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RESUMO:
A resisténcia bacteriana é um problema que acomete ndo so a clinica veterinaria, mas

toda a cadeia de saude publica, embora ela em conjunto com as demais areas
zootécnicas, tenha uma participacdo de grande importancia nesta problematica.
Atualmente, novas abordagens estdo sendo realizadas para a obtencao de moléculas
com acao antibidtica, que possam combater linhagens multirresistentes, entre elas a
mineracdo gendmica. Esta atua por meio de ferramentas de bioinformatica e
apresenta resultados in silico de um microrganismo ou um grupo de microrganismos.
Na clinica veterinaria, um dos grandes problemas é a otite bacteriana externa em
cées, por isso isolados a partir desta enfermidade sdo um dos étimos candidatos para
a investigacdo de novos antibidticos, ainda mais quando pensamos que estes sao
comensais da pele do animal. Por isso, buscou-se avaliar o potencial biotecnolégico
com base na identificacdo de BGCs (Biosynthetic Gene Clusters) do isolado de
Streptomyces Mad 24 visando a producao de compostos antimicrobianos, por meio
de ferramentas de bioinformatica (in silico) e de Screening, Cross-Streak modificado,
frente a patdgenos isolados de cultura microbiologica de cdo com otite externa em
meio BHI (Brain Heart Infusion). Ao avaliar o genoma de uma linhagem de
Streptomyces foi observada a presenca de 14 clusters associados a producdo de
antimicrobianos, com similaridade entre 2% e 89%. E ao Screening antibacteriano da
linhagem Mad24 contra os trés isolados, observou uma taxa de inibicdo de 76,66%,
52,49% e 19,14%, o que demonstra um grande potencial de acdo antimicrobiana da
Streptomyces Mad 24. Entretanto, sdo necessarios mais estudos sobre a purificagdo
e caracterizacdo de compostos para identificacdo completa destas moléculas, tendo
em vista que o Cross-Streak modificado € um teste de triagem para avaliar se ha

potencial antibiético na linhagem bacteriana frente aos isolados.

Palavras-chave: Actinobactéria. Metabdlitos secundarios. Mineracdo de genomas.

Otite Externa em Caes. Resisténcia antimicrobiana.



ABSTRACT:

Bacterial resistance is a problem that affects not only the veterinary clinic, but the entire
public health chain, although it, together with other zootechnical areas, plays a very
important role in this problem. Currently, new approaches are being carried out to
obtain molecules with antibiotic action that can combat multidrug-resistant strains,
including genomic mining. It works through bioinformatics tools and presents in silico
results of a microorganism or a group of microorganisms. In the veterinary clinic, one
of the major problems is bacterial otitis externa in dogs, so isolates from this disease
are one of the great candidates for the investigation of new antibiotics, especially when
we think that these are commensals of the animal's skin. Therefore, we sought to
evaluate the biotechnological potential based on the identification of BGCs
(Biosynthetic Gene Clusters) of the Streptomyces Mad 24 isolate aiming at the
production of antimicrobial compounds, using bioinformatics tools (in silico) and
Screening, Cross- Modified Streak against pathogens isolated from microbiological
culture of dogs with otitis externa in BHI (Brain Heart Infusion) medium. When
evaluating the genome of a strain of Streptomyces, the presence of 14 clusters
associated with the production of antimicrobials was observed, with similarity between
2% and 89%. And the antibacterial screening of the Mad 24 strain against the three
isolates, observed an inhibition rate of 76.66%, 52.49% and 19.14%, which
demonstrates a great potential of antimicrobial action of Streptomyces Mad 24.
However, they are Further studies on the purification and characterization of
compounds are necessary for the complete identification of these molecules,
considering that the modified Cross-Streak is a screening test to assess whether there

is antibiotic potential in the bacterial strain against the isolates.

Keywords: Actinobacteria. Secondary Metabolites. Genome Mining. Otitis External in
Dogs. Antimicrobial Resistance.
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1 INTRODUCAO

A descoberta dos antibidticos revolucionou a medicina humana e veterinaria, e
muitas enfermidades que assolavam a humanidade e os animais tornaram-se um
problema menor devido ao fato dessas patologias se encontrarem controladas. Ou
seja, a descoberta da penicilina em conjunto com a teoria da doenca microbiana e o
uso massivo na Segunda Guerra Mundial, colocaram a percep¢ao das doencas
infecciosas e seu enfrentamento em um novo patamar (SILVA, 2020).

A somatoéria de todos os fatores que ocorreram na metade do século XX, levou
a explosao de descobertas de uma vasta gama de antibiéticos. Este periodo de ouro
permitiu o controle de inUmeras doencas infecciosas. Entretanto, a producéo e uso
destes em larga escala, trouxeram consigo uma problematica que aos poucos foi
aparecendo, a resisténcia antimicrobiana, a qual se refere a baixa efetividade ou até
mesmo inatividade de um antibiético a um microrganismo patogénico (VENTOLA,
2015).

As &reas veterinarias e zootécnicas tiveram grande participacdo na
problematica da resisténcia aos antibidticos, seja pelo uso no agronegaocio, ou pelo
tratamento médico veterinario ineficiente, devido ao emprego indiscriminado de
antibioticos com apenas um diagnostico presuntivo, com destaque para a baixa
adesdo de exames complementares que auxiliam no diagndstico. Além do uso
terapéutico, ha ainda as utilizacdes nas formas metafilatica, profilatica, e como
promotora de crescimento, as quais contribuiram na disseminacéo e pressao seletiva
destes patdgenos resistentes. Cabe ainda o descarte inapropriado de medicamentos
vencidos, associado aos antibidticos de uso veterinario serem 0S MesMOS
empregados na medicina humana, situacdo que se apresenta como problema em
termos de saude publica (O'NEILL, 2016; GOTTARDO et al., 2021).

Devido a facilidade dos microrganismos se adaptarem a diversos ambientes,
permitiu-se assim: o transporte para laboratorio e o cultivo facil e rapido em escala
industrial; a grande variedade de reac¢des permitidas, bem como da sua manipulagéo
genética e capacidade de biossintese impar e especifica, todas sendo caracteristicas
que justificam sua grande aplicag&o biotecnologica (DEMAIN; SANCHEZ, 2009).

A guimica de produtos naturais a partir de microrganismos € uma das principais

estratégias na obtencdo e desenvolvimento de moléculas novas que apresentem
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potencial antimicrobiano, com inumeros trabalhos que abordam o alto potencial do
emprego destes na obtencdo de compostos de interesse farmacoldgico. Dentre estes
microrganismos, o género Streptomyces, é uma das principais fontes de producao da
ampla gama de bioprodutos com atividade biolégica industrial, médica e veterinaria,
bem como todo o seu filo, 0 das Actinobacterias (DEMAIN; SANCHEZ, 2009; MIAO;
DAVIES, 2010). Os microrganismos presentes neste filo ainda sdo uma fonte para
novos antibiéticos, com uma producédo de cerca de 80% dos antibibticos utilizados
atualmente, destacando-se novamente o género Streptomyces (LO GRASSO,;
MARTINO; ALDUINA, 2016).

O Brasil é tido como um dos maiores paises com biodiversidade do planeta,
abrigando 20% de espécies da fauna e flora conhecidas pela humanidade. Possui
uma enorme diversidade de biomas, os quais sdo alvos de pesquisas com interesse
de bioprospeccédo de microrganismos produtores de moléculas bioativas em solos
Amazbnicos devido a grande diversidade de plantas e ecétonos com sua
complexidade ainda pouco compreendida. Tal situagdo eleva as chances de se
encontrar novos farmacos, como os antimicrobianos (OLIVEIRA, 2018).

Diversas metodologias tém sido adotadas como meios de cultivo e co-culturas,
bem como a aplicacdo das novas tecnologias, como 0 sequenciamento genético no
estudo da obtencédo de metabdlitos secundarios a partir de microrganismos (TRAN et
al., 2019). Vérios estudos apontam a existéncia de genes envolvidos na producéo
destes metabdlitos, no qual por muitas vezes se encontram silenciados, o que permite
uma nova gama de antibioticos que podem ser descobertos com o uso destas novas
tecnologias (SENGES et al.,, 2018; HOSHINO; ONAKA; ABE, 2019). O uso da
ferramenta de bioinformatica antiSMASH na grande quantidade de dados oriundos do
sequenciamento genético (MEDEMA et al., 2011) auxiliou na descricdo dos clusters
génicos biossintéticos (BGC’s) envolvidos na sintese de metabdlitos secundarios.
Adicionalmente, o emprego de métodos analiticos como cromatografia (quando esta
€ associada a espectrometria de massas de alta resolucédo), permite elucidar
guantitativamente e qualitativamente os produtos naturais obtidos destes clusters, em
especial os antimicrobianos (MOHIMANI et al., 2014).

Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo a identificacdo de
compostos com atividade antimicrobiana, por meio da anotacdo e predicdo quanto a
producdo de metabdlitos secundarios in silico, a partir de duas linhagens isoladas nos

sedimentos dos rios amazonicos.
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2 JUSTIFICATIVA

Com a grande problemética da resisténcia antimicrobiana, a qual pode ter
impactos diretos na saude publica, se faz necessaria a utilizacédo de novas tecnologias
para a obtencéo de produtos com acao antimicrobiana e que possam ser empregados
na medicina veterinéria e humana. Dessa forma, a adocao de tecnologias gendmicas
e metagendmicas sdo uma nova arma a serem empregadas nas vastas areas de
interesse médico veterinario, de forma a baratear os farmacos de uso veterinario, bem

como aumentar a gama de medicamentos que tenham uso na agropecuaria.
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3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial biotecnolégico com base na identificacdo de agrupamentos
de genes biossintéticos (Byosintetic Gene Cluster — BGC’s) do isolado de

Streptomyces Mad 24 visando a producdo de compostos antimicrobianos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ |solar microrganismos a partir de amostra de cdo com otite;

¢ Identificar filogeneticamente a Streptomyces Mad 24;

¢ Realizar Mineracdo gendmica do isolado Streptomyces Mad 24 para moléculas
com acao antimicrobiana;

e Realizar analises de antibiose da Streptomyces Mad 24 frente aos

microrganismos veterinarios.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. PRODUTOS NATURAIS

As aplicacbes de produtos naturais sdo as mais diversificadas, datadas aos
primordios da medicina, e atualmente estes sdo utilizados como fontes para o
desenvolvimento de novos farmacos (LOURENZON, 2021). A capacidade de produzir
bioativos de interesse econdmico e farmacéutico tem sido muito estudada, seja esta
producdo de forma direta ou pela interacdo simbionte entre microrganismos e
hospedeiro (NEWMAN; CRAGG, 2020; LOURENZON, 2021).

Os bioativos sé@o substancias quimicas que podem ter efeitos terapéuticos ou
toxicos, formados por razdes fisioldgicas interligadas ao ambiente em que o
microrganismo esta inserido (tipo de solo, acdo do ar, disponibilidade de agua, entre
outros). Em funcdo destas circunstancias, os microrganismos sdo forcados a
desenvolver estratégias de sobrevivéncia e adaptacdo (CONTI et al., 2012).

Em razéo da interagdo desses microrganismos a um hospedeiro, desenvolve-
se uma relacdo simbionte na qual seus compostos bioativos (metabdlitos secundarios)
tém funcao benéfica ao hospedeiro, enquanto este fornece um ambiente propicio para
sua sobrevivéncia. Sao essas interacdes que servem de fontes promissoras para
bioprospecc¢édo de novas moléculas de interesse (CONTI et al., 2012; LOURENZON,
2021).

4.2. ACTINOBACTERIAS

As actinobactérias, também conhecidas como actinomicetos, sdo bactérias
gram-positivas que possuem um crescimento filamentoso similar aos fungos, e que
gracas a isso, foram por muito tempo classificadas como intermediarias pertencentes
ao reino Fungi. Sao reconhecidas como um dos filos mais importantes dentro da
biotecnologia, por sua capacidade de produzir uma vasta gama de metabdlitos
secundérios com inumeras aplicacdes clinicas e agrarias (CONTI et al., 2012; SILVA,
2016; SILVA, 2020; LOURENZON, 2021).

Os actinomicetos sdo em sua maioria aerobios estritos e que apresentam
elevado conteldo de citosina e guanina em seu material genético. Grande parte

destes microrganimos sdo mesofilos, apresentando crescimento em temperaturas de
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25°C e 30 °C, e em pH entre 6 até 9. Essas bactérias tém seu potencial estimulado
como forma de se adaptar ao meio contra predacéo e competicdo. Dentro do filo dos
actinomicetos pode-se destacar a producdo de metabdlitos secundarios pelo género
Streptomyces spp., que representa cerca de 75% de bioativos de interesse dentre as
actinobactérias (SILVA, 2016; SILVA, 2020; LOURENZON, 2021).

4.2.1. Streptomyces spp.

O género Streptomyces possui 0 maior numero de espécies descritas na familia
e tem sido 0 mais estudado. Apresenta as caracteristicas gerais aos actinomicetos, e
possuem crescimento lento com uma grande diversidade em morfologia, ecologia e
patogenicidade. S&o encontradas principalmente no solo realizando atividade
sapréfita (SILVA, 2016; LOURENZON, 2021).

Devido ao extenso estudo realizado ao longo das décadas nas linhagens
isoladas de solo, ocorreu uma diminuicado de achados de novos bioativos, fazendo-se
a necessidade de se explorar outros ambientes em busca de novas espécies que
poderiam produzir novos tipos de metabdlitos secundarios. Essas novas linhagens
apresentam maior atividade contra patdgenos resistentes a antibacterianos
conhecidos, quando comparadas a linhagens isoladas do solo ou em associacdo a
plantas (SILVA, 2016; LOURENZON, 2021).

Os principais metabdlitos encontrados dentro desse género tém aplicacédo
antibidtica, antifangica, imunossupressora e antitumoral, possuindo uso clinico e
agrondmico. Além destes, pigmentos sdo produzidos, estando diretamente
relacionado ao ciclo celular, que € influenciado por acdes intrinsecas e extrinsecas ao
microrganismo (SILVA, 2016; LOURENZON, 2021).

4.2.1.1. Metabdlitos secundarios

Entre a humanidade e os produtos naturais existe uma relacdo milenar que
atravessa as culturas e o tempo. Ha grande diversidade de produtos biologicamente
ativos e dentre eles os medicamentos que séo oriundos a partir de animais, plantas e
microrganismos. Até os medicamentos ditos como sintéticos tem em sua base,
produtos de origem bioldgica, tornando assim a natureza uma fonte inesgotavel para
a obtencao destes e de novos produtos naturais (NEWMAN; CRAGG, 2020).
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A bioprospeccéo pode ser definida como a exploracdo dos recursos naturais
com a finalidade de se obter novos compostos que apresentem atividades de
interesse biotecnoldégico. Um dos principais locais do emprego da bioprospecc¢éo sao
nas industrias farmacéutica e cosmética, bem como na agricultura. Por isso,
abordagens que se encontrem correlacionadas as areas da bioprospeccdo como a
aquicultura, biorremediacéo, engenharias biossintéticas e miméticas, nanotecnologia
e biomineracdo de genomas recebem um enfoque maior para o avancgo tecnoldgico
(BEATTIE et al., 2011).

A bioprospeccao revelou alguns organismos como fontes importantes de
biocompostos, genes e vias metabdlicas para a industria e economia global. Tais
produtos consistem em um grupo de moléculas das mais variadas classes quimicas
produzidas sem que se encontre ligado ao metabolismo priméario, sendo este
essencial para a sobrevivéncia do organismo. Por outro lado, os metabdlitos
secundarios possuem fun¢des Unicas, relacionadas com a sinalizacdo intra e
interespécies, muitas das quais interligadas aos mecanismos de defesa, como a
produgdo de compostos antimicrobianos (BEATTIE et al.,, 2011; JENSEN, 2016;
THIRUMURUGAN et al., 2018).

As metodologias in vitro trouxeram uma ampla gama de produtos naturais, mas
ainda assim apresentam desvantagens na prospeccao dos metabdlitos bioativos de
interesse. Muitas vezes as concentracfes sdo baixas e frequentemente os
microrganismos param a producdo destas moléculas devido as diversas condicfes
laboratoriais, fatos que tornam muitas vezes tais metodologias exaustivas e de custo
elevado (WRIGHT, 2014; JENSEN, 2016; ZHOU et al., 2020).

4.2.1.2. Streptomyces como fonte de antibioticos

O género Streptomyces foi amplamente utilizado na industria farmacéutica
gracas a sua capacidade de produzir novos agentes antimicrobianos. Atualmente, a
descoberta de novas linhagens expandiu a producdo de enzimas, biopesticidas e
fatores de crescimento na agroindustria, além dos seus usos clinicos (SILVA, 2016;
SILVA, 2020; LOURENZON, 2021).

Entre os antibiéticos de importancia na medicina veterinaria que sao produzidos
pelas Streptomyces estdo a anfoteracina B, produzida por Streptomyces nodosus, a

estreptomicina, produzida por Streptomyces griseus, a tetraciclina produzida por
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Streptomyces rimosus e a gentamicina, produzida por Streptomyces tenebrarius
(SILVA, 2016).

4.2.2. Mineragdo Gendmica

Os BGC’s sao agrupamentos de genes que podem apresentar producdo de
bioativos de interesse. As moléculas formadas através desses BGC’s sao
classificadas por classe, sendo as principais descritas: as sintases de peptideos nao
ribossomais (NRPS), policetideos sintases (PKS) tipo |, Il e lll, terpenos e sideroforos
(SILVA, 2016; SILVA, 2020; ZHOU et al., 2020).

A NRPS é um agrupamento enzimatico que forma peptideos, sendo
responsavel por elaborar substancias como a daptomicina e actinomicina D. As PKS
sdo metabdlitos produzidos por polipeptidios sintases, as quais produzem uma vasta
gama de bioativos com fung¢des antimicrobianas (como tetraciclina), antitumoral (como
doxorubicina) e anti-inflamatdrias (como flavonoides). Os terpenos sao bioativos
produzidos por cadeias e classificadas quanto o seu grau de ciclizacao, sendo que os
mais conhecidos terpendides sdo a geosmina (que remete ao odor de terra molhada)
e albaflavenoides (que remete ao odor de cénfora). Sideréforos sdo substancias
produzidas com a capacidade de realizar o sequestro de ferro, ja que muitas vezes
esse mineral é escasso no meio e 0s microrganismos desenvolveram formas para
obté-la (SILVA, 2020).

Ao se realizar andlises em genomas microbiolégicos, uma grande gama de
metabdlitos secundarios se tem apresentado, bem como todo o maquinario
biossintético responsavel pela transcricdo e traducdo dos genes presentes no
cromossomo, de forma codificada, os famosos conjuntos ou agrupamentos génicos
biossintéticos (CHAVALI; RHEE, 2018; LEE et al., 2020; ZHOU et al., 2020).

Aplicacdes de mineracédo genética se encontram cada dia mais presentes, seja
por meio da utilizacdo da mineragéo para o melhoramento de algumas espécies, seja
através melhoramento de gramineas forrageiras utilizadas na alimentacdo animal
(LOBATO, 2022). A utlizacdo da mineragdo gendmica no melhoramento das
pastagens demonstra uma aproximagdo para 0 emprego desta tecnologia no
melhoramento genético animal propriamente dito, onde logo havera sua utilizagdo em

larga escala.
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4.2.3. Softwares de Bioprospeccao in silico

O avanco nas tecnologias gendmicas, com enfoque para o sequenciamento do
material genético de inUmeras espécies de microrganismos e o depdsito em bancos
de dados de facil acesso, levou a uma nova abordagem na obtencdo dos clusters
génicos e a mineracdo de genomas in silico. Uma das mais famosas ferramentas
utilizadas na obtencdo de metabdlitos secundérios, o antiSMASH (Antibiotics &
Secondary Metabolite Analysis Shell), permitiu aos pesquisadores encontrarem novos
metabdlitos secundarios oriundos de diversos organismos. A mineracdo de genomas
microbianos e de plantas, se faz por meio da segmentacdo de instrucdes (pipeline),
utilizando o modelo oculto de Markov, para identificar 45 tipos de vias metabdlicas ja
descritas na literatura relacionadas aos metabdlitos secundarios (MEDEMA et al.,
2011; BLIN et al., 2019).

O modelo oculto de Markov € um modelo estatistico de probabilidade de
eventos finitos, 0s quais acontecem com base em dados pré-fornecidos. Ele permite
a utilizacdo de diversas plataformas e ferramentas de bioinformatica com as mais
diversas finalidades. Destacam-se as que realizam o alinhamento de sequéncias de
analises de homologia, desenho de mapas génicos com base nos diferentes loci e as
distancias entre eles e filogenia por meio de sequéncias bioldgicas (GOLLERY, 2008).
Diversos estudos ja foram realizados com a plataforma, de forma a evidenciar o
potencial da mineragcdo gendmica na busca de produtos naturais (CHAVALI; RHEE,
2018; LEE et al., 2020; ZHOU et al., 2020).

4.3. OTITE BACTERIANA EM CAES

A otite € uma afeccéo que afeta o canal auditivo, a qual representa de 8 a 15%
dos casos presentes na clinica médica de animais de pequeno porte. Esta patologia
se caracteriza por ser um processo inflamatoério agudo ou crénico do epitélio do meato
auditivo, com origem etioldgica multifatorial (PENNA et al., 2009; MALAYERI et al.,
2010). Dentre os sinais clinicos, o animal pode apresentar dor, secrecdo otologica,
meneios cefalicos, odor fétido e sinais de desconforto como o prurido, a agitacdo e o
nervosismo (OLIVEIRA et al., 2005; SILVEIRA et al., 2008; OLIVEIRA et al.; 2008;
BAPTISTA et al., 2010). Quanto aos tipos de otites, a externa é a mais corriqueira em

se tratando das enfermidades comuns da clinica veterinaria, e estima-se que ela tenha
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uma casuistica entre 5% e 20% dos cédes (PENNA et al., 2009; MALAYERI et al.,
2010).

Essa doenca ocorre como uma complicacdo secundéaria de fatores que
desencadeiam a inflamacao da orelha tais como dermatopatias alérgicas, reacdes
adversas alimentares, corpos estranhos, ectoparasitas, doencas metabdlicas,
anomalias de queratinizacéo e doencas autoimunes (SILVEIRA et al., 2008; PENNA
et al., 2009). Por outro lado, a conformacdo das orelhas, morfologia do conduto
auditivo, maceracao do epitélio, limpeza excessiva das orelhas, doencas sistémicas,
alteracdes climaticas e febre, sdo consideradas como fatores perpetuantes para
infecgao (OLIVEIRA et al., 2008).

Na sua multifatoriedade etiolégica esté incluso o género Staphylococcus, com
destaque para as espécies S. pseudointermedius, S. intermedius e Malassezia
pachydermatis como principais agentes, ainda que bactérias como Pseudomonas
aeruginosa, Proteus mirabilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus
spp. possam contribuir de maneira significativa para a patogénese da otite (OLIVEIRA
et al.,, 2008; PENNA et al., 2009; BAPTISTA et al., 2010; MALAUERI et al., 2010).
Destes ultimos, a E. coli e a Pseudomonas spp. sdo 0s agentes mais encontrados nos
casos de otite (OLIVEIRA et al., 2005; MALAYERI et al., 2010).

O diagnéstico clinico da otite tem em sua base a anamnese e aos achados
presentes no exame fisico completo do animal. Ainda assim, a bacterioscopia, cultura
e teste de sensibilidade aos antimicrobianos séo de extrema valia quanto a definicéo
do tratamento da doenca, de forma a utilizar um agente antimicrobiano com maior
precisdo, e assim evitar 0 uso de terapia empirica que contribua para a pressao de
resisténcia destes microrganismos, e que muitas vezes sao comensais das mucosas
dos animais (SILVEIRA et al., 2008). Algo que corrobora a necessidade destes
exames complementares para o tratamento, € a presenca de um alto indice de casos
refratarios, devido a complexidade etiologica da enfermidade, e muitas vezes da
resisténcia destes microrganismos aos farmacos de agdo antimicrobianas ja
conhecidos e difundidos na medicina veterinaria (OLIVEIRA et al., 2008). H& ainda
outros fatores que auxiliam na perpetuacdo deste quadro de recidivas, como

cicatrizagbes cronicas ou infecgdes subclinicas (SILVEIRA et al., 2008).

5 MATERIAL E METODOS
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51 REATIVACAO DA LINHAGEM Mad 24

A linhagem de actinobactéria Streptomyces sp. Mad 24, foi oriunda de
sedimentos do rio Madeira pelo projeto PROCAD-AmazonMicro, que tinha como
objetivo Prospecgéo de moléculas e desenvolvimento de produtos e/ou processos
biotecnolégicos com base na microbiota amazonica. Ela entdo foi armazenada em
freezer a temperatura de -80 °C em meio ISP2 liquido com glicerol, do qual se retirou
a amostra, e posteriormente se deixou retornar a temperatura ambiente. A reativagao
da linhagem ocorreu através da pipetagem de 50 yL do tubo eppendorf contendo o
criopreservado e o depositando em placa contendo meio ISP2 sélido com cultivo a
28 °C por 7 dias. Em seguida foi repicada por estriamento em uma nova placa

contendo o mesmo meio de cultura.

5.2 ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS DE INTERESSE VETERINARIO DE
AMOSTRA ORIUNDA DE CAO COM OTITE

A amostra biologica foi cedida por médico veterinario de campo, de caso
atendido, elas foram ent&o processadas no laboratério de biologia do Instituto Federal
de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Amazonas Campus Manaus Zona Leste (IFAM-
CMZL), através do estriamento em placa de meio BHI, por meio de swabs estéreis de
uma amostra de cao com otite, sendo incubados em laboratorio por 36 horas.

Figura 1: Processamento da amostra de cdo com otite externa em meio BHI.
Fonte: Arquivo Pessoal.

5.3 IDENTIFICACAO FILOGENETICA DA streptomyces Mad 24
O Type (Strain) Genome Server (TYGS) inicialmente foi introduzido como um
grande banco de dados de genomas de espécies tipo, mas aos poucos se tornou uma

ferramenta de curadoria combinada com metadados para analises taxondmicas
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baseadas em genoma, onde s&o realizados calculos das distancias entre genomas,
que sao apresentados por meio dos valores de hibridizagao digital DNA-DNA (MEIER-
KOLTHOFF, 2019). Por meio da formula dDDH 4, esta formula é considerada a mais
adequada para rascunhos de genoma e genomas incompletos, sendo utilizado como

critério de corte para novas espécies dDDH abaixo de 70%.

54 MINERACAO GENOMICA DO ISOLADO Streptomyces Mad 24 PARA
MOLECULAS COM AQAO ANTIMICROBIANA ANTE MICRORGANISMOS DE
INTERESSE VETERINARIO

A andlise dos metabdlitos secundarios com agao antimicrobiana foi efetuada
por meio do programa antiSMASH versao 6.1.0 (BLIN et al., 2019) (relaxed mode),
pois ele detecta clusters bem definidos e todas as suas regides funcionais, bem como
clusters parciais, 0os quais apresentam um ou mais regides funcionais ainda
desconhecidas.

O programa antiSMASH se baseia no método dos modelos ocultos de Markov
(HMM), para a busca de sequéncias enzimaticas conservadas em um banco de dados
maleavel que aumenta a partir da descoberta de novas vias de biossintese para
moléculas ja estabelecidas ou novas. Ele procura por sequéncia no genoma, por meio

de regras pré-estabelecidas para definir protoclusters.

55 ANALISES DE ANTIBIOSE DOS ISOLADOS FRENTE AQOS
MICRORGANISMOS DE INTERESSE VETERINARIO

Para a avaliacdo de antibiose se utilizou a metodologia Cross-Streak
modificada. Esta consiste em se inocular o microrganismo capaz de produzir
moléculas com agao antibiética em um trago na placa de petri e os microrganismos
alvos em tracos perpendiculares ao primeiro (VELHO-PEREIRA; KAMAT, 2011).

As culturas da linhagem Mad 24 foram inoculadas em uma Unica estria na placa
de petri e em seguida incubadas a 28 °C por 7 dias. Neste periodo a linhagem de
Streptomyces alcanga a fase estacionaria de crescimento e em seguida a sintese de
metabdlitos naturais, entre eles moléculas de acao antibidtica, os quais difundir-se-ao
no agar ISP2. Apds o periodo de incubagao, foi realizado o estriamento em duas linhas
transversais ao patdogeno com distédncia de 1 cm da estria da linhagem Mad 24. As
marcas foram desenhadas em um modelo e fixados sob as placas para padronizacao

e, posteriormente quantificagdo dos resultados da Porcentagem de Atividade



Antibiética Especifica da Area (PAAE).

(Area sem crescimento) x 100
PAAE (%) =

Area Total de Crescimento do Patégeno
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS DE INTERESSE VETERINARIO DE
AMOSTRA ORIUNDA DE CAO COM OTITE

A amostra processada apresentou trés isolados microbiolégicos que
apresentaram variagao de banda apos realizagao da reagdo em cadeia da polimerase
(PCR).
6.2 IDENTIFICACAO FILOGENETICA DA streptomyces Mad 24

A identificagdo da linhagem Mad 24 foi feita com o auxilio da plataforma TYGS
(Type Genome Server), permitindo a identificacdo da linhagem em nivel de espécie e
determinar as linhagens filogeneticamente mais proximas (MEIER-KOLTHOFF, 2019).
Resuntando na identificagdo da linhagem Mad 24 como Streptomyces griseofuscus,
com 73.7% na féormula dDDH 4. A qual é considerada a mais adequada para
rascunhos de genoma e genomas incompletos, por possuir dDDH acima de 70% a

linhagem Mad 24 é considerada pertencente a mesma espécie, conforme figura 2.

Streptomyces galilasus JCM 4737
Strepromyces dangxiongensis Z022
Streptomyces yokosukanensis DEM 40224
Streptomyces puniciscabiei DEM 41929
Streptomycas [anams JCM 4388
Streptomyces musisoli CH3-8T
Streptomyces echinatus CECT 3313
Streptomycas flaveolus JCM 4032
Streptomyces misionensis DSM 40308
'Streptomyces malaysiense MUSC 138
Streptomyces griseofuscus DEM 40191
MAD24_draft

Streptomycas phasogriseichromatogenss DSM 40710
Streptomyces costaricanus DSM 41827
Streptomyces grissofuscus NRRL B-3429
Streptomycas cellostaticus DEM 40189

Figura 2: Arvore filogenética da Streptomyces griseofuscus Mad 24 com
base no genoma completo
Fonte: plataforma TYGS.

6.3 MINERACAO GENOMICA DO ISOLADO Streptomyces Mad 24 PARA
MOLECULAS COM ACAO ANTIMICROBIANA MICRORGANISMOS DE INTERESSE
VETERINARIO

A mineragao da Streptomyces griseofuscus linhagem Mad 24 foi realizada com

auxilio da ferramenta antiSMASH versao 6.1.0 em relaxed mode, método que relevou
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que o isolado Mad 24 apresentou 66 BGC’s envolvidos no metabolismo secundario da
bactéria (Tabela 1). Destes, 20 foram associados para NRPS, 18 clusters para PKS
(tipo | com 15 clusters, tipo Il com 1, tipo lll com 1 clusters e tipo hglE-KS com 1
clusters). Além disso, foram identificados 3 clusters associados a sintese de terpenos.
Ainda se apresentou cluster para sideroforos (2), ectoina (2), melanina (1),
butirolactona (1), lantipeptideo (1) e “outros clusters” (1) (cluster que n&o pertence a
nenhum dos clusters caracterizados pelo antiSMASH). O programa identificou doze
clusters candidatos do tipo misto. Os cinco clusters restantes foram classificados
como outros tipos de clusters: RiPP (Ribosomally synthesised and post-transiationally
modified peptide), RRE-containing, LAP (Linear azol(in)e-containing peptides) e

lassopeptideo.

Tabela 1 - Clusters biossintéticos e moléculas antibidticas do antiSMASH

Regido do Contig Cluster biossintético Bioativo Similaridade (%)
3.1 NRPS Diisonitrile 66
6.1 NRPS/sideroforo Friulimicin 18
9.1 Terpeno Kirromycin 3
15.1 NRPS Acyldepsipeptide 15
22.1 NRPS/Other Actinomycin D 89
23.2 Ectoine Showdomycin 23
27.1 Terpeno Kirromycin 13
45.1 PKS T1 Cyphomycin 2
46.1 NRPS Meridamycin 15
65.1 Other/PKS Tetronasin 3
69.1 PKS T1 Pentamycin 53

128.1 Terpeno Kirromycin 3
183.1 PKS T1 Mediomycin 28
226.1 PKS T1 Kinamycin 11
Total 14

Fonte: Autoria propria. NRPS: Sintetase de peptideos nao ribossomais, PKS: sintetase de policetideos
tipo 1 (T1PKS).

Clusters de terpenos estariam envolvidos na produgéo de Kirromycin (molécula
envolvida na inibigdo da sintese proteica e com ag¢ao antimicrobiana), sendo que o
programa antiSMASH resultou na apresentacdo de trés clusters associados a
producao deste composto, os trés clusters sdo encontrados nas regides 9.1, 27.1 e
128.1, respectivamente nas similaridades de 3%, 13% e 3% (ZHAO et al., 2008).

Foram identificados clusters do tipo NRPS para a provavel sintese de
antimicrobianos como Diisonitrile, Acyldepsipeptide e Actinomycin D, com similaridade
de 66%, 15% e 89%. A Actinomycin D, além de ser um cluster do tipo NRPS, parte

dele possui genes da classe dos terpenos (TANG, 2019).
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Clusters de sintases de policetideos do tipo 1 (T1PKS) apresentaram suposta
sintese de Cyphomycin, Pentamycin, Mediomycin e Kinamycin, todos estes com agao
antibacteriana (DING et al., 2011). O Cyphomycin e o Mediomycin possuem
propriedades bactericida e antifungica; ja o Pentamicyn possui propriedade antibiotica,
antiparasitaria em protozoarios e antifungica. Em relagcdo ao Kinamycin, este
apresenta propriedade funcional antifungica e antitumoral (ZHANG et al., 2013;
TROMBINI, 2020). O Tetronasin, um PKS associado a uma outra classe
desconhecida, € uma molécula com acao antibidtica, sendo utilizado como
suplemento na nutricdo de ruminantes.

A Showdomycin € uma molécula com acao antibiética, principalmente para
Escherichia coli, sendo pertencente a classe das ectoinas, possuindo acao citotoxica
e imunossupressora. Algumas linhagens de E. coli apresentam resisténcia a
Showdomycin, sendo que a via biossintética da Streptomces Mad 24 pode apresentar
uma molécula antibiética com base em Showdomycin capaz de inibir as de E. coli que
apresentam genes de resisténcia (PALMU et al., 2017). Tal situagdo pode ser
identificada nos resultados de Silva et al. (2020), que ao avaliarem Actinobactérias da
Antartida para agao anticancer, descobriram um alto potencial de vias de biossintese

de moléculas antibidticas.

6.4 ANALISES DE  ANTIBIOSE DOS ISOLADO FRENTE  AOS
MICRORGANISMOS DE INTERESSE VETERINARIO

A analise do calculo de porcentagem de atividade antibiética especifica da area
dos isolados revelou que a linhagem de Streptomyces griseofuscus Mad 24 possui
atividade ante patdgenos veterinarios, conforme Tabela 2. Dentro da avaliagdo do
isolado C-01 obteve-se uma média de 76,66% de atividade antimicrobiana, indices
positivos e que podem revelar a importancia de se buscar compostos que possam
trabalhar no controle de enfermidades. Estes dados corroboram com o estudo
realizado por Siqueira e seus colaboradores (2021), bem como por Kuzikova e
Medvedeva (2022) que demonstraram alta efetividade contra patégenos comensais
da pele da Streptomyces flavogriseus MK17.



30

Tabela 2 — Avaliagao de antibiose da Mad 24 frente aos isolados veterinarios de um

cao com otite externa.

Isolado Ctrl (%)  PiL1 (%) P1L2 (%)  P2L1 (%) P2L2 (%) Média (%)
c-01 0 93,33 86,66 33,33 93,33 76,62
C-02 0 66,66 76,66 33,33 33,33 52,49
c-03 0 33,33 26,66 0 16,66 19,14

Fonte: Autoria prépria. Ctrl = controle; P1L1 = Placa 1 Linha 1; P1L2 = Placa 1 Linha 2; P2L1 Placa
2 Linha 1; e P2L2 = Placa 2 LinhaZ2.

No isolado C-02 houve uma média de 52,49%, o que representou uma queda
quando comparado com a atividade contra o primeiro isolado, apesar disto ainda € um
potencial farmacoldgico util dentro da clinica veterinaria. Estes achados corroboram
com resultados encontrados por Rejon-Martinez et al. (2022), que ao avaliarem o
potencial de uma linhagem de Streptomyces contra fitopatdgenos fungicos que
acometem plantas e frutas, identicaram que uma linhagem apresentou bom
antagonismo frente a uma diversidade fungica fitopatogénica, demonstrando ser uma
alternativa natural ao uso de fungicidas quimicos para controlar doengas vegetais. O
resultado identificado no presente trabalho também vai ao encontro com a pesquisa
realizada por Nufiez-Montero et al. (2021), que ao avaliarem o potencial antibiético de
um isolado oriundo da Antartida, Streptomyces fildesensis So13.3, identificaram alta
acgao de inibicao contra bactérias gram-positivas de 16 BGC’s em variados graus de
semelhanga com genes biossintéticos de antibidticos conhecidos. Estes achados
demonstram o alto potencial da obtencdo de moléculas com acgao antibidtica e sua
possibilidade de uso na clinica veterinaria. Um comparativo entre os controles e
isolados veterinario pode ser visto na Figura 03.

A acgéo ante o isolado C-03 teve uma média de apenas 19,14% de inibigao,
exemplificado que dado a vasta gama de bactérias comensais da pele, nem todas séo
susceptiveis as atividades antimicrobianas especificas. Tal situagdo diverge de
Nufiez-Montero (2021), ao avaliar o potencial antibiético de um dos oito isolados
oriundos da Antartida, e de Kuzikova e Medvedeva (2022) que demonstraram alta
efetividade contra microrganismos comensais com potencial patogénico encontrado

na pele humana e de animais, bem como fitopatégenos.



Figura 3: Screening das margens de inibigdo dos isolados com a
Streptomyces griseofuscus Mad 24. A esquerda se encontra a coluna
do controle negativo apenas com os patégenos, a primeira linha se
apresenta o teste com o isolado C-01, a linha central o isolado C-02 e
a linha inferior & do isolado C-03

Fonte: Autoria propria.

31



32

CONSIDERACOES FINAIS

A mineracao genética apresenta um alto potencial na obtencdo de metabdlitos
secundarios de interesse veterinario, entre eles os de acdo antibidtica. A
Streptomyces griseofuscus Mad 24 isolada do rio Madeira apresenta biomoléculas
gue possuem alto potencial antifingico, citotoxico e antibidtica, com alta taxa de
inibicdo frente aos microrganismos de interesse médico veterinario oriundos a partir
de um caso de otite em um céo. Entretanto, sdo necessarios mais estudos sobre a
purificacdo e caracterizacdo de compostos para identificacdo completa destas
moléculas, tendo em vista que o Cross-Streak modificado é um teste de triagem para

avaliar se h& potencial antibiético na linhagem bacteriana frente aos isolados.
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