiphilus jiangxiensis foi crescido em duas condigoes distintas de temperatura
procedeu-se a identificagao dos solutos organicos recolhidos em fases de crescimento distintas
(como descrito na secgao 2.7 de Materiais e Métodos) por TLC (Fig. 26 e 27). Por anilise
comparativa de TLCs eluidas em diferentes sistemas de solventes podemos concluir que este
organismo nao acumula GG nas condig¢oes testadas. Podemos ainda concluir que acumula um
produto com um padrao de migragao semelhante a glucose, quando crescido a 35°C, apenas
na sua fase exponencial e, de todos os produtos visiveis na TLC apenas conseguimos identificar
o padrao de migragao do agucar trealose (Fig. 27). No entanto, sem uma analise mais detalhada
destes produtos, nomeadamente por espectroscopia por ressonancia magnética nuclear

(RMN) nao é possivel confirmar inequivocamente a sua identidade.
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Figura 26 — Identificacao de solutos organicos acumulados por S. jiangxiensis nas diferentes
condigoes e fases de crescimento. TLC eluida em cloroférmio/metanol/acido acético/agua (30:50:8:4,
v/v). Linha | — 28°C fase exponencial (5 pL). Linha 2 — 28°C fase exponencial (10 pL). Linha 3 —
28°C fase estacionaria (2,5 pL). Linha 4 — 28°C fase estacionaria (5 pL). Linha 5 — 35°C fase
exponencial (5 pL). Linha 6 — 35°C fase exponencial (10 pL). Linha 7 — 35°C fase estacionaria (2,5

pL). Linha 8 — 35°C fase estacionaria (5 pL). Linhas 9-14 — Padrées: GG, Glucose, Maltose, Trealose,
Sucrose, Maltotriose.
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Figura 27 — Identificagcdo de solutos organicos. Identificagao de solutos organicos acumulados por S.
jiangxiensis nas diferentes condicoes e fases de crescimento. TLC eluida em acido acético/etil
acetato/agua/amédnia 25% (6:6:2:1, v/v) Linha | — 28°C fase exponencial (5 pL). Linha 2 — 28°C fase
exponencial (10 pL). Linha 3 — 28°C fase estacionaria (2,5 pL). Linha 4 — 28°C fase estacionaria (5
pL). Linha 5 — 35°C fase exponencial (5 pL). Linha 6 — 35°C fase exponencial (10 yL). Faixas 7 —
35°C fase estacionaria (2,5 pL). Linha 8 — 35°C fase estacionaria (5 pL). Linhas 9-13 — Padroes: GG,
Glucose, Glucose-|-fosfato, Maltose, Trealose.
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A ocorréncia de doengas infeciosas impulsionou o aumento gradual do surgimento de
resisténcias bacterianas a agentes antimicrobianos, criando a necessidade da descoberta e

desenvolvimentos de novos farmacos (Valgas et al., 2007).

A maior parte dos agentes antimicrobianos produzidos tem origem no isolamento e
rastreio de actinomicetes (Kumar et al,, 2010). Este grupo de microrganismos encontra-se
amplamente distribuido na natureza, sendo particularmente rico em organismos do solo, dos
quais se destacam o género Streptomyces, um dos grandes produtores de antibioticos por
exceléncia (Bentley et al., 2002; Bibb, 2005). A produgao de metabolitos secundarios é também
relevante para estes organismos como forma de competigao, seja esta intra ou interespecifica

(Procopio et al., 2012).

Devido a importancia do género Streptomyces na luta contra doengas infeciosas é
interessante compreender a biologia de microrganismos relacionados, especialmente
pertencentes a géneros ainda pouco explorados, como é o caso do genero Streptacidiphilus
que pertence a mesma familia, Streptomycetaceae (Bentley et al., 2002). Dados preliminares de
um trabalho anterior (Nunes-Costa, Tese de Mestrado, 2015) indicam a presen¢a de um
operao raro para a potencial produgao de um antibidtico no genoma de S. jiangxiensis. Estes
dados impulsionaram a escolha desta bactéria como organismo de estudo para o presente

trabalho.

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana sao realizados preliminarmente como
“screening” e sao fundamentais na medida em que permitem avaliar a susceptibilidade de

microrganismos a agentes antimicrobianos (Jorgensen & Ferraro, 2009).

O estudo in vitro do potencial antimicrobiano de S. jiangxiensis foi avaliado contra quatro
bactérias padrao origem clinica susceptiveis aos antibioticos: P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli
ATCC 25922, E. faecalis ATCC 29212 e S. aureus ATCC 29213, dois fungos: Candida albicans
e Penicillium spp. e duas micobactérias M. marinum e M. smegmatis. Estas bactérias e fungos
foram escolhidos ou pela sua importancia clinica ou como organismo modelo. No caso
particular das micobactérias foram também escolhidas, porque estudos em Sreptomyces
mostraram que a introdu¢ao de um organismo rico em acidos micolicos no meio potencia a
producao de metabolitos secundarios (Asamizu et al., 2015). O aparecimento de actividade
inibitoria contra este conjunto de organismos indicaria que os metabolistos secundarios
produzidos, uma vez isolados, seriam potenciais candidatos para desenvolvimento de
compostos com valor antimicrobiano. A validagao de resultados seria possivel através da

comparagao dos diferentes métodos utilizados.
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Foram testados varios métodos de otimizagio de condigoes de expressio de
metabolitos secundarios. Estes métodos consistiram na indugao de stress no organismo a
testar, modificando pardmetros de crescimento ou introduzindo uma espécie competidora,
de forma a provocar a ativagao de mecanismos de defesa, como expressao de genes envolvidos

na sintese de metabolitos secundarios.

No entanto, os resultados dos varios testes de suscetibilidade ensaiados demonstraram
auséncia de atividade antimicrobiana de S. jiangxiensis contra os diferentes isolados bacterianos

e fungicos em teste (hnomeadamente o aumento da densidade celular de S. jiangxiensis).

A otimizagao das condigoes de cultura é de extrema importancia para a produgao de
metabolitos com potencial antibiético, e esta auséncia de atividade antimicrobiana por parte
do S. jiangxiensis podera ser devida ao facto de nao terem sido identificadas condigoes que
promovam a produgao de metabolitos secundarios... Estudos anteriores apontam para a
necessidade de testar um elevado niumero de condiges até encontrar uma condigao ideal de
expressao. Os autores destes estudos necessitaram de testar 40 a 45 condigoes diferentes de
crescimento de forma a isolarem dois novos metabolitos secundarios (Scherlach & Hertweck,
2006, Scherlach et al., 2010). Com este tipo de abordagem pretendem-se afinar trés dos mais
importantes parametros de crescimento: a composicao do meio de cultura, o pH e a

temperatura de crescimento (Ripa et al., 2009).

Apesar das células microbianas terem a capacidade de manter o pH intracelular
constante mesmo na presenga de grandes variagoes de pH extracelular, o pH do meio
ambiente influencia o metabolismo celular e o pH do meio de cultura é um parametro
fundamental na biossintese de metabolitos secundarios, podendo potenciar ou silenciar sua
sintese (Wang et al., 201 1). As variagoes no pH exercem um efeito significativo na atividade
de diferentes enzimas que catalisam as reagdes metabolicas e influenciam fenoémenos
fisiologicos complexos, nomeadamente, a permeabilidade da membrana e a morfologia celular
(Bundale et al., 2015). Generalizando, o pH 6timo para a produgao de antibioticos em culturas
de Streptomyces encontra-se muito proximo do neutro, como é o caso de Streptomyces
albidoflavus (Bundale et al., 2015; Oskay, 201 1). Contudo, existem espécies como Streptomyces
rimosus e Streptomyces padanus PMS-702 cujo pH 6timo de produgao de antibioticos é de 6 e
5,5, respectivamente (Oskay, 201 I). Estes valores sao, entao, muito semelhantes ao pH 6timo
do S. jiangxiensis (pH 5.5), dai a hipotese desta espécie poder ser capaz de produzir antibioticos
a pH acidico. No entanto, isso nao se verificou e os pHs testados poderao nao ter sido
suficientes para identificar o pH o6timo de produgao de metabolitos secundarios em

Streptacidiphilus.
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A temperatura de incubagao também é um fator ambiental que tem efeito sobre o
crescimento, assim como, na produgao de metabolitos secundarios com atividade
antimicrobiana (Bundale et al., 2015). As temperaturas até hoje estudadas apresentam uma
gama diversificada para diferentes espécies do mesmo género, desde 24°C para Streptomyces
lydicus, 28°C para Streptomyces erumpens e Streptomyces antimycoticus, 30°C para Streptomyces
violatus e 35°C para Streptomyces albidoflavus (Bundale et al., 2015; Oskay, 201 1). Desta forma,
e existindo esta gama de temperaturas tdo variada para a biossintese de metabolitos
secundarios dentro do género Streptomyces, as temperaturas testadas neste trabalho focado
em Streptacidiphilus jiangxiensis provavelmente nao foram variadas o suficiente para identificar
uma temperatura otima a qual pudesse ter sido detetada produgio de metabolitos

secundarios.

No caso dos testes de competicao, a optimizagao de parametros foi dificultada pelas
diferentes temperaturas 6timas dos organismos em estudo, tendo sido sempre priviligiada a
temperatura 6tima de crescimento de Streptacidiphilus jiangxiensis. No entanto, esta mudanga
de temperatura pode ter contribuido para um decréscimo no potencial antagénico das
espécies utilizadas e, por sua vez, na sua capacidade de induzir producao de metabolitos

secundarios na espécie de interesse.

Neste trabalho foi também estudada a acumulagao de glucosilglicerato (GG) em S.
jiangxiensis, por ser um soluto organico que se encontra frequentemente associado a condigoes
de stress, nomeadamente nutricional ou osmotico, e que em micobactérias esta
provavelmente associado a stress térmico através da producao de um polissacarido metilado
intracelular que regula a producio de acidos gordos. Foi assim caracterizada a enzima
responsavel pelo primeiro passo da via biossintética para GG, GpgS, em S. jiangxiensis. No
entanto, nao foi detetada acumulacio de GG nem estava no ambito deste trabalho confirmar
a existéncia de MGLP nesta bactéria. Assim, fica por determinar se GG é de facto produzido
por S. jiangxiensis ou se o seu precursor GPG ¢ alternativamente utilizado em vias metabdlicas

desconhecidas, sem ser desfosforilado a GG.

As enzimas GpgS utilizam NDP-glucose (NDP-G) e 3-fosfoglicerato (3-PGA) como
precursores para sintetizar o intermediario glucosil-3-fosfoglicerato que é, posteriormente,
desfosforilado a GG. Todas as enzimas GpgS caracterizadas até a data sao extremamente
especificas em relagao ao substrato aceitador que utilizam, 3-PGA (Costa et al., 2007; Klahn
et al, 2010; Costa et al., 2006; Cunha et al., 2013; Empadinhas et al., 201 |; Fernandes et al,,
2010). Com excegao das GpgS micobacterianas, que tém a particularidade de utilizarem D-

glicerato na presenga de ADP-glucose com muito baixa eficiéncia (Empadinhas et al., 2008) e
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a semelhanga das restantes GpgSs, a enzima de S. jiangxiensis € também extremamente

especifica utilizando apenas 3-PGA.

As GpgS apresentam também alta especificidade em relagao aos dadores de glucose
utilizados, ainda que a preferéncia possa variar de organismo para organismo. Mais uma vez,
excecionalmente, as enzimas micobacterianas apresentam uma grande diversidade na
utilizacdo destes substratos, apresentando com decrescente eficiéncia UDP-glucose, ADP-
glucose, e GDP-glucose (Empadinhas et al., 2008), uma flexibilidade apenas ultrapassada pela
GpgS de Persephonela marina que é também capaz de utilizar TDP-glucose (Empadinhas et al.,
2007). Em linha com a especificidade para o dador de glucose apresentada por GpgSs, a enzima
de S. jiangxiensis apresenta atividade apenas na presen¢a de UDP-glucose. No entanto, é de
realgar que o substrato GDP-glucose é um dos substratos mais comumente utilizados por

estas enzimas e cuja atividade nao foi testada.

E também importante referir que a enzima parece ser especifica para a sintese de GPG,
nao apresentando especificidade dupla para substrato como demonstrado para a MpgS de R.
xylanophilus que é capaz de sintetizar in vitro MPG ou GPG, dependendo dos substratos
utilizados (Empadinhas & Da Costa, 201 I). Neste caso, foi testado o dador de manose, GDP-

manose, sem sucesso.

Uma particularidade das enzimas GpgS é o facto de serem dependentes de catides
divalentes para apresentarem a sua actividade otima, uma caracteristica também confirmada
para a GpgS em estudo. Estas enzimas sio preferencialmente ativadas por Mn** e Co*,
enquanto as enzimas de micobactérias e a MpgS de R. xylanophilus preferem Mg**, a semelhanca
da enzima de S. jiangxiensis alvo deste estudo, que utiliza preferencialmente Mg®>* embora

também seja ativada por Mn*".

Apesar de ser uma enzima recombinante de um organismo acidofilo do solo, a GpgS
estudada apresenta um perfil de pH e de temperatura muito semelhante ao das GpgS

micobacterianas, sendo o pH 6timo para a sua actividade de 8.0.

Todos os dados acima discutidos indicam-nos que, de facto, as GpgS actinobacterianas
sao diferentes das restantes e que mesmo dentro deste grupo, as GpgS micobacterianas
incluem-se num grupo ainda mais restrito talvez devido a que nestes organismos o GG possa
ter fungoes diversas e essenciais (Empadinhas & Da Costa, 201 |; Mendes et al., 2012). A GpgS
caracterizada neste estudo partilha algumas caracteristicas funcionais com GpgS de
actinobactérias e possui sequéncia de aminoacidos com identidade significativa formando um

grupo filogenético coerente com as GpgSs desse grupo (Fig. 28).
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Figura 28 - Arvore filogenética baseada nas sequéncias de aminoacidos de diversas GpgSs. GpgSs
funcionalmente caracterizadas dentro de caixas cinzentas, a excep¢ao da MgpS bifincional de R.
xylanophilus cuja caixa esta delimitada por uma linha tracejada. GpgS caracterizada no presente estudo
assinalada a vermelho. GpgSs do tipo actinobacterianas contidas num rectangulo laranja claro. Espécies
pertencentes a classe Actinobacteria delimitadas por um circulo laranja. Espécies em que GG tem
funcao de primer do lipopolissacarido de metilglucose (MGLP) delimitadas por linha azul tracejada.
Anilise filogenetica realizado no programa MEGA?7 (S. Kumar, Stecher, & Tamura, 2016).

Em S. jiangxiensis e nas condigoes testadas nao foi detetada presenga/acumulagao do
metabolito GG cujo precursor fosforilado é produzido pela enzima GpgS. O K, calculado para
a enzima em estudo encontra-se fora da gama esperada para enzimas com fungoes metabdlicas
(<Is") (Traut, 2008) e, embora existam enzimas metabdlicas com K., calculado abaixo desta
gama, outras GpgS caracterizadas e algumas das quais cujas fungoes in vivo estao comprovadas
(Kaur et al, 2009) apresentam todas valores de K., dentro da gama do metabdlico.
Considerando esta discrepancia nas constantes cinéticas da GpgS de S. jiangxisensis em relagao
as calculadas para enzimas micobacterianas, a menor variabilidade desta enzima em relagao as
enzimas micobacterianas e a nao aumulagao de GG nas condigoes tesdadas, leva-nos a concluir
que possivelmente, se for sintetizado GG neste organismo, este tera fungdes muito mais

restritas, talvez apenas como soluto compativel em condi¢oes de restricao de azoto, como

em muitas outras bactérias, uma condi¢ao que nao foi testada.
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Estudos adicionais serao necessarios para corroborar esta conclusao, nomeadamente
estudos mais exaustivos de acumulagao de solutos em condigoes de limitagao de azoto e a
caracterizagao da enzima responsavel pelo segundo passo da via de biossintese de GG e
estudos de PCR em tempo real/microarrays para compreender a possivel ativagao in vivo da

expressao destas duas enzimas.
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Capitulo 5 - Conclusao

O aumento de doengas infeciosas e consequente resisténcia bacteriana requer o
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. O trabalho apresentado nesta tese
representa uma contribui¢do para o conhecimento do metabolismo de bactérias do género
Streptacidiphilius e para a compreensao da adaptagao desses organismos quando submetidos a

condigOes de stress, que podem potenciar a produgao de metabolitos antimicrobianos.

A hipotese proposta de que Streptacidiphilus jiangxiensis poderia apresentar
propriedades antimicrobianas e possivel producao de antibidtico nao foi confirmada, o que
nos leva a concluir que, apesar de terem sido detetados genes potencialmente envolvidos
numa via de sintese dum antibiético macrolido no seu genoma, a bactéria pode nao o produzir,
ou que as condigoes de crescimento testadas poderao nao ser as indicadas para a produgao
desta classe de compostos. Foi ainda investigada a possivel acumulagao de GG, um metabolito
associado a condicoes de stress, mas a nao acumulagio deste soluto organico por
Streptacidiphilus jiangxiensis nas condigoes testadas pode indicar que embora possua uma GpgS
funcional, o organismo pode nao expressar o gene correspondente nas condigoes testadas,
ou que GG nao é acumulado na forma livre ou ainda que outras condi¢oes de crescimento ou
stress poderao ser necessarias para desencadear a expressao dos genes que levam a sintese

ou eventualmente acumulacao detetavel de GG.

Este trabalho exploratorio representa um passo preliminar na investigagao da fisiologia
e metabolismo de microrganismos de grupos filogenéticos com relevancia biomédica, mas
ainda pouco investigados, designadamente Streptacidiphilus jiangxiensis. No entanto, sao
necessarios novos estudos de producio de metabolitos secundarios e de acumulagao de
solutos organicos recorrendo a mais diversas condi¢coes de stress que possam potenciar a
expressao dos genes envolvidos nas vias correspondentes e com o objetivo maior de
contribuir para o esfor¢co necessario no combate a doencgas infeciosas e ao fendmeno

crescente de resisténcia a antibioticos.
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Anexo | — Protocolos e Solugoes

) Meios de crescimento

= IPS2 (DSMZ 987)

Reagente Quantidade por Litro Concentracao Final
Extracto de Levedura 4g 0,4%
Extracto de Malte 0g 1%
Dextrose 4g 0,4%
Agar (para meio sélido) 20g 2%

Ajustar o pH do meio a 5,5 e esterilizar por autoclave a 120°C e a pressao de | atm,

durante 20 minutos.

= Meio Luria-Bertani (LB)

Reagente Quantidade por Litro Concentracao Final
Triptona ‘ 0g 1%
Extracto de Levedura 5¢g 0,5%
NacCl 5g 0,5%
Agar (para meio solido) 20g 2,0%

O meio foi esterilizado por autoclave a 120°C e a pressao de | atm, durante 20

minutos.
* Trypticase Soy Agar (TSA)
Reagente Quantidade por Litro Concentracao Final
Peptona de caseina ‘ I5¢g 1,5%
Peptona de soja 5¢g 0,5%
Cloreto de sédio 5g 0,5%
Agar (para meio solido) I5¢g 1,5%
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Ajustar o pH do meio a 7,3 e esterilizar por autoclave a 121°C e a pressao de | atm,

durante |5 minutos.

* Mueller-Hinton Agar (MH)

Reagente Quantidade por Litro Concentracao Final
Peptona 175¢g 1,75%
Solidos de infusdao de 2g 0.2%
carne
Amido I,5g 0,15%
Agar (para meio solido) 17¢g 1,7%

Ajustar o pH do meio a 7,3 e esterilizar por autoclave a 121°C e a pressao de | atm,

durante |5 minutos.

2) Células Competentes

= Solucdo RFI

Reagente Quantidade por 250 mL Concentracao Final
CH;CO,K 0,74 g 30 mM
CaCl, 0,28¢ 10 mM
MnCl, 1,58 g 50 mM
Glicerol 37,5 mL 15%

A solucao deve ser feita adicionando os reagentes pela ordem em que se encontram
na tabela e o pH ajustado a 5,8 com acido acético de forma a evitar a precipitagao. A solugao

foi esterilizada por filtragao.
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= Solucao RF2

Reagente Quantidade por 50 mL Concentracao Final
MOPS 0,10¢g 10 mM
CacCl, 042 ¢ 75 mM
Glicerol 7,5 mL 15%

Ajustar o pH a 6,8-7 de forma a evitar a precipitagao da solugao, sendo posteriormente

esterilizada por filtragao.

* Preparacao de células competentes

Inicialmente, crescer as células de E. coli (estirpes BL2| ou DH5a) em meio LB, a 37°C
e 150 rpm, até DOy onm = 0,3-0,4. Posteriormente, por centrifugagao (durante |5 minutos a
3000 rpm, 4°C), em tubos estéreis, recolher 10 mL de células. Ressuspender gentilmente as
células em 8 mL de solugao RFle incubar em gelo durante |15 min. Centrifugar novamente as
células durante 15 minutos a 3000 rmp, 4°C e ressuspender gentilmente as células em 2 mL
de solugao RF2 e incubar em gelo durante 15 minutos. Por fim, preparar 100 pL de células e

armazenar a -80°C.

3) Electroforese em Gel de Agarose 1%

* Tampao TAE 50x

Reagente Quantidade por Litro Concentracao final
Tris base 242 ¢ 2M
Acido acético 57,1 ml 2M
0,5 MEDTApH 8 100 ml 0,05 M

Dissolver a Tris base na solugao aquosa de EDTA, aquecendo a solugao se for
necessario para misturar os dois reagentes. Posteriormente, adicionar o acido acético e ajustar

o pH a 8 com NaOH a 0,05 M. Perfazer o volume final de |L com agua destilada.
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= Gel de Agarose 1%

Reagente Quantidade por 100 mL Concentracao Final
Agarose l g 1%
Tampao TAE Ix 100 mL Ix

RedSafeTM 20000x

(Intron Biotechnology) > b 3

Adicionar a agarose ao tampao TAE |x e aquecer a mistura. Apos a agarose dissolver,
deixar arrefecer a mistura a temperatura ambiente até cerca de 40-50°C e adicionar a solugao
de coloragio DNA RedSafe™ . Depois de o gel polimerizar, aplicar as amostras com loading
buffer (Takara) e o marcador de pesos moleculares de DNA (NZYDNA Ladder Ill, NZYTech)

e correr no tampao TAE Ix a 90 V sensivelmente durante 40 minutos.

4) Electroforese em Gel de Poliacrilamida com Dodecilsulfato de

Sédio (SDS-PAGE)

* Gel Resolving (12%)

Reagente Quantidade Concentracao Final
Acrilamida/bis-Acrilamida, solugcao 29:1 o
(40%) (NZYTech) 1,125 mL 2%
H.,O 1,63 mL -
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 0,937 mL 04 M
Dodecilsulfato de Sodio (SDS) 10% 37,5 L 0.1%
(mlv)
Persulfato de amoénio (APS) 10% (ml/v) 37,5 uL 0,1%
TEMED S5uL ND*

* Nao determinada

O gel deve ser feito adicionando os reagentes pela ordem em que se encontram na
tabela, sendo o APS e o TEMED os ultimos, uma vez que siao estes que permitem a

polimerizagao do gel.
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= Gel Stacking (4%)

Reagente Quantidade Concentracao Final
Acrilamida/bis-Acrilamida, solucao o
29:1 (40%) (NZYTech) 0,119 mL 4%
H., O 0,806 mL -
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 0,313 mL 01 M
Dodecilsulfato de Sédio (SDS) 10% 12,5 L 0.1%
(mlv)
2 5
Persulfato de amoénio (APS) 10% 12,5 L 0.1%
(mlv)
TEMED 2,5 L ND*

* Nio determinada

O gel deve ser feito adicionando os reagentes pela ordem em que se encontram na
tabela, sendo o APS e o TEMED os ultimos, uma vez que sao estes que permitem a

polimerizagao do gel.

* Tampao de Corrida 10x, pH 8,3

Reagente Quantidade por Litro Concentracao Final
Tris base \ 303 ¢ \ 250 mM
Glicina | 44g \ 1,92 M
SDS \ 10 g \ 1%

Iniciar a preparagao do gel de poliacrilamida com a montagem da cassete de vidro com
[,0 mm de espessura. Depois, verter a solugao de gel resolving para o interior da cassete de
vidro, sendo posteriormente coberto com isopropanol e esperar aproximadamente 30
minutos que o gel polimerize. De seguida, eliminar o isopropanol, verter a solugao do gel
stacking e inserir o pente. Aguardar que o gel polimerize. Depois de o gel polimerizar, retirar
o pente e aplicar as amostras com loading buffer (5x SDS-PAGE Sample Loading Buffer,
NYZTech) e o marcador de pesos moleculares de proteinas (NZYTech) e correr o gel no

tampao de corrida 10x a 200 V durante sensivelmente 50 minutos.
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= Solucao de Coloracao

Reagente Quantidade por Litro Concentracao Final
Coomassie R-250 l g 0,1%
Acido acético glacial 100 mL 10% (v)
Metanol 400 mL 40% (v)

Adicionar o acido acético glacial a 500 mL de 4gua ultra-pura, seguida do metanol e do
corante Coomassie. Agitar a mistura de forma a homogeneiza-la e filtrar para remogao de

particulas.

= Solucao de Descoloracao

Reagente Quantidade por Litro Concentracao Final
Metanol 250 mL 25% (v)
Acido acético glacial 75 mL 7,5% (v)

Adicionar o acido acético glacial a 675 mL de agua ultra-pura e, de seguida, o metanol.

5) Tampao A (Tampao de Ligacao)

Reagente Quantidade por Litro Concentracao Final
Na,HPO,.2H,O 1,78 g 10 mM
NaH,PO,.2H,0O 1,56 g 10 mM

NacCl 2922 ¢ 05M

Imidazol 1,36 g 20 mM

Ajustar o pH da solugao para 7,4 e esterilizar por filtragao.
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6) Tampao B (Tampao de Eluicao)

Reagente Quantidade por Litro Concentracao Final
Na,HPO,.2H,0 \ 1,78 g 10 mM
NaH,PO,.2H,0 1,56 g 10 mM

NaCl 2922¢g 05M

Imidazol 34¢ 500 mM

Ajustar o pH da solucao para 7,4 e esterilizar por filtragao.

7) Solucdo de acido sulfurico/a-naftol

Reagente Quantidade
Solucio a-naftol a 15% em etanol 10,5 mL
Acido sulfarico concentrado 6,5 mL
Etanol absoluto 40,5 mL
H,O 4,0 mL
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Anexo Il — Esquemas

(A) Representacao esquematica da via de sintese do soluto organico GG e suas
funcdes, descritas em organismos da classe Actinobactéria. Por acdao da
enzima GpgS catalisa a sintese do intermediario fosforilado GPG que é
subquentemente desfosforilado pela enzima GpgP originando GG. GpgS
(glucosil-3-fosfoglicerato sintase); GPG (glucosil-3-fosfoglicerato); GpgP
(glucosil-3-fosfoglicerato fosfatase); GG (glucosilglicerato).

UPD-glucose + 3-PGA

Y

GPG
I
GpgP
\V/
GG
Precursor de outros solutos Acumulado como resposta a
organicos, MGLP, glicolipidos condiges limitantes de azoto

(B) Esquema exemplificativo do método de difisio em disco para a avaliacdo da
atividade antimicrobiana dos extratos de S. jiangxiensis.

OO0 &

Placa com meio sélido Espalhamento da estirpe em teste Discos de papel

(0,5 de McFarland)

N ©® O O ® ©
o O O O ® o

Leitura das placas Incubagéo Extratos soluveis
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(C) Esquema exemplificativo do método de co-cultura em placa: método | para
estudos de competicao de S. jiangxiensis

00906

Placa com meio sélido Espalhamento da estirpe em teste S. jiangxiensis Incubagao Leitura das placas
(0,5 e 4 de McFarland)

(D) Esquema exemplificativo do método de co-cultura em placa: método Il para
estudos de competicdao de S. jiangxiensis.

i

Placa com meio soélido S. jiangxiensis Espalhamento da estirpe em teste Incubagio e Leitura

(E) Esquema exemplificativo do método de repicagem em placa para estudos de
competicdo de S. jiangxiensis.

0-& D

Placa com meio sélido Diferentes formas de estrias das Incubagao e Leitura
estirpes em teste
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