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Biotecnologia Marinha

“Micro-organismos do ASPSP sao utilizados em pesquisas que buscam

s ecossistemas marinhos

brasileiros, em especial

aqueles de lugares como o

Arquipélago de Sdo Pedro e
S3o Paulo - ASPSP, que permanecem prati-
camente inexplorados, tém uma importan-
cia estratégica para o pais. Contudo, o apro-
veitamento destes recursos continua um
desafio de dificil equacionamento, uma vez
que as lacunas que temos no conhecimento
basico ndo nos permitem ter uma real di-
mensdo da diversidade bioldgica associada
a esse ambiente e ponderar sobre sua fra-
gilidade, tampouco avaliar as oportunidades
de inovagdo.

Neste contexto, o projeto ProspecMar-
-Ilhas buscou um paradigma de bioprospec-
¢do pautado na sustentabilidade, com foco
na realizagdo de pesquisas na microbiota
cultivadvel associada a diferentes matrizes,
como sedimento, agua, e organismos holo-
biontes como esponjas, cniddrios e ascidias
para a elaboragdo de um banco de cepas,
um patrimonio de alto valor agregado, que
garantird a preservagao, o armazenamento
e 0 acesso as bactérias isoladas do ASPSP
por tempo indeterminado.

Mais além, os resultados apresentados,
até agora, ressaltam a riqueza biotecnolo-

novos farmacos anticancer”

gica do ASPSP e o potencial farmacoldgico
guanto a atividade anticancer abrigado nes-
sas bactérias.

Ha que se ressaltar, na cadeia produtiva
do desenvolvimento de medicamentos, que
a busca por novos principios ativos é o pon-
to fundamental para gerar inovagao. Nessa
vereda, as substancias de origem marinha
tém originado bioprodutos relevantes com a
descoberta de moléculas com estruturas pe-
culiares associadas a potentes propriedades
farmacoldgicas, sobremaneira se considera-
do o contexto da terapia do cancer. O proje-
to ProspecMar-llhas levou ao isolamento de
mais de 250 cepas de bactérias, das quais 31
continuam a ser estudadas. Assim, as pers-
pectivas de geracdo de produtos inovadores
a partir deste material sdo extremamente
animadoras, ainda mais se ponderado com
o emprego de diferentes estratégias de
prospecgao.

Prospecgao fenotipica de actinobacté-
rias recuperadas do sedimento do ASPSP

A bioprospeccdo farmacoldgica tradi-
cional, também chamada de fenotipica, é
pautada, inicialmente, na identificagdo de
atividade bioldgica de interesse em extratos
obtidos dos organismos, seguido pelo iso-

lamento e identificagdo do principio ativo
e, por fim, pelo estudo de seu modo de
acdo. Este estudo, cujo objetivo foi aces-
sar o potencial anticancer dos metabdlitos
produzidos por actinobactérias associadas
ao sedimento do ASPSP que, por sua vez,
ndo estavam prontamente acessiveis para
investigacdo, contou ainda com uma etapa
preliminar, compreendendo a recuperagao
de tais bactérias das amostras de sedimen-
to.

As actinobactérias sdo produtoras de
esporos, 0 que as torna mais resistentes a
certas condi¢cGes de estresse em relagao
as bactérias Gram negativas e outras Gram
positivas como elas, porém que ndo espo-
rulam. Visando otimizar a obtencdo de acti-
nobactérias, o sedimento coletado foi sub-
metido a dois processamentos distintos.

METODOS DAS PESQUISAS

O método 1 consistiu na secagem da
amostra seguida de carimbo com esponja.
O método 2 foi realizado através de aque-
cimento do sedimento diluido em agua do
mar (Figura 1). Estes processos levaram
a obtencdo de 268 cepas de bactérias re-
cuperadas do sedimento do ASPSP entre
actinobactérias e outros taxons (FERREIRA

Figura 1. Métodos utilizados para pr dos
recuperadas nos diferentes métodos e meios utilizados.

etal., 2016). Destas, 65% foram obtidas pelo
método 1 e 0s 35% restantes pelo método 2.

Dentre as cepas isoladas, 75 foram cul-
tivadas em meio de cultura liquido visando
a fermentacdo e extragdo quimica em trés
solventes diferentes — acetato de etila (AcO-
Et), n-butanol (BuOH) e metanol (MeOH)
gerando, portanto, trés extratos para cada
cepa (Figura 2A). O efeito antiproliferativo
em células tumorais de cada extrato obtido
foi avaliado in vitro contra uma linhagem de
carcinoma colorretal humano (HCT 116),
através do ensaio de MTT. Este ensaio (Figu-
ra 2A) baseia-se na conversdo de um sal de
tetrazodlio de coloragdo amarela, a formazan,
de coloracgdo roxa, resultante da atividade de
enzimas mitocondriais (MOSMANN, 1983).
Os extratos que causaram inibicdo >75% na
concentragdo de 50ug/mL foram conside-
rados ativos. Dos 224 extratos testados, 50
(22%) foram citotdxicos as células HCT-116,
sendo que metade destes foi obtida em
AcOEt. Assim, estes resultados evidenciam
que o sedimento do ASPSP hospeda micror-
ganismos produtores de substancias com
potencial anticancer.

Investiga¢do quimica de extratos pro-
duzidos por cepas de actinobactérias recu-
peradas do sedimento do ASPSP

Trés cepas produtoras de extratos cito-
toxicos, identificadas como Salinispora are-
nicola (BRA-132), Actinomadura sp. (BRA-
177) e Streptomyces sp. (BRA-199), foram
selecionadas para prosseguir em estudos,
visando a identificagdo ou o isolamento de
substancias ativas.

Prospecgao alvo-direcionada de
extratos de actinobactérias do sedimento
do ASPSP

Outra técnica denominada “cromato-
grafia funcional” consiste numa cromatogra-
fia por bioafinidade, cuja fase estacionaria é
uma resina incorporada da proteina-alvo e a
fase movel é o extrato natural a ser testado.

no ASPSP, e proporgées do nimero de cepas de bactérias

Os extratos obtidos a partir de micror-
ganismos recuperados do sedimento do
ASPSP foram testados, por esta abordagem,
em uma classe especifica de proteinas inibi-
doras de caspases, as chamadas proteinas
inibidoras da apoptose (IAPs), a saber sur-
vivina, livina, XIAP e clAP-2. Algumas IAPs
encontram-se superexpressas em células
tumorais, sendo que a evasdo aos sinais
pré-apoptdticos, promovida em parte por
proteinas desse grupo, esta associada a pro-
gressdo tumoral e a resisténcia a quimiote-
rapicos (DYNEK e VUCIC, 2013).

Prospecgao gendmica

Um grupo de pesquisadores vem im-
plementando a prospecgdo gendmica de
actinomicetos marinhos isolados do ASPSP
e detentores de atividades citotdxicas.

Duas das linhagens descritas anterior-
mente, Actinomadura sp. (BRA-177) e Strep-
tomyces sp.(BRA-199), tiveram seus geno-
mas sequenciados na plataforma Illumina
MiSeq da Central de Gendmica e Bioinfor-
matica (CeGenBio), localizada na Universi-
dade Federal do Ceara. Em ambos os casos,
os dados brutos de sequéncia foram sub-
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metidos a montagem utilizando o programa
SPAdes, gerando-se rascunhos (draft) dos
genomas de alta qualidade (> 100 vezes de
cobertura), e com tamanho estimado com-
pativel com o esperado para esses géneros
de actinomicetos: Actinomadura sp. BRA-
177 de ~8,4Mb e Streptomyces sp. BRA-199
de ~ 6,2Mb (dados ndo publicados).

Os genomas foram anotados no servi-
dor RAST(AZIZ et al., 2008) e prospectados
para produc¢do de produtos naturais.

Ao total, foram recuperados 22 e 34 gru-
pamentos génicos envolvidos na biossintese
de metabdlitos secundarios nos genomas
das linhagens BRA-177 e BRA-199, incluindo
vias de PKS e NRPS multifuncionais e mul-
timodulares para producdo de policetideos
e peptideos complexos, além de genes para
sintese de terpenos, lantipeptideos, sidero-
foros, dentre outros.

PERSPECTIVAS

Embora os estudos estejam em expan-
sdo, no cenario da bioprospec¢do — definida
como a busca por produtos e processos fun-
cionais a partir da biodiversidade — a costa
brasileira e, sobremaneira, as areas insula-
res, possuem, ainda, imensas regides a se-
rem exploradas. Vale destacar, que habitats
pouco estudados e regiGes abastadas de
endemismos ou de uma diversidade biolo-
gica peculiar, como ilhas oceanicas, podem
oferecer bioprodutos inéditos ou singulares,
em especial o ASPSP.
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Figura 2. A) Estratégia de obtengdo dos extratos das actinobactérias através do cultivo em meio liquido e extragéo com diferentes sol-
ventes, seguida de evaporagio, e avaliagéo da atividade citotéxica em células tumorais usando o teste do MTT (MOSMANN, 1983). B)
Percentual de extratos considerados ativos, e sua distribuicéo entre os diferentes solventes utilizados para extragdo. C) Quantidade de
extratos por categoria de atividade: alta (IC50 < 1 ug/mL), moderada (1 < IC50 <10 ug/mL) e baixa (IC50 > 10 ug/mL).



