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RESUMO

CALDAS, Luis Felype Garcia de Sousa, M.Sc., Universidade Federal do Amazonas,
dezembro de 2025. Desenvolvimento de solugbes biotecnolégicas
antiparasitarias voltadas ao controle Neoechinorhynchus buttnerae a partir de
bactérias quitinoliticas oriundas de sedimentos dos rios amazonicos. Orientador:
Gilvan Ferreira da Silva.

A aquicultura figura entre os setores de producéo de alimentos de origem animal que
mais crescem no mundo, mas sua expansao € fortemente limitada pela ocorréncia de
doencas parasitarias. No Brasil, a criacdo de tambaqui (Colossoma macropomum) €
ameacada pela acantocefalose, causada pelo parasita intestinal Neoechinorhynchus
buttnerae, enfermidade que atualmente, ndo existem terapias plenamente eficazes e
ambientalmente seguras, o que a torna um dos principais entraves sanitarios a
expansao sustentavel da piscicultura nacional. Para suprir essa lacuna, o presente
estudo investigou o potencial biotecnoldgico de 37 linhagens de bactérias quitinoliticas
isoladas de sedimentos da bacia amazénica, integrando abordagens complementares
de triagem fenotipica in vitro e mineracdo genémica in silico. Os resultados revelaram
que 18 isolados apresentaram atividade contra o acantocéfalo N. buttnerae, com
destaque para a linhagem Streptomyces amazonensis MAD 27, que demonstrou alta
eficiéncia, induzindo 100% de mortalidade em N. buttnerae em apenas 2 a 5 horas,
um desempenho equivalente ao controle positivo (cloridrato de levamisol). A analise
comparativa com extratos confirmou a presenca de metabdlitos secundarios bioativos,
sugerindo um mecanismo de ac¢ao multifacetado que pode envolver a acdo enzimatica
e a liberacdo de compostos. Testes comparativos com culturas vivas e autoclavadas
das linhagens mais eficazes demonstraram que a atividade é termolabil e dependente
da integridade e/ou atividade metabdlica do microrganismo. A andlise genémica das
linhagens mais promissoras forneceu a base molecular para possivelmente explicar
sua eficacia, revelando Clusters Génicos Biossintéticos (BGCs) responsaveis pela
producdo de metabdlitos ja conhecidos por apresentarem atividade antiparasitaria,
incluindo Policetideos (como a Antimicina, um potente inibidor mitocondrial) e
Peptideos Nao Ribossomais (como a Actinomicina D, um inibidor de DNA/RNA). A
presenca destes BGCs sugere que a alta letalidade observada pode ser mediada por
mecanismos de acao direcionados a alvos vitais do parasita. Este trabalho estabelece
a linhagem Streptomyces amazonensis MAD 27 como um candidato de primeira linha

para o desenvolvimento de solucdes biotecnologicas sustentaveis, seja como



bioterapico de cultura viva ou como fonte de novos farmacos. A abordagem integrada
fenotipica-genémica valida bactérias de sedimentos de rios como um reservatorio de
diversidade quimica para o combate parasitario na aquicultura, oferecendo uma

alternativa ecologicamente mais segura aos tratamentos convencionais.

Palavras-chave: Acantocéfalos; Mineracdo gendmica; Produtos naturais;

Piscicultura.



ABSTRACT

CALDAS, Luis Felype Garcia de Sousa, M.Sc., Universidade Federal do Amazonas,
dezembro de 2025. Development of antiparasitic biotechnological solutions
aimed at the control of Neoechinorhynchus buttnerae from chitinolytic bacteria
from sediments of Amazonian rivers. Adviser: Gilvan Ferreira da Silva.

Aquaculture is among the fastest-growing animal food production sectors globally, but
its expansion is heavily constrained by the occurrence of parasitic diseases. In Brazil,
the farming of tambaqui (Colossoma macropomum) is threatened by
acanthocephalosis, caused by the intestinal parasite Neoechinorhynchus buttnerae.
This disease currently lacks fully effective and environmentally safe therapies, making
it one of the main sanitary obstacles to the sustainable expansion of national fish
farming. To address this gap, the present study investigated the biotechnological
potential of 37 chitinolytic bacterial strains isolated from Amazon basin sediments,
integrating complementary approaches of in vitro phenotypic screening and in silico
genomic mining. The results revealed that 18 isolates exhibited activity against the
acanthocephalan N. buttnerae, with Streptomyces amazonensis strain MAD 27
standing out for its high efficiency, inducing 100% mortality in N. buttnerae within just
2 to 5 hours, a performance equivalent to the positive control (levamisole
hydrochloride). Comparative analysis with extracts confirmed the presence of bioactive
secondary metabolites, suggesting a multifaceted mechanism of action that may
involve enzymatic activity and compound release. Comparative tests with live and
autoclaved cultures of the most effective strains demonstrated that the activity is
thermolabile and dependent on the integrity and/or metabolic activity of the
microorganism. Genomic analysis of the most promising strains provided the molecular
basis for their observed efficacy, revealing Biosynthetic Gene Clusters (BGCs)
responsible for producing metabolites already known to possess antiparasitic activity,
including Polyketides (such as Antimycin, a potent mitochondrial inhibitor) and Non-
Ribosomal Peptides (such as Actinomycin D, a DNA/RNA inhibitor). The presence of
these BGCs suggests that the high lethality observed may be mediated by
mechanisms of action targeting vital parasite functions. This work establishes
Streptomyces amazonensis strain MAD 27 as a prime candidate for the development
of sustainable biotechnological solutions, either as a live culture biotherapeutic or as a

source of novel drugs. The integrated phenotypic-genomic approach validates bacteria



from river sediments as a reservoir of chemical diversity for parasitic control in

aguaculture, offering an ecologically safer alternative to conventional treatments.

Key words: Acanthocephalians; Genomic mining; Natural products; Fish farming.
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INTRODUCAO

A aquicultura é atualmente o setor de producao de alimentos de origem animal
gue mais cresce no mundo, desempenhando um papel central na seguranga alimentar
e no desenvolvimento socioecondmico de diversos paises (FAO, 2022). No Brasil, a
piscicultura mantém trajetoria ascendente, atingindo 887.029 toneladas de peixes
cultivados em 2023, conforme o Anuario da Piscicultura PeixeBR (2024). A tilapia
permanece como a espécie mais cultivada, porém os peixes nativos, liderados pelo
tambaqui (Colossoma macropomum) e seus hibridos, totalizaram cerca de 263 mil
toneladas, equivalendo a aproximadamente 30% da producdo nacional. Esse
desempenho evidencia a importancia estratégica do tambaqui para a piscicultura
brasileira, sobretudo na regido Norte, onde se consolidou como um dos principais
pilares produtivos (PEIXEBR, 2024).

Contudo, a intensificacao dos sistemas de producao tem favorecido o aumento
da prevaléncia e severidade de enfermidades, especialmente as de origem
parasitaria, que impactam diretamente o desempenho zootécnico, a sanidade dos
cultivos e a sustentabilidade econdémica da cadeia aquicola (TAVARES-DIAS et al.,
2019). Entre os patdégenos de maior relevancia econémica na piscicultura amazénica
destaca-se o0 acantocéfalo Neoechinorhynchus buttnerae, importante parasita
intestinal do tambaqui e de seus hibridos. Esse helminto, pertencente ao filo
Acanthocephala, é responsavel por lesdes intestinais severas, reducédo do ganho de
peso e mortalidades expressivas. Estimativas apontam prejuizos de
aproximadamente US$ 7.000 por hectare em sistemas de cultivo, e impactos que
podem alcancar US$ 84 milhBes anuais no pais, considerando mortalidades
associadas a doencas parasitarias (JERONIMO et al., 2017; TAVARES-DIAS et al.,
2019).

O controle de parasitas em peixes enfrenta um limitante estruturante: no Brasil,
apenas um medicamento veterinario (Masoten®, a base de triclorféon/metrifonato) é
registrado pelo MAPA para o tratamento de parasitoses em espécies aquicolas,
apesar de sua ineficacia frente a acantocéfalos (MAPA, 2020). Essa lacuna regulatoria
e terapéutica tem impulsionado o uso off-label ou inadequado de farmacos nao
autorizados, elevando os riscos de contaminagdo ambiental, residuos em pescado e

falhas terapéuticas. No cenario internacional, h4 ampla documentacdo de que a
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insuficiéncia de alternativas regulamentadas leva a intensificacdo do uso
indiscriminado de quimioterapicos, favorecendo resisténcia antimicrobiana e
comprometendo a seguranca do consumidor (SCHAR et al., 2020). No Brasil, estudos
igualmente relatam o emprego inadequado de medicamentos na piscicultura e a
possibilidade de residuos acima dos limites aceitaveis em produtos destinados ao
consumo humano (BOSCOLO et al.,2021; ASSALIN et al., 2023).

Diante desses desafios, cresce o interesse cientifico por solucdes terapéuticas
inovadoras, naturais e ambientalmente seguras. Entre as alternativas mais
promissoras encontram-se extratos vegetais, 6leos essenciais e microrganismos
produtores de compostos bioativos, capazes de atuar como antimicrobianos e
antiparasitarios (REVERTER et al., 2014; CHAGAS et al., 2017; REVERTER et al.,
2021; MENDES et al., 2024). A Amazobnia, por concentrar uma das maiores
diversidades microbianas do planeta, constitui-se como um reservatorio privilegiado
para a bioprospecc¢do de novos bioinsumos com potencial aplicagdo no manejo de
patdgenos aquicolas (MENDES et al., 2024).

Paralelamente, o avanco das ferramentas Omicas como gendmica,
transcriptbmica e metabolémica, vem ampliando substancialmente a capacidade de
identificar novos alvos moleculares e metabdlitos bioativos para uso no controle de
parasitos. A aplicacdo dessas abordagens tem permitido mapear vias metabdlicas
essenciais, prever estruturas proteicas e selecionar compostos com alta seletividade
contra helmintos em geral e acantocéfalos em particular (STEIN et al., 2021;
CHELLAPPAN et al., 2022).

Entre as estratégias emergentes no biocontrole de parasitas, destacam-se 0s
microrganismos produtores de metabdlitos secundarios bioativos, como policetideos
e peptideos ndo ribossomais, que atuam sobre alvos especificos do parasita. Estudos
demonstram que bactérias dos géneros Streptomyces e Bacillus sdo capazes de
produzir compostos com atividade antiparasitaria, incluindo inibidores da cadeia
respiratoria e da sintese de proteinas (ALAM et al., 2022; DONALD et al., 2022).
Embora as quitinases sejam enzimas com potencial contra estruturas quitinosas,
neste trabalho, a atividade observada foi atribuida predominantemente a metabdlitos
secundarios, conforme evidenciado pelos extratos em acetato de etila e pela
mineracdo gendmica (FELSE & PANDA, 1999; ZHANG et al., 2018; CHAPMAN et al.,
2019; RANGANATHAN et al., 2020).
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Especificamente para N. buttnerae, ndo existe informagcbes sobre a
composicao de quitina nas estruturas do parasita adulto ou nas camadas dos ovos.
Embora o estudo de Goncalves et al. (2022) descreva detalhadamente a morfologia e
0s estagios de desenvolvimento embrionario dos ovos de N. buttnerae, destacando a
formacao de camadas distintas e estruturas filamentosas cruciais para a protecao e
disperséo do parasita, a composi¢cao quimica do ovo, e consequentemente a presenca
ou auséncia de quitina, ndo foi investigada (GONCALVES et al., 2022). Contudo, é
importante notar que para N. rutili, espécie pertencente ao mesmo género, foi
constatada a auséncia de quitina na camada mais interna da casca dos ovos
(TARASCHEWSKI et al., 1992).

Embora a presenca de quitina em N. buttnerae nédo tenha sido confirmada, a
literatura descreve a presenca de polimeros quitina-like na probdscide de
acantocéfalos (TARASCHEWSKI, 2000; PETKEVICIUTE et al., 2021). Contudo, os
resultados obtidos neste trabalho indicam que a atividade antiparasitaria esta mais
associada a producdo de metabdlitos secundarios do que a acdo enzimatica,
conforme demonstrado pela atividade mantida em extratos organicos e pela perda de
atividade ap0s autoclavagem, que afeta tanto enzimas quanto compostos termolabeis.
(CROMPTON; NICKOL, 1985; TARASCHEWSKI, 2000; MHAISEN, 2014;
PETKEVICIUTE et al., 2021).

Dessa forma, este estudo tem como objetivo explorar o potencial de bactérias
quitinoliticos isolados de sedimentos de rios amazdnicos no controle de N. buttnerae.
Os resultados obtidos poderdo subsidiar o desenvolvimento de alternativas
biotecnoldgicas eficazes, sustentaveis e alinhadas as particularidades biolégicas do
tambaqui, espécie de destacada relevancia socioeconémica para a regido Norte do

Brasil.
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1 OBJETIVOS

1.1 Geral

Desenvolver solugbes biotecnoldgicas voltadas ao controle

Neoechinorhynchus buttnerae a partir de bactérias quitinoliticas oriundas de

sedimentos dos rios amazoénicos visando a prospeccao de linhagens e metabdlitos

antiparasitarios.

1.2 Especificos

1.

3.

Identificacdo de microorganismos quitinoliticos de potencial antagonista contra

Neoechinorhynchus buttnerae;

Selecionar in vitro bactérias com atividade antiparasitaria contra

Neoechinorhynchus buttnerae;

Analisar a atividade antiparasitaria de extratos obtidos das bactérias

quitinoliticas selecionadas contra Neoechinorhynchus buttnerae;

Identificar e caracterizar clusters génicos biossintéticos (BGCs)
correspondentes as vias metabdlicas relacionadas a producdo de compostos

do metabolismo secundario com potencial antiparasitario.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aquicultura Brasileira

A aquicultura nada mais é que a criagdo de organismos, que seu ciclo de vida
se da parcialmente ou totalmente dentro do meio aquatico. Podendo ser de dois tipos,
continental (dgua doce) e marinha (agua salgada). E abrange as seguintes
especialidades: piscicultura (criacdo de peixes, em &agua doce e marinha);
malacocultura (criacdo de mexilhdes, ostras, moluscos e outros); carcinicultura
(criacéo de camarao em viveiros); algicultura (macro ou microalgas); ranicultura (ras);
criacdo de jacarés (SEBRAE, 2015). A aquicultura teve aumento exponencial nos
altimos 50 anos, devido ao rapido crescimento da populacdo no século XX, e a
demanda de mais fontes de alimentos estimulou o aumento da busca por pescado
(SAPKOTA et al., 2008; FAO, 2016).

Inicialmente, a pesca exploratéria de estoques naturais supria essa demanda,
onde apds a Segunda Guerra Mundial, com recursos tecnolégicos aplicados a
atividade. O grande crescimento do comércio de pescado, o rapido desenvolvimento
de tecnologias aplicadas as poucas espécies, sem o devido conhecimento acerca da
biologia destas espécies, levaram no final da década de 80, a reducdo dos estoques
naturais. Impulsionando assim o homem a se direcionar ao desenvolvimento da
aquicultura (FAO, 2018).

Diante deste panorama de estagnacéao, a aquicultura sofreu um boom em seu
crescimento, de forma a tentar suprir a demanda global por pescado e se tornando
assim a alternativa viavel para continuar aumentando a oferta nos préximos anos. Nos
altimos anos (entre 2009 e 2016), a pesca de captura mostrou producédo estavel, em
torno de 90 milh&es de toneladas por ano, enquanto no mesmo periodo a aquicultura
obteve um crescimento de 44% no mesmo periodo (FAO, 2016; 2018). Deste modo,
a aquicultura é o setor de producdo de alimentos com maior crescimento no mundo
nas Gltimas quatro décadas (TVETERAS et al., 2012; FAO, 2018).

O Brasil se apresenta entre os maiores destaques na piscicultura e com
potencial de crescimento na aquicultura, devido a ser o quinto maior em area
superficial e com aproximadamente 13% da &gua doce disponivel do globo
(RODRIGUES et al., 2012). A sua disponibilidade de recursos, como mao de obra e

hidricos, o clima extremamente favoravel, a disponibilidade de insumos, a ocorréncia
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natural de espécies aquaticas de interesse zootécnico e mercadoldgico, além da
crescente demanda por pescado em seu mercado interno séo fatores de ajudam a
alavancar a aquicultura e a piscicultura no Pais (OECD/FAQO, 2015).

A previsao é que o Brasil obter4 até 2030 um dos maiores crescimentos (89%)
no setor aquicola, e entre os paises em desenvolvimento, se destaca como um dos
poucos a possuir condicbes de atender a crescente demanda mundial por pescado
(OECD/FAOQ, 2015; FAO, 2018). Embora atualmente, a piscicultura nacional venha
crescendo devido ao mercado interno, pois as importa mais pescado que exporta
(SEBRAE, 2015; VALLADAO et al., 2018).

A grande biodiversidade brasileira oferece cerca de 4 mil espécies aquaticas, a
maior variedade oferecida por qualquer pais do mundo. O que permite a selecao de
espécies para criacdo, bem como avaliacdo de investimento devem ser muito bem
realizadas, de forma a permitir a viabilidade e sustentabilidade da atividade, assim
como seu sucesso financeiro (SEBRAE, 2015).

A expansdo aquicola brasileira, favorecida pela piscicultura, chegou a
representar 89,6% da producéo total da sua aquicultura em 2018, o equivalente a 519
mil toneladas de peixes (IBGE, 2019). Seu crescimento tem sido principalmente com
o foco na produtividade maxima, de forma a disponibilizar pescados de boa qualidade
ao mais baixo custo possivel, o que permite ter o potencial de conquista dos mercados
internacionais. Aos poucos se deixa de ser focado na exportacdo, que ainda se foca
em camardo e na lagosta, e deve se diversificar na producao intensiva de tilapia e de
espécies amazonicas, principalmente o tambaqui e o pirarucu (SEBRAE, 2015; IBGE,
2018).

2.2 Tambaqui

Embora a espécie mais produzida no Brasil seja uma espécie, a tilapia, a
criacao de peixes redondos vem recebendo aos poucos destaque, com crescimento
expressivamente no Pais de 30,2% da producdo da piscicultura nacional, este
crescimento integra espécies nacionais como tambaqui (Colossoma macropomum),
pirapitinga (Piaractus brachypomus), o pacu (Piaractus mesopotamicus) e seus
hibridos. Vale destacar que esse aumento se deve, principalmente, a producédo de

tambaqui, que é a segunda espécie mais criada no Brasil. Em 2018, 102 mil toneladas
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desta espécie foram produzidas, representando 19,7% da producdo nacional. A
Regido Norte seguiu sendo a maior produtora de tambaqui, com destaque nacional
para Rondbdnia, Maranhdo e Roraima. Amajari (RR) foi o municipio com a maior
producéo, seguido por Almas (TO) e Ariquemes (RO) (IBGE, 2019a).

O tambaqui (Cuvier, 1818) pertence a classe Actinopterygii, ordem
Characiformes, familia Characidae e género Colossoma (BRITSKI, 1977,
EIGENMANN, 1915). Ele ocorre de forma natural nas bacias do rio Amazonas e do
rio Orinico, é o segundo maior peixe de escamas da bacia amazbnica, ficando atras
apenas do pirarucu (Arapaima gigas). Ele habita 4guas ricas em nutrientes, com
temperaturas entre 25 e 34°C, e de abundantes areas alagaveis na amazonia durante
seu periodo de cheia. E conhecido por cachama (na Venezuela), gamitama (no Per()
e cachama negra (na Colémbia) (ARAUJO-LIMA; GOULDING, 1997;
BALDISSEROTTO; GOMES, 2013). O tambaqui se tornou nos ultimos anos o peixe
nativo mais produzido na aquicultura continental da América do Sul (VALLADAO et
al., 2016).

O tambaqui € um peixe de habito alimentar onivoro, ou seja, alimenta- se de
produtos tanto de origem animal como vegetal, conseguindo aproveitar diversos tipos
de alimentos na sua nutricdo. Ha registros de que ele consiga atingir peso ao redor de
30 quilos, bem como alcancar um porte em torno de 100 cm de comprimento quando
na natureza (BALDISSEROTTO; GOMES, 2013).

Fatores como o seu sabor inconfundivel, a cor branca de sua carne e a
consisténcia, possuir poucos espinhos intramusculares, € um dos peixes mais
consumidos na sua regido de origem e adjacentes (IZEL et al., 2014). A reducao de
estoques naturais coloca a producdo em cativeiro deste peixe como uma das se nao
a mais importante fonte de importancia para suprir as demandas do mercado. Se
tornando assim a espécie nativa mais criada em todo o Brasil, seguida em segundo
lugar por um de seus hibridos, o tambacu (IBGE, 2019;: WOYNAROVICH; VAN
ANROOQY, 2019).

Com excecédo dos estados do sul, locais com aguas em temperaturas abaixo
de 17°C, o tambaqui é criado em todos os estados do pais, com excecao de estados
da regiao sul (IBGE, 2017). Devido ao risco de alta mortalidade dos peixes pelo frio e
por o tambaqui apresenta problemas de adaptacdo as baixas temperaturas da agua

nesta regido do pais. Concentrando a atividade nas regides Norte, Nordeste e Centro-
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oeste, devido ao clima favoravel e boa aceitacdo de mercado para a espécie (IBGE,
2018; 2019). Enquanto seu hibrido tambacu consegue apresentar mais resisténcia ao
frio que o tambaqui, de forma a ser uma boa opc¢ao de investimento para as regioes
mais frias (BALDISSEROTTO; GOMES, 2013; WOYNAROVICH; VAN ANROOY,
2019).

Figura 1: Volume da producao de tambaqui e a localizacéo das pisciculturas brasileiras desta
espécie, em todo o territdrio brasileiro

Tambaqui

(Principal espécie nativa do Brasil)

>

Fonte: Adaptado de Nexo (2019).

Em ambientes de criacdo, o tambaqui possui boa aceitabilidade de racao,
graos e outros coprodutos agroindustriais. Apesar de se alimentar parcialmente do
zooplancton presente no viveiro, a racao € quem vai suprir a necessidade nutricional
para que o tambaqui consiga atingir o crescimento desejado. Ela compromete cerca
de 70 a 80% dos custos produtivos do produtor. Ou seja, qualquer desperdicio e/ou
sobras acabam por elevar o custo da producéo, além é claro de piorar a qualidade da
agua, de forma a favorecer o surgimento de doencas entre os peixes, e causando
impactos na lucratividade (IZEL et al., 2014; PEDROZA FILHO et al., 2016). Por isso
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se faz necessario que ela seja balanceada de acordo com a fase da producéo do peixe
(IZEL et al., 2014).

A producdao de tilapias e tambaquis nos polos produtores brasileiros, a menor
produtividade do tambaqui, ao ser comparado com a tilapia, se da devido as limitacdes
tecnologicas do sistema de producdo da espécie, em relacdo a auséncia de racdes
especificas e de linhagens melhoradas. Pois 0 pacote tecnoldgico desta espécie
nativa € pouco desenvolvido, o que dificulta o crescimento da producéo de tambaqui,

pois ele depende de inovacfes em diversas areas (Pedroza Filho et al., 2016).

2.3 Doencas parasitéarias

Apesar de a piscicultura representar uma alternativa de negécio rentavel, e
capaz de suprir a demanda mundial por proteina animal, no entanto ela enfrenta
gargalos no seu sistema de criacdo, estes por sua vez precisam ser solucionados para
gue assim ela consiga desenvolver todo o seu potencial. Entre eles podemos destacar
a ocorréncia de enfermidades nos peixes, um fator limitante na piscicultura, pois
compromete a produtividade e gera perdas econdmicas devidos a baixa conversao
alimentar dos animais e até devido a elevar as taxas de mortalidade.

As doencas e surtos de mortalidade no setor piscicultor sdo principalmente
causados por agentes nao infecciosos e infecciosos. As de origem nao infecciosas
sdo devidos principalmente por problemas relacionados a qualidade da agua, erros
de manejo e intoxicacdo por contaminacdo da dgua com agroguimicos ou outros
produtos. Ja as de origem infecciosa sao causadas por organismos patogénicos como
fungos, virus, parasitos e bactérias, onde as duas Ultimas etiologias sdo as mais
corrigueiras na piscicultura brasileira (FIGUEIREDO; LEAL, 2008; KAYIS et al., 2009;
PILLAY; KUTTY, 2005).

Toda e qualquer espécie de peixe em ambiente natural apresentam uma fauna
parasitaria caracteristica, assim como qualquer outro animal, muitas vezes sem
apresentar patogenicidade, devido a conseguir um equilibrio entre hospedeiro e
parasita, seja devido a manutencdo da intensidade parasitaria sob controle pelo
sistema imunoldgico ou qualquer outro fator do equilibrio (PILLAY; KUTTY, 2005;
THATCHER, 2006). Os peixes sao os vertebrados com maiores 0s maiores indices

de infeccdo por parasitos, devido ao ambiente aquatico conseguir de forma natural
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favorecer a propagacéo, reproducéo e todo ciclo de vida dos parasitos (MALTA, 1984,
PILLAY; KUTTY, 2005).

Estudos demonstraram que a maiorias das enfermidades presentes nos peixes
€ parasitaria e que devido a intensificacdo do da producéo tem por sua vez favorecido,
de forma a promover surtos de mortalidade e consideraveis perdas econdmicas (WEI
et al., 2013). As doencas parasitarias ainda sédo portas de entrada para patologias
originarias de bactérias patogénicas, as infec¢cdes oportunistas (SUOMALAINEN et
al., 2005; XU et al.,, 2012). No Brasil, o desenvolvimento da piscicultura tem sido
limitado devido a ocorréncia de diferentes doencas parasitarias (MARTINS et al.,
2001; PAVANELLI et al., 2013; TAVARES-DIAS et al., 2017).

2.4 Acantocéfalos

Os acantocéfalos constituem um grupo de helmintos endoparasitas
amplamente distribuidos em ambientes aquaticos e terrestres, capazes de infectar
uma vasta diversidade de vertebrados. Seu ciclo de vida é indireto e baseado na
cadeia trofica: um artrépode aquatico atua como hospedeiro intermediario e um
vertebrado funciona como hospedeiro definitivo, etapa na qual os parasitas alcangam
sua maturidade reprodutiva. Essa plasticidade ecoldgica, aliada ao uso de multiplos
grupos de microcrustaceos, contribui significativamente para a dispersdo e
manutencao desses parasitos em ecossistemas aquaticos (KENNEDY, 2006). Entre
as classes do filo Acanthocephala associadas a peixes destacam-se
Palaeacanthocephala, Eoacanthocephala e Polyacanthocephala (AMIN, 1985; 1987;
SANTOS et al., 2008).

No Brasil, acantocéfalos sdo frequentemente registrados em peixes selvagens
e cultivados. Em ambientes naturais, infeccdes geralmente ocorrem em baixa
intensidade e nao resultam em danos severos ao hospedeiro, devido ao equilibrio
evolutivo parasito—hospedeiro mantido ao longo das geracdes (MAYAMA, 1990;
WILLIAMS; JONES, 1994). Entretanto, esse equilibrio é facilmente rompido em
sistemas de criacdo. Na piscicultura, fatores como alta densidade de estocagem,
manejo inadequado, estresse e abundancia de hospedeiros intermediarios criam
condi¢Oes favoraveis para surtos de elevada intensidade parasitaria (DIAS et al.,
2015; MARINHO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2019; SILVA et al., 2013). O tambaqui
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(Colossoma macropomum) € a principal espécie nativa cultivada na Amazénia, é
especialmente vulneravel, com numerosos relatos de surtos e perdas produtivas a ele
associadas (BARRETO et al., 2019; CHAGAS et al., 2015; FISCHER et al., 2003;
MALTA et al., 2001; SILVA-GOMES et al., 2017).

Na piscicultura brasileira, os géneros registrados com maior frequéncia sao
Echinorhynchus, Neoechinorhynchus e Polyacanthorhynchus (EIRAS et al., 2010).
Contudo, até o momento, apenas uma espécie é reconhecida como parasita
especifica do tambaqui e de seus hibridos: Neoechinorhynchus buttnerae (Golvan,
1956) (CHAGAS et al., 2015; EIRAS et al., 2010; JERONIMO et al., 2017; MALTA et
al.,, 2001; OLIVEIRA et al.,, 2015; SANTOS et al., 2013; SILVA et al., 2013).
Recentemente, o N. buttnerae se tornou um dos principais entraves sanitarios da
piscicultura amazénica, devido a alta prevaléncia, danos severos e falta de métodos
eficazes de controle (CASTRO et al., 2020).

A severidade e abrangéncia da parasitose tém sido confirmadas por estudos
recentes. Pedroti e colegas (2024), ao avaliar 41 pisciculturas do estado de Rondénia,
registraram a prevaléncia de N. buttnerae em 95% das propriedades, evidenciando
sua ampla disseminacao e carater endémico. Ainda existe uma forte correlacéo entre
presenca de ostracodes e copépodes, os quais sdo potenciais hospedeiros
intermediarios e a incidéncia da infeccéo, reforcando a importancia ecologica desses
crustdiceos na manutencdo do ciclo do parasita (AMIN, 1985; 1987,
WOO;LEATHERLAND, 2006; KENNEDY, 2006; GONCALVES et al., 2021; PEDROTI
et al., 2024).

A superficie corporal dos acantocéfalos lhe garante uma rusticidade, o que
permite essa “severidade” nas infestagdes do parasita, por serem constituida por uma
cuticula sincicial, composta principalmente por proteinas estruturais, lipidios e
polissacarideos, organizada em multiplas camadas. A proboscide, estrutura
especializada responsavel pela fixacgdo mecénica do parasito ao intestino do
hospedeiro, apresenta elevada densidade de proteinas estruturais e componentes
quitinosos associados aos espinhos (hooks), os quais conferem rigidez e resisténcia
mecanica (CROMPTON; NICKOL, 1985; TARASCHEWSKI, 2000). Embora os
acantocéfalos ndo apresentem uma cuticula quitinosa continua como artropodes,
evidéncias histoquimicas e ultraestruturais indicam a presenca de quitina ou polimeros

quitina-like em estruturas especificas, especialmente nos espinhos da probdscide e
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na casca dos ovos (eggshell) (HADAS; TARASCHEWSKI, 1993; PETKEVICIUTE et
al., 2021).

O ciclo de vida de N. buttnerae segue o padréo classico dos acantocéfalos.
Ovos eliminados nas fezes dos peixes contém a larva acantor, capaz de infectar o
hospedeiro intermediério apos ingestdo. No interior de microcrustaceos aquaticos,
especialmente ostracodes (GONCALVES et al.,, 2021), o parasita evolui para
cistacanto, estagio infectante para os peixes. A infeccdo do hospedeiro definitivo é
passiva, ocorrendo pela ingestdo de crustaceos parasitados (CHAGAS et al., 2015;
WOO; LEATHERLAND, 2006). Estudos recentes mostraram que 0S 0vos apresentam
multiplas camadas e elevada resisténcia ambiental, quanto a origem e composi¢cao
guimica desta casca, as informacdes sdo insuficientes ou escassas, ainda que ela
reforce a persisténcia do parasita nos sedimentos e na coluna d’agua (GONCALVES
et al., 2021).

Uma vez no hospedeiro definitivo, N. buttnerae aloja-se preferencialmente no
intestino delgado, figura 2A (PAVANELLI et al., 2013). Sua principal estrutura
patogénica é a probdscide armada com espinhos, que se fixa de maneira profunda na
mucosa intestinal, causando lesées como ulceragbes, hemorragias, necroses,
hiperplasia e inflamagéao granulomatosa, figura 2B (CHAGAS et al., 2015; MATOS et
al., 2017). Estudos mais recentes descrevem lesdes ainda mais severas: destruicao
transmural, reacao inflamatoria crénica e formacéo de granulomas, evidenciados por
analises patoldgicas detalhadas em tambaquis de cultivo (COSTA, 2024;
GASPAROTTO et al.,, 2023). Dependendo da profundidade de penetracdo da
proboscide, a resposta inflamatéria pode variar de leve a intensa (JERONIMO et al.,
2017; OLIVEIRA et al., 2019).
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Figura 2: (A) Intestino de tambaqui com infec¢do por acantocéfalos; (B) probdscide do acantocéfalo

(Neoechinorhynchus buttnerae)

Fonte: Obtida e adaptada de MATOS et al., 2017.

Além das lesBes mecanicas, N. buttherae compromete de forma significativa
o desempenho zootécnico dos peixes. O dano ao epitélio intestinal reduz a area
funcional de absorcao, ao passo que o parasita compete diretamente pelos nutrientes,
resultando em reducdo de crescimento, pior conversdo alimentar e retardo no
desenvolvimento (SANIL et al., 2011; JERONIMO et al., 2017). Esse impacto é
particularmente relevante porque os peixes infectados continuam se alimentando, mas
deixam de crescer (KABATA, 1985; SILVA-GOMES et al., 2017; CHAGAS et al.,
2019), levando a perdas produtivas silenciosas e continuas, que podem se acumular
ao longo do ciclo de producéo.

O ciclo completo é favorecido pela presenca constante de hospedeiros
intermediarios nos viveiros, especialmente ostracodes, que proliferam em ambientes

com elevada matéria organica e condi¢cdes estaveis de cultivo (BRASIL-SATO;



27

PAVANELLI, 1999). Isso torna a acantocefalose uma parasitose de dificil erradicacgéo,
exigindo intervencao continua e estratégias integradas de manejo.

No ambito terapéutico, a situacao é igualmente desafiadora. Estudos recentes
demonstram que o triclorfon (Masoten®), Unico antiparasitario registrado no Brasil
para aquicultura, apresenta eficacia limitada de cerca de 53% no controle de N.
buttnerae (CASTRO et al., 2021). Essa eficacia parcial ndo impede a manutencéo da
parasitose na populacédo e tampouco evita reinfec¢des, reforcando a necessidade de
alternativas terapéuticas inovadoras e ambientalmente seguras.

A crescente demanda mundial por alimentos de origem aquicola seguros e de
alta qualidade torna ainda mais urgente a implementacéo de estratégias eficazes para
o0 controle de parasitos e a prevencdo de residuos de medicamentos, aspectos
fundamentais para a sustentabilidade da cadeia produtiva (GERMANO; GERMANO,
2013). Assim, compreender profundamente a biologia, ciclo de vida, patogénese e
epidemiologia de N. buttnerae é essencial para o desenvolvimento de solucdes
eficazes e sustentaveis para a piscicultura amazonica.

E no caso de N. buttnerae, embora ndo haja ainda estudos especificos que
descrevem quantitativamente a distribuicdo de quitina em sua cuticula ou ns ovos, a
presenca confirmada desse polimero em estruturas especializadas, como a
probéscide, sugere que a acdo de quitinases pode comprometer a estabilidade
estrutural do parasito, especialmente quando associada a outros mecanismos de acao

mediados por metabdlitos secundarios.

2.5 Microrganismos como fontes de produtos naturais
2.5.1 Genéro Bacilllus

O género Bacillus foi descrito em 1872 por Cohn, ele pertence a familia
Bacillaceae presente ao filo Firmicutes. As espécies desse género se encontram em
diferentes habitats, dentre eles solos, lagos, sedimentos de rios e marinhos, fontes,
tecidos de animais, plantas e insetos, e areias do deserto (LIU et al., 2019, TANG et
al., 2023). Elas sdao Gram-positivas, formam enddsporos, e possuem baixo teor de

contetdo G+C no DNA, com formas de bastonete, elas sdo aerdbicas ou ou
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anaerobias facultativas (SON et al., 2019). Algumas possuem alto impacto na
biotecnologia, medicina e agricultura, dentre elas: Bacillus subtilis, Bacillus cereus e
Bacillus thuringiensis, (GUPTA et al., 2020, MO et al., 2020).

E um grupo de microrganismo com ampla gama de diversidade taxonémica e
metabdlica, com 5 a 8% do seu genoma total dedicado a biossintese de metabdlitos
secundarios (FIRA et al., 2018; DIMKI¢ et al., 2022). Seus compostos podem ser
classificados em antibioticos, peptideos ndo ribossémicos (NRPs), policetideos (PKs),
lipopeptideos lineares, lipopeptideos ciclicos, dihidroisocoumarinas e macrolideos
(MONDOL et al., 2013; KASPAR et al., 2019).

Peptideos lineares como as gageostatins possuem atividade antifingica
reportada e antibidtica contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Salmonella
enterica serovar Typhi e Pseudomonas aeruginosa. Além de possuirem atividade
citotoxica (TAREQ et al., 2014). Bacillus pumilus as dihidroisocoumarinas se
apresentam como potentes antibiéticos frente ao Helicobacter pylori, além de efeitos
gastroprotetores e anti-tlcera (SADDIQA et al., 2017).

Este género ainda € um produtor de varias enzimas de interesse industrial,
como quitinases, celulases, glucanases, pectinases, lipases e proteases, que
possuem emprego nas industrias de alimentos, racdes, papel, detergentes, téxteis e
farmacéutica (BERINI et al., 2018, SU et al., 2020).

2.5.2 Genéro Streptomyces

O género Streptomyces pertence ao filo das actinobactérias, um dos principais
produtores de metabdlitos secundarios com bioativos de acdo médicas, industriais e
agricolas (GHANEM et al., 2022, ALAM et al., 2022). Elas constituem um dos 30
principais filos do dominio Bactéria, com 374 géneros registrados, onde as
Streptomyces sdo 0 maior género deste filo, estas por sua vez podem ser encontradas
em nos mais diversos ambientes terrestres e marinhos, devido a possuir a maior
diversidade registrada nesses habitats (DONALD et al., 2022).

Elas sdo bactérias Gram-positivas de alto teor de G+C em seu conteudo
gendmico de 69-78%, com descri¢cao pela primeira vez por Waksman e Henrici (1943),
devido a produzirem uma ampla variedade de antibiéticos. Elas se assemelham

fisiologicamente as de diversas espécies de fungos, ao produzirem hifas filiformes, as
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quais por sua vez penetram as superficies em busca de nutrientes, quando em
condicbes ambientais desfavoraveis e com recursos limitados, selas produzem hifas
aéreas que se dividem em esporos, 0s quais visam permitir a resisténcia a condicdes
desfavoraveis e sdo transportados para novos ambientes ou novas fontes de
nutrientes de forma facilitada (QUINN et al., 2020, DONALD et al., 2022).

Dentre as diversas capacidades presentes nas Streptomyces, pode-se
destacar a producao de antibioticos, antifungicos, inseticidas e enzimas de interesse
biotecnoldgico e industrial, elas sédo responsavel por a producdo de 7600 substancias
bioativas (SALWAN; SHARMA, 2020, BORUTA et al., 2021).

O género Streptomyces foi amplamente utilizado na industria farmacéutica
gracas a sua capacidade de produzir novos agentes antibiético, antifiUngico e
antiparasitarios. Atualmente, a descoberta de novas linhagens expandiu a producao
de metabolitos secundarios de interesse e de enzimas, além de biopesticidas, fatores
de crescimento na agroindustria, e de usos clinicos (SILVA, 2016; SILVA, 2020;
LOURENZON, 2021).

Entre os antibidticos, antifingicos e antiparasitarios de importancia na medicina
veterinéria que sdo produzidos pelas Streptomyces estdo a anfoteracina B, produzida
por Streptomyces nodosus, a estreptomicina, produzida por Streptomyces griseus, a
tetraciclina produzida por Streptomyces rimosus e a gentamicina, produzida por
Streptomyces tenebrarius e a ivermectina produzida por Streptomyces avermitilis
(MONE et al., 2010; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2010; SILVA, 2016).

3- MATERIAL & METODOS
3.1 Aquisicao dos peixes e parasitos

Vinte espécimes de C. macropomum naturalmente infectados por N. buttnerae
(de intensidade média) foram mantidos no setor de piscicultura da Embrapa Amazénia
Ocidental (Manaus, Brasil). Os peixes foram mantidos em tanques escavados para
manutenc¢ao do ciclo do parasita, com aeracdo constante e de aquecimento de agua.
Com alimentacao duas vezes ao dia com ragdo comercial contendo 32% de proteina

bruta até saciedade aparente.
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Este estudo foi desenvolvido com a aprovacio da Comiss&o de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Embrapa Amazonia Ocidental (protocolo 03/20).

Juvenis de tambaqui (passaram por anestesia profunda com benzocaina a 10
% (250 mg/L) solugédo aquosa de eugenol (50 mg/L) e eutanasiados por perfuracao
craniana, conforme CONCEA 03/2018, com a coleta dos intestinos para obtencao dos
espécimes adultos de N. buttnerae. Eles foram removidos dos intestinos de C.
macropomum, com o auxilio de um estereomicroscoépio (Leica, EZ4), depois foram
lavados em solucéo de cloreto de sédio (0,9%), de modo a permitir a confirmacéo da

integridade tanto morfolégica quanto de vitalidade dos parasitas.

3.2 Obtencdo e identificacdo de bactérias produtores de quitinase

Os microrganismos utilizados neste trabalho fazem parte da colecao de cultura
do Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Amazonia Ocidental, localizada na
rodovia AM 010, km 29, estrada Manaus-Itacoatiara-Amazonas e estao identificadas
sob os coédigos conforme tabela a tabela 01. Preservados em glicerol 20% e
armazenadas a -80 °C e foram previamente selecionados por sua capacidade de
produzir quitinases, sendo, portanto, considerados como modelo para a prospec¢ao
de atividade antiparasitaria, uma vez que a producdo de enzimas hidroliticas pode
estar associada a capacidade de degradar estruturas parasitarias. As bactérias foram
reativadas em meio de cultura liquida LB (Luria Bertani) para Bacillus e ISP2
(International Streptomyces Project-2 Medium) para Streptomyces, a 28°C por 24

horas.

Tabela 01. Lista de bactérias quitinoliticas isoladas de sedimentos dos rios da bacia amazdnica
empregados neste trabalho

Bactéria Género Localizacao Espécie

Isolado
MAD 24 Streptomyces Rio Madeira Streptomyces murinus
MAD 27 Streptomyces Rio Madeira Streptomyces amazonensis
MAD 39 Streptomyces Rio Madeira Streptomyces amazonensis

MAD 41 Streptomyces Rio Madeira Streptomyces graminearus*
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MAD 42 Streptomyces Rio Madeira Streptomyces amazonensis

MAD 51 Streptomyces Rio Madeira Streptomyces amazonensis
MAD 113 Streptomyces Rio Madeira -

MAD 117 Bacillus Rio Madeira -

MAD 119 Bacillus Rio Madeira -

MAD 125 Bacillus Rio Madeira -

MAD 130 Bacillus Rio Madeira -

MAD 131 Bacillus Rio Madeira -

MAD 159 Bacillus Rio Madeira -

MAD 168 Bacillus Rio Madeira Potencial espécie nova
MAD 170 Bacillus Rio Madeira -

MAD 171 N&o identificado Rio Madeira -

MAD 181 N&o identificado Rio Madeira -

MAD 184 Achromobacter Rio Madeira -

MAD 187 Bacillus Rio Madeira -

MAD 202 Bacillus Rio Madeira Bacillus cereus

MAD 205 Bacillus Rio Madeira -

MAD 1010 Bacillus Rio Madeira Bacillus subtilis
MPUR 28.3 Streptomyces Rio Purus Streptomyces albidoflavus
MPUR 40.3 Streptomyces Rio Purus Streptomyces murinus
MPUR 40.7 Bacillus Rio Purus -
MPUR 46.7 Streptomyces Rio Purus -
APUR 26.2 Streptomyces Rio Purus Streptomyces vinaceusdrappus
APUR 26.8 Streptomyces Rio Purus Streptomyces vinaceusdrappus
APUR 32.5 Streptomyces Rio Purus Streptomyces amazonensis
APUR 36.1 Streptomyces Rio Purus Streptomyces sampsonii
APUR 36.4 Streptomyces Rio Purus -

SOL 41 N&o identificado Rio Solimdes -

SOL 105 Stenotrophomonas Rio Solimbes Stenotrophomonas riyadhensis

SOL 140 Streptomyces Rio Solim&es Streptomyces griseoluteus™
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SOL 159 Streptomyces Rio Solimdes Potencial espécie nova
SOL 196 N&o identificado Rio Solim&es Streptomyces sampsonii
RN 03 N&o identificado Rio Negro
Total: 37

3.2.1 Identificacdo filogendmica e analise pangendmica

A delimitacéo das espécies foi realizada por meio de analises comparativas de
genomas completos, utilizando o valor de hibridizacdo DNA-DNA digital (dDDH) como
métrica principal (SANDOVAL-POWERS et al., 2021). Os célculos de dDDH com base
na férmula d2 foram obtidos pelo Genome-to-Genome Distance Calculator (GGDC),
disponivel em http://ggdc.dsmz.de/distcalc2.php, empregando os parametros padrao
recomendados (MEIER-KOLTHOFF et al.,, 2021). Para complementar a andlise
taxonOmica, a plataforma Type Strain Genome Server (TYGS) (https://tygs.dsmz.de)

foi utilizada para estimativas de dDDH pela formula d4 e para a construcdo da arvore
filogenbmica inferida automaticamente.

De acordo com os critérios taxonémicos aceitos internacionalmente, novas
espécies s6 foram propostas quando apresentaram valores de dDDH inferiores a
70% em comparacdo com a espécie tipo correspondente registrada no List of
Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN) (https://I[psn.dsmz.de)
(MEIER-KOLTHOFF et al., 2021). Esse ponto de corte é amplamente reconhecido

como equivalente ao limiar classico de 70% de hibridizacdo DNA-DNA experimental,

garantindo robustez na definicdo de novas espécies bacterianas.

3.3 Triagem in vitro bactérias quitinoliticas no controle de Neoechinorhynchus
buttnerae em meio MEM

Os parasitos (n = 10) foram transferidos para placas de petri (5,5 cm), com 5
mL de meio MEM (Minimum Essential Medium (MEM), developed by Harry Eagle), a
temperatura de 25+1,0 °C, os tratamentos eram compostos de um controle negativo
somente o meio (MEM) e sem nenhum microrganismo, um controle positivo com
(cloridrato de levamisol na concentracao de 15 mg/mL) e 37 tratamentos contendo as
diferentes bactérias selecionadas, com trés repeticdes por tratamento. Todos 0s

microrganismos foram crescidos em meio liquido, LB para Bacillus e ISP2 para
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Streptomyces, a 28°C com 150 rpm em um shaker até alcancar OD de 0,5. Apoés
alcancar a OD, realizou-se a centrifugacdo 10 minutos por 1500 rpm, em seguida o
pellet foi retirado e foram solubilizados usando o0 meio MEM.

Os parasitos foram observados, com o auxilio de um estereomicroscopio
(Leica, EZ4), a cada 15 m até o periodo de seis horas de exposi¢do, e novamente
observados somente apos o periodo de 24 h para o registro do niUmero de parasitos
vivos e mortos, das alteragcbes no comportamento e eventuais deformacdes. Os
parasitos foram considerados mortos na auséncia de qualquer motilidade, mesmo
apos estimulo (OLIVEIRA et al., 2019a). Ao final do periodo de avaliacdo, determinou-
se a viabilidade dos parasitos por 24 h calculando-se o indice dos isolados que
conseguissem apresentar concentracao letal (TL50 anti-helmintica) nos intervalos de
2, 6 e 24 horas de exposicdo de N. buttnerae e a eficacia anti-helmintica aos 37
microrganismos, usando o método de Zhang et al. (2014): AE = [B — T] x 100% / B,
onde AE é a eficacia anti-helmintica, B é o nimero médio de N. buttnerae mortos no

grupo controle e T é o numero médio de helmintos mortos no grupo tratado.

3.4 Triagem in vitro bactérias quitinoliticas no controle de Neoechinorhynchus

buttnerae em solucao salina

A fim de determinar se a composi¢do do meio MEM interferia no desempenho
bacteriano durante, foi conduzido um teste de estresse em solucao salina 0,85%, no
qual as bactérias foram avaliadas na auséncia do meio nutritivo. Essa abordagem
permitiu verificar a capacidade das linhagens de manter sua viabilidade e atividade
mesmo sob condigbes nutricionalmente limitantes, de modo a usar o parasita como
Gnica fonte nutricional. Onde, novamente parasitos (n = 10) foram transferidos para
placas de petri (5,5 cm), com 5 mL de meio solucao salina (0,85%), a temperatura de
25+1,0 °C, os tratamentos eram compostos de um controle negativo somente com
(solucéo salina 0,85%), um controle positivo (cloridrato de levamisol 15 mg/mL) e 37
tratamentos contendo as diferentes bactérias selecionadas, com trés repeticdes por
tratamento. Os microrganismos foram crescidos em meio liquido, LB para Bacillus e
ISP2 para Streptomyces, a 28°C com 150 rpm em um shaker até alcangar OD de 0,5,
os quais foram mensurados com auxilio de uma cubeta no espectrofotometro. Apos

alcancar a OD, realizou-se a centrifugacédo 10 minutos por 1500 rpm, em seguida o
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pellet foi retirado e foram solubilizados em solucdo salina (0,8%). A avaliagdo de

letalidade foi realizada conforme descrito no item 2.3.

3.5 Avaliacdo comparativa da atividade anti-helmintica de bactérias vivas e

autoclavadas

Para investigar a natureza da atividade anti-helmintica observada e
considerando que as bactérias foram testadas apds crescimento em meio ISP2 e
subsequente lavagem e suspensdo em solucdo salina a 0,8%, avaliamos
comparativamente a acdo dos isolados S. murinus MAD 24 e Streptomyces
amazonensis. MAD 27 utilizando culturas vivas e autoclavadas.

Foi conduzido um ensaio comparativo utilizando suspensées de bactérias vivas
e inativadas por autoclavagem em solucdo salina estéril a 0,85%. As linhagens
bacterianas selecionadas foram cultivadas, centrifugadas, lavadas e ressuspendidas
em solucdo salina, com padronizacdo da concentracdo celular. Aliquotas dessas
suspensdes foram submetidas a autoclavagem (121 °C por 15 minutos) para obtencao
das bactérias inativadas, sendo a auséncia de viabilidade confirmada por
plagueamento em meio soélido.

Os parasitos foram distribuidos em solucéo salina e expostos as suspensfes
bacterianas vivas ou autoclavadas, mantendo-se grupos controle sem adicao
bacteriana. A atividade anti-helmintica foi avaliada por observacdo da motilidade e
integridade dos parasitos em intervalos de tempo pré-definidos, considerando-se

mortos os individuos sem resposta a estimulos mecanicos.

3.6 Obtencao dos extratos

Os microrganismos que apresentaram letalidade igual ou maior do que 50%
(TL50) nos testes in vitro anteriores, foram submetidos a obtencédo de extrato. Para
tanto, um pré-indculo em tubos Falcon de 50 mL contendo 19,5 mL do meio e 0,5 mL
do cultivo reativado foi preparado para cada bactéria. Os pré-indculos foram
incubados por cinco dias a 30 °C e 200 rpm.
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Para cada meio de cultura foram preparados 1500 mL de cultivos, meio ISP2
para streptomyces e Landy para os demais microrganismos, divididos em trés garrafas
de vidro de 1000 mL contendo 500mL de meio cada, e adicionado 2 mL do pré-inéculo
em cada garrafa, deixando um como controle negativo. Os cultivos serdo incubados
por 7 dias a 30 °C e 180 rpm.

Para a obtenc&o dos extratos dos cultivos em meio liquido, as culturas e os
controles foram filtrados a vacuo. O liquido do filtrado foi transferido para béqueres
contendo 500 mL de acetato de etila para cada 1:1. As misturas foram entéo
submetidas a 30 minutos e depois separadas em um filtro de decantacdo. O contelido
dos béqueres foi filtrado e o extrato em acetato de etila obtido foi seco em

rotaevaporadora.

3.7 Ensaios in vitro com extratos de bactérias quitinoliticas no controle de
Neoechinorhynchus buttnerae

Os extratos obtidos conforme descrito acima foram avaliados em um novo
ensaio, com 10 parasitos dispostos em para placas de petri (5,5 cm), com 5 mL de
meio MEM, um controle positivo (cloridrato de levamisol 15 mg/mL) a temperatura de
25+1,0 OC, os tratamentos eram compostos de um controle negativo (meio
MEM+TWEEN), e 18 com os extratos das bactérias selecionadas, com trés repeticoes
por tratamento. O extrato foi solubilizado em Tween antes de ser adicionado ao meio
MEM. Uma nova avaliacao de letalidade foi realizada segundo o que foi descrito no
item 2.3.

3.8 Mineragcdo gendmica

A prospeccao dos clusters génicos foi feita para a anotacao do cluster de genes
de interesse. Os possiveis clusters génicos relacionados a metabolitos secundarios
foram identificados através da ferramenta de predicdo antiSMASH (antibiotics &
Secondary Metabolite Analysis Shell), versdo 7.0 (BLIN et al., 2021) através da versao

para bactérias.
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Os input foi realizado por meio dos genomas em arquivos no formato FASTA,
com parametro de rigor sendo o relaxed para a deteccdo dos agrupamentos, com 0s
algoritmos extras (KnownClusterBlast, ActiveSiteFinder, ClusterBlast, Cluster Pfam
analysis, SubClusterBlast e Pfam-based GO term annotation) que sao disponibilizados
pela ferramenta. As sequéncias com maior similaridade preditas pelo antiSMASH
foram submetidas a ferramenta onlineBLAST do NCBI. De modo a identificar se os
agrupamentos sao caracteristicos aos géneros.

Para filtragem e classificacdo dos clusters de maior similaridade apresentados
pela predicdo do antiSMASH, bancos de dados especificos foram empregados. O
MIBIG (Minimum Information about a Biosynthetic Gene cluster), versao 4.0, foi
empregado como base de comparacdo para a identificacdo de clusters com
similaridade a BGCs experimentalmente validados, uma vez que esse repositorio
reine informagdes manualmente curadas sobre clusters génicos biossintéticos
caracterizados. A inferéncia das potenciais fungdes e produtos do metabolismo
secundario foi realizada a partir da comparacdo entre os BGCs preditos pelo
antiSMASH e os clusters depositados no MIBIG por meio da analise de sintenia
utilizando a ferramenta Clinker (GILCHRIST; CHOOI, 2021).

3.9 Analises estatisticas

ApOs 24 horas de exposi¢cdo aos microrganismos quitinoliticos e aos extratos,
os dados de mortalidade e eficacia sobre os acantocéfalos foram submetidos aos
testes de normalidade e homocedasticidade, utilizando o teste de Shapiro-Wilk e
Barlett, respectivamente. Apos, os dados foram comparados utilizando o teste néao
paramétrico de Kruskal- Wallis, seguido do teste post-hoc de Student Newman Keus
(SNK) para comparagdes multiplas. Esta analise foi realizada usando o Software R
versao 4.4.2.

4 RESULTADOS
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4.1 Atividade de bactérias contra N. buttnerae in vitro em meio MEM

A avaliacao preliminar de 37 linhagens de bactérias quitinoliticas quanto a sua
letalidade contra N. buttnerae foi realizada em Meio Essencial Minimo (MEM). Este
meio, rico em componentes como vitaminas, aminoacidos e glicose, proporciona
condi¢cbes Otimas para a manutencdo do parasita in vitro. A analise da eficacia anti-
helmintica, conforme ilustrado na Figura 3 revelou variabilidade nas respostas das
linhagens. As linhagens de S. amazonensis MAD 27 e S. murinus MAD 24
destacaram-se por sua acao rapida, alcancando 54,16% de letalidade em apenas 45
minutos e a mortalidade completa (100%) em 2 horas de exposi¢ao. De forma similar,
a linhagem S. vinaceusdrappus APUR 26.8 demonstrou alta eficacia, atingindo
79,16% de mortalidade em 2 horas e 100% em 5 horas. Para essas linhagens (MAD
24, MAD 27 e APUR 26.8), a concentracao letal mediana (CLs,) variou de 3,10 a 4,79
horas, e a TLy, de 4,26 a 5,17 horas, indicando uma capacidade letal em curtos
periodos de exposicao.

Outras linhagens, como S. murinus MPUR 40.3 e S. amazonensis MAD 51,
apresentaram uma acao mais gradual, mas igualmente eficaz a longo prazo, atingindo
100% de mortalidade em 24 horas. Em contraste, um grupo de 18 linhagens exibiu
atividade limitada ou quase nula, como a Stenotrophomonas riyadhensis SOL 41 e S.
albidoflavus MPUR 28.3, que apresentaram eficacia maxima de 8,33% e 4,16% em
24 horas, tendo em vista que este parasita pode sobreviver até 20 dias em condicdes
in vitro sem suplementacdo com antibidtico, respectivamente, e a Bacillus sp. MAD
159 (potencial espécie nova)), que ndo demonstrou nenhuma ac¢ao anti-helmintica. S.
amazonensis APUR 32.5 e S. sampsonii APUR 36.1 apresentam resposta, com
aumentos significativos, mas néo atingiram 100%. A primeira atingiu 16,66% em 4
horas e 83,33% em 24 horas, e a segunda n&do apresenta nenhuma acgao
antiparasitaria até 2 horas, mas atinge 29,16% em 2 horas e 95,83% em 24 horas.

Dos 37 isolados avaliados em meio MEM, 18 apresentaram TLs, detectavel,
evidenciando a presenca de algum fator associado a atividade bacteriana capaz de
induzir a morte do parasita. Embora nédo seja possivel confirmar a producdo de
metabdlitos especificos com base nos resultados obtidos, a intensidade e a rapidez
do efeito observado sugerem que mecanismos mediados por produtos bacterianos,

possam contribuir para a atividade anti-helmintica detectada.
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Figura 3. Mapa de calor da eficacia anti-helmintica in vitro de linhagens
bacterianas quitinoliticas contra Neoechinorhynchus buttnerae em Meio Essencial
Minimo (MEM). Cada célula colorida representa a porcentagem de mortalidade
dos parasitas Neoechinorhynchus buttnerae em diferentes tempos de exposi¢céo
aos isolados bacterianos.

4.2 Atividade de bactérias contra N. buttnerae in vitro em solucéo salina
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Considerando que a riqueza de nutrientes do meio MEM poderia influenciar a
colonizacdo bacteriana ou a expressao de metabdlitos, conduzimos um ensaio
subsequente em solucdo salina a 0,8%, um ambiente menos favoravel ao
metabolismo bacteriano e a manutencdo do parasita. Esta condicdo mais
"estressante" visava discernir se a eficacia observada era intrinseca as bactérias ou
potencializada pelo meio rico (Figura 4).

As linhagens S. amazonensis MAD 27, S. murinus MAD 24 e S.
vinaceusdrappus APUR 26.8 mantiveram o desempenho alcancando 100% de
efichcia. A’ S. amazonensis MAD 27 destacou-se por apresentar mortalidade total
desde o inicio do experimento, enquanto S. murinus MAD 24 e S. vinaceusdrappus
APUR 26.8 atingiram 100% em 2 e 5 horas, respectivamente. Adicionalmente, as
linhagens S. murinus MPUR 40.3, S. amazonensis MAD 41 e S. albidoflavus MPUR
28.3 demonstraram um aumento progressivo na taxa de eficacia, culminando em
100% de mortalidade em 24 horas. Outras, como S. amazonensis APUR 32.5 e MAD
1010, atingiram eficacias elevadas (83,33% e 91,67%, respectivamente) em 24 horas.
Contudo, um numero maior de bactérias (listadas como APUR 36.4, MPUR 28.3, MAD
113, entre outros) apresentou eficacia marginal, variando de 0 a 20,833%, indicando
a auséncia de propriedades antiparasitarias elevadas nessas condicbes mais
restritivas.

De forma geral, 13 dos 37 microrganismos testados na solucdo salina
demonstraram atividade contra N. buttnerae, reafirmando o valor das linhagens S,
amazonensis MAD 27, S. murinus MAD 24 e S. vinaceusdrappus APUR 26.8 como as
mais eficientes. Pois estas linhagens apresentaram as maiores taxas de eficacia,
alcancando 100% de mortalidade dos parasitas em diferentes periodos de exposicao.
onde, o isolado S. amazonensis MAD 27 demonstrou acao imediata, com mortalidade
total desde o inicio do experimento, indicando efeito letal rapido (TLs, € TLog inferiores
a1 hora). Em seguida, S. murinus MAD 24 e S. vinaceusdrappus APUR 26.8 atingiram
100% de eficacia apos 2 e 5 horas de exposi¢do, respectivamente, com valores de
TLso de 3,16 h e 4,79 h e TLoo de 4,41 h e 5,17 h, evidenciando resposta bioldgica

rapida e eficiente.



40

Conbrod
Contral +
MPLUR 40.3
MAD 24
APUR 36.1
MAD 41
APUR 32.5
S0L 41
MAD 156
MAD 184
APUR 38.4
MPUR 21.2
MPUR 40.7
MAD 113
S0L 196
MAD 168
MAD 51
MAD 202 Walor
MALD 117
MAD 205
RM 03

MAD 125

MAD 39
S0L 108
S0L 140
APUR 26.8
S0L 159
MAD 1010
MPUR 28.3
MAD 181
MAD 118
MaD 187
MAD 174
MAD 131
MAD 42
MAD 130
MAD 170

MPUR 46.7

MaD 27

Figura 4- Mapa de calor da eficacia anti-helmintica in vitro de linhagens bacterianas
quitinoliticas contra Neoechinorhynchus buttnerae em solucéo salina a 0,8%. Cada
célula colorida representa a porcentagem de mortalidade dos parasitas N. buttnerae
em diferentes tempos de exposi¢cdo aos isolados bacterianos em um ambiente de
solucéo salina.
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4.3 Atividade de Streptomyces murinus MAD 24 e Streptomyces amazonensis

MAD 27 contra N. buttnerae in vitro com vivas e autoclavadas

Para avaliar se atividade observada contra N. buttnerae € devido a presenca
das bactérias vivas e de seus componentes termolabeis (células integras, proteinas
de integradas a parede, metabdlitos sensiveis ao calor) que j4 estavam associados
ou pré-produzidos pelas células no momento da co-cultura selecionamos as duas
melhores linhagens MAD 24 e MAD 27 para este teste.

S. murinus MAD 24 apresentou 0 mesmo padrdo de tempo observando
anteriormente de 45 min e 1 h, e atingiu atividade méaxima a partir de 2 h, a qual se
manteve estavel até 24 h. Esse comportamento sugere que o agente responsavel pela
letalidade, provavelmente um fator biolégico ativo associado as células ou liberado
gradualmente por elas, requer um tempo de contato ou acumulacdo para manifestar
sua acdo maxima. Uma vez que as bactérias foram lavadas e suspensas em salina, a
liberacdo lenta de componentes pré-formados ou uma interacdo gradual com o
parasita para uma producéo de novo de metabdlitos no ambiente. Quando submetido
a autoclavagem, o tratamento S. murinus MAD 24 (autoclavada) ndo apresentou
atividade detectavel em nenhum dos tempos analisados, indicando que o agente
responsavel pela atividade observada requer a producdo durante o co-cultivo com o
parasita ou é termoestavel.

O isolado S. amazonensis MAD 27, por sua vez, demonstrou atividade maxima
constante desde os 15 minutos assim como nos testes anteriores, indicando uma acao
imediata. ISso sugere que seus componentes ativos séo rapidamente disponibilizados,
seja por estarem prontamente acessiveis na superficie celular ou por serem liberados
de forma muito eficiente, agindo velozmente sobre o parasita. Entretanto, assim como
observado para S. murinus MAD 24, a autoclavagem das células (MAD 27 —
autoclavada) resultou na completa perda de atividade, reforcando a hipotese de que
o efeito observado depende do componente biolégico vivo. De forma geral, os
resultados demonstram que a atividade observada por S. murinus MAD 24 e
Streptomyces amazonensis MAD 27, como ilustrado na Figura 5, é dependente do
tempo e da integridade dos microrganismos, corroborando a participacdo destes no

efeito detectado.
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Figura 5- Mapa de calor da avaliacdo comparativa da atividade anti-helmintica in vitro
de linhagens bacterianas quitinoliticas vivas e autoclavadas contra
Neoechinorhynchus buttnerae em solugdo salina a 0,8%. Cada célula colorida
representa a porcentagem de mortalidade de N. buttnerae ao longo de diferentes
tempos de exposicéo aos isolados bacterianos. A escala de cores indica a intensidade
da atividade anti-helmintica observada, permitindo a comparacéo temporal da eficacia
entre os tratamentos.

4.4 Ensaios in vitro com extrato de bactérias no controle de N. buttnerae

Apoés a triagem inicial das linhagens bacterianas vivas, as linhagens que
demonstraram os resultados mais promissores na letalidade contra N. buttnerae foram
submetidas a obtencéo de extratos em acetato de etila. Esta etapa visou investigar se
0s compostos bioativos produzidos por essas bactérias, uma vez isolados, manteriam
a letalidade contra N. buttnerae observada anteriormente. Os extratos na
concentracdo de 500 pg/mL foram entdo avaliados in vitro em meio MEM, que é o
meio padronizado para manutencédo dos parasitos, com a adicdo de Tween para
solubilizacéo, conforme a metodologia descrita.

Os resultados desses ensaios revelaram que apenas 8 dos 18 extratos
obtidos de linhagens previamente eficazes foram capazes de apresentar atividade
antiparasitaria. As linhagens cujos extratos mantiveram atividade contra N. buttnerae,
replicando em parte o desempenho observado com as bactérias vivas, incluiram as
linhagens de S. amazonensis (representada pelos isolados MAD 27, APUR 32.5, MAD
39 e MAD 51), bem como S. murinus MAD 24, S. albidoflavus MPUR 28.3, S.
vinaceusdrappus APUR 26.8 e S. graminearus MAD 41. Dentre esses, 0s extratos de
S. amazonensis MAD 27, S. murinus (MAD 24) e de S. vinaceusdrappus APUR 26.8
se destacaram particularmente, demonstrando um desempenho comparavel ao

observado com as células bacterianas inteiras e atingindo 100% de eficacia em
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tempos de exposi¢cdo variaveis. Outras linhagens, como o isolado S. amazonensis
MAD 39 e Stenotrophomonas riyadhensis SOL 105, também exibiram atividade
consideravel de seus extratos, alcancando 75% e 79,16% de letalidade,
respectivamente, apds 24 horas. Em contrapartida, os extratos de linhagens como S.
sampsonii APUR 36.1 e as duas linhagens de S. amazonensis APUR 32.5 e MAD 51,
S. griseoluteus SOL 140 e Streptomyces sp. SOL 159 (potencial espécie nova)
apresentaram uma acao antiparasitaria limitada, posicionando-se bem abaixo de 50%
de letalidade ao final de 24 horas. Para 10 dos extratos testados, ndo se observou
qualquer acao anti-helmintica significativa

A variabilidade na eficacia dos extratos, mesmo daqueles derivados de
linhagens que mostraram alta atividade quando vivas, sugere a complexidade dos
fatores envolvidos na letalidade. Isso pode ser atribuido a sensibilidade dos
metabdlitos ao processo de extracdo com acetado, a necessidade de sinergia entre
multiplos compostos que podem nao ter sido extraidos em propor¢des adequadas, ou
a possibilidade de que a acéo direta da célula bacteriana (por exemplo, via contato ou

colonizacdo) contribua para a eficacia observada.
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Figura 6- Mapa de calor da eficacia anti-helmintica in vitro de extratos de linhagens
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bacterianas quitinoliticas contra Neoechinorhynchus buttnerae em Meio Essencial
Minimo (MEM). Cada célula colorida indica a porcentagem de mortalidade dos
parasitas N. buttnerae (eixo Y) ap0s exposicao aos extratos das linhagens bacterianas
(eixo X) em diferentes pontos no tempo.

4.5 Analise comparativa da atividade de bactérias contra N. buttnerae em
diferentes condi¢cdes: meio MEM, solucéo salina, extratos e tratamento
térmico

A comparacado entre 0s quatro cenarios experimentais avaliados — bactérias
vivas em meio MEM, solucéo salina, extratos bacterianos em MEM, e a atividade de
culturas vivas versus autoclavadas (para MAD 24 e MAD 27) — fornece uma
compreensao abrangente do comportamento funcional das linhagens bacterianas e
da robustez de sua atividade contra N. buttnerae. A andlise integrada desses
resultados evidencia diferencas significativas relacionadas a dependéncia nutricional,
a estabilidade dos compostos bioativos, a termolabilidade dos fatores ativos e a
diversidade intraespecifica na capacidade de induzir mortalidade em N. buttnerae.

No ambiente nutricionalmente rico do MEM, 18 das 37 linhagens demonstraram
atividade mensuravel contra N. buttnerae (CLs,), com destaque para S. amazonensis
MAD 27, S. murinus MAD 24 e S. vinaceusdrappus APUR 26.8, que atingiram 100%
de mortalidade em apenas 2 a 5 horas. Essas linhagens apresentaram ainda valores
reduzidos de TLs, (3,10-4,79 h) e TLoo (4,26-5,17 h), refletindo sua capacidade de
atuar de maneira rapida e eficiente. Outras linhagens, como S. murinus MPUR 40.3 e
S. amazonensis MAD 51, embora com cinética mais lenta, também alcancaram 100%
de mortalidade em 24 horas. Esses resultados sugerem que, mesmo sob condi¢des
nutricionais ideais para o parasita, diversas linhagens expressam fatores ativos contra
N. buttnerae, ainda que os mecanismos subjacentes permane¢cam indeterminados e
possam envolver tanto metabdlitos secundarios quanto enzimas hidroliticas.

A avaliagdo em solucdo salina 0,8%, um ambiente nutricionalmente restritivo,
permitiu explorar a robustez da atividade contra N. butthnerae em condi¢cbes de
estresse. O numero de linhagens ativas reduziu-se levemente (de 18 para 13),
indicando que parte expressiva da atividade observada no MEM nao depende
exclusivamente da disponibilidade de nutrientes para a producdo de novo de
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metabdlitos durante o ensaio. As principais linhagens eficazes no MEM mantiveram
seu desempenho: S. amazonensis MAD 27 permaneceu letal desde o inicio do ensaio,
S. murinus MAD 24 atingiu 100% de mortalidade em 2 horas e S. vinaceusdrappus
APUR 26.8 em 5 horas. Além dessas, isolados como S. murinus MPUR 40.3, S.
graminearus MAD 41 e S. albidoflavus MPUR 28.3 também alcancaram 100% de
letalidade em 24 horas, enquanto S. amazonensis MAD 39 e Stenotrophomonas
riyadhensis SOL 105 mantiveram taxas elevadas de mortalidade (75-83%). Essa
manutenc¢do da eficacia em ambiente pobre sugere que algumas linhagens produzem
compostos ativos de forma constitutiva, independentemente de estimulos nutricionais,
Ou que esses compostos possuem estabilidade suficiente para manter sua acao
mesmo sem multiplicacdo bacteriana, dependendo da liberacdo de componentes pré-
formados.

Um aspecto crucial para a compreensédo do mecanismo de acgéao foi a avaliacao
comparativa da atividade de culturas vivas e autoclavadas para os isolados MAD 24
e MAD 27. Os resultados demonstraram que, em ambos 0s casos, a autoclavagem
levou a completa perda da atividade letal contra N. buttnerae. Para S.murinus MAD
24, que exibia um padréo tempo-dependente, a inativacdo térmica eliminou qualquer
efeito. Similarmente, a acdo imediata e robusta de S. amazonensis MAD 27 foi
totalmente abolida apdés o tratamento. Este achado evidencia que a atividade
observada é intrinsecamente ligada a termolabilidade dos fatores ativos, sejam eles
as proprias células bacterianas vivas, enzimas sensiveis ao calor (como as quitinases,
que sao proteinas e poderiam ser desnaturadas) ou metabdlitos secundarios que séo
degradados por altas temperaturas ou dependem da integridade celular para sua
liberacdo e acédo. Isso reforca a hipétese de que o efeito ndo é mediado por
substancias termoestaveis pré-existentes que agiriam de forma passiva.

A analise dos extratos em acetato de etila destacou um cenario distinto,
revelando maior seletividade e expressiva redugao da atividade contra N. buttnerae,
ja que apenas 8 dos 18 extratos de linhagens previamente eficazes mantiveram efeito
significativo. Os extratos mais ativos foram provenientes de S. amazonensis MAD 27,
S. murinus MAD 24, S. albidoflavus MPUR 28.3, S. vinaceusdrappus APUR 26.8, S.
graminearus MAD 41 e S. murinus MPUR 40.3, que atingiram até 100% de
mortalidade, embora com cinética geralmente mais lenta do que as culturas vivas. Em

contraste, linhagens como S. amazonensis MAD 39 e Stenotrophomonas riyadhensis
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SOL 105 preservaram parte da atividade (75-79%), enquanto outras, incluindo as
linhagens de S. amazonensis MAD 51 e APUR 32.5, S. sampsonii APUR 36.1, S.
griseoluteus SOL 140 e Streptomyces sp. SOL 159 (potencial espécie nova), exibiram
atividade limitada ou auséncia completa de efeito. Esses resultados indicam que a
letalidade pode depender de interagbes sinérgicas entre multiplos metabdlitos, da
presenca de compostos instaveis ao processamento ou da necessidade de atividade
metabdlica continua da célula viva. Também reforcam que alguns mecanismos
bacterianos podem envolver contato direto célula-parasita, o que nao é replicado com
0 uso de extratos isolados.

Outro aspecto relevante observado foi a expressiva variabilidade
intraespecifica entre linhagens, como S. amazonensis: MAD 27, MAD 39, MADA42,
MAD 51 e APUR 32.5, que apesar de pertencerem a mesma espécie, apresentaram
perfis funcionais bastante distintos. S. amazonensis MAD 27 demonstrou
desempenho robusto em todas as condi¢fes testadas (vivo em MEM, vivo em salina,
e em extrato, além da termolabilidade confirmada). Enquanto que MAD 39 manteve
parte da eficAcia mesmo apOs extracao, indicando a presenca de compostos mais
estaveis ou apolares. JA MAD 51 e APUR 32.5, embora eficazes como culturas vivas,
perderam completamente a atividade na forma de extrato, reforcando a hipétese de
dependéncia da célula viva, de sinergia metabdlica ou de producdo de compostos
sensiveis ao processo de extracdo. Embora 4 das cinco linhagens de S. amazonensis
tenham apresentado atividade variada, a linhagem MAD 42 ndo apresentou nenhuma
atividade nos testes realizados, ressaltando que a atividade é linhagem especifica. O
mesmo pode ser observado para as linhagens de S. murinus MAD 24 e MAD 40.3 que
apresentaram diferencas em sua efetividade contra N. buttnerae.

Essa heterogeneidade funcional destaca a plasticidade metabdlica
caracteristica de Streptomyces e demonstra que a proximidade taxondémica nao
necessariamente prediz o perfil bioativo de uma linhagem. Diferencas na expressao
de clusters biossintéticos, na estabilidade dos metabdlitos e na necessidade de
interacbes diretas com o0 parasita podem explicar a diversidade de respostas
observadas.

Em conjunto, os resultados obtidos fornecem evidéncias de que as linhagens
amazobnicas avaliadas apresentam atividade biolégica e habilidade para

desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos, seja para uso como culturas vivas com
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acao direta contra N. buttnerae, seja como fontes de compostos bioativos com
possivel aplicacao terapéutica no controle de N. buttnerae.

A robustez funcional das linhagens mais promissoras, especialmente S.
amazonensis MAD 27, S. murinus MAD 24 e S. vinaceusdrappus APUR 26.8, em
diferentes condi¢cOes experimentais e a confirmacao da termolabilidade da atividade,
reforcam seu potencial para desenvolvimento de estratégias inovadoras, sustentaveis
e compativeis com as necessidades da aquicultura brasileira. Esses achados
fornecem as bases para estudos futuros voltados a purificacdo e caracterizacdo de
metabdlitos, analises metabolémicas integradas, investigacdes de mecanismos de

acdo e ensaios in vivo para validacao de eficacia e seguranca.

4.6 Bioprospeccado de moléculas antibidticas, antifungicas e antiparasitarias em

linhagem amazb6nica de Streptomyces e Bacillus.

Para desvendar a base molecular por trds da eficacia das linhagens mais
promissoras, foi realizada uma bioprospecc¢éao gendmica in silico dos clusters génicos
biossintéticos (BGCs) nas oito linhagens cujos extratos apresentaram potencial anti-
helmintico (S. amazonensis MAD 27, S. murinus MAD 24, S. murinus MPUR 40.3, S.
graminearus MADA41, S. amazonensis MAD 39, Stenotrophomonas riyadhensis SOL
105, Streptomyces vinaceusdrappus APUR 26.8 e Streptomyces albidoflavus MPUR
28.3). Esta andlise revelou um espectro diversificado de BGCs, indicando a
capacidade dessas bactérias de produzir uma vasta gama de metabdlitos secundarios
com atividades terapéuticas conhecidas ou presumidas, conforme detalhado na
Tabela 2.
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Tabela 2. Clusters génicos biossintéticos identificados em Streptomyces e Bacillus que apresentam similaridade com clusters
relacionados a biossintese de compostos antimicrobianos.

Composto ; =
Isolado Regido o Mecanismo de Agdo Referéncia
Bioativo (Antiparasitario)
) Thioholgamide Antibacteriano; atividade antiparasitaria putativa DAHLEM, E. J. et al. Thioholgamide A/B. Journal of
MAD 27 11.1
A/B e ndo confirmada para helmintos. Antibiotics, 2020.
o o ] GOULD, S. J. et al. Kinamycin. Journal of Antibiotics,
Atividade antitripanossomal (Trypanosoma cruzi)
MAD 27 19.1 Kinamycin 1998.
demonstrada em estudos in vitro.
KUNZE, B. et al. Kinamycin. Journal of Antibiotics, 2008.
Atividade antiprotozodria contra espécies
Tetracenomycin WEBER, T. et al. Tetracenomycin C. Journal of Antibiotics,
MAD 27 28.1 de Leishmania em testes in vitro. Atua como
C 2017.
agente antimicrobiano.
OMURA, S. et al. Spore pigment production and
Toxicidade documentada contra Caenorhabditis
MAD 27 46.1 Spore pigment anthelmintic activity in Streptomyces. Journal of

elegans (modelo de helminto).

Antibiotics, v. 54, p. 567-572, 2001.



MAD
27/24/41/39

MAD 24

MAD 24

221

27.1

Desferrioxamina

B/E

Actinomycin D

Leupeptin

Acdo antimalarica por quelacdo de ferro, privando
0 parasita Plasmodium de um nutriente essencial.
A permeacéo seletiva até o parasita é um fator

chave.

Atividade antitripanossomal (T. cruzi). O
mecanismo envolve a ligacdo ao DNA, inibindo a
transcri¢do e causando alteragdes morfolégicas no

citoesqueleto do parasita.

Inibidor de protease de cisteina, com atividade
contra Leishmania spp.. Inibe a proliferacéo e

transformacdo de formas do parasita.
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MAD 41

MPUR 40.3

Apur 26.8

Apur 26.8

72.1

234.1

20.1

148.1

7.1

Mirubactin

Bovienimida A

Spore pigment

Kinamycin

Borrelidin

Inibicdo de protozoarios por quelacdo de ferro

(mecanismo similar a desferrioxamina).

Atividade nematodicida comprovada. Mecanismo
associado a desestabilizacdo da cuticula e

interferéncia na motilidade do parasita.

Toxicidade documentada contra Caenorhabditis

elegans (modelo de helminto).

Atividade antitripanossomal (Trypanosoma

cruzi).

Atividade antitripanossomal comprovada.
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MPUR 28.3 9.1

MPUR 28.3 62.1

3.1/
35.1

Sol 105

Antimicina

Naringenina

Terpenoides

Atividade antiparasitaria e citotoxica
documentada. Atua como inibidor da cadeia

respiratéria.

Atividade antiparasitaria atribuida a flavonoides;
mecanismo pode envolver modulagéo de enzimas

parasitarias.

Atividade antimalarica putativa (similar a

artemisinina) e anti-helmintica potencial.

LIFTON, A.; SEHGAL, S. N. Antimycin. Journal of
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HARBORNE, J. B. Naringenin. Phytochemistry, 1975.

OMURA, S.; TANAKA, H. Terpenoid production
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Total = 19

Obs.: NRPS: Sintetase de peptideos ndo ribossomais, PKS: sintetase de policetideos tipo 1 (T1PKS), sintetase de policetideos tipo 2 (T2PKS), sintetase de
policetideos tipo 3 (T3PKS), NAPAA: Nao alfa Poliaminoacidos tipo e-Polilisina, PKS-like: Fragmento do tipo PKS, NRPS-like: Fragmento do tipo NRPS.
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Entre os achados, destacam-se BGCs relacionados a Sideréforos, como
Desferrioxamin B/E identificados em (S. amazonensis MAD 27, e MAD 39, S.
graminearus MAD 41, S. murinus MAD 24 e MPUR 40.3, S. vinaceusdrappus APUR
26.8 e S. albidoflavus MPUR 28.3), Petrobactina (MPUR 40.3), Quinamicina (MAD 27,
MAD 41, APUR 26.8) e Coelibactina (APUR 26.8). Esses compostos sé&o quelantes
de ferro altamente eficientes, e sua importancia reside na capacidade de privar
parasitas (como Plasmodium e Trypanosoma cruzi) de um elemento essencial para
sua sobrevivéncia e crescimento.

A classe dos Policetideos (PKS) e Hibridos também foi extensivamente
representada. Encontrou-se a Tetracenomicina C (em S. amazonensis MAD 27 e MAD
39), S. graminearus MAD 41 um antibiético com atividade antiprotozoaria conhecida
contra Leishmania spp. e tripanossomatideos. BGCs para Pigmentos de Esporo
(presentes em S. amazonensis MAD 27, e MAD 39, S. graminearus MAD 41, S.
murinus MAD 24 e MPUR 40.3, foram associados a toxicidade a helmintos. De
relevancia € a Antimicina (em S. albidoflavus MPUR 28.3 e S. vinaceusdrappus APUR
26.8), um BGC com atividade antiparasitaria e citotdxica comprovada, atuando como
um potente inibidor da cadeia respiratéria mitocondrial, um mecanismo letal para
diversos parasitas. A Enterocina (em S. vinaceusdrappus APUR 26.8), um antibiético
de amplo espectro, também foi identificada com potencial acdo cruzada contra
parasitas. Além disso, as Flaviolinas (policetideos tipo 3, presentes em S.
amazonensis MAD 27 e MAD 39, S. graminearus MAD 42, S. murinus MAD 24 e
MPUR 40.3, S. vinaceusdrappus APUR 26.8), embora n&o apresentem acgao
antiparasitaria direta, sdo antioxidantes que podem conferir protecéo celular contra o
estresse oxidativo induzido por infeccdes.

A prospeccdo também revelou a presenca de BGCs de Peptideos Nao
Ribossomais (NRPS) e Peptideos Ribossomais Modificados (RiPPs). A Actinomicina
D (em S. murinus MAD 24 e MPUR 40.3), um conhecido inibidor de DNA/RNA,
demonstrou alta confianca para atividade antitripanossomal (Trypanosoma cruzi). As
Leupeptinas (em S. murinus MAD 24 e MPUR 40.3), descritas como inibidores de
proteases, apresentaram atividade anti-Leishmania. Outros representantes, como
Thioholgamide (em S. amazonensis MAD 27) e Albusnodin (em S. murinus MAD 24 e

MPUR 40.3), sdo RiPPs com atividades antimicrobianas e potencial antiparasitario.
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Por fim, diversos Terpenos foram identificados. O Hopeno (em S. murinus
MPUR 40.3, S. amazonensis MAD 39 e S. graminearus MAD 42) é reconhecido como
um desestabilizador de membranas parasitarias, um mecanismo de acdo de grande
interesse. A Geosmina (em S.murinus MAD 24 e MPUR 40.3, S. graminearus MAD
41, Streptomyces amazonensis MAD 39, Streptomyces vinaceusdrappus APUR 26.8)
foi associada a modulagdo ecoldgica e potencial modulacdo de interacdes parasita-
hospedeiro. A Albaflavenona (em S. vinaceusdrappus APUR 26.8 e S. albidoflavus
MPUR 28.3) também foi encontrada, com atividade antifingica/antibacteriana e
eficacia considerada contra protozoarios como Leishmania e Trypanosoma cruzi.

A diversidade de BGCs identificados nas linhagens mais eficazes, abrangendo
compostos que interferem em processos vitais dos parasitas, como a homeostase de
ferro, a integridade da membrana celular, a funcdo enzimatica e a respiracao
mitocondrial, sublinha o imenso potencial biotecnolégico desses microrganismos
amazonicos. Tais achados reforcam a promessa dessas linhagens como uma fonte
inestimavel para a descoberta e o0 desenvolvimento de novos farmacos
antiparasitarios, oferecendo mdltiplas vias para o controle eficaz de N. buttnerae.

Para confirmacgdo do potencial biossintético, a andlise sinténica foi realizada
para clusters associados a biossintese de desferrioxamina do tipo B/E. Essa
abordagem permitiu avaliar a conservacdo da organizacdo génica, da ordem, da
orientacdo e da similaridade entre os genes codificadores envolvidos na biossintese
desse sideréforo Figura 7. Em todas as linhagens em que o cluster foi identificado,
observou-se a manutencdo da colinearidade génica, com elevada similaridade
proteica entre 0s seis ortélogos necessarios para a biossintese conforme
caracterizado no MiBiG BGC0000940.
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Streptomyces coelicolor A3(2)
8GC0000940:1-29783
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Figura 7- Analise de sintenia comparativa entre o cluster biossintético de referéncia
para desferrioxamina B/E (MIBIiG BGCO0000940) e clusters homologos de
Streptomyces com atividade contra Neoechinorhynchus buttnerae (acantocéfalo). As
linhagens exibidas sé&o Streptomyces murinus MAD 24 e MPUR 40.3, Streptomyces
amazonesis MAD 27 e MAD 39, Streptomyces vinaceusdrappus APUR 26.8 e
Streptomyces albidoflavus MPUR 28.3. As setas coloridas representam os genes, com
cor e orientacdo indicando similaridade e dire¢éo de transcricao.

A andlise de sintenia do cluster génico biossintético (BGC) da actinomicina D
(MIBiG BGC0000296) nas linhagens Streptomyces murinus MAD 24 e MPUR 40.3
(Figura 8) evidenciou um alto grau de conservagéo estrutural. Observou-se que 0s 26
genes relacionados a biossintese da actinomicina D (KELLER et al. 2010; VAN DER
MEIJ et al., 2017), estdo presentes com manutengdo consistente da ordem génica,
orientacdo e uma notavel colinearidade entre os clusters no que ser refere a NRPS
(gene core) e translocacdo dos genes da regido upstream e downstream. Esse
resultado reforca o potencial na biossintese de actinomicina D, que é uma

antiparasitario potente atividade biolégica.
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Figura 8- Analise de sintenia comparativa entre o cluster génico biossintético de
actinomicina D identificado nas linhagens de Streptomyces murinus MAD 24 e MPUR
40.3 e o cluster de referéncia depositado no MIBIG (BGC0000296). As setas coloridas
representam os genes, com a cor e a orientacao indicando a similaridade e a direcéo
da transcricdo. A analise destaca as correspondéncias e as variagdes estruturais entre
os clusters, fornecendo uma visdo detalhada da conservacdo e divergéncia na
biossintese de actinomicina D nas linhagens estudadas.

5. Discusséo

O presente estudo demonstrou a atividade contra o acantocéfalo N. buttnerae
de linhagens de bactérias quitinoliticas isoladas de sedimentos amazdnicos, um dos
principais entraves sanitarios da piscicultura de tambaqui (Colossoma macropomum).
A triagem inicial revelou que 18 dos 37 isolados foram ativos, com destaque para S.
amazonensis MAD 27, S. murinus MAD 24 e S. vinaceusdrappus APUR 26.8, que
induziram 100% de mortalidade em 2 a 5 horas. Esta eficiéncia e rapidez de acéao,
comparavel ao controle positivo (cloridrato de levamisol), superam a de anti-
helminticos convencionais reportada na literatura para N. buttnerae em tambaqui
(OLIVEIRA et al., 2019; SOUZA et al., 2022b).

A linhagem S. amazonensis MAD 27, juntamente com as linhagens MAD 39,
MAD 42, MAD 51 e APUR 32.5 foi recentemente descrita como uma nova espeécie,
isolada de sedimentos do Rio Madeira e Purus. Esta espécie destaca-se por sua
adaptabilidade a diversas condi¢oes ambientais (pH 4-11, 15-40°C) e por possuir um
alto potencial gendmico para a producédo de metabdlitos secundarios, com 39 a 46
clusters de genes biossintéticos (BGCs) por linhagem, incluindo policetideos,
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peptideos ndo ribossomais e RiPPs (Neves et al.,, manuscrito aceito no Brazilian
Journal of Microbiology, 2025).

A avaliacdo comparativa de culturas vivas, autoclavadas e extratos em acetato
de etila revelou o0 modo de acéo. Os testes demonstraram que a autoclavagem das
duas linhagens com melhor desempenho: S. murinus MAD 24 e S. amazonensis MAD
27 resultou em completa perda de atividade letal. Este achado evidencia que a
atividade esta intrinsecamente ligada a termolabilidade dos fatores ativos, sejam
células vivas, enzimas termossensiveis ou metabdlitos que dependem da integridade
celular para liberacdo e acdo. Embora extratos confirmem a presenca de metabolitos
secundarios bioativos, a reducdo de efichAcia em algumas linhagens sugere um
mecanismo multifacetado, possivelmente sinérgico entre enzimas e a liberacao
continua de metabdlitos. A linhagem S. amazonensis MAD 27, mantendo alta eficacia
em cultura viva e extrato, reforca seu potencial como fonte de compostos letais contra
N. buttnerae.

A mineracdo genbmica in silico forneceu o embasamento molecular para a
atividade observada, revelando rica diversidade de Clusters Génicos Biossintéticos
(BGCs) associados a metabdlitos de conhecida bioatividade (Tabela 2). Destacam-se
BGCs de Sideroforos (como Desferrioxamin B/E e Petrobactina), que privam o
parasita de ferro essencial (MONDOL et al., 2013). A classe dos Policetideos (PKs),
extensivamente representada, inclui o BGC da Antimicina (em S. albidoflavus MPUR
28.3 e S. vinaceusdrappus APUR 26.8), potente inibidor da cadeia respiratoria
mitocondrial (AL-SADY et al., 2009), e Tetracenomicina C, com atividade
antiprotozoaria (ALAM, et al., 2022). Nos Peptideos Ndo Ribossomais (NRPs), a
deteccdo do BGC da Actinomicina D suporta o potencial genémico para producao
deste nematicida, que é um inibidor da sintese de DNA e RNA (DONALD et al., 2022).
Leupeptinas (inibidores de proteases) e diversos Terpenos (como Hopeno,
desestabilizador de membranas parasitarias) também contribuem para a acgéo
citotoxica e desestruturante (KAWAMURA et al., 2008; DIMKIC et al., 2022).

A anélise de sintenia para clusters-chave corrobora o potencial biossintético. O
cluster biossintético de referéncia para desferrioxamina B/E (MIBIG BGC0000940)
apresentou alto grau de conservagéao estrutural e acentuada colinearidade dos genes
nacleo biossintéticos nas linhagens de Streptomyces analisadas (Figura 7).

Similarmente, a andlise de sintenia do cluster génico biossintético da actinomicina D
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(MIBIiG BGC0000296) em Streptomyces murinus MAD 24 e MPUR 40.3 (Figura 8)
evidenciou alta conservacdo estrutural, com manutencdo consistente da ordem
génica, orientacdo e colinearidade dos 26 genes de biossintese. Em ambos, a robusta
conservacdo do nudcleo biossintético, apesar de variagbes pontuais em genes
acessorios, sustenta o potencial funcional dessas linhagens para apotencial producao
de metabolitos com forte atividade biolégica e relevante potencial antiparasitério,
contudo andlise quimica sdo necessarias para confirmacdo da producédo dessas
moléculas ou sua anotacéo nos extratos testados.

Neste estudo, foi identificado variabilidade intraespecifica, mesmo entre
linhagens da mesma espécie, destaca a complexidade da bioprospeccdo e da
predicdo de bioatividade. Entre as linhagens pertencentes a nova espécie S.
amazonensis (CPAA MAD 27, CPAA MAD 39, CPAA MAD 42, CPAA MAD 51 e APUR
32.5), foi observado um contraste marcante. A linhagem MAD 27 demonstrou um
desempenho robusto em todas as condi¢des testadas (cultura viva em MEM e salina,
e em extrato), enquanto CPAA MAD 39 manteve parte da eficacia no extrato. Por outro
lado, CPAA MAD 51 e APUR 32.5, embora eficazes como culturas vivas, perderam
completamente a atividade na forma de extrato, sugerindo dependéncia de fatores
termolabeis, sinergia metabdlica ou producéo de compostos sensiveis ao processo de
extracdo. Mais notavelmente, a linhagem CPAA MAD 42 que apresenta dDDH de
92.5% e ANIm 99.25% com CPAA MAD27, e mesmo apresentado 44 BGCs em sua
andlise gendmica (Neves et al., manuscrito aceito no Brazilian Journal of Microbiology,
2025), ndo apresentou atividade significativa em nenhum dos testes antiparasitarios.
Esta auséncia de atividade, apesar do potencial genémico geral, sugere que 0os BGCs
relevantes para a atividade antiparasitaria podem estar silenciados nesta linhagem
especifica, ou que ndo sdo expressos sob as condi¢cdes testadas, ou que 0s
metabdlitos produzidos ndo séo eficazes contra N. buttnerae. Da mesma forma, as
linhagens de S. murinus, MAD 24 e MPUR 40.3, embora ambas eficazes,
apresentaram cinéticas e perfis de BGCs ligeiramente distintos (Tabela 2), indicando
modulacdo fina na producdo ou liberacdo de metabolitos. Essa heterogeneidade
funcional ilustra a plasticidade metabdlica caracteristica de Streptomyces e demonstra
gue a proximidade taxondmica nem sempre prediz o perfil bioativo exato de uma
linhagem, o que pode ser explicado por diferencas na presenga, expressao, ou

regulacdo de clusters biossintéticos, ou na estabilidade dos metabdlitos e na
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necessidade de interagOes diretas com o parasita (CHALLIS; HOPWOOD, 2003;
BENTLEY et al., 2002).

A deteccdo de BGCs sem correspondéncia conhecida no MIBIG indica o
potencial inexplorado de microrganismos amazonicos para a descoberta de novas
estruturas quimicas. A combinacdo de capacidade quitinolitica e diversidade de
metabdlitos oferece uma estratégia multifacetada para combater N. buttnerae,
essencial para superar a resisténcia a farmacos convencionais.

Em contraste, as solu¢cdes baseadas em microrganismos ou seus metabdlitos
naturais, que sdo biodegradaveis e especificos, apresentam um perfil ecotoxicoldgico
significativamente mais favoravel, alinhando-se com a necessidade de praticas de
aquicultura sustentavel. O potencial de patenteamento reside tanto no
desenvolvimento de um processo a partir ha nova linhagem de Streptomyces
(Streptomyces amazonensis MAD 27) quanto na formulacdo e uso dos metabdlitos
isolados, seguindo o modelo de sucesso de produtos bioldgicos ja existentes no
mercado, como 0 ivermectina (derivado de Streptomyces avermitilis) e outros
biopesticidas e bioterapicos microbianos (DONALD et al., 2022).

Embora as linhagens tenham sido originalmente selecionadas por sua
capacidade quitinolitica, os resultados obtidos sugerem que a atividade contra N.
buttnerae ndo pode ser atribuida exclusivamente a acédo de quitinases. A manutencao
da atividade em extratos organicos (acetato de etila) indica a presenca de metabdlitos
secundarios apolares, enquanto a perda de atividade ap6s autoclavagem pode refletir
tanto a termolabilidade de enzimas quanto de metabdlitos sensiveis ao calor. A
mineracdo gendmica revelou a presenca de BGCs para compostos como Antimicina
(inibidor mitocondrial) e Actinomicina D (inibidor de DNA/RNA), cujos mecanismos de
acdo sao bem caracterizados contra parasitas. Portanto, a atividade observada é mais
plausivelmente atribuida a uma combinagdo de metabdlitos secundarios e,

possivelmente, de enzimas hidroliticas, atuando de forma sinérgica.

6 Conclusao
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Este estudo de bioprospeccao alcangou seu objetivo central ao validar o
potencial anti-helmintico de linhagens bacterianas quitinoliticas, predominantemente
do género Streptomyces, isoladas de sedimentos amazdnicos, contra o acantocéfalo
Neoechinorhynchus buttnerae. A esséncia do trabalho reside na descoberta de que
bactérias de sedimentos constitui um reservatério de solugbes biotecnolédgicas
altamente eficazes para um problema sanitario critico na aquicultura brasileira. A

analise dos dados permite as seguintes conclusdes:

1- A linhagem Streptomyces amazonensis MAD 27 se destaca como o principal
achado, demonstrando uma eficacia anti-helmintica in vitro (100% de mortalidade em
poucas horas) comparavel ou superior a do controle positivo (cloridrato de levamisol),
um farmaco de referéncia anti-helmintica que possui acao rapida e imunoestimulantes
utilizado na medicina veterinaria (ela € usada para o controle de variados helmintos
gastrintestinais e pulmonares nos mais variados mamiferos domésticos, como cées,
gatos, bovinos, suinos, ovinos, caprinos e equinos) e humana. Este resultado a
posiciona como um candidato de primeira linha para o desenvolvimento de um
bioproduto (probidtico ou bioterapico) para o controle da acantocefalose em

Colossoma macropomum.

2- A minerag&o gendmica forneceu a base mecanicista para a atividade observada. A
identificacdo de Clusters Génicos Biossintéticos (BGCs) associados a classes de
metabdlitos como policetideos (Antimicina) e peptideos ndo ribossomais
(Actinomicina D), cujos mecanismos de ac¢do (inibicdo mitocondrial e inibicdo de
DNA/RNA, respectivamente) sé@o alvos criticos em helmintos, confere um alto valor
cientifico e preditivo aos resultados. A atividade pode ser, portanto, atribuida
predominantemente a acdo de metabdlitos secundarios, conforme indicado pela
atividade em extratos organicos e pela identificacdo de BGCs para compostos
antiparasitarios. Embora a capacidade quitinolitica das linhagens possa contribuir para
o efeito observado, os dados disponiveis ndo permitem confirmar a acéo enzimatica
direta sobre o parasita, sendo necessarios estudos adicionais para avaliar o papel das

guitinases no processo.

3- O estudo transcende a mera triagem de atividade ao fornecer um roteiro claro para

o desenvolvimento de farmacos. Os préximos passos cruciais, a serem conduzidos
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por um cientista experiente, devem focar na purificacéo e elucidagéo estrutural dos
metabdlitos bioativos, seguida por testes de eficacia e toxicidade in vivo em
tambaquis. A deteccao de BGCs sem correspondéncia conhecida no banco de dados
MIBIG reforca a necessidade de explorar a quimica inexplorada da Amazonia para a

descoberta de novas moléculas anti-helminticas.
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