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RESUMO

Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus sao bactérias
patogénicas envolvidas em infecgdes humanas graves, com capacidade de formar
biofilmes. A auséncia de drogas com capacidade para inibir a formagao desses
biofilmes representa um problema de saude global. Microrganismos de diferentes
ambientes sdo conhecidos pela produgdo de compostos biologicamente ativos com
capacidade de tratar infeccbes relacionadas ao biofilme. Nesse contexto, esse
estudo teve como objetivo a busca de metabdlitos secundarios de bactérias do
ambiente antartico e de epifitas de plantas carnivoras do género Drosera, que
possuam atividade contra a formagao de biofilme de P. aeruginosa ATCC 27853 e S.
aureus ATCC 6538. O rastreamento de atividade antibiofilme foi realizado de uma
bacterioteca contendo 76 isolados do ambiente antartico e 104 microrganismos
epifitos provenientes do género Drosera. Entre as 180 cepas isoladas, sete do
ambiente antartico e cinco associadas a plantas carnivoras foram cultivadas. Os
sobrenadantes resultantes foram extraidos por extracdo liquido/liquido e as
amostras mais ativas foram fracionadas por extracao de fase sélida. A cepa antartica
N52R1 foi identificada como Bacillus siamensis e mostrou atividade contra formacao
de biofilme de P. aeruginosa e S. aureus. Sugere-se que as moléculas surfactina e
pumilacidina B, presentes nas fragbes, sejam as possiveis responsaveis pela
bioatividade. Sobre os 5 sobrenadantes obtidos de bactérias epifitas, BCP-514
(Bacillus subtilis) e BCP-320 (Bacillus mobilis) se destacaram para atividade de
antiformacao de biofilme contra S. aureus. A analise do genoma de B. mobilis
revelou a presenga de moléculas envolvidas na sintese de compostos
antimicrobianos, como fengicina, bacillibactina, petrobactina, martiapeptideo A e
paeninodina. Os testes de toxicidade em larvas de Galleria mellonella foram bem
sucedidos para as fragdes mais ativas, nas concentragdes de 100 e 200 mg/kg. Em
conclusao, este trabalho evidencia que os metabdlitos secundarios, das cepas
identificadas, apresentaram capacidade antibiofiime contra a formacao de biofilme
de P. aeruginosa e S. aureus. Esses dados contribuem para o aumento das

possibilidades de desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.
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ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus are pathogenic
bacteria involved in serious human infections, with the ability to form biofilms. The
absence of drugs capable of inhibiting the formation of these biofilms represents a
global health problem. Microorganisms from different environments are known to
produce biologically active compounds capable of treating biofilm-related infections.
In this context, this study aimed to search for secondary metabolites of bacteria from
the Antarctic environment and epiphytes of carnivorous plants of the genus Drosera,
which have activity against biofilm formation of P. aeruginosa ATCC 27853 and S.
aureus ATCC 6538. Antibiofilm formation activity tracking was carried out in a
bacteriotheque containing 76 isolates from the Antarctic environment and 104
epiphytic microorganisms from the genus Drosera. Among the 180 strains isolated,
seven from the Antarctic environment and five associated with carnivorous plants
were cultivated. The resulting supernatants were extracted by liquid/liquid extraction
and the most active samples were fractionated by solid phase extraction. The
Antarctic strain N52R1 was identified as Bacillus siamensis and showed activity
against biofilm formation of P. aeruginosa and S. aureus. It is suggested that surfactin
and pumilacidin B molecules, present in the fractions, are possibly responsible for the
bioactivity. Of the 5 supernatants obtained from epiphytic bacteria, BCP-514 (Bacillus
subtilis) and BCP-320 (Bacillus mobilis) stood out for antibiofilm formation activity
against S. aureus. Analysis of the genome of B. mobilis revealed the presence of
molecules involved in the synthesis of antimicrobial compounds, such as fengycin,
bacillibactin, petrobactin, martiapeptide A and paeninodine. Toxicity tests on Galleria
mellonella larvae were successful for the most active fractions, at concentrations of
100 and 200 mg/kg. In conclusion, this work shows that the secondary metabolites of
the identified strains showed bioactivity capacity against the formation of biofilms of
P. aeruginosa and S. aureus. These data contribute to increase the possibilities of

developing new therapeutic agents.
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A ineficacia dos agentes antimicrobianos frente a microrganismos resistentes
€ um desafio global presentemente discutido por um plano de agdo mundial,
endossado pela Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 2015). Infec¢des resistentes
aos antibidticos existentes sdo um perigo alarmante, na saude publica, em todo o
planeta. A escassez de novos farmacos nessa categoria e o0 uso incorreto de
terapéuticas mais antigas, denotam que as cepas multirresistentes estéo
aumentando (WHO, 2016). Além disso, essa problematica é agravada pelo
desenvolvimento do biofilme. Os microrganismos existentes nas matrizes do biofilme
evidenciam tolerancia aos antibidticos em até 1.000 vezes maior, quando
comparados aos planctdnicos (PENESYAN; GILLINGS; PAULSEN, 2015).

Biofilmes sdo comunidades de células microbianas que estdo ligadas umas
as outras e/ou a uma superficie, e estdo embebidas em uma matriz extracelular
produzida pela bactéria e/ou derivada do hospedeiro. Essa matriz tem sua propria
arquitetura interna e circulagdo de nutrientes, a qual geralmente se liga a uma
superficie, seja ela bidtica ou abiodtica - dispositivos médicos como cateteres, dentes,
entre outros (MACIA et al., 2014; SAEED et al., 2019; COENYE et al., 2018). Uma
caracteristica impar da persisténcia do biofiime é que as comunidades presentes
podem abrigar células tolerantes e persistentes, que apresentam capacidade de
sobreviver a terapia antibiotica e as defesas imunoldgicas do hospedeiro e tornam a
crescer quando o tratamento é encerrado (BRAUNER et al., 2016).

Uma outra propriedade constituinte do biofilme € o fato de que a maioria dos
antibioticos nao conseguem acessar profundamente as células microbianas, devido
a existéncia da matriz. Supde-se que o aumento da tolerancia a antibiéticos e a
persisténcia em biofilmes possivelmente resultam da modificacdo fisiolégica das
células do biofilme. Essas células, por sua vez, inseridas no interior de biofilmes
espessos podem se encontrar em fase estacionaria, devido a penetracao de
nutrientes e oxigénio ser limitada, pelo fato da demanda de consumo utilizada por
células periféricas (YAN et al., 2018).

Estudos recentes apontam a formacdo de biofilmes polimicrobianos ou
multibacterianos (associacdo de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas).
Nesses biofilmes, polimicrobianos, podem co-existir microrganismos multiespécies,
como a presenca de duas bactérias diferentes, por exemplo, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus (BEAUDOIN et al., 2017; LOPES et al., 2018).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6629468/#R7
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6629468/#R39
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Pseudomonas aeruginosa € um patdgeno oportunista que ocasiona infecgdes
cronicas por meio da formagao de biofilme em pacientes com sistema imunoldgico
debilitado, queimaduras, dispositivos internos e fibrose cistica (FC). Pacientes
diabéticos sdo suscetiveis ao desenvolvimento de feridas cronicas, caracterizadas
pela auséncia de cicatrizacado, podendo até causar amputacido, que em sua maioria
provém da infeccdo por biofilmes bacterianos compostos por P. aeruginosa e S.
aureus (BHATTACHARYA et al., 2018; KOVACH et al., 2017).

Além disso, é importante ressaltar que o tratamento de pacientes infectados,
com estas bactérias, é dispendioso, acarreta maior tempo de hospitalizagdo, uso de
medicamentos de alto custo, conduzindo a morbimortalidade. Estes patégenos estéo
entre os mais comumente relacionados a resisténcia bacteriana, sendo a causa de
infecgdes nosocomiais (KOVACH et al., 2017; THEURETZBACHER, 2013).

Nesse contexto, a busca por moléculas bioativas inéditas e eficientes se
tornou um alvo de interesse para a atualizacido da farmacoterapia de doencas
infecciosas. Diversas moléculas isoladas para estes tipos de tratamentos sao
oriundas de microrganismos, dos mais variados ambientes. A necessidade de
adaptacdo e sobrevivéncia estimula a producdo de metabdlitos com fungdes
ecoldgicas distintas, como métodos de defesa contra inimigos naturais, predadores e
competidores. Entre estas moléculas € possivel identificar compostos para o
controle de biofilmes patogénicos por diferentes estratégias, seja impedindo a
formacdo do biofilme, pela modulacdo ou erradicacdo de biofilmes formados
(MACEDO, ABRAHAM, 2009; TRENTIN et al., 2013).

Dessa forma, o objetivo deste estudo compreende a busca por moléculas
com atividade antibiofilme, sobre os patégenos S. aureus e P. aeruginosa, com o
intuito de isolar e identificar estas biomoléculas provenientes do metabolismo
secundario de bactérias associadas a plantas carnivoras (género Drosera) e de um
ambiente extremo, como a Antartida.

A interacdo simbidtica, entre planta e bactéria, é relevante para a
sobrevivéncia da espécie vegetal. Os beneficios da associagdo garantem protegéo
contra patégenos, estimula o crescimento, contribui para a mineralizagdo de
nutrientes, fixagao de nitrogénio e no auxilio da decomposicéo e digestao de insetos
(LIMA et al., 2018). Nessa perspectiva, os microrganismos originarios da Antartica
devido a complexidade do habitat desenvolvem estratégias de sobrevivéncia como

interagbes antagonistas interespecificas, que podem levar a produgdo de compostos


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6629468/#R21
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6629468/#R21
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com atividade contra outros patégenos. Com esse propdsito, esses microrganismos
tém mostrado relevante potencial como uma ferramenta promissora para a
descoberta de substdncias com diferentes aplicacbes biotecnolégicas e
farmacoterapéuticas (DANILOVICH et al., 2018; GIUDICE; FANI, 2016).






2. OBJETIVOS






2.1 Objetivo geral

Realizar a busca de compostos ativos contra biofiimes de bactérias das
espécies S. aureus e P. aeruginosa, a partir de microrganismos isolados do podlo

Antartico e associados a plantas carnivoras.

2.2 Objetivos especificos

e Rastrear a atividade antibiofiime e antimicrobiana dos sobrenadantes
oriundos de bactérias do ambiente Antartico sobre os patégenos S. aureus
(American Type Culture Collection ATCC 6538) e P. aeruginosa (ATCC
27853);

e Avaliar a atividade antibiofiime e antimicrobiana dos sobrenadantes obtidos
pelo cultivo de bactérias associadas a plantas carnivoras, do género Drosera,
sobre os patogenos S. aureus (ATCC 6538) e P. aeruginosa (ATCC 27853);

e |dentificar as cepas produtoras dos extratos mais ativos, por sequenciamento
do gene 16S rRNA;

e Fracionar os extratos brutos com atividade biolégica e caracterizar os
compostos bioativos quanto a natureza quimica e estrutural;

e Avaliar a toxicidade in vivo das fracbes mais promissoras, em larvas de

Galleria mellonella.






3. REFERENCIAL TEORICO
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3.1 Biofilme e sua problematica

Os microrganismos apresentam forma de vida livre ou em conjunto de
especies diferentes ou iguais, denominado biofilme. Nesses agregados existem
alteragdes em termos de taxa de crescimento e expressdao génica, quando
comparados as suas formas planctonicas. O biofilme é uma capa protetora em torno
de si mesmos. Surgiu como estratégia de sobrevivéncia para o desenvolvimento de
uma interagdo com o hospedeiro, para resistir a condicbes externas hostis -
estresses ambientais, auséncia de nutrientes, antimicrobianos, entre outros
(CASTIBLANCO; SUNDIN, 2016; GUPTA et al, 2016; LOHSE et al, 2018).

A tolerancia antibidtica das bactérias no interior do biofilme contribui para as
infeccbes cronicas, visto que estes mecanismos ndo sdo semelhantes aos
plancténicos. Nas comunidades de biofilme a tolerancia aos antibidticos surge
devido a varias estratégias como introdugao lenta ou incompleta dos antibioticos,
microambiente quimico modificado. Somado a isso, pode existir um subgrupo de
microrganismos em um biofilme (uma forma de diferenciacdo celular analoga a
formagdo de esporos). Essas artimanhas sdo resultados da natureza multicelular
dos biofilmes que promove a tolerancia aos antibiéticos (SUGIMOTO et al, 2016).

Além de bloquearem o acesso de antibiéticos e células imunes do hospedeiro
nas comunidades de biofilme bacteriano, os biofiimes garantem protecdo aos
microrganismos contra alteracdo de pH, osmolaridade, escassez de nutrientes,
forcas mecanicas e de cisalhamento. Dessa forma, a matriz de biofilme fornece
tolerancia adicional as bactérias, o que as tornam multirresistentes, fortemente
resistentes e completamente resistentes a medicamentos (SHARMA et al, 2019).

Apdés a instalacdo do biofilme, as bactérias aderidas continuam se
multiplicando e mantém conexdes intercelulares, formando microcolénias
compreendidas em uma matriz extracelular. Um biofilme maduro é uma estrutura de
trés camadas: camada reguladora interna, camada basal microbiana intermediaria e

camada externa habitada pela forma planctdnica de microrganismos que estao
prontos para sair do biofilme (COSTERTON et al., 1995; FLEMMING; WINGENDER,
2010).
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Segundo Visnapuu et al (2022) o arranjo da matriz com o contato entre as
espécies bacterianas residentes origina um fendtipo especifico do biofilme que é
diferente das bactérias plancténicas de flutuacao livre. Enquanto em alguns estudos
se afirma que o biofiime é o0 modo de crescimento padréo, em outros se admite que
estimulos especificos. Nesse sentido, esses estimulos teriam fungdes como defesa
contra distintos estressores, colonizacdo de superficies favoraveis ou
aproveitamento das vantagens do comportamento comunitario induzindo a mudancga
para esse modo de vida.

Essas associagcbes microbianas imoveis que se instalam em superficies de
implantes médicos, como suturas, cateteres e implantes dentarios, auto produzem
por meio de sinalizacédo intercelular e intracelular um tipo de substancia polimérica
extracelular (EPS). Essa EPS resulta em infecgbes, as quais sdo possiveis de
intervencdo por meio de sua remog¢ao e conduzem a tratamentos inacessiveis. A
matriz EPS sustenta as células bacterianas unidas e favorecem o desenvolvimento
de agregados multicelulares, que tornam o ambiente heterogéneo no interior do
biofilme e o capacitam para funcionar como um sistema multicelular (COSTERTON
et al., 1999; NUNEZ et al, 2013).

A matriz EPS é composta de polissacarideos, proteinas, lipidios e DNA
extracelular (eDNA). Essa matriz medeia as interagdes intercelulares e a
transferéncia horizontal de genes; aprimora a captacado de recursos e a fixagao a
superficie; e fornece capacidade digestiva, protegcdo sobre fatores externos e
inibicdo da desidratacao bacteriana (COSTERTON et al., 2005).

Estudos apontaram que a funcdo da EPS tem conferido tolerancia aos
antimicrobianos do grupo aminoglicosideo. Essa substancia extrapolimérica possui
capacidade de inibir a atividade de antibidticos, que se dispersam por meio dos
biofiilmes pelo bloqueio da reacdo de difusdao. Além disso, pode quelar os
antibidticos por formacdo de complexos ou degradar por meio de reacodes
enzimaticas (BILLINGS et al., 2015).

No biofilme maduro, a EPS ira compor mais de 90% da massa seca do
biofilme. A matriz extracelular além de formar um escudo protetor em volta das
bactérias, também age como um reservatério de compostos metabdlicos e nutrientes
(TOYOFUKU et al., 2016). Posteriormente, o biofilme maduro se rompe ativamente

(motilidade e dispersdo conforme a degradagdo da EPS) ou passivamente (fatores
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fisicos como dispersdo em fungao do fluxo de liquido) deslocando, assim, as células
para iniciar um novo ciclo de formacéao do biofilme (COSTERTON et al., 1999).

O biofilme é considerado o fator chave na persisténcia e desenvolvimento de
infeccdes bacterianas. E composto por associacdes de comunidades bacterianas
envoltas em uma matriz exopolimérica, a qual se liga as superficies bioticas e
abioticas. Embora a formacao do biofiime varie entre as espécies bacterianas,
diversos estudos genéticos concordam com um modelo basico amplamente
reconhecido. Esse modelo se inicia pela sinalizagdo de um sistema entre as células
dos microrganismos, denominado quérum sensing, desencadeando trés etapas:
adesao inicial/fixacdo a superficie, crescimento de microcolbnias/maturacao e,
posteriormente, desprendimento/dispersao celular (CAMPOCCIA et al., 2019;
GARRETT et al., 2008).

Em experimentos, a formacdo de biofilme, por determinadas cepas de
bactérias flageladas, em forma de bastonete, envolve varias etapas em um ambiente
aquoso e fluido. Células recém-fixadas estdo levemente associadas a uma
superficie, com forte capacidade de se desprender. Durante a formagao, algumas
células planctonicas entram na fase de ligacdo irreversivel, cujas células
permanecem planas sobre a superficie e resistem as tentativas de desprendé-las
fisicamente. Apos adesao irreversivel, as células se proliferam e iniciam a sintese
dos componentes da matriz do biofilme, originando pequenos aglomerados de
bactérias denominados microcolénias (ARMBRUSTER; PARSEK, 2018).

Em biofilmes de P. aeruginosa, os flagelos possibilitam que as células tenham
contato reversivel com uma area, que é, posteriormente, examinada por
mecanismos de motilidade de superficie. Em sequéncia, a adesao irreversivel a
regido € obtida, principalmente, pelo exopolissacarideo Psl. Além disso, as fimbrias
associadas a superficie também foram apontadas como envolvidas na fixacdo do
biofilme (HA; O'TOOLE, 2015). Em diversas espécies Gram-negativas, inclusive em
P. aeruginosa, foi descoberta uma molécula chave de sinalizagdo intracelular
associada neste processo, denominada di-GMP ciclico (c-di-GMP). No estagio de
biofilme as células apresentam alta quantidade de c-di-GMP, que favorece a
producao de matriz de biofilme e bloqueia a motilidade de natagdo coordenada por
flagelos (ARMBRUSTER; PARSEK, 2018).

Nos biofilmes de S. aureus a fixagao ocorre por distintos fatores, dependendo

do tipo de substrato e o crescimento do biofilme demonstrou evoluir por meio de um
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processo de desenvolvimento de cinco estagios, incluindo: fixagdo, multiplicagéo,
éxodo, maturagdo e dispersdo. As células se ligam a superficies por meio de

interacdes hidrofébicas ou componentes de superficie microbiana que reconhecem
moléculas de matriz adesiva, respectivamente. Em seguida o biofilme se desenvolve
em um plano concentrado de células composto de um eDNA e matriz proteica.
Posteriormente, ocorre o estagio de éxodo em que uma subpopulagéo de células é
liberada do biofilme via degradagdo de eDNA. As microcolénias se formam a partir
de pontos distintos de células que permaneceram aderidas durante a etapa de
éxodo. A detecgao de quérum mediada por Agr (regulador do gene acessorio) inicia
a modulacado da matriz de biofilme e a dispersao de células via ativagao de protease
e/ou produgédo de PSM (modulinas soluveis em fenol) (MOORMEIER et al., 2014).

O periodo estacionario, caracterizado por uma fase lenta ou sem crescimento
do ciclo de vida bacteriano e o estado viavel, mas nao cultivavel (estado de
dorméncia) s&o as maneiras de sobrevivéncia para comunidades de biofiimes
bacterianos sob estresse antibidticos. Essa etapa promove suscetibilidade reduzida
aos antimicrobianos. Diversas organizagdes de biofilmes entram na fase
estacionaria conforme o tempo indicando que biofilmes mais antigos possuem maior
tolerancia a antibidticos (SHARMA et al, 2019).

Os biofilmes bacterianos representam um grave problema a saude mundial,
pelas suas habilidades de permanéncia, o que contribui para infecgdes crbnicas
persistentes. Conforme descrito, em uma revisdo, por Jamal et al. (2018), os
biofilmes tornaram-se um grande problema na area médica, devido a capacidade de
atribuir alta tolerabilidade a antibiéticos e ao sistema imune do hospedeiro. E
estimado que, aproximadamente, 80% das infec¢gdes bacterianas humanas
(associadas e nao associadas a dispositivos) sado originadas por biofilmes
bacterianos. Essas infecgbes sao profundamente complicadas de tratar, por causa
da extrema protecao as células no interior do biofilme.

Ainda nesta revisao, os autores resumiram as infeccdes relacionadas a
dispositivos médicos mais recorrentes no ambito hospitalar, como: 2% para
implantes mamarios; 2% para préteses articulares; 4% para valvulas cardiacas
mecanicas; 10% para derivacbes ventriculares; 4% para marcapassos e
desfibriladores, e cerca de 40% para aparelhos ventriculares (JAMAL et al., 2018).

Essas infeccbes possuem como unica alternativa de tratamento a remocgao dos
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implantes, o que ndo s eleva o custo terapéutico, como também resulta em um
transtorno para os pacientes (COSTERTON et al., 2005).

No que diz respeito a infecgdes ndo associadas a dispositivos, Mirzaei e
colaboradores (2020) examinaram na literatura as principais infecgées por biofilme
relacionadas ao tecido hospedeiro, as quais sdo frequentemente cronicas. Dentre
elas estdo incluidas: infeccbes pulmonares cronicas de pacientes com fibrose
cistica, feridas crbnicas, placa dentaria, infecgbes recorrentes do trato urinario,
prostatite crbénica, endocardite infecciosa, periodontite, fasciite necrosante,

amigdalite, osteomielite, calculos renais infecciosos, otite média.

3.2 Diversidade microbiana e produgao de metabdlitos bioativos

O conhecimento dos beneficios obtidos pelo uso dos produtos naturais sao
explorados pelos seres humanos ha milénios. Diversos medicamentos e compostos
com atividade biolégica foram desenvolvidos a partir de plantas, animais e
microrganismos. Embora inumeros farmacos sintéticos (que apresentam base
produtos de origem bioldgica), € perceptivel que a natureza se conserve como uma
rica fonte de novos elementos, com estruturas Unicas e novos grupos quimicos
(NEWMAN; CRAGG, 2020). Deste modo, os produtos naturais oriundos de
microrganismos exercem um papel importante no desenvolvimento de novas
moléculas terapéuticas.

A bioprospecgao demonstrou a relevancia de diversos organismos dos mais
variados ambientes, como fontes de compostos bioativos. Dentre esses novos
biocompostos se destacam o0s microrganismos produtores de metabdlitos
secundarios (MS). Essas biomoléculas de baixo peso molecular se apresentam em
diversas classes quimicas. Diferentemente dos metabdlitos primarios, que sao
necessarios para a sobrevivéncia do seu produtor, estes produtos n&o sao
essenciais para o desenvolvimento do organismo. Entretanto, possuem funcgdes
importantes como defesa, tolerancia a diversos estresses ambientais, simbiose,
entre outras (BEATTIE et al., 2011; THIRUMURUGAN et al., 2018).

Os MS bioativos sao obtidos, principalmente, por microrganismos possiveis
de serem isolados da microbiota do solo, ambientes marinhos ou ambientes
extremos. Os mais efetivos sdo isolados em nichos pouco explorados como regides

extremas (isolados da Antartida, vulcées) e microrganismos associados a plantas.
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Os denominados endofitos ou epifitos vivem em relagdes simbidticas com a planta e
sao encontrados nos tecidos, estruturas internas e nas superficies do hospedeiro.
Nas duas ultimas décadas, a influéncia dos compostos encontrados de endofitos e,
mais recentemente, epifitas de plantas, torna-se mais evidente como novos agentes
terapéuticos. Estudos apontam resultados desses biocompostos como antitumorais,
embora também possam ser encontrados agentes antimicrobianos, particularmente
de epifitas (CONRADO et al., 2022; NEWMAN e CRAGG, 2020).

As bactérias epifitas podem ser isoladas da superficie de folhas, raizes, entre
outros fitoplanos, sem perturbar ou cortar a superficie. As epifitas sado obtidas
simplesmente colocando a superficie ndo esterilizada de uma folha, ou outro tecido
da superficie da planta, em meios de crescimento adequados. A produgao de
metabdlitos epifiticos pode estar relacionada de pelo menos duas maneiras:
sintetizando metabdlitos microbianos, originalmente, assimilados como sendo da
planta; e/ou produzindo agentes quimicos que podem modificar a sintese de
compostos gerados por enddéfitos ou mesmo outras epifitas (NEWMAN e CRAGG,
2020).

Os microrganismos associados a plantas, geralmente produzem metabdlitos
secundarios com atividades antagdnicas e estéo distribuidos em diversas espécies,
incluindo bactérias ou fungos que foram colonizados nos tecidos das plantas.
Estudos contabilizam que 200 géneros de 16 filos de espécies bacterianas foram
encontrados como associados a endofitos e, entre eles, a maior parcela, das
espécies, fazem parte dos filos Actinobacteria, Proteobacteria e Firmicutes
(GOLINSKA et al., 2015).

A composicao de espécies nas comunidades da filosfera é alta em regides
temperadas e, em particular, subtropicais e tropicais. Esta diversidade de
microrganismos € estabelecida por fatores ambientais incluindo radiagao, poluigéo e
fertilizacdo nitrogenada, bem como fatores bidticos, como idade da folha e presenca
de outros microrganismos. A variedade de bactérias comensais compreende tanto
as bactérias Gram-positivas, quanto as Gram-negativas como Achromobacter,
Acinetobacter, = Agrobacterium,  Bacillus,  Brevibacterium,  Microbacterium,
Pseudomonas, Xanthomonas etc. (SUN et al., 2013; VORHOLT, 2012).

Como citado anteriormente, esses metabdlitos desempenham variadas
fungdes nos microrganismos: sinalizadores quimicos para comunicagao, para defesa

ao habitat ou para inibir o crescimento de competidores. A evolugcdo da biossintese
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desses compostos por microrganismos deve-se a sua exposi¢do a ecossistemas
complexos. Devido a essas propriedades desenvolvidas os microrganismos sao
cogitados como fontes inexploradas para moléculas promissoras, com atividade
antimicrobiana.

Diversas biomoléculas descobertas tém proporcionado beneficios em
variadas areas da sociedade. Dados anteriores mostram que entre os 500.000
compostos descritos, cerca de 70.000, entre eles, foram obtidos de microrganismos
e em torno de 33.500 sao produtos bioativos dos quais 47% sao de origem fungica
(CONRADO et al.,, 2022). Os actinomicetos endofiticos demonstram ser a fonte
promissora de moléculas bioativas. Até o momento, mais de 140 géneros de
Actinomyces foram relatados e alguns, entre esses, produziram a maioria dos
antibidticos conhecidos. Um actinomiceto endofitico de Cinnamomum sp.,
apresentou potencial atividade antibacteriana contra varios patdégenos de teste,
dentre eles, P. aeruginosa (ROY; BANERJEE, 2015; PRASHITH, 2016 ).

Singh et al. (2017), em uma revisao, relataram que bactérias associadas a
plantas foram localizadas em diversos ambientes como: trépicos, aquaticos,
xerofiticos, desertos, Antartica, florestas tropicais, manguezais, entre outros. Os
simbiontes bacterianos possuem inumeras aplicagcdes potenciais na descoberta
farmacoterapéutica, principalmente, os metabdlitos secundarios antimicrobianos.
Ecomicina, pseudomicinas e cacadumicinas s&o alguns dos novos antibidticos
sintetizados por bactérias endofiticas. Esses compostos antimicrobianos atenuam a
resisténcia a multiplas drogas (MDR) em diversos agentes patogénicos (SUNKAR;
NACHIYAR, 2012).

Nos ultimos anos, descobriu-se que diversas espécies bacterianas oriundas
de ambientes polares e os seus metabdlitos possuem atividade antitumoral e
antibacteriana. A bioatividade antibidtica da bactéria antartica Janthinobacterium sp.
foi evidenciada, contra bactérias Gram-negativas multirresistentes, por Asencio et al.
(2013), enquanto das 259 cepas isoladas de amostras coletadas no solo antartico e
nas aguas do Oceano Sul, por Ding et al. (2014), 11% delas apresentaram elevado
potencial antitumoral. Esses resultados comprovam que os microrganismos oriundos
de ambientes extremos representam ser potenciais candidatos, para pesquisa de
metabalitos bioativos.

Nos microrganismos, rotas complexas de biossintese decorrem da regulagéo

de genes, enzimas, substratos, cofatores e intermediarios para gerar produtos finais.
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Os metabdlitos secundarios sdo constituidos, principalmente, por policetideos,
peptideos nao ribossomais (NRPs), peptideos ribossomais, terpenos, derivados de
chiquimato e produtos que resultaram de vias mistas. Um grupo emergente de MS
sdo o0s peptideos pequenos, caracterizados como peptideos sintetizados
ribossomicamente e modificados pés-traducionalmente (RiPPs). Os terpendides séo

provenientes de estruturas organicas produzidos pela via do mevalonato, isopentenil

difosfato (IPP) e dimetilalil difosfato (DMAPP) (PFANNENSTIEL; KELLER, 2019).

3.3 Bioatividade de metabdlitos secundarios bacterianos

Os medicamentos antibacterianos foram introduzidos na terapia medicinal ha
mais de 70 anos, e desde entdo tornaram-se fundamentais no panorama atual da
saude. Entretanto, a resisténcia antimicrobiana (RAM) avancga cada vez mais, em
escala global, e coloca em risco os beneficios gerados na area da saude, pelos
antibioticos (VENTOLA, 2015). A resisténcia antibacteriana n&o se restringe apenas
aos pacientes que desenvolvem infecgées bacterianas, mas afeta os pacientes
imunocomprometidos e procedimentos médicos mais amplos (TEILLANT et al.,
2015). Atualmente, S. aureus e P. aeruginosa s&o consideradas cepas de prioridade
alta e critica, respectivamente, para estudos e desenvolvimento de novos
tratamentos, segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS, 2021).

Embora estratégias alternativas de tratamento tenham surgido como os novos
antimicrobianos adjuvantes, avibactam em combinagdo com ceftazidima (Avycaz da
Actavis, 2015) e o relebactam combinado com imipenem/cilastatina (Recarbrio da
Merck, 2020); e outros se encontram em diferentes etapas de ensaios clinicos, vale
ressaltar que desde a década de 1960 surgiram somente dois novos grupos de
antibidticos. Além disso, a mortalidade ocasionada por esses patdgenos resistentes
se mantém elevada e o sucesso do tratamento é ainda desafiador (LAWS et al.,
2019; TURNER et al., 2019).

Em contraste, durante a ultima década, os compostos naturais cresceram
largamente como fontes de produtos terapéuticos, em destaque bactérias e fungos,
0S quais se apresentam como as principais fontes para a descoberta de novos
antibidticos. Nesse panorama, em especial, os antimicrobianos foram uma das

biomoléculas mais aprovadas para aplicagées farmacéuticas. Os microrganismos
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sdo caracterizados como produtores de biomoléculas com atividade antibacteriana,

antifungica e citotoxica.

3.4 Metabolitos bacterianos com atividade antibiotica e

antibiofilme

Os metabdlitos antimicrobianos de bactérias associadas a plantas, se
transformaram em uma opgdo alternativa para combater a resisténcia aos
antibacterianos. Mais de 200 géneros, de 16 filos de linhagens bacterianas foram
identificados como associados a endofitos e, curiosamente, a maioria das espécies
representam os filos Firmicutes (inclusive Bacillus), Actinobacteria, Proteobacteria
(DANQUAH et al, 2022).

Existem alguns antibidticos sintetizados por bactérias, especialmente, a partir
de Actinomicetos (Streptomyces) como estreptomicina, tetraciclina, cloranfenicol,
eritromicina, viomicina, lincomicina, meropenem e daptomicina, 0s quais sao
extensamente utilizados em terapias antimicrobianas (HUTCHINGS et al., 2019;
WIBOWO et al., 2023).

No entanto, também sao produzidos antibiéticos a partir de outros géneros de
bactérias como: a gramicidina A de Bacillus, a colistina de Paenibacillus, a
mupirocina de Pseudomonas, e o aztreonam, um antibiético monobactamico obtido
por sintese com base na estrutura do composto produzido por Chromobacterium
violaceum. A sintese de metabdlitos secundarios com essas propriedades garantem
a sobrevivéncia desses microrganismos em condi¢gdes ambientais diversas.

Compostos isolados de bactérias possuem fungdes antimicrobianas, contra
bactérias clinicamente resistentes incluindo S. aureus, P. aeruginosa, Micrococcus
luteus, Bacillus subtilis e Enterococcus faecalis (DANQUAH et al, 2022). Asencio et
al. (2014) encontraram um extrato etandlico de Janthinobacterium sp. demonstrando
atividade antibidtica, contra as bactérias multirresistentes P. aeruginosa e
Acinetobacter baumannii produtoras de carbapenemase. Bibi et al. (2021) coletaram
144 cepas bacterianas, isoladas de esponjas marinhas, e encontraram 19 cepas
exercendo atividade antibacteriana contra patégenos humanos (S. aureus resistente
a meticilina ATCC 43300, P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC 8739, E. faecalis
ATCC 29212).
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A maior parte das bactérias em simbiose sintetiza distintos tipos de
antibiéticos. Evidéncias anteriores relatam que bactérias associadas a organismos
marinhos produzem metabdlitos secundarios designados aos hospedeiros. A sintese
de tais biomoléculas, por bactérias marinhas, revela um futuro prospero para o
desenvolvimento de novas substancias naturais, inclusive com potencial
antimicrobiano. Estudos apontam que bactérias marinhas simbidticas registram,
cada vez mais, como uma fonte promissora de compostos bioativos.

Os metabdlitos secundarios sintetizados por bactérias apresentam além de
potente atividade antibacteriana, mas também acdo antibiofiime. Bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas utilizam sistemas de comunicagao célula a célula
como sensores de reconhecimento de quérum, para mediar a expressao de genes
em resposta a densidade celular. N-acil-homoserina lactonas sdao um grupo de
compostos sinalizadores associados na detecgdo de qudrum bacteriano.
Rhodococcus erythropolis cepa R138 exibiu um efeito anti-viruléncia, sobre o
patogeno humano P aeruginosa PA14 degradando N-acil-homoserina lactonas
(BARBEY et al., 2018).

Somado a isso, os metabdlitos bacterianos antarticos se destacam com
grande potencial contra a formagéo de biofilme, o que é de grande importancia para
diferentes aplicagbes incluindo a area médica, industrial e ambiental. Por exemplo,
Leyton et al. (2015) apontaram que 30% dos isolados bacterianos antarticos (de um
total de 67 linhagens) inibiram, expressivamente, o biofilme de Flavobacterium
psychrophilum (que acomete criatérios de salmdes e trutas) por meio de proteinas

(48-56 kDa) secretadas por cepas de Pseudomonas fragi.

3.4.1 Metabdlitos secundarios sintetizados por Firmicutes

O género Bacillus € um dos principais membros do filo Firmicutes. Espécies
de Bacillus também sao frequentemente isoladas de amostras de sedimentos
marinhos, lagos salinos e agua do mar. Estas bactérias tém ganhado ateng&o nos
ultimos anos, por ser encontrada em diversos habitats e por suas caracteristicas
fisiologica, bioquimica e molecular, se destacando com alta capacidade em
aplicagbes biotecnoldgicas. As macrolactinas sao lactonas naturais de 24
compostos, geralmente sdo produzidas por Bacillus spp. marinhos, mostrando

atividades antibacterianas, anticancerigenas e antivirais. Algumas dessas moléculas
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exibiram forte atividade antibidtica, contra os patdgenos B. subtilis, S. aureus, E. coli,
com um valor MIC (Minimum Inhibitory Concentration) de 0,1 ug/mL (STINCONE;
BRANDELLI, 2020).

Pournejati et al. (2019) descobriram que os aminoglicosideos produzidos pela
linhagem RP137, de Bacillus velezensis, possui como alvo o0s ribossomos
bacterianos, em especial a inibicdo da sintese de proteinas e o extrato purificado,
S-137-R, exerceu efeito antibiético moderado em S. aureus e P. aeruginosa.

Tomova e colaboradores (2016) identificaram um metabdlito proteico de
Enterococcus sp., isoladas de viveiros de pinguins, e representantes do filo
Firmicutes. Como resultado, mostraram um marcante efeito contra cepas
multirresistentes de C. albicans, Bacillus sp. e Esporosarcina sp. Estes autores,
ainda relataram que cepas isoladas de solos antarticos demonstraram atividade
contra bactérias Gram positivas (B. subtilis, B. cereus, S. lutea e S. aureus resistente
a meticilina) e bactérias Gram negativas (P. aeruginosa, E. coli e A. johnsonii).

Ademais, os compostos antarticos apresentam potencial de inibir outros
patdgenos ndo humanos incluindo patégenos de plantas. Uma cepa de Bacillus sp.,
integrante do filo Firmicutes foi isolada de agua marinha da Antartica, e exibiu forte
atividade antifungica sobre varios fungos fitopatogénicos inclusive Paecilomyces
variotii, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum, Trichoderma viride,
Rhizoctonia solani Kiihn, Alternaria longipes e Sclerotinia sclerotiorum (GUO et al.,
2015).

Makuwa e Serepa-Dlamini (2021) isolaram onze bactérias associadas a
superficie de raizes e tecidos foliares, da planta medicinal Dicoma anomala. Os
géneros identificados foram Bacillus com cinco cepas e Staphylococcus com duas
cepas. Os extratos brutos de sete endofitos bacterianos demonstraram atividade
antibidtica, sobre cinco cepas patogénicas: E. coli (ATCC 25922), Bacillus cereus
(ATCC 10876), S. aureus (NCTC 6571), P. aeruginosa (ATCC 27853) e Klebsiella
oxytoca (ATCC 13182) com concentragdo inibitéria minima compreendida entre
0,312 mg/ml a 0,625 mg/ml.

Peptideos com carga positiva, isolados do género Bacillus, foram relatados
com atividade antibidtica apresentando capacidade em se unir aos envelopes
bacterianos externos, atravessar as membranas bacterianas e, assim, alcangar o
citoplasma. Algumas cepas de Serratia marcescens sintetizam prodigiosina

(pigmento vermelho antibacteriano) que inibe bactérias Gram-positivas - S. aureus,
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Staphylococcus saprophyticus, Enterococcus avium, Streptococcus pyogenes e com
efeito bacteriostatico sobre E. coli. Além disso, S. marcescens também mostrou
produzir duas classes de biossurfactantes, lipopeptideos e glicolipidios. O grupo de
lipopeptideo exibiu atividade antimicrobiana sobre P. aeruginosa, S. aureus e
Cryptococcus neoformans (CLEMENTS et al.,, 2019; DARSHAN e MANONMANI,
2015).

Prieto et al. (2012) detectaram atividade antimicrobiana contra S. aureus, E.
coli e S. typhi, de Bacillus pumilus isolado de algas verdes (Ulva spp.). Ismail-Ben Ali
et al. (2012) relataram a atividade biol6gica de uma cepa isolada de alga vermelha
(Jania rubens) identificada como B. pumilus, contra P. aeruginosa, S. typhi, S.
aureus, E. faecalis e C. albicans. Hasan et al. (2009) coletaram amostras de solo e
encontraram a espécie B. pumilus como microrganismo ativo contra S. aureus ATCC
6538. Ismael et al. (2016) relataram atividades antibacterianas de bactérias epifitas
isoladas de Padina pavonica (cauda de pavao) localizada na costa norte da Tunisia.
Dentre os 18 isolados obtidos, o isolado P8 intimamente relacionado a B. pumilus foi
a cepa com maior espectro de inibigdo do crescimento de E. coli, Micrococcus sp.,
Salmonella typhimurium, S. aureus, Streptococcus sp. e C. albicans.

Um estudo identificou que Bacillus sp. QSI-1 impede a viruléncia de
Aeromonas hydrophila YJ-1 reduzindo, drasticamente, a expressao de fatores como
hemolisina, protease e N-Acil-homoserina lactonas (ZHOU et al., 2019). Bacillus
subtilis € bem conhecido por seu arsenal de moléculas antimicrobianas contra varias
bactérias patogénicas. Erega e outros (2021) investigaram a capacidade do isolado
natural de B. subtilis PS-216 contra C. jejuni em biofilmes multiespécies. Como
resultado, identificaram que B. subtilis PS-216 é um forte antagonista contra a
adesdo de C. jejuni a superficies abiodticas, formacado de biofilmes e interrompeu
biofilmes pré-estabelecidos de C. jejuni.

As propriedades antiaderentes dos extratos de B. subtilis foram identificadas
como lipopeptideos, ou seja, como biossurfactantes, por Moryl et al. (2015). Por
exemplo, a surfactina além de atuar como antiadesivo, também dispersa biofilmes
de cepas de S. aureus, E. coli, S. enterica, P. mirabilis, a bactéria de deterioracao
Shewanella putrefaciens e diferentes bactérias uropatogénicas (CAULIER et al.,
2019; DENG et al, 2017; LIU et al., 2019; MORYL et al., 2015). Outras moléculas
extracelulares produzidas por B. subtilis como a-amilase (B. subtilis S8-18 de origem

marinha) e bacteriocinas inibem biofiimes de S. aureus (MRSA), V. cholerae, P.
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aeruginosa, S. epidermidis e formacao de biofilme de E. coli (KALPANA et al, 2012).
Recentemente, Erega e outros (2022) detectaram que as moléculas antibidticas
(bacillaene e bacilisina) sintetizadas por B. subtilis impediram a formagao de biofiime
de C. jejuni.

Bactérias acido lacticas (BAL) também apresentam a capacidade de produzir
compostos antimicrobianos (bacteriocina, acidos organicos, diacetil e peréxido de
hidrogénio), que atuam contra bactérias nocivas. As bacteriocinas sao polipeptideos
de baixo peso molecular produzidos em ribossomos e abrangem de 20 a 60
residuos de aminoacidos. A producdo de bacteriocina por Lactobacillus pentosus
ST712BZ, isolado de boza (bebida fermentada dos Balcés), impede o crescimento
de Lactobacillus casei, E. coli, P. aeruginosa, E. faecalis, K. pneumoniae e
Lactobacillus curvatus (DANQUAH et al, 2022).

Rodrigues e colaboradores (2020) investigaram a atividade antimicrobiana do
in6culo e de metabdlitos produzidos por Lactobacillus fermentum TcUESCO01 isolado
de fermentagdes espontdneas de cacau originario da regidao da Bahia-BR, contra
Streptococcus mutans UA159. Como resultado, relataram que substancias
sintetizadas, pelo L. fermentum TcUESCO01, possuem grande potencial como agente
antimicrobiano contra S. mutans, exibindo antiaderéncia do biofiime e atividade
bactericida contra células plancténicas da bactéria. Rather et al. (2023) avaliaram o
potencial antimicrobiano de extratos de metabdlitos de Lactobacillus (KAUOQ7,
KAUO0O010, KAUO0021) isolados de leite de camelo e de tdmaras fermentadas, na
Arabia Saudita. O resultado do estudo mostrou que a cepa KAU0021 (isolado de
tdmaras) foi a mais bioativa contra biofilmes mono e polimicrobianos formados por C.
albicans e S. aureus.

Outros estudos recentes verificaram que o] biocomposto
(3-Benzil-hexahidropirrolo[1,2-a]pirazina-1,4-diona) extraido de Exiguobacterium
indicum SJ16 isolada da rizosfera de Cyperus laevigatus, bloqueia a formacao de
biofilme de duas cepas de P. aeruginosa, PAO1 e PAH. Além disso, o composto &
capaz de conter a motilidade e a sintese de fatores de viruléncia e mediadores
responsaveis pela deteccdo de qudérum como piocianina, ramnolipidio, elastase e
protease (SINGH et al., 2019).

3.4.2 Metabdlitos secundarios sintetizados por Actinomicetos
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Investigagbes antarticas evidenciaram resultados positivos de agentes
bioativos antimicrobianos oriundos de Actinobacteria. Foram identificadas, em cepas
de Arthrobacter sp., potencial producdo de compostos ativos contra uma larga gama
de patdogenos humanos incluindo: P. aeruginosa, M. luteus, Acinetobacter johnsonii,
Candida sp., Cryptococcus sp., Listeria spp. e Brochothrix thermosphacta (TOMOVA
et al., 2015). Além disso, Nocardioides sp. (Actinobacteria) obtidos do solo antartico
exibiram atividade antimicrobiana contra S. aureus e B. subtilis. Analises prévias
mostraram que os compostos com bioatividade produzidos por esta linhagem sao
principalmente glicolipidios e/ou lipopeptideos (NUNEZ-MONTERO; BARRIENTOS,
2018).

Ainda nessa perspectiva, isolados de actinobactérias, de solos vulcanicos da
Antartica e outras de espécies marinhas, expressaram atividade inibitdria contra
Salmonella enterica sorotipo Paratyphi e S. enterica sorotipo Enteritidis. De fato,
verificou-se que novas espécies apresentam, ao menos um dos genes
biossintéticos, codificadores de policetideos sintases e o0s peptideos né&o
ribossdmicos sintetases envolvidos na producdo desses metabdlitos secundarios
(UNDABARRENA et al., 2016).

Actinobactérias obtidas de regides na India pouco exploradas, foram
estudadas quanto a sua capacidade antimicrobiana sobre bactérias causadoras de
meningite formadoras de biofilme, na forma de nanoparticulas (NPs). Neste estudo,
realizado por Bano e outros (2023), metabdlitos secundarios isolados de cepas de
Actinomicetos, Microbacterium proteolyticum LA2(R) e Streptomyces rochei LA2(0),
foram utilizados para produgcdo de nanoparticulas de prata (AgNPs). Como
resultado, essas NPs demonstraram atividades antibacteriana e antibiofiime contra
bactérias causadoras de meningite. Além disso, a producéo de biofilmes foi inibida
por essas nanoparticulas em S. pneumoniae, H. influenzae e N. meningitidis em
73%, 71% e 64%, respectivamente.

Xie e colaboradores (2019) identificaram trés cepas, da biblioteca de 185
Actinomicetos (TRM 46200, TRM 41337 e TRM 46814) com inibicdo significativa
contra formagédo de biofiime de S. epidermidis (ATCC 35984 e uma cepa clinica
5-121-2), sem afetar o crescimento de células plancténicas. Além disso, sugeriram
que compostos hidrofilicos, possivelmente peptideos extracelulares ou proteinas
dessas trés cepas, conferem a reducdo do biofime em S. epidermidis. Apos

investigar, descobriram que as proteinas brutas distribuidas no meio, das trés
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linhagens, ndo deterioram apenas exopolissacarideos, mas também DNA
extracelular no biofilme de S. epidermidis.

Estudos constataram ainda, que as condigbes de cultivo influenciaram a
atividade de inibicdo de algumas cepas de actinomicetos, testadas contra formagao
de biofilme de Streptococcus pneumoniae e P. aeruginosa. Os extratos de
actinomiceto solido TB12 isolado de sedimento de lago, mostrou atividade elevada
contra ambas as bactérias patogénicas, enquanto o SW12 (isolado de sedimento de
campo de arroz) exibiu maior atividade apenas contra S. pneumoniae. Os extratos
liquidos das duas linhagens, CW17 e CWO01 (isolados de sedimentos de rio),
apresentaram maior atividade de inibicdo apenas contra S. pneumoniae. Enquanto
isso, o extrato liquido do isolado SWO03 (isolado de sedimento de campo de arroz)
mostrou maior atividade de inibigdo do antibiofilme contra a bactéria Gram-negativa
P. aeruginosa, mas nao contra S. pneumoniae (MICHAEL; WATURANGI, 2023).

Os Actinomicetos endofiticos produzem diversas substancias quimicas com
estruturas  singulares de relevante interesse medicinal, principalmente
antimicrobianos (DANQUAH et al, 2022). Santos e outros (2019) encontraram
resultados positivos em Actinomicetos extraidos de esponjas, que produziram
relevantes metabdlitos com atividade antimicrobiana. Mycobacterium sp. Berg02-79
apresentou atividade antibacteriana contra S. aureus resistente a meticilina. Um
extrato obtido do pigmento metandlico, da espécie marinha Micrococcus sp. MP76
foi relatado como bacteriostatico contra S. aureus, P. aeruginosa e E. coli
(KARBALAEI! et al.,, 2020). Zhang et al. (2020) descreveram um novo e eficaz
composto antibiofilme, maipomicina A (MaiA), que foi isolado dos metabdlitos de
uma rara cepa de Actinomiceto marinho, Kibdelosporangium phytohabitans XY-R10.
Esta substancia exibiu um amplo espectro de atividades antibiofilme contra as
bactérias Gram-negativas A. baumannii e P. aeruginosa.

Streptomyces € um género de Actinobactérias largamente encontrado em
ambientes marinhos. Srinivasan et al. (2021), em uma revisao, investigando os
trabalhos dos ultimos 25 anos, identificaram durante a pesquisa que 148 cepas
foram isoladas e 23 delas com diferentes linhagens de Actinobactérias marinhas,
apresentaram resultado positivo para atividade antibacteriana contra B. subtilis, E.
coli, K. pneumonia e S. aureus. Park et al. (2016) empregaram ensaios de triagem
de alto rendimento (HTS) baseados em fluxo estatico, para rastrear inibidores de

biofilmes de A. baumannii. A pesquisa partiu de uma biblioteca de extratos de
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produtos naturais derivados de microrganismos marinhos. A analise de extratos
derivados de Streptomyces gandocaensis resultou na descoberta de um metabdlito
peptidico denominado cahuitamicina C, com forte atividade contra biofiime.

Outro estudo revelou a eficacia antibacteriana de Streptomyces sp. 1492
contra patogenos bacterianos resistentes a medicamentos como E. faecium, S.
aureus e A. baumannii. Katz e Baltz (2016) averiguaram que as bactérias
representantes do filo Actinobacteria, de ambientes marinhos, possuem a
capacidade de sintetizar cerca de 30 a 50 metabdlitos secundarios, destacando-as
como uma importante fonte de compostos naturais.

Streptomyces também estd, frequentemente, entre os isolados de
Actinomicetos endofiticos. Alguns compostos de importancia biolégica foram
isolados de Streptomyces sp., incluindo munimbicinas (contra Vibrio cholerae), acido
tereftalico (contra S. aureus), cletramicina (contra Cryptococcus neoformans),
capreomicina (contra Micoplasma), saadamicina (contra Campylobacter jejuni),
cacadumicina A e hipericina (ambas contra Shigella sp.) (GOLINSKA et al., 2015;
SINGH et al., 2017).

Recentemente, um trabalho identificou que a substancia bioativa, juglomicina
A, sintetizada por Streptomyces achromogenes E91CS4 endodfito de C. sativus,
previne a formacado de biofiime em E. coli impedindo sua motilidade e inibe seu
mensageiro de adesdo gene fimH. Além disso, juglomicina A também bloqueia o
crescimento de outras bactérias como Shigella dysenteriae, Pseudomonas
fluorescens, Streptococcus pyogenes, S. aureus, Staphylococcus warningeri e
Clostridium pasteurianum (AHMAD et al., 2020).

Singh e Dubey (2020) identificaram uma nova linhagem de Actinobactéria
endofitica (Streptomyces californicus cepa ADR1) isolada da planta Datura metel,
que produziu metabdlitos secundarios com potentes atividades antimicrobianas. Os
compostos inibiram a formagao de biofilme pelas cepas de S. aureus e MRSA. Os
policetideos de piranonaftoquinona (PNQ) sdo uma subclasse de policetideos
bacterianos (oriundos de Streptomyces) tipo Il que se apresentam com resultados
bem sucedidos, como antimicrobianos.

Kemung e outros (2020) relataram um extrato metandlico de Streptomyces sp.
cepa MUSC 125 de solo de mangue na Malasia com atividades antibiofiime e
antioxidante contra S. aureus resistente a meticilina (MRSA). Oja et al. (2015)

avaliaram o potencial de alnumicinas, recentemente isoladas de Streptomyces albus,
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e outros policetideos de piranonaftoquinona (PNQ) estreitamente relacionados
contra biofilmes de S. aureus. Constatou-se que a granaticina B (policetideo) e a
alnumicina D sdo quase igualmente ativas contra células de biofilme de S. aureus
ATCC 25923.

Outro estudo, realizado por Bano et al. (2022), avaliou a bioatividade de
metabdlitos secundarios sintetizados por Actinobactérias isoladas do solo rizosférico
de Rauwolfia serpentina, quanto a sua atividade antimicrobiana e antibiofiime. Entre
as 29 coldnias bacterianas isoladas apenas uma se destacou como um novo
isolado, Microbacterium LA2(R). O tratamento com o composto diminuiu a formagao
de biofilme em 70%—-80% contra cepas patogénicas (E. coli, S. aureus, K.
pneumoniae e Salmonella abony).

Michael e Waturangi (2023) cultivaram bactérias endofiticas, cepas de Vibrio
cholerae e actinomicetos em meio liquido e sdélido, e utilizaram os extratos de ambas
as condicdes e compararam as atividades antibiofime dos compostos, contra
diversas bactérias patogénicas. No geral, isolados de bactérias endofiticas e cepas
de V. cholerae mostraram maior atividade de inibicdo contra Vibrio
parahaemolyticus, P. aeruginosa, E. faecalis, V. cholerae e E. coli enterotoxigénica,

quando incubados em cultura liquida.

3.4.3 Metabdlitos secundarios sintetizados por Proteobactérias

Diversas selecbdes para metabdlitos secundarios identificaram que 14 de 57,
das espécies do filo Proteobacteria, isoladas de solos antarticos, produzem um
extrato bruto extracelular que é fortemente bioativo contra S. aureus (DANILOVICH
et al., 2018). Cepas do género Pseudoalteromonas, do ambiente antartico, exibiram
atividade contra Escherichia coli e Proteus mirabilis inibindo seu crescimento
principalmente devido a sintese de numerosos compostos volateis. Ainda neste
estudo, os autores descreveram uma producdo de formacdo dos agentes
antimicrobianos volateis (ndo estimulada pela presenca de cepas alvo) indicando
que a sintese dessas moléculas € uma propriedade comum para as espécies
antarticas. Além disso, Pseudoalteromonas haloplanktis TAC125 gera uma
substancia sacaridica que exibe atividade especifica, contra a formagao de biofiimes
de cepas de Staphylococcus epidermidis isoladas de catéteres infectados
(NUNEZ-MONTERO; BARRIENTOS, 2018).
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O género Pseudoalteromonas € largamente encontrado no ambiente marinho.
Estas bactérias Gram-negativas sdo conhecidas por sintetizar uma variedade de
compostos com potencial biotecnoldgico, incluindo moléculas antibiofilme. A bactéria
marinha antartica, Pseudoalteromonas haloplanktis TAC125, quando cultivada com
um estilo de vida séssil, exibiu forte inibigdo na adesdo de S. epidermidis.
Recentemente, uma molécula antibiofilme produzida por Pseudoalteromonas
ruthenica KLPp3 foi identificada como pertencente a familia dicetopiperazina. Esta
molécula e a alginato liase purificada (AlyP1400) sintetizada por Pseudoalteromonas
sp. 1400 cessaram o desenvolvimento de biofilmes estabelecidos por P. aeruginosa
(DOGHRI et al., 2020).

Os ramnolipideos sao biossurfactantes anibnicos conhecidos, normalmente
produzidos por algumas cepas de Pseudomonas e Burkhloderia. Esses elementos
apresentam um amplo espectro de bioatividades incluindo atividades contra
microrganismos, biofilme, tumores e stress oxidativo. Giugliano e colaboradores
(2021) identificaram um Ramnolipidio (M15RL), sintetizado pela bactéria antartica
Pseudomonas gessardii M15, recentemente descoberto com alta atividade antiviral
contra as familias Coronaviridae e Herpesviridae, inclusive contra o coronavirus 2 da
sindrome respiratéria aguda grave (SARS-CoV-2). Demais estudos relataram
moléculas antibidticas, entre cepas distintas de Pseudoalteromonas sp. de
ambientes marinhos, incluindo biomoléculas contra patdgenos resistentes a
meticilina e grupos genéticos associados a produgédo e regulagdo de produtos
antimicrobianos (MAIDA et al, 2015).

Michael e Waturangi (2023) cultivaram bactérias endofiticas, cepas de Vibrio
cholerae e actinomicetos em meio liquido e sdélido, e utilizaram os extratos de ambas
as condigcdes e compararam as atividades antibiofiime dos compostos, contra
diversas bactérias patogénicas. No geral, isolados de bactérias endofiticas e cepas
de V. cholerae mostraram maior atividade de inibicdo contra Vibrio
parahaemolyticus, P. aeruginosa, E. faecalis, V. cholerae e E. coli enterotoxigénica,
quando incubados em cultura liquida.

Um estudo na China verificou a capacidade de bactérias marinhas inibidoras
de deteccdo de quorum (QSI), como um meio de controlar a formagao de biofilmes.
Em torno de 200 cepas foram isoladas do coral (Pocillopora damicornis) e
rastreadas quanto ao seu potencial de inibir a detecgdo de quorum (QS). Como

resultado, apenas o extrato de uma tipica bactéria simbidtica de coral, H12- Vibrio



43

alginolyticus, se destacou impedindo a formagao de biofilme de P. aeruginosa PAO1.
Além disso, os metabdlitos secundarios de V. alginolyticus inibiram os fenétipos de
viruléncia da PAO1 ao regular negativamente a capacidade de motilidade, a
atividade da elastase e a producdo de ramnolipideos. Analises de espectrometria
apontaram que o potencial composto bioativo envolvido seria o isotiocianato de
rodamina (SONG et al., 2018).

3.4.4 Metabdlitos secundarios sintetizados por outros filos

Uma diversidade de cianobactérias, na Antartida e outros ambientes polares,
foi relatada por alguns autores, frisando que a busca por agentes antimicrobianos,
de bactérias antarticas, possuem um futuro promissor. Algumas cepas
desconhecidas e ndo cultivadas de cianobactérias com atividade antibiotica foram
encontradas através do gene 16S ribossomal RNA (76S rRNA). Do total de 48
isolados 35% das cepas apresentaram atividade contra S. aureus, ou aos fungos
Aspergillus fumigatus e Cryptococcus neoformans, usando acetato de etila e
extratos brutos de metanol. Bioatividade contra Mycobacterium tuberculosis, S.
aureus, Salmonella typhi, P. aeruginosa, Enterobacter aerogenes e espécies
multirresistentes de E. coli também foi relatada sobre os extratos destas linhagens
(NUNEZ-MONTERO; BARRIENTOS, 2018).

Além disso, uma cepa de Pedobacter sp., um membro do filo Bacteroidetes,
foi relatada como produtora de compostos capazes de inibir patégenos humanos (E.
coli, S. enterica, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae e B. cereus).
Notavelmente, em uma triagem de grande rendimento para bioatividade antibi6tica,
675 cepas foram isoladas de esteiras bentdnicas, em regides antarticas diferentes e
18% foram ativas contra pelo menos um dos patdégenos (S. aureus, Enterococcus
faecium e E. coli). Algumas das bactérias ativas pertenciam aos filos Actinobacteria
e Proteobacteria (NUNEZ-MONTERO; BARRIENTOS, 2018).
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O texto completo do capitulo 1, que no texto completo da dissertacao
defendida ocupa o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 47 — 75, foi
suprimido por tratar-se de manuscrito em preparacédo para publicacdo em periddico
cientifico.

Aborda a busca de compostos ativos produzidos a partir de microrganismos
isolados do ambiente antartico, contra biofiimes de bactérias patogénicas, das
espécies Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Staphylococcus aureus ATCC
6538. A metodologia utilizada consistiu no cultivo destas bactérias para obter o
sobrenadante para posterior extracao liquido/liquido. Ensaios foram realizados para
quantificar o crescimento bacteriano e a inibicdo da formagdo de biofiime. As
amostras mais ativas foram particionadas em extracdo em fase sodlida para
identificacdo quimica e estrutural das moléculas. O teste de toxicidade em
invertebrados foi realizado com as fragcdes particionadas mais ativas contra ambas

as bactérias patogénicas.
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O texto completo do capitulo 2, que no texto completo da dissertacao
defendida ocupa o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 79 — 103, foi
suprimido por tratar-se de manuscrito em preparagdo para submissdao em periodico
cientifico.

Consta a busca de compostos com atividade antibiofiime de metabdlitos
secundarios produzidos por duas cepas bacterianas isoladas de planta carnivora do
género Drosera, contra Staphylococcus aureus ATCC 6538. A metodologia utilizada
consistiu no cultivo destas duas cepas de bactérias e a partir do sobrenadante foram
obtidos os extratos brutos por extragao liquido/liquido e particionados por extracao
em fase solida. Ensaios foram realizados para quantificar o crescimento bacteriano e
a inibicdo da formacgao de biofilme. Analise de sequenciamento do gene 716S rRNA
foi utilizada para identificar as cepas produtoras de metabdlitos bioativos. A analise
in silico revelou o tipo de moléculas envolvidas na sintese de compostos com
atividade antibiofilme. O teste de toxicidade em modelo larval de G. mellonella foi

realizado com as fragdes particionadas mais ativas contra biofilme de S. aureus.
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Neste trabalho, a atencio foi focada em moléculas antibiofilme produzidas por
bactérias adaptadas ao frio e associadas simbioticamente a plantas, uma vez que
representam um reservatério de biodiversidade e uma fonte pouco explorada com
potencial de moléculas capazes de inibir a formagao de biofilmes patogénicos (P.
aeruginosa e S. aureus).

O biofilme é um fator importante nos processos infecciosos de S. aureus e P.
aeruginosa, mas a composicdo da matriz e as moléculas envolvidas nas fases de
fixagdo, maturagdo e desprendimento, nessas duas espécies bacterianas sao bem
distintos (JOO & OTTO, 2012). A cepa de Staphylococcus utilizada neste trabalho foi
escolhida com base em diferentes caracteristicas. Em particular, S. aureus ATCC
6538 é uma cepa de referéncia para testes antimicrobianos, assim como, para P,
aeruginosa usamos a cepa de referéncia ATCC 27853, a qual também & um isolado
padrao comum usado em testes de suscetibilidade e controle de qualidade.

As diferengcas relatadas, em estudos anteriores, nas caracteristicas de
formacdo do biofiime, dos dois patdgenos, como a presenga de distintos
polissacarideos, proteinas, lipidios e endotoxinas (em especial as Gram-negativas)
podem explicar a divergéncia na capacidade dos extratos em prevenir a formagao do
biofime (AL-WRAFY et al.,, 2017; PAHARIK & HORSWILL, 2016; SEDARAT &
ROBINSON, 2022). E interessante frisar que foram consideradas todas as fracdes
ativas, cujos extratos se mostraram nao biocidas e com atividade contra a formagao
do biofilme.

O aumento da formagéo de biofilme apds o tratamento com alguns extratos
fracionados é um resultado intrigante. Isso mantém a ideia da produgdo de
substancias bacterianas capazes de regular a formagao de biofilmes inter e intra
espécies, em diferentes nichos ambientais. A identificagdo dessas moléculas
responsaveis por esses mecanismos, pode ser interessante e também abrir novas
perspectivas para o controle da formacgéao do biofilme bacteriano.

A investigacao de novos habitats e ambientes incomuns, se tornou uma fonte
importante para a descoberta de novos metabdlitos bacterianos com atividade
antimicrobiana. Os extratos mais ativos foram fracionados e as fragcbes resultantes
foram testadas para avaliar a atividade contra formacao. A avaliagdo dos extratos
das cepas mais promissoras revelou que a diferente composicdo quimica das
fragbes associada as diferentes caracteristicas das duas espécies patogénicas

testadas, poderiam explicar os resultados relatados.
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O fracionamento dos extratos obtidos das cepas de diferentes ambientes,
BCP-320 e N52R1, revelou que as fracbes obtidas foram capazes de afetar a
formagao do biofilme de S. aureus. A atengao estava voltada para o extrato de B.
siamensis N52R1, desde que esta amostra afetou de forma eficiente a formagao de
biofilme contra P. aeruginosa. Esse foco esta relacionado com a complexidade deste
patdbgeno em responder aos antimicrobianos, atualmente, disponiveis para terapia.
Além disso, a dificuldade de encontrar novas moléculas com atividade
antimicrobiana contra P. aeruginosa, aumentou nosso interesse por esta cepa da
Antartica.

A analise por MS revelou a presencga de lipopeptideos (LP) como surfactina,
pumilacidina e plipastatina em B. siamensis N52R1. Enquanto a analise gendmica
detectou os compostos fengicina, bacillibactina, paeninodina, marthiapeptideo A e
petrobactina em B. mobilis BCP-320. Esses achados estdo de acordo com as
substancias obtidas para outras espécies do género Bacillus, isoladas de diversos
ambientes.

Sao poucos os relatos de lipopeptideos isolados de bactérias adaptadas ao
frio. Pseudomonas fluorescens BDS5, uma bactéria isolada do arquipélago de
Svalbard, produz um lipopeptideo ciclico denominado pseudofactina. Essa
substancia apresenta boa atividade emulsificante e com atividade antiadesiva contra
diversos microrganismos patogénicos (E. coli, E. faecalis, E. hirae, S. epidermidis, P.
mirabilis e C. albicans). Outra bactéria adaptada ao frio, capaz de sintetizar
lipopeptideos é a espécie B. amyloliquefaciens Pc3 isolada de agua marinha da
Antartida (DING et al., 2018; JANEK et al., 2012; JEMIL et al., 2017).

Embora na literatura existam raras publicacbes sobre lipopeptideos de
bactérias polares, diversos relatos descrevem o potencial dessas moléculas em
eliminar bactérias patogénicas. Surpreendentemente, muitos lipopeptideos sao
ativos contra S. aureus como a daptomicina, um lipopeptideo ciclico que foi
aprovado como antibidtico pelo FDA dos EUA, em 2003, para o tratamento de
infecgdes de pele complicada; e a brevibacilina, um lipopeptideo produzido por uma
cepa de Brevibacillus laterosporus exibindo atividade antimicrobiana contra S.
aureus (BALTZ, 2007; YANG et al., 2016).

Os microrganismos associados a plantas sdo conhecidos pela capacidade de
sintetizar alguns compostos quimicos semelhantes aos encontrados em extratos de

plantas medicinais, provavelmente como uma adaptacdo ao microambiente do
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hospedeiro (MARTINEZ et al., 2017). A analise do genoma de B. mobilis BCP-320,
epifito de Drosera, apresentou algumas caracteristicas genéticas interessantes,
fornecendo informagbes sobre seu potencial quimico como produtor de
antimicrobianos.

A analise das sequéncias do gene 716S rRNA permitiu esclarecer a posigéao
taxonémica dos isolados, BCP-320 e BCP-514, identificados como B. mobilis e B.
subtilis subsp. subtilis. A avaliagdo dos aglomerados génicos biossintéticos de
metabdlitos secundarios revelou algumas substancias que podem estar envolvidas
na bioatividade detectada em nosso estudo. No genoma de BCP-320 foi identificado
um cluster de genes biossintéticos de peptideos de lago responsavel pela produgao
de paeninodina. Os peptideos de lago sdo uma classe de peptideos sintetizados
ribossomalmente e modificados pds-traducionalmente (RiPPs) conhecidos por suas
atividades antimicrobianas e antivirais (HEGEMANN, et al., 2015).

Além disso, o genoma de B. mobilis BCP-320 contém 3 clusters de peptideo
sintase nao ribossémica (fengicina, bacillibactina e marthiapeptideo A), assim como,
abriga também um sideréforo (petrobactina). Essas moléculas sao descritas por
desenvolverem uma forte atividade antifungica e antimicrobiana capaz de contrastar
o crescimento de microrganismos humanos, vegetais e patogénicos (SEMENZATO
et al., 2022).

Os compostos identificados podem estar envolvidos na atividade inibidora da
formagao de biofilme dos dois patdégenos oportunistas (S. aureus e P. aeruginosa).
Dessa forma, € importante ressaltar que nos ensaios in vivo os resultados
demonstraram que a dose testada a 100 mg/kg, referente aos extratos fracionados
de N52R1 (hexanico) e BCP-320, atingiram o valor de DL50 somente para uma das
fragbes testadas. Nesse sentido, esses metabdlitos detectados n&o exibiram risco de

toxicidade e apresentam grande potencial como agentes antimicrobianos.
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O presente trabalho teve como objetivo buscar compostos ativos contra
formacgado de biofilmes das espécies patogénicas, S. aureus e P. aeruginosa. Para
isso, compostos de microrganismos de diferentes origens foram avaliados. A triagem
dos metabdlitos produzidos por bactérias isoladas da Antartica e associadas a
plantas carnivoras, exibiram ser uma fonte com grande potencial para se detectar
moléculas com atividade antiformacao de biofilme.

Trés cepas apresentaram atividade contra formacao de biofilme de S. aureus,
enquanto apenas uma cepa foi bem sucedida em inibir a formagao de biofilme de P.
aeruginosa. As cepas de BCP-320, BCP-514 e N52R1 foram identificadas por
sequenciamento do gene 16S rRNA como membros do género Bacillus (B. mobilis,
B. subtilis e B. siamensis, respectivamente).

Os extratos brutos das 3 cepas foram fracionados e as fragdes mais ativas
foram encaminhadas para a caracterizagao desses metabdlitos. A espectrometria de
massa realizada em B. siamensis, assim como, o sequenciamento do genoma de B.
mobilis sugerem a presenga de compostos ativos pequenos como lipopeptideos,
peptideos e siderdéforos.

Além disso, apenas uma fragdo de B. siamensis exibiu toxicidade (DL50) para
a concentracédo de 100 mg/kg, em larvas de G. mellonella. Em conclusao, o objetivo
geral deste estudo foi alcangado e evidencia a relevancia da triagem microrganismos
de diferentes ambientes, para a deteccdo de metabdlitos secundarios ativos e
inibidores da formacao de biofilmes patogénicos.

Essas caracteristicas se tornam promissoras para a utilizagdo destas
moléculas combinadas com antibioticos, o que pode ser um proximo passo a ser
avaliado. Outras perspectivas interessantes seriam a investigacdo de atividade
contra patogenos clinicos multirresistentes formadores de biofilme, e a protegao

contra infeccdo em modelo de G. mellonella.
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