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RESUMO

ANDRADE, L.S.N. Identificagdo e Caracterizagdo de clusters biossintéticos de
Micromonospora sp. 2019. 93 p. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2020.

Bioprodutos de origem marinha tem sido intensamente explorados nas ultimas
décadas devido a grande diversidade de moléculas de tipos ndo encontrados em outros
ambientesdas quais muitas apresentam potencial farmacolégico, destacando-se o potencial
de descoberta de antitumorais. Em estudo conduzido por grupo de pesquisadores da
Universidade Federal do Cear3, realizado na costa cearense, foram isoladas vinte cepas de
microrganismos da ascidia Eudistoma vannamei, para realizacdo de triagem de compostos
antitumorais. Apds testes de teor qualitativo, cinco cepas do género Micromonospora sp. se
destacaram por seu potencial como antitumoral. Estas foram submetidas a um ensaio de
MTT quantitativo, determinando-se o IC 50, que variou de 3.62 a 84 pg mL-\
Posteriormente, o mesmo grupo realizou o fracionamento e caracterizacdao de compostos a
partir do extrato de EVA 0109, resultando em 4 complexos. Foi realizado novo ensaio MTT
guantitativo, obtendo-se, para o composto 1, IC50 de 12,7uM, para composto 4, 6,2 uM,
enquanto os compostos 2 e 3 foram considerados inativos (IC50 maior que 70 uM). Ao
contrdrio do esperado, estes resultados foram menos expressivos que os obtidos com os
extratos brutos. Em geral as antraciclinas s3ao cerca de 100 vezes mais ativas que suas
respectivas agliconas. Com a perspectiva de aumento de casos de cancer nas proximas
décadas e ainda limitada efetividade das terapias atuais, é fundamental a obtencdo e
compreensao da atividade de novas moléculas, assim como a entendimento da biossintese
dos compostos para posterior interferéncia para obtencdo de produtos melhorados. Este
trabalho procurou, entdo analisar o genoma da linhagem BRA 006 A, cujo extrato bruto
havia apresentado resultados mais relevantes nos testes de atividade antitumoral dos
trabalhos anteriores, verificar se ha cluster génico completo para sintese de antraciclina e
caracterizar a cepa através da construcao de arvore fenética. BRA 006 A apresenta genoma

com caracteristicas  tipicas de Micromonospora sp. como tamanho do genoma



(aproximadamente 6,73 Mbp) e conteudo GC (73%) dentro da média do género e presenca
de cluster de metabdlitos secunddrios sempre encontrados em genomas de representantes
do grupo como “sioxanthin”, “alkyl-o-dihydrogeranylmethohydroquinone” e “lymphostin”.
Com base nos resultados da arvore fenética, construida a partir de MLSA, supde-se que se
trata de uma espécie ainda ndo identificada, cuja cepa conhecida mais préxima é
Micromonospora tulbaghiae DMS45142 e as caracteristicas do genoma corroboram os
resultados da arvore, estando dentro dos valores médios do subgrupo. Identificou-se através
das diversas ferramentas de bioinformatica utilizadas, um cluster completo de uma
antraciclina que os levantamentos bibliograficos indicam que seja potencialmente nova. Os
acUcares apresentam padrdo de metilagdo também ndo encontrado em estruturas descritas,
de acordo com a pesquisa bibliografica. Além do cluster de antraciclina, foram encontrados
outros clusters com potencial interesse para a investigacdo de moléculas de interesse
farmacoldgico, como 2 clusters de lantipeptideo, 1 de bacteriocinas, 6 terpenos, 7 NRPS's, 2
do tipo PKS 2 (incluindo o cluster de antraciclina) e 4 do tipo PKS I, incluindo cluster que
apresenta similaridade com 44% dos genes do cluster de “Stambomycin”, composto com

potencial antitumoral relatado.

Palavras-chave: Micromonospora sp. Antraciclinas. Antitumorais. Microrganismos marinhos.
Clusters biossintéticos.



ABSTRACT

ANDRADE, L.S.N. Identification and charactarization of biosynthetics clusters of
Micromonospora sp. 2019. 93 p. Dissertation (Master of Science in Microbiology) — Institute
of Biomedical Science. University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2020.

Marine bioproducts have been intensively explored in recent decades, due to the great
diversity of molecules not found in other environments which may have pharmacological
potential, highlighting the probability of an antitumoral new discovery. In a previous study
conducted at Federal University of Ceard, carried out in the coast of Ceard state, twenty
microorganisms strains were isolated from the ascidia Eudistoma vannamei and screened
for production of antitumor compounds. After qualitative tests five Micromonospora sp.
strains showed antitumoral activity. These were subject to a quantitative MTT assay,
determining the IC50, which ranged from 3.62 to 84 ug ml™. Subsequently, it was performed
the fractionation and characterization of compounds from EVA 0109 extract, resulting in 4
complexes. A new quantitative MTT assay was performed, yielding 12.7 uM IC 50 for
compound 4, while compounds 2 and 3 were considered inactive (IC50 greater than 70 uM).
Contrary to expectations, these results were less expressive than those obtained with crude
extracts. In general anthracyclines are almost 100 times more active than their respective
aglycones. With the prospect of increasing cancer cases in the coming decades, and still the
limited effectiveness of current therapies, it is essential to obtain and understand the activity
of new molecules, as well as understanding the biosynthesis of compounds for later
inference to obtain improved products. This work analysed the genome of BRA 006A strain,
whose crude extract had shown relevant results in the antitumor activity tests in previous
work, and also to verify if there is a complete gene cluster for anthracycline synthesis and to
characterize the strains though the construction of a phylogenetic tree. Several
bioinformatics tools were used to identify a complete anthracycline cluster. The new
potential encoded anthracycline has not been described in the literature. Sugars have also a
methylation pattern no described. BRA 006 A presents genome with Micromonospora sp.
typical characteristics such genome size (6.73 Mbp) and GC content ( 73%) with values in
the range observed for the genus and the presence of several secondary metabolite cluster
frequently found were present such as “sioxanthin”, “alkyl-o-
dihydrogeranylmethohydroquinone” and “lymphostin”. Based in the results of the fenetic
tree, built by MLSA, it is supposed that BRA 006 A is a unidentified species whose nearest
known strain is Micromonospora tulbaghiae DMS45142. The characteristics of the genome
were validated with the results of the tree, because is observed the subgroup mean values.
A complete anthracycline cluster was identified by several bioinformatics tools, the
bibliographic surveys indicates that is a potential new compound. The sugars residues
present methylation pattern not observed in the structures described in the consulted
literature. In addition to the anthracycline cluster, other clusters with potential interest for



the investigation of molecules of pharmacological significance were found, such as two
lantipeptide clusters, one of bacteriocins, seven of NRPS's, six of terpenes, two of PKS Il (that
include the anthracycline cluster) and four of PKS |, include one that present similarity with
44% of the genes of Stambomycin cluster, compound with related antitumoral potential.

Key words: Micromonospora sp. Anthracyclins. Antitumor. Marine microorganisms.
Biosyntheic clusters.
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1 INTRODUCAO

Seres vivos de diferentes grupos tém servido de fonte para obtencdo de produtos
terapéuticos desde a antiguidade. De acordo com Dias et al (2012), usos destes produtos
estdo documentados em compéndios como papiros egipcios datados de 2900 A.C e tabuas
de argilas encontradas na Mesopotamia, de 2600 A.C. Ainda de acordo com Dias et al (2012)
com o avango da ciéncia conseguiu-se isolar produtos metabdlicos destes organismos, e um
dos primeiros exemplos documentados foi o isolamento da morfina a partir da papoula
(Papaver somniferum L.), primeiramente descrita em 1803. Anos mais tarde, em 1929, a
penicilina foi isolada por Fleming a partir de um fungo do género Penicillium. A divulgacao
dos primeiros dados clinicos referentes a penicilina G inspirou grandes esforcos nas décadas
seguintes na busca de produtos naturais com acdo terapéutica. Os microrganismos,
especialmente as bactérias da classe Actinobacteria, sdo as fontes mais exploradas na busca

por antibidticos e outros compostos de interesse farmacolégico (DIAS et al., 2012).

Esses produtos sdo derivados do metabolismo dos organismos produtores. O
metabolismo das bactérias é dividido em primario e secundario: enquanto o metabolismo
primario inclui as rea¢des bdsicas para o desenvolvimento e homeostase do organismo, o
metabolismo secundario é ativado normalmente em condi¢cdes excepcionais como escassez
de nutrientes e outras situa¢cdes de estresse, e é neste segundo tipo que tem origem os
produtos naturais de interesse. O metabolismo primario e secunddrio normalmente tem
origem em uma mesma via metabdlica que se bifurca, sendo que em condi¢des normais,
diversos sistemas regulatérios induzem a continuidade da via no sentido do metabolismo
primdrio. Na auséncia de nutrientes fundamentais para o metabolismo basico e/ou na
presenca de diversas sinalizacdes, ocorre o metabolismo secundario. Ainda ndo se conhece
totalmente a funcao da maioria dos metabdlitos secundarios para os organismos produtores
em seus ambientes naturais. A funcdo ecoldgica melhor caracterizada é a dos antibidticos.
Essas moléculas apresentam grande vantagem em ambientes pobres em nutrientes, através
da morte ou inibicdo de competidores. Porém, evidéncias indicam outras funcdes para

produtos de metabolismo secunddario, como compostos foto-protetores de cianobactérias,
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ou pigmentos produzidos por Rickettsiella sp endossimbiontes de uma espécie de pulgao,
qgue conferem ao hospedeiro prote¢do contra predadores (O’BRIEN, J. & WRIGHT, G.D.,
2011). Os microrganismos tém se destacado como fonte de compostos terapéuticos para o
tratamento de diversos tipos de doencgas. O periodo entre os anos 40 e 60 foi considerado a
era de ouro dos antibidticos. Nessa época houve um elevado numero de descobertas,
seguido por um periodo de baixa na quantidade de descobertas, devido a limitagdes
tecnolégicas e de inovacdes metodoldgicas. O avanco da tecnologia e novas metodologias de
pesquisa deram novo fbélego a busca por farmacos de origem natural e também ao
desenvolvimento de farmacos sintéticos, como os métodos de desenho racional de drogas.
Os produtos naturais continuam sendo de grande importancia, usados como base para o
desenho de drogas semi-sintéticas ou totalmente sintéticas. Outra abordagem muito
explorada é o da modificacdo genética do organismo produtor para melhoramento do

produto de interesse (BERDY, 2012).

1.1 Farmacos de origem marinha

Os oceanos cobrem cerca de 71% da superficie terrestre. Por volta de 50% dessa area
tem profundidade maior que 3000 m, sendo a profundidade média de 3800 m. Apenas 5 %
do oceano profundo ja foi explorado, sendo que menos de 0,01% do solo profundo ja foi
amostrado e estudado com detalhes (LLODRA et al, 2010). Segundo Costello e Chhaya
(2017), as estimativas apontam que 2/3 das espécies marinhas ja devem ter sido
identificadas, mesmo numero para espécies terrestres e, ao contrdrio do que se dizia
anteriormente, ndo hd evidéncia de uma maior biodiversidade nos oceanos que no
ambiente terrestre e espera-se que, mesmo com a aceleragao das descobertas de espécies
marinhas, estas continuem sendo cerca de 16% do total de espécies. Supunha-se
anteriormente que haveria uma grande variedade de microorganismos marinhos, porém se
baseavam na grande variedade local, de acordo com a profundidade, caracteristicas do
sedimento, presenca de hospedeiros etc, mas a variedade local ndo se reflete em variedade
global. Os microorganismos sao, particularmente ubiquos. Porém, o mesmo trabalho aponta
a grande diversidade genética dos microorganismos marinhos, que, apesar de ndo significar

necessariamente diversidade de espécies, deve indicar grande diversidade de linhagens e de
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adaptacbes a situacdes particulares, o que é de grande interesse para a mineracdao de

produtos com potencial farmacolégico, dada a diversidade bioquimica decorrente disto.

Apesar de no inicio do século XIX organismos terem sido recuperados em
profundidades relativamente baixas, apenas com as expedi¢des Challenger (1872-) e Galata
(1950-1952) - que extraiu animais vivos da costa das Filipinas, a 190 m de profundidade -
chegou-se a conclusdo que animais poderiam ser recuperados em qualquer profundidade, a
nao ser, talvez, em zonas andxicas do Mar Negro (apesar de considerarem a possibilidade de
encontrar animais nestas regides, em cadeias alimentares baseadas em produtores
primarios quimiolitotréficos). Ndo ha registro do inicio do uso de substancias de origem
marinha pela humanidade, mas aparentemente isso se deu na regido da China ou do Japao.
No Japao ja é utilizada a muito tempo a toxina extraida do peixe baiacu (a tetrodoxina), para
facilitar a pescaria, enquanto na China utilizam-se extratos de origem marinha em misturas

da medicina tradicional chinesa. (NEWMAN et a/, 2016)

LimitacGes tecnoldgicas adiaram a exploragdo dos bioprodutos marinhos. O primeiro
equipamento moderno de mergulho individual, o aparato de mergulho auténomo,
conhecido como SCUBA (Self Contained Underwater Breathing Apparatus) foi o Aqualung,
criado em 1942 por Emile Gangnan e Jacques Costeau. Esse equipamento facilitou a coleta
de amostras das profundezas marinhas. Nos anos 60, quimicos dos Estados Unidos (como
Paul Scheuer e Richard Moore), da Europa (como Luigi Minale e Ernesto Fattorusso, da Itdlia)
e de um pequno grupo do Japdo, comecaram a realizar coleta de espécies marinhas,
incluindo esponjas, algas, entre outros, e explorar a sua diversidade quimica e, para sua
surpresa, encontraram grande variedade de moléculas de tipos ainda desconhecidos, que
desafiavam o entendimento que se tinha até o momento sobre biossintese de moléculas.
Estes quimicos chegaram a conclusdao de que os animais marinhos seriam uma fonte
extremamente rica de novos compostos quimicos. Durante os anos 70 novos grupos
continuaram explorando este campo, tendo como grande feito o entendimento da fonte
destes compostos e a extensdo da diferenca destes em relacdo aos compostos obtidos em
meio terrestre. Foram encontrados, por exemplo, classes inteiramente novas de

terpendides, formados pela reagdo de halogénios, sendo que os halogénios sé tinham sido
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encontrados, até entdo, como substituintes em moléculas complexas. Também identificou-
se nesse periodo moléculas com grupamentos ndao encontrados anteriormente, como os
dicloridos carbonimidicos (WRATTEN e FAULKNER, 1977) e moléculas de tamanhos e
complexidades nunca antes observadas, como a toxina brevetoxina B (LINS et al, 1981).
Nesta época era dificil a obtencdo de fundos para pesquisas explorando estes compostos,
até por que os oceandgrafos da época ndo entendiam a relevancia destas. Mas estes
quimicos pioneiros percebiam o grande potencial a ser investigado. Quanto a
disponibilizacdo de recursos financeiros, uma grande excec¢ao era o “National Sea Grant
Program” (Estados Unidos), que tiveram a sabedoria de antever a descoberta de drogas
marinhas, e foram posteriormente recompensados com grandes sucessos. Posteriormente, a
Divisdo de Quimica e Ciéncias Oceanograficas da “U.S. National Science Foundation”
também se envolveu neste novo campo de estudo. No inicio dos anos 80 um pequeno grupo
estabeleceu um novo componente na ecologia marinha, chamado de ecologia quimica
marinha, que estudava o complexo sistema de defesa e sinalizagdo quimica de plantas e

animais marinhos de corpo mole (Fenical, 2006).

Reconhecendo o potencial de novas descobertas no ambiente marinho, alguns
cientistas, a partir da metade da década de 80, comecaram a perceber como a complexidade
guimica deste ambiente poderia ser aplicada para area da saude humana. Pesquisadores
académicos buscaram colaboradores na industria e requisitaram ao “National Institute of
Health” (NIH) para apoiar os empreendimentos. O sucesso dos resultados neste periodo foi
lento, porém continuo. Com ajuda de cientistas da Estee Lauder (companhia de cosméticos)
pesquisadores do Sea Grant (instituto de pesquisa do estado da Califérnia) desenvolveram,
em 1986, a pseudopterosina, a partir de produto do coral mole Pseudopterogorgia
elisabethae, como pode ser visto em Look et al (1986). Um produto ainda utilizado
atualmente que reduziu dramaticamente as respostas alérgicas a lo¢cOes de pele que
ocorrem em alguns individuos, além de apresentar propriedades antinflamatdrias. Foi o

primeiro produto “cosmético” clinicamente testado de origem marinha.

O National Cancer Institute (NCI) iniciou nos anos 60 um programa de parceria com

laboratdrios académicos, para triagem de antitumorais a partir de diversas fontes, incluindo
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organismos marinhos, conforme Newman et al (2016). Segundo Fenical (2006), as amostras
marinhas apresentam os maiores potenciais para descoberta de compostos anticancer.
Serviu como evidéncia do potencial de sucesso deste empreendimento o subsequente
isolamento de mais de 500 moléculas com capacidade de inibir o crescimento de células
cancerigenas, utilizando-se concentragées sub-micromolares. De acordo com Fenical (2006),
tais moléculas foram encontradas principalmente em invertebrados marinhos, como
esponjas, acidias e briozodrios, os quais foram posteriormente reconhecidos como os mais

quimicamente prolificos entre os grupos de animais marinhos.

1.2 Antitumorais

Um ramo da pesquisa em biofarmacos intensamente explorado é o que envolve a
busca por farmacos antitumorais, devido a grande incidéncia, morbidade e mortalidade
desta doenca nos tempos atuais, relacionados a habitos da modernidade e envelhecimento
da populagdo. Mundialmente, segundo o Global Burden of Disease Cause of Death de 2016
(GBD, 2016) uma em cada seis mortes sao devidas ao cancer, sendo a segunda maior causa
de morte, sendo que em torno 9,5 milhdes de pessoas por ano morrem de algum tipo de
cancer (em primeiro lugar estdo as mortes devidas a doencas cardiovasculares. Segundo
Sterwart e Wild (2014), 70% das mortes devido ao cancer ocorrem em paises de baixa ou
média renda. O relatério World Health Statistics de 2019 (WHS, 2019) aponta que doencas
relacionadas ao consumo de tabaco causam mais morte em homens que em mulheres,
mundialmente, devido ao tabagismo ser maior em homens, fazendo com que a taxa de
morte por cancer de pulmdo tenha sido em média de 31,3 para casas 100 mil habitantes
para homens e de 14,4 para cada 100 mil habitantes para mulheres. Os impactos
econdmicos do cancer foram de cerca de 1,16 trilhdo de délares em 2010, também segundo
Sterwart e Wild (2014). Com o diagndstico cada vez mais precoce e o desenvolvimento de
novas terapias, tem-se aumentado a sobrevida de pacientes de cancer. Cerca de metade dos
pacientes dos 20 mais comuns tumores malignos e aproximadamente 80% dos pacientes de
tumores de pulmao, linfomas, melanomas e cancer de Utero, sobrevivem por mais 10 de
anos. No Reino Unido a sobrevida dobrou para os adultos nos ultimos 40 anos e triplicou

entre os pacientes infantis desde 1960 Com este aumento na sobrevida de pacientes de
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cancer, porém, aumenta a incidéncia de dos efeitos cardiacos adversos da terapia
antitumoral, relacionados especialmente as antraciclinas, segundo Mcgowan (2017). Em um
estudo de coorte nos Estados Unidos, realizado por Ning et al (2012), com 1807 pacientes de
cancer observados por 7 anos, a mortalidade relativa a doencas cardiacas e a devida a
cancer foram de 33% e 55% respectivamente. Em anadlise realizada por Swain et al (2003)
demonstrou as porcentagens de injurias cardiacas devidas a tratamento com antraciclina de
7%, 18% e 65% para, respectivamente, as doses cumulativas de 150 mg/m?, 350 mg/m? e
550 mg/m?2. A causa desse efeito colateral é multifatorial, um dos mais evidentes e bem
estudados fatores é a acdo das espécies reativas de oxigénio, geradas na interacdo de
antraciclinas com co-enzimas redutoras, que causam danos ao DNA e disfuncdo
mitocondrial. Outro fator que contribui para cardiotoxicidade é a interacao de antraciclinas
com a Topoisomerase |l e o DNA, causando quebra na dupla fita e interrupcao do ciclo

celular, induzindo a apoptose (HENRIKSEN, 2017; McGOWAN, 2017).

1.3 Actinobacteria

O filo Actinobacteria é um dos maiores grupos dentro do dominio Bacteria. Inclui
microrganismos residentes nos mais diversos habitats, como solo (representando cerca de
95% da comunidade), dgua doce, dgua marinha, ar, endossimbiontes de plantas e de animais
(alguns patégenos).Tem papel muito relevante nos ciclos biogeoquimicos, participando da
decomposicdo de cadeias complexas de carboidratos. Sdo bactérias Gram positivas, com alto
conteudo de citosina(C) e guanina (G) no DNA. A maioria das Actinobacteria sdo aerdbios,
porém ha excecoes. Da mesma forma, podem-se encontrar representantes
guimioautotréficos, porém a grande maioria sdao quimiohetérotréficos, aptos a utilizagao de

variada fonte de nutrientes, incluindo polissacarideos complexos (BARKA et al., 2016)

A maioria dos membros do grupo sao saprofiticos que passam a maior parte do seu
ciclo de vida em estado de laténcia, principalmente em situa¢des de limitagdo nutricional. A
faixa de temperatura étima costuma ser entre 30 a 35°C, sendo que para actinobacterias
termotolerantes a faixa varia entre 50 e 60°C. Sobrevivem em ambientes com pH entre6 e 9,

tendo melhor crescimento quanto mais proximo o ambiente estiver da neutralidade. Qutro
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fator importante para o grupo é a umidade, tendo seu crescimento limitado em solos muito

secos (BARKA et al, 2016).

O filo Actinobacteria possui 6 classes, 5 subclasses, 6 ordens e 14 subordens. Das 53
familias do filo, 43 estdo incluidas em uma Unica classe, também chamada Actinobacteria
(assim como o filo). Entre estas familias estd aquela que inclui as cepas em estudo, a familia

Micromonosporaceae, da ordem Micromonosporales. (LUDWING et al, 2012)

As actinobacterias formam micélios ndo septados, apresentando morfologia andloga
a dos fungos. A maioria dos géneros do grupo desenvolve ao longo do ciclo de vida dois tipos
de micélios: micélio substrato e o micélio aéreo. Reproduzem-se por fissdo binaria ou pela
formacdo de esporos ou conideos. A esporulacdo das Actinobacterias ocorre através da
segmentacdo, fragmentacdo ou pela formacdo de conideos. A aparéncia da cultura em agar
é normalmente compacta, formando uma estrutura seca, muitas vezes coberta com micélio
aéreo. O micélio aéreo, de acordo com Anandan et al (2016) é normalmente mais grosso que
o micélio substrato, e apresenta caracteristicas bastante diversas, permitindo dividir as
espécies em grupos com diferentes “texturas” (algodonado, aveludado ou pulverulento)
pela formacdao de anéis ou zonas concéntricas e pela pigmenta¢cdao. O micélio substrato
também pode ser diferenciado, pela forma, grossura ou coloragdo. Ainda quanto a
morfologia, tem-se como critério de classificacdo a forma e arranjo do esporos (ANANDAN

etal, 2016).

A classe Actinobacteria é um grupo muito explorado pelo interesse para a
biotecnologia, principalmente relacionada a industria farmacéutica. Grande parte dos
antibidticos, antitumorais e outros medicamentos, em uso ou em fase de pesquisa, sdo
isolados a partir de bactérias desse grupo. Mesmo o avan¢co do desenvolvimento de
farmacos sintéticos ndo torna irrelevante a descoberta de compostos naturais, pois estes
servem de base para formulacdao de produtos sintéticos ou de referéncia para criacdao de
estruturas totalmente sintéticas. O género Streptomyces é o mais explorado na busca por
novos farmacos, pela ampla producdo de compostos relevantes e por metodologias

padronizadas e bem estabelecidas para o seu estudo, desde o cultivo até as metodologias de
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biologia molecular (ANANDAN et al, 2016)

A maior parte dos estudos ja realizados envolvendo o isolamento de linhagens da
classe Actinobacteria concentra-se em espécies de solo, em regides facilmente acessiveis.
Entretanto, recentemente, a coleta de linhagens em ambientes de dificil acesso, como o
fundo do mar ou geleiras, tem crescido exponencialmente. Isto é motivado pela grande
diversidade de novos compostos com grande potencial encontrados, o que ocorre devido as
pressdes ambientais diversas nesses locais, que, por sua vez, induzem a evolucdo de vias

metabdlicas diversas (ANANDAN et al, 2016)
1.4 Micromonospora sp.

As bactérias pertencentes ao género Micromonospora sp. possuem micélios
ramificados, bem desenvolvidos, com média de 0,5 um de didmetro. Os esporos sdo imdveis,
individuais, sésseis, ou em espordéforos curtos ou longos, que também podem ocorrer em
grupos ramificados. Normalmente o os espordforos se desenvolvem de maneira monopodial
(a partir da extremidade do micélio), mas algumas vezes simpodial (a partir de ramificacdes
laterais do micélio). S3o raras as espécies que apresentam micélio aéreo, sendo os esporos
originados diretamente do micélio de substrato. A parede é constituida de acido meso-
diaminopimélico (meso-DAP) e/ou derivativos e glicina. Na hidrélise da célula encontra-se
xilose e arabinose. Os fosfolipideos caracteristicos sdo: fosfotidiletanolamina,
fosfotidilinositol. Menaquinonas mais comuns sdo: MK-9 (H4), MK-10(H6) ou MK-12 (H6). A
maioria das espécies é aerdbia, mas algumas sdo microaerdbias. Sdo sensiveis a pH menor
gque 6, e o crescimento ocorre normalmente entre 20 e 40 °C. Fisiologicamente e
bioguimicamente o grupo é muito diverso, porém, é bem definido em termos de morfologia,

guimiotaxonomia e filogenia (GENILLOUD, 2012).

Em meio d4gar, as colbnias inicialmente tem a coloracdo entre amarelo pardo a laranja
claro. Depois, normalmente adquirem cores como laranja, vermelho, verde azulado ou
purpura. Colonias maduras geralmente apresentam esporos em cores do preto ao marrom e
adquirem consisténcia mucdide. Os pigmentos entre amarelo, laranja e vermelho possuem
pequeno valor para reconhecimento de espécies. O desenvolvimento do micélio e a

morfologia dos espordforos também geralmente ndo tém muito valor para identificacdo de



37

espécies, pois estas podem variar de cultivo para cultivo, ou até aparecer de forma mista
numa mesma cultura. O primeiro caso ocorre, por exemplo, em algumas espécies de
Micromonospora sp. que eventualmente apresentam o esporéforo simpodial caracteristico

de M. carbonacea. (GENILLOUD, 2012)

O género foi primeiramente isolado como organismo endofitico, presente em
nodulos de legumes. Posteriormente foi encontrado nos mais diversos habitats. De acordo
com Berdy (2005), é o segundo género bacteriano com mais antibidticos reportados na
literatura. Segundo Talukdar et al (2016) esse numero é superior a 700 compostos, dentre os
quais a maioria pertence ao grupo dos aminoglicosideos, como a gentamicina e a sisomicina,
gue tem acdo bactericida contra bactérias gram negativas. Ainda segundo Talukdar et al
(2016), o segundo tipo mais comum de composto seriam os macrolidios, como a
megalomicina, que possuem espectro similar ao da penicilina, porém um pouco mais amplo,
e podem ser utilizados, por exemplo, em casos de infeccdo do aparelho respiratério em
pacientes alérgicos a penilicilina. Também de acordo com o mesmo trabalho ha algumas
antraciclinas produzidas por bactérias do género Micromonospora sp., como doxorrubicina e
11-deoxi-daunorrubicina. Espécies do grupo possuem potencial ainda para serem aplicados
como promotores de crescimento e biocontrole em plantas, além da producdo de
biocombustiveis (pela producdo de enzimas que possibilitam a quebra da parede celular de

vegetais), de acordo com Barka et al (2016).

O género Micromonospora pertence a familia Micromonosporaceae, ordem
Micromonosporales, que estd incluindo na classe Actnobacteria. As espécies deste género,
na darvore filogenética baseada em rRNA, apresentada no Manual Bergey (LUDWING et al,
2012), ndo formam um clado proprio dentro da familia Micromonosporaceae,
Micromonospora chalcea, por exemplo, aparece em um clado contendo os géneros:
Actinoplanes, Catellatospora, Longispora, e Planosporangium. As espécies ndo sdo bem
definidas apenas levando em conta a comparacao de genes de 16S RNA, sendo necessario
utilizar outros métodos complementarmente, como a andlise de sequéncia de multilocus
(Multilocus Sequence Analisys — MLSA), utilizada para o género Micromonospora sp em

Carro et al (2012) que consiste na obtencdo de sequéncias de genes filogenéticamente
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conservados, conhecidos como “housekeeping genes” (exemplos: gyrB que codifica a
subunidade B da girase; rpoB, da subunidade B da RNA polimerase; atpD, da subnidade B da
ATP sintetase). As sequéncias dos “housekeepings genes” sdo entdo reunidas (concatenadas)
em uma Uunica sequéncia, isso é feito com todas as cepas a serem comparadas,
posteriormente é feito o alinhamento destas sequéncias concatenadas e construida, a partir
deste alinhamento, a darvore fenética correspondente. Além disso, utilizam-se critérios
bioquimicos, como composicdo de dcidos graxos da parede, morfoldgicos, como a coloracdao

dos micélios e fisioldgicos, como os agucares metabolizados (Carro et al, 2018)

1.5 Policetideos

Policetideos, segundo Miyanaga (2017), sdo uma classe de compostos formados por
enzimas similares as das vias biossintéticas dos acidos graxos, que realizam a condensacao
de acetatos, formando uma cadeia policetidica (poli: varios, cetideos: referente a acetatos).
Posteriormente, essa cadeia sofre diversas modificagdes, podendo ser: ciclilagao,
aromatizacdo, reducdo, metilacdo, glicosilacdo etc. Os policetideos sdo divididos em 3
grupos, os de tipo | sdo sintetizados por uma série de proteinas modulares, em uma ordem
especifica, cada uma realizando uma etapa da sintese (complexo multienzimatico PKS 1).
Exemplo de policetideo de tipo | sdo os antibidticos macrolactamicos como a vicenistatin
isolada de Streptomyces halstedii HC34. No caso dos policetideos de tipo Il, formados pelo
complexo enzimatico PKS tipo Il, a cadeia policetidica é formada um grupo de enzimas (pks
minimo) que age reiteradamente, realizando as diversas condensa¢Ges da cadeia, as
antraciclinas (BROCKMANN, 1963) como a doxorrubicina, sdo formados por este tipo de
complexo enzimatico. J& o complexo PKS Il é formado por enzimas homodiméricas, um
pouco diferentes das PKS | e Il produz diversos policetideos aromaticos como lipidios
fendlicos e polifendlicos em plantas, fungos e bactérias. Outra caracteristica da sintese dos
policetideos do tipo Il é auséncia das proteinas carreadoras de proteinas, em inglés acyl
Carrier protein (ACP), sendo por isso chamadas de ACP-independent. Exemplo de composto,
formado por complexo enzimatico tipo PKS Ill, de acordo Yu et al (2012), é o
“1,3,6,8-tetrahydroxynaphthalene” (THN), um precursor de “hexahydroxyperylenequinone melanin”

de Streptomyces griséus.
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Fonte: SHEN, 2003.
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1.6 Antraciclinas e antraciclinonas

Antraciclinona é a forma como se denomina a aglicona das antraciclinas, ou seja, a
estrutura sem as cadeias laterais de acucar (YU et al, 2012).0 nome antraciclinona foi dado
por Brockman et al. (1950), ao ser identificado um corante opticamente ativo, vermelho-
amarelado ou vermelho. O nome foi dado devido a semelhanca com o croméforo
antraquinona. A partir de entdo, o nome antraciclina passou a ser utilizado para se referir
aos produtos microbioldgicos que contém um motivo de antraciclinona (a antraciclinona
seria a estrutura sem as cadeias laterais de agucar presentes nas antraciclinas, ou seja, as
agliconas). A estrutura bdsica da antraciclina é 7,8,9,10-tetrahidro-5,12-naftacenequinona. A
diversidade estrutural se dd a partir de diferentes modificacbes o esqueleto central
policetideo tetraciclico (aglicona), e também pelos passos de glicolisagdo. As substituicées na
aglicona sdo normalmente catalisadas pelas enzimas “tailoring” (finalizadoras da cadeia),
gue agem de forma subsequente a PKS (também chamadas, por isso, de enzimas pds-PKS),
com diversas funcdes: hidroxilacdo, reducdo, metilacdo e glicosilacdo. Exemplos de
antraciclinas cujas estruturas tridimensionais ja foram definidas sdo: daunorrubicina,
nogalimicina, aclacinomicina A e B. As antraciclinas, pertencem ao grupo dos policetideos
tipo Il, os policetideos aromaticos, construidos pelo complexo PKS tipo Il (SULTANA, 2006;
YU et al, 2012)
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Figura 2 Antraciclinona e antraciclina. A — auramicinona, exemplo de antraciclinona; B — daunomicina, exemplo
de antraciclina. Fonte: KANTOLA et al, 2000.

As primeiras antraciclinas com efeito antibidtico descobertas foram a rodomicina,
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identificada por Brockman (1963), a daunorrubicina, descoberta independentemente pelos
laboratoérios Farmitalia e Rhone-Poulenc (Grein et al, 1963; Dubost et al, 1963). Antraciclinas
foram amplamente utilizadas devido a suas propriedades antitumorais. Doxorrubicina é
utilizada principalmente contra tumores sélidos, enquanto daunorrubicina e aclacinomicina
sdo utilizadas no tratamento da leucemia. Os compostos exibem esses efeitos antitumorais
através de diversos mecanismos. A maioria dos efeitos estd relacionada a sua forte (mas ndo
covalente) intercalagdo com moléculas de DNA, através, por exemplo, de interacGes de van-
der Waals e pontes hidrogénio. As cadeias de agucares também afetam a ligagdo com o DNA,
pela ligagdo com o sulco menor. A inibicdio da topoisomerase Il atua no controle do
crescimento das células cancerigenas, e esta inibicdo pode ser causada por algumas
antraciclinas através da estabilizacdo de um complexo antraciclina-DNA-topoisomerase Il e
qguebra do DNA. As partes flexiveis dos acucares podem interagir com a topoisomerase |l
facilitando a formagdo do complexo (MCGOWAN, 2017). O uso das antraciclinas para o
tratamento de tumores é limitado por diversos efeitos colaterais que, por exemplo, acabam
limitando a dose maxima de uso. O efeito mais relevante é a cardiotoxicidade (MCGOWAN,

2017).

1.7 Via Biossintética das Antraciclinas

As proteinas carreadoras de acetil (Acetil Carrier Protein — ACP), juntamente com a
cetossintase (Ketosynthase a —KS —a ou simplesmente KS) e o fator de elongacdo da cadeia
(Chain Length Factor -CLF ou Ketosynthase B — KS — B), formam o PKS minimo (minPKS), o
complexo responsavel pela sintese da cadeia policetidica. A sintese comeca normalmente
com a descarboxilacao, catalizada pela KS, do primeiro malonil ligado ao ACP, seguida pela
transferéncia do acetil formado para o residuo de cisteina da KS (alguns policetideos do tipo
Il, com unidades iniciadoras especificas, iniciam a sintese da cadeia com a liga¢do da unidade
iniciadora com o complexo KS-CLF). Com a descarboxilacdo do segundo malonil, forma-se
um intermediario de acetil carregado negativamente, o qual ataca o grupo carbonil do
primeiro acetil ligado ao KS, formando um dicetideo de quatro carbonos ligado ao ACP. Este
é transferido para o residuo de cisteina da KS e o proximo malonil-ACP é descarboxilado.

Esse mesmo tipo de condensac¢do (conhecido como condensacdo de Claisen) é repetido até
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chegar a uma cadeia policetidica do tamanho “correto”. Os residuos de malonil da sintese de
policetideos sdo ativados pela transferéncia deles a partir de malonil-CoA para a ACP,
processo catalisado pela malonil-CoA-ACP transacilase (MAT). O dimero KS-CLF determina o
comprimento da cadeia (através da determinagao do tunel do sitio ativo, dado pela interface
do dimero) e também a correta ciclizagdo do primeiro anel da antraciclina (figura 3 - 1). O
carbono 9 é reduzido por uma enzima cetorredutase (Ketoreductase — KR) (fig.3 — 2),
posteriormente, uma aromatase (ARO) transforma o primeiro anel em um anel aromatico
(fig.3 — 3), através da acao de uma enzima 12-monooxigenase (OXY) é formado o primeiro
intermediario estdvel (fig.3 — 4), em seguida um grupo metil é adicionado ao grupo acido
carboxilico por uma metiltransferase (MET) (fig.3 — 5), uma ciclase (CYC) realiza o
fechamento do anel A (fig.3 — 6) e uma redutase reduz um grupo ceto no carbono 7 (fig.3 —
7) permitindo a posterior ligacdo de um residuo de acucar, através de uma enzima

glicosiltransferase (GTF) (fig.3 — 8). (OJA, 2012)
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Figura 3 Via sintética de antraciclina.. 1- minPKS (PKS minimo); 2 — KR (Ketoreductase ou cetorredutase);
3 — ARO (aromatase); 4 — OXY (monooxigenase); 5 — MET (metiltransferase); 6 — CYC (ciclase); 7 DauE (uma
redutase) e 8 — GTF (glicosiltransferase). Fonte: adaptado de KANTOLA et al (2000)

1.8 Policetideos de cepas de Micromonosporas sp. do litoral cearense

Em estudo conduzido por grupo de pesquisadores da Universidade Federal do Ceara,
realizado na costa cearense, foram isoladas vinte cepas de microrganismos da ascidia
Eudistoma vannamei, para realizacdo de triagem de compostos antitumorais, recebendo a
classificacdo EVA 0101 até EVA 0120, das quais onze foram selecionadas para avaliacdo de
citoxicidade para células tumorais. Apds primeiros testes, de teor qualitativo, utilizando-se o

ensaio colorimétrico de MTT [3-(4,5-dimetil-2 tiazolil)-2,5-diafenil-2H-tetrazolil brometo]



44

com quatro diferentes tipos de células tumorais, cinco cepas se destacaram por seu
potencial como antitumoral (EVA 0102, EVA 0103, EVA 0106, EVA 0109 e EVA 0113). Estas
foram submetidas a um ensaio de MTT quantitativo, determinando-se o IC 50. A massa do
extrato de EVA 0103 foi insuficiente para realiza¢dao dos ensaios. Para as outras cepas a IC50
variou de 3.62 a 84 ug mL™. Foram utilizados quatro diferentes tipos de células tumorais nos
testes: HL-60 (leucemia promielocitica), MDA-MB-435 (melanoma), SF-295 (gliobastoma) e
HCT-8 (carcinoma de colén) (JIMENEZ et al, 2013).

Os cinco complexos, em caracterizagdo quimica preliminar, foram comparados
através de cromatografia de camada delgada (CCD) com detecc¢do por exposicdo a luz UV
(312 e 365 nm) e por spray com solu¢do de vanilina/acido percloridrico/EtOH seguido por
aquecimento a 1002C. Os extratos também foram analisados por espectroscopia '"H NMR,
apresentando resultados muito similares nessa caracterizagdao inicial. Grupos hidroxil
guelados, hidrogénios aromaticos e (ou) lipofilicos, hidrogénios ligados a carbonos
oxigenados e prétons metileno, metano e metilo foram identificados. Tais dados sao
compativeis com a presenca de quinonas ou metabdlitos secundarios relacionados (JIMENEZ

et al, 2013).

Posteriormente, Sousa et al. (2013) realizaram o fracionamento e caracterizacdo de
compostos a partir do extrato de EVA 0109. A estrutura dos compostos foi estabelecida por
espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (Magnetic Nuclear Ressonance — MNR)
1D e 2D, e por espectrometria de massa de ionizagao por eletro-spray de alta resolucao
(High-Resolution Electrospray lonization Mass Spectra — HRESIMS). Os compostos
identificados foram: composto 1, isolado como um pdé vermelho, de formula molecular
C21H130S5, caracterizado como 4,6,11- triidroxi-9-propriltetraceno-5,12-diona; composto 2,
isolado como um pod laranja, de formula molecular C22H1803, denominado 4-metoxi-9-
propiltetraceno-6,11-diona; composto 3, isolado como um pdé amarelo, de formula
molecular C22H2204, caracterizado como 7,8,9,10-tetraidro-9-hidroxi-4-metoxi-9-
propiltetra-ceno-6,11- diona e composto 4, obtido também como um pd amarelo, formula
molecular C23H2208, caracterizado como 10B-metoxicarbonil-7,8,9,10- tetraidro-
4,6,70,90,11— pentaidroxi-9—propil-tetraceno-5,12-diona (estrutura dos compostos na
figura 4). Todos foram caracterizados como antraciclinonas, moléculas semelhantes a

antraciclinas, porém com auséncia dos grupos glicosidicos. No mesmo estudo foi realizado
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novo ensaio MTT quantitativo, utilizando-se a linhagem tumoral HCT-8, obtendo-se, para o
composto 1, IC50 de 12,7uM, para composto 4, 6,2 uM, enquanto os compostos 2 e 3 foram
considerados inativos (IC50 maior que 70 uM). Ao contrdrio do esperado, estes resultados
foram menos expressivos que os obtidos no estudo de Jimenez et al (2013), com extratos
brutos. Muitas vezes, no fracionamento de extratos contendo antraciclinas, os acucares sao
quebrados, isolando-se assim antraciclinonas, o que talvez tenha acontecido neste segundo
trabalho, o que explicaria a diferenca nos resultados do MTT, tendo em vista que as
antraciclinas sdo normalmente muito mais citotéxicas que suas antraciclinonas analogas.
Outra possibilidade é a existéncia de outro composto antitumoral no extrato bruto, ndo

identificado em tal trabalho.

(6]
OH

OCH; 0
3

Figura 4 Complexos caracterizados por Souza et al (2013). 1: complexo 1; 2:complexo 2; 3: complexo 3; 4:
complexo 4.

Jimenez et al. (2013) realizaram a identificacdo e classificacdo filogenética dos
microrganismos isolados, a partir da comparacdo das sequencias de genes de expressdo da
subunidade 16S do rRNA das 5 cepas selecionadas para o ensaio MTT quantitativo. O clado
EVA foi considerado como um grupo irmdo de um clado formado por: Micromonospora
echinospora, M. marina, M. aurantiaca, M. halophytica, M. humi, M.
purpureochromogenes,M. coxensis, M. chalcea e M. tulbagihiae. O género Micromonospora
faz parte da familia Micromonosporaceae, ordem Micromonosporales, classe Actinobacteria,

filo Actinobacteria. EVA 0109,0113, 0102 e 0106 mostraram grande grau de similaridade,
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sendo gerado um unico acesso no NCBI para todos eles no banco de dados GenBank do
NCBI, sob o nimero de acesso: JN 797618. A sequéncia de EVA 0103, ligeiramente diferente
das outras, foi depositada sob o nimero de acesso: IN767618. As linhagens receberam,
posteriormente, novos nomes, na ocasiao de reorganizag¢ao do acervo do grupo de pesquisa.
A linhagem explorada neste trabalho é anteriormente denominada EVA 0109, agora dividida
em BRA 006 A. Escolheu-se esta linhagem por ter apresentado resultados mais notaveis nos
testes de atividade antitumoral. Daqui em diante, sera utilizada a denominacdo atual da

cepa.
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2 JUSTIFICATIVA

Os complexos 1 e 4 indicados na figura 4, anteriormente isolados, (JIMENEZ, 2013),
qgue demonstraram atividade antitumoral, apresentaram IC50 de 12,7 e 6,2 uM
respectivamente. Em geral as antraciclinas sdao cerca de 100 vezes mais ativas que suas
respectivas agliconas. Com a perspectiva de aumento de casos de cancer nas proximas
décadas e ainda limitada efetividade das terapias atuais, é fundamental a obtencdo e
compreensdo da atividade de novas moléculas, assim como a entendimento da biossintese
dos compostos para posterior interferéncia (através, por exemplo, da engenharia genética)

para obtenc¢ao de produtos melhorados.
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3 OBJETIVOS

e Analisar o genoma da linhagem BRA 006 A.

e Verificar se ha cluster génico completo para sintese de antraciclina.

e Caracterizar a cepa através da construcdo de arvore fenética.

49
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4 MATERIAL E METODOS
Material biolégico

Amostra de micélio da cepa BRA 006 A do género Micromonospora sp., conservada

em glicerol (20%) a -20°C.
4.1 Cultivo

As cepas isoladas foram cultivas em meio liquido A1 (10% amido soluvel, 4 % extrato
de levedura, 2% peptona, 75% agua do mar), em “Erlenmeyers” de 250 mL contendo 50 mL
de meio. Foram incubadas por 5 dias em agitador automatico a 180 RPM e 302C. Ambas
foram também inoculadas em meio sélido A1l (mesma composicdo que o Al liquido,
acrescentando-se 15g de dgar por mL), em placas de Petri de 9 cm de diametro. O cultivo foi
realizado em duplicata. As placas foram encubadas por 14 dias em estufa a 30°. Ao final,
obteve-se fotografias das placas. Observou-se a morfologia da col6nia, sua coloracdo e

também a coloracdo do substrato (JIMENEZ et al, 2013).
4.2 Extragdo do DNA

Para extracdo do DNA gendmico, utilizou-se o Kit Wizard ® Genomic DNA Purification

(Promega), conforme instrucdes do fabricante.
4.3 Eletroforese

Foi realizada corrida em gel de agarose com amostras dos produtos da extracdo de
DNA, para verificar a presenca de DNA genémico. Preencheu-se uma cubeta com 90 mL de
gel de agarose (0,7%). O gel precisou ser aquecido para ser depositado na cubeta, e depois
de seu resfriamento foi adicionado SyBRTM Green Master Mix (Termofisher) na
concentragdo de 2,5 uL/50mL de gel. Foram aplicados pL de amostra do DNA, com adicdo de
1 ul do corante Blue 6X. Aplicou-se as amostras nos pocos do gel, e no po¢o de uma das
extremidades, 5uL de ladder 1K, o marcardor de baixo peso molecular, utilizado como

padrdo para analise da amostra. (OLIVEIRA, 2015)
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4.4 Amplificagdo de genes por PCR
A reagdo em cadeia de polimerase (Polimerase chain reaction — PCR) foi utilizada

para amplificacdo de trechos do genoma, seguindo os parametros descritos abaixo.

4.4.1 Amplificagdo do gene de 16S RNA

Para amplificacdao do gene de 16S RNA, utilizou-se os reagentes descritos na
tabela 1, com as concentragdes indicadas. A tabela 2 apresenta os parametros utilizados
para a PCR. A amplificacdo foi confirmada através de eletroforese em gel de agarose,
conforme protocolo do item 4.3.2. Foram utilizados os primers padrdo para amplificacdo de
gene de 16S RNA: 27F (forward) (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 1492R (reverse) (5'-
TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’).

Tabela 1 Reagentes utilizados na PCR para amplificagdo do gene de 16S RNA.

Reagentes Volume
GoTagMaster Mix© (Promega) 25 uL
Primer 27F (10 uM) 2 uL
Primer “Reverse” 16S RNA (10 uM) 2 uL
extrato de DNA (concentrag¢do: 100 ng/mL) 1ul

agua "Millig" 15 uL
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Tabela 2 Parametros utilizados na PCR para amplificagdo do gene de 16S RNA.

Etapa Temperatura Tempo Ciclos
desnaturagao 95°C 2 min. -
inicial

desnaturagao 95°C 1 min.

anelamento dos 62°C 1 min. 40 ciclos
primers

extensdo 72°C 1 min.

extensdo final 72°C 10 min. -
Final 4°C indefinido -

4.4.2 Amplificag¢do de trecho do cluster de antraciclina

Para amplificacdo de trecho do cluster de antraciclina, utilizou-se os
reagentes descritos na tabela 3, com as concentracdes indicadas. A tabela 4 apresenta os
parametros utilizados para a PCR. A amplificacdo foi confirmada através de eletroforese em
gel de agarose, conforme protocolo do item 4.3.2. Os primers foram desenhados utilizando-
se o software Pimer3 na plataforma Geneious ver. 11. Sequéncia do primer Forward:.

Sequéncia do primer reverse.

Tabela 3 Reagentes utilizados na PCR para amplificagdo de trecho do cluster de antraciclina

Reagentes Volume
EasyPFU 2,5uL
Primer “Forward” 0,5 puL
Primer “Reverse” 0,5 puL
extrato de DNA (concentragdo: 70 ng/mL) 1ul
10XEasyPfu Buffer 2 uL
dNTP’s (2,5 mM) 2,5 pulL
DMSO (2,5%) 2,5uL

agua "Millig" 13,5 uL
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Tabela 4 Parametros utilizados na PCR para amplificagdo de trecho do cluster de antraciclina

Etapa Temperatura Tempo Ciclos
desnaturacao 98° C 3 min.

inicial

desnaturagao 98° C 30s

anelamento dos 56-76°C 30s 35 ciclos
primers (gradiente)

extensdo 72°C 1 min.

extensdo final 72°C Smin.

Final 4°C indefinido

4.5 Sequenciamento

As amostras foram sequenciadas no laboratério Macrogen (Coréia do Sul, Seul).

Utilizou-se a plataforma MiSeq da Illlumina para o sequenciamento.

4.6 Montagem do genoma e anotagdo funcional

Apds obtida a sequencia gendmica, foi realizada a montagem e anotacao funcional

da mesma, conforme descrito a seguir.

4.6.1 Montagem do genoma

As sequéncias foram pareadas, mapeadas, pré-processadas (filtrando sequencias de
baixa qualidade com a opc¢do "trimmer’). A montagem denovo do genoma foi realizada com

o software Geneious ver. 11 (Biomaters, NZ).
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4.6.2 Andlise de sintenia para aprimoramento da montagem do genoma
Baseado na analise multilocus de sequéncia, escolheu-se o genoma completo mais
similar ao da cepa BRA 006 A para servir de referéncia para analise de sintenia, utilizando-se

o software Medusa (BOSI et al, 2015) para aprimoramento da sequéncia.

4.6.3 Anotagdo funcional com software RAST v 2.0 (AZIZ et al, 2008)

Para anota¢do funcional rdpida dos genomas de BRA 006 A, Micromonospora
tulbaghiae, Micromonospora aurantiaca e Micromonospora sediminicola utilizou-se o
programa RAST v. 2.0 (Rapid Annotation using Subsystem Technology) (AZIZ et al, 2008).
Utilizou-se o protocolo “default” do programa, acrescentando apenas a criacdo de mapas

metabdlicos.

4.6.4 Identificagdo de Cluster de Antraciclina e Via biossintética

O software AntiSmash (BLIN et al, 2019) foi utilizado para a busca por cluster de
metabdlitos secunddrios no genoma de BRA 006 A. O programa BLASTp foi utilizado para
busca por similaridade no banco de dados de proteinas do NCBI, a partir das ORF’s indicadas
pelo AntiSmash 5.0 (BLIN et al, 2019). O software Kegg foi utilizado para determinacdo da via

biossintética codificada pelo cluster de Antraciclina.
4.7 Construgdo de drvore fenética através de andlise de multilocus de sequéncias

A estratégia conhecida como Multilocus Sequence Analysis (MLSA) - protocolo
adaptada do procedimento utilizado por Carro et al (2012) — foi utilizada para obtencdo de
arvore fenética. Os housekeeping genes utilizados foram gyrB (gene da subunidade B da
girase), atpD (gene da subunidade b da ATP-sintase) e recA. O alinhamento de cada tipo de
gene foi realizado com a ferramenta ClustaW, através da plataforma Geneious 7.1.9
(Biomatters, NZ), utilizando-se os parametros “default”. Através também do Geneious 7.1.9
as extremidades das sequéncias alinhadas foram deletadas, para obtencdo de sequéncias de
mesmo tamanho. Os genes foram concatenados utilizando a ferramenta de concatenacao de
sequéncias da plataforma Geneious 7.1.9. A darvore fenética foi construida utilizando-se o
programa MEGA com o método de “maximum likehood”, com 500 replicatas, exibindo valor

de bootstrap.
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4.8 Verificacdo da presenca de antraciclinonas no extrato bruto através de cromatografia de

camada delgada (CCD)

Para verificar a presenca dos complexos isolados em Souza et al (2013) no extrato
bruto das cepas, utilizou-se o método de cromatografia em camada delgada (CCD). Utilizou-
se amostras dos extratos brutos de BRA 006 A e BRA 008 A e, para comparacdo, amostras
dos 4 complexos isolados por Souza et al (2013). Utilizou-se placa de silica-gel em folha de

aluminio (10x10 cm) e acetato de etila (etOAc) (1:1) como solvente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
A seguir, os resultados obtidos:
5.1 Arvore fenética

As bactérias do género Micromonospora ndo sao bem diferenciadas comparando
somente a sequencia do gene de 16S RNA, sendo necessario, para construcao de arvore
fenética, utilizar a estratégia conhecida como Multilocus Sequence Alingment
(MLSA).Seguiu-se para isso, neste trabalho, versdo adaptada do procedimento utilizado por
Carro et al (2012). Para selecdo das linhagens para o alinhamento, a sequéncia do gene de
16S de RNA de BRA 006 A foi submetida a alinhamento com o banco de dados de genes de
16S RNA BioCloud, gerando uma lista das linhagens mais préximas. Procurou-se obter as
sequencias dos housekeeping genes das 20 cepas mais préximas porém para muitas
linhagens estas sequencias ndo estavam disponiveis, ndo podendo ser utilizadas. Optou-se
entdo por realizar levantamento no banco de dados do NCBI das linhagens do género
Micromonospora sp. com tais sequéncias génicas disponiveis, certificando-se, porém, que
ao menos as 3 cepas mais préoximas a BRA 006 A no alinhamento do BioCloud estivessem
presentes (estavam presentes algumas outras da lista também). Os housekeeping genes
utilizados foram gyrB (gene da subunidade B da girase), atpD (gene da subunidade b da ATP-
sintase) e recA. Nao utilizou-se rpoB (gene da RNA polimerase), utilizado na protocolo de
Carro et al (2012) por apenas este gene ter ndo sido encontrado para a linhagem mais
préxima a BRA 006A no alinhamento de gene de 16S RNA do banco de dados do BioCloud, o
gue iria comprometer os resultados. O fato de alguns dos housekeeping genes ndo terem
sido encontrados em algumas cepas se deve ao fato de ndo haver o genoma completo de
muitas e, em outros casos, os trechos relacionados a estes genes nao estarem completos nas
sequéncias (certamente por erros no processo de sequenciamento e montagem dos
genomas, ja estes genes estdo conservados em todas as espécies). Foi obtida arvore com 20
espécies, porém observou-se que utilizando-se apenas as 11 linhagens mais préximas a BRA
006 A a informacdo ficaria mais clara. Os valores de bootstrap nos clados que envolvem
Micromonospora siamensis, Micromonospora sediminicola, Micromonospora aurantiaca,
Micromonospora tulbaghiae e BRA 006 A, sugerem que as relacdes estabelecidas entre estas

linhagens sdo confiaveis (valores de 100 ou, no caso do clado que envolve BRA 006 A e
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Micromonospora tulbaghiae, 92). Porém, o valor de bootstrap de 92 entre BRA 006 A e
Micromonospora tulbaghiae indica que, embora sejam proximas, e Micromonospora
tulbaghiae seja a linhagem mais préxima a deste trabalho, entre as disponiveis nos bancos
de dados acessados, certamente nao pertencem a mesma espécie, podendo BRA 006 A ser
uma espécie nova (o que precisaria ser confirmado através de parametros bioquimicos,
morfoldgicos e fisioldgicos). A figura 5 apresenta arvore fenética construida a partir do

alinhamento através do software MEGA pelo método de “maximum likehood”.

____ BRAO006A

100

Micromonospora tulbaghiae DSM 45142

100 L Micromonospora aurantiaca ATCC 27029
100 Micromonospora sediminicola DSM 45794
5 Micromonospora siamensis DSM 45097
Micromonospora echinofusca DSM 43913
?L Micromonospora inositola DSM 43819

® Micromonospora coxensis DSM 45161

Micromonospora viridifaciens DSM 43909

HWL_______ Micromonospora narathiwatensis DSM 45248

Salinospora arenicola CNS - 205

0.mo

Figura 5 Arvore fenética de BRA 006 A. Software Mega. Maximum likehood.
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5.2 Verificagdo da presenca de antraciclinonas através de cromatografia de camada delgada

Para verificar a presenca nos extratos brutos de BRA 006 A e BRA 008 A dos
complexos isolados por Souza et al (2013), realizou-se o procedimento de cromatografia de
camada delgada. Jimenez et al (2012) realizam o mesmo procedimento durante a triagem de
antitumorais, posteriormente realizando a analise por espectroscopia 1H NMR, porém nao
indica o valor do fator de retencao (RF) obtido. A Unica referéncia para determinar a possivel
presenca dos complexos é a RF destes no presente experimento. Observa-se na figura 12
que as alturas onde estdo os complexos é justamente onde hda coloragdao mais forte nas
colunas dos extratos brutos, certamente onde ficou maior volume de extrato retido. A altura
dos complexos 1 e 2, em relagdo a linha de partida é de 6 cm, com RF respectivo de 0,75
(altura final da solvente é igual a 8 cm a partir da linha de partida), enquanto a altura dos

complexos 3 e 4 é de 5 cm em relagdo a linha de partida, tendo o valor de RF de 0,625.

-
BRA 006 A Blga)OSA 1 2 3 4

Figura 6 Cromatografia de camada delgada (CCD). Extratos brutos de BRA 006 A e BRA 008 A. Amostra dos
complexos 1, 2, 3 e 4 isolados por Souza et al (2013)
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5.3 Comparacdo dos dados genémicos

A partir da montagem e andlise funcional (através do software RAST ver. 2.0) do
genoma, se obtiveram os dados apresentados na coluna BRA 006 A na tabela 5, porém,
devido ao surgimento da hipétese de que um cluster de antraciclina (descrito na se¢do 5.4)
havia se dividido em dois Contigs na montagem obtida, utilizou-se o método de andlise de
sintenia com o software Medusa, tendo como referéncia o genoma da linhagem
Micromonospora tulbaghiae DSM 45142, que seria, de acordo com arvore fenética
apresentada na sec¢do 5.1, a linhagem mais préxima geneticamente a BRA 006 A. Através da
anotacdo funcional realizada a partir da nova montagem obtida gerou-se os dados descritos
na coluna BRA 006 A*. Também realizou-se a anotag¢dao funcional dos genomas de
Micromonospora tulbaghiae DSM 45142, Micromonospora aurantiaca ATCC 27029 e de
Micromonospora sediminicola DSM 45794, para comparag¢ao com os resultados de BRA 006

A, cujos dados também se encontram na tabela 5.

Tabela 5 Dados dos genomas de BRA 006 A, Micromonospora tulbaghiae DSM 45142, Micromonospora
aurantiaca ATCC 27029 e Micromonospora sediminicola DSM 45794

M. Micromonospora

BRAO06 A tulbaghiae aurantiaca ATCC  M.sediminicola
Dados BRAOO6 A * DSM 45142 27029 DSM 45794
Tamanho (pares de
base) 6.730.972 6.734.372 6.488.171 7.025.559 6.885.700
Conteldo GC (%) 73 73 73 72,8 73,6
N2 de contigs 79 10** 6070 6.506 5
N50 151.079  297.938 431.781 - 4.643.122
L50 15 1 6 1 1
N2 de CDS's 6.293 6.272 6.070 6.506 6.529
N2 de genes de
RNA’s 57 57 66 61 77
N2 de clusters de
metabdlitos
secundarios 36 30 20 29 22
N2 pares de base de
metabdlitos
secunddrios 1.129.055 1.006.036 1.011.071 1.844.316 826.244
% Metabolismo
Secundario 16,77 16,42 15,58 26,25 12

BRA 0062*: resultados utilizando a montagem obtida apds analise de sintenia. ** Apenas 1 dos contigs cobre
mais de 90% do genoma, sendo o Unico utilizado para as analises de metabdlitos secundarios.
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Carro et al (2018) obtiveram, a partir do genoma de 40 linhagens tipo do género
Micromonospora sp. e 2 duas linhagens ndo-tipos, arvore filogenética baseada em genes
conservadas (housekeeping genes). A partir disto, comparou-se diversas caracteristicas do
genoma, para verificar se havia relagdo entre estas caracteristicas e a topologia da arvore, e
se poderiam ser definidos grupos de espécie de acordo com estas. De fato, as espécies
foram dividias em 5 grupos (1, II, lll, IV e V), sendo o grupo | o maior deles, subdividido em la
e Ib. As caracteristicas observadas para o genoma de BRA 006 A foram comparadas com as
descritas como gerais para o género Micromonospora sp. e com as relacionadas ao grupo la,
ao qual pertencem as espécies préoximas a BRA 006 A de acordo com a arvore filogenética
obtida (Micromonospora tulbaghiae, Micromonospora aurantiaca, Micromonospora
sediminicola), sendo os dados obtidos através da anotacdo funcional destas linhagens
também comparados com os resultados de BRA 006 A e com os apresentados por Carro et al
(2018). O tamanho médio do genoma do género Micromonospora sp., de acordo com o
trabalho citado, seria de 70,4 Mbp, faixa que inclui o observado para BRA 006 A de
aproximadamente 6,7 Mbp, assim como o genoma de Micromonospora tulbaghiae DSM
45142, com cerca de 6,5 Mbp, de Micromonospora aurantiaca ATCC 27029 com
aproximadamente 7 Mbp e o genoma de Micromonospora sediminicola DSM 45794 de
aproximadamente 6,88 Mbp. Os genes codificantes de RNA representariam em média 1 a
2% das sequéncias codificantes. Em relacdo ao niumero de CDS observadas para BRA 006 A,
supostas sequéncias codificantes de RNA representam aproximadamente 0,9% do genoma,
os genomas das outras linhagens analisadas neste trabalho também tem tal caracteristica.
Segundo Carro et al (2018), estas caracteristicas ndo seriam conservadas filogenéticamente,
de acordo com o “tip permutation test” (que compara a variacao das caracteristicas ao acaso
com a que existe entre as amostras, com o que foi demonstrado que nao ha influéncia do
guesito espécie para a variacao das caracteristicas). O conteddo GC observado in silico é em
média de 71,1 a 73,8% para o género Micromonospora sp. em geral, sendo que para o grupo
la a faixa seria mais restrita, entre 72,8 e 73,6%. O conteldo observado para BRA 006 A, e
para as outras trés linhagens estariam dentro deste critério. Porém, segundo o mesmo
levantamento, nenhuma das espécies marinhas observadas possuiriam ramnose em sua
parede celular e, de acordo com a anotacdo obtida com o software RAST ver. 2.0, BRA 006 A
e as 3 linhagens prdoximas anotadas possuiriam supostas sequenciadas relacionadas a sintese

deste acucar para a parede. Através do RAST ver. 2.0 realizou-se a busca da via biossintética



62

gue poderia estar relacionada a ramnose e foi observado que ela faz parte das vias dos
dioxiagucares antraciclinas, entdo a informa¢ao dada no gréfico inicial do RAST ver. 2.0, de
gue seria um acucar de parede celular, parece estar equivocada. O N50 que aparece na
tabela seria o nimero tal que metade dos scaffolds formados na montagem teriam tamanho
igual ou menor a esse valor. E um valor relacionado a qualidade da montagem do genoma,
afinal é desejavel que se consiga definir a maior extensdo possivel de sequencias continuas.
Percebe-se, por exemplo o valor de N50 de BRA 006 A apds a andlise de sintenia, que é
guase o dobro do anterior a esta anadlise. Foi justamente a obtenc¢do de scaffolds maiores
gue possibilitou a juncdao das duas partes do cluster de antraciclina, anteriormente
encontradas em scaffolds diferentes. J& o L50 seria o menor numero de contigs cuja soma

comporia metade do genoma.
5.4 Metabdlitos secunddrios

Através do software AntiSmash 5.0 (BLIN et al, 2019) , obteve a relacdo de clusters
biossintéticos de metabdlitos secundarios de BRA 006 A, descrita na tabela 6, porém,
levantou-se a suspeita de que dois dos trés cluster de PKS tipo Il descritos eram na realidade
um cluster s6, separados em dois Contigs diferentes devido a limitagdes do procedimento de
montagem. Como dito anteriormente, isto foi resolvido a partir da obtencdo de nova
montagem através da anadlise de sintenia e, através desta nova montagem, foi realizada nova
analise com o AntiSmash 5.0 (BLIN et al, 2019) , obtendo-se os dados descritos também na
tabela 6, na coluna BRA 006 A*. Nota-se que na nova analise observou-se apenas dois
clusters, sendo um formado por dois dos obtidos anteriormente de PKS tipo Il, formando um
cluster de antraciclina, o qual é descrito na secdo 5.4. No total foram observados 30 clusters
biossintéticos, enquanto na primeira analise haviam sido levantados 36 clusters. Também foi
feita analise com o AntiSmash 5.0 (BLIN et al, 2019) dos genomas das 3 linhagens mais
proximas de BRA 006 A na arvore fenética, para comparacao (resultados na tabela 6). Para
as 4 cepas foram encontrados os clusters que, de acordo com Carro et al (2018), estariam
presentes em todos as espécies do género Micromnospora sp., que seriam os clusters
similares aos que codificam para “Lymphostin”, grupo de alcaldides que costumam
apresentar propriedades imunosupressoras de acordo com Nagata et al (2002), que em
média tem similaridade de 40% , segundo Carro et al (2018) e no casos das linhagens deste

estudo, a similaridade foi de 33% para todas e “alkyl-o-dihydrogeranyl
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methoxydroquinone”, que tem similaridade em média de 70%, e para as 4 cepas
similaridade também foi igual, de 71%. Apenas para BRA 006 A foi indicada a presenca de
cluster com 100% de similaridade ao de sioxanthin, composto responsavel pela pigmentacdo
alaranjada dos micélios, o qual, segundo Carro et al (2018), estaria presente em todas as
espécies do género, exceto Micromonospora inositola e Micromonospora pallida, portanto
os dados obtidos nas analises do presente trabalho confrontam esta afirmacdo. Para as 4
cepas foram descritos clusters de terpenos, peptideos ndo ribossomais (NRPS) e PKS tipos |,
[l e lll. Estes tipos de clusters sdo especialmente abundantes em cepas do género, de acordo
com Carro et al. (2018), enquanto bacteriocinas, lantipetideos e sideréforos seriam comuns,
porém ndo tao frequentes como aqueles, o que é corroborado pelas analises do presente
trabalho, ja que tais clusters aparecem cada um em apenas duas das linhagens analisadas.
Também segundo Carro et al, (2018), a quantidade de clusters encontrados e a proporcdo de
cada tipo de cluster nos genomas sao dados muito varidveis, ndo sendo possivel estabelecer
padrdes. Naquele trabalho os genomas analisados variaram de menos de 10 até cerca de 50
clusters. As linhagens aqui analisadas apresentam de 20 a 30 clusters, tal faixa um pouco

mais estreita pode estar relacionada a proximidade filogenética das mesmas.

Além da “sioxanthin”, mais dos clusters de BRA 006 A foram indicados como tendo
genes apresentando similaridade com 100% dos genes de outros cluster ja conhecidos. Um
deles é um cluster de siderdforo, que teria 100% de similaridade com o cluster de
desferrioxamina, compostos presente no genoma tanto de Streptomyces griseus (OHNISHI et
al., 2008) como o de S. coelicolor (BARONA-GOMEZ et al. 2004), que apresenta notavel
afinidade por Fe(lll), tendo aplicacdo farmacoldgica para patologias relacionadas ao acumulo
de metal em tecidos. Andlogos de desferrioxamina tem sido ainda estudados, na busca de
novos efeitos farmacolégicos, segundo Cood et al (2018), porém, por apresentar
similaridade com 100% dos genes de cluster ja bem conhecido de composto largamente
utilizado, este cluster parece nao ser de grande relevancia. Outro cluster apresentou
similaridade com 100% dos genes de cluster micromonolactam, um tipo de “polyene
macrocyclic lactam”, familia de composto pouco explorado que inclui representantes com
atividade antibacteriana e citotoxica de acordo com Skellam et al (2013) no trabalho que
descreve a identificacdo do micromonolactam e aponta sua origem em linhagens marinhas

do género Micromonospora sp.
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A partir da busca com os scaffolds obtidos com o a andlise de sintenia, o software
AntiSmash continuou identificando 9 clusters do tipo PKS |, porém, para andlise de
metabolitos secunddrios, optou-se por excluir 5 destes clusters, que pertenciam a scaffolds
com poucos genes (alguns com apenas 1 ou 2 genes) que ndo apresentavam similaridade
com clusters conhecidos, sendo, aparentemente, sequencias pequenas de ma qualidade,
gue certamente sdao “residuos” do processo de montagem. Devido a isso, na tabela 6, no
topico BRAOO6A*, referente a analise feita com os scaffolds gerados pelo Medusa, sé estdo
descritos 4 clusters do tipo PKS I. Hd um cluster de cerca de 70 mil nucleotideos, que
apresenta similaridade com 44% dos genes do cluster de “Stambomycin”, um policetideo
criptico isolado de Streptomyces ambofaciens, por Laureti et al (2011), que, segundo os
autores, apresentaria potencial de atividade antitumoral (de acordo apenas com analises da
estrutura da molécula, ndo foram realizados testes de atividade antitumoral). O composto
era, segundo os autores, pelo menos até o momento daquele trabalho, o maior ja descrito
do tipo PKS I, contendo 9 mddulos de PKS. O cluster da cepa em estudo que apresentou
similaridade com 44% dos genes deste, apresenta 6 genes relacionados a médulos de PKS |,
gue estdo relacionados a formacdo da cadeia policetidica, apresenta também genes de
resisténcia e genes de regulacdo, porém ndo apresenta, ao contrario do cluster de
“Stambomycin”, genes relacionados a formacdo de aglcares. Certamente, entdo codificaria
uma estrutura de policetideo tipo | sem cadeias laterais. Hd também outro cluster do tipo
PKS I, com cerca de 100 mil nucleotideos, apresenta similaridade com 25% dos genes do
cluster de “niphimycin E”, policetideo que, segundo Hu et al (2018) apresenta atividade
antibacteriana, por exemplo contra Staphylococcus aureus MRSA, uma cepa
multirresistente. O cluster da BRA 006 A que apresenta estas similaridades com este ultimo,
além de 4 mddulos de PKS | e uma redutase, apresenta genes relacionados a regulagdo e a
resisténcia, ainda que apenas os de mddulos de PKS | tenham similaridade com os genes do
cluster de “niphimycin E”. Uma terceira regido relacionada pelo programa com o PKS tipo |
apresenta na verdade 2 subregides diferentes, uma que apresenta similaridade com 23% dos
genes do cluster de “dynemicin”, incluindo sintetases de peptideos ndo ribossomais,
metiltransferases, proteinas carreadoras de acil, entre outros. O cluster apresenta supostos
genes de sintese de PKS |, porém ndo similares aos fenes de “dynemicin”. “Dynemicin” é um
membro do tipo “fundido com antraquinona” da familia de antitumorais com anéis de 10

elementos, “enedyne”, isolado de Micromonospora chersina ATCC53710 por Gao e Thorson
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(2008). Nao ha como afirmar que BRA 006 A possa produzir composto semelhante pois a
grande maioria (77%) dos genes ndo apresentam qualquer semelhanga. A outra subregido
apresenta similaridade com 25% dos genes do cluster de “Tiancimycin”, também membro do
grupo “enedyne”, isolado da cepa Streptomyces sp. CB03234 por Yan et al (2016). Porém
isso se refere a um uUnico modulo de PKSI, uma metiltransferase e genes de regulacdo e
resisténcia. A maior parte desta regido de BRA 006 A ndo esta relacionada a nenhuma

sequencia conhecida, mesmo realizando busca com o software BLAST.

O cluster do tipo PKS 2 que ndo foi incluido no provavel cluster de antraciclina
apresenta similaridade com 25% dos genes do cluster
“paramagnetoquinonel/paramagnetoquinone 2”, grupo de compostos com grande
potencial antibacteriano isolados de uma cepa do género Actinoallomurus sp. por lorio et al
(2017). Porém a similaridade foi encontrada apenas em 3 genes relacionados a subunidades
de acetil-CoA carboxilase, uma ciclase, 2 relacionados a beta-cetoacil-sintase e 2 proteinas
hipotéticas. Entdo ndo se pode afirmar de que possa produzir algum composto com
estrutura semelhante. O cluster de BRA 006 A, apresentou outros genes, nao similares aos
de “paramagnetoquinonel/paramagnetoquinone 2”, mas descritos como ciclases,
acetiltransferases, aminotransferases, genes reguladores e genes de resisténcia, além de
diversos genes nado relacionados a nenhum tipo conhecido. Pela estrutura proposta para o
cluster, aparentemente seria um cluster capaz de codificar a sintese de algum composto do
tipo policetideo, mas ndo hd embasamento, com os dados obtidos, para levantar hipoteses

sobre a estrutura deste composto.

Interessante do ponto de vista do entendimento do metabolismo da espécie é a
presenca de cluster indicado como sendo de “N-acetylglutaminylglutamine amide”,
dipeptideo encontrado em Pseudomonas aureginosa que, segundo D’Souza-Ault et al (1993)

tem papel na adaptacdo da bactéria a situa¢des de estresse osmético.
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Tabela 6 Analise de metabdlitos secundarios

Quantidade de cluster do tipo por genoma

M. tu/baghiae M. aurantiaca ATCC M.sediminicola
Tipos de Clusters BRA 006 A BRAOO6A* DSM 45142 27029 DSM 45794
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w

PKS tipo | 4 1
PKS tipo Il
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terpeno

NRPS
Siderdforos
bacteriocina
Ladderane
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LAP
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BRA 0062*: resultados utilizando a montagem obtida apds andlise de sintenia.

~ R, NN 7 R PR NN R W

~ = P N P - -
P e e L e ) I S O 2 N T )

~ —— NP ~~ NN -~~~ =

[E
-

5.5 Andlise do cluster de antraciclina de BRA 006 A

As ORF’s do Cluster de PKS tipo Il indicadas pelo software AntiSmash 5.0 (BLIN et al,
2019) que possui estrutura de um cluster de antraciclina foram alinhadas com arquivos
MultiFasta obtidos dos clusters de aclacinomicina e cosmomicina (os clusters identificados
mais similares com o cluster de PKS 2 de BRA 006 A) e de “Galtamycin”, policetideo tipo Il
produzido pela espécie Micromonospora sp Tu6368 (tabela 7). Foi avaliada a similaridade
das ORF's com os genes destes compostos e também foi comparado o tamanho das
sequencias de aminodcidos. O objetivo seria verificar se hd embasamento para a hipdtese de
gue os genes do cluster de BRA 006 A sdo de fato genes caracteristicos de cluster do tipo PKS
2. Por ndo haver clusters de antraciclinas produzidas por espécies do género
Micromonospora sp. disponiveis nos bancos de dados consultados, utilizou-se outro
composto do tipo PKS 2, devido a importdncia de se comparar com genes de

Micromonospora sp, que poderiam ter caracteristicas exclusivas. Foi possivel observar a
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auséncia nos 3 clusters comparados com o BRA 006 A, das sequéncias supostamente
relacionadas a sintese de butiril-CoA e a utilizagdo deste no inicio da sintese da cadeia
polipeptidica, o que reforcou a hipdtese de estarem relacionadas a esta funcdo (que estaria
ausente na via biossintética dos outros compostos). Nao se observaram diferencas
pronunciadas no tamanho das sequéncias de mesma funcdo de Micromonospora sp. e
Streptomyces sp. Enquanto as fung¢Bes das ORF’s 4,642 e 45 na via biossintética

permanecem pouco esclarecidas. A figura 7 apresenta a organizacdo do cluster.

Tabela 7 Comparacado de clusters de antraciclina

ORF Fungaosuposta Localizagdo a.a n2debases Aclacinomicina Cosmomicina D Galtamycin
Streptomyces Streptomyces Micromonospora
galilaeus olidensis sp. Tu 6368
1 Oxidoredutase 5,327,920 - 521 1565 aknoX / aclO- 545 284 (ORF 55) (ndo saqW 51,32%
5,329,485 aa52,47% similar) 498 aa (fad-
binding)
2 Proteina de 5,329,549 - 287 863 acrw 284 aa cos) 30,70% id - N
membrana do 5,330,412 57,93% 77% cover - 1290
transportador nt 276 aa
ABC
3 Proteina de 5,330,409 - 332 998 acrV 345 2a 63,84% cosl 51, 61% 1485 n
ligacio ao ATP 5,331,407 nt 353 aa
do
Transportador
ABC
4 hidroxilase 5,331,695 - 273 821 aclQ 226 aa 46, N n
5,332,516 79%
5 O- 5,332,671 - 381 1145 N N n

metiltransferase 5,333,816

Continua
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Fungao suposta

Localizagdo a.a

n? de bases

Aclacinomicina
Streptomyces
galilaeus

Cosmomicina
D
Streptomyces
olidensis

68

Galtamycin
Micromonospora
sp. Tu 6368

10

KR

N,N-
dimetiltransferase
/ aminometilase

C-12 hidroxilase

Glicosiltransferase
(familia MGT)

esterase

Continua

5,333,813 -
5,334,649

278

5,334,658 -
5,335,407

249

5,335,404 -
5,336,969

521

5,337,027 - 422

5,338,295

5,338,306 - 716

5,340,456

836

749

1565

1268

2150

aclQ 226 aa
55,69%

aclP 243 aa
56,41%

aclK 440 aa
44,19%

ORF 36
50,41% 765 nt
242 aa / ORF
47 58,65%
950 nt 247 aa

ORF 46
60,04% 2044
nt 531 aa

cosgG
68,65% 1809
nt 426 aa/
cosK 43,88%
1734 nt 430
aa / ORF
43,88% 43
1658 nt 439
aa

ORF48 68%
id 41% cover
1209 nt 298
aa

saqE 29,60% 490
aa Fad-bindin

saqGT1l 45,07%
424 aa saqGT2
42,73% 443 aa
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ORF Fungdosuposta Localizagdo a.a n2de bases Aclacinomicina Cosmomicina D Galtamycin
Streptomyces Streptomyces Micromonospora
galilaeus olidensis sp. Tu 6368
11 C-10 hidroxilase 5,340,456 - 358 1076 n ORF 49 59,05% n
(rdmB) 5,341,532 1189 nt 367 aa
12 Ciclase C2-C19 5,341,581 - 145 437 aknH 144 ORF 50 79,31% n
5,342,018 66,21% 572 nt 135 aa
13 Metiltransferase 5,342,213 - 284 854 aknG 286 aa ORF 51 68,09% n
dependente de 5,343,067 68,09% 777 nt 254 aa
SAM
14 Malonyl CoA 5,343,046 - 322 968 aknF 341aa cosE 61,69% n
ACP 5,344,014 60,61% 922 nt 344 aa
transacylase
15 ACP 5,344,011 - 84 254 aknD 9laa ORF 53 - saqC 90 aa 45%
5,344,265 52,44% 48,15%223nt84 id

Continua

aa
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ORF  Fungdo suposta Localizagdo a.a n2 de bases Aclacinomicina Cosmomicina D Galtamycin
Streptomyces Streptomyces Micromonospora
galilaeus olidensis sp. Tu 6368
16 CLF/B—-KS 5,344,290 402 1208 aknC 407aa cosC 62,84% saqB 60,30% 407 aa
5,345,498 62,34% 1474 nt 414 aa
17 KS-a 5,345,495 422 1268 aknB 473aa cosB - 72,27% 70,19% 407 422aa
5,346,763 72,01% 1773 nt 422 aa
18 monoxigenase 5,346,760 101 305 aknX 122 aa cosX-11llaa- n
5,347,065 59,79% 57,29%
19 KR C9 5,347,235 261 785 aknA 261 aa ORF41-261aa saqD 69,69% 254 aa
5,348,020 75,78% -71,26%
20 aromatase 5,348,031 312 938 aknEl 450 aa ORF 40 - saqlL57,76% 314 aa
5,348,969 57,52% 56,54%

Continua
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ORF  Fungao suposta Localizagdo a.a  n2de bases Aclacinomicina Cosmomicina Galtamycin
Streptomyces D Micromonospora
galilaeus Streptomyces sp. Tu 6368
olidensis
21 KR C-7 5,349,029 - 249 749 aknA 261 aa ORF 39- 248 - n
5,349,778 31,47% 57,20%
22 Hydroxyacil-CoA 5,349,814 - 143 431 aknEl 450 aa ORF 38 (?) - n
dehydrogenase 5,350,245 43,41% 145 aa -
54,62%
23 N,N- 5,350,359 - 245 737 aclP 243 aa ORF 36 - 242 n
dimetiltransferase 5,351,096 43,47% aa-57,2%
/ aminometilase
24 GTF superfamilia 5,351,378 - 436 1310 aclK 440 aa cosgG (426) - saqGT1l 46,08%
MGT 5,352,688 62,61% 46,87% [ cosK 424 aa saqGT2
(430) - 60,42% 47,38% 443 aa
/ ORF 43 1658
-48,48%
25 GTF superfamilia 5,352,685 - 433 1301 aclK 440 aa cosgG (426) - saqGT1 45,98%
MGT 5,353,986 61,63% 46,17% [ cosK 424 aa saqGT2

Continua

(430) - 60,88%
/ ORF 43 1658
- 49,19%

43,79% 443 aa
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ORF  Fungdo Localizagdo a.a n2 de bases Aclacinomicina Cosmomicina D Galtamycin
suposta Streptomyces Streptomyces Micromonospora
galilaeus olidensis sp. Tu 6368
26 GTF 5,353,986 - 432 1298 aclK 440 aa cosgG (426) - saqGT1 43,90%
superfamilia 5,355,284 59,49% 48,61%% [/ cosK 424 aa saqGT2
MGT (430) - 55,22% / 45,79% 443 aa
ORF 43 1658 -
48,61%
27 GTF 5,355,281 - 430 1292 aclk 440 aa cosgG (426) - saqGT1 46,08%
superfamilia 5,356,573 44,16% 44,99%% [ cosK 424 aa saqGT2
MGT (430) - 42,14% / 47,38% 443 aa
ORF 43 1658 -
58,08%
28 Ativador de 5,356,570 - 367 1103 aknT 443aa cosT 28,77% n
GTF derivado 5,357,673 29,86% 83% cover 1753
de P-450 nt 416 aa
29 Regulador 5,357,754 - 251 755 acll 280 aa ORF 52 - n
transcricional 5,358,509 70,12% (ativador 67,60% 771 nt
- SARP transcricional) 39 aa
30 Enoyl-CoA- 5,358,809 - 150 452 N N n
hydratase / 5,359,261

MaoC
dehydratase

Continua
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ORF Fungao suposta Localizagdo a.a n2de bases Aclacinomicina Cosmomicina Galtamycin
Streptomyces D Micromonospora sp. Tu
galilaeus Streptomyces 6368
olidensis
31 Alnl starter unit 5,359,258 - 324 974 N N n
ketoacyl synthase 5,360,232
32 Aminotransferase 5,360,366 - 84 254 aknD 9laa N saqC 90 aa 41,98% id
5,360,620 40%
33 Aminotransferase 5,360,640 - 369 1109 aclz 369 aa ORF 35 -369 saqQ 26,85% 436 aa
5,361,749 74,25% aa-75%
34 NDP - hexose — 5,361,802 - 479 1439 aciN 450 aa ORF 34 - 481 saqS51,48% 467 aa
2,3 - desidratase 5,363,241 57,33% aa-60,68%
35 4-redutase 5,363,238 - 309 929 acIM 297 aa CosM (?) 320 saqZ3 35,53% 322 aa
5,364,167 50,50% aa-53,97% (epimerase/desidratase)

Continua
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ORF Fungao suposta Localizagdo a.a n2de bases Aclacinomicina Cosmomicina Galtamycin
Streptomyces D Micromonospora sp. Tu
galilaeus Streptomyces 6368
olidensis
36 3,5 epimerase 5,364,155 - 201 605 aclL 201 cosL 212aa saqZl38,97% 199 aa
5,364,760 65,33% 63,18%
37 Acil-CoA 5,364,776 - 401 1205 N N n
desidrogenase 5,365,981
38 Ciclase C5- 5,366,144 - 259 779 N ORF 37 259 n
C14/C3-C16 5,366,923 aa 69,55%
39 C3- 5,366,965 - 403 1211 N N n
metiltransferase 5,368,176
40 Epimerase/ 5,368,184 - 296 890 aciM 297 aa comM (?) saqZz3 34,20% 322 aa
desidratase 5,369,074 44,56% 320 aa (epimerase/desidratase)
dependente de 44,59% -

NAD

Continua
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ORF Fungao suposta Localizagdo a.a n® de Aclacinomicina Cosmomicina D Galtamycin
bases Streptomyces Streptomyces Micromonosp
galilaeus olidensis sp. Tu 6368
41 3,5 epimerase 5,369,241 - 209 629 aclL 201 aa cosL 212 aa saqZl 42,
5,369,870 43,88% 43,30% 199 aa
42 Aminotransferase 5,369,867 - 369 1109 aclz 369 aa ORF35-369aa- saqQ28,39%
5,370,976 27,93% 33,72% (69% aa
cover)
43 G-1-P-timidiltransferase 5,370,978 - 296 890 aclY 75,69% ORF 54 291 aa saqG 35,32
(rmlA) 5,371,868 70,45% 79% cover
aa
44 Excinuclease @ABC - 5,372,006 - 842 2528 N 761 (ORF 17) n
subunidade A / ABC- 5,374,534 39,86%
ATPase UvrA
45 Short-chain 5,374,581 - 274 824 aclQ 226 aa N n
dehydrogenase/redctase 5,375,405 45,95%
(KR?)
46 Flavin reductase domain 5,375,576 - 173 521 N N n
protein FMN-biding 5,376,097
47 4,6 desidratase 5,376,094 - 353 1061 N cosH 327 aa saqH 61,45%
5,377,155 60,87% aa
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5.5.1 Via Biossintética da antraciclina supostamente codificada por BRA 006 A

A seguir via biossintética potencialmente codificada pelo cluster de antraciclina do

genoma de BRA 006 A.
5.5.1.1 Formagdo da unidade iniciadora

O suposto cluster observado apresenta ORF’s similares a genes encontrados no
cluster de “alnumycin” (OJA, 2012) e “frenolicin” (TANG, 2013), que estdo relacionados a
sintese de unidade inicial de butiril-CoA. A ORF 31 (figura 8 — Ill) apresenta 68% de
similaridade em relacdo a proteina frnl da “frenolicin e a alnl da “alnumycin” e a ORF 32
(figura 8 — 1) é similar a sequencia da proteina alnJ da “alnumycin” e a frnJ da “frenolicin”
62%. A frnl apresenta funcdo semelhante a da enzima B-cetoacil-ACP sintase Il (KSIIl), que
catalisa a condensagao descarboxilativa de malonil-ACP com acetil-CoA, formando
acetoacetil-CoA, na sintese de acidos graxos (WHITE et al, 2005). A ORF 14 (figura 8 — Il)
apresenta sequéncia similar a que codifica a enzima malonil-CoA:ACP-acil-transferase (MAT),
enzima que realiza a transferéncia de grupo malonil de malonil-CoA para o braco
fosfopanteteinil da frnJ. A acdo das enzimas codificadas pelas ORF’s 14, 31 e 32, formaria
entdo uma molécula composta por um grupo de acetoacetil ligado a uma ACP de unidade
inicial similar a frnJ, esta suposta molécula sera chamada, daqui em diante de acetoacetil-
ACPi (Figura 8 — A e B). Na sintese da “frenolicin” (semelhante a de “alnumycin”), apds esta
condensacdo inicial, ocorrem passos de desidratacdo e reducdo, que geraram uma unidade
iniciadora butiril-frnJ, passos que, de acordo com Tang et al (2013), seriam realizadas por
enzimas ainda ndo identificadas, possivelmente compartilhadas com a via de sintese de
acidos graxos. No cluster em estudo ha trés ORF’s que supostamente codificariam enzimas
similares aquelas que, na biossintese de acidos graxos, formam butiril-CoA a partir de
acetoacil-CoA: a ORF 22, similar a sequéncia da 3-hidroxiacil-CoA desidrogenase, que
reduziria o oxigénio duplamente ligado ao terceiro carbono da molécula acetoacetil-ACPi, a
ORF 30 codificaria enzima similar a Enoil-CoA-hidrolase, que formaria crotonoil-ACPi a partir
de hidroxibutanoil-ACPi, com a retirada de uma molécula de H,0, e a ORF 37 estaria
relacionada a enzima similar a cotronoil-CoA redutase, que nesta reacdo formaria butiril-

ACPi, a partir da reducao do crotonoil-ACP.
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Figura 8 Formagdo da unidade iniciadora. A: Localizagdo dos genes envolvidos na Formagdao da Unidade
Iniciadora. B: Via sintética da formacdo da unidade iniciadora, sendo a: Formacdo de malonil-ACPi a partir de
malonil-CoA. MAT= malonil-CoA:ACP-acil-transferase codificada pela ORF 14. ACPi = Proteina carreadora de acil
especifica para a formacgdo da unidade iniciadora, codificada pela ORF 15; b: Formagdo de acetoacetil-ACPi a
partir de malonil-ACPi e acetil-CoA; c: Formagao de butiril-ACPi a partir de acetoacetil-ACPi.

5.5.1.2 Formagdo da cadeia de 8-cetoacil

O butiril-ACPi formado se ligaria ao grupo cisteina do complexo KS-CLF, através de
uma ligacdo tioéster. Na sintese de “alnumycin” ha a troca do grupo ACPi por uma ACP de
PKS minimo, catalisada pela enzima zhuC, uma MAT especifica, que atua apenas neste passo.
Como ndo foi encontrada ORF com sequéncia similar ao gene de zhuC, supde-se que ocorra
esta ligacdo tioéster direta, formando KS-CLF-butiril (Figura 9 — I). A cetossintase seria

codificada pelo gene da ORF 17, e a CLF pelo gene da ORF 16 (Figura 9 —Il) (Tang et al, 2004).

Ocorreria entdo a condensacdo do butiril e 9 acetatos, obtidos a partir de malonil-
CoA, carreadas por uma ACP de PKS minimo, a qual seria codificada pelo gene da ORF
15(Figura 9 — ll), formando um decacetideo de 22 carbonos. As condensac¢des seriam

catalisadas pela atividade do complexo KS-CLF (figura 6, | e Il). (TANG et al, 2003)
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Figura 9 Formagdo da cadeia de B-cetoacil. A: localizagao, no cluster, dos genes envolvidos na formagdo da
cadeia de B-cetoacil. B: via sintética da cadeia de B-cetoacil.

5.5.1.3 Formagdo da aglicona

O proximo passo é a reducao do carbono 9 do decacetideo, que inicia-se pela acdo de
cetorredutase, supostamente codificada pela ORF 19 (Figura 10 — 1), que apresenta 75,78%
de similaridade com aknA de Streptomyces galilaeus, enzima que apresenta esta funcdo na
via biossintética da aclacinomicina. O grupo OH entdo ligado ao carbono 9 e o ligado ao
carbono 7 sdo retirados pela acdo de desidratacdo da aromatase que seria codificada pela
ORF 20 (Figura 10 — 1), que tem similaridade de 58,88% com a dpsF da daunorrubicina,
composto produzido por bactérias da espécie Streptomyces peucetius. A ciclase que seria
codificada pelo gene da ORF 38 (Figura 10 — Ill) realizaria o fechamento do segundo e do
terceiro anel. ORF 38 tem similaridade de 78,76% com Arm3, ciclase do composto
“arimetamycin A” de uma bactéria ndo cultivada, e apresenta trecho com alta similaridade
com a regido conservada tipica de enzimas do tipo ciclase. A ORF 18 realizaria a oxigenacao
do carbono 12 (Figura 9 — IV), tal qual a enzima aknX na via biossintética da aclacinomicina

(RATY et al, 2002)

O grupo carboxila da estrutura resultante seria esterificado por uma O-
metiltransferase codificada pela ORF 13 (figura 10 — V), que tem similaridade de 68,8% com
a aknG da aclacinomicina, que desempenha esta funcdo. O substrato metilado resultante

sofre entdo a acdo de uma ciclase, codificada pela ORF 12 (figura 10 — VI), uma “acid methyl
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Ester cyclase”, que tem 66,21% de identidade em relacdo a ciclase aknH S. galilaeus, e

realiza o fechamento do quarto anel da aglicona. (NIEMI;MANTSALA, 1995)

Uma redutase, analoga a aknU da sintese de aclacinomicina, codificada pelo gene da
ORF 21 (figura 10 — VII) , catalisaria a reducdo do grupo ceto carbono 7 da estrutura
semelhante a aclavicetona formada no passo anterior, formando uma molécula similar a

aclavinona.
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Figura 10 Formacdo da aglicona. A: localizagdo, no cluster, dos genes envolvidos na formagdo da aglicona. B: via

sintética da formacgdo da aglicona.

5.5.1.4 Modifica¢do da aglicona

Ao carbono 11 é adicionado um grupo hidroxil, pela acdo da enzima codificada pela
ORF 8 (Figura 11 — 1), que tem 61,08% de similaridade com a rdmE, da via biossintética da

rodomicina. A partir dai, o C7 sofreria acdo de glicosil-transferase (figura 11 — II). A ORF 9,
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que codificaria uma glicosiltransferase, estd ao lado da ORF 10 que apresenta 47% de
similaridade com as sequencias de aknT e cosT, relacionadas ao fator de ativacdao das
glicosiltransferase e, de acordo busca realizada com BLASTp, apresenta os dominios tipicos
deste tipo de sequencia. J4 as ORF's 24,25,26 e 27, que também codificam para
glicosiltransferase, estdo adjacentes a ORF 28 que, como dito anteriormente, certamente
nao codificaria o ativador de glicosiltansferase, pois aparentemente a sequencia esta
incompleta, ndo apresentando o dominio completo de ativador de glicosiltransferase.
Supde-se, entdo que apenas a glicosiltransferase codificada pela ORF 9 seria sintetizada e,

certamente apenas um agucar seria ligado a aglicona.

A

Figura 11 Modificacdo da aglicona. A: localizagdo, no cluster, dos genes envolvidos na modificacdo da aglicona.

B: via sintética da modificagdo da aglicona.

5.5.1.5 Ativadores de Glicosiltransferase

A ORF 28 apresenta apenas 29,86% de similaridade com aknT e 28,77% com cosT

com apenas 83% de cobertura. Ndo apresenta similaridade significativa com outras
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sequéncias de ativadores de glicosiltransferase, e possuiria apenas 367 aminodcidos,
enquanto todas sequencias descritas observadas possuem mais de 400 aminoacidos. aknT
possui 443 aminoacios e cosT possui 416. Isto poderia ser indicio de falha no
sequenciamento e montagem das sequéncias, ou de mutacdo deste gene. Nesta ultima
hipotese, certamente as GTF's codficadas pelas ORF's 24, 25, 26 e 27 nao ficariam ativas. A
ORF 10, porém, apresenta sequencia com 47% de similaridade em relagdao aos fatores de
ativacdo de GTF aknT e cosT e apresenta os dominios conservados tipicos do grupo,
aparentemente integros (de acordo com o observado pela busca com BLASTp), o que

indicaria que a GTF codificada pela ORF 9 poderia ser ativada.

5.5.1.6 Formagdo de dedxi-agucares

A ORF 43 codifica a enzima glicose-1-P-timidiltransferae (TTP), que ativa a glicose-1-P
através da transferéncia de uma timidina di-fosfato ao C1 (figura 12 — I). Posteriormente,
sobre o agucar ativado, age a enzima NDP-hexose-4,6-dehidratase, codificada pelo gene da
ORF 47, formando o agucar TDP-4-ceto-6-desoxi-D-glicose (figura 12 — Il). A partir deste
aculcar a via pode seguir por dois caminhos diferentes, no primeiro uma dTDP-6-deoxi-d-xilo-
4-hexulose-3,5-epimerase analoga a rmlC (que poderia ser codificada tanto pela ORF 36
como pela 41) que promove acdo de epimerase nos carbonos das posicées 5 e 3 do anel de
acucar (figura 12 — Ill), formando uma TDP-4-ceto-6-desoxi-D-manose, como descrito por
GIRAUD et a (2000). A ORF 35 apresenta alguma similaridade com sequencia codificadora de
4-redutase (28,89% de identidade, mas apenas 52% de cobertura). Caso seja codificada
realmente esta enzima, ela agiria sobre a TDP-4-ceto-6-desoxi-D-manose, com atividade de
reducdo, adicionando um hidrogénio ao oxigénio ligado ao carbono 4 (figura 12 — IV). O
Segundo caminho possivel a partir da TDP-4-ceto-6-desoxi-D-glicose, prosseguiria com a
acdo da enzima NDP-hexose-2,3-dehidratase, codificada pela ORF 34, que retira um hidroxila
do carbono 2 e um hidrogénio do carbono 3, liberando uma molécula de dgua (figura 12 -
V). Posteriormente haveria novamente duas possibilidades de vias: em um caso, ocorreria a
acdo da aminotransferase codificada pela ORF 33 (figura 12 — VI), as aminometilases
relacionadas as ORF’s 7 e 23 (figura 11 — VII), a 3,5-epimerase codificada pela ORF 36 ou 41
(figura 12 — VIII) e da 4-redutase, codificada pelo gene da ORF 35 (figura 12 — IX), formando-
se uma TDP-L-megosamina. Na outra possibilidade, haveria a acdo da 4 redutase (ORF 35)

(figura 12 -X), posteriormente da aminotransferase (ORF 42) (figura 12 — XI) e, por fim, das
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aminometilases (ORF’'s 7 e 23), gerando a TDp-D-angolosamina (figura 12 — XII). A ORF 5
codificaria uma C2-O-metiltransferase (figura 12 — Xlll), e a ORf 39 uma C3-metiltransferase
(figura 12 — XIV), estas enzimas poderiam agir sobre os aglcares formados, adicionando

grupos metil.
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Figura 12 Formacdo de didxiagucares. A: localizagdo, no cluster, dos genes envolvidos na formagao de
didxiagucares. B: via sintética da formacgdo de didxiagucares.

5.6 Confirmacdo do cluster unico através de PCR

A sequéncia obtida apds a analise de sintenia utilizando o software Medusa gerou
Scaffold com algumas regides indefinidas que, na montagem eram preenchidas com letras
“n”, o que ocorreu entre os dois trechos do suposto cluster de PKS tipo Il. Além disso, foi
observado a presenca de erros de leituras nas extremidades convergentes dos dois trechos
(havia repeticdo de trechos da sequéncia). Para solucionar a questdo, determinando a
sequéncia completa e confirmar a unido dos dois trechos no genoma, formando um cluster
Unico de antraciclina, se desenharam primers para as extremidades dos dois trechos, de

modo a cobrir a drea da ligacdo entre eles e procedeu-se a amplificacdo do trecho através de
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PCR. Foi necessario deletar trechos repetidos da sequencia para, a partir do que seria
sequéncia correta, desenhar os primers. Os amplicons obtidos através da PCR foram
sequenciados pelo método de Sanger. As sequéncias obtida foram alinhada através do
programa Clustaw na plataforma Geneious 7.1.9 com a sequéncia do genoma de BRA 006 A,
com o scaffold obtido apds a andlise de sintenia. O alinhamento completo entre as
sequencias demonstra a contiguidade entre as duas sequencias obtidas inicialmente em
contigs separados e corrobora os resultados da andlise de sintenia e a posterior correcao
realizada no trecho de ligacdo entre as duas sequencias (sequencias repetidas apagadas),
Comprova-se, assim, a presencga de cluster Unico e completo de antraciclina no genoma de

BRA 006 A.

Com base no observado neste trabalho, a cepa BRA 006 A pertence ao género
Micromonospora sp , e na classificacdo proposta por Carro et al (2018), pertenceria ao grupo
la. Com base nos resultados da arvore fenética, construida a partir de MLSA, supde-se que se
trata de uma espécie ainda nao identificada, cuja cepa conhecida mais proxima é
Micromonospora tulbaghiae DMS45142. Trabalho posterior para identificacdo da espécie
necessitaria de outros experimentos padrdo para identificacdo, como a analise de acidos
graxos de parede. A analise dos metabdlitos secundarios indicou a presenca de clusters de
compostos que pertencem a grupos de interesses farmacolégicos, os quais poderiam ser
futuramente explorados, como o cluster do tipo PKS | que apresenta similaridade com 44%
dos genes do cluster de “Stambomycin”. Foi identificado, apds experimentos para
confirmacdo, a presenca de cluster completo de uma antraciclina ainda nao identificada.
Pelo menos uma das GTF’s do cluster seria ativa, e ha genes para producdo de pelo menos 3
tipos diferentes de aglcares metilados. A aglicona da antraciclina supostamente produzida
seria semelhante ao observado nos complexos isolados por Souza et al (2013). Ou seja,
ergue-se a hipotese de que no trabalho citado houve quebra dos acucares laterais da
antraciclina produzida, por isso foram identificadas apenas agliconas. E necessario novo
procedimento para isolar a antraciclina e, posteriormente, realizar testes de atividade

antitumoral e outros testes de atividade bioldgica.
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6 CONCLUSAO

- ldentificou-se através das diversas ferramentas de bioinformatica utilizadas, um
cluster completo de antraciclina.

- A antraciclina potencialmente codificada apresenta estrutura ainda ndo encontrada
na literatura. Das estruturas com mesma unidade iniciadora, nenhuma das descritas
anteriormente apresentam 4 anéis.

- Os acucares apresentam padrdo de metilagdo também ndo encontrado em
estruturas descritas.

- BRA 006 A apresenta genoma com caracetisticas tipicas de Micromonospora sp.
como tamanho do genoma (aproximadamente 6,73 Mbp) e conteddo GC (73%) dentro da
média do género e presenca de cluster de metabdlitos secunddarios sempre encontrados em
genomas de representantes do grupo como “sioxanthin”, “alkyl-o-
dihydrogeranylmethohydroquinone” e “lymphostin”. Com base nos resultados da arvore
fenética, construida a partir de MLSA, supde-se que se trata de uma espécie ainda nao
identificada, cuja cepa conhecida mais préxima é Micromonospora tulbaghiae DMS45142 e
as caracteristicas do genoma corroboram os resultados da darvore, estando dentro dos
valores médios do subgrupo.

- Além do cluster de antraciclina, foram encontrados outros clusters com potencial
interesse para a investigacdo de moléculas de interesse farmacoldgico, como clusters de
lantipeptideo, bacteriocinas, terpenos NRPS’s e PKS’s do tipo | e lll.
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