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RESUMO

LEITE, V. M. B. Caracterizacdo da producdo de moléculas antitumorais por
Streptomyces sp. BRBO081, guiada por mineragcdo gendmica. 2022. 60 p.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias, Departamento de Microbiologia) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&do Paulo, 2022.

Ha quase um século, metabdlitos secundarios microbianos tém sido ponto de
partida para o desenvolvimento de farmacos, e o género Streptomyces, do filo
Actinobacteria, destaca-se como a mais proeminente fonte de bioativos. Embora
amplamente estudado, o conhecimento sobre sua diversidade metabdlica ndo foi
exaurido e muitas novas moléculas continuam a ser descobertas a partir deste taxon.
A literatura relata a citotoxicidade do extrato de Streptomyces sp. BRB0O81 contra a
linhagem celular HCT-116, atribuindo-a sobretudo as surugamidas, bem como a uma
profusdo de outras moléculas ndo identificadas por abordagens metabolémicas.
Empregando a mineracdo gendmica, pois, este trabalho teve como objetivo
caracterizar mais profundamente o repertério metabdlico deste isolado marinho para
a biossintese de antitumorais. O DNA gendémico de Streptomyces sp. BRB081 foi
sequenciado (lllumina HiSeq System) e um pipeline de montagem foi executado
através das plataformas Geneious R11, MEGA X, MeDuSa 1.6 e gVolante 1.2.1. O
software AntiSMASH 5.0 foi utilizado para a anotacdo de agrupamentos génicos
biossintéticos (BGCs). Como resultado, 27 BGCs foram anotados, sendo 4 destes
associados a desferrioxaminas, surugamidas, ectoina e sibiromicina, bioativos
antitumorais. Este € o primeiro relato da biossintese de sibiromicina por Streptomyces.
Por meio de uma rede de similaridade de sequéncias (SSN) e de diagramas de
vizinhanca do genoma (GNDs), localizamos este agrupamento putativo em outros 11
membros da classe Actinomycetia. Diversos outros BGCs fracamente compativeis a
agrupamentos génicos conhecidos foram identificados em BRB081, e muito
possivelmente codificam vias ainda n&o descritas. Nossos resultados demonstram a
relevancia da incorporacdo de analises gendmicas a triagem de produtos naturais,
sobrepujando reveses como a dependéncia das condi¢des de cultivo e extracao. Além
disso, descrevemos um genoma bacteriano notadamente especializado na producéo
de moléculas com atividade antitumoral, o que assevera as condigdes encontradas

em ambientes marinhos como catalisadoras da producao de metabdlitos citotoxicos.
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ABSTRACT

LEITE, V. M. B. Characterization of antitumor molecules production by
Streptomyces sp. BRB081, guided by genome mining. 2022. 60 p. Master thesis
(Microbiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Séo
Paulo, 2022.

For almost a century, microbial secondary metabolites have been the starting
point for drug development, and the genus Streptomyces, from the phylum
Actinobacteria, stands out as the most prominent source of bioactives. Although widely
studied, knowledge about its metabolic diversity has not been exhausted and many
new molecules continue to be discovered from this taxon. The literature reports the
cytotoxicity of Streptomyces sp. BRB081 against the HCT-116 cell line, attributing it
mainly to surugamides, as well as a profusion of other molecules not identified by
metabolomics approaches. Employing genome mining, therefore, this work aimed to
characterize in more detail the metabolic repertoire of this marine isolate for the
biosynthesis of antitumors. The genomic DNA of Streptomyces sp. BRB081 was
sequenced (lllumina HiSeq System) and an assembly pipeline was run through
Geneious R11, MEGA X, MeDuSa 1.6 and gVolante 1.2.1 platforms. AntiSMASH 5.0
software was used to annotate biosynthetic gene clusters (BGCs). As a result, 27
BGCs were noted, 4 of which were associated with desferrioxamines, surugamides,
ectoine and sibiromycin, antitumor bioactives. This is the first report of sibiromycin
biosynthesis by Streptomyces. Using a sequence similarity network (SSN) and
genome neighborhood diagrams (GNDs), we located this putative cluster in 11 other
members of the Actinomycetia class. Several other BGCs that are weakly compatible
with known gene clusters were identified in BRB081, and quite possibly encode
pathways not yet described. Our results demonstrate the relevance of incorporating
genomic analysis into the screening of natural products, overcoming setbacks such as
dependence on cultivation and extraction conditions. Furthermore, we describe a
bacterial genome notably specialized in the production of molecules with antitumor
activity, which asserts the conditions found in marine environments as catalysts for the

production of cytotoxic metabolites.

Keywords: Streptomyces. Genome Mining. Antitumors.



INTRODUCAO

Definido como um conjunto de mais de cem condi¢des clinicas marcadas pelo
crescimento desordenado de células (INCA, 2020), o cancer € uma das principais
causas de morte no mundo e esta associado a quase uma em cada seis ocorréncias
de 6bito (WHO, 2022). Limitac6es encontradas na abordagem quimioterapica - a alta
toxicidade ndo seletiva dos compostos antineoplasicos e a resisténcia celular a
multiplas drogas (MDR) - contribuem consideravelmente para estes numeros e
substanciam, também, a busca por moléculas antitumorais inéditas.

Ha quase um século, metabdlitos secundarios de origem bacteriana tém sido o
ponto de partida para o desenvolvimento de farmacos e, dentre o pequeno namero de
taxons responsaveis pela enorme quantidade de moléculas relatadas, o género
Streptomyces, do filo Actinobacteria, destaca-se como a mais proeminente fonte
microbiana de bioativos. Sozinho, este género € responsavel por mais da metade de
todos os antibiéticos em uso clinico e por imunomoduladores, antifungicos, antivirais,
antiparasitarios e antitumorais (ZHAO et al., 2019).

Embora o estudo de estreptomicetos terrestres tenha se difundido
expressivamente jA em 1940 (LEWIS, 2013), ainda hoje, muitas novas moléculas
continuam sendo descobertas a partir de Streptomyces, especialmente através da
bioprospec¢édo de nichos subexplorados. Desde os anos 70, com o advento de
técnicas e equipamentos de mergulho mais seguros, a amostragem de microbiomas
marinhos foi favorecida (NEWMAN & CRAGG, 2016) e uma vasta lista de antitumorais
tem sido creditada a estreptomicetos residentes em mares e oceanos (GOMATHI &
GOTHANDAM, 2016; BUSI & PATTNAIK, 2018).

Em resposta a complexa combinacdo de condicbes encontradas nestes
ambientes, 0s microrganismos marinhos desenvolveram muitas estratégias de
sobrevivéncia para colonizar peixes, moluscos, esponjas, algas, manguezais, agua e
sedimentos. Essas estratégias se traduziram em capacidades metabolicas Unicas
(HUTCHINGS & FU, 2017; YANG et al., 2020) e estima-se que sua natureza sem
precedentes represente um recurso promissor contra a MDR (NIGAM et al., 2019).

Recentemente, Tangerina et al. (2020) utilizaram abordagens metabolomicas
para descrever o potencial anticancer do extrato bruto de Streptomyces sp. BRB081,
isolada de sedimentos coletados na Praia do Aracd, litoral norte do estado de Sao

Paulo. A citotoxicidade demonstrada contra a linhagem celular de adenocarcinoma de



c6lon (HCT-116 ATCC CCL-247) foi, sobretudo, atribuida a presenca de surugamidas,
mas também a uma profuséo de outras moléculas néo identificadas.

A mineracdo gendmica € uma competente abordagem para a triagem de
produtos naturais e elucidacdo de suas vias metabdlicas, chegando, por vezes, a
identificacdo dos seus produtos finais, ainda que sejam biossintetizados em
guantidades minimas ou indetectaveis. A notabilidade deste método se deve, entre
outros motivos, a precisdo independente de expressdo génica e de condi¢cbes de
cultivo e extracdo, variaveis determinantes para a validez dos dados gerados por
técnicas de metabolomica.

Deste modo, o presente trabalho apresentou como objetivo geral caracterizar o
potencial metabdlico secundario do isolado BRB081 para a biossintese de bioativos
antitumorais, empregando a mineragcdo gendmica como principal abordagem.
Consistiam em objetivos especificos (i) a montagem do draft deste genoma, (ii) a
localizacdo e a descricdo de agrupamentos génicos associados a biossintese de
antitumorais, e (iii) a identificacdo de moléculas potencialmente biossintetizadas e n&o
demonstradas por Tangerina et al. (2020), cuja atividade pode concorrer a

citotoxicidade relatada.

CONCLUSOES

A busca por bioativos antitumorais derivados de microbiomas marinhos vem
agregando dados muito interessantes a literatura. Os metabdlitos produzidos em
resposta ao estresse por infecc¢des virais, por exemplo, demonstram a capacidade de
mediar atividades inibitorias especificas em alguns processos celulares chave,
incluindo vias de apoptose, angiogénese e migracao (HE et al., 2009).

A triagem metabolémica de Streptomyces sp. BRB081 revelou a biossintese de
surugamidas e de alguns outros metabdlitos citotoxicos, possivelmente responsaveis
pela elevada atividade antitumoral desse extrato, observada in vitro contra células
humanas de adenocarcinoma de colon (TANGERINA et al., 2020). No presente
trabalho, propondo a mineragdo gendmica como principal abordagem, alcancamos
uma compreensao mais profunda sobre este repertorio biossintético.

A montagem de um draft gendmico para Streptomyces sp. BRB081 consistiu
em uma importante etapa de pré-analise. De acordo com Lee et al. (2020), mais de
86% dos 1.614 genomas de estreptomicetos depositados no NCBI Assembly, até



dezembro de 2019, continham multiplos contigs fragmentados ou sequéncias
ambiguas, sendo este o principal obstaculo para a obtencdo de informacdes
gendmicas confiaveis. A producdo de um conjunto de dados de alta qualidade foi
fundamental para que nossos resultados subsequentes fossem suficientemente
informativos e estivessem isentos de ruidos.

Embora categorizar este genoma a nivel de espécie ndo tenha sido um dos
NOssos objetivos, a analise fenética conduzida como parte da montagem nos forneceu
fortes evidéncias de que BRB081 pertence a Streptomyces rutgersensis. Este indicio
foi corroborado pela distribuicdo quase idéntica de BGCs nos genomas de BRB081 e
S. rutgersensis NBH77, isolada do solo desértico da Antartida (BENDAUD et al.,
2021). Como demonstrado por Vicente et al. (2018) e Sottorff et al. (2019), cepas de
Streptomyces filogeneticamente muito proximas, mas geograficamente distantes,
podem apresentar perfis metabdlicos secundarios distintos.

Ao minerar agrupamentos de genes biossintéticos no genoma recém-montado,
localizamos 27 BGCs distribuidos em 21 regides do cromossomo. Diversas moléculas
previstas como produtos das vias identificadas eram comuns ao género e, duas
destas, com atividade antitumoral - surugamidas e desferrioxaminas -, foram também
relatadas por Tangerina et al. (2020). Duas outras, conquanto, ndo foram reportadas
no trabalho supracitado.

A ectoina, um soluto de baixo peso molecular, € amplamente produzida por
Streptomyces (NICAULT et al., 2020; JACKSON et al., 2018) e representa um atributo
de sobrevivéncia ao meio abidtico. Sua atividade antitumoral é conhecida in vitro
(SHAIKHPOUR et al., 2019), embora este conhecimento seja ainda incipiente. A
sibiromicina, por sua vez, possui uma potente atividade citotoxica extensamente
estudada (HURLEY et al., 1977; HURLEY & THURSTON, 1984) e, curiosamente,
nunca havia sido descrita a partir de outro produtor além da actinobactéria terrestre
Streptosporangium sibiricum.

Dispondo de robustas evidéncias gendmicas para a biossintese desta molécula
por BRB081, os extratos de cultura deste isolado foram novamente analisados pelo
Laboratério de Fitoquimica do Instituto de Biociéncias/ USP. Nossos dados foram
validados pela analise por HPLC-MS/MS, que apontou a presenca dos ions da prépria
sibiromicina, bem como das suas formas imina e metoxilato. Em analises quimicas,
compostos de baixo rendimento, mesmo com alta atividade biolégica, podem ser

suprimidos por outros componentes principais do extrato. Acreditamos que este possa



ser o motivo pelo qual a sibiromicina e seus analogos nao foram detectados no
trabalho de Tangerina et al. (2020).

Aqui, reportamos pela primeira vez a presenca de um BGC de sibiromicina em
Streptomyces, cuja expressao foi quimicamente comprovada. Além disso, atraves de
uma rede de similaridade de sequéncias (SSN) e de diagramas de vizinhanca do
genoma (GNDs), evidenciamos in silico a distribuicdo deste agrupamento génico em
outros onze genomas da classe Actinomycetia, do filo Actinobacteria.

Os microrganismos que abrigam o BGC putativo de sibiromicina foram isolados
principalmente do solo ou associam-se a insetos, porém, esse grupo também inclui
espécies isoladas de liguens (Streptomyces uncialis), fontes termais (Streptomyces
calidiresistens) e esponjas marinhas (Actinomadura craniellae). Como ndo ha um
padrdo evidente entre estes nichos, ndo esta claro a quais caracteristicas ambientais
responde a expressao desse BGC. Contudo, nossos dados demonstram que, para
além do potencial ja descoberto em actinobactérias, muito € ainda desconhecido.

Embora tenhamos obtido este significativo resultado, sabemos que a
sibiromicina ndo comp&e o0 grupo de compostos citotdxicos nao identificados por
Tangerina et al. (2020), uma vez que, apesar de desconhecidas, estas moléculas
foram detectadas e agrupadas através da plataforma GNPS (Global Natural Products
Social Molecular Networking), ao contrario da sibiromicina.

Além de identificar metabdlitos antitumorais seguramente biossintetizados por
Streptomyces sp. BRB081 (ID = 85%), n&o obstante, nossos dados de mineragdo
compreendem uma série de BGCs fracamente relacionados a agrupamentos
experimentalmente caracterizados e que, dessemelhantes da informagao contida em
bancos de dados quimicos e gendmicos, podem tratar-se de estruturas inéditas.

Por exemplo, a existéncia de um BGC hibrido LAP-tiopeptideo (Regido 11,
Tabela 5) é incomum, embora ja tenha sido apontada in silico em alguns genomas de
Streptomyces (ALMEIDA et al., 2019). LAPs (peptideos lineares contendo azolina) e
tiopeptideos sdo duas classes de peptideos ribossomais modificados poés-
traducionalmente (RiPPs). Tendo em vista que os RiPPs sdo moléculas
biologicamente ativas e que poucos LAPs foram descritos a partir de estreptomicetos,
0 produto desta via combinada pode ser melhor investigado.

Da mesma maneira, dois BGCs adjacentes de bacteriocinas (Regides 5 e 6,
Tabela 5) requerem estudos mais detalhados. Tratam-se de agrupamentos génicos

sem similaridade a quaisquer BGCs de mesmo tipo e, portanto, sem produtos



previstos. Estas regifes, no entanto, sdo compartilhados por uma série de outras
Streptomyces spp. (Apéndice D). A atividade anticancer de bacteriocinas é relatada
desde a década de 70 e a sua citotoxicidade seletiva direciona pesquisas focadas em
aplicacao terapéutica (KAMARAJAN et al., 2015; BAINDARA et al.; 2018).

Nossos resultados asseveram a relevancia da incorporacdo de analises
gendmicas em programas de triagem de produtos naturais. As perspectivas criadas
por este trabalho incluem o uso de elicitores ou sistemas de expressao heterdlogos
para aumentar a producdo de metabdlitos de baixo rendimento ndo detectados,
combinando uma abordagem gendmica e metabolémica para elucidar a diversidade

guimica deste isolado.
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