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RESUMO

A resisténcia microbiologica aos antibioticos constitui uma série problemas de saude publica
por dificultar o tratamento das infeccGes. As actinobactérias sdo fontes importantes para a
descobertas de novas moléculas com atividades biologicas. A este grupo, 0 género
Streptomyces possuem dentre outros, dois grupos de enzimas multimoduladoras conhecidas
como policetideo sintase (PKS) e peptideo sintase ndo ribossomal (NRPS), genes
relacionados com a producdo de metabolitos secundarios. O presente trabalho teve como
objetivo investigar o potencial in vitro de metabdlitos bioativos produzidos por
Actinobactérias isoladas do bioma Caatinga com atividade contra diferentes isolados clinicos
de Candida spp. Apés ensaio primario das 45 actinobactérias apenas a linhagem PR- 32
apresentou atividade contra Candida spp, com halos de at¢é 20 mm no meio ISP
Posteriormente, essa linhagem foi cultivada em seis diferentes meios de cultura sendo
observada melhor producdo do metabolito secundario no meio 400 em 48 horas (h) de
fermentacdo. A determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) foi determinada a
partir do extrato etandlico da biomassa de PR- 32 em pH 7.0 e foi evidenciada uma CMI entre
31,25 pg/mL a 3,9 ug/mL para as leveduras testadas. A cinética de morte reforgcou o resultado
da CMI e mostrou que no periodo de 4-8 h o extrato inibiu as cepas de Candida spp. A
caracterizacdo da actinobactéria foi identificada por metodologias classicas e pela pesquisa do
gene 16S rRNA como Streptomyces sp. PR- 32. Os resultados desta caracterizacdo sugerem
uma possivel espécie nova, contudo outras analises ainda precisam ser realizadas. Foi
evidenciada a presenca do gene nrps com aproximadamente 750 kb. Diante destes resultados
podemos concluir que Streptomyces sp. PR- 32 é um isolado promissor para producdo de
compostos antifungicos, sendo possivel sugerir que a atividade bioldgica deste metabdlito
secundario é regulado por peptideo sintase nao ribossomal (NRPS).

Palavras-chave: Metabholito secundario, CMI, Cinética de morte, NRPS, 16S rRNA.



ABSTRACT

The microbial resistance to antibiotics is a series of public health problems for hindering the
treatment of infections. The actinomycetes are important sources for new molecules with
biological activities discovered. In this group, the genus Streptomyces have among others,
multimoduladoras two groups of enzymes known as polyketide synthase (PKS) and non-
ribosomal peptide synthase (NRPS), genes involved in production of secondary metabolites.
This study aimed to investigate the potential in vitro bioactive metabolites produced by
isolated Actinobacteria biome Caatinga with activity against different clinical isolates of
Candida spp. After screening of actinomycetes in 45 primary test only the PR- 32 strain
showed activity against Candida spp, with halos of up to 20 mm in the middle ISPa.
Subsequently, this strain was grown in six different culture media is best seen in secondary
metabolite production means 400 at 48 h of fermentation. The determination of the minimum
inhibitory concentration (MIC) was determined from the ethanolic extract of the biomass of
PR- 32 at pH 7.0 and one MIC was observed between 31.25 mg / mL 3.9 mg / mL for yeast
tested. The kinetics of death reinforced the result of CMI and showed that in the 4-8 hour
period the extract inhibited the strains of Candida spp. The characterization of actinobacteria
was identified by classical methods and research 16S rRNA gene as Streptomyces sp. PR- 32.
The results of this characterization suggests a possible new species, but other tests that must
be performed. the presence of the NRPS gene of approximately 750 kb was observed. From
these results we conclude that Streptomyces sp. PR- 32 is a promising isolated to produce
antifungal compounds, it is possible to suggest that the biological activity of this secondary

metabolite is regulated by peptide synthase not ribosomal (NRPS).

Key-words: Secondary metabolite, MIC, Kinetics of death, NRPS, 16S rRNA.
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1) INTRODUCAO

Candida albicans é a causa predominante das infec¢bes fungicas invasivas
muito embora, tem sido descrito um rapido aumento de micoses causadas por espécies
de Candida ndo albicans (MICELI et al., 2011). Os fungos podem mostrar-se como
patdgenos primarios, capazes de causar infeccdo sem fatores predisponentes, assim
como patégenos oportunistas, caracteristicas estas inclusas as leveduras do género
\Candida spp (ZOMORODIAN et al. 2011).

A ocorréncia cada vez mais comum de cepas clinicas multirresistentes além das
falhas no tratamento das infec¢bes torna-se necessario a descoberta de novos
metabolitos bioativos com atividade antimicrobiana e com potencial para utilizacdo na
clinica. Diante da necessidade do controle de crescimento destes micro-organismos
multirresistentes, um crescente nimero de estudos sobre atividade bioldgica de
metabolitos secundarios tem sido realizado. (SOLECKA et al., 2012).

Ao longo das Ultimas décadas, os produtos naturais continuam a desempenhar
um papel de elevada importancia como fonte promissora de novos metabolitos bioativos
e como percussores para a sintese de novos farmacos (QIN et al., 2011).

Os micro-organismos representam uma rica fonte de metabdlitos bioativos e tém
gerado importantes produtos para a industria farmacéutica, dentre eles: agentes
antibacterianos como os beta-lactdmicos (penicilina G e cefalosporina C), tetraciclinas
(clortetracilina), aminoglicosideos (estreptomicina), macrolideos (eritromicina),
glicopeptideos (vancomicina), lipodepsipeptideos (daptomicina); agentes

imunossupressores como ciclosporina e rapamicina; agentes hipolipémicos como a
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lovastatina e farmacos anti-helminticos e antiparasitarios como a ivermectina (CRAGG;
NEWMAN, 2013; GUIMARAES et al., 2010).

Cerca de 47% dos metabdlitos secundario microbianos (aproximadamente 33000
compostos) proporcionam algum tipo de atividade biologica e cerca de 40%
(aproximadamente 28000 compostos) sdo antibidticos convencionais. As
actinobactérias, principalmente o género Streptomyces, sdo conhecidas como grandes
produtoras de metabdlitos bioativos, produzindo cerca de 39% de todos os metabdlitos
microbianos (BERDY, 2012).

Actinobactérias sdo bactérias Gram-positivas com alto teor de guanina e
citosina, dentro desse grande grupo merece destaque o0 género Streptomyces, com
elevada ocorréncia no solo e séo conhecidos pela sua importancia industrial, uma vez
que sdo considerados os principais produtores de diferentes metabdlitos secundarios,
incluindo os antibioticos (SUBRAMANI; ALBERSBERG, 2012).

Metabdlitos secundarios sdo moléculas de adaptacdo que evoluiram para
propositos diferentes daqueles do metabolismo primario. S&o produzidos pelas espécies
por razdes fisioldgicas, sociais ou predatérias especificas. Esses compostos sdo
produzidos sob condicOes especificas, normalmente apds a fase de crescimento dos
micro-organismos e, dependendo das condi¢fes ambientais as quais estdo submetidos,
uma mesma espécie pode expressar diferentes metabolitos (O’BRIEN e WRIGHT,
2011).

Streptomyces estdo entre as bactérias mais bem estudadas, devido ao impacto
econdémico obtido por meio dos metabdlitos produzidos. Classes importantes de
compostos ativos de origem microbiana (antifingicos ou agentes antitumorais) s@o
sintetizados por grandes enzimas multi-modularas, as policetidios (PKS) e peptideos

ndo-ribossomais (NRPS). As NRPS estdo envolvidas na producdo de importantes
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antibioticos tais como penicilina, vancomicina e ciclosporinas. Os PKS moduladores, 0s
quais estdo proximamente relacionados com os NRPS, séo descritos na biossintese de
eritromicina (WALSH, 2007). A producdo de metabolitos secundérios inicia-se na fase
estacionéria quando o micro-organismo é cultivado em meio liquido, enquanto que em
agar sua producdo coincide com o inicio da diferenciagdo morfologica (WEBER, 2003).

Deste modo, o presente trabalho visa avaliar o potencial biotecnoldgico da
microbiota da rizosfera da Caatinga para a producdo de compostos bioativos frente a

Candida spp. de isolado clinico.
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2) FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 ACTINOBACTERIAS

Taxonomicamente, as actinobactérias sdo classificadas dentro do Filo e da Classe
Actinobacteria, que compreende 16 ordens, 43 familias, 201 géneros e centenas de
espécies que compartilham entre si 0 DNA com alto teor de guanina e citosina em seu
DNA, como relatado no Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (2012).
Podendo estas bases constituirem mais de 50% do total de nucleotideos, como no caso
de alguns géneros de Streptomyces, que podem ter mais de 70% de G + C em seu DNA

(ANDERSON;WELLINGTON, 2001).

As actinobactérias sdo bactérias Gram positivas filamentosas amplamente
distribuidas na natureza, apresentando parede celular formada por isémeros do &cido
diaminopimélico (LL-DAP ou Meso-DAP), &cido diamino lisina, acido diamino
ornitina ou &cido diamino butirico. Podem ser aerébios, microaeréfilos ou anaerdbios

(PROCOPIO et al., 2012; ANDERSON;WELLINGTON, 2001).

Na maior parte das vezes as actinobactérias sdo mesofilas (22 °C a 37 °C) e crescem
em pH neutro, porém existem actinobactérias termofilicas, haldfilas e acidofilas
(WHITMAN et al., 2012). Apresentaram um metabolismo varidvel, podendo ser
autotrofica, heterotrofica ou quimiotréfica, o que possibilita a utilizacdo de muitas

fontes de energia (KENNEDY, 1999).

Esses micro-organismos produzem esporos que permitem a sobrevivéncia em
habitats extremos conferindo protecéo e eles séo normalmente correlacionados com sua

diversidade morfoldgica. Os esporos resistem bem a dessecacao, tendo um grande valor



17

na preservacdo da espécie, porém, ndo sdao muito resistentes a temperaturas elevadas

(FLARDH; BUTTNER,2009).

Sob condigdes de estresse como limitacdo de nutrientes, o micélio do substrato
diferencia-se primeiramente em micélio aéreo, que surge a partir da divisdo do
substrato. O proximo passo de diferenciacdo € uma subdivisdo de hifas aéreas por
multiplos septos e por fim desenvolvimento de esporos resistentes a dessecagdo. Em um
sinal ainda ndo identificado, os esporos germinam e comega um novo ciclo (YAGUE et

al., 2013).

Durante a fase da formacgédo dos esporos sdo produzidos pigmentos e substancias

antimicrobianas ocorrendo a ativagdo do metabolismo secundario (BERNARDO, 2012).

No geral, as actinobactérias apresentam um desenvolvimento lento em relacdo aos
seus competidores. Em relacdo aos fungos a velocidade de crescimento em meio solido
é lenta e quando confrontado com as bactérias essa velocidade é ainda mais lenta. Um
ciclo de divisdo celular em actinobactérias pode levar de 2 a 3 dias para se completar,
enquanto que em Escherichia coli é de 20 minutos (LECHEVALIER; LECHEVALIER,

1981).

O principal habitat das actinobactérias € o solo, mas podem ser encontrados em
diferentes tipos de habitats, como em ambiente aquatico, nédulos de raizes de plantas,
plantas em decomposigéo, fezes de animais, sedimentos, lodo ativado, ocorrem como

enddfitos e epifiticos (MCCARTHY; WILLIAMS, 1990).

Actinobactérias apresentam uma variedade morfoldgica bastante diversificada,
como cocoide (Micrococcus) ou cocobacilo (por exemplo, Arthrobacter), ocorre

fragmentacdo de hifas (por exemplo, Nocardia spp.) e podem ser altamente



18

diferenciadas em micélio ramificado (por exemplo, Streptomyces spp.) (RAJU et al.,

2010).

Além da diversidade morfoldgica, as actinobactérias apresentam também funcoes
metabdlicas importantes, como a producdo de enzimas extracelulares (xilanase, lipase e
celulase) e a sintese de varios metabdlitos secundarios como, por exemplo, 0s

antibioticos estreptomicinas, neomicina e candicina (FIEDLER, 2008).

Os maiores produtores de antibidticos sdo as actinobactérias, tendo por volta de
3300 compostos conhecidos com destaque para o0 género Streptomyces, que é o
principal produtor destes metabdlitos bioativos. Existe uma grande variedade de
compostos produzidos por uma mesma linhagem de Streptomyces, como também um
mesmo composto sintetizado por distintas estirpes, levando assim, a uma variabilidade

quimica natural (WAKSMAN et al., 2010).

2.2 GENERO STREPTOMYCES

O género Streptomyces, segundo Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology
(WHITMAN et al., 2012), é o mais conhecido dentre as actinobactérias, pois abrange
mais de 500 espécies ja identificadas. Pertence a familia Streptomycetaceae; subordem
Streptomycineae; ordem Actinomicetales e subclasse Actinobacteridae. Sdo organismos
aerobios obrigatorios, que sintetizam compostos volateis como a geosmina, que confere
ao solo o odor caracteristico de terra molhada (TORTORA et al., 2011; MADIGAN et

al., 2010).
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O género Strepromyces, ocorre predominantemente em solo, e é conhecido por
produzir uma ampla variedade de moléculas bioativas como antimicrobianos, enzimas,
agentes antitumorais, antivirais, promotores de crescimento, entre outros.

De acordo com 0 Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (WHITMAN et
al., 2012), a micromorfologia é um fator importante na distingdo entre Streptomyces e
outras actinobactérias. A caracterizacdo microscopica deste género pode ser realizada
através da microscopia do micélio aéreo, que forma cadeia de esporos, denominado
esporoforos e/ou conididéforos, podendo ser retos, flexuosos, em forma de espirais com
uma ou duas voltas ou longos espirais.

Além da microscopia, a macromorfologia também tem uma importancia
consideravel na identificacdo das actinobactérias. As caracteristicas macroscopicas, tais
como a pigmentacdo de esporos, micélio substratal e pigmentos difusiveis,
concomitantemente com a morfologia das colénias e textura do micélio aéreo, tem sido
amplamente utilizado na classificacdo, identificagdo e muitas vezes estas variaveis tem
valor taxondmico (WHITMAN et al., 2012).

Em Streptomyces, o desenvolvimento comegca com a germina¢do dos esporos,
quando este encontra condicdes favoraveis de temperatura e nutrientes, formando o tubo
germinativo que cresce por extensdo dando origem a hifa vegetativa, estd se ramifica
transformando em micélio vegetativo. Em contrapartida a diminuicdo de nutrientes e
outros sinais podem promover o crescimento da hifa aérea que quebra a tensdo
superficial, escapando do ambiente aquoso onde se encontra 0 micélio vegetativo. Essa
hifa do micélio aéreo se diferencia gerando a cadeia de esporos que é desencadeada com
a formacdo simulténea de septos na hifa aérea. A liberacdo de esporos fecha um ciclo de
crescimento, chamado polarizado devido ao fato das duas hifas (vegetativa e aérea)

emergirem de um esporo (Figura 1) (FLARDH; BUTTNER, 2009).
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Esporulacgdo especifica — .
Formagcéo do septo Maturacéo do esporo —
Dispersdo do esporo

Formacédo da célula hifal

Hifa aérea
Esporo
Tubo Hifa vegetativa

germinativo

Figura 1. Ciclo de vida do Streptomyces coelicolor (FLARDH; BUTTNER, 2009).

Esse género € utilizado em grande escala para producdo de mais de 50% dos
compostos antimicrobianos empregados rotineiramente na clinica medica e em
medicina veterinaria (PEACOCK, 2003).

Estes micro-organismos estdo entre as bactérias mais bem estudadas, por meio
do impacto econémico causados pelos metabdlitos bioativos produzidos. Dentre estes
metabdlitos merecem destaque os policetideos e peptideos ndo ribossomais. O inicio da
producdo de metabolitos secundarios acontece na fase estacionaria quando o micro-
organismo é cultivado em meio liquido, enquanto que em agar sua producdo coincide
com o inicio da diferenciacdo morfoldogica (WEBER, et al., 2003).

Seguramente, a producdo de antibioticos € a mais importante e a mais estudada

caracteristicas das actinobactérias, especialmente o género Streptomyces, caracterizado
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como o maior produtor dos antibidticos utilizados em humanos, na veterinaria e na
agricultura (TADDEI et al., 2006).

O género Streptomyces € o0 Unico género microbiano capaz de produzir todos 0s
grupos de antibidticos: aminoglicosideos, macrolideos, ansamacrolideos, -lactdmicos,
peptideos, glicopeptideos, antraciclinas, tetraciclinas, nucleosideos, polienos e quinonas
(TADDEI et al.,, 2006). Como também é um excelente produtor de enzimas
extracelulares, como endoglucanase que permite a degradacdo da parede celular de

fitopatogenos de plantas (BOUKAEW et al., 2011).

2.3 METABOLITOS SECUNDARIOS

A principio, um dos fundamentais impulsionadores do desenvolvimento e fonte de
solucdes técnicas para os problemas atuais e futuros da humanidade é a busca por novos
produtos bioldgicos, por meio da diversidade de micro-organismos e de sua atividade
antimicrobiana que apresentam uma ampla gama de aplicagdes (BELOQUI et al., 2008).

Segundo Newman e Cragg (2007), os produtos naturais continuam sendo uma fonte
importante de novos produtos farmacéuticos, constituindo a fonte mais produtiva para o
desenvolvimento de novas moléculas bioativas.

Fundamentado em observacGes folcléricas e empiricas, os extratos de produtos
naturais foram os primeiros, € por um longo periodo de tempo, 0s Unicos medicamentos
disponiveis para a humanidade (GANESAN, 2008). Os extratos microbianos
representam uma fonte valiosa de diversas moléculas, onde muitos esforcos na
descoberta dessas moléculas tém levado ao isolamento de varias drogas importantes

(CLARDY, 2007).
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Além de plantas, os micro-organismos representam uma fonte riquissima de
metabdlitos bioativos, gerando assim importantes produtos para a industria
farmacéuticas, dentre eles: agente antimicrobianos como os beta-lactamicos (penicilina
e cefalosporina), tetraciclinas (clortetracilina), aminoglicosideos (estreptomicina),
macrolideos  (eritromicina), glicopeptideos (vancomicina), lipodepsipeptideos
(daptomicina); agentes imunossupressores como ciclosporina e rapamicina; agentes
hipolipémicos como lovastatina e farmacos anti-helminticos e antiparasitarios como a
ivermectina (NEWMAN; GRAGG, 2007; CRAGG; NEWMAN, 2013).

De acordo com Martin e Demain (1980), metabdlitos secundarios produzidos por
micro-organismos ndo sdo essenciais para a diferenciacdo celular. Estes metabdlitos sdo
desenvolvidos por rotas biossintéticas particulares decorrentes de produtos do
metabolismo primario, acarretando uma grande variedade estrutural e ampla atividade
bioldgica.

Metabdlitos secundarios sdo moléculas de adaptacdo que evoluiram para propésitos
diferentes daqueles do metabodlito priméario. Sdo produzidas pelas espécies por razdes
fisioldgicas, sociais ou predatérias especificas (O°'BRIEN; WRIGHT, 2011).

Cerca de 47% dos metabdlitos microbianos (aproximadamente 33000 compostos)
apresentam algum tipo de atividade bioldgica e cerca de 40% (aproximadamente 28000
compostos) sdo antibidticos convencionais. O género Streptomyces sdo conhecidos
como grandes produtores de metabodlitos secundarios bioativos, produzindo cerca de
39% de todos os metabolitos microbianos conhecidos (BERDY, 2012).

As actinobactérias apresentam metabolismo extremamente rico e, comumente,
produzem metabdlitos secundarios de importante diversidade quimica, os quais atraem
0 interesse de diversas industrias biotecnologicas (SOARES et al., 2012).

Actinobactérias produzem uma grande variedade de metabolitos secundérios,
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provavelmente refletindo as diferencas de hébitats e estratégias de sobrevivéncia dos
mesmos (HARVEY, 2000).

A biossintese de metabdlitos secundarios em actinobactérias envolve a seguinte
sequéncia de etapas: 1) captura de nutrientes pela célula e sua conversdo em
intermediarios do metabdlito primério; 2) acimulo de metabdlitos primarios e
sinalizagdo por moléculas induzindo a producdo de metabdlitos secundarios; 3)
metabdlitos primarios percorrem rotas para a produgdo de um metabdlito secundario
especifico; 4) producdo destes metabdliotos secundéarios € regulada por genes de rotas
especificas (BERVANAKIS, 2008).

O género Streptomyces é lider na producdo de moléculas farmacologicamente
ativas, dentre elas pode-se citar: aminoglicosidio, macrolidio, ansamacrolidio, beta-
lactdmico, peptidio, glicopeptidio, antraciclina, tetraciclina, nucleosidio, polieno e

quinona (NASCIMENTO et al., 2009).

2.3.1 ANTIBIOTICOS

Antibioticos sdo definidos como compostos naturais ou sintéticos capazes de
impedir o crescimento ou causar a morte de micro-organismos. Quando causam a morte
microbiana sdo chamados bactericidas e, quando promovem a inibicdo do crescimento
microbiano, bacteriostaticos (GUIMARAES et al., 2010).

O primeiro antibiético produzido por Streptomyces foi a estreptomicina, publicado
em 1945, por Waksman, Schatz e Bugie. Este antibidtico mostrou-se bastante ativo
contra a bactéria da tuberculose e também contra a meningite bacteriana. Em seguida,
no ano de 1948, Lechevalier e Waksman, descobriram mais um novo antibiotico, a

neomicina, e em 1953 a candicidina (DEMAIN, 2006).



24

A descoberta e 0 uso de antibioticos na década de 1950 tém sem duvida, conferido
um dos maiores beneficios a humanidade. Sobre os 10-15 anos seguintes da descoberta
dos antibidticos, o tempo médio de vida da populagdo aumentou significativamente,
algumas doengas infecciosas tornou-se quase desaparecidas, e Vérias doencas
neoplésicas e virais tornou-se controlavel. Os antibidticos foram determinados como
sendo Uteis no tratamento de infeccBes bacterianas, fungicas, protozoarios e algumas
doencas fisiologicas (por exemplo, a reducdo do colesterol) (BERDY, 2012).

O primeiro antibiético a ser empregado com sucesso foi a penicilina, descoberta por
Alexander Fleming em 1928 e que se tornou disponivel como farmaco desde 1940. Em
meados da década de 1940, as industrias inglesas e norte-americanas estavam
produzindo bilhdes de unidades de penicilina. (AMINOV, 2010).

A penicilina ainda é um dos antibiéticos mais vendidos no mundo (SCIENCE
MUSEUM, 2013). Ao longo do tempo, os antibidticos aumentaram a sobrevida apos
graves traumas e, com isso, passaram a ser empregados disseminadamente, tanto é que
0s antibidticos estdo entre os medicamentos mais vendidos mundialmente (VAN
BOECKEL et al., 2014).

Fleming foi um dos primeiros pesquisadores que advertiu sobre o potencial de
resisténcia a penicilina se for consumida em quantidade muito pequena ou durante um
periodo muito curto do tratamento. Com isso, motivou uma nova frente de pesquisa na
busca de novos antibidticos a partir de culturas de micro-organismos, especialmente
fungos e actinobactérias (AMINOV, 2010; GUIMARAES et al., 2010; SAGA;
YAMAGUCHI, 2009; SYKES, 2001; TAVARES, 2001).

Desde a década de 50, o tratamento frente as infecgdes fungicas é realizado com
anfotericina B e os azolicos como fluoconazol e itraconazol. Apesar de mais vantajosos

que a anfotericina B, os compostos azolicos apresentam limitagcbes como espectro de
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atividade, toxicidade e desenvolvimento de resisténcia, principalmente nas espécies de
Candidas ndo albicans.Com essas limitacbes, novos farmacos vém sendo
desenvolvidos, entre eles os triazélicos,voriconazol e posoconazol e a classe
equinocandina,caspofungina e micafungina (SABLE et al.,2008).

O primeiro antibidtico descoberto a partir de Streptomyces foi a estreptomicina em
1944, com atividade contra Mycobacterium tuberculosis, bactéria causadora da
tuberculose e, desde esse tempo muito esforco tem sido feito na triagem de antibidticos
a partir desse género (CWALA; IGBINOSA; OKOH, 2011).

Lechevalier e Waksman em 1948 descobriram a neomicina, um aminoglicosideo
produzido por Streptomyces fradiae usado como antibacteriano tépico e, em 1953, a
candicidina, um polieno produzido pelo Streptomyces griseus utilizado como produto
antifungico topico (DEMAIN, 2006).

Entre os diferentes tipos de farmacos antimicrobianos existentes no mercado, 0s
antifungicos sdo um grupo muito pequeno, mas significativo de medicamento e tem um
papel importante no controle de doengas micéticas (THAKUR et al., 2007).

Quando comparada as substancias antibacterianas, o nimero de droga antifingica
adequada é muito limitado. E muito mais dificil de alcancar a toxicidade seletiva nas
células fungicas do que nas células bacterianas, isto devido ao fato de que os fungos
pertencem ao dominio Eukarya e a sua maquinaria celular é idéntica a dos animais
(ESPINEL-INGROFF, 2009).

A necessidade de novos compostos antifungicos, seguros e mais eficaz € um grande
desafio para a industria farmacéutica da atualidade, especialmente com o aumento de
infeccbes oportunistas em hospedeiros imunocomprometidos e pela crescente

resisténcia aos medicamentos (DHANASEKARAN et al., 2008).
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2.4 POLICETIDEO SINTASE E PEPTIDEO SINTASE NAO RIBOSSOMAL

As rotas biossintéticas presentes em micro-organismos e plantas sdo responsavel
pela producdo de uma ampla diversidade estrutural de compostos quimicos. Contudo, a
biossintese de metabdlitos secundarios em micro-organismos é estreitamente controlada
por mecanismos regulatérios que, frequentemente, limitam a descobertas de novos
compostos bioativos (MIAO et al., 2006).

O estudo quimico destes micro-organismos levou a identificacdo de vias
biossintéticas destes produtos naturais elucidando a complexidade do seu processo.
Com a descoberta das tecnologias de DNA recombinante, a biossintese destes
metabolitos em nivel genético, colaborando para um melhor entendimento de sua
organizacdo e numerosos genes associados com a producdo destes metabolitos
secundarios (COX; GLOD, 2004).

Os policetidios e os peptideos ndo ribossomais tratam-se de compostos que tem uma
grande e estruturalmente distinta familia de produtos naturais bioativos (HILL, 2005),
como diversos antibiéticos, toxinas, siderdforos e imunossupressores (CANE et al.,
1998, CROSA; WALSH, 2002).

Estes compostos sdo sintetizados por enzimas multifuncionais de alto peso
molecular (200-2,000 kDa) de bactérias, fungos e plantas (CANE et al., 1998,
MOFFITT; NEILAN, 2003), denominadas peptideo sintase ndo ribossomal (NRPS) e
policetideo sintase (PKS).

Em meio aos metabolitos secundarios produzidos por Streptomyces, 0s
policetidios e peptideos ndo-ribossomais compdem uma das classes mais importantes e
podem ocorrer esporadicamente em determinadas condigdes de cultivo em laboratorio.

Inimeros compostos sdo produzidos apenas em condigdes especificas, em contraste
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com os metabdlitos ditos primarios, responsaveis pela estrutura e energia de todas as
células vivas (CRUZ et al., 2015).

O esqueleto NRPS pode ser composto por estruturas quimicas lineares, ciclicas
ou ramificadas por meio de acilacdo, glicosilagdo ou formacgdo do anel heterociclico
(MARAHIEL et al., 1997).

Os NRPSs estdo envolvidos na producdo de importantes antibioticos tais como
as penicilinas, vancomicinas e ciclosporinas. Os PKSs modulares, os quais estdo
aproximadamente relacionados com o0s NRPSs, sdo descritos na biossintese do
antibidtico eritromicina produzidos pelas actinobactérias (MANTOVANI, 2011).

As enzimas estdo organizadas de forma modular, e utilizam regides especificas
para que ocorra a condensacdo de acidos carboxilicos simples (PKS) ou aminoacidos
(NRPS), construindo sequéncia em forma de cadeia crescente, de forma similar a uma
linha de montagem (MANTOVANI, 2011).

O gene pks sdo organizados em modulos composto pelos dominios:
aciltransferase (AT), cetosintase (KS) e proteina transportadora de acil (ACP)
(SCHWARZER et al., 2003). J& os nrps sdao formados de maneira geral por trés
dominios, cada um desempenhando uma fungéo especifica: dominio de adenilagéo (A),
dominio de tiolagdo (T), dominio de condensacdo (C) (MARAHIEL et al., 1997). O
nrps também é organizado em mddulos, cada um dos quais é responsavel por um ciclo
de alongamento pela incorporagdo de um Unico aminoacido no crescimento da cadeia
peptidica. Estes dominios sdo conhecidos com: adenilacdo (A), proteina transportadora
de peptidil (PTP) e condensacdao (C), todos envolvidos no reconhecimento e
condensacéo do substrato (SCHWARZER et al., 2003).

Os PKSs sdo classificados em dois tipos de acordo com sua arquitetura

enzimatica e organizagdo genética, PKS | e PKS II. O tipo | s&o proteinas
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multifuncionais e podem ser encontrada em bactérias, fungos e plantas. O tipo Il sdo
complexo multi-enziméticos constituido por proteinas monofuncionais e sao
encontrados apenas em bactérias. A presenca dos genes nrps e pks estd intimamente
relacionada com a biossintese de importantes antifingicos produzidos pelas
actinobactérias como nistatina e candicidina (SELPKE et al., 2011).

Sendo as vias nrps e pks associadas com a sintese de metabdlitos secundarios,
um meétodo eficaz para analisar a presenca dessas vias biosintética é a deteccdo de genes
nrps e pks. A utilizacdo da PCR com primers especificos para a sequéncia dessas
regides € um método muito promissor para a identificacdo e selecdo de bactrerias que
possuam estes genes (SACIDO; GENILLOUD, 2005; ZHAO et al., 2011).

O entendimento e a distribuicdo das vias biosintéticas naturais é de suma
importancia para a produgdo de novos compostos usando a méaquina biosintética
existente em cada organismo, especialmente para obtencdo de antibidticos derivados de

policetideos e peptideos ndo ribossomais (GUIMARAES et al., 2010).

2.5 DESENVOLVIMENTO DE RESISTENCIA ANTIFUNGICA

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), os antibidticos tém sido
empregados muitas vezes inapropriadamente e, em diversas situacdes clinicas, sem
baseamento cientifico em evidéncias que comprovem sua real indicacdo. Os antibi6ticos
sdo usados de forma inadequada de até 60% dos casos de infeccOes respiratorias, e em
quase 40% dos casos de diarreia em paises em desenvolvimento, uma vez que
predominam as infeccbes virais e /ou parasitarias. Segundo a OMS, o uso de
antibidticos mesmo quando sdo formalmente prescritos, pode ser desnecessario em até

50% dos casos (WHO, 2010).
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Estima-se que 80 milhdes de brasileiros sdo adeptos da automedicagéo, sendo o
Brasil o quinto pais do mundo que mais se automedica (FREITAS, 2012). A
automedicacdo, estd diretamente relacionado com a predomindncia da resisténcia
antimicrobiana, que por sua vez, contribui para a sele¢cdo de bactérias que se tornam
resistentes aos antibioticos, criando um circulo vicioso (GRIGORYAN et al., 2006).

A resisténcia microbioldgica é um problema de saide mundial. (SPELLBERG;
GUIDOS & GILBERT, 2008). Consequentemente, alguns micro-organismos ficaram
tdo resistentes aos antimicrobianos que s&o resistentes a todos antibidticos disponiveis
no mercado (MORGAN et al., 2011).

A venda de antimicrobianos para pacientes ndo hospitalares na Europa e na América
do Norte, é praticamente restrita, mediante prescricdo médica, com o intuito de reduzir o
aparecimento de resisténcia microbioldgica, entretanto em outras regides 0 acesso aos
antibidticos sem prescricdo é frequente, contribuindo para a expansdo do gigantesco
mercado farmacéutico (VAN BOECKEL et al., 2014).

S&o diversos os mecanismos moleculares envolvidos no processo de resisténcia a
antifungicos, como por exemplo, alteragdes no alvo molecular do farmaco, “sobre
expressao” da molécula alvo, diminuigdo da concentracdo intracelular do farmaco
(efluxo), perdas de porinas, alteracdes na biossintese de esterois, producdo de enzimas
flngicas que degradam as drogas (PEMAN et. al., 2011).

Os fungos foram desenvolvendo uma variedade de mecanismos para escapar ou
diminuir a regulacdo das respostas imunes do hospedeiro, principalmente por
modificagcdo da exposicdo do comportamento da parede celular, tal mudanga fenotipica
é uma mudanca estratégica empregada por varios fungos patogénicos, como por
exemplo Candida albicans, sendo capaz de se transformar de uma forma de célula,

levedura, para forma de hifas. A formagdo de hifas esta associada ao mecanismo de
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evasao por perda de reconhecimento adequado pelo sistema imune do hospedeiro
(RIZZETO et al., 2013; VAN de VEERDONK et al., 2008).

As mutagbes que causam defeitos na captagdo flucitosina ou na sua conversao
intracelular sdo uma das principais causas de resisténcia a esta droga (PAPON et al.,
2007). Uma diminuicdo do teor de ergosterol na membrana pode conduzir a
susceptibilidade reduzida aos polienos, devido a mutagdes no gene erg6, gene envolvido
na biossintese de ergosterol, ou ao decréscimo de sua expressdo (VANDEPUTTE et al.,
2006). J4, a resisténcia ao fluconazol pode ser causada por mutacdes no gene ergll,
também envolvido na biossintese de ergosterol (RODLOFF et al., 2011).

A superexpressao de outros genes erg e do gene ergll em C. albicans pode ser
causada por uma mutacgdo de ativacdo de seu regulador Upc2 (proteina desacopladora 2)
(DUNKEL et al., 2008), aumentando a resisténcia das celulas a diferentes azois e
também a medicamentos que agem sobre outras etapas na via da biossintese de
ergosterol, como a terbinafina (MORSCHHAUSER, 2009).

AlteracBes no alvo molecular do farmaco, producdo de enzimas fungicas que
degradam as drogas e uma reducdo na concentragdo intracelular do farmaco sédo
mecanismos moleculares envolvidos na resisténcia a antifingicos. Isso representa um
sério problema, porque os micro-organismos desenvolvem resisténcias a mdaltiplas
drogas (PEMAN et al., 2011).

Segundo o IMS Health (2013) atualmente o Brasil é 0 4° no mercado de consumo de
medicamentos do cenario global (superado apenas por China, Estados Unidos e Japéo).
Ainda mais, quando se leva em conta que o Brasil é um pais que se automedica com
frequéncia, ocupando o 5° lugar mundial, com aproximadamente 80 milhdes de
brasileiros se utilizando dessa pratica danosa. A evolugéo da resisténcia aos antibioticos

por importantes patdgenos humanos tornou o0s antibidticos originais (penicilina,
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estreptomicina, cloranfenicol e tetraciclinas) e a maioria dos seus sucessores ineficazes
(CLARDY; FISCHBACH; CURRIE, 2009).

As doencas infecciosas sdo uma das principais causas de mortalidade no mundo,
representando 25% de todas as mortes. Segundo a Sociedade Americana de Doencas
Infecciosas, cerca de 2 milhGes de infecgdes resistentes a drogas sdo descritas a cada
ano, levando a um aumento de custos para o sistema de saude (MAHAJAN;

BALACHANDRAN, 2012).

2.6 GENERO CANDIDA

O género Candida pertence ao reino Fungi, filo Ascomycota, classe
Saccharomycetes e ordem Saccharomycetales. Este género contém mais de 150
espécies, mas apenas uma minoria é causadora de micose humana (NCBI Taxonomy,
2011). Séo leveduras anamorficas, cujo mecanismo de divisdo celular envolve o
brotamento simples, divisdo binaria e brotamento fissdio (GUARRO et al., 1999;
BRION, et al., 2001).

Candida albicans é o principal patégeno humano do género Candida, mas outras
espécies como C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei, C. guilliermondii,
C. dubliniensis e C. lusitaniae, tem sido frequentemente observadas como causadoras
de infeccBes fungicas (PICHOVA et al., 2001; COLOMBO & GUIMARAES 2003;
MARCHETTI et al., 2004; MEDRANO et al., 2006; GIOLO & SVIDZINSK, 2010).

Esse género possui ampla distribuicdo, sendo encontrado em varios ambiente.
S80 micro-organimos comensais que se tornam patdgenos quando ocorre um
desequilibrio na relacéo parasita/hospedeiro (SIDRIM; ROCHA, 2004). O desequilibrio

da relacdo parasita-hospedeiro, pode ser desencadeada por alteracbes das barreiras
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teciduais, da propria microbiota e da resposta imune (DRAGO et al., 2000,
CALDERONE; FRONZI, 2001).

Desde os anos 1950 que a terapéutica contra as infecgdes fungicas é feito com
anfotericina B e azolicos, como por exemplo fluconazol e itraconazol. No Brasil,
infeccBes por Candida spp tem sido duas a quinze vezes mais frequente que em paises
do Hemisfério Norte, tendo sido ela o quarto principal micro-organismo isolado em
hemoculturas (FURLANETO, et al., 2011).

No Brasil, em um estudo realizado no Complexo Hospitalar Santa Casa, em
Brasilia, foi verificado que espécies de Candida ndo-albicans corresponderam a 51,6%
dos episddios de candidemia na instituicdo; C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata,
C. krusei e outras espécies foram responsaveis por 25,8%, 13,3%, 3.3%, 1,7% e 7,5%
dos casos, respectivamente (ANTUNES et al., 2004; MICELI et al., 2011).

Candidemia é a quarta infeccdo sanguinea mais recorrente em pacientes
hospitalizados, sendo uma importante causa de mortalidade (MICELI et al., 2011). Os
isolados de Candida possuem inimeros fatores de viruléncia, como a formacdo de
biofilme, e a produgdo de enzimas extracelulares como a proteinase e a fosfolipase
(BALLAL & VINITHA, 2009).

Apesar de mais vantajosos que a anfotericina B, os compostos azolicos
apresentam limitacGes como espectro de atividade e desenvolvimento de resisténcia. A
resisténcia desta tem ocorrido, porém, em indices menos alarmantes que nos Estados
Unidos. Devido a essas limitagcdes, novos farmacos com amplo espectro vém sendo
desenvolvidos, entre eles: os triazolicos voriconazol e posoconazol e a classe
equinocandina caspofungina e micafungina (SABLE et al., 2008).

O estudo de suscetibilidade in vitro aos antifungicos auxilia na selecdo de

farmacos mais adequado para o tratamento das infeccbes com a determinacdo da
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resisténcia ou sensibilidade. Contudo, o conhecimento de cepas resistentes, conduziu
mudancas nas diretrizes de tratamento em diferentes areas geograficas, além disso, pode
ser significativo no tratamento clinico (CUENCA-ESTRELLA et al., 2010; SOLECKA

etal., 2012).
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3) OBJETIVOS

3.1 Geral

e Auvaliar o potencial biotecnoldgico de actinobactérias com relacdo a producéo de

metabolitos bioativos frente a diferentes isolados clinicos fungicos.

3.2 Especificos

e Selecionar actinobactérias produtoras de metabdlitos secundarios antifingico;

e Avaliar a influéncia das condi¢6es de fermentacdo na producdo dos metabolitos

secundarios;

e Determinar a concentracdo minima inibitoria do extrato bruto bioativo;

¢ Identificar a Actinobactéria produtora do composto bioativo.

e Pesquisar o envolvimento e/ou a producéo de genes pks e nrps associados a

producdo de metabolitos secundarios.
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ABSTRACT

The study aimed to investigate the antifungal potential produced by actinobacteria
isolated from the rhizosphere of Caatinga against isolates of Candida spp. Of the 45
actinobacteria analyzed, only the PR-32 strain showed activity against clinical isolates
of yeasts. Subsequently, this strain was grown in six different culture media and was
observed best production of the metabolite in the medium 400 at 48 h of fermentation.
The antifungal substance extracted from biomass with ethanol and the minimum
inhibitory concentration (MIC) was determined. The lower evidenced MIC was 3.9 mg /
mL for Candida albicans URM 6401. The kinetics of death reinforced the result of MIC
and showed that in the period 4-8 h the extract inhibited the yeast. The isolated PR-32
was identified by polyphase methodology, showing typical morphological and
biochemical characteristics of Streptomyces. By molecular analysis 16S rRNA was
characterized as Streptomyces sp. The presence of non-ribosomal peptide gene (NRPS)
with approximately 750 kb was confirmed. Given these results were conclude that
Streptomyces sp. PR-32 is a promising isolate to produce antifungal compounds, it is
possible to suggest that the biological activity of this secondary metabolite is regulated

by the nrps gene.

Key-words: Secondary metabolite, MIC, Kinetics of death, NRPS, 16S rRNA.
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INTRODUCTION

In recent decades, the number of opportunistic infections caused by Candida
spp. species has increased considerably. Especially in patients with low immunity, these
species can cause different types of infections, from mild oral disease to systemic
candidiasis (Patel et al., 2012).

Although C. albicans is the most commonly found species in fungal infections
(63-70%), recent studies have indicated non-albicans species associated with infections
such as Candida glabrata, the second species most commonly found responsible for
about 44% of fungal infections (Miceli et al., 2011).

The increase in microbial resistance to antifungal agents is a major public health
problem. And in this scenario there is a concern for introducing a limitation in the
number of commercially available antifungal substance. Therefore, the motivation for
the search for bioactive compounds derived from Microorganisms isolated from
unexplored habitat (Singh et al., 2009).

Our research group has been investigating the actinobacteria diversity of the
Caatinga with antifungal activity, whereas little is known about the diversity of these
bacteria in this habitat. Importantly, extreme environmental conditions are a breeding
ground and able to reveal the presence of Microorganisms producers of new bioactive
molecules (Vasconcelos et al., 2015; Silva-Lacerda, et al., 2016).

The Caatinga is a relatively unexplored Brazilian biome characterized by hot and
dry weather associated with irregular rainfall and concentrated in a short period of time
thus represents a very peculiar habitat, with its own characteristics which biodiversity is
extremely rich and still very underexplored (Araujo, 2011).

Actinobacteria are ubiquitous bacteria, often isolated from soil and are known
for their industrial importance, since they are considered the main producers of different
secondary metabolites including antibiotics, within this large group worth mentioning
the Strepromyces genre responsible for producing about 39% all microbial secondary
metabolites (Takahashi, 2004; Meena et al., 2013). The metabolic diversity of
actinomycetes, is due to their extremely large genome, which has hundreds of
transcription factors that control gene expression, allowing them to respond to specific
needs (Goshi et al., 2012).

Streptomyces bacteria are among the more studied, due to the economic impact

achieved through the metabolites produced. Important classes of active compounds of
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microbial origin are synthesized by large multi-modular enzymes, polyketides (PKS)
and non-ribosomal peptides (NRPS).These biosynthetic pathways have been extensively
studied with respect to their ability to generate a wide range of compounds which have
antimicrobial activity, anti-tumor, immunomodulating, siderophores or toxic properties
(Koglin and Walsh, 2009). The NRPS are involved in the production of such important
antibiotics as penicillin, vancomycin and cyclosporins and modulators PKS, which are
closely related to the NRPS, that are described in erythromycin biosynthesis (Walsh,
2007).

Because of this the aim of our study was to evaluate the antifungal activity of
different isolated actinobacteria Caatinga front of Candida spp. and correlating the
involvement of pks and nrps genes in the production of bioactive metabolite.

MATERIALS AND METHODS

Microorganisms

Initially were used 45 actinomyecetes strains isolated from the rhizosphere of Caatinga
belonging to Collection of Microorganism s of the Department of Antibiotics UFPE
(UFPEDA). To perform the the antifungal activity were used fungi assigned by
Colection- URM of the Department of Mycology- UFPE to Collection Candida
peliculosa- URM 6281; C. albicans- URM 6401; C. guilliermondis- URM 6403; C.
parapsilosis- URM 6431; C. glabata- URM 6392; C. albicans- URM 6395, and
Microorganism s of the Department of Antibiotics UFPE (UFPEDA) C. albicans
UFPEDA 1007.

Antifungal Activity:

Primary test: The antifungal activity was evaluated using the test method in agar block
(Shirling and Gottlieb, 1996). Microorganisms were plated in the form of carpets on
ISP-4 and ISP-2 media and incubated for 7 days at 37 °C. Then agar blocks of 10 mm in
diameter were removed from the media and added to the plates containing Sabouraud
(SAB) with 10° CFU / ml of yeast (CLSI, 2008). The plates were incubated at 30 + 2 °C
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and the inhibition zones were measured after 48 h. The experiment was performed in
triplicate.
Secondary test: The microorganism that showed better activity in the agar block was

selected for the fermentation process and grown in ISP-2, M1, MPE (Kawamura et al.,
1976) 400, 19 and OM media (Goodfellow and Fiedler, 2010). Kept under stirring at
200 rpm at 37 °C for 48 hours. Every 24 hours, 1 ml aliquots were taken for evaluation
of pH, biomass and antimicrobial activity. For evaluation of the antifungal activity was
performed the test disk paper with 10 mm of diameter moistened with 50 pl of
fermented liquid and then transferred to previously seeded Petri dishes with 100 pL of
standard suspensions of each yeast assay (10° UFC / ml) (Vasconcelos, et al., 2015).
The test was performed in triplicate and the results were determined by arithmetic
average of the diameters of the inhibition halos in millimeter (mm).

Extraction of bioactive metabolites: In the extraction of bioactive metabolites of cell

mass and liquid, various chemical solvents were used. The cell mass was treated with
acetone, ethanol, methanol, ethyl acetate and cyclohexane, at different pH 2.0, 7.0 and
9.0. As for the metabolic liquid used were ethyl acetate, chloroform, petroleum ether,
ethanol and cyclohexane in different pH mentioned above. After extraction the pH of
the extract was adjusted to 7.0. Then we performed the test of antifungal activity in
paper disc as mentioned above (Vasconcelos et al., 2015).

Determination of Minimum Inhibitory Concentration

The determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) of the extract was
performed using microdilution technique in multiwell plates (Vasconcelos et al., 2015).
The extract was tested at concentrations of 3.9 pug / mL to 1000 pg/ mL. Then added 10
uL of the inoculum (10° CFU/mlI) in all columns except column twelve that corresponds
to the negative control. Was used as positive control the antifungal Amphotericin B.
The minimal fungicidal concentration was determined by MIC assay of subcultivation
in SAB media. The plates were incubated at 30 °C for 48 h (Koneman, et al., 2006).
Each sample was tested in triplicate.

Determination of Kinetics of Death Time



55

The procedure for determining the kinetics of time death were accomplished using the
methodology Klepser et al., (1998). The crude extract and Amphotericin B (used as
positive control) were diluted in liquid SAB medium such that is obtained
concentrations equivalent to %, 1X , 2X, and 4X MIC. At time intervals of 0, 4, 8 and
24 hours, an aliquot of these solutions were removed, diluted and plated out on
Sabouraud dextrose agar plates were incubated at 30 °C for 48 hours. The assay was
performed in duplicate. After this incubation period the number of colony forming units
(CFU) on each plate were counted and multiplied by the dilution factor used to obtain
thereby the number of CFU / mL. The curves average colony count were constructed by

plotting (log CFU / mL) versus time (hours).

Polyphasic identification of Actinobacteria:

Cultural and micromorphological characterization: The cultural characteristics of

strain such as growth and color of aerial mycelium were analyzed in media ALA
Tryptone - yeast extract - agar (ISP-1), Extract-Malt - yeast extract - agar (ISP-2),
Oatmeal - agar (ISP-3), inorganic salts - starch - agar (ISP-4), Glycerol - asparagine -
agar (ISP-5), Peptone - Iron Extract - agar (ISP-6) and tyrosine - agar (ISP-7) and the
ISP- 6 and ISP-7 media used to assess the production of melanoid pigments. The
experiment was performed in triplicate. To identify the micromorphology the analyzed
strain was cultivated by the microculture technique in accordance technique of Shirling
and Gottlieb (1966), the cover slips were incubated at 37 °C in the period 7-10 days. A
cover slip was removed to observe the formation of the spore chain - sporophores — at
the optical microscope objective of 40x (WHITMAN et al., 2012).

Characterization Physiological and Biochemical: For the biochemical characterization

was used different sources of carbon and nitrogen, and to the physiological
characterization of the strain the ability to grow at different NaCl concentrations,
temperatures and pH. The microorganism was incubated at 37 °C in 7 days (Shirling
and Gottileb, 1966).

16S rRNA analysis: DNA extraction was performed from the culture grown in ISP-2

medium liquid for 16 hours, 200 rpm at 37 °C. Subsequently, the sample was
centrifuged and the DNA extraction was performed using the HiPurA ™ Bacterial

Genomic DNA Purification Kit (Himedia) according to the manufacturer's instructions.
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The sequence of the DNA was assessed by agarose gel electrophoresis then was
performed 16S rRNA gene amplification by polymerase chain reaction technique
(PCR). The reaction mixture consisted of 50 ng of DNA, 5 pmoles of each
oligonucleotide to Eubacteria fD1 (5"- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") and rD1
(5"- AAGGAGGTGATCCAGCC-3") (WEISBURG et al., 1991), 200 mM of dNTP, 1.5
mM of MgCI2, 1X buffer, 1 U Platinum Tag DNA polymerase (Invitrogen Life
Technologies) to a reaction with a final volume of 25 pl. The reaction conditions were:
5 min denaturation at 94 °C; followed by 25 cycles of 1 min at 94 °C, 30s at 52 °C and
2 min at 72 °C, a final extension of 10 min at 72 °C. The amplification product was
analyzed by electrophoresis in 1.2% agarose gel and visualized by transillumination,
subsequently, the sample was sent to sequencing. The sample was sequenced by the
Platform Sequencing-LABCEN / CCB/UFPE and the sequence compared with all
sequences in the GenBank using Blast software from the National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov). The sequence was aligned
with Clustal software and the phylogenetic tree was constructed using mega 7.0. The

topology was evaluated by bootstrap analysis (1000 resampling).

Potential evaluation of Actinobacteria by amplification of genes NRPS and pksl|

For the amplification of sequences of the PKS and NRPS genes, degenerate
oligonucleotides were used A3F (5- GCSTACSYSATSTACACSTCSGG-3); A7R
(5"-SASGTCVCCSGTSCGGTAS-3") and KSa (5°-
TSGRCTACRTCAACGGSCACGG-37), KSB (5"- TACSAGTCSWTCGCCTGGTTC-
3"), respectively. The reaction consists of a mixture of 50 ng of DNA, 5 pmoles of each
oligonucleotide, 200 mM of dNTP, 1.5 mM MgCI2, 1X buffer, 1 U Platinum Taq DNA
polymerase (Invitrogen Life Technologies) in a final volume of 25 pL. The reaction
conditions are: 5 min denaturation at 94 °C; followed by 30 cycles of 35 s at 94 °C , 40
sec at 55 °C and 2 min at 72 °C these cycles will be followed by a final extension of 7
min at 72 °C. The amplification product was analyzed by electrophoresis in 1.2%

agarose gel and visualized by transillumination (GONZALEZ, 2005).

Results

Primary test
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The result showed that the primary assay gives 45 strains of actinomycetes, only
the PR 32 strain showed activity against pathogens, with inhibition zones ranging from
10 mm to 20 mm in ISP2 medium, other strains grew, but not produced bioactive
metabolites (Figure 1). The presence of metabolite secondary active provided the
formation of a clear halo around the disc, whose diameter indicated antimicrobial

potential against certain microorganism test.
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URM 6403
Microrganism

Figure 1: Mean values of the inhibition zones (in millimeters) of microorganisms test the primary test

of PR-32 strain on ISP-2 medium.
Secondary test

The isolated PR-32 selected in primary assay was used to determine the best
growth conditions as well as the best medium and cultivation time and for the
production of the secondary metabolite. Isolated PR-32 when grown in medium 400
showed better activity in 48 h, pH 7.0 with inhibition zones ranging from 20 to 28 mm
(Table 1). The ISP-2 medium and OM showed no antimicrobial activity against yeasts

tests.



Table 1: Antifungal activity of isolated PR-32 during 96 hours of fermentation, the different culture media used, front yeasts tests.
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Candida albicans Candida guilliermondii ~ Candida pelliculosa Candida albicans Candida parapsilosis Candida glabrata Candida albicans
PR-32 URM-6401 URM-6403 URM-6281 URM-6395 URM-6431 URM-6392 UFPEDA-1007
MEDIUMS Activity (mm) Activity (mm) Activity (mm) Activity (mm) Activity (mm) Activity (mm) Activity (mm)
(SD)* (SD) (SD) (SD) (SD) (SD) (SD)

24h 48h 72h 96h 24h 48h 72h 96h 24h 48h 72h 96h 24h 48h 72h 96h 24h  48h 72h  96h 24h 48h 72h  96h 24h 48h 72h 96h
MPE 20 19 17 14 20 15 10 10 23 0 0 0 18 11 11 10 18 10 13 9 16 10 10 9 23 16 15 9

(0,94) (1,41) (2,05) (0,47) 0) (0) 0) (1,41) (0,94) 0) ) (0) 1,4) 2,3) (2,35) (0) (1,41) (0) (2,35) (0,47) 0,47) (0) (0) (0,47) (0,47) (1,24) (0,71) (0,47)
M1 18 17 11 6 13 10 0 0 17 0 0 0 10 0 0 0 15 10 0 0 13 0 0 0 20 13 10 0

(163) (205 (141) (449 | (235 (O (O (0 (2,16)  (0) ©0) (0 ©) (0 0 0 @ © ©O @© (141 © © (0 047) (235 (0 (0)
400 22,6 28 25 24,33 216 20 226 22,6 24,6 28 23 26 19,3 24,3 21,6 23,3 20,3 243 20 21,3 20 21 20 20 20 20 21 10

(2,05) (1,41) 0) (0,94) (2,35) (0) (0,47) (0,47) (0,47) (14) 0) (0) (0,4) (0,9) (2,35) 2,3) (0,47) (0,94) (0) (0,94) 0) ,4) (0 0) 0) 0) (1,4) 0)
19 19,3 19,6 0 0 16,3 0 0 0 18 0 0 0 15,3 13 0 0 146 143 0 0 15 12 0 0 13,3 0 0 0

(094) (047) (0) ©) (169 (@ (@ (0 28 (O © () 0,4) (0) (0) (0) (1.24) (094) (0 (0 (0) (0) 0@ (© (124) (0 (0) )

*SD= Standard deviation.
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Extraction of Bioactive Metabolite and Determination of Minimum Inhibitory

Concentration

After determining the best fermentation conditions, the strain was subjected to
extraction of the active principle. The result shows that ethanol was a better solvent that
extracted the bioactive metabolite of biomass of Streptomyces PR- 32 having halos of
30 mm against the yeast C. peliculosa 6281 URM at neutral pH. Extracts of the solvents
obtained from metabolic liquid, had no activity against strains of Candida spp.

The antimicrobial activity of crude ethanol extract of biomass isolated PR-32 was
evaluated by determining the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) (Table 2). The
ethanol extract exhibited an MIC value ranging from 3.9 pg / ml to 31.5 pg / mL against
different fungal isolates. The control used was the antifungal amphotericin B showed
that CMI of 7.8 pg / ml for all the strains. Were determined resistant to amphotericin B
concentration > 4 pg / ml (CLSI 2008). The final concentration of DMSO, solubilizing
agent of extracts, used in the assay had no effect on inhibiting the growth of

Microorganisms test.

Table 2: Values of minimum inhibitory concentration of crude extracts and positive control

(amphotericin B), compared to fungi.

Test microorganisms MIC and MFC (pg/mL) of MIC and MFC (pg/mL) of
ethanolic extract Amphotericin B
CMI CMF CMI CMF
C. albicans- URM 6401 3,9 7,8 7.8 15.6
C. guilliermondii- URM 6403 31.25 62.5 7.8 15.6
C. pelliculosa- URM 6281 7,8 15.6 7.8 15.6
C. albicans- URM 6395 31.25 62.5 7.8 15.6
C. parapsilosis- URM 6431 31.25 62.5 7.8 15.6
C. glabrata- URM 6392 15,6 31,25 7.8 15.6
C. albicans- UFPEDA 1007 15,6 31,25 7.8 15.6

Determination of Kinetics of Death Time
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At the time of death activity kinetics of the crude ethanolic extract isolated PR -32
against strains of Candida spp., as well as the amphotericin B, it was observed that the
concentration of 2X and 4X MIC values presents significant marked inhibition in the
early hours test (4h to 8h period), highlighting a significant inhibitory activity of the
extract. The concentration of %2 MIC showed significant activity against the strains C.
parapsilosis URM 6391 and C. glabrata 6392 URM for the period from 4 to 8hs test.
After 24 h period showed fungicidal activity of the crude ethanolic extract isolated PR-
32 constant at all concentrations tested, as well as in all isolates with the fungicidal
activity of the positive control Amphotericin B compared to the isolates of Candida spp
(Table 3).
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Table 3: Kinetic curve crude extract death time ethanolic isolated PR 32 in Logl0 base at concentrations of EB % MIC, EB MIC, EB 2X MIC, EB 4X MIC of
amphotericin B and control the concentrations of ANF %2 MIC , ANF MIC, ANF 2X MIC, ANF 4X MIC front of the clinical isolates of Candida spp.

Candida albicans

Candida guilliermondii

Candida pelliculosa

Candida albicans

Candida parapsilosis

Candida glabrata

Candida albicans

URM-6401 URM-6403 URM-6281 URM-6395 URM-6431 URM-6392 UFPEDA-1007
Time Time Time Time Time Time Time
MIC oh 4n 8h 24nh |Oh 4n 8h 24h [Oh 4h  8h 24h oOh 4h 8h 24h Oh 4h 8h 24h | Oh 4h 8h 24h oh 4h 8h 24h
EBMIC | 348 332 366 3,71| 3,48 3,85 4,32 432 |324 319 324 3,24 3,55 355 4,27 4,27 290 265 260 254 | 265 254 239 239 | 335 334 351 351
EBMIC | 342 341 333 333 | 343351 350 3,61 |313 309 309 309 | 354 329 324 324 |269 265 230 217 | 254 247 239 239 | 332 331 338 338
EB2XMIC | 323 3,19 314 315 331325 324 324 297 295 292 292 | 367 320 304 304 |28 269 239 230 | 247 239 230 217 | 329 316 316 3,17
EB4XMIC | 317 295 287 287| 3,39 3,11 3,10 3,10 | 2,97 281 2,77 277 3,66 3,17 3 3 259 230 2,17 217 | 247 239 230 230 | 3,29 3,20 3,09 3,11
ANF¥% | 330 368 370 373| 348 355432 432 |326 325 329 329 | 356 355 427 427 |269 239 230 230 | 254 239 230 230|331 349 352 353
MIC
ANFMIC | 337 348 349 3,60 3,44 3,76 3,77 3,80 | 3,19 3,14 3,14 3,14 355 330 325 320 |265 260 254 239 |247 239 230 230 | 3,34 3,47 3,49 349
ANF2X | 327 324 330 335 337335 332 333 (313 309 307 307| 367 321 306 305|260 254 247 217 254 239 217 2 |333 346 346 347
MIC
ANF 4X 3,21 3,20 3,09 3,04 3,46 3,26 3,25 3,25 | 3,04 3 297 2,97 365 314 295 295 | 259 230 217 217 | 2,47 2,30 2,17 217 | 3,36 3,38 3,37 3,37

MiC




62

Identification of the genes that encode enzymes PKS and NRPS

The presence of PKS and NRPS genes was investigated. Genes that are involved in the
biosynthesis of antibiotics produced by Actinobacteria. Streptomyces sp. PR - 32 amplified
for the NRPS gene. The amplification products were demonstrated by the presence of

approximately 750 bp. Streptomyces sp. PR - 32 showed no amplification for pks gene.

Cultural, Morphological and Molecular identification of Actinobacteria

The microorganism PR-32 was able to use as a single source of carbon D-xylose,
lactose, L-arabinose, L-rhamnose, maltose, mannitol, D-melezitose, trehalose, glucose and
sucrose, as the nitrogen sources used were histidine serine and asparagine, not being able to
consume arginine, cysteine, phenylalanine, L-methionine, threonine, valine and proline. The
strain was able to grow in NaCl concentrations ranging from 2 to 12%, with growth being
decreased at higher concentrations of this salt, having the best growth on medium ISP-2
staining pale gray aerial mycelium in temperature 37 °C and pH 7, the isolated PR-32 showed
no melanoid pigment production.

The microorganism PR- 32, presented typical chemical and morphological properties
of members of the genus Streptomyces. In the evaluation of macroscopic characteristics
showed that the isolate was identified as belonging to the genus Streptomyces, as presented in
the analysis of optical microscopy spiral and branched mycelia. After sequencing compared to
all sequences in the GenBank, the sample showed 99% similarity with strain Streptomyces
mutabilis NBRC 12800 (Figure 2). Although it has similar biochemical characteristics, the
isolated PR-32 showed phenotypic characteristics, such as color of aerial mycelium in various
different media, so identified by sequencing Streptomyces sp. PR- 32 (Table 4).
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Streptomyces mutabiis NBRC 125800
Streptomyces geysinensis NBRC 1544137
Streptomyces mchel NBRC 12808
Streptomyces plicatus NBRC 13071
Streptomyces enissocaesilis MRRL B-16365
Streptomyces afnicanus CRJVRH

PR 32

Streptomyces anandii MRRL B-3550
Streptomyces asfemsporus MRRL B-24328
Streptomyces calvus TSP 5010
Streptomyces zinciresistens K42
Streptormyces azurels NBRC 12744
Streptormyees viridiviolaceus NBRC 13359
Streptomyces spiralis NBRC 14215
Streptormyces minutisclenaticuws NBRC 130007
Streptomyces diakartensis MBRC 154057
Streptomyces griseovindis NBRC 12874

Streptomyces nagamis il NBRC 12852

Streptormyces niveoruber NBRC 15428T
—— MNocardia sp. FM 0981

Bacillus sp. AJOOOG4E 1
Streptomyces albus ATCC 21838

—_
0.1

Figure 2: Neighbor-joining based on the partial sequence of the 16S rDNA, showing phylogenetic relationships
between Streptomyces sp. PR- 32 with other species of Streptomyces. Bar, sequence divergence of 0.1%.

Table 4: Phenotypic and biochemical that differentiate the isolated Streptomyces sp. PR-32 from the nearest
phylogenetic estirper.

Characteristic Streptomyces sp. PR- 32 Streptomyces
mutabilis
Aerial spore mass colour Light Brown Gray/ White

Oatmeal agar (ISP 3)

Aerial spore mass colour Yeast- Light Gray White
extract-malt extract agar (ISP 2)

Growth on sole carbon sources

D-melezitose + +
D-xylose + +
Lactose + +
L-arabinose + +
L-rhamnose + +
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Maltose + +
Mannitol + +
Sucrose + +
Trehalose + +
Glucose + +
Growth on sole nitrogen sources

Arginine - -
Cysteine - -
Phenylalanine - -
Histidine + +
L-methionine - -
Serine + +
Threonine -

Valine - -
Proline - -
Asparagine + +

All of the data are from the present study, apart from the morphological data on the reference strains which were
taken from Whitman et al., 2012.
+ With growth; - No growth.

Discussion

Epidemiological studies have shown a considerable increase in infections caused by
yeasts. Yeasts are considered commensal agents of the normal microbiota and its
pathogenicity is the result of changes in host defense mechanisms that induce changes in
behavior of the fungus (Ashman, 2008; Richardson and Rautemaa 2009; Homsani et al.,
2013).

The transformation of the yeast from commensal to infectious agent occurs mostly with
the increase of the number of invasive procedures breaking natural protective barrier, the
extensive use of broad spectrum antimicrobials and the most debilitated people and
susceptible to opportunistic micro-organisms (Barbedo and Sgarbi, 2010).

As such, research on the medicinal value of natural products is being extensive
worldwide, especially in extreme and unexplored environment, since the resistance to such
compounds become a major public health problem, each increasing the number of micro-

organism s resistant to antimicrobial current (Soares et al., 2012).

The Caatinga, an exclusively Brazilian biome and little explored, becomes the target of
research to elucidate its biological potential in the search for new secondary compounds

from natural products. It is elucidated that microorganisms, and especially actinomycetes are
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an unlimited source of natural products, such as secondary metabolites that are important
source of compounds with therapeutic potential (Wu et al., 2007).

Secondary metabolites such as antibiotics, are synthesized by several pathways and also
genetically distinct species, its production affected by different environmental conditions.
The fermentation parameters such as time, temperature, pH and nutrients may be modified

aiming to increase the amount of the produced secondary metabolites (Pfefferle et al., 2000).

The importance of actinomycetes in the soil, especially the Streptomyces genus, has been
reported by our research group to present a biotechnological potential as the production of
antibiotics. Their action is particularly evident in the culture medium, by producing
inhibition zones, where it forms a zone free of microbial growth, around the colony of
actinobacteria which synthesizes the antibiotic (Vasconcelos et al., 2015; Silva- Lacerda et
al., 2016).

Several natural products produced by Streptomyces are synthesized by large enzymes,
known as non-ribosomal peptide synthetase (NRPS) and polyketide synthase (PKS). The
present study correlated the presence of antimicrobial compounds produced by
microorganism s isolated from the rhizosphere of the Caatinga with the presence of genes
encoding NRPS, suggesting that production of the bioactive compound may occur via non-
ribosomal.

Peptides non-ribosomal and polyketides represent important classes of compounds
produced by bacteria, fungi and plants. The polyketides and non-ribosomal peptides make up
the chemical structure of many drugs: antibacterial, antifungal, anticancer drugs,
immunosuppressants, cholesterol-lowering agents, analgesics, neurotoxins, antiparasitic and
virulence determinants (R1X et al., 2002; Hill, 2005).

The biological activity of non-ribosomal peptide (NRPS) is probably enhanced by the
presence of non-proteinogenic amino acids, as demonstrated by some peptides (Kawakami
and Murakami, 2012). Unlike the synthesis of ribosomal peptides, NRPS enzymes are able
to select and incorporate over 100 amino acids. Additionally, these amino acids may be
further modified by themselves, thereby increasing the diversity of molecules generated. As
a result, the NRPS are an important source of new bioactive molecules (Koglin and Walsh,
2009).

The peptide compounds produced via non-ribosomal have a broad spectrum of activity

and a great importance for the pharmaceutical industry. Examples of compounds of this
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class are vancomycin, penicillin, and bleomycin (an antitumor substance) (Jenke-Kodama et
al., 2005). The PKS and NRPS genes are widely studied because they are involved in the
biosynthesis of ribosomal pathways from antibiotics of actinobacteria. Through molecular
research Streptomyces ansochromogenes TUR-10 showed amplification biosynthetic genes
for both having excellent activity for Candida spp., indicating that the production of
bioactive compound has been produced by ribosomal pathways. (Vasconcelos et al., 2015).

The production of bioactive metabolites may be interfered as the carbon source used in
the experiment for the growth of the microorganism (Sanchez and Demain, 2002). The
evaluation of the production of secondary metabolites in the primary assay is important that it
be done in the best environment for the growth of actinobacteria and time required for
sporulation, as the formation of these metabolites is also associated with the formation of
hyphae and spores (Elliot and Talbot, 2004). The ISP-2 medium used in the primary assay,
presented antimicrobial activity against Candida spp. however, in the fermentation process
showed no activity. ISP-2 medium provides the best results in the static cultivation, however,
in growing for agitation is a media that less induce the production of bioactive metabolite
(Salh e Al-Zahrani, 2007).

The composition of the culture medium, allows the cell growth, can affect not
favorably the antibiotic production. Studies have aimed the importance of identifying the best
growing conditions and composition of the culture medium to increase production of
antimicrobial substances (Kim et al., 2006; Roes and Meyers, 2005).

In fermentation, the medium 400 used has in its composition more carbon than
nitrogen in a ratio of carbon: nitrogen 11, 3: 1, thereby providing a high concentration of
glucose. Additionally, it is reported that means of liquid cultures with higher amounts of
glucose in their composition becomes more favorable for the production of antimicrobial
compounds (Cunha et al., 2009). According Goodfellow and Fiedler (2010) the medium 400
promotes the production of new secondary metabolites by Streptomyces.

Another factor that influences the production of antimicrobial metabolites is the pH of
the culture medium. The pH presented in media MPE, M1, 400 and 19 in the fermentation
processes had a variation of the neutral state for basic, results in the literature show that pH
values ranging from neutral state for basic, positively influence the production of bioactive
metabolites (Reddy et al., 2011;. Oskay, 2009). Mangamuri et al., (2012) evaluated the
Streptomyces cheonanensi activity against C. albicans and observed improved production of

bioactive compounds in 96 hours of fermentation at pH 7.0.
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The extraction of bioactive metabolite according to Soares et al., (2012) may be cited
as an example, some antibiotics obtained from the extraction of the cell mass: antimicrobial
and antitumor produced by Streptoverticillium sp. (13 UFPEDA 729) which was extracted
with the solvent ethanol in pH 7.0. Also with Levorin, antifungal aromatic heptaene produced
by Streptomyces levoris 99/23 (Kuljbakh et al., 1969) was extracted from the biomass and
recently obtained a mutant of Streptomyces levoris 99/23, where 80% of Levorin was
extracted from the biomass and 20 % of metabolic liquid. This shows the importance of
identifying where the antibiotic is being produced by the microorganism during the extraction
process (Kozhuharova and Koleva, 2008).

Studies in Turkey show high amounts of microorganisms isolated from the soil with
antifungal activity, of the various strains, 16 belonged to the genus Streptomyces having to be
effective against different yeast with inhibition zones ranging from 12 to 20 mm (Oskay,
2009). Note the high incidence of the genus Streptomyces with antagonistic activity against
fungi, confirming the industrial potential of their secondary metabolites (Cuesta et al., 2010).

The predominance of the genus Streptomyces in soil is justified for being a
actinomycetes group that does not have many nutritional requirements. Other genera of
actinomycetes can be isolated using more complex culture media with more sources of carbon
and nitrogen. The predominance of the genus Streptomyces in soil, has also been reported by
several researchers worldwide (Sanchez; Demain, 2002; Ceylan, Okmen and Ugur, 2008;
Velho-Pereira and Kamat, 2012).

It is noted that the colonization of actinomycetes are higher in the rhizosphere soil
compared to normal soil due to exudates which attracts the majority of Microorganisms
(Travis 2003). The antibiotic activity of the bioactive extract of Streptomyces sp. PR-32 can
be explained based on the fact that actinomycetes from the rhizosphere exhibits a broad
spectrum of antifungal activity.

For the evaluation of the characteristics of new antimicrobial agents studies of the
kinetics of death is of great value (Pfaller et al., 2004). The activity of kinetic of the death of
Streptomyces sp. PR-32 has fungicidal activity against Candidas spp. in the early hours of the
test (period of 4h to 8h) in varying concentrations as well as the control Amphotericin B. In
the research conducted by Lemos (2008) Amphotericin B antibiotic, had its maximum
fungicidal activity of the death kinetics of up to 6 hours incubation at equivalent
concentrations MIC for three isolates of Candia albicans, is clinically important to find

fungicidal compounds which are fungistatic, particularly in immunocompromised patients,
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because the prophylactic fungistatic drugs have been associated with increased drug resistance
often in clinical isolates (Monk and Goffeau, 2008).

The identification of Actinomycetes may be made to genus level by micromorphologic
analysis of the spore chain which is specific for each genus (Meena et al., 2013). The
Actinomycetes produce filaments shaped like a mycelium hyphae of fungi (Olmos et al.,
2013). Bouizgarne et al.,, (2009).; Sudha; Selvam (2011).; Zhong et al., (2011) demonstrated
that the genus Streptomyces is rather found in the rhizosphere of plants and easily identified
by the presence of the spore chain which may be in different forms such as spiral, verticillate
or straight (Suzuki, 2000; Maier , 2009). Research conducted by Raju et al., (2010), isolated
71 actinomycetes from the rhizosphere and found that 76.1% of the isolates were belonging to
the genus Streptomyces spp. The production of antibiotics is the main property of the genus
Streptomyces, as well as antiviral, antitumor and immunosuppressive substances (Procopio et
al., 2012).

In conclusion, the results suggest that secondary metabolites produced by
Streptomyces sp. PR-32 represents an untapped source of compounds with antifungal activity
against the yeast, which can be a resource in the development of therapeutically natural

products.
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6) CONCLUSOES

A Streptomyces sp. PR- 32 apresentou uma boa atividade antifangica. A linhagem foi
escolhida por apresentar a melhor producdo de metabdlito tanto no ensaio primario
como no ensaio secundario; o melhor meio neste ultimo ensaio foi 0 meio 400 em 48
horas de fermentacéo para a producdo do composto bioativo.

O solvente etanol em pH 7,0 foi 0 mais eficiente para extracdo do composto bioativos
da biomassa da linhagem Streptomyces sp PR- 32. A concentracdo minima inibitéria
(CMI) do estrato bruto apresentou uma variagdo de 3,9 pg/mL a 31,25 pg/mL frente a
Candida spp. A cinética de morte reforcou o resultado da CMI e mostrou que no
periodo de 4-8 h o extrato inibiu as cepas de Candida spp.

Através da técnica de microcultivo, cultural e molecular, foi possivel identificar a
linhagem PR- 32 como Streptomyces sp. Os resultados desta caracterizagcdo sugerem
uma possivel espécie nova, contudo outras analises precisam ser realizadas.

Foi evidenciada a presenca do gene nrps com aproximadamente 750 kb. Diante destes
resultados podemos concluir que Streptomyces sp PR-32 € um isolado promissor para
producdo de compostos antifingicos, sendo possivel sugerir que a atividade bioldgica

deste metabdlito secundario € regulado por peptideo sintase ndo ribossomal (NRPS).



