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ROSA, Fernanda Costa. Bioprospec¢cdo de metabolitos secundarios produzidos por
microrganismos endofiticos de plantas medicinais da Amazonia Legal. 2025. 103 f. Tese

(Doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia) — Universidade Ceuma, Sao Luis, 2025.

RESUMO

Os perigos de uma era pos-antimicrobianos levaram os formuladores de politicas a reconhecer
sua ameaca a saude humana, exigindo acdo urgente para desenvolver novas terapias
antimicrobianas, e principalmente diminuir a contribui¢cdo dos humanos para o aumento dessa
resisténcia. O objetivo dessa pesquisa foi avaliar a acdo antimicrobiana dos metabdlitos
secundarios produzidos por microrganismo endofitico, frente a isolados de interesse clinico.
Para definicdo do material botdnico a ser analisado foi realizado um levantamento
bibliogréafico das plantas medicinais consumidas no Maranh&o e coletados de uma residéncia;
a folha foi a parte da planta escolhida para o isolamento dos endofiticos. A indugdo da
producdo de metabdlitos foi realizada pela técnica de Fermentacdo Submersa, seguida de
extracdo com acetato de etila. A avaliacdo da atividade antibacteriana dos metabolitos
secundarios foi realizada por meio de ensaios de difusdo em agar, microdiluicdo e analise
antibiofilme. O microrganismo endofitico foi isolado a partir da folha de Aloe vera; a
identificacdo macro e microscopica desse microrganismo permitiu identificd-lo como uma
bactéria pertencente ao género Streptomyces. Apos a obtencdo dos metabdlitos, os resultados
dos testes demonstraram que o esses foram capazes de inibir o crescimento de linhagens de
Corynebacterium propinquum, com formacéo de halo de até 27+0 mm e CIM de 32,1 pg/mL.
O teste de interferéncia do biofilme mostrou que os metabdlitos secundarios reduziram a
formacéo do biofilme em linhagens de C. propinquum, Candida parapsilosis e C. albicans. O
ensaio de toxicidade mostrou que a concentragdo 31,2 pug/mL dos metabdlitos secundarios é
segura para as larvas de Tenebrio molitor. A avaliacdo da sobrevida das larvas ap0s a infec¢céo
por C. propinquum, demonstrou que o0 grupo tratado com os metabdlitos teve uma taxa de
sobrevida maior que o grupo sem tratamento. Assim, conclui-se que o0s metabdlitos
secundarios produzidos pela actinobactéria apresentaram potencial antibidtico frente a
linhagens clinicas de C. propinquum, patdgeno raro descrito como causador de infecges em
pacientes com envolvimento pulmonar, derrame pleural, bacteremia e endocardite e que

apresenta uma emergente resisténcia antibiotica.

Palavras-chave: Actinobacteérias; Atividade antimicrobiana; C. propinquum; Antibidtico.
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ROSA, Fernanda Costa. Bioprospection of secondary metabolites produced by endophytic
microorganisms of medicinal plants from Legal Amazon. 2025. 103 |. Thesis (Doctorate in
Biodiversity and Biotechnology) — Ceuma University, Sdo Luis, 2025.

ABSTRACT

The dangers of a post-antimicrobial era have led policymakers to recognize its threat to
human health, requiring urgent action to develop new antimicrobial therapies and, most
importantly, to reduce human contribution to the increase in resistance. The objective of this
research was to evaluate the antimicrobial action of secondary metabolites produced by an
endophytic microorganism against clinical isolates of interest. For the definition of the
botanical material to be analyzed, a bibliographic survey of medicinal plants consumed in
Maranh&o was carried out, and samples were collected from a residence; leaves were chosen
as the plant part for the isolation of endophytes. The induction of metabolite production was
performed using the Submerged Fermentation technique, followed by extraction with ethyl
acetate. The evaluation of the antibacterial activity of the secondary metabolites was
conducted through agar diffusion assays, microdilution, and antibiofilm analysis. The
endophytic microorganism was isolated from the leaf of Aloe vera; the macro- and
microscopic identification of this microorganism identified it as a bacterium belonging to the
genus Streptomyces. After obtaining the metabolites, the test results demonstrated that they
were capable of inhibiting the growth of Corynebacterium propinquum strains, with the
formation of halos up to 27+0 mm and a minimum inhibitory concentration (MIC) of 32.1
pg/mL. The biofilm interference test showed that the extract reduced biofilm formation in C.
propinquum, Candida parapsilosis, and C. albicans strains. The toxicity assay revealed that
the concentration of 31.2 ug/mL of the extract is safe for the larvae of Tenebrio molitor. The
evaluation of larval survival after infection with C. propinquum demonstrated that the group
treated with the metabolites had a higher survival rate than the untreated group. Thus, it is
concluded that the extract produced by the actinobacterium exhibited antibiotic potential
against clinical strains of C. propinquum, a rare pathogen described as causing infections in
patients with pulmonary involvement, pleural effusion, bacteremia, and endocarditis, which

exhibits emerging antibiotic resistance.

Keywords: Actinobacteria; Antimicrobial activity; C. propinquum; Antibiotic.
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1 INTRODUCAO

A introducéo de antimicrobianos no uso clinico foi incontestavelmente o maior avango
médico do século XX. Além de tratar doencas infecciosas, 0s antimicrobianos permitiram
muitos procedimentos médicos, incluindo o tratamento do céancer, transplante de drgdos e
cirurgia de coracgdo aberto (Muhlberg et al., 2019; Almeida; Veiga; Reis, 2022). Entretanto, o
uso indevido desses compostos resultou no rapido aumento da resisténcia bacteriana e
fangica, inclusive casos de infeccBes intrataveis (Carioca; Maia; Teixeira et al., 2021).

Em alinhamento com o Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel 3 (ODS 3) da ONU:
Saude e Bem-Estar, que visa assegurar uma vida saudavel e promover o bem-estar para todos,
a resisténcia antimicrobiana representa um sério desafio para a sadde publica global. Essa
ameaca coloca em risco 0s progressos alcancados ao longo das décadas e destaca a
necessidade de vigilancia continua e uso prudente de antimicrobianos (ONU, 2025).

Em 2022, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) publicou um documento (Global
Antimicrobial Resistance and Use Surveillance System - GLASS) que se concentra na
vigilancia da resisténcia antimicrobiana (RAM). O relatorio revela que altos niveis de
resisténcia (acima de 50%) foram descritos e relatados em bactérias que sdo causa frequente
de sepse em hospitais como Klebsiella pneumoniae. Antibidticos de Gltimo recurso, como
carbapenémicos, sdo necessarios para tratar essas infeccdes graves. De acordo com dados
relatados, no entanto, 8% das sepses causadas por Klebsiella pneumoniae eram resistentes aos
carbapenémicos, aumentando a possibilidade de morte por uma infeccdo intratvel. (Duval;
Grare; Demoré, 2019; Muhlberg et al., 2019; Cassini, et al., 2019; Pang et al., 2019; Murray
etal., 2022; WHO, 2022).

A resisténcia microbiana frente a antibidticos ocorre porque 0s microrganismos se
adaptam as mudancgas em seu ambiente, ajustando apropriadamente a expressao dos genes e
as atividades celulares. Além desses mecanismos de adaptacdo reversiveis, eles também
podem gerar variantes geneticamente alteradas que sdo mais bem adaptadas a condicbes
adversas, 0 que é vantajoso quando as mudancas ambientais persistem por periodos mais
longos. Tais variantes podem surgir e se expandir dentro de uma populagédo em escalas de
tempo relativamente curtas sob presséo seletiva (Silva; Nogueira, 2021).

Os fungos patogénicos também tém extrema relevancia nesse cenério de resisténcia as
drogas antimicrobianas, e vem sendo relatada em diversos estudos na ultima década. Dentre
0s géneros com maiores relatos de resisténcia a antifingicos como terbinafina, itraconazol e

fluconazol, destacam-se Candida, Cryptococcus e Trichophyton (Morschhatiser, 2016; Santos
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et al., 2018; Vena et al., 2018; Hassanmoghadam et al., 2019; Lockhart, 2019; Pristov;
Ghannoum, 2019; Saunte et al., 2019; Du et al., 2020).

Os perigos de uma era pos-antimicrobianos levaram os formuladores de politicas a
reconhecer sua ameaca a saude humana, exigindo acdo urgente para desenvolver novas
terapias antimicrobianas, e principalmente diminuir a contribuicdo dos humanos para o
aumento dessa resisténcia (WHO, 2019). A relativa falta de sucesso em trazer
antimicrobianos sintéticos eficazes para a clinica, fez com que surgisse uma nova geracdo de
medicamentos anti-infecciosos desenvolvidos a partir de produtos naturais microbianos, pois
esses compostos sao incomparaveis em sua diversidade quimica e eficdcia como antibioticos e
antifungicos (Hutchings; Truman; Wilkinson, 2019).

O Brasil é o pais com a maior biodiversidade do planeta, e o bioma da Amazénia é um
dos mais ricos e mais importantes por causa da diversidade de plantas, que podem abrigar
compostos com acdo antimicrobiana (Amorim, et al., 2020). O uso de plantas como remédio é
uma pratica popular adotada ha muitos séculos; no entanto, a producdo em grande escala de
medicamentos € dificil. Assim, o uso de microrganismos que vivem dentro de plantas
(endofiticos) pode ser uma alternativa para a producdo de compostos biologicamente ativos
por meio de técnicas biotecnolégicas (Rosa et al., 2023; Santos et al., 2024; Azevedo et al.,
2024), uma vez que varios estudos ja evidenciaram que os endofiticos aumentam a aptidao de
suas plantas hospedeiras através da producdo direta de metabdlitos secundarios, que estdo
envolvidos na protecdo do hospedeiro contra herbivoros e microrganismos patogénicos
(Ancheeva; Daletos; Proksch, 2020).

Actinobactérias, predominantemente espécies de Streptomyces, sdo responsaveis pela
biossintese de aproximadamente 60% dos produtos antimicrobianos conhecidos e outros 15%
sdo produzidos por outras actinobactérias (Hutchings; Truman; Wilkinson, 2019;
Muthukrishnan et al., 2020).

As actinobacterias tém sido o centro das atengdes dentro da comunidade cientifica
devido a sua capacidade de produzir varios compostos bioativos com diferentes propriedades
comprovadas, como: atividade antifungica, antibacteriana, antitumoral, antioxidante,
antimaldrica, biocontrole e propriedades de promocéo do crescimento da planta (Valan Arasu;
Ignacimuthu; Agastian, 2012; Baba et al., 2015; Wang et al., 2016; Yang et al., 2018;
Charousov, et al., 2018; Shan et al., 2018; Vu et al., 2018; Law et al., 2019; Amorim et al.,
2020; Eid et al., 2020; Cao, et al., 2020; Muthukrishnan et al., 2020; Zhuang, et al., 2020;
Worsley et al. 2021; Rosa et al., 2023; Santos et al., 2024).

O crescente aumento de infecgdes fungicas e bacterianas em consequéncia do aumento
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de pacientes com detrimento em maior ou menor grau do sistema imune, o nivel elevado de
flexibilidade das espécies associado a alta capacidade de resisténcia aos antimicrobianos
tradicionais, suas caracteristicas de viruléncia e a capacidade de formar biofilmes, faz dos
microrganismos resistentes um risco sério a salude humana. Além disso, a ineficacia ou a
baixa biodisponibilidade de alguns agentes antimicrobianos e a toxicidade ou efeitos
colaterais, fazem da busca por novas classes de farmacos para o tratamento de infec¢fes um
objetivo relevante no campo da biotecnologia aplicada a saide. Dessa maneira, a busca por
novos farmacos, principalmente com base nas plantas medicinais da Amazénia é de suma
importancia e tem sido objeto de estudo de inimeros grupos de pesquisa o que faz com que
muitos trabalnos com esse tema sejam publicados. No entanto, pesquisas com
microrganismos endofiticos de plantas medicinais da regido amazonica, ainda Sao escassos e
necessitam de investigacao.

Visto que j& existem trabalhos evidenciando cada vez mais que os enddfitos sdo
capazes de biossintetizar metabdlitos medicinalmente importantes, que originalmente se
acreditava serem produzidos apenas por suas plantas hospedeiras, além da sua, também,
comprovada atividade antimicrobiana, pode-se inferir que: 0s microrganismos isolados
produzirdo metabolitos secundarios bioativos, uma vez que é seu papel aumentar a aptiddo de
suas plantas hospedeiras através dessa producdo; os microrganismos isolados apresentardo
atividade antimicrobiana contra os patdgenos clinicos; tais microrganismos também serdo

capazes de interferir nas propriedades de viruléncia dos patdgenos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral dessa pesquisa foi avaliar a agdo antibacteriana de metabdlitos

secundarios produzidos por microrganismos endofiticos, frente a isolados de interesse clinico.

2.2 Objetivos Especificos

o Isolar microrganismos endofiticos provenientes de plantas da Amazonia;

o Identificar os microrganismos isolados;

. Avaliar a atividade antimicrobiana dos endofiticos isolados contra patdgenos;
o Determinar e avaliar a CIM e a toxicidade dos metabolitos secundarios;

. Verificar a capacidade de interferéncia dos metabdlitos na formacao

do biofilme e na erradicacgdo do biofilme pré-formado.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aloe vera como fonte de endofiticos

As pesquisas com plantas tém aumentado, uma vez que a busca ndo é apenas sobre as
aplicacbes das plantas medicinais, mas também, o interesse em descobrir quais
microrganismos vivem nelas de forma mutualistica e quais compostos de interesse
biotecnologico eles podem produzir (Sharma; Kumar, 2021). Assim, muitas plantas
amplamente utilizadas como remédio por muito tempo, como a Aloe vera, ainda ndo possuem
as fungdes bioquimicas sistematicamente investigadas (Dong et al., 2003).

Aloe vera é uma planta que pertence a familia Liliaceae e é principalmente suculenta
com um verticilo de folhas alongadas e pontiagudas (Saritha; Anilakumar; Khanum, 2010). A
planta foi apresentada como constituinte de muitos fitoquimicos, vitaminas, nutrientes e
antinutrientes encontrados em alimentos (Sette et al., 2006). As folhas também tém alta
capacidade de retencdo de agua em climas muito quentes e secos e, portanto, essa planta pode
sobreviver a circunstancias muito adversas onde a maioria das outras vegetacGes desaparecem
(Suresh; Arularasan; Sri, 2012).

A folha possui trés camadas: a camada interna € o gel, a intermediaria é o latex e a
espessa camada externa é a cuticula. O gel é formado por tecido mole, mucilaginoso,
transparente e lubrificante, com grandes ceélulas parenquimatosas, é composto por
glucomananos, aminoacidos, lipidios, esterdis e vitaminas, contendo 99% de agua (Surjushe
et al., 2008). O latex possui uma seiva amarela amarga que contém antraquinonas e
glicosideos (Hamman, 2008). A cuticula forma uma pele protetora, na qual séo sintetizados
carboidratos e proteinas (Maan et al., 2018). O sistema radicular cresce apenas alguns
centimetros abaixo da superficie do solo e absorve agua de forma eficiente, mesmo em éareas
com baixa precipitacdo (Cousins; Witkowski, 2012).

Devido a variedade de compostos presentes em cada camada da folha, pesquisas como
de Sinha et al. (2014), Akinsanya et al. (2015) e Silva et al. (2022) tém investigado a
diversidade de géneros bacterianos endofiticos presentes na planta Aloe vera. Na pesquisa de
Silva et al. (2022) quinze especies de bactérias endofiticas (de 9 géneros diferentes) foram
isoladas a partir de raizes de A. vera, com o objetivo de investigar o potencial, dessas, em
induzir efeitos positivos nos parametros biométricos, bem como no teor de aloina no gel e no
latex, em experimento conduzido na vegetacdo; além de identificar cepas bacterianas com

bom potencial para bioinoculagdo no cultivo de A. vera. As especies isoladas foram: Pantoea



14

cypripedii, Enterobacter sp., Paraburkholderia sp., Lysinibacillus macroides, Bacillus
megaterium, Brevibacillus agri, Lysinibacillus xylanilyticus, Enterobacter tabaci,
Microbacterium aerolatum, Chryseobacterium taiwanense, Enterobacter ludwigii,
Enterobacter asburiae, Pantoea agglomerans, Lelliottia nimipressuralis (Silva et al., 2022).

Em estudo realizado por Akinsanya et al. (2015), vinte e nove bactérias endofiticas
foram isoladas de raiz, caule e folha de Aloe vera, caracterizadas molecularmente em 13
géneros:  Pseudomonas, Bacillus,  Enterobacter, Pantoea,  Chryseobacterium,
Sphingobacterium, Aeromonas, Providencia, Cedecea, Klebsiella, Cronobacter, Macrococcus
e Shigella. Os géneros dominantes incluem Bacillus (20,7%), Pseudomonas (20,7%) e
Enterobacter (13,8%).

Um género de bactéria endofitica, ainda ndo citado aqui, foi isolado a partir do gel de
A. vera na pesquisa realizada por Sinha et al. (2014), trata-se da bactéria Ralstonia sp.; esse
endofitico foi submetido a testes onde foi possivel concluir que os compostos bioativos
obtidos do isolado podem ser efetivamente utilizados nas industrias alimenticia e farmacéutica
contra varios patdgenos bacterianos, aumentando assim as evidéncias da utilizacdo dessas

bactérias em atividades biotecnolégicas.

3.2 Bactérias endofiticas

O conceito classico de endofiticos/endofitos refere-se a microbiota composta
principalmente por fungos e bactérias capazes de colonizar os espacos intercelulares, sistema
vascular ou 0 meio intracelular da planta sem causar dano a ela (Zinniel et al., 2002; Botta et
al., 2013). Entretanto, alguns endofiticos ndo sdo cultivaveis, mas, podem ser identificados
devido a possibilidade de sequenciamento do genoma desses microrganismos (Gaiero et al.,
2013), por essa razdo o conceito de endofitico foi ampliado para um conceito elaborado por
Bulgarelli et al. (2012), e considera como endofitico o conjunto de genomas microbianos
localizado internamente aos tecidos vegetais.

De modo geral, os endofiticos podem ser divididos em dois grupos com base em sua
biologia, modo de propagacéo, evolugdo e taxonomia. Endofiticos sistémicos ou verdadeiros
sdo aqueles que residem nos tecidos vegetais, mantém interagbes com o hospedeiro, sdo
assintomaticos e sdo normalmente encontrados dentro da planta sob todos os tipos de
condices; ja os ndo sistémicos ou transitorios sdo aqueles que passam uma parte do seu ciclo
de vida dentro dos tecidos da planta hospedeira, sem produzir sintomas de infeccdo (Botella;
Diez, 2011; Wani et al., 2015; Ogbe; Finnie; Van Staden, 2020). Grande parte dos
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microrganismos presentes na planta origina-se do solo, e penetra na planta durante a
germinagdo através da radicula, raizes secundarias, estdbmatos ou através de ferimentos nas
folhas (Zinniel et al., 2002; Verma; Gange, 2014).

Dessa forma, as plantas contam com a contribuicdo desses microrganismos ja que
fornecem condicOes adequadas para sobreviverem ao estresse do meio ambiente (Petrini,
1991; Ojeda, 2017), além de se acreditar que muitas das propriedades medicinais de algumas
plantas podem estar relacionadas as bactérias endofiticas, sugerindo que as propriedades
terapéuticas de uma planta podem estar na interacdo entre ambos (Poli et al., 2012; Specian et
al., 2014).

3.3 Potencial biotecnoldgico de bactérias endofiticas

Bactérias endofiticas, pela infinita gama de compostos que podem produzir, sao
importantes em processos de biorremediagdo, atividade antifungica, antibacteriana,
antitumoral, antioxidante, antimalarica, antileishmania, biocontrole, propriedades de
promocdo do crescimento da planta, apresentam uma alta atividade metabolica e produzem
terpendides, pigmentos e enzimas extracelulares (Valan Arasu; Ignacimuthu; Agastian, 2012;
Baba et al., 2015; Wang et al., 2016; Yang et al., 2018; Charousova, et al., 2018; Shan et al.,
2018; Vu et al., 2018; Law et al., 2019; Amorim et al., 2020; Eid et al., 2020; Cao, et al.,
2020; Muthukrishnan et al., 2020; Zhuang, et al., 2020; Worsley et al. 2021; Silva; Silva;
Silva, 2022; Rosa et al., 2023; Santos et al., 2024; Azevedo et al., 2024).

Dentre as espécies que apresentam melhor desempenho em processos de
biorremediagdo estdo: Bacillus lentimorbus, Bacillus cereus, Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis, e Klebsiella pneumoniae (Shiomi et al., 2006). A eficacia de nove
isolados de bactérias endofiticas foi avaliada no biocontrole da mancha foliar de Exserohilum
turcicum, pela microbiolizacdo das sementes e da parte aérea do milho hibrido AS-1548 (72 e
24 horas antes e no mesmo dia da inoculacdo do patégeno) em condigcdes de casa de
vegetacdo. Verificou-se que Bacillus subtilis, Bacillus lentimorbus, Streptomyces sp. e
Bacillus agaradhaerens se destacaram, quando aplicados na parte aérea, com um controle na
ordem de 42 a 61%. Quando as bactérias foram aplicadas nas sementes, Bacillus lentimorbus,
Streptomyces sp., Ewingella americana e Xanthomonas axonopodis foram os mais eficientes,
com um controle entre 37 e 59% (Shiomi; Melo; Minhoni, 2015).

Uma linha de pesquisa muito procurada no desenvolvimento de novas biotecnologias,

uma vez que surgem cada vez mais patdgenos resistentes aos antibidticos usados na clinica, é
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a de atividade antimicrobiana, pois, diversos estudos tém comprovado a acdo de endofiticos
contra outros microrganismos (Ojeda, 2017). A bactéria endofitica Streptomyces sp.,
pertencente a classe das actinobactérias, produz compostos conhecidos como Xxiamicina,
indosispeno e sespenina, que apresentaram atividade antibacteriana contra Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Mycobacterium vaccae e Enterococcus
faecalis (Ding et al., 2011).

Outras aplicacdes biotecnoldgicas desses microrganismos sdo a utilizacdo de enzimas,
usadas em atividades biotecnoldgicas como hidrolise de polimeros, sintese de compostos,
descontaminacdo de solos, entre outras (Cherry; Fidantsef, 2003). Entre as vérias enzimas de
importancia industrial destacam-se: amilases (Vigal et al.,, 1991), esterases, lipases,
pectinases, proteases (Rodrigues, 2006) e celulases, produzidas por Streptomyces (Yazdil et
al., 2000). Esta ultima permite o uso na clarificacdo de sucos de frutas, extracdo de sucos,
6leo de sementes, no processamento de racdo animal para melhorar a digestibilidade de
animais monogastricos, em detergentes com fungdes de amaciantes, estonacdo de jeans, no
pré-tratamento da biomassa que contém celulose e no pré-tratamento de residuos industriais
(Rodrigues, 2006).

3.4 Actinobactérias

Actinobactérias sdo bactérias Gram-positivas, aerdbias de modo geral, mas alguns
géneros sdo facultativos ou anaerdbios obrigatorios. Metabolicamente podem ser autotroficos,
heterotréficos, quimiotroficos ou fototréficos (Kennedy, 1999), com propriedades
morfolégicas de células fungicas pela presenca de micélio aéreo e vegetativo, porém, com
didametros bem menores (de 0,5 a 1,0 um) e se assemelhando fisiologicamente a bactérias
(Ayswaria; Vasu; Krishna, 2020). Na sua morfologia existe a formacéo de hifas que podem se
diferenciar em uma cadeia de esporos que, por sua vez, necessitam de condicGes favoraveis
(temperatura, nutrientes e umidade) para formar o tubo germinativo e ocorrer o
desenvolvimento das hifas (Procopio et al., 2012). Apresentam coldnias lisas, duras, coriaceas
ou secas, de diferentes coloragbes como brancas, rosas, laranjas, verdes, cinzas, entre outras
(Ezzyani et al., 2004; Soares, 2011).

Esse filo estd amplamente distribuido na natureza e 0s microrganismos pertencentes a
ele sdo frequentemente isolados de agua, plantas, solo, sedimentos, plantas em decomposicéao,
lodo ativado e fezes de animais (Veiga; Esparis; Fabregas, 1983; Mccarthy; Williams, 1990),

além de estar distribuido em habitats aquaticos e ambientes extremos como areas congeladas,
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solos desérticos e zonas abissais (Pathom-Aree et al., 2006; Okoro et al., 2009; Silva et al.,
2018). Trinta por cento da populacdo total de microrganismos no solo correspondem as
actinobactérias (Kennedy, 1999) e 80% das actinobactérias do solo ocorrem na camada mais
superficial (0-10cm), diminuindo progressivamente com a profundidade (lwai; Takahashi,
1992). Por serem capazes de degradar muitas substancias complexas cumprem um papel
muito importante na quimica do solo (Sharma et al., 2005).

As actinobactérias apresentam um alto conteddo de Guanina e Citosina (G+C), a
porcentagem de G+C ¢é a mais alta que qualquer bactéria, ou seja, moléculas de DNA com
baixo contetdo GC sdo menos estaveis do que com contetdo GC alto; apresentam também
um odor tipico de solo Umido, em decorréncia da producdo do composto geosmina (Soares
2011; Alvarez, 2011; Ojeda, 2017; Ayswaria; Vasua; Krishnab, 2020).

O nivel que produzem antibidticos € sem davida a propriedade mais extraordinaria
dessas bactérias, sendo comprovada a producdo de mais de 500 substancias antibidticas
distintas, as quais tém multiplas aplicacdes na medicina e agricultura (Challis; Hopwood,
2003; Alvarez, 2011). Os géneros predominantes deste grupo sdo Streptomyces, Nocardia e
Micromonospora. (Silva; Silva; Silva, 2022), entretanto, a espécie que chama atencdo por ser
uma excepcional produtora de antibiéticos pertence ao género Streptomyces, trata-se da S.
griseus, pois, produz pelo menos 40 antibidticos diferentes (Alvarez, 2011).

Por serem microrganismos complexos e diversificados, as actinobactérias s&o
responsaveis por diversas atividades interessantes, como a decomposicdo de polimeros
complexos como lignocelulose e quitina; o antagonismo com fungos do solo, a partir da
fixacdo simbiotica de nitrogénio (Zaitlin et al., 2004); e desempenham um papel importante
na formacgdo de agregados estaveis no solo, construindo uma estrutura de macro poros que
permite a penetracdo de agua e ar, evitando a erosdo (Fritz et al., 2003).

E importante ressaltar que apesar de muitas actinobactérias viverem em harmonia com
as plantas e ndo causarem doengas em humanos, algumas podem apresentar patogenicidade
em plantas e humanos, como o0s géneros Actinomadura, Mycobacterium, Clavibacter,
Corynebacterium e Curtobacterium (Ventura et al., 2007; Goodfellow, 2012; Silva, 2018).

Por essas razdes os estudos com actinobactérias aumentam cada vez mais, sendo
registrado mais de 10.000 compostos bioativos ja produzidos. Destes, 75% sdo produzidos
pelo género Streptomyces e 0s 25% restantes foram isolados de actinobactérias raras, ou seja,

géneros isolados em menor frequéncia (Gos et al., 2017; Silva; Silva; Silva, 2022).
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3.4.1 Género Streptomyces

Streptomyces pertence a familia Streptomycetaceae, ordem Actinomycetales, sao
bactérias aerdbias facultativas que crescem a uma temperatura entre 25-35°C, o pH 6timo de
crescimento esté entre 6,5 e 8,0 (Pacios-Michelena et al., 2021), porém, outras linhagens deste
género ja foram isoladas em meios com pH 9 ou superior. Além disso, a diversidade do seu
metabolismo deu-lhes a capacidade de colonizar diferentes habitats e utilizar fontes variadas
de carbono e nitrogénio (Botas Mufioz, 2013).

Esse género encontra-se amplamente distribuido na microbiota do solo e altamente
capaz de associar-se a diversas espécies de plantas; sua presenca no solo é favorecida devido a
sua capacidade de formacdo de esporos, sendo assim uma forma de resisténcia em ambientes
extremos (Sivalingam et al., 2019). Diante dessas circunstancias, Streptomyces produz hifas
aéreas e na fase de mudancga do micélio para esporulacdo sintetiza metabdlitos secundarios
anadlogos aos peptideos, os quais ajudam na sua sobrevivéncia (Hwang et al., 2014;
Olanrewaju; Babalola, 2019; Quinn et al. 2020; Lacey; Rutledge, 2022).

Até maio de 2024 foram registrados 3.579 genomas de Streptomyces armazenados na
base de dados do Centro Nacional de Informacdes sobre Biotecnologia (CNIB). Avangos
recentes no sequenciamento do genoma revelou que genomas pertencentes ao género de
Streptomyces spp. possuem uma grande quantidade de grupos de genes biossintéticos
(Biosynthetic Cluster Gene - BCG) de metabdlitos secundarios (Lee et al., 2020). Com isso, 0
género Streptomyces € reportado como fonte de antibidticos, antifdngicos, antivirais,
herbicidas, antileishmania, imunossupressores e agentes antitumorais (Newman; Reynolds,
2005; Olano; Méndez; Salas, 2009; Goodfellow; Fiedler, 2010; Moreno; Roncancio; Riveros,
2023; Azevedo et al., 2024), ou seja, ele contribui com mais de 60% dos compostos
antimicrobianos descritos na literatura até o momento (Yulong et al., 2021).

Vérios outros estudos com bactérias endofiticas, proporcionaram a descoberta de
antibioticos e antifungicos bem conhecidos na atualidade. A anfotericina B, antifingico
produzido pela bactéria Streptomyces nodosus (Souza et al., 2004; Murphy et al., 2010); a
daptomicina, polipeptideo isolado de Streptomyces roseoporus (Tedesco; Rybak, 2004); a
eritromicina produzida por Streptomyces erythreus; neomicina sintetizada por Streptomyces
fradiae, usada com frequéncia em infeccOes de pele, ouvidos e olhos; estreptomicina
produzido por Streptomyces griséus que atua em bactérias Gram negativas aerobias e certas
micobactérias; tetraciclina produzida por Streptomyces rimosus; e a gentamicina produzida

por Streptomyces tenebrarius (Saadaun; Gharaibeh, 2003; Rodrigues, 2006).
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A actinobactéria Streptomyces também esta envolvida na terapéutica do cancer, uma
vez que produz o composto actinomycina D. Estima-se que aproximadamente 60% dos
agentes antineoplasicos, introduzidos para a terapia do cancer nas Ultimas décadas, tem
origem vegetal e microbiana (Castilho et al., 2002). Dessa forma, os relatos das atividades por
Streptomyces s6 aumentam, a exemplo da pesquisa realizada por Silva (2018), onde foi
observado que Streptomyces sp. CMAA1527 (isolada do continente Antartico) apresentou
significativa atividade antiproliferativa in vitro, para tumores de mama, pulméo, rim e sistema
nervoso central, através da producdo de cinerubina B, substancia ja conhecida e usada em
inimeros farmacos para o tratamento de canceres. Nesse contexto, substancias provenientes
de microrganismos e plantas estdo entre as mais promissoras, representando aproximadamente
60% dos agentes antitumorais aprovados para uso (Silva, 2018).

No inicio dos anos 2000, essas bactérias, descritas como produtoras de moléculas
bioativas de interesse farmacoldgico, foram alvo de muitas pesquisas. Essas bactérias
produziram substancias com atividade contra o parasita da maléria, Plasmodium falciparum,
sdo elas munumbicina A, B, C e D (Castilho et al., 2002), kakadumicina A (Castilho et al.,
2003) e coronamicina (Ezra et al. 2003).

Cada vez mais, Streptomyces vem desempenhando papel fundamental nos campos da
medicina humana e seus setores de biotecnologia ao longo das Gltimas décadas; a descoberta
da producéo de metabdlitos secundarios por parte dos endofiticos proporcionou isso. Varios
autores se dedicam em isolar espécies bacterianas do género Streptomyces devido ao seu

amplo aparato metabdlico (Barka et al., 2016; Kim, 2021).

3.5 Metabdlitos Secundéarios (MS)

As plantas conseguem produzir suas proprias defesas (de natureza quimica),
protegendo-as de qualquer predador e até mesmo de outras plantas. Normalmente, essas
defesas envolvem substancias do metabolismo secundario (Croteau; Kutchan; Lewis, 2000;
Pinto et al., 2002), compostos de baixa massa molecular, fitoquimicos que desempenham
papéis importantes nas interacdes das plantas com o ambiente ndo sO para defesa, mas
também para ajuste e adaptacdo (Ramakrishna; Ravishanka, 2011; Ogbe; Finnie; Van Staden,
2020). Ele funciona para os microrganismos, inclusive as plantas contam com a contribuicéo
dos microrganismos endofiticos para sobreviverem ao estresse do meio ambiente (Petrini,
1991; Ojeda, 2017).

Metabolitos secundarios sdo compostos produzidos por plantas e microrganismos ap0s
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a producdo dos componentes primordiais (enzimas, proteinas, carboidratos e etc.) para o
funcionamento de suas células, através do metabolismo primario. Com relacdo as bactérias
endofiticas ocorre apos a fase exponencial, pois, 0 esgotamento dos nutrientes e o declinio na
velocidade de crescimento geram sinais que produzem uma cascata de eventos regulatérios,
conduzindo a diferenciagdo quimica (metabolismo secundério) (Graefe; Ward, 1989; Demain,
1999; Alvarez, 2011).

Microrganismos muito especificos conseguem produzir metabolitos secundarios e
esses possuem duas grandes classes: policetideo e peptideos ndo-ribossémicos (Hwang et al.,
2014). As actinobactérias sintetizam uma grande variedade de metabdlitos secundéarios e
dentro dessa classe o género Streptomyces € um grande produtor, como ja foi relatado
anteriormente, dessa forma, as espécies de Streptomyces também sdo produtoras de
metabolitos secundarios classificados como policetideo e peptideos ndo-ribossémicos.

As policetidas sintases (PK’s) sdo agrupadas segundo as suas fungdes e estruturas em
3 grupos: i e ii estdo presentes apenas em microrganismos e o iii em microrganismos e plantas
(Shimizu; Ogata; Goto, 2017) e possuem acdo antimicrobiana (Hwang et al., 2014). Os
peptideos ndo-ribossémicos (NRPS) sdo constituidos de enormes proteinas multimodulares e
inimeros medicamentos usados na clinica sdo biossintetizados por eles (Kries, 2016).

Nesse contexto, pode-se inferir alguns exemplos acerca da atividade bioldgica dos
metabolitos secundarios produzidos por Streptomyces.

As pesquisas com antimicrobianos levaram a descoberta da estreptomicina, a partir da
producdo de metabdlitos secundarios por Streptomyces griséus; cloranfenicol de Streptomyces
venezuelae; clortetraciclina de Streptomyces aureofaciens (Li et al., 2014); anfotericina B de
Streptomyces nodosus; neopolioxina C de Streptomyces tendae; nistatina de Streptomyces
noursei; e pentamicina de Streptomyces pentaticus (Kennedy; Luna, 2005; Li et al., 2020);
evidenciando uma caracteristica marcante do género, a capacidade de produzir antibi6ticos.
Esses microrganismos sdo capazes de realizar a biossintese de quitinase, uma enzima que
degrada a quitina, componente presente na parede celular dos fungos. Essas substancias com
atividade antimicrobiana tanto podem inibir o crescimento microbiano quanto podem matar
esses microrganismos (bactérias e fungos) (Alves, 2022).

Ja as pesquisas com agentes antitumorais tém revelado estudos como os de Cantillo et
al. (2018), Ramirez-Rodriguez et al. (2018) e Agarwal et al. (2023) que reportaram diferentes
linhagens de Streptomyces isoladas de diferentes lugares. Das linhagens que produziram

metabolitos secundarios destacam-se as espécies Streptomyces aburaviensis a qual apresentou



21

atividade antitumoral contra a linha de céncer de pulmao (A549); S. gramineus apresentou
maior atividade citotoxica frente a linha celular de prostata (PC3); e S. psammoticus, que
apresentou atividade frente a linha celular de cancer de mama (MDA-MB-231). Mas, foi por
volta de 1940 que tudo comecou, com a descoberta da actinomicina D, substancia produzida

por Streptomyces utilizada no tratamento contra o cancer (Castilho et al., 2002).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Microrganismos utilizados

Os microrganismos utilizados nessa pesquisa foram: Klebsiella pneumoneae ATCC
0023, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 0026, Candida albicans ATCC 90028, C. krusei ATCC
22019 e C. parapsilosis ATCC 22019; e os isolados clinicos Corynebacterium propinquum
431024 e 36063 (nasofaringe), Candida albicans 341 (secrecdo oral - SO), C. albicans 342
(SO), C. albicans 37 (SO), C. albicans 40 (SO), C. glabrata 105 e 124 (secre¢do vaginal -
SV). Os fungos foram gemtilmente cedidos pela professora Dra. Cristina de Andrade
Monteiro e pertencem a colecdo do Laboratério de Microbiologia do Instituto Federal do
Maranhdo (IFMA) CAAE: 36601714.3.0000.5084, n° 813.402; e as bactérias pertencem a
colecdo do Laboratério de Biotecnologia e Eletroquimica da Universidade Ceuma. Para
conservacao desses microrganismos sdo realizados repiques constantes em meio agar Muller
Hinton (para bactérias) e &gar Sabouraud Dextrose (para fungos) e acondicionados em

geladeira a 4°C a fim de garantir a viabilidade celular.

4.2 Aquisi¢do do Material Botanico

Para definicdo do material botanico a ser estudado foi realizado um levantamento
bibliografico das plantas medicinais consumidas no Maranhdo (Coutinho; Travassos; Amaral,
2002; Gomes; Firmo; Vilanova, 2014; Cunha et al., 2015; Gongalves et al. 2018; Alencar et
al. 2019) e dessa lista verificou-se quais estavam disponiveis em ambiente controlado, livre de
interferéncias de residuos solidos. Por essa razdo, os materiais botanicos foram coletados de
uma residéncia (2°32'25.8"S 44°12'04.1"W) no municipio de S&o Luis, resultando nas
seguintes plantas: babosa (Aloe vera), vinagreira (Hibiscus sabdariffa), cajueiro (Anacardium

occidentale), boldo (Peumus boldus) e capim-limao (Cymbopogon citratus).
4.3 Isolamento dos microrganismos endofiticos
Para o isolamento dos microrganismos foi utilizado o método de desinfeccdo

preconizado por Petrini (1992), no qual se efetuou a limpeza das partes da planta em agua

corrente e em seguida foram submetidas a desinfeccdo com: alcool a 70% por 1 minuto,
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hipoclorito de sédio por 4 minutos, alcool a 70% por 30 segundos e 3 lavagens seguidas em
agua destilada estéril; na ultima lavagem a dgua também foi colocada no meio para controle
de microrganismos epifitos. As bordas das folhas foram retiradas e as folhas foram
fragmentadas em pedacos, sendo utilizados um total de 12 fragmentos para cada amostra
vegetal. Posteriormente esses fragmentos foram colocados em placas com meio agar Batata
Dextrose (BDA) caseiro com anfotericina B (Cao et al., 2004). O isolamento foi realizado em
triplicada, sendo assim em cada placa (contendo 20 mL de meio) foram adicionados 4
fragmentos da planta. As placas foram incubadas em estufa a 28°C £ 2°C, por 7-15 dias.
Todas as etapas desse processo foram realizadas na cdmara de fluxo laminar.

Ap6s o periodo de incubacdo foi realizada uma triagem nas placas, para verificacao
das caracteristicas macro morfologicas das col6nias crescidas, com sele¢do das coldnias que
apresentaram as propriedades tipicas de actinobactérias descritas por Shirling; Gottlieb
(1966). As colonias selecionadas foram purificadas em novas placas e foram armazenadas na
geladeira a 4°C para posterior identificacdo e continuidade dos testes.

4.4 ldentificacdo classica

Apos isolamento, foi realizada uma observacdo macro e microscopica das
caracteristicas morfolégicas do microrganismo. Para isso, foi realizada a técnica de
microcultivo, por favorecer o crescimento radial das col6nias filamentosas, que consiste na
preparacdo de culturas em laminas de microscopia para observacdo direta em microscopio de
campo claro, seguido de incubacédo por 5-7 dias a 28°C (Shirling; Gottlieb, 1966).

Posteriormente, para confeccdo das laminas, foi utilizado o corante azul de lactofenol
para melhor visualizacdo de estruturas como conidiosporos, hifas, cadeia de esporos e
conidios em microscopio Optico (100x). Através da observacdo das -caracteristicas
macroscopicas e microscopicas, foi possivel realizar a identificacdo a nivel de género

conforme os critérios adotados por Shirling; Gottlieb (1966).

4.5 Processo de producdo e extracdo dos metabolitos secundérios

4.5.1 Fermentagdo Submersa

Para induzir a produgdo de metabdlitos secundarios pelo microrganismo, foi realizada

a técnica de fermentacdo submersa, descrita por Amorim et al. (2020). Para tal, o
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microrganismo foi previamente cultivado em placas de Petri com agar BDA orgénico; em
sequida, 5 blocos de meio, contendo colbnias do microrganismo, foram retirados com o
auxilio de uma ponteira azul (=6 mm de didametro) e colocados em frascos Erlenmeyer (250
ml) contendo meio liquido de batata organico enriquecido com glicose (50 ml). Entéo, os
frascos foram incubados em incubadora rotativa (180 rpm/ 28°C + 2°C) durante 15 dias. Ap0s
este periodo, a amostra foi filtrada com auxilio de papel filtro e microfiltro (0,22 um) para
avaliacdo das atividades bioldgicas.

4.5.2 Técnica de separacdo de misturas liquido-liquido

Para realizar a extragdo dos metabdlitos secundéarios, foi realizada a técnica de
separacdo de misturas liquido-liquido descrita por Trisuwan et al. (2008), que consiste na
adicdo de acetato de etila, como solvente, junto a biomassa filtrada na proporcéo de 1:1. A
solucdo foi homogeneizada vigorosamente em baldo volumétrico por 8 minutos, e colocada
em funil de decantacdo, para ocorrer a separacdo quimica, por 30 minutos. A fase contendo os
metabdlitos foi selecionada e colocada em um frasco de vidro previamente pesado. Com 0 uso
de um evaporador rotativo, o solvente organico sofreu evaporacgdo, resultando em uma massa
seca (rendimento) contendo os metabolitos de interesse. Por fim, esse rendimento foi
ressuspendido em DMSO (1%).

4.6 Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana dos microrganismos endofiticos

4.6.1 Ensaio de difusdo em &gar

Para testar a atividade antimicrobiana dos metabdlitos secundarios (MS) obtidos, foi
realizado o teste de difusdo em agar de acordo com o protocolo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2015). Para tal, realizou-se previamente a semeadura das bactérias-
teste em placas de Petri contendo meio agar MH para bactérias e dgar Sabouraud para 0s
fungos. Entdo, ocorreu a aplicacdo do MS (1.000 pg/mL) e dos controles (claritromicina
20pg/mL, fluconazol e dimetilsulfoxido - DMSO a 1%) em pogos de 6 mm de diametro feitos
no agar, seguida de incubacgéo a 37°C por 48 horas. A leitura dos resultados foi feita a partir

da medicdo dos halos formados, com auxilio de um paquimetro.

4.6.2 Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)
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Foi realizada a diluicdo seriada do MS em placa de microtitulacdo de poliestireno de
96 pocos contendo MH (Zgoda; Porter, 2001; CLSI, 2008). O teste foi realizado em triplicata
com as concentracdes distribuidas de A-H (1.000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125
pg/mL, 62,5 pg/mL, 31,2 pg/mL, 15,6 pg/mL e 7,8 pg/mL). Em seguida 0s microrganismos
em salina (0,85%), previamente padronizados pela escala de McFarland a 0,5 (1,5x108
UFC/mL), foram colocados nos po¢os da microplaca com a ajuda de uma micropipeta. Para
fins de comparacdo, também foram realizados controles de crescimento bacteriano positivo e
negativo, além do controle com DMSO. A placa seguiu para incubagdo a 37°C por 24 horas,
com posterior adicdo de corante resazurina aos poc¢os e novo periodo de incubacdo por 24
horas. Por fim, foi realizada a leitura da placa, sendo que a alteracdo para a cor rosa

demonstra o crescimento bacteriano.

4.6.3 Teste Antibiofilme

4.6.3.1 Interferéncia do MS na formacao do biofilme

A formacdo de biofilme foi determinada em microplacas de 96 pocos (Stepanovic et
al., 2000) e em seguida foram realizados testes para avaliar a interferéncia do MS na
formacdo do biofilme. Assim, foram aplicadas 200uL de suspensdes bacterianas em MH
(DO570 0,2) nos pocos com CIM do MS (100uL). Os controles negativos contiveram apenas
0 MH. Apo6s 48h a 37°C, o contetdo de cada poco foi aspirado e lavado duas vezes com
200ul de PBS (pH 7,2). As células bacterianas anexas remanescentes foram fixadas com
200l de 99% de metanol e coradas com 2% de violeta de cristal. O corante ligado foi entdo
solubilizado com 160ul de 4cido acético glacial a 33% e a DO550 da solugdo foi medida
(Gomes et al., 2013, com adaptages).

Para analise da intensidade da formacdo do biofilme foi utilizado a classificacéo
idealizada por Ferro et al. (2012), que se baseia na densidade Optica dos isolados (D.O.i), e
tomando como base a do controle negativo (D.O.c), os isolados foram classificados nas
seguintes categorias: Nao-Produtor: D.O.i < D.O.c; Produtor Fraco: D.O.c < D.0.i < (2x
D.0.c); Produtor Moderado: (2x D.O.c) < D.O.i < (4x D.O.c); Produtor Forte: (4x D.O.c)
<D.O.i.

4.6.3.2 Interferéncias do MS em biofilme pré-formado
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A formacdo de biofilme foi determinada também em microplacas de 96 pogos
(Stepanovic et al., 2000). Foram aplicadas 200uL de suspensdes bacterianas em MH (DOs7o
0,2) nos pogos. Os controles negativos contiveram apenas o MH. Apés 24h a 37°C, o
conteudo de cada poco foi aspirado e lavado duas vezes com 200uL de PBS e em
seguidaacrescentado 200uL de MH para os controles e 100uL de MH com 100uL da CIM do
MS nos pogos e depois as microplacas foram incubadas por mais 24h a 37°C. Apds esse
periodo, aspirou o conteudo dos pogos e lavou duas vezes com 200uL. de PBS e as células
bacterianas remanescentes foram fixadas com 200uL de 99% de metanol e coradas com 2%
de violeta de cristal. O corante foi entdo solubilizado com 160uL de &cido acético glacial a
33% e a DOsso da solugéo foi medida (Gomes et al., 2009, com adaptacgdes). Cada ensaio foi

realizado em triplicata.

4.7 Bioensaio com larvas de Tenebrio molitor

Para avaliar a toxicidade do MS, dois grupos (teste e controle) de larvas de T. molitor
foram distribuidos em placas de Petri, contendo 10 larvas em cada. Através da regido caudal
das larvas foi injetado 10 uL. do MS (concentracdo da CIM). As larvas permaneceram em
temperatura ambiente e a taxa de sobrevivéncia foi observada em intervalos de 24h, durante
10 dias. Para estabelecer a morte das larvas, verificou-se visualmente a melanizacdo e a
resposta aos estimulos fisicos. O controle negativo foi DMSO a 1% e PBS. O mesmo ensaio
foi realizado para avaliar a sobrevida das larvas apés infeccdo com os microrganismos testes
(que foram inibidos no teste de difusdo em agar) em dois grupos (tratados com o MS e nao
tratados) (Souza et al., 2015).

4.8 Analise Estatistica

As analises de dados foram realizadas com o programa Graphpad Prism 6. Os dados
dos testes de concentracdo letal e toxicidade foram expressos como média + desvio-padrao.
Nas andlises dos dados obtidos nos testes de sobrevivéncia de T. molitor e atividade
antibiofilme, para verificar diferencas entre os grupos, considerou-se como significativo

p<0,05. A curva de sobrevivéncia no ensaio de T. molitor foi obtida através da aplicagdo dos
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testes de Kaplan-Meier, analisando os resultados com o teste Log-Rank (Mantel-Cox). Para 0s
dados obtidos do teste do biofilme aplicou-se o teste de Tukey.
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5 RESULTADQOS

5.1 Plantas selecionadas

A parte da planta escolhida para o isolamento de actinobactérias foi a folha, por se

tratar de um local com maior prevaléncia de microrganismos endofiticos (Figura 1).

Figura 1 — Isolamento de microrganimos endofiticos a partir de fragmentos de folhas das plantas Aloe vera,

Hibiscus sabdariffa, Peumus boldus, Anacardium occidentale e Cymbopogon citratus.

Fonte: Dados da pesquisa (2023).

5.2 Isolamento do microrganismo endofitico

Ao final do periodo minimo de incubacéo (7 dias) foi possivel observar o crescimento
de pequenas colbnias com caracteristicas macroscopicas de actinobactérias em 3 placas
contendo fragmentos de folhas. Por essa razéo, as placas continuaram na estufa por mais 7
dias para crescimento, purificacdo e identificacdo microscopica das colénias. Ao final de 15
dias o resultado foi positivo para actinobactérias nas placas contendo folha de capim-limao,
babosa e vinagreira, entretanto, durante o processo de purificacdo as actinobactérias isoladas
das folhas de capim-limdo e vinagreira ndo cresceram.

A respeito da actinobactéria isolado da folha da babosa, foi possivel observar
macroscopicamente a presenca de micélio aéreo nas coldnias de coloracdo branca
acinzentada, com bordas brancas, forma circular e elevacdo convexa baixa, além do odor do
composto organico geosmina, produzido por esse género (Figura 2). Na identificacdo
microscopica da bactéria foi possivel observar, através da objetiva de 100x, micélios aéreos
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com longas cadeias de esporos retos (Figura 3). Todos estes fatores sugerem que O

microrganismo isolado € uma actinobactéria pertencente ao género Streptomyces.

Figura 2 — Aspecto morfoldgico do isolado da folha da babosa (Aloe vera) com caracteristicas sugestivas de

Streptomyces sp.

Fonte: Dados da pesquisa (2023).

Figura 3 — Microscopia Optica, do isolado da folha da babosa (Aloe vera), evidenciando longas cadeias de esporos
retos.

Fonte: Dados da pesquisa (2023).

5.3 Ensaio de agar difuséo

Os resultados do ensaio de agar difusdo demonstraram que os metabolitos secundarios
obtiveram acdo antibacteriana contra o0s isolados de Corynebacterium propinquum,
evidenciada através da formacdo de halos de inibicdo de 27+0 mm frente C. propinquum

431024, e halo de 250 mm frente C. propinquum 36063 (Figura 4). Enquanto o controle
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(claritromicina 20 pg/mL) formou halo de inibigdo de 29+0,5 frente a C. propinquum 43102
280 frente a C. propinquum 36063 (Figura 5). O controle negativo DMSO a 1% ndo formou
halo de inibicdo, conforme o esperado (Figura 6). Os metabdlitos secundarios nao
apresentaram atividade contra os demais microrganismos testados (Klebisiella pneumoneae,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Candida albicans,

C. krusei e C. parapsilosis). Testes realizados em triplicata.

Figura 4 — Teste de agar difusdo dos metabdlitos secundarios, com formac&o de halos frente a C. Propinquum
431024 (A) e C. propinquum 36063 (B).

Fonte: Dados da pesquisa (2023).

Figura 5 — Teste de agar difusdo dos metabdlitos secundarios, com o antibidtico claritromicina (controle) com
formacéo de halos frente a C. propinquum 431024 (A) e C. propinquum 36063 (B).

Fonte: Dados da pesquisa (2023).

Figura 6 — Teste de agar difusdo com DMSO (controle) com formacgéo de halos frente a C. propinquum 431024
(A) e C. propinquum 36063 (B).
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Fonte: Dados da pesquisa (2023).

5.4 Concentracao Inibitéria Minima

O teste de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), foi realizado apenas com as
linhagens que tiveram resultados positivos no teste de &agar difusdo. Dessa forma, os
microrganismos avaliados foram C. propinquum 431024 e C. propinquum 36063, onde foi
possivel observar alteragdo discreta na coloracdo da resazurina, nas concentragfes 15,6 e 7,8
pg/mL, fazendo com que a concentracdo 31,2 ug/mL fosse considerada a menor que inibiu o

crescimento dos microrganismos de forma satisfatoria.

5.5 Teste de biofilme

Foi realizado o teste de biofilme para analisar se 0os microrganismos utilizados nos
teste sdo produtores de biofilme, sendo esses classificados da seguinte forma: C. propinquum
421024, Escherichia coli 589, E. coli 042, Pseudomonas aeruginosa ATCC 0026, E. coli F5,

C. albicans ATCC 90028, C. glabrata 124 (S.V.) e C. parapsilosis ATCC 22019
foram classificados como fracos produtores de biofilme; enquanto C. propinquum 36063,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, C. glabrata 105 (S.V.), C. albicans 37 (S.0.), C.
albicans ATCC 14033, C. albicans 341 (S.0.) e Candida albicans 40 (S.0.) foram produtores
moderados; e Candida krusei ATCC 6238 e C. albicans 342 (S.O.) foram classificados como
fortes produtores de biofilme.

Em seguida foi realizado o teste antibiofilme para observar a agdo dos metabolitos

secundarios frente a essas linhagens, os resultados estdo dispostos na tabela abaixo.
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Tabela 1 - Teste de biofilme para avaliar a interferéncia dos metabélitos secundarios na formacéo do biofilme.

MICRORGANISMOS

INTERFERENCIA DOS METABOLITOS SECUNDARIOS NA

FORMAGAO DO BIOFILME

Intensidade da producgéo

de biofilme

Reducéo da formacéo
do biofilme (%)

Aumento da formacao
do biofilme (%)

Corynebacterium
propinquum 421024

Corynebacterium
propinquum 36063

Staphylococcus aureus
ATCC 6538

Pseudomonas aeruginosa
ATCC 0026

Candida krusei ATCC
6238

Candida albicans 40
(S.0)

C. albicans ATCC 90028
C. glabrata 124 (S.V.)

C. parapsilosis ATCC
22019

C. glabrata 105 (S.V.)
C. albicans 37 (S.0.)
C. albicans ATCC 14033
C. albicans 341 (S.0.)
C. albicans 342 (S.0.)

Produtor fraco

Produtor moderado

Produtor moderado

Produtor fraco

Produtor forte

Produtor moderado

Produtor fraco

Produtor fraco

Produtor fraco

Produtor moderado
Produtor moderado
Produtor moderado
Produtor moderado

Produtor forte

22%

48%

2%
27%

24%

22%

48%

56%

26%
34%

77%
76%

2%

Fonte: Dados da pesquisa (2023).

Com as linhagens de Corynebacterium propinquum a avaliacdo do teste antibiofilme

foi realizada com a CIM 31,2 pg/mL, alcangada no teste anterior. Dessa forma, os resultados

mostraram que em comparagdo com o controle houve uma reducéo na formacao do biofilme

de 22% para C. propinquum 421024, bem como reducdo no biofilme pré-formado de 27%.

Com relagéo a C. propinquum 36063 houve reducgdo de 48% na formacéo do biofilme e de

42% no biofilme pre-formado (Tabela 2).

Tabela 2 — Teste de biofilme para avaliar a interferéncia dos metabdlitos secundarios (CIM 31,2 pg/mL) na

formacéo do biofilme e em biofilme pré-formado.

MICRORGANISMOS

INTERFERENCIA DOS METABOLITOS
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CIM 31,2 ug/mL

Intensidade da producao Reducdo da formacao Reducéo do biofilme

de biofilme do biofilme em % pré-formado em %
Corynebacterium Produtor fraco 22% 27%
propinquum 421024
Corynebacterium Produtor moderado 48% 42%

propinquum 36063

Fonte: Dados da pesquisa (2023).

5.6 Analise Estatistica

A andlise estatistica do teste de biofilme mostrou que ndo houve diferenca
significativa da interferéncia dos metabdlitos secundarios, como pode ser observado nas

figuras 8 e 9.

Figura 7 — Anélise estatistica da interferéncia do MS na formag&o do biofilme (por C. propinquum) quando

comparado com a produgdo do biofilme em meio de cultura puro.
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Legenda: b= formac&o do biofilme sem MS; i= formacdo do biofilme com a influéncia do MS; Cp= Corynebacterium
propinquum; Cp 24: p=0,59; Cp 63 p=1,05.
Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Figura 8 — Analise estatistica da interferéncia do MS no biofilme pré-formado (por C. propinquum) quando

comparado com a pré-formagdo em meio de cultura puro.
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Legenda: b= formac&o de biofilme sem MS; i= formagéo do biofilme com a influéncia do MS; Cp= Corynebacterium
propinquum; Cp 24: p=2,83; Cp 63 p=1,65.
Fonte: Dados da pesquisa (2024).

5.7 Ensaio de toxicidade e Curva de sobrevivéncia

O ensaio de toxicidade mostrou que a concentragcdo 31,2 pg/mL dos metabolitos
secundarios, produzidos por Streptomyces sp. isolado da Aloe vera, é segura para as larvas de
Tenebrio molitor, uma vez que durante a comparacdo entre PBS e metabdlitos, injetados nas
larvas, observou-se, ao longo de 10 dias, que nenhuma larva morreu com os metabdlitos,
porém, no teste realizado com PBS 01 larva morreu no 4° dia do ensaio, conforme mostra o
gréafico 1.

Figura 9 — Teste em Tenebrio molitor para avaliar a toxicidade da CIM (31,2 pg/mL) dos metaboélitos

secundarios frente a isolados clinicos de C. propinquum.
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Fonte: Dados da pesquisa (2023).
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A avaliacdo da sobrevida das larvas ap0s a infeccdo por C. propinquum, demonstrou,

ao final de 10 dias, que o grupo tratado com os metabdlitos secundarios (concentracdo

31.2ug/mL) teve uma taxa de sobrevida maior (08 mortos) que o grupo sem tratamento (05

mortos) (Gréaficos 2 e 3), esse teste foi realizado 3x e o resultado foi similar em todos.

Figura 10 - Curva de sobrevivéncia de Tenebrio molitor infectados com C. propinquum 421024, tratado
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Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Figura 11 - Curva de sobrevivéncia de Tenebrio molitor infectados com C. propinquum 36063, tratado
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Fonte: Dados da pesquisa (2024).
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6 DISCUSSAO

No presente estudo plantas medicinais foram analisadas quanto a presenca de
microrganismos endofiticos, sendo a babosa (Aloe vera) evidenciada como hospedeira de um
endofitico com caracteristicas morfolégicas de actinobactéria, sugestivo para o género
Streptomyces, apresentando colonias com coloracdo cinza e branco, cadeias de esporos
espiraladas (Lambert; Loria’s, 1989) e odor caracteristico da geosmina, um alcool terciario
biciclico que apresenta odor de terra, produzido na fase estacionaria de Streptomyces
(Dickschat et al., 2005; Juttner; Watson, 2007 Guttman; Rijn, 2008; Souza; Mathies;
Fioravanzo, 2012).

O isolamento da actinobactéria proveniente da Aloe vera evidencia o que as pesquisas
tém demonstrado nos ultimos 10 anos, que a babosa é uma planta medicinal que fornece uma
gama de bactérias endofiticas, tornando-se um fator motivador para explorar seus compostos
bioativos para diferentes aplicacdes industriais e medicinais (Aly et al., 2008; Nisa et al.,
2015; Nakaew; Sungthong, 2018; Chandrakar; Gupta, 2019; Silva et al., 20 Ameen et al.,
2021; Silva et al. 2022; Krynitskaya et al., 2024).

Assim, o potencial biotecnoldgico da actinobactéria isolada foi testado frente a
diversas linhagens de patgenos, dentre elas a Corynebacterium propinquum, bactéria Gram-
positiva pleomorfica, aerdbica, comensal e oriunda de nasofaringe (Xu et al., 2021), foram as
unicas sensiveis ao MS no teste de sensibilidade antimicrobiana.

Os demais microrganismos testados (S. aureus, E. faecalis, P. aeruginosa, K.
pneumonia, Candida albicans, C. krusei e C. parapsilosis) ndo foram suscetiveis ao MS.
Muitos trabalhos relatam maior atividade antimicrobiana (de Streptomyces) frente a bactérias
Gram-positivas (Chaudhary et al., 2013; Atta, 2015; Shrivastava et al., 2015; Dalitz et al.,
2017), provavelmente, pela presenca da membrana externa das Gram-negativas representar
uma barreira importante a penetragdo de varios agentes antimicrobianos (Guimarées;
Monesso; Pupo, 2010). No trabalho de Nogueira (2022), foi isolado Streptomyces sp.
proveniente do solo, também se obteve resultado semelhante ao presente estudo, uma vez que
0 MS produzido por essa actinobactéria ndo inibiu o crescimento de S. aureus ATCC 25923,
E. faecalis ATCC 29212 e P. aeruginosa ATCC 27853.

O biofilme, comunidade microbiana complexa e estruturada que tende a aderir a
superficies inertes e vivas na presenca de substancias poliméricas extracelulares (EPS),
também foi analisado quanto a producdo pelos microrganismos patogénicos, onde foi

constatado que todas as linhagens sdo produtoras de biofilme. Nesse contexto, os metabolitos
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secundarios demonstraram agdo contra o biofilme de alguns microrganismos, interferindo na
producdo e reduzindo o biofilme pré-formado, demonstrando ser um potencial agente
sanitizante contra microrganismos patogénicos em fomites de poliestireno e ainda podendo
ser testado em outros materiais como dispositivos hospitalares. Em contrapartida, na maioria
dos microrganismos analisados houve aumento na producdo do biofilme, ou seja, 0 MS pode
ter sido agregado a composicao da matriz extracelular das células bacterianas, que é composta
principalmente por proteinas, polissacarideos e DNA extracelular, sendo importante posterior
analise das concentracOes ideais para erradicacdo do biofilme.

Com relacgéo as linhagens de C. propinquum (42102 e 36063) foi interessante observar
a interferéncia dos metabdlitos (na concentracdo 31,2ug/mL) durante a formagdo do biofilme,
reduzindo em até 48% sua producdo, mostrando que o composto ativo € capaz de interferir
durante o processo de estruturacdo de células bacterianas com substancias poliméricas
extracelulares. Ainda foi observada a interferéncia dos metabdlitos no biofilme pré-formado,
obtendo reducdo de até 42%.

As bactérias dentro do biofilme tornam-se mais resistentes a tratamento
antimicrobiano em comparacdo as células planctdnicas, porque a comunidade bacteriana no
biofilme difere da sua contraparte planctdnica nos padrdes de expressao de genes e proteinas,
isso normalmente resulta em perfis distintos de resisténcia metabdlica e antimicrobiana
(Giaouris et al., 2013).

Um estudo realizado por Yaacob et al. (2021) relatou a composi¢do bioquimica e a
morfologia do biofilme de Corynebacterium pseudotuberculosis, trazendo informacoes
relevantes para este estudo por se tratar do mesmo género bacteriano aqui analisado. Uma
ampliacdo de 5000x mostra a morfologia do biofilme de C. pseudotuberculosis, células em
forma de bastonete foram claramente observadas, havendo apenas uma camada de biofilme no
biofilme de 24 horas; essas células foram encapsuladas em uma matriz extracelular fibrosa.

O estudo também mostrou grupos de proteinas importantes para todas as fases da
formacgédo do biofilme, pois desempenham papéis cruciais na ligacdo inicial a superficie,
estabilizacgdo da matriz do biofilme através de interagbes com componentes de
exopolissacarideo e acido nucleico. Varias linhas de evidéncias mostraram que os lipidios
estdo presentes na matriz extracelular, que sdo importantes para a estabilidade arquitetdnica
do complexo microbiano. Na maioria dos casos, as células planctnicas e de biofilme

apresentam perfis diferentes de esterol e esfingolipido (Yaacob et al. 2021).
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O ensaio de toxicidade mostrou que a concentragcdo 31,2 pg/mL dos metabolitos
secundarios, produzidos por Streptomyces sp. isolado da Aloe vera, é segura para as larvas de
Tenebrio molitor.

A avaliacdo da sobrevida das larvas de T. molitor apds a infeccdo por C. propinquum,
demonstrou que o grupo tratado teve uma taxa de sobrevida maior que 0 grupo sem
tratamento.

A curva de infeccdo e sobrevivéncia em modelo alternativo foram analisadas no
estudo de Amorim et al. (2020), onde o metabdlito produzido pela cepa de Streptomyces
ansochromogene em uma concentracdo de 1 mg/L mostrou a capacidade de aumentar a
expectativa de vida de Tenebrio molitor infectado com o patégeno P. aeruginosa. As larvas
infectadas com solucio padrdo de 0,3 x 108 de P. aeruginosa morreram todos no oitavo dia,
mas os infectados com a bactéria e inoculados com o metabdlito sobreviveram até o oitavo
dia; duas larvas morreram no nono e décimo dia, comportamento semelhante ao das larvas
infectadas com P. aeruginosa e tratado com cloranfenicol.

Diversos estudos relatam que os compostos bioativos sintetizados pelas plantas
medicinais hospedeiras também sdo produzidos pela microbiota endofitica (Abdou et al.,
2010; Danagoudar et al., 2018; Gupta; Bhatt; Chaturvedi, 2018; Tan et al., 2018; Kaaniche et
al., 2019), e hé evidéncias de que os caminhos da sintese metabdlica e transferéncia horizontal
de gene evoluiram independentemente em plantas e microrganismos (Richards et al., 2009;
Jensen et al., 2011; Hamayun et al., 2017). Outros metabdlitos que ndo sdo produzidos pela
planta medicinal, podem ser produzidos pela microbiota endofitica, contribuindo para a
heterogeneidade do perfil fitoquimico e das biofuncdes das plantas (Aly et al., 2008; Nisa et
al., 2015; Nakaew; Sungthong, 2018).

Estudos como de Swati et al. (2022) mostraram que ao realizarem o isolamento da
folha de Aloe vera, purificaram 17 isolados diferentes de bactérias endofiticas; todos os
endofiticos bacterianos isolados sdo de natureza gram-positiva e em forma de bastonete.
Assim como o trabalho de Krynitskaya et al. (2024), onde caracterizaram quatro isolados da
microflora endofitica da planta Aloe vera;, todos eles foram classificados como
actinobacterias, identificadas como Arthrobacter spp. ou Micrococcus spp. Semelhante ao
resultado de VegaGalvez et al. (2012) que também observou crescimento bacteriano no gel de
Aloe vera.

Neste estudo foi demonstrada a atividade antibacteriana, de metabolitos secundarios
produzidos por Streptomyces sp., frente a isolados clinicos de Corynebacterium propinquum,

nos testes de difusdo em agar, CIM e antibiofilme. Por essa razao, € importante ressaltar que
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apesar de C. propinquum ser um componente natural da pele e de membranas de mucosas,
dificilmente sendo associada a processos patoldgicos em pessoas imunocompetentes, esta
bactéria ja foi isolada de pacientes em diversas situac@es clinicas, incluindo derrame pleural,
endocardite valvar, bacteremia, rinossinusites, lesdes cutaneas e abcessos (Bernard et al.,
2013).
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7 CONCLUSAO

o Os metabdlitos secundarios produzidos pela actinobactéria apresentaram
potencial antibidtico frente a linhagens clinicas (nasofaringe) de Corynebacterium
propinquum;

o A actinobacteéria isolada a partir da folha da babosa (Aloe vera) pertence ao
género Streptomyces, porém sem identificacdo molecular até 0 momento;

o Os metabolitos secundarios interferiram no processo de formacéo do biofilme
de Corynebacterium sp., além de diminuir o biofilme pré-formado em até 42%;

o A atividade antimicrobiana foi satisfatoria, uma vez que os metabdlitos
presentes no MS inibiram linhagens bacterianas na concentracdo 31,2ug/mL;

o Os metabolitos secundarios sdo seguros para as larvas de Tenebrio

molitor, tendo eficacia no tratamento contra a infeccdo por Corynebacterium.
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Resumo

Este artigo consiste em uma revisdo de literatura sobre os aspectos mais relevantes das
actinobactérias e seus bioprodutos. As actinobactérias s@o bactérias Gram-positivas com
propriedades morfologicas de células fingicas (micélio aéreo e vegetativo) e bacteriana. Séo
amplamente distribuidas na natureza, sendo comumente isoladas de solo, agua, sedimentos,
plantas, plantas em decomposicéo, nédulos de raizes, lodo ativado, fezes de animais e produtos
alimenticios; além de estarem distribuidas em habitats aquaticos e ambientes extremos como
areas congeladas, solos desérticos e zonas abissais, lugares considerados ideais para que os
microrganismos produzam metabolitos secundarios. Cerca de mais de 23.000 metabdlitos
microbianos sé&o conhecidos, dos quais 32% sé&o produzidos por actinomicetos. Os metabdlitos
secundarios podem ser utilizados como modelo para sintese e semi-sintese de moléculas
bioativas de amplo espectro e baixa toxicidade. Portanto, séo diversas as aplicagdes esperadas
para as actinobactérias, e cada vez mais a utilizagéo de compostos bioativos, de origem natural,
para o tratamento de diversas doengas, séo incorporados na industria farmacéutica. Entretanto,
as actinobactérias ainda sé@o pouco estudadas, principalmente as endofiticas, necessitando de
mais pesquisas na area, pois a literatura ainda carece de estudos aprofundados dentro desse
tema.
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Abstract

This article consists of a literature review on the most relevant aspects of actinobacteria and their bioproducts. Actinobacteria are Gram-positive
bacteria with morphological properties of fungal (aerial and vegetative mycelium) and bacterial cells. They are widely distributed in nature, being
commonly isolated from soil, water, sediments, plants, decaying plants, root nodules, activated sludge, animal feces and food products; in addition to
being distributed in aquatic habitats and extreme environments such as frozen areas, desert soils and abyssal zones, places considered ideal for
microorganisms to produce secondary metabolites. About more than 23,000 microbial metabolites are known, of which 32% are produced by
actinomycetes. Secondary metabolites can be used as a model for the synthesis and semi-synthesis of bioactive molecules with a broad spectrum
and low toxicity. Therefore, there are several expected applications for actinobacteria, and increasingly the use of bioactive compounds, of natural
origin, for the treatment of various diseases, are incorporated in the pharmaceutical industry. However, actinobacteria are still little studied, especially
the endophytic ones, requiring more research in the area, as the literature still lacks in-depth studies on this theme.

Keywords: Streptomyces; Secondary metabolites; Endophytes.

INTRODUGAO

O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades € uma das praticas mais antigas
de paises como China, Grécia, Egito e india (Avila et al., 2020). Por essa razio, a Organizagdo
Mundial da Saude (OMS) relata que 80% da populagdo de alguns paises asiaticos e africanos
fazem uso de medicamentos oriundos de plantas para tratamento de alguma doenga (WHO, 2002;
Chen et al., 2016).

No Brasil, existe uma forte influéncia das culturas africanas e indigenas no que diz respeito
a utilizagao de plantas medicinais e seus principios ativos, a exemplo da populagao ribeirinha, que
traz heranga indigena sobre o conhecimento da flora e fauna regional, utilizando as ervas locais a
partir desse conhecimento transmitido de geragao em geragao. Ja a influéncia africana se deu por
meio da importagao de plantas trazidas de sua terra natal, utilizadas em rituais religiosos (Linhares;
Rodrigues, 2015; Monteiro; Brandelli, 2017).

Esses fatores culturais podem estar diretamente relacionados ao baixo acesso dessa
populagéo (ribeirinha) aos medicamentos convencionais (Araujo, 2016), diferente da populagéo que
vive em grandes cidades, que fazem uso das plantas como forma complementar aos farmacos
industriais (Oliveira, 2010). Para os pesquisadores existem outros fatores importantes que levaram
ao aumento repentino das demandas da populagéo, como a toxicidade e os efeitos adversos dos
medicamentos convencionais; esses também sao fatores que levaram ao aumento no niumero de
fabricantes de medicamentos fitoterapicos e na redugdo do uso de drogas quimicas (Parada;
Marguet; Vallejo, 2017).

Dentro desse contexto, no Brasil 80% das pessoas utilizam produtos oriundos de plantas
medicinais, resultado desse conhecimento popular sobre as espécies nativas, principalmente da
Amazonia que apresenta grande potencial biotecnolégico, por deter uma grande variedade de

ambientes e um enorme potencial de recursos naturais (Phen et al., 2016; Padua, 2018). Esse

Revista Ciéncias da Satde - CEUMA, 2023 Jul-Set, 1(1):72-87.

60



Importancia dos metabdlitos secundarios produzidos por actinobactérias

potencial encontra-se nas mais diversas espécies das familias botanicas encontradas na regiao e
sao de grande importancia (Monteiro; Brandelli, 2017; Dardengo et al., 2021).

Algumas familias de plantas da regido amazonica podem ser citadas: Malvaceae,
Asteraceae, Lamiaceae, Arecaceae, Fabaceae, Rubiaceae, Amaranthaceae, Passifloraceae,
Phyllanthaceae, Sapotaceae e Myrtaceae (Trevisan et al., 2011; Viana et al., 2011; Avila et al.,
2020), as quais sao ricas fontes de compostos que podem ser usados para desenvolver a sintese
de drogas (Parada; Marguet; Vallejo, 2017) dessa forma, sao utilizadas varias partes das plantas,
como semente, raiz, folha, fruto, casca, flor ou mesmo a planta toda, produzindo a¢des sinérgicas.
Nessas diferentes partes das plantas, certos materiais sdo produzidos e armazenados, sendo
referidos como compostos ativos (substancias), que tém efeitos fisiologicos sobre os organismos
vivos. Entretanto, as plantas sdo vulneraveis a fatores de estresse abiético, fazendo com que seu
crescimento e a produgao dessas substancias sejam afetados de forma negativa (Lora; Homaza;
Herrero, 2016; Ogbe; Finnie; Van Staden, 2020).

Os fatores abidticos sdo fundamentais para a produgdo de compostos, crescimento e
desenvolvimento das plantas, e diferentes espécies de plantas requerem condigdes ambientais
otimas de sobrevivéncia (Bhatla; Tripathi, 2014). Assim, a exposicao a estresses ambientais e
abioticos como, estresse salino, alta e baixa temperatura, seca, alta e baixa intensidade de luz, falta
de nutrientes, ozénio e radiagdo UV (Wani et al, 2008; Gosal et al, 2009; Ogbe; Finnie; Van Staden,
2020), induz varias mudancas fisiolégicas e altera a composigdo quimica da planta (Wang; Frei,
2011).

Para combater esses estresses, as plantas utilizam algumas estratégias, como produzir
compostos de baixa massa molecular chamados metabolitos secundarios, exemplo: quinonas,
antocianinas, fendlicos, flavonoides, alcaloides, lignanas, esteroides, terpenoides, glucosinolatos,
acido betulinico, rutina, acido clorogénico e trigonelina. Esses fitoquimicos desempenham papéis
importantes nas interacbes das plantas com o ambiente, para ajuste, adaptagcdo e defesa
(Ramakrishna; Ravishanka, 2011; Ogbe; Finnie; Van Staden, 2020).

Além das fungdes citadas, os metabdlitos secundarios também contribuem para os odores,
sabores e cores especificos das plantas (Qiu et al., 2015) sado fontes Unicas de aditivos alimentares
e produtos farmacéuticos industrialmente importantes (Ramakrishna; Ravishanka, 2011;
Tungmunnithum et al., 2018). Dessa forma, vale ressaltar que as plantas também contam com a
contribuicdo de microrganismos que fornecem condigbes adequadas para sobreviverem ao
estresse do meio ambiente (Ojeda, 2017; Petrini, 1991).

Esses microrganismos que habitam o interior das plantas, sdo chamados de endofiticos.
Sao fungos e bactérias que se diferem dos epifitos (que vivem na superficie dos vegetais), e dos
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fitopatégenos (que causam doencas), devido ao fato de colonizarem tecidos sadios de partes da
planta, em algum tempo do seu ciclo de vida, sem |lhe causar danos, além de serem responsaveis
por transformagdes no solo relacionadas com a nutricdo e saude das plantas (Kennedy, 1999;
Passari et al., 2015; Ojeda, 2017; Pasrija et al., 2022).

Quase todas as espécies vegetais investigadas em pesquisas apresentam microrganismos
endofiticos e, portanto, acredita-se que muitas das propriedades medicinais de algumas plantas
podem estar relacionadas a eles, sugerindo que as propriedades terapéuticas de uma planta podem
estar na interagédo entre ambos (Poli et al., 2012; Specian et al., 2014).

Este artigo consiste em uma revisao de literatura sobre os aspectos mais relevantes das

actinobactérias endofiticas.
MICRORGANISMOS ENDOFITICOS

Com base em mais de uma década de pesquisa, pode-se afirmar que bilhdes de espécies
de plantas em ecossistemas naturais sdo hospedeiras de milhares de microrganismos endofiticos,
fazendo desse grupo um dos recursos naturais inexplorados mais significativos para a
bioprospecgado de metabolitos secundarios (Rashmi; Kushveer; Sarma, 2019; Manganyi; Ateba,
2020; Theodoro, 2022).

Os endofiticos podem ser divididos em dois grupos distintos (sistémicos ou nao sistémicos)
com base em sua biologia, modo de propagacao, evolugao e taxonomia. Endofiticos sistémicos ou
verdadeiros sdo aqueles que residem nos tecidos vegetais, mantém interagdes com o hospedeiro,
sao assintomaticos e sao normalmente encontrados dentro da planta sob todos os tipos de
condicdes; ja os ndo sistémicos ou transitorios sdo aqueles que passam uma parte do seu ciclo de
vida dentro dos tecidos da planta hospedeira, sem produzir sintomas de infecgao (Botella; Diez,
2011; Wani et al., 2015; Ogbe; Finnie; Van Staden, 2020). Nesses casos os endofiticos podem ser
fungos ou bactérias, e ambos tém disso bastante estudados nos ultimos anos (Soares, 2011).

Os fungos endofiticos tém recebido mais atengao por se tratarem de fontes primarias para
materiais como borracha natural, corantes, aromas, suplementos naturais e farmacos (Nomura;
Ogita; Kato, 2018), além de apresentarem grande importancia no que diz respeito a adaptagéo das
plantas em condicdes extremas, como ja comentado anteriormente (Canuto et al., 2012).
Entretanto, os endofiticos procariéticos também possuem reconhecimento por seus potenciais na
producdo de metabdlitos de interesse econdmico (Padua, 2018) com diversas atividades

comprovadas, como antifitopatogénica (Mello et al, 2010; Sousa et al., 2013), antimicrobiana
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(Jalgaonwala; Mohite; Mahajan, 2011; Selim et al., 2011; Zanardi et al., 2012; Banhos et al., 2014;
Mapperson et al., 2014), antibacteriana (Ding et al., 2011; Rodrigues et al., 2018), antitumoral (Silva
2018) e antidiabetes (Qiu et al., 2015).

Os artigos cientificos também tém relatado de que forma o crescimento dos
microrganismos endofiticos, em suas plantas hospedeiras, € favorecido; sendo enfatizado o papel
dos fatores ambientais incluindo temperatura, natureza do solo, umidade, tipo de planta, etc.
(Strobel; Daisy, 2003; Ayswaria; Vasu; Krishna, 2020).

O clima influencia na diversidade microbiana, sendo mais propicio o aparecimento de
microrganismos endofiticos em regides tropicais e temperadas, produzindo um maior niumero de
metabolitos, consequéncia da exposicao do hospedeiro a uma maior biodiversidade (Strobel; Daisy,
2003; Rodrigues; Duarte-Almeida. Pires, 2010; Fernandes, 2019); outra influéncia € o local e o tipo
de espécie vegetal, um exemplo sdo as plantas lenhosas, as quais a maioria das cepas de
endofiticos sdo isoladas (Kaewkla; Franco, 2013; Proenca et al., 2017).

De modo geral, as pesquisas com endofiticos tém aumentado ndo sé a nivel de
conhecimento sobre a relagdo mutualistica com a planta, mas principalmente com relagédo aos
avangos biotecnolégicos, resultando em pesquisas voltadas para a produgédo de novos compostos
com atividade antimicrobiana e utilizados na biorremediagdo, a partir dos seus metabolitos
secundarios (Sharma; Kumar, 2021). Paralelamente a producdo desses compostos bioativos,
muitos endofiticos apresentam uma habilidade natural e de grande importancia: degradar
xenobidticos; ou seja, compostos estranhos a um organismo ou sistema biologico (pesticidas)
(Villas Boas et al., 2020). Essa habilidade, resisténcia a metais toxicos e degradagao de compostos
organicos, se deve a exposigao a diversos compostos no nicho planta-solo, e tem sido investigada
para fins de fitorremediagao (Ryan et al., 2008).

As pesquisas sobre biorremediagdo sugerem que os endofiticos procariontes, evoluiram
com sucesso para o ambiente contaminado por metais pesados e desenvolveram respostas imunes
como biomagnificagdo (magnificagdo trofica - acumulo progressivo de substancias de um nivel
trofico para outro). Na presenga de metais inorganicos (como Fe, As, Pb, Cu, Mn, Cd e Mg) os
endofiticos usam uma série de mecanismos, como biotransformagéao, extrusao, uso de enzimas,
produgéo de exopolissacarideos (EPS) e sintese de metalotioneina para resistir a toxicidade do
metal (Singh et al.,, 2017; Sharma; Kumar, 2021). Assim, a tolerancia ao estresse mediada por
bactérias endofiticas € considerada a técnica mais bem sucedida para biorremediagéo, porque é
aceitavel e viavel tanto ambientalmente quanto economicamente, podendo diminuir o acumulo dos

metais pesados, em diferentes ecossistemas (Tiwari; Lata, 2018; Rogowska et al., 2020).
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Portanto, sdo diversas as aplicagdes esperadas para os microrganismos endofiticos, desde
a utilizagdo como agentes no controle biolégico de pragas e de ervas daninhas até a obtengéo de
metabdlitos secundarios com potencial terapéutico (Pearce, 1997; Maciel et al., 2002; Peng, et al.,
2015; Singh et al., 2017; Theodoro, 2022).

Metabdlitos Secundarios

Os microrganismos produzem metabolitos secundarios em uma fase tardia de seu ciclo de
crescimento. Acredita-se que o esgotamento dos nutrientes e o declinio na velocidade de
crescimento geram sinais que produzem uma cascata de eventos regulatorios, conduzindo a
diferenciagdo quimica (metabolismo secundario). O sinal € uma pequena molécula indutora de
baixo peso molecular que se une a uma proteina reguladora que impede o metabolismo secundario
durante o crescimento. Estes sinais ativam provavelmente um “gene maestro” que atua a nivel de
tradugdo, o qual codifica para um tRNA raro e para um fator de transcrigdo positivo. Ou seja,
enquanto houver crescimento exponencial e excesso de nutrientes, essa regulagdo impede o
metabolismo secundario (Graefe, 1989; Demain, 1999; Alvarez, 2011).

Sendo assim, € importante enfatizar que os metabdlitos secundarios nao sdo necessarios
para o crescimento do microrganismo que os produzem, porém em estado natural suas fungdes se
encontram ligadas a sobrevivéncia da espécie e tem demonstrado grande potencial para a saude
humana e animal (Ruiz et al., 2010). Cada metabdlito secundario € produzido por um grupo muito
reduzido de microrganismos; geralmente sdo produzidos como misturas de produtos relacionados
quimicamente entre si, e a produgao pode se perder facilmente por mutagdo espontanea (Demain;
Fang, 2001; Alvarez, 2011). Entre os microrganismos produtores desses compostos mencionados,
as bactérias e os fungos produzem uma gama diversificada de pequenas moléculas bioativas,
produzidas principalmente pela ativagdo de clusters de genes cripticos que ndo sao ativos em
condi¢cdes normais e, assim, a expressdo desses clusters seria Util na exploragéo da diversidade
quimica de microrganismos (O'brien; Wright, 2011; Pettit, 2011).

Esta grande variedade de compostos produzidos na natureza se vé refletida em cerca de
mais de 23.000 metabdlitos microbianos conhecidos, dos quais 42% s&o produzidos por fungos,
32% por actinomicetos (bactérias com caracteristicas morfoldgicas de células fungicas) e o restante
produzidos por outros grupos de bactérias (Lazzarini et al.,, 2000). Os metabdlitos secundarios
podem também ser utilizados como modelo para sintese e semi-sintese de moléculas bioativas de

amplo espectro e baixa toxicidade (Demain, 2006; Gullo et al., 2006; Chagas, 2013).
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Dentro dos metabdlitos secundarios de importancia farmacolégica e biotecnoldgica, os
antibioticos sdo os mais visados, sendo 75% deles produzidos por actinomicetos. Os outros
metabdlitos secundarios sdo toxinas, vitaminas, intermediarios metabdlicos, feromonios, inibidores
enzimaticos, agentes imunomoduladores, antagonistas e agonistas de receptores, alcaloides,
pesticidas, agentes antitumorais, giberelinas e pigmentos (Demain; Fang, 2001; Challis; Hopwood
2003; Alvarez, 2011). Por essa raz3o inimeras pesquisas ja relataram varias atividades atribuidas
aos microrganismos endofiticos produtores de metabdlitos secundarios.

A descoberta da produgdo de metabolitos secundarios por parte dos endofiticos se
estabeleceu principalmente com o filo Actinomicetos, um grupo de bactérias gram-positivas, como
o género Streptomyces, que desempenham papel fundamental nos campos da medicina humana
e seus setores de biotecnologia ao longo das ultimas décadas (Barka et al., 2016; Kim, 2021).
Algumas espécies como Streptomyces griséus, sdo excepcionais produtoras de antibioticos, sendo

relatada a producéo de pelo menos 40 antibiéticos diferentes (Avarez, 2011).
Actinobactérias

As actinobactérias sao bactérias Gram-positivas com propriedades morfologicas de células
fungicas (micélio aéreo e vegetativo) e bacteriana (Ayswaria; Vasu; Krishna, 2020). A diferenciagao
morfologica desse grupo envolve a formagao de uma camada de hifas que podem se diferenciar
em uma cadeia de esporos, quando um esporo encontra condigées favoraveis de temperatura,
nutrientes e umidade, o tubo germinativo é formado e as hifas se desenvolvem (Procopio et al.,
2012).

Actinobactérias sdo amplamente distribuidas na natureza, sendo comumente isoladas de
solo, agua, sedimentos, plantas, plantas em decomposigao, ndédulos de raizes, lodo ativado, fezes
de animais e produtos alimenticios, formam uma populagdo estavel e persistente em varios
ecossistemas, principalmente em solos alcalinos secos (Veiga; Esparis; Fabregas, 1983; Mccarthy;
Williams, 1990). Kennedy (1999) em seus estudos, afirmou que 30% da populagéo total de
microrganismos no solo correspondem aos actinomicetos, e lwai; Takahashi (1992) relataram que
80% dos actinomicetos do solo ocorrem na camada mais superficial (0-10cm), diminuindo
progressivamente com a profundidade. Além de estarem distribuidas em habitats aquaticos e
ambientes extremos como areas congeladas, solos desérticos e zonas abissais (Pathom-Aree et
al., 2006; Okoro et al., 2009; Silva et al., 2018).

Entre suas caracteristicas particulares estdo o alto contetido de Guanina e Citosina (G+C),
a porcentagem de G+C é a mais alta que qualquer bactéria; apresentam ainda um odor tipico de
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solo umido, em decorréncia da produgéo de geosmina (Soares, 2011; Alvarez, 2011; Ojeda, 2017;
Ayswaria; Vasua; Krishnab, 2020); sdao capazes de degradar muitas substancias complexas e
consequentemente cumprem um papel muito importante na quimica do solo; apresentam uma alta
atividade metabdlica; e produzem terpendides, pigmentos e enzimas extracelulares (Sharma et al.,
2005; Silva; Silva; Silva, 2022).

Sao microrganismos aerdbios de modo geral, mas alguns géneros sdo facultativos ou
anaerobios obrigatorios. Metabolicamente podem ser autotroficos, heterotroficos, quimiotroficos ou
fototréficos (Kennedy, 1999). Apresentam coldnias lisas, duras, coriaceas ou secas, de diferentes
coloragdes como brancas, rosas, laranjas, verdes, cinzas, entre outras (Ezzyani et al., 2004;
Soares, 2011).

A propriedade mais notavel é o grau em que produzem antibiéticos. Esta comprovado que
mais de 500 substancias antibioticas distintas sdo produzidas por elas, as quais tém multiplas
aplicagdes em medicina, veterinaria e agricultura (Challis; Hopwood, 2003; Alvarez, 2011). Algumas
espécies sdo excepcionais produtoras de antibiéticos, como por exemplo Streptomyces griseus,
que produz pelo menos 40 antibiéticos diferentes (Alvarez, 2011); e os géneros predominantes
deste grupo sao Nocardia, Streptomyces e Micromonospora. (Silva; Silva; Silva, 2022).

Os actinomicetos sdo responsaveis especificamente pela decomposigdo de polimeros
complexos como lignocelulose e quitina; do antagonismo com fungos do solo, a partir da fixagéo
simbiotica de nitrogénio (Zaitlin et al., 2004); e pela produgdo de antibidticos e substancias
biologicamente ativas (Takefumi et al, 2005). Eles desempenham um papel importante na
formagao de agregados estaveis no solo, construindo uma estrutura de macro poros que permite a
penetragdo de agua e ar, evitando a erosao (Fritz et al.,, 2003). Além disso, sdo importantes na
formagao e manutengéo da diversidade de plantas e na estrutura das comunidades vegetais (Xin
et al., 2005; Cardona; Arcos; Murcia, 2005). Apesar de muitas actinobactérias viverem em harmonia
com as plantas, algumas podem apresentar patogenicidade em plantas e humanos como os
géneros Actinomadura, Mycobacterium, Clavibacter e Curtobacterium (Ventura et al., 2007;
Goodfellow, 2012; Silva, 2018).

Os estudos com actinobactérias aumentam cada vez mais devido ao registro de mais de
10.000 compostos bioativos ja produzidos. Destes, 75% sao produzidos pelo género Streptomyces,
sendo reportado como fonte de antibidticos antifungicos, antivirais, herbicidas, imunossupressores
e agentes antitumorais (Newman; Reynolds, 2005; Olano et al., 2009; Goodfellow; Fiedler, 2010).
Os 25% restantes de compostos bioativos foram isolados de actinomicetos raros, ou seja, géneros

isolados em menor frequéncia (Gos et al., 2017; Silva; Silva; Silva, 2022).
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Potencial biotecnolégico de actinobactérias

Quando se fala em aplicagdes biotecnoldgicas, os actinomicetos sao potencialmente uteis
na agricultura, na industria alimenticia e farmacéutica. Podem ser utilizados como vetores para
introdugao de genes de interesse nas plantas (Fahey, 1988; Murray et al., 1992), como agentes
inibidores de pragas e patégenos (Volksch et al., 1992; Hallmann; Sikora, 1996) e como fontes de

metabdlitos secundarios de interesse clinico.

Utilizacao de enzimas

Outras aplicagdes biotecnoldgicas dos actinomicetos sédo a utilizagado de enzimas e a busca
por novos agentes antimicrobianos. O papel das enzimas em muitos processos vem desde a Grécia
antiga, onde se utilizava as enzimas de microrganismos na produgéo de alcool, em bebidas e na
produgéo de queijos (Demirijan et al., 2001). Atualmente os microrganismos e suas enzimas sédo
usados em atividades biotecnologicas como hidrélise de polimeros, sintese de compostos,
descontaminagdo de solos, entre outras (Cherry; Fidantsef, 2003). Entre as varias enzimas de
importancia industrial destacam-se: amilases (Nocardia e Streptomyces) (Vigal et al, 1991),
esterases, lipases, pectinases, proteases (Streptomyces) (Rodrigues, 2006) e celulases
(Microbispora, Streptomyces, Thermoactinomyces e Thermomonospora) (Yazdii et al., 2000;
Tuncer et al., 2004). Esta ultima, onde os Actinomicetos sdo um dos grupos mais investigados para
sua produgao, permite o uso na clarificagdo de sucos de frutas, extracdo de sucos, dleo de
sementes, no processamento de ragcdo animal para melhorar a digestibilidade de animais
monogastricos, em detergentes com fungdes de amaciantes, estonagéo de jeans, no pré tratamento

da biomassa que contém celulose e no pré-tratamento de residuos industriais (Rodrigues, 2006).

Atividade antimicrobiana

A busca por novos agentes antimicrobianos € uma linha de pesquisa muito procurada no
desenvolvimento de novas biotecnologias, uma vez que surgem cada vez mais patégenos
resistentes aos antibioticos usados na clinica (Ojeda, 2017). Assim, diversos estudos tém
comprovado a agao de endofiticos contra outros microrganismos.

Ding et al. (2011) isolaram a bactéria endofitica Streptomyces sp. (HKI0595), presente na
arvore Kandelia candel (situada no continente asiatico), a qual produziu compostos conhecidos
como Xxiamicina, indosispeno e sespenina, que apresentaram atividade antibacteriana contra
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Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Mycobacterium vaccae e
Enterococcus faecalis.

Em outro trabalho realizado por Jalgaonwala; Mohite; Mahajan (2011) foi comprovada a
presenga de microrganismos endofitos no interior de varias espécies de plantas medicinais nativas
da india, estes microrganismos apresentaram atividade antifungica e antibacteriana contra
Escherichia coli, Salmonella typhi, Bacillus subtilis, S. aureus, Aspergillus niger, A. avamori,
Trycoderma konningi, Fusarium oxysporium e Penicillum fumicalsuri.

Da mesma forma, varios outros estudos com bactérias endofiticas, no passado,
proporcionaram a descoberta de antibiéticos e antifungicos bem conhecidos na atualidade. A
anfotericina B, antifungico produzido pela actinobactéria Streptomyces nodosus (Souza et al., 2004;
Murphy et al, 2010); assim como a daptomicina, polipeptideo (isolado de Streptomyces
roseoporus), tem como microrganismo alvo bactérias Gram-positivas (Tedesco; Rybak, 2004);
eritromicina (produzida por Streptomyces erythreus), eficiente contra bactérias Gram positivas,
atuando na sintese proteica; neomicina (sintetizada por Streptomyces fradiae), usada com
frequéncia em infecgdes de pele, ouvidos e olhos; estreptomicina (produzido por Streptomyces
griséus) que atua em bactérias Gram negativas aerdbias e certas micobactérias; tetraciclina
(produzida por Streptomyces rimosus); e a gentamicina (produzida por Streptomyces tenebrarius)
(Saadaum; Gharaibeh, 2003; Rodrigues, 2006).

Atividade antitumoral e antimalarica

Assim como muitos antimicrobianos, a terapéutica do cancer foi iniciada com um composto
obtido a partir de culturas de Streptomyces, a actinomycina D. Estima-se que aproximadamente
60% dos agentes antineoplasicos, introduzidos para a terapia do cancer nas ultimas décadas, tem
origem vegetal e microbiana (Castilho et al., 2002). Dessa forma, os relatos das atividades por
Streptomyces sé aumentam, a exemplo da pesquisa realizada por Silva (2018), onde foi observado
que Streptomyces sp. CMAA1527 (isolada do continente Antartico) apresentou pronunciada
atividade antiproliferativa in vitro, para tumores de mama, pulmao, rim e sistema nervoso central,
através da produgdo de cinerubina B, substancia ja conhecida e usada em inumeros farmacos para
o tratamento de canceres. Nesse contexto, substancias provenientes de microrganismos e plantas
estdo entre as mais promissoras, representando aproximadamente 60% dos agentes antitumorais
aprovados para uso (Silva, 2018).

No inicio dos anos 2000, essas bactérias, descritas como produtoras de moléculas
bioativas de interesse farmacologico, foram alvo de muitas pesquisas. Tratava-se de Streptomyces
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NRRL 30562 isolada da planta trepadeira passaro negro (Kennedia nigriscans); Streptomyces sp.
NRRL 30566, isolada da folha da samambaia (Grevillea pteridifolia), ambas encontradas no Norte
da Australia; e Streptomyces sp. MSU-2110 isolada de uma videira (Monstera sp.) encontrada na
regiago de Manu na Amazénia peruana. Essas bactérias produziram substancias com
impressionante atividade contra o parasita da malaria, Plasmodium falciparum, sado elas
munumbicina A, B, C e D (Castilho et al., 2002); kakadumicina A (Castilho et al, 2003); e

coronamicina (Ezra et al. 2003).
CONSIDERAGOES FINAIS

As pesquisas com microrganismos avangam, e cada vez mais a utilizagdo de compostos
bioativos, de origem natural, para o tratamento de diversas doengas, s&o incorporados na industria
farmacéutica. Entretanto, as actinobactérias ainda sdo pouco estudadas, principalmente as
endofiticas, necessitando de mais pesquisas na area, pois a literatura ainda carece de estudos

aprofundados dentro desse tema.

REFERENCIAS

Alvarez AM. Metabdlitos secundarios de actinomicetos. In: Fierro FF.; Onofre, MV. (Orgs). Impacto de la biologia
molecular y las nuevas tecnologias en el conocimiento de la funcién celular y sus aplicaciones. Cidade do México: Casa
abierta al iempo/UAM. 2011:27-37.

Araujo CSF. Potencial antifiingico in vitro e in vivo de metabdlitos bioativos de plantas medicinais do Nordeste. 2016.
Dissertagéo (Mestrado em Biologia de Fungos) — Universidade Federal de Pernambuco, Recife. 2016.

Avila SHO et al. Avaliaggo do conhecimento dos académicos sobre plantas medicinais e fitoterapicos em municipio da
Amazoénia Legal. Revista Eletronica Interdisciplinar, Barra do Gargas. 2020;12(2).

Ayswaria RA, Vasu V, Krishna R. Several endophytic species of Streptomyces with dynamic metabolites and their
meritorious applications: a critical review. Critical Reviews in Microbiology. 2020.
https://doi.org/10.1080/1040841X.2020.1828816

Banhos, EF et al. Fungos endofiticos de Myrcia guianensis na Amazénia brasileira: distribuicdo e bioatividade. Revista
Brasileira de Microbiologia. 2014;(45):153-161.

Barka EA et al. Taxonomy, physiology, and natural products of. American Society for Microbiology. 2016;(80):1-43.
https://doi.org/10.1128/MMBR.00019-15

Bezerra JD et al. Fungos endofiticos da planta medicinal Bauhinia forficata: diversidade e potencial biotecnolégico.
Revista Brasileira de Microbiologia. (46):49-57.

Bhatla R, Tripathi A. O estudo da variabilidade da precipitagdo e da temperatura em Varanasi. International Journal
Earth Atmospheric Science. 2014;(1):90-94.

Botella L, Diez JJ. Diversidade filogenética de endofitos fungicos em povoamentos espanhdis de Pinus halepensis.
Mergulhadores Fungicos. 2011; (47):9-18. https://doi.org/10.1007/s13225-010-0061-1

Caféu MC et al. Substancias antifingicas de Xylaria sp., um fungo endofitico isolado de Palicourea marcgravii
(Rubiaceae). Quimica Nova. 2005; 28(6):991-995. https://doi.org/10.1590/S0100-40422005000600011

Revista Ciéncias da Satde - CEUMA, 2023 Jul-Set, 1(1):72-87.

69



Rosa FC, Mota AG, Aimeida BL, Souza GS, Mendonga RCM.

Canuto KM. Fungos endofiticos: perspectiva de descoberta e aplicagdo de compostos bioativos na agricultura.
Fortaleza: Embrapa Agroindustria Tropical. 2012.

Cardona Gl, Arcos AL, Murcia UG. Abundancia de actinomicetes y micorrizas arbusculares en paisajes fragmentados
de la Amazonia colombiana. Agronomia Colombiana. 2005;23(2):317-326.

Castilho UF et al. Munumbicins, wide spectrum antibiotics produced by Streptomyces (NRRL 30562) endophytic on
Kennedia nigriscans. Microbiology.2002;(148):2675-2685. https://doi.org/10.1099/00221287-148-9-2675

Castillo UF et al. Kakadumycis, novel antibiotics from Streptomyces sp. NRRL 30566, na endophyte of Grevillea
pteridofolia. FEMS Microbiology Letters, 2003;(224):183-190. https://doi.org/10.1016/S0378-1097(03)00426-9

Chagas, MBO. Fungos endofiticos de Hancornia speciosa Gomes: identificagdo e atividade antimicrobiana. 2013.
Dissertagao (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas) - Universidade Federal de Pernambuco, Recife. 2013.

Challis GL, Hopwood DA. Synergy and contingency as driving forces for the evolution of multiple secondary metabolite
production by Streptomyces species. Proceedings of the National Academy of Sciences-PNAS. 2003;(100):14555—
14561. https://doi.org/10.1073/pnas.1934677100

Chen SL et al. Conservation and sustainable use of medicinal plants: problems, progress, and prospects. Chinese
Medicine. 2016;11(37). https://doi.org/10.1186/s13020-016-0108-7

Cherry JR, Fidantsef AL. Directed Evolution of industrial enzymes: na update. Current Opinion in Biotechnology.
2003;14:438-443. https://doi.org/10.1016/S0958-1669(03)00099-5

Dardengo JFE et al. Estrutura e diversidade genética de Theobroma speciosum (Malvaceae) e implicagbes para a
conservagao da Amazodnia brasileira. Revista do Jardim Botanico do Rio de Janeiro, 2021;(72).

Demain AL. Pharmaceutically active secondary metabolites of microorganisms. Applied Microbiol and Biotechnology,
1999;(52):455-463. https://doi.org/10.1007/s002530051546

Demain AL, Fang A. The natural functions of secondary metabolites. History of Modern Biotechnology. 2001;(69):1-39.
https://doi.org/10.1007/3-540-44964-7 1

Demirijan D, Moris-Vara F, Cassidy C. Enzymes from extremophiles. Current Opinion in Chemichal Biologycal, 2001;
(5):144-151. https://doi.org/10.1016/S1367-5931(00)00183-6

Ding L et al. Familia de indolosesquiterpenos multiciclicos de um enddfito bacteriano. Organic & Biomolecular
Chemestry. 2011;(9):4029-4031.

Ezra D et al. Coronamycins, peptide anbiotics produced by a verticillate Streptomyces sp. (MSU-2110) endophytic on
Monstera sp.. Microbiology. 2004;(150):785-793. https://doi.org/10.1099/mic.0.26645-0

Ezzyani M et al. Evaluacién del biocontrol Phytophthora capsici en Pimiento (Capsicum annun L.) por tratamiento com
Burkholderia cepacia. Anales de Biologia. 2004;(26):61-68.

Fahey JW. Endophytic bacteria for the delivery of agrochemicals to plants. In: Cutler HO. (Ed.) biologically active natural
products. potential use in agriculture. American Chemical Society Symposium Series.1988:120-128.
https://doi.org/10.1021/bk-1988-0380.ch009

Fernandes Al. Avaliagdo da atividade antifingica dos metabdlitos secundarios dos fungos endofiticos da
Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan. 2019. Monografia (Graduagdo em Engenharia de Biotecnologia e
Bioprocessos) — Universidade Federal de Campina Grande, Paraiba. 2019.

Fritz O et al. Impact of land use intensity on the species diversity of arbuscular mycorrhizal fungi in agroecosystems of
Central Europe. Applied and Environmental Microbiology. 2003;69(5):2816-2824.
https://doi.org/10.1128/AEM.69.5.2816-2824.2003

Goodfellow M. Bergey’s manual of systematics of Archaea and bactéria. In: Whitman W et al. (Eds.) Classe
Actinobacteria. 5. ed. New York: Springer. 2012.

Goodfellow M, Fiedler HP. A guide to successful bioprospecting: informed by actinobacterial systematics. Antoine Van
Leeuwenhoek, 2010;98(2);119-142. https://doi.org/10.1007/s10482-010-9460-2

Gos FMWR et al. Antibacterial activity of endophytic Actinomycetes isolated from the medicinal plant Vochysia divergens
(Pantanal, Brazil). Frontiers of Microbiology. 2017;(6):1-17. https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.01642

Gosal SS, Wani SH, Kang MS. Biotecnologia e tolerancia a seca. Journal of Crop Improvement. 2009;(23):19-54.
https://doi.org/10.1080/154275208024 18251

Revista Ciéncias da Saude - CEUMA, 2023 Jul-Set, 1(1):72-87.

70



Importancia dos metabolitos secundarios produzidos por actinobactérias

Graefe G, Ward K. Dynamic Query Evaluation Plans. ACM Digital Library. 1989:358-366.
https://doi.org/10.1145/66926.66960

Gullo VP et al. Drug discovery from natural product. Journal of Industrial Microbiology Biotechnology. 2006;33:523-531.
https://doi.org/10.1007/s10295-006-0107-2

Hallmann J, Sikora RA. Toxicity of Fungal endophyte secondary metabolites to plant parasitic nematodes and soil borne
plant pathogenic fungi. European Journal of Plant Pathology. 1996;(102):155-162. https://doi.org/10.1007/BF01877102

lwai Y, Takahashi Y. Selection of microbial sources of bioactive compounds. /n: Omura S. (Ed.). The search bioactive
compounds from microrganisms. New York: Spring-Verlag. 1992:281-302. https://doi.org/10.1007/978-1-4612-4412-
7 15

Jalgaonwala RE, Mohite BV, Mahajan RT. Uma revisao: produtos naturais de fungos endofiticos associados a plantas.
Journal Microbiology Biotechnology Research, 2011;1(2):21-32.

Kaewkla O, Franco CM. Abordagens racionais para melhorar o isolamento de actinobactérias endofiticas de arvores
nativas australianas. Microbio Eco. 2013;65(2):384—393. https://doi.org/10.1007/s00248-012-0113-z

Kennedy AC. Bacterial diversity in agroecossystems. Agriculture, Ecosystems and Environment. 1999;74:65-76.
https://doi.org/10.1016/S0167-8809(99)00030-4

Kim ES. Avancos recentes de Actinomycetes. Biomoléculas. 2021;11(134). https://doi.org/10.3390/biom11020134

Lazzarini A et al. Rare genera of actinomycetes as potential producers of new antibiotics. Antonie Van Leeuwenhoek,
2000;78:399-405. https://doi.org/10.1023/A:1010287600557

Linhares JFP, Rodrigues MIA. levantamento etnobiolégico de um trecho do Rio Mearim e Mata ciliar correspondente -
Barra do Corda-MA, Brasil. 2015.

Lora J, Homaza JI, Herrero, M. The diversity of the pollen tube pathway in plants: toward an increasing control by the
sporophyte. Frontiers in Plant Science. 2016;7. https://doi.org/10.3389/fpls.2016.00107

Maciel MAM et al. Plantas medicinais: a necessidade de estudos multidisciplinares, Quimica Nova. 2002;25(3):429-
438. ttps://doi.org/10.1590/S0100-40422002000300016

Manganyi MC, Ateba CN. Potenciais inexplorados de fungos endofiticos: uma revisdo de novos compostos bioativos
com aplicagdes bioldgicas. Microorganismos.2020;8(12):1934.

Mapperson RR et al. The diversity and antimicrobial activity of Preussia sp. endophytes isolated from australian dry
rainforest. Current Microbiology. 2014;68(1):30-37. https://doi.org/10.1007/s00284-013-0415-5

Mccarthy AJ, Williams ST. Actinomycetes as agentes of biodegradetion in enveronment — a review. Gene. 1990;115:
189-192. https://doi.org/10.1016/0378-1119(92)90558-7

Mello VK et al. Antagonismo in vitro e obtengéo dos extratos brutos de microrganismos endofiticos isolados do milho
crioulo frente ao fungo fitopatogénico Fusarium sp. | 51-2. Congresso de Iniciagao Cientifica de Pés-Graduagéo, 1.
Floriandpolis. 2010.

Monteiro SC, Brandelli CLC. Farmacobotanica: aspectos Tedricos e Aplicagao. Porto Alegre: Artmed. 2017.

Murphy B et al. Isolation and characterisation of amphotericin B analogues and truncated polyketide intermediates
produced by genetic engineering of Streptomyces nodosus. Journal Organic & Biomolecular Chemistry.2010;16.
https://doi.org/10.1039/b9220749

Murray FR, Latch GCM, Scott DB. Surrogate transformation of perennial ryegrass, Lolium perenne, using genetically
modified Acremonium endophyte. Molecular General Genetics,1992;(233):1-9. https://doi.org/10.1007/BF00587554

Newman LA, Reynolds CM. Bacteria and phytoremediation: new uses for endophytic bacteria in plants. Trends in
Biotechnology. 2005;23:6-8. https://doi.org/10.1016/.tibtech.2004.11.010

Nomura T, Ogita S, Kato Y. Rational metabolic-fow switching for the production of exogenous secondary metabolites in
bamboo suspension cells. Scientific Reports.2018;8:13203. https://doi.org/10.1038/s41598-018-31566-4

O'brien JE, Wright GD. Uma perspectiva ecolégica do metabolismo secundario microbiano. Biotecnologia. 2011;22:
552-558.

Ogbe AA, Finnie JF, Van StadenJ. The role of endophytes in the accumulation of secondary metabolites in medicinal
plants under abiotic stress. South African Journal of Botany. 2020;134:126-134.
https://doi.org/10.1016/.sajb.2020.06.023

Revista Ciéncias da Satde - CEUMA, 2023 Jul-Set, 1(1):72-87. m

71



Rosa FC, Mota AG, Almeida BL, Souza GS, Mendonga RCM.

Ojeda CPO. Potencial biotecnolégico dos microrganismos endofiticos isolados do jambu (Acmella ciliata (Kunth) Cass.)
para controle de microrganismos patégenos. 2017. Dissertagdo. (Mestrado em Biotecnologia e Recursos Naturais da
Amazonia) — Universidade do Estado da Amazénia, Manaus. 2017.

Okoro CK et al. Diversity of culturable actinomycetes in hyper-arid soils of the Atacama desert, Chile. Antonie Van
Leeuwenhoek. 2009;95(2):121-133. https://doi.org/10.1007/s10482-008-9295-2

Olano C, Méndez C, Salas JA. Antitumor compounds from matine actinomycetes. Marine Drugs. 2009;7:210 — 248.
https://doi.org/10.3390/md7020210

Oliveira, RL. Isolamento e avaliagdo do potencial biotecnolégico de fungos endofiticos de Piper hispidum. 2010. 95f.
Dissertacéo (Mestrado em Biotecnologia e Recursos Naturais) — Universidade do Estado do Amazonas, Manaus — AM.
2010.

Padua, APSL. Diversidade e potencial para produgdo de L-asparaginase de fungos endofiticos de Myracrodruon
urundeuva Allemao (aroeira do sertdo). 2018. Dissertagdo (Mestrado em Biologia de Fungos) — Universidade Federal
de Pernambuco, Recife. 2018.

Parada RB, Marguet ER, Vallejo M. Aislamiento y caracterizacién parcial de actinomicetos de suelos con actividad
antimicrobiana contra bacterias multidrogo-resistentes. Revista Colombiana de Biotecnologia. 2017;19(2):15-23.
https://doi.org/10.15446/rev.colomb.biote.v19n2.64098

Pasrija P et al. Endophytes: an untapped treasure to fight multidrug resistance. Phytomedicine Plus. 2022;2.
https://doi.org/10.1016/.phyplu.2022.100249

Passari AK et al. Isolamento, abundancia e afiliagéo filogenética de actinomicetos endofiticos associados a plantas
medicinais e triagem de seu potencial biossintético antimicrobiano in vitro. Frontiers in microbiology. 2015;6(273).

Pathom-Aree W et al. Diversity of actinnomycetes isolated from Challenger deep sediment (10,898m) from thr Mariana
Trench. Extremophiles. 2006;10(3);181-189. https://doi.org/10.1007/s00792-005-0482-z

Pearce C. Biologically active fungal metabolites. Advancesin Applied Microbiology.1997;44:1-80.
https://doi.org/10.1016/S0065-2164(08)70459-3

Peng A et al. Diversity and distribution of 16S rRNA and phenol monooxygenase genes in the rhizosphere and
endophytic  bacteria isolated from PAH-contaminated sites. Scientific  Reports. 2015;5(12173).
https://doi.org/10.1038/srep12173

Petit RK. Elicitagdo de pequenas moléculas de metabdlitos secundarios microbiano. Microbial Biotechnology. 2011;4:
471-478.

Petrini O. Fungal endophyte of tree leaves. In: Andrews J, Hirano SS. (Eds.) Microbial ecology of leaves. New York:
String-Verlag. 1991:179-197. https://doi.org/10.1007/978-1-4612-3168-4_9

Poli A et al. Aspectos da interagdo dos microrganismos endofiticos com plantas hospedeiras e sua aplicagéo no controle
biolégico de pragas na agricultura. SaBios: Revista Saude e Biologia. 2012;7(2):82-89.

Procoépio REL et al. Antibiotics produced by Streptomyces. The Brazilian Journal of Infectious Diseases.
2012;16(5):466—-471. https://doi.org/10.1016/j.bjid.2012.08.014

Proenga DN et al. Diversidade e fungdo da comunidade microbiana endofitica de plantas com potencial econdémico. In:
Azevedo J, Quecine M. (Ed.). Diversidade e beneficios dos microrganismos dos trépicos. Cham: Springer. 2017:209-
243.

Qiu P et al. Diversity, bioactivities and metabolic potentials of endophytic actinomycetes isolated from medicinal plants
traditional in Sichuan, China. Chinese Journal of Natural Medicines. 2015;13(12). https://doi.org/10.1016/S1875-
5364(15)30102-3

Ramakrishna A, Ravishanka GA. Influence of abiotic stress signals on secondary metabolites in plants. Plant Signaling
& Behavior, 2011;6(11):1720-1731. https://doi.org/10.4161/psb.6.11.17613

Rashmi M, Kushveer JS, Sarma VV. Uma lista mundial de fungos endofiticos com notas sobre ecologia e diversidade.
Micosfera. 2019;10(1):798-1079.

Rodrigues E, Duarte-Almeida JM, Pires JM. Perfil farmacolégico e fitoquimico de plantas indicadas pelos caboclos do
Parque Nacional do Jau (AM) como potenciais analgésicas. Parte |. Revista Brasileira de Farmacognosia.
2010;20(6):981-991. https://doi.org/10.1590/S0102-695X2010005000008

Revista Ciéncias da Satde - CEUMA, 2023 Jul-Set, 1(1):72-87.

72



Importancia dos metabdlitos secundarios produzidos por actinobactérias

Rodrigues, K. Identificagdo, produgéo de antimicrobianos e complexos enzimaticos de isolados de Actinomicetos. 2006.
Dissertagéo (Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente) — Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre. 2006.

Rodrigues RA et al. Atividade antibacteriana de fungos endofiticos da planta medicinal Uncaria tomentosa (Willd.) DC.
Revista de Pesquisa de Plantas Medicinais. 2018;12(15):179-185.

Rogowska J et al. Micropollutants in treated wastewater. Ambio. 2020;49:487-503. https://doi.org/10.1007/s13280-019-
01219-5

Ruiz B et al. Produgdo de metabdlitos secundarios microbianos: regulagéo pela fonte de carbono. Revista de
Microbiologia. 2010;36:146-167.

Ryan RP et al. Bacterial endophytes: recent developments and applications. FEMS Microbiology Letters. , v.
2008;278:1-9. https://doi.org/10.1111/.1574-6968.2007.00918 .x

Saadaun |, Gharaibeh R. The Streptomyces flora of region of Jordan and its potential as a source of antibiotics active
Against antibiotic-resistant bacteria. Journal of Arid Environments. 2003;53:365-371.
https://doi.org/10.1006/jare.2002.1043

Selim KA et al. Biodiversity and antimicrobial activity of endophytes associated with Egyptian medicinal plants.
Mycosphere. 2011;2(6):669-67. https:/doi.org/10.5943/mycosphere/2/6/7

Sharma KL et al. Longterm soil management effects on crop yields and soil quality in a dryland Alfisol. Soil & Tillage
Research. 2005;83:246-259. https://doi.org/10.1016/.still.2004.08.002

Sharma P, Kumar S. Bioremediation of heavy metals from industrial effluents by endophytes and their metabolic activity:
recent advances. Bioresource Technology. 2021;339. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2021.125589

Silva LJ. Actinobactérias da Antartica produtoras de compostos anticancer. 2018. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo. 2018.

Silva MRC, Silva DF, Silva FB. (Orgs.). Indicadores de qualidade ambiental: uma perspectiva a partir da zona de
transigdo Amazoénia-Cerrado. In: Mota AG et al. Bioprospecgao de Actinomicetos de interesse biotecnolégico. Séo Luis:
Editora Pascal. 2022;1:38-50. https://doi.org/10.29327/561366

Singh M et al. Bactérias endofiticas: uma nova fonte de compostos bioativos. Biotecnologia. 2017;7(5):315.

Soares ECL. Isolamento de endofiticos Eugenia uniflora L. (Pitanga) e avaliagédo da bioatividade. 2011. Dissertagao
(Mestrado em Ciéncias Farmaceuticas) — Universidade Federal de Pernambuco, Recife. 2011.

Sousa K A et al. Estudo do potencial de fungos endofiticos no controle do agente causal da fusariose em tomateiro.
Agroecossistemas. 2013;5(1):50-55. https://doi.org/10.18542/ragros.v5i1.1411

Souza AQL et al. Atividade antimicrobiana de fungos endofiticos isolados de plantas téxicas da Amazénia: Palicourea
longiflora  (Aubl.) Rich e Strychnos cogens Bentham. Acta Amazénica. 2004;34(2):185 - 195.
https://doi.org/10.1590/S0044-59672004000200006

Specian V et al. Metabdlitos Secundarios de interesse farmacéutico produzidos por fungos endofiticos. UNOPAR
Cientifica Ciéncias Biolégicas e da Saude. 2014;16(4):345-351.

Stierle A et al. Taxol and taxane production by taxomy ces andreanae, an endophytic fungus of pacific yew. Science.
1993;260:214-216. https://doi.org/10.1126/science.8097061

Strobel GA, Daisy B. Bioprospecting for microbial endophytes and their natural products. Microbiology and Molecular
Biology Research. 2003;67:491-502. https://doi.org/10.1128/MMBR.67.4.491-502.2003

Takefumi H et al. Isolation of novel bacteria and actinomycetes using soil-extract agar medium. Journal Bioscience
Bioengineer. 2005;99(5):485-492. https://doi.org/10.1263/jbb.99.485

Tedesco KL, Rybak MJ. Daptomycin. Pharmacotherapy. 2004;24(1):41-57. https://doi.org/10.1592/phco.24.1.41.34802

Theodoro PIL. Andlise da produgdo de metabolitos secundarios por fungos endofiticos da Aloe vera. 2022. Monografia
(Graduagdo em Engenharia de Biotecnologia e Bioprocessos) — Universidade Federal de Campina Grande, Paraiba.
2022.

Tiwari S, Lata C. Estresse de metais pesados, sinalizagéo e tolerancia devido a micrébios associados a plantas: uma
visdo geral. Fronteiras na Ciéncia das Plantas. 2018;9(452).

Trevisan M, Seibert CS, Santos MG. O emprego da medicina tradicional no sus e nos acidentes ofidicos em uma cidade
da Amazodnia Legal. Revista Desafios. 2021;8(2). https://doi.org/10.20873/uftv8-10371

Revista Ciéncias da Satde - CEUMA, 2023 Jul-Set, 1(1):72-87. E

73



Rosa FC, Mota AG, Aimeida BL, Souza GS, Mendonga RCM.

Tungmunnithum D et al. Flavonoids and other phenolic compounds from medicinal plants for pharmaceutical and
medical aspects: an overview. Medicines. 2018;5(93). https://doi.org/10.3390/medicines5030093

Veiga M, Esparis A, Fabregas J. Isolation of cellulolytic actinomycetes from marine sediments. Applied and
Environmental Microbiology. 1983;46(1):286-287. https://doi.org/10.1128/aem.46.1.286-287.1983

Ventura M et al. Genomic of actinobacteria: tracing the evolutionary history of ancient phylum. Microbiology and
Molecular Biology Reviews. 2007;71(3):495-548. https://doi.org/10.1128/MMBR.00005-07

Viana CAS et al. Plantas da Amazonia: 450 espécies de uso geral. Rios, MNS.; Pastore Junior F. (Orgs.). Brasilia:
Universidade de Brasilia, Biblioteca Central. 2011.

Vigal T et al. Cloning characterization and expression of na alpha amylase gene from Streptomyces griseus IMRU 3570.
Molecular General Genetic. 1991;225:278-288. https://doi.org/10.1007/BF00269860

Volksch B, Ullrich M, Fritsche W. Identification and population dynamics of bacteria in leaf spots of soybean. Microbial
Ecology. 1992;24:305-311. https://doi.org/10.1007/BF00167788

Wang Y, Frei M. Alimentos estressados O impacto dos estresses ambientais abidticos na qualidade da colheita.
Agricola, Ecossistema e Ambiente. 2011;141:271-286.

Wani SH, Sandhu JS, Gosal SS. Engenharia genética de plantas cultivadas para tolerancia ao estresse abiético. In:
Malik CP, Kaur B, Wadhwani C. (Eds.). Tépicos Avangados em Biotecnologia Vegetal e Biologia Vegetal. 2008:149-
183.

Wani ZA et al. Simbiose planta-enddfita, uma perspectiva ecoldgica. Aplicagdes em Microbiologia e Biotecnologia.
2015;99:2955-2965. https://doi.org/10.1007/s00253-015-6487-3

WHO. World Health Organization. WHO monographs on selected medicinal plants, v. 2. 2002.

Xin CT et al. Arbuscular mycorrhizal colonization and phosphorus acquisition of plants: effects of coexisting plant
species. Applied Soil Ecology. 2005;28:259-269. https://doi.org/10.1016/.apsoil.2004.07.009

Yazdil MT et al. Cellulase production by Neurospora crassa: purification and characterization cellulolytic enzymes.
Enzyme and Microbial Technology. 2000;12:120-123. https://doi.org/10.1016/0141-0229(90)90084-4

Zaitlin BK et al. Effects of tillage and inorganic fertilizers on culturable soil actinomycetes communities and inhibition of
fungi by specific actinomycetes. Applied Soil Ecology. 2004;26:53-62. https://doi.org/10.1016/j.aps0il.2003.10.004

Zanardi L et al. Sesquiterpenos produzidos pelo fungo endofitico Phomopsis cassia com atividade antifingica e
inibidora de acetilcolinesterase. Quimica Nova. 2012;35(11):2233-2236. https://doi.org/10.1590/S0100-
40422012001100026

Revista Ciéncias da Salde - CEUMA, 2023 Jul-Set, 1(1):72-87.

74



microorganisms

Atrticle

An Evaluation of the Antibacterial, Antileishmanial, and
Cytotoxic Potential of the Secondary Metabolites of Streptomyces

sp. ARH (A3)

Virlanna Larissa Santos de Azevedo !, Fernanda Costa Rosa 2(/, Leo Ruben Lopes Dias 13(), Lucas Abrantes Batista ¢,
Mariana Costa Melo %, Luis Alfredo Torres Sales 6, Abia de Jesus Martins Branco >, Thalison Rémulo Rocha Aratijo ,

Rita de Cassia Mendonca de Miranda 1:2/3*

check for
updates

Citation: de Azevedo, VIL.S.; Rosa,
F.C,; Dias, LRL,; Batista, L.A.; Melo,
M.C,; Sales, LA.T,; Branco, A.dJ.M,;
Aratjo, TRR.; de Miranda, R.d.CM.;
Alianga, A.S.d.S. An Evaluation of the
Antibacterial, Antileishmanial, and
Cytotoxic Potential of the Secondary
Metabolites of Streptonyces sp. ARH
(A3). Microorganisms 2024, 12, 476.
https:/ /doi.org/10.3390/
microorganisms12030476

Academic Editors: Alexander

1. Netrusov and Maria L. Danzetta
Received: 4 January 2024
Revised: 4 February 2024
Accepted: 13 February 2024
Published: 27 February 2024

Copyright: © 2024 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.

This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://
creativecommons.org/licenses/by /
40/).

and Amanda Silva dos Santos Alianga !

Postgraduate Department, Postgraduate Program in Bioscience Applied to Health, Ceuma University,
Sao Luis 65075-120, MA, Brazil; virlanna100159@ceuma.com.br (V.L.S.d.A.);
leorubendias@gmail.com (L.R.L.D.); amanda.alianca@ceuma.br (A.S.d.S.A.)

Postgraduate Department Postgraduate Program in Bionorte, Ceuma University,

Sao Luis 65075-120, MA, Brazil; nandacosttarosa@gmail.com

Postgraduate Department, Postgraduate Program in Environment, Ceuma University,

Sao Luis 65075-120, MA, Brazil

Postgraduate Program in Parasitic Biology, Universidade Federal do Rio Grande do Norte,
Natal 59078-900, RN, Brazil; lucasabrantesbatista@hotmail.com

Graduate Department, Ceuma University, Sao Luis 65075-120, MA, Brazil;
marianacmelo@outlook.com.br (M.C.M.); abia.martins4@gmail.com (A.d.].M.B.);
romulorraraujo@hotmail.com (T.R.R.A.)

Department of Microbiology, PhD in Biological Sciences, University of Sao Paulo,

Sao Paulo 05508-900, SP, Brazil; luiz79039@ceuma.com.br

*  Correspondence: rita.miranda@ceuma.br; Tel.: +55-989-9213-5500

)

o

Abstract: This study aimed to evaluate the antibacterial, leishmanicidal, and cytotoxic potential
of metabolites produced by bacteria isolated from rhizosphere soil samples. The bacterium was
identified by genome sequencing as Streptomyces kronopolitis. A preliminary screening was carried
out for the antimicrobial activity of S. kronopolitis, demonstrating activity against Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Corynebacterium diphtheriae ATCC 27010, C. diphtheriae ATCC 27012, and Mycobacterium
abscessus, with inhibition halos of sizes 25, 36, 29, and 33 mm, respectively. To obtain secondary
metabolites, the bacteria were subjected to submerged fermentation, and the metabolites were
extracted using the liquid-liquid method with ethyl acetate. There was a similar MIC for M. abscessus
and the two strains of C. diphtherium, reaching a concentration of 12.5 pg/mL, while that of S.
aureus was 0.048 ug/mL. Assays for leishmanicidal activity and cytotoxicity against HEp-2 cells and
red blood cells were performed. The metabolite showed an ICsj of 9.0 + 0.9 pg/mL and CCs of
221.2 + 7.0 pg/mL. This metabolite does not have hemolytic activity and is more selective for
parasites than for mammalian cells, with a selectivity index of 24.6. Thus, the studied metabolite may
be a strong candidate for the development of less toxic drugs to treat diseases caused by pathogens.

Keywords: biotechnology; actinomycetes; antimicrobials; leishmanicidal; cytotoxicity

1. Introduction

The activity of microorganisms is important for the broad functioning of soil with
regard to the ecosystem services it provides [1,2]. Knowledge of the diversity and function
of the microbiome, identification of properties, and assessment of toxic effects resulting from
the possible activities of these microorganisms are important [3]. Microorganisms isolated
from soil have aroused interest as sources of bioproducts targeted by pharmaceutical
industries for the production of new drugs that have minimal effects over time [4].

Among the microorganisms that produce bioactive compounds, those of the Acti-
nomycetales family stand out, especially species of the genus Streptomyces, which are
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known for their ability to produce substances with diverse antimicrobial, leishmanicidal,
antimalarial, and antitumor activities [5-8]. Several authors have focused on isolating
bacterial species of the genus Streptomyces because of their broad metabolic apparatus.
Amorim et al. [9] reported the activity of S. ansochromogenes (PB3) against Pseudononas
aeruginosa ATCC 15692. More recently, Costa Rosa et al. [10] isolated a Streptomyces sp. Aloe
vera leaf endophyte with activity against Corynebacerium propinquum ATCC and a clinical
isolate. The antiprotozoal activity of a metabolite produced by the bacteria Streptomyces
spp. has also been reported. Pagmadulam et al. [11] reported the antiprotozoal activity
of four species of Streptonmyces spp. isolated from soil in Mongolia. Although there are
reports of metabolite activity from Streptomyces spp., no reports of metabolites produced
by the bacterium Streptomyces kronopolitis have been published. The advancement of the
dissemination of multidrug-resistant bacterial strains has become a worldwide reality and
is considered a serious public health problem as it affects not only the hospital community
but also the community environment [12]. Reports of multidrug-resistant bacteria have
been associated with contaminated environments such as urban rivers [13] and the use of
antibiotics in agricultural practices [14]. In addition, within the context of a public health
problem, leishmaniasis is neglected, occurring in underdeveloped countries with more
vulnerable populations, thereby restricting access to quality health services [15]. Anthropo-
zoonosis is a disease that affects approximately 88 countries and is endemic to Brazil [16]. It
has been pointed out in the literature that the use of drugs administered against Leishmania
species is questionable in view of their high cost, forms of application, high toxicity, and
side effects [17,18].

The main objective of this study was to evaluate the action of antibiotics and leishmanicidal
and the cytotoxic activities of microbial metabolites extracted from Streptomyces sp.

2. Materials and Methods
2.1. Soil Collection, Isolation, and Classical Identification of the Microorganism

Rhizospheric soil samples (10 cm deep) were randomly collected at ten different points
in a medicinal garden located at a university in the urban area of Sao Luis, MA, according
to the geographical coordinates 3°31'59.6" S 43°55'55.7" W.

The ten samples were homogenized to form a composite sample, and the isolation
of microorganisms from the rhizosphere was performed according to Clark’s method [19]
using Sabouraud agar (BSA) and malt extract agar (EMA) culture media. The experiments
were performed in triplicates. The plates were incubated at 30 °C for a maximum of
10 days. Subsequently, each plate was screened, and the macromorphological characteristics
of the colonies were observed for purification and transferred to test tubes. Colonies were
stored in a refrigerator at 4 °C until further analysis.

The microculture technique was used for classic identification of the isolate. Previously
isolated and purified microorganisms were inoculated into Petri dishes containing potato
dextrose agar (PDA) medium. A coverslip was partially inserted into the medium to
facilitate hyphal growth. The plate was incubated in an incubator at 28 °C for 5 days [20].
Structures such as conidiospores, hyphae, spore chains, and conidia were stained with
cotton blue and observed under an optical microscope at 400 x magnification. Identification
at the genus level was possible by observing macroscopic characteristics and microscopic
morphological structures. Criteria recommended by Rapper and Fennell [21], Pitt [22],
Samson and Pitt [23], and Klich and Pitt [24] were adopted.

2.2. Molecular Identification of the Active Isolate

Molecular identification of the isolated bacteria was performed by DNA amplification
and genomic sequencing of the 16S region of bacterial ribosomal DNA (rDNA). DNA
extraction was performed using a direct extraction kit (FastDNA® SPIN Kit for Soil) from
BIO-101 (MP Biomedicas, Irvine, CA, USA). The purity of the obtained DNA was evaluated
by 1% agarose gel electrophoresis (w/v). DNA samples (5 uL) were mixed with 5 uL of
electrophoresis dye and applied to the gels. The gels were subjected to an electric current
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of 90 V in 0.5x Tris-borate EDTA (TBE) buffer for 1.5 h, stained with ethidium bromide,
and photographed under UV light by an image capture system (IMAGO, B&L Systems,
Maarssen, The Netherlands).

2.2.1. Genome Sequencing

The genome was sequenced in Botucatu, Sao Paulo, by Biotecnologia Pesquisa e
Inovagao (BPI). For the genome sequencing, the Nextera XT Sample Preparation Library
Preparation Kit was used, and the genome was analyzed using Illumina NextSeq500
equipment (Illumina, San Diego, CA, USA). The gene sequence of the soil isolate was
analyzed using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) platform to identify similar
species. Using the BLAST platform, five species with gene sequences that most resembled
the soil isolate were selected. The sequence was submitted to GENBANK/NCBI and
deposited under code GCA_014646275.1.

2.2.2. Phylogenetic Tree

For the phylogenetic tree, the species verified by BLAST were compared with species of
the genus belonging to the phylum Actinomicetota to determine the degree of ancestry. The
sequences were obtained from GenBank, and the genera chosen were Nocardia (Nocardia
asteroides), Corynebacterium (Corynebacterium diphtheriae), Mycobacterium (Mycobacterium
tuberculosis), and the main antibiotic-producing species of Streptomyces (S. aureofaciens, S.
coelicolor, S. rapammycinicus, S. sviceus, S. avermitilis, S. griseus, S. rimosus, and S. albus).

A phylogenetic tree was constructed using Molecular Evolutionary Genetics Analysis
software (MEGA x 10.1). The ClustalW alignment method was used, and neighbor-joining
tree method with 1000 bootstrap replicates was used for phylogeny analysis. In addition,
the 2-parameter Kimura method was used. The data of the nucleotide sequences encoding
proteins were analyzed using the methods above.

2.3. Submerged Fermentation

To obtain the active metabolites produced by the isolate, submerged fermentation was
carried out in Erlenmeyer flasks (250 mL) containing 50 mL of useful volume of potato
dextrose broth (BD). The flasks were incubated with agitation (180 rpm) at 30 °C for five
days. Subsequently, the sample was filtered to evaluate its biological activity [6].

Liquid-Liquid Extraction

To obtain the metabolites of interest, liquid-liquid extraction was performed using
25 mL of ethyl acetate and 25 mL of cell-free extract in a separation funnel, shaking
vigorously for 15 min and waiting for it to decant for another 15 min [25]. The microbial
cells were separated. The fermented medium was subjected to centrifugation and filtered
again through a 22 um filter, ensuring that the extract did not contain microbial cells.

The extraction of the compounds of interest, called Streptomyces metabolites (MS),
was performed using 25 mL of the filtrate, and 25 mL of ethyl acetate was added to a
separating funnel, vigorously stirred for 10 min, and left to rest for 30 min. Subsequently,
the organic phases containing the analytes of interest were collected. The solvent was
evaporated using a rotary evaporator, and the product yield was determined.

To evaluate the biological activities, the MS extract was resuspended in dimethyl
sulfoxide (DMSO) to a known concentration of 1000 ug/mL.

2.4. Screening of Antibacterial Tests
2.4.1. Microorganisms Used

For the evaluation of the antimicrobial potential of bacterial isolates, the following mi-
croorganisms were used: Staphylococcus aureus—ATCC 6538; C. diphtherine—ATCC27010; C.
diphtheriae—ATCC 27012; and Mycobacterium abscesses (IC). The bacteria used were selected
for their ability to cause serious diseases such as endocarditis and tuberculosis in immuno-
compromised patients, in addition to having multiresistant strains. The bacterial strains
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belong to the culture collection of the Biotechnology and Electrochemistry Laboratory at
Ceuma University.

To evaluate leishmanicidal potential, promastigotes of Leishmania amazonensis (MHOM/
BR/76 /MA-76) were used. Promastigotes were maintained at 26 °C in Schneider’s medium
(Sigma, Darmstadt, Germany) supplemented with 10% fetal bovine serum, with replications
every three days. Parasites in the exponential growth phase were used for experiments.
Leishmania strains belong to the culture collection of the Cellular and Molecular Biology
Laboratory, Parasitology Department, FIOCRUZ/PE.

24.2. Test in Solid Medium

The antimicrobial activity test was carried out in a solid Mueller-Hinton (MH) medium
(Sigma, Darmstadt, Germany) through diffusion of the bioactive compound in agar, using
the method described by Uchida et al. [26]. After ten days of incubation at 28 °C, the circular
agar blocks of 6 mm in diameter were removed from the plates with colonies cultivated by
plugging and transferring to the plates containing Mueller-Hinton medium, previously
seeded with the standard microorganisms in 5 x 10° colony-forming unit (CFU)/mL. This
test was performed in triplicate. After culturing for 24 h at a temperature of 37 °C, the
diameters (mm) of the inhibition halos of each block were measured by measuring the
greatest distance between 2 straight points that crossed the glucose block in the middle.
The Matsuura scale [27] was used to classify the results and obtain the arithmetic mean
and standard deviation. The results were expressed as mean zones of inhibition diameter
(IDZ) in millimeters (mm). Means were compared by Tukey’s statistical test using Prism3.0
software; they were considered statistically significant when p < 0.05.

2.4.3. Agar Diffusion Assay

The liquid medium assay was performed using the plate diffusion test [28] to deter-
mine whether the strain ARH (A3) secreted metabolites into the external environment. The
plaque diffusion test was established as a standard by the Clinical & Laboratory Standards
Institute (CLSI) [29]. Fermented must of the previous assay (10 uL) was applied to wells of
6 mm in diameter made in Petri dishes with 20 mL of Mueller-Hinton agar medium; they
were seeded with the pathogenic microorganisms and incubated at 37 °C for up to 72 h.
Subsequently, the IDZs were measured using tweezers. In the 6 mm wells, 10 uL of DMSO
and 10 uL of chloramphenicol (30 ug) were used as the negative and positive controls,
respectively. The test was performed in triplicates to calculate the mean and standard
deviation. Means were compared by Tukey’s statistical test using Prism3.0 software; they
were considered statistically significant when p < 0.05.

2.4.4. Determination of Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

To determine the minimum concentration capable of inhibiting bacterial growth, a
microdilution test was performed using a 96 mm multi-well plate, and MS was diluted in
DMSO. The calculation used to determine the concentration followed the CLSI protocol [18],
which recommends 1000 pg/mL.

The technique described by Zogda and Porter [30] was used in this study. Mueller—
Hinton broth (190 uL) and MS (10 pL) diluted in DMSO at an initial concentration of
1000 pg/mL were dispensed into the first row of wells. In the other wells, 100 uL of
Mueller-Hinton broth medium was added. Then, serial dilutions were performed in nine
consecutive wells, removing 100 uL.

The highest concentration well resulted in dilutions from 100 pug/mL to 0.0625 ug/mL.
The inoculum and extract were not added to the penultimate well as a negative control. In the
last well, the medium and inoculum were added as positive controls. Microbial growth was
determined based on the growth of bacterial colonies. The concentration of the bacterial
suspension was determined to be 5 x 10° CFU/mL according to the McFarland scale. The
plate was incubated at 37 °C for 2448 h. Bacterial viability was evaluated by adding 30 uL
of resazurin after 24 h of incubation. Wells in which resazurin remained blue were read

78



Microorganisms 2024, 12, 476

50f13

as inhibiting microbial growth, and in those where resazurin changed to pink color, the
extract did not inhibit the growth of the microorganism.

2.5. In Vitro leishmanicidal Activity

To determine the leishmanicidal activity, promastigotes of Leishmania amazonensis
were incubated in the presence of increasing concentrations of the MS metabolite (6.25
to 100 pg/mL). The parasites were diluted to a concentration of 1 x 10° parasites/mL.
Promastigotes incubated only with Schneider’s medium were used as controls. After 72 h
of incubation, surviving parasites were counted in a Neubauer chamber (iNCYTO CChip
DHC-NO01; Cheonan-Si, Republic of Korea). The IC5° value (concentration that inhibits
parasite growth by 50%) was determined by linear regression analysis using SPSS software
(version 8.0; IBM Co., New York, NY, USA) for Windows. Each experiment was performed
in duplicate and technical triplicate [31].

2.6. Cytotoxic Action of Metabolites in Mammalian Cells

Cytotoxicity analyses were performed using the MTT technique (3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide); 100 uL. HEp-2 cell suspension at a concentration
of 1 x 10* cells/mL was used. The cells were arranged in 96-well plates under five MS
metabolite concentrations (12.5 to 200 ug/mL), except for controls that were filled with
culture medium and incubated in an oven at 37 °C and 5% CO, for 24 h. After incubation,
MTT was added to the plate wells and incubated again for 3 h in an incubator at 37 °C and
5% CO, in the dark. DMSO was added before the reading to solubilize the formazan crystals
that were solidified by MTT reduction. The plates were analyzed by spectrophotometry at
540 nm using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) reader [32].

Finally, the percentage of viable cells was calculated; from this result, it was possible
to calculate the percentage of non-viable cells. The concentration capable of causing a
cytotoxic effect in 50% of the cells (CCsy) was estimated through logarithmic regression
analysis of the data obtained using SPSS 8.0 software for Windows. The selectivity index (SI)
was determined using the ratio of CCsy and ICs) values. Each experiment was performed
in two separate experiments in duplicates.

2.7. Evaluation of the Hemolysis Index

The hemolysis index of the metabolites was determined according to the method
described by Wang et al. [33]. A 1% commercial sheep blood solution was prepared using
2% phosphate-buffered saline (PBS) and a working solution of the compounds. After
preparing the solutions, tests were set up in a 96-well plate with 5 MS concentrations (6.25
to 100 ug/mL), a positive control with oxygen peroxide (H,O;), and a negative control
with saline. Each well was composed of 100 uL of red blood cell solution plus 100 uL of
working solution, except for controls, and incubated for 3 h under agitation at 37 °C. Finally,
the absorbance was measured spectrophotometrically (540 nm), and the hemolytic activity
values were calculated using the following formula:

: (Treated Abs. — Negative control Abs.) x 100
0, i
Hlenl gt (o)== (Positive control Abs. — Negative control Abs.) )

3. Results
3.1. Isolation and Classical Identification of Microorganisms

The strain ARH (A3) is visualized in Figure 1A, where the growth of a typical colony
of actinomycetes is observed; it is round, with limited borders and the presence of grayish
aerial mycelia, forming an inhibition zone around the colony that already produces and
secretes a bioactive compound as indicated by the arrow.
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Figure 1. Colony isolation with macromorphological appearance of actinomycetes with formation
of an inhibition zone showing production of bioactive compound as indicated by the arrow (A),
macromorphological characteristics of the colony with aerial mycelium showing grayish pigmentation
(B), and micromorphological forms of the same colony showing isolated spores (C) (400x) and
arranged in chain as indicated by the arrow (D) (400 x).

Macro- and micromorphological observations of colonies in a Petri dish and under a
microscope, respectively, predict the classic identification of a microorganism. In this way,
some macromorphological characteristics were considered by analyzing the culture in a
Petri dish, such as the presentation of a colony that starts with the appearance of white
mycelium and ends with a grayish color containing aerial mycelium releasing a darkened
pigment, as shown in Figure 1B. The micromorphological analysis, however, showed
structures such as gray chains of spores, as shown in Figure 1C, and micellar ramifications
resembling hyphae of filamentous fungi, where such characteristics are compatible with
actinobacteria belonging to the genus Streptomyces as indicated by the arrow, as shown in
Figure 1D.

3.2. Molecular Identification
3.2.1. Genome and 165 rRNA Gene

As per genome sequencing analysis, the lineage of the the strain ARH (A3) belongs to
the phylum. Actinomycetoma, family Streptomycetaceae, genus Streptontyces, and species
Streptonyces sp. The genome contains 9,022,973 bp of linear DNA with 79 RNA sequences,
8540 protein-coding genes (PEGs), and high G + C content, with a 16S rRNA gene of
1531 bp. The BLAST platform analysis showed five sequences that most resembled ARH
isolate (A3), which were S. kronopolitis, S. chattanoogensis, S. lydicus, S. nigrescens, and S.
chrestomyceticus. The closest species was S. kronopolitis strain NEAU-MLS, with 99.77%
identity and a maximum score of 2750 (see Table 1).

Table 1. BLAST of the species most similar to the soil isolate strain ARH (A3). Description: the name
of the species; max score: the highest alignment score; identity percentage: number that describes the
similarity of the query sequence with the target sequence; membership: sequence access at NCBI.

Description Max Score Percent Identity Accession
Streptomyces kronopolitis strain NEAU-MLS.T 2750 99.77% NR_153682.1
Streptontyces nigrescens strain DSM 40276 2734 99.20% NR_117748.1
Streptontyces lydicus strain ATCC 25470 2715 99.60% NR_026444.1
Streptomyces chattanoogensis strain DSM 40002 2712 99.28% NR_114918.1
Streptontyces chrestonyceticus JCM 4735 strain 2706 99.14% NR_025621.1

DSM 40545

3.2.2. Phylogenetic Tree

The phylogenetic tree shows the degree of relatedness between Streptomyces sp.
ARH(A3) gene sequences with those of the five closest species in GenBank and species
from the phylum Actinomycetoma. The percentage of data coverage for the internal nodes
is shown in Figure 2. The optimal tree with the sum of the verified branch lengths was
0.34456757.
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sa%[===1Streptomyces sp. ARH (A3 165 rRNA
NR 153682 1:1-1522 Streptomyces kronopolitis strain NEAU-ML8 16S rRNA

NR 026444 1:1-1481 Streptomyces lydicus strain ATCC 25470 16S rRNA

NR 114918 1:1-1484 Streptomyces chattanoogensis strain DSM 40002 16S rRNA

NR 117748.1:1-1518 Streptomyces nigrescens strain DSM 40276 16S rRNA

NR 025621.1:1-1497 Streptomyces chrestomyceticus JCM 4735 strain DSM 40545 16S rRNA
AB725387.1 Streptomyces rimosus 16S rRNA

D63872 1 Streptomyces griseus 165 rRNA

NR 074747 2 Streptomyces avermitilis 16S rRNA

AB184559 2 Streptomyces sviceus 16S rRNA

NR 044199.1 Streptomyces rapamycinicus strain ATCC 29253 16S rRNA

NR 112305.1 Streptomyces coelicolor strain NBRC 12854 16S rRNA

NR 118467 1 Streptomyces albus strain NRRL B-1811 16S rRNA

EF017714.1 Streptomyces aureofaciens 16S rRNA

95% NR 102810.2 Mycobacterium tuberculosis H37Rv 16S rRNA
,_(: NR 037079.1 Corynebacterium diphtheriae strain C7 s (-) tox 16S rRNA

N X63205.1 Nocardia asteroices 165 rRNA

Figure 2. Neighbor-joining tree based on 165 rRNA gene sequences of Streptomyces sp. ARH(A3) 16S
rRNA gene. Evolutionary history was inferred by comparing species from the BLAST analysis and
genera Streptomyces, Mycobacteriun, Corynebacterium, and Nocardia to rRNA-related strains of bacteria
of the genus Streptomyces.

3.3. Antibacterial Test Screening
3.3.1. Test in Solid Medium

The strain ARH (A3) was tested against pathogenic bacteria of clinical interest, and the
results showed that actinomycetes presented satisfactory results against all tested bacteria,
forming inhibition halos for S. aureus ATCC 6538, C. diphtheriae ATCC 27010, C. diphtheriae
ATCC 27012, and M. abscessus (IC) at 25, 36, 29, and 33 mm, respectively, as shown in
Table 2.

Table 2. Diameters of the inhibition halos (mean and SD) formed by strain ARH (A3) in millimeters
against the clinical pathogens tested in the solid medium assay. Negative control with DMSO did not
show a zone of inhibition. Positive control with chloramphenicol for inhibition zones > 30 mm.

Clinical Pathogens Inhibition Halos (mm)
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 253%+68
Corynebacterium diphtheriae (27012) 29b+1
Corynebacterium diphteriae (27010) 362 +5.6

Mycobacterium abscessus 33243

2P _same letter—does not present statistical significance; different letters—presents statistical significance.

3.3.2. Agar Diffusion Assay

To evaluate the potential of the active metabolite secreted by S. kronopolitis, agar
diffusion was performed in a liquid medium, followed by liquid-liquid extraction using
ethyl acetate. The crude extract was obtained with a yield of 72.6 mg g/mL and tested
against the same clinical pathogens as in the aforementioned assay; satisfactory results
were obtained, showing the ability of S. kronopolitis to secrete active metabolites into the
extracellular environment (see Table 3).
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Table 3. Diameters (mean and SD) of inhibition halos in mm formed by strain ARH (A3) against the
clinical pathogens tested in the agar diffusion assay. Negative control with DMSO did not show a
zone of inhibition. Positive control with chloramphenicol for inhibition zones > 30 mm.

Clinical Pathogens Inhibition Halos (mm)
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 203P+15
Corynebacterium diphtheriae (27012) 2060 +1.1
Corynebacterium diphteriae (27010) 28.62 +0.57

Mycobacterium abscessus 30.6%+3

2P_same letter—does not present statistical significance; different letters—presents statistical significance.

3.3.3. Determination of Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

After the production and extraction of secondary metabolites from the strain ARH (A3),
the MICs were evaluated according to the CLSI protocol [18]. Calculations were performed
using the initial concentration of the extract at 100 pg/mL for the MIC test. The MIC end
point was the lowest concentration of each extract in which there was no color change; it
was observed that the MS of M. abscessus and the two strains of C. diphtherium were similar,
reaching a concentration of 12.5 ug/mL; in S. aureus, the minimum concentration was
0.048 ug/mL as shown in Table 4.

Table 4. MS Minimum Inhibitory Concentration (MIC) against previously selected pathogens.

Clinical Pathogens
Metabolites C. diphterium C. diphterium ATCC
M. abscessos (IC) S. aureus ATCC 6538 ATCC 27010 27012
Streptomyces sp. ARH (A3) 12.5 pg/mL 0.048 pg/mL 12.5 pug/mL 12.5 pg/mL

3.3.4. In Vitro leishmanicidal Activity

The data shown in Figure 3 demonstrate that the metabolite tested against promastig-
ote forms of L. amazonensis was able to inhibit growth from the lowest concentration of the
metabolite (6.25 ug/mL). As shown in Figure 3, 100% inhibition of parasite growth was
observed at the three highest concentrations tested. The ICsy/72 h value was calculated for
MS and showed a value of 9.0 + 0.9 pug/mL.

100+

50

Inhibition (%)

Y T T T T T

0 6.25 125 25 50 100

Figure 3. Growth inhibition curve of Leishmania amazonensis promastigotes treated with metabolite of
Streptomyces sp. ARH (A3).

3.4. Cytotoxic Action of the Metabolite in Mammalian Cells

Figure 4 shows that the MS presented toxicity at the highest concentration (200 pg/mL)
tested for this metabolite. It is also possible to note that in the other concentrations,
cell viability was greater than 85%, which indicates low toxicity to mammalian cells.

82



Microorganisms 2024, 12, 476

90f13

Concentrations that resulted in cell viability greater than 70% were considered non-toxic,
as reported by Tunes [34].

100

20
60
40
20
0
P 200 100 50 25 12.5

Concentration (pg/mL)

Percentage of viahle cells (%)

Figure 4. Cytotoxic action of the metabolite (MS) of Streptomyces sp. ARH (A3) in mammalian cells
(HEp-2 cells).

The CCs) values of the metabolites were calculated to be 221.2 + 7.0 ug/mL. The
selectivity index (SI) (CCs(/ICs)), which indicates the selectivity of the compound for the

parasite in relation to mammalian cells, was calculated. This metabolite had a selectivity
index (SI) of 24.6.

3.5. Evaluation of the Hemolysis Index

The toxic effect on erythrocytes is due to the interaction of substances with the cell
membrane, mainly through sterols such as cholesterol, which leads to a deformity in the
erythrocyte membrane, resulting in extravasation [16,35].

The DM hemolysis index was determined, as shown in Figure 5. At all extract con-
centrations, the values were very close to those of the control red blood cells immersed in
PBS (negative control), with no statistical discrepancy. Therefore, the metabolites did not
exhibit hemolytic activity at the tested concentrations.
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Figure 5. Evaluation of the SM hemolysis index. Columns marked with an asterisk (¥) represent the
statistically significant difference (* = p < 0.01) in relation to the positive control group (PC) by the
ANOVA test (p < 0.05) and post-Dunnett’s test.

4. Discussion

Soil is an abundant and diverse system of microorganisms and, therefore, is an ex-
cellent source for microbial prospecting. In this study, a bacterium with a characteristic
actinomycete colony was isolated from the soil. Several authors have published papers on
prospecting for this bacterial group in the soil [2,9,36]. Micromorphological identification
revealed the presence of spiral spores and arthrospores, typical for Streptomyces bacteria.
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The same characteristics were observed by Al Dhabi et al. [2], Amorim et al. [6], Costa
Rosa et al. [10], Ensign [37], and Sholkamy et al. [38], who isolated bacteria of the genus
Streptonyces from environmental samples.

Identification of promising species is essential for understanding and cataloging the
potential of this microbial group. Bacteria of the genus Streptonyces have been widely
reported as important producers of metabolites of biotechnological interest, and the search
for new species is of paramount importance for the biotechnology industry. The molecular
identification analysis determined that it was a bacterium from the actinomycetes group
with the closest degree of similarity to the species S. kronopolitis. Other authors have identi-
fied environmental isolates through similar molecular techniques. Saraswathi et al. [36]
isolated species of actinomycetes from rhizosphere soil and, after screening bacteria with
biotechnological potential, used molecular techniques to identify S. cangkrigensis. Pagmadu-
lan et al. [9] isolated four species, S. canus, S.s cirratus, S.s bacillaris, and S. peucetius, from
the soil in Mongolia and identified them using the ribosomal 16S technique.

Bacteria of the genus Streptomyces sp. are known for their ability to produce com-
pounds of biotechnological interest, such as enzymes and antibiotics [2,9]. In this study, the
bacterium Streptomyces sp. ARH (A3) showed activity against different bacteria of clinical
interest in tests in solid medium and submerged fermentation, demonstrating its ability
to produce and secrete active compounds into the external environment. Abba et al. [39]
pointed out that its compounds, after submerged fermentation, have antimicrobial action
against Gram-positive bacteria with 20 mm inhibition halos for Bacillus subtilis. The se-
creted compound showed activity against S. aureus (ATCC 6538), C. diphtheriae (27012), C.
diphtheriae (27010), and M. abscesses, with inhibition halos larger than 20 mm. The isolation
of bacteria with activity against isolates of clinical interest is of paramount importance
because of the increasingly frequent appearance of multidrug-resistant strains [12].

The MIC of the tested metabolites was established for the sensitive bacteria, with S.
aureus having the lowest MIC. Amorim et al. [6] reported that the MIC for P. aeruginosa
was 0.5 mg/mL using metabolites from the same microorganism (Streptomyces spp.), even
though the pathogen was Gram-negative. However, Huang et al. [40] tested purified
metabolites from microorganisms against Gram-positive bacteria and obtained an MICsj
of 12.5 ng/mL. Potentially, because MS is not yet purified, it requires a higher concentra-
tion to reach lethality; therefore, it shows promise for complementary future tests in its
purified form.

The MS has a significant inhibitory effect on L. amazonensis. Although bacteria of the
genus Streptomyces are recognized as important sources of secondary metabolites with
diverse biological activities [6-8,25,26,41], there are no reports on the biological action of
S. kronopolitis against the genus Leishmania. The leishmanicidal activity of Streptomyces
sp. has been reported in several studies, such as that by Sreedharan and Rao [42] and
Alianca et al. [43], who analyzed the effect of a potential biological compound inhibitor
against Leishmania donovani. This study also corroborates the work of Amorin et al. [6], who
evaluated the bactericidal and leishmanicidal potential of S. ansochromogenes.

In this study, the low toxicity of the studied metabolite was also demonstrated, which
corroborates the results of studies by Alianga [31], where macroalgal extracts were more
selective to parasites than to mammalian cells (IS > 1), and those of the studies by Trom-
bini [44], which stated that metabolites can be cytotoxic and capable of affecting both cell
proliferation and the immune system. In the hemolysis assay, low hemolytic activity was
observed, demonstrating the low toxicity of the metabolite. Szabo [45] conducted hemolysis
tests with secondary metabolites of herbal medicines and concluded that there was no
risk of hemolysis at concentrations where the index was equal to or lower than that of the
negative control.

In this study, the antimicrobial potential of an extract resulting from the secondary
metabolism of Streptomyces sp. was demonstrated. Secondary metabolites are a mixture
of compounds produced at the end of the exponential phase of microorganisms and
are essentially associated with their survival in the environment, which makes these
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compounds interesting for pharmaceutical industries. Of the several chemical classes
that make up crude extracts, reports in the literature show that terpenes, flavonoids, and
alkaloids are the majority when it comes to metabolites isolated from actinobacteria [46].

Actinobacteria have a great potential to produce secondary metabolites. Between the
years 2017 and 2021, 589 manuscripts were published describing new compounds from
different chemical classes isolated from actinobacteria, of which 52% demonstrate one or
more biological activities. The most predominant classes were macrolides, quinolones,
and small peptides with antimicrobial and cytotoxic potential. It is important to say that
of the 589 new compounds, 69% were produced by Streptomyces, demonstrating the
biotechnological importance of the genus [47].

The mechanisms of action of some of these compounds are reported in the litera-
ture. Antimicrobials generally act on the microorganism’s cell wall, disorganizing the
peidioglycan chain (vancomycin); on the plasma membrane, depolarizing the membrane
(daptomycin); on protein synthesis, blocking peptide transferase (chloramphenicol); and
on RNA synthesis, inhibiting DNA—dependent RNA polymerase (rifamycin) [47].

5. Conclusions

The filamentous bacterium Streptomyces sp. ARH (A3) is potentially promising because
it contains active metabolites that can be extracted from bacterial cells, with antibacterial
biological activity against Gram-positive bacteria and antiparasitic action against L. ama-
zonensis in the promastigote form. Furthermore, the extracted MS showed good viability
after the MIC results, also presenting a non-toxic action on cells when tested at low concen-
trations; thus, it is a strong candidate for the search for new bioactive compounds.

Studies are being carried out to isolate and identify the target molecule, considering
that the crude extract was promising for different organisms, suggesting that yet another
molecule is active.
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ABSTRACT

The aim of this work to evaluate the antibacterial action of secondary metabolites produced by endophytic
actinomycetes, against isolates of medical interest. For such, the bacteria were isolated from the botanical
sample and classical morphological identification was performed. The induction of metabolites production
was carried out using the Submerged Fermentation technique, followed by purification of the extract. The
evaluation of antibacterial activity was accomplished by using agar diffusion and Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) assays. Macro and microscopic analysis of the grown microorganism allowed it to be
identified as belonging to the genus Streptomyces. Test results demonstrated that the extract was able to
inhibit the growth of C. propinguum 431024, with an inhibition zone of 27+0 mm and of C. propinquum
36063, with an inhibition zone of 24+0 mm and MIC of 32.1 pg/mL for boths. The evaluation of biofilm
formation resulted in: C. propinquun 421024 as a weak producer and C. propinquun 36063 as a moderate
producer. The biofilm interference test showed that compared to the control there was a reduction in biofilm
formation of 22% for C. propinquun 421024, as well as a reduction in pre-formed biofilm of 27%. There
was a 48% reduction in the formation and 42% in the pre-formed biofilm of C. propinguun 36063. Lastly,
it was concluded that the secondary metabolites produced by the endophytic actinomycetes demonstrated
an antibiotic potential against clinical strains (nasopharynx) of Corymebacterium propinguum, a rare
pathogen described for causing infections in patients with pulmonary involvement, pleural effusion,
bacteremia and endocarditis and which presents an emerging antibiotic resistance.

Keywords: Secondary metabolites; Endophytic actinomycetes; Corynebacterium propinquum;
Bioprospecting.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo antibacteriana de metabolitos secundarios produzidos por
actinomiceto endofitico, frente a isolados de interesse clinico. Foi realizado o isolamento da bactéria a partir
de amostra botanica e identificacdo morfologica classica. A inducdo da producdo de metabolitos foi
realizada pela técnica de Fermentacdo Submersa, seguida de purificacdo do extrato. A avaliacdo da
atividade antibacteriana foi realizada por meio de ensaios de difusdo em agar, Concentracao Inibitéria
Minima (CIM) e teste antibiofilme. A analise macro e microscopica do microrganismo crescido permitiu
identifica-lo como pertencente ao género Streptomyces. Os resultados dos testes demonstraram que o
extrato foi capaz de inibir o crescimento de Corynebacterium propinguum 431024, com formacao de halo
de 27+0 mm e de Corynebacterium propinquum 36063, com halo de 24+0 mm e CIM de 32,1 pg/mL para
ambos. A avaliacao da formacado do biofilme resultou em: C. propinguum 421024 como produtora fraca e
C. propinquun 36063 como produtora moderada. O teste de interferéncia no biofilme mostrou que em
comparacao ao controle houve reducdo na formacao do biofilme de 22% para C. propinquun 421024, bem
como redugao no biofilme pré-formado de 27%. Houve reducao de 48% na formagao e 42% no biofilme
pré-formado de C. propingquum 36063. Conclui-se que os metabolitos secundarios (extrato) produzidos pelo
actinomiceto endofitico apresentou potencial antibidtico frente a linhagens clinicas (nasofaringe) de
Corynebacterium propinquum, patégeno raro descrito como causador de infec¢des em pacientes com
envolvimento pulmonar, derrame pleural, bacteremia e endocardite e que apresenta uma emergente
resisténcia antibiotica.

Palavras-chave: Metabolitos secundarios; Actinomiceto endofitico; Corynebacterium propinguum;
Bioprospeccao.

INTRODUCAO

Os actinomicetos representam bactérias Gram-positivas, filamentosas,
formadoras de esporos e produtoras de metabolitos secundarios. Estes metabolitos sao
notavelmente conhecidos pela sua importante acdo antimicrobiana, possuindo grande
utilidade no ambito farmacéutico, quimico e industrial (Sivalingam et al., 2019).
Compostos antimicrobianos como cloranfenicol, vancomicina (antibidticos), nistatina,
anfotericina B (antifingicos) e ivermectina (antiparasitario) sao exemplos de produtos
resultantes do metabolismo de actinomicetos (Ayswaria; Vasu; Krishna, 2020).

Estes microrganismos sao componentes importantes da rizosfera, pois
estabelecem relagdes ecologicas de endofitismo gragas a sua capacidade de colonizar os
tecidos vegetais, incluindo raizes, caule e folhas, sem atribuir prejuizos a planta. Os
metabolitos secundarios produzidos por actinomicetos endofiticos atuam como fatores de
crescimento para as plantas, auxiliando na absor¢ao de nutrientes ou estimulando os
mecanismos de defesa contra patogenos (Bhatti; Haq; Bhat, 2017).

O periodo conhecido como “a era dourada dos antibidticos”, que compreende as
décadas de 1940 a 1970, foi marcado pela incessante e intensa descoberta de novos

produtos antimicrobianos clinicamente relevantes. No entanto, este ritmo de descoberta
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decaiu de forma radical durante as décadas seguintes, a0 mesmo tempo que o0s
microrganismos resistentes aos antibidticos se consolidaram como patogenos de
preocupacao (Scheffler ez al., 2013; Mendes, 2020).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a resisténcia
antimicrobiana é um fendmeno natural que ocotre como parte do processo de adaptacao
dos microrganismos. Porém, este processo sofreu uma exacerbada aceleracao devido ao
uso indiscriminado de antibioticos pela populagao mundial, levando ao aparecimento de
linhagens cada vez mais resistentes a terapia medicamentosa disponivel (Mancuso et al.,
2021).

Os componentes do grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Actinobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e
Enterobacter spp.) sao exemplos de microrganismos que desenvolveram resisténcia a
inumeras classes de antibidticos. Por este motivo, representam uma grande ameaca a
saude publica mundial, sendo considerados pela OMS como patogenos de prioridade alta
ou critica (Oliveira et al., 2020).

Tendo em vista o crescente aparecimento de microrganismos resistentes, produtos
bioativos naturais tém sido progressivamente mais explorados com o intuito de descobrir
compostos microbicidas alternativos aos farmacos convencionais. Sendo assim, este
trabalho buscou avaliar a agcao antibacteriana de metabdlitos secundarios produzidos por

actinomiceto endofitico, frente a isolados de interesse médico.

MATERIAIS E METODOS

Microrganismos utilizados

As linhagens de microrganismos utilizadas nos testes foram: Klebisiella
pneumoneae ATCC 0023, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Pseudomonas aeruginosa ATCC 0026, Corynebacterium propinquum
431024 e C. propinquum 36063 (isolados clinicos de nasofaringe). A manutengao dos
microrganismos foi realizada em meio agar Miieller-Hinton (MH) e acondicionados em

geladeira a 4°C a fim de garantir a viabilidade celular.
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caracteristicas macroscopicas e microscopicas, foi possivel realizar a identificacao a nivel

de género conforme os critérios adotados por Shirling; Gottlieb (1966).

Obtencao do extrato

Fermentacdo Submersa

Para induzir a producao de metabdlitos secundarios pelo microrganismo, foi
realizada a técnica de fermentagao submersa, descrita por Amorim et al. (2020). Para tal,
o microrganismo foi previamente cultivado em placas de Petri com agar BDA organico;
em seguida, 5 blocos de meio, contendo colonias do microrganismo, foram retirados com
o auxilio de uma ponteira azul (26 mm de diametro) e colocados em frascos Erlenmeyer
(250 ml) contendo meio liquido de batata organico enriquecido com glicose (50 ml).
Entao, os frascos foram incubados em incubadora rotativa (180 rpm/ 28°C + 2°C) durante
15 dias. Apds este periodo, a amostra foi filtrada com auxilio de papel filtro e microfiltro

(0,22 um) para avaliagdo das atividades bioldgicas.

Extracdo e purificacgio dos metabdlitos secunddrios

Para realizar a extragao dos metabdlitos secundarios, foi realizada a técnica de
separacdo de misturas liquido-liquido descrita por Trisuwan et al. (2008), que consiste na
adigao de acetato de etila, como solvente, junto ao extrato filtrado na proporcao de 1:1. A
solugdo foi homogeneizada vigorosamente em baldo volumétrico por 8 minutos, e
colocada em funil de decantacao, para ocorrer a separacao quimica, por 30 minutos. A
fase contendo os metabolitos foi selecionada e colocada em um frasco de vidro
previamente pesado. Com o uso de um evaporador rotativo, o solvente organico sofreu
evaporagao, resultando em um extrato seco contendo os metabolitos de interesse. Por fim,

o extrato foi solubilizado em DMSO (1%) na concentragao final de 1.000 pg/ml.
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Avaliacao da atividade antimicrobiana do extrato

Ensaio de difusido em dgar

Paratestar a atividade bactericida do extrato obtido, foirealizado o teste de difusao
em agar de acordo com o protocolo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2015). Para tal, realizou-se previamente a semeadura das bactérias-teste em placas de
Petri contendo meio dgar MH. Entdo, ocorreu a aplica¢ao do extrato (1.000 ug/mL) e dos
controles (antibiodtico claritromicina 20pg/mL e DMSO a 1%) em pogos de 6 mm de
diametro feitos no agar, seguida de incubacao a 37°C por 48 horas. A leitura dos
resultados foi feita a partir da medicdo dos halos formados, com auxilio de um

paquimetro.

Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

Foi realizada a diluigdo seriada do extrato em placa de microtitulagiao de
poliestireno de 96 pogos contendo MH (Zogda; Porter, 2001). O teste foi realizado em
triplicata com as concentra¢des distribuidas de A-H (1.000 pg/mL, 500 pg/mL, 250
png/ml, 125 pg/mL, 62,5 ng/mL, 31,2 pg/mL, 15,6 pg/mL e 7,8 pg/mL). Em seguida os
microrganismos em salina (0,85%), previamente padronizados pela escala de McFarland
a 0,5 (1,5%x108 UFC/mL), foram colocados nos pogos da microplaca com a ajuda de uma
micropipeta. Para fins de comparagao, também foram realizados controles de crescimento
bacteriano positivo e negativo. A placa seguiu para incubagao a 37°C por 24 horas, com
posterior adicao de corante resazurina aos pogos e novo periodo de incubagao por 24
horas. Por fim, foi realizada a leitura da placa, sendo que a alteragdo para a cor rosa

demonstra o crescimento bacteriano.

Formacao e interferéncia na formacio do biofilme

A formagao de biofilme foi determinada em microplacas de 96 pogos (Stepanovic
et al., 2000) e em seguida foram realizados testes para avaliar a interferéncia do extrato
na formagao do biofilme. Assim, foram aplicadas 200l de suspensoes bacterianas em

MH (DOs7 0,2) nos pogos com CIM do extrato (100ul). Os controles negativos
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contiveram apenas o MH. Apds 48h a 37°C, o contetdo de cada pogo foi aspirado e
lavado duas vezes com 200ul de PBS (pH 7,2). As células bacterianas anexas
remanescentes foram fixadas com 200pl de 99% de metanol e coradas com 2% de violeta
de cristal. O corante ligado foi entdo solubilizado com 160ul de acido acético glacial a
33% e a DO da solucao foi medida (Gomes et al., 2013).

Para analise da intensidade da formagao do biofilme foi utilizado a classificagao
idealizada por Ferro et al. (2012), que se baseia na densidade optica dos isolados (D.O.1),
e tomando como base a do controle negativo (D.O.c), os isolados foram classificados nas
seguintes categorias: Nao-Produtor: D.0O.1 < D.O.c; Produtor Fraco: D.O.c <D.0.1 <(2X
D.O.c); Produtor Moderado: (2X D.O.c) < D.O.1 < (4X D.O.c); Produtor Forte: (4X
D.0O.c) <D.O.1.

Interferéncia em biofilme pré-formado

A formacgao de biofilme foi determinada também em microplacas de 96 pogos
(Stepanovic et al., 2000). Foram aplicadas 200ul de suspensdes bacterianas em MH
(DO570 0,2) nos pogos. Os controles negativos contiveram apenas o MH. Apds 24h a
37°C, o conteudo de cada pogo foi aspirado e lavado duas vezes com 200ul de PBS e em
seguida acrescentado 200l de MH para os controles e 100ul de MH com 100ul da CIM
do extrato nos pogos e depois as microplacas foram incubadas por mais 24h a 37°C. Apos
esse periodo, aspirou o conteudo dos pocos e lavou duas vezes com 200ul de PBS e as
células bacterianas remanescentes foram fixadas com 200ul de 99% de metanol e coradas
com 2% de violeta de cristal. O corante foi entdo solubilizado com 160l de acido acético
glacial a 33% e a DOS550 da solucao foi medida (Gomes et al., 2009). Cada ensaio foi

realizado em triplicata.

RESULTADOS

Ao final do periodo de incubagao foi possivel observar o crescimento de pequenas
colonias brancas, bem aderidas ao meio (micélio vegetativo), sugerindo pertencer a classe
dos actinomicetos. Entretanto, as placas continuaram na estufa por mais 7 dias para
crescimento e diferenciacao de suas colonias.

Ap0s esse periodo, as colonias se apresentaram com formagao de micélio aéreo

em coloracao branca acinzentada com bordas brancas, formato circular, elevagao convexa
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e margem filamentosa (Figura 1). Além disso, foi constatado que as colonias exalavam o
odor caracteristico do género Streptomyces, devido a produgdao do composto organico
geosmina. Por fim, a observagao microscopica revelou micélios aéreos com longas
cadeias de esporos retos (Figura 2). Todos estes fatores sugerem que o microrganismo

isolado € um actinomiceto pertencente ao género Streptomyces.

Figura 1 — Aspecto morfologico do isolado da folha da babosa (4/oe vera), apés 20 dias de

incubacao a 28°C, com caracteristicas sugestivas de Streptomyces sp

Fonte: Pr()p tora (2023) 7

Figura 2 — (A e B) Microscopia 6ptica, do isolado da folha da babosa (4/oe vera), evidenciando

longas cadeias de esporos retos.

NP IR e

Fonte: Propria autora (2023)

Os resultados do ensaio de agar difusao demonstraram que o extrato obteve agao
antibacteriana contra Corynebacterium propinquum 431024 e C. propinquum 36063,
evidenciada através da formacao de halos de inibi¢ao de 27+0 mm frente C. propinquum
431024, e halo de 25+0 mm frente C. propinquum 36063 (Figura 3). Enquanto o controle
(claritromicina 20 pg/mL) formou halo de inibigdo de 29+0,5 frente a C. propinquum
431024 e 28+0 frente a C. propinquum 36063 (Figura 4). O controle negativo DMSO a

1% nao formou halo de inibi¢do, conforme o esperado (Figura 5). O extrato nao
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apresentou atividade contra os demais microrganismos testados (Klebisiella pneumoneae,

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa € Enterococcus faecalis).

Figura 3 — Teste de agar difusdo do extrato, utilizando meio MH, com formacao de halos frente
a C. propinquum 431024 (A) e C. propinquum 36063 (B) - teste em triplicata.

Fonte: Propria autora (2023).

Figura 4 — Teste de agar difusdo com o antibiotico claritromicina (controle), utilizando
meio MH, com formacao de halos frente a C. propinquum 431024 (A) e C. propinquum 36063
(B) - teste em ftriplicate.

Fonte: Propria autora (2023).

Figura 5 — Teste de 4gar difusdo com DMSO (controle), utilizando meio MH, com formagao de
halos frente a C. propinquum 431024 (A) e C. propinquum 36063 (B) - teste em triplicata.

Fonte: Propria autora (2023).
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O teste de Concentragao Inibitéria Minima, foi realizado apenas com as linhagens
que tiveram resultados positivos no teste de agar difusao. Dessa forma, os
microrganismos avaliados foram C. propinquum 431024 e C. propinquum 36063, onde
foi possivel observar alteragao discreta na coloragao da resazurina, nas concentragoes
15,6 € 7,8 ng/mL, fazendo com que a concentragao 31,2 pg/mL fosse considerada a menor

que inibiu o crescimento dos microrganismos de forma satisfatoria (Figura 6).

Figura 6 — Teste de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do extrato frente a isolados clinicos

Fonte: Propria autora (2023).

A avaliacao da formacdo do biofilme por Corynebacterium resultou em: C.
propinquum 421024 como produtora fraca e C. propinquum 36063 como produtora
moderada. O teste de interferéncia no biofilme foi realizado apenas com a Concentragao
Inibitéria Minima (31,2 ng/mL) alcangada no teste anterior. Dessa forma, os resultados
mostraram que em comparagao com o controle houve uma redugao na formacao do
biofilme de 22% para C. propinquum 421024, bem como redugao no biofilme pré-
formado de 27%. Com relacao a C. propinquum 36063 houve reducao de 48% na
formacao e 42% no biofilme pré-formado (Tabela 1).
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Tabela 1 — Teste de biofilme, realizado em caldo MH, para avaliar a interferéncia do extrato na
formacao do biofilme e em biofilme pré-formado.

MICRORGANISMOS INTERFERENCIA DO EXTRATO

CIM 31,2 pg/mL

Intensidade da producao Reduziu a formacao do Reducao do biofilme
de biofilme biofilme em % pré-formado em %
Corynebacterium Produtor fraco 22% 27%
propinquum 421024
Corynebacterium Produtor moderado 48% 42%

propinquum 36063

Fonte: Propria autora (2023).
DISCUSSAO

O género Corynebacterium compreende bacilos Gram positivos pleomorficos e
aerdbicos. C. diphtheriae é a espécie mais bem relatada pela sua patogenicidade, sendo
responsavel por estabelecer a infeccdo conhecida por difteria, que acomete
principalmente o trato respiratério superior, amigdalas e mucosas (Xu et al.,2021).
Entretanto, de acordo com o Ministério da Saude, a introdugao da vacina triplice
bacteriana (DTP) na década de 1930 reduziu expressivamente a prevaléncia da difteria no
Brasil, sendo que a ocorréncia de casos € rara quando a cobertura vacinal atinge o patamar
de 80% (Peres et al., 2021).

As demais espécies de Corynebacterium, por sua vez, sdo essencialmente
microrganismos comensais. C. propinquum € um componente natural da pele e de
membranas mucosas, dificilmente sendo associada a processos patologicos em pessoas
imunocompetentes. No entanto, esta bactéria ja foi isolada de pacientes em diversas
situagdes clinicas, incluindo derrame pleural, endocardite valvar, bacteremia,
rinossinusites, lesoes cutaneas e abcessos (Bernard et al., 2013).

Nesse contexto, estudos foram realizados para analisar a susceptibilidade de
isolados de Corynebacterium nao-diftéricas frente diversos antibioticos. A partir disso,
foi constatado que a terapia medicamentosa contra estes microrganismos ¢ limitada a
vancomicina e a linezolida, demonstrando ainda que as espécies apresentaram
susceptibilidade reduzida a penicilina, eritromicina e clindamicina, além de parte dos
isolados terem apresentado resisténcia a daptomicina (Neemuchwala ez al., 2018). No
entanto, nos casos de tratamento de abcessos mamarios e mastites granulomatosa,

causadas por Corynebacterium nao-diftéricas, os antibioticos de primeira escolha sao
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doxiciclina, trimetoprima sulfametoxazol, claritromicina e rifampicina (Amalfa et al.,
2021).

Relatos recentes também demonstraram a rapida disseminagao de linhagens de C.
striatum e C. jeikeium resistentes a multiplos antibidticos, sendo isoladas de sitios
estéreis, dispositivos para cateterismo, pacientes com comprometimento imunoldgico ou
que foram submetidos a procedimentos invasivos. Ademais, a hospitalizagao prolongada
e o uso estendido de antibidticos de amplo espectro representam fatores risco para
infecgoes por estes microrganismos (Milosavljevic et al., 2021).

A resisténcia antimicrobiana € definida como a persisténcia ou progressao da
ifeccao apesar da tentativa de tratamento medicamentoso, resultando frequentemente na
falha da terapia. Diante deste cenario, a busca por novos produtos bioativos naturais com
acao antibidtica demonstra-se importante como uma alternativa para o tratamento de
infecgoes por C. propinquum resistentes, auxiliando a contornar as consequéncias da

resisténcia bacteriana.

CONCLUSAO

Conclui-se que os metabolitos secundarios (extrato) produzidos pelo actinomiceto
endofitico apresentou potencial antibidtico frente a linhagens clinicas (nasofaringe) de
Corynebacterium propinquum, patdogeno raro descrito como causador de infecgdes em
pacientes com envolvimento pulmonar, derrame pleural, bacteremia e endocardite e que

apresenta uma emergente resisténcia antibidtica.
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