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Resumo: O habitat marinho é fonte incomensurdvel de recursos
naturais para a prospecgdo de compostos bioativos. Nesse contexto,
diferentes trabalhos ji foram desenvolvidos, culminando com a des-
coberta de diversas moléculas com atividade farmacolégica, como os
polissacarideos sulfatados. As ascidias sio os invertebrados marinhos
mais proximos filogeneticamente dos vertebrados, tendo em comum
com eles diversas informagdes genéticas e estruturais. Além disso,
sdo importantes fontes de moléculas bioativas, como os glicosami-
noglicanos sulfatados (GAG), com uma extensa lista de proprieda-
des farmacoldgicas, tais como: cicatrizante, antiviral, anticoagulante,
antimetastético, antipirético e outras. Essas atividades variam con-
forme modificagbes estruturais pés-traducionais coordenadas por
um conjunto de enzimas chamadas sulfotransferases. No presente
estudo, as espécies de ascidia Szyela plicata e Phallusia nigra tiveram
seu genoma sequenciado pela primeira vez, permitindo a identifica-
¢do inicial dos genes que codificam elementos da via de biossintese
de GAG. Essa descoberta podera guiar estudos envolvendo a clo-
nagem de genes de sulfotransferases, para a produgio direcionada
de polissacarideos sulfatados de interesse farmacoldgico, assim como
estudos de expressio desses genes diante de diferentes condigbes
ambientais.

Palavras-chave: ascidia. Bioprospecgio marinha. Genoma. Styela

plicata. Phallusia nigra. Sulfotransferase. Glicosaminoglicanos sulfatados.

Abstract: The marine habitat is an immeasurable source of natural
resources for prospecting bioactive compounds. In this context, dif-
ferent works have already been developed, culminating in the dis-
covery of several molecules with pharmacological activity, such as
sulfated polysaccharides. Ascidians are the marine invertebrates that
are phylogenetically closest to vertebrates, having in common several
genetic and structural information; in addition, they are important
sources of bioactive molecules, such as sulfated glycosaminoglycans
(GAGs), with an extensive list of pharmacological properties, such
as healing, antiviral, anticoagulant, antimetastatic, antipyretic, and
others. These activities vary according to post-translational structu-
ral modifications coordinated by a set of enzymes called sulfotrans-
ferases. In the present study, the ascidian species Styela plicata and
Phallusia nigra had their genome sequenced for the first time, allo-
wing the initial identification of the genes that encode elements of
the GAGs biosynthesis pathway. This discovery may guide studies
involving the cloning of sulfotransferase genes, for the targeted pro-
duction of sulfated polysaccharides of pharmacological interest, as
well as studies of the expression of these genes under different envi-
ronmental conditions.
Keywords: Ascidian/sea squirt. Marine bioprospecting. Genome. Styela
plicata. Phallusia nigra. Sulfotransferase. Sulfated glycosaminoglycans.
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1. INTRODUCAO

Os carboidratos sio as biomoléculas mais abundantes na
natureza, principalmente no ecossistema marinho, e desempe-
nham tanto atividades no metabolismo energético e funcdes
estruturais quanto fun¢des como mediadores de sinalizagio
em processos biolégicos (HU; SEEBERGER; YIN, 2016).
Um grupo importante desses carboidratos é constituido pelos
glicosaminoglicanos (GAG) dermatam sulfato (DS), condroitim
sulfato (CS), heparam sulfato (HS), heparina e dcido hialuré-
nico, sendo este ultimo o tinico GAG nio sulfatado. Os GAG
sdo compostos de unidades dissacaridicas em repeti¢do, com
diversas combinagdes de arranjos, além da possibilidade de
inser¢do como cadeias laterais em proteinas, formando molé-
culas altamente complexas como os proteoglicanos (PAVAO;
VILELA-SILVA; MOURAO, 2006). Os proteoglicanos sul-
fatados ocorrem em grande variedade de organismos verte-
brados e principalmente de invertebrados marinhos, nos quais
integram majoritariamente a matriz extracelular e a superfi-
cie celular nos tecidos conjuntivos (LODISH et al., 2000).

Entre as variages estruturais possiveis, a mais relevante nos
carboidratos de invertebrados marinhos ¢é a sulfata¢io, desem-
penhada por familias especializadas de enzimas sulfotransfera-
ses (SULT) que promovem a transferéncia de um grupamento
sulfato para uma posigio especifica, que pode ser em hidroxilas
alifaticas ou aromdticas do agtcar aceptor, produzindo assim
um derivado sulfatado (KUSCHE-GULLBERG; KJELLEN,
2003). Algumas SULT reconhecem nio apenas o tipo e a posi-
¢3o do monossacarideo, mas também a estrutura dos residuos
vizinhos; no entanto, o core proteico onde as cadeias de GAG
estdo ligadas ndo determinam a especificidade dessa sulfata-
¢io (UCHIMURA et al., 2002). Essa inclusio contribui sig-
nificativamente para promover a diversidade estrutural e fun-
cional dos carboidratos, com consequente formagio de novas
moléculas, principalmente quando estdo ancorados em pro-
teinas (POMIN; MOURAOQ, 2008). Além dos proteoglica-
nos, diversas glicoproteinas e glicolipidios contém carboidratos
sulfatados. O éxito na clonagem molecular dos genes de sulfo-
transferases permitiu a compreensio da fungdo biolégica dos
polissacarideos sulfatados (PS) em uma variedade de contextos,
como em doengas humanas, incluindo deficiéncia hereditd-
ria, cAncer, inflamagcio e infec¢io (HONKE; TANIGUCHI,
2002). Elevadas quantidades de PS de alto peso molecular,

predominantemente formados por L-galactose sulfatada, estdo

presentes em ascidias', tornando-as importantes fontes para
a obtengiio e estudo dessas moléculas (PAVAO et al., 1989).
Além disso, ja foram atribuidos aos PS de invertebrados mari-
nhos muitas propriedades biolégicas como: anti-inflamatéria
(THOMSON et al.,2016), cicatrizante (RIZZO-VALENTE
et al., 2022), anticoagulante, antitrombdtica, reguladores da
angiogénese ¢ de estresse oxidativo, antitumoral e antiviral
(VASCONCELOQOS; POMIN, 2018).

Trabalhos anteriores do nosso grupo identificaram polimeros
de DS hipersulfatados com propriedades bioativas compondo
a matriz extracelular das visceras das ascidias Styela plicata e
Phallusia nigra (GANDRA; CAVALCANTE; PAVAO, 2000;
PAVAO,2002). Sobre essa variacio do perfil de sulfatagdio, sabe-se
que a expressdo dos PS pode ser influenciada pelo meio em que
determinado organismo se encontra, estando sujeita a eventos
externos. J4 foi constatado que a intensidade da salinidade altera
proporcionalmente a concentragio da sulfatagdo dos polissaca-
rideos (AQUINO; GRATIVOL; MOURAOQ, 2011); logo, é
esperado que a expressdo de enzimas sulfotransferases também
sofra modulagdo. Andlises inéditas (ndo publicadas) do nosso
grupo demonstraram que o padrio de sulfatagio (grau e posi-
¢io) dos GAG de algumas espécies de ascidias tropicais difere
daquele obtido de espécies ocorrentes nas dguas da Antértica,
sugerindo que as diferentes condi¢des ambientais possam estar
atuando no repertério dos PS. Assumindo a relevancia da sul-
fatagdo na cadeia de carboidratos para a sua diversidade funcio-
nal, pesquisadores tentaram modificar essas moléculas quimi-
camente inserindo agentes sulfatadores (MEYER; PIROUE;
ODIER, 1952), e uma das maiores dificuldades encontradas
no processo foi a heterogeneidade do produto resultante dessa
reacdo, considerando-se que a maioria dos polissacarideos é
insoluvel ou parcialmente solivel nos solventes orgénicos utili-
zados no meio de reagio (NAGASAWA et al.,1971). Dados a

! Ascidias sio invertebrados marinhos do filo dos tunicados que compreen-
dem aproximadamente trés mil espécies (DEHAL et al.,2002) e podem viver
em coldnias ou solitdrias, apresentando-se, durante a fase adulta, fixadas em
substratos rochosos ou artificiais como ancoradouros e boias (GAB-ALLA,
2008). Nesta fase, alimentam-se de particulas em suspensdo por meio do
sistema digestivo tubular filtrante, similar a um sifdo (fato responsével pelo
nome popular de “esguicho-do-mar”); sio, por esse motivo, também consi-
deradas boas indicadoras biolégicas de poluigio. Podem habitar dguas rasas
e quentes com diferentes graus de salinidade e até mesmo a regifio Antdrtica,
considerada um Aabitat extremo (SIMS, 1984). Algumas dessas espécies sio
bioinvasoras, sendo um problema nos ambientes marinhos e nas instalagdes
de aquicultura, principalmente considerando-se a estratégia de dispersio
através de incrustagdes nas embarcagdes (BLUM et al., 2007; SIMPSON;
WERNBERG; MCDONALD, 2016).
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importincia biolégica dos agucares sulfatados e os obsticulos
encontrados na sulfatagio artificial de moléculas tdo comple-
xas, 0 amplo conhecimento de genes codificantes de enzimas
sulfotransferases pode abrir um horizonte biotecnolégico para
a sintese em larga escala desses compostos sulfatados, espe-
cialmente para a producio de uma “biblioteca” de substincias

bioativas candidatas 4 utilizagdo como farmacos.

2. OBJETIVOS

Este trabalho visa contribuir para a estratégia de ciéncia,
tecnologia e inovagio (CT&I) da Marinha do Brasil (MB)
com a promogio do conhecimento e o aproveitamento sus-
tentdvel dos recursos naturais das dreas marinhas, tendo reali-
zado, de forma inédita, o primeiro sequenciamento dos geno-
mas de duas espécies de ascidias presentes no mar brasileiro:
Styela plicata e Phallusia nigra. Para tal, foram empregadas
ferramentas gratuitas de bioinformadtica para a prospec¢io de
genes relacionados a sintese de polissacarideos sulfatados, que
sio fontes de importantes compostos cuja atividade farma-

colégica ja é bem estabelecida na literatura.

3. METODOLOGIA

3.1. COLETA DAS ASCIDIAS E
EXTRACAO DO DNA GENOMICO

Foi realizada a coleta das espécies de ascidias Styela plicata
e Phallusia nigra por meio de mergulho livre, para a captura de
exemplares adultos presentes em costdes rochosos da regido
litoranea do Rio de Janeiro (Marina da Gléria e Arraial do
Cabo). Os espécimes foram conservados em alcool absoluto
até o momento da dissec¢do e processamento. A coleta foi
autorizada pelo Sistema de Autorizag¢io e Informagio em
Biodiversidade — SISBIO (data de revalidagio: 6 de dezem-
bro de 2019). O DNA gendmico foi purificado utilizando o
QIAamp Fast DNA Tissue Kit (Qiagen), conforme as ins-

trugdes do fabricante.

3.2. CONSTRUCAO DAS BIBLIOTECAS
E SEQUENCIAMENTO DE DNA

As etapas de construgio das bibliotecas e sequenciamento
do DNA foram realizadas no Instituto René Rachou— Fiocruz

[12 |

Minas, na Plataforma de Sequenciamento Illumina MiSeq.
As bibliotecas de fragmentos de DNA foram construidas com
500 ng de DNA, utilizando o Kit Nextera™ DNA Flex Library
Preparation, conforme instrugdes do fabricante. Ao fim do

processo, foram obtidos dados de texto do sequenciamento.

3.3. CONTROLE DE QUALIDADE
DO SEQUENCIAMENTO E
MONTAGEM DOS GENOMAS

As leituras dos sequenciamentos foram submetidas a
andlise no programa Krona para a avaliagio da presenca de
DNA contaminantes de outras espécies. O controle de qua-
lidade estatistico dos dados pés-sequenciamento foi reali-
zado no programa FastQC. As sequéncias contaminantes e
as de baixa qualidade foram excluidas utilizando o programa
Trimmomatic. Dada a inexisténcia de genoma completo de
mesma espécie para utilizagdo como referéncia na montagem
dos genomas de S. plicata ou de P, nigra, a estratégia de novo
(sem o mapeamento a uma referéncia) foi utilizada. Na pla-
taforma Galaxy (disponivel em https://usegalaxy.eu/), o pro-
grama SPAdes foi utilizado para a montagem do rascunho
dos genomas. O controle estatistico das montagens foi rea-

lizado com o soffware Quast.

3.4. ANOTACAO DOS GENOMAS E
PROSPECCAO DE GENES DE INTERESSE

A etapa inicial de identificagdo de genes ortélogos nos
genomas foi realizada com o software BUSCO e os genes
completos (e parciais) foram anotados com o programa
AUGUSTUS. Os transcritos gerados com o BLASTx foram
submetidos a anotacdo funcional no programa Blast2GO e
no http://pantherdb.org/, nos quais foram classificados de
acordo com as seguintes categoriza¢des funcionais (http://
www.geneontology.org): componentes celulares, fungdo mole-

cular e processos biolégicos.

4. RESULTADOS

4.1. PURIFICACAO E SEQUENCIAMENTO
DO DNA GENOMICO
O sequenciamento apresentou taxa de contaminago com
DNA de bactérias e virus ambientais inferior a 1% dos dados

totais do sequenciamento, e apés o emprego de ferramentas
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de processamento houve ganho na qualidade estatistica dos for Biotechnology Information (NCBI) sob os registros
dados, permitindo melhor montagem do genoma (Figura 1). SRR14343895 e SRR14344226, referentes as espécies . pli-
cata e P, nigra, respectivamente. As montagens dos genomas

4.2. MONTAGEM DO GENOMA nucleares parciais, incluindo as anotagdes, foram registradas
Os dados dos sequenciamentos foram depositados na base com os cédigos SUB9691794 ¢ SUB9691905, correspon-

de dados Sequence Read Archive (SRA) do National Center dentes a §. plicata e A P, nigra, respectivamente. As métricas
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Figura 1. Purificacdo de DNA e andlises pés-sequenciamento. (1) Grafico de purificagdo de DNA genémico. (2)
Anadlise de contaminacdao do DNA sequenciado (presen¢a de DNA contaminantes em verde; total de dados, em
lilds); (3) Pontuacao estatistica da qualidade Phred dos dados sequenciados (faixa verde = pontuacdo > 30). (A)
Styela plicata; (B) Phallusia nigra.
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de qualidade referentes 4 quantidade e ao tamanho de conzigs

obtidos sio mostradas na Figura 2.

4.3. ANOTACAO DO GENOMA

E PROSPECCAO DE GENES

DE SULFOTRANSFERASES
No genoma de P nigra, foram identificadas 19 sequén-
cias de proteinas envolvidas na biossintese de HS/ heparina,
24 que apresentaram similaridade com proteinas envolvidas
na biossintese de KS e 28 participantes da biossintese de
CS/ DS. Além disso, foram identificadas 31 sequéncias de
proteinas que atuam no processo de degradagio de GAG.
No genoma de S. plicata, foram identificadas 68 sequéncias

proteicas envolvidas na biossintese de CS/DS, 53 atuantes

na biossintese de KS e 67 participantes da via de biossintese
de HS/heparina. Entre as sequéncias envolvidas na biossin-
tese de DS, foram identificados 12 membros putativos de
dermatam SULT no genoma de P nigra e 42 no genoma de
8. plicata, além de 61 sequéncias de proteinas participantes
da via de degradagio de GAG.

Os genes identificados foram distribuidos segundo a fun-
¢do molecular, o tipo de processo biolégico do qual participam
e a sua classe proteica, revelando a presenga, em maior pro-
porgio, de genes codificantes de proteinas ligantes de calcio
e de enzimas participantes da interconversdo de metabdlitos,
grupo do qual fazem parte as transferases em geral (Figura 3).

O isolamento dessas sulfotransferases associadas ao

Complexo de Golgi ainda é um desafio considerando-se fato
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Figura 2. Tamanho dos genomas das espécies Styela plicata e Phallusia nigra. As montagens utilizando o programa
SPAdes permitiram a obtengcdo de genomas parciais com sequéncias de 261,1 milhdes de pares de bases (Mbp) e

85,6 Mbp das espécies S. plicata e P. nigra, respectivamente.
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Figura 3. Categorizacao funcional dos genes identificados em Styela plicata e Phallusia nigra.

de elas serem expressas em pequena quantidade como protei-
nas de membrana. Independentemente disso, algumas sulfo-
transferases de células humanas ja foram purificadas (ITO;
HABUCH]I, 2000) e seus DNA complementares clonados
com base na sequéncia de aminoacidos das enzimas isoladas
(BRANDAN; HIRSCHBERG, 1988; HASHIMOTO
etal.,1992). Vale ressaltar que essas clonagens s6 foram pos-
siveis em razdo da disponibilidade de informagdes genéticas

relativas ao genoma humano em bancos de dados publicos

(HONKE; TANIGUCHLI, 2002).

5. CONCLUSOES

Este estudo comprovou que as SULT compreendem uma

grande familia de genes que contém vérias enzimas distintas.

E consenso entre a comunidade cientifica que heterogenei-
dade dos GAG ¢ atribuida ao grau e posi¢do do grupamento
sulfato ao longo de sua cadeia; logo, sua disposi¢io estd dire-
tamente ligada 2 sua fungio (KOZLOWSKI et al., 2011).
A quantidade dos genes encontrados corroborou os estudos
que mostram que a variabilidade estd relacionada 4 afini-
dade e 2 especificidade aos diferentes substratos existentes
(ADAMS; MCDONALD, 1979).

Por meio deste estudo, desenvolvido em colaboragio
entre a MB e institui¢bes externas 2 MB, foram contem-
plados objetivos elencados no Planejamento Estratégico
da Marinha, como a cooperagio com o desenvolvimento
nacional pela promog¢io do conhecimento e do aproveita-
mento sustentdvel dos recursos naturais das dreas mari-
nhas. Essa parceria interinstitucional proficua j4 articulou

inumeras linhas de pesquisa, incluindo a prospecgio das
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dguas antarticas visando 2 obtengdo e andlise de polissaca-
rideos sulfatados de espécies marinhas ocorrentes em Aabi-
tats extremos, além da determinagdo das atividades biol6-
gicas dessas moléculas. Este trabalho também se revelou
um projeto piloto para a montagem do genoma de duas
espécies fontes de compostos de interesse farmacoldgico,
por intermédio do desenvolvimento de um protocolo de
pré-processamento, montagem de genoma e validagio por
métricas de qualidade e de anotagdo que pode ser aplicado
a outras espécies. Além disso, foi possivel realizar uma ané-
lise de gendmica comparativa, sobretudo utilizando infor-

magdes publicas para a anotagio de genes e a infraestrutura

de servidores de bioinformdtica gratuitos ao usudrio, desta-
cando-se o baixo or¢amento associado ao expressivo volume
de dados produzidos.

A abordagem desenvolvida para estas andlises permitiu
a reconstru¢io de uma quantidade de sequéncias suficiente
para identificar e anotar um grande nimero de genes, inclu-
sive os codificantes de glicosaminoglicano-sulfotransferases,
além da identificagdo de importantes sequéncias participan-
tes da biossintese de diversos compostos bioativos; ainda que
uma pequena por¢do tenha permanecido nao classificada em
razdo da escassez de sequéncias depositadas de espécies pro-

ximas nas bases de dados genéticos.
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