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RESUMO

Pigmentos naturais produzidos por micro-organismos apresentam vantagens
gue os tornam importantes substitutos aos pigmentos sintéticos, os quais sao
relacionados a maleficios a saude. Actinobactérias compdem um grupo de micro-
organismos reconhecido pela producéo de metabdlitos secundarios de interesse,
e pela diversidade de suas colbnias. Neste estudo, foi realizada a identificagao
do micro-organismo Streptomyces sp. UFPEDA 3134, seguido da investigacao
da producao de pigmentos, caracterizacdo quimica deste e avaliagcdo do seu
potencial biotecnolégico. O micro-organismo foi identificado por técnicas
bioquimicas, fisiologicas e genéticas, e a producdo de pigmentos realizada em
ensaios fermentativos utilizando caldo ISP-2. O pigmento produzido foi
caracterizado quimicamente e avaliado quanto a estabilidade térmica e ao pH,
atividade antimicrobiana, toxicidade aguda, citotoxicidade e genotoxidade. A
actinobactéria foi identificada como Streptomyces hiroshimensis UFPEDA 3134,
produtora do pigmento vermelho caracterizado como estreptorrubina B em
cultivo submerso sob agitacéo (150 rpm) e estético. O pigmento apresenta pico
de absorcdo maxima em ~530 nm, estabilidade térmica (50°C - 98°C) e
sensibilidade a variacdes de pH (2 a 11) com eventos de degradacédo térmica a
119,5°C e 276°C nas Analises Termogravimetricas (TGA). Foi verificada
atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus MRSA em 125 ug/mL e
250 png/mL e baixa de toxicidade nos modelos Caenorhabditis elegans, Galleria
mellonella (5 mg/mL e 2 mg/mL) e Biomphalaria glabrata. No ensaio de
genotoxicidade nao foram verificados danos ao DNA em concentragdes < 0,1
mg/mL, contudo, alteragBes genéticas em concentracdes superiores sugerem
seu efeito dose dependente. Dessa forma, estreptorrubina B produzida por S.
hiroshimensis UFPEDA 3134 apresenta potencial para utilizacdo biotecnolégica
em diversos setores e aplicacfes, incluindo indlstrias téxteis, alimenticias,
farmacéuticas e de cosméticos. Podendo ainda, ter suas propriedades
exploradas para a incorporagdo em materiais bioativos, como por exemplo,

hidrogéis, filmes inteligentes e bionanocompositos.

Palavras-chave: Biopigmentos. Actinobactéria. Estabilidade. Bioatividade.



ABSTRACT

Natural pigments produced by microorganisms have advantages that make them
important substitutes for synthetic pigments, which have been linked to health
problems. Actinobacteria are a group of microorganisms recognized for the production
of secondary metabolites of interest and for the diversity of their colonies. In this study,
the microorganism Streptomyces sp. UFPEDA 3134 was identified, followed by an
investigation into pigment production, chemical characterization and an assessment of
biotechnological potential. The microorganism was identified using biochemical,
physiological and genetic techniques, and pigment production was carried out in
fermentation trials using ISP-2 broth. The pigment produced was chemically
characterized and evaluated for thermal and pH stability, antimicrobial activity, acute
toxicity, cytotoxicity and genotoxicity. The actinobacterium was identified as
Streptomyces hiroshimensis UFPEDA 3134, producer of the red pigment
characterized as streptorrubin B in submerged culture under agitation (150 rpm) and
static culture. The pigment has a maximum absorption peak at ~530 nm, thermal
stability (50°C - 98°C) and sensitivity to pH variations (2 to 11) with thermal degradation
events at 119.5°C and 276°C in Thermogravimetric Analyses (TGA). Antimicrobial
activity was verified against Staphylococcus aureus MRSA at 125 pug/mL and 250
png/mL and low toxicity in Caenorhabditis elegans, Galleria mellonella (5 mg/mL and 2
mg/mL) and Biomphalaria glabrata models. In genotoxicity test, no DNA damage was
found at concentrations < 0.1 mg/mL, however, genetic alterations at higher
concentrations suggest dose-dependent effect. Thus, streptorubin B produced by S.
hiroshimensis UFPEDA 3134 has potential for biotechnological use in various sectors
and applications, including textile, food, pharmaceutical and cosmetics industries. Its
properties could also be explored for incorporation into bioactive materials, such as
hydrogels, smart films and bionanocomposites.

Keywords: Biopigments. Actinobacteria. Stability. Biological activity.
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1. INTRODUCAO

Pigmentos sdo moléculas amplamente utilizadas para conferir cor a materiais
nos mais diversos setores das industrias téxteis, alimenticia e de cosméticos (Rana et
al., 2021; Kramar & Kostic, 2022; Agarwal et al., 2023). Estas biomoléculas integram
e fascinam o cotidiano humano ha milhares de anos, influenciando diretamente o
consumo de produtos e a forma como os seres humanos interagem e interpretam o
ambiente em que se inserem (Soliman et al., 2024).

O mercado de corantes e pigmentos movimenta bilhdes de dolares todos os
anos, apresentando elevada projecdo de mercado devido a suas propriedades. De
acordo com relatorio da Markets e Markets, 0 mercado de pigmentos naturais deve
crescer de US$ 4,4 bilhdes em 2024 para US$ 6,0 bilhbes em 2029, a uma Taxa de
Crescimento Anual (CAGR) de 6,5%. (https://www.marketsandmarkets.com/Market-
Reports/natural-dyes-market-78173284.html).

Pigmentos de origem natural vem ganhando cada vez mais adeptos nos ultimos
anos devido a sua elevada capacidade colorante, diversidade de cores e atividades
bioativas associadas. Geralmente ndo alérgenos, atdoxicos, ndo cancerigenos e
biodegradaveis, 0s pigmentos naturais costumam apresentar potencial antioxidante,
antibacteriano, antiviral e anticancerigeno com elevado potencial para o
desenvolvimento de produtos de interesse (Maurya et al., 2024). Estes compostos
tem despertado o interesse de pesquisadores em todo o mundo e conquistado espago
no mercado consumidor como substitutos aos corantes sintéticos, comumente
associados a danos a saude humana, como alergias e tumores (Ali et al., 2022; Mufioz
et al., 2022) e ao meio ambiente, devido a baixa degradacdo e elevada taxa de
acumulacdo em superficies, fatores que motivaram a proibicdo de alguns destes
compostos em determinados paises (Aman Mohammadi et al., 2021; Afroz Toma et
al., 2023).

Os micro-organismos representam a fonte mais vantajosa para obtencdo de
biopigmentos devido a estabilidade, o ndo condicionamento a variagdes sazonais, alto
rendimento, custo-beneficio e facil obtencdo (Sarmiento-Tovar et al., 2022). Dessa
forma muitas bactérias tém sido reportadas na literatura como fontes promissoras para
producao de pigmentos, incluindo actinobactérias (Bhakyashree e Kannabiran, 2020).

Actinobactérias sdo micro-organismos amplamente reconhecidos na literatura

por sua eficiéncia na producdo de metabdlitos secundérios de utilizacdo comercial,
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em especial o género Streptomyces, responsavel pela producdo de cerca de 80% dos
metabolitos microbianos conhecidos, incluindo antibiéticos (Bhakyashree &
Kannabiran, 2020). A variedade de compostos produzidos por este grupo de micro-
organismos, bem como a diversidade de colora¢cdes observadas em suas colonias
(coloracéo vermelha, rosa, laranja, marrom e branca, por exemplo) (Goodfellow, 2012)
o torna fonte potencial para a obtencédo de biopigmentos (Ding et al., 2019; Song et
al., 2021).

Dentre as actinobactérias, a espécie Streptomyces hiroshimensis é fonte
produtora de compostos importantes como pigmentos melanoides, antibibticos e
antitumorais, configurando alternativa a obtencdo de pigmentos bacterianos com
potenciais aplicagbes de mercado, como as prodigininas.

As prodigininas compde uma ampla classe de pigmentos vermelhos, os quais
tem demonstrado numerosas aplicagcbes devido a sua diversidade estrutural e
propriedades como agentes antioxidantes e antimicrobianas, por exemplo, sendo
fortes candidatos as industrias nutracéutica, farmacoldgica e de corantes alimentares
(Qin et al., 2023). Essa classe de pigmentos possui representantes importantes, como
a estreptorrubina B, uma prodiginina ciclica considerada promissora para o tratamento
de neoplasias e aplicacbes comerciais (Han et al., 2024; Weber et al., 2023; Sheefaa
& Sivaperumal, 2022).

Diante do exposto esta pesquisa tem por objetivo investigar o potencial
biotecnoldgico do pigmento produzido por Streptomyces sp. UFPEDA 3134, realizar a
caracterizacdo quimica deste e investigar propriedades a fim de identificar possiveis

aplicacdes biotecnolégicas.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Obter, caracterizar quimicamente e avaliar o potencial biotecnolégico do

pigmento natural produzido por Streptomyces sp. UFPEDA 3134.

2.2 ESPECIFICOS

e FElaborar um artigo de revisdo sobre pigmentos microbianos e suas
aplicacoes;

e Realizar a identificagdo taxon6mica do micro-organismo;

e Produzir pigmento natural utilizando Streptomyces sp. UFPEDA 3134;

e Caracterizar quimicamente o pigmento produzido pelo micro-organismo;

e Investigar a estabilidade do pigmento a parametros fisico-quimicos;

e Verificar a atividade antimicrobiana do pigmento natural;

e Verificar a toxicidade aguda do pigmento natural in vivo;

e Avaliar a citotoxicidade do pigmento;

e Avaliar a genotoxicidade do pigmento;
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 PIGMENTOS

Pigmentos séao substancias que absorvem diferentes comprimentos de ondas,
apresentam cores variadas e sao utilizados para conferir ou intensificar a cor de
materiais, sendo amplamente empregados em diversos setores industriais (Han et al.,
2021; Paillie-Jiménez, Stincone & Brandelli, 2020) e relacionados a aceitacao de
produtos sendo indicadores de qualidade, por exemplo (Agarwal et al., 2023).

A utilizagdo de pigmentos de origem natural vem ganhando cada vez mais
adeptos a medida que os danos a saude humana, como alergias e tumores (Ali et al.,
2022; Mufoz et al., 2022), vem sendo associados a utilizacdo dos tradicionais
pigmentos sintéticos.

A busca de substancias colorantes € uma pratica frequente e histérica da
humanidade. Corantes e pigmentos séo utilizados desde o surgimento da civilizacao
humana pelos antigos egipcios, indianos, romenos e gregos (Yadav et al., 2023). Os
povos indigenas, por exemplo, utilizam do corante natural urucum para pintar seus
corpos em rituais culturais e aristocratas utilizavam legumes e sementes com
tonalidades vermelhas para tingir suas roupas (de Oliveira, 2022).

Compostos de estruturas variaveis, os pigmentos podem ser classificados
guanto a sua natureza em sintéticos e naturais (biopigmentos). Os pigmentos naturais
obtidos a partir de insetos, vegetais e minerais foram as principais fontes de extracao
de pigmentos desde as primeiras civilizagdes (Rajendran, Somasundaram & Dufossé,
2023).

Corantes e pigmentos sdo componentes quimicos capazes de conferir cor a
materiais e objetos, com base na interacdo entre a matéria e a substancia colorante
(Agarwal et al., 2023). Contudo, embora sejam tratados muitas vezes como sinbnimos,
estes possuem comportamento quimico diferente. Os corantes sdo substancias
soluveis ou que se dissolvem no processo de aplicacdo e atribuem cor por absorcao
seletiva da luz, enquanto os pigmentos sao particulas solidas, coloridas ou incolores,
organicas ou inorganicas, geralmente insolGveis e que ndo interagem com o veiculo
ou 0 meio em que sao incorporadas (Yadav et al., 2023).

Os pigmentos podem ser obtidos de fontes orgéanicas (vegetais, fungos, liquens
e bactérias) ou inorganicas (como alguns minerais). Na atualidade, alguns pigmentos

organicos sao produzidos sinteticamente, mas até o século XIX eram obtidos de fontes
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naturais. O primeiro pigmento organico sintético comercialmente bem-sucedido, a
mauveina (derivada da anilina), foi descoberto em 1856 por William Henry Perkin
(Holme, 2006). A descoberta e sintese da mauveina iniciou a era dos pigmentos
sintéticos e abriu as portas para o desenvolvimento de centenas de corantes e
pigmentos, reduzindo drasticamente o uso de compostos naturais (Rather et al.,
2023). Com o passar dos anos e 0 aprimoramento da sintese quimica, corantes e
pigmentos azo (-N=N-), disponibilizaram para a industria um amplo espectro de cores
e tonalidades (Rather et al., 2023).

Os pigmentos sintéticos dominaram o mercado mundial por muito tempo,
estando presente em alimentos, cosméticos, tecidos e medicamentos, devido ao baixo
custo de producéo, estabilidade quimica e maior variedade de tonalidades (Singh et
al., 2023; Rather et al., 2023). Contudo estas moléculas tém sido fortemente
correlacionadas a efeitos nocivos a saude, como alergias, tumores, déficit de atencao
e hiperatividade e danos ao meio ambiente, como contaminante de efluentes e solos
(Ali et al., 2022; Mufioz et al., 2022) sendo considerados compostos n&o
biodegradaveis e ndo sustentaveis, representando um desafio para o descarte seguro
dos produtos oriundos da sua fabricagdo (Ramesh et al., 2019; Paillié-Jiménez,
Stincone & Brandelli, 2020). Esses eventos, bem como a mudanca de perfil do
mercado consumidor, tém demandado a busca por produtos que empreguem apenas
compostos de origem natural, minimizando danos a saude humana e ao ambiente.
Dessa forma observa-se um crescente interesse na busca de fontes alternativas
produtoras de pigmentos naturais, a fim de suprir as demandas industriais e
ambientais do século.

Plantas e micro-organismos sdo considerados as principais fontes para
obtencdo de pigmentos naturais devido a acumulacdo de altas concentracdes de
moléculas pigmentadas em suas membranas celulares e granulos citoplasméticos que
possibilita maior eficAcia na extracdo e purificagdo para aplicacdo em processos
industriais (Paul et al., 2020). Contudo, a independéncia da sazonalidade e do clima,
bem como a possibilidade de alteracdo nos parametros de crescimento microbiano e
composicdo do meio de cultivo para otimizacdo da producdo e possibilidade de
elucidacdo dos mecanismos de biossintese, tornam os pigmentos bacterianos mais
vantajosos frente aos pigmentos vegetais (Palillie-Jiménez, Stincone, & Brandelli,
2020). Além disso, a producéao e extracao de pigmentos a partir de micro-organismos

aparenta ter efeito zero ou insignificante na biodiversidade e no meio-ambiente (Rana
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et al., 2021).

Os biopigmentos microbianos apresentam distingdes em sua composicao
guimica, funcionalidades e ocorréncia, pertencendo a diferentes categorias como
derivados de flavonoides, carotenoides, pirréis, prodigininas (Rana et al., 2021),
antocianinas, melaninas, riboflavina, violaceina, astaxantina e ficocianina (Nawaz et
al., 2020; Rana et al., 2021; Kramar & Kostic, 2022; Singh et al., 2023). Varios desses
pigmentos sdo bioativos e podem apresentar propriedades antioxidantes,
antimicrobianas, antifungicas, antivirais e antitumorais, podendo ser utilizados em
medicamentos, cosmeéticos e alimentos (Rajendran, Somasundaram e Dufosse, 2023;
Singh et al., 2023).

Nesse contexto, a obtencdo de novas fontes de biopigmentos, especial
produzidos por actinobactérias, representa uma alternativa importante ao

desenvolvimento de compostos colorantes dotados de atividades bioativas.

3.1.1 Pigmentos na industria alimenticia

Na industria alimenticia, a cor desempenha papel importante, estando
associada a impressao obtida pelo consumidor a respeito de parametros como frescor,
sabor, qualidade e valor nutricional (Rana et al., 2021; Singh et al., 2023) influenciando
na aceitacdo dos alimentos (Ghosh et al., 2022). Do mesmo modo, a modificacéo da
cor por processos de decomposi¢do sugere que o alimento esta impréprio para o
consumo. Substancias colorantes séo utilizadas para restaurar, potencializar ou
manter a uniformidade, de produtos industrializados ou naturais (Silva et al., 2022) os
guais séo geralmente instaveis e sofrem modificac6es durante o processamento.

Pigmentos e corantes vermelhos, em particular, sdo os mais utilizados na
indastria alimenticia e apresenta a capacidade de potencializar os efeitos positivos na
dieta (Fernandez-Lépez et al., 2020), sendo associado ao frescor, sabor e qualidade
dos alimentos.

No mercado de alimentos, a utilizacdo de pigmentos naturais em substituicdo
aos sintéticos tem ocorrido de forma gradativa, impulsionada pela mudanca no padréo
de consumo e combinada as vantagens associadas a estas moléculas, como
diversidade de cores, propriedades fisico-quimicas e bioativas, que ampliam as suas
possibilidades de aplicacdo (Paillie-Jiménez, Stincone & Brandelli, 2020). Pigmentos

produzidos por fungos, bactérias, actinobactérias e microalgas tem sido considerado
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como fontes potenciais para a aplicacdo alimentar constituindo alvos importantes de
pesquisas, objetivando a extracdo destas moléculas (Ramesh et al., 2019; Rather et
al., 2022). Entre os pigmentos naturais extraidos de micro-organismos a riboflavina,
betacaroteno, melanina, violaceina e astaxantina constituem algumas das classes que
mais se destacam na industria alimenticia (Sen, Barrow & Deshmuk, 2019; Rana et
al., 2021). Devido a intensa propriedade corante, pigmentos como 0s carotendides,
vermelho-alaranjado séo utilizados para atribuir cor a alimentos como doces (bolos e
sorvetes), bebidas ndo alcodlicas, queijos, entre outros (Singh & Sambyal, 2022). O
B-caroteno extraido do fungo filamentoso Blakeslea trispora foi o primeiro pigmento
natural autorizado, em 1995, pela Unido Europeia a ser utilizado como aditivo
alimentar (Papadaki & Mantzouridou, 2021), desde entdo, varios pigmentos naturais
comecaram a ser utilizados para esta finalidade como, por exemplo a astaxantina
(obtida de Paracoccus carotinifaciens e Xanthophyllomyces dendrorhous), a
riboflavina (extraida do fungo Ashbya gossypii), o licopeno, B-caroteno (obtidos de
Blakeslea trispora e Dunaliella salina) ficocianina obtida da micro-alga Arthrospira
platensis (Mohammadi et al., 2021) pigmentos de Monascus sp., € as prodigininas,
em especial a prodigiosina, extraida de diferentes micro-organismos em especial de
bactérias como Serratia sp. e Streptomyces sp. (Li et al., 2022). Alguns destes ja
constituem substituintes aos pigmentos sintéticos que estédo disponiveis no mercado,
e podem ser empregados como aditivos alimenticios (Chen et al., 2021a; Chen et al.,
2022).

O mercado de pigmentos na industria alimenticia é crescente. Estima-se que o
mercado de corantes alimentares naturais, deve atingir US$ 6,0 bilhdes até 2028 com
previsao de crescimento anual bruto de 5,4%.
(https://www.marketsandmarkets.com/Market-Reports/food-preservatives-market-
420.html). Entretanto, apesar das vantagens oferecidas, o alto custo de producgéo e
baixa estabilidade apresentados pela maioria destes compostos, sdo alguns
obstaculos que ainda limitam seu pleno uso a nivel industrial e comercial em
determinados setores (Sen, Barrow & Deshmuk, 2019).

A produgdo de pigmentos por micro-organismos fornece possibilidades de
melhoramento a producéo, e obtencao destes compostos. Além disso, o investimento
em técnicas de aprimoramento da extragdo, busca de novas fontes microbianas, e de
métodos eficientes de producdo e baixo custo, como a utilizacdo de materiais

alternativos no cultivo, engenharia genética e manipulacdo génica de espécies ja
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conhecidas sdo ferramentas importantes para a exploracdo destas biomoléculas
(Rather et al., 2023).

Além disso, alguns biopigmentos possuem propriedades nutracéuticas além de
sua capacidade colorante, e portanto, podem apresentar beneficios para saude
humana como valor nutricional, propriedades anticancerigenas, anti-inflamatorias e
antioxidantes (Nawaz et al., 2020; Mishra et al., 2021), agregando ainda mais valor ao
produto, protegendo e aumentando seu tempo de prateleira. Estas propriedades sao
caracteristicas desejaveis para contornar processos oxidativos e a proliferacdo de
micro-organismos, que constituem o0s principais mecanismos de alteracdo na
gualidade dos alimentos, em especial a oxidacao lipidica que resulta na formacao de
aldeidos toxicos e na diminuicdo da qualidade nutricional gracas a degradacéo de
acidos graxos poli-insaturados (Jamr6z & Kopel, 2020; Choe, 2022). Dessa forma, a
adicdo de substancias antioxidantes contribui para a conservacdo e retarda a auto
oxidacdo (Aman Mohammadi et al., 2021), aumentando o tempo de prateleira e
retardando a deterioracao dos alimentos.

A prodigiosina, pigmento natural vermelho pertencente a familia das
prodigininas, possui relatos de utilizagdo como conservante alimentar natural,
sustentavel e seguro substituindo o nitrito de sédio, componente carcinogénico (Choe,
2022). Acrescente-se, ainda, que pigmentos de fontes biolégicas ou microbianas
possuem estabilidade ao calor e ao pH extremos, além de solubilidade em ampla
variedade de solventes, propriedades desejaveis a moléculas a serem aplicadas na

industria alimentar (Paul et al., 2020)

3.1.2 Pigmentos na industria de cosméticos

Nos cosméticos a variedade de cores € fundamental para atrair a atencdo dos
consumidores, que tém demandado produtos cujos resultados sejam duradouros, com
ingredientes seguros e sustentaveis (Chatragadda & Dufosse, 2021; Kiki, 2023).
Nesse contexto, a aplicagdo dos biopigmentos tem sido exaustivamente investigada,
principalmente em produtos para a pele (Aman Mohammadi et al., 2022). O mercado
de cosméticos é ascendente. Estima-se que em 2027, o mercado de cosméticos
naturais movimente US$ 54,5 bilhdes (Thiyagarasaiyar et al., 2020) e por esse motivo
a busca por novos ingredientes com propriedades bioativas é constante.

Produtos cosméticos sdo normalmente destinados a cuidados com o corpo, em
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especial a pele, sendo amplamente utilizados para combater o envelhecimento e
melhorar a aparéncia. Estes produtos costumam apresentar diversos componentes
em suas formulagbes, para conferir cor, textura, entre outros fatores. Estes
ingredientes sdo geralmente atdxicos, e capazes de conferir beneficios como protecéo
e/ou nutricdo, entre outros. A pele € um 6rgdo extremamente importante para os
humanos pois funciona como uma barreira de protecdo contra o estresse ambiental
(substancias quimicas e radiacdo ultravioleta), que acelera o processo de
envelhecimento (Solano, 2020; Kiki, 2023) porém, com o passar do tempo e avanco
da idade, se torna menos espessa, perdendo sua elasticidade e capacidade de reter
umidade (Resende et al., 2021; Kiki, 2023). E com o envelhecimento celular vém a
perda da atividade antioxidante (Resende et al., 2021). Para diminuir os danos, a
pele humana apresenta diversos mecanismos endégenos como 0 aparato de reparo
de DNA e apoptose, enzimas antioxidantes e a presenca do pigmento foto protetivo
melanina (Solano, 2020).

Nesse contexto, € de interesse das formulacdes cosméticas a adicdo de
compostos antioxidantes, como 0s biopigmentos cuja alta atividade antioxidante
contra Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), auxilia na manutencdo da salde da
pele (Zerres & Stahl, 2020). A utilizacdo dos biopigmentos em formulagfes cosméticas
€ cada vez mais frequente. Em 2023 o mercado de pigmentos para produtos
cosméticos movimentou US$ 737,45 milh6es com uma projecéo de crescimento anual
de 7,4% até 2030 (https://www.grandviewresearch.com/industry-analysis/cosmetic-
pigments-market-report). Pigmentos microbianos, como a melanina, carotenoides e
prodigininas possuem propriedades antioxidantes elevadas, e por essa razdo, tem
sido utilizados em formulacfes de protetores solares. Pigmentos lipossolaveis, como
os B-carotenoides, apresentam alta atividade antioxidante, sendo utilizados como
ingrediente ativo em cremes para a pele com o objetivo de retardar o envelhecimento
(Agarwal et al.,, 2023). Do mesmo modo, Carotenoides como astaxantina, a
cantaxantina, o mixol e a saproxantina, (Agarwal et al., 2023) e prodigininas, como a
prodigiosina também tém sido exploradas. Esta Ultima, tém suas propriedades
antioxidantes associadas as liga¢cdes duplas conjugadas e a estrutura do anel pirrolico
(Ibrahim et al., 2023). A melanina, € um dos biopigmentos mais utilizados na industria
de cosméticos e além do seu alto poder antioxidante, também tém sido relacionada a
atividade antitumoral e alta resisténcia a radiacao Ultravioleta (UV). Por conta do seu

comportamento Optico, a melanina protege as células epidérmicas absorvendo
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radiagdes eletromagnéticas em um amplo espectro: desde radiagcdo UV (comprimento
de onda entre 180 e 380nm) até regides do infravermelho (entre 1 e 3 um), sendo
possivel utiliza-la em produtos para protecédo UV (Solano, 2020; Pakdel et al., 2022)
podendo dispersar mais de 99% da luz UV absorvida configurando um importante
produto cosmecéutico.

Além de cremes para protecao solar, estudos apontam a utilizacédo da melanina
em outros produtos cosmeéticos bem como filmes plasticos e vernizes devido a sua
elevada capacidade de disperséo da luz UV absorvida (Aman Mohammadi et al.,
2022).

Agentes antioxidantes e de protecdo contra radiacdo ultravioleta (UV) séo
substancias desejaveis a industria cosmética, uma vez que estas moléculas sdo
capazes de doar elétrons para estabilizar e neutralizar radicais livres (compostos
altamente reativos dotados de um unico elétron desemparelhado em sua estrutura
molecular) que possuem a capacidade de alterar proteinas, lipidios e DNA, podendo
resultar em inimeras doencgas como o cancer (Afra et al., 2017).

O mesmo efeito foto protetivo também pode ser observado nos micro-
organismos. Em ambiente natural a producdo de melanina ocorre, geralmente, em
resposta a estresses ambientais. Dessa forma micro-organismos encontrados em
ambientes aridos e semi-aridos que apresenta alta incidéncia de luz solar como, por
exemplo, a caatinga brasileira (Silva et al., 2022), podem ser uma boa fonte de
melanina para produtos cosmeéticos.

Dessa forma, a inclusdo de biopigmentos em substituicdo a componentes
sintéticos como metais colorantes de produtos cosméticos ndao apenas diminui a
incidéncia de danos a saude, como também agrega valor ao produto com importantes
atividades biologicas (Venil, Dufossé & Renuka Devi, 2020; Agarwal et al., 2023; Kiki,
2023). Haja visto que elementos sintéticos adicionados a sombras, blush,
delineadores e batons podem causar efeitos colaterais indesejados como dano
celular, associados a formacdo de tumores, danos a reproducdo, desregulacéo
endocrina, efeitos mutagénicos e atividade neurotdxica (Ding, Wu & Chen, 2022).
podendo se acumular nos tecidos humanos, afetar o metabolismo celular e causar
cancer (Huang et al., 2022; Cheng, Pei & Zeng, 2022 Kiki, 2023).
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3.1.3 Pigmentos na industria farmacéutica

As propriedades antioxidantes, antitumorais e antibidticas apresentadas por
pigmentos microbianos séo caracteristicas amplamente aproveitadas na industria
farmacéutica (Aman Mohammadi et al., 2022; Agarwal et al., 2023).

Embora existam inUmeros farmacos disponiveis, cujas propriedades
farmacéuticas e eficiéncia terapéutica sejam comprovadas, os antibiticos séo
substancias cuja busca é frequente, dada a problematica crescente da resisténcia
antimicrobiana, um dos grandes desafios de saude publica do século XXI (WHO,
2014).

A resisténcia antimicrobiana esta relacionada, entre outras causas, ao uso
generalizado de drogas antibacterianas, que aceleram o processo natural de
desenvolvimento da resisténcia dos micro-organismos por meio da intensificacdo da
pressdo seletiva (WHO, 2014). A utilizagdo de antibioticos como agentes clinicos
alterou as pré-condicfes para evolucdo e transferéncia dos genes de resisténcia a
antibioticos (GRAs) (Alcock et al., 2020; Larsson & Flach, 2022). Além disso, a
poluicdo do meio ambiente pelos antibibticos e a pressao seletiva artificial promovida
pelo uso generalizado acentuam ainda mais a resisténcia microbiana (Larsson &
Flach, 2022).

O género Streptomyces sp., pertencente ao filo das actinobactérias, constitui o
maior produtor de pigmentos antibiéticos, seguidos por Nocardia sp. e Micronospora
sp. (Manandhar & Sharma, 2017; Sapkota et al., 2020). Dentre os pigmentos
produzidos por actinobactérias que exibem propriedades antimicrobianas, destacam-
se a prodigiosina e a violaceina ja reportadas como efetivas contra patdgenos
multirresistentes (Choi et al., 2021), e a actinorhodina, um pigmento azul com alta
capacidade bacteriostatica e antibidtica além de ser indicativo de pH e participar de
reacdes de oxirreducao (Sarmiento-Tovar et al., 2022).

A descoberta de pigmentos microbianos com ac¢éo antimicrobiana possibilita a
inclusdo destas moléculas, isoladas ou conjugadas a farmacos conhecidos ou
nanoparticulas metalicas, em atividade sinérgica, na busca de obter melhores
resultados frente a micro-organismos (Singh et al., 2020). Além disso, novos
antibiéticos podem ser desenvolvidos a partir da descoberta de novos micro-
organismos produtores. Nos ultimos 20 anos o nimero de antibiéticos produzidos por

géneros raros cresceu para 25% a 30% do total de antibidticos extraidos de
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actinobactérias (Ding et al., 2019).

Devido a crescente resisténcia bacteriana observada aos antibidticos ja
conhecidos, € urgente a descoberta de novos compostos antimicrobianos. Apesar do
género Streptomyces sp. ja representar uma parcela significativa de produtores de
biocompostos naturais, novas espécies estéo sendo reportadas ano apos ano (Donald
et al., 2022).

Além da atividade antimicrobiana, pigmentos bacterianos podem apresentar
outras propriedades de interesse na industria farmacéutica. Muitos tém demonstrado
atividade antitumoral. Pigmentos produzidos por espécies do género Streptomyces
tais como S. gresioaurianticus produz um pigmento amarelo capaz de induzir a
apoptose em células HelLa. Portanto, a citotoxicidade regulada dos pigmentos os torna
ideais para a terapia do céancer (Agarwal et al., 2023). As prodigininas também
apresentam diversos efeitos anti-tumorais. Considerando o modo de acdo, podem
atuar de quatro formas principais: diminuindo o pH intracelular, lesando o DNA,
modulando as quinases e induzindo a apoptose (Pérez-Tomas & Vifias, 2010). Além
desses quatro mecanismos principais, pesquisas recentes demonstram, também, o
efeito das prodigininas na modulacdo da survinina, proteina que interfere no apoptose
celular (Branco et al., 2020). As diversas moléculas da familia das prodigininas ja se
mostraram eficazes frente a 60 linhagens de células humanas tumorais, incluindo
melanomas, leucemia e cancer de mama (Li et al., 2022).

Alguns pigmentos microbianos também apresentam atividade antiviral,
imunosupressora e antiparasitaria. A prodigiosina demonstrou atividade frente a
células infectadas com Bombyx mori nucleopolihedrovirus (BmNVP), bem como frente
ao Virus do Herpes Simplex (HSV) (Suryawanshi et al., 2020). Ehrenkaufer e
colaboradores (2020) comprovaram a eficacia da prodigiosina contra trofozoitos de
Entamoeba histolytica. Ademais a terapia fotopigmentar fotodindmica, ou seja, a
ativacado de pigmentos fotossensibilizantes por energia luminosa para tratar doengas
também € uma das aplicacdes dos pigmentos microbianos na industria farmacéutica
(Ramesh et al., 2022).

Além disso, estudos sugerem uma estreita relacdo entre a saude ocular e 0
desenvolvimento cognitivo de criangas, jovens e adultos ao acumulo de luteina (Mitra
et al., 2021). O acumulo de carotenoides, como a luteina, nos primeiros anos de vida
em areas submetidas a grande estresse oxidativo (como os olhos e o cérebro) tem

auxiliado no desenvolvimento e maturacdo desses Orgaos de comum origem
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embrionéria (Gazzolo et al., 2021). Do mesmo modo, a suplementacdo com luteina na
terceira idade pode amenizar os efeitos neurodegenerativos do envelhecimento
(Mewborn et al., 2019). Outros beneficios incluem o retardamento das implicacdes do
glaucoma (Loughman et al., 2021) e a diminuigéo dos efeitos oxidativos de doencgas
inflamatorias (Ahn & Kim, 2021) como as doencgas coronarianas, por exemplo.

3.2 FATORES QUE INFLUENCIAM A PRODUCAO DE PIGMENTOS

Uma das grandes vantagens dos pigmentos microbianos frente a outras fontes
de pigmentos naturais, derivados de plantas e animais, € a possibilidade de aumento
da producéo por meio de estratégias de crescimento, melhor relacdo custo-beneficio
e quase nenhum impacto na biodiversidade ou no meio ambiente (Rana et al., 2021).

Os pigmentos microbianos, basicamente, podem ser encontrados de duas
formas distintas: pigmentos solUveis que rapidamente se dispersam no meio de cultura
(denominados extracelulares) e os insoluveis e que ficam retidos no interior das
células (chamados de intracelulares) (Agarwal et al., 2023). Para cada uma dessas
situacdes, o método de extracdo e purificacdo sofre pequenas modificacbes. A
extracdo dos pigmentos extracelulares ocorre por processamento direto do meio de
cultura enquanto para pigmentos intracelulares € preciso que a célula seja rompida
para que o pigmento seja liberado (Agarwal et al., 2023).

A producéo de pigmentos por micro-organismos independe da sazonalidade e
apresenta propriedades desejaveis como facil cultivo, rapido crescimento, alta
produtividade em espaco limitado, possibilidade de crescimento utilizando diversas
fontes de nitrogénio e carbono e tolerancia a variacbes em parametros fisicos
(temperatura e luminosidade) e quimicos (pH e osmolaridade) utilizados na producéo
(Ramesh et al., 2019). Contudo, para que se tornem 0s substitutos majoritarios aos
componentes sintéticos, os materiais produzidos biologicamente devem oferecer
vantagens em sua utilizacdo, no custo de producédo e estarem em conformidade com
as normas e legislacdes vigentes.

Diversas estratégias vém sendo utilizadas para o crescimento e extracao de
pigmentos microbianos, dentre elas duas metodologias fermentativas se destacam: a
Fermentagcdo em Estado Solido (FES) e a Fermentagdo em Estado Liquido ou
Fermentacdo Submersa (FS). A fermentacdo em estado solido (FES) é caracterizada

pelo crescimento do micro-organismo aderido a particulas solidas, sem a necessidade
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de constante agitacdo (Venil, Dufossé & Renuaka Devi, 2020).

Uma das vantagens da FES é a reducao dos custos de producéo, uma vez que
ndo ha a necessidade da utilizacdo de grandes volumes de meio caldo e
equipamentos de agitacdo (p. ex. mesa agitadora). Além disso, h4 uma maior
eficiéncia fermentativa, maior concentracdo e estabilidade do produto, reduzida
supressdo catabdlica, possibilidade de cultivo em substratos insollveis em agua,
producdo de algumas enzimas e metabdlitos diferentes do cultivo submerso e a
possibilidade de crescimento de um consércio de espécies (mais observado em
crescimento fungico) (Chilakamarry et al., 2022). A FES é, ainda, menos sensivel a
contaminagao por micro-organismos exogenos (Karimi et al., 2021).

Por outro lado, na fermentacdo submersa (FS), a principal vantagem é a
possibilidade de controlar com precisdo as variaveis de crescimento como aeracao
(por meio da frequéncia de rotacdo), temperatura e pH, além de viabilizar diversas
metodologias estatisticas para otimizar a producao (Reihani & Khosravi-Darani, 2019).
E uma metodologia versétil e pode ser utilizada com diversos micro-organismos para
a extracdo de diferentes classes de pigmentos. Sendo assim, este método € mais
apropriado para a producéo industrial em larga escala do que producédo em estado
solido.

Adicionalmente, a aeracao promovida na fermentacdo submersa possibilita a
absorcdo do oxigénio por parte do micro-organismo sendo este, em geral, mais
requerido em substratos reduzidos que, por conseguinte, pode acarretar maior
producao celular (Reihani & Khosravi-Darani, 2019).

Muitos estudos buscam a otimizagao do processo de producao de pigmentos
microbianos por meio de diferentes abordagens. Uma abordagem estatistica pode
economizar tempo e levar a resultados mais conclusivos, uma vez que permite uma
rapida triagem de uma gama de fatores e consegue refletir a funcdo de todos os
componentes na producao e extracao do pigmento (Bhavikatti et al., 2020; Shet et al.,
2022).

A metodologia de superficie de resposta (MSR) € uma das mais utilizadas. Essa
ferramenta estatistica permite modelar a relacdo entre as variaveis do processo de
crescimento como o pH, concentragcédo de nutrientes, temperatura e rotagdo da mesa
agitadora. Dessa forma € possivel ajustar um modelo matematico que otimiza as
condicOes de crescimento, de forma a maximizar o rendimento e minimizar o custo de

tempo de producédo (Shet et al., 2022). Além disso, essa técnica também pode ser
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utilizada para identificagdo de fatores criticos para 0 sucesso do processo e possiveis
gargalos na producdo. Associado a esta, ferramentas de engenharia genética e
técnicas de melhoramento do processo de cultivo vém sendo amplamente utilizadas
(Salwan & Sharma, 2020; van Bergeijk et al., 2020; Afroz Toma et al., 2023).

A composi¢cao do meio de cultura, em especial as fontes de carbono e
nitrogénio, também constitui importante relevancia no processo fermentativo e,
consequentemente, no rendimento da producdo. O carbono desempenha papel
estrutural importante no crescimento celular, enquanto o nitrogénio além de compor
os &cidos nucleicos, auxilia no armazenamento energético formando moléculas de
ATP (adenosina trifosfato) e esta presente na sintese de proteinas (Tortora, Funke &
Case, 2017).

As condicdes de cultivo, no que se refere aos parametros fisico-quimicos,
também afetam o crescimento celular e a producéo de pigmentos. Fatores como pH,
temperatura, aeracdo e iluminacdo, exercem particular importancia no estimulo ao
micro-organismo na producdo do metabolito de interesse (Igreja et al., 2021). Em
linhas gerais, a maioria dos micro-organismos produzem pigmentos entre 22 e 28 °C,
no pH 5-6 com agitacdo variando de 100 a 150 rpm (Ramesh et al., 2019; Igreja et al.,
2021).

Contudo, embora haja bastante esforco para a otimizagdo dos processos de
producdo de pigmentos, geralmente, sob condicbes laboratoriais, a producdo de
metabdlitos secundarios, pode ndo ser representativa, pois demanda elevado gasto
energético (Shuikan et al., 2020; Bu et al., 2021). Dessa forma, é preciso criar
estratégias para que, no laboratério sob condi¢cdes controladas, 0 micro-organismo

possa exibir as caracteristicas fenotipicas e fisioldgicas observadas em seu habitat.

3.2.1 Utilizacdo de residuos como fontes alternativas para producdo de
pigmentos

O meio de cultura deve conter fontes que permitam o desenvolvimento pleno
do micro-organismo incluindo macronutrientes, elementos tracos e fatores organicos
de crescimento (Tortora, Funke & Case, 2017). Carbono e nitrogénio séo
componentes essenciais ao desenvolvimento microbiano, participando do esqueleto
estrutural da matéria viva e da constituicdo das proteinas, acidos nucleicos e
compostos moleculares (Madigan et al., 2016).

Meios de cultura comerciais sdo 0s substratos comumente utilizados para
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cultivo e producdo de metabdlitos por micro-organismos. Contudo, estes possuem
custo elevado, o que ainda configura um obstaculo para a utilizacdo de pigmentos
naturais (Grewal et al., 2022; Aman Mohammadl et al., 2021). Por outro lado,
pigmentos sintéticos podem ser produzidos em larga escala a um custo relativamente
baixo, além de exibir grande variedade de cores e tonalidades (Sen, Barrow &
Deshmukh, 2019).

Para minimizar os custos de producdo de metabdlitos por micro-organismos,
diversas pesquisas tém reportado a utilizacdo de residuos agroindustriais como
substratos para otimizar e melhorar os processos de obtencao de pigmentos naturais.
A utilizacdo destes residuos para a producdo de biomassa microbiana, como
substituinte total ou parcial de determinada fonte, configura uma alternativa de baixo
custo, e ecologicamente viavel para a producdo de biomoléculas de interesse
industrial (Ramesh et al., 2022). Dessa forma, promove-se a gestdo sustentavel
desses recursos ao mesmo tempo em que sao gerados produtos de valor agregado
(Grewal et al., 2022).

A utilizag&o desse tipo de material como substrato de crescimento microbiano
justifica-se devido a presenca de diversos nutrientes como carboidratos, proteinas,
fibras, minerais e vitaminas (Lopes & Ligabue-Braun, 2021; Sen, Barrow & Deshmuk,
2019), que podem ser utilizados no meio de cultivo como fontes de carbono, nitrogénio
e minerais de forma isolada ou combinada com outros elementos como peptona (ou
agua peptonada) e extrato de levedura (Grewal et al., 2022; Aman Mohammadi et al.,
2022).

Particularmente o uso de substratos de origem natural, como residuos
agroindustriais por exemplo, para o cultivo de micro-organismos também pode
contribuir positivamente para aumentar o rendimento da producdo de pigmentos, em
especial nos casos em que estes residuos sao ricos em fontes de carbono e nitrogénio
(Ramesh et al., 2022). A utilizac&o de substratos naturais e adsorventes desempenha
importante papel no aumento do volume celular durante o processo fermentativo
(Chatragadda & Dufossé, 2021).

Entende-se por residuos agroindustriais qualquer sobra ndo aproveitada (lixo)
proveniente das industrias alimentar e agricola, incluindo diversos materiais vegetais
como folhas, cascas, sementes, bagaco, borra de café, gréos utilizados na fabricacao
de cerveja, subprodutos animais como penas e o soro do leite, bagaco de cana-de-

acucar e mandioca (Lopes & Ligabue-Braun, 2021).
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O aumento da atividade agroindustrial, tem como consequéncia o aumento da
geracao destes residuos néo aproveitados. Atualmente 2,01 bilhdes de toneladas de
residuos sédo gerados todos os anos e as projecdes indicam que esse numero deve
chegar a 3,4 bilhdes de toneladas/ano em 2050 (Grewal et al., 2022; Sodhi et al.,
2022). A maioria destes residuos sdo descartados de forma inadequada em corpos
d’agua, favorecendo o surgimento de doencas que, em ultima consequéncia, afetam
a saude humana (Sodhi et al., 2022; Tyagi & Kumar, 2021).

Diversas fontes residuais vém sendo exploradas para a pesquisa de
crescimento e producdo de pigmentos por micro-organismos incluindo o extrato e
isolado de arroz, farelo de soja, cenoura preta, maca, beterraba vermelha, roma,
gergelim, azeite de oliva e amido de milho (Aman Mohammadi et al., 2021; Shetty et
al., 2021). Descarte de tomates, soro do leite com agua de coco e glicerol sédo alguns
dos residuos utilizados para producéo de pigmentos amarelos e alguns carotenoides
por meio da técnica de fermentacdo submersa (Venil, Devi & Ahmad, 2020). Farelo de
trigo, farelo de arroz e pé de casca de laranja foram utilizados no crescimento de
Serratia marcescens e S. nematodiphilia a fim de otimizar a extragédo de prodigiosina,
pigmento vermelho e principal molécula da familia das prodigininas, (Maurya et al.,
2024).

A depender da natureza do residuo, este pode ser empregado como fonte de
carbono/nitrogénio ou outros componentes. Dados da literatura indicam a
possibilidade de utilizagdo da milhocina (corn steep liquor — CSL), um subproduto
obtido do processamento e moagem do milho, como fonte alternativa de nitrogénio e
carbono para a producdo de pigmentos e antibioticos (inclusive por actinobactérias),
(Basto et al., 2022), devido a elevada concentracdo de nutrientes como aminoacidos
livres, carboidratos, proteinas e vitaminas (Zhou et al., 2022; Leila et al., 2021).

Esses residuos também sdo utilizados na producdo de proteinas, acidos
organicos, enzimas, oligossacarideos, metabdlitos secundarios de interesse,
prebioticos e, ainda, como fonte de carboidratos na producéo fermentativa de etanol
de segunda geracéo (Venil, Devi & Ahmad, 2020).

Na producdo de pigmentos, em especial, devido a presenca tanto de
carboidratos quanto de proteinas, a milhocina é utilizada como fonte de carbono e
nitrogénio, sendo o Unico substrato (Habibi et al., 2021), ou como coadjuvante do meio
de crescimento (Leila et al., 2021).

Contudo, nem sempre a utilizacdo de residuos agroindustriais na formulacéo
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do meio de cultura acarreta aumento na producéo de pigmentos. Alguns micro-
organismos aparentam utilizar melhor algumas fontes de carbono-nitrogénio em
detrimento de outras. O fungo Monascus ruber, por exemplo, apresentou menor
producdo de pigmento quando o meio apresentava hidrolisado de bagaco de cana-
de-acucar (Ramesh et al., 2022).

Ademais, a utilizacdo de residuos agricolas para producdo de pigmentos
provoca impacto positivo na aceitacdo dos pigmentos naturais por parte dos
consumidores, ao passo que pode impactar significativamente o desenvolvimento de
processos biotecnoldgicos para obtencdo de moléculas de interesse. A compreensao
do papel do pigmento para o desenvolvimento do micro-organismo no meio ambiente,
bem como a elucidacdo de sua biossintese pode auxiliar no planejamento das
condicOes ideais de cultivo e otimizacdo da producdo e extracdo em condicdes
controladas.

3.3 ACTINOBACTERIAS
3.3.1 Caracteristicas gerais

Actinobactérias (filo Actinobactéria) sdo bactérias filamentosas capazes de
produzir metabdlitos secundarios importantes, anteriormente designadas como
actinomicetos (fungos) em funcdo de suas caracteristicas macroscopicas como a
capacidade de produzir esporos e estruturas miceliais. Essas bactérias constituem
um grupo diverso de micro-organismos procariontes, filamentosos, Gram-positivos, de
crescimento lento, aerdbios ou anaerébios, que possuem alto teor de Guanina-
Citosina no DNA (maior que 55%) (Goodfellow, 2012; Lewin et al., 2016).

No dominio Bactéria, o Filo actinobactéria é considerado uma das maiores
unidades taxondmicas. Esse filo engloba seis classes (Actinobacteria, Acidimicrobiia,
Coriobacteriia, Nitriliruptorales, Rubrobacteria e Thermoleophilia), 5 subclasses, 6
ordens, 14 subordens (Ludwig et al., 2012) mais de 55 familias, 240 géneros e
milhares de espécies.

Actinobactérias apresentam elevada variedade morfolégica, incluindo
pequenos cocos e bacilos a estruturas filamentosas complexas pluricelulares,
capazes de produzir pigmentos de diversas cores (Whitman et al., 2012; van Bergeijk
et al., 2020). Possuem parede celular complexa composta por peptideoglicanos,
acidos micadlicos e outros compostos que conferem resisténcia e protecéo além de ser

fator de diferenciacéo taxonémica entre as diferentes espécies. Podem ser mesdfilas
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ou termofilas, e apresentam pH ideal de crescimento entre 6.0 e 9.0 (Gohain et al.,
2020).

Esses micro-organismos apresentam ciclo de vida geralmente composto por
duas etapas de crescimento: substratal primario (ou vegetativo) e o desenvolvimento
de micélio aéreo (Figura 1). No desenvolvimento substratal, o esporo se estabelece
no substrato solido e origina as primeiras hifas (tubos germinativos) e o micélio
substratal penetra o substrato com o auxilio de enzimas extracelulares que, em
seguida, se propagam ao longo da superficie. Em seguida, a fase reprodutiva tem
inicio com o desenvolvimento do micélio aéreo (podendo haver deposicdo de
pigmentos), seguido do aparecimento das estruturas reprodutivas (Manteca &
Sanchez 2010; Flardh & Buttner, 2009; Srinivasan, Laxman & Deshpande, 1991).

Figura 1. Esquema de desenvolvimento de actinobactérias
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Fonte: a autora (2025) adaptado de Hamedi et al., 2017

Actinobactérias sao, provavelmente, o grupo de procariotos mais utilizado pelos
seres humanos devido sua alta capacidade de producédo de metabdlitos secundarios
bioativos de interesse como pigmentos, enzimas, antibidticos, agentes antifungicos e
anticancerigenos (Zaroubi et al., 2022). Dentre os principais grupos estudados,
destacam-se alguns géneros como Streptomyces sp., Rhodococcus sp., e Nocardia
sp. (Zareenkousar et al., 2022). Alguns dos principais grupos produtores de

metabdlitos bioativos sao listados na Tabela 1.



Tabela 1. Espécies de Actinobactérias produtoras de compostos bioativos.

Espécies de Actinomycetales  Numero  Espécies de Actinomycetales Numero
Streptomycetaceae Thermomonosporaceae
Streptomyces 8000 Actinomadura 345
Streptoverlicillium 258 Saccharothrix 68
Kitasatosporia 37 Microbispora 54
Chainia 30 Actinosynnema 51
Microellobosporia 11 Nocardiopsis 41
Nocardioides 9 Microtetraspora/Nonomuria 26/21
Pseudonocardiaceae Thermomonospora 19
Saccharopolyspora 131 Micropolyspora/Faenia 13/3
Amycalotopsis/Nocardia 120/357 Thermoactinomyces 14
Kibdellosporangium 34 Thermopolyspora 1
Pseudonocardia 27 Thermoactinopolyspora 1
Amycolata 12
Saccharomonospora 2 Outras espécies (nao classificadas)
Actinopolyspora 1 Actinosporangium 30
Mycobacteriaceae (Actinobacteria) Microellobosporia 11
Nocardia 357 Frankia 7
Mycobacterium 57 Westerdykella 6
Arthrobacter 25 Kitasatoa 5
Brevibacterium 17 Synnenomyces 4
Proactinomyces 14 Sebekia 3
Rhodococcus 13 Elaktomyces 3
Micromonosporaceae (Actinoplanetes) Excelsospora 3
Micromonospora 740 Waksmania 3
Actinoplanes 248 Alkalomyces 1
Dactylosporangium 58 Catellatospora 1
Ampullariella 9 Erythrosporangium 1
Glycomyces 2 Streptoplanospora 1
Catenuloplanes 3 Microechinospora 1
Catellatospora 1 Salinospora 1
Streptosporangiaceae(Maduromycetes)
Streptosporangium 79
Streptoalloteichus 48
Spirillospora 11
Planobispora 10
Kutzneria 4
Planomonospora 2

Fonte: Sharma, Dangi & Choudhary, 2014; Selim, Abdelhamid & Mohamed, 2021
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O filo apresenta organismos reconhecidos pela sua ampla gama de beneficios,

como Streptomyces sp., € géneros como Nocardia sp. que engloba actinobactérias

patogénicas para humanos e animais, capazes de causar infec¢cdes progressivas e

invasivas como actinomicetomas e nocardioses geralmente em pacientes
imunodeprimidos (Singh, 2022; Nouioui et al., 2022).

Micro-organismos

cosmopolitas,

majoritariamente saprobias,

as

actinobactérias ja foram reportadas em diversos ecossistemas, incluindo pantanos,

solos, lagos, lagoas e sedimentos marinhos (Nammali et al., 2022; Kramar & Kostic,
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2022) bem como no interior de tecidos vegetais vivendo de forma mutualistica,
aumentando a absorcdo de nutrientes e aprimorando a defesa contra agentes
patogénicos (Musa et al., 2020; Selim, Abdelhamid & Mohamed, 2021).

No ecossistema aquatico, actinobactérias podem ser encontradas tanto em
ambientes marinhos quanto dulcicolas (Selim, Abdelhamid & Mohamed, 2021).
Actinobactérias marinhas sdo notadamente conhecidas por produzir antibiéticos com
estruturas quimicas diversas, sendo de particular importancia em aplicacoes
biol6gicas e biotecnolégicas (Selim, Abdelhamid & Mohamed, 2021). Micro-
organismos advindos desse meio apresentam a capacidade de crescer em condigdes
extremas de temperatura, pressao e salinidade, sendo as bactérias o grupo mais
dominante (Abdelmohsen, Bayer & Hentschel, 2014).

Ademais, o filo das actinobactérias embora bastante estudado, possui muitas
espécies ainda pouco exploradas ou até mesmo desconhecidas, descritas como
géneros raros. Segundo Selim e colaboradores (2021) dentre as actinobactérias
isoladas do ambiente marinho foram reportadas 83 espécies pertencentes a 28
diferentes géneros sendo a maioria novas espécies (Selim, Abdelhamid & Mohamed,
2021).

A identificacdo de actinobactérias considera principalmente suas
caracteristicas morfofisiolégicas e aspectos da cultura, associadas a testes
bioquimicos e analises moleculares. Os critérios morfolégicos incluem a observagao
do desenvolvimento de micélios aéreos, conformacdo do micélio, ramificagao,
fragmentagdo, e produgdo de esporos. Os esporos podem apresentar diferentes
arranjos e numero, podendo ser unicos, em pares longitudinais, em cadeias, ou
contidos dentro de estruturas denominadas esporangios. Quanto ao arranjo, as
cadeias de esporos podem ser simples ou verticiladas (Figura 2). As cadeias simples
podem apresentar esporos eretos, flexiveis, retinaculum-apertum ou espirais. As
cadeias verticiladas se caracterizam pela presenc¢a de um verticilo verdadeiro com um
eixo principal maior do que as ramificacbes e espago uniforme entre os verticilos,
podendo ser classificada como monoverticilos, monoverticilos espirais, biverticilos e
Biverticilos espirais (Shirling & Gottlieb,1996).

Além disso observacdes adicionais como a coloracdo da massa dos esporos,
andlises da superficie destes, verificagdo da produgdo de pigmentos e do

comportamento bioquimico, como capacidade de degradagcdo de substancias,



32

utilizacao de fontes de carbono e nitrogénio, entre outros ensaios genéticos, fornecem
informacbes importantes a sua para a identificacdo destes micro-organismos. A
classificagdo das actinobactérias também é recorrentemente realizada com base na
avaliagao do gene 16S rRNA (Pongen et al., 2023; Barka et al., 2016).

Figura 2. (A) tipos de arranjos de cadeias de esporos simples: (1a) Cadeia reta; (1b) cadeia flexivel,
(1c) cadeia “Retinaculum-apertum”; (1d) Cadeia em espiral; (B) Tipos de arranjos de cadeias
Verticiladas: (2a) Monoverticilo; (2b) Monoverticilo em espiral; (2c) Biverticilo; (2d) Biverticilo espiral.

Fonte: (Shirling & Gottlieb,1996)

3.3.2 Género Streptomyces

O género Streptomyces se destaca dentre as actinobactérias por conta da
ampla utilizacdo de seus metabdlitos secundarios em diversas areas como industria,

alimentos, farmacos e cosméticos (Alzahrani et al., 2021; Chinnappa et al., 2024).

Espécies do género Streptomyces sp. sdo responsaveis por grande parte da
producdo de metabdlitos bioativos de importancia clinica e industrial, incluindo
antibiodticos (como a estreptomicina) e respondem por aproximadamente 80% de
todas as actinobactérias reportadas como fontes de produtos naturais bioativos
(enzimas, antibacterianos, antifingicos, anticancerigenos, antioxidantes, pigmentos

entre outros) (Bhakyashree & Kannabiran, 2020).

A producédo de metabdlitos de interesse por parte de Streptomyces sp. ocorre
durante o crescimento secundario, quando o0 micro-organismo ja esta estabelecido em
seu substrato e os nutrientes ficam limitados (Tenconi et al., 2020). Frequentemente
espécies como S. coelicolor, S. spectabilis, S. alboflavus, S. chromofuscus, S.
griseoviridis e S. longispororuber exibem colonias pigmentadas e produzem
metabdlitos com propriedades antioxidantes, antimicrobianas, nematicidas e

antitumorais.
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Atividades antimicrobianas de pigmentos como prodigiosina, espectabilina,
undecilprodigiosina, estreptorrubina B e metacicloprodigiosina foram reportadas frente
a fungos e bactérias fitopatogénicas e micro-organismos de importancia clinica como
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes e Escherichia coli (Gacem et
al.,2020; Meng-Xi et al., 2021; Bashir, Numan e Shinwari et al., 2022).

7

Considerando a atividade nematicida, S. spectabilis € reconhecidamente
produtor de varios pigmentos como espectabilina, estreptorrubina B e
undecilprodigiosina que demonstraram forte atividade contra Bursaphelenchus
xylophilus nematddeo responsavel pela murcha do pinheiro em Pinus densiflora (Yi et
al.,, 2022). Atividade antioxidante, por sua vez, foi reportada por Gacem e
colaboradores (2020) em extrato bruto composto obtido de Streptomyces Vooz. Diante
das diversas atividades biologicas demonstradas por metabdlitos secundarios
extraidos de Streptomyces, a pesquisa com esses micro-organismos pode gerar

varios compostos de interesse com ampla aplicacdo médica e biotecnoldgica.

3.4 PRINCIPAIS PIGMENTOS PRODUZIDOS POR ACTINOBACTERIAS

As actinobactérias se destacam na producdo de pigmentos microbianos por
sua versatilidade metabdlica e ecoldgica, além da possibilidade de otimizagdo das
condi¢cdes de cultivo (Ramesh et al.,2019). Prodigininas, violaceina, carotendides,
melaninas, azafilonas, ficocianina, ficoeritrobilina, e riboflavina, sdo alguns dos
pigmentos que tém despertado o interesse do mercado global, como produtos de valor
agregado e medicinal (Ramesh et al, 2022).

Dentre os pigmentos mais comuns produzidos por micro-organismos,
destacam-se as melaninas, os carotenoides, pigmentos azuis associados a
actinorodina, quinonas e prodigiosinas (prodigininas) (Paillie-Jiménez, Stincone &
Brandelli, 2020). Os pigmentos melandides apresentam cores variadas do preto ao
verde-oliva, passando pelo marrom, os carotenoides podem ser vermelhos, amarelos,
rosas e até mesmo violeta. J4 as prodigininas sdo pigmentos vermelhos alcalbides e
hidrofébicos produzidos por diversos géneros bacterianos incluindo actinobactérias e
associados a diversas atividades biolégicas (Barreto et al., 2023).

Carotenoides sdo pigmentos da classe dos isoprendides sintetizados,
principalmente, por plantas, bactérias, algas e fungos (Monte et al., 2020).
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Estruturalmente, estes pigmentos podem ser divididos em dois grandes grupos: 1)
carotenos (hidrocarbonetos carotenoides) e 2) xantofilas que sédo derivados do
primeiro grupo acrescidos de, no minimo, um grupo funcional oxigenado como cetona,
grupos hidroxila, metoxi ou acido carboxilico (Saini & Keum, 2019). Estes pigmentos
sdo normalmente encontrados na forma livre ou esterificados com acidos graxos,
sendo sua identificacdo um desafio em muitas circunstancias (Mercadante et al., 2017;
Dufossé, 2018; Mussagy, Khan & Kot, 2021).

Os carotendides produzidos por actinobactérias, geralmente, pertencem a trés
diferentes grupos: a) carotenoides C50, b) carotenoides que apresentam grupos
terminais aromaticos e c) ceto-carotenoides como a cantaxantina ou derivados
monociclicos de ceto-y-caroteno (Sandmann, 2021). Pigmentos como a astaxantina
(3,3-di-hidroxi-f3, B'-caroteno-4,4'-diona), ceto-carotenoide vermelho alaranjado, o [3-
caroteno (precursor da vitamina A (retinol)),e o licopeno (CaoHse) (Classificado como
nutriente classe A pela Organizagdo das Nac¢bes Unidas para Alimentacéo e
Agricultura (FAO) e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (Liang et al., 2019;
Grewal et al., 2022) apresentam beneficios a saude humana (Mussagy, Khan & Kot,
2021) contra doencas relacionadas a idade (Alugoju et al., 2022), efeitos anti-
inflamatorios, efeitos anticancerigenos e na reducdo dos sintomas da doenca de
Alzheimer (Harvey & Ben-Amotz, 2020). Sua utilizacdo e aceitacdo como
suplementacao alimentar funcional para humanos foi iniciada em 1990 (Cao et al.,
2021). Pigmentos microbianos pertencentes ao grupo dos carotenoides ja
demonstraram apresentar atividades antioxidantes sendo seguros para uso nas
industrias farmacéutica, cosmética, alimenticia e téxtil (Rather et al., 2023). A luteina
(Ca0Hs602) juntamente com a astaxantina e o [(B-caroteno sdo 0s pigmentos mais
valiosos para 0 mercado global de corantes e, acredita-se, pode atingir uma taxa de
crescimento anual de quase 7% em 2026 (Nawaz et al., 2021).

Os pigmentos melandides, do mesmo modo, sdo altamente eficientes no
blogueio da radiacdo UV e, para 0s micro-organismos, tem como funcao protegé-los
de condicbes ambientais adversas (Ghattavi et al., 2022; Sheefaa & Sivaperumal,
2022). A melanina pode ser encontrada em trés formas distintas de acordo com a
estrutura dos seus monomeros: a eumelanina, alomelanina (coloragdo marrom ou
preta) e feomelanina (vermelho/amarelo) (Sundar & Sivaperumal, 2022), além de
outros dois tipos, a piomelanina e a neuromelanina (Solano, 2020; Singh et al., 2021).

Eumelanina, feomelanina e neuromelanina sdo majoritariamente encontradas
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em tecidos animais, enquanto a alomelanina e a piomelanina sdo mais observadas
em plantas e micro-organismos (Cao et al., 2021). Além da pigmentacdo, as vias
biossintéticas relacionadas a producdo destes pigmentos melanoides também sao
diferentes. A producéao de eumelanina ocorre, primordialmente, por meio da oxidagéo
de L-tirosina em L-DOPA com acdo da enzima tirosinase e, de modo semelhante, a
feomelanina € obtida a partir da polimerizacao oxidativa de conjugados cisteinil-DOPA
via intermediarios benzotiazinicos (Solano, 2020; Cao et al., 2021). A alomelanina e a
piomelanina, por sua vez, sdo consideradas melaninas livres de nitrogénio, sendo a
alomelanina produzida por meio da oxidacao de alguns difendis (como o catecol e 1,8
di-hidroxinaftaleno) e a piomielina advinda do acido homogentisico (HGA) (Singh et
al., 2021; Cao et al., 2021).

3.4.1 Prodigininas
3.4.1.1 Caracteristicas gerais

As prodigininas sdo uma ampla familia de pigmentos naturais caracterizados
pela presenca de um esqueleto pirrdlico e grupos alquil. A principal e primeira
molécula desse grupo, a prodigiosina, foi reportada em 1929 sendo isolada da bactéria
Serratia marcescens, tendo sua estrutura quimica desvendada em 1962 (Wrede e
Hettche 1929; Rapoport e Willson 1962). Desde entdo, ao menos 33 prodigininas
foram identificadas e isoladas de diversos géneros bacterianos como Serratia,
Hahella, Pseudoalteromonas, Vibrio, Zooshikella, Streptomyces, e Actinomadura
sendo a caracteristica marcante em todas elas a presenca de um arranjo de trés anéis
pirréis (Li et al., 2022) denominados de A, B e C (Figura 3).

Figura 3. Estrutura tripirrélica caracteristica das prodigininas

Fonte: autora, 2025

O arranjo dos trés anéis pirrolicos, o comprimento da cadeia alquil e a
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conformidade da molécula sao fatores que determinam as diferentes prodigininas. Na
prodigiosina, por exemplo, o anel A € um composto pirrol, o B € o 3-metoxipirrol e o
anel C é definido como 2-metil-3-pentilpirrol (Han et al., 2021). Estruturalmente as
prodigininas podem ser divididas em ciclicas e lineares, sendo alguns exemplos
demonstrados na Figura 4. Prodigininas lineares, normalmente, apresentam
diferentes comprimentos das cadeias de alquil dos radicais R1 e R2 do anel C. Por
outro lado, prodigininas ciclicas apresentam duas configura¢des distintas: uma na qual
o anel C possui uma cadeia ciclica externa, como a estreptorrubina B, e outra que
apresenta uma ligagdo de cadeias alquil entre os anéis A e C, como a

ciclononilprodigiosina, por exemplo (Li et al., 2022; Lu et al., 2024).

Figura 4. Estrutura quimica de algumas das prodigininas ciclicas (estreptorrubina B) e aciclicas
(prodigiosina e undecilprodigiosina).
CHj

Prodigiosina Estreptorubina B Undecilprodiosina

Fonte: a autora

A conformacdo estrutural dos grupos ligados aos anéis pirrolicos esta
diretamente relacionada com as propriedades bioldgicas exibidas pelas prodigininas.
Segundo dados da literatura por meio de estudos com prodigininas sintéticas, a
presenca do 4&tomo de nitrogénio no anel A é necesséria, por exemplo, para a efetiva
atividade antimalarica, enquanto a existéncia de um radical na posi¢éo ' no anel C
diminui tal atividade (Marchal et al., 2014; Weber et al., 2023). Assim, quaisquer
alteracOes nos radicais ligantes podem afetar as propriedades dos compostos.

Pirréis de ocorréncia natural aparecem como nudcleo estrutural em muitas
moléculas bioativas. S&o compostos organicos heterociclicos com anéis de cinco
membros (um atomo de nitrogénio e quatro de carbono), aromaticos e ricos em
elétrons. Apresentam propriedades interessantes e podem atuar como corantes
naturais funcionais, antifingicos, anti-inflamatorios, antioxidantes, antitumorais e
quimiossensores para bioimagens em ceélulas vivas de carcinoma hepatocelular

humano (Brandner e Miiller, 2023).
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Diversas fontes vém sendo investigadas quanto a produgdo destes compostos
devidos as diversas funcionalidades que apresentam e seu potencial para aplicacdes
nas industrias téxtil, alimenticia e de cosmeéticos. Apesar da sintese quimica ser
possivel, a maioria das prodigininas sao obtidas de fontes naturais, principalmente
produzidas por bactérias. A prodigiosina, principal molécula da familia, é
majoritariamente extraida da bactéria S. marcescens. Contudo alguns autores
apresentam ressalvas quanto a sua utilizacdo comercial devido a sua relacdo com
guadros de infecgbes nosocomiais (IRAS) (Alzahrani et al., 2021).

Assim como outros biopigmentos, as prodigininas, além da capacidade de
conferir e intensificar cores, também exibem propriedades funcionais interessantes
para a industria e que impactam positivamente na salude humana (Tabela 2).
Propriedades antioxidantes, antimicrobianas, antitumorais e antiparasitarias ja foram

reportadas e investigadas (Li et al., 2022; Han et al., 2021; Metwally et al., 2021).

Tabela 2. Atividades bioldgicas e fontes de extracdo de algumas prodigininas

ATIVIDADE -
PRODIGININA FONTE BIOLOGICA REFERENCIA
Atividade
anicancerigena
contra células Berning et al.,
resistentes de (2021)

Prodigiosina

Serratia marcescens

carcinoma urotelial

Atividade
antiparasitdria contra
Tripanossoma cruzi

Herraez et al.,
(2021)

Undecilprodigiosina

Streptomyces spp.

Antioxidante e
antibacteriana.
Usada como corante
alimenticio.

Sen, Barrow &
Deshmukh (2019)

Metacicloprodigiosina Streptomyces sp. V. Antioxidante e Gacemetal,
Procie promy p- Yooz antibacteriana (2020)
. Streptomyces sp. e g Suzuki et al.,
Estrept b B Anti-biofil
streptorrubina MC11024 nti-biofilme (2015)

Cicloprodigiosina

Pseudoalteromonas

Antimicrobiana

Setiyono et al.,

rubra (2020)
Nonilprodigiosina e Actinomadura sp. Anti-cancerigena Branco et al.,
Ciclononilprodigiosina (BRA-177) contra melanoma. (2020)
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Spartinivicinus ruber Atividade
ti i
Cicloheptilprodigiosina MCCC 1K03745 anticancerigena Lin et al., (2024)
contra cancer de
pulméao.

Fonte: a autora

Propriedades antioxidantes das prodigininas estao relacionadas, dentre outros
fatores, a sua capacidade de neutralizar Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e
radicais livres provenientes do metabolismo energético, atenuando o0 estresse
oxidativo. Nesse particular, as pesquisas focam na utilizacdo dessas moléculas como
aditivos alimentares e na composicao de cremes de protecdo solar e cosméticos (Kiki,
2023). No que se refere a conservacéo de alimentos, € possivel citar o exemplo da
prodigiosina como conservante em salsichas. Nesse caso, o pigmento pode substituir
0 nitrito de sddio, conservante potencialmente cancerigeno, no papel de diminuir a
possibilidade da oxidacao lipidica, processo que acarreta a formacdo de diversas
substancias téxicas (Choe, 2022).

A criacdo animal também pode se beneficiar das propriedades funcionais das
prodigininas. Estudo desenvolvido por Abdelnour e colaboradores (2020) demonstrou
reducdo dos niveis de citocinas inflamatorias, maior crescimento e estado geral de
saude de coelhos alimentados com racao acrescida de prodigiosina.

Outra funcéo bastante explorada e evidenciada em estudos com prodigininas
bacterianas é a capacidade de impedir o crescimento ou eliminar micro-organismos
patogénicos. Nos ultimos anos a resisténcia bacteriana aos antibioticos ja conhecidos
vem aumentando sendo motivo de preocupacao em saude publica por todo o mundo.
Tal cenério incentiva a pesquisa e descoberta de novos farmacos e substancias
antibioticas. Nesse sentido, as prodigininas representam compostos com grande
potencial de efeito frente a micro-organismos patogénicos.

Efeitos bacteriostaticos e bactericidas ja foram demonstrados frente a micro-
organismos patogénicos como Staphylococcus aureus multi-resistente (MRSA),
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Salmonella enterica sorotipo
Typhimurium e Candida albicans (Huang et al., 2020; Yip et al., 2021; Lu et al., 2024).

Os efeitos antibioticos das prodigininas podem ocorrer de formas variadas. Os
principais sdo alteracdo do pH citoplasmatico, clivagem do DNA, alteracdo da
bicamada lipidica ocasionando a ruptura da membrana, inducao de espécies reativas

de oxigénio (ERO) e alteracdo do metabolismo microbiano (mitocondrial, golgiense e
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do reticulo endoplasmatico) (Choi et al., 2021; Herraez et al., 2021).

Considerando a estrutura quimica, geralmente, prodigininas ciclicas sdo mais
efetivas quando comparadas com prodigininas lineares (aciclicas). E caso, por
exemplo, da cicloheptilprodigiosina e da heptilprodigiosina. Quando investigado o
efeito antibiético frente a quatro micro-organismos (S. aureus, B. subtilis, E. coli e C.
albicans) a heptilprodigiosina demonstrou efeitos em apenas dois dos micro-
organismos testados, enquanto a cicloheptilprodigiosina, foi efetiva na inibicdo do
crescimento de todos os patégenos estudados (Huang et al., 2020).

Outra caracteristica que interfere na acdo antibiotica das prodigininas € a
estrutura da parede celular bacteriana. Pesquisas apontam que bactérias Gram
positivas sd0 mais suscetiveis as acdes das prodigininas que bactérias Gram
negativas. E o caso da undecilprodigiosina, por exemplo, que apresenta uma
Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) ligeiramente superior frente a bactérias Gram
negativas (0,5 a 2,0 ug/mL), enquanto o maior valor frente a Gram positivos chega a
4,0 ug/mL (Alzahrani et al., 2021). Essa diferenca, apontam os pesquisadores, pode
estar relacionada a parede extra lipopolissacaridica presente nas bactérias Gram
negativas que dificulta a penetracdo da prodiginina e sua chegada até a membrana
plasmética (Arivizhivendhan et al., 2018). Assim, nas bactérias Gram positivas as
prodigininas atuam predominantemente por um mecanismo fisico, provocando a
ruptura da parede celular, enquanto, nas bactérias Gram negativas, elas podem
impactar a expressdo génica e a producdo de proteinas, resultando em alteracées
metabdlicas e no ciclo celular (Araujo et al., 2022; Metwally et al., 2021).

Efeitos citotdéxicos contra células tumorais também € outra propriedade
bastante estuda e explorada das prodigininas. Muitas moléculas tém sido reportadas
como efetivas na destrui¢cdo de células cancerigenas e, ao mesmo tempo, aparentam
ter efeitos minimos em células saudaveis (Berning et al., 2021). Dentre as prodigininas
ja estudadas pelos seus efeitos anticarcinogénicos, € possivel citar a prodigiosina,
undecilprodigiosina, cicloheptilprodigiosina, ciclononilprodigiosina e nonilprodigiosina
(Arshadi et al., 2021; Branco et al., 2020).

Considerando os mecanismos de ac¢ao citotoxica, as prodigininas podem atuar
na clivagem do DNA, na acidificacdo do pH intracelular e na modulacao de proteinas
COmo quinases e a survivinas, importantes no sistema de apoptose celular (Pérez-
Tomas & Vifias, 2010; Branco et al.,, 2020). Além dos mecanismos diretos de

citotoxicidade, as prodigininas também podem atuar intensificando os efeitos de
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medicamentos ja existentes. E o caso da prodigiosina que pode ser utilizada para
potencializar os efeitos imunossupressores da ciclosporina A e a rapamicina (Anwar
et al., 2022) e atuar sensibilizando células tumorais para a acdo da 5-fluorouracil e
cisplatina, dois agentes quimioterapicos (Berning et al., 2021; Zhao et al., 2020).

Vermes e protozoarios também podem ser combatidos utilizando as
prodigininas. Protozoarios como Tripanossoma cruzi e Plasmodium sp. e nematoides
como Caenorhabditis elegans e Heterodera schachtii ja demonstraram sensibilidade
frente a prodigiosina, cicloprodigisiona, undecilprodigiosina e estreptorrubina B (Li et
al., 2022; Herraez et al.,, 2021; Kancharla et al., 2021). No caso do T. cruzi, a
prodigiosina afetou o metabolismo mitocondrial e interferiu na taxa respiratéria de
epimastigotas e amastigotas ocasionando sua morte, superando os efeitos do
benznidazol, droga medicamentosa utilizada como referéncia (Herraez et al., 2021).
No caso de nematdides, como o C. elegans e H. schachtii, houve diferencas na acao
biocida da prodigiosina por conta, dentre outros fatores, dos diferentes habitos
alimentares dos nematédeos (Habash et al., 2020).

Ao longo dos ultimos anos os efeitos antiparasitarios, anti-inflamatorios,
antioxidantes, anticancerigenos e antibiéticos das prodigininas vem sendo
amplamente demonstrados e documentados, sendo suas aplicacbes as mais
diversas. Dessa forma, esse conjunto de pigmentos vermelhos, alcalinos e
hidrofobicos podem ser considerados para as mais diferentes areas e aplicacdes

biotecnolégicas.

3.4.1.1 Estreptorrubina B: Caracteristicas gerais

A estreptorrubina B compreende uma prodiginina ciclica derivada da
undecilprodigiosina via carbociclizagdo oxidativa e apresenta um anel externo ligado
ao anel C. A biossintese da molécula ocorre a partir da condensacéo de 2-undecilpirrol
(UP) e 4-metoxi-2,2"-bipirrol-5-carboxaldeido (MBC) catalisada pelo complexo
enzimatico RedH (Figura 5) originando a undecilprodigiosina a qual € oxidada pelo
RedG para, finalmente, formar a estreptorrubina B (Withall et al., 2015). Até o
momento, apenas espécies de Streptomyces sp. foram reportadas como produtoras

dessa molécula.



41

Figura 5. Biossintese metabdlica da estreptorrubina B a partir das moléculas de 2-undecilpirool e MBC.
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Fonte: Withall et al., 2015

Pouco se conhece a respeito das atividades biologicas da estreptorrubina B,
uma vez que o0 seu relato na literatura € limitado. Por anos, essa molécula foi
confundida com outra prodiginina, a butilcicloheptilprodigiosina, que pode justificar o
pouco conhecimento sobre suas caracteristicas. Contudo, nos estudos que relatam a
sua obtencdo, sdo verificadas atividades antitumorais, nematicidas e antibioticas
(Suzuki et al., 2015; Xiao et al., 2016; Yi et al., 2022).

A estreptorrubina B tem demonstrado maior efetividade frente a biofilmes
bacterianos do que células livres (Suzuki et al., 2015). A capacidade da molécula de
guelar metais, clivar o DNA e interferir na respiracao celular e sintese proteica pode
justificar a acdo mais proeminente em agregados celulares (Herrdez et al., 2019).
Atividade anti-nematoide foi reportada contra Bursaphelenchus xylophilus, parasita de
certas espécies de pinheiros (Yi et al., 2022).

Além disso, a estreptorrubina B apresenta anélogos estruturais com
bioatividades vantajosas. E o exemplo do Obatoclax (GX15-070), farmaco derivado
estruturalmente da estreptorrubina B que demonstra efeitos antiproliferativos em
casos de leucemia linfocitica crénica (Xiao et al., 2016). O efeito anticarcinogénico da
estreptorrubina B esta relacionado a capacidade da molécula de inibir a atividade da
Bcl-2, envolvida no processo de apoptose celular, capacidade aumentada no farmaco
obatoclax.

Considerando as diversas atividades biol6gicas da estreptorrubina B, a

investigacdo de novas fontes promissoras e sua correta caracterizacdo pode
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direcionar o desenvolvimento de moléculas bioativas para os mais diversos setores.

3.5 MODELOS ALTERNATIVOS AO USO DE ANIMAIS MAMIFEROS

As atividades biologicas de pigmentos microbianos tém sido amplamente
investigadas em diversas pesquisas. Ao se investigar uma nova molécula, estudos de
toxicidade devem ser realizados para garantir a seguranca na sua utilizacédo. Diversos
modelos incluindo animais vertebrados séo utilizados com esta finalidade, contudo,
atualmente busca-se uma reducéo na utilizacdo destes através do conceito dos 3Rs,
que visa reduzir o numero de animais mamiferos utilizados e substituir estes por
modelos alternativos (Ramesh et al., 2022).

A utilizacdo de animais em pesquisas € regida por leis e diretrizes especificas.
No Brasil, a lei Arouca, n°® 11.794/2008 culminou na criacdo do Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e em 2012 da rede nacional de
métodos alternativos (RENAMA) (BRASIL, 2008).

Métodos alternativos validados e reconhecidos foram definidos na resolucdo n°
54/2022, pelo CONCEA (BRASIL, 2022). Na referida resolucdo, o conselho orienta a
adocdo de metodologias que tenham sido validadas por estudos colaborativos
internacionais e que: ndo utilizem animais, usem espécimes de ordens inferiores,
empreguem menor numero de animais, utilizem sistemas organicos ex Vvivo
diminuindo ou eliminando o desconforto. Adicionalmente, o uso de animais em
pesquisas cientificas de produtos de higiene pessoal, cosméticos, perfumes e afins foi
proibido no Brasil, em 2023 com a resolugdo de n° 58/2023 CONCEA, refor¢cando
assim a busca por modelos experimentais alternativos (BRASIL, 2023).

Alguns modelos alternativos tém sido explorados em pesquisas cientificas,
como Galleria mellonella, Caenorhabditis elegans, Danio rerio (zebrafish), Panagrellus
redivivus, Drosophila melonogaster e Biomphalaria glabrata (Champion, Titball &
Bates, 2018). Estes modelos possuem dentre outras vantagens, 0 menor custo,
crescimento rapido, facilidade de manuseio, crescimento em tempo e espacgo
reduzido, além de ndo possuirem restricdes éticas se comparado aos modelos com

mamiferos (Singulani et al., 2018).
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3.5.1 Modelo de Galleria mellonella

As larvas de Galleria mellonella, sdo sistemas modelos j& amplamente
estudados e com aplicagdes variadas que ajudam a reduzir a demanda de modelos
vertebrados, além de estarem disponiveis em nimero e baixo custo (Serrano et al.,
2023). G. mellonella é um modelo que pode ser utilizado para o screening de possiveis
agentes antimicrobianos, analise de viruléncia, verificacdo da toxicidade, avaliagdo de
terapia fotodinAmica, entre outros ensaios, apresentando respostas rapidas e de baixo
custo (Serrano et al., 2023). Seu tamanho proporciona a utilizacdo em metodologias
gue requerem maior quantidade de hemolinfa, hemdcitos e demais fatores. As larvas
de G. mellonella sdo importantes modelos para compreender respostas imunes a
infeccdo por conta das semelhancas com a imunidade inata de mamiferos (Smith et
al., 2022).

Galleria mellonella € um inseto da ordem Leptoptera e da familia Pyralidae que
vem sendo cada vez mais utilizada como modelo para estudo de fatores de viruléncia
e patogénese de organismos como fungos e bactérias e diferentes moléculas, por
possuir, dentre outros fatores, um sistema imune funcional e estruturalmente
semelhante ao sistema imunolégico inato dos mamiferos, fornecendo uma avaliacdo
rapida, barata e confiavel da toxicidade in vivo (Eskin et al., 2019; Marcelino et al.,
2021).

A larva do inseto, que é utilizada para estudos toxicol6gicos, apresenta baixo
custo de aquisicdo e armazenamento, sdo facilmente manipulaveis e ndo estao sob
restricbes éticas ou legais (Piatek, Sheehan & Kavanagh, 2021), o que as torna um
modelo bastante acessivel para ensaios de toxicidade. O ciclo de vida completo de
G. mellonella ocorre entre 8 e 12 semanas sob condi¢des favoraveis de temperatura
e umidade, sendo a temperatura de armazenamento proximo a 15 °C, podendo ser
mantidas apés a inoculacdo em até 37 °C (Kavanagh & Reeves, 2004; Firacative et
al., 2020). G. mellonella apresenta diferentes estagios de desenvolvimento, sendo 7
instares entre a fase de ovo e o estagio adulto (Figura 6) (Firacative et al., 2020). Os
ovos sao brancos a rosa claro e eclodem em 5 a 8 dias (24 a 27 °C) para se
transformar em larvas branco-creme com aproximadamente 23 mm (Jorjdo et al.,
2018).

Para a realizacdo de ensaios de toxicidade s&o, geralmente, empregadas

larvas apO6s seu 6° instar, quando apresentam 3 cm de comprimento e,
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aproximadamente, de 200 a 300 mg de peso corporal (Kavanagh & Reeves, 2004;
Firacative et al., 2020).

Figura 6. Diferentes estagios de desenvolvimento de Galleria mellonella. Ovos (1), larva com 10 dias
(2), larva com 20 dias (3), larva entre 25-35 dias (4 e 5), larva com aproximadamente 40 dias (Gltimo
estagio larval) (6), pré-pupas e pupas (7 e 8) e inseto adulto (9).

Fonte: Jorjao et al., 2018

Adicionalmente, a hemolinfa € composta por hemaocitos com fungdes distintas,
pertencentes a classes especificas: prohemdcitos, plasmatdcitos, granulécitos,
coagulécitos, esferulécitos e oenocitdides (Jorjao et al., 2018).

Embora insetos ndo produzam anticorpos, as defesas imunes destes
organismos envolvem processos imunoldgicos inatos humorais e mediados por
células. Os hemdécitos sdo células imunoldgicas que circulam na hemolinfa e possuem
papéis comparaveis aos dos macrofagos e neutrofilos. S8o responsaveis pela
liberacao extracelular de espécies reativas de oxigénio (ERO), liberacdo de moléculas
inflamatérias, além da criacdo de granulomas pelo mecanismo de nodulacéo, onde
séo liberados e ativados fatores de coagulagéo, enzimas e complexos imunes (Smith
et al., 2022; Serrano et al., 2023).

Uma das classes de enzimas que sao liberadas durante a lise e nodulagao séo
as fenoloxidases, enzimas responsaveis pela conversdo de catecolaminas da
hemolinfa em DOPA melanina, pigmentos marrom-escuros que contribuem para
defesa imunolégica do inseto e reparo de feridas. A melanizacéo, além de atuar como
barreira fisica, capaz de restringir a absor¢do de nutrientes e as trocas gasosas,
produz espécies reativas e intermediarias citotdxicas que contribuem para a morte do
agente invasor (Smith et al., 2022). Dessa forma, a melaniza¢cdo da larva indica a

reacdo com a molécula administrada e avaliada.

3.5.2 Modelo Caenorhabditis elegans

Outro modelo alternativo de ensaios de toxicidade utiliza o nematédeo
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Caenorhabditis elegans, invertebrado néo patogénico, de vida livre, cujo verme adulto
apresenta, aproximadamente, 1mm de comprimento e que pode ser manipulado em
cultura liquida (Wittkowski et al., 2019). Apesar de ser um organismo simples (com
apenas 959 células sométicas em adultos) apresenta tecidos especializados que
funcionam de maneira semelhante aos 6rgaos dos vertebrados (Hunt, Camacho &
Sprando, 2020). Além de tecidos especializados, também exibe sistemas reprodutivo,
digestivo e nervoso completo, sédo de facil cultivo, apresentam curto tempo de vida e
geracional além de possuir uma alta fecundidade (Yao, Zhang & Tang, 2022). C.
elegans é um sistema modelo composto por fases de desenvolvimento bem
conhecidas que vem sendo utilizado na descoberta de novos compostos bioativos em
estudos de toxicidade, imunidade e farmacogenética (Lazic et al., 2022).

A cuticula transparente facilita a visualizagdo de mudancas na morfologia
tecidual e alteracdes nos 6rgdos no mesmo animal ao longo do tempo (Hunt, Camacho
& Sprando, 2020). Se alimentam de bactérias como, por exemplo, a Escherichia coli
e as semelhancas entre seu trato digestivo e o trato digestivo dos humanos, as tornam
um modelo promissor para estudo da relacéo entre hospedeiro-parasita (nesse caso,
0S micro-organismos) e seus beneficios para a digestdo, absorcao de nutrientes e
protecdo contra agentes patogénicos (Kumar et al., 2019).

Devido ao seu tamanho reduzido, pode ser cultivado em placas multipocos,
semelhante aos ensaios in vitro, sendo possivel a avaliacdo de varias substancias em
diversas larvas ao mesmo tempo (Wittkowski et al., 2019). Dessa forma a utilizagéo
de C. elegans pode preencher uma lacuna e se tornar uma ponte entre 0s ensaios in
vitro e in vivo na medida que une as vantagens dos ensaios em mamiferos mais
complexos com as dos ensaios in vitro (como necessidade de pouco espaco, p. ex.)
(Wittkowski et al., 2019).

3.5.3 Modelo Biomphalaria glabrata

O molusco Biomphalaria glabrata constitui alternativa a ensaios de toxicidade
in vivo com mamiferos vertebrados. Trata-se de uma espécie herbivora e dulcicola
gue, quando adultos, possuem uma concha de até 40 mm de diametro e 11 mm de
largura (Souza-Silva et al., 2023). Na fase embrionéria é possivel observar diferentes
estagios como: blastula, gastrula, trocofora, veliger e hippo stage (Batista et al., 2022).

As caracteristicas apresentadas por B. glabrata como sensibilidade celular estrutural
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e genética a exposicdo a componentes toxicos caracterizam a espécie como um
biomonitor eficiente. A utilizacdo como modelo experimental se justifica por conta da
possibilidade de, em laboratério, serem utilizados como indicador ambiental de
diversos poluentes, além da viabilidade de se utilizar desde embrides até individuos
adultos (de Siqueira et al., 2021).

E um modelo ecotoxicoldgico que pode ser utilizado em ensaios de toxicidade,
embriotoxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e bioacumulacéo (de Siqueira et al.,
2021) pois possui 0s mecanismos imunolégicos elucidados permitindo a interpretacao
dos resultados toxicolégicos. Moluscos adultos podem ser utilizados para ensaios de
bioacumulacdo, os embrides para ensaios de embriotoxicidade e os hemdcitos
(células circulares da hemolinfa) séo utilizados para averiguar citotoxicidade e
genotoxicidade.

Os hemdcitos sdo células livres nucleadas que circulam na hemolinfa de
artrépodes, moluscos e insetos sendo responsaveis, primordialmente, pelo transporte
de gases respiratorios além de participar da resposta imunoldgica e do processo de
desintoxicacdo por meio do acumulo de xenobidticos (Machalowski & Jesionowski,
2021). Por conta de sua atividade fagocitica, assim como os macréfagos humanos, 0s
hemdcitos fagocitam substancias exdégenas e a quantidade dos mesmos antes e
depois da exposi¢do € utilizada para mensurar a toxicidade de diferentes substancias
(Souza-Silva et al., 2023). Porém € importante ficar atento ao tamanho da concha,
pois, essa caracteristica esta diretamente relacionada com a idade do molusco e,
conseguentemente, com a quantidade de hemdcitos circulantes. Para determinar a
influéncia dos compostos analisados nos hemdécitos da hemolinfa, pode-se utilizar a
técnica de Ensaio Cometa que visa determinar a extenséo dos danos ao nucleo celular
e correlaciona-lo com genotoxicidade (de Siqueira et al., 2021).

A semelhanca da hemolinfa com o sangue de vertebrados faz com que este
modelo seja amplamente utilizado a fim de verificar efeitos adversos de diversas
substancias, incluindo pigmentos. Ademais, outros componentes da hemolinfa, como
hemocianinas, possuem atividade da fenoloxidase, sendo aplicadas em acgbes
antibidticas e antivirais (Machalowski & Jesionowski, 2021). Dessa forma, o0 modelo
utilizando B. glabrata se torna eficaz na avaliacdo da seguranca de pigmentos

naturais, além de evitar a utilizagdo de mamiferos vertebrados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desta tese estdo apresentados na forma de artigos sendo um

artigo experimental e outro de revisao.

4.1 artigo 1

Além da Cor: Biossintese, Funcdes e Aplicacdes Biotecnoldgicas das
Prodigininas —uma reviséao

Silva, Amanda Maria da'; Xavier, Arthur Travassos de Queiroz!; Aguiar, Jaciana
dos Santos; Lima-Gomes, Glaucia Manoella de Souzat

lUniversidade Federal de Pernambuco (UFPE), Departamento de Antibiticos, Centro de
Biociéncias;

RESUMO

Prodigininas sdo uma ampla classe de pigmentos vermelhos alcalinos e
hidrofébicos caracterizados pela presenca do anel tripirrélico em sua estrutura.
Esses pigmentos ja foram isolados de géneros bacterianos como Serratia sp.,
Streptomyces sp. e Actinomadura sp. e exibem grande diversidade estrutural
devido aos tipos e comprimentos de radicais ligados ao nucleo pirrol. Além de
conferir cor aos mais diversos materiais, prodigininas também sdo conhecidas
por suas atividades bioldgicas como antimicrobiana, antioxidante, antitumoral e
biocida. O interesse da inddstria por pigmentos naturais € crescente e a
substituicdo destes aos pigmentos sintéticos é gradativa, modulada pela
mudanga de perfil do consumidor e dos efeitos indesejaveis atribuidos aos
pigmentos sintéticos. A acdo bioativa das prodigininas tem motivado
pesquisadores devido a potencial aplicacio em  medicamentos
anticancerigenos, drogas antimicrobianas e aditivos alimentares, por exemplo,
estimulando a busca frequente por novas fontes produtoras destas moléculas,
principalmente entre os micro-organismos. Neste artigo a diversidade estrutural,
a biossintese, os mecanismos de acao e as possiveis aplicacdes industriais das
prodigininas sdo criticamente discutidas. Além de revisitar o estado da arte das
prodigininas, busca-se compilar recentes avancos e perspectivas futuras de suas
aplicagcbes em formulagbes como filmes inteligentes, bionanocompositos e
hidrogéis bioativos.

Palavras-chave: prodigininas; bioatividade; cor; filmes inteligentes;
bionanocompositos

Introducéo

Os micro-organismos sdo excelentes fontes de compostos bioativos de
interesse dos seres humanos. Diversos metabdlitos secundarios produzidos por
micro-organismos tém sido empregados nas industrias farmacéuticas e
nutracéuticas, como antibiéticos, antioxidantes, suplementos alimentares, entre
outros. Dentre os metabdlitos produzidos por micro-organismos, 0s pigmentos
naturais tém despertado o interesse de pesquisadores por todo 0 mundo, mais
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recentemente, devido as caracteristicas colorantes e as propriedades bioativas
observadas, como agente antioxidante, de toxicidade seletiva e antitumoral,
podendo significar uma importante estratégia para o desenvolvimento de novos
produtos (Rajendran, Somasundaram e Dufossé, 2023).

Moléculas estruturalmente diversas, os pigmentos bacterianos pertencem
a diferentes classes incluindo quinonas, carotenoides, antocianinas, melaninas
e prodigininas (Paillie-Jiménez, Stincone, & Brandelli, 2020; Rather et al., 2023).
As prodigininas (PdGs) compdem um conjunto de pigmentos vermelhos,
alcaloides, tripirrélicos e normalmente hidrofébicos que podem ser obtidos de
forma natural, produzidos por espécies de Serratia sp., actinobactérias e
algumas bactérias marinhas (Barreto et al., 2023) ou quimicamente sintetizadas.
Essa classe de pigmentos possui representantes como a estreptorrubina B, a
prodigiosina, undecilprodigiosina, entre outras. A principal molécula dessa
classe, a prodigiosina, apresenta atividades biologicas importantes como acéo
antioxidante, anticancerigena e antibiotica, além de possuir diversas aplicacdes
nas industrias alimenticia, farmacéutica e téxtil (Li et al., 2022; Amorim et al.,
2022; Han et al., 2021; Metwally et al., 2021).

Embora a exploracéo de fontes naturais para obtencdo de pigmentos ndo
seja uma estratégia recente, o papel que estas moléculas podem desempenhar
como componentes funcionais na industria farmacéutica é ainda algo novo.
Insetos, espécies vegetais, animais e alguns minérios constituiam as principais
fontes de extracdo de pigmentos e corantes desde as primeiras civilizacdes
(Rajendran, Somasundaram & Dufossé, 2023). Contudo, em 1856 William H.
Perkin sintetizou o corante azul conhecido como "mauveina” iniciando a era dos
corantes sintéticos e, desde entdo, a demanda por pigmentos sintéticos
aumentou substancialmente, consolidando-se ao longo das décadas (Rather et
al., 2023).

Contudo, os efeitos negativos associados aos pigmentos sintéticos e suas
propriedades recalcitrantes, bioacumulagdo, toxicidade, efeitos mutagénicos,
cancerigenos e seu impacto no ambiente, tém impulsionado a busca por
pigmentos naturais, a medida que os consumidores demandam produtos “eco-
friendly” e seguros para a saude (Aman Mohammadi et al., 2022; Olas et al.,
2021).

Plantas e micro-organismos, como fungos e bactérias, destacam-se na
producdo de pigmentos naturais por sua eficacia na acumulagdo de altas
concentracfes desses compostos nas membranas celulares e granulos
intracelulares citoplasméticos, permitindo a extragao e purificacao para aplicacéo
em processos industriais (Paul et al., 2020). Pigmentos produzidos por micro-
organismos apresentam vantagens frente aos obtidos de fontes vegetais, como
independéncia da sazonalidade e possibilidade de alteracdo dos parametros de
crescimento e extracdo para otimizacdo da producdo, além de facilitar a
elucidacdo dos mecanismos de biossintese (Paillie-Jiménez, Stincone, &
Brandelli, 2020)

Esta revisdo tem como objetivo apresentar as principais atividades
biolégicas associadas a prodigininas, descrevendo os processos de biossintese,
métodos predominantes de extracdo e identificacdo desses pigmentos.
Pretende-se, assim, contribuir para o avango das pesquisas no campo dos
pigmentos microbianos.

Classificacdo e estrutura quimica das prodigininas
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Prodigininas sdo um grupo de pigmentos vermelhos compostos por 33
membros caracterizados pela presenca de um arranjo com trés anéis pirréis (A,
B e C). Sabe-se que as prodigininas apresentam propriedades de absor¢cédo no
comprimento de onda aproximado de 535 nm. Do ponto de vista estrutural, as
prodigininas podem ser classificadas em ciclicas e lineares (ou aciclicas),
conforme a configuracdo dos anéis pirrdlicos caracteristicos, associados ao
comprimento da cadeia alquil e a conformidade da molécula. Desde sua
descoberta, com a prodigiosina em 1929, prodigininas ja foram identificadas e
isoladas a partir de diversos géneros bacterianos como Serratia (Wang et al.,
2022), Hahella (He et al., 2022), Pseudoalteromonas (Setiyono et al., 2020),
Vibrio (Vijay et al., 2022), Zooshikella (Ramaprasad et al., 2015) e Streptomyces
coelicor (Tencoli et al., 2020).

Prodigininas lineares se diferenciam pelo tamanho das cadeias
carbdnicas substituintes no anel C (Lu et al., 2024) enquanto prodigininas ciclicas
podem apresentar um anel externo ligado ao anel C, como a
metacicloprodigiosina e estreptorrubina B, ou a formacéo de um anel a partir da
ligacdo entre os anéis A e C por cadeias de alquil, como a ciclononilprodigiosina
e etilciclononilprodiginina (Li et al., 2022; Lu et al., 2024). Os pigmentos
pertencentes a classe das prodigininas reconhecidos até o momento sdo
brevemente descritos na Tabela 1.



Tabela 1. Informacgdes gerais e bioatividade de algumas das principais prodigininas ciclicas e lineares reportadas até o momento.

Micro-organismo

Informagdes gerais

Bioatividade
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Referéncia

Serratia marcescens
Actinomadura rubra
S. nematodiphila
S. rubidaea

Principal e primeira molécula da classe a
ser descoberta. Por vezes é considerada
um epdnimo das prodigininas. Formada
por um por pirrol (anel A), 3-metéxipirrol
(anel B) e 2-metil-3-pentilpirrol (anel C) de
férmula molecular C2oH2sN30

Atividade anticancerigena
contra células resistentes de
carcinoma urotelial.
Atividade antioxidante
Atividade antimicrobiana

Guryanov
et al.,
(2020);
Koyun et
al., (2022)

Halella sp.
P. rubra

Isolada em pequenas quantidades a partir
de uma bactéria marinha. Férmula
molecular C19H23Ns0

Forte atividade antimalaria
Strong antimalarial activity

Tan et al.,
(2023)

Pseudoalteromonas
rubra

Isolada em pequena quantidade a partir
de uma bactéria marinha. Férmula
molecular C21H27N30.

Atividade antimicrobiana
contra bactérias Gram
negativas, Gram positivas e
leveduras

Setiyono et
al., (2020)

Halella sp.
P. rubra

Derivado alcalino da prodigiosina pouco
relatado na literatura. Férmula molecular
C22H20N30

Atividade antimicrobiana
contra bactérias Gram
positivas e Gram negativas
e leveduras, inclusive
Staphylococcus aureus
MRSA.

He et al.,
(2022);
Setiyono et
al., (2020)

Zooshikella rubidus
Epicoccum nigrum

Uma das poucas (se nao a Unica)
prodigininas isoladas de um fungo

Atividade antimicrobiana
contra bactérias Gram

Perveen et
al., (2017)
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(ascomiceto).

positivas, Gram negativas e
leveduras. Atividade
antitumoral contra células
SK-MEL-28 de melanoma
humano.

Lee et al.,
(2015)

Vibrio spartinae

Primeira prodiginina ramificada relatada
proveniente do cluster génico PIG.
Formula molecular C2H3NsO

Atividade antimicrobiana
frente a bactérias Gram
positivas e Gram negativas.
Atividade antiparasitéria
contra Plasmodium
falciparum verificada em
molécula sintética.

Vitale et
al., (2020)
Kancharla

etal.,
(2021)

Hahella chejuensis

KCTC 2396

Formada pela condensacao do 2-methyl-
3-amyl-pyrrole (MAP) e 4-hydroxy-2,2’-
bipyrrole-5-carboxaldehyde (HBC), a
intermediate in 4-methoxy-2,2’-bipyrrole-5-
carboxaldehyde (MBC) pathway.

Atividade citotoxica

Kim et al.,
(2007)

Serratia sp.
Halella sp.

Acinomadura sp.
Streptomyces coelicolor

Bastante relatada e estudada. Geralmente
micro-organismos produtores de
undecilprodigiosina ndo produzem
prodigiosina e vice-versa. A biossintese
ocorre por meio da juncao do 2-
undecilpirrol (2-UP) com MBC.

Atividade
fotossensibilizadora e
coadjuvante em terapia
fotodindmica do cancer.
Atividade antimicrobiana
frente a diversos patégenos
bacterianos e fangicos.
Utilizada como aditivo
alimentar.

Sen,
Barrow &
Deshmukh
(2019)
Arshadi et
al., (2021)
Gacem et
al., (2020)
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Apresenta efeitos imunossupressores com
atividade inibitoria de linfocitos. Foi Atividade citotéxica e Branco et
Actinomadura s primeiramente obtida de uma cepa antitumoral frente a al., (2020)
P patogénica de Actinomadura madurae e melanoma (células 501-Mel | Pattnaik et
difere da undecilprodigiosina no e WM293A) al., (2022)
comprimento da cadeia de metileno.
Atividade antitumoral contra
Primeira prodiginina natural relatada aderzggﬁjrg gosrr}l%(\J/\ig;lano Fehér et
Pseudoalteromonas constituida de um substituinte (p- L al., (2008)
. ) e Ampla atividade
rubra hydroxibenzil) na posicéo 2 do Anel A. o . Kacharla et
Formula molecular C27H32NsO> antlmlc_robla_n a contra al., (2021)
Escherichia coli e S. aureus v
MRSA
Micro-organismo Informacgbes gerais Bioatividade Referéncia
Bactérias marinhas séo as mais
proeminentes fontes de extracéo e Atividade antimicrobiana
Streptomyces sp. isolamento. Reportada pela primeira vez Atividade anti-inflamatério e Setiyono et
Serratia sp. em 1979. Demonstra maiores efeitos . al., (2020)
e . . anti-tumoral
antimicrobianos em bactérias Gram
positivas.
Por alguns anos, logo apos sua
descoberta, recebeu o nome de
butilcicloheptilprodigiosin. Estudos .
. : Suzuki et
S. spectabilis posteriores demostraram que se tratava Atividade anti-biofilme al., (2015)
Streptomyces sp. de moléculas diferentes. Apresenta efeitos Atividade nematicida Y| ot al
anti-nematoides, inibidores de biofilme em ¥
o (2022)
Staphylococcus aureus e eficacia contra
determinadas linhagens de células
cancerigenas
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A atividade Optica da molécula indica a
participacdo de um complexo enzimatico

Actinobacterium V em sua formacao. Anos depois de sua Atividade antioxidante Gacem et
002 §a0. ANOS dep . Atividade antibacteriana. al., (2020)
descoberta, a participacéo da enzima
RedG em sua biossintese foi elucidada.
o = | Arshad e
Por alguns anos foi confundida com protetores. al., (2021)
. . Agente citotoxico e

Serratia marcescens estreptorubina B. Apresenta uma ampla genotéxico Abdelfattah

gama de caracteristicas bioativas. Antioxidante e Anti- etal,

. L (2019)

inflamatorio

Pseudoalteromonas sp. E?ﬁéﬁ;ﬂi"&ﬁ"jﬁa'{]oiego dsaﬁl(t)%e:;agcl:\loAs Anti-cancerigena contra Branco et
(BRA-007) pop melanoma (células SK-Mel). | al., (2020)

além de inibir a survivin.
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Prodigininas lineares (aciclicas)

A prodigiosina é a molécula mais investigada dentre as prodigininas que
se tem conhecimento e, por vezes, € considerada um epdnimo das prodigininas.
Isolada pela primeira vez em 1929 por Wrede e Hettche a partir de Serratia
marcescens (até entdo denominado Bacillus prodigiosus) (Wrede e Hattche,
1929), a prodigiosina teve sua estrutura quimica elucidada em 1962 por
Rapoport e Wilson. Molécula tripirrolica formada por pirrol (anel A), 3-metoxipirrol
(anel B) e 2-metil-3-pentilpirrol (anel C) de formula molecular C20H2sN30 (Han et
al., 2021) a prodigiosina tem sido relacionada a diversas atividades biolégicas
tais como antimicrobianas (Setiyono et al., 2020), antioxidantes, anti-
inflamatérias (Abdelnour et al., 2020), antitumorais (Wang et al., 2022) e
antiparasitarias (Herraez et al., 2021). Em Serratia marcescens, a prodigiosina é
sintetizada por meio de 33 genes, enquanto Streptomyces coelicolor utiliza 23
genes para produzir seus derivados (Ramesh et al., 2021). Contudo a producao
de prodigiosina tem sido reportada por outras espécies de Serratia, como S.
nematodiphila e S. rubidaea como, também, por outros géneros bacterianos (p.
ex. Pseudoalteromonas, Vibrio e Streptomyces) (Han et al., 2021).

Os compostos 2-metil-3-propil prodiginina, 2-metil-3-butil prodiginina, 2-
metil-3-hexil prodiginina e 2-metil-3-heptil-prodiginina, 2-metil-3-octil-prodiginina
séo pouco reportados na literatura, sendo geralmente identificados em pequenas
concentracdes junto a outros pigmentos da classe das prodigininas (Setiyono et
al., 2022; He et al., 2022; Shaffer et al., 2023) sendo 2-metil-3-propil-prodiginina,
2-metil-3-butil-prodiginina e 2-metil-3-heptil-prodiginina relacionados a efeitos
antimicrobianos frente a Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)
e Bacillus subtilis (He et al., 2022).

Segundo dados da literatura, o pigmento 2-metil-3-nonil-prodiginina
apresenta efeitos antimicrobianos contra B. subitilis, E. coli, S. aureus e Candida
albicans (Perveen et al.,, 2017) sendo produzido e isolado de bactérias
(Zooshikella rubidus) e fungos (Epicoccum nigrum) (Lee et al., 2011; Perveen et
al., 2017).

Ramaprasad e colaboradores (2015) relataram a extracdo de pequenas
guantidades dos pigmentos 2-metil-3-dodecil-prodiginina (422 m/z) e 2-metil-3-
tridecil-prodiginina (436 m/z) a partir de Zooshikella marina, bactéria pigmentada
isolada da areia da praia. Os autores, entretanto, ndo apresentam detalhes
acerca das atividades biolégicas dos pigmentos, denominando-os apenas com
analogos da prodigiosina.

A isoheptilprodigiosina, por sua vez, foi primeiramente relatada por Vitale
e colaboradores (2020) como produto metabdlico da bactéria Gram negativa
Vibrio spartinae, sendo a primeira prodigiosina ramificada advinda do gene PIG.
Desde sua descoberta, a isoheptilprodigiosina ja demonstrou efeitos
antimicrobianos frente a bactérias Gram positivas e Gram negativas (Vitale et al.,
2020) e antimalarico contra Plasmodium falciparum (Tan & Wang, 2023;
Kancharla et al., 2021).

Norprodigiosina, undecilprodigiosina, metacicloprodigiosina e
nonilprodigiosina apresentam estereoisomeros com atividades biologicas
semelhantes, incluindo citotoxica (Kim et al.,, 2007; Branco et al., 2020),
antioxidante e antibacteriana (Sen, Barrow & Deshmukh). A norprodigiosina foi
previamente reportada por Quadri e Williams em 1973 e Gerber em 1975 como
produto metabdlico de Serratia marcescens, sendo formada pela condensacéao
do 2-metil-3-pentilpirrol (MAP) com HBC (4-hidroxi-2,2'-bipirrol-5-carboxaldeido),
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molécula intermediaria do MBC (4-metoxi-2,2'-bipirrol-5-carboxaldeido) (Gerber,
1975; Kim et al., 2007).

A undecilprodigiosina foi identificada em 1966, isolada de Streptomyces
longisporus ruber (Wasserman, Rodgers e Keith, 1966). Desde entdo outros
géneros como Serratia, Hahella, Actinomadura e S. coelicor ja& foram
investigados como produtores (Li et al., 2022). De modo geral, conforme dados
da literatura, micro-organismos produtores de undecilprodigiosina néo
demonstram acumular prodigiosina e vice-versa (Paul et al., 2020). A biossintese
deste pigmento ocorre com a juncdo de 2-undecilpirrol (2-UP) com o MBC
(Wasserman et al., 1974; Hu et al., 2016). Algumas enzimas como a McpG e a
RedG podem modificar a molécula dando origem a formacdo da
metacicloprodigiosina ou até mesmo da estreptorrubina B (Li et al., 2022).

A undecilprodigiosina apresenta atividades biologicas e industriais sendo
reportada em estudos de terapia fotodinamica (Arshadi et al., 2021) como agente
capaz de sensibilizar células cancerigenas a exposi¢do da luz, acarretando,
assim, a morte celular; como fator anti-melanogénico (Lee et al., 2024),
reduzindo a producdo de melanina na pele em casos de hiperpigmentacao;
agente antitumoral, antimicrobiano e antifiungico (Alzahrani et al., 2022).

A nonilprodigiosina, extraida e caracterizada em 1969 a partir de uma
cepa patogénica de Actinomadura (Streptomyces) madurae (Gerber, 1969),
difere da undecilprodigiosina na quantidade de radicais metileno ao longo da
cadeia carbbnica (Hu et al., 2016). A nonilprodigiosina exibe efeitos
imunossupressores, como a capacidade de inibir a atividade linfocitaria
(Montaner e Pérez-Tomas, 2003) e junto ao seu analogo nonilprodigiosina
macrociclica tem demonstrado em estudos recentes efeitos citotoxicos em
células tumorais com especial afinidade por melanomas (Branco et al., 2020;
Pattnaik et al., 2022).

A 11-metildodecil-prodiginina (Kimata et al., 2018),
metilundecilprodiginina (Mo et al., 2013), 2-metil-3-propil-4-O-metil-prodiginina,
2-metil-3-pentil-4-O-metil-prodiginina (He et al., 2022) e dipirrolildipirrometeno
prodigiosina (Kim et al., 2007) possuem poucos relatos na literatura e suas
atividades bioldgicas permanecem desconhecidas. A 11-metildodecil-prodiginina
corresponde a uma prodiginina natural de cadeia ramificada, assim como
isoheptilprodiginina e metilundecilprodiginina (Kimata et al., 2018).

As moléculas de 2-(p-hidroxibenzil) prodigiosina, 4"-(n-butil)-2-(p-
hidroxibenzil)prodigiosina, 4"-(n-hexil)-2-(p-hidroxibenzil)prodigiosina e 4"-(n-
heptil)-2-(p-hidroxibenzil)prodigiosina, por sua vez, foram relatadas por Fehér e
colaboradores (2008) como metabdlitos secundarios de Pseudoalteromonas
rubra, apresentando acao citotdxica contra células SKOV-3, linhagem celular de
adenocarcinoma ovariano humano. A molécula de 2-(p-hidroxibenzil)
prodigiosina é considerada um analogo da prodigiosina com um substituinte no
Carbono 2 (C-2) do anel A (Hu et al., 2016).

Prodigininas ciclicas
A estreptorrubina B, metacicloprodigiosina e a cicloprodigiosina (Figura
1) podem ser citadas como moléculas de destaque nesse grupo.

Figura 1. Estrutura quimica das moléculas de cicloprodigiosina (A), estreptorrubina B (B) e
metacicloprodigiosina (C).
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Fonte: a autora

As prodigininas ciclicas compreendem algumas das estruturas mais
conhecidas na literatura como a metacicloprodigiosina e a cicloprodigiosina.
Descrevemos as prodigininas ciclicas a seguir.

Meta-cicloprodigiosina e propil-meta-ciclo-octil prodigiosina ja foram
reportados como produtos do metabolismo de Streptomyces coelicolor M511
(Kimata et al., 2017), sendo a propil-meta-ciclo-octil prodigiosina relatada pelos
autores como um novo composto.

A estreptorrubina B corresponde a uma prodiginina ciclica derivada da
undecilprodigiosina obtida a partir da condensacéo de 2-undecilpirrol (UP) e 4-
metoxi-2,2"-bipirrol-5-carboxaldeido (MBC) pelo complexo enzimatico RedH
(Withall et al., 2015). Isolada em 1975 a partir de Streptomyces sp. Y-42, a
estreptorrubina B foi primeiramente classificada como
butilcicloheptilprodigiosina, um derivado insaturado da undecilprodigiosina
(Gerber, 1975). Entretanto, a estrutura teve sua classificacao revisada em 1976
por Gerber e Lechevalier. Ao comparar as caracteristicas e propriedades da
butilcicloheptilprodigiosina e da estreptorubrina B identificando similaridades, a
butilcicloheptilprodigiosina foi reclassificada como estreptorrubina B (Hu et al.,
2016).

Durante os anos subsequentes, diversos estudos para elucidagao de sua
biossintese e estrutura quimica foram realizados e apontam que a
estreptorrubina B, bem com a metacicloprodigiosina, sdo derivados ciclicos da
undecilprodigiosina (Haynes et al., 2011). A biossintese da molécula envolve,
assim como em outras prodigininas, a regulagao por parte do “red” cluster ou
agrupamento de genes envolvidos na sintese de pigmentos vermelhos, como
prodigiosina e seus derivados. Em Streptomyces coelicor, por exemplo, a
molécula 2-undecilpirrol (UP) € fundamental para a sintese de estreptorrubina B
e undecilprodigiosina que envolve o cluster redPQRKL, onde o gene RedL e
RedK auxiliam na sintese de UP a partir do acido dodecandico (Mo et al., 2008).

Segundo dados da literatura, a estreptorrubina B demonstra efeitos anti-
nematoides (Yi et al., 2022), inibidores de biofilme em Staphylococcus aureus
(Suzuki et al., 2015) e eficacia frente a algumas linhagens de células
cancerigenas (Xiao et al., 2016). A butil-cicloheptil-prodigiosina, por sua vez, ja
foi reportada como metabdlito secundério de Streptomyces coelicolor,
Saccharopolyspora sp. e Serratia marcescens (Islan et al., 2022; Arshadi et al.,
2021).

Desde sua descoberta, como metabdlito secundario de Streptomyces
longisporus ruber (S. longispororuber) por Wasserman e colaboradores em
1969, a metacicloprodigiosina (mcPG) tem sido obtida a partir de diversas
espécies de Streptomyces, tais como S. alboflavus (Masi et al., 2024), S.
coelicolor, S. spectabilis (Meng-Xi et al., 2021). O pigmento apresenta
propriedades antimicrobianas (Meng-Xi et al., 2021), antioxidantes (Gacem et
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al., 2020) e antitumorais (Ikeda et al., 2016).

A cicloprodigiosina (cPG), diferentemente de outros analogos de
prodigiosina que sdo comumente isolados de espécies dos géneros
Streptomyces e Serratia, foi primeiramente isolada a partir de Alteromonas
(Pseudoalteromonas) rubra (Gerber e Gauthier, 1979), sendo reportada nos
anos seguintes, de outras bactérias como Vibrio gazogenes (Alihosseini et al.,
2010), Massilia frigida (Shaffer et al., 2023) e Zooshikella rubidus (Lee et al.,
2011). Bactérias marinhas, aparentemente, apresentam maiores indices de
producao da cPG quando comparadas com procariontes de outros habitats (Hu
et al., 2016). Esse pigmento demonstrou atividade antimicrobiana (Setiyono et
al., 2020), anti-inflamatorias e anti-proliferativas (D’Orazio et al., 2012).

As prodigiosinas R1, R2 e R3 sdo analogos da prodigiosina reportados
mais recentemente na literatura sendo isoladas da bactéria produtora de
roseofilina S. griseoviridis (Kawasaki et al., 2008; Kimata et al., 2018; Kimata et
al., 2023). A R2 e R3 apresentam propriedades citotoxicas e anticancerigenas,
enquanto a R1 ndo teve suas propriedades elucidadas (Kimata et al., 2023;
Kimata 2018).

Alguns pigmentos ciclicos s&o reconhecidos por sua elevada
citotoxicidade como o pigmento ciclononilprodigiosina e metilciclooctilprodiginina
extraidos a partir de micro-organismos como Actinomadura sp. sendo
considerados assinatura quimica deste micro-organismo (Silva et al., 2017). A
ciclononilprodigiosina também apresenta atividade antiproliferativa contra
células tumorais e ndo tumorais, em especial contra melanomas (Branco et al.,
2020).

Biossintese das prodigininas

Apesar de grande numero de bactérias actinobactérias ser capaz de
produzir diversos certa diversidade de compostos pigmentados, apenas um
nuamero limitado consegue produzir prodigininas, o que instiga a investigacédo do
conjunto génico por tras da biossintese desses compostos (Ramesh et al., 2021).
O processo de formacéo das prodigininas € complexo e comecou a ser elucidado
a partir da formacdo da prodigiosina em Serratia (Williams, 1973). Nesse
processo, a prodigiosina € sintetizada (Figura 2) a partir da ligacao entre 2-metil-
3-pentilpirrol (MAP) e 4-metoxi-2,2’-dipirrol-5-carboxialdeido (MBC), sendo o
primeiro estagio a formagcdo do MAP e do MBC (Li et al, 2022). Estes
precursores sao derivados de aminoacidos e acetatos. O MAP tem como
precursor o 2-octenal obtido por meio de transformacfes de acidos graxos,
enguanto o MBC é biossintetizado a partir da conversédo da prolina em pirrol,
seguida da formacao do alcool primario 4'-hidroxi-2,2'-bipirrol-5-metanol que, por
sua vez, é oxidado e metilado (Mnif et al., 2022).

Figura 2. Esquema da sintese de prodigiosina (C) a partir do MAP (2-metil-3-pentilpirrol) (B) e
do MBC (4-metoxi-2,2’-dipirrol-5-carboxialdeido) (A)
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Pequenas modificagbes nessa rota podem acarretar a formacdo das mais
diversas prodigininas. A cicloprodigiosina em Pseudoalteromonas rubra, por
exemplo, pode ser sintetizada a partir da modificacdo da prodigiosina pela
enzima PRUB680 monooxigenase alquilglicerol (de Rond, 2017). Em
Streptomyces coelicolor a condensacdo das moléculas 2-undecilpirrol e MBC
levam a formacdo de undecilprodigiosina, sendo a 2-undecilpirrol produto da
acao da malonil e acetil coenzima A (Wasserman et al., 1974). Em outra rota
metabolica existe, ainda, a possibilidade da undecilprodigiosina originar uma
molécula de estreptorrubina B por meio do processo de carbociclizagéo oxidativa
catalisado pela enzima Rieske oxigenase RedG (Withall, Haynes e Challis,
2015).

A genbmica e metabolémica tem contribuido para a elucidacdo dos genes
envolvidos na biossintese das prodigininas. Estudos recentes demonstram que
cerca de 15 genes estéo relacionados a este processo em espécies como Vibrio
spartini (Vitale et al., 2020). Porém em espécies de Streptomyces sp. esse
processo € mais complexo e pode envolver outros clusters. Os principais
“clusters” relacionados a sintese de prodigininas sdo o red (em Streptomyces
sp.) e o pig (em Serratia sp.), sendo cada um composto por um grupo de genes
especificos. O cluster pig, por exemplo, € comumente relacionado a sintese da
prodigiosina e compreende 14 genes organizados em ordem de A-N com
tamanho aproximado de 20960 bp (Mnif et al., 2022). A diversidade da
biossintese da prodigiosina e seus derivados nos diversos grupos de micro-
organismos e suas funcionalidades evidencia a necessidade cada vez mais de
pesquisas na area de isolamento e extracdo de biopigmentos.

Otimizacéo da producao de prodigininas

Algumas prodigininas podem ser quimicamente sintetizadas. Entretanto,
a sintese quimica além de apresentar um alto custo, possui muitas etapas e,
frequentemente, demonstra baixa rentabilidade (Han et al., 2021). Nesse
contexto, a extracdo a partir de fontes naturais, como 0s micro-organismos, se
apresenta como alternativa de baixo custo, eco-friendly e com grande
possibilidade de otimizagéo para utilizagao industrial.

De maneira geral, procariotos marinhos demonstram habilidade superior
na producdo de prodigininas em comparacao as bactérias que habitam o solo.
Além disso, a variedade estrutural e a extensa presenca desses organismos no
ambiente sugerem uma significativa diversidade na biossintese desses
compostos (Li et al., 2022). A biossintese da prodigiosina, por exemplo, pode
resultar em alguns de seus derivados (undecilprodigiosina p. ex.) a depender das
condicOes de cultivo e da presenca de determinados genes produtores (Paul et
al., 2020).
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Na producao de pigmentos a partir de bactérias, o meio de cultivo é parte
essencial, impactando significativamente o rendimento e o custo do processo
(Rajendran, Somasundaram & Dufossé, 2023). Além disso, a adicdo de matérias
primas (como acidos graxos e aminoacidos) que proporcionem uma melhor
sintese de MAP e MBC podem atingir resultados satisfatérios na producao de
PdGs. Nesse contexto, a utilizagdo de rejeitos agroindustriais e materiais
alternativos na elaboracédo dos meios de cultura é crescente e auxilia o esfor¢co
de atingir o desperdicio zero além de contribuir para a economia circular,
reduzindo a carga ambiental e sintetizando produtos com alto valor agregado
(Usmani et al., 2020; Paillie-Jiménez, Stincone e Brandelli, 2020). Em estudo
desenvolvido por Alzahrani e colaboradores (2020) a produgdao de
undecilprodigiosina por Streptomyces sp. foi otimizada (181,78 mg/g de esporos
desidratados) utilizando residuos de 6leo de amendoim combinado com rejeitos
de laticinios e frutas no meio de cultura. Da mesma forma, a utilizacdo de po6 de
farelo de trigo e a suplementacdo com tirosina aumentou a producédo de
prodigiosina (0,125 g/L) por S. marcescens e S. nematodiphilia (Maurya et al.,
2024).

Além do meio de cultivo, fatores como pH, temperatura e o nivel de
oxigénio dissolvido também podem afetar a producdo de prodigininas.
Condi¢cBes anaerobicas podem inibir a formacdo de MBC e a condensacéao de
MBC e MAP, dificultando a sintese do pigmento em Serratia marcescens (Han
et al.,, 2021). Dessa forma, bactérias cultivadas em meios aerados costumam
produzir prodigiosina de maneira mais eficiente, sendo a disponibilidade de
oxigénio fator critico para a producao de metabdlitos secundarios. Contudo taxas
de aeracdo em niveis extremos, para mais ou para menos, podem influenciar
negativamente na producéo de prodigininas (Lu et al., 2024).

Durante o cultivo sob agitacdo o oxigénio é comumente limitado devido a
baixa solubilidade na agua entre 20 °C e 40 °C (Pereira e De Carvalho, 2024).
Em pesquisa realizada por Pereira e De Carvalho (2024), a otimizagdo da
producado de prodigiosina a partir de Serratia rubidaea, foi alcancada utilizando
a proporcao de 80% de espaco livre para o crescimento microbiano,
demonstrando a influéncia da aeracdo na biossintese do pigmento.

A temperatura e o pH também sé&o fatores determinantes na regulagéo
das proteinas envolvidas na biossintese de pigmentos por micro-organismaos.
Altas temperaturas dificultam a producdo de pigmentos ao interferir na
condensacao enzimatica da PigC que, por sua vez, € primordial para a ligacéo
entre o MAP e o MBC. A enzima PigC desnatura em temperaturas acima de 30
°C e tem sua atividade diminuida abaixo de 22 °C (Han et al., 2021). Do mesmo
modo, valores extremos de pH também influenciam negativamente a producao
de prodigininas. Dessa forma a temperatura 6tima para crescimento fica entre
20 °C e 30 °C e 0 pH préximo do neutro.

Aplicagbes industriais das prodigininas

Devido as funcionalidades exibidas pelas prodigininas, muitas delas sdo
utilizadas nas industrias farmacéutica, nutracéutica e téxtil (Figura 3) (Habash et
al., 2020). Diversos fatores podem influenciar na obtencao e na estabilidade dos
pigmentos naturais como pH, temperatura, luminosidade e radiacdo UV
influenciando sua aplicagao industrial. Propriedades como a hidrofobicidade
apresentada pelas prodigininas demandam a adocdo de estratégias para sua
utilizac&o. Nesse sentido, técnicas como microencapsulacao e nanoformulacdes
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podem ser utilizadas a fim de aumentar a estabilidade do pigmento e contribuir
para aumentar a sua disperséo (Rather et al., 2023).

Figura 3. Principais aplicacfes industriais e biotecnolégicas das prodigininas
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Na industria alimenticia a prodigiosina pode ser utilizada em alimentos
para incrementar a cor ou até mesmo desempenhar papel bactericida atuando,
dessa forma, na conservacdo e preservacdao do alimento durante o
processamento (Han et al., 2021). Em breve revisdo da literatura sobre
conservantes em salsichas, uma das carnes processadas mais consumidas em
todo o mundo, Choe (2022) demonstra a importancia da utilizacédo de pigmentos
microbianos vermelhos, incluindo a prodigiosina, em substituicdo ao nitrito de
sédio que, apesar de apresentar propriedades antimicrobianas e auxiliar na
fixacdo da cor e do sabor, é classificado no grupo 1 de substancias
carcinogénicas. A salsicha, por conta do alto teor de gordura, pode sofrer
oxidacao lipidica, alterando a textura, cor, sabor e odor, além de ocasionar a
producdo de compostos nocivos como peroxidos e aldeidos. Nesse contexto, a
utilizac&o de conservantes € fundamental para garantir a seguranca da producao
e do consumo (Choe, 2022).

Aléem disso o0s pigmentos naturais podem ser utilizados para o
desenvolvimento de embalagens ativas. As embalagens ativas utilizadas em
alimentos podem fornecer protecdo contra processos oxidativos, aumentar o
tempo de prateleira e retardar a deterioracdo dos alimentos. Essa tecnologia é
desenvolvida a partir de polimeros adicionados de compostos ativos, como
sequestradores de oxigénio e etileno, antimicrobianos, captadores de umidade
e antioxidantes (Gaikwad, Singh & Negi, 2020; Kumar et al., 2021). No caso das
embalagens ativas antioxidantes, estas podem atuar de duas maneiras:
liberando antioxidantes nos alimentos e/ou eliminando compostos prejudiciais
gue possam vir a surgir em determinado estagio do processo oxidativo (Jamroz
& Kopel, 2021).

Para além da utilizacdo em produtos destinados a alimentagcdo humana,
pesquisas também apontam a utilizacdo e os beneficios de prodigininas como
aditivos na racao animal. No contexto da producdo pecuéria, 0 estresse térmico
pode aumentar a temperatura corporal, provocando o surgimento de radicais
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livres que, por sua vez, induzem danos as proteinas e ao DNA, além de aumentar
0s niveis de citocinas pro-inflamatérias, influenciando negativamente a producéo
e a saude dos animais (Sheiha et al.,, 2020; Hirakawa et al., 2020). Nesse
sentido, buscando alternativas para amenizar os efeitos do estresse térmico,
estudo desenvolvido por Abdelnour e colaboradores (2020) demonstrou reducéo
dos niveis de citocinas inflamatérias, melhor crescimento e estado geral de
saude em coelhos alimentados com racdo incrementada por prodigiosina. Em
comparagao com o grupo controle, a administracéo de 50, 100 e 150 mg/kg de
prodigiosina diminuiu significativamente os niveis de bilirrubina total,
triglicerideos, gama-glutamil transferase e creatinina, além de melhorar o peso
corporal final, o ganho diario de peso e a taxa de converséo alimentar (Abdelnour
et al., 2020).

Além da aplicacdo na industria alimenticia, a capacidade das prodigininas
de interagir com diferentes fibras sintéticas e naturais como algodao, 14, seda e
nailon podem ser aproveitados, também, na industria téxtil (Ren et al., 2017).
Moléculas como cicloprodigiosina e heptilprodigiosina apresentaram capacidade
colorante em |4, seda e acrilico, demonstrando caracteristicas similares aos dos
corantes ibnicos (Alihosseini et al.,, 2008). Juntamente com a violaceina e
melanina, extratos bacterianos com prodigiosina s&o corriqueiramente utilizados
em processos de tingimento, sendo a prodigiosina conhecida pelas suas
propriedades antioxidantes, antibacterianas e de prote¢cdo contra radiacao
ultravioleta (UV) (Kramar e Kostic, 2022). Dependendo do pH e do processo
utilizado no tingimento, esses compostos sdo capazes de produzir interagdes
ibnicas com as fibras téxteis (Kramar et al., 2014). A prodigiosina pode se unir
as fibras do tecido e, por conseguinte, pode ser utilizada como corante téxtil.
Além disso, tecidos tingidos com prodigiosina mantém a cor mais tempo e séo
resistentes a sucessivas lavagens, como também a acidos, substancias alcalinas
e saponificantes (Han et al., 2021). Prodiginina extraida de S. marcescens tem
a capacidade de tingir fibras sintéticas (nylon) que, por sua vez, apresentaram
alta resisténcia as lavagens e propriedades antimicrobianas frente a Escherichia
coli e S. aureus (Liu et al., 2013). O estudo citado apontou, ainda, diferenca na
acao antimicrobiana entre tecidos naturais e sintéticos, sendo os ultimos mais
efetivos (Liu et al., 2013).

As propriedades bioativas das prodigininas também s&o utilizadas na
indastria de cosméticos, principalmente em produtos de cuidados com a pele
(“skincare”) (Kiki, 2023). O mercado global de cosméticos naturais € crescente
e, estima-se, atingir US$ 54,5 bilhdes em 2027 (Thiyagarasaiyar et al., 2020).
Diversos pigmentos possuem propriedades que sao consideradas vantajosas na
indastria de cosméticos como, por exemplo, a presenca de compostos
antioxidantes e protecao contra radiacao ultravioleta (UV). A pele, maior érgéo
do corpo humano, protege o organismo e esta constantemente exposta a
guimicos e a radiacdo ultravioleta (UV), que pode desencadear o processo de
envelhecimento precoce, além da perda da acdo antioxidante (Resende et al.,
2021). Diante desse contexto, pigmentos que apresentam acdo antioxidante e
antibacteriana como undecilprodigiosina e metacicloprodigiosina, por exemplo,
e tenham a capacidade de reter umidade, séo preferencialmente utilizados na
formulacdo de cremes hidratantes e de protec&o solar, por exemplo.

Atividades biologicas das prodigininas
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Atividade antioxidante

Compostos da familia das prodigininas demonstraram efeitos
antioxidantes, sendo capazes de neutralizar espécies reativas de oxigénio (ERO)
e radicais livres, diminuindo o estresse oxidativo. Por conta dessa propriedade,
€ comum a pesquisa de prodigininas como aditivo alimentar ou até mesmo na
constituicdo de cremes para protecao solar e outros cosméticos (Kiki, 2023).
Acredita-se que o potencial antioxidante demonstrado pela prodigiosina, por
exemplo, pode ser reflexo das ligacbes duplas conjugadas da molécula e das
estruturas do anel pirrol (Ibrahim et al., 2023).

Algumas doengas podem gerar efeitos oxidativos e nesse contexto as
prodigininas também podem ser Uteis. Nesse sentido, a prodigiosina demonstrou
efeitos protetivos contra células SH-SY5Y de neuro blastoma humano, ativando
enzimas antioxidantes e amenizando o estresse oxidativo (Koyun et al., 2022).
A reducédo de EROs por componentes com acdo antioxidante contribuem no
equilibrio do sistema imune protegendo células e reduzindo a chance de doencgas
como cancer, disturbios hormonais e gastrointestinais (Araujo et al., 2022).

Potenciais efeitos antioxidantes tém sido reportados em pesquisas com
prodigininas isoladas ou de extratos brutos. Extrato composto de
undecilprodigiosina e metacicloprodigiosina obtido de Streptomyces sp.
(designada Voo2) isolada de solo florestal em regido semiarida da Argélia
demonstrou reducgao de 70 a 90% do radical ABTS e de 7% a 25% do radical
DPPH com 25 a 100 pL e 50 a 100 pL respectivamente (Gacem et al., 2020).

Certas prodigininas podem ser utilizadas como composto bioativo em
bionanocompasitos poliméricos, como é o caso da prodigiosina. Por conta das
suas mais variadas aplicagdes na industria médica e farmacéutica, pesquisas
apontam sua utilizagdo, assim como a cicloprodigiosina e undecilprodigiosina,
na confeccdo de bionanocompdsitos com atuacdo antioxidante (Araujo et al.,
2022).

Atividade antiparasitaria

Doencas parasitarias sdo, normalmente, negligenciadas, em todo o
mundo, mesmo afetando milhdes de pessoas. Doencas como Chagas e malaria,
causadas pelos parasitas Tripanossoma cruzi e Plasmodium sp.,
respectivamente, sdo grandes desafios de saude publica em muitos paises,
principalmente nos paises subdesenvolvidos de areas tropicais, subtropicais e
temperadas. Nesse sentido, a busca por compostos com atividade
antiparasitaria € emergente.

Pesquisas apontam a efetividade das prodigininas como agentes
biocidas, principalmente contra vermes e protozoarios. Prodigiosina extraida e
purificada de Serratia marcescens demonstrou boa atividade biocida contra
formas epimastigotas e tripomastigotas/amastigotas de Tripanossoma cruzi,
apresentando ICso de 0,54 uM e 0,1 uM, respectivamente, superando o efeito do
benznidazol, droga medicamentosa utilizada como referéncia (Herraez et al.,
2021). Nesse caso, a prodigiosina interferiu na txa respiratéria do protozodrio,
afetando o metabolismo mitocondrial e ocasionado sua morte (Herraez et la.,
2021).

Em relagdo a acao biocida contra vermes, um estudo pesquisou a eficacia
da prodigiosina e outros derivados contra nematdédeos e fungos comumente
parasitas de espécies vegetais. O estudo conduzido por Habash e colaboradores
(2020) utilizou como modelo Caenorhabditis elegans, amplamente utilizado em



63

ensaios in vitro e Heterodera schachtii, conhecido parasita vegetal e causador
de muitos prejuizos a diversas culturas. Frente a C. elegans uma concentragédo
de 0,127 uM de prodigiosina foi suficiente para matar 50% dos juvenis, enquanto
outros derivados apresentaram menor eficacia (Habash et al., 2020).

A acdo das prodigininas contra protozodrios do género Plasmodium
também ja foi investigada. Espécies de Plasmodium, principalmente P. vivax e
P. falciparum, sé@o as principais causadoras da maléria, doenca parasitaria grave
gue tem como principal vetor mosquitos hematéfagos do género Anopheles.
Nesse contexto, estudos ja demonstraram efeitos da prodigiosina,
cicloprodigisiona, undecilprodigiosina, estreptorrubina B, metacicloprodigiosina,
entre outras contra protozoarios do género Plasmodium (Li et al., 2022).
Kancharla e colaboradores (2021) demonstraram forte acao inibitéria da
isoheptilprodigiosina e 4"-butilprodigiosina em P. falciparum com 100% de
eliminacdo do parasita apos o 5 dia com a concentracdo de 25 mg/kg
evidenciado a possibilidade da utilizagdo desses pigmentos como drogas anti-
parasitarias. Do mesmo modo, a estreptorrubina B apresentou forte atividade
antimalérica frente a P. faciparum com ICso na concentragdo de 7,8 nM
(Kancharla et al., 2011). Prodigiosina e analogos sintéticos das prodigininas
também se mostraram efetivos contra parasitas. Em estudo desenvolvido por
Ehrenkaufer e colaboradores (2020), o analogo sintético da estreptorrubina B,
obatoclax e a prodigiosina demonstraram efeitos antiparasitarios e ECso frente a
Entamoeba sp. (0,5 mM e 0,7 mM), Schitosoma sp. (0,6 mM e 1 mM) e
Tripanossoma brucei (0,04 mM e 0,03 mM), respectivamente, demonstrando
maior efetividade que o praziquantel.

Outra possivel utilidade das prodigininas reside no combate aos vetores
de algumas doencas. Nesse particular € possivel observar efeitos larvicidas
contra larvas dos mosquitos Aedes sp. e Anopheles sp. Nesse particular, a
prodigiosina demonstrou alta taxa de letalidade frente a larvas de estagio Il de
A. aegypti e de Anopheles stephensi com concentracdes de LCso de 14 + 1,2
pg/mL e 19,7 = 1,12 ug/mL, respectivamente, afetando o metabolismo do
sistema gastrointestinal (Tan & Wang, 2023).

Atividade antitumoral

Compostos microbianos vém ganhando atencdo na imunoterapia contra
o cancer devido a ampla gama de componentes, mecanismos e distintos
beneficios a fim de estimular a imunidade do paciente (Anwar et al., 2022; Huang
et al., 2021). As prodigininas e seus analogos se destacam nesse cenario, sendo
amplamente utilizadas como drogas anticancerigenas. Com concentracdo média
de ICso de 2,1 pM, as prodigininas se mostraram eficazes em induzir a apoptose
em mais de 60 linhagens de células cancerigenas humanas, incluindo
melanomas, cancer de mama e leucemias (Li et al., 2022). Considerando o
mecanismo de acdo em células tumorais, as prodigininas podem atuar de quatro
formas principais: causando danos ao DNA, acidificando o meio intracelular,
modulando as proteinas quinases e induzindo a apoptose (Pérez-Tomas &
Vifas, 2010).

Dentre as prodigininas indutoras de atividade anticancerigena, destaca-
se a prodigiosina, pigmento vermelho extraido de bactérias Gram negativas
como Serratia marcescens e algumas espécies de Streptomyces sp. Em
algumas linhagens celulares, como de glioblastoma e carcinoma hepatocelular,
a prodigiosina se acumula no reticulo endoplasmatico (RE) induzindo a morte
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celular por autofagia e apoptose (Lin et al., 2024; Wang et al., 2022). Embora
estudos recentes também demonstraram pouca seletividade das prodigininas
em fibroblastos normais do pulmdo humano (Lin et al., 2024). A prodigiosina
pode atuar, também, em conjunto com outros medicamentos, como a
ciclosporina A e a rapamicina, potencializando os efeitos imunossupressores de
ambos (Anwar et al., 2022), ou ainda, como coadjuvante na sensibilizagao das
células tumorais a 5-fluorouracil e cisplatina, dois agentes quimioterapicos
(Berning et al., 2021; Zhao et al., 2020). Além disso a prodigiosina é capaz de
inibir a via do mTOR (mammalian target of rapamycin - proteina-quinase que
regula diversos processos como crescimento, proliferacdo, motilidade e
sobrevivéncia celular) e da angiogénese, inibindo a proliferagdo de células
cancerigenas e induzindo a apoptose celular com minimo ou nenhum efeito
sobre células saudaveis (Berning et al., 2021).

Outros estudos relacionam o0s mecanismos anticancerigenos da
prodigiosina a sua possivel acdo na disfungcdo mitocondrial, atuando como
sequestrador de protons e promovendo a deplecéao de ATP, ocasionando a morte
celular (Islan et al., 2022). Ainda a capacidade de inducao da apoptose pode ser
atribuida a capacidade de transporte de H+/Cl- através das membranas dos
lisossomos (Weber et al., 2023). Alguns estudos sugerem que prodigininas
também podem promover o transporte transmembranar de ions e se ligar ao
cloro (ClI), sugerindo que podem funcionar como reguladores de pH para atingir
tumores com acidez intracelular aumentada (Park et al., 2003).

Atividade antitumoral também ja foi relatada por outras prodigininas como
cicloheptilprodigiosina, undecilprodigiosina e estreptorrubina B. Lin e
colaboradores (2024) verificaram a agédo da cicloheptilprodigiosina frente a
células tumorais pulmonares com valores de ICso variando entre 84.89 nM to
661.2 nM demonstrando uma citotoxicidade notavel, bem como evidenciaram o
tropismo do pigmento pelas mitocondrias e lisossomos celulares (Lin et al.,
2024).

A atividade antitumoral e citotoxica da undecilprodigiosina, por sua vez,
foi verificada frente a linhagens de células cancerigenas de célon (HCT-116),
figado (HepG-2), pulmédo (A-549) e mama (MCF-7), além de células renais
embriondrias humanas saudaveis (HEK-293). Como resultado, a
undecilprodigiosina demonstrou efeitos citotoxicos inibindo a viabilidade das
células HCT-116, HepG-2, MCF-7 e A-549 nas concentragdes de 5, 8, 4, e 7 uM
com ICso de 2.0, 4.7, 1.2, e 2.8 uM, respectivamente (Alzahrani et al., 2022). Em
estudo desenvolvido por Han e colaboradores (2024), estreptorrubina B e
undecilprodigiosina exibiram elevado potencial como a gente anticancerigeno
contra células de cancer de colo humano (HCT116) com ICso entre 0,002-0,37
pg/mil.

Em alguns casos, porém, a utilizacdo de prodigininas no tratamento de
tumores pode proteger células tumorais. Foi o que reportou Arshadi e
colaboradores (2021) ao avaliar os efeitos da butilcicloheptilprodigiosina e
undecilprodigiosina como coadjuvantes e fotossensibilizadores na radioterapia
contra algumas linhagens de células tumorais de cancer de mama e pele. Apesar
da undecilprodigiosina ser conhecida por induzir a apoptose celular produzindo
espécies reativas de oxigénio (EROs) e evitando que a célula tumoral se livre do
excesso, a depender da dosagem de radiacdo, tanto ela quanto a
butilcicloheptilprodigiosina podem agir como uma faca de dois gumes, ou seja,
em baixas doses de radiacao atuar como radiossensibilizadores enquanto em
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altas doses pode estimular certo efeito radioprotetor (Arshadi et al., 2021).

Outro mecanismo evidenciado pela acao das prodigininas em células
tumorais, € o da modulacdo da survivina, membro da familia de proteinas
inibidoras de apoptose. Em alguns tipos de tumores, a survivina é expressa de
forma exagerada impactando negativamente na apoptose celular. Nesse
sentido, Branco e colaboradores (2020) avaliaram o papel citotéxico de trés
prodigininas (prodigiosina, ciclononilprodigiosina e nonilprodigiosina) isoladas de
bactérias marinhas frente a trés linhagens de melanoma (SK-Mel-19, SK-Mel-28
e SK-Mel-147). Todas as trés prodigininas causaram a diminuicdo no
crescimento celular e efeitos citostaticos apds 24h da administracdo sugerindo,
segundo os autores, que baixas concentragdes sao eficazes no controle tumoral
(Branco et al., 2020).

Outros estudos indicam a possibilidade da producdo de derivados
metélicos de certas prodigininas no combate a células cancerigenas. E o caso
da bromacgé&o da prodigiosina, processo demonstrado por Lazic e colaboradores
(2022). No referido estudo, a prodigiosina (PG) foi submetida ao processo de
bromacao ecoldgica resultando na sintese de dois derivados (PG-Br e PG-Brz)
que, por sua vez, foram testados frente a quatro linhagens de células
cancerigenas (A549, A375, MDA-MB-231 e HCT116) exibindo resultados de ICso
variando entre 0,62 e 17 ug/mL (Lazic et al., 2022). E possivel concluir, portanto,
que as prodigininas sédo grandes fontes de compostos antitumorais com as mais
diversas funcionalidades e mecanismos.

Atividade antimicrobiana

Bactérias e fungos impactam de forma significativa a vida humana. Sao
agentes importantes em diversos processos ecoldgicos e industriais com papel
relevante na agricultura, no meio ambiente, na saude humana e na seguranca
alimentar, provocando, em alguns casos, doencas infecciosas, poluicdo
ambiental, perdas econdmicas e resisténcia a antibitticos (Lu et al., 2024). Na
tentativa de combater os efeitos negativos de micro-organismos patogénicos, as
substancias antibioticas possuem papel relevante. Porém, nas ultimas décadas,
0 surgimento de micro-organismos multirresistentes devido, em parte, ao uso
indiscriminado de antibidticos dificulta o tratamento de algumas doencas
infecciosas e impulsiona a necessidade da descoberta de novas substancias
antibioticas.

Nesse contexto, algumas prodigininas podem ser utilizadas como
substancias antibiéticas, atuando na ruptura da membrana celular, na alteracéao
do pH citoplasmaético, na clivagem do DNA, na inducéo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e na alteracdo do metabolismo mitocondrial, por exemplo (Choi
et al., 2021; Herraes et al., 2021). Nesse particular, os efeitos antimicrobianos
sdo os mais relatados dentre as atividades biolégicas das prodigininas. A ruptura
da membrana plasmatica pelas prodigininas esta relacionada a natureza
hidrofébica da molécula que, ao penetrar na membrana, interage com a agua e
os lipideos ocasionando lesdes e destruigdo das proteinas na bicamada lipidica
(Ravindran, Anishetty e Pennathur, 2020).

Para além de inibir o crescimento, algumas prodigininas interferem na
fisiologia microbiana de outras maneiras. Nesse sentido, Yip e colaboradores
(2021) investigaram a acdo da prodigiosina na producgao de protease, hemolisina
e formacdo de biofilmes, fatores tipicos de viruléncia bacteriana. Apos o0s
estudos, verificou-se que a prodigiosina nao teve efeito na producdo de
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hemolisina, porém foi capaz de diminuir a atividade da protease em
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), E. coli e Enterococcus
faecalis, evidenciando a importancia dessa molécula na sobrevivéncia de
Serratia marcescens, bactéria produtora do pigmento, em ambientes naturais
(Yip et al., 2021).

Na tentativa de elucidacdo de outros mecanismos que conferem as
prodigininas os efeitos contra os micro-organismos, alguns estudos indicam
correlagdo entre a estrutura quimica da molécula e os efeitos antibiéticos sendo
as prodigininas ciclicas, geralmente, mais efetivas quando comparadas com as
lineares (Lu et al., 2024). Como exemplo é possivel citar a cicloheptilprodigiosina
e heptilprodigiosina que apresentam efeitos diversos na inibicdo do crescimento
de alguns micro-organismos patogénicos. A heptilprodigiosina, em
concentragbes menores (até 25 pM), demonstrou efeitos inibitérios levemente
inferiores contra Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis (bactérias Gram
positivas) e nenhum efeito contra Escherichia coli e Candida albicans, enquanto
cicloheptilprodigiosina demonstrou efeito nos quatro micro-organismos testados
(Huang et al., 2020).

Efeitos antibidticos de prodigininas também foram observados na
formagcdo de biofiimes bacterianos. Estudo demonstrou que 1 pg/mL de
estreptorrubina B reduziu para menos de 30% a formacdo de biofilme de
Staphylococcus aureus resistente & meticilina (MRSA) com efeito secundério no
crescimento celular (Suzuki et al., 2015). Além da estreptorrubina B, a
prodigiosina também demonstrou efeitos na diminuicdo da capacidade de
formacéao de biofilmes. Estudo conduzido por Yip e colaboradores (2021) revelou
gque a prodigiosina diminuiu a capacidade de formacdo de biofiime em
Enterococcus faecalis, Salmonella enterica sorotipo Typhimurium e E. coli.

Outra possibilidade de aplicacdo dos efeitos antibidticos das prodigininas
€ a sua utilizacdo na formulacdo de produtos para cicatrizacdo de feridas
superficiais juntamente com outros compostos naturais ou nao a fim de aumentar
seu potencial de acdo. Com o objetivo de investigar tal possibilidade, Elkenawy
e colaboradores (2022) utilizaram a prodigiosina bacteriana na composi¢cédo de
hidrogel de alginato associado a sulfadiazina de prata, comumente utilizada
como creme dermatoldgico para queimaduras e Ulceras na pele. Apos investigar
o efeito em queimaduras induzidas e infectadas com S. aureus e E. coli em ratos,
concluiu-se que o hidrogel pigmentado com prodigiosina demonstrou acéo
cicatrizante superior aos grupos controles (sem tratamento e com tratamento
convencional) além de promover a diminuigéo da infecgdo microbiana e sinalizar
a mudanca de pH do meio por meio da alteracdo da cor da prodigiosina de
vermelho para amarelo (Elkenawy, Karam e Aboul-Magd, 2022). Em meio acido
e neutro a prodigiosina apresenta coloracdo vermelha intensa tipico e, em meio
alcalino, sua cor muda para amarelo. O meio alcalino dificulta a cicatrizagao e
favorece o crescimento microbiano, enquanto pH &cido ou levemente &cido
beneficia a cicatrizacdo, aumentando a atividade dos fibroblastos e a sintese de
colageno (Mariani et al., 2021). Dessa forma, compostos que alteram a cor de
acordo com o pH do meio, como algumas prodigininas, podem ser utilizados
como indicadores de possiveis infec¢cdes em diversos produtos como cremes
cicatrizantes e tecidos.

De um modo geral, micro-organismos Gram positivos demonstram ser
mais sensiveis a acdo das prodigininas do que micro-organismos Gram
negativos. Bactérias dos géneros Staphylococcus, Streptococcus, Bacillus,
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Corynebacterium e Listeria, por exemplo, quando submetidas a tratamentos com
prodigininas, exibem menores valores de Concentracdo Minima Inibitoria (CMI)
e maiores halos de inibicdo a depender da metodologia empregada. Setiyono e
colaboradores (2020), por exemplo, ao avaliar a agdo antimicrobiana da
molécula 2-metil-3-hexilprodiginina, um dos derivados da prodigiosina produzida
por Pseudoalteromonas rubra por meio da técnica de difusdo em disco, verificou
gue o halo de inibicdo em S. aureus era maior (10,1 mm) se comparado com a
inibicdo de E. coli e S. typhi (9,1 mm e 8,1 mm respectivamente). Em outro
estudo, o extrato bruto formado por uma mistura de undecilprodigiosina e
metacicloprodigiosina obtido a partir de Streptomyces Vooz demonstrou maior
efetividade frente a B. subtilis, S. aureus e Micrococcus luteus, micro-organismos
Gram positivos (Gacem et al., 2020). Outras prodigininas, porém, divergem
desse consenso e demonstram maior efetividade contra bactérias Gram
negativas. E o caso da undecilprodigiosina que demonstrou concentracio
minima inibitéria (CMI) geral variando de 0,5 a 4,0 yg/mL, sendo mais efetiva
contra Pseudomonas sp. uma bactéria Gram negativa (0,5 a 2,0 ug/mL) além de
CMI da atividade antifungica variando de 0,5 a 8,0 pyg/mL (Alzahrani et al., 2022).

A maior efetividade das prodigininas em micro-organismos Gram-
positivos pode estar associada a configuracdo da parede celular desses
organismos. A membrana lipopolissacaridica extra presente nas bactérias Gram
negativas atua como um obstaculo e dificulta a penetracdo das prodigininas e
sua chegada até a membrana plasmatica (Arivizhivendhan et al., 2018). Dessa
forma, enquanto em bactérias Gram positivas 0 mecanismo de acdo das
prodigininas € majoritariamente fisico levando a uma ruptura da parede celular,
em bactérias Gram negativas as prodigininas podem interferir na expressao
génica e na sintese proteica alterando o metabolismo e o ciclo celular (Araujo et
al., 2022; Metwally et al., 2021). Apesar dos diferentes modos de acédo, as
prodigininas sdo moléculas com grande potencial para a formulacdo de
compostos antimicrobianos, fato evidenciado por diversos estudos ao longo das
ultimas décadas.

Avancos e perspectivas na aplicacéo das prodigininas

A classe das prodigininas tem sido bastante explorada no
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas utilizando suas propriedades
bioativas e caracteristicas fisico-quimicas como sensibilidade ao pH,
estabilidade a temperatura e facilidade de obtencao por vias reguladas.

Devido a natureza hidrofobica, as prodigininas sdo dificeis de serem
absorvidas e sua biodisponibilidade é reduzida, dificultando a utilizacdo de sua
forma pura. Apesar da grande maioria dos estudos reportarem efeitos de
prodigininas na forma isolada, pesquisas recentes procuram combinar
estratégias a fim de melhorar e ampliar os efeitos biolégicos (Guryanov et al.,
2020; Ponjavic et al., 2023; Nguyen, Wang & Nguyen, 2024). O principal objetivo
da producédo e pesquisa desses compostos é suplantar as limitacdes fisicas e
guimicas das prodigininas e facilitar as aplicacées médicas e biotecnologicas.

Dentre as estratégias utilizadas para intensificar a aplicacdo das
prodigininas, € possivel citar a incorporacdo do pigmento a filmes plasticos de
biopolimeros, confeccdo de hidrogéis com diferentes polimeros e aplicacdo de
nanoformas e nanocompdésitos (Islan et al., 2022; Guryanov et al., 2020). Por
conta da estrutura bem estabelecida e certa facilidade de obtencdo, a
prodigiosina € a molécula mais pesquisada para compor tais associagoes.
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Nanocompositos envolvendo prodigininas ja foram obtidos por métodos como:
nanoencapsulacéo, conjugacao metal/oxido e métodos fisicos como ablacao a
laser, sintese eletroquimica e eletrofiacdo (Nguyen, Wang & Nguyen, 2024).

As nanoformas das prodigininas podem ser obtidas por meio da
confeccdo de bionanocompdsitos, uma nova classe de material nanométrico
formado por um biopolimero (BP) e um composto inorganico em tamanho
nanométrico (Aradjo et al., 2022). E o caso, por exemplo, do nanocompdsito
formado por prodigiosina e haloisita (prodigiosina@haloisita), mineral argiloso
que se encontra na forma de tubos. Guryanov e colaboradores (2020) utilizaram
a forma tubular da haloisita para carregar a prodigiosina e potencializar seu efeito
antitumoral. Os nanotubos de haloisita apresentam baixa toxicidade e podem ser
preenchidos com diferentes compostos e utilizados para liberar farmacos
(Guryanov et al, 2020). No estudo citado, os nanotubos de
prodigiosina@haloisita exibiram atividade citotoxica e genotoxica seletiva frente
a células epiteliais de adenocarcinoma colorretal humano (Caco-2) e cancer de
c6lon humano (HCT116), sendo essa formulacdo vantajosa para tratamentos in
vivo por conta da maior biodisponibilidade e liberagc&o intracelular prolongada
(Guryanov et al., 2020). Aléem disso, nanocompoésitos de prodigininas tem
apresentado aplicacdes potenciais em campos como medicina, tingimento de
tecidos, embalagens alimenticias, entre outros (Nguyen, Wang & Nguyen, 2024).

Os efeitos de nanoparticulas magnéticas acrescidas de prodigininas e
0,5% de quitosana demonstraram atividade anticancerigena para linhagem
celular de carcinoma pulmonar (A-549) com valores de ICso de 10,8 pg/ml
(Majumdar, Mandal & Mandal, 2022).

Dentre as diversas aplicagdes que 0s pigmentos possuem, uma das mais
recentes é a incorporacao destas moléculas em filmes bioativos, cuja aplicacao
€ ampla. Filmes podem ser utilizados desde embalagens alimenticias,
revestimentos de superficies ou até mesmo em curativos. Os filmes de
biopolimeros também podem servir de base para a aplicacdo de prodigininas. E
o0 caso do Poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV), um bioplastico que
apresenta propriedades térmicas e mecanicas e que pode ser utilizado para
diversas aplicacbes (Policastro, Panico & Fabbricino, 2021). Objetivando
potencial utilizagdo biomédica e terapéutica, Ponjavic e colaboradores (2023)
adicionaram a prodigiosina a filmes de PHBV e investigaram as propriedades
citotoxicas. A prodigiosina afetou positivamente o grau de cristalinidade, a
estabilidade térmica e a morfologia dos filmes, auxiliando na organizacdo da
estrutura interna e aumentando o ponto de fusédo e degradacéo, além de atribuir
ao PHBV efeito citotéxico significativo contra células de carcinoma colorretal
HCT116 (Ponjavic et al., 2020).

O desenvolvimento de preparacdes topicas e curativos visando controlar
ou alterar o pH de feridas de superficies € alvo crescente, sendo outra aplicacédo
dos filmes inteligentes. As feridas crénicas possuem um estado de inflamacéo
constante, que destroem componentes da matriz extracelular e aumentam os
niveis de proteases degradantes que dificultam a cicatrizacdo (Rani Raju et al.,
2022). Metaloproteinases de matriz (MMPs), proteinases importantes para o
processo de cicatrizacdo sdo sensiveis a flutuacdes do pH (Lotfinia et al., 2023).
Feridas crbnicas possuem um pH alcalino, enquanto a pele saudavel possui pH
geralmente acido. Os mecanismos de defesa do corpo humano alteram o pH
local de uma ferida para efetuar a invasao e proliferacdo de micro-organismos,
essa alteracdo de pH afeta também o desempenho dos antimicrobianos
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prejudicando sua acdo em ambientes de cicatrizacdo. O pH pode afetar a taxa
de infecgdo microbiana, a viruléncia e o fechamento da ferida, sendo o
monitoramento do pH de feridas um fator importante auxiliar na conduta
necessaria para a cicatrizacdo (Rani Raju et al., 2022). Nesse contexto, a
incorporacdo de pigmentos pertencentes a classe das prodigininas em filmes
inteligentes aplicados a feridas superficiais podem ser alternativas promissoras
no monitoramento de infec¢gbes considerando sua sensibilidade a alteracées do
pH.

Considerando aplicagbes médicas e terapéuticas, os hidrogéis tém sido
considerados alternativa promissora para liberacédo controlada de farmacos, em
especial antibidticos para aplicacdo topica. Boa parte dos hidrogéis formulados
podem conter biopolimeros como a quitosana, alginato e acrilamida. Hidrogéis
de quitosana sdo comumente utilizados para acelerar o processo de cura e
cicatrizacdo de feridas devido a sua biocompatibilidade e aos seus efeitos
antimicrobianos, atéxicos, anti-inflamatérios e hemostaticos (Liu et al., 2018;
Goncgalves et al., 2021).

A adicao de prodigininas com atividade antimicrobiana a formulagdes de
hidrogéis pode potencializar o efeito antibiético presente no composto além de
incrementar o processo de cura em queimaduras. Atividades antimicrobianas e
cicatrizantes foram observadas em hidrogel de alginato incorporado com
prodigiosina em estudo desenvolvido por Elkenawy e colaboradores (2022). Os
autores relataram que o hidrogel foi mais eficaz no tratamento de queimaduras
infectadas com S. aureus e E. coli quando comparado com o tratamento
convencional com creme de nitrato de prata.

Concluséo

A capacidade colorante apresentada pelos pigmentos de origem natural
tem despertado o interesse de pesquisadores e consumidores por novas fontes
de obtencdo destes compostos, contudo, conferir cor a diversos materiais €
apenas uma dentre tantas propriedades promissoras recentemente associadas
a estes. Produtos do metabolismo microbiano, os biopigmentos tém atraido a
atencdo de pesquisadores pela exibicAdo de propriedades bioativas
antimicrobianas, antioxidantes, antiparasitarias e antitumorais, por exemplo, que
interferem na fisiologia e metabolismo de outras células e seres vivos e sao
comumente desejadas nos mais diversos setores industriais. A atividade
antioxidante fortemente evidenciada em algumas prodigininas € uma
caracteristica desejavel a aplicacdes alimentares e cosméticas, conferindo
protecdo a componentes celulares e possibilitando a ampliacdo do tempo de
prateleira de alimentos. Do mesmo modo, a sensibilidade ao pH verificada em
moléculas como a prodigiosina pode ser explorada na confeccdo de embalagens
com indicadores de qualidade, auxiliando no controle de deterioracdo e
desperdicio de alimentos. Esse comportamento frente ao pH também tem
motivado a adicdo destes pigmentos a curativos inteligentes, para
monitoramento de infeccbes. Do mesmo modo, a citotoxicidade seletiva
apresentada por algumas prodigininas também tem sugerido estas moléculas
como possiveis agentes para a o tratamento de condi¢des como o cancer. Seja
esta atividade protagonizada diretamente pelo pigmento ou por moléculas
sintetizadas a partir da estrutura destes. Sabidamente, a capacidade bioativa
apresentada por estes compostos tem sido relacionada a sua estrutura
caracteristica marcada pela presenca dos trés anéis pirrolicos. Estes compostos
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heterociclicos podem modular a solubilidade, polaridade, hidrofobicidade e
capacidade de ligacdo de atomos de hidrogénio, facilitando interacbes entre
moléculas. Nao a toa, compostos naturais a base de pirrdis tem sido amplamente
empregados como base para o desenvolvimento de novas drogas antitumorais.
Os efeitos antiparasitarios, anti-inflamatdrios, antioxidantes, anticancerigenos e
antibiéticos destes compostos tém surpreendido positivamente e motivado a
busca e avaliacdo frequentemente de novos membros e componentes ja
conhecidos obtidos de outras fontes. Além disso, a aplicacdo conjunta de
prodigininas com outras formulagcdes como bionanocompasitos, filmes plésticos
e hidrogéis ampliam as possibilidades de aplicacdo e desvendam um novo
campo promissor de pesquisa. Ainda a aplicacdo destes pigmentos em larga
escala pode ser viabilizada por processos de otimizacdo de extracdo e
purificacdo, e estudo dos Clusters de regulacdo em cepas microbianas. Estes
processos combinados, ainda permitem a reducdo do custo de producao, por
meio da utilizacdo de substratos alternativos ou condi¢gdes de cultivo e mutacao
de cepas selvagens (engenharia genética). Dessa forma, a diversidade estrutural
e de biossintese das prodigininas representa um novo caminho no
desenvolvimento e melhoramento de componentes bioativos. Assim, revisitar as
propriedades e funcionalidades dessas moléculas pode direcionar a descoberta
e desenvolvimento de novos compostos.
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Resumo

A busca por pigmentos naturais e ecologicamente corretos tem crescido
mundialmente devido as suas vantagens em comparacao aos sintéticos, 0s
guais sdo frequentemente associados a efeitos adversos a salude e ao meio
ambiente. Neste contexto, identificar novas fontes microbianas de pigmentos
emerge como uma estratégia fundamental para atender as crescentes
demandas por materiais sustentaveis. Streptomyces hiroshimensis UFPEDA
3134 foi identificada como produtora do pigmento vermelho estreptorrubina B, o
gual teve suas propriedades fisico-quimicas e biologicas avaliadas. Este
composto, pertencente a classe das prodigininas e ainda pouco explorado, foi
produzido em meio de cultura ISP-2 sob condi¢gdes de cultivo submerso e
estatico. A estreptorrubina B mostrou um pico de absorcdo em ~530 nm e é
caracterizada por sua estabilidade térmica entre 50°C e 98°C, além de

sensibilidade a variagcdes de pH entre 2 e 11. Andlises termogravimétricas
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indicaram eventos de degradacdo a 119,5°C e 276°C. Avaliagcdes de seu
potencial biotecnolégico incluiram testes antimicrobianos, citotoxicos e
genotoxicos. A estreptorrubina B exibiu atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus MRSA em concentragdes de 125 pg/mL e 250 pg/mL,
com baixa toxicidade em modelos como Caenorhabditis elegans, Galleria
mellonella e Biomphalaria glabrata. Testes de genotoxicidade revelaram danos
ao DNA de forma dependente da concentragdo, com menores danos observados
até 0,1 mg/mL. Portanto, estreptorrubina B possui um promissor potencial

biotecnoldgico, justificando investigac6es adicionais para futuras aplicagdes.

Introducéo

Desde tempos antigos, substancias colorantes sdo empregadas para
adicionar ou intensificar cores em diversos materiais utilizados cotidianamente.
Os pigmentos, moléculas de elevado valor comercial, tém experimentado um
aumento na demanda devido a sua ampla gama de aplicacfes em setores como
cosmeéticos, alimentos, tecidos e medicamentos [1]. Entre as fontes de
pigmentos naturais, micro-organismos, plantas e animais s&o considerados
potenciais reservatorios de biomoléculas de interesse humano [2]. Os pigmentos
de origem microbiana, em particular, atraem a atencdo de diversos setores
industriais por suas propriedades bioativas, tais como antioxidante, antitumoral
e antimicrobiana, e pela possibilidade de producédo em larga escala a baixo custo
[3].

Micro-organismos representam as fontes mais promissoras para a
obtencdo de biopigmentos, dada a independéncia de condi¢cdes sazonais e a
possibilidade de manipulacdo genética para otimizar o rendimento e a extracao
desses compostos [4,5]. Dentre 0s micro-organismos, as actinobactérias séo
amplamente reconhecidas por seu potencial na producdo de metabdlitos Uteis,
incluindo  pigmentos [6]. Géneros como Streptomyces, Nocardia,
Micromonospora, Actinoplanes e Streptosporangium, todos pertencentes ao filo
das Actinobactérias, tém sido associados a producao de aproximadamente 75%
dos antibiéticos e outras moléculas bioativas [7].

Prodigininas, uma extensa familia de pigmentos vermelhos alcaloides
caracterizados por trés anéis pirrélicos, podem ser obtidos naturalmente ou

sintetizados quimicamente [3]. Esta familia, que inclui compostos como
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prodigiosina, undecilprodigiosina e estreptorrubina B, tem potencial para o
desenvolvimento de novos medicamentos e aditivos alimentares [8; 9; 10]. Em
particular, estreptorrubina B, um pigmento com atividades bioldgicas
significativas, como antimicrobianas e antiparasitarias, ainda é pouco descrito na
literatura e representa um campo promissor para futuras pesquisas [11; 12].

Estreptorrubina B (2-butil-11-[(E)-[3-methoxi-5-(1H-pirrol-2-il) pyrrol-2-
ilidene) methyl) -10-azabiciclo [7.2.1] dodeca-1(11),9(12) — diene), é um
pigmento vermelho sintetizado a partir de carbociclizagdo oxidativa da
undecilprodigiosina [13; 14]. Ainda pouco descrita na literatura, a estreptorrubina
B é reportada como importante membro da familia das prodigininas. Produzido
primariamente por actinobactérias este pigmento foi isolado pela primeira vez em
1975, por Gerber, que classificou a estrutura inicialmente como
butilcicloheptilprodigiosina, sendo reconhecido como estreptorrubina B nos anos
seguintes. A dificuldade de identificacdo da estreptorrubina é frequentemente
relatada na literatura, o que compromete a sua identificacdo. Estudos realizados
em 2008 por Challis e colaboradores e Thomson e colaboradores concluiram
gue a molécula produzida por S. coelicolor ndo correspondia a
butilcicloheptilprodigiosina, mas a estreptorrubina B que também possui
atropoisdmeros [15]. Estreptorrubina B possui relatos de atividades biologicas
como efeito antimicrobiano contra Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA) [11; 16] e atividade anti-parasitaria [12].

De modo geral, pirr6is de ocorréncia natural aparecem como nucleo
estrutural em muitas moléculas bioativas, sdo azo6is de cinco membros que
possuem propriedades interessantes como corantes naturais funcionais,
antifangicos, anti-inflamatorios, antioxidantes, antitumorais e quimiossensores
para bioimagens em células vivas de carcinoma hepatocelular humano [17].
Assim,a obtencéo de prodigininas por novas fontes microbianas, como espécies
de Streptomyces sp., representa uma alternativa promissora para obtencéo de
novos compostos bioativos [7].

Neste contexto, este estudo visa identificar o0 micro-organismo
Streptomyces sp. UFPEDA 3134, isolado do solo da Caatinga em Pernambuco-
Brasil [18], avaliar a producdo de pigmento, caracterizacdo estrutural, e
avaliacado das caracteristicas fisico-quimicas e do potencial biotecnologico do
composto extraido.
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METODOLOGIA
OBTENCAO E REATIVACAO DO MICRO-ORGANISMO

O micro-organismo Streptomyces sp UFPEDA 3134 foi obtido da colecgé&o
de micro-organismos UFPEDA pertencente a Universidade Federal de
Pernambuco. A linhagem isolada da rizosfera da Caatinga foi reativada em meio
ISP-1, sob agitacdo de 200 rpm por cinco dias. Apos esse periodo, a cultura foi
semeada em placa de Petri contendo agar ISP-2 e incubadas por cinco dias, a
37°C. As analises da micromorfologia da linhagem foram realizadas segundo a
técnica de Shirling e Gottlieb (1966) [19].

Identificagdo do micro-organismo
Caracterizacao fenotipica

O micro-organismo foi semeado nos meios de cultura do Projeto
Internacional de Streptomyces (ISP). Agar triptona-extrato de levedura (ISP-1),
Agar extrato de levedura- extrato de malte (ISP-2), Agar farinha de aveia (ISP-
3), Agar amido- sais inorganicos (ISP-4), Agar glicerol-asparagina (ISP-5), Agar
peptona, extrato de levedura, ferro (ISP-6), Agar tirosina (ISP-7). Ap6s incubagéo
a 37°C durante 14 dias, as carateristicas morfolégicas, culturais e fisiolégicas
das estirpes foram observadas e descritas de acordo com o método do ISP [19].

Caracterizacao bioquimica do micro-organismo

A caracterizacdo bioguimica do micro-organismo foi realizada a partir de
ensaios de avaliacdo da degradacéo de fontes de carbono, do Tween, e gelatina,
avaliacdo da producéo de acidos a partir de fontes de carbono, avaliacdo da
tolerancia a modificacbes de temperatura e pH, tolerancia a concentracdes de
cloreto de sddio e perfil de susceptibilidade a antibiéticos [18].

Na avaliacdo da degradacdo das fontes de carbono guanina (0,4%),
hipoxantina (0,4%), amido (0,1%), xilana (0,4%) e L-tirosina (0,5%), foi utilizado
0 meio agar Bennett’s modificado suplementado com a fonte de carbono [18; 20].
A avaliacdo da degradacéo do Tween 20 e Tween 80 a 1%(v/v) foi realizada no
meio Sierra’s [21] apds 14 dias de incubacgéo a 37° C. A degradacéo da gelatina
0,4% e 1% foi avaliada no meio Gordon [22] por 14 dias a 37° C. A producédo de
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acidos a partir das fontes de carbono dextrina, D-trehalose, manitol, D-maltose.
Myo-inositol, D-xilose, L-arabinose, L-rhamnose, adonitol, manose, glicose,
sacarose, D-lactose, D-sorbitol e D-celobiose foi observada no meio de cultivo
agar ISP-9 [19] adicionado de solu¢des de 1 % (p/v) do carboidrato e 0,025% de
indicador vermelho de fenol. incubadas por 10 dias a 37° C.

O crescimento e tolerancia a modificacbes de temperatura (4 °C, 25 °C,
37°C e 45°C), pH (pH 4, 5, 9 e 10) e ao teor de cloreto de sédio (1%, 3%, 5%,
7% e 10%), foram observados no meio de cultivo glicose extrato de levedura
agar, sendo os diferentes valores de pH obtidos a partir da combinacéo das
solucdes tampéao A (KH2P0O4-0,2 M) e B (K2HPOu4- 0,2 M). As placas contendo o
micro-organismo foram incubadas a 37 °C durante 10 dias [23]. O perfil de
resisténcia a antibioticos foi verificado utilizando a técnica de difusdo em disco
descrita por Kirby-Bauer (Bauer et al., 1966). Os resultados foram interpretados

de acordo com a CLSI [24]. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Microscopia Eletronica de Varredura

As propriedades morfologicas do isolado foram investigadas por
microscopia eletrdnica de varredura (MEV). O isolado foi cultivado em agar ISP-
2 e agar farinha de aveia (ISP-3) durante 15 dias a 37 °C. As amostras foram
coletadas e lavadas com solugéo salina (pH 7,2) por 3 vezes durante 10 minutos
cada e fixadas com glutaraldeido 2,5% com verde malaquita 0,05% em tamp&o
fosfato 0,1M por 1h a 28 °C. Apés a fixacdo, as amostras foram novamente
lavadas com tampéo fosfato 0,1M por 10 minutos. Em seguida, as amostras
foram gradativamente desidratadas em etanol (PA) nas concentracdes de 50%,
70% e 90% (durante 5 minutos cada) e na concentracdao de 100% por 3 vezes
por 10 minutos. Em sequéncia, as amostras foram imersas em
Hexametildisilazane (HMDS) 50% e 100% por 5 minutos para secagem. Apés o
tratamento com o HMDS, as amostras foram mantidas em dessecador por 24h
e em seguida foram montadas em suportes de aluminio, metalizadas com ouro
(espessura de 10nm) e observadas ao Microscopio Eletrénico de Varredura
JEOL JSM 5600 LV.

Analise Molecular: Extracdo, Amplificacdo e Sequenciamento genético
A extracao total do DNA foi realizada de acordo com Sambrook e David,
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(2001) [25] com adaptacbes. Apos o cultivo celular por 16 horas em caldo ISP-
2, a 37 °C e 150 rpm em mesa agitadora, a amostra foi centrifugada a 5590 x g
por 5 minutos e o sobrenadante descartado. A massa celular foi ressuspensa em
tampéao TEG (25 mMTris-HCI, pH 8,0, 10 mM EDTA, 50 mM glicose) a qual foram
adicionadas lisozima (4 mg.L!) e solucdo de RNAse (20 mg/ml). As amostras
foram incubadas em banho-maria a 37 °C por 20 minutos. Em seguida, foram
adicionados SDS (Solucao de Dodecil Sulfato de Sodio 10%) e proteinase K (150
pg/ml), onde seguiram novamente para banho-maria por 15 minutos a 65 °C.
ApoOs esse periodo, a amostra foi centrifugada sob refrigeragéo a 5590 x g por 5
minutos e o0 sobrenadante foi transferido para outro microtubo novo e
esterilizado. Posteriormente, foi adicionada solucdo de clorofil 24:1 viv
(cloroférmio + alcool isoamilico). A amostra foi centrifugada sob refrigeracao a
2012 x g por 3 minutos e a fase aquosa resultante foi transferida para outro
microtubo. Em seguida, foram adicionados 3 M de acetato de sédio, pH 5,2 e 0,6
V de isopropanol (P.A), homogeneizando o conteudo. A amostra foi centrifugada
por 10 minutos a 5590 x g. O sobrenadante foi descartado, e o pellet foi lavado
com etanol (70%) e centrifugado por trés minutos a 5590 x g. O sobrenadante
foi descartado e ap6s a secagem do pellet, o tampédo TEG (10 mM Tris-HCI, pH
8,0, 1 mM EDTA) foi incorporado. A integridade do DNA foi avaliada por
eletroforese em gel de agarose a 0,8% usando tampdo de amostra e DNA
extraido. Posteriormente, foi realizada a amplificagdo do gene 16S rRNA pela
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando oligonucleotideos
universais para Eubacteria 27F (5'-11GAG TTT GAT CCT GGC TCA G-3) e
1492R (5'-TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT-3"), utilizando, para cada reacao:
DNA (40 ng), tampao (10x), cloreto de magnésio (MgClz) (50 mM),
desoxirribonucleotideos fosfatados (ANTPs — 10 mM), oligonucleotideos diretos
(Oligo d) e reversos (Oligo r) (25pmol/L), agua destilada estéril e Taqg DNA
polimerase (50U/uL, 500U). As condigdes utilizadas no termociclador para
amplificagéo foram: desnaturacéo inicial a 94 °C por 5 minutos, 30 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 45 minutos, anelamento a 52 °C por 45 minutos,
extensao a 72 °C por 2 minutos e extensao final a 72 °C por 5 minutos. O produto
da PCR foi sequenciado usando o sequenciador Genetic Analyzer 3500 ABI do
Laboratério de Genética Molecular Humana (LGMH) da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), e a sequéncia resultante foi comparada a todas as



86

sequéncias disponiveis ho GenBank usando o software BLAST do National
Information Center on biotechnology (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). As
sequéncias foram alinhadas com o software Clustal, e uma arvore filogenética
foi construida com Mega 7 usando o método neighbor-joining. A topologia da
arvore foi avaliada por analise bootstrap (1000 reamostragens). As sequéncias

obtidas foram depositadas no GenBank.

PRODUCAO, EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO PIGMENTO

A produgéo e extragao do pigmento foram realizadas conforme condi¢des
definidas por Silva et al., (2022) [18]. Para a producao do pigmento foi utilizado
como substrato o meio de cultura ISP-2. Foi realizado um pré-inéculo do micro-
organismo a partir de uma cultura de sete dias, adicionando 5 spots da cultura
crescida em agar a frascos Erlenmeyers de 250 mL, contendo 50mL de caldo
ISP-2. O cultivo foi realizado durante 48 horas a 37 °C sob agitag&o (150 rpm).
Posteriormente, 5 ml do pré-inéculo, contendo esporos do micro-organismo,
foram transferidos para frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL do caldo
ISP-2 para fermentagao. Os frascos foram incubados durante 48 horas a 37°C e
150 rpm e em condigbes estaticas (mantidos em estufa de 37°C e
acompanhados a cada 24h durante 7 dias). Apés o cultivo, o pH do meio foi
avaliado e o conteudo fermentado foi centrifugado a 12298 x g, durante 10 min
a 4°C. Em seguida, o pellet celular foi lavado com agua destilada esterilizada. A
biomassa obtida foi quantificada pelo método gravimétrico e armazenada sob
refrigeracdo. Todos os ensaios foram realizados em triplicata [2]. A extracdo do
pigmento foi realizada a partir da ruptura celular da biomassa obtida na
fermentacdo. O solvente etanol foi adicionado a biomassa umida (3:1 v/p), e
mantido sob agitagdo mecénica, durante 24 horas. Foram efetuadas extragdes
sucessivas até que as células estivessem descoradas. Posteriormente, o extrato
etandlico bruto foi filtrado por sistema de filtracdo simples e concentrado a 40°C
em rotaevaporador Fisatom, Modelo 558 [26]. A concentracdo relativa do
pigmento foi determinada utilizando espectrofotbmetro UV-vis. A amostra foi
dissolvida em etanol absoluto e submetida a uma varredura entre 200 e 900 nm
para avaliagdo da concentracdo de pigmentos. A concentracdo do pigmento foi

expressa em unidade de absorbancia (UA) [27].
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CARACTERIZACAO QUIMICA

O extrato bruto foi concentrado em rotaevaporador sob condi¢gbes de
pressao reduzida a 40°C e posteriormente analisado por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD). O pigmento foi dissolvido em acetato de etila e aplicado
na cromatofolha de aluminio CCD contendo Silica Gel 60 (¢ um2-25), sobre
poliéster e ou/aluminio T-6145 da Sigma Chemical CO, 60mm x 100mm, e
determinado o melhor sistema de elui¢do. Os eluentes utilizados foram: hexano,
cloroférmio, diclorometano, acetato de etila, e metanol, puros ou combinados e
proporcdes crescentes de polaridade.

O cromatograma foi analisado em lampada UV entre 200 e 400 nm e
determinado o valor do Fator de Retencdo (Rf) [28]. O fracionamento e
purificacdo das fracdes bioativas foram realizados por cromatografia classica em
coluna (silica gel 60 e Sephadex LH-20) e Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéencia (CLAE). As fragOes obtidas na cromatografia foram analisadas em
Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA).

Para a elucidacéo estrutural das substancias obtidas foram utilizadas as
técnicas espectroscopicas de Ressonancia Magnética Nuclear RMN de *H e 3C,
analise de massas de alta resolucéo por electrospray (HRMS-ESI) e espectro de
Dicroismo Circular Eletrénico (DCE).

Caracterizacdo e Identificacdo estrutural do corante extraido de

Streptomyces sp.

Os compostos purificados foram submetidos a andlises espectroscopicas
de RMN de 'H e 3C solubilizados em Cloroférmio (CDCIs) contendo 0,03 % de
Tetrametilssilano (TMS), utilizado como referéncia interna. Os espectros de RMN
de 'H foram obtidos em 500 MHz e 3C (broadband decoupled, BBD) em 125
MHz, em espectrometro de modelo Bruker AV 500b localizado no Laboratério de
Ressonancia Magnética (LabRMN) do Instituto de Quimica (INQUI)-UFMS. As
analises de massas de alta resolucdo por electrospray (HRMS-ESI) foram
realizadas em um espectrometro de massas ESI-QTOF microTOF-Q Il
(BrukerDaltonics) localizado no Laboratério de Produtos Naturais e
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Espectrometria de Massas (LaPNEM) da Faculdade de Alimentos e Nutricdo
(FACFAN)-UFMS, operado em modo positivo (120-1200 Da) através da insercao
direta da amostra com ionizagao por electrospray.

O espectro de Dicroismo Circular Eletrénico (DCE) do pigmento foi obtido
em um espectrometro Jasco-1100 localizado no Instituto de Quimica da UFF. O
espectro de DCE foi adquirido na regidao de 400-600 nm, utilizando os seguintes
parametros: largura de banda de 1 nm; resposta de 1 s; velocidade de varredura
de 100 nm min; 3 acumulacdes; temperatura ambiente (25 °C); amostra em

solucéo de acetonitrila; caminho éptico de 0,1 cm; concentracédo de 0,1 mg mil-.

Estudo de solubilidade e estabilidade do pigmento

Avaliacdo da solubilidade e estabilidade do pigmento a temperatura e pH

O extrato bruto do pigmento foi submetido ao ensaio de solubilizacdo em
diversos componentes. O pigmento foi adicionado a agua e a solventes
organicos tais como etanol, metanol, hexano, acetato de etila, cloroférmio e
dimetilsulféxido (DMSO) [2].

Para avaliar a estabilidade do pigmento a temperatura 0,5 mg/mL do
pigmento bruto foi solubilizado em etanol e em solucdo tampéo fosfato de sédio
(pH 7,5). As amostras foram acondicionadas em tubos de ensaio fechados e
submetidas ao aquecimento em banho-maria nas temperaturas de 50°C, 60°C,
70°C, 80°C, 90°C e 98°C, durante 15 min, em seguida foram mantidas em
repouso por 10 min. As aliquotas foram retiradas e analisadas em
espectrofotometro UV-vis 470- 540 nm no comprimento de onda de 540 nm
comprimento de onda de absorcdo maxima [2]. A degradacdo da amostra foi
avaliada através da formula: Dc = A/A0 x 100. sendo Dc a constante de
degradacédo observada, A0 a absorbancia da amostra controle (ndo submetida a
de temperaturas) e A= Leitura da amostra na condicéo avaliada [29].

O efeito do pH foi verificado retirando uma aliquota de 2 mL do extrato
etandlico e ajustando o valor do pH para a condicdo desejada (pH 2 a 11). As
amostras foram posteriormente analisadas em espectrofotbmetro UV-vis 470-
540 nm [2, 30].
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Analises Termogravimétricas

As caracteristicas térmicas do pigmento também foram determinadas
utilizando analisador Termogravimetrico (TGA), NETZSCH, modelo STA 449 F3
Japiter. As amostras foram colocadas em um cadinho de alumina com rampa de
aquecimento programada de 25 a 900 °C, a uma taxa de 20°C.min"%, sob

atmosfera de nitrogénio numa vazédo de 50 mL.min™t [31].

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana do pigmento foi avaliada utilizando a técnica
de microdiluicdo em placas multipogcos, conforme protocolo do Clinical and
Laboratory Standards Institute [24]. Para a realiza¢c&o dos ensaios, amostras de
10mg/mL do pigmento bruto e 10 mg/mL da fracao purificada foram solubilizadas
em etanol. Os ensaios foram realizados partindo da concentracéo de 1000 pg/mL
das amostras frente aos micro-organismos: Candida parapsilosis URM 6951,
Candida guilliermondii URM 5715, Staphylococcus aureus e isolados
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) a fim de determinar a
concentracdo minima inibitéria. Foram utilizados como controle positivo
gentamicina para as bactérias, e anfotericina para as leveduras. As microplacas
foram cultivadas em estufa a 37 °C por 18-24 horas. A Concentracdo Minima
Bactericida e Fungicida (CMB e CMF) foi determinada pelo semeio das amostras
em agar Muller Hinton e Roswell Park Memorial Institute - 1640 (RPMI) seguida
de incubacao em estufa a 37° C por 24 h. As microplacas foram reveladas com
a adicdo de 20 pL de resazurina a 0,01% e incubadas por 1-4 horas para
observar a mudanca de coloragdo nos pogos [24].

AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA IN VIVO
Os ensaios de toxicidade in vivo foram realizados nos modelos Galleria

mellonella, Caenorhabditis elegans e Biomphalaria glabrata.

Ensaio de toxicidade em larvas de Galleria mellonella

Para avaliar a toxicidade do pigmento foram utilizadas larvas de G.
mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) saudaveis entre o 5° ou 6° estagio de
desenvolvimento (aproximadamente 2-3cm) com peso entre 200 a 300mg
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conforme Peleg, et al (2009) [32]. As larvas foram divididas em dois grupos
(controle e teste) de 20 individuos em placas de Petri. Foram injetados 10 pl do
pigmento (bruto e purificado) na concentracdo de 5 e 2 mg/mL na Ultima pré-pata
esquerda. Apos a administragéo do pigmento os grupos foram incubados a 37°C
no escuro por 7 dias [33 — 35]. ApoOs 18 horas de infec¢ao, foi realizada a analise
da mortalidade larval, sendo namero de larvas mortas monitorado diariamente.
Foram consideradas mortas larvas que nao apresentaram movimento quando
tocadas com pinca de dessecacdo, sendo descartadas e contabilizadas. Para
detectar sinais de toxicidade foram observados parametros como viabilidade dos
hemdacitos, alteracao de cor e melanizacao [33 — 35].

Para contagem de hemacitos viaveis, foi coletado 20 ul de hemolinfa das
larvas apés 24h e adicionado 20 ul de azul de tripan a 0,02% em PBS, sendo
observada em camara de Neubauer. Para a quantificagdo da melanizagao, uma
solucéo de 20 pL de hemolinfa em 80 pL de IPS foi adicionado a placas de 96
pocos (n = 8). Apds 5 min, as densidades Opticas dos pocos foram lidas em

espectrofotometro com comprimento de onda de 405 nm [33 — 35].

Ensaios de Toxicidade aguda em Caenorhabditis elegans

Para o ensaio de toxicidade aguda foi utilizada a linhagem Bristol N2 (tipo
selvagem), oriunda do Caenorhabditis Genetic Center — CGC (Minneapolis, MN,
EUA) e mantida no Laboratério de Etnofarmacologia e Fitoquimica -
ETNO/UFPE. Para realizacdo dos ensaios foram selecionados vermes adultos
(no estagio L4). Os nematoides foram mantidos em meio agar NGM (do inglés,
Nematode Growth Medium) e semeado com Escherichia coli OPso sob condi¢des
padréo [36]. Para realizacdo dos testes, os nematoides foram sincronizados com
solucao hipoclorito de sédio conforme descrito por Tampakakis, et al (2008) [37].
Os nematoides em estagio L4 foram coletados e lavados cinco vezes com
solucéo tampéao M9 (3g/L KH2POg4; 6g/L Na2HPO4; 5g/L NaCl; 1M MgSOa) para
retirada das bactérias aderidas a cuticula e entdo mantidos em tampao M9
suplementado com colesterol (5 pg/mL) [38, 39]. Em seguida, os nematoides
foram transferidos para placa de 96 pocos (20 adultos/pogo). Os extratos foram
diluidos em tampédo M9 em concentra¢fes seriadas de 10 a 0,156 mg/mL, com
volume final de 200 pL/pogo. A longevidade dos nematoides foi avaliada
diariamente pela contagem de nematoides vivos e mortos apés 24 h de
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exposicdo. Os nematoides foram identificados como mortos quando néo
apresentavam movimentos espontaneos no intervalo de 10 segundos e néo
tinham batimento faringeo [39, 40]. Pelo menos dois experimentos
independentes foram realizados em triplicada. A concentracéo letal 50% (LCso)

foi calculada por regresséo nao-linear.

Ensaio de toxicidade aguda em Biomphalaria glabrata

No ensaio de toxicidade aguda foram utilizados moluscos adultos e
sexualmente maduros. Para a realizag&o deste ensaio foram utilizados 5 grupos
de sete animais, cujas conchas apresentavam tamanho entre 10 e 14 mm. Os
moluscos foram depositados em diferentes aquarios para a realizacdo dos
ensaios. Foram avaliadas solu¢cdes do pigmento nas concentracdes de 0,4
mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,1 mg/mL dissolvidos em etanol e agua. Os animais foram
adicionados a recipientes plasticos contendo 20mL da solucdo do pigmento e
incubados por 24h. Apos o periodo de incubacédo a solucdo de pigmento foi
desprezada e os animais lavados com agua filtrada e desclorada.

A taxa de sobrevivéncia foi avaliada apds 24 horas e acompanhada
durante 8 dias. Foram considerados como mortos animais que apresentaram
despigmentacdo de concha, perda de hemolinfa, falta de batimentos. Tais
alteragbes foram observadas com o auxilio de um estereomicroscépio (M3B;
Wild Heerbrugg).

Ensaio de embriotoxicidade em Biomphalaria glabrata

O ensaio de embriotoxicidade foi realizado utilizando embrides de
Biomphalaria glabrata [41, 42]. Foram selecionados 100 embrides na fase de
Blastula para cada concentracdo do pigmento a ser testada e os controles. Para
este ensaio foi produzida uma solugéo de pigmento a 0,8 mg/mL a qual foi diluida
para obtencdo das demais concentra¢des (0,8 mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,2 mg/mL,
0,1 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,025 mg/mL). Os embrides selecionados foram
adicionados em placas de Petri 60x15 mm contendo 7mL do pigmento diluido
em agua e etanol, ficando expostos a solugdo do pigmento durante 24h. Como
controle negativo foi utilizado agua filtrada desclorada, e como controle positivo
foi utilizada uma solucéo de niclosamida a 1pug/mL. Apos o periodo de exposicéo
os embrides foram lavados com agua filtrada desclorada e mantidos em placas
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de Petri contendo apenas agua filtrada e desclorada durante oito (8) dias
consecutivos [42]. Os ensaios foram realizados em triplicata. A qualidade da
agua e pH foram monitoradas durante todo o periodo do experimento. Para a
avaliacdo da toxicidade os embrides foram observados com o auxilio de
estereomicroscopio (M3B; Wild Heerbrugg) e classificados como viaveis
(desenvolvimento normal das fases embrionarias e eclosdo) ou inviaveis

(malformados ou mortos).

Ensaio de citotoxicidade em hemécitos de Biomphalaria glabrata adultos

O ensaio de citotoxicidade foi realizado conforme descrito por Lima, et al
(2019)[42] e Pavlica, et al (2000)[43]. Os moluscos foram separados em grupos
de sete animais, os quais foram submetidos a trés diferentes concentragoes do
pigmento (0,4 mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,1 mg/mL dissolvidos em etanol e agua) e
incubados por 24h. Apos o periodo de incubacao foi realizada a avaliacdo de
hemacitos dos animais que sobreviveram a exposicao.

Foram coletados 100 pL de hemolinfa de cada molusco, e depositados
sobre laminas de microscopia, adicionado de 100 pL de solugéo de preservacéo
composta por acido etilenodiaminotetracético dissolvido em solucdo de Ringer
10Mm. Posteriormente as laminas foram mantidas em camara umida por 40
mine, em seguida, foram adicionados 200uL de glutaraldeido na solucédo de
Ringer a 1% v/v por 10 min. Posteriormente as laminas foram lavadas com
solucao de Ringer e coradas com Giemsa a 5% (v/v) por 8 min. Em seguida as
laminas foram lavadas com agua destilada e deixadas para secar a 25 °C. Para
a obtencao dos resultados, foram analisadas 1000 células por grupo tratado
utilizando microscopio Optico (aumento de 1000x; Leica DM1000). Os
experimentos foram realizados em triplicata e as alteracbes morfologicas

classificadas em apoptose, micronucleos e binucleacéo.

Ensaio Cometa

O ensaio cometa alcalino foi realizado utilizando hemdcitos de
Biomphalaria glabrata [44, 45]. ApOs a exposi¢cao as concentra¢des do pigmento,
foram retirados 100 puL de hemolinfa a qual foi homogeneizada em agarose de
baixo peso molecular (1:1). A misturada foi adicionada a laminas de microscopia

e recoberta com solugéo de agarose a 1,5% dissolvidas em tampao PBS (pH
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7,4) sobre a qual foram adicionadas laminulas. As laminas foram incubadas a 4
°C por 10 min.

Posteriormente as laminulas foram retiradas e as laminas incubadas em
solucéo de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, Triton-X 100 1% e
DMSO 10%, pH 10,0) por 12h a 4°C. Apds a lise as laminas foram incubadas em
solucéo tampéao alcalina (pH 13) por 20 min em cuba de eletroforese. Em seguida
a eletroforese foi realizada durante 20 min (4°C) a 0,74 V/cm e 300 mA. Ao final
do processo as laminas foram neutralizadas com tampao tris (0,4 M, pH 7,5),
fixadas em alcool absoluto por 10 min e armazenadas a 4 °C. Para a realizagéo
da leitura, as laminas foram coradas com 50 uL de solucéo Syber safe (Invitrogen
1:500). As analises foram realizadas em microscépio de fluorescéncia (Nikon
H550L) em ampliacdo de 400x com filtro de emissdo 500-550 nm. Foram
avaliadas 100 células por lamina, sendo os nucleoides classificados em 5
categorias de dano ao DNA (0, 1, 2, 3 e 4), dependendo da extensédo. A categoria
0 indica que n&o ocorreu danos, enquanto as categorias de 1 a 4 indicam danos
em niveis crescentes sobre o material genético, de acordo com Collins et al
(2008) [46] (Figura 1). A avaliacdo do grau de dano ao DNA, foi realizada
conforme o indice de Dano (ID) e a Frequéncia de Dano (FD%). O ID foi
calculado de acordo com a formula: ID = 0 (nimero de cometas categoria 0) + 1
(nimero de cometas categoria 1) + 2 (nimero de cometas categoria 2) + 3
(numero de cometas categoria 3) + 4 (nUmero de cometas categoria 4). O FD%
foi calculado como o valor percentual de todos os cometas com dano ao DNA
(categoria 1 — 4) em relacdo ao numero total de cometas (categorias 0 — 4), de

acordo com a féormula:

FDY% [(N? total de cometas — N° de cometas categoria 0)100]
0 =

N total de cometas
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Figura 1. Categorias de cometas de acordo com a migracdo de ADN de hemdcitos de
Biomphalaria glabrata (Resolucdo da ocular 40x). Dano 0, 1, 2, 3 e 4.

.

-

Fonte: a autora

Andélises Estatisticas

A curva de sobrevida e a estimativa das diferencas de sobrevida foram
determinadas pelo teste Log-rank (Mantel-Cox). Os resultados da contagem da
viabilidade de hemdcitos e da melanizacdo da hemolinfa foram analisados
estatisticamente por ANOVA, complementado pelo teste de Tukey. O nivel de
significancia adotado em todas as analises foi de 5% (p < 0,05). Todas as

estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism 9.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Identificagcdo do micro-organismo

O isolado UFPEDA 3134 foi identificado como pertencente ao género
Streptomyces. O micro-organismo € Gram-positivo, apresenta desenvolvimento
de micélio substratal fortemente aderido a superficie do meio de cultura e micélio
aéreo bem desenvolvido em filamentos que se ramificam e produzem cadeias
de esporos. O isolado, apresentou capacidade de degradacdo do amido,
hipoxantina, xilana, L-tirosina, tween 20, tween 80, gelatina 0,4 % e 1%,
producdo de &cido a partir de Dextrina, D-trehalose, D-maltose, Adonitol,
Manose. Além disso, apresenta crescimento nas diferentes faixas de pH (4, 5, 9
e 10) e em temperaturas de 25°C a 45°C, com temperatura 6tima de crescimento
a aproximadamente 37°C. Apresenta tolerancia a concentracdes de NaCl de 1%,
3%, 5% e 7%. O micro-organismo apresentou sensibilidade intermediaria a
Vancomicina (30 ug), sensibilidade a estreptomicina (10 ug), e resisténcia a
Gentamicina (10 pg), Tobramicina (TOB 10), Acido Nalidixico (30 pg),
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Rifampicina (5 pg) e Cefoxitina (CFO 30). O micro-organismo apresenta
producédo de pigmento vermelho atrelado a sua biomassa, quando cultivado em

meio caldo ISP-2 e cresce bem em todos os meios ISP (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas de crescimento da cultura do isolado UFPEDA 3134 ap6s cultivo de 15
dias a 37° C comparado as caracteristicas apresentadas por Streptomyces hiroshimensis

DSM 40037".

. Coloracéo de C°'°r.a‘§?° de Pigmento
Crescimento PN micélio 2
micélio aéreo difusivel
substratal
UFPEDA 3134
Agar triptona-
ovmoie | | Resa | Maem | Memen
levedura (ISP-1) P
Agar extrato de Bege Vermelho Marrom
levedura- extrato LA Esbranquicado escuro Claro
de malte (ISP-2) qui
Agar aveia (ISP- et Rosa palido a Violeta Vermelho
3) creme avermelhado
Agar amido- sais
inorganicos (ISP- ++ Bege Rosa Claro Rosa
4)
Agar glicerol-
asparagina (ISP- ++ Rosa Rosa Nenhum
5)
Agar peptona,
extrato de ++ Vinho Cinza Preto
levedura, ferro
(ISP-6)
Agar tirosina (ISP- Bege
7 +++ amarronzado Marrom claro Nenhum
S. hiroshimensis DSM 40037 [47]
Agar triptona-
extrato de +++ Branco Creme Marrom
levedura (ISP-1)
Agar extrato de
levedura- extrato +++ Branco Creme Marrom
de malte (ISP-2)
Agar av?(’a)|a (ISP- +++ Rosa Rosa Marrom
Agar amido- sais
inorganicos (ISP- +++ Branco Branco Nenhum
4)
Agar glicerol-
asparagina (ISP- +++ Branco Rosa Nenhum
5)
Agar peptona,
extrato de ++ Ausente Cinza Preto
levedura, ferro
(ISP-6)
Agar t|ro7s)|na (ISP- +++ Branco Rosa Nenhum

Fonte: a autora
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As propriedades quimiotaxonémicas e morfolégicas do isolado, bem como
disposicéo da cadeia de esporos e morfologia observadas séo consistentes com
as caracteristicas do género Streptomyces sp. Na microscopia eletrbnica de
varredura foram observados filamentos de hifas que se ramificam em cadeias
curtas de esporos, ovais a cilindricos, de superficie lisa, verticilados (Figura 2).
As caracteristicas fenotipicas e bioquimicas apresentadas pelo isolado
apresentaram maior similaridade com as espécies Streptomyces roseifaciens e
Streptomyces hiroshimenses.

Figura 2. Micrografia eletronica de varredura da cultura de Streptomyces sp. UFPEDA 3134 apés
15 dias de cultivo em meio 4gar ISP-2, mostrando a presenca de hifas ramificadas (A) e esporos
lisos cill"ndricos (B).

}“ 20kU. XS, 008 Spm 0000
\

Fonte: a autora

O conhecimento das caracteristicas fenotipicas e bioquimicas intrinsecas
ao micro-organismo fornece dados essenciais para a compreensao e exploracéo
de seus metabdlitos. Streptomyces hiroshimensis é reconhecido como produtor
de compostos como pigmentos melanoides, &cidos organicos, enzimas
alcalinas, fosfolipases e antibiéticos macrolideos poliénicos, 0s quais possuem
amplo espectro de atuacéo, principalmente contra fungos [7].

As caracteristicas morfologicas apresentadas pelo isolado UFPEDA 3134
levaram a uma avaliagdo mais aprofundada do micro-organismo para
diferenciacdo da espécie. Apés 0 sequenciamento genético, foi realizada a
homologia e construcéo da arvore filogenética. A sequéncia foi depositada no
GenBank com o numero PV167209.

O isolado demonstrou estar mais estreitamente relacionado a

Streptomyces hiroshimensis apresentando 99,48% de semelhangca. As
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semelhancas encontradas com as demais espécies variaram entre 98,73% e
99,26%.

Os resultados encontrados corroboram com os descritos por Van der Aart
e colaboradores [47], que observaram a presenca de cadeia de esporos
verticilados e de superficie lisa como caracteristica de uma estirpe identificada
como Streptomyces roseifaciens. Além destas caracteristicas S. hiroshimensis
DSM 40037T também apresentou degradacéo de Xantina, crescimento na fonte
de carbono Frutose, mas ndo em sacarose e crescimento na presenca de 3% de
Acido Cloridrico (HCL).

Hatano [48] reportaram uma cepa de Streptomyces hiroshimensis 127857
cujas caracteristicas apresentadas foram presenca de micélio aéreo vermelho,
com reverso vermelho-amarelado ou vermelho-amarronzado, producdo de
melanina, forte degradacéo de glicose e Inositol, sendo negativas para L-

arabinose, D-manitol, Rafinose, L-rhamnose, sucrose e D-xilose.

Producéo, extracdo e quantificacdo do pigmento

O isolado S. hiroshimensis UFPEDA 3134 apresentou biomassa na cor
vermelha apds o processo fermentativo, tanto em condi¢des estaticas (FE)
guanto sob agitacao (FA) a 150 rpm (Figura 3). O cultivo do micro-organismo
sob agitacéo (150 rpm) demonstrou-se, entretanto, mais vantajoso (42,82 g/L de
biomassa) com producédo do pigmento em 48h a 37 °C (1,37 mg/g de biomassa),
comparado a FE, cuja pigmentacédo vermelha foi observada apés 120h de cultivo
com rendimento inferior ou equivalente. A fermentagédo submersa sob agitacdo
foi, portanto, adotada como melhor ferramenta para a obtencdo do pigmento
devido ao menor tempo de obtencdo. Embora existam diversos protocolos de
extracdo de pigmentos naturais, a adicdo de etanol absoluto a biomassa de
Streptomyces hiroshimensis foi suficiente para remover o pigmento contido na
biomassa celular. O pigmento obtido apresentou absorcdo méaxima no

comprimento de onda ~540 nm.
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Figura 3. Biomassa obtida apds fermentacdo com agitacdo apds processo de separagdo do
sobrenadante (A) e biomassa obtida em fermentacao estatica (B).

A

B

a——

Fonte: a autora

Hemeda e colaboradores [26] também obtiveram resultados satisfatérios
na extracdo de pigmentos vermelhos de Streptomyces sp LS1 com adicdo do

solvente organico Etanol.

Caracterizacédo Quimica

Elucidacéo da Estrutura Quimica

Na realizacdo da Cromatografia em Camada Delgada (CCD) foi obtido
como melhor sistema eluente hexano/acetato de etila 7:3 (v/v) apresentando Rf
de 0,40, sendo esse sistema utilizado para purificacdo da amostra. Os extratos
etandlicos bruto (P2) e purificado (P1) foram previamente analisados por CCD,
eluidas pela mistura binaria CHCls/MeOH 7:3 e observadas sob luz ultravioleta
(UV). O Rf obtido para P1 (pigmento purificado), foi de 0,50, e o Rf do Extrato
Bruto (P2) foi de 0,78, no mesmo sistema. Dessa forma pode-se afirmar que o
pigmento purificado € mais polar que o extrato bruto. O pigmento prodigiosina
obtido de Serratia marcescens D1 por Hazarika et al, (2021) [49] apresentou Rf
de 0,89, também utilizando o sistema cloroférmio/metanol (9:1).

O espectro de massas (Figura 4) obtido por HRMS ESI-TOF apresentou
um pico de m/z= 392,2721 relativo a um ion [M+H] *, compativel com a férmula
molecular C2sH34N3O*, cujo valor calculado foi de m/z= 392,2696 (erro de -6,8
ppm, mSigma 1). A férmula molecular observada € compativel com os corantes
naturais da classe das prodigininas, como a metacicloprodigiosina e
estreptorrubina B (Figura 5) [50,51]. Estes compostos diferem apenas na

ramificacdo da cadeia.
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Figura 4. Espectro de massas de alta resolucédo do corante produzido por Streptomyces sp.

(obtido em modo positivo).
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Fonte: a autora

A metacicloprodigiosina foi descoberta por Waaserman e colaborabores
em 1969, isolada da bactéria Streptomyces longisporus ruber [52]. Enquanto a
estreptorrubina B foi reportada por Gerber e colaboradores em 1975,
primeiramente como butilcicloheptilprodigosina (Figura 5), isolada de uma cepa
de Streptomyces sp. Y-42 [53]. Porém, apds estudos biossintéticos
subsequentes, a estrutura da butilcicloheptilprodigosina foi reatribuida a
estreptorrubina B, sem grandes explicagbes [54]. Posteriormente, outros estudos
de isolamento e identificacdo da estreptorrubina B foram conduzidos, como o
descrito por Tsao e colaboradores (1985) que extrairam o pigmento da cepa
Streptomyces  coelicolor A3, também atribuido erroneamente a
butilcicloheptilprodigosina [55]. A estreptorrubina B também foi isolada de uma
cepa de actinomiceto (B 4358) [56], entretanto ainda restavam davidas sobre a
elucidacdo das duas estruturas [57, 58]. Somente apoOs estudos tedricos e
sintéticos, foram confirmados que a estruturas isoladas de bactérias que eram
atribuidas a butilcicloheptilprodigosina eram, na verdade, estreptorrubina B [59,
60, 50, 61].
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Figura 5. Estrutura molecular da metacicloprodigiosina, estreptorrubina B e

undecilprodigiosina.

Metacicloprodigiosina Estreptorubina B Butilcicloheptilprodigiosina
Fonte: a autora

Assim, o corante extraido de Streptomyces sp. UFPEDA 3134 poderia
corresponder a metacicloprodigiosina ou a estreptorrubina B (Figura 5).
Analisando o espectro de RMN de 'H (Figura Suplementar 1) foram observados
6 sinais na regido de hidrogénios olefinicos (6,09 a 7,22 ppm), caracteristicos de
um sistema tripirrélico com uma dupla ligagdo exociclica conjugada entre dois
pirrois (Figura 6) [52, 59].

Figura 6. Estrutura molecular do nucleo tripirrélico.

Fonte: a autora

Também foram encontrados um conjunto de sinais em 12,69 ppm,
caracteristicos de hidrogénios ligados a 4tomos de nitrogénio; e um singleto em
4,02 ppm, caracteristico de hidrogénios pertencentes a uma metoxila e sinais
pertencentes a hidrogénios alifaticos na regido entre 0,80 a 3,33 ppm (Figura 6).
A principio os sinais mostrados no espectro de RMN de 'H da amostra (Figura
Suplementar 1) nos levavam a crer que se tratava da metacicloprodigiosina
(Figura 5). Porém um dos sinais em -1,53 ppm com integral para 'H e
multiplicidade de um duplo tripleto (dt) com J= 14,1 e 8,7 Hz (Figura 7), nos
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davam informac¢des de que havia um hidrogénio diastereotépico que estava
sendo blindado por um efeito anisotropico de um nucleo pirrol, e tal blindagem
s6 ndo poderia ocorrer em um anel de 12 membros como no caso da
metacicloprodigiosina, pois a tensdo do anel seria suficiente para aproximar o H
do anel pirrol [50]. No entanto o efeito anisotrépico no H poderia ocorrer em um
anel de 10 membros, como no caso da estreptorrubina B conforme sugerido por
Hu et al, (2011) [50]. (Figura 8).
Figura 7. Ampliacdo do espectro de RMN de H (500 MHz, CDCls) do corante produzido por

Streptomyces sp.
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Fonte: a autora

Figura 8. Estrutura molecular da estreptorrubina B

Fonte: a autora

Esse efeito foi confirmado pela apresentacdo da estrutura de raio-X da
estreptorrubina B (Figura Suplementar 3), que mostra um dos hidrogénios
diastereotopicos acima do anel pirrélico C, permitindo um efeito anisotropico a
este H [50; 62]. Os sinais de RMN de *H (Figura 7. Figura Suplementar 1, 4-8) e
de 3C (Figura Suplementar 9-11) foram atribuidos de acordo com a Tabela 2,
tomando como referéncia estudos realizados por Mo, et al (2008)[63], que
reportaram sinais para a estreptorrubina B neutra e estreptorrubina B protonada
no N na posicdo 7 do anel B. Os sinais da estreptorrubina B encontrados em



102

nossos experimentos corroboraram com a forma protonada, justificando o
aparecimento de trés sinais com integral para 3H em 12,60, 12,69 e 12,72 ppm,
atribuidos respectivamente aos grupos NH nas posic¢des 1, 7 e 13, por conta das
correlacdes observadas no espectro de COSY 'H-!H (Figura Suplementar 27).
A atribuicao dos dados de RMN foi confirmada por meio dos experimentos
bidimensionais de HSQC (Figura Suplementar 12-16), HMBC (Figura
Suplementar 17-21), COSY H-!H (Figura Suplementar 22-27) e tomando como
referéncia os dados de Mo, et al (2008) [63]. Além disso, a maioria dos sinais
dos hidrogénios metilénicos (CH2) se apresentaram como diastereotdpicos, por
conta da presenca de um centro estereogénico na posicdo 17. Destaca-se ainda
a atribuicdo do sinal referente aos hidrogénios H20, onde um deles sofre o efeito
anisotropico do cone de protecao do anel pirrdlico C e aparece em -1,53 ppm
enquanto o outro estad em 1,14 ppm e ambos exibem um acoplamento J com o

carbono em 27,7 ppm (Figura Suplementar 15).
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Tabela 2. Atribuicdo dos sinais de RMN de *H (500 MHz, CDCIz) e **C (125 MHz, CDCls) da estreptorrubina B produzida por

Streptomyces sp.

Posicdo Grupo Estreptorrubina B Streptomyces sp. Estreptorrubina B de Streptomyces coelicolor (Mo et al., 2008)
Ou, multiplicidade (integral, J) oc ou, multiplicidade (J) Oc
1 NH 12,60, sl (1H) - 12,59 -
2 CH 7,22, m (1H) 126,6 7,22 126,8
3 CH 6,34, t (1H, 3,0 Hz) 111,5 6,34 111,7
4 CH 6,90, d (1H, 3,0 Hz) 116,5 6,90 116,7
5 C - 122,3 - 1225
6 C - 147,0 - 147,2
7 *NH 12,69, sl (1H) - 12,70 -
8 C - 120,2 - 120,4
9 C - 165,3 - 165,5
10 CH 6,09, s (1H) 92,6 6,10 92,8
11 CH 7,12, s (1H) 112,5 7,12 112,7
12 C - 125,0 - 125,2
13 NH 12,72, sl (1H) - 12,72 -
14 C - 154,6 - 154,8
15 CH 6,51, s (1H) 116,7 6,51 116,9
16 C - 150,5 - 150,7
17 CH 3,09, m 37,4 3,10 37,6
18 CH: 1,15, m; 1,73, m 38,8 1,14; 1,72 39,0
19 CH:2 0,93, m; 1,55, m 25,4 0,95; 1,57 25,6
20 CH:2 -1,53, dt (1H); 1,14 (m) 27,7 -1,54; 1,16 27,9
21 CH: 0,80, m; 1,77, m 29,1 0,80; 1,78 29,2
22 CH:2 1,38, m; 1,91, m 31,6 1,39; 1,93 31,8
23 CH: 2,54, m; 3,33, m 29,9 2,34; 3,34 30,1
24 OCHs 4,02, s (3H) 58,6 4,03 58,8
25 CH: 1,57, m; 1,86, m 30,9 1,57; 1,86 31,1
26 CH:2 1,38, m 30,4 1,38 30,6
27 CH:2 1,28, m; 1,38, m 22,9 1,29; 1,38 22,8
28 CHs 0,88, m; 0,92, t (6,8 Hz) 14,1 0,89 14,3
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A configuracéo absoluta da estreptorrubina B foi determinada pela comparacao
do espectro de DCE obtido com os publicados por Hu, et al (2011) [50]. De acordo
com os autores, tanto 0 composto sintético quanto o natural exibiram um efeito Cotton
positivo caracteristico em torno de 550 nm, indicando uma configurag@o absoluta R/S
[50]. Esse resultado corrobora com o espectro de DCE obtido em nosso grupo, que
apresentou um efeito Cotton positivo também na regido de 550 nm (Figura 9),
indicando que a estreptorrubina B isolada neste trabalho apresenta uma configuracao
absoluta S. Assim, propomos a estrutura do corante extraido de Streptomyces
hiroshimensis UFPEDA 3134 como (S)-estreptorrubina B (Figura 10).

Figura 9. Espectro de dicroismo circular (DCE) da estreptorrubina B produzida por Streptomyces
hiroshimensis UFPEDA 3134.
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Fonte: a autora

Figura 10. Estrutura molecular da (S)-estreptorrubina B produzida por Streptomyces hiroshimensis
UFPEDA 3134.

(S)-estreptorrubina B

Até 0 momento, essa prodiginina apresenta poucos relatos na literatura e suas

propriedades séo ainda subexploradas, sendo a producdo por Streptomyces
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hiroshimensis documentada apenas superficialmente [64]. Dessa forma estudos sobre
suas propriedades e possiveis aplicacfes sao fundamentais para a compreensao do
potencial biotecnolégico desse biopigmento.

AVALIACAO DA SOLUBILIDADE E ESTABILIDADE TERMICA E A
MODIFICACOES DE pH

O pigmento estreptorrubina B produzido por S. hiroshimensis UFPEDA 3134,
apresenta solubilidade em etanol, metanol, hexano, acetato de Etila e cloroférmio,
com baixa solubilidade em &agua filtrada. O pigmento apresentou estabilidade a
temperatura nas condicfes investigadas (50 °C, 60 °C, 70 °C, 80 °C, 90 °C e 98 °C),
exibindo uma taxa residual de 87% (70°C) e 98,9% (98°C), sendo a degradacédo
maxima observada equivalente a 13% em 70°C em relacdo ao controle (Figura 11).
O pigmento demonstrou ainda sensibilidade a alteracdes de pH. Apresentando

coloracéo rosa em pH &cido (2 a 6), e coloragdo amarela em pH alcalino (8 a 12).

Figura 11. (A) Efeito da temperatura na estabilidade do pigmento vermelho produzido por Streptomyces
hiroshimensis UFPEDA 3134. (B) Estabilidade do pigmento em temperaturas entre 50 e 98 °C
dissolvido em etanol (1), estabilidade do pigmento em temperaturas entre 50 e 98 °C dissolvido em
tampéo fosfato de sodio (2) e estabilidade a varia¢des de pH (3).

Concentragao em unidades de absorbancia (UA)

Fonte: a autora (2023)
O comportamento apresentado pelo pigmento é compativel com o observado
em outros pigmentos naturais como prodigininas e antocianinas. Pigmentos de

natureza ionica [65] que podem ser utilizados como indicativo de altera¢des bruscas
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neste parametro.

Um pigmento microbiano, para ser utilizado em escala industrial, deve ser
estavel a fatores como luz, pH, temperatura e radiagédo ultravioleta (UV) [66, 67]. A
estabilidade a temperatura € uma propriedade desejavel a pigmentos de modo geral
(1), haja visto que favorece a sua utilizagcdo nos mais diversos processos industriais.
O comportamento exibido pelo pigmento isolado de S. hiroshimensis UFPEDA 3134
demonstra uma elevada possibilidade de aplicacdo deste em produtos comerciais,
especialmente nas indastrias téxtil e alimenticia, uma vez que o processamento
térmico € um dos principais métodos de preservacdo (eliminacdo de micro-
organismos) e fixacdo adotado [68, 29]. A preservacéo da coloracao nas diferentes
temperaturas (Figura 12), corrobora com os valores observados na constante de
degradacdao térmica demonstrando variagdo minima entre as amostras.

Em estudo do tingimento de tecido poliéster utilizando a piocianina extraida de
Pseudomonas aeruginosa, Govindaraj, et al (2021) [69] verificaram a mudanca de
coloracdo do pigmento de azul para amarelo apds tratamento térmico a 130 °C,
comprovada pela pirdlise, degradacéo do pigmento. Na maior temperatura avaliada
(98 °C) o aumento da concentracao do pigmento deve estar relacionado a evaporacgéo
do solvente, resultando em uma maior concentracdo da amostra. Diversos fatores
guimicos, fisicos e ambientais podem afetar a estabilidade de um pigmento a saber:
pH, presenca de ions metalicos, exposicdo a luz, altas temperaturas, processos
oxidativos e enzimas do produto [70].

Em estudo conduzido por Meng-Xi et. al. (2021) [71], o pigmento vermelho
metacicloprodigiosina também exibiu alteracbes com a mudanca do pH, sendo
vermelho em pH acido (3) e amarelo ou laranja em pH alcalino (9).

Adicionalmente, o fato de o micro-organismo ter sido isolado da rizosfera da
Caatinga pode estar relacionado ao desenvolvimento de metabdlitos com maior
estabilidade térmica, haja visto que actinobactérias isoladas de solos temperados
podem apresentar tolerancia a elevadas temperaturas, uma vez que nesses locais,
geralmente, a temperatura ambiente ultrapassa os 40 °C [72].

Pigmentos verde e amarelo produzidos por Streptomyces tanashiensis BYF-
112 apresentaram forte estabilidade a temperatura exibindo uma taxa residual de
89,44 a 98,22% quando expostos a temperaturas de 40, 60, 80 e 100 °C por 2h na
concentracdo de 250 pg/ml, indicando a possibilidade do seu uso na industria

alimenticia [73].
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A solubilidade do pigmento em componentes majoritariamente polares nao é
um fator limitante para a utilizacdo do composto, haja visto que estudos tém
demonstrado a possibilidade de adocdo de estratégias como o encapsulamento de
pigmentos, utilizado com a prodigiosina, por exemplo, sem que haja perca de seus
efeitos [74, 75].

Analise Termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica do pigmento também foi avaliada por meio de analises
termogravimétricas. Os resultados demonstraram que o pigmento purificado suporta
até cerca de 400 °C, havendo a ocorréncia de dois eventos de degradacao que se
sobrepbe durante a exposicdo da amostra a elevacdo da temperatura. No primeiro
evento a amostra perde aproximadamente 85% da massa, € no segundo evento 0s
15% restantes. Para avaliar e estimar o inicio e término dos eventos sobrepostos, foi
utilizada a deconvolucéo por meio da fungdo de Gauss (Figura 13).

Dessa forma, verifica-se que o primeiro evento se inicia em aproximadamente
119,5 °C com término em 357 °C e 0 segundo evento tem inicio na temperatura
aproximada de 276° C e término a aproximadamente 425°C onde a amostra é
totalmente degradada (Figura 13). Os picos evidenciados durante os eventos s&o

exotérmicos.

Figura 12. Gréafico da degradacéao térmica da amostra do pigmento vermelho puro. Sendo
DTG: Termogravimetria Derivada.
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Figura 13. Gréafico da relacdo entre a perda da massa e os eventos de degradac¢éo apresentados
pela amostra do pigmento vermelho purificado.
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A maioria dos pigmentos naturais apresenta menor estabilidade e, portanto,
maior sensibilidade quando exposto a fatores ambientais como temperatura, pH e
oxidacdo, se comparados aos corantes artificiais [29]. Dessa forma, o comportamento
exibido pela estreptorrubina B oferece vantagens quanto a sua estabilidade térmica.

Em estudos realizados por Sumathi e colaboradores (2014) [76], a prodigiosina
apresentou perda de 18,68% de peso na faixa de temperatura entre 180 e 320°C
sendo atribuida a desestabilizacdo nas ligacbes de sua molécula. Rudrappa e
colaboradores [72] ao observarem a estabilidade térmica do extrato de melanina,
também verificaram dois estagios de degradacédo térmica, sendo o primeiro a 285,4
°C, perdendo 25% da massa. Na temperatura de 692,5 °C houve um aumento de 50%
na perda de massa e a 1000 °C a massa foi reduzida para 15%.

Alguns estudos relacionam os eventos de degradacdo da melanina com a
destruicdo de ligacbes ndo covalentes entre as camadas estruturais do pigmento,

provavelmente relacionadas aos grupos pirrol e indol que compdem o pigmento [72].

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO PIGMENTO

O pigmento estreptorrubina B produzido por S. hiroshimensis UFPEDA 3134
demonstrou atividade antimicrobiana frente aos isolados S. aureus UFPEDA 1056B
(250 pg/mL) e S. aureus UFPEDA 1040 (125 pg/mL) resistentes a meticilina (MRSA).
A fragdo do pigmento purificado n&o demonstrou atividade antimicrobiana para os

micro-organismos testados, conforme demonstrado nas tabelas 3 e 4. O pigmento,
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entretanto, ndo demonstrou atividade nas espécies de leveduras avaliadas.

Tabela 3. Acao antimicrobiana do extrato bruto e da fracdo purificada A do pigmento extraido de
Streptomyces sp. UFPEDA 3134.
Extrato Bruto Frac&o Purificada A
CMI (pg/mL) CMB (ug/mL) CMI (ug/mL) CMB (ug/mL)

Micro-organismo

S. aureus
250 250 > 1000 > 1000
UFPEDA 1056B
S. aureus
> 1000 > 1000 > 1000 > 1000
UFPEDA 1045B
S. aureus
> 1000 > 1000 > 1000 > 1000
UFPEDA 1048B
S. aureus
> 1000 > 1000 > 1000 > 1000
UFPEDA 1049B
S. aureus
125 125 > 1000 > 1000
UFPEDA 1040B
S. aureus
> 1000 > 1000 > 1000 > 1000

UFPEDA 1055B

Tabela 4. Acao antifiingica do extrato bruto e da fragao purificada do pigmento extraido de
Streptomyces sp. UFPEDA 3134.

Extrato Bruto Fracdo Purificada A

Micro-organismo CMI CMB CMI CMB
(ng/mL) (ng/mL) (hg/mL) (hg/mL)
C. guilliermondii URM 5717 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
C. parapsilosis URM 6951 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000

Staphylococcus aureus e espécies do género Candida sdo patdégenos de
importancia clinica e, portanto, alvos de diversas pesquisas [77, 78]. A capacidade
antimicrobiana de pigmentos prodigininas é atribuida a varios mecanismos como a
inducdo de autolisinas (em espécies de bacilos), producédo de Espécies Reativas de
Oxigénio (EROS) e radicais livres, reducdo de permeabilidade de membrana,
interferéncia na captacéo de ions, promocéo de danos a parede celular ocasionando
0 vazamento do conteudo citoplasmatico, despolarizacdo da membrana plasmatica ou
ainda modulacdo da bomba de efluxo [79 — 81]. Essas biomoléculas podem ainda
interagir com outros compostos aumentando seu poder biocida [82].

No entanto, conforme dados da literatura, tais habilidades estdo diretamente

relacionadas a estrutura quimica e afinidades da molécula. Dessa forma, a auséncia
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de atividade antimicrobiana na amostra purificada pode estar relacionada a perda de
ligante presente no extrato bruto ou ainda a mecanismos de defesa das células
bacterianas avaliadas. Alguns mecanismos podem contribuir para a resisténcia a
farmacos pelas bactérias, a exemplo da reducdo da permeabilidade de membrana e
sistemas de efluxo. Reduzir a permeabilidade da membrana afeta o metabolismo
bacteriano, reduzindo, também, a absorcédo do farmaco, tendo como consequéncia a
resisténcia [83].

Pelo sistema de efluxo ativo as drogas podem ser bombeadas para fora da
célula. Esse sistema desempenha papel importante na resisténcia a multiplas drogas,
sendo também encontrado em bactérias sensiveis [84]. Em S. aureus, trés sistemas
de efluxo séo reportados: QacA, NorA e Smr [85, 86]. Além disso, a producado de
pigmentos verificada em S. aureus e algumas espécies de Candida também podem
contribuir para a protecdo destes micro-organismos contra substancias toxicas. S.
aureus produz um pigmento carotenoide de coloragdo dourada denominado
estafiloxantina (STX) que tem sido relacionado a efeitos protetores dessas células
contra espécies reativas de oxigénio (EROs), ao passo que aumentam a viruléncia do
micro-organismo [87, 88]. A producéo de riboflavina (pigmento amarelo) por C.
guilliermondii, pode apresentar efeito protetivo a estes micro-organismos [89]. Assim,
da mesma forma que pigmentos podem ser utilizados como novas substancias
antimicrobianas, estes também podem ter sua ac¢ao dificultada por outros pigmentos
produzidos pelo micro-organismo alvo. Assim sendo, 0 comportamento apresentado
pela frac&o purificada do pigmento pode ter sido influenciado, também, pela produgéo
de pigmentos intrinsecos aos micro-organismos avaliados.

Em contrapartida, em estudo realizado por Suzuki, et al (2015) [16] a
estreptorrubina B apresentou atividade antimicrobiana frente a isolados de MRSA
N315 em concentracao igual ou superior a 32 pg/mL. Os autores verificaram acao
antibiofilme correspondente a uma reducdo de 73% na concentragcéo de 1 pg/mL.
Mesmo em baixas concentracdes (0,17 pg/mL) a estreptorrubina B foi capaz de
reduzir a formacéo de biofilme de MRSA para menos de 50%, com ICsode 0,22 pg/mL,
demonstrando forte efeito inibidor [16]. Segundo os autores, a acao antimicrobiana da
estreptorrubina B nao foi tdo forte frente as células de vida livre quando comparada a
acdo contra biofilme. Este comportamento pode estar relacionado a capacidade da
prodiginina de promover a clivagem oxidativa do DNA, quelar metais, ou ainda a

capacidade de modulacdo do pH e perturbacdo da integridade bacteriana pelo
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desacoplamento de H*/ CI no interior das células, interferindo na respiragéo celular e
na sintese de proteinas [90].

Karpiriski e Adamczak [91] em avaliagdo da atividade antibacteriana de
fucoxantina, um pigmento alaranjado, frente a S. aureus verificaram uma
concentracdo minima inibitéria (CMI) de 125 pug/mL, resultado semelhante ao
verificado para o pigmento produzido por Streptomyces hiroshimensis UFPEDA 3134.
Pigmento vermelho produzido por Streptomyces sp. LS1, apresentou atividade
antimicrobiana nas concentragdes de 0,2 mg/mL, 0,3 mg/mL e 0,4 mg/mL contra S.
aureus, e nas concentragoes de 0,1 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,3 mg/ml e 0,4 mg/ml inibiu o
crescimento de Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae [26]. Outras
prodigininas, como a heptilprodigiosina e cicloheptilprodigiosina apresentaram
atividade antimicrobiana semelhante frente a S. aureus CMCC (B) 26003T e B. subtilis
MCCC 1A00693" em concentracbes de 12,5, 25, 50 e 100 upM. A
cicloheptilprodigiosina apresentou ainda atividade frente a C. albicans ATCC 10231
[23]. Do mesmo modo, metacicloprodigiosina, obtida a partir de Streptomyces
spectabilis também mostrou eficacia frente a S. aureus (com MIC de 0,25 pg/mL) e
efeito moderado em Candida albicans (com MIC de 2 pg/mL) [71].

TESTES DE TOXICIDADE EM Galleria mellonella, Caenorhabditis elegans e
Biomphalaria glabrata

O pigmento estreptorrubina B n&o apresentou toxicidade aguda frente as larvas
de Galleria mellonella nas concentracdes testadas. As concentracdes de 5 mg/mL e 2
mg/mL do pigmento bruto e da fracdo purificada ndo induziram a mortalidade nem
alteracdes no comportamento das larvas durante o ensaio de sobrevivéncia (Figura
14). Do mesmo modo, as concentracdes testadas n&o induziram ativacdo da
melanizacdo imunologica nas larvas. Sendo observado um comportamento
semelhante ao controle na concentracdo de 2 mg/mL. A concentracdo de 5 mg/mL,
entretanto, apresentou leve aumento da melanizagdo (Figura 15), contudo, deve-se
considerar a possibilidade da coloragéo prépria do pigmento resultar na deteccao de
particulas escuras e estar relacionada ao aumento da pigmentacdo observada nas
larvas. Haja visto que durante a administracdo do pigmento na hemocele da larva,
esta teve seu corpo colorido. Entretanto, a auséncia de formacé&o de noédulos ao longo
do corpo destes organismos contribui para a avaliacdo dos resultados. Dessa forma,
pode-se inferir que o pigmento ndo apresentou danos a G. mellonella quando
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comparado ao controle com doxorrubicina, ndo apresentando toxicidade nas

contracGes testadas.

Figura 14. Curva de sobrevivéncia das larvas de Galleria mellonella expostas ao pigmento bruto e
purificado.
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Figura 15. Inducdo de melanizacdo pelo pigmento: extrato bruto e purificado do pigmento
estreptorrubina B em Galleria mellonella (A) e contagem de hemécitos de Galleria mellonella exposta
ao pigmento (B). Sendo: DOX (doxorrubicina) e Salina (solucdo salina).
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A melanizacdo ocorre apés a ativacao da cascata de profenoloxidase ativada
por proteases serinas apos a entrada de um agente invasor nas larvas e serve também
como indicador de viabilidade larval. Do mesmo modo as alteracdes na densidade de
hemacitos podem servir para determinar a resposta larval a agentes patogénicos ou
quimicos, servindo como um sistema de rastreio a compostos toxicos [92].
Concentragfes que resultem em 100% de sobrevivéncia, sdo classificadas como néo-
toxicas [93]. A auséncia de danos nas larvas ap6s a administragdo do pigmento pode
estar relacionada a presenca de compostos fendlicos em sua composi¢cdo, 0s quais
possuem atividades antioxidante e anti-inflamatoria, que podem ter contribuido para
preservacgao celular.

No modelo experimental Caenorhabditis elegans, o extrato bruto do pigmento

apresentou LCso de 1,089 (0,9234 a 1,275) mg/mL, enquanto a fragdo ndo apresentou
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toxicidade para os nematoides, com LCso >10 mg/mL. A estreptorrubina B também
nao apresentou toxicidade aguda para B. glabrata em concentracGes de até 0,2
mg/mL, ndo sendo observadas diferencas significativas em relacdo ao controle.
Entretanto, a concentragdo de 0,4 mg/mL induziu mortalidade de 100% dos animais,
mortalidade significativa em relagdo ao controle.

Ensaios realizados com prodigininas tém demonstrado que o impacto das
prodigininas nos estagios iniciais de C. elegans é dependente da estrutura e da
concentragdo destas moléculas, sendo os derivados ciclicos, geralmente, mais toxicos
gue os compostos lineares [94]. Contudo, ndo hé registros da avaliacdo da toxicidade
de estreptorrubina B nesses sistemas modelos. Lazic e colaboradores [95]
observaram que concentracdes de até 50 pg/mL de prodigiosina ndo apresentaram
toxicidade para C. elegans, exibindo 100% de sobrevivéncia, ndo sendo, portanto,
nematicida, sugerindo seu uso seguro em organismos eucarioticos.

A avaliacdo da toxicidade de pigmentos produzidos por micro-organismos €&
essencial para auxiliar na investigacao de possiveis aplicacdes, modelos alternativos
como G. mellonella e C. elegans tém sido reportados para avaliacdo da toxicidade
desses compostos. Devido a sua forte correlagdo com outros modelos in vivo como o
ensaio utilizando fibroblastos embrionérios de camundongo e queratinécitos da pele
humana, a utilizacdo do modelo G. mellonella em ensaios de citotoxicidade pode evitar
gue compostos com baixa toxicidade sejam avaliados como téxicos e prossigam para
o modelo utilizando mamiferos [93, 96]. Devido as suas caracteristicas G. mellonella
pode ser utilizada como um modelo pré-clinico in vivo eficaz e rapido para determinar
a citotoxicidade dos pigmentos [97]. Além das prodigininas pigmentos microbianos
como a oosporeina também tiveram sua toxicidade avaliada em G. mellonella.

Em estudo conduzido por Mc Namara e colaboradores [98] com a oosporeina,
pigmento vermelho extraido de Beauveria caledonica, observou-se que as
concentracdes de 1,25 mg/mL e 125 pg/mL n&o ocasionaram a morte de G. mellonella,

apos duas semanas de exposicao.

Ensaio de Embriotoxicidade

O efeito do pigmento em embrides de Biomphalaria glabrata ap6s 24h de
exposicdo € demonstrado na figura 16. As concentragdes de 0,2 mg/mL, 0,1 mg/mL,
0,05 mg/mL e 0,025 mg/mL ndo apresentaram toxicidade para os embrides, sendo

verificada uma taxa de ecloséo superior a 95%. Contudo, concentracdes de 0,4 mg/mL
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e 0,8 mg/mL demonstraram efeitos embriotéxicos que podem estar associados ao
percentual do etanol envolvido na solucéo (2,2% e 4,4%, respectivamente) (Figura
17). Na concentracdo de 0,4 mg/mL o numero de embribes inviaveis foi de
aproximadamente 45%, enquanto em 0,8 mg/mL do pigmento o numero de embrifes
inviaveis foi de 100%. As andlises realizadas com o solvente revelaram 100% de
inviabilidade dos embrides na presenca de 4,4% de etanol e 96% na concentracdo de

2,2% de etanol. Entretanto, na concentracdo de 1,1% foi observada 96,4% de ecloséo.

Figura 16. Efeito do pigmento estreptorrubina B em embrides de Biomphalaria glabrata apos 24h de
exposicdo. Sendo C- (controle negativo), NCL (niclosamida) e S (solvente).
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Figura 17. Principais alteracdes observadas no desenvolvimento dos embrides de Biomphalaria
glabrata apds exposicéo a concentragdes de estreptorrubina B. Onde: A (controle negativo) e B, C, D,

E e F (amostras tratadas com diferentes concentra¢des do pigmento). Sendo: P (pigmento); MF (ma-
formacao); HE (animais saudaveis) e D (mortos).
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A embriotoxicidade exibida pelo pigmento nas concentragcdes mais elevadas
(0,4 mg/mL e 0,8 mg/mL) pode estar relacionada a interagcdo da molécula com o
solvente utilizado, neste caso o etanol, haja visto que concentracoes de 2,2 e 4,4% do
solvente também induziram alteracbes no desenvolvimento dos embrides. A
embriotoxicidade de outras prodigininas também j& foi avaliada. Lazic e colaboradores
[95] verificaram a embriotoxicidade da prodigiosina obtida de Serratia marcescens e
derivados bromidricos em embrides de peixe zebra. A prodigiosina apresentou
toxicidade para 100% dos embrides nas concentragbes de 10 a 70 pg/mL. E em
concentracdes de 2,5 pg/mL e 0,1 pg/mL os embrides se desenvolveram, porém como
alteracbes genéticas e morfolégicas, como microcefalia. Entretanto o derivado
bromidrico PG-Br2 ndo apresentou efeitos embriotoxicos ou teratogénicos a 10 e 20
pg/mL, sugerindo que a modificacdo estrutural da prodigiosina por halogenac¢ao pode
apresentar beneficios. A embriotoxicidade apresentada por estes biopigmentos pode
estar relacionada ao desequilibrio do processo de oxirredugdo e por consequéncia

disturbios de funcfes genéticas.

Ensaio de citotoxicidade em hemdécitos de Biomphalaria glabrata adultos

Apbs a exposicdo dos moluscos as concentracdes do pigmento, foi avaliada a
morfologia celular dos hemdécitos. Nos grupos submetidos a concentracfes de até 0,2
mg/mL do pigmento n&o foram observadas alteracdes significativas na proporc¢éo das
células normais (hialinécitos e granuldcitos) em relacdo ao controle (Figura 18). Nas
amostras analisadas foram observadas poucas alteracdes celulares (abaixo de 5%)
como binucleacéo, micronucleo e apoptose quando comparadas ao grupo controle.
As amostras expostas a concentracao de 0,2mg/mL apresentaram 3% de frequéncia
de micronudcleo (MN), enquanto na de 0,1mg/mL, a frequéncia evidenciada foi de 1%.
Quanto a inducdo de células binucleadas (BN) as amostras apresentaram valores
inferiores a 4% (1,6% e 2,6%). Também foi verificada que a frequéncia de apoptose
(AP) nas células das amostras tratadas com pigmento foi inferior a 4%, sendo
observada frequéncia de 2% nas amostras de 0,2 mg/mL e 3% nas amostras de 0,1
mg/mL. De modo geral, o pigmento nao induziu alteracdes significativas nos
hemacitos em relacéo ao grupo controle negativo. O controle positivo Colcemida 0,015
mg/L apresentou frequéncia de MN de 4,5%, BN 11% e AP 150%. As amostras
induziram cerca de 6,6% de alterac6es nos hemacitos, e o solvente aproximadamente

4,3% (Figura 19). As concentragdes de 0,4 e 0,8 mg/mL demonstraram-se altamente
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toxicas apresentando 100% de mortalidade para os animais.

Figura 18. Analise do percentual de hialindcitos e granuldcitos presentes na hemolinfa de Biomphalaria
glabrata apos exposicdo as concentracfes de 0,2 e 0,1 mg/mL do pigmento estreptorrubina B produzida
por Streptomyces hiroshimensis. Sendo: C- (controle negativo) e S 1,1% (controle do solvente — etanol)
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Figura 19. Andlise das alteracdes observadas em hemécitos de Biomphalaria glabrata apds exposicao
a diferentes concentracdes de estreptorrubina B. (A) Frequéncia de micronucleos; (B) Frequéncia de
binucleacao; (C) Frequéncia de apoptose; (D) Alterac6es em hemdécitos, onde C- é o controle negativo
e S 1,1% é o controle do solvente.
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A hemolinfa predominantemente composta por células normais e as poucas
alteracOes observadas na morfologia celular nos hemdcitos de B. glabrata apés a

exposicao a estreptorrubina B, sugerem gque este composto ndo apresenta toxicidade
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para células normais nas concentracdes de 0,1 mg/mL e 0,2 mg/mL. Dessa forma
acredita-se que a toxicidade do pigmento seja dose dependente. De acordo com a
ISO 10993-5 substancias que apresentam toxicidade causam a morte de mais de 50%
da concentracdo de células totais (ISO 2009). Assim para a estreptorrubina B as
concentracdes de 0,1 e 0,2 mg/mL ndo apresentaram toxicidade.

Koyun e colaboradores [99] observaram elevado efeito citotoxico do pigmento
prodigiosina em concentracfes de 100 uM para fibroblastos de camundongos,
entretanto concentragbes de 75, 50, 25 e 10 pM nao exibiram qualquer efeito

citotoxico.

Ensaio Cometa

Os resultados da genotoxicidade do pigmento no ensaio cometa alcalino
utilizando o modelo Biomphalaria glabrata sdao demonstrados na Figura 20. A
concentracéo de 0,1mg/mL do pigmento ndo demonstrou danos significativos ao DNA,
sendo observada a prevaléncia da categoria 0-2. Entretanto a concentracao de 0,2
mg/mL do pigmento exibiu danos significativos aos hemacitos de B. glabrata. Esse
comportamento sugere que aparentemente a acdo genotdxica do pigmento esta
associada a dose administrada. A presenca de efeitos genotdxicos de prodigininas
sdo, geralmente, seletivos [100, 75] e compreendem, dentre outras consequéncias,
fragmentacdo da cromatina e interferéncia no ciclo celular [75]. Além da prodigiosina,
estudos prévios ja investigaram efeitos citogenéticos da undecilprodigiosina e
butilcicloheptilprodigiosina [101]. Por outro lado, efeitos genotdxicos da

estreptorrubina B ndo foram investigados até o momento.

Figura 20. Andlises de danos genéticos (0-4) em hemdcitos de Biomphalaria glabrata expostos ao
pigmento Estreptorrubina B. 0 indica que ndo ocorreu danos, enquanto as categorias de 1 a 4 indicam
danos em niveis crescentes sobre o material genético. Sendo CN (controle negativo), Solv (solvente —
etanol 1,1%) e MMS (metilmetano sulfonato).
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Os efeitos genotdxicos das prodigininas sdo considerados benéficos quando
da utilizacdo em células neoplasicas. Undecilprodigiosina e butilcicloheptilprodigiosina
associadas a diferentes doses de radiagdo demonstraram efeitos antiproliferativos em
células anormais de Céancer de Mama (MCF-7) e Fibroblastos Dérmicos Humanos
(HDF) [101], com acado antiproliferativa dose dependente e nao relacionada
diretamente com o nivel de radiacao utilizada.

Além da acao antiproliferativa em linhagens cancerigenas, estudos também
demonstraram a seguranga e toxicidade seletiva das prodigininas [75, 99]. Enquanto
a prodigiosina apresenta agao citotoxica e genotdxica em células Caco-2 e HCT 116
(adenocarcinoma e carcinoma colorretal humano, respectivamente), o teste de Ensaio
Cometa Alcalino ndo demonstrou danos ao DNA de células nédo carcinogénicas,
reforcando o perfil seletivo do pigmento [75]. Tal efeito seletivo pode estar relacionado
ao potencial da prodigiosina de atuar como inibidora enzimatica do processo de
replicacdo do DNA ou ainda, de se ligar ao citoesqueleto celular alterando a morfologia
e viabilidade de células carcinogénicas [75].

Além de, aparentemente, néo ter efeito no DNA de células saudaveis, efeitos
antigenotoxicos também tem sido associados a prodigininas. O DNA de fibroblastos
L929 de camundongos expostos a diferentes concentragbes de Perdxido de
Hidrogénio (H202), demonstraram menos lesdes quando tratados com prodigiosina
[99]. A acdo antioxidante e o anel pirrélico Unico da prodigiosina sdo apontados como
possiveis justificativas para tal efeito, embora estudos mais aprofundados sejam

necessarios.

Concluséo

Este estudo conduziu a identificagéo e caracterizacao fenotipica e molecular de
Streptomyces hiroshimensis UFPEDA 3134 como produtor de estreptorrubina B,
destacando-se como uma alternativa natural viavel para a obtencéo deste pigmento
vermelho. Pertencente a familia das prodigininas, estreptorrubina B foi estudada em
relacdo as suas propriedades fisico-quimicas, biolégicas e potencial biotecnolégico. A
producao de estreptorrubina B por S. hiroshimensis UFPEDA 3134 pode representar
uma fonte sustentavel, dada a capacidade de cultivo controlado deste micro-
organismo, que nao esta sujeito as variagdes sazonais tipicas das fontes vegetais.

As caracteristicas fisico-quimicas observadas, incluindo a estabilidade térmica

e a sensibilidade ao pH de estreptorrubina B, sdo propriedades criticas que facilitam
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a aplicacdo deste pigmento nas industrias farmacéutica, téxtil e alimenticia. Estes
setores beneficiam-se de pigmentos capazes de manter a integridade em condi¢cdes
extremas de processamento, como variacdes significativas de temperatura e pH.
Adicionalmente, a atividade antimicrobiana demonstrada contra Staphylococcus
aureus MRSA, apesar de limitada, abre caminho para o uso deste pigmento em
estratégias de combate a patdgenos resistentes a medicamentos, potencialmente em
combinagcado com outros agentes para aumentar sua eficacia.

No entanto, apesar dos relatos existentes sobre a producao de estreptorrubina
B por S. hiroshimensis, os estudos focados nas propriedades e aplica¢6es especificas
deste pigmento sdo notavelmente escassos. A elucidacao estrutural dos componentes
de estreptorrubina B € fundamental para compreender sua bioatividade,
especialmente considerando que a funcionalidade e a seguranca do pigmento estéo
intrinsecamente ligadas a sua composi¢ao quimica. A correlacao entre a concentracado
de estreptorrubina B e o dano ao DNA sugere que altas concentragdes deste pigmento
podem ser genotoxicas, enquanto concentracdes inferiores a 0,2 mg/mL apresentam
menor risco, destacando a importancia de dosagem controlada em suas aplicacdes.

Dessa forma, estreptorrubina B configura um candidato promissor ao
desenvolvimento de novos compostos bioativos de relevancia biotecnolégica. A
escassez de pesquisas detalhadas sobre este pigmento ressalta a necessidade
urgente de estudos adicionais que investiguem nao apenas suas propriedades
bioativas, mas também o0s mecanismos subjacentes a essas atividades. O
entendimento aprofundado de sua bioatividade e potenciais riscos ajudara a otimizar

seu uso e expansao em diversas aplicaces biotecnolégicas.
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Figura 12. Espectro de HSQC da estreptorrubina B produzida por Streptomyces sp.



O

O

i

"EDSON 17novembro2023" 50 1 "DIArquives Edson'Documents\UFMS\ArtigosiAmanda UFP

F1 [ppm]

I
10 5 0 F2 [ppm]

134

General

DATE = 2023/11/14

TIME = 09:11

INSTRUM = Awance NEO
PULPROG = hsgcedetgpsp.3

FZ (1H)

3F = 500.13

51 = 1024
3F = 125.758
SW_p = ZT7669.615

Figura 13. Ampliacdo do espectro de HSQC da estreptorrubina B produzida por Streptomyces

sp.

N

d

2023711714
TIME 09:11
INSTRUM = Avance HEO

5
H

"EDSON 17nevembre2023" 50 1 “"D:iArquives EdsoniDocumentsiUFMS ArtigosiAmanda UFPEAndlises UFMS”

6,09 (H10)
° 92,6 (C10)
SN
112,5(C11) 6,90 (H4) 6,51 (H15) ’
118,5(C4) 01,167(015)
7,22 (H2)
& 126,6 (C2)

PULPROG = hsgoedetypsp. 3

F1 [ppm]

8
w ot
R

[ Foso

| @ commmmmm -
o

™ a1 - 102a

I sF - 125.75%

[ sip- z766s.618

[ o

s

[ e

=

=

[ o

™

| o

il

re

T T
78 7.0 65 6.0 F2 [ppm]



135

Figura 14. Ampliacdo do espectro de HSQC da estreptorrubina B produzida por Streptomyces

sp.
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Figura 16. Ampliacdo do espectro de HSQC da estreptorrubina B produzida por Streptomyces

sp.
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Figura 17. Espectro de HMBC da estreptorrubina B produzida por Streptomyces sp.
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Figura 24. Ampliacdo do espectro de COSY da estreptorrubina B produzida por Streptomyces

Sp.
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Figura 26. Ampliacdo do espectro de COSY da estreptorrubina B produzida por Streptomyces

sp.
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Streptomyces hiroshimensis UFPEDA 3134 constitui importante fonte
microbiana para obtenc&o do pigmento vermelho estreptorrubina B, que apresenta
potencial para aplicagcéo biotecnoldgica.

A producao do pigmento em cultivo estético e sob agitacdo, representa uma
alternativa importante para a obtencdo destas moléculas, possibilitando a utilizacédo
de técnicas e estratégias para o melhoramento da producéo.

A estreptorrubina B produzida por S. hiroshimensis UFPEDA 3134 apresenta
propriedades fisico-quimicas desejaveis ao desenvolvimento de produtos de interesse
comercial. A estabilidade térmica e a baixa toxicidade aguda, indicam caracteristicas
vantajosas que tornam o pigmento produzido pela bactéria um forte candidato a
substituicdo de pigmentos sintéticos nas industrias téxtil, cosmética, alimenticia, entre
outras.

A sensibilidade ao pH apresentada pelo pigmento pode ser explorada em
diversas aplicacdes, incluindo o desenvolvimento de filmes inteligentes com aplicagéo
possivel a alimentos. Do mesmo modo, a atividade antimicrobiana apresentada pelo
pigmento, ainda que limitada, pode sugerir a utilizacdo futura deste em associacéo
com outros compostos antimicrobianos, visando a obtengdo de materiais com efeitos
bactericidas ou bacteriostaticos para micro-organismos como Staphylococcus aureus.

O efeito citotéxico e genotoxico dose dependente do pigmento fornece
informacdes acerca das possibilidades de utilizacdo deste composto em diferentes
formulagbes. Concentracdes inferiores a 0,1 mg/mL ndo apresentam danos
significativos ao DNA nos modelos avaliados sugerindo que nestas concentragcdes, a
estreptorrubina B pode ser segura para aplicacées industriais e biotecnoldgicas.

A estreptorrubina B € uma molécula ainda pouco explorada com relacdo a seu
potencial, dessa forma estudos aprofundados de suas propriedades e aplicacbes
trazem informacdes importantes para sua utilizacdo. As propriedades apresentadas
por estreptorrubina B nesta pesquisa revelam que este pigmento pode ser
amplamente explorado quando a suas potencialidades.

A producédo de pigmentos por micro-organismos € uma ferramenta viavel e
importante para atender as demandas comerciais, considerando a passividade destes
organismos a utilizacdo de técnicas de melhoramento da producéo e obtencao destes
biopigmentos.

6. SUMULA CURRICULAR
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