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RESUMO 

 

Os perigos de uma era pós-antimicrobianos levaram os formuladores de políticas a reconhecer 

sua ameaça à saúde humana, exigindo ação urgente para desenvolver novas terapias 

antimicrobianas, e principalmente diminuir a contribuição dos humanos para o aumento dessa 

resistência. O objetivo dessa pesquisa foi avaliar a ação antimicrobiana dos metabólitos 

secundários produzidos por microrganismo endofítico, frente a isolados de interesse clínico. 

Para definição do material botânico a ser analisado foi realizado um levantamento 

bibliográfico das plantas medicinais consumidas no Maranhão e coletados de uma residência; 

a folha foi a parte da planta escolhida para o isolamento dos endofíticos. A indução da 

produção de metabólitos foi realizada pela técnica de Fermentação Submersa, seguida de 

extração com acetato de etila. A avaliação da atividade antibacteriana dos metabólitos 

secundários foi realizada por meio de ensaios de difusão em ágar, microdiluição e análise 

antibiofilme. O microrganismo endofítico foi isolado a partir da folha de Aloe vera; a 

identificação macro e microscópica desse microrganismo permitiu identificá-lo como uma 

bactéria pertencente ao gênero Streptomyces. Após a obtenção dos metabólitos, os resultados 

dos testes demonstraram que o esses foram capazes de inibir o crescimento de linhagens de 

Corynebacterium propinquum, com formação de halo de até 27±0 mm e CIM de 32,1 µg/mL. 

O teste de interferência do biofilme mostrou que os metabólitos secundários reduziram a 

formação do biofilme em linhagens de C. propinquum, Candida parapsilosis e C. albicans. O 

ensaio de toxicidade mostrou que a concentração 31,2 µg/mL dos metabólitos secundários é 

segura para as larvas de Tenebrio molitor. A avaliação da sobrevida das larvas após a infecção 

por C. propinquum, demonstrou que o grupo tratado com os metabólitos teve uma taxa de 

sobrevida maior que o grupo sem tratamento. Assim, conclui-se que os metabólitos 

secundários produzidos pela actinobactéria apresentaram potencial antibiótico frente a 

linhagens clínicas de C. propinquum, patógeno raro descrito como causador de infecções em 

pacientes com envolvimento pulmonar, derrame pleural, bacteremia e endocardite e que 

apresenta uma emergente resistência antibiótica. 

 

Palavras-chave: Actinobactérias; Atividade antimicrobiana; C. propinquum; Antibiótico. 
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ROSA, Fernanda Costa. Bioprospection of secondary metabolites produced by endophytic 

microorganisms of medicinal plants from Legal Amazon. 2025. 103 l. Thesis (Doctorate in 

Biodiversity and Biotechnology) – Ceuma University, São Luís, 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 

Maranhão 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 

µg/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 µg/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 INTRODUÇÃO 

 

A introdução de antimicrobianos no uso clínico foi incontestavelmente o maior avanço 

médico do século XX. Além de tratar doenças infecciosas, os antimicrobianos permitiram 

muitos procedimentos médicos, incluindo o tratamento do câncer, transplante de órgãos e 

cirurgia de coração aberto (Mühlberg et al., 2019; Almeida; Veiga; Reis, 2022). Entretanto, o 

uso indevido desses compostos resultou no rápido aumento da resistência bacteriana e 

fúngica, inclusive casos de infecções intratáveis (Carioca; Maia; Teixeira et al., 2021). 

Em alinhamento com o Objetivo de Desenvolvimento Sustentável 3 (ODS 3) da ONU: 

Saúde e Bem-Estar, que visa assegurar uma vida saudável e promover o bem-estar para todos, 

a resistência antimicrobiana representa um sério desafio para a saúde pública global. Essa 

ameaça coloca em risco os progressos alcançados ao longo das décadas e destaca a 

necessidade de vigilância contínua e uso prudente de antimicrobianos (ONU, 2025). 

Em 2022, a Organização Mundial da Saúde (OMS) publicou um documento (Global 

Antimicrobial Resistance and Use Surveillance System - GLASS) que se concentra na 

vigilância da resistência antimicrobiana (RAM). O relatório revela que altos níveis de 

resistência (acima de 50%) foram descritos e relatados em bactérias que são causa frequente 

de sepse em hospitais como Klebsiella pneumoniae. Antibióticos de último recurso, como 

carbapenêmicos, são necessários para tratar essas infecções graves. De acordo com dados 

relatados, no entanto, 8% das sepses causadas por Klebsiella pneumoniae eram resistentes aos 

carbapenêmicos, aumentando a possibilidade de morte por uma infecção intratável. (Duval; 

Grare; Demoré, 2019; Mühlberg et al., 2019; Cassini, et al., 2019; Pang et al., 2019; Murray 

et al., 2022; WHO, 2022). 

A resistência microbiana frente a antibióticos ocorre porque os microrganismos se 

adaptam às mudanças em seu ambiente, ajustando apropriadamente a expressão dos genes e 

as atividades celulares. Além desses mecanismos de adaptação reversíveis, eles também 

podem gerar variantes geneticamente alteradas que são mais bem adaptadas a condições 

adversas, o que é vantajoso quando as mudanças ambientais persistem por períodos mais 

longos. Tais variantes podem surgir e se expandir dentro de uma população em escalas de 

tempo relativamente curtas sob pressão seletiva (Silva; Nogueira, 2021). 

Os fungos patogênicos também têm extrema relevância nesse cenário de resistência às 

drogas antimicrobianas, e vem sendo relatada em diversos estudos na última década. Dentre 

os gêneros com maiores relatos de resistência a antifúngicos como terbinafina, itraconazol e 

fluconazol, destacam-se Candida, Cryptococcus e Trichophyton (Morschhaüser, 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 pós-antimicrobianos levaram os formuladores de políticas a 

reconhecer sua ameaça à saúde humana, exigindo ação urgente para desenvolver novas 

terapias antimicrobianas, e principalmente diminuir a contribuição dos humanos para o 

aumento dessa resistência (WHO, 2019). A relativa falta de sucesso em trazer 

antimicrobianos sintéticos eficazes para a clínica, fez com que surgisse uma nova geração de 

medicamentos anti-infecciosos desenvolvidos a partir de produtos naturais microbianos, pois 

esses compostos são incomparáveis em sua diversidade química e eficácia como antibióticos e 

antifúngicos (Hutchings; Truman; Wilkinson, 2019). 

O Brasil é o país com a maior biodiversidade do planeta, e o bioma da Amazônia é um 

dos mais ricos e mais importantes por causa da diversidade de plantas, que podem abrigar 

compostos com ação antimicrobiana (Amorim, et al., 2020). O uso de plantas como remédio é 

uma prática popular adotada há muitos séculos; no entanto, a produção em grande escala de 

medicamentos é difícil. Assim, o uso de microrganismos que vivem dentro de plantas 

(endofíticos) pode ser uma alternativa para a produção de compostos biologicamente ativos 

por meio de técnicas biotecnológicas (Rosa et al., 2023; Santos et al., 2024; Azevedo et al., 

2024), uma vez que vários estudos já evidenciaram que os endofíticos aumentam a aptidão de 

suas plantas hospedeiras através da produção direta de metabólitos secundários, que estão 

envolvidos na proteção do hospedeiro contra herbívoros e microrganismos patogênicos 

(Ancheeva; Daletos; Proksch, 2020). 

Actinobactérias, predominantemente espécies de Streptomyces, são responsáveis pela 

biossíntese de aproximadamente 60% dos produtos antimicrobianos conhecidos e outros 15% 

são produzidos por outras actinobactérias (Hutchings; Truman; Wilkinson, 2019; 

Muthukrishnan et al., 2020). 

As actinobactérias têm sido o centro das atenções dentro da comunidade científica 

devido à sua capacidade de produzir vários compostos bioativos com diferentes propriedades 

comprovadas, como: atividade antifúngica, antibacteriana, antitumoral, antioxidante, 

antimalárica, biocontrole e propriedades de promoção do crescimento da planta (Valan Arasu; 

Ignacimuthu; Agastian, 2012; Baba et al., 2015; Wang et al., 2016; Yang et al., 2018; 

Charousová, 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 infecções fúngicas e bacterianas em consequência do aumento 
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de pacientes com detrimento em maior ou menor grau do sistema imune, o nível elevado de 

flexibilidade das espécies associado à alta capacidade de resistência aos antimicrobianos 

tradicionais, suas características de virulência e a capacidade de formar biofilmes, faz dos 

microrganismos resistentes um risco sério à saúde humana. Além disso, a ineficácia ou a 

baixa biodisponibilidade de alguns agentes antimicrobianos e a toxicidade ou efeitos 

colaterais, fazem da busca por novas classes de fármacos para o tratamento de infecções um 

objetivo relevante no campo da biotecnologia aplicada à saúde. Dessa maneira, a busca por 

novos fármacos, principalmente com base nas plantas medicinais da Amazônia é de suma 

importância e tem sido objeto de estudo de inúmeros grupos de pesquisa o que faz com que 

muitos trabalhos com esse tema sejam publicados. No entanto, pesquisas com 

microrganismos endofíticos de plantas medicinais da região amazônica, ainda são escassos e 

necessitam de investigação. 

Visto que já existem trabalhos evidenciando cada vez mais que os endófitos são 

capazes de biossintetizar metabólitos medicinalmente importantes, que originalmente se 

acreditava serem produzidos apenas por suas plantas hospedeiras, além da sua, também, 

comprovada atividade antimicrobiana, pode-se inferir que: os microrganismos isolados 

produzirão metabólitos secundários bioativos, uma vez que é seu papel aumentar a aptidão de 

suas plantas hospedeiras através dessa produção; os microrganismos isolados apresentarão 

atividade antimicrobiana contra os patógenos clínicos; tais microrganismos também serão 

capazes de interferir nas propriedades de virulência dos patógenos. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

O objetivo geral dessa pesquisa foi avaliar a ação antibacteriana de metabólitos 

secundários produzidos por microrganismos endofíticos, frente a isolados de interesse clínico. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

• Isolar microrganismos endofíticos provenientes de plantas da Amazônia; 

• Identificar os microrganismos isolados; 

• Avaliar a atividade antimicrobiana dos endofíticos isolados contra patógenos; 

• Determinar e avaliar a CIM e a toxicidade dos metabólitos secundários; 

• Verificar a capacidade de interferência dos metabólitos na formação 

do biofilme e na erradicação do biofilme pré-formado. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Aloe vera como fonte de endofíticos 

 

As pesquisas com plantas têm aumentado, uma vez que a busca não é apenas sobre as 

aplicações das plantas medicinais, mas também, o interesse em descobrir quais 

microrganismos vivem nelas de forma mutualística e quais compostos de interesse 

biotecnológico eles podem produzir (Sharma; Kumar, 2021). Assim, muitas plantas 

amplamente utilizadas como remédio por muito tempo, como a Aloe vera, ainda não possuem 

as funções bioquímicas sistematicamente investigadas (Dong et al., 2003). 

Aloe vera é uma planta que pertence à família 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 fitoquímicos, vitaminas, nutrientes e 

antinutrientes encontrados em alimentos (Sette et al., 2006). As folhas também têm alta 

capacidade de retenção de água em climas muito quentes e secos e, portanto, essa planta pode 

sobreviver a circunstâncias muito adversas onde a maioria das outras vegetações desaparecem 

(Suresh; Arularasan; Sri, 2012). 

A folha possui três camadas: a camada interna é o gel, a intermediária é o látex e a 

espessa camada externa é a cutícula. O gel é formado por tecido mole, mucilaginoso, 

transparente e lubrificante, com grandes células parenquimatosas, é composto por 

glucomananos, aminoácidos, lipídios, esteróis e vitaminas, contendo 99% de água (Surjushe 

et al., 2008). O látex possui uma seiva amarela amarga que contém antraquinonas e 

glicosídeos (Hamman, 2008). A cutícula forma uma pele protetora, na qual são sintetizados 

carboidratos e proteínas (Maan et al., 2018). O sistema radicular cresce apenas alguns 

centímetros abaixo da superfície do solo e absorve água de forma eficiente, mesmo em áreas 

com baixa precipitação (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) têm investigado a 

diversidade de gêneros bacterianos endofíticos presentes na planta Aloe vera. Na pesquisa de 

Silva et al. (2022) quinze espécies de bactérias endofíticas (de 9 gêneros diferentes) foram 

isoladas a partir de raízes de A. vera, com o objetivo de investigar o potencial, dessas, em 

induzir efeitos positivos nos parâmetros biométricos, bem como no teor de aloína no gel e no 

látex, em experimento conduzido na vegetação; além de identificar cepas bacterianas com 

bom potencial para bioinoculação no cultivo de A. vera. As espécies isoladas foram: Pantoea
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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 endofíticas 

foram isoladas de raíz, caule e folha de Aloe vera, caracterizadas molecularmente em 13 

gêneros: Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter, Pantoea, Chryseobacterium, 

Sphingobacterium, Aeromonas, Providencia, Cedecea, Klebsiella, Cronobacter, Macrococcus 

e Shigella. Os gêneros dominantes incluem Bacillus (20,7%), Pseudomonas (20,7%) e 

Enterobacter (13,8%). 

Um gênero de bactéria endofítica, ainda não 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 

endofítico foi submetido a testes onde foi possível concluir que os compostos bioativos 

obtidos do isolado podem ser efetivamente utilizados nas indústrias alimentícia e farmacêutica 

contra vários patógenos bacterianos, aumentando assim as evidências da utilização dessas 

bactérias em atividades biotecnológicas. 

 

3.2 Bactérias endofíticas 

 

O conceito clássico de endofíticos/endófitos refere-se à microbiota composta 

principalmente por fungos e bactérias capazes de colonizar os espaços intercelulares, sistema 

vascular ou o meio intracelular da planta sem causar dano a ela (Zinniel et al., 2002; Botta et 

al., 2013). Entretanto, alguns endofíticos não são cultiváveis, mas, podem ser identificados 

devido a possibilidade de sequenciamento do genoma desses microrganismos (Gaiero et al., 

2013), por essa razão o conceito de endofítico foi ampliado para um conceito elaborado por 

Bulgarelli et al. (2012), e considera como endofítico o conjunto de genomas microbianos 

localizado internamente aos tecidos vegetais. 

De modo geral, os endofíticos podem ser divididos em dois grupos com base em sua 

biologia, modo de propagação, evolução e taxonomia. Endofíticos sistêmicos ou verdadeiros 

são aqueles que residem nos tecidos vegetais, mantêm interações com o hospedeiro, são 

assintomáticos e são normalmente encontrados dentro da planta sob todos os tipos de 

condições; já os não sistêmicos ou transitórios são aqueles que passam uma parte do seu ciclo 

de vida dentro dos tecidos da planta hospedeira, sem produzir sintomas de infecção (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 

germinação através da radícula, raízes secundárias, estômatos ou através de ferimentos nas 

folhas (Zinniel et al., 2002; Verma; Gange, 2014). 

Dessa forma, as plantas contam com a contribuição desses microrganismos já que 

fornecem condições 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 às bactérias endofíticas, sugerindo que as propriedades 

terapêuticas de uma planta podem estar na interação entre ambos (Poli et al., 2012; Specian et 

al., 2014). 

 

3.3 Potencial biotecnológico de bactérias endofíticas 

 

Bactérias endofíticas, pela infinita gama de compostos que podem produzir, são 

importantes em processos de biorremediação, atividade antifúngica, antibacteriana, 

antitumoral, antioxidante, antimalárica, antileishmania, biocontrole, propriedades de 

promoção do crescimento da planta, apresentam uma alta atividade metabólica e produzem 

terpenóides, pigmentos e enzimas extracelulares (Valan Arasu; Ignacimuthu; Agastian, 2012; 

Baba et al., 2015; Wang et al., 2016; Yang et al., 2018; Charousová, 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 

biorremediação estão: Bacillus lentimorbus, Bacillus cereus, Clavibacter michiganensis 

subsp. michiganensis, e Klebsiella pneumoniae (Shiomi et al., 2006). A eficácia de nove 

isolados de bactérias endofíticas foi avaliada no biocontrole da mancha foliar de Exserohilum 

turcicum, pela microbiolização das sementes e da parte aérea do milho híbrido AS-1548 (72 e 

24 horas antes e no mesmo dia da inoculação do patógeno) em condições de casa de 

vegetação. 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 patógenos resistentes aos antibióticos usados na clínica, é 
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a de atividade antimicrobiana, pois, diversos estudos têm comprovado a ação de endofíticos 

contra outros microrganismos (Ojeda, 2017). A bactéria endofítica Streptomyces sp., 

pertencente à classe das actinobactérias, produz compostos conhecidos como xiamicina, 

indosispeno e sespenina, que apresentaram atividade antibacteriana contra Pseudomonas 

aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Mycobacterium vaccae e Enterococcus 

faecalis (Ding et al., 2011). 

Outras aplicações biotecnológicas desses microrganismos são a utilização de enzimas, 

usadas em atividades biotecnológicas como hidrólise de polímeros, síntese de compostos, 

descontaminação de solos, entre outras (Cherry; Fidantsef, 2003). Entre as várias enzimas de 

importância industrial destacam-se: amilases (Vigal et al., 1991), esterases, lipases, 

pectinases, proteases (Rodrigues, 2006) e celulases, produzidas por Streptomyces (Yazdil et 

al., 2000). Esta última permite o uso na clarificação de sucos de frutas, extração de sucos, 

óleo de sementes, no processamento de ração animal para melhorar a digestibilidade de 

animais monogástricos, em detergentes com funções de amaciantes, estonação de jeans, no 

pré-tratamento da biomassa que contém celulose e no pré-tratamento de resíduos industriais 

(Rodrigues, 2006). 

 

3.4 Actinobactérias 

 

Actinobactérias são bactérias Gram-positivas, aeróbias de modo geral, mas alguns 

gêneros são facultativos ou anaeróbios obrigatórios. Metabolicamente podem ser autotróficos, 

heterotróficos, quimiotróficos ou fototróficos (Kennedy, 1999), com propriedades 

morfológicas de células fúngicas pela presença de micélio aéreo e vegetativo, porém, com 

diâmetros bem menores (de 0,5 a 1,0 µm) e se assemelhando fisiologicamente a bactérias 

(Ayswaria; Vasu; Krishna, 2020). Na sua morfologia existe a formação de hifas que podem se 

diferenciar em uma cadeia de esporos que, por sua vez, necessitam de condições favoráveis 

(temperatura, nutrientes e umidade) para formar o tubo germinativo e ocorrer o 

desenvolvimento das hifas (Procópio et al., 2012). Apresentam colônias lisas, duras, coriáceas 

ou secas, de diferentes colorações como brancas, rosas, laranjas, verdes, cinzas, entre outras 

(Ezzyani et al., 2004; Soares, 2011). 

Esse filo está amplamente distribuído na natureza e os microrganismos pertencentes a 

ele são frequentemente isolados de água, plantas, solo, sedimentos, plantas em decomposição, 

lodo ativado e fezes de animais (Veiga; Esparis; Fabregas, 1983; Mccarthy; Williams, 1990), 

além de estar distribuído em habitats aquáticos e ambientes extremos como áreas 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 população 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 (Iwai; Takahashi, 

1992). Por serem capazes de degradar muitas substâncias complexas cumprem um papel 

muito importante na química do solo (Sharma et al., 2005). 

As actinobactérias apresentam um alto conteúdo 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 conteúdo GC são menos estáveis do que com conteúdo GC alto; apresentam também 

um odor típico de solo úmido, em decorrência da produção do composto geosmina (Soares 

2011; Álvarez, 2011; Ojeda, 2017; Ayswaria; Vasua; Krishnab, 2020). 

O nível que produzem antibióticos é sem dúvida a propriedade mais extraordinária 

dessas bactérias, sendo comprovada a produção de mais de 500 substâncias antibióticas 

distintas, as quais têm múltiplas aplicações na medicina e agricultura (Challis; Hopwood, 

2003; Álvarez, 2011). Os gêneros predominantes deste grupo são Streptomyces, Nocardia e 

Micromonospora. (Silva; Silva; Silva, 2022), entretanto, a espécie que chama atenção por ser 

uma excepcional produtora de antibióticos pertence ao gênero Streptomyces, trata-se da S. 

griseus, pois, produz pelo menos 40 antibióticos diferentes (Álvarez, 2011). 

Por serem microrganismos complexos e diversificados, as actinobactérias são 

responsáveis por diversas atividades interessantes, como a decomposição de polímeros 

complexos como lignocelulose e quitina; o antagonismo com fungos do solo, a partir da 

fixação simbiótica de nitrogênio (Zaitlin et al., 2004); e desempenham um papel importante 

na formação de agregados estáveis no solo, construindo uma estrutura de macro poros que 

permite a penetração de água e ar, evitando a erosão (Fritz et al., 2003). 

É importante ressaltar que apesar de muitas actinobactérias viverem em harmonia com 

as plantas e não causarem doenças em humanos, algumas podem apresentar patogenicidade 

em plantas e humanos, como os gêneros Actinomadura, Mycobacterium, Clavibacter, 

Corynebacterium e Curtobacterium (Ventura et al., 2007; Goodfellow, 2012; Silva, 2018). 

Por essas razões os estudos com actinobactérias aumentam cada vez mais, sendo 

registrado mais de 10.000 compostos bioativos já produzidos. Destes, 75% são produzidos 

pelo gênero Streptomyces e os 25% restantes foram isolados de actinobactérias raras, ou seja, 

gêneros isolados em menor frequência (Gos et al., 2017; Silva; Silva; Silva, 2022).
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3.4.1 Gênero Streptomyces 

 

Streptomyces pertence à família Streptomycetaceae, ordem Actinomycetales, são 

bactérias aeróbias facultativas que crescem a uma temperatura entre 25-35°C, o pH ótimo de 

crescimento está entre 6,5 e 8,0 (Pacios-Michelena et al., 2021), porém, outras linhagens deste 

gênero já 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 nitrogênio (Botas Muñoz, 2013). 

Esse gênero encontra-se amplamente distribuído na microbiota do solo e altamente 

capaz de associar-se a diversas espécies de plantas; sua presença no solo é favorecida devido a 

sua capacidade de formação de esporos, sendo assim uma forma de resistência em ambientes 

extremos (Sivalingam et al., 2019). Diante dessas circunstâncias, Streptomyces produz hifas 

aéreas e na fase de mudança do micélio para esporulação sintetiza metabólitos secundários 

análogos aos peptídeos, os quais ajudam na sua sobrevivência (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 Informações sobre Biotecnologia (CNIB). Avanços 

recentes no sequenciamento do genoma revelou que genomas pertencentes ao gênero de 

Streptomyces spp. possuem uma grande quantidade de grupos de genes biossintéticos 

(Biosynthetic Cluster Gene - BCG) de metabólitos secundários (Lee et al., 2020). Com isso, o 

gênero Streptomyces é reportado como fonte de antibióticos, antifúngicos, 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). 

Vários outros estudos com bactérias endofíticas, proporcionaram a descoberta de 

antibióticos e antifúngicos bem conhecidos na atualidade. A anfotericina B, antifúngico 

produzido pela bactéria Streptomyces nodosus (Souza et al., 2004; Murphy et al., 2010); a 

daptomicina, polipeptídeo isolado de Streptomyces roseoporus (Tedesco; Rybak, 2004); a 

eritromicina produzida por Streptomyces erythreus; neomicina sintetizada por Streptomyces 

fradiae, usada com frequência em infecções de pele, ouvidos e olhos; estreptomicina 

produzido por Streptomyces griséus que atua em bactérias Gram negativas aeróbias 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 está envolvida na terapêutica do câncer, uma 

vez que produz o composto actinomycina D. Estima-se que aproximadamente 60% dos 

agentes antineoplásicos, introduzidos para a terapia do câncer nas últimas décadas, tem 

origem vegetal e microbiana (Castilho et al., 2002). Dessa forma, os relatos das atividades por 

Streptomyces só aumentam, a exemplo da pesquisa realizada por Silva (2018), onde foi 

observado que Streptomyces sp. CMAA1527 (isolada do continente Antártico) apresentou 

significativa atividade antiproliferativa in vitro, para tumores de mama, pulmão, rim e sistema 

nervoso central, através da produção de cinerubina B, substância já conhecida e usada em 

inúmeros fármacos para o tratamento de cânceres. Nesse contexto, substâncias provenientes 

de microrganismos e plantas estão entre as mais promissoras, representando aproximadamente 

60% dos agentes antitumorais aprovados para uso (Silva, 2018). 

No início dos anos 2000, essas bactérias, descritas como produtoras de moléculas 

bioativas de interesse farmacológico, foram alvo de muitas pesquisas. Essas bactérias 

produziram substâncias com atividade contra o parasita da malária, Plasmodium falciparum, 

são 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 últimas décadas; a descoberta 

da produção de metabólitos secundários por parte dos endofíticos proporcionou isso. Vários 

autores se dedicam em isolar espécies bacterianas do gênero Streptomyces devido ao seu 

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

 

3.5 Metabólitos Secundários (MS) 

 

As plantas conseguem produzir suas próprias defesas (de natureza química), 

protegendo-as de qualquer predador e até mesmo de outras plantas. Normalmente, essas 

defesas envolvem substâncias do metabolismo secundário (Croteau; Kutchan; Lewis, 2000; 

Pinto et al., 2002), compostos de baixa massa molecular, fitoquímicos que desempenham 

papéis importantes nas interações das plantas com o ambiente não só para defesa, mas 

também para ajuste e adaptação (Ramakrishna; Ravishanka, 2011; Ogbe; Finnie; Van Staden, 

2020). Ele funciona para os microrganismos, inclusive as plantas contam com a contribuição 

dos microrganismos endofíticos para sobreviverem ao estresse do meio ambiente (Petrini, 

1991; Ojeda, 2017). 

Metabólitos secundários são compostos produzidos por plantas e microrganismos após 
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a produção dos componentes primordiais (enzimas, proteínas, carboidratos e etc.) para o 

funcionamento de suas células, através do metabolismo primário. Com relação as bactérias 

endofíticas ocorre após a fase exponencial, pois, o esgotamento dos nutrientes e o declínio na 

velocidade de crescimento geram sinais que produzem uma cascata de eventos regulatórios, 

conduzindo a diferenciação química (metabolismo secundário) (Graefe; Ward, 1989; Demain, 

1999; Álvarez, 2011). 

Microrganismos muito específicos conseguem produzir metabólitos secundários e 

esses possuem duas grandes classes: policetídeo e peptídeos não-ribossômicos (Hwang et al., 

2014). As actinobactérias sintetizam uma grande variedade de metabólitos secundários e 

dentro dessa classe o gênero Streptomyces é um grande produtor, como já foi relatado 

anteriormente, dessa forma, as espécies de Streptomyces também são produtoras de 

metabólitos secundários classificados como policetídeo e peptídeos não-ribossômicos. 

As policetidas sintases (PK’s) são agrupadas segundo as suas funções e estruturas em 

3 grupos: i e ii estão presentes apenas em microrganismos e o iii em microrganismos e plantas 

(Shimizu; Ogata; Goto, 2017) e possuem ação antimicrobiana (Hwang et al., 2014). Os 

peptídeos não-ribossômicos (NRPS) são constituídos de enormes proteínas multimodulares e 

inúmeros medicamentos usados na clínica são biossintetizados por eles (Kries, 2016). 

Nesse contexto, pode-se inferir alguns exemplos acerca da atividade biológica dos 

metabólitos secundários produzidos por Streptomyces. 

As pesquisas com antimicrobianos levaram a descoberta da estreptomicina, a partir da 

produção de metabólitos secundários 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 característica marcante do gênero, a capacidade de produzir antibióticos. 

Esses microrganismos são capazes de realizar a biossíntese de quitinase, uma enzima que 

degrada a quitina, componente presente na parede celular dos fungos. Essas substâncias com 

atividade antimicrobiana tanto podem inibir o crescimento microbiano quanto podem matar 

esses microrganismos (bactérias e fungos) (Alves, 2022). 

Já as pesquisas com agentes antitumorais têm 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 

metabólitos secundários destacam-se as espécies Streptomyces aburaviensis a qual apresentou 
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atividade antitumoral contra a linha de câncer de pulmão (A549); S. gramineus apresentou 

maior atividade citotóxica frente a linha celular de próstata (PC3); e S. psammoticus, que 

apresentou atividade frente a linha celular de câncer de mama (MDA-MB-231). Mas, foi por 

volta de 1940 que tudo começou, com a descoberta da actinomicina D, substância produzida 

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

 

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 clínicos Corynebacterium propinquum 

431024 e 36063 (nasofaringe), Candida albicans 341 (secreção oral - SO), C. albicans 342 

(SO), C. albicans 37 (SO), C. albicans 40 (SO), C. glabrata 105 e 124 (secreção vaginal - 

SV). Os fungos foram gemtilmente cedidos pela professora Dra. Cristina de Andrade 

Monteiro e pertencem à coleção do Laboratório de Microbiologia do Instituto Federal do 

Maranhão (IFMA) CAAE: 36601714.3.0000.5084, nº 813.402; e as bactérias pertencem a 

coleção do Laboratório de Biotecnologia e Eletroquímica da Universidade Ceuma. Para 

conservação desses microrganismos são realizados repiques constantes em meio ágar Müller 

Hinton (para bactérias) e ágar Sabouraud Dextrose (para fungos) e acondicionados em 

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

 

4.2 Aquisição do Material Botânico 

 

Para definição do material botânico a ser estudado foi realizado um levantamento 

bibliográfico das plantas medicinais consumidas no Maranhão (Coutinho; Travassos; Amaral, 

2002; Gomes; Firmo; Vilanova, 2014; Cunha et al., 2015; Gonçalves et al. 2018; Alencar et 

al. 2019) e dessa lista verificou-se quais estavam disponíveis em ambiente controlado, livre de 

interferências de resíduos sólidos. Por essa razão, os materiais botânicos foram coletados de 

uma residência (2°32'25.8"S 44°12'04.1"W) no município de São Luís, resultando nas 

seguintes plantas: babosa (Aloe vera), vinagreira (Hibiscus sabdariffa), cajueiro (Anacardium 

occidentale), boldo (Peumus boldus) e capim-limão (Cymbopogon citratus). 

 

4.3 Isolamento dos microrganismos endofíticos 

 

Para o isolamento dos microrganismos foi utilizado o método de desinfecção 

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

corrente e em seguida foram submetidas a desinfecção com: álcool a 70% por 1 minuto, 
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hipoclorito de sódio por 4 minutos, álcool a 70% por 30 segundos e 3 lavagens seguidas em 

água destilada estéril; na última lavagem a água também foi colocada no meio para controle 

de microrganismos epífitos. As bordas das folhas foram retiradas e as folhas foram 

fragmentadas em pedaços, sendo utilizados um total de 12 fragmentos para cada amostra 

vegetal. Posteriormente esses fragmentos foram colocados em placas com meio ágar 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 à 28°C ± 2°C, por 7-15 dias. 

Todas as etapas desse processo foram realizadas na câmara de fluxo laminar. 

Após o período de incubação foi realizada uma triagem nas placas, para verificação 

das características macro morfológicas das colônias crescidas, com seleção das colônias que 

apresentaram as propriedades típicas de actinobactérias descritas por Shirling; Gottlieb 

(1966). As colônias selecionadas foram purificadas em novas placas e foram armazenadas na 

geladeira a 4°C para posterior identificação e continuidade dos testes. 

 

4.4 Identificação clássica 

 

Após isolamento, foi realizada uma observação macro e microscópica das 

características morfológicas do microrganismo. Para isso, foi realizada a técnica de 

microcultivo, por favorecer o crescimento radial das colônias filamentosas, que consiste na 

preparação de culturas em lâminas de microscopia para observação direta em microscópio de 

campo claro, seguido de incubação por 5-7 dias a 28°C (Shirling; Gottlieb, 1966). 

Posteriormente, para confecção das lâminas, foi utilizado o corante azul de lactofenol 

para melhor visualização de estruturas como conidiósporos, hifas, cadeia de esporos e 

conídios em microscópio óptico (100x). Através da observação das características 

macroscópicas e microscópicas, foi possível realizar a identificação a nível de gênero 

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

 

4.5  Processo de produção e extração dos metabolitos secundários 

 

4.5.1 Fermentação Submersa 

 

Para induzir a produção de metabólitos secundários pelo microrganismo, foi realizada 

a técnica de fermentação submersa, descrita por Amorim et al. (2020). Para tal, o 
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microrganismo foi previamente cultivado em placas de Petri com ágar BDA orgânico; em 

seguida, 5 blocos de meio, contendo colônias do microrganismo, foram retirados com o 

auxílio de uma ponteira azul (≅6 mm de diâmetro) e colocados em frascos Erlenmeyer (250 

ml) contendo meio líquido de batata orgânico enriquecido com glicose (50 ml). Então, os 

frascos foram incubados em incubadora rotativa (180 rpm/ 28ºC ± 2°C) durante 15 dias. Após 

este período, a amostra foi filtrada com auxílio de papel filtro e microfiltro (0,22 µm) para 

avaliação das atividades biológicas. 

 

4.5.2 Técnica de separação de misturas líquido-líquido 

 

Para realizar a extração dos metabólitos secundários, foi realizada a técnica de 

separação de misturas líquido-líquido descrita por Trisuwan et al. (2008), que consiste na 

adição de acetato de etila, como solvente, junto a biomassa filtrada na proporção de 1:1. A 

solução foi homogeneizada vigorosamente em balão volumétrico por 8 minutos, e colocada 

em funil de decantação, para ocorrer a separação química, por 30 minutos. A fase contendo os 

metabólitos foi selecionada e colocada em um frasco de vidro previamente pesado. Com o uso 

de um evaporador rotativo, o solvente orgânico sofreu evaporação, resultando em uma massa 

seca (rendimento) contendo os metabólitos de interesse. Por fim, esse rendimento foi 

ressuspendido em DMSO (1%). 

 

4.6 Avaliação da Atividade Antimicrobiana dos microrganismos endofíticos 

 

4.6.1 Ensaio de difusão em ágar 

 

Para testar a atividade antimicrobiana dos metabólitos secundários (MS) obtidos, foi 

realizado o teste de difusão em ágar 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 ágar MH para bactérias e ágar Sabouraud para os 

fungos. Então, ocorreu a aplicação do MS (1.000 µg/mL) e dos controles (claritromicina 

20µg/mL, fluconazol e dimetilsulfóxido - DMSO a 1%) em poços de 6 mm de diâmetro feitos 

no ágar, seguida de incubação à 37°C por 48 horas. A leitura dos resultados foi feita a partir 

da medição dos halos formados, com auxílio de um paquímetro. 

 

4.6.2 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 
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Foi realizada a diluição seriada do MS em placa de microtitulação de poliestireno de 

96 poços contendo MH (Zgoda; Porter, 2001; CLSI, 2008). O teste foi realizado em triplicata 

com as concentrações distribuídas de A-H (1.000 µg/mL, 500 µg/mL, 250 µg/mL, 125 

µg/mL, 62,5 µg/mL, 31,2 µg/mL, 15,6 µg/mL e 7,8 µg/mL). Em seguida os microrganismos 

em salina (0,85%), previamente padronizados pela escala de McFarland a 0,5 (1,5×108 

UFC/mL), foram colocados nos poços da microplaca com a ajuda de uma micropipeta. Para 

fins de comparação, também foram realizados controles de crescimento bacteriano positivo e 

negativo, além do controle com DMSO. A placa seguiu para incubação à 37°C por 24 horas, 

com posterior adição de corante resazurina aos poços e novo período de incubação por 24 

horas. Por fim, foi realizada a leitura da placa, sendo que a alteração para a cor rosa 

demonstra o crescimento bacteriano. 

 

4.6.3 Teste Antibiofilme 

 

4.6.3.1 Interferência do MS na formação do biofilme 

 

A formação de biofilme foi determinada em microplacas de 96 poços (Stepanovic et 

al., 2000) e em seguida foram realizados testes para avaliar a interferência do MS na 

formação do biofilme. Assim, foram aplicadas 200µL de suspensões bacterianas em MH 

(DO570 0,2) nos poços com CIM do MS (100µL). Os controles negativos contiveram apenas 

o MH. Após 48h a 37°C, o conteúdo de cada poço foi aspirado e lavado duas vezes com 

200μl de PBS (pH 7,2). As células bacterianas anexas remanescentes foram fixadas com 

200μl de 99% de metanol e coradas com 2% de violeta de cristal. O corante ligado foi então 

solubilizado com 160μl de ácido acético glacial a 33% e a DO550 da solução foi medida 

(Gomes et al., 2013, com adaptações). 

Para análise da intensidade da formação do biofilme foi utilizado a classificação 

idealizada por Ferro et al. (2012), que se baseia na densidade óptica dos isolados (D.O.i), e 

tomando como base a do controle negativo (D.O.c), os isolados foram classificados nas 

seguintes categorias: Não-Produtor: D.O.i < D.O.c; Produtor Fraco: D.O.c < D.O.i ≤ (2x 

D.O.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 Interferências do MS em biofilme pré-formado 
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A formação de biofilme foi determinada também em microplacas de 96 poços 

(Stepanovic et al., 2000). Foram aplicadas 200µL de suspensões bacterianas em MH (DO570 

0,2) nos poços. Os controles negativos contiveram apenas o MH. Após 24h a 37°C, o 

conteúdo de cada poço foi aspirado e lavado duas vezes com 200μL de PBS e em 

seguidaacrescentado 200µL de MH para os controles e 100µL de MH com 100µL da CIM do 

MS nos poços e depois as microplacas foram incubadas por mais 24h a 37°C. Após esse 

período, aspirou o conteúdo dos poços e lavou duas vezes com 200μL de PBS e as células 

bacterianas remanescentes foram fixadas com 200μL de 99% de metanol e coradas com 2% 

de violeta de cristal. O corante foi então solubilizado com 160μL de ácido acético glacial a 

33% e a DO550 da solução foi medida (Gomes et al., 2009, com adaptações). 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 distribuídos em placas de Petri, contendo 10 larvas em cada. Através da região caudal 

das larvas foi injetado 10 μL do MS (concentração da CIM). As larvas permaneceram em 

temperatura ambiente e a taxa de sobrevivência foi observada em intervalos de 24h, durante 

10 dias. Para estabelecer a morte das larvas, verificou-se visualmente a melanização e a 

resposta aos estímulos físicos. O controle negativo foi DMSO a 1% e PBS. O mesmo ensaio 

foi realizado para avaliar a sobrevida das larvas após infecção com os microrganismos testes 

(que foram inibidos no teste de difusão em ágar) em dois grupos (tratados com o MS e não 

tratados) (Souza et al., 2015). 

 

4.8 Análise Estatística 

 

As análises de dados foram realizadas com o programa Graphpad Prism 6. Os dados 

dos testes de concentração letal e toxicidade foram expressos como média ± desvio-padrão. 

Nas análises dos dados obtidos nos testes de sobrevivência de T. molitor e atividade 

antibiofilme, para verificar diferenças entre os grupos, considerou-se como significativo 

p<0,05. A curva de sobrevivência no ensaio de T. molitor foi obtida através da aplicação dos 
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testes de Kaplan-Meier, analisando os resultados com o teste Log-Rank (Mantel-Cox). Para os 

dados obtidos do teste do biofilme aplicou-se o teste de Tukey. 
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5 RESULTADOS 

 

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 prevalência de microrganismos endofíticos (Figura 1). 

 

Figura 1 – Isolamento de microrganimos endofíticos 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 endofítico 

 

Ao final do período mínimo de incubação (7 dias) foi possível observar o crescimento 

de pequenas colônias com características macroscópicas de actinobactérias em 3 placas 

contendo fragmentos de folhas. Por essa razão, as placas continuaram na estufa por mais 7 

dias para crescimento, purificação e identificação microscópica das colônias. Ao final de 15 

dias o resultado foi positivo para actinobactérias nas placas contendo folha de capim-limão, 

babosa e vinagreira, entretanto, durante o processo de purificação as actinobactérias isoladas 

das folhas de capim-limão e vinagreira não cresceram. 

A respeito da actinobactéria isolado da folha da babosa, foi possível observar 

macroscopicamente a presença de micélio aéreo nas colônias de coloração branca 

acinzentada, com bordas brancas, forma circular e elevação convexa baixa, além do odor do 

composto orgânico geosmina, produzido por esse gênero (Figura 2). Na identificação 

microscópica da bactéria foi possível observar, através da objetiva de 100x, micélios aéreos 



29 
 

 

A B 

com longas cadeias de esporos retos (Figura 3). Todos estes fatores sugerem que o 

microrganismo isolado é uma actinobactéria pertencente ao gênero Streptomyces. 

 

Figura 2 – Aspecto morfológico do isolado da folha da babosa (Aloe vera) com características sugestivas de 

Streptomyces sp. 

 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 

 

Figura 3 – Microscopia óptica, do isolado da folha da babosa (Aloe vera), evidenciando longas cadeias de esporos 

retos. 

 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 

 

5.3 Ensaio de ágar difusão 

 

Os resultados do ensaio de ágar difusão demonstraram que os metabólitos secundários 

obtiveram ação antibacteriana contra os isolados de Corynebacterium propinquum, 

evidenciada através da formação de halos de inibição de 27±0 mm frente C. propinquum 

431024, e halo de 25±0 mm frente C. propinquum 36063 (Figura 4). Enquanto o controle 
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(claritromicina 20 µg/mL) formou halo de inibição de 29±0,5 frente a C. propinquum 43102 

28±0 frente a C. propinquum 36063 (Figura 5). O controle negativo DMSO a 1% não formou 

halo de inibição, conforme o esperado (Figura 6). Os metabólitos secundários não 

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 ágar difusão dos metabólitos secundários, com formação de halos frente a C. Propinquum 

431024 (A) e C. propinquum 36063 (B). 

 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 

 

Figura 5 – Teste de ágar difusão dos metabólitos secundários, com o antibiótico claritromicina (controle) com 

formação de halos frente a C. propinquum 431024 (A) e C. propinquum 36063 (B). 

 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 

 

Figura 6 – Teste de ágar difusão com DMSO (controle) com formação de halos frente a C. propinquum 431024 

(A) e C. propinquum 36063 (B). 
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Fonte: Dados da pesquisa (2023). 

 

5.4 Concentração Inibitória Mínima 

 

O teste de Concentração Inibitória Mínima (CIM), foi realizado apenas com as 

linhagens que tiveram resultados positivos no teste de ágar difusão. Dessa forma, os 

microrganismos avaliados foram C. propinquum 431024 e C. propinquum 36063, onde foi 

possível observar alteração discreta na coloração da resazurina, nas concentrações 15,6 e 7,8 

µg/mL, fazendo com que a concentração 31,2 µg/mL fosse considerada a menor que inibiu o 

crescimento dos microrganismos de forma satisfatória. 

 

5.5 Teste de biofilme 

 

Foi realizado o teste de biofilme para analisar se os microrganismos utilizados nos 

teste são 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.O.), C. 

albicans ATCC 14033, C. albicans 341 (S.O.) e Candida albicans 40 (S.O.) 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 ação dos metabólitos 

secundários frente a essas linhagens, os resultados estão dispostos na tabela abaixo. 

 

A B 
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Tabela 1 - Teste de biofilme para avaliar a interferência dos metabólitos secundários na formação do biofilme. 

 

MICRORGANISMOS 

INTERFERÊNCIA DOS METABÓLITOS SECUNDÁRIOS NA 

FORMAÇÃO DO BIOFILME 

Intensidade da produção 

de biofilme 

Redução da formação 

do biofilme (%) 

Aumento da formação 

do biofilme (%) 

Corynebacterium 

propinquum 421024 
Produtor fraco 

22% - 

Corynebacterium 

propinquum 36063 
Produtor moderado 

48% - 

Staphylococcus aureus 

ATCC 6538 
Produtor moderado 

- 24% 

Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 0026 
Produtor fraco 

- 22% 

Candida krusei ATCC 

6238 
Produtor forte 

- 48% 

Candida albicans 40 

(S.O.) 
Produtor moderado 

- 56% 

C. albicans ATCC 90028 Produtor fraco - 26% 

C. glabrata 124 (S.V.) Produtor fraco - 34% 

C. parapsilosis ATCC 

22019  
Produtor fraco 

6% - 

C. glabrata 105 (S.V.) Produtor moderado - 77% 

C. albicans 37 (S.O.) Produtor moderado - 76% 

C. albicans ATCC 14033 Produtor moderado 2% - 

C. albicans 341 (S.O.) Produtor moderado 27% - 

C. albicans 342 (S.O.) Produtor forte - 2% 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 

 

Com as linhagens de Corynebacterium propinquum a avaliação do teste antibiofilme 

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

mostraram que em comparação com o controle houve uma redução na formação do biofilme 

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

Com relação a C. propinquum 36063 houve redução de 48% na formação do biofilme e de 

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

 

Tabela 2 – Teste de biofilme para avaliar a interferência dos metabólitos secundários (CIM 31,2 µg/mL) na 

formação do biofilme e em biofilme pré-formado. 

 

 

MICRORGANISMOS INTERFERÊNCIA DOS METABÓLITOS 
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CIM 31,2 µg/mL 

Intensidade da produção 

de biofilme 

Redução da formação 

do biofilme em % 

Redução do biofilme 

pré-formado em % 

Corynebacterium 

propinquum 421024 

Produtor fraco 22% 27% 

Corynebacterium 

propinquum 36063 

Produtor moderado 48% 42% 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 

 

5.6 Análise Estatística 

 

A análise estatística do teste de biofilme mostrou que não houve diferença 

significativa da interferência dos metabólitos secundários, como pode ser observado nas 

figuras 8 e 9. 

 

Figura 7 – Análise estatística da interferência do MS na formação do biofilme (por C. propinquum) quando 

comparado com a produção do biofilme em meio de cultura puro. 

 

Legenda: b= formação do biofilme sem MS; i= formação do biofilme com a influência do MS; Cp= Corynebacterium 

propinquum; Cp 24: p= 0,59; Cp 63 p=1,05. 

Fonte: Dados da pesquisa (2024). 

 

Figura 8 – Análise estatística da interferência do MS no biofilme pré-formado (por C. propinquum) quando 

comparado com a pré-formação em meio de cultura puro. 
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Legenda: b= formação de biofilme sem MS; i= formação do biofilme com a influência 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 sobrevivência 

 

O ensaio de toxicidade mostrou que a concentração 31,2 µg/mL dos metabólitos 

secundários, produzidos por Streptomyces sp. isolado da Aloe vera, é segura para as larvas de 

Tenebrio molitor, uma vez que durante a comparação entre PBS e metabólitos, injetados nas 

larvas, observou-se, ao longo de 10 dias, que nenhuma larva morreu com os metabólitos, 

porém, no teste realizado com PBS 01 larva morreu no 4º dia do ensaio, conforme mostra o 

gráfico 1. 

 

Figura 9 – Teste em Tenebrio molitor para avaliar a toxicidade da CIM (31,2 µg/mL) dos metabólitos 

secundários frente a isolados clínicos de C. propinquum. 
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Fonte: Dados da pesquisa (2023). 
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A avaliação da sobrevida das larvas após a infecção por C. propinquum, demonstrou, 

ao final de 10 dias, que o grupo tratado com os metabólitos secundários (concentração 

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

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

 

Figura 10 - Curva de sobrevivência de Tenebrio molitor infectados com C. propinquum 421024, tratado 

(concentração 31,2µg/mL) e não tratado.  
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Fonte: Dados da pesquisa (2024). 

 

Figura 11 - Curva de sobrevivência de Tenebrio molitor infectados com C. propinquum 36063, tratado 

(concentração 31,2µg/mL) e não tratado. 
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Fonte: Dados da pesquisa (2024). 
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6 DISCUSSÃO 

 

No presente estudo plantas medicinais foram analisadas quanto a presença de 

microrganismos endofíticos, sendo a babosa (Aloe vera) evidenciada como hospedeira de um 

endofítico com características morfológicas de actinobactéria, sugestivo para o gênero 

Streptomyces, apresentando colônias com coloração cinza e branco, cadeias de esporos 

espiraladas (Lambert; Loria’s, 1989) e odor característico da geosmina, um álcool terciário 

bicíclico que apresenta odor de terra, produzido na fase estacionária de Streptomyces 

(Dickschat et al., 2005; Jüttner; Watson, 2007 Guttman; Rijn, 2008; Souza; Mathies; 

Fioravanzo, 2012). 

O isolamento da actinobactéria proveniente da Aloe vera evidencia o que as pesquisas 

têm demonstrado nos últimos 10 anos, que a babosa é uma planta medicinal que fornece uma 

gama de bactérias endofíticas, tornando-se um fator motivador para explorar seus compostos 

bioativos para diferentes aplicações 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 biotecnológico da actinobactéria isolada foi testado frente a 

diversas linhagens de patógenos, dentre elas a Corynebacterium propinquum, bactéria Gram- 

positiva pleomórfica, aeróbica, comensal e oriunda de nasofaringe (Xu et al., 2021), foram as 

únicas sensíveis 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) não foram suscetíveis 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 presença da membrana externa das Gram-negativas representar 

uma barreira importante à penetração de vários agentes antimicrobianos (Guimarães; 

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 

o MS produzido por essa actinobactéria não 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 

superfícies inertes e vivas na presença de substâncias poliméricas extracelulares (EPS), 

também foi analisado quanto a produção pelos microrganismos patogênicos, onde foi 

constatado que todas as linhagens são produtoras de biofilme. Nesse contexto, os metabólitos 
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secundários demonstraram ação contra o biofilme de alguns microrganismos, interferindo na 

produção e reduzindo o biofilme pré-formado, demonstrando ser um potencial agente 

sanitizante contra microrganismos patogênicos em fômites de poliestireno e ainda podendo 

ser testado em outros materiais como dispositivos hospitalares. Em contrapartida, na maioria 

dos microrganismos analisados houve aumento na produção do biofilme, ou seja, o MS pode 

ter sido agregado à composição da matriz extracelular das células bacterianas, que é composta 

principalmente por proteínas, polissacarídeos e DNA extracelular, sendo importante posterior 

análise das concentrações ideais para erradicação do biofilme. 

Com relação as linhagens de C. propinquum (42102 e 36063) foi interessante observar 

a interferência dos metabólitos (na concentração 31,2µg/mL) durante a formação do biofilme, 

reduzindo em até 48% sua produção, mostrando que o composto ativo é capaz de interferir 

durante o processo de estruturação de células bacterianas com substâncias poliméricas 

extracelulares. Ainda foi observada a interferência dos metabólitos no biofilme pré-formado, 

obtendo redução de até 42%. 

As bactérias dentro do biofilme tornam-se mais resistentes a tratamento 

antimicrobiano em comparação às células planctônicas, porque a comunidade bacteriana no 

biofilme difere da sua contraparte planctônica nos padrões de expressão de genes e proteínas, 

isso normalmente resulta em perfis distintos de resistência metabólica e antimicrobiana 

(Giaouris et al., 2013). 

Um estudo realizado por Yaacob et al. (2021) relatou a composição bioquímica e a 

morfologia do biofilme de Corynebacterium pseudotuberculosis, trazendo informações 

relevantes para este estudo por se tratar do mesmo gênero bacteriano aqui analisado. Uma 

ampliação 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 proteínas importantes para todas as fases da 

formação do biofilme, pois desempenham papéis cruciais na ligação inicial à superfície, 

estabilização da matriz do biofilme através de interações com componentes de 

exopolissacarídeo e ácido nucleico. Várias linhas de evidências mostraram que os lipídios 

estão presentes na matriz extracelular, que são importantes para a estabilidade arquitetônica 

do complexo microbiano. Na maioria dos casos, as células planctônicas e de biofilme 

apresentam perfis diferentes de esterol e esfingolípido (Yaacob et al. 2021).
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O ensaio de toxicidade mostrou que a concentração 31,2 µg/mL dos metabólitos 

secundários, produzidos por Streptomyces sp. isolado da Aloe vera, é segura para as larvas de 

Tenebrio molitor. 

A avaliação da sobrevida das larvas de T. molitor após a infecção por C. propinquum, 

demonstrou que o grupo tratado teve uma taxa de sobrevida maior que o grupo sem 

tratamento. 

A curva de infecção e sobrevivência em modelo alternativo foram analisadas no 

estudo de Amorim et al. (2020), onde o metabólito produzido pela cepa de Streptomyces 

ansochromogene em uma concentração de 1 mg/L mostrou a capacidade de aumentar a 

expectativa de vida de Tenebrio molitor infectado com o patógeno P. aeruginosa. As larvas 

infectadas com solução padrão de 0,3 x 108 de P. aeruginosa morreram todos no oitavo dia, 

mas os infectados com a bactéria e inoculados com o metabólito 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 são produzidos pela microbiota endofítica (Abdou et al., 

2010; Danagoudar et al., 2018; Gupta; Bhatt; Chaturvedi, 2018; Tan et al., 2018; Kaaniche et 

al., 2019), e há evidências de que os caminhos da síntese metabólica e transferência horizontal 

de gene evoluíram independentemente em plantas e microrganismos (Richards et al., 2009; 

Jensen et al., 2011; Hamayun et al., 2017). Outros metabólitos que não são produzidos pela 

planta medicinal, podem ser produzidos pela microbiota endofítica, contribuindo para a 

heterogeneidade do perfil fitoquímico e das biofunções 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 endofíticas; todos os 

endofíticos bacterianos isolados são de natureza gram-positiva e em forma de bastonete. 

Assim como o trabalho de Krynitskaya et al. (2024), onde caracterizaram quatro isolados da 

microflora endofítica da planta Aloe vera; todos eles foram classificados como 

actinobacterias, identificadas como Arthrobacter spp. ou Micrococcus spp. Semelhante ao 

resultado de VegaGálvez et al. (2012) que também observou crescimento bacteriano no gel de 

Aloe vera. 

Neste estudo foi demonstrada a atividade antibacteriana, de metabólitos secundários 

produzidos por Streptomyces sp., frente a isolados clínicos de Corynebacterium propinquum, 

nos testes de difusão em ágar, CIM e antibiofilme. Por essa razão, é 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 patológicos em pessoas imunocompetentes, esta 

bactéria já foi isolada de pacientes em diversas situações clínicas, incluindo derrame pleural, 

endocardite valvar, bacteremia, rinossinusites, lesões cutâneas e abcessos (Bernard et al., 

2013). 
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7 CONCLUSÃO 

 

• Os metabólitos secundários produzidos pela actinobactéria apresentaram 

potencial antibiótico frente a linhagens clínicas (nasofaringe) de Corynebacterium 

propinquum; 

• A actinobactéria isolada a partir da folha da babosa (Aloe vera) pertence ao 

gênero Streptomyces, porém sem identificação molecular até o momento; 

• Os metabólitos secundários interferiram no processo de formação do biofilme 

de Corynebacterium sp., além de diminuir o biofilme pré-formado em até 42%; 

• A atividade antimicrobiana foi satisfatória, uma vez que os metabólitos 

presentes no MS inibiram linhagens bacterianas na concentração 31,2µg/mL; 

• Os metabólitos secundários são seguros para as larvas de Tenebrio 

molitor, tendo eficácia no tratamento contra a infecção por Corynebacterium. 
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