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RESUMO

Os metabdlitos secundarios produzidos por microrganismos sdo importantes fontes de
compostos bioativos, destacando aqueles oriundos do género Streptomyces.
Considerando que a bioprospec¢do deste grupo em habitats pouco explorados pode
resultar na descoberta de novas substancias bioativas, o objetivo deste estudo foi realizar
a analise quimica de compostos antibacterianos e anticancerigenos produzidos por
Streptomyces sp. MPO1 e Streptomyces sp. MPOI11, isolados do solo rizosférico de Aniba
parviflora no Bioma Amazonico. A identificagdo ao nivel de género foi realizada a partir
do sequenciamento do RNAr 16S e a identificacdo dos genes biossintéticos PKSI, PKSII
e NRPS. A investigacao do potencial bioativo das cepas MPO1 e MPOI11 iniciou com o
estudo de atividade antibacteriana por meio do teste de bloco de agar frente a 10
patdgenos de interesse clinico. Foi verificado a a¢do citotoxica do extrato bruto contendo
os metabodlitos bioativos por meio de teste de citotoxicidade frente a células de carcinoma
colorretal humano (HCT116). O perfil de compostos volateis presente no extrato bruto
foi construido através de andlise por cromatografia acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM).As cepas foram identificadas como pertencente ao género Streptomyces €
apresentaram a presenca dos genes PKSI, PKSII e NRPS, relacionados a rotas
biossintéticas para produgcdo de antibioticos. Foi possivel observar a
atividade antibacteriana das cepas frente a diversos patogenos de interesse clinico.
Streptomyces sp. MPO1 apresentou o maior halo frente a Acinetobacter baumannii
ATCC19606 com 20mm, seguido de Aeromonas hydrophila INCQS00318 com 17,66
mm. Streptomyces sp MPO11 teve seu maior destaque com o halo de inibi¢ao de 18,66mm
frente Staphylococcus epidermidis ATCC1228, seguido de Escherichia coli ATCC10536
e Enterococcus faecalis ATCC10100, ambos com 18mm. O extrato bruto de Streptomyces
sp MPOI1 apresentou 77,26% de inibicdo do crescimento de células de carcinoma
colorretal humano. O estudo cromatografico do extrato de Streptomyces sp MPO1
demonstrou a presenca majoritaria do Acido 2-propenoico, éster tridecilico (C16H3002) e
este ultimo citado ndo apresenta atividade bioldgica relatada na literatura. No extrato de
Streptomyces sp MPO11 o éster de Fosfato de tris (2,4-di-terc-butilfenilo) (C42He304P)
foi o majoritario e apresenta atividades anticancerigena e antioxidante documentadas.
Neste estudo foram constatados a variabilidade quimica e atividade biologica de

Streptomyces sp. MPO1 e Streptomyces sp MPOI11 isolado de solo da Amazodnia,



indicando que estudos de bioprospeccao de actinobactérias nativas da Amazonia resultam

na descoberta de potenciais compostos com atividade antibacteriana e anticancerigena.

Palavras-chave: Antibiotico. Anticancerigeno. Streptomyces. Rizosfera. Amazonia.
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1. INTRODUCAO

A Amazodnia € caracterizada por suas particularidades ambientais, como solo pobre,
clima quente e imido, e uma vasta biodiversidade (EDIU et al. 2022). Essas caracteristicas
ambientais unicas da regido podem abrigar uma reserva de novas cepas ou novos produtos
naturais com potencial bioldgico de interesse farmacéutico, acarretando a identificagdo e
isolamento de novos compostos derivados de microrganismos (KUMAR et al. 2021; BHAT et

al. 2022).

As actinobactérias sdo consideradas um dos grupos mais importantes de
microrganismos produtores de compostos bioativos, derivados do metabolismo secundario.
Dentro deste grupo, destaca-se o género Streptomyces, que, ao longo de décadas de pesquisa,
resultou na descoberta de diversos farmacos com atividade antibacteriana e anticancerigena
(TANGERINA et al. 2020). O género ¢ classificado como Gram positivo, aerobio,
produzindo micélio aéreo, vegetativo, esporulacdo e pigmentacdo no substrato (POLPASS et

al. 2021).

Nesse contexto, os produtos naturais produzidos por Streptomyces sp vem
despertando grande interesse, demonstrando resultados promissores, especialmente em relagao
a atividade citotoxica e antibacteriana (VALIPOUR et al. 2018; TANGERINA et al. 2020), e
alguns quimioterapicos e antibidticos ja estabelecidos no mercado sdo produzidos a partir de

produtos derivados de Streptomyces sp (LIU et al. 2019; DONALD et al. 2022).

No contexto atual, hd uma busca expressiva por novos fairmacos para o controle da
disseminagdo de inimeras enfermidades, como as causadas por microrganismos € as doengas
cancerigenas (VALIPOUR et al. 2018; POLPASS, 2021). A prospeccdo de novas linhagens de
actinobactérias em habitats inexplorados tem se mostrado uma estratégia promissora para a
descoberta de novos compostos antibacterianos e anticancerigenos. Acredita-se que podem
ocorrer espécies ainda ndo identificadas ou novas moléculas de interesse farmacologico (TING

LI et al. 2023).

E importante destacar que, com o tempo, oS microrganismos patogénicos
comegcaram a se adaptar aos medicamentos utilizados. Esse processo ocorre devido as alteragdes
genéticas resultantes das interagdes estabelecidas com o ambiente, mudancas fenotipicas e a
pressdo seletiva, o que leva a propagacao dos genes mais resistentes, e, consequentemente, a

formacdo de populagdes altamente adaptadas. Além disso, a utilizacdo inadequada de



10

medicamentos antimicrobianos contribui expressivamente para o surgimento de cepas
multirresistentes, uma vez que seleciona as bactérias mais bem adaptadas (AL-SHAIBANI et

al. 2021; SILVA et al. 2020).

Paralelamente a essa problematica, as doengas cancerigenas sao um dos maiores
desafios de satide publica mundial e ¢ responsavel pela maior taxa de mortalidade do mundo
(LUCACIU et al. 2022; SIEGEL et al. 2022). Embora inimeras drogas anticancerigenas
tenham sido desenvolvidas ao longo dos anos, a maior preocupacao ¢ a agressividade dos
tratamentos, que geram diversos efeitos colaterais (LUCACIU et al. 2022). Portanto, torna-se
crucial a identifica¢do de novos compostos que possam apresentar atividade promissora para o

combate ao desenvolvimento do cancer e com efeitos colaterais menos agressivos.

Dentre os compostos com atividade antibacteriana reconhecida, podem ser citados
a Estreptomicina, Actinomicina D e Cefamicina C, que sdo derivados do género Streptomyces
(ALAMK et al. 2022). J4 em relacdo aos compostos com atividade citotoxica frente a células
cancerigenas, Doxorrubicina, Bleomicina e mitramicina, sdo alguns exemplos (LIU et al. 2019;

ALAMK et al. 2022).

Considerando a vasta biodiversidade amazonica, ainda pouco explorada no que se
refere a diversidade microbiana, realizar pesquisas voltadas para o isolamento e investigagcao
do potencial biologico pode ser uma alternativa promissora para a descoberta de novos
compostos bioativos derivado de Streptomyces sp. O bioma apresenta uma biodiversidade
endémica, sendo a maior extensao florestal tropical do mundo, destacando-se por sua rica fauna
e flora, com uma ampla diversidade genética. O que induz ser um ambiente propicio para a
proliferagdo de espécies bacterianas que podem ser biotecnologicamente interessantes. Vale
ressaltar que apesar de ser a maior floresta tropical do mundo, o conhecimento sobre a
biodiversidade microbiana ainda ¢ limitado (DE AZEVEDO et al. 2021). Portanto, a proposta
dessa pesquisa € investigar o potencial bioldgico de Streptomyces sp isolado da rizosfera de

Aniba parviflora na Amazonia.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Busca por novas moléculas com potencial biolégico de interesse farmacéutico.

Atualmente, a resisténcia bacteriana e de células cancerigenas a medicamentos
utilizados para o tratamento de infec¢des e do cancer, constituem um dos maiores problemas
em nivel mundial (JAROSZEWICZ et al. 2021). E por este motivo, ha uma grande demanda
por novos bioativos para o desenvolvimento de farmacos que possam apresentar resultados
satisfatorios no controle dessas enfermidades (POLPASS, 2021).

Por décadas, a natureza vem sendo uma fonte rica de produtos medicinais, que
desempenham um papel fundamental no controle de inimeras enfermidades (NEWMAN et al.
2019). Os produtos naturais possuem uma diversidade estrutural ¢ uma ampla bioatividade,
direcionando o interesse para pesquisas que visam buscar novas moléculas com atividades
bioldgicas relevantes (ANAGA et al. 2020).

Esses produtos naturais representam uma fonte primordial para o desenvolvimento
de novos farmacos, apresentando resultados significativos no tratamento do céncer, que
atualmente, o maior desafio ¢ relacionado aos inumeros efeitos colaterais gerados no
tratamento, sendo considerado invasivo. Compostos como fendis, flavonoides e alcaloides
possuem propriedades fundamentais, como anti-inflamatorias, que influenciam a apoptose
celular, inibindo a invasdo e a metastase. Esses compostos naturais tém demonstrado eficacia
contra varios tipos de cancer, como o de pulmao, mama e ovario (KAI et al. 2018).

Além da atividade anticancerigena promissora apresentada pelos inumeros
produtos naturais identificados ao longo dos anos, muitos desses compostos naturais também
tém demonstrado potencial no combate a infe¢cdes bacterianas, onde, o maior desafio consiste
na crescente resisténcia dos microrganismos patogénicos aos tratamentos convencionais

(SILVA et al. 2020).

Ao longo do tempo, esses microrganismos desenvolveram adaptagdes aos inlimeros
medicamentos ja estabelecidos no mercado, ocorrendo principalmente por conta das alteragdes
genéticas que ocorrem a partir das interagdes ambientais provocadas por mudangas fenotipicas,
assim como também a pressdo seletiva imposta através da propagacdo dos genes mais
resistentes. Essa adaptacdo tem gerado populagdes altamente resistentes, agravando a
dificuldade de tratamento. Ademais, o uso inadequado de antibidticos contribui
significativamente para o surgimento de cepas multirresistentes, ao selecionar as bactérias mais

resistentes (AL-SHAIBANI et al. 2021).
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2.2 Resisténcia bacteriana

De acordo com MAITI et al. (2020), a cada 10 pacientes, 1 adquire infecc¢ao
hospitalar causada por patdogenos multirresistentes. O primeiro relato de resisténcia bacteriana
ocorreu em 1924, quando Silberstein observou que a bactéria Treponema pallidum desenvolveu

resisténcia ao antibiotico Arsfenamina (TING LI. 2023).

Com o decorrer dos anos, houve um aumento expressivo na disseminagdo dessas
cepas, devido, principalmente, ao uso indiscriminado de antibidticos. A resisténcia desenvolve-
se quando os microrganismos sofrem mutacdes, reduzindo a eficadcia dos medicamentos
disponiveis, tornando o controle das enfermidades cada vez mais dificil e facilitando a

propagacdo dos genes multirresistentes (ABD EL-ALEAM et al. 2021).

No que diz respeito aos mecanismos de aquisi¢ao de resisténcia bacteriana, a
resisténcia inata ¢ a mais comum, podendo ocorrer devido a impermeabilidade da parede
celular, auséncia de receptores, ou pela produgdo de enzimas que modificam e inativam os
antimicrobianos (MAITI et al. 2020). Existem varios mecanismos, sendo os mais comuns o
intrinseco e o adquirido. O mecanismo intrinseco, que ocorre naturalmente, ¢ caracterizado pela
producao das enzimas B-lactamases, frequentemente encontradas em bactérias gram-negativas.
J& o mecanismo adquirido envolve mutagdes nos genes relacionados as moléculas

antimicrobianas, ocorrendo a transferéncia através de plasmideos (PFEIFER et al. 2022).

Segundo a Organizagao para a Cooperagdo e Desenvolvimento Economico (OCDE)
até 2050 cerca de 2,4 milhdes de pessoas em todo o mundo morrerdo devido a infecgdes

causadas por patdégenos multirresistentes, gerando um custo de aproximadamente 3,5 milhdes

de dolares por ano (HOFER. 2019).

As principais cepas patogénicas resistentes aos antibidticos atualmente sdo:
Staphylococcus aureus, Enterococcus sp, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanni,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter sp e Escherichia coli, sendo a ultima, responsavel por
cerca de 28% das mortes relacionadas a infec¢des por bactérias multirresistentes (NAKAR,

2022).

A persisténcia dessas cepas frente aos antibidticos comercializados resulta,
principalmente, da exposicdo inadequada aos medicamentos (THORFINNSDOTTIR et al.

2023) tornando-se um desafio crescente para a saude publica global. Isso evidencia a urgente
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necessidade de identificar novos compostos, uma vez que os antibidticos atualmente

comercializados ndo tém sido eficazes (LEON et al. 2020).

2.3 Cancer
Considerado como uma doenca grave e de dificil tratamento, o cancer ¢ um dos
maiores problemas de saude publica mundial, apresentando a maior taxa de mortalidade do
mundo (LUCACIU et al. 2022; SIEGEL et al. 2022). De acordo com CENICEROS (2023), o
primeiro relato sobre o uso de quimioterapicos ocorreu em 1946, quando se testou a mostarda

nitrogenada para tratamento de tumores em 6rgdos constituidos por células sanguineas.

A doenga ¢ causada pelo crescimento celular anormal, com grande capacidade de
invadir e se espalhar pelo organismo (HERNANDEZ et al. 2021). Sao identificados diversos
tipos de cancer, podendo afetar 6rgdos, tecidos e células, manifestando-se de diferentes formas
(Carcinomas, linfomas, sarcomas ou leucemia) o que demanda tratamentos especificos
(MARTINEZ et al. 2020). As opgdes terapéuticas atualmente disponiveis incluem
quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal, e em alguns casos, chegando a precisar de

cirurgia (SHUMI et al. 2022).

Ao longo dos anos, inimeras drogas anticancerigenas foram desenvolvidas. No
entanto, a maior dificuldade reside na agressividade dos tratamentos, que frequentemente
causam varios efeitos colaterais, entre os mais comuns a diarreia, vomito, anemia ¢ anorexia
(LUCACIU et al. 2022). Assim, torna-se crucial a identificagdo de novos compostos que

possam oferecer atividade promissora contra o cancer, com menos efeitos colaterais agressivos.

Nesse contexto, um dos grandes desafios da comunidade cientifica ¢ a descoberta
de novas fontes naturais para o desenvolvimento de compostos farmacologicos, resultando na
identificacdo e isolamento de novas moléculas. Uma possivel alternativa estd na busca por

produtos naturais derivados de microrganismos (KUMAR et al. 2021; BHAT et al. 2022).

Os produtos naturais produzidos por Streptomyces sp tém despertado grande
interesse, pois estudos mostram resultados interessantes, especialmente no que diz respeito a
atividade citotoxica. (VALIPOUR et al. 2018). Além disso, alguns quimioterdpicos ja
estabelecidos no mercado sdo derivados de Streptomyces sp, como doxorrubicina, rapamicina

e mitramicina (LIU ef al. 2019).
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Além do potencial terapéutico, os efeitos colaterais desses compostos sao minimos
quando comparado com os tratamentos convencionais. Espécies como Streptomyces peucetius,
Streptomyces verticillus e Streptomyces caespitosus sao responsaveis pela producdo de
medicamentos como adiamicina D, bleomicina, mitosanos. Os compostos bioativos mais
recentes, com atividade anticancerigena e antitumoral, t€ém sido isolados a partir do género,
ressaltando a importancia farmacéutica desses microrganismos (NGAMCHARUNGCHIT et
al. 2023).

2.4 Actinobactérias
As Actinobactérias, pertencentes ao dominio das bactérias, sdo um dos filos mais
antigos e desempenham um papel significativo na biotecnologia. Sendo saprofitas de vida livre,
com esporos amplamente dispersos no ambiente, ou endofiticas, sua distribui¢ao ¢ cosmopolita,
podendo ser encontradas em ecossistemas aquaticos e terrestres, como ambientes marinhos, de
agua doce, solo, rizosfera e plantas, além de formarem simbioses com diversos organismos,
incluindo insetos. Ja foram identificadas em ambientes extremos, como o solo da Antartida e

do deserto (SILVA ef al. 2020; KUMAR et al. 2021; NGAMCHARUNGCHIT ef al. 2023).

Essas bactérias sao dominantes no solo e responsaveis pelo caracteristico cheiro
terroso. Elas desempenham um papel essencial na reciclagem de carbono, assim como na
decomposicdo de compostos saprofitos, como por exemplo o lignocelulose. Além disso,
destacam-se por sua ampla distribuicdo, caracteristicas morfogenéticas e capacidade de
codificar genes biossintéticos associados a producdo de metabolitos secundarios (SINGH;

DUBEY. 2018; YONGJAE LEE. 2020; POLPASS. 2021).

Dentro do filo Actinobacteria, existe uma notavel diversidade de taxons. Alguns
géneros conhecidos incluem Actinosporangium, Microellobosporia, Synnenomyces,
Streptoplanospora e Streptomyces. No entanto, o género Streptomyces € o que mais se destaca,
sendo responsavel pela maior parte da producdao de metabdlitos secundarios com atividade

biologica ja catalogada (LAW et al. 2019).

A diversidade ecoldgica do filo influencia principalmente em seu potencial
metabolico, além do mais, as Actinobactérias sao responsaveis por produzir dois ter¢os de todos
os antibidticos utilizados em tratamentos atualmente (VAN BERGEIJK et al. 2020). Além de
antibidticos como eritromicina e gentamicina, elas também produzem compostos com atividade
anticancer, como a bleomicina e a actinomicina D, imunossupressores como a rapamicina € o

tacrolimus, antiparasitarios como as avermectinas e espinosinas, além de herbicidas como o
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bialafos e glufosinato, e enzimas extracelulares (XIE et al. 2021). Diante disso, as
Actinobactérias sdo fontes promissoras para a descoberta de novos compostos terapéuticos

(WU et al. 2029; VAN BERGEIIK et al. 2020).

Essas bactérias sdo reconhecidas por sua capacidade de produzir, com mais
frequéncia, metabdlitos especializados quando comparadas a outros filos bacterianos, como as
cianobactérias (SAYED et al. 2020). Entre 2015 e 2020, foram identificados cerca de 589 novos
compostos com diversas estruturas quimicas provenientes de actinobactérias, sendo que mais
da metade (52%) apresentou atividade bioldgica relevante. Esses dados refor¢gam a importancia
das Actinobactérias em aplicagdes biotecnologicas, especialmente no setor da saude (XIE ef al.

2021).

2.5 Género Streptomyces, metabolismo secundario e genes biossintéticos

O género Streptomyces destaca-se amplamente dentro do filo Actinobactéria e foi
descrito pela primeira vez em 1940 por Waksman e Henrici. Essas bactérias sao caracterizadas
como Gram positivas, aerobicas, produzindo micélio aéreo, vegetativo, pigmentagdo no

substrato e esporulacao (POLPASS. 2021).

Sob condi¢des de determinadas exposi¢des ambientais que resultam estresse, como
por exemplo o esgotamento de nutrientes, as cepas do género sofrem uma série de alteragdes
morfologicas. Segundo LAW et al. (2019), essas mudancas comecam com o desenvolvimento
de uma rede de filamentos ramificados, conhecida como micélio vegetativo, que posteriormente

evolui para micélio aéreo e esporos.

Estima-se que cerca de 80% das actinobactérias reconhecidas na literatura como
produtoras de metabdlitos com aplicagdes antibidticas pertencem ao género Streptomyces. Uma
apenas uma cepa ¢ capaz de produzir em média 30 metabolitos, além do que, um total de 279
novos produtos naturais foram catalogados entre os anos de 2015 a 2020 (DONALD et al.
2022).

As linhagens possuem uma estrutura genética com redes regulatorias complexas,
envolvendo uma vasta variedade de agrupamentos génicos, estes responsaveis pela codificagao
de uma série de vias metabolicas que resultam na sintese de metabolitos secundarios, possuindo

uma infinidade de classes estruturais, como terpeno, peptideo ndo ribossomal (NRPS),
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policetideo sintase (PKSI, II e III) e hibrido (PKS/NRPS) (XU et al., 2020; PENG et al., 2020;
HOU et al., 2020; LU et al. 2022; PLANCKAERT et al. 2021; TSUTSUMI et al. 2022; LI el
tal. 2023).

Com aproximadamente 826 espécies catalogadas, o género Streptomyces ¢
amplamente estudado devido a sua capacidade notavel de produzir metabolitos secundarios.
Estima-se que cerca de 7.600 metabolitos produzidos por actinobactérias derivam desse género,
o que direciona muitas pesquisas para suas cepas, em busca de novas opgdes terapéuticas a

partir dos metabolitos (AHMED et al. 2024).

Diferentemente do metabolismo primario, o secundario nao possui funcionalidade
essencialmente ligada a sobrevivéncia — desenvolvimento celular natural - direta do organismo
(LIMA JUNIOR. 2020), porém, proporciona vantagens como aquisicdo de nutrientes,
associacoes simbioticas com outros seres vivos (AL-SHAIBANI; RADIN MOHAMED;
SIDIK; ENSHASY et al. 2021) eficicia na competi¢do com outros seres vivos, producao de
sider6foros, (auxiliam no sequestro de metais como por exemplo o ferro) resisténcia a luz
ultravioleta, que acontece principalmente através da produgdo de pigmentacao, resisténcia para
o desenvolvimento em ambientes com condigdes extremas e prote¢do, com a producdo de

antibioticos (QUINN e/ al. 2020).

Inimeros metabdlitos secundarios sdo produzidos por microrganismos € nao
dependem exclusivamente de agentes externos para serem ativos. Essa diversidade metabdlica
proporciona um importante fundamental, como a autodefesa e a possibilidade de interagdo com
outros organismos, através da simbiose. Além disso, grande parte desses compostos possuem
uma atividade bioldgica que desperta o interesse visando possiveis solucoes terapéuticas para
a saide da humanidade. Acredita-se que muitas das funcdes e beneficios desses compostos
ainda ndo sdo conhecidos, e por esse motivo as pesquisas sdo direcionadas para a identificagao

e entendimento dessas moléculas (TING LI et al. 2023).

Os genes biossintéticos do género Streptomyces sdo fontes inesgotaveis de
metabolitos, produzindo em média 100.000 compostos bioativos naturais, com diversas
aplicagoes, incluindo farmacolégicas e agroquimicas (BUBICI. 2018; HARIR et al. 2018;
ABDEL et al. 2020). Esses produtos apresentam atividades antimicrobiana, antitumoral,
antiviral, antioxidante, imunossupressora, inseticidas e herbicidas (NGUYEN et al. 2020;

SALWAN. 2020; PHAM et al. 2021; SHARMA et al. 2021).


https://link.springer.com/article/10.1007/s10528-023-10350-8#ref-CR49
https://link.springer.com/article/10.1007/s10528-023-10350-8#ref-CR43
https://link.springer.com/article/10.1007/s10528-023-10350-8#ref-CR25
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Entre os genes biossintéticos, os PKS (policetideos sintase) e NRPS (peptideos ndo-
ribossomais) se destacam pela sua relevancia farmacolédgica e podem ser ativos em condigdes
laboratoriais através do cultivo. Suas vias biossintéticas envolvem enzimas que sao codificadas
por genes co-regulados organizados em clusters. Em bactérias, trés tipos de PKS sao descritos,
I, I e III. Aslinhagens desse género sdo as principais produtoras de PKS e NRPS, se destacando
especialmente pela capacidade do seu genoma conter em média de 25 a 70 agrupamentos de

clusters de genes biossintéticos (CBGs) (JIANG YE et al. 2019).

Com destaque para a atividade antibacteriana, Streptomyces € responsavel por
aproximadamente 80% dos antibidticos comercializados atualmente, desde a descoberta da
estreptomicina, o primeiro antibiotico desse grupo. Desde entdo, inimeros compostos com a¢ao

antibacteriana tém sido identificados (AZMAN et al. 2017; ALAM K et al. 2022).

Além dos diversos compostos com ac¢do antibacteriana, esses microrganismos
produzem uma série de substancias descritas na literatura com potencial promissor para o
controle de células cancerigenas. Os principais compostos derivados desse género foram
identificados como doxorrubicina e bleomicina. AZMAN et al. (2017) isolaram compostos
fenolicos e pirrolopirazina de Streptomyces sp pertencentes a manguezais na Malasia com

atividade anticancerigena.

Nos ultimos anos, prospec¢ao de microrganismos avangou significativamente com
o desenvolvimento da tecnologia de sequenciamento genomico. As primeiras espécies que
tiveram seu genoma sequenciado foram Streptomyces celicolor e Streptomyces avermitilis. As
sequéncias foram responsaveis por revelar a grandiosidade do potencial para o desenvolvimento

de produtos naturais a partir desse género (MATARRITA et al. 2021).

Dada a vasta producdo de compostos bioativos por linhagens de Streptomyces, a
mineracao genOmica tornou-se uma ferramenta crucial na busca por novos metabolitos. Essa
técnica permite identificar vias biossintéticas, genes silenciosos ou cripticos, frequentemente
associados a NRPS e PKS, facilitando a obten¢do de informagdes genéticas e assim como
auxilia sobre as atividades bioldgicas associadas para que sejam identificadas as estruturas
quimicas. O uso dessas técnicas pode revolucionar a descoberta de novos compostos bioativos

(FRANCA., et al 2023; NGAMCHARUNGCHIT et al. 2023).

O interesse por novas alternativas para o controle de doencas resistentes aos
medicamentos atuais torna o género Streptomyces um dos mais promissores na industria

farmacéutica, devido a sua capacidade de produzir metabolitos secundédrios com alta
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bioatividade (UEMURA et al. 2023), Caracterizando-se como um dos microrganismos com
maior exceléncia na capacidade da producdo ja identificada de metabolitos secundarios de

interesse farmacéutico (TANGERINA et al. 2020).

2.6 Solo rizosférico da Amazonia: Um local inexplorado
Desempenhando um papel importante na colonizagdo rizosférica, linhagens de
Streptomyces sp estabelecem uma interagdo intraespecifica simbidtica com as plantas,
penetrando em seus tecidos e colonizando suas raizes. Este ambiente ¢ considerado um dos

mais favoraveis para o isolamento de actinobactérias (ASSAD et al. 2021).

Segundo MAITI et al. (2020) o solo contém cerca de aproximadamente 90% do
total de actinobactérias catalogadas na literatura. No inicio da década de 1940, a triagem
sistemdtica de linhagens de Streptomyces que colonizam o solo, realizada por Selman
Waksman, resultou na descoberta de inimeras moléculas antibidticas, como a estreptomicina

(DURAND ef al. 2019).

Além disso, as espécies do solo desempenham um papel essencial nos ciclos
biogeoquimicos, principalmente devido a produgdo da enzima higrogenase, que atua
ativamente no ciclo do hidrogénio. Essas bactérias também influenciam diretamente nas
comunidades microbianas do solo e estdo envolvidas na formag¢do de matéria organica e
decomposic¢ao da serapilheira. O solo rizosférico, em particular, apresenta condi¢des favoraveis
para a identificacdo de novas linhagens, espécies importantes na producao de metabolitos, como
Streptomyces triticiradicis e Streptomyces inhibens sao exemplos de isolados desse ambiente

(DONALD et al. 2022).

A Aniba parviflora (Meiss.) ¢ uma planta amplamente distribuida na regido Norte
do Brasil. Conhecida popularmente como macacaporanga, pertencente a familia Lauraceae,
pode atingir entre 15 e 30 metros de altura e possui um tronco cilindrico de diametro entre 0,3
e 1,0 metro, além de uma casca marrom-amarelada. Destaca-se por suas caracteristicas
aromaticas, que despertam o interesse da indistria. Comumente encontrada nas margens de
igarapés, essa espécie também apresenta uma rica composi¢do de metabolitos bioativos, como
fendlicos, flavonoides e taninos, com propriedades antimicrobianas, anti-inflamatorias e
antioxidantes, relatadas em pesquisas com o 6leo essencial e extratos organicos derivados de

espécies do género Aniba (REVILLA. 2002; MATTOSO. 2005; DEWICK. 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar a composi¢do quimica e verificar a agao antibacteriana e anticancerigena

dos extratos brutos de Streptomyces spp, isoladas da rizosfera Aniba parviflora Syn

(Macacaporanga) do Bioma Amazonico.

3.2 Objetivos especificos

Identificar isolados nativo da rizosfera de Aniba parviflora a partir de taxonomia
polifasica classica e molecular;

Investigar se os isolados promovem a expressao de genes biossintéticos envolvidos na
producdo de compostos bioativos PKSI, PKSII ¢ NRPS;

Verificar a produgdo de compostos microbianos com atividade antibacteriana;

Extrair os compostos bioativos durante o cultivo bacteriano para obten¢do do extrato
bruto;

Analisar a atividade citotoxica do extrato bruto contra a linhagem de células de
carcinoma colorretal humano (HCT116);

Investigar o perfil quimico de compostos volateis presente no extrato bruto através de

analise por Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Ativacio das cepas
As cepas utilizadas neste estudo pertencem ao Biobanco de Actinobactérias da
Amazodnia— BIOACTA, do Laboratoério de Microbiologia da Universidade Federal do Oeste do
Pard. Estas estdo armazenadas sob refrigeragdo em glicerol 20% e com o meio de cultura

International Streptomyces Project-2 (ISP-2).

As linhagens utilizadas sao identificadas como grupo MPO, uma sigla que se refere
a vegetagdo Macacaporanga (Aniba parviflora) onde, especificamente da rizosfera foram

coletadas, em Santarém-PA, resultando em 11 isolados.

Para a sele¢do dos isolados, foi realizada uma triagem inicial, seguida pela ativagao
das cepas, avaliagdo das caracteristicas morfoldgicas similares ao género Streptomyces sp e
andlise preliminar da atividade antagdnica contra patégenos de relevancia clinica. Com base

nesses critérios, foram selecionadas duas cepas: MPO1 e MPO11.

A ativacao foi realizada removendo-se o material com uma al¢a estéril descartavel
e empregando a técnica de semeadura por esgotamento em placas de Petri contendo o meio de
cultura ISP-2 (Extrato de Levedura 4 g, Extrato de Malte 10 g, Glicose 4 g, Agar 15 g ¢ Agua
destiladal L, pH= 7,2) (PRIDHAM, HESSELTINE e BENEDICT, 1958). Apos a semeadura,

as placas foram armazenadas em estufa a 37°C e monitoradas por 20 dias.

4.2 Identificacdo morfologica
Seguindo as recomendacdes do [International Streptomyces Project (ISP)
(SHIRILLING; GOTTLIEB, 1966). Durante o cultivo em meio ISP-2 a 30°C, por um periodo
de 7 e 10 dias, a caracterizagdo macromorfologica dos aspectos culturais das linhagens foi
realizada por meio da andlise visual com lupa binocular e contador de colonias. (PARTE, 2012).
Foram observadas a formacao do micélio vegetativo, aéreo, aspecto das coldnias e producdo de

pigmentos.

A caracterizagdo micromorfoldgia, baseada na técnica de microcultivo, foi
conduzida apds o cultivo das cepas em meio ISP-2 (30°C durante 7 dias). Em seguida, as
amostras foram analisadas em microscopio eletronico de varredura (LEO 5410LV) em 10 kV,

para detalhamento da cadeia de esporos.
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4.3 Identificacdo molecular
O DNA gendmico bacteriano foi extraido segundo a recomendag¢ao do protocolo de
extracdo do Wizard Genomic DNA Purification Kit (PROMEGA, USA), utilizando uma
biomassa resultante do cultivo em 50 mL de meio liquido YEME (Extrato de levedura 3 g.L"!,
Peptona bacteriologica 5 g.L”!, Extrato de malte 3 g.L"!, Glicose 10 g.L"!, Sucrose 250 g.L') a
30°C sob agitagdo de 180 rpm durante 72h.

A amplificacao do RNAr 16S foi realizada em termociclador Bioneer MyGenie 96
Thermal block (Global Genomics Partner) utilizando o par de primers 27F (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") e 1492R (5'- TACCTTGTTACGACTT-3"), sob as
condi¢des: 98°C por 30”’; 30 ciclos de 98°C (10”), 58°C (30”), 72’ C (30”/ kb); extensdo de
72°C (10°). Areagdo de PCR (50 pL) continha 1pL de DNA 100 ng, 1 uL de cada primer 10uM,
10uL de 5x Trans start Fast PfU buffer, 4uL. de DNTP’s (2,5 mM), 1 uL de Trans Start Fast Pfu
polymerase, SuL. de PCR stimulant (5x),2 uL. de MgSO4 (50 mM) e 25 pL de agua livre de
nuclease. Os amplicons positivos foram avaliados pelo tamanho em gel de agarose (1,2%),
sendo utilizado como padrdo o marcador Ladder 1kb. A PCR foi purificada utilizando o
Genomic DNA Purification Kit (PROMEGA, MADISON, WI, USA) seguindo as

recomendacdes do protocolo.

O sequenciamento SANGER ocorreu em sequenciador ABI 3730 DNA Analyser,
Applied Biosystems/Hitashi. Para o sequenciamento utilizou-se o BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (codigo 4337456), e as corridas foram realizadas em capilares de 36cm
utilizando o polimero POP7. Os contigs gerados foram analisados pelo software Sequencing
Analysis 7.0 utilizando o KB BaseCaller e as sequéncias adquiridas foram alinhadas
manualmente no banco de dados GenBank com BLAST por alinhamento multiplo CLUSTAL
X. A arvore filogenética foi construida usando os métodos de neighbor-joining e maxima
parcimonia no software molecular Evolutionary Genetic Analysis (MEGA versdo 11.0.13) com

base em valores de bootstrap de 1.000 replicacdes.

4.3.1 Identificacido dos genes biossintéticos: PKSI, PKSII e NRPS
Nessa etapa, foram utilizados primers para detectar os genes responsaveis pela
biossintese de moléculas de interesse farmacéutico descritas como Policetidio sintase (PKS-I,
PKS-II), e Peptideos nao ribossomais (NRPS): PKSI: K1F (5’-TSAAGT CSAACATCG GBC
A-3") e M6R (5’-CGC AGG TTS CSG TAC CAG TA-3") (AYUSO-SACIDO ¢ GENILLOUD
2005);  PKSIl: KSa  (5-TSGCSTGCTTGGAYGCSATC-3’) e KSB (5
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TGGAANCCGCCGAABCCTCT-3") (METSA-KETELA et al. 1999); NRPS: A3F (5°-GCS
TAC SYS ATS TAC ACS TCS GG-3’) e A7R (5’-SAS GTC VCC SGT SCG GTA S-3°)
(AYUSO-SACIDO and GENILLOUD 2005). A reacao de PCR (50uL) ¢ constituida de DNA
genomico 100 ng (1uL), 5x Trans start Fast PfU buffer (10 uL), primer 10 uM (1 pL), 2,5 mM
DNTP’s (4puL), Trans Start Fast Pfu polymerase (1uL), PCR stimulant (5x) (5uL), MgSO4
50mM (2uL) e ddH20 25 pL). O ciclo ocorreu a partir das condigdes: 98°C por 4’; 30 ciclos
de 94°C (17), 57,5°C (307), 72° C (1’/ kb); extensdo de 72°C (10’). O produto da PCR foi
amplificado em eletroforese com gel de agarose (1,2 g de agarose para 100ml de TAE) e bandas
entre 1.200-1.400, 600, 1.400 e 700-800 pb foram classificadas como produtos dos genes PKSI,
PKSII e NRPS.

4.4 Avaliacao da producio de substancias antibacterianas de interesse clinico.
As cepas foram inoculadas em placas de Petri contendo meio Agar ISP-2, utilizando
a técnica de semeadura Spread plate. Apds a esporulagdo, blocos de dgar (6 mm de didmetro)
foram recortados com ponteira descartaveis para a realizacao do teste de antagonismo, através
do método de bloco de gelose (ICHIKAWA; DATE; ISHIKURA; OZAKI, 1971). Os testes
foram realizados com 10 patdgenos de interesse clinico, e a intensidade da atividade inibitoria
foi determinada com base no didmetro do halo de inibi¢io, segundo SAHIN; UGUR (2003),

obtendo como resultado a média aritmética do teste realizado em triplicata.

Tabela 1 - Lista de patdégenos utilizados no ensaio de atividade antibacteriana.

Patdgeno Referéncia
Aeromonas hydrophila INCQS00318
Acinetobacter baumannii ATCC19606
Enterococcus faecalis ATCC10100
Escherichia coli ATCC10536

Klebsiella pneumoniae ATCC4352
Micrococcus luteus ATCC7468
Proteus vulgaris ATCC13315
Salmonella enteritidis INCQS00268
Staphylococcus aureus ATCC14458
Staphylococcus epidermidis ATCC12228

Fonte: Elaborado pela autora.
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4.5 Avaliacao da atividade citotoxica - ensaio MTT

A linhagem celular de tumor so6lido HCT-116 (carcinoma de c6lon humano) foi
utilizada no experimento de avaliagdo da atividade citotoxica. As células foram cultivadas em
garrafas de cultura utilizando o meio de cultura RPMI e foi manuseada em camara de fluxo
laminar e mantida em incubadora a 37°C com atmosfera de CO2 de 5% e umidade de 95%. O
acompanhamento foi realizado com auxilio de microscopio Optico invertido. Para
desprendimento da célula foi utilizado solugdo de tripsina-EDTA a 0,5%. O extrato foi diluido
conforme o calculo para o DMSO (dimetilsulféoxido), em fluxo laminar, e-solubilizado e,

armazenado posteriormente para ser utilizado apds 24 horas (MOSMANN, 1983).

O teste do MTT foi utilizado para avaliagdo da atividade citotoxica que consiste na
analise colorimétrica que quantifica indiretamente a célula viavel, baseada na conversdo do sal
3- (4,5-dimetiltiazol-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H tetrazolina bromida (MTT), um composto de cor
amarela, em formazan, um composto solivel de coloragdo purpura, ocorrendo pela atividade
de enzima succinil-desidrogenase presente nas mitocOndrias ativas das células vivas

(MOSMANN, 1983).

A linhagem celular de tumor sélido (HCT 116) foi plaqueada 2 x 10° células por
poco, em placas de 96 pocos (1 x 10*células /ml em 200 pL de meio). Apds 24 horas, as
substancias foram adicionadas em concentragdes de 100 uM a 0,0064 uM, cada concentragao
em duplicata, e incubadas por 69 horas. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo
(Concentragdes de 0,0032 a 50 uM) e dimetilsulféxido (DMSQO) como controle negativo. Apds
69 horas de incubag¢do, o sobrenadante foi substituido por meio de cultura contendo MTT (0,5
mg/mL). Apds trés horas, o sobrenadante foi removido, e posterior a secagem da placa, o
precipitado contendo formazan de MTT foi dissolvido em 150 uL. de DMSO, e a absorbancia
foi medida a 570 nm (MOSMANN, 1983). Os valores de concentracdo inibitéria média (ICso)

juntamente com intervalos de confianga de 95% foram calculados por regressao nao linear.

4.6 Obtencao dos metabdlitos secundarios dos extratos brutos de MPO1 e MPO11 e

caracteriza¢cio quimica

A extra¢ao dos metabolitos secundarios ocorreu com o solvente acetato de etila
(CH3COOCH2CH3). O cultivo das cepas foi realizado em placas de Petri (Duas placas de

90mm) contendo meio ISP2 utilizando a técnica de semeadura Spread plate, e em seguida foram
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armazenadas em estufa bacteriologica a 30°C durante 7 dias. Apos a formagao completa da
esporulacdo em placa, foram realizados recortes com bisturi estéril e a cultura foi adicionada a
tubos falcon onde posteriormente foi depositado 10ml de acetato de etila. O material passou por
agitacdo manual durante 20 minutos e permaneceu overnight. Em seguida, foi realizada a

concentragdo a vacuo em SpeedVac, (40min a 45°C) para obtengdo do extrato.

ApoOs a obtencdo do extrato bruto, este foi submetido a analise por Cromatografia
Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) para identificagdo de compostos

organicos e volateis presentes no extrato bruto.

Os extratos foram diluidos em solvente diclorometano (pg/mL) e a deteccdo foi
realizada em cromatografo gasoso acoplado a espectrometria de massas (Shimadzu CG-
MS2020) com coluna de JWDBS5SMS, 0.25mm/0.25 micrometros, Fluxo 1,8 ml/min,
Temperatura inicial do injetor 50°C-280°C (com rampa de 3°C/min) (5%-Phenyl)-
methylpolysiloxane) - 30m. Os espectros de massas dos compostos da cromatografia foram
comparados ao banco de dados NIST4, o qual reportaram as moléculas com maiores
similaridades. Toda a analise foi realizada na Central Analitica do Instituto de Quimica da

Universidade de Sdo Paulo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Aspectos morfolégicos dos isolados MPO1 e MPO11.

Passaram pela triagem inicial 11 isolados, sendo selecionados 2, estes
desenvolveram micélio aéreo e vegetativo, com formacao em até 15 dias em meio ISP-2. O
micélio aéreo, formado a partir da superficie do meio de cultura, foi identificado na cor branca.
O micélio vegetativo, que ¢ formado na parte inferior, apresentou a cor amarelo. Estas
caracteristicas foram observadas em ambos os isolados, que igualmente, ndo produziram
pigmentos. Na figura a seguir, podem-se observar as estruturas morfoldgicas apresentadas por

MPO1 e MPOL11, que, com base na literatura, sdo caracteristicas do género Streptomyces.

A figura 1 apresenta as caracteristicas do isolado MPO1, com a formacao do micélio

aéreo liso e pulverulento, coldnias velutinas, sem viscosidade e coloragdo branca.

Figura 1: Caracteristicas morfolégicas do isolado. Aspecto do micélio aéreo das coldnias apds 7 dias de
cultivo a 30°C em meio ISP2, detalhamento das col6nias em lupa binocular. Aumento 40x.
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A figura 2 apresenta as caracteristicas do isolado MPO11, que sdo similares
com os apresentados anteriormente. Além da analise macromorfologica, foi possivel
realizar a analise microscopica deste isolado, e ap6s a observacao das caracteristicas da
cadeia de esporos, confirmou-se a presenca predominante de uma cadeia de esporos
simples bem definida, com a ornamentacdo da superficie dos esporos no formato oval
com padrdo caracteristico do género Streptomyces no formato Retinaculum apertum.
Sendo caracteristica relevante para a identificacdo do isolado MO11 (ERWIN et al.,
2020).

Figura 2: Caracteristicas morfologicas do isolado. (A) Aspecto do micélio aéreo das coldnias ap6s 7 dias
de cultivo a 30°C em meio ISP2; (B) Microscopia eletrdnica de varredura demonstrando a morfologia da
cadeia de esporos.

N r’

Mag= 7.00 KX T=10.00kv WD= 12mm .2 LU8 Date :31 Mar 2017

De acordo com pesquisas focadas na identificacdo do gé€nero, caracteristicas
morfologicas como o desenvolvimento de micélio aéreo, aspecto pulverulento, enrugado
e seco, sao consideradas seletivas para diferenciar Streptomyces sp de outros géneros
bacterianos (AMARESAN et al. 2020). As estruturas morfoldgicas foram analisadas
conforme descrito no Bergey’s, Manual of Determinative Bacteriology (2012), que aponta

a similaridade dos isolados MPO1 e MPO11 com o género.
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5.2 Sequenciamento do RNAr 16S e identificacio molecular

A partir dos dados obtidos através da amplificacio do RNAr 16S e apds a
analise e sequenciamento no banco de dados GenBank, foi confirmado que os isolados
pertencem ao género Streptomyces, corroborando os resultados sugeridos apos a analise
morfoldgica. As arvores filogenéticas construidas (Figura 4), apresentam similaridade
com clados constituidos por espécies do género. Os isolados foram nomeados como
Streptomyces sp. MPOL1 e Streptomyces sp. MPO11. A seguir podem ser observadas as
arvores filogenéticas (figura 4 e 5) juntamente com a imagem da amplificagdo do RNAr

16s (figura 3).

Figura 3: Dados moleculares de Streptomyces sp. MPOL e Streptomyces sp. MPO11. Revelacdo do gel em
fotodocumentador da amplificacdo do RNAr 16s. (C= controle; Al= Streptomyces sp MPO1; All=
Streptomyces sp MPO11).
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Figura 4: Arvore filogenética de Streptomyces sp. MPOL.
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Figura 5: Arvore filogenética de Streptomyces sp. MPO11.
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A regidao do DNA bacteriano sequenciada, RNAr 16S, ¢ predominantemente
utilizada para a identificag¢do, sendo considerado um método eficaz, sensivel e seguro
(KURNIJASANTI et al. 2022). Os primers utilizados para amplificagdo por PCR sdo
especificos para a identificagdo do género Streptomyces, € a confirmacgdo foi realizada

através dos resultados obtidos apos a construgdo das arvores filogenéticas.

E importante ressaltar que o género apresenta predominincia no solo,
ambiente em que as linhagens foram isoladas. O género Streptomyces compoe cerca de
30% da microbiota (POLPASS et al. 2021), e parte dessas espécies colonizam a rizosfera
de plantas ou os tecidos vegetais sem gerar danos (AL-SHAIBANI et al. 2021). Este ¢ o

primeiro relato do isolamento do género na rizosfera de Aniba parviflora na Amazonia.

5.3 Identificacdo dos genes biossintéticos

A partir da revelacdo do gel em fotodocumentador, foi confirmando a
presenca dos genes NRPS, PKSI e PKSII no genoma de Streptomyces sp MPOI1 e
Streptomyces sp MPO11. A figura 6 apresenta o resultado da amplificacdo dos genes.
Figura 6: Revelagdo da amplificacdo da PCR em gel de agarose dos genes biossintéticos identificados no

DNA gendmico de Streptomyces sp. MPO1 e Streptomyces sp. MPO11. (M= Marcador, Al= Streptomyces
sp MPOL1; All= Streptomyces sp MPO11

M Al A2 M Al A2 M Al A2

PKSI PKSII NRPS
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Os metabolitos secundarios sdo biossintetizados por meio de reacdes
bioquimicas catalisadas por enzimas, as quais sdo codificadas por genes localizados no
mesmo locus gendmico, formando um cluster de genes biossintéticos (OTANI et al.
2022). A identificacdo desses genes pode indicar a producdo de compostos que

apresentam atividade bioldgica de interesse farmacéutico.

O policetideo sintases (PKS) e peptideo sintetases nao ribossomais (NRPS)
sao considerados enzimas de produtos naturais de suma importancia, com inumeras
atividades descritas na literatura, que variam entre atividades antimicrobiana, antitumoral,
antioxidante, entre outras, sendo comumente identificados em espécies do género

Streptomyces (NAMIL et al. 2020).

Segundo RISDIAN et al. (2019), alguns exemplos de policetideos produzidos
pelo género Streptomyces incluem tetraciclina (atividade antibacteriana), anfotericina B
(atividade antifingica) e doxorrubicina (atividade anticancerigena). J& SIVALINGAM et
al. (2019) retratam em seus resultados a produgdo de metabolitos com atividade
antibacteriana contra Escherichia coli (MTCC1687) e Klebsiella pneumoniae

(MTCC3384), sintetizados por peptideos sintetases nao ribossomais (NRPS).

A identificacdo dos genes biossintéticos ¢ considerada uma etapa crucial para
o entendimento e caracterizagdo dos metabolitos secundarios produzidos por
Streptomyces. Para uma compreensdo mais detalhada, € necessario realizar o
sequenciamento genético, mas a etapa de amplificacdo ¢ fundamental para o sucesso dos

passos subsequentes.

5.4 Atividade antibacteriana dos isolados Streptomyces sp MPOL1 e Streptomyces
sp. MPO11.

A linhagem Streptomyces sp. MPO1 apresentou resultados promissores para
todos os 10 patogenos de relevancia clinica testados, com destaque para o patdgeno
Acinetobacter baumannii ATCC19606 com halo de 20mm, Aeromonas hydrophila
INCQS00318 com 17,66 e Enterococcus faecalis ATCC10100 com 17,33mm. O isolado
Streptomyces sp MPO11 também apresentou halos promissores para todos os patdgenos
testados. Seu maior destaque foi contra o patdgeno Staphylococcus epidermidis
ATCCI1228 com halo de 18,66mm, seguido de Escherichia coli ATCC10536 e
Enterococcus faecalis ATCC10100 ambos com 18mm. Na tabela 4 apresentam-se os

resultados os isolados para todos os patdgenos.
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Tabela 2 - Resultado da média aritmética do teste de antagonismo realizado em triplicata das cepas
Streptomyces sp. MPOL1 e Streptomyces sp. MPO11 contra patégenos de relevancia clinica.

Halo de inibigdo (mm)

Patégeno Registro
MPOI1 MPOI11

Acinetobacter baumannii ~ ATCC19606 20 15
Aeromonas hydrophila INCQSO00318 17.66 16.33

Escherichia coli ATCC10536 17 18

Enterococcus faecalis ATCC10100 17.33 18
Klebsiella pneumoniae ATCC4352 17 16.66

Micrococcus luteus ATCC7468 17 16
Proteus vulgaris ATCC13315 14.66 16.66
Staphylococcus aureus ATCC14458 15.33 15.33
Staphylococcus epidermidis ATCC12228 17 18.66
Salmonella enteritidis INCQS00268 11 12.66

Fonte: Elaborado pela autora.

H4 uma infinidade de estudos focados na avaliagdo da produgdo de
substancias com potencial antibacteriano pelo género Streptomyces, que, como
mencionado ao longo desde trabalho, ¢ considerado promissor na produ¢do de uma vasta

diversidade de produtos naturais.

O género Streptomyces ¢ reconhecido como uma fonte importante de
metabolitos secundarios, tendo sido identificados diversos farmacos com diferentes
finalidades, principalmente na produgdo de antibidticos, como a estreptomicina,
descoberta a partir de isolados do solo (WAKSMAN. 1953), além da daptomicina
(WATERS et al. 2021), e tetraciclina (ALAM K et al. 2022).

Vale ressaltar que cerca de 80% dos antibidticos comercializados sdo
derivados do género (ALAM K et al. 2022), incluindo espécies como Streptomyces
parvulus (RAHMAN et al. 2011) e Streptomyces werraensis M1 S.24 3 (MOHAMED et

al. 2021). Estudos recentes sobre a bioprospeccao do género, especialmente daqueles que
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habitam rizosferas de plantas, t€ém apresentado atividades antibacterianas promissoras,

como relatado por SRIRAGAVI et al. (2023), assim como os isolados desta pesquisa.

Corroborando os resultados apresentados, KHADAYAT et al. (2020)
descrevem uma linhagem do género produzindo substancias contra o patdgeno
Escherichia coli, que apresenta similaridade aos resultados obtidos nos testes com
Streptomyces sp. MPOI1 (17mm) e Streptomyces sp. MPO11 (18mm). Diversas outras
pesquisas relatam a produgdo de metabolitos bioativos produzidas contra bactérias Gram-
negativas, estas que sdo mais resistentes aos compostos antibacterianos devidos a sua

barreira de membrana dupla e os mecanismos de efluxo transmembrana (SAPKOTA et

al. 2020).

Nesse sentido, cabe destacar o potencial promissor de Streptomyces sp.
MPOI1 para o controle de bactérias Gram-negativas, com inibi¢do significativa dos
patogenos Acinetobacter baumannii ATCC19606 e Aeromonas hydrophila INCQS00318,
além de resultados relevantes para Klebsiella pneumoniae ATCC4352 e Escherichia coli

ATCC10536.

Ao analisar o perfil antibacteriano dos isolados € com base nos resultados de
pesquisas realizadas com espécies do género, € possivel enfatizar que Streptomyces sp.
MPOL1 e Streptomyces sp. MPO11 possuem potencial promissor para a producdo de
compostos bioativos derivados de metabdlitos secundarios para o controle de patogenos
de relevancia clinica. Sendo necessario a realiza¢do de outros testes para o isolamento

dessas substancias e confirmacao da atividade bioldgica.

5.5 Atividade citotéxica do extrato de Streptomyces sp. MPOL11.
O extrato bruto de Streptomyces sp. MPO11 apresentou 77,26% de inibicao
do crescimento celular da linhagem de células de carcinoma colorretal humano

(HCT116).

SHARMA et al. 2021 destacam que o género Streptomyces produz uma
variedade de compostos anticancerigenos ja estabelecidos em tratamentos, podendo ser
citada a adriamicina, capaz de inibir a replicagdo do DNA e identificada a partir de
Streptomyces peucetius. Inimeras outras espécies, como Streptomyces verticillus e
Streptomyces peucetius, sao responsaveis pela produciao de Actinomicina D, Bleomicina,

Daunorrubicina e Mitomicina C.
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Estudos que avaliam a atividade citotoxica de espécies do género frente a
células cancerigenas mostram resultados promissores, refor¢ando os achados desta
pesquisa. ALHAWSAWTI et al. (2023) apresentam resultados sobre a atividade da
linhagem Streptomyces sp. (A16), isolada do solo, frente a células de carcinoma

hepatocelular (HCC).

Especificamente quanto a agcdo contra cé¢lulas HCT116, HONG et al. (2009)
relataram que 20% das bactérias isoladas do solo de mangue eram ativas, com o
género Streptomyces apresentando a maior atividade. Em consondncia com essa
afirmacdo, KOUROSHNIA et al. (2022) descreveram o efeito inibitério de compostos
bioativos produzidos por Streptomyces sp. 801, isolado do solo, contra a mesma linhagem

de células cancerigenas.

Esses resultados reforcam a hipdtese de que os metabodlitos secundarios
produzidos por bactérias do género, como Streptomyces sp. MPO11, podem se tornar uma
op¢ao terapéutica eficaz para a inibicdo de células HCT116. No entanto, sao necessarias
mais pesquisas para compreender plenamente os efeitos, bem como determinar a eficacia

e seguranga dessas substancias para o uso clinico.

5.6 Analise cromatografica do extrato bruto do isolado Streptomyces sp MPOL1.

Os compostos presentes na amostra pertencem a classe como ésteres fosfato,
lactamas e outras. Dentre os compostos identificados, 4 foram confirmados com

atividades bioldgicas catalogadas, segundo a bibliografia consultada, incluindo atividades

anticancerigenas e antioxidante (LALITHA et al. 2016; ZAHARA et al. 2022).

O composto identificado com maior pico foi o Acido 2-propenoico, éster
tridecilico e este ndo apresenta atividade biologica relatada na literatura. Além dele,
outros compostos se destacaram, como o Acido propanoico, 3,3'-tiobis-, éster

didodecilico e Pirrolo[1,2-a] pirazina-1,4-diona, hexa-hidro-3-(2-metilpropil).
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A figura 7 apresenta o perfil cromatografico do extrato, destacando os picos

de reteng¢do, intensidade e tempo.

Figura 7: Perfil dos compostos volateis presente no extrato bruto de Streptomyces sp. MPO1 analisado por
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Na tabela 5, estdo listados os compostos identificados, juntamente com suas

respectivas atividades bioldgicas reportadas.

Tabela 3 - Relagdo de compostos encontrados no extrato de acetato de etila da linhagem Streptomyces
sp.MPOL1.

Tempo de Formula
retencao Area (%) Composto Atividade reportada
. molecular
(min)
4.379 1,98 CeH 1004 1,1-Etanodiol, diacetato Nao reportado
34.265 66.22 Ci6H300: Acido 2-propenoico, éster Nao reportado
tridecilico
41.515 1.78 Ci11H13N202 Pirrolo[ 1,2-a] pirazina-1,4- Atividade Anticancer
diona, hexa-hidro-3-(2- (LALITHA et al 2016)
metilpropil)
42.150 3.86 Pirrolo[1,2-a] pirazina-1,4- Atividade Anticancer
C11H13N202 diona, hexa-hidro-3-(2- (LALITHA et al 2016)

metilpropil)
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44.898 5.24 Ci5H300.S Acido propanoico, 3- Nao reportado
mercapto-, éster dodecilico

55.136 1.57 Ci4H16N202 Pirrolo[1,2-a]pirazina-1,4- Atividade Antifingica
diona, hexa-hidro- 3- (ABDELLA el al., 2023)

(fenilmetil)-

65.441 2.49 CisH3sNO 9-Octadecenamida, (Z)- Nao reportado

87.405 3.21 Ci11H2004 4-metiloctano-1,8-dioato de Nao reportado

dimetilo

87.450 4.06 C4Hs304P Fosfato de tris(2,4-di-terc- Atividade Anticancer,

butilfenilo) Atividade Antioxidante

(ZAHARA et al., 2022;
SACHIN et al, 2021)

7.597 9.57 Cs0Hs304S Acido propanoico, 3,3'-tiobis- Atividade Anti-
, éster didodecilico inflamatoria
(EKLUND et al., 1990)

Fonte: Elaborado pela autora.

Embora o éster, acido 2-propenoico, éster tridecilico (Ci6H3002), tenha sido
identificado como o composto majoritario no extrato bruto de Streptomyces sp. MPO1,
representando 66,22% da 4rea, ndo € possivel afirmar que a atividade promissora
apresentada pelo isolado se deva exclusivamente a esse composto, uma vez que para essa
confirmacdo ¢ necessario testa-lo de forma isolada. Além disso, ndo ha relatos na
literatura sobre seu potencial bioldgico, nem confirmagdes cientificas que assegurem a

identificacdo de sua producdo a partir do género Streptomyces.

Apesar da auséncia de estudos que comprovem a atividade desse composto
de forma isolada, através da bibliografia consultada, foi possivel encontrar relatos como
de RAJAN et al. (2021) que identificaram o composto no extrato metanolico da planta
Artemisia annua L., sendo também o composto majoritario do extrato (Assim como no

extrato de Streptomyces sp. MPOL1), apresentando atividade antimicrobiana.

Além disso, SUDHARSHINI et al. (2024) também detectaram o composto
em extratos de microverdes de feno-grego. No extrato metanolico, foi confirmada a
atividade antioxidante, enquanto o extrato de acetato de etila apresentou atividade
antibacteriana contra patégenos como Aeromonas hydrophila e Staphylococcus aureus,

além de atividade antibiofilme. Estas pesquisas, assim como os resultados obtidos nesse


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/staphylococcus-aureus
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trabalho, reforcam a necessidade de estudos detalhados, com o isolamento do composto,
para avaliar seu potencial.

A figura 8 apresenta a estrutura do composto quimico segundo o National
Institutes of Health (NIH).

Figura 8: Estrutura do composto identificado como majoritario, acido 2-propenoico, éster tridecilico
(C16H3002) do extrato bruto de Streptomyces sp, MPOL.

N

o]

Fonte: Elaborado pela autora.

Outros dois compostos foram identificados com destaque, sendo o segundo
com maior pico o Acido propanoico, 3,3'-tiobis-, éster didodecilico (C30HssO4S),
pertencente a classe dos ésteres de acido tiodipropidnico, € o terceiro composto,
Pirrolo[1,2-a] pirazina-1,4-diona, hexa-hidro-3-(2-metilpropil) (Ci1HisN202), que ¢é
identificado como da classe dos lactamas. Ambos ja foram testados de forma isolada e
apresentam atividades bioldgicas documentadas, anti-inflamatéria e anticancerigena,
respectivamente (EKLUND et al. 1990; LALITHA et al. 2016). Porém, com base na
busca bibliografica realiza, também ndo foi identificado a producdo destes compostos por
bactérias do género Streptomyces. As figuras 9 e 10 apresentam as estruturas de ambos os
compostos.

Figura 9: Estrutura do composto Acido propanoico, 3,3'-tiobis-, éster didodecilico (CzoHss04S) do extrato
de acetato de etila de Streptomyces sp, MPO1.

O/Hw S»W)J\o/\/\/\/\/\/\
Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 10: Estrutura do composto Pirrolo[1,2-a] pirazina-1,4-diona, hexa-hidro-3-(2-metilpropil) (C1:H1sN205)
do extrato de acetato de etila de Streptomyces sp, MPO1.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A andlise cromatografica permitiu a identificacdo dos compostos produzidos
por Streptomyces sp. MPO1, relatando a presenga de substancias que ainda ndo possuem
atividades descritas na literatura, o que ressalta a necessidade de serem realizados testes
de isolamento e caracteriza¢do para a melhor compreensdo. Além disso, ¢ igualmente
essencial realizar estudos mais aprofundados com os compostos que jad possuem

atividades reportadas.

5.7 Andlise cromatografica do extrato bruto de acetato de etila do isolado

Streptomyces sp MPOL11.

Dentre os compostos identificados, 7 foram encontrados com atividade

bioldgica reportada na literatura, sendo estas, atividade antibacteriana, antitumoral e
antioxidante. (KITTISAK et al. 2015; ZAHARA et al. 2022; BALACHANDRAN et al.
2023).

Os compostos que apresentaram os principais picos foram, Fosfato de
tris(2,4-di-terc-butilfenilo) (C42He304P), que pertence a classe éster de fosfato. 2,4-Di-
terc-butilfenol (C14H220) sendo um alquilbenzeno indicado como pertencente a classe de
fenois. Pirrolo[1,2-a]pirazina-1,4-diona, hexa-hidro-3-(2-metilpropil)- (Ci1HisN20O»),
identificado como da classe dos lactamas. E por fim, o éster, Acido 2-propenoico, éster
tridecilico (Ci6H3002) sendo este o unico que nao foi identificado com atividade biologica

descrita na literatura. A figura 11 apresenta o perfil cromatografico do extrato.
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Figura 11: Perfil dos compostos volateis presente no extrato bruto de Streptomyces sp. MPO11 analisado

por CG-EM.

TIC

3,120,937

21.246

25.294

A tabela 6 apresenta a lista de compostos identificados com as respectivas

atividades.

Tabela 4 - Relagdo de compostos encontrados no extrato de acetato de etila da linhagem Streptomyces

sp.MPO11.

Tempo de retencéo
(min)

Area
(%)

Formula
Molecular

Nome do composto

Atividade
reportada

20.223

21.246

25.296

25.673

27.889

29.872

1.19

15.17

18.47

1.03

1.16

2.54

C12H260

C14H220

C16H3002

CaoHaz

C11H18N202

C11H18N20>

1-Dodecanol

2,4-Di-terc-butilfenol

Acido 2-propenoico, éster
tridecilico

Eicosano

Pirrolo[1,2-a]pirazina-1,4-diona,
hexa-hidro-3-(2-metilpropil)-

Pirrolo[1,2-a]pirazina-1,4-diona,
hexa-hidro-3-(2-metilpropil)-

Atividade
Antidiabética
(Unnikrishnan et
al,, 2022)

Atividade
Antibacteriana
(Kittisak et al.,

2015) Atividade
Antituberculose e
Antitumoral
(Kaari et al., 2023)

N&o reportado

Atividade
Antioxidante
(Balachandran et
al., 2023)

Atividade
Anticancer
(Lalitha et al.,
2016)

Atividade
Anticancer



30.098

30.240

30.939

31.793

34.104

34.688

34.842

35.480

37.605

37.756

38.039

38.143

40.865

41.105

43.578

44.085

44.224

46.735

62.690

1.86

6.20

2.10

0.99

1.58

0.63

0.65

0.72

1.38

1.16

1.24

3.07

0.66

0.53

1.26

0.56

0.57

0.98

34.33

CisHsal

C11H1sN202

C16H3202

C15H3002S

CasHsal

C24H4603

CisHsal
CsH1oCISi

C16H260Si

Ca2Hes

C2H4202

C14H16N202

Ca4H3304
CssH110

CaH4002

CssH110

C24H4603

CsH12

Ca2He304P

Hexadecano, 1-iodo-

Pirrolo[1,2-a]pirazina-1,4-diona,
hexa-hidro-3-(2-metilpropil)-

Acido n-hexadecanoico

Acido propanoico, 3-mercapto-,
éster dodecilico

Hexacosano, 1-iodo-

Acido carbénico, éster eicosyl
prop-1-en-2-il

Hexadecano, 1-iodo-
Cloreto de dimetiltexilsililo

1-Ciclo-hexildimetilsililoxi-3,5-
dimetilbenzeno

Dotriacontano

[1,1'-Bifenil]-2,3'-diol, 3,4'5,6"-
tetraquis(1,1-dimetiletil)-

Pirrolo[1,2-a]pirazina-1,4-diona,
hexa-hidro-3-(fenilmetil)-

Ftalato de di-n-octilo
Tetrapentacontano

2,5-Ciclohexadien-1-ona, 4-[3,5-
bis(1,1-dimetiletil)-4-ox0-2,5-
ciclohexadien-1-ilideno]-2,6-
bis(1,1-dimetiletil)-

Tetrapentacontano

Acido carbénico, éster eicosil
prop-1-en-2-il

Neopentano

Fosfato de tris(2,4-di-terc-
butilfenilo)

39

(Lalitha et al.,
2016)

Né&o reportado

Atividade
Anticancer
(Lalitha et al.,
2016)

Atividade
Antiflamatéria
(Aparnaetal.,

2012)

Né&o reportado

Na&o reportado

Na&o reportado

Na&o reportado
Na&o reportado

Na&o reportado

Na&o reportado

N&o reportado

Atividade
Antifangica
(Abdella el al.,
2023)
Nao reportado
Nao reportado

N&o reportado

N&o reportado

N&o reportado

N&o reportado

Atividade
Anticancer,
Atividade
Antioxidante
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(Zahara et al.,
2022; Sachin et al,
2021)

Fonte: Elaborado pela autora.

O GC-EM do extrato bruto de acetato de etila de Streptomyces sp. MPO11
identificou compostos que j& possuem atividades antibacteriana e antitumoral reportadas
na literatura (KITTISAK et al. 2015; KAARI et al. 2023).

O composto majoritario identificado no extrato, Fosfato de tris (2,4-di-terc-
butilfenilo) (C42He304P), possui atividades anticancerigena e antioxidante documentadas
(SACHIN et al. 2021 e ZAHARA et al., 2022), o que pode ter contribuido para 0s
resultados promissores com o isolado Streptomyces sp MPO11, porém, é necessario o
isolamento do composto para melhor compreensdo e confirmacdo da influéncia na
atividade desenvolvida pelo isolado. Apesar da atividade ja relatada, ndo ha registros que
evidenciem a identificacdo do composto sendo produzido por espécies do género

Streptomyces. Na figura 12, tem-se a representacdo da estrutura do composto.

Figura 12: Estrutura do composto Fosfato de tris (2,4-di-terc-butilfenilo) (Cs2Hs304P) do extrato de acetato
de etila de Streptomyces sp, MPO11.

Fonte: Elaborado pela autora.

Assim como no extrato do isolado Streptomyces sp. MPO1, o composto
Acido 2-propenoico, éster tridecilico (C1sH3002) também foi identificado no extrato do
isolado Streptomyces sp. MPO11, sendo o segundo com maior pico observado,

apresentado 18,47% da area. E como pontuado anteriormente, ainda nao possui
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confirmacdo da atividade bioldgica na literatura, embora tenha sido identificado em

alguns extratos bioativos. Na figura a seguir, apresenta-se sua estrutura.

Figura 13: Estrutura do composto acido 2-propenoico, éster tridecilico (C1sH3002) do extrato de acetato de
etila de Streptomyces sp, MPO11.

o

o]

Fonte: Elaborado pela autora.

Identificado com um composto da classe de fendis, 2,4-Di-terc-butilfenol
(C14H220) possui atividade antibacteriana e foi ja identificado em extrato de Streptomyces
sp, segundo relatado por KITTISAK et al. (2015). O que corrobora com os achados
promissores apresentados nos testes com o isolado Streptomyces sp. MPO11, j& que
possui um perfil antibacteriano interessante. Além disso, KAARI et al. (2023) relataram
a atividade antituberculose e antitumoral do composto, que com base na bibliografia
consultada, pode ser um importante metabo6lito para fins farmacéuticos. A figura 14

apresenta sua estrutura.

Figura 14: Estrutura do composto 2,4-Di-terc-butilfenol (C14H220) do extrato de acetato de etila de
Streptomyces sp, MPO11.

Fonte: Elaborado pela autora.
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O quarto composto com maior pico também foi identificado no extrato de
Streptomyces sp. MPO1, sendo o Pirrolo[1,2-a]pirazina-1,4-diona, hexa-hidro-3-(2-
metilpropil)- (C11H1sN202) que, como discorrido, segundo LALITHA et al. 2016
apresenta atividade anticancer. Além desses, outros compostos foram identificados com
atividades bioldgicas relatadas. O isolado Streptomyces sp MPO11 mostrou-se promissor
nos testes realizados e com os resultados do GC-EM. Estes achados sugerem a
necessidade de novas pesquisas, principalmente com a investigacdo isolada dos
compostos, para ocorrer o detalhamento e confirmacdo da atividade biologica,
especialmente para aqueles compostos que ainda ndo possuem relatos de atividades na

literatura, segundo a consulta realizada.

6. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, ressaltamos a importancia de estudos em
habitats inexplorados como a Amazdnia, na busca por novos isolados e substancias com
potencial biotecnologico. Além disso, esse ¢ o primeiro relato da ocorréncia de
Streptomyces spp. na rizosfera de Aniba parviflora na Amazonia paraense, destacando um
novo habitat potencial para a descoberta de compostos bioativos com propriedades

antimicrobianas e anticancerigenas.

Os isolados MPO1 e MPOI1 apresentaram caracteristicas fenotipicas e
moleculares semelhantes ao género Streptomyces e genes biossintéticos, PKSI, PKSII e
NRPS, envolvidos na rota metabdlica. Estes registros da mineragdo gendmica corroboram

os resultados de atividades antibacteriana e citotoxica de Streptomyces sp. MPO11.

A andlise quimica por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas do extrato bruno permitiu a identificagdo compostos volateis com diversas
atividades de interesse farmacologico. Foram também citados compostos ainda sem
atividade reportada. Esses resultados reforgam a relevancia de pesquisas com o género
Streptomyces para a descoberta de compostos com fins terapéuticos, sugerindo que
Streptomyces sp. MPO1 e Streptomyces sp. MPO11 podem ser valiosas fontes dessas
substancias com potencial bioativo. No entanto, estudos futuros sdo necessarios para o
1solamento e caracterizagao desses compostos, visando uma melhor compreensao de suas

atividades.
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