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RESUMO

A resisténcia antimicrobiana (RAM) ¢ um problema que se agrava a cada dia. O mal uso de
antibioticos, assim como seu descarte incorreto no ambiente, uso excessivo na pecudria, €
controle clinico insuficiente de infec¢des criam diversas pressdes de sele¢do que influenciam
a adaptacdo das bactérias. Dessa forma, com o passar do tempo, os patdégenos tém ficado cada
vez mais resistentes as drogas que conhecemos, compartilhando genes de resisténcia por
transferéncia horizontal e nos encaminhando para uma era onde infecgdes bacterianas voltarao
a ser a maior causa de mortes no mundo. A principal fonte conhecida de antibidticos sdo as
actinobactérias, responsaveis por sintetizar a maior parte das drogas em uso atualmente, assim
como os precursores das drogas sintéticas. Por serem microrganismos ubiquos, pode-se
encontrar actinobactérias no solo, em sedimentos, em associa¢ao a plantas e a animais, tanto
vertebrados quanto invertebrados. Diante disso, este trabalho propos o isolamento e
caracterizagdo de actinobactérias do intestino do camardo-branco-do-pacifico, Penaeus
vannamei, um nicho até entdo inexplorado, e avaliou sua capacidade de inibir patogenos de
relevancia clinica. O isolamento ocorreu a partir de uma diluicdo seriada do intestino
macerado em solugdo salina seguido pelo spread plate nos meios SCA, GLM e Kiister,
seguido por purificagdo em meio ISP2. As actinobactérias foram caracterizadas quanto a cor
do micélio aéreo e reverso, € a morfologia das cadeias de esporos, para entdo serem
submetidas ao teste de atividade antimicrobiana contra sete patdgenos pelo método do cross
streak. Dos 109 isolados, 24 apresentaram caracteristicas morfoldgicas de actinobactérias e
foram selecionados para compor a cole¢ao “Shrimp Gut Actinobacteria” (SGA), apresentando
cores de micélio como verde, laranja, amarelo e cinza. Quanto a morfologia das cadeias de
esporos, 58,3% da colecdo apresentou morfologia flexibilis, 16,6% retinaculum-apertum e
16,6% rectus. Em quatro isolados ndo foi observada a formagdo de filamentos, com a
micromorfologia sendo cocoide e bacilar. Nenhum isolado apresentou a morfologia spira,
classica de Streptomyces, o que pode indicar uma presenca significativa de géneros de
actinobactérias raras. Dos 16 isolados escolhidas quanto a morfologia para o teste do cross
streak, cinco apresentaram atividade inibitoria sobre microrganismos patogénicos, com
destaque para a SGA-18, que inibiu todas as bactérias indicadoras e foi a unica a inibir
Salmonella enterica e Klebsiella pneumoniae, € SGA-05, que inibiu cinco indicadoras. Esse ¢
o primeiro trabalho a isolar actinobactérias simbidticas de camardo e um dos primeiros a
isold-las de crustaceos e testar seu potencial biotecnologico. O potencial inibitério desses

isolados atesta a capacidade de actinobactérias inibirem tanto bactérias Gram-positivas quanto



Gram-negativas e evidenciam o potencial das actinobactérias como produtoras metabolitos
antimicrobianos, criando oportunidades para pesquisas futuras envolvendo a purificagdo e
caracterizacdo desses compostos visando o desenvolvimento de bioprodutos, além de outras
pesquisas se aprofundando no potencial biotecnoldgico da colegdo SGA, como producao de

enzimas e pigmentos.

Palavras-chave: Streptomyces; resisténcia a antimicrobianos; isolamento de actinobactérias;
microbiota.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance (AMR) is a problem that is becoming more serious every day.
Misuse of antibiotics, as well as their incorrect disposal in the environment, excessive use in
livestock farming, and inadequate clinical control of infections create several selection
pressures that influence the adaptation of bacteria. Thus, over time, pathogens have become
increasingly resistant to the drugs we know, sharing resistance genes through horizontal
transfer, leading us to an era where bacterial infections will once again be the leading cause of
death in the world. The main known source of antibiotics is actinobacteria, which are
responsible for synthesizing most of the drugs currently in use, as well as precursors of
synthetic drugs. Since they are ubiquitous microorganisms, actinobacteria can be found in soil,
sediments, and in association with plants and animals, both vertebrates and invertebrates.
Therefore, this study proposed the isolation and characterization of actinobacteria from the
intestine of the Pacific white shrimp Penaeus vannamei, a previously unexplored niche, and
evaluated their ability to inhibit pathogens of clinical relevance. The isolation occurred from a
serial dilution of the macerated intestine in saline solution followed by a spread plate in SCA,
GLM, and Kiister media, followed by purification in ISP2 medium. The actinobacteria were
characterized according to the color of the aerial and reverse mycelium, and the morphology
of the spore chains, and then subjected to the antimicrobial activity test against seven
pathogens by the cross-streak method. Of the 109 isolates, 24 presented morphological
characteristics of actinobacteria and were selected to compose the ‘Shrimp Gut
Actinobacteria’ (SGA) collection, presenting mycelium colors such as green, orange, yellow
and gray. Regarding the morphology of the spore chains, 58.3% of the collection presented
flexibilis morphology, 16.6% retinaculum-apertum and 16.6% rectus. In four isolates,
filament formation was not observed, with the micromorphology being coccoid and bacillary.
None of the isolates presented the classic Streptomyces’ spira morphology, which may
indicate a significant presence of rare actinobacteria genera. Of the 16 isolates chosen for the
cross-streak test according to their morphology, five presented inhibitory activity against
pathogenic microorganisms, with an emphasis on SGA-18, which inhibited all indicator
bacteria and was the only one to inhibit Salmonella enterica and Klebsiella pneumoniae, and
SGA-05, which inhibited five indicator bacteria. This is the first work to isolate symbiotic
actinobacteria from shrimp and one of the first to isolate them from crustaceans and test their
biotechnological potential. The inhibitory potential of these isolates attests to the ability of

actinobacteria to inhibit both Gram-positive and Gram-negative bacteria and highlights the



potential of actinobacteria as producers of antimicrobial metabolites, creating opportunities
for future research involving the purification and characterization of these compounds aiming
at the development of bioproducts, in addition to other research delving into the
biotechnological potential of the SGA collection, such as the production of enzymes and

pigments.

Keywords: Streptomyces; antimicrobial resistance; actinobacteria isolation; microbiota.
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1 INTRODUCAO

Apesar de ter comecado a causar uma preocupacao cada vez maior apenas no final do
século XX (File, 1999), a resisténcia a antimicrobianos (RAM) ¢ um fendmeno que ocorre ha
milhdes de anos, antes mesmo do homem comecar a investigar e compreender o que ¢ uma
bactéria. Bactérias isoladas do permafrost e datadas de 30 mil anos atrds ja apresentavam
resisténcia a vancomicina, € mais recentemente, Staphylococcus aureus tem mostrado
resisténcia a penicilina desde que Fleming a descobriu no século XX (Morrison; Zembower,
2020). Na década de 1940, a penicilina era um antibidtico excepcional, o que levou a seu uso
indiscriminado para tratar as mais diversas infec¢des. Contudo, isso causou a gradual redugdo
de sua eficiéncia devido a adaptagdo das bactérias (Abushaheen et al., 2020). Segundo a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), RAM ¢ um fenomeno que ocorre quando
microrganismos (bactérias, fungos, parasitas, etc.) deixam de responder a drogas
antimicrobianas. Dessa forma, esses agentes se tornam ineficazes e as infecgdes se tornam
cada vez mais graves (Organizagdo, 2023).

O desenvolvimento de RAM ¢ uma forma de resposta de fungos, bactérias e virus a
administracdo dessas drogas, o que leva a sua gradual perda de eficiéncia. Ao mesmo tempo
que a taxa de descobrimento de novos antibidticos ndo acompanha o aumento em escala
global da RAM, os patdogenos resistentes sdo cada vez mais selecionados pelo uso
desnecessario e indiscriminado de antimicrobianos. Esse fendmeno aumenta seu perigo e
compromete o sistema imunoldgico de pacientes vulneraveis como aqueles em quimioterapia,
tratamento contra HI'V, malaria e outras doengas (Zhu; Huang; Yang, 2022).

Um exemplo € o uso indiscriminado de antibidticos durante a pandemia de COVID-19.
Infecgdes respiratdrias como influenza, doenga pneumococica e tuberculose apresentaram
uma redugdo em suas taxas devido as medidas de profilaxia da COVID, porém a semelhanca
sintomdtica da infeccdo do SARS-CoV-2 com doengas respiratorias bacterianas como
pneumonia, a falta de medicamentos especificos e a alta taxa de co-infec¢do bacteriana e
fngica levou a aplicacdo de varios antibidticos de amplo espectro nesses pacientes. O
resultado € que a taxa de Enterobacterales resistentes a carbapenémicos subiu de 6,7% em
2019 para 50% em abril de 2020. Fendmeno semelhante ocorreu com Acinetobacter baumanii
e Klebsiella pneumoniae (Lai et al., 2021). A alta taxa de internagao nesse periodo também foi
preocupante, visto que a infeccdo por microrganismos resistentes costuma ser ainda mais
severa em pacientes imunocomprometidos e em idosos, que sao grupos de risco da COVID-

19, e a infeccdo desses pacientes em unidades de tratamento como UTIs estimula o
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surgimento de RAM. A OMS expressou sua preocupacdo de que essas consequéncias da
pandemia poderiam desfazer todos os esfor¢os empregados para reduzir a RAM ao longo dos
anos. Além disso, somado ao fato da taxa de descobrimento ¢ comercializagdo de novos
antibioticos ter decaido muito desde a década de 1990, o mal uso de eventuais novas drogas
poderia reduzir drasticamente seu periodo de eficacia (Pulingam et al., 2022).

Estima-se que uma média de 1,27 milhdo de pessoas morreram em 2019 no mundo em
decorréncia direta da RAM e 4,95 milhoes em decorréncia indireta. Dentre esses nimeros,
destacam-se as infec¢des causadas por E. coli, S. aureus, K. pneumoniae, Streptococcus
pneumoniae, A. baumannii ¢ Pseudomonas aeruginosa, responsaveis por 929 mil mortes em
decorréncia da RAM e 3,57 milhdes associadas a RAM. Infec¢des do aparelho respiratorio
inferior sdo as mais problematicas, com 1,5 milhdo de mortes associadas 8 RAM (Zhang et al.,
2024). Se as tendéncias no uso de antibidticos seguirem o padrdo atual, espera-se que esse
numero atinja os 10 milhdes de mortes por ano em 2050, representando uma perda econdmica
cumulativa de US$100 trilhdes e superando as mortes por cancer. Hoje, as mortes por
infeccoes causadas pela RAM ja ultrapassaram as mortes por HIV, tuberculose e maléria,
sendo a 3* maior causa mortis no mundo, e esse problema ¢ ainda mais grave em paises em
desenvolvimento. Em resumo, se essa situagdo ndo for revertida, microrganismos resistentes
vao matar mais de 444 milhdes de pessoas até¢ 2100. Por isso hd urgéncia no controle de
prescricao e venda de antibioticos, € tdo importante quanto isso, 0 incentivo em inovagoes
biotecnoldgicas de controle e diagnodstico de infecgdes, assim como desenvolvimento de
novos antimicrobianos e vacinas (Ciapponi ef al., 2023; Samreen et al., 2021).

Como forma de combate 8 RAM, a OMS estabeleceu em 2017 uma lista de patogenos
resistentes de prioridade global, a fim de estimular pesquisas e desenvolvimento de novos
antibidticos. Essa lista estd dividida em trés niveis de prioridade: média, alta e critica. Dentre
o grupo de prioridade critica, encontram-se as Gram-negativas A. baumanii e P. aeruginosa
resistentes a carbapenémicos, e¢ K. pneumoniae ¢ FEnterobacter spp. resistentes a
cefalosporinas de terceira geracdao. Dentre o grupo de alta prioridade estdo as Gram-positivas
Enterococcus faecium resistente a vancomicina e S. aureus resistente a meticilina e
vancomicina. Juntas, essas bactérias compdem o grupo ESKAPE, responsavel pela maior
parte das infecgOes hospitalares mais perigosas e letais tanto em paises desenvolvidos quanto
em desenvolvimento. Por apresentar diversos mecanismos de resisténcia como alteracdo de
alvos, reducdo da absor¢do das drogas, producdo de enzimas e bombas de efluxo, além da
capacidade de formar biofilmes, bactérias ESKAPE apresentam resisténcia a vdarias das

principais classes de antibidticos como macrolideos, tetraciclinas, beta-lactamicos,
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combinagdes de beta-lactaimicos com inibidores de beta-lactamases, e até antibidticos de
ultimo recurso como glicopeptideos, carbapenémicos e polimixinas (Denissen et al., 2022).

A ordem Actinomycetales, que abriga as actinobactérias, ¢ responsavel por produzir
45% dos metabdlitos bioativos conhecidos. Esse nlimero sobe para cerca de 75% ao se falar
de antibidticos, principalmente antibacterianos, que sdo em sua maioria produzidos pelo
género Streptomyces e apresentam eficdcia contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
Por isso, nas ultimas décadas tem se buscado actinobactérias em diversos habitats,
principalmente no solo. Porém, a taxa de descobrimento de novas moléculas em
actinobactérias tem diminuido, o que incentiva a busca por novas espécies em habitats fora do
habitual (Selim; Abdelhamid; Mohamed, 2021).

O cloranfenicol, isolado pela primeira vez em 1947 de Streptomyces venezuelae, ¢ o
membro fundador da classe de antibidticos anfenicol. Ele exerce seu efeito antimicrobiano
ligando-se reversivelmente a subunidade ribossdmica 50S, inibindo a sintese de proteinas. Da
mesma forma, a clorotetraciclina, descoberta em 1948 e produzida por Streptomyces
aureofaciens, introduziu a classe das tetraciclinas. As tetraciclinas também tém como alvo a
sintese de proteinas, mas agem na subunidade ribossdmica 30S. Em 1949, a eritromicina, o
primeiro antibidtico macrolideo, foi isolada de Saccharopolyspora erythrea. Os macrolideos,
que hoje sdo a segunda classe de antibidticos mais prescrita, também se ligam a subunidade
ribossomica 50S, interrompendo a sintese de proteinas. Outra classe notavel, as
estreptograminas, foi introduzida em 1952 com a virginiamicina, isolada de Streptomyces
virginiae. As estreptograminas consistem em duas moléculas estruturalmente distintas — uma
macrolactona poli-insaturada e um hexadepsipeptideo ciclico, que se ligam a subunidade 50S.
Embora cada componente tenha atividade limitada sozinho, seu efeito sinérgico os torna
terapeuticamente valiosos. Glicopeptideos, como a vancomicina, descoberta em 1956 e
produzida por Amycolatopsis orientalis, ttm como alvo a sintese da parede celular. A
vancomicina continua sendo um antibiotico critico de ultimo recurso para tratar infeccoes
resistentes. A daptomicina, um lipopeptideo ciclico calcio dependente por Streptomyces
roseosporus, representa a classe dos lipopeptideos. Ela exibe potente atividade antimicrobiana,
particularmente contra patégenos Gram-positivos, superando antibioticos mais antigos como a
polimixina E (Cunha; Fonseca; Calado, 2019). Saccharopolyspora erythraea produz
eritromicina, usada para tratar infeccdes respiratorias como a doenca do legiondrio. A
gentamicina, produzida por Micromonospora purpurea, pode ser usada para tratar uma gama
de infec¢des causadas por patdgenos Gram-positivos e Gram-negativos. Finalmente, a

monesina pode ser usada para tratar infecgdes Gram-positivas que sdo resistentes a outros
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antibioticos e foi isolada pela primeira vez de Streptomyces cinnamonensis (Jagannathan et al.,
2021). Estes sdo alguns antibidticos derivados de actinobactérias e destacam a importancia de
seus metabolitos secundarios na terapia antimicrobiana.

Um dos diversos locais onde ¢ possivel encontrar actinobactérias ¢ em simbiose com
animais, em especial em seu trato gastrointestinal. Nesse ambiente, actinobactérias exercem
diversas fun¢des ecologicas, como auxiliar na absorcdo de nutrientes, na manutengdo da
homeostase e na imunidade, pela inibi¢ao do crescimento de patégenos. Em crustaceos, como
0 camardo, que ndo possuem imunidade adaptativa, essa relagdo ¢ primordial para sua
sobrevivéncia (Li et al., 2018; Zhou et al., 2024). Por isso, esse trabalho hipotetiza que
actinobactérias do intestino de camardes cultivados apresentam produgdo de metabdlitos com
atividade antimicrobiana. A hipotese foi confirmada a partir do isolamento inédito e
caracterizacdo desses microrganismos, seguidos de teste contra sete bactérias patogénicas de

preocupagdo da OMS.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos geral e especificos da pesquisa sao apresentados a seguir.

2.1 Objetivo geral

Isolar, caracterizar e avaliar o potencial antimicrobiano de actinobactérias

simbioticas que colonizam o intestino do camarao-branco-do-pacifico (Penaeus vannamei).

2.2 Objetivos especificos

Aplicar métodos seletivos para acessar e isolar actinobactérias do intestino de

camardes cultivados;

Estabelecer uma cole¢ao de culturas com as actinobactérias simbioticas do intestino de

P, vannamei cultivados;
Caracterizar morfologicamente os isolados catalogados na colecao;

Verificar a atividade antimicrobiana das actinobactérias pelo método do cross streak

frente a bactérias indicadoras patogénicas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Nesta secdo, sao delineados topicos importantes para fundamentar e contextualizar a
discussao acerca dos conceitos € mecanismos de resisténcia a antimicrobianos (RAM),
destacando cepas de microrganismos de relevancia global, além de explorar estratégias
potenciais no combate 8 RAM como novas fontes de prospeccao de antibidticos com destaque

para actinobactérias raras.

3.1 O que é resisténcia a antimicrobianos (RAM) e o problema da saude publica

Antes do descobrimento da penicilina, as doengas infecciosas eram a principal causa
de mortes no mundo. A introducao desse medicamento no mercado aumentou a expectativa de
vida humana em uma média de 23 anos. Contudo, se ndo forem adotadas medidas preventivas,
essa situacdo pode se reverter até 2050: doengas infecciosas voltardo a ser a maior causa
mortis do mundo, mas dessa vez causadas por microrganismos resistentes. Por isso, a RAM
tem sido considerada a “Pandemia Silenciosa”, visto que as taxas de RAM sobem muito mais
rapido que o descobrimento de novos antibidticos (Tang; Millar; Moore, 2023).

A resisténcia a antimicrobianos ocorre, em resumo, quando uma bactéria adquire um
gene de resisténcia a partir de um determinado pool genético. Esse gene permite que a
bactéria sobreviva a condi¢des hostis causadas pelo agente antimicrobiano, que pode ser uma
droga, mas também podem ser metais, biocidas, residuos quimicos, etc. A partir do momento
que a bactéria absorve esse gene de resisténcia, ela consegue tornar o agente antimicrobiano
parcial ou totalmente ineficiente contra si (Djordjevic ef al., 2024).

Por convengdo, o padrao de resisténcia de microrganismos pode ser dividido em trés
grupos: multirresistentes (MDR), que sdo ndo-sensiveis a pelo menos um agente em 3 ou mais
classes diferentes de antimicrobianos; extensivamente resistentes (XDR), que sdo ndo-
sensiveis a pelo menos um agente em todas menos 2 ou menos classes diferentes de
antimicrobianos; e pan-resistentes (PDR), que sdo ndo-sensiveis a todos os antimicrobianos
em todas as classes (Magiorakos et al, 2011). Vale ressaltar que algumas bactérias, como
Pseudomonas aeruginosa, possuem diferentes cepas com diferentes padrdes de resisténcia.
Por isso, P. aeruginosa, principalmente pan-resistente (PDR-PA), ¢ um microrganismo de
importancia critica para a OMS devido a sua resisténcia a todos os antibioticos conhecidos,
mas apesar disso sua epidemiologia e fatores de risco ainda ndo sdo completamente

compreendidos (Kamal ef al., 2024).
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Essa classificacdo, contudo, ¢ baseada somente em testes de susceptibilidade in vitro e
desconsidera a acdo das drogas no paciente, assim como sua farmacocinética,
farmacodinamica e toxicidade, o que dificulta o tratamento. Por isso, o Centro para Controle e
Preven¢do de Doencas dos Estados Unidos (CDC) introduziu novas classificagdes em 2015:
resistente a fluoroquinolona (FQR), resistente a cefalosporinas de amplo espectro (ESCR) e
resistente a carbapenémicos (CR). Mais recentemente, emergiu o conceito de resisténcia
dificil de tratar (DTR) em infecgdes causadas por bactérias Gram-negativas resistentes a
drogas de primeira linha. Esse conceito se provou eficiente para fazer prognosticos e desenhos
experimentais de ensaios clinicos mais precisos (Cosentino; Viale; Giannella, 2024).

Como forma de contra-ataque a dissemina¢dao da RAM, a Organizagdo Mundial da
Satde (OMS) propds, em 2015, o Sistema de Vigilincia Global de Resisténcia a
Antimicrobianos — (GLASS), que reuniria dados laboratoriais e epidemioldgicos de pacientes
internados ¢ em ambulatérios para entender melhor os impactos da RAM na sociedade
(Pillonetto et al., 2021). No inicio de sua implementacdo, o GLASS apenas monitorava e
reportava as taxas e tendéncias da RAM de seus 42 paises colaboradores. Ja no ultimo
relatorio, em 2022, foram divulgados tanto dados de RAM como também de consumo de
antibioticos, e dessa vez de 126 paises. Sem surpresas, observou-se forte correlagdo entre os
niveis de RAM e de uso de antimicrobianos. Contudo, apesar dos esfor¢os da OMS na gestao
do GLASS, a exatidao dessa iniciativa ainda ¢ limitada pela falta de dados decorrente da falta
de sistemas de vigilancia robustos em diversos paises, principalmente aqueles
subdesenvolvidos e em desenvolvimento. A falta de estrutura para coleta desses dados a nivel
nacional e regional e a falta de compartilhamento de informagdes entre redes de laboratorios,
assim como a baixa adesdo de paises ao GLASS ainda sdo gargalos para o melhor
entendimento da RAM a nivel global, continental, nacional e regional (Ajulo; Awosile, 2024).

Desde 2014, o Brasil ja tem um sistema proprio de vigilancia de infecgdes hospitalares
(principalmente infec¢des sanguineas relacionadas a cateter em UTIs) coordenado pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Como a abordagem do GLASS ¢
diferente, visto que trata de uma abordagem one health, o Brasil s6 veio se juntar ao GLASS
em 2017, iniciando assim o BR-GLASS (Pillonetto et al., 2021). No ano seguinte, foi
publicado o Plano Nacional de Ag¢do para combate a RAM, documento elaborado pelo
Ministério da Satde em parceria com a ANVISA, Ministério da Agricultura, dentre outros. A
acdo do Brasil na adesdo ao GLASS ¢ emblematica, visto que esse pais possui um dos
maiores sistemas de satide piiblica do mundo (Sistema Unico de Satide — SUS) e um historico

invejavel de controle de doengas infecciosas (Corréa et al., 2023).
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O GLASS ndo possui dados de consumo de antibidticos no Brasil, mas os dados de
resisténcia foram atualizados em 2022 com os dados referentes a 2021. Dentre os 4 tipos de
infeccdo considerados pelo GLASS, as predominantes foram do trato urindrio (13,9 por
milhdo de habitantes) e de corrente sanguinea (4,4 por milhdao de habitantes) (Quadro 1). No
caso da Neisseria gonorrhoeae, bactéria causadora da gonorreia, 82,4% dos isolados

avaliados apresentaram resisténcia a ciprofloxacina (Organizagdo, 2022).

Quadro 1 — Resisténcia de bactérias causadoras de infec¢des do trato urinario e da corrente
sanguinea (em porcentagem de isolados resistentes) a diferentes antibidticos no Brasil em
2021

Trato urinario Corrente sanguinea
Classes Antibiéticos i
E. coli K. pneumoniae | E. coli K. pneumoniae Acme;;opbacter
) Levofloxacina | 45.1 41.5 43.6 39.5 -
Fluoroquinolonas - -
Ciprofloxacina | 43.8 41.3 44.2 52.7 -
Sulfonamidas Co-trimoxazol | 50.0 453 55.0 59.5 -
. . Ceftriaxona | 42.1 48.9 48.2 68.0 -
Cefalosporinas de terceira I copysigima | 297 44.4 26.2 55.8 -
geragio
Cefotaxima 393 493 38.7 58.9 -
Cefalosporinas de quarta Cefepima | 30.8 44.1 34.9 54.6 ;
geracdo
Penicilinas Ampicilina 76.6 - 89.0 - -
o Minociclina - - - - 9.1
Tetraciclinas —
Tigeciclina - - - - 11.3
) ) Amicacina - - - - 47.0
Aminoglicosideos X
Gentamina - - - - 49.7
Polimixinas Colistina 1.2 5.5 0.8 5.1 3.2
Imipenem 2.6 14.4 1.2 16,0 66.2
. Doripenem 32 14.0 1.7 29.0 43.7
Carbapenémicos
Ertapenem 2.8 14.8 1.7 17.1 -
Meropenem 1.7 11.4 1.2 15.7 60.9

O sinal (-) implica auséncia de dados de resisténcia no GLASS, ndo necessariamente
sensibilidade ou falta de estudos.
Fonte: Organizagdo, 2022.

O conceito de RAM e suas complexidades levou ao surgimento do termo “resistoma”,
que compreende todos os genes de resisténcia a antimicrobianos (ARG) em patdgenos, em
microrganismos produtores de antibidticos e em bactérias ambientais benignas. Esses genes
podem agir direta ou indiretamente no combate aos antibidticos, € uma Unica cepa pode ter
diversos mecanismos que integram uma resisténcia combinatoria. Genes que codificam
atividades metabolicas tradicionais podem evoluir para se tornar genes de resisténcia e sao

chamados de “elementos de protoresisténcia” (Wright, 2010). Pode-se distinguir o resistoma
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em trés esferas: aquele associado a drogas individuais, como o conjunto de genes que confere
resisténcia a cefalosporinas; a localizagdes especificas, como os genes de resisténcia presentes
em um solo ou em um hospital; e o conjunto de genes de resisténcia de um determinado
individuo (Hobson; Chan; Wright, 2021).

Além disso, a resisténcia de um microrganismo a antimicrobianos pode ser intrinseca,
adquirida ou adaptativa. A resisténcia intrinseca ¢ particular para cada género ou espécie e
ocorre pela falta de alvos para os antimicrobianos ou presenca de enzimas inativadoras e/ou
bombas de efluxo. Mycoplasma, por exemplo, sdo resistentes a glicopeptideos e beta-
lactamicos por ndo possuir parede celular. Ja a resisténcia adquirida ocorre pela transferéncia
de elementos genéticos mdveis por transposons, plasmideos, integrinas ou ilhas gendmicas.
Esse processo ¢ facilitado quando o organismo sensivel ¢ naturalmente competente, como
Acinetobacter spp., permitindo assim que adquira material genético diretamente do ambiente.
Por fim, a resisténcia adaptativa ocorre em resposta a estresses bioticos e abidticos e deixa de
existir em algumas geragdes uma vez que o estresse some. Esse fendmeno reversivel ¢ fruto

de alteracdes na expressao génica e metilagdes (Asghar et al., 2024).

3.2 Origens e dissemina¢cdo da RAM

Antibioticos agem em diferentes mecanismos e doses. Devido a essas diferencas, ¢
possivel que um tratamento incompleto ou com doses erradas ndo mate todas as bactérias
indesejadas, permitindo que as bactérias que sobreviveram passem por mutacdes e
desenvolvam resisténcia por meio da sele¢dao natural (Biondo, 2023). Esse processo basico da
natureza sempre ira levar as bactérias a resistirem aos antimicrobianos quando expostos a
esses agentes, por isso novos antibioticos estdo fadados a perder sua eficiéncia logo que
disponiveis no mercado se ndo forem adotadas estratégias para restringir seu uso (Mouton,
2013). Essa problematica ja foi levantada por Alexander Fleming em 1945, em seu discurso

de aceitacao do Nobel. Em sua fala, ele levanta uma situagao hipotética:

Sr. X estd com dor de garganta. Ele compra um pouco de penicilina e se administra,

ndo o suficiente para matar os estreptococos, mas o suficiente para educéa-los a

resistir a penicilina. Ele entdo infecta a esposa dele. Sra. X contrai pneumonia e ¢

tratada com penicilina. Como os estreptococos sdo agora resistentes a penicilina, o

tratamento falha. Sra. X morre. Quem ¢ o principal responsavel pela morte da Sra. X?
O Sr. X, cujo uso negligente da penicilina mudou a natureza do micrébio. Moral: Se

vocé usa penicilina, use o suficiente (Fleming, 1945).
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Mesmo que as bactérias s6 estejam sendo desafiadas antropicamente com
antibidticos por menos de 100 anos, elas ja passaram por bilhdes de anos de selecdo natural no
enfrentamento a ameagas bioticas. Essas defesas antigas estdo diretamente ligadas a como as
bactérias respondem aos tratamentos com antibioticos hoje em dia. Por exemplo, os genes de
resisténcia a meticilina em MRSA surgiram em S. aureus associadas a ouricos como forma de
defesa a beta-lactamicos sintetizados por fungos. Algumas bactérias apresentam pré-
adaptagdes, ou seja, defesas naturais contra uma miriade de ameacgas, o que pode incluir as
drogas utilizadas na clinica. Para que uma nova alternativa terapéutica entre no mercado, ¢
necessario que ela seja capaz de superar essas adaptagdes pré-historicas que tornam as
bactérias tao dificeis de vencer (Smith et al., 2023).

Assim como o ja mencionado uso inadequado de antibidticos e falta de
conscientizagcdo levando ao uso excessivo, as principais causas da RAM incluem as mas
condi¢des de saneamento e higiene, liberacdo de residuos de antibidticos no meio ambiente
via esterco animal, ¢ o uso improprio de antibidticos como promotores de crescimento em
animais. Esses fatores contribuem para a pressao seletiva que favorece o desenvolvimento de
infecgOes bacterianas multirresistentes na comunidade. Ao se focar o debate nos animais, ¢
importante considerar que bactérias resistentes podem contaminar a comida humana de varias
formas, visto que todos os estagios de processamento contém bactérias resistentes e ARGs.
Em relacdo ao uso de antibidticos nesses animais, considera-se que se usa 172 mg/kg de carne
de porco, 148 mg/kg de frango e 45 mg/kg de carne bovina, valores que podem dobrar nos
paises em desenvolvimento do BRICS (Samreen ef al., 2021).

A maior parte dos antibioticos usados em humanos ¢ aplicada também para uso
veterinario, inclusive de forma profilatica e como promotora de crescimento. Estima-se que o
volume de antibidticos utilizado a nivel global em animais ¢ maior que em humanos, dai a
importancia de se atentar a essa importante fonte de RAM. A maior parte da dose aplicada nao
¢ absorvida completamente, dessa forma, sendo excretada no ambiente. Se fertilizantes como
esterco ndo forem devidamente tratados, essa contaminacdo volta para o solo, plantas e
lengois freaticos. Além disso, as doses de antimicrobianos aplicadas na aquicultura sdo
maiores do que na criagdo de gado, gerando um grande problema devido a permanéncia por
tempo indeterminado desses compostos quimicos nos corpos aquiferos, onde se espalham
rapidamente exercendo pressao de selecao (Velazquez-Meza et al., 2022; Djordjevic et al.,
2024). Ecossistemas aquaticos como lagos e lagoas proximos de grandes cidades, assim como

o solo das proximidades, sdo os mais vulneraveis a contamina¢do por antibidticos. Dessa
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forma, a 4gua e os sedimentos passam a desempenhar um papel importante na ecologia ¢ na
evolucdao de ARGs (Mehdi et al., 2018).

Ao contrario do uso profilatico ou terap€utico, a aplicacdo de antibioticos como
promotores de crescimento se dd em doses bastante reduzidas. Contudo, pela sua ampla
utilizagdo, esses nimeros pequenos se multiplicam, com expectativa de aumentar 67% entre
2010 e 2030 chegando a mais de 100.000 toneladas por ano (Ma; McAllister; Guan, 2021).
Ainda n3o se sabe exatamente a forma de atuacdo de antibidticos como promotores de
crescimento no gado, mas existem duas hipoteses principais. A primeira, “bacteriocéntrica”,
propde que as mudangas na microbiota causadas pelo antibidtico levam ao desenvolvimento
de um sistema mais eficiente, com a alteracdo nas relagdes ecologicas e o favorecimento de
bactérias capazes de extrair mais energia dos alimentos. J4 a segunda hipotese,
“hospedeirocéntrica”, afirma que os antibidticos agiriam direta ou indiretamente na propria
fisiologia do intestino do hospedeiro. Considerando que as doses de antibidticos usadas sao
menores que as concentracdes inibitdrias dos patdogenos intestinais e que as alternativas nao-
antimicrobianas apresentam efeitos inconsistentes quando comparado aos antimicrobianos,
acredita-se que o antibidtico promoveria uma reducdo da inflamagdo fisioldgica normal da
mucosa intestinal, reduzindo o custo catabolico dessa inflamac¢do e permitindo uma maior
alocacao de energia para processos anabolicos como o desenvolvimento dos musculos (Brown
etal., 2017).

Ao se aplicar a teoria da evolugdo no que diz respeito a RAM, conclui-se que a RAM
deve vir acompanhada de custos de fitness em diversas frentes na auséncia de antibidticos.
Bombas de efluxo, por exemplo, sdo extremamente onerosas energeticamente para as
bactérias. Se ndo fosse assim, todos os patdgenos seriam resistentes e essa resisténcia nunca
seria perdida (Herren; Baym, 2022). Esse fendomeno ¢ chamado de trade-off: a melhoria em
um traco ocorre em demérito de outro traco. O trade-off de patdgenos resistentes ¢ de
particular importancia para a saude publica, uma vez que essas bactérias costumam ter taxas
de crescimento e viruléncia reduzidas na presenca de antibioticos. Dai os esforgos de
controlar o uso de antibidticos, uma vez que mutagdes dificeis de se vencer podem se tornar
menos frequentes na auséncia das drogas (Basra et al., 2018).

Existem alguns tipos de resisténcia por exposi¢ado as drogas, cada um com diferentes
impactos de fitness na célula. O ja mencionado trade-off também ¢ conhecido como
sensibilidade colateral ou pleiotropia antagdnica, e acontece quando a resisténcia a uma droga
estd associada a uma hipersensibilidade a outras drogas. Isso geralmente ocorre com agentes

com diferentes mecanismos de a¢do. Porém, também pode ocorrer da resisténcia a uma droga
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promover a resisténcia a drogas de outros grupos pela acumulacdo de diferentes genes de
resisténcia no que se chama de trade-up, co-resisténcia ou pleiotropismo sinérgico. Nesse
fenomeno, a administracdo de diferentes antibidticos em um paciente pode selecionar
mutantes que sejam resistentes a todas essas drogas simultaneamente, portanto a terapia de
combinagdo de antibidticos pode levar a co-selecdo de isolados persistentes. A resisténcia
cruzada se refere a resisténcia a diversos antimicrobianos de uma mesma classe por
compartilharem o mesmo mecanismo de agdo. Vale ressaltar que a resisténcia cruzada implica
cross-selecdo, ou seja, a administracdo de um antibidtico pode selecionar isolados resistentes
também a outras drogas do mesmo grupo. Felizmente, o estabelecimento de um determinado
gendtipo ndo ¢ garantido quando uma defesa especifica esta sob forte selecdo natural, visto
que, por selecdo frequéncia-dependente, a utilidade de um gene especifico pode diminuir a
medida que ele se torna mais comum e consequentemente este pode ser perdido (Smith et al.,

2023; Yekani et al., 2023).

3.2.1 Transferéncia horizontal de genes

Apesar das mutagdes ajudarem a explicar o surgimento de novos ARGs, sua
disseminagdo estd mais associada a transferéncia horizontal de genes (HGT) de resisténcia
pré-existentes. Bactérias costumam utilizar todos os métodos de HGT para adquirir ARGs,
mas algumas espécies tendem a se especializar em certos métodos, especialmente conjugacao,
transducdo e transformacdo. Por exemplo, enterobactérias adquirem ARGs mais
frequentemente via conjugacao, Haemophilus via transformagdo natural e Staphylococcus via
transducdo e conjugacdo. Esses genes costumam se aglomerar em plasmideos, e
frequentemente um Unico plasmideo pode conter genes de resisténcia a diversos
antimicrobianos, como ja foi encontrado em E. coli um plasmideo contendo ARGs a
aminoglicosideos, sulbactam, tetraciclina, compostos quaternarios de amonio, prata e telurito
(Barlow, 2009). Uma vez que um ARG se estabelece com sucesso em plasmideos, sua
disseminag¢do ocorre de forma muito rdpida. A transferéncia de plasmideos entre cepas
clinicamente relevantes ja levou a disseminacdo de genes de resisténcia a beta-lactamicos,
quinolonas, aminoglicosideos, tetraciclinas, sulfonamidas e outras classes (Von Wintersdorff
etal., 2016).

Pressdes biodticas e abidticas como antibioticos, metais, desinfetantes ¢ variagdes nos
padrdes de qualidade da dgua sdo conhecidas por gerar espécies reativas de oxigénio, que

interferem na replicagdo do DNA e na sintese de parede celular. Esses processos ativam o
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sistema SOS nas bactérias, que ¢ um potente indutor da HGT. Dessa forma, quanto mais
estressada esta uma bactéria, mais ela sofre mutacdes devido a pressdo de selecdo e mais ela
transfere esses genes para seus pares (Djordjevic ef al., 2024).

O método mais frequente de disseminagdo de ARGs ¢ a conjugacdo. Nesse
mecanismo, a troca de material genético ocorre através de um pilus ou pela agdo de adesinas e
requer a aproximacdo fisica das duas bactérias (Wang et al., 2021). A troca de material
genético por conjugacdao ocorre em duas etapas: inicialmente, o DNA ¢ mobilizado por
proteinas codificadas por genes MOB, do qual o mais frequente codifica uma proteina
relaxase; por fim, o DNA ¢ transportado pelo sistema de secre¢do. O mais comum ¢ o sistema
de secrecdo tipo IV (T4SS), que ¢ um complexo proteico codificado pelos genes MPF. O
T4SS ¢ conservado na maior parte das bactérias capazes de realizar conjugacao e ¢ composto
por quatro se¢des: o pilus, o complexo principal de canais, a plataforma na membrana interna
e as ATPases que fornecerao energia para o transporte do DNA e a sintese do pilus (Cabezon;
de la Cruz; Arechaga, 2017).

O DNA que ¢ transferido por conjugacdo ¢ chamado de elemento genético movel
(MGE) e pode ser elementos integrativos e conjugativos (ICEs) ou, mais importante,
plasmideos conjugativos. Como ja mencionado, esses plasmideos sdo capazes de carregar
diversos genes de resisténcia a0 mesmo tempo, mas também podem ter genes que contribuem
para o fitness da bactéria, por exemplo trazendo novas rotas metabolicas. Dessa forma, a
RAM pode sofrer co-selecdo uma vez que esta associada a uma plataforma genética complexa
(Mclnnes et al., 2020). A HGT por conjugagao ¢ a mais comum e eficiente, pois ¢ um método
de transferéncia de genes que surgiu com esse fim, diferente da transformacao e a transdugao,
onde a assimilagdo do DNA bacteriano estd mais para um efeito colateral de fendmenos
naturais. Quando comparada a esses outros métodos, a conjuga¢do fornece mais prote¢ao aos
MGEs e uma forma mais eficiente de inseri-los na célula do que a transformacao, além de ter
uma maior gama de hospedeiros do que a transdugdo por bacteridfagos (Von Wintersdorff et
al., 2016).

Como forma de combate a conjugacdo, tem se pesquisado cada vez mais sobre
inibidores de conjugacdo (COINs), cujo nome ¢ autoexplicativo. COINs geralmente agem
sobre o sistema de conjugacdo codificado no plasmideo ou nas proteinas do hospedeiro
envolvidas na conjugacao. Idealmente, um COIN deve agir sobre uma gama de plasmideos
que contém ARGs, sobre uma gama de espécies de patogenos ou de bactérias fonte de ARGs e
ndo pode reduzir o fitness da bactéria, uma vez que isso geraria uma pressdo de sele¢dao

favorecendo a permanéncia de bactérias resistentes ao COIN. A terapia de COINs em
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associacdo a antibidticos, por exemplo como pré-tratamento antes de procedimentos que
demandardo um tratamento com antibidticos, ¢ uma estratégia promissora, visto que muitos
mecanismos de resisténcia e os plasmideos propriamente ditos costumam estar associados a
um custo de fitness, ¢ dessa forma as células sem plasmideo poderiam ter vantagem contra
aquelas com plasmideo (Graf et al., 2018).

Outra forma importante de disseminagdo de RAM ¢ a transformagdo natural. Nesse
processo, uma bactéria competente absorve um fragmento de DNA livre no meio e o assimila
a0 seu cromossomo ou a um replicon extra-cromossdmico (Jin et al., 2020). Geralmente, esse
DNA livre se origina de outras bactérias mortas ou lisadas, por isso esse DNA costuma ser
abundante no ambiente e, ao se ligar a superficies minerais ou substancias hiimicas, o DNA
livre pode ser estabilizado e persistir de horas até meses. Uma vez que ARGs frequentemente
se localizam em plasmideos, e esses sao naturalmente persistentes em diversos ambientes, ¢
possivel de comecar a entender o papel da transformacdo na RAM (Wang et al., 2020).

Para que a transformagdo ocorra, ¢ necessario que algumas condi¢des sejam
cumpridas: deve haver DNA no meio extracelular, a bactéria receptora deve estar no estado de
competéncia e 0 DNA translocado deve ser estabilizado, seja por integracdo ao cromossomo
ou recircularizacdo para dar origem a um plasmideo. Mais de 80 espécies de bactérias sao
naturalmente competentes, mas os mecanismos por trds disso ainda ndo sdo totalmente
compreendidos. Apesar disso, ja se sabe que falta de nutrientes, presenca de peptideos
especificos e até mesmo antibidticos podem atuar como gatilhos para a inducdo da
competéncia. Dessa forma, observa-se que além de selecionar cepas resistentes, os
antibidticos também sdo capazes de estimular a obtencdo de ARGs via transformagdo. Ja se
observou que genes de resisténcia a estreptomicina, rifampicina, eritromicina, dcido nalidixico
e kanamicina ja foram assimilados por diversas bactérias via transformag¢ao (Von Wintersdorff
et al., 2016; Mclnnes et al., 2020).

De forma geral, o mecanismo da transformacao possui 3 etapas: a ligacdo do DNA
livre a membrana externa; a clivagem controlada e protegida da dupla fita; e o transporte do
DNA através da membrana (Lu et al., 2020). Em bactérias Gram-negativas, esse processo
depende de um mecanismo para absorver o DNA, chamado de pili tipo IV (T4P), e um
mecanismo para translocar o DNA, chamado de sistema Com. O T4P media o transporte do
DNA através da membrana externa até o periplasma, a partir de onde o sistema Com o
converte em fita simples e finaliza a translocagdo através da membrana interna (Yu et al.,
2022). O ponto chave da transformacdo ¢ que ela ndo depende de um doador vidvel. Se uma

bactéria com ARGs morrer, esses genes serdo liberados no meio e podem persistir caso sejam
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adsorvidos ou complexados com alguma superficie, dessa forma podendo ser inserido em uma
célula vidvel via transformagao e torné-la resistente (Jiang et al., 2022).

O terceiro método principal de transferéncia horizontal de genes ¢ chamado de
transducdo e trata da transferéncia de DNA mediada por um bacteriéfago, ou simplesmente
fago. No caso de fagos temperados, o DNA viral ¢ incorporado ao cromossomo bacteriano no
sitio att e permanece dormente, na forma de profago. O profago pode permanecer dormente
por inumeras geragoes, sendo transmitido verticalmente para diversas geragdes da bactéria até
que algum estresse acione o sistema SOS. Em resposta, sera iniciado o ciclo litico, a partir de
onde se iniciara a produgdo das particulas do bacteridfago e a lise celular. Ja no caso de fagos
virulentos ndo ocorre essa incorporagdo do DNA, e sim o acionamento imediato do ciclo litico
(Colavecchio et al., 2017; Borodovich et al., 2022). Cada fago possui seu leque de possiveis
alvos bacterianos, que pode variar desde uma cepa especifica até diversas espécies diferentes.
Contudo, hoje ja se pode afirmar com seguranga que os fagos espécie-especificos sao os mais
envolvidos na transdug¢do de ARGs (Gabashvili et al., 2020).

A transdugdo pode ocorrer de duas formas gerais. O fago pode, erroneamente,
encapsular apenas um fragmento de DNA da bactéria, que pode ser gendmico ou um
plasmideo. Assim, o fago ndo contera DNA viral e a bactéria a ser infectada ndo estara sujeita
a progenia. Esse tipo de transducdo ¢ chamado de transdugdo generalizada. Alternativamente,
existe a transdugdo especializada, onde o fago comete um erro ao excisar o DNA a ser
transferido e, no lugar de absorver apenas o profago, encapsula também sequéncias de genes
bacterianos adjacentes. Como envolve apenas o DNA adjacente ao DNA viral, a transducao
especializada ndo possui tanto impacto na HGT de ARGs quanto a generalizada (Watson,;
Staals; Fineran, 2018).

Sugere-se que fagos possuam um papel importante na transferéncia de ARGs entre
bactérias, principalmente pela abundancia de ARGs nos genomas virais, em especial no solo.
Apesar disso, a importancia dos bacteriofagos nesse contexto ainda ndo ¢ amplamente
compreendida (Zhang et al., 2022). O que se sabe ¢ que bacteridfagos podem transferir para
as bactérias genes que as tragam beneficios, como ARGs, visando a sobrevivéncia e
disseminac¢do viral. Ja foi detectada a HGT via transdugdo de genes de resisténcia a
eritromicina, tetraciclina, gentamicina e beta-lactamicos no geral. Além disso, fagos
carregando multiplos ARGs j& foram encontrados em esgotos, dguas superficiais € amostras
humanas e animais. Com isso em mente, e sob a luz de recentes estudos metagenomicos,
pode-se concluir que o papel dos bacteridofagos na disseminagdo da RAM ¢ mais importante

do que se imaginava (Von Wintersdorftf ez al., 2016; Liu et al., 2024a).
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Mais recentemente, se descobriu um quarto tipo de HGT: a transferéncia de material
genético via fusdo celular mediada por vesiculas nas membranas (MVs). Em bactérias Gram-
positivas essas vesiculas sdo chamadas simplesmente de MVs, mas em Gram-negativas elas
se localizam na membrana externa e, portanto, sdo chamadas de OMVs. Ja se observou
envolvimento dessas estruturas na transferéncia de ARGs entre bactérias filogeneticamente
distantes, como E. coli, P. aeruginosa e Salmonella enterica. Esse mecanismo pode ser
chamado de vesiducdo e ocorre rapidamente, geralmente em menos de trés horas. OMVs sdo
estruturas naturalmente formadas pelas bactérias capazes de proteger o DNA de exonucleases,
congelamento e degradacdo por calor, podendo trazer descobertas importantes sobre HGT em
biofilmes e ambientes extremos. Por ser uma descoberta muito recente, ainda existem muitas
lacunas de conhecimento nos mecanismos e fatores que induzem a vesidu¢do, mas se
considerando que j& se encontraram plasmideos, fragmentos de DNA cromossdmico e de
fagos em OMVs, ¢ seguro afirmar que essas estruturas celulares possuem um papel
importante na HGT (Michaelis; Grohmann, 2023; Liu et al., 2024a).

Outro método de HGT descoberto recentemente ¢ através de nanotubos. Esse
mecanismo foi descoberto em Bacillus subtilis e consiste em uma estrutura extracelular
membranosa composta por uma bicamada lipidica formando um limen, permitindo assim a
troca de diversas moléculas como proteinas € DNA, inclusive plasmideos ndo conjugativos,
entre bactérias em contato proximo (Michaelis; Grohmann, 2023; Molina-Santiago; Bernal,
2023). Estruturalmente, os nanotubos se assemelham com as MVs. Essas estruturas sdo
formadas pela enzima LytC, responsavel por remodelar a parede celular, e seu ativador LytB,
permitindo assim a extrusdo do nanotubo do doador em dire¢do ao recipiente (Boopathi; Liu;
Jia, 2021). Os nanotubos funcionam de forma semelhante aos pili conjugativos, mas se
utilizam de um mecanismo muito mais simples do que o T4SS. Por permitir a troca de
material genético entre bactérias proximas, os nanotubos podem atuar também na

disseminagdo de ARGs hereditarios e nao hereditarios (Liu; Thomsen; Olsen, 2022).

3.3 Novas fontes de antibioticos

Durante a Era de Ouro dos antibidticos (anos 1940 a 1960), foram descobertas 16
classes de antibidticos. Em contrapartida, nos 50 anos seguintes, so se descobriram mais 6
classes. A ultima classe de drogas voltada especificamente para bactérias Gram-negativas foi
0 monobactamico aztreonam, em 1986. Essa falta de novos produtos, somada ao avango

desenfreado da RAM, acende a necessidade do investimento na prospec¢ao de novas drogas.
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Hoje, existem 22 classes de drogas aprovadas para uso sistémico, sendo 4 sintéticas, 17
derivadas de produtos naturais e 1, os nitro-heterociclicos, com um composto sintético e um
natural. Os mecanismos gerais de agdo desses antimicrobianos sdao pela interferéncia da
sintese da parede celular, de proteinas, de DNA, do metabolismo do acido folico e da sintese e
integridade da membrana celular (Walesch et al., 2023).

O principal problema para o desenvolvimento de novos antimicrobianos ¢ a falta de
novos alvos que permitam toxicidade seletiva das drogas contra as bactérias, visto que os mais
obvios ja sao utilizados. Dessa forma, ficamos a mercé da sorte dos cientistas de acharem
novos produtos naturais, e sua criatividade para sintetizar novas drogas. Além disso, a maior
parte dessas pesquisas ocorre em pequenas empresas de biotecnologia e em universidades,
visto que as grandes industrias farmacéuticas ndo tém interesse em investir em prospecgdes
dessa natureza. Como ja foi discutido, novos antibidticos tendem a perder sua eficacia em
poucos anos, portanto as big pharmas nao tém tanta perspectiva de lucro com essas drogas.
Por isso, os investimentos se voltam para tratamentos contra cancer ¢ doengas neurologicas,
psicoldgicas, musculoesqueléticas e cardiovasculares, cujos medicamentos costumam ser
utilizados cronicamente e/ou comercializados a pre¢os muito altos (Moellering Jr., 2011).

A maior parte dos novos antibioticos sdo apenas derivados de estruturas quimicas ja
conhecidas, e menos de 25% dos antimicrobianos atualmente em desenvolvimento
representam uma nova classe ou um novo mecanismo de agdo, infelizmente nenhum sendo
eficaz contra cepas ESKAPE ou outros patogenos criticos da OMS (Miethke et al., 2021).
Além disso, as novas moléculas descobertas e estudadas raramente sdo drug-like, ou seja, elas
ndo possuem as caracteristicas fisico-quimicas e ndo reagem da forma ideal para serem
aplicadas em novas terapias orais. Em outras palavras, ha muitas drogas capazes de matar
bactérias, mas transforma-las em medicamentos que o corpo humano possa usar € o que torna
a descoberta de novos antibioticos tdo desafiadora (Frei ef al., 2020).

A necessidade por inovacdo ¢ evidenciada também pela resisténcia cruzada. Ao se
descobrir novos antimicrobianos das mesmas classes ja existentes, essas drogas ja se
encontram sujeitas a mecanismos de resisténcia pré-existentes. Por isso, o fendmeno da
resisténcia cruzada ja ¢ levado em consideracdo ao se modificar antibidticos existentes para
criar novas drogas. Outra estratégia ¢ a terapia combinada de drogas sinérgicas a fim de
superar RAM, aumentar o espectro de agao dos antimicrobianos e reduzir efeitos colaterais.
Também tem se utilizado a co-encapsulacdo de diversas drogas em nanosistemas com a

mesma finalidade (Terreni; Taccani; Pregnolato, 2021).
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Antibidticos podem se originar de produtos naturais ou por sintese quimica. A
descoberta a partir de produtos naturais esta associada a etapas de purificacdo e caracterizagdo
do produto, como ocorreu com as penicilinas, cefalosporinas, tetraciclinas, aminoglicosideos
e outros. Os antibioticos naturais costumam ser moléculas grandes e complexas, com varios
grupos funcionais, diminuindo sua biodisponibilidade e requerendo sintese via fermentagao.
Apesar disso, essas moléculas podem servir de scaffolds para sintese de novas geracdes de
drogas semi-sintéticas que ndo apresentem esses problemas. Em se falando de antibidticos
sintéticos, eles tém origem na sintese quimica de agentes cuja estrutura nao pode ser
encontrada na natureza, como as sulfonamidas, conhecidas popularmente como sulfas (Walsh,
2003). A modificagdo quimica de antibioticos ja conhecidos tem como objetivo melhorar sua
estabilidade, biodisponibilidade, tolerancia no organismo e aumentar seu espectro de agcdo. As
novas drogas sintetizadas com esses fins conseguem desviar dos mecanismos de resisténcia a
antibioticos de geracdes mais antigas, mas a falta de novos mecanismos de agdo
frequentemente leva a rapida resisténcia cruzada a essas drogas (Walesch et al., 2023).

Além das drogas tradicionais, tem se buscado atividades antimicrobianas em diversas
outras fontes. Uma delas sdo as nanoparticulas de metais (MNPs), que apresentam atividade
até mesmo contra os patogenos ESKAPE. Nanoparticulas de prata, por exemplo, conseguem
perturbar a permeabilidade da membrana celular, interagir com compostos contendo enxofre e
fosforo, inclusive DNA, e liberar ions de prata que atuam como antibacterianos.
Nanoparticulas de ouro, 6xido de zinco e didxido de titdnio também sdo estudadas nesse
contexto. Contudo, para viabilizar a aplicacdo clinica de MNPs, ¢ necessario melhorar suas
propriedades fisico-quimicas, seu perfil farmacocinético e se estudar os efeitos da exposicao a
longo prazo em humanos (Leon-Buitimea et al., 2020).

Peptideos antimicrobianos (AMPs) também tém atraido cada vez mais atengdo como
uma possivel nova classe de antimicrobianos. Essas pequenas proteinas possuem um nimero
variavel de aminoacidos e, em seres como insetos € plantas, que ndo possuem um sistema
imunologico adaptativo, os AMPs constituem sua principal defesa contra microrganismos
patogénicos. Bactérias e outros microrganismos também conseguem sintetizar AMPs com o
objetivo de se proteger de outros microrganismos em disputas por um nicho ecoldgico, e
atualmente AMPs sintéticos também estdo tendo cada vez mais relevancia. AMPs costumam
apresentar uma potente atividade mesmo em concentracdes na ordem de micromolar,
promovendo uma rapida morte bacteriana e baixa pressao de sele¢do. Essas moléculas agem
primariamente na membrana celular, rompendo-a e formando poros que permitem a entrada

dos AMPs na célula e consequentemente o colapso do potencial de membrana, alteragdo na
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permeabilidade e extravasamento de metabolitos. Uma vez dentro da bactéria, essas pequenas
proteinas podem agir também na interrupcdo de diversos processos intracelulares como
transcri¢do, tradugdo, sintese proteica e formagao da parede celular. Por agir diretamente nos
componentes lipidicos da membrana celular bacteriana, a maioria dos AMPs apresenta uma
atividade de amplo espectro. Apesar de todo esse potencial, a digestdo proteolitica em
diversos fluidos corporais ainda ¢ um importante fator limitante para a aplicagdo sistémica de
AMPs, devido a perda de estabilidade e do perfil farmacocinético (Browne et al., 2020; Leon-
Buitimea et al., 2020).

A fim de melhorar seu fitness na natureza, muitos microrganismos se especializam
em produzir antibidticos para inibir o crescimento de seus competidores. Uma vez que esses
microrganismos evoluem juntos, essas moléculas também devem estar em constante evolucao
quanto a diversidade estrutural, penetragao da parede celular, atividade celular e seletividade a
fim de superar a resisténcia a antimicrobianos dos competidores. Dessa forma, ensaios
fenotipicos ainda apresentam muita relevancia na busca por novas moléculas bioativas
(Walesch et al., 2023).

Em 1937, Selman Waksman percebeu que actinobactérias isoladas do solo eram
capazes de inibir o crescimento de outras bactérias, e que esses mecanismos, evoluidos a
partir da competicdo, poderiam servir como base conceitual para uma plataforma de screening
de microrganismos produtores de moléculas antimicrobianas. Desde entdo, a Plataforma
Waksman ja& foi utilizada para fazer bioprospeccdo em mais de 10 mil cepas de diferentes
microrganismos, mas os principais produtores de antibidticos ainda sdo as actinobactérias, das
quais se originam mais de 90% dos antibidticos em uso clinico (Cunha; Fonseca; Calado,
2019).

Alguns autores defendem a tese de que ndo hd motivos para se retornar a natureza
para prospectar antibioticos de origem microbiana. Contudo, menos de 1% das bactérias sao
cultivaveis, comprovando que ainda hd muito a se explorar nesse dominio. Um grande
problema ao se recorrer a essas técnicas classicas € a alta taxa de rediscovery de moléculas,
onde extratos bioativos obtidos ao se cultivar essas bactérias apresentam compostos que ja
eram conhecidos, dai a necessidade de se mudar o foco da bioprospeccdo. Em contrapartida,
nem todo filo possui 0 mesmo potencial de biossintese do filo Actinobacteria, que apresenta
um genoma grande e ¢ capaz de prosperar em diversos ambientes, comprovando sua riqueza

de metabdlitos e justificando a insisténcia em se buscar novas drogas nesse filo (Hegemann et

al., 2023).
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3.4 Actinobactérias: caracteristicas gerais

O filo Actinobacteria ¢ um dos grupos bacterianos mais abundantes e importantes
econdmica e biotecnologicamente. Essas bactérias Gram-positivas tém o genoma rico em
guanina e citosina, podendo ter até 11,9 megabases e podem variar desde organismos
unicelulares anaerobicos até filamentosos, aerdbicos e produtores de esporos. Devido a sua
morfologia diversa, ndo se sabia onde classificar esses microrganismos, se junto aos fungos
ou as bactérias, pois apresentam micélio e cadeias de conidios semelhantes aqueles dos
fungos imperfeitos. Contudo, com um melhor entendimento de suas caracteristicas celulares,
se confirmou que a estrutura celular ¢ idéntica a de procariotos e que, portanto,
actinobactérias sao de fato bactérias (Boubekri ef al., 2022). Essa incerteza foi expressa na
nomenclatura desses microrganismos. Seu antigo nome (apesar de ainda muito utilizado)
“actinomicetos” ¢ uma juncao das palavras gregas aktis (raio, pela presenga de micélio radial
bem desenvolvido na forma de circulos concéntricos) e mykes (fungo) (Hazarika; Thakur,
2020).

Actinobactérias estdo dentre as bactérias envolvidas na colonizacdo da terra firme
bilhdes de anos atras, por isso esse filo estd intrinsecamente envolvido com o funcionamento
adequado dos ecossistemas. Essa longa historia evolutiva permitiu que as actinobactérias
desenvolvessem uma diversidade de morfologias e fungdes, diferindo bastante tanto entre si
quanto entre as demais bactérias. Actinobactérias podem assumir formas cocoides, bacilares,
cocobacilares, de hifas ramificadas ou fragmentadas com esporos, ou micélios altamente
diferenciados e complexos. Quanto as funcdes, podem atuar como biorremediadores,
probidticos para humanos e animais, produtores de enzimas hidroliticas e de metabolitos de
importancia clinica (antifingicos, antivirais, antiparasiticos, imunossupressores, antioxidantes,
quimioterapicos e agentes anticancer, neuroprotetores, anti-acne, anti-envelhecimento e
clareadores de pele, e principalmente antibioticos). Apesar disso, algumas espécies de
actinobactérias podem atuar como patdgenos de humanos, de animais e de vegetais (Law et
al., 2020; Hazarika; Thakur, 2020).

A identificagdo de actinobactérias levando em consideragdo somente o classico
sequenciamento do gene 16S rRNA pode levar a ambiguidades entre espécies e géneros muito
proximos. Por isso, deve-se observar também a quimiotaxonomia, que diz respeito a
caracteristicas bioquimicas como composi¢ao da parede celular (que varia entre subordens e
abrange isomeria do aminodcido 4cido 2,6-diaminopimélico ou DAP, identidade do

aminoacido na posi¢ao 3 da cadeia lateral tetrapeptidica, presenga ou auséncia de glicina nas
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pontes interpeptidicas, composi¢do glicidica do peptideoglicano, etc.), distribui¢do de acidos
graxos dentro da célula (cujo perfil da actinobactéria quando aqueles que possuem entre 10 e
24 carbonos pode a dividir em trés grupos) e composi¢ao fosfolipidica da membrana (onde
alguns marcadores podem dividir as actinobactérias em cinco grupos), e também a morfologia
a nivel microscopico. As principais caracteristicas observadas sdo auséncia/presenca de
micélio aéreo e de substrato, cor do micélio, producao de pigmentos melanoides difusiveis, e
a organizacao e morfologia dos esporos (Barka et al., 2016).

A ansia de se isolar novas actinobactérias devido ao seu potencial biotecnologico
levou a estudos buscando-as em uma variedade de habitats. Devido a ubiquidade das
actinobactérias, quase sempre essas tentativas t€m sido frutiferas, seja em ambientes terrestres
ou aquaticos. O local mais estudado na prospec¢do de actinobactérias ¢ indiscutivelmente o
solo, mas ¢ possivel encontra-las em fontes de 4gua doce, oceanos (tanto em baixas
profundidades proximas a praia quanto a grandes profundidades), em associa¢do com plantas
e animais, sempre exercendo diversas fungdes ecoldgicas. Devido a sua constante interagdo
com outros organismos € seu papel ativo na ciclagem de nutrientes, as actinobactérias
desenvolveram um grande potencial biosintético de metabdlitos secundarios (Jose; Maharshi;
Jha, 2021). Além disso, esse potencial também pode ser atribuido as complexas mudangas
fisiologicas e seu ciclo de vida multicelular, além do grande genoma observado
principalmente em Streptomyces. A complexidade das actinobactérias pode explicar sua
capacidade de sobreviver também em ambientes extremos como geleiras, montanhas,
cavernas, desertos, fontes termais e manguezais (Law ef al., 2020).

Uma importante abordagem a ser considerada ¢ a busca pelo isolamento de
actinobactérias raras e seus géneros desconhecidos € menos estudados em locais inusitados.
Apesar de serem chamadas de raras, estudos moleculares ja comprovaram que essas bactérias
sdo abundantes em diversos habitats, mas que ainda ndo se descobriram as condigdes e
técnicas necessarias para se isolar e cultiva-las (Ezeobiora et al., 2022).

Diversos estudos ja utilizaram técnicas de metabarcoding para analisar o perfil
microbiano de diferentes habitats, e alguns desses estudos se focam em actinobactérias. A
analise desses resultados nos confirma que o género Streptomyces nao ¢ o mais abundante na
natureza. Por exemplo, Ribeiro e colaboradores (2023) analisaram molecularmente
sedimentos obtidos a profundidades entre 1072m e 3199m no Oceano Atlantico proximo as
costas de Azores e Madeira, em Portugal. Nesse estudo, os géneros de actinobactéria com
maior abundancia absoluta foram Sva0996 marine group, Cutibacterium, Corynebacterium,

Gardnerella, Microbacterium e Micrococcus, com Streptomyces sendo praticamente
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inexistente. Ja no Oceano Antartico, proximo & India, Manikkam e colaboradores (2024)
fizeram uma andlise semelhante com sedimentos obtidos entre 405m e 600m de profundidade.
Nessas amostras, as ordens mais abundantes foram Micrococcales e Pseudonocardiales, € os
géneros com maior abundancia relativa foram Saccharopolyspora, Illumatobacter,
Glaciihabitans, Sva0996 marine group e Streptomyces, que dessa vez aparece dentre os trés
mais abundantes, porém em uma frequéncia bem menor que os dois maiores.

Ja em solos, ambiente conhecido pela abundancia de Streptomyces, Bandeira e
colaboradores (2024) mostraram que ndo ¢ tao simples assim. Em uma andlise de
metabarcoding de amostras de solo obtidas a 10cm de profundidade de uma area de
preservagao no Piaui, no Brasil, os pesquisadores encontraram predominantemente os géneros
Mycobacterium, Actinoallomurus, Nocardioides, Pseudonocardia e Streptomyces. Porém,
mais de 70% das OTUs encontradas pertencem a géneros desconhecidos, o que evidencia que
actinobactérias “raras” podem ser abundantes em diversos habitats, dai a necessidade de se
desenvolver novas técnicas de cultivo para buscar novas biomoléculas em novos géneros de
bactérias de ambientes inexplorados (Ezeobiora et al., 2022).

E impossivel se mencionar ambientes inexplorados sem falar sobre os oceanos, grande
fonte de potencial biotecnologico. A primeira actinobactéria marinha foi descoberta apenas
em 1984, o que evidencia a defasagem dessa area em comparacdo a outras bactérias. Nos
oceanos, actinobactérias ja foram encontradas em simbiose com uma variedade de animais,
tanto vertebrados quanto invertebrados, e essas interacdes levam a evolucdo de rotas
metabolicas Uinicas. Em geral, as caracteristicas metabolicas e genéticas dos microrganismos
marinhos sdo muito diferentes daquelas de seus parentes terrestres. Essa peculiaridade os
torna um campo de estudo extremamente interessante, especialmente considerando,
novamente, que as fontes de metabolitos de actinobactérias terrestres ja foram exaustivamente
estudadas. Em contrapartida, os estudos com actinobactérias marinhas estdo apenas no
comeco. Seus compostos bioativos s estdo sendo explorados e caracterizados ha pouco
tempo, corroborando para que seu potencial biotecnoldgico seja uma empolgante e

esperancosa incognita (Jagannathan et al., 2021).
3.5 Ciclo de vida das actinobactérias
Devido as diferentes morfologias presentes nas actinobactérias, ¢ possivel observar

varios ciclos de vida diferentes. Contudo, por ser o género de maior destaque e importancia

econdmica, o ciclo de vida de Streptomyces ¢ o mais estudado e se inicia quando um esporo
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dormente encontra um local com nutrientes o suficiente, e a partir dele emergem tubos
germinativos. Esses tubos crescem por extensdo das extremidades, e podem se ramificar
lateralmente em intervalos aleatorios. Esse ciclo continuo de crescimento e ramificacao leva
ao desenvolvimento de uma complexa rede de hifas chamada de micélio vegetativo ou
micélio reverso, que ird fixar a bactéria no substrato. Durante o amadurecimento dessas
estruturas, paredes transversais sao formadas dentro das hifas, sendo irregulares em forma,
aparéncia, espessura, frequéncia e localizacdo. Essas paredes ndo separam completamente os
compartimentos formados, devido a presenca de canais através das paredes transversais que
permitem a comunicacdo e transporte de substincias entre compartimentos, formando assim
uma estrutura bacteriana multicelular (Hamedi; Poorinmohammad; Papiran, 2017; Jones;
Elliot, 2018).

Quando os nutrientes se tornam escassos, principalmente nitrogénio, carbono e GTP,
hifas envolvidas em proteinas hidrofébicas quebram a tensdo superficial do meio e crescem
por extensdo de extremidades em dire¢do ao ar para longe do micélio vegetativo, cobrindo
toda a superficie da colonia e formando o micélio aéreo. Esse processo ¢ regulado pela familia
de genes bld, assim chamada pois mutantes sem esses genes ndo formam micélio aéreo (bld
vem de “bald”, careca em inglés). Quando ha crescimento suficiente, ele ¢ interrompido para
dar inicio a esporulacdo. As hifas do micélio aéreo também sdo septadas, mas diferente das
paredes transversais do micélio vegetativo, as células sdo separadas completamente por septos
de esporulagdo distribuidos de forma simétrica e altamente controlada ao longo da hifa,
formando cadeias de presporos com o mesmo genoma em um processo denominado divisao
celular esporulagdo-especifica. Depois da septacdo do micélio aéreo, a maturagdo dos esporos
se inicia. Uma grossa parede ¢ formada na superficie interior do presporo, e alguns cuidados
sdo tomados para protecdo do DNA. Por fim, ¢ produzido um pigmento para prote¢do dos
esporos. A transi¢do do crescimento do micélio aéreo para a esporulagdo € controlada pela
familia de genes whi. De forma semelhante aos bld, whi t€m esse nome pois seus mutantes
nao produzem pigmentos, formando esporos brancos (whi vem de “white”, branco em inglés).
Esses esporos maduros podem se espalhar, dar origem a novos tubos de germinagdo e
reiniciar o ciclo (Hamedi; Poorinmohammad; Papiran, 2017; Jones; Elliot, 2018).

Assim como a maioria dos microrganismos filamentosos, Streptomyces sdo sésseis,
por isso se utilizam da esporulacao para conquistar novos ambientes. Como esse processo €
energeticamente oneroso e ocorre principalmente em condi¢des de falta de nutrientes, a
actinobactéria sofre morte celular programada (PCD) de determinadas estruturas para se

fornecer aminoacidos, aminoagucares, nucleotideos, lipideos e outros building blocks
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necessarios para a esporulacdo. Como esses nutrientes sdo liberados no meio, eles atraem
muitos microrganismos competidores, por isso ¢ nessa etapa que ocorre a maior producdo de
antibioticos pelas actinobactérias, fenomeno que sera discutido adiante. O ciclo de vida de
Streptomyces tem basicamente duas etapas de PCD: inicialmente, o micélio vegetativo gerado
logo ap6s a germinagdo do esporo ¢ lisado para originar mais micélio vegetativo; por fim, o
micélio vegetativo ¢ lisado para originar o micélio aéreo. Esse processo também ¢ regulado
pelos genes bld (Barka et al., 2016).

Mais recentemente, descobriu-se que em situacdes ambientais especificas como
presenga de leveduras, alta concentragdo de aminoacidos e baixa disponibilidade de glicose,
Streptomyces podem abandonar seu estilo de vida classico e adotar um modo de crescimento
exploratorio. Isso ocorre pelo rapido crescimento horizontal de micélio semelhante ao
vegetativo sobre uma superficie solida e ¢ acompanhado pela emissdo de trimetilamina
(TMA). Essa molécula volatil promove a alcalinizagdo do meio, tornando a actinobactéria
mais competitiva pela diminui¢ao da biodisponibilidade de ferro (remediada pela produgao de
sideroforos), inibindo outros microrganismos (pela sintese de antibidticos e limitacdo de ferro)
e sinalizando para outras colonias iniciarem também a exploragdo. Streptomyces venezuelae
tem sido estudada como modelo para esse fendmeno, e observou-se que no ciclo de
exploracdo ocorre um aumento na expressao de um operon relacionado ao catabolismo do
glicerol, molécula que pode ser produzida por leveduras. Em ensaios in vitro, a suplementagao
de glicerol ¢ capaz de estimular dramaticamente o ciclo de exploracdo e a sintese de um
pigmento laranja vibrante chamado de coproporfirina, cujo acimulo ¢ fruto da desregulagdo
da sintese de grupos heme causada pela falta de ferro. Além disso, colonias exploratdrias de S.
venezuelae cultivadas em meio suplementado com glicerol apresentam atividade
antimicrobiana que ndo ¢ observada em colonias exploratérias tradicionais (Shepherdson;

Elliot, 2022; Shepherdson et al., 2022).

3.6 Actinobactérias como fonte de antibidticos e outros bioprodutos

Microrganismos estdo presentes em todos os habitats do mundo, apresentando imensa
diversidade fisioldgica e funcional. Minimas mudangas no ambiente, assim como competicao
por sobrevivéncia, levam as bactérias a evoluirem e desenvolver mecanismos inusitados de
defesa, ataque e sinalizagdo para aumentar seu fitness. Em ambientes extremos, genes tidos
como “ndo essenciais” sdo descartados a fim de melhorar a eficiéncia do organismo, levando

ao aparecimento de cepas com maiores capacidades metabolicas. Essas adaptacdes envolvem
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mudangas em mecanismos fisiologicos e produgdo de compostos quimicos unicos (Siro et al.,
2022; Xie; Pathom-aree, 2021).

Metabolitos primarios sao aqueles obrigatérios para o crescimento dos organismos,
que os permitem manter a fungdo celular e sobrevivéncia do individuo, agindo diretamente
em rotas anabdlicas e catabolicas. J& metabdlitos secundarios sdo compostos organicos
sintetizados proximo ao fim da fase estaciondria e que ndo sdo necessarios para o crescimento
padrao dos organismos, mas lhe concedem vantagens ao atuar na inibi¢do, comunicagao,
aquisicdo de nutrientes e outros tipos de associagdes ecologicas com organismos proximos.
Dentre os metabolitos secundarios produzidos por actinobactérias, ¢ possivel citar alcaloides,
antibioticos  (beta-lactamicos, sulfonamidas, aminoglicosideos, etc.), glicopeptideos,
sideroforos, moléculas relacionadas ao quorum semsing, imunossupressores, enzimas
hidroliticas (proteases, celulases, lipases, xilanases, pectinases, amilases, queratinases, etc.),
dentre outros (Al-shaibani et al., 2021).

Os metabolitos secundarios costumam ser codificados em clusters de genes
biosintéticos (biosynthetic gene clusters, BGCs), que sdo grupos de genes localizados em
proximidade e que podem variar muito entre espécies. Ainda ndo ¢ possivel se estudar
completamente o potencial biosintético das actinobactérias, pois muitos BGCs s6 sdo ativados
sob situacdes muito especificas, como interagdes interespécies como as que ocorrem em seu
habitat natural. Utilizando o exemplo dos antibidticos, sua sintese so6 € iniciada a partir da
deteccdo de moléculas sinalizadoras produzidas por competidores proximos, ou em situacao
de falta de nutrientes. Actinobactérias sdo os produtores mais diversos de metabolitos
secundarios, € no caso dos antibioticos, eles podem atuar tanto como mecanismos de defesa
em interagdes interespecificas quanto como medida auto-toxica para controlar o crescimento
celular. Por isso, estuda-se muito o co-cultivo de actinobactérias com outros microrganismos a
fim de tentar simular o ambiente natural competitivo e expressar BGCs silenciosos. Contudo,
as mesmas condi¢des que levam a expressdo de um BGC podem levar ao silenciamento de
outros. Uma possivel alternativa para a industria seria a expressao heterdloga desses BGCs,
visto que as tecnologias de sequenciamento de genoma inteiro nos permitem conhecer a
localizagdo gendmica do BGC, mas ainda ndo € possivel descobrir com facilidade como
expressa-los naturalmente (Ngamcharungchit ef al., 2023; Jagannathan et al., 2021; Lee; Goh;
Chan, 2020).

O processo de descoberta de novos medicamentos de origem microbiana segue uma
rota geral e a primeira etapa consiste em definir a correlagdo entre cepa, metabdlito e

bioatividade, etapa onde muitas pesquisas sao suspensas devido ao rediscovery de moléculas.
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Além da 6bvia falta de novas drogas resultantes desse fenomeno, a industria acaba ficando
sem novos scaffolds para producdo de drogas sintéticas ou semi-sintéticas. Isso, junto ao
reposicionamento de farmacos e a disponibilidade de antibioticos intercambiaveis levou a
saturacao do mercado e o consequente corte de gastos nos programas de prospeccao industrial
de moléculas actinobacterianas. Esse corte ¢ feito porque o processo da descoberta a
comercializacdo de drogas a base de NPs leva entre 10 a 12 anos e demanda um investimento
de bilhdes de dolares por molécula. Por isso, de 10000 moléculas com atividade in vitro,
apenas 5 entram na fase de ensaios clinicos e 1 ¢ comercializada. Ao se considerar as
actinobactérias raras, elas correspondem a 10% das actinobactérias isoladas, porém a mais de
25% das moléculas bioativas produzidas pelo filo, o que evidencia as vantagens de se utilizar
métodos alternativos de isolamento e de cultivo para se obter espécies raras. O descobrimento
de mais moléculas, assim como novas espécies ou espécies menos estudadas e caracterizadas
pode aumentar a eficiéncia e reduzir o custo total desse processo (Ezeobiora et al., 2022;
Ossai et al., 2022; Gonzalez-Salazar et al., 2023).

Por defini¢do, antibidticos sdo moléculas organicas de baixo peso molecular que, em
pequenas concentracdes, sdo capazes de impedir o crescimento ou até matar microrganismos.
Cerca de 75% dos antibidticos conhecidos sdo sintetizados por actinobactérias, exibindo
atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Os diversos pigmentos (azuis,
violetas, vermelhos, rosas, marrons, etc.) produzidos por essas bactérias também podem
apresentar atividade antimicrobiana e costumam ser seguros para a utilizagdo humana (Selim;
Abdelhamid; Mohamed, 2021). O catabolismo da glicose, de acidos graxos e de proteinas
costumam gerar precursores para a sintese de antibioticos, mas moléculas como malonil-CoA,
aminoacidos nao proteinogénicos e terpenoides também podem atuar como precursores,
dependendo do tipo do antibidtico. Geralmente, a sintese de antibidticos € um processo
oneroso e envolve a utilizagio de NADPH. Por exemplo, antibioticos como nistatina,
jadomicina e tetraciclina, assim como seus derivados, usam diferentes quantidades de acetil-
CoA, malonil-CoA e NADPH em sua rota biosintética, enquanto a cefalosporina utiliza os
aminopacidos L-cisteina, L-valina e L-2-aminoadipato (Salwan; Sharma, 2020).

Streptomyces coelicolor ¢ usada como modelo para estudo dos mecanismos
envolvidos na regulacdo da sintese de antibioticos. Quando o genoma dessa bactéria foi
sequenciado, foram encontrados mais de 20 BGCs para a producdo de metabdlitos
secundarios, dentre eles os antibidticos actinorodina (Act), undecilprodigiosina, antibiotico
calcio-dependente (Cda) e metienomicina. Com o passar do tempo, foram encontrados

Streptomyces com cada vez mais BGCs, com alguns tendo mais de 50 BGCs, levando a
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conclusdo de que a producao prolifica de antibidticos ¢ a norma, e ndo a excegdo (Barka et al.,
2016). Por exemplo, Streptomyces rochei 7434AN4 possui pelo menos 35 BGCs, codificando
lancamicina, lancacidina, pentamicina, etc. JA& Amycolaptosis mediterranei, produtor de
vancomicina, possui 25 BGCs, cuja maioria ainda nao foi caracterizado. Em um estudo com
40 espécies de Micromonospora, obteve-se uma média de 20 BGCs por isolado, o que apoia a
hipotese mencionada (Ossai et al., 2022).

A sintese de antibidticos esta relacionada temporalmente com o crescimento e
desenvolvimento das actinobactérias. Quando ocorre a PCD durante o processo de
diferenciagdo, os nutrientes do micélio vegetativo sao liberados no meio ¢ irdo atrair bactérias
saprofiticas méveis. Como forma de defesa, a actinobactéria sintetiza e libera os antibioticos,
que irdo tanto proteger os nutrientes quanto gerar mais nutrientes pela morte dos oportunistas.
Dessa forma, fatores ambientais e fisiologicos estdo envolvidos na regulacdo da sintese dessas
moléculas tdo onerosas para se produzir, que ocorre em varios niveis transcricionais e
traducionais (Van Bergeijk et al., 2020).

O sinal para estimular a esporulagdo e a sintese de antibidticos deve ser inconfundivel,
e a N-acetilglicosamina (GIcNAc) assume esse papel de elicitor global. Essa molécula se
encontra na parede celular e ¢ uma fonte favoravel de carbono e nitrogénio. Em situacdes de
escassez de nutrientes, ocorre a PCD do micélio vegetativo para promover a esporulacdo. A
degradacao da parede celular libera GIcNAc no meio, que sinalizard a necessidade de acelerar
o desenvolvimento e sintetizar antibidticos, visto que essa molécula indica estresse nutricional.
Molecularmente falando, GIcNAc entra na célula como GIcNAc-6P, logo sendo convertido
para GIcN-6P. Essa molécula atua como ligante do regulador global DasR, e essa ligacdo leva
a inativagdo do repressor DasR que ird resultar na expressao de diversos ativadores de BGCs
de antibioticos como Cda, Act e coelimicina P1 (Cpk). Alternativamente, em meios ricos em
nutrientes, a presenca de GIcNAc bloqueia tanto o desenvolvimento do micélio aéreo quanto a
producao de antibidticos, pois essa molécula também pode ser derivada da quitina, indicando
abundancia de nutrientes. Em resumo, GIcNAc é uma molécula sinalizadora na natureza tanto
em periodos de fome (sinalizando autdlise da parede celular da actinobactéria e necessidade
de esporulacdo) quanto em periodos de abundancia de nutrientes (visto que ¢ derivado da
quitina, e, portanto, estimulando o crescimento). Ao imitar esses sinais in vifro em
experimentos de co-cultura, ¢ possivel expressar BGCs que em outras condigdes seriam
imposiveis de expressar (Barka et al., 2016; Van Bergeijk et al., 2020).

Em laboratdrio, a busca por novos antibidticos se inicia pela busca por actinobactérias

raras, a fim de tentar driblar o rediscovery, e entdo envolve alguns fatores na otimizacao das
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condi¢des de cultura. A densidade celular ¢ importante para se atingir a melhor taxa de
producdo de antibidticos, assim como o pH, que deve estar entre 6 ¢ 7, ¢ o periodo de
incubacdo, que deve ser de 6 a 8 dias, dependendo da cepa. A fonte de carbono também
influencia muito a producdo de metabolitos, portanto a escolha entre agucares como amido,
glicose, maltose, frutose, etc., assim como a fonte de nitrogénio (sulfato de amdnio, nitrato de
amonio, peptona, extrato de levedura, etc.) sdo fundamentais (Amin et al., 2020).

Com tudo isso em mente, apesar de ja serem tdo estudadas, as actinobactérias
continuam sendo cruciais na busca por novos antibidticos devido a sua alta capacidade de
produzir metabolitos secundérios com atividade antimicrobiana. No entanto, a alta taxa de
rediscovery de moléculas em ambientes ja muito explorados, como o solo, torna necessario
mudar o foco para locais menos estudados. Acredita-se que a busca por antibioticos em
ambientes e espécies incomuns de actinobactérias seja promissora no combate a RAM.
Embora a sintese quimica tenha evoluido, produtos naturais ainda sdo a principal fonte de
novas biomoléculas com atividade antimicrobiana. Por isso, o desenvolvimento de novos
métodos de isolamento em novos habitats ¢ fundamental para encontrar actinobactérias raras
que produzam antibidticos com novas estruturas quimicas, capazes de superar 0s mecanismos
de resisténcia bacteriana (Selim; Abdelhamid; Mohamed, 2021; Ezeobiora et al., 2022).

Dai vem a importancia das actinobactérias raras, que ao contrario do que seu nome
sugere, ndo tem relacdo com sua abundancia na natureza, € sim com a quantidade de estudos
sobre elas e frequéncia de isolamento. Todas as bactérias ndo pertencentes ao género
Streptomyces podem ser abracadas por essa nomenclatura. Actinobactérias raras ja foram
1soladas de varias fontes, como solo, 4guas doces, oceanos, animais marinhos e terrestres,
sedimentos marinhos, raizes de arvores, etc (Parra et al., 2023). Nas ultimas décadas,
pesquisas promissoras com actinobactérias raras como Micromonospora, Microbacterium,
Jishengella, Salinispora e Nocardiopsis tém levado a descoberta de novas moléculas bioativas,
atestando o potencial desse grupo bacteriano como fonte importante de novas drogas (Hui et
al.,2021).

Cerca de 80% dos antibidticos em uso clinico sdo produzidos por actinobactérias, em
especial pelo género Streptomyces. De todos os metabdlitos secundarios conhecidos, 17% sao
produzidos por esse género, sendo a maioria de importancia clinica (Hui et al., 2021).
Actinobactérias raras apresentam uma menor frequéncia de producao de bioprodutos, mas
isso ocorre devido a sua baixa taxa de isolamento e a dificuldade de se atingir condigdes
laboratoriais ideais para crescimento e producdo de metabolitos. Contudo, actinobactérias

raras tém apresentado a capacidade de sintetizar antibidticos diferentes do que seria esperado,
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com Mycobacterium produzindo asucamicina e apramicina, Amycolatopsis produzindo
rifamorfolinas e Micromonospora, o género de actinobactéria rara dominante em diversos

habitats, produzindo gentamicina, retimicina, galtamicina B, etc (Hu et al. 2020).

3.7 Potencial biotecnoldgico de actinobactérias simbidticas

Desde que plantas e animais passaram a interagir intimamente com microrganismos,
essa relacao nunca foi interrompida. A simbiose, como ¢ conhecida essa interagdo, pode tomar
a forma de diferentes niveis de mutualismo onde ambos os organismos envolvidos se
beneficiam, ou, mais raramente, de predacdo, onde apenas o simbionte se beneficia e o
hospedeiro ¢ prejudicado. O conjunto de hospedeiro e simbionte ¢ chamado de holobionte,
onde o microrganismo afeta o fitness do hospedeiro e vice-versa. J& o conjunto da informagao
genética do hospedeiro e de sua microbiota é chamado de hologenoma. Tanto mudangas no
genoma do hospedeiro quanto do microbioma implicam em alteragdes no hologenoma, e essas
mudangas podem ser transmitidas entre as geragdes e impactar diretamente na evolugdo do
holobionte (Rosenberg; Zilber-Rosenberg, 2011).

Desde o surgimento das teorias de que algumas organelas eucaridticas tém origem
simbiotica, evidencia-se o valor da simbiose microbiana como motor de evolugdo, visto que €
capaz de conferir novas caracteristicas. Os microrganismos simbidticos de eucariotos
costumam ter papéis muito bem definidos na nutricdo, imunidade, desenvolvimento e
reproducdo do hospedeiro, sendo especificos para cada individuo e ndo sdo transientes, ou
seja, aleatoriamente adquiridos do ambiente. A maior parte do maquinario celular e genético
em eucariotos pertence a seus simbiontes microbianos, visto que, em humanos, por exemplo,
para cada célula humana existem 10 células bacterianas e para cada gene humano existem
1000 genes bacterianos. Essa diversidade microbiana influencia a resposta imune do
hospedeiro, que ¢ forcada a evoluir constantemente em resposta aos simbiontes. Dessa forma,
o hologenoma estd em constante evolucdo (hospede e hospedeiro em coevolugdo),
principalmente se a mudanga em um gera uma pressdo de selecdo no outro (Brucker;
Bordenstein, 2012).

De forma geral, microrganismos simbidticos protegem seus hospedeiros de trés
formas: secretando compostos que inibem patdgenos, ocupando os sitios de ligagdo do
patégeno no hospedeiro ou ativando a resposta imune do hospedeiro contra patdgenos.
Adaptagdes co-evoluciondrias levaram ao surgimento de actinobactérias simbiodticas em

diversos hospedeiros. Essas associacdes sdo vantajosas porque, ao passo que a bactéria obtém
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abrigo e nutrientes (pela colonizagdo do sistema digestério como simbiontes ou comensais),
ela pode atuar para melhorar a nutri¢do, desintoxicagdo e crescimento do hospedeiro, assim
como produzir antibidticos para defendé-lo, suas larvas ou sua fonte de alimento.
Consequentemente, as actinobactérias simbioticas se tornam interessantes de um ponto de
vista biotecnoldgico, visto que seu potencial antimicrobiano ¢ maior que a média (Anteneh;
Franco, 2017; Ossali et al., 2022).

Actinobactérias simbidticas apresentam uma linhagem filogenética diferente das
demais, o que cria esperanca da presenga de BGCs para metabolitos poderosos e
desconhecidos. Animais como formigas, vespas e outros insetos, assim como invertebrados
marinhos apresentam simbiose com actinobactérias de destaque na produ¢do de metabolitos
(como Pseudonocardia, Amycolatopsis, Streptomyces e Saccharopolyspora), porém a maior
parte da pesquisa atualmente se volta para actinobactérias endofiticas (como Frankia e
Micromonospora, que atuam na fixa¢do de nitrogénio, produgdo de auxinas e inibicdo de
fitopatogenos), subestimando outros habitats que podem representar fontes importantes de
novos compostos bioativos (Ossai et al., 2022; Al-shaibani et al. 2021; Seipke; Kaltenpoth;
Hutchings, 2012).

Insetos sdo conhecidos por suas interagdes ativas com microrganismos em diversas
partes de seu corpo, onde atuam na promog¢do do crescimento do hospedeiro ao fornecé-lo
nutrientes que ele ndo consegue obter sozinho, em troca de prote¢do. A interagdo inseto-
microrganismo mais estudada ¢ a que ocorre entre Pseudonocardia e a formiga cortadeira
(Acromyrmex sp.). Essas formigas cultivam jardins de fungos para se alimentarem, mas esses
jardins frequentemente sdo afetados pelo fungo patogénico Escovopsis. Como forma de
defesa, as actinobactérias que crescem na cuticula das formigas produzem antibidticos
(dentigerumicina, produzida por Pseudonocardia, e candicidina, produzida por Streptomyces)
que inibem o crescimento de Escovopsis, protegendo assim a fonte de alimento de seu
hospedeiro. Em vespas, Streptomyces crescem em uma parte especifica do corpo das fémeas,
onde produzem diversos antibidticos para proteger diretamente o hospedeiro (Anteneh;
Franco, 2017).

J4 em cupins, as actinobactérias agem de forma diferente. Ao contrario do que ocorre
nas formigas cortadeiras, ao cooperar com cupins as actinobactérias se localizam
principalmente nas células dos ninhos e ndo no inseto em si, fato confirmado por trés motivos
principais: como a matéria lignoceluldsica atravessa o intestino do cupim muito rapidamente,
ndo hd tempo para que as enzimas microbianas ajam; as actinobactérias do intestino nao

inibem patdgenos fungicos, que atravessam o intestino e chegam ao jardim de fungos ilesos; e
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sua abundancia nos ninhos ¢ muito superior do que no intestino do inseto. Ainda ndo se sabe
ao certo o papel ecoldgico das actinobactérias nessa relagdo, visto que seu potencial
antimicrobiano e lignocelulolitico ndo apresenta diferenga significativa daquelas
actinobactérias presentes no solo. Contudo, ¢ seguro afirmar que a presenca dessas bactérias
nos ninhos dos cupins apresenta um saldo positivo para os insetos, visto que eles ndo as
removem do ninho (Murphy et al., 2021).

Actinobactérias também sdao bem representadas no microbioma de diversas espécies
de corais, 0 que sugere que sao membros importantes de seu microbioma. Dentre diversas
atividades, a fun¢do preponderante das actinobactérias nessa relacdo ¢ a degradacdo de
moléculas recalcitrantes por meio de sua forte atividade enzimatica, dessa forma tornando-as
assimilaveis pelos corais e pelos seus simbiontes dinoflagelados. Além disso, a produgdo de
antibioticos ndo pode ser ignorada, uma vez que as actinobactérias conseguem manter
patégenos como Vibrio coralliilyticus em niveis seguros para os corais (Becerril-Espinosa et
al., 2023).

As esponjas sdo os animais multicelulares mais antigos da terra e podem ter até¢ um
terco de sua biomassa constituida por microrganismos, que atuam na ciclagem de nitrogénio,
carbono, enxofre e fosforo, além de produzir metabolitos para proteger o hospedeiro de
patogenos, predadores e fouling (Dat et al., 2021). De um ponto de vista ecoldgico, nao faz
sentido microrganismos marinhos excretarem metabolitos, uma vez que essas moléculas sao
rapidamente lavadas pelo mar. Porém, como o interior das esponjas ¢ um ambiente
parcialmente fechado, a produgdo de metabolitos extracelulares microbianos ¢ incentivada.
Por serem animais filtradores, esse ambiente se torna altamente rico em nutrientes e
consequentemente em microrganismos. As actinobactérias fazem parte dessa microbiota,
atuando como simbiontes e exercendo fung¢des como protecdo contra predagdo (defesa
quimica), estabilizacdo do esqueleto do animal, translocacdo de metabdlitos e nutricdo (Baig
etal., 2021).

O corpo humano também abriga naturalmente uma diversidade de actinobactérias,
onde a abundancia de diferentes géneros estd diretamente ligada as condi¢des de satide do
hospedeiro. Os mais comuns sdo Corynebacterium, presente na pele (pernas, orelhas, boca,
nariz) € em mucosas, Rothia e Actinomyces, presentes na cavidade oral e Bifidobacterium no
sistema gastrointestinal. A maioria dessas actinobactérias ndo sdo patogénicas e atuam no
estimulo ao sistema imune e inibicdo de patdgenos. Algumas excegdes sdo patdgenos

oportunistas como Corynebacterium diphtheria e Bifidobacterium dentium. Alguns géneros,
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como Nocardia e Mycobacterium, sdo famosos por causar doengas em humanos (nocardiose e
tuberculose, respectivamente) (Anteneh; Franco, 2017).

Em plantas, actinobactérias podem atuar tanto como saprofitos benéficos, quanto
endosimbiontes e patdgenos. Por apresentarem a morfologia filamentosa e esporulagao,
actinobactérias possuem a capacidade de colonizar raizes e penetrar nas células vegetais, a
partir de onde os fendtipos endofiticos e patogénicos irdo diferir. Como endofiticos, a
principal acdo das actinobactérias ¢ a producdo de auxina levando ao crescimento e
desenvolvimento de raizes, o que melhora a absor¢do de nutrientes pelo hospedeiro. Além
disso, a inibi¢do do crescimento de fungos fitopatogénicos ja foi comprovada in vitro e in vivo,
e essa antibiose leva a supressdo das doencas da planta. Streptomyces conseguem produzir
metabolitos secundarios com atividade antifiingica e quitinolitica, dai sua capacidade de inibir
o crescimento dos fungos. Contudo, ja foi observada a capacidade das actinobactérias
promoverem também o crescimento de fungos rizosféricos, em especial aqueles que formam
as ectomicorrizas, benéficas para a planta (Seipke; Kaltenpoth; Hutchings, 2011). J& Frankia
atuam de forma diferente, uma vez que sua simbiose com a planta se da pela formagao de uma
organela especial fruto da colonizagdo da planta pela bactéria. As bactérias desse género se
alocam em nddulos radiculares e possuem vesiculas ricas na enzima nitrogenase, que fixa o
nitrogénio atmosférico em amodnia biodisponivel para a planta (Anteneh; Franco, 2017).

Ao se observar todas essas relagdes ecoldgicas entre actinobactérias e diversos
animais e plantas, se torna evidente o potencial dessas bactérias de sintetizar metabodlitos que
podem ser aproveitados biotecnologicamente, especialmente moléculas com atividade
antimicrobiana. Essas moléculas, originalmente sintetizadas com intuito de proteger o
hospedeiro, podem apresentar também inibicdo do crescimento de bactérias patogénicas
humanas. Além disso, pela falta de estudos relacionados a atividade antimicrobiana de
actinobactérias simbidticas cultivaveis, com destaque para simbiontes de animais marinhos,
ainda podem existir muitos antibiodticos novos com mecanismos de a¢do inéditos capazes de
ajudar a humanidade no combate a RAM. Por isso, € preciso focar a pesquisa em ambientes

inexplorados e em actinobactérias nunca antes isoladas.

3.8 Camarao-branco-do-pacifico e sua microbiota

Antes de adentrar nesse topico, ¢ importante esclarecer a questdo da nomenclatura do

camardo-branco-do-pacifico, que tanto ¢ chamado de Litopenaeus vannamei quanto de

Penaeus vannamei e foi brilhantemente detalhada por Figueredo et al., 2023. Na verdade, essa



44

ambiguidade ocorre com todos os camardes do género Penaeus. O primeiro camarao
pertencia ao género Cancer (C. chinensis Osbeck, 1765), mas esse gé€nero passou a abrigar as
diferentes espécies de caranguejo descritas por Lineu. O taxon Penaeus (Penaeus sensu lato —
s.l.) foi entdo descrito para abrigar sua type species, Penaeus monodon, que era a Unica
espécie do género Penaeus (Penaeus sensu stricto — s.s.), Unico género do taxon Penaeus.
Posteriormente, C. chinensis, C. setiferus e C. kerathurus foram transferidos para o género
Penaeus ¢ a familia Penaeidae Rafinesque foi criada para abrigar essas espécies
“remanejadas”. Desde entdo, dezenas de géneros e espécies foram descritos, portanto o
primeiro nome do camardo branco ¢ Penaeus vannamei. Eventualmente, taxonomistas
analisaram as caracteristicas sexuais de varias espécies de peneideos e concluiram que o
género Litopenaeus ocupa uma posi¢do muito mais primitiva que Penaeus s.s., que € mais
evoluido. Também foram observadas mais similaridades entre Litopenaeus ¢ camardes de
télico aberto do que com Penaeus, de télico fechado, o que indica que Penaeus s.l. ndo ¢ um
grupo monofilético e que ndo abrange Litopenaeus. Com isso, o uso do termo Litopenaeus
vannamei foi crescendo constantemente até passar P. vannamei em 2001 e ultrapassar 80%
das referéncias em 2016. Mais recentemente, com a publicacdo de estudos filogenéticos
moleculares envolvendo o genoma mitocondrial dos 6 géneros de Penaeus s.l., se descobriu
que a Identidade Média de Aminoacidos (AAI) entre essas espécies era de 93,4%, o que ¢
ainda maior que a AAI entre outros decapodes de mesmos géneros. Com isso, se confirma que
Penaeus s.1. ¢ sim monofilético e a nomenclatura original pode ser restaurada. Desde entdo, o
uso da nomenclatura Penaeus vannamei tem tido cada vez mais relevancia, mas ainda esta
longe de ser predominante. Portanto, por ser a nomenclatura mais correta e utilizada
atualmente, ao longo desse trabalho o camarao branco sera referido como P. vannamei.

Devido ao seu sabor, carne de boa qualidade, facilidade de preparar, baixo teor de
gordura, alto teor de proteinas e métodos de cultivo bem compreendidos, P vannamei
(camarao-branco-do-pacifico) representa 80% da producdo de camardes no mundo, com uma
producdo anual global de 58,1 milhdes de toneladas que valem US$ 26,7 bilhdes. 83% da
producdo global de P. vannamei advém da aquicultura. Esse camardo ¢ um animal eurialino,
ou seja, suporta grandes variacdes de salinidade, e ¢ cultivavel em alta densidade tanto em
adgua do mar quanto em dagua salobra devido a sua resisténcia a estresse e a doengas,
crescimento rapido, baixo custo e alta rentabilidade (Amiin et al., 2023; Chen et al. 2024; Li
etal.,2021Db).

Quanto a alimentagdo, o camardo branco tem uma alta necessidade de proteinas,

visto que prefere utiliza-las como fonte de energia do que carboidratos. Os agucares, porém,
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sdo muito importantes visto que sdo utilizados tanto como fonte de energia quanto como
precursores para sintese de quitina e de acidos nucleicos. Ja os lipideos, além de fonte de
energia, servem também como precursores de hormdnios esteroides, sdo parte estrutural e
funcional das células, atuam como mediadores intercelulares e sdo vitais para o crescimento,
maturagdo e producao de nauplios (Tzuc et al., 2014).

Na regido da América Latina e Caribe, o mercado de P vannamei cresceu
rapidamente, passando de poucos paises na década de 90 (86.000 t e 25.000 ha) para 22 de 36
paises nessa regido sendo produtores significativos desse animal em 2017, totalizando mais de
766.000 t e 200.000 ha, crescimento de 20% ao ano. No Brasil, a producio de P. vannamei
cresceu 33% entre 2019 e 2021 (passando de 90.000 t para 120.000 t) e ¢ dominada por 75%
de pequenos produtores (fazendas com < 2 ha) que praticam monocultura semi-intensiva em
grandes tanques com baixa salinidade. Dos 20.000 ha utilizados para cultivo desse animal no
Brasil, 98% (19.845 ha) ficam na regido estuarina do Nordeste, em especial no Rio Grande do
Norte e no Ceard. A produgdo nacional em 2019 excedeu 12 bilhdes de animais na fase pos-
larval vendidos principalmente para Estados Unidos e Europa a até US$ 2,00 por milhar, mas
desde entdao o consumo doméstico tem crescido. No Nordeste, os lucros de exportagao de
camarao ja chegaram a ultrapassar U$ 270 milhdes, sendo a segunda maior atras apenas da
cana de agucar e gerando entre 1,8 e 3,7 empregos por hectare (Valenti et al., 2021; Lacerda et
al.,2021; Silva et al., 2022).

Dada a abundancia de nutrientes no intestino e no trato digestério como um todo, €
compreensivel que os microrganismos se instalem nesse ambiente. Mesmo com esses
nutrientes sendo destinados ao hospedeiro, eles também podem ser aproveitados pelos
microrganismos, que podem estabelecer relagdes simbioticas de mutualismo, comensalismo e
parasitismo, de acordo com o tipo de bactérias dominante no momento (Amiin et al., 2023).
Na ultima década, o estudo das comunidades microbianas que habitam esses canais
alimentares de animais (microbiota) ganhou destaque. No caso dos camardes, a parte mais
estudada desse sistema € o intestino, cujo microbioma atua como um Orgido acessorio
metabolicamente ativo do sistema endocrino (assim como na maioria dos eucariotos)
provendo novas rotas metabolicas para auxiliar na absor¢cdo de nutrientes, prote¢do contra
patogenos, crescimento, sobrevivéncia, resposta imunologica, manuten¢do da homeostase e ¢
influenciada pelo estado nutricional do animal, consumo de probidticos, estagio de
desenvolvimento e condigdes fisico-quimicas da 4gua. Apesar do papel fundamental da
microbiota intestinal na satde dos animais, ainda se sabe pouco quanto a imunidade intestinal

e fun¢des do microbioma de crustaceos quando comparado a humanos e insetos, visto que
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ainda ndo se sabe, por exemplo, se a microbiota ¢ controlada pelo camardo ou o oposto. O que
se sabe ¢ que muitas das fungdes do sistema digestério sdo, na verdade, exercidas pelo
metabolismo de seu microbioma (Hembrom et al., 2024; Li et al., 2018).

Pennaeus spp. possuem um complexo ciclo de vida com varios estagios, passando
por ovos, larva (nduplio, protozea e mysis), pos-larva, juvenil e finalmente adulto, com cada
estagio possuindo sua microbiota caracteristica. A diversidade de bactérias no intestino atinge
estabilidade no estagio pos-larval, porém o animal continua mais suscetivel a doencas até a
fase juvenil do que quando adulto. Isso ocorre pois a colonizagdao do intestino ocorre em
estagios muito iniciais do ciclo de vida do animal (Hembrom et al., 2024). Em P. vannamei,
esse processo se inicia na fase de nduplio 5 e se estende ao longo de diferentes estagios da
vida. Nesse estagio, o orificio anal realiza movimentos de “bebida anal” antes mesmo do
orificio da boca se abrir e a colonizacdo propriamente dita se iniciar. De forma geral, o
desenvolvimento da microbiota em animais aquaticos ocorre pelo contato com o ambiente ao
redor e ¢ influenciado pela alimentagdo, secrecdo de hormoénios e absor¢do de nutrientes.
Nesses animais, a microbiota do trato digestorio atua na producdo de enzimas digestivas,
inibi¢do do crescimento de patdgenos por competicdo, e fornecimento de elementos essenciais
para o metabolismo do hospedeiro (Tzuc et al., 2014).

Mais de 100 isolados ja foram obtidos do trato intestinal do camardo branco,
pertencendo principalmente aos géneros Photobacterium, Vibrio, Aeromonas, Xanthomonas,
Agrobacterium, Bacillus e a familia Enterobacteriaceae. Considerando que 99% das bactérias
de ambientes marinhos ndo sdo cultivaveis, esses resultados ndo sdo representativos da
diversidade e abundancia da microbiota de P. vannamei. Por isso, o melhor método para
estudar a composicao dessa microbiota € o sequenciamento do gene 16S rRNA. Assim como
na maioria dos animais aquaticos, Proteobacteria € o filo mais abundante e estavel no trato
intestinal do camardo branco. Em seguida, aparecem os filos Firmicutes, Bacterioidetes e
Actinobacteria, porém suas abundancias relativas variam bastante dependendo do ambiente,
do estagio de vida e da dieta do animal. Actinobacteria, por exemplo, ¢ dominante em
camardes brancos cultivados em dguas com baixa salinidade. Como actinobactérias costumam
ser detectadas no trato intestinal de peixes de 4gua doce, teoriza-se que essa pode ser uma das
adaptacdes adotadas por P. vannamei para sobreviver nessas condi¢des. A nivel de familia,
Rhodobacteriaceae e Flavobacteriaceae sao dominantes em todos os estagios de crescimento
(Lietal., 2018).

O trato gastrointestinal (GIT) dos camardes ¢ dividido em trés partes: anterior

(estomago), medial (hepatopancreas) e posterior (intestino, que também ¢ dividido em
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por¢des anterior e posterior). Como cada uma dessas por¢des possuem caracteristicas
diferentes, como niveis de oxigénio, disponibilidade de nutrientes e caracteristicas fisico-
quimicas, ¢ natural que suas microbiotas variem bastante entre si quanto a composicao,
diversidade e abundancia relativa. Apesar disso, compartilham alguns grupos microbianos,
como Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Bacteriodetes, Cyanobacteria, Streptococcus
e Oceaniovalibus, filos e géneros mais abundantes em todas as por¢des do GIT. As fungdes
principais do hepatopancreas sao a producdo de enzimas digestivas, metabolismo de
nutrientes e regulacdo da imunidade inata do hospedeiro. O estdmago ¢ a por¢do menos
estudada do GIT do camarao, mas mesmo possuindo a menor diversidade bacteriana, também
esta envolvido na digestdo e processamento de nutrientes. Além dos géneros ja mencionados,
Vibrio, Sphingomonas, Salinarimonas e Oceaniovalibus também se destacam. Ja o intestino,
porcao mais estudada devido aos impactos de seu microbioma no metabolismo e fisiologia do
hospedeiro, apresenta pouca diferenca quanto a comunidade microbiana em sua por¢ao
anterior e posterior, ¢ também a maior diversidade microbiana dentre as por¢des do GIT
(principalmente o intestino anterior), com prevaléncia dos géneros Actibacter, [lumatobacter e
Litorilinea. Quanto a comunidade de actinobactérias, sua abundancia relativa ¢ de até 20%
nas diferentes partes do GIT, sendo bem mais presente no intestino posterior e anterior. Os
géneros llumatobacter ¢ Corynebacterium sao representativos em todas as por¢des do GIT do
camardo, que apresenta também Nocardioides no intestino posterior € no hepatopancreas
(Chaudhary et al., 2024).

Crustaceos, como o camardo branco, ndo possuem um sistema imunologico
adaptativo, tendo que contar com seu sistema imune inato para se defender de patogenos e
microrganismos indesejados por um trabalho conjunto dos sistemas celular e humoral.
Felizmente, as interagdes ecologicas no microbioma e entre o microbioma e o hospedeiro
ajudam a dar robustez a essa resposta imune, dai a importincia de entender melhor essas
interacdes. Na aquicultura de P. vannamei, o uso de antibidticos ¢ restrito devido as
legislagdes quanto a qualidade dos alimentos, o que torna o combate a doencas infecciosas
mais dificil. Apesar disso, o uso excessivo de antibioticos nos tanques e nas dietas leva ao
desenvolvimento de RAM ¢ acumulo de antibioticos no tecido animal (Zhou et al., 2024;
Hembrom et al., 2024; Li et al., 2018).

Diante do apresentado, ¢ evidente o papel das actinobactérias na imunidade de
diversos animais, como o camardo. Por serem importantes produtores de metabolitos com
atividade antimicrobiana, essas bactérias conseguem atuar na inibi¢do de patdgenos e

protecdo do hospedeiro. Quando submetidas ao estresse quimico dos antibioticos, elas
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precisam se adaptar para conseguir inibir os patdégenos, que adquirem resisténcia. Por isso, de
um ponto de vista biotecnologico, actinobactérias ainda s3o uma fonte promissora de
antibidticos que podem atuar na esfera clinica e salvar milhdes de vidas. Apesar de ser um
conhecido hotspot de actinobactérias, ainda ndo ha estudos abordando o cultivo in vitro e
potencial biotecnoldgico de actinobactérias presentes no intestino de camardes. Utilizando
meios de cultura e antibidticos especificos, é possivel se isolar actinobactérias de teoricamente
qualquer habitat, e esse ¢ o primeiro trabalho que propde com sucesso o isolamento e
aplicacdo biotecnologica das actinobactérias simbioticas de P. vannamei ¢ de camardes em
geral. Ao se utilizar essas abordagens, ¢ possivel se descobrir novas espécies e biomoléculas

de potencial biotecnologico inestimavel.
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4 MATERIAL E METODOS

Nesta secao serdo descritos todos os procedimentos experimentais executados ao
longo da pesquisa. Todos os meios de culturas utilizados nas etapas de isolamento,
caracterizagdo ¢ manuten¢do da cole¢do foram suplementados com cicloheximida (50pug/mL,
para inibi¢do do crescimento de fungos) e acido nalidixico (20ug/mL, para inibicdo do
crescimento de bactérias Gram-negativas) esterilizados por membrana MilliPore 0,22 um e
adicionados aos meios na hora de verter (Balagurunathan et al., 2020). Para as coinoculagdes

dos testes de atividade antimicrobiana, foi utilizada apenas a cicloheximida.

4.1 Obtenc¢ao dos camaroes

Camardes adultos (>90 dias de cultivo) frescos e saudaveis foram coletados de
viveiros de cultivo superintensivo (raceway) com salinidade em torno de 3% do Centro de
Estudos Ambientais Costeiros (CEAC — LABOMAR/UFC). Os animais foram cultivados sem
adicdo de probidticos, prebioticos ou antibidticos. Apds coleta, os camardes foram
transportados vivos na agua do cultivo até o laboratério, onde foram tratados no mesmo dia
(projeto SisGen n° ADF53F9). Cada camardo foi pesado individualmente, para no final se

tirar a média do tamanho dos animais usados no trabalho.

4.2 Isolamento das actinobactérias

O isolamento de actinobactérias do trato intestinal de camardo ocorreu seguindo o
protocolo de Li ef al. (2020) com adaptagdes. Os animais foram dessensibilizados em agua
com gelo, e apds isso os intestinos inteiros foram removidos assepticamente, pesados em
conjunto e homogeneizados em solucgao salina estéril (1:9 w/v) com um bastdo de vidro estéril.
O homogenato foi diluido serialmente de 107! a 10° e 100uL de cada diluigio foram
inoculados em triplicata por spread plate nos meios de cultura: Peptone Yeast Extract - Malt
Extract Agar (GLM agar) (Das et al., 2018), Starch Casein Agar (SCA) e Kiister’s Agar (KA)
(Mohseni et al., 2013). As placas foram entdo incubadas em estufa bacteriologica a 28+2°C
por 21 dias. A cada 7 dias, as colonias obtidas no spread plate foram purificadas por
esgotamento em estrias em meio de cultura International Streptomyces Project 2 (ISP2)
(Mohseni et al., 2013). Os isolados com caracteristica morfoldgica de actinobactérias foram

selecionados e depositados em colecdo com o codigo SGA (Shrimp Gut Actinobacteria).
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4.3 Armazenamento da colecio

Para uso a curto prazo, foi feita uma colecao em caldo ISP2 e repiques em agar ISP2, e
para armazenamento a médio prazo em tubos com agar ISP2 inclinado com 6leo mineral. Para
armazenamento a longo prazo, os isolados de actinobactérias foram armazenados como
suspensao de esporos seguindo o protocolo de Shepherd et al. (2010) com modificagdes. As
colonias foram inoculadas com um swab estéril em toda a superficie de uma placa contendo
meio ISP2 e incubadas em estufa bacteriologica a 28+2°C por 7 dias. ApoOs crescimento, foi
adicionado 3 mL de 4agua destilada e uma gota de TWEEN 80 estéreis a placa, e os esporos
foram raspados com cuidado usando uma alga de Drigalski estéril. A 4dgua contendo os
esporos foi entdo transferida em aliquotas iguais para 2 microtubos, onde foi agitada
vigorosamente em agitador tipo vortex para quebrar as cadeias de esporos. Os microtubos
contendo os esporos foram centrifugados a 2000 x g por 10 min a 4°C, o sobrenadante
descartado, e os esporos ressuspensos em meio ISP2 com glicerol estéril 25% e transferidos

para tubos criogénicos rosqueados, onde foram mantidos armazenados a -20°C.

4.4 Caracterizacao cultural dos isolados

A caracterizagdo cultural foi realizada segundo o protocolo de Wink (2012) com
modifica¢cdes. Em uma placa com 12 pocos, foram adicionados os meios ISP1, ISP2, SCA e
MHA (2 mL por pogo) (Balagurunathan et al., 2020). Em seguida, os isolados de SGA foram
inoculados por spot com uma agulha de inoculagdo no centro de cada poco. As placas foram
fechadas e incubadas em estufa bacteriologica a 28+2°C por 7 dias. Ao fim desse periodo, as
cores das colonias foram classificadas de acordo com a tabela de cores RAL em cada meio de

cultura. Os testes foram realizados em triplicata, em dois ensaios independentes.

4.5 Caracteriza¢ao micromorfologica dos isolados

Ap6s o crescimento das culturas puras em agar ISP2, foi realizada uma coloragio de
Gram, para observacao da morfologia e analise de pureza, e caracterizagdo micromorfologica
(microcultivo) segundo Santos ef al., (2019). Laminas de vidro estéreis foram acomodadas em
placas de Petri estéreis. Pellets de meio Bennett (Gordon; Smith, 1955) de 1 cm de didmetro
foram transferidos assepticamente com o auxilio de uma pinga flambada para sobre as laminas.

Os isolados de actinobactérias foram inoculados ao redor do pellet, e entdo uma laminula
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estéril foi posta sobre o pellet, para que as hifas crescam e deixem uma impressdo digital
sobre as laminulas. A fim de manter a umidade dentro da placa (uma vez que hé apenas um
volume muito reduzido de meio de cultura), foram adicionados dois tufos de algodao imido
estéreis. As placas foram fechadas e incubadas em incubadora tipo BOD a 28+2°C por 7 dias.
Ao fim desse periodo, as laminulas foram cuidadosamente retiradas, adicionadas a uma nova
lamina estéril com uma gota do corante azul de Amann e seladas com esmalte transparente.
As laminas foram observadas por microscopia de luz em lente de imersao (1000x de aumento)
e a micromorfologia das hifas classificada em rectus, flexibilis, retinaculum-apertum e spira
(Abdelrahman et al., 2022). Os testes foram realizados em triplicata, em dois ensaios

independentes.

4.6 Cepas para atividade antimicrobiana

A fim de evitar trabalhar com espécies repetidas da mesma actinobactéria, a
caracterizacdo cultural foi utilizada como método de sele¢ao. Utilizando os dados de cor de
micélio aéreo e reverso em cada meio de cultura e micromorfologia, foi feito um dendrograma
de similaridade a partir da distancia euclidiana no software RStudio (versdo 2024.12.1-563, R
versao 4.4.2) com os dados normalizados para que os dados de cor de micélio (cddigos da
tabela RAL) e micromorfologia (rectus = 1; flexibilis = 2; retinaculum-apertum = 3; cocoide,
sem formag¢do de filamentos = 4; bacilar, sem formacao de filamentos = 5) fiquem na mesma
escala. Caso mais de um isolado apresentasse as mesmas micromorfologia e caracteristicas
culturais em todos os meios, um deles seria escolhido por sorteio para os testes seguintes € 0s
demais seriam excluidos, ficando apenas armazenados em colecao.

As cepas indicadoras utilizadas no trabalho foram Staphylococcus aureus ATCC
700698 (MRSA, resistente a meticilina e com resisténcia intermediaria heterogénea a
vancomicina), Staphylococcus aureus ATCC 25923 (SA25), Klebsiella pneumoniae ATCC
10031 (KP), Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619 (PA), Salmonella enterica ATCC 14028
(SE), Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 (SEp, resistente a meticilina) e Escherichia
coli ATCC 11303 (EC).

Com excecdo de SEp e EC, que sao NBI, todas as cepas mencionadas possuem nivel
de biosseguranca 2 (NB2), por isso, todos os ensaios que as utilizaram foram realizados no
Laboratdrio Integrado de Biomoléculas (LIBS), da Universidade Federal do Ceara (UFC), que

possui os equipamentos e expertise necessarios para trabalhar com esses microrganismos.
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4.7 Screening de atividade antimicrobiana

O método de cross-streak foi utilizado para avaliar a atividade antimicrobiana das
actinobactérias contra as cepas indicadoras utilizando o método de Nofiani et al. (2021) com
modifica¢des, conforme esquematizado na Figura 1. Os isolados de actinobactéria foram
inoculados em linha reta com swab em uma placa com agar Mueller Hinton e incubados a
28°C por 6 dias. No dia anterior ao teste, as cepas indicadoras foram inoculadas em meio
Mueller Hinton liquido e incubadas overnight em estufa bacteriologica a 37°C. Apos esse
periodo, foram centrifugadas, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas com a
mesma quantidade de meio Mueller Hinton novo. Enfim, essas cepas foram ajustadas para
uma densidade de 10® UFC/mL via ODe2o e inoculadas com swab perpendicularmente as
actinobactérias, sendo entdo incubadas a 37°C por 18h em estufa bacterioldgica. A presenga
de halo entre a actinobactéria e a cepa indicadora significa resultado positivo, ¢ a auséncia de
halo, resultado negativo. Os testes foram realizados em triplicata, em dois ensaios

independentes.

Figura 1 — Esquematizagcdo da inocula¢do de microrganismos para avaliagdo da atividade
antimicrobiana de actinobactérias pelo método do cross-streak.

Fonte: elaborado pelo autor.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos por meio desta pesquisa sdo apresentados e discutidos nesta

se¢do, ressaltando o potencial antimicrobiano e diversidade das actinobactérias isoladas.

5.1 Criacao da colecio

Para realizagdo do trabalho, foram obtidos 25 camardes com 27,3+3,96g, o que
totalizou 970 mg de intestinos. Apds os 21 dias de incubagdo e 3 rodadas de isolamento,
foram obtidos um total de 109 isolados. Destes, 28 ndo cresceram quando transferidos para o
meio ISP2, resultando em 81 isolados. Ao se retirar os isolados sem caracteristicas de
actinobactérias, obtivemos 25 isolados, que foram identificados de 01 a 25 e depositados na
cole¢do Shrimp Gut Actinobacteria (SGA-01 a SGA-25; SGA-02 posteriormente foi retirada

da colecdo por auséncia de crescimento), apresentada na figura 2.

Figura 2 — Colegao “Shrimp Gut Actinobacteria” em meio ISP2.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Apesar da microbiota de invertebrados aquaticos ainda ndo ser tdo estudada, a
microbiota de camardes se destaca na literatura sobre as demais (Holt ez al., 2021). Dentre os
topicos abordados, se encontra a resposta da microbiota a periodos de fome (Dai et al., 2018),
a sucessao ecoldgica espago-temporal das comunidades microbianas no intestino (Xiong et al.,
2019), até a influéncia de microplasticos na composicdo da microbiota (Li et al., 2021a).
Contudo, o isolamento e aplicacio biotecnologica dessas bactérias, em especial
actinobactérias, ainda € um topico relativamente intocado.

Actinobactérias simbidticas, por outro lado, sdo um tema bastante estudado. Contudo,
as tentativas de isolar essas bactérias ndo sdo tdo frequentes quanto estudos moleculares. No
que diz respeito a trato digestorio, ja se isolou com sucesso actinobactérias de besouro-
capricornio mediterranico (Cerambyx welensii, por Santamaria et al., 2020), cavala indiana
(Rastrelliger kanagurta) e Panna microdon, ambos por Vignesh et al., (2019) e minhocas
(Perionyx excavatus, por Samanta e Das, 2015), apenas para citar alguns exemplos. Quanto a
crustaceos, os estudos sdao ainda mais raros, com apenas o trabalho de Protasov et al., (2020)
que isolou actinobactérias de sete espécies de anfipodes e avaliou sua atividade
antimicrobiana e capacidade de expressar genes biossintéticos. Esse trabalho, contudo, ndo
visou o isolamento a partir do trato intestinal, provavelmente devido ao tamanho muito
reduzido desses animais.

Este trabalho ¢ o primeiro a propor e ter €xito em isolar actinobactérias da microbiota
de camardes. Em outras palavras, € o primeiro trabalho a acessar a actinobiota de camardes. A
colecdo inédita obtida estd armazenada no Laboratério de Tecnologia do Pescado da
Universidade Federal do Cear4, e seu potencial biotecnologico estd disponivel e aguardando

para ser mais estudado em pesquisas futuras.

5.2 Caracterizacio cultural dos isolados

Os isolados tiveram a cor de seu micélio aéreo e reverso determinadas nos meios ISP1,
ISP2, SCA e MHA de acordo com a tabela RAL e apresentaram cores entre verde oliva (RAL
6022), sendo a mais comum com 32 ocorréncias, amarelo areia (RAL 1002) com 18
ocorréncias, até Vermilion (RAL 2002), laranja pérola (RAL 2013), Telegray 1 (RAL 7045) e
cinza aluminio (RAL 9007), dentre outros com apenas uma ocorréncia. A frequéncia das cores

estd detalhada na Figura 3, e discriminada por isolado e meio de cultura na Tabela 1.
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Figura 3 — Distribuicdo de frequéncias das cores de micélio aéreo e reverso das
actinobactérias isoladas do intestino de camarao (SGA).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Pigmentos sdo essenciais na caracterizagao de actinobactérias. Biotecnologicamente,
podem ser aplicados na industria téxtil, cosmética, de tingimentos, de alimentos e
farmacéutica, podendo  apresentar  propriedades  antioxidantes,  antimicrobianas,
anticoagulantes, antitumor etc. (Chakraborty et al., 2015). Actinobactérias podem produzir
pigmentos de diversas cores e tons, variando entre amarelo, violeta, cinza, rosa, laranja, verde,
azul, marrom e vermelho (Fernandes et al., 2021; Urtgam et al., 2023). Nesse trabalho, foram
encontradas actinobactérias com pigmentos nos grupos amarelo (RAL 1000), laranja (RAL
2000), vermelho (RAL 3000), verde (RAL 6000), cinza (RAL 7000), marrom (RAL 8000) e

branco (RAL 9000), o que condiz com as possiveis cores mencionadas na literatura.
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Tabela 1 — Caracteristicas culturais e morfologicas das actinobactérias isoladas do intestino de
camarao (SGA).

Meios de cultura
Isolado ISP1 ISP2 SCA MHA

Aéreo Reverso Aéreo Reverso Aéreo Reverso Aéreo Reverso

SGA-05 | 1001 9003 1001 1015 1015 1015 1001 Flexibilis

SGA-06 - 6014 - 8008 7047 -- 1001 Flexibilis

Morfologia das
cadeias de esporos

1015 1001 Rectus
7035 Flexibilis

7035 Flexibilis

SGA-07 1013 1015 9010 9010 1015 Rectus

SGA-08 -- 7047 - 7035 7044 1001
SGA-09 -- 7047 - 7035 7044 1001

Retinaculum-apertum

Retinaculum-apertum

SGA-10 - 8022 9016 - 1013 Flexibilis
SGA-11 - 8022 9016 1013 Flexibilis
SGA-12 - 8022 9016 - 1013 Flexibilis
SGA-13 - 8022 9016 - 1013 Flexibilis

SGA-14 6022 6022 6022 6022 6022 6022 6022 Flexibilis

\S)

SGA-17 6022 6022 6022 6022 6022 Flexibilis

SGA-19 1013 1001 9001 7035 9001 1015

Retinaculum-apertum

Flexibilis

Cocoide, sem
SGA-20 = 7044 7044 1015 1001 S/cresc.  S/cresc. 1015 1015 formacéo de
filamentos

o | s [ |

SGA-22 | 1003 1003 1023 1023 1003 1003 1003 Retinaculum-apertum

Cocoide, sem
1003 1015 1003 1015 formacéo de
filamentos

SGA-24 Bacilar, sem formagao
E— de filamentos

SGA-25 Bacilar, sem formagéo
de filamentos

Fonte: elaborado pelo autor.

SGA-23 | 1003 1015
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Muitas vezes, como no caso das SGA 01, 03, 05, 08 e 10, isolados crescendo em
diferentes meios de cultura apresentam diferentes cores de micélios aéreo e reverso, uma vez
que as diferentes fontes de carbono, nitrogénio e demais nutrientes geram respostas bioldgicas
e metabolicas diferentes (Ratte er al., 2022). Os meios utilizados na caracterizagdo cultural
foram ISP1 (triptona e extrato de levedura), ISP2 (extrato de levedura, extrato de malte e
dextrose), SCA (amido, caseina e diferentes micronutrientes como sulfato de magnésio e
carbonato de calcio) e Mueller Hinton (extrato de carne, caseina hidrolisada e amido)
(Kurnianto et al., 2020). Por terem formulagdes bastante variadas, ¢ natural a observacao
dessa diversidade morfologica, uma vez que a ativacao de diferentes rotas metabdlicas para
absor¢do de diferentes nutrientes pode acabar levando também a produgdo de pigmentos
diversos.

Além das condi¢des nutricionais, as condi¢cdoes de cultura e idade do isolado
também influenciam na producdo de pigmentos (Fitri e al., 2021). Como todos os isolados
utilizados no trabalho eram novos e foram cultivados nas mesmas condi¢des, pode-se afirmar
que essas varidveis ndo influenciaram a diversidade observada. Contudo, diferentes condi¢des
de cultura podem ser ponto de partida para se explorar a produ¢do de novos pigmentos por
esses isolados, assim como a prospecgao de diferentes atividades bioldgicas desses pigmentos.

A solubilidade do pigmento € o que dita as variagcdes que ele causa nas cores do
meio e do micélio. Pigmentos hidrossoluveis se diluem no meio de cultura, o colorindo,
enquanto pigmentos hidrofobicos, ou lipossoliiveis, colorem as colonias em si. Esse fendmeno
¢ crucial na identificacdo de novas espécies (Selvaraj et al., 2023). Toda a colecio SGA
produz pigmentos lipossoluveis, apresentando colonias de diversas cores em varios meios de

cultura.

5.3 Caracteriza¢do micromorfologica dos isolados

A técnica de microcultivo foi utilizada para se observar as estruturas das cadeias de
esporos da colecdo. 58,3% da cole¢ao (14 isolados) apresentaram cadeias de esporos do tipo
flexibilis, 8,3% (2 isolados) do tipo rectus, 16,6% (4 isolados) do tipo retinaculum-apertum e
16,6% nao apresentaram filamentos, sendo 2 com morfologia cocoide € 2 com morfologia

bacilar, conforme Figura 4. A morfologia de cada isolado esta discriminada na Tabela 1.
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Figura 4 — Morfologias das cadeias de esporos das actinobactérias isoladas do intestino de
camarao (SGA), observadas via microcultivo com aumento de 1000x.
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Fonte: elaborado pelo autor.

O arranjo das cadeias de esporos ¢ um critério fundamental para a identifica¢do
taxondmica de actinobactérias (Fatima ef al., 2019). As morfologias mais classicas de
actinobactérias cultivaveis sao micélios permanentes e altamente diferenciados e ramificados
(Streptomyces e Frankia), mas também se pode observar hifas fragmentadas (Nocardia),
filamentos alongados que ndo chegam a formar micélio verdadeiro (Rhodococcus), etc.
Alguns géneros nao produzem micélio (Corynebacterium), enquanto outros se apresentam em
forma de cocos (Micrococcus) ou cocobacilos (Arthrobacter) (Barka et al., 2016).

Apesar da comparagdo das estruturas observadas via microcultivo com padroes da
literatura ser aceito como uma forma preliminar de identificagcdo de actinobactérias a nivel de
género (Santos et al., 2019), neste trabalho se optou por usar essa metodologia apenas para
caracterizar as cadeias de esporos. Apesar disso, a morfologia espiralada/ondulada classica de
Streptomyces (spira) (Brito et al., 2015) ndo foi observada em nenhum dos isolados. Isso se
mostra um resultado inesperado, dada a grande frequéncia de isolamento desse género nos
mais diversos habitats. Contudo, vale ressaltar que apesar de ser o género mais isolado, ele
ndo ¢ o mais abundante, por isso pode-se inferir que os métodos de isolamento e meios de
cultura empregados podem ter favorecido géneros mais raros ou inéditos (Parra et al., 2023).

Assim como Dornelas et al., (2017), que trabalharam com uma colecdo de
actinobactérias isoladas de solos tropicais, neste trabalho a morfologia dominante foi a de
hifas flexiveis, seguidas de retinaculum-apertum. De forma similar a Uesugi ef al. (2024), que
isolaram actinobactérias de solos de compostagem de palmeira-de-dend€, nenhum isolado
apresentou morfologia espiralada, enquanto Delbari et al., (2023) observaram essa morfologia

como mais frequente em actinobactérias endofiticas. Isso apenas comprova a diversidade
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morfologica desse filo, destacando como a abundancia de diferentes fenotipos varia

radicalmente de acordo com a fonte de isolamento.

5.4 Escolha dos isolados para os testes de atividade antimicrobiana

Segundo Fitri et al., (2021), a diversidade de caracteristicas morfoldgicas pode ser
utilizada para agrupar diferentes isolados de actinobactérias. Com isso em mente, esses
critérios foram utilizados para filtrar os isolados utilizados nas etapas posteriores do trabalho.
Conforme mostrado na Tabela 1, SGA-01, SGA-05, SGA-06, SGA-07, SGA-18, SGA-19,
SGA-20, SGA-21, SGA-22, SGA-23, SGA-24 ¢ SGA-25 apresentaram micromorfologia e
combinagdes de cor de micélio tnicas nas condigoes testadas. SGA-03 e SGA-04, por outro
lado foram idénticas em todas as condi¢des, assim como SGA-08 e SGA-09; SGA-10, SGA-
11, SGA-12 e SGA-13; e SGA-14, SGA-15, SGA-16 ¢ SGA-17. Esses dados podem ser
resumidos no dendrograma de similaridade (Figura 5), onde esses isolados aparecem
agrupados. Por isso, apOs o sorteio para eliminar os isolados com caracteristicas repetidas, o
numero de isolados trabalhados foi reduzido de 24 para 16: SGA-01, SGA-03, SGA-05,
SGA-06, SGA-07, SGA-09, SGA-11, SGA-17, SGA-18, SGA-19, SGA-20, SGA-21, SGA-
22, SGA-23, SGA-24 e SGA-2S.

Figura 5 — Dendrograma de similaridade dos isolados de actinobactérias da colecio SGA
quanto as cores de micélio e micromorfologia.
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5.5 Teste de atividade antimicrobiana

Os 16 isolados de actinobactérias escolhidos foram testados contra 7 cepas indicadoras
pelo método do cross-streak. Nesse método, as bactérias sao cultivadas na mesma placa, a fim
de se observar a presenca ou nao de halo de inibigdo. Dos 16 isolados testados, o destaque vai
para a SGA-18, que inibiu as 7 bactérias indicadoras, e SGA-05, que inibiu todas menos K.
pneumoniae ¢ S. enterica. SGA-06 e SGA-19 inibiram duas bactérias cada, enquanto SGA-03
inibiu apenas P. aeruginosa. Todas as outras SGA apresentaram resultado negativo contra

todas as cepas indicadoras testadas, conforme representado na Figura 6.

Figura 6 — Cepas inibidas pelas actinobactérias do intestino do camarao pelo método do cross
streak.

Isolado MRSA SEp KP SE PA EC SA25
SGA-01
SGA-03
SGA-05
SGA-06
SGA-07
SGA-09
SGA-11
SGA-17
SGA-18
SGA-19
SGA-20
SGA-21
SGA-22
SGA-23
SGA-24
SGA-25

Células vermelhas indicam auséncia de inibicdo, enquanto células azuis indicam inibigdo. MRSA:
Staphylococcus aureus ATCC 700698; SEp: Staphylococcus epidermidis ATCC 35984; KP: Klebsiella
pneumoniae ATCC 10031; SE: Salmonella enterica ATCC 14028; PA: Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619;
EC: Escherichia coli ATCC 11303; SA25: Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Fonte: elaborado pelo autor.

Nenhum dos isolados que apresentaram inibi¢ao (SGA-03, SGA-05, SGA-06, SGA-18
e SGA-19) estava dentre as cepas que passaram por sorteio, ou seja, todos possuem
caracteristicas unicas quando comparadas as demais SGA. Isso vai ao encontro da maxima de

que actinobactérias raras possuem grande potencial antimicrobiano e podem inibir patégenos

multirresistentes (Amin et al., 2020).
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A primeira substancia bioativa relatada para actinobactérias data de 1924, antes
mesmo da penicilina de Fleming (1929), mas s6 foi purificada e nomeada de actinomicina por
Selman Waksman e seus alunos em 1937 (Waksman; Woodruff, 1940). Os pesquisadores
acreditavam que esse antibidtico era um dos mais potentes ja descobertos, mas ele logo
também se mostrou um dos mais toxicos. Em 1944, o aluno de PhD. de Waksman, Albert
Schatz, descobriu a estreptomicina a partir de uma mudanga sugerida pelo professor no
protocolo de obtencdo da actinomicina. Sob orientagdo dos advogados da empresa
farmacéutica Merck, o prof. Waksman conseguiu patentear esse processo. Alguns anos depois,
em 1952, o pesquisador ganhou o Nobel de Fisiologia ou Medicina pela descoberta da
estreptomicina, primeiro antibidtico capaz de tratar a tuberculose bacteriana (Woodruff, 2014).

SGA-03 inibiu apenas a Gram-negativa P. aeruginosa ¢ SGA-06 inibiu apenas as
Gram-positivas S. aureus (Figura 7). Os demais isolados apresentaram inibi¢do mista tanto de
Gram-positivas quanto negativas. Esse fenomeno estd de acordo com estudos anteriores, que
mostram que actinobactérias apresentam atividade tanto contra Gram-positivas quanto Gram-
negativas (Ibnouf et al., 2022; Al-Ansari et al., 2019). Dadas as diferengas morfoldgicas entre
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, em especial a membrana externa de Gram-
negativas, ¢ natural que essas bactérias apresentem sensibilidades variadas frente a produtos
naturais diferentes (Ilic et al., 2007). Alguns extratos brutos de actinobactérias apresentam até
mesmo mais atividade do que drogas ja comercializadas e consolidadas, como tetraciclina

(Gebreyohannes et al., 2013).

Figura 7 — Teste de atividade antimicrobiana das actinobactérias SGAO03 (a) e SGA06 (b).

(a) (b)

SGAO3 SGAO6

SA: S. aureus resistente a meticilina; SEp: S. epidermidis; EC: E. coli; PA: P. aeruginosa. Os halos de inibi¢do
estdo indicados com setas pretas. Fonte: elaborado pelo autor.
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Pseudomonas aeruginosa foi o patégeno mais sensivel as actinobactérias neste
trabalho. Das 5 actinobactérias que apresentaram resultado positivo para inibi¢cdo de alguma
cepa, 4 a inibiram. Esse resultado ¢ intrigante, visto que essa bactéria ¢ de grande
preocupacdo clinica e apresenta resisténcia intrinseca a diversos antibioticos devido a sua
baixa permeabilidade celular, capacidade de formar biofilme, presenga de bombas de efluxo e
de enzimas modificadoras de antibidticos. Além disso, P. aeruginosa possui uma versatilidade
metabolica que resulta em infecgdes de alta morbidade e taxa de mortalidade principalmente
para pacientes imunocomprometidos ou com doengas cronicas (Krell; Matilla, 2022).

Staphylococcus aureus (resistente e sensivel a meticilina) e Staphylococcus
epidermidis foram as segundas mais inibidas, com 3 isolados de actinobactéria inibindo cada.
As duas cepas de S. aureus foram inibidas pelas mesmas actinobactérias: SGA-05, SGA-06
(Figuras 7 e 8) e SGA-18 (Figura 9). As infec¢des por S. aureus sdo especialmente
problematicas devido a frequéncia de resisténcia a antibidticos, principalmente a meticilina
(MRSA). As infec¢des por MRSA costumam ter maior mortalidade, morbidade e tempo de
internagdo quando comparadas as infecgdes por MSSA (S. aureus sensivel a meticilina).
Contudo, a importancia das cepas de MSSA tem crescido, pois apesar de ndo serem tao
monitoradas quanto MRSA, também podem apresentar alta viruléncia e fatalidade. A
resisténcia a beta-lactdmicos sensiveis a beta-lactamases ¢ virtualmente onipresente em S.
aureus, € essa bactéria costuma apresentar resisténcia a quase todos os antibidticos

disponiveis, geralmente em combinacao (Cheung; Bae, Otto, 2021).

Figura 8 — Teste de atividade antimicrobiana das actinobactérias SGAOS5 (a) e SGA06 (b).

SGAO5

SA: S. aureus resistente a meticilina; SEp: S. epidermidis; EC: E. coli; PA: P. aeruginosa; SA25: S.
aureus sensivel a meticilina; KP: K. pneumoniae; SE: S. enterica. O teste de inibigdo da SGA06 contra SA, SEp,
EC e PA se encontra na Figura 6. Os halos de inibi¢do estdo indicados com setas pretas.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Vancomicina ¢ a principal droga utilizada para tratar infeccdes por MRSA, por isso ¢
tdo preocupante quando MRSA desenvolve resisténcia a ela (geralmente pelo espessamento
da parede celular). Dessa forma, o aumento na ocorréncia de MRSA leva ao aumento no uso
de vancomicina e consequentemente um aumento na ocorréncia de VRSA (Staphylococcus
aureus resistente a vancomicina) (Mondal et al., 2024). O CDC classifica isolados de S.
aureus em VRSA ou VISA (S. aureus com resisténcia intermediaria a vancomicina) baseado
na concentracao inibitéria minima (MIC) dos isolados, com MIC < 2 ug/mL caracterizando S.
aureus sensivel a vancomicina (VSSA), MIC > 8 ug/mL caracterizando VISA e MIC > 16
ng/mL caracterizando VRSA (Unni; Siddiqui; Bidaisee, 2021). Existem também S. aureus
classificadas como hVISA (VISA heterogénea). Colonias desse fenotipo possuem
subpopulagdes de VISA indetectaveis via MIC, sendo assim consideradas precursoras das
VISA, uma vez que as VISA podem se tornar dominantes quando submetidas a pressdo de
selecdo como tratamento com vancomicina (Hamasalih et al., 2022).

Apesar dessa variedade de resisténcia a antibidticos especificos, a resisténcia
inespecifica decorrente da formacao de biofilme € primordial em S. aureus. Segundo o estudo
de Trobos e colaboradores (2022), infec¢des por S. aureus ndo resolvidas estdo mais ligadas a
forte capacidade de formacdo de biofilmes, enquanto em S. epidermidis a resisténcia a
meticilina e a outros antibioticos € a principal causa de fatalidade, apesar de também formar
biofilmes. S. epidermidis habita naturalmente a pele do ser humano e ¢ conhecida como um
dos principais patdogenos oportunistas, principalmente em pacientes imunocomprometidos. A
maior parte das infecgdes por S. epidermidis ocorre pelas mesmas cepas que habitam a pele,
sendo frequentemente responsaveis por infeccdes associadas a implantes. S. epidermidis
possui varios ARGs em elementos genéticos mdveis, e também ja se encontrou resisténcia a
todas as classes de antibioticos nessa bactéria (Severn; Horswill, 2023). A cepa de MRSA
utilizada nesse trabalho (ATCC 700698) também apresenta resisténcia intermediaria
heterogénea a vancomicina (hVISA). SGA-05, SGA-06 e SGA-18 inibiram o crescimento de
MRSA/hVISA, MSSA e MRSE (S. epidermidis resistente a meticilina), o que evidencia o
grande potencial desses isolados na prospeccao de novas drogas.

Actinobactérias continuam a ser um grupo microbiano de destaque na prospecgdo de
novos produtos naturais devido ao seu aparato enzimatico diverso. Os genes envolvidos na
biossintese de antibioticos geralmente se localizam em longos operons no cromossomo, que
possuem sequéncias regulatérias capazes de promover ou inibir a expressdo génica sob
determinadas condigdes ambientais (Simeis; Serra, 2021). Por ndo se saber exatamente quais

condi¢des podem ser essas para cada isolado, € provavel que muitos genes para sintese de
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antibidticos ndo estejam sendo expressos, € a investigagcdo dessas condi¢des pode configurar
uma nova e promissora oportunidade de pesquisa. Em outras palavras, isolados que ndo
apresentaram inibi¢do poderiam vir a apresentar quando confrontados com diferentes
condicdes de cultivo.

Novas oportunidades terapéuticas podem estar escondidas dentre diversos metabdlitos
de actinobactérias desconhecidas. Historicamente, ja se descobriu a producdo de eritromicina
por Saccharopolyspora erythraea, tetraciclina por Streptomyces aureofaciens, daptomicina
por Streptomyces roseosporus, gentamicina por Micromonospora purpurea, monensina por
Streptomyces cinnamonensis e, claro, estreptomicina por Streptomyces griseus, para citar
alguns exemplos (Alenazi et al., 2023). Isso traz a tona o potencial da SGA-18 (Figura 9), que
inibiu todos os patdgenos testados e demanda mais estudos a fim de se purificar, identificar e

se aprofundar em seu metaboloma.

Figura 9 — Teste de atividade antimicrobiana da actinobactéria SGA18.

SA: S. aureus resistente a meticilina; SEp: S. epidermidis; EC: E. coli; PA: P. aeruginosa; SA25: S. aureus
sensivel a meticilina; KP: K. pneumoniae; SE: S. enterica. Os halos de inibi¢do estdo indicados com setas pretas.
Fonte: elaborado pelo autor.

O uso de antibidticos na aquicultura ¢ muito comum no mundo todo. Esses compostos
geralmente sdo adicionados as ra¢des ou diretamente aplicados como drogas para prevenir e
tratar doengas infecciosas, mas acabam também reduzindo os niveis de gordura e aumentando
os niveis de proteina nos animais. Contudo, 80% dos antibidticos aplicados acabam se
acumulando no ambiente, gerando os diversos riscos ja debatidos acima. Além de sua
liberacdo na agua e nos sedimentos como fruto do metabolismo dos animais, os antibioticos
também podem se acumular em seus tecidos (Li et al., 2021c; Li et al., 2024). Por isso, ¢

comum se observar resisténcia a antimicrobianos em bactérias isoladas da aquicultura, como a
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resisténcia a ampicilina e tetraciclina observada por Rebougas et al. (2011) em Vibrio spp.
isolados de hepatopancreas e amostras de agua do cultivo de P. vannamei. Vieira et al. (2010)
realizaram trabalho semelhante, mas com E. coli, cujos isolados mostraram resisténcia a
imipinem, cefalotina e ampicilina. Os resultados obtidos neste trabalho comprovam que,
mesmo na auséncia de estresses como antibidticos, actinobactérias simbidticas de animais
oriundos da aquicultura apresentam o aparato metabolico para expressar atividade
antimicrobiana significante contra microrganismos resistentes, provavelmente para manter a
saude de seu hospedeiro. Investigar o perfil de resisténcia a antimicrobianos da propria
colecdo SGA seria um possivel passo futuro na direcdo de conhecer melhor a microbiota do
camarao-branco-do-pacifico, especificamente os cultivados.

Como ja mencionado, os estudos com isolamento de actinobactérias de crustiaceos s@o
muito escassos. No que diz respeito a camardes, nao ha estudos com isolamento de
actinobactérias simbidticas, mas a actinobiota de sedimentos e de dguas de tanques de cultivo
ja4 foi extensivamente estudada. Phuong e Diep (2020) isolaram 53 actinobactérias dos
géneros Streptomyces, Nocardioides e Glutamicibacter da agua de tanques de cultivo de
camardes, que apresentaram atividade antimicrobiana contra Bacillus cereus, S. aureus, E.
coli e Vibrio parahaemolyticus. You et al. (2005) obtiveram 94 isolados de Streptomyces e
Micromonospora de aguas de cultivo de camardo, e esses isolados apresentaram atividade
contra as sete espécies de Vibrio testadas. J& Gozari et al. (2016) usaram os sedimentos de
tanques de cultivo de camardo, utilizando pré-tratamentos térmicos, e obtiveram 100 isolados
de Streptomyces que apresentaram atividade contra Vibrio alginolyticus, Vibrio anguillarum,
Vibrio harveyi e V. parahaemolyticus.

Actinobactérias isoladas do trato intestinal do diplépode Nedyopus dawydoffiae
inibiram Bacillus subtilis, Bacillus pumillus, MRSA e MSSA, com a maioria das
actinobactérias inibindo mais de uma cepa. Os pesquisadores utilizaram também diferentes
meios de cultura, se deparando com diferentes padrdes de inibicdo, o que condiz com o
discutido acima acerca da variagdo de condigdes abioticas (Glukhova et al., 2018).

Long et al. (2022) isolaram actinobactérias dos ninhos, superficies corporais e
intestino dos cupins Odontotermes formosanus € as testaram contra diversos fungos
fitopatogénicos, E. coli, S. aureus e Micrococcus tetragenus. Nenhum dos isolados foi capaz
de inibir E. coli, mas alguns fungos, como Botrytis cinerea e Colletotrichum
graminicola apresentaram 92% e 86% de inibicao respectivamente quando incubados com o

extrato bruto do isolado Streptomyces sp. BYF106 por 48h.
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Ja Liu et al., (2024b) isolaram actinobactérias das corniculas e intestino de barata-
marrom-fuligem (Periplaneta fuliginosa). Dentre os isolados obtidos, a actinobactéria rara
Nocardiopsis sp. ZLC-87 foi capaz de produzir 7 metabdlitos bioativos conhecidos, dentre os
quais 4 foram capazes de inibir M. tetragenus, S. aureus, E. coli ¢ Pseudomonas syringae pv.
actinidae. Um desses compostos apresentou também atividade fitotoxica, o que lhe coloca
também como potencial herbicida.

Voltando para o ambiente marinho, Setiawan et al., (2021) isolaram actinobactérias
simbioticas de diferentes espécies de esponjas e tunicados. Dos quinze isolados obtidos,
Pseudonocardia carboxydivorans isolada da esponja Rhabdastrella globostellata inibiu um
isolado clinico de S. aureus resistente a clindamicina, ciprofloxacina, eritromicina,
lincomicina e amoxicilina.

Todos esses trabalhos, em combina¢ao com os resultados apresentados aqui, mostram
como actinobactérias ainda sdo capazes de produzir moléculas antimicrobianas eficazes, e
destacam o importante papel das actinobactérias simbioticas nesse contexto. Como proximos
passos do trabalho, ¢ essencial a identificacdo molecular (a nivel de género, no minimo) da
cole¢do por meio do sequenciamento do gene 16S rRNA, a fim de se ter uma melhor visdo
dos diversos géneros que foram armazenados na colecdo e conhecer quais géneros de
actinobactérias do intestino do camardo sdo cultivaveis. Além disso, seria importante tentar
extrair os metabolitos bioativos e fazer um screening quantitativo por métodos como
concentragdo inibitoria minima para quantificar o isolado com maior potencial antimicrobiano

e com possibilidade de ser encaminhado para anélises metaboldmicas de seus extratos.



67

6 CONCLUSAO

A caracterizacdo cultural das 24 actinobactérias da colecdo "Shrimp Gut
Actinobacteria" (SGA) revelou uma diversidade de cores do micélio aéreo e reverso como
verde, laranja, amarelo e cinza. A morfologia das cadeias de esporos mostrou predominancia
do tipo flexibilis (58,3%), seguida por retinaculum-apertum e rectus (16,6% cada). Além disso,
quatro isolados ndo apresentaram formagao de filamentos, exibindo morfologias cocoides e
bacilares, e nenhum isolado apresentou morfologia spira, tipica de Streptomyces, o que sugere
a presenca de géneros raros de actinobactérias e corrobora com a hipotese de que a colegdo
SGA pode conter microrganismos pouco explorados.

No teste de atividade antimicrobiana pelo método do cross-streak, cinco isolados
demonstraram capacidade de inibicdo contra patdogenos de importincia clinica. O
isolado SGA-18 destacou-se por inibir todos os patdogenos testados, sendo a tUnica a
inibir Salmonella enterica e Klebsiella pneumoniae, enquanto o isolado SGA-05 inibiu todas
as outras cinco bactérias indicadoras. Esses resultados reforcam o potencial das
actinobactérias como produtoras de compostos antimicrobianos de amplo espectro, capazes de
atuar tanto contra bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas.

Esses achados abrem portas para possiveis estudos futuros focados na identificagdo e
purificacao dos compostos bioativos produzidos pelo isolado SGA18, bem como a purificagao
e prospecgdo de atividades biologicas dos pigmentos da colecdo como um todo. Além disso, a
investigagdo das condic¢des de cultivo que maximizam a produgdo desses metabolitos pode ser
fundamental para viabilizar sua aplicagdo em escala industrial. Portanto, este estudo ndo
apenas evidencia a riqueza metabdlica das actinobactérias presentes no microbioma de
camardes, mas também ressalta a importancia de explorar ambientes ndo convencionais para a
descoberta de novos agentes antimicrobianos, contribuindo para o combate a RAM a
confirmando a posi¢do do filo Actinobacteria na linha de frente da producdo de agentes

antimicrobianos.
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