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RESUMO

O crescente numero de infecgdes causadas por bactérias resistentes a antibioticos leva a busca para
estudos de diferentes compostos bioativo. Neste contexto visando a busca de novos
antimicrobianos, as actinobacterias vem sendo estudadas por sua capacidade de produzir
metabolitos bioativos, antioxidantes, compostos terpendides, enzimas e antimicrobianos. Dentro do
filo o género streptomyces ganha destaque pois produzem 80% dos antibi6ticos conhecidos. Tendo
em vista o potencial destes microrganismos para producao de compostos bioativos este trabalho tem
objetivo produzir metabdlito secundario de Streptomyces hygroscopicus avaliar sua atividade
antimicrobiana, antioxidante e citotoxicicidade, bem como detectar as classes de compostos
presentes, além de identificar morfolégica e molecularmente a actinobactéria produtora.
Inicialmente a atividade antimicrobiana foi realizada através de teste em difusdo de poco, onde o
extrato acetato de etila (EA) mostrou atividade frente a B. Subtillis (23,61mm) e S. aureus
(21,61mm), o extrato metandlico (EM) e extrato hexanico (EH) frente as mesmas bactérias teste C.
Kruzi (EM:11,92mm, AH: 8,86mm), B.subtillis (EM: 18,07mm, EH: 18,07mm), S. aureus (EM:
15,24mm, EH: 29,66mm), P. aeruginosa (EM: 20,95mm, EH:17,91), com excessdo da E.coli
(EM:12,87mm) em seguida foi executado CMI com 4 bactérias testes que apresentaram maior halo
de inibicdo e Micobacterium tuberculosis ATCC. Grande parte dos extratos estudados mostraram
atividade inibitoria frente aos microrganismos testes quando em concentracdo de 10mg/mL, Ja o
extrato Acetato de etila (EA) frente a B.subtillis, e Metanolico frente a B.subtillis e P. aeruginosa
obtiveram MIC > 10mg/mL, o extrato hexanico (EH) apresentou MIC de 1,25 mg/mL frente a
B.subtillis. Os extratos apresentaram as seguintes valores de MIC, 5mg (EA), 2,5mg (EM) e 1,25mg
(EH), frente a Micobacterium tuberculosis. Ao realizar a atividade antioxidante dos extrato através
do método de DPPH, obtivemos os seguintes valores de 1Csq: 3,4916 mg/mL (EA), 2,0880 mg/mL
(EM). Quando utilizado o método ABTS o extrato Acetato de etila (1,485 mg/mL) observou-se o
pico de porcentagem de inibicdo do radical ABTS de 19,3548, e para o extrato metandlico (0,285
mg/mL), 19,7947. A deteccdo das classes de compostos foi realizada por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD), onde foram encontradas as seguintes classes: Protoantocianididas
condensadas, leucoantocianidinas, cumarinas e saponinas no extrato metanolico, ja no extrato
acetato de etila foram encontrados derivados cinamicos, triterpenos e esteroides. A citotoxicidade
dos extratos estudados foi avaliada pela técnica de MTT, onde foi observado CC50 de 9,06 mg/mL
para o0 extrato acetato de etila, 4,55 mg/ml para extrato hexanico e 1,81mg/mL para o extrato
metanolico. Concluiu-se que a atividade antioxidante o extrato metandlico se mostrou mais
promissor quando comparar ao extrato acetato, porém ao analisar suas toxicidades vé-se o contrario.
Quanto a atividade antimicrobiana o extrato hexanico obteve melhores resultados, sendo efetivo
frente a Micobacterium tuberculosis e B.subtillis, mostranto que extratos oriundos de Straptomyces
hygrscopicus possue efetiva atividade antimicrobiana e antioxidante.

Palavras-chave: Antimicrobiano. Antioxidante. Micobacterium tuberculosis.



ABSTRACT
The increasing number of infections caused by bacteria resistant to antibiotics leads to a search for
studies of different bioactive compounds. In this context aimed at the search for new antimicrobials,
the actinomycetes have been studied for their ability to produce bioactive metabolites, antioxidants,
terpenoids compounds, enzymes and antimicrobial. Within the phylum the Streptomyces genus is
highlighted as they produce 80% of the known antibiotics. Given the potential of these
microorganisms for the production of bioactive compounds this study aimed to produce secondary
metabolite of Streptomyces hygroscopicus evaluate its antimicrobial activity, antioxidant and
citotoxicicidade and detect classes of compounds and identify morphological and molecularly
producer actinobacteria. Initially, the antimicrobial activity was performed by test well spread,
where the ethyl acetate extract (EA) showed activity against B. subtilis (23,61mm) and S. aureus
(21,61mm), the methanol extract (EM ) and hexane extract (EH) against the same test bacteria C.
Kruzi (MS: 11,92mm, AH: 8,86mm), B.subtillis (MS: 18,07mm, EH: 18,07mm), S. aureus ( iN:
15,24mm, EH: 29,66mm), P. aeruginosa (MS: 20,95mm, EH: 17.91), with the exception of E. coli
(MS: 12,87mm) was then run CMI 4 bacteria tests showed greater inhibition zone and
Mycobacterium tuberculosis ATCC. Much of the extracts tested showed inhibitory activity against
the test microorganisms when in a concentration of 10mg / mL, already the ethyl acetate extract
(EA) against B.subtillis, and methanol against B.subtillis and P. aeruginosa obtained MIC> 10mg /
ml, hexane extract (SH) showed MIC of 1.25 mg / mL against B.subtillis. When performing the
antioxidant activity of the extract by DPPH method, we obtained the following 1C50 values: 3.4916
mg / ml (EA), 2.0880 mg / ml (EM). When using the ABTS assay the ethyl acetate extract (1.485
mg / ml) observed peak percentage inhibition of ABTS radical 19.3548, and the methanol extract
(0.285 mg / mL) 19.7947. The detection of classes of compounds was done by Thin Layer
Chromatography (TLC) where the following classes were found: Protoantocianididas condensed,
leucoanthocyanidins, coumarins and saponins in methanolic extract, as the ethyl acetate extract
were found cinnamic derivatives, triterpenes and steroids . The cytotoxicity of the extracts tested
was evaluated by MTT technique, which was observed CC50 9.06 mg / ml for the ethyl acetate
extract, 4.55 mg / mL for the hexane extract and 1,81mg / ml to the methanolic extract.
It was concluded that the methanol extract antioxidant activity was more promising when compared
to acetate extract, but to analyze their toxicities sees otherwise. The antimicrobial activity hexane
extract yielded better results, being effective against Mycobacterium tuberculosis and B.subtillis,
mostranto that come from Straptomyces hygrscopicus extracts possesses effective antimicrobial and
antioxidant.
Keywords: antimicrobial. Antioxidante. Micobacterium tuberculosis.
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1. INTRODUCAO

Visando a busca de novos compostos antimicrobianos e antioxidantes, as actinobacterias vem sendo
estudadas por sua capacidade de produzir metabdlitos bioativos As actinobactérias sdo bactérias
gram positiva com alto teor de Guanina (G) e Citosina (C) em seu DNA, geralmente sdo habitam o
solo, porém podem ser encontradas em diversos habitats como agua doce e salgada, e em plantas
(Barla et al., 2016).

Essas bactérias se apresentam muito versateis quanto ao seu matebolismo, podendo ser autotréficas,
heteretroficas, quimitroficas ou fototréficas. E capazes de produzir diversos metabdlitos bioativos
de interesse industrial, utilizados na industria farmacéutica, de papel e celulose, entre outras. Essa
versatilidade promove uma maior competitividades com outros microrganismos do seu habitat
(Procépio et al., 2012).

Quando se trata de compostos bioativos produzidos por actinobactérias encontramos antibioticos,
antioxidante agentes tumorais, compostos anti-inflamatérios e inibidores de enzima, esses de grande
importancia para a inddstria farmacéutica. Dentre os antibidticos pode-se citar a estreptomicina,
composto ativo frente ao Mycobacterium tuberculosis, a eritromicina e as cefalosporinas. Também
apresentam potencial na producéo de fungicida frente os géneros Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium,
Phytophthora e Fusarium. (Soriano et al., 2008; Rojas et al., 2015).

Os antibidticos sdo compostos capazes de inibir ou matar fungos e/ou bactérias. O primeiro
produzido foi o salvarsan, nos anos 1940-1960 diversas drogras foram inseridas no mercado, entre
elas B-lactamicos, aminoglicosideos, tetraciclinas, macrolideos. J& entre os anos 1960-1980 foram
introduzidos ao mercado antibi6ticos semi-sintéticos, apds os anos 2000 poucos foram descobertos
apenas a linezolida e adaptomicin foram introduzidos. No ano de 2015 um novo antibiético foi
relatado, a teixobactina, esse mostrou-se eficaz frente a cepas de Staphylococcus

aureus e Mycobacterium tuberculosis resistentes a outros antibiéticos.

Dentre as actinobactérias o género mais isolado € o Streptomyces, microrganismos aerdbios
obrigatérios comumente encontrados no solo. Esse ganha destaque entre as actinobacterias quanto a
diversidade da producdo de metabolitos bioativos, como antibioticos, herbicidas, pesticidas,
antiparasitarios, antitumorais, antitrombotico, imunossupressores e diversas enzimas extra celulares
de interesse industrial. Sdo eles os produtores da geosmina, substancia que confere ao solo o odor

caracteristico de “terra molhada”.
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Outros metabdlitos visado pela industria sdo os antioxidantes, definidos como substancias capazes
de desacelerar ou retardar a oxidacdo de um material oxidavel, mesmo quando utilizado em
quantidade muito modesto em comparacdo com a quantidade de material que tem que proteger.
Esses compostos sdo utilizados com o objetivo de minimizar a diferenca entre o excesso de
producdo de radicais livres e/ou espécies reativas e a capacidade de defesa dos sistemas

antioxidantes, diferenca essa que gera o estresse oxidativo.

Esses compostos possuem diversas aplicagdes: estudos mostram que a utilizacdo de drogas
antineoplasicas em conjunto com as antioxidantes promovem a potencializacdo da droga e
diminuicdo de seus efeitos colaterais (Santos e Cruz,2001). Elas também podem ser utilizada na
odontogia, na melhora da unido de restauracdes apds clareamento dentario. Apds este processo
radicais livres presentes no esmalte dental e dentina podem prejudicar a adesdo de materiais
resinosos (Oliveira et al., 2006).
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2.0BJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
Produzir metabdlito secundario de Streptomyces sp. e avaliar sua atividade antimicrobiana e

antioxidante, bem como avaliar sua citotoxicicidade.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
-Obter metabdlito secundario de Streptomyces sp. ;

- Caracterizar Metabolito quanto sua capacidade antimicrobiana;
- Avaliar a atividade antioxidante dos extratos obtidos;

- Determinar a concentracdo minima inibitoria (CMI) ;

- Avaliar o perfil quimico o metabdlito secundario;

- Analisar a citotoxicidade do extrato e das suas fracdes com atividade antimicrobiana ;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. ACTINOBACTERIAS

As actinobactérias sdo bactérias gram positivas com alto teor de guanina e citosina em seu
DNA. Sendo elas mais filamentosas e ramificadas que as comuns, capazes de formar hifas, estas
podem se diferenciar e formar cadeias de esporos. Em geral s&o encontradas no solos,
principalmente alcalinos e ricos em matéria organica, porém se adaptaram a diferentes ambientes
ecologicos, como agua doce e salgada (Madigan et al., 2010).

Essas bactérias representando o maior filo dentre o reino protista e sdo divididas em seis
classes: Actinobacteria, Acidimicrobiia, Coriobacteriia, Nitriliruptorales, Rubrobacteria e
Thermoleophilia, constituida por mais de 55 familias, 240 géneros e milhares de espécies (Ludwig
et al. 2012; Verma et al., 2013). A classe mais estudada dentre estas € a Actinobacteria, pois
enquadra cerca de 80% das actinobacterias descritas, quanto aos géneros, 0os mais conhecidos sao:
Actinomyces, Arthrobacter, Bifidobacterium, Butyrivibrio, Corynebacterium, Frankia,
Micrococcus, Micromonospora, Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus e Streptomyces (Gao e
Gupta 2012; Lacaz et al., 2002).

Figura 1. Classificacdo Filo actinobacteria, adaptado de Gao e Gupta (2012)

Ordens
| Classe I— | Actinimycetales Jiangellales
Actinobacteia Actinopolysporales  Kineosporiales
Bifidobacteriales Micrococcales
Catenulisporales Propionibacteriales
Corynebacteriales Pseudonocardiales
Frankiales Streptomycetales
Glycomycetales Streptosporangiales
Filo
Actinobacteria
| Classe L Ordem
Acidimicrobiia Acdimicrobiales
|| Classe ] Ordem
Coriobacteriia Coriobacteriales

a Ordem
— an3e —— Nitriliruptorales

Nitriliruptoria Euzebyales
|| Classe Ordem
Rubrobacteria Rubrobacterales

Ordem
Classe

—Thermoleophilia | Thermoleophilales

Solirubrobacterales

Apresentam grande diversidade morfologica, podendo apresentar forma de cocos, coco-bacilo,

hifas curtas e rudimentares ou micélio ramificado (Ventura et al., 2007). Suas estratégias
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reprodutivas levam a formacdo de uma diversidade de esporos: artrésporos, caracteristico do
Género Streptomyces, endodsporos, ligados aos Thermoactinomyces; aleuridsporos, das
micromonosporas; zodsporos maéveis dos actinoplantaceae (Gao e Gupta, 2005; Ensing, 1978).

Seu é crescimento vegetativo abundante e ramificado, aparentemente exponencial, esses
microrganismos apresentam micélio com hifas ramificadas com 1pm de didmetro, geralmente
formam coldnias pequenas e bem aderidas ao substrato (Holt et al,1994).S&o capazes de crescer em
locais antropizados e que apresentam condi¢cdes ambientais hostis, sua abundancia tende a ser maior
em solos oligotroficos e menor um solos Umidos ( Lima, 2013; Fierer, Bradford e Jackson, 2007)
Seus representantes incluem patégenos humanos (Mycobacterium sp.), fitopatdgenos (Leifsonia
sp.), bactérias que habitam no solo (Streptomyces sp.), ambientes aquaticos (Rhodococcus sp.), e do
trato gastrointestinal (Bifidobacterium sp.).

Tabela 1. Principais grupos de actinobactérias e suas caracteristicas. (adaptado de Madgan et
al.,2010)

Classe

Representantes

Caracteristicas

Bactérias corineformes

Bactérias propi6nicas

Anaerdébios obrigatorios

Actinomicetos

Corynebacterium sp.
Arthrobacter sp.
Cellulomonas sp.
Kurthia sp.
Brevibacterium sp.
Propionibacterium sp.

Eubacterium sp.

Bifidobacterium sp.
Acetobacterium sp.

Butyrivibrio sp.

Thermoanaerobacter sp.

Actinomicetos:
Actinomyces sp.
Arachnia sp.
Bacterionema sp.
Rothia sp.

Agromyces sp.

Micobactérias:
Mycobacterium sp.

Bacilos, geralmente em forma de
clava, como morfologia variada;
ndo acidorresistentes ou
filamentosos; divisdo celular
com separagdo incompleta.

De anaerdbias a aerotolerantes;
bacilos ou filamentos,
ramificantes.

Nao acidoressistentes; aerobios
facultativos; ndo formam
micélios; células bacilares,

cococides ou corineformes

Pat6genos, saprofitas; aerébios
obrigatorios; crescimento lento e

nutri¢do simples.
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Actinomicetos fixadores de Simbiontes fixadores de
nitrogénio: nitrogénio de plantas, produzem
Frankia sp. micélio verdadeiro
Actinoplanes: Produzem micélio verdadeiro;
Actinoplanes sp. formam esporos, contidos no
Streptoporangium sp. interior de esporangios.

Grupo dermatdfilo: Filamentos miceliais dividem-se
Dermatophilus sp. transversalmente; auséncia de
Geodermantophilus sp. micélio aério; ocasionalmente

causadores de de infeccdo
edpidérmicas.

Nocardia: Ocasionalmente produzem
Norcardia sp. esporos aéreos; contetido
Rhodococcus sp. lipidico de células e paredes

celulares bem elevado.

Estreptomicetos: Micélio permanece intacto,
Streptomyces sp. micélio aéreo abundante e longas
Streptoverticillium sp. cadeias de esporos

Sporichthya sp.

Kitasatoa sp.

Micromonosporas: O micélio permanece intacto;
Micromonospora sp. formacéo de esporos Unicos, em
Microbispora sp. pares ou em cadeias curtas;
Thermobispora sp. varios sdo termdfilos; saprofitas
Thermoactinomyces sp. encontrados no solo.

3.2. METABOLISMO DE ACTINOBACTERIA
O metabolismo secundario de um microrganismo € relatado como a producdo de compostos

ndo necessario para sua seu crescimento e reproducdo, porém quando ha falta de substéncia vitais,
este metabolismo garante a continuidade dos mecanismos essenciais para a multiplicacdo celular
(Zhang, 2009).

As actinobactérias sdo muito versateis quanto ao seu metabolismo, podem ser autotréficas,
heteretréficas, quimitroficas ou fototréficas e utilizam varias fontes de carbono. Sdo capazes de
produzir diversos metabdlitos secundarios bioativos e de grande diversidade quimica, que ha muito

vem beneficiando a saude humana e a industria (Soares et al., 2012), esses compostos sdo muito
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importantes, pois confere competitividade a outros microrganismos no ambiente (Procépio et al.,
2012)

Quanto se trata de compostos bioativos com importancia farmacéutica, encontramos
antibioticos, agentes anti-tumorais, compostos anti-inflamatérios e inibidores de enzima (Shivilata e
Satyanarayana, 2015). O primeiro antibidtico produzido pelo filo foi a estreptomicina, este efetivo
frente ao Micobacterium tuberculosis, e em seguida foi descoberta a neomicina. Ao longos dos anos
outros foram descobertos, a linezolida, a tigeciclina e a ceftobiprole, estas eficazes frente a bactérias
gram positivas (Soriano et al., 2008). Desde a descoberta do primeiro antibiético produzido por este
grupo de bactérias, o maior nimero de antibidticos introduzidos no mercado, carbapenemos
(cefalosporinas), macrolideos (eritromicina), ansamicinas (rifampicina), glicopeptideos
(vancomicina), e tetraciclina (Demelocyclin), sdo oriundos desta familia de microrganismos
(Mohammadipanah e Wink, 2016).

Figura 2. Antibioticos produzidos por actinobactérias. (adaptado de Guimaraes et al., 2010)
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Dentre as substancias com atividade antitumoral, esses microrganismos produzem a L-
asparaginase, estas diminue os niveis de L-asparargina, aminoacido ndo sintetizado pelas células
tumorais, porém necessario para sua sobrevivéncia (Amena et al, 2010; Szeliga & Obara-
Michlewska, 2009). Outros compostos enquadrados neste grupo com essa atividade s&o:

Bleomicinas, mitomicina C, antraciclinas e actinomicina D, sdo antibiéticos produzidos pelo género
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Streptomyces e possuem atividade a anticancerigena (Puppo et al.,, 2006). Quando relatado
matabolitos isolados de actinobactérias marinhas, um exemplo é a marinomycin A, esta efetiva
frente a linhagens celulares de melanoma humano (Becerril-Espinosa et al., 2012).

Actinobacterias vem se mostrado eficaz na producdo de poderosos fungicida e na eliminacéo
de patégenos humanos, Gandotra e colaboradores (2012) observa que 33,3% dos Streptomyces sp.
estudados mostram algum grau de atividade frente a Candida sp. O controle de fitopatdgenos por
esses microrganismos se da devido producdo de antibioticos, sider6foros e enzimas com acéo
antimicrobiana, e é de especial interesse quando se trata infeccGes pelos géneros Rhizoctonia,
Sclerotium, Pythium, Phytophthora e Fusarium (Rojas et al., 2015). As actinobactérias vem
demonstrado atividade fungicida frente a esses microrganismos, como descrito por Horna e
colaboradores (2012), onde cepas de actinobacterias e seus extratos organicos sdo efetivos no frente
Fusarium sp. e Rhizoctonia sp.

Este filo também apresenta metaboélitos de grande interesse na agroindUstria, como a
descontaminacado do solo, decomposi¢do de matéria organica e aproveitamento de residuos, além de
tratamento no controle de pH do solo, essas a¢6es envolvem enzimas como a lignina, a celulase e a

fosfatase alcalina (Ramirez e Calzadiaz, 2016).

3.3. STREPTOMYCES
Dentro do filo actinobacteria, 0 género mais comumente isolado e amplamente estudado é o

Streptomyces. Microrganismos aerdbios obrigatérios comumente encontrados no solo, porém
podem ser isolados de outros habitats como a agua do mar, e espécimes humanos. ( Silva, 2013;
Koneman,2001). Os filamentos de Streptomyces sp. normalmente apresentam de 0,5-1,0um e
geralmente sdo desprovidas de paredes transversais na forma vegetativa. A germinagdo do
streptomyces se inicia com a germinacao dos esporos (conidios), em reposta nutricional ou estresse
produzem hifas aéreas reprodutivas que sofrem divisdo celular para formacdo dos esporos (Seipke
etal., 2012) .
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Figura 3. Ciclo de crescimento e esporulacdo do Steptomyces sp. (adaptado de Seipke et al.,2012)
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Normalmente possuem parede dos esporos mais espessa do que as hifas, sendo também mais
hidrofébicas, contribuindo com isso para a presenca de um envelope externo. Estes esporos também
toleram a dessecacéo e o calor permanecendo Vvidveis por muitos anos, no entanto, a resisténcia ndo
se compara com a dos endosporos bacterianos (Pereira et al.,2012).

O género ganha destaque entre as actinobacterias quanto a diversidade da producdo de
metabdlitos bioativos, como antibidticos, herbicidas, pesticidas, antiparasitarios, antitumorais,
antitrombotico, imunossupressores e diversas enzimas extra celulares de interesse industrial (Reddy,
Ramakrishna e Rajagopal, 2011; Singh e Rai, 2012; Soares, Costa e Silva, 2012). Também
conhecido pela capacidade de decompor polimeros (celulose, quitina e amido), e produzir vitamina
B12 e timina (BATISTA et al., 2010). Sdo esses microorganismos que produzem a geosmina,
substancia que confere ao solo o odor caracteristico de “terra molhada” (KIESER et al., 2000).

O potencial enzimético dos estrepitomicetos € um aspecto importante a ser considerado, pois
depois dos antibidticos estes sdo 0s compostos mais explorados pela industria biotecnoldgica, por
terem origem microbiana, sdo de ampla diversidade bioguimica e susceptivel a manipulagdo
genética, este género produz vérias enzimas extracelulares de interesse comercial, exemplo dessas
sdo as pectinases, Xilanases, proteases e celulases (Silva et al.,2016; Silva et al., 2015). A atividade
endoglucanésica é encontrada em diferentes espécies de streptomyces, S. malaysiensis AMT-3, S.
drozdowiczii M-7A, S. viridobrunneus e S. capoamus, enzima esta de interesse na indudstria de
papel e celulose. (Grigorevski-Lima, 2005; Da Vinha, 2011).

Diferentes classes de antibidticos sdo produzidas pelos Streptomyces sp., cerca de 80% do
antimicrobianos conhecidos sdo gerados pelo género (Carvalho e Sand, 2015), o primeiro relatado

foi a estreptomicina, eficaz frente a Micobacterium tuberculosis (Waksman e Schatz, 1945). Ao
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longo dos anos novos compostos foram descobertos acido clavulanico (S. clavuligenus),
tienamicina (S. cattleya), Clorafenicol (S. Venezuela), entre outros (Guimardes et al, 2010). Um
outro exemplo é a natamicina, um macrolideos produzida por estipes de Streptomyces natalensis, S.
chattanoogensis e S. lydicus (ATTA et al, 2015).

A producdo de antibioticos por actinobactéria inegavelmente gera um ganho na competicéo
com outros microrganismos em um ambiente natural, porém, como a produc¢éo acontece depois do
crescimento, o antibidtico pode servir como protecdo para a biomassa da col6nia até o completo
desenvolvimento do micélio aéreo. H& ainda a producdo de antibiéticos em alguns Streptomyces
simbiontes de insetos e plantas, conferindo a estes, protecéo a infecgdes. (Chater et al., 2010).

O Streptomyces hygroscopicus esta incluso no t&xon com mais 21 outros estreptomicetos, e pode
ser subdividido em varias subespécies como S. hygroscopicus subsp. Angustmyceticus NRRL B-
2347 e S. hygroscopicus subsp. glebosus NRRL B-324. A espécie foi considerado particularmente
rica fonte de novos antibidticos e outros metabdlitos bioativos, ao longo dos anos varios compostos
foram obtidos a partir de S.hygroscopicus, a rapamicina, a validamicina A, &cido clavulanico,

transglutaminases (Kumar e Gooldfellow, 2010).

3.4. ANTIBIOTICOS

Os antibidticos sdo compostos capazes de inibir (bacteriostaticos) ou causar a morte
(bactericidas) a fungos e/ou bactérias, sendo eles naturais ou sintéticos. O primeiro antibiotico
sintético, o salvarsan, foi desenvolvido em 1930, por Paul Ehrlich, em 1934 foi introduzido a clinica
o proflavina, antibidtico amplamente utilizada na segunda guerra mundial, durante o tratamento de
feridas profundas. O marco do tratamento contra infeccdes bacterianas ocorreu com a descoberta da
penicilina, em 1928, por Alex Fleming, porém sé vou iniciada sua utilizacéo para fins terapéuticos
em 1940 (Guimardes et al., 2010)., essas produzidas em 4 grandes grupo: penicilinas naturais,
penicilinas penicilinase-resistentes, aminopenicilinas e penicilinas de amplo espectro (Goodman e
Gilman, 2010).

De 1940 a 1960 varios antibidticos foram inseridos na terapéutica: B-lactamicos,
aminoglicosideos, tetraciclinas, macrolideos, peptideos entre outros (Fernandes, 2006). J& entre 0s
anos 60-80 foram introduzidos no mercado antibidticos semi-sintéticos efetivos frente a patdgenos
gram positovos e gram negativos, sendo eles em grande maioria analogos dos farmacos naturais
desenvolvidos nas décadas anteriores (Guimaraes et al, 2010).

Ao analisar o periodo entre 1980-2000 houve uma queda drastica na producdo de novos compostos,
sendo assim utilizadas novas ferramentas para obtencdo de farmacos, a genémica e a triagem de

colecbes de compostos, devido ao prejuizo as triagens de produtos naturais microbianos, foi nesta
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época que comegaram a surgir casos de resisténcia bacteriana aos antibioticos ja existentes e assim
a necessidade de compostos mais efetivos (Guimardes et al, 2010). Ap6s os anos 2000 poucos
antibidticos foram inclusos no mercado farmacéutico, dentre esses estdo a linezolida , composto
sintético da classe dos oxazolidinonas (Kaiser et al.,2007) e a daptomicina, farmaco isolado de
Streptomyces roseosporus e aprovado em 2003 para tratamento de infec¢des causadas por bactérias
Gram positivo (Picazo et al., 2010). Ja em 2015 foi descoberto um novo antibiotico o teixobactina,
esse inibe a sintese de parede celular e se mostrou eficaz frente a cepas de Staphylococcus

aureus e Mycobacterium tuberculosis resistentes a outros antibiéticos (Ling et al.,2015).

3.4.1 Principais classes de antibioticos produzidos por Streptomyces

Aproximadamente 55% dos antibacterianos sédo produzidos por Streptomyces, e outros 11%
por actnobacterias (Axenov-Gibanov et al., 2016). Esses podem ser enquadrados em diferentes

classes:

3.4.1.1 B-lactamicos
Esses antibidticos possuem em comum no seu ntcleo estrutural um anel B-lactdmico, este

confere sua atividade bactericida. Sua acdo impede a sintese de peptideoglicanos, através a inibicao
irreversivel da enzima transpeptidade, essa catalisa a reacao de transpeptidacdo entre as cadeias de
peptideoglicana da parede celular bacteriana, cadeia essa responsaveis por mantera integridade da
parede celular bacteriana (Mota et al, 2010)

Os p-lactdmicos podem ser divididos em quatro subclasses: penicilinas,cefalosporinas,
cabapenens e monobactamicos, e possuem acdo variada frente a bactérias gram positivas e gram
negativas, aerobias e anaerobias, de acordo com o subgrupo (Fuch, Wannmader e Ferreira, 2004).
Dentro dessa classe encontramos 0 &cido clavulanico, um excelente inibidor de B-lactamases,
constituido por um anel R-lactamico condensado a um anel oxazolidina e produzido por

Streptomyces clavuligerus (Mancilha et al., 2014)

3.4.1.2 Aminoglicosideos
Séo farmacos que possuem uma unidade de aglcar e um grupo amino basico em sua estrutura.

Apresentam atividade bactericida, pois se ligam a subunidade 30S do ribossomo bacteriano,
impedindo a sintese de proteinas. Séo efetivos frente a gram negativas como a P. aeruginosa, porém
requer cuidado com uso prolongado, pois apresenta efeito nefrotdxico e ototoxico. (Durante-
Mangoni, 2009; Oliveira et al.,2006). O maior representante desta classe € a estreptomicina,
composto produzido por Streptomyces griseuse, ativo frente a Micobacterium tuberculosis e a

grande parte das bactérias gram negativa (Madgan et al, 2010).
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3.4.1.3 Macrolideos
Esses antibioticos sdo caracterizados por um anel macrociclico de lactona, agem contra
bactéria inibindo a sintese protéica, para isso lingando a subunidade 50S do ribossomo bacteriano,
seus efeitos podem sem bacteristaticos ou bactericidas, isto depende da concentracdo de
susceptibilidade do microrganismo (Da Silva Filho, Pinto e Stein, 2015). Nessa classe encontra-se a
clindamicina, um derivado sintético da lincomicina, produzida por Streptomyces lincolnensis, droga
essa eficaz contra anaerdbios obrigatdrios, especialmente Bacterioides fragilis (Gomez-Meneses e
Gonzélez-Pérez, 2009). E a eritromicina, um dos mais seguros antibidticos em uso clinico, obtido a
partir de cultivo uma cepa de Streptomyces erythreus, hoje denominada Saccharopolyspora
erythraea. Este antibidtico possui efetividade frente a bactérias gram posistivas e gram negativas

(Mycoplasma sp. , Treponema pallidum, Chlamydia trachomatis)(Oliva e Gércia del Pozo, 2002).

3.4.1.4 Clorafenicol
Isolado a primeira vez do Streptomyces Venezuela, liga-se a subunidade 30S do ribossomo

bacteriano, inibindo a peptidil transferase, enzima esta responsavel pela extensdo da cadeia
peptidica. Esse é o farmaco de escolha para a febre tifoide, porém ndo podem ser administrados em
concomitancia a macrolideos e as lincosamidas, pois se ligam a mesma regido na bactéria
(Guimaraes et al., 2010).

3.4.1.5 Tetraciclinas
O primeiro membro desta classe, a clortetraciclina, que é um produto da fermentacéo natural

de Streptomyces aureofaciens. S&o antibidticos bacteriostaticos e possuem diversas propriedades
favoraveis, tais como amplo espectro de agdo, baixa toxicidade e baixo custo. Atuam se ligando a
subunidade 30S dos ribossomos, impedindo a ligacdo do aminoaciltRNA. Como resultado, a adi¢do
de novos aminoéacidos é bloqueado ndo ocorrendo o aumento da cadeia proteica. Seu espectro de
atividade se estende a numerosos organismos gram positivos e gram negativos, inclusive,
organismos anaerdbicos, micobactérias e protozoarios, como a Entamoeba histolytica, Balantidium

coli, Giardia lamblia e Toxoplasma gondii (Pereira-Maia et al., 2010; Guimardaes et al., 2010).

3.5. Antioxidantes
Os radicais livres sdo atomos ou moléculas altamente reativas, sua geracdo € um processo

continuo e fisiologico. Possuem papel determinante durante processo bioldgicos, pois atuam como
mediadores para transferéncia de elétrons em varias rea¢fes quimicas. Em quantidades adequadas
possibilitam a formacéo de ATP, por meio da cadeia transportadora de elétrons, ativagdo de genes,
participam de mecanismos de defesa durante o processo de infecgéo, entre outros processos (Shami
e Moreira, 2004; Ferreira e Matsubara, 1997).

O excesso de producéo de radicais livres e/ou espécies reativas supera a capacidade de defesa

dos sistemas antioxidantes, gera-se o estresse oxidativo. Esse conduz & oxidagdo de biomoleculas,
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gerando danos como perda de suas funcdes bioldgicas e/ou desequilibrio homeostatico. A evolugao
deste processo a um estado cronico leva ao desenvolvimento de diversas patologias, como cancer e
obesidade, também considerado a principal causa de diversas doencas crbnicas e degenerativas
como a arterosclerose, a artrite reumatoide e diabetes mellitus (Lee et al.,2015).

Com o objetivos de inibir e/ou reduzir os danos causados pelo excesso de radicais livres ou
das espécies reativas ndo-radicais sdo utilizados compostos antioxidantes, substancias capazes de
desacelerar ou retardar a oxidagdo de um material oxidavel, mesmo quando utilizado em quantidade
muito modesto em comparagdo com a quantidade de material que tem que proteger (Amorati et
al.,2013). Esses compostos sdo definidos como qualquer substancia que em menor concentragao
que o0 agente oxidavel seja capaz de inibir ou atrasar sua capacidade oxidante. Podem agir
diretamente neutralizando a acdo dos radicais livres ou espécies ndo-radicais, ou indiretamente
participando de sistemas enzimaticos que possuem capacidade antioxidante (Halliwell e Whiteman,
2004).

O sistema antioxidante pode ser dividido em enzimatico e ndo enzimatico, dentro do ultimo
estdo presentes diversas substancias de origem endogena ou dietética. No sistema enzimatico estao
presentes a Superoxido Dismutase, a Catalase e a Glutationa Peroxidase, a duas ultimas agem
impedindo o acumulo de perdxido de hidrogénio, pois essa espécie reativa culmina na geracao de
radical OH", radical com potencial reativo e grande instabilidade. No sistema n3o enzimatico se
destacam substancias de origem dietética, vitaminas (Vitamina C, A e E), minerais (zinco, cobre,
selénio e magnésio), compostos fendlicos e outros carotenoides como o licopeno (Barbosa et al.,
2010).

Os compostos antioxidantes possuem diversas aplicacdes: agente anticancerigeno, como
descrito por Giampieri e colaboradores (2014), onde a capacidade antioxidante de compostos é
utilizado como mecanismo para inibir a mutagenese de células, através da modulacdo da sinalizacao
celular, impedido a formacdo do cancro. Além que potencializar a acdo de drogas antineoplésicas e
diminuir seus efeitos colaterais (Santos e Cruz, 2001). Manutencdo e protecdo do sistema imune
humano, onde protegem os lipidios da membrana celular de células do sistema imune, conservando
assim a comunicacdo entre células e receptores de membrana, mantendo a funcdo celular normal
(Zou et al., 2016). Além das préaticas relacionadas acima apresentam eficicia na diminuir a
incidéncia de doencas cardiovasculares e no retardo no desenvolvimento de aterosclesrose, dentre

diversas outras aplicacGes (Cerqueira et al., 2007).
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4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse estudo permitem concluir que:

Ao realizar identificacdo morfoldgica e molecular a actinobactéria foi apresentada como S.
hygroscopicus;

Os extratos obtidos através da fermentacdo de S. hygroscopicus apresentaram atividade
antimicrobiana frente aos microrganismos teste. Destacou-se 0 extrato hexanico que
apresentou MIC de 3,2mg/mL e a atividade frente a M. tuberculosis onde valores de MIC
de 1,25-5.

Os extratos apresentaram expressiva atividade antioxidante, mantendo-a mesmo quando
avaliado em pequenas concentra¢des, como o extrato metandlico (0,28 mg/mL), apresentou
porcentagem de inibicdo de 19, 79.

Quanto os extratos foram caracterizados quimicamente foram encontradas diferentes classes
quimicas: protoantocianididas condensadas, leucoantocianidinas, cumarinas e saponinas no
extrato metandlico; ja no extrato acetato de etila foram encontrados derivados cindmicos,
triterpenos e esteroide

Extratos hexanico e metanolico apresentaram significativa citotoxicidade a células VERO.
Porém o extrato acetato de etila (5mg/mL) apresentou citotoxicidade de aproximadamente
9%.
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APENDICES

ARTIGO 1

PRODUCAO E AVALIACAO DE METABOLITO SECUNDARIO DE Streptomyces
hygroscopicus QUANTO SUA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E SUA
CITOTOXICIDADE.
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Producao e avaliacdo de metabdlito secundario de Streptomyces hygroscopicus quanto sua
atividade antimicrobiana e sua citotoxicidade.
C B A Borba!, P A Da Silval, A A Silva®, L A Linhares®, L | O De Souza®>, M T S Correia, R C B Q
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Resumo: Devido ao crescente nimero de infecgdes e um aumento da resisténcia bacteriana aos
antibidticos disponiveis no mercado, a busca de novos antibioticos se intensificaram. Neste contexto
visando a busca de novos antimicrobianos, as actinobacterias vém sendo estudadas por sua
capacidade de produzir metabolitos bioativos. Este trabalho tem por objetivo produzir metabolito
secundario de Streptomyces hygroscopicus avaliar sua atividade antimicrobiana e citotoxicicidade, ,
além de identificar morfoldgica e molecularmente a actinobactéria produtora. Inicialmente a
atividade antimicrobiana foi realizada através de teste em difusdo de poco, onde o extrato acetato de
etila (EA) mostrou atividade frente a B. Subtillis (23,61mm) e S. aureus (21,61mm), o extrato
metandlico (EM) e extrato hexanico (EH) frente as mesmas bactérias teste C. Kruzi (EM:11,92mm,
AH: 8,86mm), B.subtillis (EM: 18,07mm, EH: 18,07mm), S. aureus (EM: 15,24mm, EH: 29,66
mm), P. aeruginosa (EM: 20,95mm, EH:17,91), com excessdo da E.coli (EM:12,87mm) em
seguida foi determinado CMI com 4 bactérias testes que apresentaram maior halo de inibicdo e
Micobacterium tuberculosis ATCC. Grande parte dos extratos estudados mostraram atividade
inibitéria frente aos microrganismos testes quando em concentracdo de 10mg/mL, Ja o extrato
Acetato de etila (EA) frente a B.subtillis, e Metandlico frente a B.subtillis e P. aeruginosa
obtiveram MIC > 10mg/mL, o extrato hexanico (EH) apresentou MIC de 1,25 mg/mL frente a
B.subtillis. Os extratos apresentaram as seguintes valore de MIC, 5mg (EA), 2,5mg (EM) e 1,25mg
(EH), frente a Micobacterium tuberculosisA citotoxicidade dos extratos estudados foi avaliada pela
técnica de MTT, onde foi observado CC50 de 9,06 mg/mL para o extrato acetato de etila, 4,55
mg/ml para extrato hexanico e 1,81mg/mL para o extrato metandlico. Concluiu-se que Quanto a
atividade antimicrobiana o extrato hexanico obteve melhores resultados, sendo efetivo frente a
Micobacterium tuberculosis e B.subtillis, mostranto que extratos oriundos de Streptomyces
hygrscopicus possue efetiva atividade antimicrobiana e antioxidante, sendo o extrato acetato de etila
considerado com menor toxicidade.

Palavras-Chave: Streptomyces hygroscopicus, antimicrobiano, MTT

Introducéo

O crescente numero de infec¢des causadas por bactérias resistentes a antibidticos leva a busca para
estudos de diferentes compostos bioativo. Esta resisténcia em grande parte se deve também ao uso
empirico e inadequado de antimicrobianos pela populacdo, que no Brasil, até o ano de 2009,
detinham o livre poder do compra destes farmacos. A incidéncia de isolados cada vez mais
resistentes a atual terapéutica utilizada, tanto em meio hospitalar quanto na comunidade, vem
crescendo ao longo dos anos (Queiroz et al, 2012). No entanto apenas duas novas classes de
antibioticos foram introduzidas na medicina desde a década de 1960, a oxazolidinona linezolida
(Zyvox; Pfizer) e o lipopeptideo ciclico daptomicina (Cubicin; Cubist) em 2000 e 2003,
repectivamente. Segundo Cordeiro e Brito (2012), um pequeno nimero de farmacos efetivos frente
a bactérias resistentes aos ja utilizados, foram lancados até 2012, cerca de quatro antibidticos foram
classificados como novas entidades quimicas, tigeciclina (Tygacil; Pfizer), retapamulina (Altabax;
GlaxoSmithKline), telavancina (Vibativ; Theravance/ Astellas) e ceftarolina (Teflaro; Cerexa)
(Brito e Cordeiro, 2012).

Neste contexto visando a busca de novos antimicrobianos, as actinobacterias vem sendo estudadas
por sua capacidade de produzir metabdlitos bioativos, pigmentos, compostos terpendides e enzimas
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com atividades antimicrobianas (Palaniyandi et al, 2013). As actinobactérias sdo caracterizadas
como bactérias filamentosas gram positivas, com teor elevado de Guanina (G) e Citosina (C) em
seu DNA, capazes de formar hifas em alguns estagios de seu desenvolvimento e de elevada
diversidade morfoldgica. (Cheah et al., 2015; Carvalho, Oliveira, Van Der Sand, 2012).

Dentro do filo actinobacteria, estd presente o género Streptomyces, microrganismos aerdbios
obrigatdrios que perfazem 30% da microbiota do solo. Este merece destaque quanto a producao de
metabdlitos bioativos, sendo produtores por aproximadamente 70% de todos os produtos naturais
excretados por actinobactérias, dentre estes, antioxidantes, herbicidas, pesticidas, antiparasitarios,
antitumorais, antitrombdtico, imunossupressores e diversas enzimas de interesse industrial, sendo o
grande destaque os antibioticos, como a Antracimicina, isolada de uma actinobactéria marinha e
utilizada no combate ao bacilo Anthrax (Cunha et al, 2009; Singh, Rai, 2012; Rashad et al.,2015).

Diferentes classes de antimicrobianos sdo comumente produzidos pelo género Streptomyces. Ha
relatos que o primeiro antibiotico produzido pelo género foi a estreptomicina, este eficaz frente ao
Micobacterium tuberculosis, trabalho este publicado por Waksman e Schatz em 1945. O segundo a
ser relatado foi a neomicina em 1949 por Lechevalier e Waksman. Ao longo dos anos varias drogas
foram descobertas, dentre elas a linezolida, a tigeciclina e a ceftobiprole, estas eficazes frente a
bactérias gram positivas (Soriano, 2008). Um outro exemplo € a natamicina, um macrolideos
produzida por estipes de Streptomyces natalensis, S. chattanoogensis e S. lydicus (Atta et al, 2015).

Visando a producdo de novas drogas com atividade efetiva frente a microrganismos patdgenos
humanos, extratos obtidos através de fermentacdo de actinobactéria, foram testados frente a
diferentes microrganismos ja conhecidos quanto sua capacidade patogénica, além de avaliar a
citotoxicidade desses compotos.

Resultados e discussao

Identificacdo do microrganismo produtor por biologia molecular
O Microrganismo produtor do metabdlito secundarios estudado foi caracterizado a nivel de género e
espécie como Streptomyces hygroscopicus

Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos obtidos a partir de fermentacdo em
biorreator.

Atividade antimicrobiana por difusdo em poco

Apbs extracdo do metabdlito secundario a partir da fermentacdo em biorreator foram obtidos trés
diferentes extratos, extrato acetato de etila, extrato metandlico e extrato hexanico. Ao realizar o
ensaio de atividade antimicrobiana por difusdo em poco destes, frente as bactérias teste foi obtido o
resultado mostrado na tabela 1.

Tabela 1. Atividade antimicrobiana por difusdo em pogo dos extratos obtidos através de
fermentacdo em biorreator.

Extratos obtidos | Zona de inibicéo

C. Kruzi B. Subtillis | S. aureus K. Pneuminiae | P. aeruginosa | E. coli
Extrato  Acetato | NA 23,61 22,62 ND ND ND
de etila
Extrato 11,93 12,23 15,24 ND 20,95 12,87
Metanolico
Extrato Hexanico | 8,86 18,07 29,66 NA 17,92 NA

ND: Né&o detectado
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Maia-Araujo e colaboradores (2011), ao comparar os métodos de disco difusdo e difusdo em poco,
utilizando diferentes quantidades de extrato etanolico de propolis frente a S. aureus, revela que néo
hé diferenca significativa (p> 0,5) entre as técnicas, mostrando halos de inibi¢do entre 11,11 e 15,66
mm, e 11,22 e 14,77mm, para pogos e disco difusdo, repectivamente. No entanto a técnica de
difusdo em pogos é considerada de maior potencial de reprodutibilidade. Naine e colaboradores
(2015) utilizando a técnica de difusdo em poco observaram atividade antimicrobiana de extratos de
S.parvalus frente a S aureus (24mm) e P. aeruginosa (20mm).

Quando analisados extratos n-butandlicos produzidos por Streptomyces flavogrieus, esses
apresentaram eficacia frente a B. subtillis e S. aureus, obtendo halos de inibicdo de 15 e 13mm
repectivamente (Dezfully e ramanayaka, 2013). J& Krishram Kannabiran e colaboradores (2013),
observaram atividade antimicrobiana de extratos de acetato de etila frente a P. aeruginosa (17mm)
e C. albicans (24mm), extrato esse produzido por Streptomyces sp. VITPK9.0Observa-se assim que
diferentes extratos oriundos de culturas de Streptomyces sp. apresentam atividade antibacteriana
e/ou antifungica frente a diferentes microrganismos, de forma eficaz.

Avaliacdo da atividade antimicrobiana por Concentracdo Minima Inibitéria (CMI)

Os valores de CMI variaram de 1,25mg/mL a > 10mg/mL, grande parte dos extratos estudados
mostraram atividade inibitoria frente aos microrganismos testes (Bacillus subtillis (UFPEDA-86),
Staphylococcus aureus (UFPEDA-02) e Pseudomonas aeroginosa (UFPEDA-416)), quando em
concentracdo de 10mg/mL, estes apresentando comportamento bacteriostatico. O extrato Acetato de
etila (EA) frente a B.subtillis, e Metanolico frente a B.subtillis e P. aeruginosa obtiveram CMI >
10mg/mL. E apenas o extrato hexanico em concentragdo de 3,2 mg/mL de mostrou bactericida
frente a B.subtillis. Os extratos apresentaram as seguintes valore de CMI, 5mg (EA), 2,5mg (EM) e
1,25mg (EH), frente a Micobacterium tuberculosis.

Manikkam e seus colaboradores (2014) estudaram extratos de diferentes estirpes de Actinobacteria
isoladas do solo de diferentes regides, extratos de 39 das 54 cepas estudadas apresentaram atividade
frente a uma ou mais cepas de Mycobacterium tuberculosis testadas. Enquanto 24 dessas inibiram o
crescimento da estirpe padrdo Mycobacterium tuberculosis H37Rv e enquanto cepas de SHRE
(estreptomicina, isoniazida, rifampicina e etambutol) resistentes foram inibidas por 23 extratos.

Comparados aos extratos brutos, 0os compostos isolados de extratos de streptomyces apresentam
inibicdo do crecimento da cepa teste quando utilizados em menor concentracdo, como descrito por
Supong e colaboradores (2016), onde substancias isoladas de extratos oriundos de Streptomyces sp.
em concentracdes entre 12-50 pg/mL inibiram o crescimento do Mycobacterium tuberculosis.
Arasu e colaboradores (2008) verificaram atividade antimicrobiana de Streptomyces spp. ERI-26
isolada do solo e obtiveram CMI de 1500 pg/mL para B. subtilis e S. aureus a partir de uma das
fracBes do extrato bruto metandlico.

Citotoxicidade

Ao avaliar a citotoxicidade dos extratos de Streptomyces hygroscopicus foi observado que ha
diferenca de acordo com sua concentracdo. O extrato acetato de etila apresentou a menor toxicidade
em todas as concentracdes testadas, na de inibi¢cdo de Mycobacterium tuberculosis (5,00 mg/mL ),
a porcentagem de citotoxicidade foi 11,25%, essa ultrapassando 60% apenas ao chegar em
10mg/mL (Figura 1). Ainda foram calculados os CC50, onde se observou 9,06%, 4,55% e 1,81%
para extrato acetato de etila, extrato hexanico e extrato metandlico, respectivamente.

Lertcanawanichakul (2015) analisando citotoxicidae de composto bioativo de cultura de
Streptomyces sp., em células VERO, foi observado morte celular acima de 60%, quando esse em
concentracédo de 10% e CC50 de 3,28%, sugerindo assim toxicidade deste composto frente a células
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normais. Estudo realizado com fracfes de extrato acetato de etila provindos de fermentacdo de
Streptomyces sp., 0s compostos obtidos mostraram-se eficazes quando sua atividade
antimicobacterial e antimalarial, quando avaliada sua citototoxicidade para celulas vero, o CC50
variou de 4,04uM a concentracOes acima de 84,7uM (Intaraudom et al.,2015).

Sudha e Masilamani (2012) demonstra que extrato acetato de etila devivado de Streptomyces
avidinii em concentragdo de 2mg/mL em contato com células vero, apresentacdo citotoxicidade,
mostrando viabilidade celular de 19%, assim sua toxicidade chega a 89%.

80
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Citotoxicidade %

l/ / —& - Extrato Acetato de etila
30 / -
/ == Extrato hexanico
20 Y —&— Extrato metan6lico
10 et —
0
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Concentracéo do extrato

Figura 1 Citotoxicidade em células VERO de extratos de Streptomyces sp.
Materiais e métodos
Identificacdo da actinobactéria por biologia molecular

A extracdo de DNA foi realizada através da cultura do microrganismo em meio liquido ISP-2
durante 48 h a 37 °C. Subsequentemente, a amostra foi centrifugada e extracdo de DNA foi
realizada utilizando o kit de purificagdo de Wizard Genomic DNA Purification kit (Promega) de
acordo com as instrucbes dos fabricantes. A sequéncia de DNA foi avaliada por electroforese em
gel de agarose, em seguida, realizada a amplificacdo do gene de 16S rRNA por meio da técnica de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando os oligonucleétidos universais (fD15'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’; rD15- AAGGAGGTGATCCAGCC -3’). A reagdo consistiu
em uma mistura de 50 ng de DNA, 10 pmoles de cada um dos oligonucle6tidos, 200 mM de dNTP,
1,5 mM de MgCl,, 1X buffer, 1 U Platinum Tag DNA polimerase (Invitrogen Life Technologies),
para um volume final de 25 uL. As condicdes de reaccdo: 5 min de desnaturacdo a 94 ° C, seguido
de 25 ciclosde 1 mina94°C,30sa52°Ce2mina72°C, uma extensdo final de 10 mina 72 °
C. O produto de amplificacdo foi analisada por electroforese em 1,2% gel de agarose e,
subsequentemente, a amostra foi enviada para o sequenciamento.

A amostra foi sequenciado por Macrogen e esta sequéncia foi comparada a todas as sequéncias em
GenBank, usando software Blast of the National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(www.nchi.nlm.nih.gov). A sequéncia foi alinhado com o software Clustal e a arvore filogenética
foi construida utilizando Mega 5.5. Topology foi avaliada por meio da analise de bootstrap (1.000
resampling).

Obtencéo dos extratos em biorreator
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A actinobactéria foi semeada em placas de petri contendo ISP2 agar e mantida em estufa por 7
dias, em seguida 30 discos (9mm) foram inoculados em ISP2 caldo para obtencdo do pré-inoculo da
fermentacdo. A fermentacdo para obtencdo do extrato foram realizadas em biorreator New
Brunswick Scientific BIOFLO 110 ( capacidade de 4L) utilizando 3L de meio MPE, onde o pré-
inoculo foi adicionado, tendo o objetivo o crescimento da actinobactéria e producdo do metabdlito
secundario bioativo. O biorreator possui controle de temperatura, esta mantida a 37°C e agitacdo
mecanica de 200rpm. O arrefecimento foi realizado pela injecdo de ar comprimido, controlado no
parametro: nivel de O, (1/1) (v/v). O pH inicial foi em torno de 7,2.

Extracdo do metabdlito secundario e avaliagdo da atividade antimicrobiana de extratos a
partir da biomassa

Apds as 96 h o produto da fermentacdo em meio MPE foi centrifugado a 10000 rpm por 7 min, com
a finalidade de separar a biomassa do sobrenadante. Entéo a biomassa foi misturada com diferentes
solventes (hexano, acetato de etila e etanol), na propor¢édo de 1:1 biomassa/solvente e mantidos sob

agitacdo durante 30 min. A mistura entdo seré centrifugada a 10000 rpm por 7 min e o sobrenadante
foi separado para as avaliacGes seguintes. Esta ultima etapa foi realizada por 3 vezes consecutivas.

Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos obtidos a partir de fermentacdo em
biorreator.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi inicialmente realizada frente aos microrganismos
Candida albicans (UFPEDAZL007), Bacillus subtillis(lUFPEDAS86), Staphylococcus aureus
(UFPEDAO02), Candida khruzi (UFPEDA1002), Klebsiella pneumoniae(UFPE396), Pseudomonas
aeruginosa (UFPEDA416) atraves da técnica Cup-plate, . Em seguida realizadas CMI e CMB, dos
extratos frente aos 3 microrganismos que 0s mesmos obtiveram melhor atividade e ao
Micobacterium tuberculosis (SILVA et al., 2013; GOMES et al., 2012).

Citotoxicidade

Células da linhagem VERO (10 5 células/mL) foram semeadas em placas de 96 pocos contendo
meio RPMI suplementado com 10% de SFB e incubados em uma atmosfera de 5% de CO2 a 37°C.
Apds 24 horas, o meio foi removido e as células incubadas na presenca de varias concentragdes dos
extratos por 24 horas em meio RPMI sem vermelho de fenol. Apoés este periodo, foram adicionados
10 pL de MTT e incubados por mais 3h em estufa de 37°C e 5% de CO 2 . Em seguida, 0s cristais
de formazan foram solubilizados em DMSO e sua absorbancia foi determinada
espectofotometricamente a 590 nm. Cada experimento foi realizado em quadruplicata em dois
experimentos distintos e a porcentagem de células viaveis em relacdo as células controles foi
estimada. A concentracdo capaz de causar a perda de viabilidade em 50% das células foi
determinada por andlise de regressao logaritmica dos dados obtidos Mosmann (1983).
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2 Departamento de Bioquimica, Universidade Federal de Pernambuco- Recife/PE

Resumo: Antioxidantes sdo substancias capazes de desacelerar ou retardar a oxidacdo de um
material oxidavel. O acimulo de moléculas provindas dessas reagdes (radicais livres) podem causar
estresse oxidativo, distlrbio esse considerado a principal causa de doencas cronico degenerativas.
Visando a producdo de metabolitos secundario bioativos por Streptomyces sp. esse trabalho avalia a
atividade antioxidante de extratos obtidos através de fermentacdo de Streptomyces hygroscopicus,
além de caracteriza-lo quimicamente. Ao realizar a atividade antioxidante dos extrato através do
método de DPPH, obtivemos os seguintes valores de 1Csp: 3,4916 mg/mL (EA), 2,0880 mg/mL
(EM). Quando utilizado o método ABTS o extrato Acetato de etila (1,485 mg/mL) observou-se o
pico de porcentagem de inibicdo do radical ABTS de 19,3548, e para o extrato metanolico (0,285
mg/mL), 19,7947. Os perfis quimico dos exratos foram realizados por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD), onde foram encontradas as seguintes classes: Protoantocianididas condensadas,
leucoantocianidinas, cumarinas e saponinas no extrato metandlico, ja no extrato acetato de etila
foram encontrados derivados cindmicos, triterpenos e esteroides

Concluiu-se que 0s extratos possuem expressiva atividade antioxidante e apresentam em sua
composicao diferentes classes quimicas.

Palavra-chave: Antioxidante, Streptomyces hygroscopicus, Caracterizagdo quimica.

Introducao

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas altamente reativas, que podem ser produzidas no
metabolismo celular normal. Quando em excesso, causam 0 estresse oxidativo, este é a principal
causa de diversas doencas cronicas e degenerativas como a arterosclerose, a artrite reumatoide e
diabetes mellitus. (Ferreira e Matsubara, 1997; Lee et al.,2014).

Com o objetivo de minimizar o desequilibrio entre a homeostase pré-oxidante e antioxidante,
diversas substancias antioxidantes vem sendo utilizadas na pratica médica e em outras areas da
saude. Dentre estas drogas estdo a Hidroxicasolina butilado (BHA), Hidroxitolueno butilado (BHT)
e vitaminas A, E e C. (Robledo et al., 2014). Estudos mostram que a utilizacdo de drogas
antineoplasicas em conjunto com as antioxidantes promovem a potencializacdo da droga e
diminuicdo de seus efeitos colaterais (Santos e Cruz,2001)

As actinobactérias sdo conhecidas pela sua capacidade de produzir metabdlitos secundarios
com diversas estruturas quimicas e atividades bioldgicas, estas bactérias sdo tipicamente Uteis na
indUstria farmacéutica para a sua aparentemente capacidade ilimitada de produzir estas substancias
bioativas. Especialmente o género streptomyces, é considerado fonte de metabdlitos importantes
como antifangicos, antioxidante, antitumorais e antibioticos. (Rao e Rao, 2013)

Como o objetivo de obter novos compostos com atividade antioxidante, neste trabalho
extratos provindos de fermentacdo de actinobactéria foram testados quanto sua capacidade
antioxidante e caracterizados quimicamente.
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Metodologia
Obtencéo dos extratos em biorreator

A actinobactéria Streptomyces higroscopicus foi semeada em placas de petri contendo ISP2 &gar e
mantida em estufa por 7 dias, em seguida 30 discos (9mm) foram inoculados em ISP2 caldo para
obtencdo do pré-inoculo da fermentacdo. A fermentacdo para obtencdo do extrato foram realizadas
em biorreator New Brunswick Scientific BIOFLO 110 ( capacidade de 4L) utilizando 3L de meio
MPE, onde o pré-inoculo foi adicionado, tendo o objetivo o crescimento da actinobactéria e
producdo do metabolito secundario bioativo. O biorreator possui controle de temperatura, esta
mantida a 37°C e agitagdo mecénica de 200rpm. O arrefecimento foi realizado pela injecdo de ar
comprimido, controlado no parametro: nivel de O, (1/1) (v/v). O pH inicial foi em torno de 7,2.

Avaliacdo da atividade antioxidante

A avaliagdo da atividade antioxidante dos extratosacetato de etila e metandlico foi baseada na
capacidade de captacdo de radicais-livres em solvente polares, atraves do método do DPPH onde
ocorre a reducdo do radical 2,2’-difenil-1-picrihidrazilo (DPPH.) (FABRI et al., 2011) e do método
do ABTS, que tem como principio a utilizacdo de persulfato de potassio para oxidar o ABTS ao
seu radical cationico (PEREIRA, 2010; SANTOS et al., 2012; SA et al., 2009). Para o método de
DPPH o resultado foi expresso em 1C50 e para ABTS em porcentagem de inibicéo

Separacdo de compostos por cromatografia em camada delgada (CCD) e caracterizacao
fitoquimica do metabdlito secundario

Os extratos produzido pela actinobactéria foram submetido a cromatografia em camada
delgada utilizando placas de aluminio e silica Macherey-Nagel ALUDRAM SIL G/UVs4, € foram
testados diferentes sistemas solventes, utilizando os seguinte solvente: acetato de etila, acido
férmico, acido acético e Tolueno utilizando-se padrdes ja conhecidos para as classes testadas
(BADJI et al., 2005; CARVALHO, 2007). Os reveladores utilizados para diferentes classes foram:
Flavanoides e derivados cindmicos- Reagente de Neu, Triterpenos, esteroides, mono,
sesquiterpenos, e saponinas - reagente de Lieberman & Burchard, Alcalddes- reagente Dragendorff,
Cumarinas- KOH e Proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas- Vanilina cloridrica
(WAGNER, BLADT, 1996; HARBONE, 1998; ROBERTS et al., 1957).

Analise UV-Visivel
OS extratos obtidos foram analisados em espectrofotdmetro Thermo ficher Scientific modelo
EVO60, na regido UV-Visivel.

Resultados e discussao

Atividade antioxidante

Ao realizar a atividade antioxidante dos extrato através do método de DPPH, obtivemos 0s
seguintes valores de 1Cso: 3,4916 mg/mL, 2,0880 mg/mL, para extrato acetato de etila e extrato
metanolico, respectivamente. Quando utilizado o método ABTS o extrato Acetato de etila (1,485
mg/mL) observou-se o pico de porcentagem de inibicdo do radical ABTS de 19,3548, e para 0
extrato metanolico (0,285 mg/mL), 19,7947.

A atividade antioxidante de metabodlitos secundario produzidos pelo género streptomyces
pode apresentar grande variacdo, esta realidade vem sendo desmonstrado por diferentes autores.
Através da técnica de DPPH, Thenmozhi e Kannabiran (2012), obteve 1Csy de 0.6464 mg/mL em
estudo utilizando extrato acetato de etila obtidos a partir de fermentacdo de Streptomyces sp.
diferente de Manivasagan e colaboradores (2013), esses demonstraram que uma protease produzida
por Streptomyces sp. obteve 1Csp de 78+0,28 mg/mL.
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Ser e colaboradores (2016), em estudo de atividade antioxidante de uma nova espécie de
Streptomyces sp. mostrou que extrato metanolicos em concentracdo de 2mg/mL apresentaram
porcentagem de inibicdo de 27,24 + 1,91%, ja os obtidos neste trabalho apresentaram atividades de
50,73% em concentracdo de 2,09 mg/m, dados obtidos quando utilizados método de DPPH . Ao
quantificar a atividade desta nova espécie pelo método ABTS os mesmos verificaram porcentagem
de inibicdo de 27,87 £ 2,19%, esta maior que a percentagem apresentada pelo extrato metandlico de
S. hygroscopiccus (19,79%.), quando em concentracdo aproximadamente dez vezes menor.

Em estudo para avaliar atividade antioxidante de extrato metanodlico provindo de
Streptomyces sp. Tan e colaboradores (2015) encontraram atividade 8 vezes menor quando
comparadas as atividades de extratos metanolicos obtidos neste trabalho quando em concentragdo
de aproximadamente 2mg/mL.

Caracterizacao quimica

Ao realizar a caracterizacdo quimica dos extratos em estudos foram encontradas as seguintes
classes: Protoantocianididas condensadas, leucoantocianidinas, cumarinas e saponinas no extrato
metanolico, ja no extrato acetato de etila foram encontrados monoterpenos, sesquiterpenos,
triterpenos e esteroides.

Diferentes classes de compostos sdo encontradas em extratos provindos de culturas de
Streptomyces sp. como demonstrado por Jaivel e colaboradores (2014), ao realizar a caracterizacéo
e identificacdo de compostos ou grupos funcionais do extrato acetato de etila obtidos de cultura de
Streptomyces sp. detectaram a presenca de cumarinas e fenois. Distinto do observado por Lima e
colaboradores (2014), que ao a realizar analise fitoquimica observaram a presenca de alcaloides,
triterpenos, esteroides, apenas se igualando quanto a presenca de fendis.

Analise em regido UV-visivel

Os extratos estudados apresentaram um pico majoritario na regido entre 190-250nm. Pico este
também apresentado em estudo realizado por Silva e colaboradores (2013), em analise fitoquimica
do extrato seco de Peperomia pellucida L. foram encontradas saponina, esterdides e triterpendides,
classes tambeém observadas neste trabalho.

Fig 1. Analise UV-visivel extratos metandlico e acetato de etila
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