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1. INTRODUCAO apresentam  potencial  para  produzir
metabolitos antioxidantes e inibidores de
proteases, de interesse no tratamento do
microrganismos marinhos representa uma cancer e de doengas cronicas. Este estudo teve
. Lo como objetivos a caracterizagdo de
oportunidade estratégica para a descoberta de A . .
novos  farmacos.  Actinomycetotas  de substancias bloatlvg s produzidas  por
sedimentos do litoral do Espirito Santo actinomycetotas marinhas, com é&nfase na

A prospeccao de substancias bioativas em
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cepa BRB-382 (Microbacterium sp.), visando
avaliar sua atividade antioxidante e inibicao
de proteases, além de explorar seu potencial
citotoxico frente a linhagens tumorais. A
pesquisa contribui para o avango cientifico, a
inovacdo tecnologica e a valorizagdo da
biodiversidade oceanica, em consonancia com
compromissos internacionais de
sustentabilidade.

2. METODOLOGIA

A metodologia proposta contemplou trés
eixos principais: (i) isolamento e cultivo da
cepa  em  diferentes condigdes,  (ii)
caracterizacdo quimica dos extratos obtidos ¢
(iii)) ensaios funcionais para atividade
bioldgica. Inicialmente, a cepa foi reativada e
cultivada em diferentes meios liquidos e
solidos (A1, LB, MB, SCB ¢ ISP2), de modo
a ampliar a diversidade metabdlica e permitir
a comparagdo da produgdo de metabdlitos
especiais. A obtengdo de extratos brutos foi
realizada por extracdo com acetato de etila,
tanto dos cultivos liquidos quanto soélidos,
seguida de concentracdo em evaporador
rotativo. A identificagdo molecular da cepa
envolveu extracdo de DNA, amplificagdo do
gene 16S rRNA e analise filogenética
comparativa. Paralelamente, foi conduzida
caracterizagdo morfoldgica por microscopia
optica. Os extratos foram submetidos a
ensaios bioldgicos direcionados, incluindo:
atividade citotoxica contra linhagens HCT116
(c6lon) e MCF-7 (mama), utilizando ensaio de
viabilidade  celular (MTT); atividade
inibitoria de proteases (tripsina) em placas de
CCD, visando identificar compostos com
potencial de modular enzimas envolvidas em
processos tumorais; atividade antioxidante,
avaliada pelo ensaio DPPH em CCD.

Para caracterizacao quimica,

aplicou-se Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) e CLAEEM/EM com
ionizagdo por eletrospray, permitindo a
identificagdo preliminar dos compostos. A
analise avancada dos perfis metabolicos foi
realizada por meio de redes moleculares
(GNPS2) e pela ferramenta MicrobeMASST,
integrando espectrometria de massas e
informacdes  gendOmicas,  possibilitando
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correlagdo  estrutural com  metabodlitos

conhecidos.
3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Microscopia Optica

As andlises em microscopia Optica
permitiram  observar microcolonias  de
Microbacterium sp. marinho (BRB-382) com
morfologia esférica, coloragdo alaranjada
uniforme e contornos regulares. O didmetro
das estruturas variou entre 70 e 90 pm,
compativel com microcoldnias jovens em fase
inicial de crescimento. A presenca de uma
colonia menor na mesma preparagdo reforca a
natureza  heterogénea do  crescimento
bacteriano em superficie solida. Esse padrao
morfologico indica um crescimento compacto
e radial, caracteristico da adaptagao inicial de
actinobactérias marinhas em ambientes
solidos. A secrecdo de exopolissacarideos
(EPS), apontada em literatura como estratégia
essencial de Microbacterium para formagao
de biofilmes, explica a coesdo estrutural e a
resisténcia a estresses ambientais. Assim, a
analise morfoldgica evidencia mecanismos de
colonizagdo que podem estar diretamente
relacionados a producao de metabolitos
especiais.

3.2 Filogenia do Isolado BRB-382

A arvore filogenética baseada na
sequéncia 16S rRNA demonstrou que a cepa
BRB-382 agrupa-se no género
Microbacterium, apresentando maior
proximidade com M. liangjiangensis ¢ M.
wangi (bootstrap = 99). Esse resultado
confirma a identificagdo preliminar e sugere
uma relagdo filogenética estreita com espécies
marinhas descritas como produtoras de
metabolitos bioativos. Apesar da robustez dos
agrupamentos principais (= 80), alguns clados
apresentaram valores de bootstrap < 70,
refletindo a limitagao do marcador 16S rRNA
para resolver relagdes internas em géneros
altamente conservados. Ainda assim, a
posi¢do do isolado dentro do género
Microbacterium reforca sua relevancia para a
prospeccdo quimica, uma vez que espécies
relacionadas ja foram reportadas como fontes
de compostos antioxidantes e citotoxicos [1].
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3.3 Atividade Citotoxica

O extrato bruto da cepa BRB-382
apresentou alta atividade citotoxica frente as
linhagens tumorais HCT-116 (colon) e
MCF-7 (mama), com inibi¢des de 98,57% e
93,41% respectivamente (50 pg). Esses
valores estdo entre os mais elevados relatados
para  actinobactérias  ndo-Streptomyces,
reforcando o  potencial do  género
Microbacterium na descoberta de compostos
antitumorais emergentes. A atividade pode
estar relacionada a presenca de flavonoides O-
metilados, como a swertisina, detectados no
perfil quimico, que induzem apoptose via
geracdo de ROS e ativagdo de caspases. A
presenca concomitante de peptideos bioativos
detectados pela reacdo com ninidrina, aliada a
inibi¢do de proteases, sugere mecanismos
combinatorios de acdo antitumoral, como
modulacdo de MMPs. Portanto, a elevada
citotoxicidade provavelmente resulta de
sinergia entre flavonoides, peptideos e
nucleosideos modificados, destacando a
complexidade metabolica da cepa.

3.4 Perfil Quimico

Os testes fitoquimicos revelaram a
presenca de  flavonoides  (coloragao
amarela/alaranjada apos KOH) e peptideos
(coloragdo purpura com ninidrina) em todos
os extratos, confirmando a capacidade

metabolica diversificada da cepa em
diferentes = meios.  Essa  plasticidade
biossintética ¢  indicativa de  que

Microbacterium sp. possui vias ativas de
producao de metabolitos especiais, moduladas
pelo ambiente de cultivo.

3.5 Atividade Antioxidante

O ensaio de DPPH em placas de CCD
mostrou variagdo significativa entre o0s
diferentes meios de cultivo. Os extratos
produzidos em SCB liquido (SCBL) e ISP2
solido  (ISP2S)  apresentaram  maior
intensidade de reducdo do radical,
evidenciando forte atividade antioxidante. Em
contrapartida, MB e LB resultaram em baixa
bioatividade. Esses resultados sugerem que
nutrientes presentes em SCB e ISP2, ricos em
amido, extratos de levedura e peptonas,
estimulam rotas biossintéticas associadas a
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producdo de antioxidantes. Além disso, o
tempo de reacao de 15 minutos com DPPH foi
mais adequado para detec¢do da atividade,
demonstrando compostos de cinética redox
variada, alguns de acdo rapida e outros de
interacao mais lenta.

3.6 Inibicao de Proteases

A cepa BRB-382 demonstrou atividade de
inibi¢do de tripsina principalmente nos meios
A1l liquido e ISP2 liquido, confirmada pela
presenca de halos amarelos intensos. Esse
achado ¢ particularmente relevante, pois a
modulagdo  de  serino-proteases  esta
diretamente associada a processos tumorais
como invasdo e metastase. O fato de meios
ricos em carbono ¢ nitrogénio favorecerem a

producdo sugere que clusters génicos
biossintéticos  foram  ativados  nessas
condig¢des, corroborando dados que indicam
que actinobactérias respondem a

microgradientes de estresse e diversidade
nutricional [2]. Assim, AIL e ISP2L
mostraram-se 0s meios mais promissores para
escalonamento de cultivos com foco na
obtencdo de inibidores de proteases.
modificado). A swertisina, tipicamente
descrita em plantas, foi identificada com alta

similaridade espectral (cosseno 0,93) e
confirmada por testes fitoquimicos. Sua
presenca em Microbacterium pode ser

explicada por trés hipoteses: (i) biossintese
endégena por vias PKS tipo III e
glicosiltransferases; (11) transferéncia
horizontal de genes em ambiente marinho ou
(iii))  biotransformacdo de  compostos
vegetais/algais. A substancia N6,N6-
dimetiladenosina, associada a modula¢do de
sintese de RNA ¢ interferéncia em vias
celulares, foi detectada com cosseno de 0,94,
reforgando o papel de Microbacterium como
produtor de nucleosideos bioativos com
potencial antitumoral.

3.7 Rede Molecular e Identificacao de
Metabolitos

A rede molecular construida via GNPS2
evidenciou diversidade de metabolitos
incluindo flavonas, terpenos modificados,
nucleosideos derivados de purina e acidos
biliares oxidados. Entre os compostos
anotados, destacam-se swertisina (flavonoide
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O-glicosilado) e N6,N6-dimetiladenosina
(nucleosideo modificado). A swertisina,
tipicamente descrita em plantas, foi
identificada com alta similaridade espectral
(cosseno 0,93) e confirmada por testes
fitoquimicos. Sua presenca em
Microbacterium pode ser explicada por trés
hipdteses: (i) biossintese enddgena por vias
PKS tipo II e glicosiltransferases; (ii)
transferéncia horizontal de genes em ambiente
marinho ou (iii) biotransformagdao de
compostos vegetais/algais. A substancia
N6,N6-dimetiladenosina, associada a
modulagado de sintese de RNA ¢ interferéncia
em vias celulares, foi detectada com cosseno

de 0,94, reforgando o papel de
Microbacterium ~ como  produtor  de
nucleosideos  bioativos com  potencial
antitumoral.

3.8 Integraciao dos Resultados

A andlise conjunta evidencia que a cepa
BRB-382 combina propriedades
citotoxicas, antioxidantes e inibitorias de
proteases, sustentadas por um perfil quimico
diverso que inclui flavonoides, peptideos e
nucleosideos modificados. Essa combinagao
de bioatividades ¢ estratégica, uma

vez  que antioxidantes podem atuar

na prevengdo do estresse oxidativo associado
ao cancer, enquanto inibidores de proteases e
metabolitos  citotéxicos  podem  atuar
diretamente na progressdo tumoral. Além
disso, a identificagdo de swertisina ¢ N6,N6-
dimetiladenosina sugere rotas biossintéticas
incomuns em Dbactérias, reforcando a
originalidade dos resultados e ampliando o
potencial biotecnolégico da cepa marinha
BRB-382.
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4. CONCLUSOES

O isolado marinho Microbacterium sp.
BRB382, obtido de sedimentos profundos,
demonstrou potencial biotecnolédgico
significativo, reunindo atividades citotoxica,
antioxidante e inibitéria de proteases. A
deteccdo de metabolitos como swertisina e
N6,N6-dimetiladenosina evidencia a
capacidade dessa cepa em produzir compostos
bioativos raros, refor¢ando a diversidade
quimica de actinobactérias marinhas. Esses
achados indicam o potencial da BRB-382
como fonte de moléculas inovadoras para
aplicacdo farmacéutica.
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