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Resumo

Em virtude da resisténcia dos patdgenos aos farmacos e as inUmeras doencas
sem tratamentos, tém-se buscado novas moléculas, sendo 0os microrganismos
uma importante fonte. Os Streptomyces spp. séo responsaveis por cerca de 70%
das moléculas com atividade biolégica diversa, tais como, antitumorais,
antiparasitarios, antifingicos e antimicrobianos. As analises in silico de genomas
completos por ferramentas de bioinformética tem facilitado a prospeccdo de
produtos naturais pela descoberta de novas vias para producdo de moléculas
conhecidas como "biosynthetic gene clusters” (BGC’s). O objetivo deste trabalho
foi identificar BGC’s em dois isolados de Streptomyces sp. obtidos de sedimentos
do rio Purus. Foram selecionadas as linhagens MPUR-28.3 e MPUR-51.7 e a
identificacdo dos BGC’s foi realizada com auxilio da ferramenta antiSMASH.
Desta forma, foram identificados para MPUR-28.3 39 BGC’s, sendo
majoritariamente 14 “clusters” para "non-ribosomal peptide synthase" (NRPS), 6
"polyketide synthases" (PKS). Para MPUR-51.7 foram identificados 45 BGC'’s,
destes,13 “clusters” para NRPS, 9 PKS. Foram identificados clusters que
apresentaram 100% de similaridade com vias de biossintese ja caracterizadas e
funcBes conhecidas, estes sdo responsaveis pela biosintese de antimicin,
albaflavone, desferrioxamin B, ectoine, geosmin, SGR polycyclic tetramate
macrolactams (PTMs) e naringenin. Ademais, os dados indicam que mais de
80% dos BGC'’s estao relacionados a vias de biossintese ainda nao reportadas
na literatura, indicando que estas linhagens podem produzir novas moléculas.
Portanto, por meio da mineracdo gendmica foi possivel identificar em ambos os
isolados biomoléculas com ampla atividade biolégica, destacando-se as
anticancerigenas, antifingicas, antibacterianas, antioxidantes, as quais séo de
importancia industrial, agricola, ambiental, médica, veterinaria e de alimentos.
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Introducéo

A Amazoénia é conhecida mundialmente por sua floresta, rios e lagos (Val
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et al. 2021). A biodiversidade da Amazbnia é um dos patrimdnios mais
importantes no Brasil, pois possui ao menos 15% da biota mundial e maior
sistema fluvial do mundo. Ademais, abriga milhares de espécies produtoras de
moléculas ainda desconhecidas (Valli et al. 2018).

Atualmente a humanidade sofre com o desenvolvimento da resisténcia
dos microrganismos aos farmacos, principalmente de acéo antibacteriana, além
da existéncia de inimeras doencas sem tratamentos, sendo necessario a
identificacdo de novas biomoléculas com capacidade de trata-las. Embora
muitos patégenos multirresistentes sejam bactérias, a solucéo para o problema
também pode ser encontrada nos microrganismos, dada a grande diversidade
destes, eles sdo também uma das principais fontes para a descobertas de novas
biomoléculas (Abadi et al. 2019).

Entre os microrganismos, bactérias do género Streptomyces (Filo
Actinobacteria) sdo consideradas o grupo mais importante em termos da
producao de metabdlitos secundarios. Muitas espécies de Streptomyces embora
tenham genomas 3 ou 4 vezes menor que os fungos sao capazes de realizar a
sintese de maior nimero de moléculas. Estima-se que cerca de 35 mil
antibioticos produzidos por actinobactérias, 70% sao oriundos de Streptomyces
spp. (Gohain et al. 2020). Além de antibidticos os metabdlitos produzidos
apresentam ampla atividade biol6gica, como: antitumorais, antiparasitarios,
antifingicos e inseticidas, podendo ser aplicados na agricultura, industria
farmacéutica e cosmética entre outras (Rodrigues et al. 2006; Procopio et al.
2012; Terra et al. 2021).

A partir do sequenciamento do genoma completo dos microrganismos, as
analises in silico, utilizando ferramentas de bioinformatica, possibilitam a
identificacdo de diversas vias metabodlicas conhecidas na literatura internacional
como "biosynthetic gene clusters” (BGC’s). A identificagdo do potencial para
producdo de metabdlitos secundarios com bioatividade a partir do genoma tem
revolucionado a prospeccéo de produtos naturais de origem microbiana (Zhao et
al. 2020).

Os metabdlitos secundarios sdo produzidos por uma logica biossintética,
onde as enzimas envolvidas no processo sdo codificadas em genes
espacialmente proximos aos genomas. Esses genes responsaveis pela

formacédo do esqueleto principal da molécula conhecidos como gene "core" e
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estédo distribuidos em diferentes classes quimicas, como as polyketide synthases
(PKS), nonribosomal peptide-synthetase (NRPS) e ribosomally synthesised and
post-translationally modified peptides (RiPPs). Além dos genes relacionados a
biossintese os BGC’s também podem conter genes relacionados ao transporte
e fatores de transcricdo, bem como genes adicionais, que codificam enzimas que
atuam na incorporacao de grupos funcionais no esqueleto principal da molécula,
tais como: metiltransferases, redutases, halogenases e mono-oxigenases
(Rutledge e Challis 2015; Herbst et al. 2018).

O objetivo do trabalho foi avaliar o potencial biotecnoldgico através da
identificacdo dos biosynthetic gene clusters em duas linhagens Streptomyces
MPUR-28.3 e MPUR-51.7 isolados sedimentos do rio Purus, Amazonas.

Material e Métodos

As duas amostras de Streptomyces sp. MPUR-28.3 e MPUR-51.7,
utilizadas neste estudo foram isoladas de sedimentos do rio Purus, Amazonas.
As amostras pertencem a colecdo de microrganismos da Embrapa Amazonia
Ocidental. O acesso ao patrimdnio genético foi autorizado pelo Sistema Nacional
de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SISGEN) n°® AB6B14F.

As andlises in silico foram realizadas com base no genoma completo. Para
tanto, o sequenciamento foi realizado na plataforma lllumina - HiSegX - PE 150
cycle, com read length (comprimento de leitura) de 2 x 150 (Paired End), com
cobertura estimada 100x.

A identificagdo dos BGC'’s, assim como a determinagéo das classes das
moléculas e as suas fun¢des foram realizadas com auxilio de ferramentas online
de mineracdo genbmica: <https://antismash.secondarymetabolites.org>, em
inglés, Antibiotics and Secondary Metabolites Analysis Shell (antiSMASH
bacterial version 7.0). A ferramenta possibilita identificar o potencial
biotecnoldgico dos “clusters” com base em 70 classes de moléculas disponiveis
no banco de dados. Cada BGC'’s foi classificado conforme o tipo de produto

natural codificado dentro do grupo de gene (Medema et al. 2011; Blin et al. 2021).

Resultados e Discussao
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Por meio da analise do genoma completo pela plataforma antiSMASH
foram identificados 39 BGC’s para o isolado MPUR-28.3 e 45 BGC’s para o
isolado MPUR- 51.7. No isolado MPUR-28.3 foram identificados 14 “clusters”
relacionados com vias de sintese de NRPS (36%), 6 PKS, sendo 4 T1PKS (10%),
1 T2PKS (3%) e 1 T3PKS (3%), 5 Terpene (13%), 4 Hybrid (10%), 4 RiPP (10%),
2 Siderophore (5%), 1 Ectoine (3%), 2 Lanthipeptide (5%), 1 Lap (3%), como
apresentado na figura 1a.

A linhagem MPUR-51.7 apresentou maior numero de BGC'’s, destes 13
“clusters” estao relacionados com vias de sintese de NRPS (29%), 9 PKS, sendo
7 T1PKS (10%), 1 T2PKS (2%) e 1 T3PKS (2%), 5 Terpene (11%), 5 Hybrid
(11%), 4 RiPP (9%), 3 Siderophore (7%), 1 Ectoine (2%), 1 Lanthipeptide (2%),
1 Lap (2%), 1 Lassopeptide (2%), 1 RRE (2%), como apresentado na figura 1b.
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Figura 1. Distribuicdo das classes de BGC'’s preditos por antiSMASH nos genomas dos isolados
MPUR-28.3 (a) e MPUR-51.7 (b). A similaridade baseia-se na correspondéncia das vias de
biossinteses ja caracterizadas e disponiveis em bancos de dados. Os BGC’s hybrids séo
compostos por genes pertencentes a mais de uma classe, nestas linhagens, sao
majoritariamente constituidos por NRPS e PKS. Non-ribosomal peptide synthase (NRPS);
polyketide synthases (PKS) tipo 1, 2 e 3; post- translationally modified peptide product (Ripp);
linear azol(in)e-containing peptides (Lap); RRE-element containing cluster (RRE).

Importante destacar que dos 39 BGC'’s preditos para o isolado MPUR-
28.3 e dos 45 BGC'’s preditos para o isolado MPUR-51.7, respectivamente 15
(38%) e 19 (42%) “clusters” nao possuem similaridades com os disponiveis em

bancos de dados. Logo, 24 (62%) e 26 (58%) possuem similaridades com os
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disponiveis em bancos de dados, sendo que, destes Ultimos apenas 7 (29%) e
6 (13%) apresentam 100% de similaridade com “clusters” biossintéticos com
funcdes ja determinadas (tabela 1) e os demais “clusters” possuem similaridade
variando de 5 a 80%.

Segundo Alvarez-Alvarez (2015), “clusters” génicos biossintéticos que
codificam novos produtos bioativos sdo de grande importancia industrial,
ambiental e agricola. Com base na alta similaridade de alguns “clusters” com
ortdlogos disponiveis em bancos de dados podemos predizer diversas
biomoléculas, que em sua maioria podem estar silenciadas em condi¢cdes de
laboratorio ou ndo sédo expressas devido a auséncia das condi¢cdes minimas

necessarias, seja nutricional, fisiolégicos ou em resposta a elicitores.

Tabela 1. Produtos preditos pelo antiSMASH nos genomas dos isolados de Streptomyces MPUR-
28.3 e MPUR-51.7.

BGC’s MPUR-28.3 MPUR-51.7
Antimycin + +
Albaflavenone + +
Desferrioxamin B + -
Ectoine + +
Geosmin + +
SGR PTMs + +
Naringenin + +

Obs.: (+) 100% de simariladidade; (-) similaridade menor que 100%.

Os primeiros estudos com o antibiotico antimycin (ANT) datam 1960, este
€ sintetizado por microrganismos do género de Streptomyces sp. (Tappel 1960),
porém a descoberta do agrupamento de genes que codifica a biossintese da
antimicina foi em 2011, € um notavel metabdlito secundario hibrido, composto
pelas classes NRPS e PKS, constituindo uma ampla familia de produtos naturais
com 44 compostos distintos (Yan et al. 2012; Wenhao et al. 2022).

Segundo Tzung et al. (2001), Seipke e Hutchings (2013), Wenhao et al.
(2022) a antimicina A tem como modo de acao a inibigéo do citocromo C redutase
na cadeia de transporte de elétrons. Ela interrompe a respiragdo mitocondrial e
esgota os niveis celulares de ATP, logo, € amplamente utilizada como piscicida
na industria de criacdo de bagres. Também possui potente atividade contra

insetos, acaros, nematoides, fungo, fitopatbgenos. Mais recentemente tem
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atraido a atencdo como um inibidor potente e seletivo das proteinas
antiapoptoticas mitocondriais Bcl-2 e Bcl-xL as quais sdo super produzida em
células cancerigenas que sdo resistentes a agentes quimioterapicos indutores
de apoptose, de modo que as antimicinas tém grande potencial como drogas
anticancerigenas usadas em combinacdo com quimioterapicos existentes.

A albaflavone, pertence a classe dos terpenos, é um antibidtico
sesquiterpénico triciclico, € biossintetizada por diversas espécies de bactérias
do género Streptomyces (Moody et al. 2012).

De acordo Zheng et al. (2016) foi possivel avaliar a atividade citotdxica de
dois compostos contra quatro linhagens de células tumorais humanas, BGC-823,
HCT116, HeLa e HepG2. Ambos o0s compostos, mesmo que em baixas
concentracfes, mostraram citotoxicidade contra quatro linhagens de células
tumorais humanas.

A desferrioxamin B, € um importante produto natural pertencente a uma
ampla familia de desferrioxaminas. E um sider6foros hidroxamato n&o peptidico,
sua expressao € regulada pelo ferro, as quais também atuam no transporte de
ferro. As principais espécies responsaveis pela sintese desses compostos
pertecem aos géneros Streptomyces, Nocardia e Micromonospora (Keberle
1964; Schupp et al. 1987; Arulprakasam e Dharumadurai 2021).

Segundo Barona-Gomez et al. (2004), Chiani et al. (2010) a
desferrioxamin B tem sido usada clinicamente para o tratamento da sobrecarga
de ferro em humanos. Devido a varias condi¢des, tais como sobrecarga de ferro
transfusional em pacientes com talassemia ou anemias sideroblasticas. Essa
molécula é comercializada como Desferal. Além dessa funcdo, consideravel
atencédo tem sido dedicada devido a importancia nutricional, regulagcéo genética,
fator de viruléncia e funcéo de absorcédo dessas moléculas. Compreender esses
processos, pode facilitar o desenvolvimento de potenciais nhovas biomoléculas,
tais como agentes antibacterianos.

Moléculas da classe das ectoine, sdo capazes de proteger enzimas,
membranas e células inteiras contra estresses hiperosmatico causados por
exposicdo ao sal, aquecimento, congelamento e dessecacdo. Atualmente,
também é usada como hidratante em cosméticos e produtos para cuidados com
a pele (Lippert e Galinski 1992; Motitschke et al. 2000), o que a torna um

importante e crescente produto para diversas aplicacdes biotecnolégicas.
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Segundo Cénovas et al. (1989), Prabhu et al. (2004) o derivado hidroxila
da ectoina, o hidroxiectoina, tem atuado como um agente protetor de proteinas
gue, em varias aplicacdes, possui propriedades superiores as da ectoina.
Complementarmente Sheikhpour et al. (2019) realizou um estudo in vitro
apoptotico em células de cancer de pulmao que obtiveram pela primeira vez que
tanto a ectoina e hidroxiectoina inibiram o rapido e irregular crescimento das
células cancerigenas.

O terpeno geosmin é um metabolito volatil responsavel pelo cheiro
caracteristico do solo umido, da terra recém-arada, bem como, pelos sabores
desagradaveis na agua potavel e nos alimentos (Jiang et al. 2007). Ela é
produzida por varios microrganismos, incluindo a maioria de espécies de
Streptomyces e algumas espécies de cianobactérias e fungos. A deteccado e
eliminacé@o deste metabdlito é de consideravel importancia econémica devido a
sua associacdo com mofo ou sabores indesejados na agua potavel, vinho, peixe
entre outros alimentos (Gerbereh e Lechevalier 1965; La Guerche et al. 2005).

Os SGR Polycyclic Tetramate Macrolactams (PTMs) sdo uma classe
amplamente distribuida de produtos naturais com importantes atividades
biolégicas, como propriedades antifungicas, antibiéticas e antioxidantes (Luo et
al. 2013).

A naringenin, intermediario precursor de diferentes tipos de flavonoides,
logo € um importante antioxidante por atuar como agente anti-inflamatorio,
guimioprotetor e antitumoral. Além dessa grande importancia nas industrias
farmacéutica, também é empregado na industria alimenticia e cosmética, sendo
sintetizado naturalmente em fungos, plantas, mas s&o raros em actinomicetos,
(Alvarez-Alvarez et al. 2015; Shrestha et al. 2021).

De acordo com Dung e Thuan (2021) a naringenina pode ser um
medicamento promissor para reduzir oS niveis plasmaticos de lipidios,
lipoproteinas, colesterol total e LDL-colesterol, contribuindo positivamente para

saude de pacientes com hipertenséo, dislipidemia e infarto do miocardio.

Conclusdes
As andlises in silico dos isolados MPUR-28.3 e MPUR-51.7, por meio da
plataforma antiSMASH identificou biomoléculas com amplas atividades.

Destacando- se as atividades anticancerigenas, antifungicas, antibacterianas,
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antioxidantes, as quais sdo de importancia industrial, agricola, ambiental,

médica, veterinaria e de alimentos.
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