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BIOTECNOLOGIA MARINHA

A biotecnologia pode ser definida simplesmente como o uso de organismos pelo ser
humano. De forma mais elaborada, pode também ser definida como o conjunto de conheci-
mentos que permite a utilizacao de agentes bioldgicos, sejam eles organismos, células, orga-
nelas ou moléculas, para obter bens, estabelecer processos ou assegurar servigcos de interesse
social e econdmico em setores estratégicos como a saude e o bem-estar humano e animal, a
agropecuaria e 0 meio ambiente. E considerada uma area do conhecimento estratégica para
elevar tanto a quantidade como a qualidade dos alimentos, produtos e servicos colocados a
disposicao da sociedade. No seu sentido mais amplo, portanto, a biotecnologia compreende
a manipulacao de micro-organismaos, plantas e animais, com o objetivo de obter processos e
produtos de interesse econdmico. Ja no sentido mais restrito, a biotecnologia esta associa-
da ao emprego de técnicas modernas, de natureza variada, que envolvem uma base cientifica
comum, e gue requerem o constante aporte de conhecimento cientifico e tecnoldgico oriundo
dos mais diferentes campos do conhecimento. A Organizacao das Nagoes Unidas - ONU, por
meio da Convencgao sobre Diversidade Bioldgica, expande a definicao de biotecnologia como
sendo “qualquer aplicagao tecnoldgica que utilize sistemas biolégicos, organismos vivos ou
seus derivados, para fabricar ou modificar produtos ou processos para utilizacao especifica”.

Abiotecnologia marinha, as vezes também chamada de “biotecnologia azul’, € uma dis-
ciplina emergente baseada no uso de organismos marinhos, seus genomas ou produtos deri-
vados, para o beneficio do homem. Por se tratar de uma disciplina relativamente jovem e em
constante desenvolvimento, sua definicao e subareas também estao em constante evolugao.
Nos ultimos anos, rapidos avancos nas aplicacoes cientifica e comercial da biotecnologia ma-
rinha vém sendo observados. Isso tem ocorrido particularmente em relacao ao desenvolvimen-
to de produtos naturais e de farmacos, em que se destaca a elaboracao de antibioticos e de
drogas anticancer, antivirais e antitromboticas. A producao de nutracéuticos, cosmecéuticos
e cosmeticos, e de energia, especialmente biocombustiveis, a aquicultura, a genémica, a tec-
nologia transgénica, arecombinacao genética, fusao celular, entre outras, também tem grande
destaque (Cavalli, 2015; Cavalli et al., 2019; Thompson et al., 2017).

A grande vantagem da biotecnologia marinha em relacao a biotecnologia “terrestre” se
deve a gigantesca biodiversidade encontrada nos mares. Os oceanos sao reconhecidos como
0 ambiente onde a vida surgiu e a partir do qual ela se disseminou pela Terra. Nos mais de 3,8
bilhdes de anos de historia da evolucao davida, apenas algumas formas de vida marinha tiveram
sucesso ao invadir o ambiente terrestre. Os organismos que se adaptaram a esse novo am-
biente representavam apenas uma pequena fracao de todas as espécies marinhas e, portan-
to, inUmeras outras permaneceram nos mares e continuam evoluindo de forma independente
até os dias de hoje. Como os oceanos cobrem mais de dois tercos do planeta, é natural que a
maior biodiversidade esteja exatamente nos oceanos. Estima-se que cerca de 80% das espé-
cies descritas até hoje, algo proximo de 230.000 espécies, habitem o ambiente marinho. Quase
a totalidade dos grupos de organismaos vivos tem representantes nos oceanos. Como muitos
ecossistemas (p. ex., recifes e oceano profundo)ainda sdo em grande parte inexplorados, pou-
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co estudados e certamente subutilizados, muitas espécies ainda nao foram sequer estudadas
ou sao totalmente desconhecidas. Algumas espécies marinhas vivem em condicoes extremas,-
como em ambientes com diferentes niveis de temperatura, pressao e/ou luminosidade. Consi-
derando a existéncia de condicdes tao extremas, 0s seres vivos que ai habitam devem, sem du-
vida, possuir mecanismos distintos que permitam a sua sobrevivéncia. Em muitos casos, essas
espécies contém compostos Unicos, ndo produzidos por organismos terrestres, e que podem
ser explorados de inUmeras maneiras. E inclusive bastante provavel que sejam encontrados
usos inteiramente novos em areas muito distantes dos oceanos. Esse € o caso, por exemplo, de
Pyroccocus abyssi, micro-organismo descoberto na década de 1990 nas profundezas abissais
do Oceano Pacifico. Com capacidade de tolerar altas temperaturas e pressao, sua enzima DNA
polimerase ¢ utilizada em testes por metodologia da reacdo da polimerase em cadeia (em in-
glés, polymerase chain reaction - PCR). Uma das diversas aplicagoes dessa enzima consiste na
multiplicacao de porgoes especificas do genoma da SARS-Cov-2, o que possibilita a detecgao
da presenca desse virus em amostras clinicas ou ambientais.

Qutros organismos marinhos, ndo necessariamente expostos a condigcoes ambientais
extremas, também contam com substancias que sao produto do seu metabolismo secundario.
Pesquisas sobre as relagdes ecoldgicas entre micro-organismos marinhos, corais e outros in-
vertebrados, assim como com algas, demais plantas marinhas e vertebrados, fornecem muitos
exemplos das complexas interag0es quimicas entre organismos que compartilham o mesmo
habitat. Na maioria dos casos, essas interagcoes incluem sistemas de sinalizagdo ou comunica-
cao infra e intraespecifica, defesa contra competidores e predadores/demarcacao territorial,
regulacao da homeostase e reproducao. Ao se estudar a composicao desses organismos, uma
variedade de toxinas e substancias quimicas vem sendo descritas, muitas das quais provaram
ter valor farmacéutico. O exemplo classico é o desenvolvimento do AZT (azidotimidina ou zi-
dovudina), a primeira droga aprovada para o tratamento do HIV/AIDS. O AZT foi desenvolvido
gragas ao isolamento de moléculas encontradas em uma espécie de esponja marinha até entao
desconhecida. Por sua condicao séssil, as esponjas sao propensas a infeccdes microbianas.
Como nao contam com o complexo sistema imunoldgico da maioria das espécies animais, as
esponjas tiveram gque desenvolver meios celulares e moleculares para protegé-las contra pa-
togenos. Tendo isso em mente, o quimico organico Werner Bergmann coletou, em 1945, uma
espécie de esponja no Mar do Caribe que foi inicialmente classificada como Cryptotethya crypta
e posteriormente renomeada Tectitethya crypta. No laboratorio, dois nucleosideos, denomina-
dos espongotimidina e espongouridina, foram isolados e posteriormente usados como mode-
los para o desenvolvimento de varias drogas. Coletivamente, essas drogas tiveram um profun-
do impacto na satde global. A citarabina (Ara-C), por exemplo, € um componente essencial na
terapia do cancer para leucemias e linfomas agudos, enguanto o aciclovir (ACV) trata herpes,
varicela e herpes-zoster. Ambas fazem parte da seleta lista de medicamentos essenciais da
Organizacdo Mundial da Saude - OMS.

Varios outros compostos de origem marinha com potencial de uso na saude humana
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foram testados clinicamente nas ultimas décadas. Esse campo de pesquisa e desenvolvimento
vem crescendo significativamente, gracas aos avancos nos metodos de coleta em aguas pro-
fundas, nas técnicas de extracao dos componentes e na producao em escala compativel as
demandas do mercado, particularmente através da aquicultura e da sintese quimica. Entretan-
to, estima-se que um numero relativamente pequeno de compostos quimicos potencialmente
Uteis dos organismos marinhos tenha sido isolado e identificado. Acredita-se, por exemplo, que
uma parcela infima das espécies de bactérias e fungos tenha sido investigada até agora. Sem
medo de errar, 0s compostos que ainda serdao descobertos representam um dos nossos maio-
res tesouros e certamente terao um impacto ainda maior na nossa qualidade de vida.

As aplicacoes da biotecnologia marinha vao muito além da bioprospecc¢ao, a qual é
provavelmente a sua faceta mais conhecida pelo publico em geral. Muito além da obtencao de
drogas anticancer e antivirais, a biodiversidade marinha pode ser fonte de uma infinidade de
outras substancias de igual interesse, como compostos com valor nutricional ou nutracéutico
(p. ex., peptideos, pigmentos e acidos graxos), compostos antiprotozoarios e com propriedades
anti-incrustantes. Nesse sentido, o aprimoramento da aquicultura de espécies marinhas, ou
maricultura, também pode ser a solucao no fornecimento de quantidades adequadas de mo-
léculas para os estudos clinicos e eventual comercializacao, o que, em muitos casos, € consi-
derado um dos principais gargalos na utilizacao dessas substancias. A briostatina 1, molécula
utilizada como adjuvante na terapia do cancer e em enfermidades com comprometimento do
sistemaimunoldgico, poderia ser obtida pela captura do briozoario Bugula neritina diretamente
no seu ambiente natural. Entretanto, além dos impactos ambientais decorrentes dessa cap-
tura, o baixo rendimento no processo de extracdo nao seria capaz de atender a demanda do
mercado, o que inviabilizaria sua utilizacao como farmaco. A saida, portanto, foi a producao de
B. neritina pela aquicultura. Apesar do custo relativamente elevado, a producao em sistemas
extensivos no mar demonstrou ser economicamente viavel e possibilitaria a obtencao de brios-
tatina 1 em volumes compativeis com as necessidades do mercado, ao mesmo tempo em que
os impactos ambientais seriam minimizados. Outro exemplo relevante € o cultivo de pepinos-
-do-mar, visando a producao de analogos de heparina para aplicacao contra trombose e outras
doencas humanas.

A aquicultura também desempenha, cada vez mais, um papel vital na producao de ali-
mentos. Com a estagnacao do volume da pesca de captura, o crescimento da populagdo mun-
dial e a divulgacao dos beneficios do pescado como alimento saudavel, a aquicultura deixou de
ser uma atividade artesanal e cresceu fortemente a partir da década de 1990, tendo se trans-
formado no setor de producgao primaria com o maior crescimento em todo o mundo. A Organi-
zacao das Nacgoes Unidas para Alimentacao e a Agricultura - FAO/ONU estima que 82 milhoes
de toneladas de pescado tenham sido produzidas pela aquicultura em 2018, o que corresponde
a 250 bilhoes de ddlares. Portanto, o crescimento mundial do consumo per capita de pescado -
de 9,0kg em 1961 para 20,5kg em 2018 - tem sido sustentado pela aquicultura.
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Nao ha duvida de que o Brasil subutiliza o potencial de sua area marinha para produzir
alimentos(Bezerra et al., 2016; Cavalli et al., 2011). As abordagens classicas utilizadas pela aqui-
cultura sao limitadas ao rendimento maximo. No entanto, a produtividade pode ser incremen-
tada com a aplicacao da engenharia genética, como, por exemplo, a tecnologia transgénica.
Embora os beneficios dessa tecnologia possam parecer positivos, particularmente por causa
do maior crescimento a um custo menor, a producao de organismos geneticamente modifica-
dos provoca calorosas discussoes a respeito dos impactos ambientais, bem como enfrenta re-
jeicao por uma parcela significativa dos consumidores. Por isso, estudos a médio e longo prazo
sobre os impactos ecologicos e socioecondmicos ainda se fazem necessarios para avaliar com
exatidao os riscos e os beneficios envolvidos.

QOutra area da biotecnologia marinha com grande potencial é a biorremediacao, pro-
cesso pelo qual micro-organismos, fungos, plantas, algas ou suas enzimas sao utilizados para
degradar, reduzir, remover ou alterar compostos organicos toxicos em outros nao nocivos ao
meio ambiente e aoc homem e, dessa forma, melhorando a condicao de ambientes marinhos
contaminados. Uma das areas mais estudadas considera o uso de micro-organismos na degra-
dacao de contaminantes, particularmente os hidrocarbonetos do petréleo e gasolina. Embora
suaaplicacao comercial ainda nao sejaumarealidade no tratamento de contaminacoes em are-
as estuarinas, costeiras ou no mar aberto, pode ser uma solugao em areas com derramamentos
pontuais de 6leo ou em estacoes de tratamento de rejeitos. Assim, embora muito ainda precise
ser feito antes que processos de biorremediacao confiaveis, seguros e eficazes estejam pron-
tos para uso em larga escala, é certo que o aprimoramento dessa tecnologia beneficiara areas
onde a contaminagao ambiental tenha atingido grandes proporcoes.

A rapida evolucao, tanto em termos tecnologicos quanto conceituais, das ditas cién-
cias "0micas” (gendmica, transcriptomica, protedémica e metabolémica), assim como na mani-
pulacdo e andlise de grandes quantidades de dados ("Big data”) por ferramentas de bioinfor-
matica, revolucionaram a forma como a biotecnologia marinha vem sendo desenvolvida. O
desenvolvimento dessas novas tecnologias permitiu, por exemplo, acessar a variabilidade da
molécula de DNA dos organismos de forma direta ou indireta, ampliando o conhecimento sobre
diversidade e 6micas de populacoes. Por sua vez, 0 avanco da bioprospec¢ao genémica e da
metagendmica, com o essencial apoio da bioinformatica, facilitou enormemente o processo de
identificacao de genes com potencial biotecnolégico. Em vista disso, as dmicas certamente se
farao cada vez mais presentes e necessarias nos estudos relacionados a biotecnologia mari-
nha, bem como das areas correlatas.

Apesar do inequivoco potencial que a biotecnologia marinha nos oferece, ela depen-
de umbilicalmente da manutencao da biodiversidade. Infelizmente, nas ultimas décadas temos
observado perdas irreparaveis de ambientes ecologicamente sensiveis, como manguezais e
marismas. Isso tem afetado diretamente a vida marinha, seja pela redugao do numero de espé-
cies ou pela menor abundancia de outras. Em um cenario de mudanca climatica, menor abun-
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danciasignifica menor variabilidade genética das populagdes e, consequentemente, menor ca-
pacidade de adaptacao dessas espécies. Assim, para que as futuras geragdes possam usufruir
de todas as possiblidades que a biotecnologia marinha nos oferece, é imperativa a protecao dos
oceanos, de sua biodiversidade e da maior parcela do nosso patrimdnio biotecnolégico.

No Brasil, a biotecnologia marinha € um campo do conhecimento em pleno desenvolvi-
mento e que tem um futuro promissor, em vista das excepcionais condigoes de que dispomos
(Emerenciano et al., 2012; Thompson et al., 2018). Além de um extenso litoral, com aproxima-
damente 8,7 mil quildmetros, possuimos um mar territorial e Zona Econémica Exclusiva (ZEE)
de duzentas milhas (= 5,7 milhdes de quilémetros quadrados), também denominada Amazdnia
Azul, e mais de 2,5 milhdes de hectares de areas estuarinas. Como a maior parte dessas areas
se encontra na porcao tropical do nosso territério, usufruimos de uma extraordinaria diversi-
dade bioldgica endémica, ou seja, que ocorre apenas em regiao brasileira. Contamos também
comum grande numero de grupos de pesquisa qualificados que atuam nas mais diversas areas
das ciéncias marinhas, o que é uma grande vantagem para toda e qualquer iniciativa de pesqui-
sa, desenvolvimento e inovagdo (P, D & I). Nos ultimos anos, as principais linhas de pesquisa e
desenvolvimento em nosso pais incluem a exploragao de produtos microbianos, isolamento de
compostos biologicamente ativos, 6micas, desenvolvimento de compostos naturais com pro-
priedades anti-incrustantes e a aquicultura, incluindo a investigacao de patologias em inverte-
brados causadas por micrébios potencialmente patogénicos.

Este livro, em seus 36 capitulos, apresenta conhecimentos basicos e aplicados das
areas de atuacao especifica de cada um desses grupos. Ao mesmo tempo em que contém con-
ceitos basicos de biotecnologia marinha, o livro apresenta ao leitor uma sintese dos conheci-
mentos sobre essa tematica, sendo descritas e discutidas diferentes visdes e propostas sobre
a biotecnologia marinha e seus possiveis papéis na exploragao dos recursos marinhos como
forma de melhorar a qualidade de vida e contribuir para o desenvolvimento sustentavel. Os edi-
tores e autores fazem parte de um seleto grupo de profissionais que, nos ultimos anos, estu-
daram, pesquisaram e ensinaram a biotecnologia marinha sob 0s seus mais diferentes angulos
e possibilidades. Em comum, e em conjunto, eles tém a no¢ao das muitas oportunidades que
a biodiversidade dos oceanos pode oferecer a sociedade. Seus pontos de vista sao importan-
tes para o futuro da biotecnologia marinha e conservacao da biodiversidade no Brasil. Embo-
ra destinado prioritariamente a estudantes de graduacao e pds-graduacao, a expectativa € de
que o livro atinja também os demais interessados nessa tematica, em especial a comunidade
empresarial e demais formadores de opinido. Biotecnologia marinha pode ter grande impacto
socioecondmico, gerando divisas para as diversas regides do nosso pais. Espera-se, portanto,
gue as nocaoes e ideias aqui apresentadas contribuam para a melhoria da formacao de recursos
humanos neste dominio do conhecimento, além de auxiliar no esforco em se desenvolver, ainda
mais, as iniciativas de P, D & | em biotecnologia marinha no Brasil. O sucesso dessas iniciativas
e considerado fundamental tanto para atender as necessidades de uma populacao cada vez
maior, como para a conservacao dos ambientes marinhos e, consequentemente, para a propria
sustentabilidade dos bens e servicos prestados pelos sistemas marinhos.
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Os carboidratos sao as moléeculas mais abundantes na natureza. Como exemplo
podemos citar a parede celular dos vegetais e 0 exoesqueleto dos insetos, cons-
tituidos respectivamente dos carboidratos celulose e quitina. O amido e o glico-
génio sao exemplos de polissacarideos de reserva energética que ocorrem em
grande abundancia em plantas e animais, somados a expressiva quantidade de
carboidratos na natureza. Apesar da sua ampla ocorréncia como um composto
estrutural e energético, a estrutura e as funcdes biologicas dos carboidratos sao
menos conhecidas quando comparadas com os acidos nucleicos, as proteinas e
os lipideos. Contudo, nas ultimas décadas o desenvolvimento de novas técnicas
nessa area de conhecimento vem enfrentando essa defasagem, revelando que
carboidratos sdo responsaveis por regular complexos mecanismos bioldgicos.
Esta revisao tem o objetivo de revelar diferentes aspectos do estudo de carboi-
dratos, abordando desde o historico de sua descoberta, a sua complexidade es-
trutural e a resultante atividade biolégica. Dentro desse aspecto serdo levanta-
das as dificuldades para os estudos da estrutura e da funcao dos carboidratos;
mas também serao apresentados 0s recentes avancos metodologicos, usando
como exemplo 0 avango no estudo da estrutura e funcao bioldgica de carboidra-
tos de organismos marinhos. Por fim, serao apontados os desafios a se enfrentar
para acelerar o desenvolvimento das pesquisas sobre os carboidratos.
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1 ‘ ASPECTOS HISTORICOS DOS CARBOIDRATOS

Em geral associamos o termo carboidrato com a palavra agucar ou substancia com sa-
bor doce. Entretanto, essa caracteristica nao € uma propriedade que nos permita definir esse
conjunto de substancias: basta lembrarmos que o leite, um alimento rico em lactose, ndo é
doce; e as frutas, ricas em frutose, geralmente 0 sao. Assim, a lactose e a frutose diferem signi-
ficativamente na sua dogura relativa (15 vs. 173, respectivamente). Além disso, outras substan-
cias com sabor adocicado possuem estruturas muito distintas dos carboidratos.

Ademais, é costume associar carboidratos com substancias que resultam no aumento
de peso. Porém, nem todos os carboidratos sao utilizados no metabolismo; outras substancias,
como os lipideos, possuem maior potencial energético que os carboidratos.

Certamente o primeiro adogante utilizado pelo homem foi 0 mel. Contudo, foi Alexan-
dre, o Grande, que levou a sacarose para a Europa, trazida do Oriente Médio. O fato da sacarose
ter a propriedade de ser facilmente cristalizada lhe garante uma vantagem quanto ao processo
de estocagem, comercializagdo e 0 seu uso naalimentacao. Porém sua obtencao na Europa era
dificil, devido a impossibilidade do cultivo da cana de acucar. Como alternativa, a beterraba foi
usada como fonte de producao de acucar, embora esse vegetal contenha maior quantidade de
glucose, mais dificil de cristalizar.

Se 0 sabor nao é uma propriedade caracteristica de carboidratos, como entao pode-
mos definir essas moleculas"?

2 | ESTRUTURA QUIMICA DE CARBOIDRATOS

Os carboidratos sao caracterizados como moléculas que contém um grupamento al-
deidico ou cetbnico e multiplas hidroxilas - nimero minimo de dois grupamentos. Portanto, os
dois carboidratos mais simples possiveis sdo: o gliceraldeido e a di-hidroxicetona (Figura 1A).
A partir dessas duas moléculas deriva-se uma ampla série de outras contendo entre trés a seis
hidroxilas. A Figura 1B mostra os dois derivados mais conhecidos do gliceraldeido e di-hidroxi-
cetona: glucose e frutose, respectivamente.

A glucose é o carboidrato mais conhecido. Foi cristalizada por Maggrat (1747) e a sua
férmula empirica CH,0 deu origem ao termo hidratos de carbono, depois modificado para car-
boidratos. Seu peso molecular de 180 Da foi determinado por Tollens e Mayer (1888), permitindo
estabelecer sua formula verdadeira como C,H,0,. Franchiment (1879) mostrou que possuem
cinco grupos hidroxilas, e Kiliani (1886), que possuem um grupamento aldeidico e seis dtomos
de carbono em arranjo linear. Essas observacoes permitiram estabelecer a estrutura da gluco-
se como a conhecemos atualmente (Figura 1B).
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H—C——0H H—C——0H
Figura 1. Estrutura do D-gliceroaldeido e da D-hi-
H—C——OH H——C—0H droxicetona (Painel A), os dois carboidratos com
as estruturas mais simples. Destes dois compos-
CH,0H CH,0H tos derivam os outros carboidratos com maior nu-
D-glucose D-frutose mero de hidroxilas, exemplificado para a D-gluco-

se e D-frutose no Painel B.

Todavia, essa estrutura basica e simples apresenta outros aspectos mais complexos
em comparacao com as estruturas das outras moléculas biolégicas. Muitos autores de livros-
-textos de bioquimica costumam omitir referéncias a estrutura dos carboidratos, temerosos
de que a aparente complexidade desestimule a leitura. Com finalidade didatica abordaremos
alguns conceitos de maneira clara e objetiva.

Fundamentalmente, trés aspectos sao importantes para a compreensao da estrutura
dos carboidratos e serdo apresentados usando como exemplo a galactose: os estereoisémeros
DelL;aformacao dos anéis de piranose e de furanose; e os isbmeros a e .

Desse modo, quanto a estrutura do gliceraldeido (Figura 1A), notamos a presencga de
um carbono assimétrico. Naturalmente disso resulta a ocorréncia dos estereoisémeros D e L,
inclusive nas séries de carboidratos deles derivados. Exemplificamos, na Figura 2A, esse as-
pecto para a galactose. A maioria dos carboidratos encontrados na natureza pertencem a série
D, mas também encontramos o isémero L. Essa € outra diferenca em relagdao aos aminoacidos
que ocorrem nas proteinas exclusivamente como o isémero L.

QOutro aspecto peculiar da estrutura dos carboidratos é que eles formam anéis ciclicos
devido a umareacao de condensacao intramolecular. Dois tipos de anéis podem ser formados:
um contendo quatro e outro cinco dtomos de carbono, denominados respectivamente como
furanose e piranose, por analogia com o furano e o pirano. A Figura 2B ilustra essas estruturas
paraagalactose. Masao formar os aneéis ciclicos a moléculaapresentaumnovo tipo de isomeria,
representada pelas hidroxilas acima e abaixo do plano. O a-isbmero é aquele no qual o proton
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Figura 2. Estrutura dos dois
CH,OH / \ CHi0H 9 LA
OH \ estereoisOmeros da galactose
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HO ——CH
(Painel A) e as formas a/B, fu-
il o ranose e piranose do isémero D
i em solucao, em equilibrio atra-

o vés do intermediario aciclico

a-D-Galf p-D-Galf i
(Painel B).

anomeérico e a hidroxila da posicao 6 estao em planos opostos do anel. Ao contrario, no g-isdme-
ro o préton anomeérico e a hidroxila da posicao 6 compartilham o mesmo plano do anel.

Naturalmente os estereoisdmeros D e L ndo sao interconversiveis. Ja as formas a/p e
furanose/piranose dos acucares livres se interconvertem, conforme mostrado no esquema da
Figura 2B, formando os anéis de piranose ou de furanose, cada um deles nas formas anomeri-
cas a ou B. Essas formas estao em equilibrio pela mediacao do intermediario aciclico.

Outro aspecto importante sao os grupamentos substituidos na estrutura dos carboi-
dratos. Destacamos a ocorréncia de grupamentos sulfato, fosfato, amino e éster metil, como
mostra a Figura 3. Também pode ocorrer a presenca de grupamentos carboxilicos, como no
caso dos acidos hexurdnicos. Outros carboidratos comuns na natureza sao os deoxi-agucares,
como a fucose, contendo um grupamento metil em substituicdo ao CH,0H, na posigao 6. Os
carboidratos também podem conter estruturas ciclicas, como o 3,6-anidro galactose ou conter
anéis de acido pirtvico, com substituicdes nas posigdes 4 e 6(ou 3 e 4)do aglicar, como mostra-
do na Figura 3. Naturalmente a ocorréncia desses grupamentos nas estruturas dos carboidra-
tos ird impactar nas suas propriedades fisico-quimicas e nos seus efeitos bioldgicos, por meio
dainteragao com outras moléculas.

Os carboidratos encontrados nos organismaos marinhos sao singulares por particular-
mente apresentarem expressiva ocorréncia desses diferentes grupamentos, como veremos
posteriormente.
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\C/ \c/ \C/ \\C/ tos que podem estar
| | substituidos em carboi-
H—C—0OH  H—C—0H H——c—0H H—C——0H dratos, como fosfato,
H— C——OH HO_J;_H l_H HO_J;_H sulfato e éter O-metil
| | | ou carboidratos conten-
Ho—=" H_T_OH HO_T_H H3G, /O_C_H do grupamento amino
H—C—OH H—C—OH H—C——OH \c H—C—0H ou carboxilico ou ainda
| | | . /\ | deoxi-agucares, com a

CHs H,C—0—CH; ——CH, 00 0—CH,

substituicao de um gru-
pamento CH,OH por CH..

Galactose com acido pirdvico
substituido nas posicoes 4e 6

L-fucose 6-O-metil-glucose 3,6-anidro-galactose

A LIGACAO GLICOSIDICA DE CARBOIDRATOS
COMPLEXOS

3

Descrevemos algumas das principais caracteristicas estruturais e fisico-quimicas das
unidades monossacaridicas de carboidratos encontrados nos organismos vivos. Mas a proxima
questao é ade como essas unidades se unem para constituir estruturas mais complexas. Pode-
mos tracar uma analogia com a formacao das proteinas a partir dos aminoacidos. Eles se unem
por meio da ligagao peptidica entre um a-amino-grupo e uma a-carboxila da outra unidade (Fi-
gura 4A). No caso dos carboidratos, estes se unem através da ligagao glicosidica formada entre
0 grupamento aldeidico ou ceténico e a hidroxila de um alcool. A Figura 4B mostra a formacao
da ligacao glicosidica entre a glucose e o alcool metilico.

Os carboidratos possuem multiplos grupamentos hidroxilas, o que lhes faculta formar
uma grande variedade de ligagao entre o grupamento anomeérico e as hidroxilas das diferentes
posicoes. A Figura 4C mostra a formagao da ligacao glicosidica entre duas glucoses, pela liga-
cao com a hidroxila da posicao 4. Mas essa mesma ligacao poderia ocorrer com as hidroxilas
das posigoes 2, 3, 5 e 6. Em decorréncia, podemos formar uma grande variedade de derivados
a partir de somente dois acucares, enquanto que com dois aminoacidos, apenas um tipo de
dipeptideo.

Em sintese, podemos formar 11tipos de dissacarideos a partir de duas glucoses, consi-
derando apenas estruturas com isémero D e na forma de piranose. Com trés glucoses podemos
formar 176 tipos de isdbmeros. Basta usar um calculo combinatdrio para compreendermos essas
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Figura 4. Comparacédo entre a
ligacao peptidica e glicosidica.
A ligagao peptidica é formada
entre um a-amino grupo de
um aminoacido e a-carboxila
de outro (Painel A). A ligagao

A B glicosidica é entre o grupa-
Ligaco peptidica CH,0H mento aldeido ou cetbnico e a
| ) ) hidroxilade um alcool. O Painel

Ligacdo glicosidica X - . B
H °| ! *|‘ 0 B ilustra a formacé&o da ligacdo
*Hgn—c—-c—N-—c—c/< o / glicosidica entre a D-glucose e
o J| C|HQ OH HO 0—CH, ahidroxila do metanol, o alcool
mais simples. Os carboidratos

Glicina-alanina (dipeptideo) OH p

estao repletos de grupamen-
Metil a-glucopiranose . . . - .
C tos hidroxilas e a ligacao glico-

SGH,OH sidica pode ser formada com
gh'cgoiggga qualquer um deles, resultando

| numa ampla variedade estru-

1 tural em comparacao com os

o peptideos. O Painel C ilustra

a ligacao glicosidica formada

entre uma D-glucose e a hi-

a-D-glucoplranceR {114} D-ghicopd droxila da posigao 4 de outra

D-glucose.

possibilidades. Assim, com um mesmo tipo de aminoacido podemos formar apenas um dipep-
tideo ou um tripeptideo.

Tamanha variedade de combinacdes estruturais cria um dos problemas mais comple-
X0s para a determinacao da estrutura de carboidratos, ou seja, a questao desafiadora de qual é
afinal a posicao da ligacao glicosidica. Esse tipo de questao pode ser resolvido por trés tipos de
metodologias: oxidacao com periodato; reacao de metilacdo; e ressonancia magnética nuclear
(RMN), como apresentado esquematicamente na Figura b para uma unidade de a-glucose unida
por ligagdes 1— 4.

0 acido periodico quebra ligagdes C-C com hidroxilas vicinais. O Unico sitio de quebra
naestruturadaFigurabéaligacdo C-Centre as posicoes 2 e 3. O produto formado contém qua-
tro atomos de carbono e é denominado eritritol (Figura 5A). Se a ligagao fosse na posigéo 3 nao
ocorreria oxidacao pelo periodato; nas posigoes 2 e 3 geraria glicerol. Historicamente esse foi
o primeiro tipo de metodologia empregada para identificar a posicao das ligagoes glicosidicas,
mas atualmente esta em desuso em face de outros meétodos mais efetivos.

Outro método envolve a reacao de metilagcao, quando grupamentos metil sao introdu-
zidos em todas as hidroxilas livres da molécula. Naturalmente o produto formado para uma glu-
cose unida por ligagoes a(1— 4)é o derivado 2,3,6-tri-O-metil (Figura 5B). A posicédo envolvida
na ligacao glicosidica nao sera metilada.

Por fim, o método mais empregado atualmente envolve o uso de RMN. Essa metodolo
gia permite assinalar todos os carbonos (*C) ou protons ('H) encontrados no carboidrato. O car-
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Figura 5. Metodologias que podem ser empregadas para determinar a posicao da ligagao glicosidica num
glicoconjugado. O Painel A ilustra a estrutura de uma unidade de glucose na estrutura de um glicoconju-
gado, unida por ligagao a(1— 4). A posigao da ligagao pode ser determinada usando oxidagdo com acido
periodico (1047). sequida da reducdo com boroidreto de sodio (NaBH,) e hidrélise &cida, sequida de nova
reducao. O produto formado sera eritritol se a substituicao for na posicao 4. Outra opcao metodologica
areacao de metilagao, com a substituicao das hidroxilas livres por grupamento metil. A posterior hidrolise
4cida da amostraresulta na formagao de 2,3,6-tri-O-metil-glicose (Painel B). Outra metodologia € o uso da
espectrometria de ressonancia nuclear magnética (RMN), ilustrada no Painel C. 0 ®C-carbono do sitio de
substituicdo(C4)é deslocado para campo baixo(para a esquerda)do espectro em comparagdo com os de-
mais carbonos do anel. O carbono anomérico(C1)e o C6 estao deslocados em campos opostos. Espectro-
metria de massa (eletrospray) também vem sendo utilizada para a caracterizagao de carboidratos, espe-
cialmente com massa malecular reduzida. O Painel D mostra esse tipo de espectro obtido com a glucose.

bono envolvido na ligacao glicosidica esta caracteristicamente deslocado para campo baixo
(para a esquerda) em comparagéo com os demais componentes do anel (Figura 5C). Outro as-
pecto claramente indicado pelo espectro de RMN é a configuragao da ligagao glicosidica. Os *C
a-anomeéricos estao mais deslocados para campo baixo em comparagao com os carbonos p-a-
nomericos. Essa é a metodologia mais apropriada para estabelecer a configuragao da ligagao
glicosidica(a ou ).

Uma outravariedade de métodos esta disponivel para a determinacao da estrutura dos
carboidratos. Em particular destacamos a espectrometria de massa (eletrospray), muito Util
para estabelecermos a estrutura de carboidratos com massa molecular mais reduzida (Figura
50). Atualmente, podemos estabelecer um conjunto de estruturas num curto periodo de tempo.
Esse avanco vislumbra a era dos glicomas, facilitando a determinacao da estrutura do conjunto
de carboidratos encontrados numa determinada estrutura ou organismo.
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‘|- CARBOIDRATOS EM ORGANISMOS MARINHOS

Os carboidratos sdo encontrados em grande quantidade e com muita variedade estru-
tural nos organismos marinhos. Dos vegetais marinhos, as algas sao 0s que possuem concen-
tracoes mais elevadas de carboidratos. Muitas estimativas sugerem que o0s polissacarideos de
algas marinhas sao as moléculas bioldgicas mais abundantes na natureza.

E muito dificil uma descricdo completa da variedade das moléculas de carboidratos
encontradas nesses organismos. Com o objetivo de fornecer uma descricao didatica, que esti-
mule a curiosidade do leitor no aprofundamento no tema, escolhemos trés tipos de situagdes
bioldgicas em arganismos marinhos: componentes da parede celular de algas marinhas; regu-
lacao da fertilizacao em ourigos-do-mar; e moléculas que asseguram a espécie-especificidade
na interacao entre células de esponjas-do-mar.

4.1 POLISSACARIDEOS SULFATADOS COM FUNGAO ESTRUTURAL

Polissacarideos sulfatados sao encontrados em altas concentracdes nas algas mari-
nhas como componentes da parede celular de algas vermelhas, marrons e verdes. A Figura 6A

Figura 6. Polissacarideos sulfatados en-
contrados na parede celular das algas

[3-p-D-Galp-1 — 4-u-Galp-1],

\ marinhas. Painel A: deteccao de polissa-
2 sulfatado enantiomero:D-oul- A carideos sulfatados na par.ede cglular d.a
4-sulfatado 3,6-anidro galactose 9 alga vermelha Botryocladia occidentalis
2-sulfatado ..
3-sulfatado usando o corante azul de toluidina. Os po-
G-sulfatado lissacarideos sdo observados com a tipica
oL Fucp-1 > 3ol -Fuop] coloragao roxa com o uso desse corante. O
n .
'! & Painel B mostra as estruturas das galacta-
2.3-dissulfatado 2-sulfatado Alga marrom nas sulfatadas(carragenanas)encontradas

nas algas vermelhas, das fucanas sulfa-
tadas (fucoidam) nas algas marrons e das
[3-p-D-Galp-1, galactanas sulfatadas nas algas verdes.
Alga verde . ~ .
Ver Pomin VH e Mourdo PAS (Glycobiology
18:1012-1027,2008).

+ ramificagoes de a-L-Fucp

4-sulfatado
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mostra um exemplo da distribuicao desses polissacarideos na parede celular de uma espécie
de alga vermelha estudada em nosso laboratério (Botryocladia occidentalis). A parede celular
da alga foi corada com azul de toluidina e apresentou a coloragao roxa, devido ao fenémeno
chamado metacromasia, que ocorre quando o corante entra em contato com polissacarideos
sulfatados. Podemos observar a alta concentracao e a extensa distribuicao dos polissacarideos
sulfatados na parede da alga. Isso permite que suas células se organizem, se mantenham inte-
gradas e protegidas.

As algas vermelhas possuem polissacarideos sulfatados formados por unidades alter-
nadas de galactose unidas por ligacoes a e B. Embora essa seja a estrutura basica, extensas
modificacdes ocorrem nesses dois componentes dependendo da espécie de alga vermelha (Fi-
gura B). As unidades de B-galactose podem estar sulfatadas nas posi¢ées 2 ou 4. Por sua vez,
as unidades de a-galactose podem estar sulfatadas nas posicoes 2, 3 ou 6. Podem ocorrer
também na forma dos estereoisémeros D ou L(ver essas estruturas na Figura 2A). Podem ainda
formar um anel ciclico denominado 3,6-anidro-galactose (ver Figura 3).

Quimicamente esses polissacarideos encontrados nas algas vermelhas deveriam ser
denominados como galactanas sulfatadas. Entretanto sao chamados de carragenanas. A ori-
gem dessa denominacao é histdrica. Decorreu do fato de terem sido primeiramente isoladas da
alga Chondrus crispus, coletada numa pequena vila nas costas da Irlanda chamada Carragheen.

O fato é que cada espécie de alga vermelha possui uma carragenana com cOmposicao
particular. Esses diferentes componentes estruturais modificam significativamente as pro-
priedades fisico-quimicas das carragenanas, tais como: viscosidade, solubilidade em aqua, ca-
pacidade para formar géis, etc. Esses polissacarideos sao amplamente utilizados na industria
de alimentos como gelificante. As algas que contém os polissacarideos mais adequados para
esse fim comercial sao as escolhidas para cultivo. Ainda nao conhecemos o significado biologi-
co dessas alteracoes estruturais, tampouco o seu sentido evolutivo para as algas vermelhas.

As algas marrons possuem na sua parede celular polissacarideos constituidos princi-
palmente por L-fucose sulfatada. Foram inicialmente descritos por Killing, em 1913, e denomi-
nados como fucoidam. Esses compostos possuem uma estrutura muito heterogénea e poucas
foram integralmente decifradas. Em geral possuem unidades alternadas de a-fucose, unidas
por ligacoes 1 — 4 e 1 — 3, com sulfatacoes nas posicoes 2 e/ou 3. Muitas espécies possuem
estruturas com fucoses nao sulfatadas em ramificagdes da molécula(Figura 6)

As algas verdes possuem polissacarideos sulfatados com estruturas mais variaveis na
sua parede celular. Esse grupo é ainda muito pouco estudado. Em geral possuem galactanas
sulfatadas formadas por unidades de B-galactose 4 sulfatadas e unidas por ligagdes 1— 3(Figu-
ra6).

4.2 POLISSACARIDEOS SULFATADOS NA FERTILIZAGAO

QOutro grupo de organismos marinhos que possui fucanas sulfatadas sao os ourigcos-do-
-mar. Mas nesse caso 0s polissacarideos sulfatados sao encontrados no gel que envolve 0s 6vu-
los. As fucanas sulfatadas dos equinodermas possuem estruturas muito regulares, definidas
exclusivamente pelo padrao de sulfatacao das unidades. Ainda mais singular, cada espécie de
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ourico-do-mar possui uma fucana sulfatada com estrutura particular, como mostra a Figura 7.
Essas observacoes foram estabelecidas pelo trabalho do nosso laboratorio realizado no periodo
de 1998-2002.

Essas fucanas sulfatadas sao constituidas por unidades repetitivas formadas por um,
dois, trés ou quatro acucares. A posicao da ligacao glicosidica é sempre a mesma para cada es-
pécie, mas o padrao de sulfatagéo varia (Figura 7). Algumas espécies possuem polissacarideos
formados por unidade de D- ou L-galactose, com ligacoes glicosidicas do tipo a ou B.

A localizacao particular dessas fucanas sulfatadas e as estruturas requlares repetiti-
vas, associadas a observacao da variacao espécie-especifica, sugeriram fungao bioldgica mais
refinada. Realmente os estudos do nosso laboratério mostraram que essas fucanas sulfatadas
sao indutoras espécie-especificas dareacao acrossémica em ouricos-do-mar. A reagcao acros-
sdmica é um evento essencial para a fertilizagcdo. Nos ouricos-do-mar envolve a exacitose da
vesicula acrossomal e a polimerizacao da actina, formando o denominado processo acrosso-
mal, projetando-se na cabeca do espermatozoide, com aproximadamente 1Tum de comprimen-
to. AFigura 8A mostra o processo acrossomal formado apds aincubacao do espermatozoide do
ourico-do-mar com a fucana sulfatada isolada do gel que envolve o 6vulo da mesma espécie.

Essas observacoes mostram um dos raros casos relatados na literatura de um car-

Ludwigothurea grisea
[3-a-L-Fucp-1—3-a-L-Fucp-1—3-a-L-Fucp-1—3-a-L-Fucp-1],
1 i i
diSO, S0, SO,

Lytechinus variegatus
[3-a-L-Fucp-1—3-a-L-Fucp-1—3-a-L-Fucp-1—3-a-L-Fucp-1],
T I i

diSO, SO, S0, S0,

Strongylocentrotus pallidus

[3-a-L-Fucp-1—3-a-L-Fucp-1—3-a-L-Fucp-1—3-a-L-Fucp-1],

4 4 2 2
S
S. pallidus
[3-a-L-Fucp-1—3-a-L-Fucp-1—3-a-L-Fucp-1—3-a-L-Fucp-1],
2 2
S
S. purpuratus | S, purpuratus I Figura 7. Estruturas das fucanas sulfatadas

encontradas no gel que envolve os ovulos dos
ouricos-do-mar. Esses polissacarideos sao

[3-a-L-Fucp-1], [3-a-L-Fucp-1—-3-a-L-Fucp-1—-3-a-L-Fucp-1],
2 4 24 4 4
J \c ll ' ' constituidos por unidades requlares definidas

s S0, 00% dlsoai o b exclusivamente pelo padrdo de sulfatacéo.
S droebachiensis S franciscants Cada espécie de ourigo-do-mar possui fuca-
[4-o-L-Fucp-1l,  Ba-l-Fuop-Tl, na sulfatada com uma estrutura particular.

i i Ver Vilela-Silva e col. (J. Biol. Chem. 277:379-
5o b 387,2002).
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boidrato puro induzindo a transducao de sinal em célula animal num evento diretamente re-
lacionado com a diferenciacao das espécies em equinodermas. Dois tipos de eventos reqgu-
lam a espécie-especificidade na fertilizacao dos ouricos-do-mar. Um deles é baseado na
especificidade do reconhecimento da bindina; o outro depende da indugao da reagao acros-
sémica pelos polissacarideos sulfatados (Figura 8B). Esses dois mecanismos conjugados sdo
responsaveis pela diferenciacao das espécies de ouricos-do-mar, ora atuando em conjun-
to, ora cada um deles em particular, assegurando a especiagdo em outros casos (Figura 8C).

Certamente o maior desafio no estudo dessas fucanas sulfatadas dos ouricos-do-mar
¢ o de identificar as enzimas responsaveis pela biossintese dessas estruturas particulares, as-
sim como 0S genes que regulam sua expressao. Essa é uma questao muito atraente sob o ponto
de vista dos carboidratos, mas também pode identificar em nivel molecular os mecanismos de
diferenciacao de espécies entre os equinodermas, abrindo perspectivas para expansao para
outros grupos de animais.

4.3 POLISSACARIDEOS SULFATADOS NA EVOLUGAO DE ORGANISMOS MULTICELU-
LARES

As esponjas marinhas foram os primeiros organismos utilizados como modelo para o
estudo da agregacao celular. Os estudos pioneiros foram realizados por Wilson em 1907. Os
seus experimentos mostraram que podia remover as células do corpo do animal adulto e as cé-
lulas dissociadas eram capazes de gerar um novo animal adulto. Em seguida Wilson pretendeu
agregar células de espécies distintas de esponjas visando gerar um organismo com as caracte-
risticas das duas espécies. Infelizmente, para sua decepcao inicial, observou que as células de
esponja agregavam apenas de forma espécie-especifica. Esses resultados tornaram-se classi-
cos e sao descritos atualmente na maioria dos livros de biologia.

A préxima etapa foi a da caracterizagao da molécula encontrada nas esponjas respon-
savel pela agregacao espécie-especifica. Os estudos realizados na década de 80 levaram a ca-
racterizagao de uma molécula denominada como “fator de agregacao”, por ser responsavel por
esse evento. Tambéem ficou caracterizado que polissacarideos encontrados nesse fator eram
0s componentes responsaveis pela agregacao, um evento mediado por célcio.

A elevada complexidade dos polissacarideos encontrados no fator de agregacao limi-
tou a determinacao da sua estrutura. SO recentemente conseguimos estabelecer a estrutura
do carboidrato do fator de agregacao da espécie Desmapsamma anchorata usando RMN. O po-
lissacarideo possuiuma cadeia central de unidade de glucose, unida por ligagoes 1— 3, algumas
sulfatadas nas posicoes 2 e 4. Esse polissacarideo também possui ramificagdes com unidades
de fucose 2-sulfatada e de galactose contendo anéis de piruvato (ver essa estrutura na Figura
3). A Figura 9 mostra essa estrutura e a representagdo esquematica da interagcdo da molécula
mediada por célcio. Esse € outro exemplo impactante daimportancia dos carboidratos paraum
evento bioldgico fundamental na geracao dos animais multicelulares.
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Figura 8. Importancia das fucanas sulfatadas, encontradas no gel que envolve os 6vulos dos ourigos-do-
-mar, na inducao espeécie-especifica da reagao acrossémica nos espermatozoides. O Painel A mostra
espermatozoides da espécie Strongylocentrotus purpuratus que sofreram reagao acrossémica (indica-
da pela seta) apds a incubagao com a fucana sulfatada homéloga, revelados pelo anticorpo anti-actina.
Painel B: representacao esquematica dos dois passos hierarquicos de reconhecimento de gametas nos
ourigos-do-mar. (a) Mecanismo baseado nos polissacarideos sulfatados: a reagao acrossémica ¢ induzida
quando um receptor correto do espermatozoide reconhece o polissacarideo sulfatado do gel que envolve
o 6vulo (triangulos). Essa reagao expoe a proteina bindina (quadrados e circulos). (b) Mecanismo baseado
nabindina. A proteina bindina € exposta pelareagao acrossémica e reconhece um receptor encontrado na
membrana do évulo da préopria espécie. Ver Biermann e col. (Evolution and Development, 6:353-361,2004).
Painel C: Relagdes filogenéticas e tempos de divergéncia de espécies de ouricos-do-mar e um resumo da
estrutura dos polissacarideos encontrados no gel que envolve seus ¢vulos. O mecanismo mediado por po-
lissacarideos sulfatados para o reconhecimento dos gametas desempenhou um papel importante na se-
paragao entre S. droebachiensis e S. pallidus. O mecanismo mediado pela bindina desempenhou um papel
importante na separagao entre o ancestral comum dessas duas espécies e S. purpuratus. Myr = milhdes
de anos de divergéncia evolutiva. Dados de Biermann e col. (Evolution and Development, 6:353-361,2004).
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A Fator de agregagao

Figura 9. Modelo representativo do mecanismo mole-

Membrana celular cular de adesao entre as células de esponja, mediado
R t . . . .
o, Recepior por polissacarideos sulfatados. O Painel A mostra dois
@~ Core proteico _ . , .
R fatores de agregagdo ligados a duas células adjacentes
@ Glucose de esponja marinha. O Painel B mostra a interacao entre
S ;“I“’Sf os polissacarideos sulfatados, componentes do fator de
alactose - . ~ 7
& i agregacao. Essa interagao entre os ésteres sulfato do
O Calcio polissacarideo € mediada por calcio. Dados de Vilanova e
Sl col.(J. Biol. Chem. 291:9425-9437,2016).

B | concLusAO

Os carboidratos sao moléculas essenciais aos seres vivos, exercendo uma grande va-
riedade de funcoes bioldgicas. Os carboidratos exerceram um papel central durante os mais de
trés bilhdes de anos de evolucao da vida sobre a terra, requlando diversos eventos bioldgicos
cruciais e exercendo funcdes estruturais, de reserva energética e no aumento de complexi-
dade de organismos multicelulares, entre outras. Devido a sua alta complexidade estrutural
considera-se que o estudo de carboidratos no passado ficou aguém das descobertas feitas
com proteinas, acidos nucleicos e lipideos Porém, recentes avancos de técnicas analiticas vém
demonstrando crescentemente uma série de funcoes biologicas para carboidratos, que sao re-
guladas especificamente por elementos estruturais destas moléculas. O proximo desafio para
o0 estudo da funcao dos carboidratos devera focar nos ainda muitas vezes desconhecidos pro-
cessos de biossintese e sua regulacao em diferentes eventos biolégicos, utilizando uma estra-
tégia metodologica ampla. A partir de agora sera necessaria uma abordagem multidisciplinar
para o estudo da funcao detalhada dos carboidratos em diferentes organismos, combinando
metodologias de biolégica molecular, enzimologia, metabolismo, entre outras. Neste capitulo
mostramos alguns conceitos basicos sobre os carboidratos, ressaltando sua importéancia bio-
l6ogica com exemplos de organismos marinhos. Esperamos que o texto tenha desempenhado
um estimulo para despertar maior interesse para os estudos de carboidratos, assim ajudando a
enfrentar os futuros desafios dessa promissora linha de pesquisa.
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Acidos graxos desempenham fungées vitais em animais, que ndo necessaria-
mente possuem a capacidade de sintese de muitos desses compostos, sendo
necessaria a aquisigao por meio de dieta alimentar. Na ultima década, tem au-
mentado muito o interesse em 6leos de origem marinha como fonte de &cidos
graxos polienoicos essenciais da familia 6mega-3. O suprimento de acido eico-
sapentanoico (EPA) e 4cido docosaexanoico (DHA) de origem marinha tem pro-
fundas implicagdes para a saude da populagdo mundial, pois estes sao precur-
sores para a sintese de importantes eicosanoides e docosanoides. EPA e DHA
sdo fundamentais para o desenvolvimento do sistema neurologico em fetos e
nos primeiros meses de vida da crianca. Sao diversas as fontes marinhas des-
ses compostos que podem suprir demandas de um mercado crescente. Espon-
jas marinhas apresentam uma das maiores diversidades conhecidas de acidos
graxos em animais, representando uma fonte ainda inexplorada de compostos
com alto poder bioativo no mar. Acidos graxos sdo moléculas altamente ener-
géticas, podendo ser transformados em biodiesel. Biodiesel produzido a par-
tir de lipideos de origem marinha, ricos em triglicerideos, possui as melhores
caracteristicas desejadas pela indUstria na substituicao do diesel de petroleo.
Pigmentos naturais encontrados no mar incluem clorofilas, ficobiliproteinas e
carotenoides, produzidos por diversos organismos fotossintetizantes. Além da
funcao natural de captar energia luminosa, de proteger contra fotooxidacao e de
conferir cor aos organismos, uma caracteristica comum desses pigmentos € seu
alto poder antioxidante, motivo pelo qual encontram inumeras aplicagdes como
nutricéuticos no combate e prevencgao de doengas como cancer. Carotenoides
como o betacaroteno sao precursores de vitamina A, essencial para o processo
de visdo em animais. Outros, como a fucoxantina, abundante em algas pardas e
diatomaceas marinhas, tém se mostrado eficientes no combate a obesidade e
outros males. Diversos pigmentos naturais e alguns derivados sao usados como
corantes na formulagao de alimentos e bebidas ou como pigmentantes para me-
Ihorar o aspecto de produtos de origem animal. Neste capitulo sdo apresentadas
as principais caracteristicas e aplicacoes biotecnologicas de acidos graxos, clo-
rofilas, ficobiliproteinas e carotenoides e as potenciais fontes marinhas desses
compostos.
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ACIDOS GRAXO0S

Acidos graxos (AGs) sdo acidos monocarboxilicos de cadeia normal que apresentam
0 grupo carboxila (-COOH) ligado a uma cadeia alquilica. A sintese de acidos graxos, seja por
animais ou plantas, se da pela combinacao de acetilcoenzima A. Por isso, a estrutura dessas
moléculas contem, na grande maioria dos casos, numeros pares de dtomos de carbono, entre
4 e 28. AGs com numero impar de &tomos de carbono sao raros (Nelson e Cox 2012). Os AGs séo
classificados como saturados, quando apresentam apenas ligagdes simples entre os atomos
de carbono; monoinsaturados, quando apresentam uma Unica ligagao dupla entre atomos de C,
ou poli-insaturados, quando contém duas ou mais ligagdes duplas entre os atomos de carbono
da cadeiaalquilica. Nos AGs insaturados, os dois &tomos de C adjacentes aligagao dupla podem
se apresentar nas configuragoes isoméricas cis ou trans (Figura 1). AGs naturais s&o encon-
trados majoritariamente na configuracao cis. A configuracao trans é normalmente produto de
transformacéao (transesterificagao) pela acdo humana. O comprimento e geometria da cadeia
alquilica, o numero de insaturagdes (ligagdes C=C) e a isomeria (cis ou trans) determinam as
principais propriedades quimicas dos acidos graxos e suas fungoes em processos biolégicos
e na constituicado de estruturas celulares (Nelson e Cox 2012). 0 nome do acido graxo ¢ deter-
minado pelo numero de atomos de carbono, o numero e posicao das insaturacoes e a isomeria
(veja exemplos na Figura 1 e Tabela 1). Os AGs podem se associar a outras moléculas, como
glicerol, agucares e grupamentos fosfato, formando uma grande variedade de lipideos saponi-
ficaveis presentes em micro-organismos, animais e plantas, nos quais desempenham funcoes
metabolicas, estruturais, protetoras e de reserva energética(Tabela 2).
5 :
o o]

Figura 1. Estrutura quimica de alguns AGs co-
muns na natureza. Neste exemplo sao mos-
trados AGs de cadeia insaturada, somente
com ligagdes simples entre os atomos de C
(4cido palmitico, C16:0); monoinsaturada, com
uma ligagao dupla na posicéo cis(acido palmi-
Acido Acido Acido toleico, 9c-16:1); e poli-insaturada, com mais
palmitico  palmitoleico araquiddnico de uma ligacéo dupla entre os atomos de C da
cadeia alquilica, neste caso 4 ligagoes duplas
na posigao cis(acido araquidonico, 20:4n-8).
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Tabela 1. Alguns exemplos de AGs comuns em alimentos e de grande importancia na dieta alimentar.

NOMENCLATURA QUIMICA E ABRE-

NOME COMUM VIAGAO FONTE COMUM
Acido butirico Acido butanoico, C4:0 Derivados de leite, especialmente manteiga
w .
§s) Acido caprilico Acido octanoico, C8:0 Qorduras vegetais como gordura de coco e
g oleo de palma
& | Acido laurico Acido dodecanoico, C12:0 Leite de coco, oleo de semente de palma
Acido palmitico Acido hexadecanoico, C16:0 Oleo de palma, derivados de leite, carne bovina
Af:ldo palmitoleico Acido cis-9-hexadecénico, 9c-16:17 O\e_os_de origem marmha', 6leo Qe macadamla,
2 |(6mega7) maioria dos 0leos vegetais e animais
3 , !
é Acido oleico Acido cis-9-octaecénico, 9c-18:1 TOd.aS s govrduraseoleos:, especialmente
@ azeite de oliva, canola e girassol
[
o | ) Acido cis-9-eicosenoico, 9c-20:1
S | Acido gadoleico Acido cis11-ei ico, 116.20:1 )
= cido cis-11-eicosenoico, 11c-20: Oleos de arigem marinha
Acido nervénico Acido cis-15-tetracosenoico
Acido linoleico Acido cis-9,cis-12-octadecadienoi- o , :
. Maioria dos oleos vegetais
(6mega-6) co, 18:2n-6
S}
2 | Acidoaraquidénico - | Acido cis-5,cis-8,cis-11, cial4-eico- Gorduras animais. figado. ovos, peixes
> | AA(6mega-B) satetraenoico, 20:4n-6 +figado. P
)
=
s )
8 | Acido eicosapenta- Acido cis-b, cis-8,cis-11,cis-
noico EPA(6mega-3) | 14.cis-17- eicosapentaenoico Peixe, especialmente os oleosos como salméao,
Acido docosaexanai- | Acido cis-4,cis-7,cis-10,cis-13,cis- | @rénaue, anchovae cavala
co DHA(6mega-3) 16,cis-19- docosaexaenoico, 22:6n-3

Tabela 2. Tipos de lipideos que contém AGs na composigao, sua importancia biolégica e exemplos.

LIPIDEO COMPOSICAO FUNGAO EXEMPLO
Glicerideos Um a trés AGs este-reficados ao glicerol, -Reserva energetica Oleina(principal compo-
(Acilglicerois) | (mono, di ou triglicerideos) -Isolamento térmico nente do ¢leo de palma)

Fosfolipideos

Uma molécula de glicerol ligada a duas (ou
uma) cadeias de AGs e um(ou dois)grupo
fosfato

-Estrutura e seletividade
de membranas

Fosfatidilcolina(lecitina,
abundante na soja)

Acido graxo ligado ao glicerol e um aglcar
(gliceroglicolipideos)

-Estrutura e estabilidade
de membranas
-Sinalizacao e reconheci-

Esfingomielina(com-
ponente importante da

Glicolipideos ou mento celular
L . ) . . P . mem-brana celular de
Acido graxo ligado a esfingosina(esfingo- | -Sinalizagéo e reconheci- o
S neurdnios)
lipideos) mento celular
-Resposta imunologica
AGS Commam a“,’mos de b Mgad/osa -Protecao Palmitato de cetila(es-
Ceras alcool mono-hidroxilico de 18 a 30 atomos .
-Estrutura permacete de cetaceos)

deC
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1.2.1SAUDE E NUTRICAO HUMANA

Lipideos contendo AGs sao uma das principais fontes de energia e blocos de constru-
¢ao fundamentais na formacao de membranas celulares e tecidos vivos, além de funcoes meta-
bélicas especializadas. Mamiferos nao sintetizam certos AGs poli-insaturados, portanto essas
moléculas precisam ser adquiridas pela dieta alimentar. Estes sao chamados AGs essenciais e
participam em diversos processos metabolicos. Os AGs poli-insaturados abrangem as familias
de AGs 6mega-3 e 6mega-6 (n-3 e n-6 na denominagao mais usada em estudos dos aspectos
nutricionais de AGs), que apresentam insaturagdes separadas apenas por um carbono metilé-
nico, sendo a primeira insaturagao no sexto e terceiro carbono, respectivamente, enumerado
a partir do grupo metil terminal. A deficiéncia dietaria de AGs essenciais pode levar a diversas
complicacoes fisiologicas. Estudos controlados com seres humanos demonstram que a inges-
tdo de ca. 250mg/dia dos AGs da familia 6mega-3 eicosapentanoico (EPA) e docosaexanoico
(DHA) é benéfica para a reqgulacao da pressdo sanguinea, taxa de batimentos cardiacos e niveis
de triglicerideo, ajudando tambem em processos inflamatdrios, funcoes endoteliais, alem de
evidéncias na reducgéao de incidéncia de doencas coronaria fatais (Mozaffarian e Rimm 20086,
Yokoyama et al. 2007). DHA desempenha papel fundamental na formagao do cérebro e da re-
tina durante o desenvolvimento fetal e nos dois primeiros anos de vida (Cetin e Koletzko 2008,
Helland et al. 2008). A ingestao de DHA no inicio da vida da crianga evita problemas de retardo
no crescimento e subnutricao, reduz taxas de mortalidade e a incidéncia, na vida adulta, de
doengas como obesidade e problemas de comunicagao. O acido araquidonico (AA) é um acido
graxo essencial constituinte normal de membranas celulares e abundante no cérebro (junta-
mente com DHA). AA tem ag&o no desenvolvimento neuroldgico na formagao do feto e durante
os primeiros meses de vida do ser humano. O acido araquidonico € abundante no leite materno,
sendo tambéem adicionado, juntamente com DHA, como complemento a formulas de leite em
pd para lactantes, em concentracoes similares ao leite materno, conforme recomendacdes de
especialistas(FAO 1994, Brenna et al. 2007). Além disso, AA ¢ comumente comercializado como
suplemento para ganho de massa corporea na formulacao de diversos produtos. A ingestao de
1,5g/dia de AA por atletas de alta performance mostrou-se eficiente no aumento de massa cor-
porea, melhora na resisténcia fisica e na capacidade anaerobica(Roberts et al. 2007). Pela agéo
da enzima cicloxignase o AA sofre ciclizacao e recebe insaturacoes, produzindo prostraglandi-
na(PG). PGs participam de inimeras fungdes metabolicas e fisioldgicas, como vasodilatagao e
vasoconstriccao, contracao ou relaxamento da musculatura brénquica e uterina, hipotensao,
ovulagdo, entre muitas outras(Nelson e Cox 2012).

Mudancas de habitos alimentares e o0 estilo de vida atual tém tornado cada vez mais di-
ficil a obtencao de certos AGs essenciais pela dieta humana. Por essa razao, um dos principais
interesses biotecnologicos na exploracao de AGs € na area de nutricao e saude humana. Nesse
contexto, as fontes marinhas sao altamente visadas, pois diversos organismos marinhos con-
tém altos teores de AGs poli-insaturados essenciais. A complementacao da dieta de animais
para consumo humano direto (bovinos, caprinos, aves) e seus derivados com 6leos ricos em
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AGs poli-insaturados, principalmente 6leo de peixe, € uma pratica difundida com o intuito de
aumentar os teores desses AGs no produto final (Latscha 1990). Porém, o uso de 6leo de peixe
em quantidades excessivas pode conferir odor indesejavel a carne, leite ou ovos. Fontes ma-
rinhas alternativas aos 6leos de peixe e ricas em AGs poli-insaturados aparecem como uma
alternativa promissora, principalmente os biocompostos produzidos por micro- e macroalgas
(Kim et al. 2011, Raposo et al. 2015).

1.2.2 FONTE DE ENERGIA RENOVAVEL

As previsoes de escassez de combustiveis fésseis em um futuro proximo continuam
estimulando a busca por fontes renovaveis de energia. A producao de biodiesel a partir de ¢leos
e gorduras animais e vegetais é vista como uma alternativa para a substituicao, ao menos par-
cial, do diesel de petroleo. A principal condicdo para que um 6leo ou gordura natural possa ser
transformado em biodiesel € 0 mesmo ser composto inicialmente por triglicerideos (trés molé-
culas de AGs ligadas ao glicerol, como visto acima)(VanGerpen 2005). O biodiesel é produzido
pela transesterificacao de triglicerideos, que consiste na separacao da glicerina, liberando os
AGs. A glicerina da composicao dos triglicerideos € o que torna o 6leo mais denso e viscoso. A
remocao da glicerina no processo de transesterificacao deixa o 6leo mais fino e menos visco-
S0, mais apropriado para o uso em motores a combustdo interna. AGs saturados (sem ligagoes
duplas entre os atomos de carbono)fornecem biodiesel com boa estabilidade oxidativa e baixas
emissoes de NOx, porém com alto ponto de fusao, o que pode ser problematico em climas frios,
pois o combustivel solidifica a temperatura ambiente. A presenca de saturagoes nos AGs torna
0 biodiesel mais propenso a oxidacao, poréem com menor ponto de fusao e consequentemente
melhor desempenho em regides de clima frio (Knothe 2005). Sdo0 muitas as fontes naturais de
oleos ricos em triglicerideos com potencial para a producao economicamente viavel de bio-
diesel. Oleo de coco e palma sdo exemplos de biomassas ricas em AGs saturados que tém sido
utilizadas com sucesso na producéo de biodiesel. Oleos de canola e de oliva, ricos em AGs mo-
noinsaturados, fornecem biodiesel com pouca tendéncia a oxidacao, com a vantagem de apre-
sentarem baixo ponto de fusdo, portanto apropriados para climas frios. Oleos de soja, milho,
girassol, mamona, entre outros, sao ricos em gorduras poli-insaturadas, por isso o biodiesel
produzido a partir dessas biomassas necessita da adi¢cdo de antioxidantes (Dunn 2005, Cao et
al. 2014). Todas essas biomassas tém a desvantagem de competirem com terras agriculturaveis
e muitas vezes diretamente no mercado de alimentos. Microalgas eucariontes sao considera-
das promissoras como fonte de lipideos para biodiesel, tanto pela qualidade e teor celular de
AGs produzidos por esses micro-organismos, quanto pelo fato de nao competirem com terras
agriculturaveis para produgéo de biomassa (Francisco et al. 2010). Microalgas marinhas tém a
vantagem adicional de ndo competir por dgua potavel. Diatomaceas marinhas sao considera-
das as microalgas com maior potencial para producdo comercial de biodiesel (d'lppolito et al.
2015).

1.2.3 COSMETICOS E FARMACOS
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AGs tém grande aplicacao na industria cosmeética e farmacéutica, onde sao usados nos
processos de fabricacao, como excipientes na assimilacao e mesmo como farmacos ativos.
Uma das principais razoes do uso de AGs na industria de cosméticos é o poder de adesao des-
ses compostos. Os acidos estearico, laurico, palmitico e misistico sao comumente usados na
formulacao de sabdes, cremes e pastas. Tém fungao importante como veiculos para aplicagao
de farmacos na pele (Johnson 1978, Hui 1996). Sais metalicos de AGs, como o 4cido estearico
combinado a Mg, sao usados ha décadas como lubrificantes de comprimidos, para facilitar ain-
gestao de farmacos, e novas formulacdes com outros AGs continuam sendo testadas para esse
fim (Nakamura et al. 2017). Os acidos oleico e estedrico sao utilizados no revestimento de com-
primidos para medicamentos com efeitos de liberacao retardada, como em pH baixo no trato
digestivo. Outras aplicagoes de AGs incluem a fabricagdo de pomadas e supositorios e como
auxiliar na absorcao de ferro e vitamina B12 (Gross et al. 1953, Wissler et al. 1954). AGs com alta
atividade bioldgica tém mostrado alta eficiéncia contra malaria (Plasmodium), micobactérias e
fungos(Carballeira et al. 2006, Carballeira 2008) e como bactericidas (Knapp e Melly 1996).

2 | PIGMENTOS

2.1ESTRUTURA, DIVERSIDADE E IMPORTANCIA BIOLOGICA

Ao contrario dos AGs descritos acima, a classe de compostos que chamamos de “pig-
mentos” nao constitui um grupo quimico definido. Pigmentos dao cor as plantas, algas e di-
Versos micro-organismos aquaticos e terrestres. Os principais pigmentos naturais de interes-
se biotecnoldgico sdo as clorofilas, ficobilinas e carotenoides (Tabela 3). Uma das principais
funcoes dos pigmentos na natureza é a captacao de luz para geracao de energia no processo
fotossintético. A clorofila é o principal pigmento fotossintetizante, estando presente em todos
0s organismos que desempenham fotossintese oxigénica, o que inclui cianobactérias, protis-
tas com cloroplastos (microalgas eucariéticas), macroalgas e todas as plantas terrestres (Taiz
e Zeiger 2010). Além das clorofilas de cianobactérias e eucariotos fotossintetizantes, diversas
bacterioclorofilas produzidas por procariontes desempenham fotossintese anoxigénica (Chew
e Bryant 2007, Vogl et al. 2012). Os fotossintetizantes oxigénicos também apresentam diversos
pigmentos acessorios, 0s principais sendo carotenoides e ficobiliproteinas. Esses pigmentos
atuam de forma complementar na captacao de energia solar em comprimentos de onda onde
as clorofilas ndo sao eficientes. Pigmentos acessorios canalizam energia para os centros de
reacao da clorofila. Alguns pigmentos acessorios do grupo dos carotenoides também recebem
energia da clorofila, protegendo os centros de reacao da fotossintese contra foto-oxidacao em
situagdes de excessiva luminosidade (Bartley e Scolnik 1995, Choudhury e Behera 2001).

As clorofilas sao pigmentos clorinicos do grupo das porfirinas, 0 mesmo dos grupa-
mentos heme da hemoglobina do sangue, composto por quatro anéis pirrélicos contendo no
centro um ion de magnésio, Mg*, ligado covalentemente (Figura 2). Sdo conhecidas seis va-
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Tabela 3. Pigmentos naturais, suas principais aplicacoes biotecnologicas, fontes naturais e beneficios a

saude.
= BENEFICIOS A SAUDE E OUTRAS
PIGMENTO APLICAGCAO FONTES MARINHAS VANTAGENS
Carote- ’ - Precursores de vitamina A, anti-
) Corantes alimenticios, . . L
noides: bet- I . . . oxidantes, anticarcinogénicos,
nutricéuticos, pigmen- Microalgas. Exemplo: Dunaliela iy - )
acaroteno, - - . anti-inflamatorios, fontes naturais
. tagao de salmao em salina . .
astaxantina, . de pigmentos para alimentos e cos-
) cultivo L . .
luteina meticos, aromatizantes naturais
Carote- Estimulante da proteina | Algas pardas, diatomaceas. Antiobesidade. anticanceriaeno
noides: UCP-1, resultando em Exemplo: Undaria pinnatifida, ' geno.

fucoxantina

termogénese metabolica

Chaetoceros calcitrans

reducao de diabetes tipo Il

Ficabilinas: ) . Algas vermelhas e cianobac- Fonte natural de pigmentos,
. - Corantes alimenticios, L o . o -
ficoeritrina, IUOrOCrOmos térias. Exemplos: Porphyridium fluorocromos diagnostico clinico e
ficocianina cruentum, Anabaena marina pesquisa
) . - . Atividade anticancerigena, antien-
. Corantes alimenticios e Plantas aquaticas, algas e ciano- . .
Clorofilas velhecimento, fontes naturais de

de bebidas, nutricéuticos

bactérias

pigmentos

riantes estruturais de clorofila que ocorrem naturalmente (clorofilas a, b, ¢, ¢2, d e f) sendo a
clorofilaade presenca universal nos fotossintetizantes oxigénicos(Graham et al. 2009). A maio-
ria das clorofilas (a, b, ¢l e ¢2) absorvem luz com maior eficiéncia na faixa do azul, entre 400 e
500nm, e na regiao do vermelho, em torno de 650nm. Novas variantes de clorofilas descober-
tas recentemente (clorofilas d e f), produzidas por cianobactérias (Acaryochloris marina e Halo-
micronema hongdechloris), possuem caracteristicas distintas, absorvendo luz eficientemente
na faixa do azul como as demais clorofilas, mas também no infravermelho, entre 700 e 750nm
(Chen et al. 2010, Chen e Blankenship 2011, Tomo et al. 2014).

Os pigmentos assessorios ficobiliproteinas (ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina)
sao complexos hidrofilicos formados por uma parte proteica covalentemente ligada a ficobili-
nas, a parte cromofora do complexo que efetivamente capta a energialuminosa. Ficobilinas (Fi-
gura 2)sdo moléculas altamente eficientes na captura de luz nos comprimentos de onda verde,
amarelo, laranja e vermelho, faixas onde a maioria das clorofilas(incluindo a clorofila a presente
em todos os clorofilados) ndo é muito eficiente (Glazer 1985). Existem quatro tipos de ficobili-
nas que formam as ficobiliproteinas e conferem cores variadas aos organismos: ficoeritrobilina
(vermelha), ficourobilina(alaranjada), ficoviolobilina(violeta) e ficocianobilina (azul).

Nas ficoeritrinas, uma familia de ficobiliproteinas de grande importancia biotecnologi-
ca, o cromoforo ligado a cadeia peptidica € normalmente a ficoeritrobilina e em alguns casos a
ficourobilina(Sidler 1994). As ficoeritrinas sao divididas em R-ficoeritrina, B-ficoeritrina e C-fi-
coeritrina, dependendo do espectro de absorgéo de luz (Marsac 2003). A regulagao do teor de
ficobiliproteinas nas células permite aos organismos fotossintetizantes que as produzem adap-
tar-se a diferentes regimes de qualidade de luz. Essa habilidade é especialmente relevante em
ambientes aquaticos, onde a radiacao solar é seletivamente alterada quando penetra na agua,
sendo alguns comprimentos de onda, como vermelho, absorvidos mais na superficie, enquanto
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outros, como o azul e o verde, atingindo maiores profundidades (Lee 2008). Algas vermelhas e
cianobacteérias sao os principais produtores de ficobiliproteinas encontrados na natureza.

Os carotenoides sdo terpenoides muito comuns na natureza. Formam uma categoria
de pigmentos tetraterpencides derivados de uma cadeia poliénica de 40 carbonos, conferindo
caracteristicas estruturais tipicas a essas moléculas (Figura 2). Sdo os pigmentos mais diver-
S0S e abundantes na natureza, com intensa coloracao amarela, alaranjada, vermelha ou pur-
pura (Namitha e Negi 2010). Processos de hidrogenacgao e desidrogenacao, posicdo e numero
de ligacoes duplas, variacoes no comprimento da cadeia poliénica, isomerizacao, ciclizagao
e introducao de funcdes com oxigénio resultam na enorme diversidade estrutural e funcional
conhecida dos carotenocides (Rodrigues-Amaya 1999). Carotenoides compostos somente de
carbono e hidrogénio sao denominados carotenos. Carotenoides oxidados sao chamados xan-
tofilas e apresentam na cadeia poliénica grupos substituintes contendo oxigénio. As xantofilas
sdo classificadas em funcdo da natureza do oxigénio - por exemplo, luteina (oxigénio presente
como -0H) e astaxantina (oxigénio como -OH e grupos oxi)(Fraser e Bramley 2004). Carotenoi-
des sao os pigmentos com maior diversidade de variantes e maior amplitude de ocorréncia na
natureza; estao presentes em organismos de todos os grandes grupos taxondmicos existentes.
O tom castanho de algas marrons, o alaranjado da cenoura, o tom réseo da carne de salmao, a
cor purpura de algumas bactérias e mesmo a tonalidade de penas de aves e da pele de répteis
sao alguns exemplos da carotenoides na natureza. A coloracao de animais e plantas possui mui-
tas funcoes ecoldgicas, entre elas o reconhecimento de individuos e acasalamento, protecao
contra predacgéao (cor como alerta para predadores) ou atracao de mutualistas (flores e insetos
polinizadores), entre muitas outras(Vershinin 1999). Além de conferir cor, carotenoides servem
a uma grande variedade de fungoes bioldgicas. Carotenoides tém papel mecanico-estrutural,

Figura 2. Estrutura quimica de pig-

Clorofila a mentos comumente encontrados na
natureza. De cima para baixo: clorofila
o [gH Jems a, 0 principal pigmento de cianobac-

térias, algas e plantas que desempe-
nham fotossintese oxigénica; clorofila
f, um tipo de clorofila encontrado em

Clorofila f cianobactérias que absorve radiagao
Ficoeritrobil solar na faixa do azul, vermelho e, dife-
cHs cHy oHs icoeritrobilina X . K
- - COOH cooH rentemente da maioria das clorofilas,
o HiC HzC, , . . .
‘ " e ENEE tambéem na faixa do infravermelho; fi-
oA AN A A A A~ coeritrobilina, um croméforo que forma
Betacaroteno H H H . . )
ol . " . ficobiliproteinas em algas vermelhas e
Z = cianobactérias; betacaroteno, um ca-
o L rotenoide precursor de vitamina A; fu-
Fucoxantina ji%r““”“"’ coxantina, uma xantofila (carotenoide
; 7 contendo oxigénio) abundante em al-
o gas pardas com propriedades antiobe-
sidade.
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que se acredita tenha evoluido de arqueias, conferindo rigidez e reduzindo fluidez de membra-
nas celulares em micro-organismos e animais (Rohmer et al. 1979).

Carotenoides se associam a proteinas, compondo estruturas rigidas como a cuticula
de crustaceos. Atuam como pigmentos fotossintetizantes acessorios e fotoprotetores e sao a
base dos processos de percepgao visual em animais atraves do derivado retinal. Retinal, quan-
do associado a diferentes tipos de proteinas (opsinas), absorve luz em diferentes comprimen-
tos de onda, formando a base para avisao em cores em mamiferos. Outros derivados de carote-
noides, como o acido retinoico (parte oxidada do betacaroteno) e acido abscisico (derivado de
neoxantina), atuam como hormoénios em animais e plantas, respectivamente (Vershinin 1999).

2.2 APLICACOES BIOTECNOLOGICAS

2.2 1CORANTES E PIGMENTANTES

Pigmentos naturais conferem cor a animais e plantas. Essa caracteristica basica e um
grande atrativo em aplicagdes biotecnologicas para adicionar cor a diversos produtos, tornan-
do-0s mais atrativos ao consumo sem comprometer a saude dos consumidores. A cor dos ali-
mentos € uma propriedade organoléptica tao importante quando o sabor.

Clorofilas e alguns de seus derivados sao usados como aditivo para dar cor verde a
alimentos e bebidas, como pastas e absinto, e também em produtos de higiene pessoal como
creme dental e sabodes, além de cosméticos. Como as clorofilas nao sao sollveis em agua,
precisam ser primeiro misturadas com 6leos vegetais para entdo poderem ser utilizadas nos
processos de coloracao. Uma das limitagoes do uso de clorofilas como corante € sua baixa es-
tabilidade, levando a alteragao indesejavel da cor dos produtos. Isto se deve a perda relativa-
mente facil e irreversivel do atomo de magnésio do centro da molécula e sua transformacao em
feofitina, que nao possui a cor verde tipica da clorofila intacta. Um pigmento semissintético
mais estavel, a clorofilina cuprica, conhecido como verde natural e pelo cédigo E141, € produ-
zido a partir da clorofila natural extraida de plantas por um processo de substituicao do atomo
de magnésio por um de cobre (Jones et al. 1977). Esse composto, porém, tem uso restrito como
corante alimenticio, por causar riscos a saude humana, nao sendo permitida na maioria dos
paises a sua adicao em oleos e gorduras.

Carotenoides, em funcao da sua vasta distribuicao na natureza e diversidade estru-
tural, sdo os pigmentos mais largamente utilizados como corantes pela industria alimenticia
e na pecuéria como aditivo de ragdo (Mortensen 2006). Os carotenoides utilizados na industria
como corantes sao sintetizados quimicamente ou extraidos de plantas e algas. A maior parte
dos carotenoides consumidos atualmente sao sintéticos, porém ha crescente preocupacao e
demanda por alimentos livres de aditivos quimicos, o que tem impulsionado o interesse nos
carotenoides obtidos naturalmente por processos biotecnologicos. Além do apelo de ser um
produto natural, carotenoides produzidos organicamente, principalmente por micro-organis-
mos, apresentam qualidades desejaveis para o setor produtivo. Micro-organismos podem ser
obtidos praticamente continuamente, em curto prazo e em qualquer época do ano, melhorando
alogistica da producao. Uma das aplicacoes comuns para carotenoides como corantes € 0 seu
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uso naalimentacao de animais para conferir cores atraentes ao produto final. Na avicultura, por
exemplo, carotenoides sao adicionados aracao para melhorar a pigmentacao da pele e dagema
dos ovos, especialmente quando o milho (rico em carotenoides) é substituido por outros tipos
de ragao. Similarmente, na aquicultura o uso de carotenoides vermelhos, rosa e amarelos na
alimentacao de peixes é importante para tornar a carne dos animais com aspecto mais atrativo
(Mortensen 2008).

Dentre as ficobiliproteinas, R-ficoeritrina e C-ficocianina sao as mais amplamente
usadas como corantes em alimenticios e cosméticos, conferindo, respectivamente, coloragao
vermelha e azul aos produtos(Le Jeune et al. 2003, Albertsson 2003, Kuddus et al. 2013).

2.2.2 FRAGRANCIAS E AROMATIZANTES

Compostos derivados de carotenoides encontram aplicacao como fragrancias e aro-
matizantes. Sdo exemplos a betaionona, alfaionona, di-hidroactinidiolida, damascenol e be-
taciclocitral (Weeks 1986). Diversos desses compostos foram inicialmente isolados de plantas
e sua producao sintética revolucionou a industria de perfumes. Na natureza, esses derivados
volateis funcionam como fungicidas, agentes anti-herbivoria e na atracao de polinizadores
(Mortensen 2008). A producdo de compostos com aroma a partir de carotenoides ¢ feita por cli-
vagem enzimatica (dioxigenases), fotoxigenagao, oxidagado ou degradagao térmica e posterior
conversao de precursores ndo volateis nas formas ativas dos compostos de aromas utilizados
pela industria (Weeks 1986).

2.2.3 L UOROCROMOS

Possivelmente uma das mais sofisticadas aplicagoes de pigmentos naturais € seu uso
como fluorocromos conjugados em tecnologias de ponta na area de diagndstico e pesquisas
clinicas. As ficobilinas que constituem as ficobiliproteinas ficoeritrina (PE) e aloficocianina
(APC) sdo moléculas com alto brilho de fluorescéncia. As formas de PE (R-PE e B-PE) sdo os
pigmentos com maior eficiéncia quantica identificados até hoje (Mason 1999). Por essa razdo as
ficobiliproteinas desempenham papel fundamental como antenas de captacao de luz nos orga-
nismos fotossintetizantes que as produzem. Essa qualidade como um excelente fluorocromo €
também aproveitada em diversas aplicacoes de diagndstico clinico e pesquisa cientifica, desde
biologia celular e imunologia até ciéncias ambientais. Ficoeritrina e aloficocianina tém a vanta-
gem de ser soluveis em agua, facilitando sua aplicacao. Esses compostos sao usualmente con-
jugados a anticorpos e sondas de acidos nucleicos para revelar a presenca de grupos celulares
em misturas complexas e tecidos biol6gicos, estruturas celulares, ou genes em cromossomaos
(Araoz et al. 2003, Kronik 1986). Técnicas modernas de andlise de células baseadas em fluores-
céncia, como citometria de fluxo multiparameétrica e microscopia de epifluorescéncia, utilizam
esses pigmentos como fluorocromos tanto nos marcadores celulares quanto em insumos de
uso rotineiro como, por exemplo, materiais para calibragao dos instrumentos e validacao das
analises (Wilson et al. 1991). A ficoeritrina é muito utilizada para essas finalidades por absorver
luz de forma muito eficiente nos comprimentos de onda da faixa do azul, cor tipica da maioria
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dos lasers que equipam citémetros de fluxo. Além das ficobiliproteinas, um conjugado de clo-
rofila com o carotenoide peridinina e proteinas (PerCP, peridinin-chlorophyll-protein) também
encontra aplicacao como fluorocromo. O conjugado PerCP é um dos fluorocromos com maior
desvio de Stokes (diferenca em nandmetros entre os picos do espectro de excitagdo e emis-
sdo), com alta excitagdo na faixa do azul e verde e emissdo acima de 650nm, na regido do ver-
melho, 0 que torna sua utilizacao bastante atraente em aplicacoes de imunologia com multiplas
cores junto com fluoresceina, PE e APC (Telford et al. 2001). Ficobiliproteinas com alto grau de
pureza para uso em diagnosticos clinicos e pesquisa cientifica sdo comercializados a valores
bem mais elevados quando comparados com corantes naturais para alimentos - por exemplo,
Tmg de R-ficoeritrina de alto grau de pureza custa em torno de US250 no mercado varejista
especializado. O processo de purificagao das ficobiliproteinas requer técnicas sofisticadas e
caras, como cromatografia de troca idnica, sendo esse aspecto um foco de muitas pesquisas
na busca do barateamento do processo produtivo de obtencao desses pigmentos para fins bio-
tecnologicos (Kawsar et al. 2011).

2.2.4 SAUDE E NUTRICAQ

0 grupo de pigmentos com mais efeitos benéficos para a salide humana é sem duvida
0 dos carotenoides. Nos ultimos anos no Brasil se tornou comum ver produtos ricos em caro-
tenoides nas prateleiras de supermercados e lojas especializadas em nutricéuticos. E notavel
a diversidade de fungoes bioldgicas desempenhadas por esse grupo de compostos (ver item
acima), o que explica sua importancia como nutricéuticos. Carotenoides sdo produzidos natu-
ralmente por plantas, algas eucarioticas, fungos, cianobactérias e diversos procariontes, mas
ndo pela grande maioria dos animais, que precisam adquiri-los por meio da dieta (Schroeder
e Johnson 1995). Os Unicos animais conhecidos como produtores de carotenoides sdo espé-
cies de afidios (pulgdes ou piolho de plantas) e acaros, que adquiriram a capacidade através de
transferéncia génica de fungos (Altincicek et al. 2011). Uma das fungdes fisioldgicas mais co-
nhecidas dos carotenoides é sua acao como pré-vitamina A, por isso sao importantes na dieta
animal. O principal carotenoide precursor de vitamina A € o betacaroteno, obtido de diversos ti-
pos de vegetais - cenoura, frutas amarelas e vermelhas, graos, entre outros. Alfacaroteno e be-
tacriptoxantina também sao convertidos em vitamina A no metabolismo dos animais. Vitamina
A é essencial nos animais para 0s processos de visao, resposta imune, reproducao e comunica-
cao celular. Uma série de outros efeitos fisioldgicos benéficos sao atribuidos aos carotenoides,
apesar de alguns estudos epidemioldgicos recentes ainda indicarem resultados inconclusivos
para alguns desses beneficios (Soares et al. 2015). O alto poder antioxidante e atividade modu-
latoria do sistema imune apresentada pelos carotenoides os colocam como potenciais agentes
na prevencao e cura de diversas doencas que sao diretamente relacionadas a estresse oxidati-
VO e processos inflamatorios cronicos, coma cancer, doencas cardiovasculares, disfuncoes da
visdo, artrite reumatica e doengas degenerativas do sistema neurologico (Vilchez et al. 2011).
O licopeno é um dos carotenoides com maior poder antioxidante (capacidade de sequestrar
espécies reativas de oxigénio) e com potencial de interferir no processo de divisdo celular em
células tumorais e, portanto, muito estudado na prevengao de cancer (Kim e Kim 2015). Asta-
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xantina, abundante em peixes como salmao e em outros frutos do mar, atua na prevencao de
cancer de prostata e figado (Zhang e Wang 2015). Fucoxantina, uma xantofila encontrada em
abundancia em algas pardas e diatomaceas marinhas, tem mostrado resultados promisso-
res no tratamento da obesidade e controle do peso corporeo, além de atividade antitumoral
(Miyashita et al. 2011, Thamaraiselvan et al. 2014). Estudos em animais mostram que uma dieta
rica em fucoxantina aumenta a expressao da proteina termogenina, promovendo a oxidacao de
gorduras em células do tecido adiposo branco (Maeda et al. 2005). Luteina, um caroteno alta-
mente polar e de grande poder antioxidante, atua na prevengao de complicagdes da visao co-
muns no envelhecimento, como catarata e degeneragdo macular (Mares-Perlman et al. 2002).
Esses sdo alguns exemplos dos potenciais beneficios conhecidos dos carotenoides na saude
humana. Diversas companhias comercializam nutracéuticos ricos em carotenoides na forma
de pilulas ou céapsulas feitas a partir de microalgas eucariéticas como Chlorella, Dunaliella e
cianobactérias como Spirulina e Aphanizomenon. Essas formas de biomassa sao preferidas em
relagdo ao tradicional ¢leo de peixe como fonte de carotenoides, pois nao apresentam o odor
deste ultimo. A grande quantidade de pesquisas em andamento sobre a atividade dos caro-
tenoides no metabolismo, além de estudos epidemioldgicos, provavelmente revelard muitas
outras qualidades desses compostos.

Os pigmentos do grupo das ficobiliproteinas, assim como clorofilas e seus derivados,
também apresentam propriedades antioxidantes elevadas e tém sido estudados como nutri-
céuticos. Experimentos com nematodos mostram que esses pigmentos retardam o envelhe-
cimento e prolongam a vida dos animais (Sonania et al. 2014, Wang e Wink 2016). Esses com-
postos tém potencial de aplicacao na prevengao de cancer e em cosmeéticos com propriedades
antienvelhecimento. Clorofilina, um derivado semissintético e hidrossoluvel da clorofila, liga-se
facilmente a agentes mutagénicos do ambiente como hidrocarbonetos aromaticos paliciclicos,
atuando na prevencgéo de cancer(Castro et al. 2009).

3 FONTES MARINHAS DE ACIDOS GRAX0S
E PIGMENTOS

Organismos marinhas sao ricos em AGs poli-insaturados de interesse biotecnol6gi-
co, além de uma variedade de pigmentos como clorofila, ficobiliproteinas e carotenoides. Os
principais produtores desses compostos sao os seres fotossintetizantes, tanto macro quanto
micro-organismos (Bergé e Barnathan 2005, Maoka et al. 2011). Carotenoides séo inicialmente
produzidos por algas eucaridticas, cianobactérias, bactérias e fungos. Animais adquirem esses
compostos por meio dadieta e osincorporam diretamente ou apés transformacdes no metabo-
lismo(Figura 3). A sequir sdo apresentados exemplos de organismos marinhos que se destacam
como fontes ja exploradas ou com potencial para exploracao futura de AGs e pigmentos.

3.1MACROALGAS

54



ACIDOS GRAXOS E PIGMENTOS

Sintese de novo Transformacéo Transformacéo
de carotenoides metabdlica metabdélica
Animais
herbivoros Animais
¥ Esponjas Acimulo carnt
Acumulo
Algase selstivo Anémonas seletivo (EICEED Fi 3.p - amul )
bactérias ES— Crustacens igura 3. Producao, acumulo e biotrans-
_> - _’ Estrelas-do- ~ . .
Micro- o formacao de carotencides em organis-
':Tms_tace"s Paixes mos marinhos. Adaptado de Maoka et al.
unicados

(201).

Macroalgas bentdnicas sao importantes produtores primarios em zonas marinhas cos-
teiras, sendoricas em pigmentos fotossintetizantes e uma das maiores fontes desses compos-
tos para diversos usos pelo homem. Pertencem a trés grandes grupos com caracteristicas pig-
mentares distintas: as algas verdes (filo Chlorophyta) possuem clorofilas a e b e carotenoides;
as vermelhas (filo Rhodophyta) apresentam clorofilas a e ¢, as ficobiliproteinas R-ficoeritrina
e R-ficocianina, e normalmente grandes quantidades dos carotenoides betacaroteno, luteina
e zeaxantina; por fim as algas pardas (filo Heterokontophyta, classe Phaeophyceae) possuem,
como as vermelhas, clorofilas a e ¢ e carotenoides, com predominancia de fucoxantina, que
Ihes confere a cor marrom tipica (Pereira 2015).

Algas vermelhas apresentam niveis elevados de AGs poli-insaturados de 20 carbonos,
primariamente EPA (até 37%) e AA (até 29%). Algas pardas produzem mais AGs de 18 carbonos,
mas contém EPA entre os AGs mais abundantes. Algas verdes apresentam os mais altos teores
de AGs de 18C e os menores teores das cadeias poliénicas de 20 carbonos (Li et al. 2002, Kho-
timchenko et al. 2002).

Macroalgas marinhas sao uma fonte importante de carotenoides na alimentagao e sau-
de humana, seja pelo consumo direto ou na forma de pilulas ou tabletes de biomassa seca(Mise
et al. 2011). No Oriente, macroalgas sdo consumidas regularmente ha milhares de anos. A alga
vermelha Porphyra tenera (classe Bangiophyceae), uma das mais populares algas comestiveis
do Japédo (Asakusa-nori), contém uma série de metabolitos de carotenoides. Os teores de lu-
teina e zeaxantina podem chegar a mais de 95% do total de carotenoides nas algas vermelhas,
aléem de alfa e betacaroteno e outros carotenoides em menos quantidade. Membros da familia
Corallinaceae (ordem Corallinales) distinguem-se por conter anteraxantina no lugar de luteina
(Schubert e Garcia-Mendoza 2006). As recentes descobertas de propriedades antiobesidade
da fucoxantina tém aumentado o interesse na producao de algas pardas para uso medicinal.
A fucoxantina ja foi isolada para estudos de bioatividade de pelo menos 20 espécies de algas
pardas dos géneros Alaria, Cladosiphon, Cystoseira, Eisenia, Fucus, Hijikia, Ishige, Kjellmaniella,
Laminaria, Myagropsis, Padina, Petalonia, Sargassum e Undaria (Peng et al. 2011). O género La-
minaria (kombu) ¢ também muito utilizado na culinaria asiatica e uma importante fonte natural
de fucoxantina para a populagao.

3.2 MICROALGAS EUCARIOTICAS, CIANOBACTERIAS E BACTERIAS
Devido asuagrande diversidade e possibilidade de cultivo em massa, microalgas euca-
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ridticas e cianobactérias marinhas apresentam grande potencial biotecnologico. Diatomaceas
produzem clorofila a e c como pigmentos principais e altas quantidades de fucoxantina como
seu principal carotenoide, competindo com algas pardas como fonte desse importante com-
posto (Peng et al. 2011). A maioria das diatoméaceas também contém altos teores de EPA (n-3),
como espécies de Phaeodactylum tricornutum e Nitzschia laevis, o que contribui para viabilida-
de econdtmica da producgao desses compostos em cultivos intensivos (Dunstan et al. 1994, Le-
beau e Robert 2003a, 2003b). Diatomaceas produzem e acumulam goticulas lipidicas como pro-
duto de reserva durante o crescimento vegetativo em quantidades atraentes para exploracao
biotecnologica, especialmente em cultivos manipulados com limitacao por nitrogénio. Teores
de 6leosricos emtriglicerideos em diatomaceas compoem normalmente 20 a 35% da biomassa
seca, mas podem chegar a mais de 70% (Hu et al. 2008). Além disso, apresentam um perfil de
AGs com composicao ideal para producao de biodiesel de 6tima qualidade (Hildebrand et al.
2012). Diversas microalgas marinhas produzem EPA e DHA em niveis elevados e sdo potenciais
fontes primarias desses compostos. As microalgas Nannochloropsis spp., Porphyridium cruen-
tum, Phaeodactylum tricornutum e Chaetoceros calcitrans foram consideradas boas produtoras
de EPA. Isochrysis galbana, Cryptecodinium spp. e Schyzotrichium spp. sao fontes promisso-
ras de DHA. Além dessas, Pavalova lutheri e Thalassiosira pseudonana foram idenficadas como
fonte para ambos, EPA e DHA (Hymaia e Kim 2015). Engenharia metabdlica vem sendo usada
para melhorar o teor lipidico de diatomaceas marinhas e.g. através do aumento da expressao
da enzima CoA-carboxilase que catalisa a carboxilagao de acetil-CoA a malonil-CoA, substrato
da sintese de AGs(Lu et al. 2011). Haptoficeas contém muitas espécies marinhas tipicas de am-
bientes tropicais. Entre aquelas com potencial biotecnoldgico destacam-se as especies Iso-
chrysis galbana e Pavlova lutheri, ricas em AGs poli-insaturados como DHA e EPA (Burgess et al.
1993, Wen e Chen 2003).

Cianobactérias marinhas sao importantes como potenciais fontes das ficobiliproteinas
usadas como corantes, nutricéuticos e fluorocromos. Géneros como Synechococcus, uma das
cianobactérias unicelulares mais abundantes nos oceanos, produzem R-ficoeritrina, enquanto
espécies filamentosas como Anabaena marina sao ricas em C-ficocianina (Lee 2008, Sekar e
Chandramohan 2008).

Bactérias heterotroficas marinhas produzem AGs, apesar de essa caracteristica ter
sido ignorada por muito tempo. AGs de bactérias sao predominantemente saturados e monoin-
saturados de 10 a 20 carbonos, sendo os poli-insaturados de cadeia longa mais raros. Porem,
bactérias tém capacidade de produzir AGs poli-insaturados (e.g. Pseudonomas e Vibrio) e essa
capacidade foi observada também em bactérias de grandes profundidades (Nichols 2003). Em
bactérias, EPA e DHA formam fosfolipideos ao invés de triacilglicerideos. A produgao de EPA
em larga escala por bactérias é considerada viavel e possui vantagens sobre a fonte tradicional
desses acidos graxos, o 6leo de peixe (Freese et al. 2009). A manipulagao das condigbes de
crescimento de linhagens de bactérias marinhas indica que é possivel obter bons rendimentos
na producao de EPA (EI Razak et al. 2014).

Bactérias tém capacidade em produzir carotenoides mono- ou diciclicos de 40 carbo-
nos, bem como aciclicos de 30 carbonos(Goodwin 1980, Britton et al. 2004). Carotenoides raros
foram isolados de linhagens de alfa-proteobactérias como Paracoccus sp., Brevundimonas sp.,
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Erythrobacter sp. e Flavobacterium sp., que também produzem astaxantina (Misawa 2010).

Como procariontes sao de crescimento rapido e as tecnologias de cultivo sao estabe-
lecidas, a producao de AGs e pigmentos por esses micro-organismos apresenta-se como uma
perspectiva promissora.

3.3 INVERTEBRADOS E PEIXES

Animais precisam adquirir AGs essenciais e carotenoides por meio da dieta para suprir
0 metabolismo. O perfil desses compostos em animais marinhos reflete em geral os habitos
e itens alimentares preferenciais de cada grupo, com variacoes em funcao da seletividade na
absorgao e acumulo e nos processos de transformacao no metabolismo de cada grupo.

Esponjas (Porifera) sdo conhecidas por conterem grande variedade de AGs e diversos
carotenoides. AGs com propriedade bioativa tém sido extensamente estudados nesse grupo.
Uma recente revisao (Mishra et al. 2015) mostra uma grande variedade, ca. 200 AGs ja iden-
tificados em esponjas. Essa diversidade, que varia entre espécies de Porifera, é refletida no
grau de saturacao, ramificacoes, comprimento da cadeia e tipos e numero de grupos funcio-
nais presentes nos AGs. Dentro da diversidade de AGs exibida pelas esponjas estao variantes
raras, com funcdes ainda nao totalmente conhecidas, mas também AGs poli-insaturados de re-
conhecidaimportancia biomédica, como o acido linoleico, acido linolénico, AA, EPA, DHA, entre
outros (Mishra et al. 2015). A coloragao vivida de muitas esponjas marinhas se deve a presenca
de carotenoides nos tecidos (Britton et al. 2004). Os carotenoides caracteristicos de esponjas,
como isorenierateno, renierateno e renierapurpurina, e as recentemente descritas bastaxan-
tinas, possivelmente originam-se de bactérias simbiontes e da ingestao de diatomaceas (Liaa-
en-Jensen 1998, Matsuno 2001, Rogers e Molinski 2005).

Moluscos marinhos também possuem grande diversidade de AGs. Em bivalves osteores
de AGs poli-insaturados chegam a quase 50% do total de AGs e incluem EPA e DHA(Freites et al.
2002a). Altos teores de AGs saturados(e.g. C20:0) foram observados em bivalves de ambientes
ricos em matéria organica e alta carga de bacteérias, comparados com populacdes nutridas com
fitoplancton marinho, que sao enriquecidos por AGs poli-insaturados de 18, 20 e 22 carbonos
(Freites etal. 2002b). Carotenoides encontrados em moluscos marinhos normalmente refletem
adietados organismos. Carotenoides encontrados em quitons(classe Polyplacophora)que pre-
dam sobre algas s&o luteina, zeaxantina e fucoxantina e seus metabélitos(Tsushima et al. 1989).
Similarmente, os gastropodes herbivoros Haliotis discus e Turbo cornutus, que se alimentam de
algas pardas e vermelhas, sao ricos em betacaroteno, alfacaroteno, zeaxantina, luteina e fuco-
xantina, enquanto o gastropode carnivoro Charonia sauliae, que se alimenta de estrelas-do-mar,
éricoemastaxantina, oprincipalcarotenoide encontrado nasestrelas-do-mar(Maokaetal.2011).
0 mesmo padrdo é observado em moluscos bivalves(mexilhdes e ostras)que acumulam e meta-
bolizam carotenoides de microalgas (Liaaen-Jensen 1998). A cor alaranjada ou vermelho vivido
de alguns mexilhdes deve-se a presencga de carotenocides (Maoka 2011). A conversao metabdlica
de fucoxantina e peridinina (um carotenoide de dinoflagelados marinhos) em bivalves ocorre
pela hidrdlise do grupo acetil, conversao da ligacdo alénica em acetilénica e hidrolise do anel
epoxi(Maoka 2011). Os carotenoides detectados em bivalves fornecem informagdes importantes
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sobre interactes na teia trofica marinha e dos processos metabolicos de biotransformacao de
carotenoides.

Entre os crustaceos marinhos, copépodos sao os mais bem estudados em relacao a
composicao e transformacao de AGs. Copépodos marinhos sao particularmente ricos em li-
pideos, Celenterados tém perfis peculiares de AGs, alguns com estruturas pouco comuns ou
concentracoes dos AGs comuns diferentes do normalmente encontrado em outros grupos.
Por exemplo, grandes quantidades de 4cido tetracosapolienoico (24:6, n-3 e 24:5, n-6) sdo en-
contradas em diferentes ordens de octocorais (Baptista et al. 2012). Corais zooxantelados (que
contém algas simbiontes em suas células) obtém AGs tanto da alimentagao quanto dos fotos-
sintatos dos simbiontes que sdo incorporados pelo coral (Oku et al. 2003).

Assim como nos celenterados, grandes quantidades de acido tetracosapolienocico
como 0 24:6(n-3)sdo encontrados nos equinodermos (McKenzie et al. 2000). Esse acido graxo,
quando isolado de Ophiura sarsi, apresentou significativa atividade anti-inflamatoria e antialér-
gica similar aos efeitos do DHA. Esse organismo ainda contém 15% de EPA e 2,6% de DHA na
fracao lipidica. Equiniona é o carotenoide abundante nas génadas de ourigos-do-mar, sendo
um metabolito da oxidacao de betacaroteno(Matsuno 2001). Estrelas-do-mar predam majorita-
riamente sobre moluscos bivalves e crustaceos. Seus principais carotenoides correspondem,
portanto, aos metabdlitos da oxidacao do betacaroteno, diatoxantina e aloxantina.

Tunicados sao, assim como moluscos bivalves, organismos filtradores, e espera-se
que esse habito reflita nos perfis de AGs e carotenoides. A maioria dos tunicados, como a as-
cidia comestivel Halocynthia roretzi e formas plancténicas, apresentam AGs poli-insaturados
como a maior fragao de AGs, em torno de 50%. AGs saturados compreendem de 22 a 32% da
fragao fosfolipidica(Kostetsky et al. 1983). Carotenoides de tunicados originam-se do fitoplanc-
ton que ingerem, incluindo muitas diatoméaceas, sendo, portanto, metabdlitos de fucoxantina,
diatoxantina e aloxantina (Matsuno 2001).

Peixes como sardinha e cavala contém altos teores de AGs, sendo a base da produ-
cao comercial de 6mega-3. Esses peixes acumulam AGs, pois se alimentam préximo a base
da cadeia alimentar, onde estao os produtores desses compostos. Dezenas de AGs ja foram
identificados no 6leo de peixe marinho, mas oito tipos representam mais de 80% do total (Ber-
gé e Barnathan 2005). A composicdo de AGs nos peixes é determinada pela dieta e metabolis-
mo (Sargent 1995). Peixes conseguem sintetizar de novo os AGs saturados e monoinsaturados,
além de absorver seletivamente e metabolizar AGs da dieta, incluindo poli-insaturados de ca-
deia longa, de forma a otimizar a composigao corporea desses compostos (Peng et al. 2003).
Peixes sao também ricos em carotenoides e apresentam grande variedade desses compostos.
Astaxantina € amplamente encontrada em peixes marinhos e de 4gua doce. Perciformes e sal-
monideos nao sintetizam astaxantina, sendo o carotenoide encontrado nesses peixes origina-
do daingestao de crustaceos do zooplancton(Schiedt 1998). Tunaxantina, metabolizada a partir
de astaxantina, confere coloracdo amarelada as nadadeiras dos perciformes (Matsuno 2001).
Novos carotenoides continuam sendo isolados de organismos marinhos, indicando a vasta di-
versidade desses pigmentos no mar. Recentemente tem se visto uma explosao no mercado de
carotenoides, motivada pelas descobertas do potencial terapéutico dessas substancias.
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Por razdes obvias de acessibilidade e questdes culturais, a biota terrestre (e.qg. frutas,
cerais, fungos, bactérias) ¢ notavelmente ainda mais explorada do que a de ambientes mari-
nhos (e.g. micro- e macroalgas, esponjas, peixes) como fonte de AGs e pigmentos com apli-
cagoes biotecnologicas. Apesar de existirem AGs e pigmentos sendo extraidos de organismos
marinhas, a diversidade desses compostos encontrada nos organismos que ja foram estudados
deixa claro que ha muitos outros que precisam ser avaliados e certamente novas fontes mari-
nhas serao descobertas. O ambiente marinho apresenta grandes variacdes de propriedades
fisico-quimicas em salinidade, temperatura, pressao e radiacao luminosa. Portanto, é plausivel
assumir que 0s organismos nesse ambiente estejam submetidos a intensos processos seleti-
vos e evolutivos, levando a diversificacao de metabolismos e, consequentemente, de biomo-
léculas. Essa ideia atrai o interesse de pesquisadores e investidores e incentiva a busca por
novos compostos no mar. E consenso entre especialistas que a biodiversidade marinha ainda
é subexplorada para fins biotecnologicos. Em relacao a exploracao de AGs e pigmentos, as po-
tencialidades sao reconhecidamente promissoras.
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Os organismos marinhos, ao longo da evolugao, desenvolveram sofisticados me-
canismos quimicos, utilizados na comunicacao, defesa, reproducao ou regula-
cao da homeostase. Interessantemente, muitos desses compostos apresentam
atividades biologicas, como agentes antitumorais, antibacterianos, antifungi-
cos, antivirais, imunossupressores e neurotoxicos, ganhando especial atencao
devido a sua potencial aplicacao como ferramentas farmacoldgicas no campo
do diagnostico e da terapia de diversas doencas, como infecgdes, processos in-
flamatarios, desordens lipidicas, disturbios imunomodulatérios, e no combate
a varios tipos de cancer, atuando na divisao celular e no apoptose. De acordo
com a literatura, a atividade citotdxica dos peptideos nao ¢ mediada por intera-
coes entre receptores especificos, mas pela interagao direta em sitios polares
e nao-polares em membranas citoplasmaticas bacterianas ou células tumorais,
interferindo assim nos processos celulares, propagacao e replicagcao. Muitos
peptideos antimicrobianos (PAMs) adotam uma estrutura secundaria em a-héli-
ce anfipatica somente quando em contato com as membranas celulares, tornan-
do-se ativos e perturbando a integridade da membrana, criando falhas ou for-
mando poros. A carga positiva dos PAMs favorece uma maior interagao com 0s
fosfolipidios negativamente carregados (fosfatidilglicerol, fosfatidiletanolamina
e cardiolipina) das membranas bacterianas/tumorais do que com fosfolipidios
“zwiteridnicos’ (neutros) presentes na face extracelular da membrana de células
normais de mamiferos, dessa forma criando uma seletividade e consequente-
mente um potencial uso terapéutico. Este capitulo consiste em uma pequena
revisao sobre alguns peptideos ja isolados e caracterizados de diversos organis-

mos marinhos, com foco nas atividades antimicrobiana, antitumoral e antiviral.
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CIANOBACTERIA

Em termos gerais, organismos marinhos sdo uma interessante fonte de compostos
citoliticos, sendo estes amplamente estudados para aplicacao em diversas terapias. Dentre
estes compostos citoliticos podemos destacar alguns peptideos unicos em sua estrutura, pois
apresentam aminoacidos nao proteinogénicos ou residuos de hidroxiacido, enquanto outros
apresentam alteracoes pds-traducionais. Dentre estes destacamos os depsipeptideos, pepti-
deos nos quais um ou mais de seus grupos amida, -C(O)NHR-, sdo substituidos pelo éster cor-
respondente, -C(0)OR, ou mais geralmente, ¢ uma molécula que possui ambas ligagoes peptidi-
cas e éster na proximidade da mesma molécula, ou cadeia pequena contendo aminoacidos. Os
depsipeptideos sao relativamente comuns estao se mostrando novas ferramentas terapeuticas
para uso como antitumorais, antibacterianos e antivirais.

Desmethoxymajusculamide C(DMMC)é um depsipeptideo ciclico isolado da cianobac-
téria Lyngbya majuscula, que promove a despolimerizagao da actina e mostrou-se potente e
seletivo contra tumores solidos. O DMMC foi testado em diversas linhagens de células canceri-
genas humanas, entre elas o carcinoma colorretal (HCT118), carcinoma epitelial (H460), cancer
de pulmao (H-125), adenocarcinoma mamario (MCF7), leucemia (CCRF-CEM), adenocarcinoma
mamario metastatico (MDA-MB-435), e também contra neuroblastoma murino (Neuro-2A). La-
gunamides A e B sao depsipeptideos também isolados da cianobactéria L. majuscula, mostra-
ram-se citotoxicos contra outras varias linhagens de células cancerigenas, incluindo leucemia
murina (P388), adenocarninoma pulmonar (Ab49), cancer de prostata (PC3), adenocarcinoma
ileocecal colorectal (HCT8), carnicoma ovariano (SK-0V3), e adenocarcinoma de colon (HT-29).

Apratoxina A é outro depsipeptideo isolado da cianobactéria marinha L. majuscula com
acao contra linhagens de tumores de nasofaringe humana e colorretal humano em concentra-
coes subnanomolares. A apratoxina A € o primeiro agente antitumoral identificado que inibe a
via de secrecao celular devido a prevencao da N-glicosilagao de receptores tirosina-quinases
associados ao cancer e proteinas secretoras (por exemplo, fator de crescimento e citocinas)a
partir do citoplasma para o reticulo endoplasmatico, onde passam por rapida degradacgao pro-
teassbmica.

PORIFEROS

Papuamida A ¢ um depsipeptideo ciclico isolado das espécies Theonella mirabilis e T.
swinhoei, que protege células de leucemia linfoblastica aguda em cultura contra a infecgao pelo
HIV-Tinvitro. A papuamida A inibe a entrada do virus HIV, e apesar de nao conhecermos os me-
canismaos, sabe-se que essa inibicao nao ocorre devido a ligacao nos receptores de reconhe-
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cimento ceélula-virus. A papuamida A também é capaz de inibir o virus da estomatite vesicular e
virus daleucemia murina anfotrdpica, sugerindo que o mecanismo de inibigcao nao é HIV-1espe-
cifico, e que possivelmente a atividade virucida esta relacionada com a interacao da papuamida
diretamente com o virus.

Da esponja Homophymia sp. foram isolados e caracterizados nove depsipeptideos
que foram denominados de homofiminas, os quais apresentaram potente atividade citotoxica
contrauma variedade de linhagens de células de cancer humano, como carcinoma de prostata
(PC3) e ovariano (SK-0V3).

Stilopeptideo 2 é um ciclodecapeptideo rico em prolina que foi isolado a partir de um
extrato citotoxico da esponja marinha Stylotella sp., de Papua Nova Guiné. Apresenta atividade
contra as células de leucemia linfocitica (P388). Yaku'amidas A e B foram isolados a partir da
esponja marinha Ceratopsion sp., apresentando efeito inibidor sobre o crescimento de varias
linhagens de células de cancer humano.

Geodiamolida H, isolada de uma esponja brasileira, Geodia corticostylifera, demons-
trou atividade antiproliferativa contra células de cancer de mama (Hs578T), alterando o cito-
esqueleto de actina. Interessantemente linhagens celulares normais nao foram afetadas pelo
tratamento com o geodiamolide H.

Discoderminas sao tetradecapeptideos citotdxicos obtidos a partir de esponjas do gé-
nero Discodermia sp., contendo 13-14 aminoacidos. Os peptideos denominados de discodermi-
nas A a H foram efetivos na inibigao da proliferacao de linhagens celulares de cancer de pulmao
humano (Ab49) e leucemia murina (P388). Mirabamidas, isoladas da esponja Siliquariaspongia
mirabilis, apresentaram atividade anti-HIV-1nas cepas virais HXB2 e SF162, inibindo a fusao do
HIV com a membrana celular, presumivelmente por meio de interagoes com as glicoproteinas
do envelope do HIV-1. Neamphamide A, depsipeptideo isolado da esponja marinha Neamphius
huxley, exibiu potente atividade citoprotetora contra a infeccao pelo HIV-1em células 12-CEM-
-SS (leucemia linfoblastica) em dose subnanomolar, com baixa citotoxidade para as células
hospedeiras.

Halipeptinas foram isoladas da esponja marinha Haliclona sp. Apresentam proprieda-
des anti-inflamatorias, que foram demonstradas através da inibicdo dose-dependente do ede-
ma induzido em pata de rato por injecao subplantar de carragenina um modelo amplamente
usado em estudos que visam a descoberta de novas moléculas anti-inflamatarias.

CNIDARIOS

A maioria dos trabalhos que envolvem isolamento e caracterizacao de peptideos ativos
de cnidarios sao realizados a partir da peconha, sendo o foco em peptideos com a atividade
blogqueadora/moduladora de canais idnicos. Todavia, neste capitulo destacamos o isolamento
de alguns peptideos antimicrobianos isolados nao s6 da peconha, mas também da mesogleia,
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Figura 1. Estrutura de alguns depsipeptideos identificados de organismos marinhos.

uma camada gelatinosa situada entre a epiderme e a gastroderme das espécies desse filo.

Destacamos um peptideo de 40 residuos de aminoacidos, denominado aurelina, que
foi isolado a partir da mesogleia da medusa Aurelia aurita, e exibiu atividade contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. Da anémona-do-mar Stichodactyla helianthus foram isola-
das a sticolisinal e Il (Delta-stichotoxin), duas citolisinas formadoras de poros que apresentam
atividade hemolitica, neuro- e cardiotoxica.

No tentaculo de Anemonia sulcata foi isolado um peptideo com atividade antibacteria-
na contra Micrococcus lysodeikticus. Sua sequéncia de aminoacidos revelou identidade com a
anemoniatoxina 2 (ATX-Il, Delta-actitoxin-Avdlc), uma toxina bloqueadora de canal sédio volta-
gem-dependente. Consequentemente, a ATX-Il parece ter um duplo papel como toxina e como
antibacteriano.

Ueq 12-1¢é um peptideo que apresenta atividade antibacteriana moderada contra bac-
térias Gram-positivas. Foi isolado e caracterizado a partir da anémona do mar Urticina eques,
este peptideo apresenta 45 aminoacidos incluindo 10 residuos de cisteina com uma distribui-
¢ao incomum e representa um novo grupo de peptideos de anémona do mar sendo similar a
uma defensina. Do extrato bruto do coral Phyllogorgia dilatata foi isolado um peptideo capaz de
inibir o desenvolvimento do S. aureus, o Pd-AMP1, cuja a sequéncia N-terminal nao apresentou
correspondéncia significativa com nenhum peptideo descrito.
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MOLUSCOS

Células sanguineas ou hemocitos sao componentes celulares que medeiam a imunida-
de dos invertebrados. Eles flutuam no fluido interno ou hemolinfa em que os ¢rgaos sao imer-
sos. Consequentemente, os hemaocitos viajam amplamente na cavidade do corpo, oferecendo
ampla oportunidade para encontrar e combater agentes patogénicos. Trés peptideos cationi-
cos denominados myticinas A, B, e C foram purificados a partir de extratos de hemacitos do
mexilhao Mytilus galloprovincialis. As trés isoformas apresentaram atividade antibacteriana
contra bacteérias Gram-positivas, enquanto apenas a isoforma B ¢ ativa contra o fungo Fusa-
rium oxysporum e uma bactéria Gram-negativa Escherichia coli D31.

Outros peptideos denominados mytilinas foram isolados a partir da hemolinfa de mexi-
Indes Mytilus edulis. Esses peptideos, ricos em cisteina, apresentam 34 residuos de aminoacidos
e um potente espectro de atividade bactericida contra uma variedade de estirpes. No ensaio
de inibicao do crescimento, a mytilina A mostrou notoria atividade contra as seguintes estirpes
Gram-positivas: Aerococcus viridans, Bacillus megaterium e Micrococcus luteus; Enterococcus
faecalis e Staphylococcus aureus. Mytilina A teve um efeito semelhante nas duas estirpes Gram-
-negativas E. coli D31 e E. coli D22 e também afetou as espécies marinhas Alteromonas carra-
geenovora, Pseudomonas alginovora e Cytophaga drobachiensis. As outras cepas testadas (E.
coli 1106 e Salmonella typhimurium)nao foram afetadas, mesmo na maior concentragéo testada.

Uma nova lectina de ovos de Aplysia dactylomela foi isolada. Essa proteina consiste em
217 residuos de aminoacidos, e foi capaz de aglutinar e inibir o crescimento de S. aureus, suge-
rindo que essa lectina pode ser uma alternativa ao uso convencional de agentes antimicrobia-
nos no tratamento de infecgoes causadas por biofilmes estafilococicos.

Peptideos com atividade antitumoral também foram encontrados em moluscos, en-
tre 0s quais merecem destaque as dolastatinas, peptideos isolados a partir da lebre-marinha
Dollabella auricularia. A dolastatina 10 ¢ um peptideo linear que na época da sua descoberta foi
considerado como uma promessa no combate ao cancer, haja vista sua acao sem precedentes.
As dolastatinas sao potentes compostos antineoplasicos que atuam em doses picomolares e
sao efetivas contra um grande nimero de linhagens tumorais. Sua atividade antimitética é re-
sultante da agao inibitoria na formacao do microtubulo e na inibigao da hidrolise de GTP depen-
dente de tubulina.

Na fase | dos ensaios clinicos, foi testada para tratamento de canceres de mama e fi-
gado, tumores solidos e leucemia. Contudo, as dolastatinas, apesar de sua notavel acao in vitro,
nao sao tao eficientes quando testada in vivo. A dolastatina 10 ndo se mostrou eficaz para testes
com humanos e nao progrediu para a fase Il, todavia sua estrutura primaria serviu de modelo
para a sintese de outros derivados ou formulagdes antitumorais.

Adolastatina 15, um depsipeptideo constituido de sete residuos de aminoacidos, estru-
turalmenterelacionado adolastatina 10, promove ainibicao dadivisao celular através dainibicao
da polimerizacao dos microtubulos, consequentemente afetando o fuso mitotico. A dolastatina
15 promove a indugdo de apoptose em diferentes linhagens de mieloma humano (RPMI8226,
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U266 e IM9), através de duas vias mitocondriais diferentes: ativagdo das caspases-3 e 9; e au-
mentando a expressao de Bax, consequentemente a perda do potencial de membrana mitocon-
drial.

0 Kahalalide F é um depsipeptideo encontrado no molusco Elysia ruferesces e em ma-
croalgas do género Bryopsis spp., da qual ele se alimenta. Kahalalide F apresentou acao citoto-
xica paradiversas linhagens tumorais de mama, hepatico e de pulmao de células nao-pequenas.
Sua acao ocorre na membrana celular, sugerindo uma interacao especifica com componentes
da membrana. Kahalalide F € um bom candidato como modelo para desenhos de medicamen-
tos que visam explorar o potencial de seletividade celular.

ANELIDEOS

Dois novos peptideos antimicrobianos com 21 residuos de aminoacidos, arenicina-1e
arenicina-2, foram isolados dos celomdcitos de poliquetas marinhas da espécie Arenicola ma-
rina. Estes PAMs exibiram atividade contra bactérias Gram-positiva Listeria monocytogenes (li-
nhagem EGD), Gram-negativa E. coli(linhagem ML-35p)e o fungo Candida albicans. As arenicinas
possuem uma unica ligacao dissulfeto Cys3-Cys20, formando um anel de 18 residuos de amino-
acidos, e nao possuem homologia de sequéncia com nenhum PAM previamente identificado.

Outro peptideo antimicrobiano, denominado hedistina, foi identificado a partir dos ce-
lomocitos do anelideo marinho Nereis diversicolor. A hedistina nao mostra semelhangas com
outros peptideos conhecidos e constitui o primeiro peptideo antimicrobiano contendo bromo-
triptofanos. A hedistina possui atividade contra um amplo espectro de bactérias, incluindo S.
aureus e Vibrio alginolyticus resistentes a meticilina.

ARTROPODES

Crustaceos compoem um grande, antigo e diversificado grupo de animais que inclui
muitos membros conhecidos e explorados comercialmente. O seu habitat natural é normal-
mente diversificado em organismos infecciosos, tais como virus, bactérias, fungos e outros
parasitas. Seu sucesso evolutivo confirma as estratégias eficientes que utilizam para a sobre-
vivéncia. Os crustaceos nao apresentam um sistema imunitario adaptativo e altamente especi-
fico como os dos vertebrados, e sim um sistemainato, rapido e eficiente contra micro-organis-
mos, baseado em peptideos antimicrobianos encontrados em sua hemolinfa e/ou hemacitos.

Essas moléculas tém um peso molecular baixo (menos de 10 kDa) e, geralmente, for-
mam poros nas membranas. Esses peptideos possuem uma estrutura anfipatica, que facilita
sua capacidade de anexar, desestabilizar e/ou penetrar na membrana citoplasmatica de micro-
-organismos.

Historicamente, bac-like é o primeiro peptideo antimicrobiano parcialmente caracteri-
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zado em crustaceos. E um peptideo rico em prolina/arginina(ou rico em PRP)isolado de hemo-
citos de Carcinus maenas. Infelizmente o bac-like nao tem a sua sequéncia completa elucida-
da, todavia sua sequéncia parcial compartilha semelhancas com as peneidinas, uma familia de
peptideos antimicrobianos encontrada exclusivamente em camaroes.

Callinectina ¢ um peptideo rico em PRP isolado a partir dos hemaocitos do carangue-
jo-azul Callinectes sapidu. A sequéncia N-terminal parcialmente caracterizada da callinectina
nao mostrou homologia significativa com qualquer outro peptideo antimicrobiano conhecido.
Esse novo peptideo catidnico foi testado apenas contra E. coli D31, e falta informacao sobre a
sua sequéncia completa e espectro de atividade antimicrobiana.

Peptideos defensin-like foram identificados na lagosta japonesa Panulirus japonicus
usando uma abordagem de TAG de sequéncia expressa(EST). Nessa espécie, foram detectadas
duas isoformas diferentes, Panulirus japonicus Defensin 1e 2 (PJD1 e PJD2) no tecido cardia-
co, branquias e hepatopancreas e hemacitos. Ambas as isoformas possuem um peptideo sinal
(N-terminal) e um dominio (C-terminal) semelhante a defensina, contudo o padréo de cisteina
encontrado é distinto das defensinas de outros invertebrados, mas idéntico ao de defensinas
encontradas em vertebrados. Infelizmente, essas defensinas sao meramente consideradas
‘antimicrobianos putativos", pois o0 seu espectro de atividade antimicrobiana ainda nao foi de-
terminado.

A 'scygonadina é um peptideo antimicrobiano aniénico, originalmente purificado a par-
tir do plasma seminal do caranguejo de lama Scylla serrata. Mostrou apenas atividade antibac-
teriana contra as bactérias Gram-positivas Micrococcus luteus. Posteriormente, um homologo
de scygonadina, denominado SSAP (sigla em inglés para proteina antimicrobiana de S. serrata),
foi purificado a partir de hemocitos granulares da mesma espécie de caranguejo. SSAP mos-
trou atividade antibacteriana principalmente contra bactérias Gram-positivas: M. luteus, Strep-
tococcus pyogenes e S. aureus, mas nao contra fungos filamentosos e leveduras.

As peneidinas sdo, sem duvida, a familia mais bem caracterizada de peptideos anti-
microbianos descritos até o momento para crustaceos. Sao peptideos catiénicos quiméricos
compostos por um dominio nao estruturado rico em PRP N-terminal e uma regiao C-terminal
contendo seis residuos de cisteina que estao envolvidos em trés pontes dissulfeto intramole-
culares. Interessantemente, o dominio N-terminal partilha elevada semelhanca de sequéncias
com peptideosricos em PRP, em particular com bac-like de caranguejo. Por outro lado, o domi-
nio C-terminal rico em cisteina nao corresponde a quaisquer outros "motivos de cisteina" pre-
viamente descritos em PAMs contendo cisteina. As peneidinas foram originalmente isoladas
da hemolinfa do camarao-branco do Pacifico Litopenaeus vannamei e parecem ser restritas
apenas a familia Penaeidae.

Esses peptideos demonstraram ser particularmente eficazes contra bactérias Gram-
-positivas Aerococcus, Micrococcus, Bacillus, Staphylococcus, e fungos filamentosos (Fusa-
rium, Nectria, Alternaria, Neurospora, Botritys, Penicillium), mas pouco ativo ou ndo ativo contra
bactérias Gram-negativas e Vibrio marinhos. Curiosamente, além de suas propriedades antimi-
crobianas, as peneidinas também sao capazes de seligar a quitina. Aregiao de ligagao a quitina
¢ odominio rico em cisteina, enquanto o dominio rico em PRP estéa preferencialmente envolvido
com as atividades antimicrobianas. Sugere-se que a ligacao a quitina das peneidinas poderia
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ter funcoes adicionais, tais como a capacidade de se ligar a carapaca de camarao apos lesao e
participar na cicatrizagao de feridas.

Crustinas sdo definidas como peptideos antibacterianos catiénicos multidominio
contendo um dominio de proteina &cida na regiao C-terminal. A primeira crustina identificada,
purificada a partir dos hemdcitos granulares do caranguejo de costa Carcinus maenas, exibe
atividade especifica para bactérias Gram-positivas dos géneros Micrococcus, Aerococcus, Pla-
nococcus, Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium e Bacillus. Desde a sua primeira
identificacao, mais de 50 sequéncias em diversas espécies de crustaceos, incluindo lagostins,
camardes marinhos e de agua doce, caranguejos e lagostas, e também em crustaceos nao de-
capodes, como anfipodes, foram identificadas através de abordagens baseadas em EST.

Hyastatina é um peptideo antimicrobiano multidominio que foi purificado e caracteri-
zado a partir dos hemaocitos do caranguejo-aranha Hyas araneus. Esse peptideo antimicrobiano
é composto por um notavel dominio N-terminal rico em glicina, uma porcao curta contendo PRP
e uma regiao C-terminal com seis residuos de cisteina. O dominio rico em glicina consiste em
cerca de 27% de residuos de glicina e € muito semelhante ao de algumas crustinas. Por outro
lado, ambos os dominios contendo PRP e cisteina sao comparaveis a outros PAMs de crusta-
ceos. O arranjo dos seis residuos de cisteina da hyastatina é idéntico ao padrao de cisteina en-
contrado em peneidinas, além disso a hyastatina também tem a capacidade de ligagao a quitina
tal como descrito para as peneidinas. A hyastatina foi testada contra um numero reduzido de
espécies de micro-organismos, mas mostrou um amplo espectro de atividade. E capaz de inibir
o crescimento de leveduras Saccharomyces cerevisiae e C. albicans, bactérias Gram-paositiva
Corynebacterium glutamicum e bactérias Gram-negativa E. coli, diferenciando-se assim das pe-
neidinas e crustinas que possuem uma atividade antimicrobiana mais restrita para as bactérias
Gram-positivas.

Arasinas sao peptideos catidnicos que foram também isolados de hemacitos de Hyas
araneus. Esses peptideos contém uma sequéncia com 25 residuos de aminoacidos, com a re-
giao N-terminal rica em PRP linear e a porgao C-terminal contendo quatro residuos de cisteina
formando duas ligacdes dissulfeto. 0 motivo PRP N-terminal € semelhante aos PAMs de crusta-
ceos, tais como Bac-like. A arasina 1foi testada apenas contra algumas espécies de micro-or-
ganismos e exibiu atividade contra Gram-paositivo C. glutamicum e Gram-negativos Listonella
anguillarum e E. coli. A arasina 2 foi apenas identificada através de biblioteca de cDNA de he-
mocitos, e 0 seu espectro de atividade antimicrobiana ainda nao foi determinado.

Um peptideo cationico, designado taquiplesina, foi isolado de extratos acidos de res-
tos de hemacitos de caranguejo-ferradura(Tachypleus tridentatus), consiste em 17 residuos de
aminoacidos. A taquiplesina inibe o crescimento de bactérias Gram-negativas de varias linha-
gens de Salmonella typhimurium, S. minnesota e E. coli, e de Gram-positiva S. aureus. Acredita-
-se que a taquiplesina forme um complexo com lipopolissacarideo bacteriano.

EQUINODERMATAS
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Somente poucas espécies de equinodermos causam acidentes em humanos, em con-
sequéncia sao poucos o0s estudos toxinoldgicos desse grupo. Sao poucas as toxinas ja caracte-
rizadas de pedicelos, o aparelho peconhento de ouricos-do-mar. Porém, assim como os crusta-
ceos, 0s ouricos-do-mar possuem um sistema imune inato e sao considerados como uma fonte
potencial para a descoberta de novos peptideos antimicrobianos. Dois peptideos antibacteria-
nos foram isolados a partir de extratos de celomdcitos de Strongylocentrotus purpuratus. As
estrongilocinas sdo peptideos cationicos, defensin-like (ricos em cisteina), mas ndo mostram
nenhuma semelhanga com outros PAMs conhecidos no que diz respeito ao padrao de distribui-
cao de cisteinas. Esses peptideos apresentam potente atividade contra bactérias Gram-nega-
tivas e Gram-positivas.

Também de extratos de coelomdcitos do ourico-do-mar verde Strongylocentrotus dro-
ebachiensis foram purificadas as centrocinas 1 e 2. Esses peptideos cationicos tém potente
atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. As centrocinas possuem uma es-
trutura heterodimérica, contendo uma cadeia pesada (30 aminoacidos) e uma cadeia leve (12
aminoacidos).

TUNICADOS

Recentemente as ascidias tém ocupado um lugar de destaque no que diz respeito a
prospeccao de compostos biologicamente ativos, pois estudos tém demonstrado que elas po-
dem produzir compostos antitumorais centenas de milhares de vezes mais potentes do que
qualguer coquetel anticancer em uso. Destacamos as didemninas A, B e C, descobertas no ini-
cio da década de 80, sao depsipeptideos ciclicos obtidos a partir de Trididemnum solidum, um
tunicado caribenho da familia Didemnidae. As didemninas apresentaram grande eficacia contra
uma variedade de virus: Herpes simplex virus tipo 1e 2, Coxsackie A-21virus e Equine rhinovirus.
Também foram capazes de diminuir significativamente as lestes do herpes virus no tratamento
topico emratos, além de apresentar atividade antitumoral. As didemninas A e B atuam inibindo
asintese proteica, e foi constatado que a didemnina B era mais letal para células cancerosas do
que para células normais. Didemnina B foi o primeiro componente de origem marinha a entrar
em testes clinicos como agente antineoplasico pelo National Cancer Institute, mas, apés mais
de dez anos de testes clinicos para uma grande quantidade de canceres, os resultados foram
desanimadores, devido aos efeitos toxicos, e os testes foram interrompidos na fase I1.

Aplidina ¢ um ciclodepsipeptideo isolado do tunicado Aplidium albicans, que tem mos-
trado atividade antitumoral sobre varias linhagens de cancer humano, tais como cancer de
mama, melanoma e pulmao, interessantemente sensiveis a baixas concentragdes desse com-
posto. O modo de acao da aplidina envolve varias vias, incluindo a interrupcao do ciclo celular
e inibicao da sintese proteica, assim induzindo a apoptose. Além disso, a aplidina possui um
mecanismo unico e diferencial de citotoxicidade, que envolve a inibi¢cdo da ornitina descarbo-
xilase, uma enzima que é critica no processo de formacao e crescimento do tumor. Aplidina
inibe também a expressao do gene do fator de crescimento vascular endotelial, tendo efeitos
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antiangiogénicos.

Molamida é um ciclodepsipeptideo obtido a partir da ascidia Didemnum molle. Demons-
trou citotoxicidade contra varias linhagens celulares, como leucemia murina P388, carcinoma
de pulmao humano (A549) e de colon humano (HT29).

Além de peptideos antitumorais, diferentes espécies de tunicados sintetizam pepti-
deos antimicrobianos como importantes moléculas efetoras do sistema imune inato. Dos he-
macitos da ascidia Styela clava, foram isolados quatro peptideos antimicrobianos helicoidais,
denominados clavanina A, B, C e D. Cada clavanina contém 23 residuos de aminoacidos e sao
amidadas na regiao C-terminal. Em baixas concentracoes, a clavanina A foi capaz de diminuir a
viabilidade das bactérias Gram-negativa E. coli e Gram-positiva L. monocytogenes, e do fungo
C. albicans.

Clonado a partir de uma biblioteca de cDNA de tecidos faringeos da ascidia Styela
clava, a clavaspirina é um peptideo amidado, rico em histidina, de 23 residuos. Assim como a
clavanina, a clavaspirina também demonstrou-se capaz de inibir o crescimento das bactérias
Gram-negativa E. coli e Gram-positiva L. monocytogenes, e do fungo C. albicans. Alem da ativi-
dade antimicrobiana, apresenta efeito hemolitico sobre eritrécitos humanos e bovinos.

O peptideo antimicrobiano dicynthaurina foi isolado de hemaocitos do tunicado Halo-
cynthia aurantium. Na realidade, dicynthaurina € um dimero composto por dois mondneros de
30 residuos de aminoacidos sem homologia de sequéncia com quaisquer peptideos identifi-
cados. Os mondmeros sao amidados na regiao C-terminal e ligam-se covalentemente por uma
Unica ligacao dissulfureto de cisteina. A atividade de amplo espectro da dicynthaurina incluiu
bactérias Gram-positivas (M. luteus, S. aureus, L. monocytogenes) e Gram-negativas (E. coli,
Pseudomonas aeruginosa), mas nao tem atividade contra o fungo C. albicans.

Halocitina e papillosina sao dois peptideos antimicrobinaos isolados e caracterizados
a partir de hemocitos de Halocynthia papillosa. Apresentam 26 e 34 residuos de aminoacidos,
respectivamente, e suas estruturas primarias nao se assemelham com nenhum PAM conhecido.

Essas moléculas exibem ampla atividade antibacteriana contra bactérias Gram-po-
sitivas Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, Aerococcus viridans, Bacillus megaterium e
S. aureus, e Gram-negativas P. aeruginosa, Enterobacter aerogenes, Salmonella thyphimurium,
Klebsiella pneumoniae, Neisseria gonorrhoeae e E. coli.

VERTEBRADOS

Os peptideos anfipaticos alfa-helicoidais sao muito comuns em peixes. A primeira fa-
milia de PAM em peixes a ser descoberta foi a pardaxina, isolada a partir das glandulas cutaneas
de pele de um linguado do Mar Vermelho, Pardachirus marmoratus. A pardaxina apresenta ati-
vidade antibacteriana, pois forma poros na membrana de bactérias Gram-positivas e Gram-ne-
gativas.

Pleurocidinas sao peptideos de 25 residuos de aminoacidos isolados primeiro do muco
da pele de outro linguado, Pleuronectes americanus. As pleurocidinas sao antimicrobianos de
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amplo espectro e inibem a sintese de DNA, RNA e proteinas.

Piscidinas sao pequenos peptideos de 22 residuos de aminoacidos que foram primei-
ramente purificados da pele e das branquias do robalo Morone saxatilis, contudo mais recente-
mente descobriu-se que esse antimicrobiano esta presente em outros perciformes.

Existe pouca informacao disponivel a respeito de peptideos antimicrobianos nativos
isolados de peixes. Encontramos as dicentracinas no robalo europeu, Dicentrarchus labrax,
as crisofisinas no sargo vermelho, Chrysophrys major, e a epinecidina da garoupa-manchada,
Epinephelus coioides. Todos esses PAMs maostraram atividade antimicrobiana de amplo espec-
tro, provavelmente formando poros na membrana das bactérias.

Apesar da pouca informacao, podemos destacar a utilizacao de metodologias de biolo-
gia molecular, em que foram identificados genes codificadores de catelicidina, uma familia de
peptideos antimicrobianos comum em vertebrados, no salmao atlantico, Salmo salar, no peixe
do artico Salvelinus alpines, no bacalhau Gadus morhua e peixes agnatos como a feiticeira Myxi-
ne glutinosa.

10 | concLusAo

A vida marinha é extremamente diversa em forma e fisiologia para adaptacoes em di-
versos ambientes, em estratégias de captura de presa ou de defesa contra predadores. Nes-
ses milhares de anos de evolucao, diversas moléculas surgiram e tambem evoluiram. E s6 mais
recentemente, nestas ultimas trés décadas, em pararelo com o avango tecnoldgico, estamos
vivenciando cada vez mais o isolamento e caracterizagao de compostos bioativos. Com a cres-
cente demanda de moléculas com atividade antibacteriana e antitumoral, ndo € impertinente
dizer que o ambiente marinho talvez seja o0 ambiente mais importante na bioprospeccao de
novos compontes farmacologicamente ativos. Neste capitulo destacamos alguns exemplos de
peptideos antibacterianos, antitumorais e antivirais isolados de varios grupos marinhos que
apresentam potencial terapéutico.

Tabela 1. Peptideos de origem marinha que apresentam atividade antibacteriana, antitumoral e antiviral.

ENTRADA
NOME DO P WWWw. -
PHYLLUM PEPTIDEO SEQUENCIA DE AMINOACIDOS UNIPROT. ESPECIE ATIVIDADE
[o]3{¢)
. AACSDRAHGHICESFKSFCKDSGRNG . . Antibacter-
Aurelina VKLRANCKKTCGLC O0MWV8 Aurelia aurita iana

ALAGTIAGASLTFQVLDKVLEELGKVS
RKIAVGIDNESGGTWTALNAYFRSGTTD

Cnidaria Sticolisi- | YILPEFVPNTKALLYSGRKDTGPVATGAVAA Stichodacivl hemolitica,
na‘fo‘s‘ FAYYMSSGNTLGVMFSVPFDYNWYSNW | P07845 he’(faﬁmicsyg neuro- e
WDVKIYSGKRRADOGMYEDLYYGNPYRGD cardiotoxica
NGWHEKNLGYGLRMKGIMTSAGEAKM
OIKISR
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PHYLLUM

NOME DO
PEPTIDEO

SEQUENCIA DE AMINOACIDOS

SELAGTIIDGASLTFEVLDKVLGELGKVS

ENTRADA
WWW.
UNIPROT.
ORG

ESPECIE

ATIVIDADE

RKIAVGIDNESGGTWTALNAYFRSGTTD hemolitica,
Sticolisi- | VILPEVVPNTKALLYSGRKSSGPVATGAVAA 81662 Stichodactyla neuro-e
nall FAYYMSNGNTLGVMFSVPEDYNWYSNWWD helianthus cardiotdx-
VKIYPGKRRADOGMYEDMYYGNPYRGDNG ica
WYOKNLGYGLRMKGIMTSAGEAKMOIKISR
blogqueado-
Cnidaria ra de canal
?Poexﬁgné_ GVPCLCDSDGPSVRGNTLSGIWLAGCPSG | s | Anemonia f;d‘g%o‘de
WHNCKKHGPTIGWCCKO sulcata J
(ATX-I1) pendente,
antibacte-
riano
- CYPGOPGCGHCSRPNYCEGARCESGFHD L Antibacte-
Ueq 12-1 COSDHWCDASGDRCCOA COHK26 Urticina eques ftano
Mytiling A GCASRCKAKCAGRRCKGWASASFRGRCYCK P8IG12 Mytilus edulis A'ntlbactef
CFRC riano
SCASRCKGHCRARRCGYYVSVLYRGRCYCK Antibacte:
Mytilina B CLRC P81613 Mytilus edulis riano e anti-
fungico
Molusco DPDKCKTIRVESWSYKYAEKVVEDASYVL
MTVVDROSAAACTLGESFGYQKATLWVD
HGCRADFKVCYLPVMPTECOTLRVESWN
. YKYAEKVVEGAALFINMTVEDROSEASCD Aplysia Antibacte-
Lectina || DKSFGFYNONSTVWVYNHGCRADFNICY COHKZS | Jactylomela riano
LKGAVTTSTINVSSWNYQYATKVLPAAS
CIYSMRVVNQQSAAPCTLGTTYGFVANT
MWVDDGCRADFKPSYYSP
Arenici- Antibacte-
a1 RWCVYAYVRVRGVLVRYRRCW 05SC60 Arenicola marina | riano e anti-
fungico
Arenici- Antibacte-
. RWCVYAYVRIRGVLVRYRRCW 05SChY Arenicola marina | riano e anti-
Annelida na? .
fungico
LVKCEAGSKISDAKRVEDGEFGDAIK
Hedistina TLRDLORDAKPKOKRLGAWLAGKVAGTVAT 01PG44 Nereis Antibacte-
YAWNRYVGKRSVDSQVNNDFIRKLREMOM diversicolor riano
RERKNMK
MRSSLLLGLTVVVLLGVIVPPMAGOALNKLMP
Scyg- KIVSAIIYMVGOPNAGVTFLGHOCLVESTRQP Antibacte-
onadina | DGFYTAKMSCASWTHDNPIVGEGRSRVELE | P°D710 Scyllaserrata | a0,
ALKGSITNFVOTASNYKKFTIDEVEDWIASY
Arthop-
oda Taqw— KWCFRVCYRG ICYRRCR PB9136 Corcmqsoorprus Ant\bacte—
(Crusta- plesina rotundicauda riano
cea) F
Peneidi- | MRLVVCLVFLASFALVCOGOVYKGGYTRP v’frfe;gfus Antibacte-
m‘jse IPRPPPFVRPLPGGPIGPYNGCPVSCRGIS P81058 (sen;eui riano e anti-
FSQARSCCSRLGRCCHVGKGYSG vonnamei) fungico
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ENTRADA
NOME DO A WWW. B
PHYLLUM PEPTIDEO SEQUENCIA DE AMINOACIDOS UNIPROT. ESPECIE ATIVIDADE
ORG
Estrongi- APLDADNDE S MEEIPOSI THRKCY Strongylocentrotus | Antibacte-
locina WQa VENRCETVSOHKTOKDLTCCR BOLAHS droeb%ychiensis riano
AVIFRHERPEVCRPQ
KDFEEQDALDALLNMMLPEEVASPD
Equino- Centroci- | DAVALOGWFKKTFHKVSHAVKSGI DBWNO?2 Strongylocentrotus | Antibacte-
dgrmata nala HAGORGCSALGFSPEEARVKILTAIPE droebachiensis riano
MREEDLSEEDLRGACAAAHALGR
KNFEEQDALDTLLNLMLSEEAASP
Centroci- | DAVALOSWFSRTVHNVGNAVRKGI DBWN 04 Strongylocentrotus | Antibacte-
na? HAGOGVCSGLGLSPEEARVKILSAVPE droebachiensis riano
MREEDLSEEDLRAICAGAHALGR
Linguado
Pardaxi- Pardachirus marm- antibacte-
GFFALIPGIE P81863 oratus .
nal ; riano
(Achirus marmora-
Chordata, tus)
Subphyl-
lum Verte- Linguado
brata Pseudopleuronectes | Antibacteri-
PIeUrocia- | 6\\/GSFFKKAAHVGKHVGKAALTHYL | P814l americanus ano, infbem
Classe ina (Pleuronectes asintese de
Peixes americanus) DNA
Piscidi- FFRHLFRGAKAIFRGAROGWRAHKV E3UVFE Morone chrysops/ antibacte-
na4 VSRYRNRDVPETDNNOEEPYNOR Morone saxatilis riano
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Os produtos do metabolismo secundario de organismos marinhos sao apontados
como uma das principais fontes de moléculas bioativas para varios setores da
industria. Neste capitulo apresenta-se definicdo, breve historico, aspectos que
envolvem a diversidade, a biossintese, as plataformas analiticas, as abordagens
para o isolamento, bem como exemplos e aplicagdes dos principais metabdlitos.
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1 ‘ 0 QUE E METABOLISMO SECUNDARIO

1.1 DEFINICAO

Entende-se por metabolismo o conjunto de reagdes quimicas envaolvidas na manuten-
cao, crescimento e reproducao de qualquer organismo vivo. E por meio dessas reacées que 0s
componentes disponiveis no meio ambiente que os cerca sao convertidos em componentes
celulares e na energia necessaria para 0s processos celulares.

Os metabdlitos sao os compostos que participam do metabolismo e podem ser clas-
sificados em primarios ou secundarios. Os metabolitos primarios sao essenciais para o0 cres-
cimento e manutencao celular dos organismos. As classes moleculares as quais pertencem
compreendem proteinas, carboidratos, lipidios e acidos nucleicos. As vias metabdlicas que
sintetizam, degradam e modificam essas moléculas sdo encontradas em todas as formas de
vida, ainda que apresentem variacoes.

Em contrapartida, os compostos oriundos do metabolismo secundario (também co-
nhecido por metabolismo especializado) ndo sdo essenciais para o crescimento e desenvolvi-
mento dos organismos. Apesar disso, apresentam relevantes funcdes ecoldgicas e conferem
aos organismos que 0s produzem vantagens adaptativas, como comunicagao entre espécies
e com o ambiente que os circunda, defesa, sinergismo e predacao. Metabodlitos secundarios
sao formados a partir de metabdlitos primarios, por meio de vias diferenciadas e em fases
especificas de crescimento. Sua biossintese se da a partir de building blocks (precursores de
moléculas mais complexas) derivados principalmente de acetilcoenzima A, acido chiquimico,
acido meval6nico e desoxixilulose fosfato, que podem ser convertidos em uma vasta gama de
compostos, por meio de inumeras transformagdes metabdlicas. Sao considerados uma expres-
sao daindividualidade de espécies e tém sido amplamente explorados em varios segmentos da
industria, em decorréncia de suas inumeras aplicacoes. Uma grande parte dos “produtos natu-
rais’, termo muito utilizado para definir compostos produzidos por organismos vivos, sao me-
tabdlitos secundarios. Como exemplo classico (embora nao seja de origem marinha) podemos
citar a penicilina, descoberta por Alexander Fleming em 1928 e isolada e purificada em 1938 por
Ernst Chain e Howard Florey. A penicilina € uma molécula com atividade antibiotica, produzida
a partir do metabolismo secundario do fungo Penicillium notatum.

Os metabolitos secundarios sao encontrados em uma grande variedade de micro e
macro-organismaos, sejam eles terrestres ou aquéaticos. As proximas secoes serdo dedicadas
especialmente aos metabdlitos secundarios de origem marinha.

1.2 HISTORICO

Os mares e oceanos cobrem cerca de 70% da superficie do planeta, compreendendo
uma grande diversidade de ecossistemas. O ambiente marinho pode apresentar amplas varia-
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coes de pressao, temperatura, pH, disponibilidade de nutrientes e luz. Algumas condigoes am-
bientais desses ecossistemas podem ser extremas, como nas profundezas do mar, onde as
pressoes sao extremamente altas, combinadas a condi¢oes anaerdbicas e temperaturas pro-
ximas a 0 2C. As condicoes de vida nesses ambientes marinhos diferem enormemente das con-
dicoes terrestres, e dessa forma, 0s organismos que 0s habitam e as adaptacdes necessarias
para seu crescimento e sobrevivéncia também sao especialmente diferentes. Um dos meca-
nismos de adaptacao é a producao de metabdlitos secundarios que podem ter fungdes de pro-
tecao contra predadores, sinalizacao inter e intra-especifica, inibicao de micro-organismos, ou
protecao contra radiagcao UV.

A grande diversidade do ambiente marinho, bem como dos organismos que nele ha-
bitam, faz com que 0s mares e oceanos sejam reconhecidos como fontes promissoras e ainda
pouco exploradas de moléculas bioativas de alta complexidade e diversidade. Até a década de
70, no entanto, os oceanos foram praticamente negligenciados como tal. Somente a partir de
entao, com 0 acesso a técnicas e equipamentos mais modernos de mergulho e coleta de amos-
tras, registra-se maior interesse na exploracao do ambiente marinho e de seus organismos.

Uma busca na base de dados Pubmed utilizando os termos secondary metabolite(s) e
marine ou sea resultou em quase 2.000 artigos publicados nos ultimos 50 anos. Embora esse
numero pareca pequeno, nao reflete a quantidade de estudos nessa area e nem mesmo a quan-
tidade de metabolitos secundarios ja isolados de organismos marinhos. Com o crescente uso
do termo “produtos naturais” para designar compostos isolados de organismos vivos, torna-se
dificil delimitar o numero de trabalhos sobre o assunto. Ainda que a maior parte dos produtos
naturais ja descritos seja, de fato, metabolitos secundarios, muitas publicacoes ja adotam ape-
nas o primeiro termo. Ainda assim, € importante salientar que o interesse pela descoberta de
novos compostos e sua possivel atividade bioldgica vem crescendo continuamente nas Ultimas
décadas, como ilustrado na Figura 1.
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A progressiva exploracao do ambiente marinho resultou no isoclamento de milhares de
produtos nas Ultimas décadas, especialmente com o crescimento no interesse em micro-or-
ganismos marinhos apos os anos 2000. Isolados de agua e sedimento, mas também de outros
organismos vivos, 0s micro-organismos representam a possibilidade de exploracao da diversi-
dade marinha com menor impacto ambiental, visto que a fermentacao para obtencao de meta-
bdélitos € uma alternativa sustentavel. Apesar da evolucao das pesquisas, acredita-se que me-
nos de 10% do total estimado de organismos marinhos tenham sido estudados até o momento.

Um dos primeiros relatos de metabdlitos isolados de organismos marinhos data da
década de 50. Em 1951, Bergmann e Feeney isolaram um nucleosideo nunca antes descrito, a
espongotimidina, da esponja Cryptotethia crypta, coletada na Flérida. Quatro anos depois, jun-
tamente com Burke, Bergmann descreveu um novo nucleosideo, chamado de espongouridi-
na e isolado da mesma espécie de esponja marinha. Alguns anos mais tarde, duas moléculas
sintéticas inspiradas nesses nucleosideos foram produzidas por Walwick e colaboradores na
Universidade da Califérnia em Berkeley, e por Baker e colaboradores no Instituto de Pesquisa
Stanford. A citosina arabinosideo (Ara-C), comercializada como Citarabina, e a adenina arabi-
nosideo (Ara-A), Vidarabina, sdo farmacos utilizados no tratamento de leucemia e do virus do
herpes simples, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Nucleosideosisolados por Bergmann e colaboradores: espongotimidina(A)e espongouridina(B),
e seus analogos sintéticos: citarabina(C) e vidarabina(E).

Hoje existem no mercado alguns farmacos de origem marinha (que serdo abordados
com mais detalhes adiante), além de diversos outros que estao sendo submetidos a ensaios cli-
nicos avancados. A maior parte dos estudos de metabdlitos secundarios marinhos é voltada ao
descobrimento e desenvolvimento de novos farmacos. No entanto, apesar do grande nimero
de metabdlitos marinhos de valor terapéutico, existem estudos que avaliam atividades diver-
sas, como bioemulsificantes e biossurfactantes, anti-incrustantes e anti-insetos, por exemplo.
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1.4 DIVERSIDADE DOS METABOLITOS SECUNDARIOS MARINHOS

Inumeros estudos tém sido realizados com objetivo de isolar metabdlitos secundarios
oriundos dos mais diversos organismos marinhos. Diferentes classes de metabdlitos ja foram
relatadas, apresentando uma ampla gama de atividades biologicas, como pode ser observado
no quadro abaixo.

ORGANISMOS

MARINHOS

Algas vermelhas

PRINCIPAIS CLASSES DE METABOLITOS
SECUNDARIOS

Terpenos, acetogeninas, indois, esterois

PRINCIPAIS ATIVIDADES BIOLOGICAS

Citotoxicas, antimicrobianas, antivirais, an-
tiparasitarias, anti-inflamatarias

Algas pardas

Florotaninos

Cosmecéutica(clareadores, anti-idade, antioxi-
dantes), anti-inflamatérios, antialérgicos

Ervas marinhas

Cetosteroides, acidos fenolicos, flavonoides

Citotoxica, antimicrobiana, anti-incrustante,
antiviral, anti-insetos

Terpenos, macrolideos, acetogeninas,

Citotdxica, antibacteriana, antifungica, anti-in-

Moluscos esterdis, alcaloides, polipropionatos, L . o L
) flamatoria, antiparasitaria, antiviral
peptideos
. Alcaloides, peptideos, policetideos, es- Antiproliferativa, antibacteriana, antimalaria,
Ascidias - ! ; . o L -
terdis, alquil sulfatos, saturosporinas anti-HIV, anti-inflamatoria, antioxidante
Alcaloides, peptideos ciclicos, terpenas, Antibacteriana, antiviral, antifungica, anti-
Esponjas glicolipideos, esterois, macrolideos, poli- malarica, anti-inflamatoéria, imunossupressora,
cetideos, enzimas, lactonas, nucleosideos cardiovascular, relaxante muscular
Fungos Policetideos, terpenos, alcaloides, peptide- | Antibacteriana, imunossupressora, citotdxica,

0s, esterdis, lipideos, chiquimatos

anti-helmintica, antiviral

Cianobactérias

Lipopeptideos, policetideas, indais,
peptideoslineares, depsipeptideos

Anti-inflamatoria, citotoxica, neurotoxica,
antiparasitaria

Bactérias

Lipopeptideos, peptideos ciclicos, macrol-
actonas, policetideos, terpenos, isocumari-
nas, depsipeptideos

Antimicrobiana, antitumoral, antiviral

Actinobactérias

Antraquinonas, policetideos, alcaloides,
aminoglicosideos, esterdis, depsipeptideos

Antibacteriana, antitumoral, antimalarica,
antifungica, antiviral

Muitas das moléculas isoladas do ambiente marinho apresentam estruturas quimicas

ndo usualmente encontradas no ambiente terrestre, com a presenca de halogénios (principal-
mente cloro e bromo)ligados covalentemente aos metabolitos secundarios, presenca de oxida-
¢cOes nao usuais e de metilacoes. Ainda, € comum entre os metabolitos secundarios marinhos a
presenca de moléculas hibridas de duas ou mais classes. Todas essas peculiaridades resultam
em enorme diversidade estrutural, com imensos potenciais biotecnolégicos.

2 BIOSSINTESE DE METABOLITOS SECUNDARIOS
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Embora organismos marinhos sejam, reconhecidamente, fontes de potenciais molée-
culas de interesse industrial, existe um gargalo no que se refere a prospeccao dessas molécu-
las. Isso ocorre porque, além das dificuldades de coleta de macro-organismos e outras impli-
cacoes técnicas associadas, a biomassa disponivel para obtencao de substancias de interesse
nao atende as necessidades, em termos de quantidade, para testes pré-clinicos e clinicos. Es-
tima-se que a demanda de mercado para um metabdlito secundario que ja tenha passado por
todos os testes clinicos pode ser da ordem de alguns quilogramas por ano, o que representa
uma quantidade massiva de moléculas que sao obtidas a partir de um numero ainda maior de
organismos marinhos. Essa quantidade dificulta a sua obtencao por meio da exploracao do
meio marinho, fazendo-se necessario o desenvolvimento de técnicas de producao alternativas
que gerem menos impacto ao meio ambiente.

Estudos recentes tém evidenciado que grande parte dos metabolitos de interesse ex-
traidos de organismos invertebrados marinhos sao em realidade produzidos por micro-orga-
nismos associados a eles. Um exemplo classico é o da briostatina 1, um farmaco antitumoral
isolado do briozoario Bugula neritina, sintetizado por uma bactéria simbionte (Candidatus En-
dobugula sertula).

Fica evidente nesses casos, portanto, que compostos de interesse podem ser produ-
zidos em grandes quantidades em escala biotecnolégica por meio de processos fermentativos,
sem a necessidade de coletar os macro-organismos hospedeiros, sendo, portanto, uma fonte
economicamente viavel e sustentavel de prospeccao de metabolitos de interesse comercial.

Além disso, levando em consideracao que uma parcela significativa dos metabadlitos
de origem marinha apresenta estrutura quimica complexa, cuja sintese em laboratorio nao se
mostra economicamente viavel, a prospeccao de micro-organismos associados a organismos
marinhos surge como uma alternativa promissora na busca por novas moléculas com potencial
biotecnologico.

Grandes progressos tém sido feitos na elucidacao de vias de biossintese de metabdli-
tos secundarios, em especial quando se trata de micro-organismos. Isso se deve ndo somen-
te aos avancos das técnicas de biologia molecular, mas também ao fato de micro-organismos
usualmente possuirem genes estreitamente ligados, organizados em clusters génicos, que sao
coletivamente responsaveis pela sintese de um determinado metabdlito secundério. Tanto a
ordem como a posicao especifica que 0s genes ocupam dentro do cluster fornecem uma estru-
tura organizacional que determina o tempo e a ordem de ativagao desses genes. Essa caracte-
ristica tem sido explorada como estratégia para o descobrimento de novos produtos naturais
a partir do conceito de genome mining (mineragao de genoma), no qual informacgdes sobre um
organismo sao derivadas da anélise de seu genoma.

Actinomicetos(grupo especifico de bactérias que apresentam morfologia filamentosa
semelhante a hifas de fungos) e fungos filamentosos estdo entre as fontes mais abundantes de
diversidade metabdlica quando se trata de metabolitos secundarios. Estudos de gendmica de
micro-organismos filamentosos demonstraram a existéncia de um numero de clusters génicos
para a biossintese de metabdlitos secundarios superior ao que era previsto a partir dos meta-
bdélitos que ja haviam sido identificados. O sequenciamento completo do genoma de espécies
pertencentes ao género Streptomyces (género de maior interesse farmacéutico), por exemplo,
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evidenciou a presenca de mais de 20 clusters génicos na espécie Streptomyces coelicolor e 30
clusters génicos envolvidos em metabolismo secundario em S. avermitilis.

A expressao dos clusters de metabolitos secundarios é controlada tanto pelas condi-
¢oes do ambiente no qual o organismo se encontra como pelo seu estagio de desenvolvimento.
Levando em consideracao que as vias metabdlicas secundarias evoluiram impulsionadas pela
pressao seletiva dosambientes de origem desses organismos, clusters génicos podem estar si-
lenciados em condicOes laboratoriais. Isso se deve ao fato de essas condicoes serem diferentes
das naturalmente enfrentadas pelo organismo no seu ambiente de origem, nao fornecendo a
ele o gatilho ecoldgico necessario para a expressao de determinados metabolitos secundarios.

Embora exista grande variedade de classes de metabolitos secundarios, consideravel
parcela dos produtos naturais de baixo peso molecular sao pertencentes as classes dos poli-
cetideos (PK, do inglés polyketides), peptideos nao ribossomais (NRPs) ou hibridos destes (PK-
-NRP), além de acidos graxos poli-insaturados (PUFAs).

Policetideos e peptideos nao-ribossomais sao sintetizados por complexos enzimaticos
multimodulares presentes em bactérias e fungos. Essas enzimas sao organizadas em linhas de
montagem modulares onde cada modulo é composto por um conjunto de dominios enzimaticos
responsaveis pela elongacao da cadeia e modificacdes pos-sintese que geram diversidade es-
trutural e funcional aos metabdlitos secundarios em questao.

Os policetideos sao sintetizados pelos complexos enzimaticos das policetideo sintases
(PKS, do inglés polyketide synthases) a partir da oligomerizagédo de pequenos &cidos carboxili-
cos. As etapas basicas da sintese dos policetideos estao representadas na Figura 3.

Cada mddulo de PKS pode ser subdividido nos seguintes dominios: dominio aciltrans-
ferase (AT - responséavel pela ativagéo do substrato acetil-CoA), dominio da proteina carreadora
de acil (ACP - responsavel por realizar o transporte de substratos no processo de elongacao),
dominio cetosintase (KS - responsavel por catalisar a reagao de elongagao) e dominio tioeste-
rase (Te - responsavel por liberar o policetideo). Além desses dominios principais, podem ser
encontrados os dominios opcionais cetoredutase (KR), deidratase (DH), enoil redutase (ER)
e metiltransferase (MT), que permitem que o policetideo sofra modificagbes pos-sintese por
meio de reagoes de reducao ou oxidagao.

As PKSs sao classificadas em trés tipos, de acordo com a organizacao catalitica dos
seus dominios: PKS |, Il e lll. A primeira(PKS |) se subdivide em PKS I modular (presente em bac-
térias) e PKS | iterativa (presente principalmente em fungos filamentosos); a sequnda (PKS 1)
esta presente exclusivamente em bactérias e é responsavel pela sintese de um grande numero
de policetideos aromaticos (por exemplo, doxorrubicina e oxitetraciclina), e a terceira (PKS 1)
estéa presente em plantas, fungos e bactérias.

Na PKS I modular os sitios ativos existentes em cada modulo sao utilizados apenas uma
vez durante o processo de sintese e o comprimento da cadeia da molécula formada depende
do nimero e ordem dos modulos. Ja na PKS | iterativa, cada sitio ativo do modulo é utilizado
repetidas vezes.
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Figura 3. Etapas basicas da sintese de policetideos. (1) No médulo de iniciagdo o dominio AT seleciona o
substrato (mondémero de acetil-CoA)e(2) o dominio ACP o transporta até o dominio (3) KS do primeiro moé-
dulo. (4)Uma unidade extensora(malonil-CoA) é selecionada e adicionada ao domino AT e (5) transportada
pelo dominio ACP até o dominio KS onde ja havia a molécula de acetil-CoA e a reacao de elongagao tem
continuidade até que o dominio TE libere a molécula (caso a molécula nao sofra nenhuma modificacao
por unidades opcionais). () Caso a molécula necessite de reagdes de reducao, o dominio ACP transporta
a cadeia até os dominios opcionais, que farao as modificacoes, antes de a molecula ser liberada pelo do-
minio TE (7).

2.2 PEPTIDEOS NAO-RIBOSSOMAIS

Os peptideos nao-ribossomais podem ser peptideos lineares, ciclicos ou ramificados
que usualmente contém menos de 20 residuos de aminoacidos e que sao frequentemente mo-
dificados por processos quimicos como acilacao, glicosilagao e outros. Assim como os police
tideos, muitos peptideos nao-ribossomais sao conhecidos por sua importancia clinica, como
€ 0 caso da ciclosporina e vancomicina. Sao sintetizados por peptideos nao-ribossomais sin-
tetases (NRPSs, do inglés non-ribosomal peptide synthetases), que, assim como as PKSs, séo
enzimas estruturadas em modulos.

Cada modulo funciona como um building block responsavel pela incorporacao e mo-

dificacao de um aminoacido, de maneira que a ordem e quantidade de modulos de uma NRPS
determinam a sequéncia de aminoacidos do peptideo sintetizado.
Cada mddulo de NRPS é composto por trés dominios principais: dominio de adenilagao (A - res-
ponsavel por selecionar o aminoacido especifico, ativad-lo como aminoacil-adenilato e transfe-
ri-lo para o proximo dominio); dominio da proteina carreadora de peptidil (PCP - que recebe o
aminoacido do dominio A e forma uma ligagéo tioester), e dominio de condensacéo (C - respon-
savel por catalisar a formacgao das ligagdes peptidicas), conforme Figura 4.

Além desses dominios principais, existem dominios adicionais envolvidos na modifica
cao dos peptideos ndo-ribossomais. Sdo eles: o dominio E (envolvido na epimerizacao da molé-
cula); dominio MT (que possibilita a ocorréncia de reagdes de metilagdo); dominio Cy(possibilita
a ciclizagdo da molécula em formagao); dominio R (conduz reagdes de redugéo), e dominio Ox
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(conduz reacoes de oxidagao), conforme a figura 4.

Mddulo de terminagdo
1

Modulo de [ \
iniciagéo Modulosn de elongagéo
1 1
r N/ m m A
P
‘\J 8
\J £ y-
% k-w Q Q
1 2 3 1 2 3 1 2 4
Q@D s
. Aminoacidos Dominios auxiliares
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Figura 4. Passos basicos da sintese de peptideos ndo-ribossomais. (1) 0 dominio A seleciona o aminoaci-
do a ser incorporado e transfere ao dominio PCP (2), onde uma ligagao tioester € formada. (3) O dominio
C forma a ligagao peptidica entre o aminoacido presente no dominio PCP do mesmo maodulo e o peptidil
intermediario ligado ao dominio PCP do médulo anterior (ou seja, catalisa a ligagao entre aminoécidos de
modulos adjacentes). (4) Caso ndo estejam presentes dominios adicionais que modificam a molécula em
formacao, o dominio TE libera o peptideo formado. Entretanto, caso estejam presentes dominios adicio-
nais(como o E, MT, Cy, R ou Ox), a molécula é modificada antes de ser liberada pelo dominio TE.

2.3 HIBRIDOS ENTRE POLICETIDEOS E PEPTIDEOS NAO-RIBOSSOMAIS

Os hibridos de policetideos e peptideos nao-ribossomais sao produtos naturais bios-
sinteticamente derivados de aminoacidos e pequenas moléculas de acidos carboxilicos. Esses
metabadlitos de natureza hibrida podem ser gerados por dois mecanismos basicos. No primeiro
mecanismo o sistema enzimatico das PKSs e NRPSs (ou vice-versa) forma um sistema hibrido
que participa diretamente do elongamento da molécula (Figura 5); no segundo, ndo ha reque-
rimento de hibridizacao funcional entre as duas maquinarias enzimaticas para que haja a for-
macao do produto hibrido. Nesse mecanismo, policetideos e peptideos nao-ribossomais sao
produzidos por suas respectivas maquinarias enzimaticas e, somente apos, porcoes de cada
um dos produtos gerados sao unidas por uma enzima ligase, resultando no metabalito hibrido.

2.4 ISOPRENOIDES (TERPENOS)

Os terpenos constituem uma variada classe de metabalitos encontrados na maior par-
te dos organismos vivos. Sao classificados de acordo com o nimero de moléculas de isopreno
(C5) que possuem, sendo hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diter-
penos (C20), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40), ou politerpenos. Apesar da diversidade de
estruturas e funcoes, os terpenos séo todos derivados do precursor isopentenil difosfato (IPP)
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Figura 5. Mecanismo basico da sintese de hibridos de policetideos e peptideos ndo-ribossomais por hibri-
dizacao dos modulos enzimaticos de PKS e NRPS.

e seu isomero dimetilalil difosfato (DMAPP), que sdo produzidos por meio de duas possiveis
vias: a do mevalonato (MVA) e a do metileritritol-fosfato (MEP).

A via MVA produz os precursores dos terpenos primariamente em eucariotos, como
animais e fungos, mas também esté presente em arqueias e algumas eubactérias (as ultimas
também apresentando a via MEP, mais comumente utilizada na producao de metabdlitos se-
cundarios). Em plantas, ambas as vias existem. A via MVA transforma acetilcoenzima A (acetil-
-CoA) em IPP em seis etapas. Nas primeiras etapas, a condensacao sequencial de trés molé-
culas de acetil-CoA da origem a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA, que é convertido a mevalonato.
A sequir, 0 mevalonato passa por reacdes de fosforilagao e descarboxilacao, gerando IPP. A
atividade de umaisomerase (IDI) é necessaria para formar DMAPP a partir de IPP (Figura 6).

Avia MEP transforma gliceraldeido-3-fosfato e &cido piravico em IPP e DMAPP em sete
etapas, na proporcao aproximada de 5:1. A primeira reagao é a condensacao de acido pirtvico
e gliceraldeido-3-fosfato, formando 1-desoxi-D-xilulose-b-fosfato. A partir de reducao e de um
rearranjo intramolecular, € formado metileritritol-fosfato. Ao final dessa via, serao formados,
simultaneamente, IPP e DMAPP (Figura 7).

A sequir, preniltransferases convertem IPP e DMAPP em precursores lineares (Figura
8), que serao ciclizados por diversas terpeno ciclases, resultando em diferentes estruturas da
familia dos terpenos.

0 conhecimento das vias biossintéticas dos metabdlitos secundarios permite a utiliza-
cao de técnicas para a interferéncia e redirecionamento do fluxo metabolico de um organismo,
com o objetivo de aumentar o rendimento de um determinado composto ou obter analogos de
um metabdlito conhecido através da alteracao de enzimas biossintéticas.

3 | ABORDAGENS METODOLOGICAS
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3.1ISOLAMENTO DE COMPOSTOS ATIVOS

A busca por metabdlitos secundarios ativos provenientes de origens naturais tem ini-

cio, namaioria das vezes, com a analise de extratos oriundos de plantas, organismos marinhos,
e cultivos bacterianos ou fungicos. Nessa etapa inicial, um screening bioldgico € comumente
utilizado para avaliar um grande nimero de amostras. Idealmente, essas analises devem ser
simples, especificas, baratas e rapidas, podendo servir aos mais variados objetivos, como inibi-
cao do crescimento microbiano, citotoxicidade contra células tumorais ou atividade anti-infla-
matoria, por exemplo. Observada a atividade de interesse, outros tipos de analises ainda mais
especificas e também mais caras e demoradas podem ser necessarios para restringir a busca,
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Figura 7. Via do metileritritol-fosfato (MEP). Linhas tracejadas indicam multiplas etapas.

/I\/\)\/\ T I
\\ N O—F|'—O—!=!—OH GPP

OH OH
|o o
~ ~ ~ o—l—o—ﬂ—on FPP
Lol
(|) [e]
= N A ™ o—r—l’—o—U—OH GGPP
Lol

Figura 8. Precursores lineares de terpenos. GPP: difosfato de geranila(precursor de monoterpenos); FPP:
difosfato de farnesila (precursor de sesquiterpenos); GGPP: difosfato de geranil geranila (precursor de
diterpenos).
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visando um determinado alvo que seja responsavel pelo efeito observado.

0 passo sequinte é o isolamento do composto ativo por meio de fracionamento, que
deve ser guiado poranalises que permitam verificar a atividade biol6gica em cada etapa. Assim,
todas as fracOes geradas sao testadas para a atividade de interesse, selecionando-se somente
as fracoes ativas para as etapas subsequentes. Usualmente, o processo de fracionamento en-
volve técnicas de extracao com solventes sequidas de técnicas cromatograficas. No entanto,
guando nao se sabe a natureza quimica do metabadlito a ser isolado de uma mistura complexa,
nao é possivel sequir uma metodologia especifica para a purificacao, que acaba sendo um pro-
cesso com uma sequéncia de distintas abordagens de separagao(polaridade, cargas, tamanho,
entre outras)no intuito de isolar o metabdlito.

A extragao com solventes pode ser o primeiro passo do fracionamento bioguiado. No
caso de amostras secas ou liofilizadas, geralmente sao utilizados solventes polares, como ace-
tato de etila ou metanol, mas pode ser empregada uma sequéncia de extracoes envolvendo
diversos solventes com diferentes polaridades. A extragcao em meios de cultivo liquidos pode
ser feita sequencialmente com solventes de polaridades crescentes, como éter de petréleo a
butanol. Ao trabalhar com cultivos fungicos, o micélio deve passar por processo de extracao
separadamente do meio liquido, ja que alguns metabdlitos aderem ao micélio.

A amostra bruta original ou as fragdes ativas obtidas no processo de extracao podem
ser submetidas a técnicas de cromatografia. Normalmente, sdo necessarias diversas etapas
envolvendo diferentes técnicas cromatograficas, e cada uma delas deve ser cuidadosamente
avaliada antes de se sequir para a proxima. Algumas possibilidades mais utilizadas incluem as
cromatografias em camada delgada e em coluna. O principio das técnicas cromatograficas é
comum a todas, e envolve a passagem de uma amostra por duas fases: uma estacionaria e ou-
tramovel. A diversidade de combinacoes entre essas duas fases permite uma ampla exploracao
das caracteristicas dos componentes da amostra, que poderao ser separados de acordo com
tamanho, polaridade, solubilidade, afinidade, cargaibnica, entre outras.

Apds a obtencao de um composto puro, chega-se a etapa de identificacao ou deter-
minacao da sua estrutura e caracterizacao. Essa fase pode envolver diferentes abordagens,
cada qual fornecendo algumas informacoes estruturais que devem ser analisadas conjunta-
mente. Entre alguns métodos importantes estdo os espectroscopicos de absorcao molecular,
como o UV/Visivel e o infravermelho, ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectrometria
de massas. Anélises espectroscopicas na regiao UV/Visivel e infravermelho permitem acesso a
informacdes como presenca de grupos funcionais e ligagoes quimicas caracteristicas. A RMN
atualmente € o método mais importante para a determinacao das estruturas moleculares, de-
finindo o numero e tipos de nucleos e como estao interconectados em uma molécula orgénica.
A espectrometria de massas fornece dados para a identificacao da massa molecular e formula
molecular, com informacdes relativas a presenca ou auséncia de grupos funcionais no compos-
to em estudo.

A Figura 9 resume, esquematicamente, as possiveis etapas a serem sequidas para o
isolamento e identificacao de um metabdlito ativo.
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Durante muito tempo o estudo de metabolitos secundarios se restringiu a organismos
terrestres. Com o avanco de metodologias de coleta e técnicas moleculares ampliou-se a pos-
sibilidade de estudo para organismos anteriormente inacessiveis, como € 0 caso dos organis-
mos marinhos.

Tendo em vista que os metabolitos secundarios derivados de micro e macro-organis-
mos marinhos constituem uma fonte promissora de moléculas de alta complexidade e ativida-
de bioldgica, muito tem sido investido em relagao ao desenvolvimento de bancos de dados e
ferramentas de bioinformatica que deem suporte as pesquisas cientificas e desenvolvimento
de farmacos ou outros produtos de interesse industrial.

Entre os bancos de dados disponiveis destaca-se o MarinLit, dedicado a pesquisa de
produtos naturais de origem marinha, que cobre de modo abrangente o tema, disponibilizan-
do informacodes taxonémicas dos organismos de origem das moléculas, atividades biclogicas
jé avaliadas, detalhes experimentais de relevancia, classes estruturais e propriedades quimi-
cas das moléculas. Outro banco de dados relevante no cenario de produtos naturais (embora
ndo seja restrito a organismos marinhos como o anteriormente mencionado) € o AntiBase, que
conta com dados de mais de 40.000 compostos e informagdes espectroscopicas e biologicas
dos mesmos. Da fusao entre os dois bancos de dados surgiu o AntiMarin que, assim como seus
precursores, utiliza uma estratégia de desreplicacao que permite utilizar a informacao da es-
trutura quimica de uma molécula previamente caracterizada para identifica-la em amostras
experimentais sem necessidade de isola-la ou determinar sua estrutura. Gracas a isso a possi-
bilidade de descobrir novos compostos € maximizada, uma vez que indica aos pesquisadores
se 0 composto avaliado ja é conhecido, evitando a reavaliacao e minimizando tempo, esforgo e
custosinerentes ao processo. Além disso a estratégia permite encontrar variantes de compos-
tos conhecidos e que, por vezes, apresentam aplicacoes clinicas mais efetivas que as originais.
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A desreplicacao é particularmente interessante em relagao a selecao de micro-orga-
nismaos para ensaios bioguiados, uma vez que bactérias do mesmo género, por exemplo, po-
dem apresentar morfologia idéntica mas produzir metabolitos secundarios com estruturas
bem diversas, assim como bactérias fenotipica e genotipicamente distintas podem produzir
0s mesmos metabdlitos. Com a desreplicacao é possivel verificar rapidamente que amostras
potencialmente apresentam novas moléculas e prosseqguir para os estagios de fracionamento
e purificagao apenas com elas.

QOutro banco de dados que vem crescendo em importancia no cenario de biotecnologia
marinha é o BaMBa (Brazilian Marine Biodiversity Database), resultado da iniciativa da Rede Na-
cional de Pesquisa em Biotecnologia Marinha (Biotecmar) e mantida pelo Laboratorio Nacional
de Computagéo Cientifica(LNCC). 0 BaMBa conta com dados de estudos integrados auxiliando
na tomada de decisdes cientificas, industriais e governamentais sobre 0 uso e gerenciamento
de recursos marinhos, além de manter conexdes com outros bancos de dados nacionais e in-
ternacionais, possibilitando recuperacao rapida de informacodes de qualquer parte do mundo.

Além dos bancos de dados, outras ferramentas de bioinformatica sao de grande utilida-
de paradescobertade moléculas deinteresse farmacologico e industrial. Entre elas, as que pos-
sibilitam a descoberta de metabdlitos secundarios a partir da identificacao de clusters génicos,
que, comojamencionado, sao genes estreitamente ligados que sao coletivamente responsaveis
pelasintese de um metabdlito secundario em um micro-organismo. Varios métodos de bioinfor-
matica para a deteccdo de clusters génicos tém sido desenvolvidos (por vezes muito similares
entre siemrelacao a informacao gerada, mas que diferem em relacao aos algoritmos utilizados
parachegar até essainformacgao). Entre essas ferramentas computacionais, destacam-se o an-
tiSMASH, CASSIS/SMIPS, CLUSEAN, ClusterFinder, ClustScan, MIDDAS-M, NP.searchere SMURF.

Um resumo comparativo entre as ferramentas computacionais de deteccao de clus-
ters génicos envolvidos no metabalismo secundario pode ser observado no quadro abaixo.

= FOCO DA ANALISE
FERRAMENTADE ORGANISMO INFORMAGCAO REQUERI- " " ~
BIOINFORMATICA ALVO DA PARA ANALISE (ASS'NATUR,,A DE  INFORMACAO GERADA
ENZIMAS")
|dentificacao de
Sequéncias de DNA ou Ampla variedade de clusters de metabolitos
. Bacteérias e arquivo de nucleotideo enzimas de biossin- secundarios e predicao
antiSMASH " .
fungos anotado (formato Gen- tese de metabadlitos de estrutura quimica
Bank ou EMBL*) secundarios de produtos de clusters
de NRPS/PKS
Policetideo sintase, . R
Seguéncias de DNA eptideo nao-ribosso- Prediz a localizagdo
CASSIS-SMIPS Fungos g pepti SSO™ | 4os clusters de me-
(formato FASTA) mal sintetase e dimeti- s .
I . tabolitos secundarios
lalil-triptofano sintase
|dentificacao de
Sequéncias de DNA e Policetideo sintase, fnafwgivoons;sdcoom:}‘sne‘f\?a—
CLUSEAN Bacterias regides codificantes peptideo ndo-ribosso-
» B dosem NRPS e PKS e
(formato EMBL*) mal sintetase o o
predicao de especifici-
dades de NRPS
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= FOCO DA ANALISE
FERRAMENTADE ORGANISMO INFORMACAO REQUERI- " " =
BIOINFORMATICA ALVO DA PARA ANALISE ( ASSINATUR,,A RE EOREAS S CERENS
ENZIMAS")
. . Sequéncias de nucle- Sem necessidade de Predicao de clusters de
ClusterFinder Bactérias } B , . S
otideos assinatura’de enzimas | genes biossintéticos
Policetideo sintase, Predicao de estrutura
ClustScan Bacterias Sequéncias de ONA peptideo ndo-ribosso- quimica de metabolitos
mal sintetase e hibridos | secundérios
Sequéncias de DNA, Sem necessidade de Identificacao de
MIDDAS-M Fungos proteinas e dados de s ) . clusters de metabadlitos
) assinatura’ de enzimas .
transcriptoma secundarios
S . Predicao de estrutura
. Policetideo sintase e S L
NP. Searcher Bactéerias Sequéncias de DNA peptideo nao-ribosso- quimica de metabolitos
’ (formato FASTA*) Al sintetase secundarios (formato
SMILES®)
Policetideo sintase, Identificacédo de
N . peptideo ndo-ribosso- dominios conservados
SMURF Fungos Sequencias de proteinas | o\ i oetase e dimeti- | de PKS, NRPS, hibridos
lalil-triptofano sintase e OMATS

*Formato GenBank: Forma de compartilhar sequéncias de nucleotideos, proteinas e genomas
desenvolvido pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI) e que contém mais in-
formagodes do que apenas sequéncias nucleotidicas.

*Formato EMBL (European Molecular Biology Laboratory):

*Formato FASTA: trata-se da representagao de sequéncias de nucleotideos ou peptideos, utili-
zando codigos de uma Unica letra para cada nucleotideo ou aminoacido.

*Formato SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry Specifications): trata-se da representa-
cao de estruturas quimicas utilizando caracteres e numeros.

3.3 antiSMASH

0 antiSMASH (Antibiotics and Secondary Metabolite Analysis SHell)é um servidor abran-
gente que possibilita a identificacao, anotacao e analise gendmica automatica de clusters de
genes envolvidos na sintese de metabdlitos secundarios de bactérias e fungos, a partir da in-
tegracao de uma variedade de ferramentas de analise de metabdlitos in silico ja publicadas.
Cobre uma gama de classes de metabolitos secundarios além dos tradicionais policetideos e
peptideos ndo-ribossomais (como terpenos, aminoglicosideos, sideréforos, bacteriocinas, en-
tre outros).

3.4 CASSIS-SMIPS

0 CASSIS(Cluster Assignment by Island Sites)foi desenvolvido para analisar genomas de
fungos, embora seja aplicavel a outros organismos eucarioticos. A ferramenta é capaz de pre-
dizer a presenca de clusters génicos de metabdlitos secundarios assumindo que regioes pro-
motoras de genes organizados em clusters contém uma densidade de sitios de ligacao de fato-
res de transcricao compartilhados superior a de genes que nao estao agrupados. Para tanto, o
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software SMIPS (Secondary Metabolites by InterProScan) fornece ao CASSIS uma lista de genes
"ancora’(genes que codificam enzimas envolvidas na biossintese de metabolitos secundérios,
como policetideo sintases, peptideos nao-ribossomais sintetases e dimetilalil-triptofano sin-
tases).

3.5 CLUSEAN

O CLUSEAN (Cluster Sequence Analyzer) possibilita a anotagéo e analise de clusters de
genes da biossintese de metabolitos secundarios, além de identificacao de motivos e dominios
funcionais conservados em peptideos nao-ribossomais sintetases e policetideo sintases do
tipo |, além da predicao de especificidades de NRPS.

3.6 CLUSTERFINDER

Deteccao de clusters de genes putativos de metabolismo secundario em dados gend-
micos e metagenémicos sem necessidade de uma “assinatura” enzimatica, como ocorre em
outras ferramentas. Pode ser utilizado sozinho ou integrado ao antiSMASH.

3.7 CLUSTSCAN

Desenvolvido para analise de genomas de fungos, o MIDDAS-M (Motif-Independent De
novo Detection Algorithm for Secondary Metabolite gene clusters) detecta clusters de genes de
metabolismo secundario (incluindo mecanismos de sintese novos que possuem genes funcio-
nalmente ainda ndo caracterizados), sem necessidade de “assinatura” de enzimas.

3.8 MIDDAS-M

0 NP.searcher & um software livre desenvolvido para analisar genomas microbianos
e identificar clusters génicos de biossintese de metabolitos secundarios e indicar estruturas
quimicas putativas de peptideos nao-ribossomais, policetideos e seus hibridos.

3.9 SMURF
SMURF (Secondary Metabolite Unknown Regions Finder) consiste em uma ferramenta
que identifica vias e genes envolvidos na biossintese de metabdlitos secundarios a partir do

genoma de fungos. A ferramenta permite aidentificacdo de dominios conservados das enzimas
PKS, NRPS e hibridos das duas, além de dimetilalil-triptofano sintase (DMATS).

A APLICAGCOES DOS METABOLITOS SECUNDARIOS
ORIUNDOS DA BIOTECNOLOGIA MARINHA
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Os metabadlitos secundarios de origem marinha apresentam caracteristicas diferen-

ciadas, 0 que os tarna promissores na busca do desenvolvimento de novos farmacos. De fato,
diversos compostos derivados de produtos marinhos estao em fase de ensaios clinicos, en-
quanto outros ja foram aprovados pela FDA (Food and Drug Administration, EUA) e EMEA (Euro-
pean Medicines Agency) para comercializagado. No entanto, poucos mantém a mesma estrutura
da molécula inicialmente isolada, como Prialt® e Yondelis®.
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Ziconotideo (Prialt®) - Elan Pharmaceuticals: aprovado em 2004 pela FDA e em 2005 pela
EMEA. Analgésico nao opioide sintetizado quimicamente a partir da w-conotoxina MVIIA
(peptideo de 25 aminoacidos isolado do veneno do caracol Conus magnus). E administrado
por infusao intratecal, indicado para dor crénica severa em pacientes tolerantes ou refra-
tarios a outros tratamentos.

Trabectedin (Yondelis®) - PharmaMar: aprovado em 2007 pela EMEA e em 2015 pela FDA.
Alcaloide tetra-hidroquinolinico inicialmente isolado da ascidia marinha Ecteinascidia tur-
binata. Mais tarde descobriu-se ser produzido por uma bactéria simbionte, Candidatus En-
doecteinascidia frumentensis. Atualmente é produzido sinteticamente. Seu mecanismo de
acao se da pela ligacao a fenda menor da fita de DNA, interferindo na divisao celular, nos
processos de transcricdo génica e na maquinaria de reparo do DNA. E indicado no trata-
mento de sarcoma avangado de tecidos moles e cancer ovariano (recidiva).

Citarabina (Cytosar-U®; DepoCyt®) - Bedford; DepoTech: aprovado em 1969 pela FDA (Cy-
tosar-U®). Substituido por DepoCyt® em 1999, também aprovado pela EMEA em 2001. Mo-
lecula sintética inspirada nos nucleosideos espongouridina e espongotimidina, isolados
da esponja Cryptotethia crypta. E um antimetabdlito antineoplasico que inibe a sintese de
DNA. Utilizado no tratamento de algumas leucemias, especialmente leucemia aguda nao
linfoblastica.

Vidarabina (Vira-A®) - King Pharma: aprovado pela FDA em 1976 e descontinuado em 2001.
Ainda em uso na Europa em forma de colirio. Assim como a citarabina, € um nucleosideo
inicialmente sintetizado inspirado na espongouridina e espongotimidina, mas hoje isolado
a partir de Streptomyces antibioticus. Possui atividade antiviral contra os virus do herpes
simples, varicela-zoster e da familia poxvirus.

Mesilato de eribulina (Halaven®) - Eisai Co. Ltd.: aprovado pela FDA em 2010 e pela EMEA
em 2011. Obtido pela simplificagao estrutural (com a remogao dos grupos desnecessarios
a atividade farmacoldgica) da halicondrina B, um policetideo isolado da esponja marinha
Halichondria okadai. Age inibindo a polimerizacao da tubulina, impedindo a proliferacao ce-
lular. Indicado para tratamento de cancer de mama metastatico.
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«  Brentuximabe vedotina (Adcetris®) - Seattle Genetics: aprovado pela FDA em 2011 e pela
EMEA em 2012. Anélogo sintético da dolastatina 10 (peptideo isolado do molusco Dolabella
auricularia) ligado a um anticorpo anti-CD30. Mais tarde foi descoberto que a dolastatina
10 é produzida pelas cianobactérias Symploca hydnoides e Lyngbya majuscula, que fazem
parte da alimentacdo do molusco. Indicado no tratamento de linfoma Hodgkin e linfoma
anaplasico de células grandes.

4.2 COSMECEUTICOS

A presenca de ingredientes bioativos, com beneficios terapéuticos ou medicinais, faz
com que 0s cosmecéuticos venham se destacando nas Ultimas décadas. Nesse setor também
os ativos de origem marinha tém prosperado nos ultimos anos. Muitos deles foram desenvolvi-
dos visando a aplicagao farmacéutica, mas acabaram sendo lancados como bioativos cosme-
céuticos. Um exemplo € a linha de produtos Resilience®(Estée Lauder), que contém um extrato
rico em pseudopterosinas, obtido do coral mole Pseudopterogorgia elisabethae. As pseudopte-
rosinas sao glicosideos diterpenos, com acao anti-inflamatoria e analgésica, utilizados como
aditivos na prevencao de irritagao causada por exposi¢ao ao sol ou a quimicos.

B | cONCLUSOES

O ambiente marinho é fonte de um repertorio ainda incalculavel de moléculas bioativas.
Nesse contexto, o Brasil se destaca por possuir uma costa com mais de oito mil quilémetros e
porreceber correntes marinhas de sul e de norte, aumentado a diversidade nesse ambiente. No
que diz respeito a aplicacoes biotecnolégicas, micro-organismos vém se destacando em virtu-
de da facilidade de manutencao de uma colecao sem a necessidade de nova coleta, diminuindo
impactos ambientais para obtencao de amostra bioldgica. Os principais desafios hoje estao,
entre outros, na: (i) formagao de recursos humanos especializados para atuagdo e desenvol-
vimento de tecnologias de vanguarda; (ii) busca por novas ferramentas de analises de dados
oriundos das plataformas émicas e (iii) tentativa de melhorar e qualificar o acesso ao mate-
rial bioldgico por parte de pesquisadores e empresas para um desenvolvimento sustentavel do
pais.
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Nos anos 40 descobriu-se que a informacao genética estava contida no DNA,
mas somente em 1953 James Watson e Francis Crick elucidaram a estrutura
dessa macromolécula, bem como o mecanismo de codificacao para a producao
de proteinas. Desde entdo vem sendo possivel utilizar esses conhecimentos e
a tecnologia para fins tao variados quanto o diagndstico de doencgas, a produ-
¢ao de compostos, a identificacao de espécies e a prospeccao de farmacos a
partir de moléculas bioativas, entre outros. Neste capitulo serdo discutidos to-
picos referentes aos nucleotideos e nucleosideos, constituintes fundamentais
das moléculas de DNA e RNA, sondas e marcadores moleculares, bem como as
ferramentas construidas a partir da biologia molecular, numa abordagem voltada
para ariqueza e diversidade do ambiente marinho.
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‘I NUCLEOTIDEOS, SONDAS E MARCADORES
MOLECULARES

A palavra biodiversidade possui diversos significados, que variam de acordo com a es-
cala bioldgica a que se referem. Contudo, um desses conceitos é “todas as espécies que habi-
tam o planeta Terra", incluindo tanto organismos unicelulares como virus, bactérias e protistas
(ex.: amebas), quanto multicelulares, como plantas, animais e fungos. Todos eles tém seu ma-
terial genético constituido por ADN (4cido desoxirribonucleico; DNA, deoxyribonucleic acid, em
inglés) ou ARN (4cido ribonucleico; RNA, ribonucleic acid). 0 DNA e o RNA sdo macromoléculas
essenciais para todas as formas de vida, responsaveis por determinar caracteristicas genéticas
dos seres vivos. Elas sdo constituidas por nucleotideos e apresentam imensas variagdes quan-
do comparadas entre organismos evolutivamente distintos. A diversidade biolégica resulta da
variacao genética entre as espécies, devido aos diferentes ecossistemas que habitam, a varia-
cao da comunidade bioldgica e as interacoes entre 0os organismos no ambiente. A biodiversi-
dade € dinamica na natureza, sendo que as espécies e suas populacoes continuam a mudar e
evoluir devido a processos de diversificacao genética, causados por mutagoes.

Todos os organismos vivos estao sujeitos a mutacoes devido a interagcées com o0 am-
biente ou para aperfeicoar o funcionamento normal das células. Essas alteracdes genéticas
variam desde a troca de um unico nucleotideo até a modificacao de um conjunto de cromos-
somos, e a maioria delas visa aumentar as possibilidades do organismo de adaptar-se ao am-
biente e de sobreviver. Além disso, as mutacoes alteram macromoléculas que constituem o
genoma, levando a uma variacao genética chamada polimorfismo.

Os polimorfismos, juntamente com outras forcas evolutivas como selecao, migracao e
deriva genética(mudanca da frequéncia alélica de forma randomica em uma populagao), levam
aumadiferenciacdo de individuos, espécies e grupos de ordem taxonémica maior. Os marcado-
res moleculares surgiram a partir dessas variacoes e se tornaram muito presentes ao longo do
genoma, sendo por isso utilizados como ferramentas para detectar singularidades genéticas
em individuos, espécies ou populacdes, além de identificar diversidade genética. Eles apre-
sentam propriedades biologicas caracteristicas que podem ser medidas ou detectadas em
qualquer parte do corpo, como sangue ou tecidos, em qualquer estagio de desenvolvimento.
Os marcadores moleculares podem ser identificados por meio de diversas técnicas de biologia
molecular, incluindo a técnica de PCR e sondas.

1.1CONCEITOS E DEFINICOES

Nucleosideos sao glicosilaminas que fazem parte da estrutura das moléculas dos nu-
cleotideos, a unidade estrutural do DNA (4cido desoxirribonucleico) e do RNA (4cido ribonuclei-
co). Tanto os nucleosideos como os nucleotideos sdo componentes vitais das células e estao
envolvidos em varios processos biologicos.

Osnucleosideos sao compostos por uma base heterociclica contendo nitrogénio e uma
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pentose, ambas ligadas atraves de uma ligacao glicosidica. A fosforilacao dos nucleosideos no
primeiro grupo hidroxila da pentose da origem aos nucleotideos, que, através de ligagdes do
tipo fosfodiéster, formam os acidos nucleicos. Os nucleotideos podem ser mono, di ou trifosfa-
tados, e no DNA estao presentes nucleotideos monofosfatados. A ribose € a pentose presente
no RNA, enquanto a desoxirribose esta presente no DNA. Ambas se diferenciam pelas molécu-
las presentes no carbono 2, sendo que na ribose ha a presenca de um grupamento hidroxila,
enquanto na desoxirribose ha um atomo de hidrogénio nessa mesma posicao. As bases nitroge-
nadas que formam o DNA s&o: Adenina(A), Citosina(C), Guanina(G)e Timina(T). Ae G sdo bases
puricas (derivadas das purinas), e C e T sdo bases pirimidicas (derivadas das pirimidinas).

Purinas Pirimidinas

NH, 0 NH, o e
N = N ~ HeC NH NH

N NH N
SOEIG LA LA LA
NH ™S NH™ 7 NH, NS0 NH X0 N o
Adenina Guanina Citosina Timina Uracil

Ligacdo glicosidica

(0] (0]
I I \ Base
| H

0] (Purina ou Pirimidina)

OH OH (Ribose)
H (Desoxirribose)

Nucleosideo

Figura 1. Estrutura dos nucleosideos e nucleotideos.

Duas longas cadeias de nucleotideos se unem na forma de uma dupla fita ou dupla hé-
lice, unida por pontes de hidrogénio entre as bases dos nucleotideos. Cada base nitrogenada ¢
pareada com sua base complementar na outra cadeia, dando origem assim a uma macromolé-
cula. T pode parear com A por meio de duas pontes de hidrogénio, e C pode parear com G for-
mando trés pontes de hidrogénio. O RNA possui uma estrutura quimica semelhante a uma fita
simples do DNA, no entanto, além de o aglcar presente ser a ribose, a base Uracil (U) substitui
aTimina(T).

Nos organismos eucarioticos, o DNA esta nos cromossomos, que consistem em mo-
léculas de DNA organizadas e compactadas por meio de um complexo proteico denominado
cromatina. A estrutura do DNA é similar para todos os organismos vivos. Todavia, a sequéncia
dos nucleotideos, o conjunto de cromossomos e a quantidade de informacgao genética nessas
seqguéncias sao bastante variaveis, sendo esses 0s motivos para haver diferenciacao de espé-
cies e, inclusive, variagcdoes genotipicas dentro da mesma espécie. Muitas dessas alteracoes,
denominadas polimarfismos e causadas por mutagoes, originaram marcadores moleculares ao
longo da molécula de DNA.

Marcadores moleculares, também considerados marcadores geneéticos, sao variagoes
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de fragmentos especificos de DNA usados para marcar ou rastrear um locus (localizagao espe-
cifica) em um determinado cromossomo - por exemplo, um gene marcador. O gene marcador
tem sua localizacao conhecida ou clara expressao fenotipica, podendo ser detectado por meio
de métodos analiticos ou por uma sequéncia de DNA identificavel, facilitando assim o estudo
de heranca genética.

Os genes marcadores ou locais especificos nos cromossomos sao sitios de heterozi-
gosidade, isto €, sitios onde ocorrem alteracoes na sequéncia de DNA entre membros de uma
mesma populacao, podendo isso ser determinado pelas diferentes formas alélicas do gene ou
pelo locus génico. Entre as possiveis causas dessas variagoes estao incluidas as insercaes,
translocacoes, delecoes, duplicacoes e pontos de mutacao. Além disso, esses marcadores es-
tao associados com a determinacao de certas caracteristicas que podem ser transmitidas de
uma geragao a outra.

Com o desenvolvimento da biologia molecular e biotecnologia nas ultimas décadas,
pesquisadores desenvolveram diversas técnicas moleculares capazes de detectar os marca-
dores moleculares presentes nos organismos. Em alguns casos, essas técnicas sao também
chamadas de marcadores moleculares, pois sua utilizacao é essencial para que um determina-
do polimorfismo seja identificado (ex.: RFLP, RAPD).

Outra estratégia bastante utilizada atualmente para detectar essas variacdes genéti-
cas sao as sondas moleculares. Sondas sao trechos de fragmentos de DNA ou RNA que reco-
nhecem e se ligam em sequéncias de DNA ou RNA complementar, isto &, sdo capazes de detec-
tar e identificar uma sequéncia-alvo no genoma.

Avariacao genética de populagcdes comecou a receber atencao de cientistas especial-
mente a partir do final do século XIX, pois se percebeu que as diferengas na sequéncia de DNA
dos organismos permitiam a identificacao de sua espécie, além de possibilitar a analise de sua
relacao evolutiva com outras espécies.

Desde a determinacdo do modelo da estrutura do DNA, estabelecido por Watson e Cri-
cknoinicio dos anos 1950, passou-se a estudar e compreender a funcao do DNA e também dos
genes, que comecaram a ser utilizados para determinar as variacoes genéticas.

Entre os anos 60 e 90, com o desenvolvimento das pesquisas e tecnologias, 0s mar-
cadores genéticos tornaram-se cada vez mais populares, por serem capazes de detectar tais
variacoes, sendo utilizados na identificacao de uma sequéncia especifica de DNA ao longo dos
cromossomos. Tornaram-se importantes para analise genémica e permitiram relacionar tracos
hereditarios com variacao genética, além de determinar parentesco e distancia genética entre
espeécies.

Essadiferenciacao entre os organismos teve um impacto significativo na ecologia ma-
rinha, ja que um grande numero de seres marinhos tem ciclos de vida complexos, incluindo
formas larvais. As larvas sao capazes de habitar diferentes ambientes e de se comportarem de
forma muito diferente das formas adultas, dificultando identifica-las e relaciona-las. A tecnolo-
gia envolvendo a obtencao das sequéncias de DNA espécie-especificas e o desenvolvimento de
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ferramentas moleculares, incluindo identificagao de marcadores moleculares, técnica de PCR
e sondas, auxiliaram os estudos da ecologia e da diversidade marinha, possibilitando a classifi-
cacao de espécies, por exemplo, de ovos e larvas, distingao de espécies de uma mesma familia
ou género, obtencao de informacdes genéticas e de alteracoes evolutivas. Ainda, permitiram o
isolamento do DNA de micro-organismos marinhos de seu habitat, sem a necessidade de culti-
vo em laboratorio, para posterior identificacao.

A descoberta de nucleosideos com bioatividade em diversas fontes marinhas estimu-
lou atividades de pesquisa voltadas para o isolamento dessas moléculas, bem como a sintese
de analogos e a avaliacao das atividades biologicas desses compostos. Em especial, os esfor-
cos focaram na busca por novos analogos de nucleosideos naturais com potencial atividade
antibacteriana, antiviral, antiparasitaria e antitumoral.

A prospeccao de farmacos a partir de moléculas oriundas do ambiente marinho deu
um importante passo na década de 50, quando o grupo do pesquisador Werner Bergmann, da
Universidade de Yale (EUA), isolou dois nucleosideos incomuns a partir da esponja marinha
Tectitethya crypta(anteriormente denominada Cryptotethya crypta). Esses compostos, chama-
dos de espongotimidina e espongouridina, eram nucleosidios similares aos constituintes dos
acidos nucleicos (DNA e RNA), mas continham um residuo de arabinose no lugar da ribose e
desoxirribose presentes no RNA e DNA. Esses analogos naturais de nucleosideos demonstra-
ram inicialmente uma significativa atividade antiviral, e o estudo do mecanismo de agao como
inibidores da transcriptase reversa inspirou a sintese de varios compostos que vieram a ser
utilizados no tratamento de infeccoes virais e de cancer. Espongotimidina e espongouridina
podem ser considerados precursores de compostos analogos a nucleosideos que agem como
antimetabolitos, e inspiraram a prospeccao de moléculas que tiveram suas atividades avalia-
das frente a diversas doencas humanas, entre elas varios tipos de cancer e infeccao por HIV.
Entre os produtos inspirados nesses analogos de nucleosideos, que alcancaram éxito e foram
disponibilizados comercialmente, estdo o Ara-C (citosina-arabinosideo), usado no tratamento
de leucemias, o antiviral Ara-A (adenina-arabinosideo) e o AZT (azidotimidina), um dos primei-
ros medicamentos usados no tratamento da AIDS e das infecgdes pelo virus HIV. Ara-C, ou Ci-
tarabina, é usado principalmente no tratamento da leucemia aguda nao linfoblastica, enquanto
Ara-A, ou Vidarabina, é usado na forma de colirio no tratamento de infeccoes oftalmologicas
pelo virus Herpes simplex.

A descoberta desses nucleosideos naturais bioativos contendo um agucar diferente
da ribose ou desoxirribose inspirou uma geracao de novos compostos com potencial terapéu-
tico, sendo essa caracteristica fundamental no mecanismo de acao dessas moléculas, ja que a
incorporacao destas ao DNA durante a replicacao resulta no bloqueio do processo de sintese.
Embora a sintese de nucleosideos seja conhecida desde o final da década de 40, o isolamento
desses compostos e a busca por seus analogos sintéticos permanecem sendo de interesse por
causa de seus perfis farmacoldgicos promissores.
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2 MARCADORES E SONDAS MOLECULARES:
ABORDAGENS METODOLOGICAS

Os marcadores moleculares, utilizados para identificar diferengas em nivel molecular
entre individuos e populagdes, podem ser classificados em trés grupos: proteinas variantes,
polimarfismo na sequéncia de DNA e variacao na repeticao do DNA. Entre os mais importantes
marcadores e as técnicas utilizadas para sua deteccao, encontram-se as alozimas, polimor-
fismo no comprimento do fragmento de restricdo (RFLP - restriction fragment length polymor-
phism), polimorfismo do DNA amplificado ao acaso (RAPD - randomly amplified polymorphic
DNA), polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados (AFLP - amplified fragment
length polymorphism), polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP - single nucleotide polymor-
phism), entre outros. Para o ambiente marinho, as vantagens dessas técnicas incluem: aumen-
tar o conhecimento sobre relacoes filogenéticas, diferenciar estagios de vida iniciais de espé-
cies morfologicamente proximas e variacao genética de organismos dentro de uma populacao.
A sequir serao descritos os principais marcadores moleculares utilizados nas areas biologicas.

2.1ALOZIMAS

Alozimas foram os primeiros marcadores moleculares utilizados, ja nos anos 60. Sua
nomenclatura foi originada da jungao das palavras ‘allelic variants of enzymes’, traduzido como
‘variantes alélicos de enzimas”. Esses marcadores sao definidos como formas variantes de uma
enzima devido a diferencas alélicas, com estruturas moleculares diferentes, poréem com fun-
¢ao catalitica similar. A forma alélica alternativa de uma enzima ocorre como consequéncia de
substituicoes de aminoacidos ao longo da cadeia polipeptidica, 0 que resulta em uma alteracao
da composicao da proteina. Essas mudancas podem resultar em diferentes produtos proteicos
que irdo migrar de forma alternativa (em diferentes tempos e velocidades), de acordo com seus
diferentes tamanhos e cargas, visualizados na forma de bandas (alelos) em um gel de eletrofo-
rese.

A metodologia geral utilizada para detectar a variacao de alozimas inclui as etapas de
extracao, eletroforese e deteccao. As fracoes proteicas, extraidas através da utilizacao de sol-
ventes, sdo adicionadas a um gel solido (ex.: acrilamida) e colocadas em um sistema de eletro-
forese, que € umatécnica de separacao baseada no deslocamento de moléculas carregadas em
um campo elétrico. Pelo fato de a maioria das proteinas possuirem carga negativa, elas migram
do ponto inicial cdtodo (negativo) para o final &nodo (positivo). Assim, se a amostra de um indi-
viduo homozigoto para uma proteina for analisado, sera observado apenas uma banda no gel,
enquanto a de um individuo heterozigoto apresentara duas bandas.

A deteccao de alozimas é considerada um método sensivel, sendo efetivo mesmo com
a utilizacao de baixas quantidades de material, que pode variar desde amostras de culturas
bacterianas até fluidos animais. Além disso, a simplicidade, rapidez, baixo custo e necessidade
de equipamentos simples para suarealizacao tornaram essa técnica amplamente utilizada para
deteccao de variacoes moleculares. O protocolo técnico dessa metodologia, apos padroniza
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cao, é facilmente ajustavel para os diferentes tipos de amostras e espécies, e de facil interpre-
tacao.

Por essas vantagens, as alozimas tiveram um impacto significativo nos estudos sobre
a fauna marinha, pois foram amplamente utilizadas para diferenciar espécies de diversos orga-
nismos, especialmente de peixes. Elas sdo atualmente utilizadas na identificacdo de estrutura
populacional, conservacao genética, hibridizagdo, heranca de genes e mapeamento genético.
Um exemplo dessa aplicabilidade foi o atum-azul (Thunnus spp.), que tem duas espécies mor-
fologicamente muito similares que costumavam ser confundidas, o que aumentava o risco de
extincao de uma delas. Isso foi resolvido por meio de analises espécie-espécie por alozimas e
DNA mitocondrial (conforme explicado a sequir). 0 mesmo aconteceu para os peixes Argyroso-
mus spp., Zacco spp., Mullus spp., Merluccius spp. e para o crustaceo Pseudocalanus spp. Além
disso, a técnica é capaz de identificar organismos hibridos de origem natural ou artificial ori-
ginados do cruzamento genético de duas espécies diferentes, como observado para hibridos
de Haliotis laevigata e H. rubra. Também j& foram detectados polimorfismos na enzima lisosso-
mal leucina aminopeptidase no molusco Ruditapes philippinarum, provavelmente devido a uma
adaptacao a variacao ambiental.

Entretanto, essa metodologia apresenta algumas desvantagens, como a nao detecgao
de mutacodes nulas, isto &, alteracao de nucleotideo na sequéncia de DNA que nao alteram a
proteina codificada ou mudancas na cadeia polipeptidica que nao alteram a migragao em um
gel eletroforético. Além disso, ela detecta apenas genes bastante expressos, e possui baixo
numero de marcadores, 0 que levou a diminuicao do numero de pesquisas utilizando esse mar-
cador ao passar dos anos.

Uma pequena percentagem (<1%) do DNA de células eucarioticas encontra-se fora do
nucleo celular, sendo esse o DNA mitocondrial (mtDNA). 0 mtDNA é um genoma extra-cromos-
somal presente no interior das mitocondrias e que tem como caracteristica ser herdado apenas
da linhagem materna, ndo havendo contribuicdo paterna.

Os marcadores de DNA mitocondrial sdo considerados uma classe separada da classe
de DNA nuclear devido a suas diferentes dinamicas evolutivas: o DNA mitocondrial tem uma
taxa evolutiva muito maior comparado com o genoma nuclear. Estudos em algumas espécies
de vertebrados mostraram que diferentes sequéncias se acumulam mais rapidamente no DNA
mitocondrial do que no nuclear, provavelmente devido as altas taxas de mutagao resultantes da
falta de mecanismo de reparacao durante a replicacao e do menor tamanho populacional efe-
tivo devido a estreita heranca materna do genoma mitocondrial haploide. Além disso, regioes
nao codificantes do DNA mitocondrial, como a regido “D-loop”, onde € iniciada tanto a replica-
¢ao quanto a transcricao de moléculas, apresentam niveis elevados de variacao na sequéncia
codificante, como no gene citocromo b. Isso ocorre provavelmente devido a pressao seletiva
relaxada.

Devido asuaaltataxaevolutiva, asanalises por meio de mtDNA sao utilizadas para cons-
trucao de filogenias e verificacao das interferéncias evolutivas, muito Uteis para comparacao
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intra e interespécies. Ajudaram a relacionar espécies evolutivamente proximas e a investigar
a estrutura da variacao entre os vertebrados, incluindo peixes, passaros, répteis e mamiferos.
Em organismos marinhos, foi possivel identificar ovos e larvas de peixe-agulha que eram mor-
fologicamente muito similares. Em um estudo de Hyde e colegas (2005), foram identificadas
sete larvas de peixes coletadas da costa Kona, no Havai. Verificou-se que cada uma dessas
larvas tinha uma sequéncia unica de mtDNA, indicando que tinham “maes” diferentes, e que o
local era uma regiao de reproducao das espécies. A anélise de variacao de mtDNA também ja
foi utilizada para revelar diferenciacao populacional, como em esperma de baleias ao longo de
bacias oceanicas. Além disso, mtDNA possibilita verificar perda ou nao de diversidade genética
de ancestrais comparados com seus descendentes.

A deteccao de variagoes em mtDNA é amplamente realizada por meio da técnica de
RFLP, descrita abaixo. A anélise pode ser feita por RFLP utilizando todo mtDNA purificado de
um tecido digerido por enzimas endonucleases ou pode ter fragmentos de seu DNA sequencia-
dos apos amplificagdo por PCR(descrito posteriormente).

Os RFLPs foram descobertos nos anos 70 e foram um dos pioneiros no conceito de
analise de variacoes no DNA como marcadores genéticos, sendo utilizados na area de ciéncia
forense e outras. Eles sao referenciados tanto como técnica quanto como marcador, pelo fato
de a técnica molecular utilizada para gerar os RFLPs ser necessaria para a visualizagao dos
polimarfismos nas regides de interesse. Assim, o RFLP é uma técnica que utilizaaacao de uma
endonuclease para gerar fragmentos de restricao de DNA com tamanhos variados, de acordo
com cada polimorfismo existente. Isto €, essa metodologia foi desenvolvida para visualizar as
diferencas na estrutura do DNA de individuos por meio do uso de enzimas de restricao bac-
terianas, que cortam o DNA em locais onde ha a presenca de uma sequéncia de nucleotideos
especifica. Em outras palavras, quando o DNA de diferentes individuos (com diferentes poli-
morfismos) é digerido por enzimas de restrigao, pode-se averiguar diferentes tamanhos dos
fragmentos de DNA (os RFLPs). Essas diferengas se dao por mudangas evolutivas nas sequén-
cias de nucleotideos entre os individuos, que podem ser resultado de mutacoes pontuais, dele-
coes, insergoes, inversoes ou translocagoes nos cromossomos. A identificacao das variagoes
por essa metodologia requer a utilizacao de gel de eletroforese para separar os fragmentos de
DNA de diferentes tamanhos, seqguida pela transferéncia dos fragmentos para uma membrana
de nylon(Southern blot) e visualizagado de uma sequéncia especifica de DNA por meio de sondas
radioativas ou quimioluminescentes expostas a um filme de raio-X.

Os primeiros dados gerados utilizando o RFLP foram realizados em virus e com o gene
da globina humana. A partir disso, essa técnica comegou a ser amplamente utilizada na area
biotecnoldgica, sendo que o primeiro mapa genético do DNA e o primeiro estudo de associacao
genética foram realizados com base nesses marcadores moleculares. Alem disso, analises por
RFLP do DNA mitocondrial (mtDNA)e DNA ribossomoal (rDNA) foram aplicadas tanto na genéti-
ca populacional quanto na sobrevivéncia biogeografica e filogenética. No caso de identificagao
de organismos marinhos, essa técnica ja foi utilizada para diferenciar diversas espécies de lar
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vas de lagostas (Panulirus argus, P. guttatus e P. laevicauda) e moluscos (Mytilus trossulus e M.
galloprovincialis). E bastante comum identificar marcadores RFLP em regiées bem conserva-
das evolutivamente, como nos genes 16s rRNA, 18s rRNA e 28s rRNA, explicados de forma mais
detalhada no decorrer deste capitulo.

Algumas desvantagens dessa metodologia, que atualmente ja nao é muito utilizada,
incluem a grande demanda de tempo para realiza-la e também a necessidade de uma grande
quantidade de amostra, em comparacao com outras técnicas mais modernas.

Os minissatélites sao definidos como unidades de repeticdes em tandem, ou seja, sao
sequéncias especificas de DNA que se repetem uma atras da outra (ex.: AAACCTAAACCTAA-
ACCT). Essas sequéncias repetidas sdo denominadas de core. Assim, cada uma dessas unida-
des contém um core de 12-16 nucleotideos e duas sequéncias flanqueadoras do mesmo. E co-
mum, ao longo do genoma, haver loci com 0 mesmo core, mas regides flanqueadoras distintas.
Por isso, quando ha uma hibridizacao de uma sonda com a sequéncia core, o resultado é um
perfil multibanda, Unico para cada individuo. De forma similar ao que € realizado no RFLP, as
analises de minissatélites iniciam-se com a digestao do DNA genémico com enzimas de restri-
cao para verificar mudancas no numero de repeticoes em tandem.

As taxas extremamente altas de polimorfismo nos minissateélites geraram uma grande
revolugao na identificacdao genética dos individuos, originando uma técnica chamada de fin-
gerprinting (analise de sequéncias repetitivas em diversos loci do DNA capaz de diferenciar
individuos). Os minissatélites sdo considerados ideais para identificagao individual, e tém sido
utilizados para deduzir relagao genética entre individuos aleatorios de uma mesma populagao.
Além disso, ja foram aplicados na deteccao de variacao genética em populacoes de peixes, di-
ferencas populacionais de acordo com localizagao geogréfica e estimacao de sucesso do aca-
salamento.

A principal descoberta na area dos marcadores moleculares, que permitiu sua aplica-
¢cao em estudos em nivel molecular para diversas areas, incluindo ecologia marinha, foi a rea-
¢do em cadeia da polimerase (PCR, polymerase chain reaction). A PCR foi desenvolvida por Kary
Mullis nos anos 1980. Essa técnica possibilitou a amplificacao de fragmentos especificos de
DNA de um genoma complexo e de amostras de tecidos pequenos e mal preservados, sendo
porisso classificada como uma metodologia sensivel (necessidade de baixas concentragées de
amostra). Os produtos da amplificagdo da PCR do DNA de diferentes individuos sao analisados
pela determinacgao tanto do tamanho quanto de sua sequéncia.

A PCR consiste na geracao de milhoes de copias de um segmento especifico de DNA.
Esse processo necessita da acao da enzima DNA polimerase, responsavel por sintetizar uma
fita de DNA complementar utilizando como modelo a fita de DNA original. Essa enzima, entre-
tanto, s6 pode adicionar um novo nucleotideo em um grupo 3-0H livre, e para isso sao necessa-

19



BIOTECNOLOGIA MARINHA

rios primers, também chamados iniciadores moleculares (sequéncias curtas de nucleotideos),
para que o primeiro nucleotideo seja adicionado e inicie, assim, as reacoes em sequéncia. Isso
possibilita delinear uma regiao de sequéncia especifica que se deseja amplificar.

Explicando a metodologia de forma mais detalhada: para a realizacao da reacao de
PCRsao necessarios diversos componentes quimicos: (i) uma pequena quantidade de DNA que
serve como modelo inicial ou sequéncia-alvo; (i) um par de primers desenhados para ligar um
em cada extremidade da sequéncia-alvo; (iii) DNA polimerase; (iv) quatro dNTPs, nucleotideos
sintéticos para Adenina(A), Citosina(C), Guanina(G)e Tirosina(T); (v) volume de ions e sais.

A PCR mimetiza o processo natural de replicacao do DNA que ocorre nas células. Para
isso, realiza diversos ciclos de aumento e diminuicao de temperatura. Cada um desses ciclos é
dividido em trés etapas: desnaturacao, anelamento e extensao.

« Desnaturacao: inicialmente, o DNA da amostra é desnaturado pelo aumento de tempera-
tura que varia entre 90 2C e 100 9C, havendo assim a separacao da dupla-fita de DNA pela
quebra das pontes de hidrogénio que as conectam.

« Anelamento: em sequida, a temperatura inicial de interesse é alcangada (entre 30 e 65 °C)
e mantida por alguns minutos. Isso permite que 0s primers se liguem na sua sequéncia
complementar no DNA de fita simples.

- Extensao: durante a fase final, a amostra sofre novamente um aguecimento (entre 60 e
75 °C), temperatura ideal para o funcionamento da enzima DNA polimerase. Essa enzima
entao se liga aos primers e inicia a extensao da fita complementar utilizando como modelo
a fita simples de DNA original. Isso ocorre pela adicao dos dNTPs correspondentes a sequ-
éncia dafitade DNA, gerando uma copiaidéntica da sequéncia de interesse. Esse processo
resulta em uma duplicacao do DNA original, no qual cada molécula nova contém uma fita
nova e uma fita antiga de DNA. O ciclo é repetido de 30 a 40 vezes, gerando bilhdes de co-
pias idénticas desse segmento especifico de DNA.

A PCR é utilizada para identificar diversos marcadores moleculares, sendo 0s mais po-
pulares (eficientes para a analise da estrutura populacional intraespecifica) os loci de micros-
satélite e sequéncia de repetigdes Unicas (SNP).

2.5.1MICROSSATELITES

Os microssatélites foram os primeiros a serem amplificados pela técnica de PCR. Da
mesma forma que os minissatélites, os microssatélites sdo sequéncias com repeticdes simples
em tandem, que variam de um a seis pares de base (ex.: ACA, GATA) e se repetem em média
de cinco a vinte vezes. Sao abundantes no genoma nuclear de todas as espécies e estima-se
uma frequéncia de um em cada 10 kilobases (kb) em peixes, isto ¢, ha presente, em média, um
microssatelite a cada mil pares bases. Na literatura, os microssatélites ja foram referenciados
com outras nomenclaturas como numero variavel de repetigdes em tandem (VNTRs, variable
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number of tandem repeats), como polimorfismos de comprimento de sequéncia Unica (SLPs,
simple sequence length polymorphisms) e repeticdes de sequéncia simples (SSP, simple se-
quence repeats).

Por seu tamanho reduzido, os loci de microssatélites podem ser amplificados por PCR,
e suas sequéncias sdo utilizadas como base para o desenho dos primers. Essas regides (loci)
sao altamente polimorficas, muito frequentes e distribuidas ao longo do genoma e em todos 0s
cromossomos, mas especialmente na eucromatina (local do DNA na cromatina onde os genes
encontram-se ativos e ocorre a sintese de RNA), o que permite sua utilizagdo em mapeamento
geneético e genética populacional.

Autilizacao de microssatélites apresentaavantagem de necessitar de pequenas quan-
tidades de DNA (por ter como base a técnica de PCR), além de serem bons marcadores para
analise de parentesco, filogenia e para estimar o grau de proximidade entre individuos de uma
populacao. Ja as desvantagens incluem o alto preco e tempo de execucao. Na ecologia mari-
nha, sao utilizados para identificar espécies de peixes, migracao e predominancia de popula-
¢do em um determinado héabitat (ex.: salmdes, golfinhos, trutas).

2.5.2 SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISMS

0O SNP faz parte da terceira geracao de marcadores moleculares. Foi primeiramente
descrito por Lander, em 1996. E utilizado para investigar variacdo genética entre diferentes es-
pécies de animais. Os SNPs sdo descritos como polimorfismos causados por mutagoes pon-
tuais, em um Unico nucleotideo no genoma, isto é, quando um Unico nucleotideo (A, T, C ou G)
em uma determinada sequéncia é substituido, inserido ou deletado. Isso resulta em diferentes
alelos que contém bases nucleotidicas diferentes em uma determinada posi¢ao dentro de um
locus. Eles representam o polimorfismo mais abundante em todos o0s organismos vivos, tanto
em regioes codificantes quanto em nao-codificantes. As causas para que ocorram esses poli-
morfismos incluem transicoes de base Unica, transversoes, insercoes e delecdes, sendo a mais
comum a transicao (troca de uma purina por outra ou de uma pirimidina por outra).

Os SNPs tém algumas propriedades que os tornaram populares no mundo cientifico:
sdo abundantes no genoma, sdo geneticamente estaveis, seus marcadores sao capazes de de-
tectar doencas multifatoriais em seres humanos e de identificar polimorfismos “escondidos”,
gque nao eram detectados por meio de outros marcadores e metodos. Todavia, fazem-se neces-
sarios ensaios automatizados para a deteccao de SNPs, podendo ser utilizados métodos ba-
seados no uso de gel ou ndo. No caso da utilizacao de gel, primers especificos sao desenhados
para amplificar alelos positivos (ocorre hibridizagdo entre primer e amostra). Ja nos métodos
que nao utilizam géis, as regioes de interesse sao amplificadas e detectadas por técnicas como
cromatografia, espectrometria de massas, microarranjo ou por fluorescéncia.

A descoberta desses marcadores foi importante tanto para o mundo animal quanto
para 0s seres humanos, pois possibilitou analisar estrutura populacional, diferenciagcao gene-
tica, origem e pesquisa sobre evolucao. Além disso, possibilitou o diagnostico de doencas por
meio marcadores especificos, inclusive em animais marinhos como peixes.
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2.5.3 DN

Um DNA barcode refere-se a uma sequéncia curta de DNA em uma regiao bem esta-
belecida do genoma, utilizada para identificar espécies. O objetivo desse marcador € averiguar
em larga escala um ou mais genes de referéncia para classificar individuos desconhecidos den-
tro de uma espécie ou para descobrir novas espécies.

Tautz e Paul Hebert foram os dois pesquisadores que sugeriram o uso do gene mi-
tocondrial citocromo oxidase | (COI), um gene mtDNA, como uma sequéncia comum entre os
animais para o estudo de DNA barcoding. Dessa forma, o barcode ¢é identificado por meio de
primers de PCR para amplificar e sequenciar fragmentos de aproximadamente 600 pares de
base (pb) do gene COI, que posteriormente sdo comparados com um banco de dados de sequ-
éncias conhecidas de espécies previamente identificadas. Essa técnica possibilita identificar
espécies relacionadas e também sua frequéncia em diversos filos.

0O DNA barcoding tem acuracia de quase 98% e fornece uma estratégia de identifica-
cao rapida para diversidade genética de animais, incluindo organismos desconhecidos. Como
exemplo, podemos citar o estudo de Raupach et al. (2015) que montou uma biblioteca com mais
de 1330 sequéncias de DNA barcode, cobrindo 205 espécies de crustaceos marinhos coletados
no mar do hemisfério norte até 2015. Eles provaram que essa metodologia é efetiva para iden-
tificacao e analise de crustaceos, além de ser uma etapa importante para estudos modernos
de biodiversidade. As desvantagens dessa técnica incluem a dificuldade de obter fragmentos
do genoma e a impossibilidade de identificacao de alguns organismos pelo gene COl devido as
baixas taxas de evolucao da sequéncia de COl em algumas espécies.

2.5.4 RA

Atécnica de RAPD baseia-se em amplificagdes randémicas de locus desconhecido por
meio da reacao de PCR. Os RAPDs, assim como os RFLPs, sao também considerados tanto
técnica quanto marcador, pois a tecnologia molecular utilizada para gerar os RAPDs é neces-
saria para que haja a identificacao dos polimorfismos de interesse, os randémicos nesse caso.
Essatecnologia possibilita uma rapida e eficiente varredura no genoma por sequéncias de DNA
polimorficas em um grande numero de loci. A principal vantagem € nao ser necessario conhe-
cimento prévio sobre as sequéncias do DNA de interesse ou da organizacao do genoma. Além
disso, permite que um grande numero de loci e individuos possam ser analisados simultanea-
mente. E uma técnica simples, rapida e barata e necessita de pequena quantidade de amostra
para a hibridizacao molecular dos primers.

O principio do RAPD baseia-se no uso de primers de oligonucleotideos(sequéncias cur-
tas), capazes de se ligar em diferentes loci e em multiplos locais no genoma, para amplificar
sequéncias aleatorias de um DNA complexo (os RAPDs). Isso permite detectar altos niveis de
polimorfismo no DNA. Além disso, a estratégia é capaz de detectar tanto sequéncias de DNA
codificantes quanto nao-codificantes, e os segmentos polimorficos que mais trazem informa-
coOes relevantes sao os derivados de sequéncias repetitivas (ndo-codificantes).

Entre suas aplicacoes, constatou-se sua habilidade de identificar fingerprints especi-
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ficos de espécies em diversos peixes, possibilitando, assim a determinacao de suas relacoes
taxonémicas. Entre os exemplos de diferenciacao de espécies ou relacao genética, através de
marcadores RAPDs, estdo os peixes do género Barbus, da familia dos ciprinideos (como car-
pas), lambari tambiu (Astyanax altiparanae), Mullus surmuletus, Salmo trutta e dourado (Sparus
aurata).

As desvantagens dos marcadores RAPD sao: deteccao dos polimorfismos somente na
presenca ou auséncia de uma banda com peso molecular determinado, nao havendo informa-
cOes sobre heterozigosidade; dificil reprodutibilidade e dificuldade de analise devido ao grande
numero de produtos gerados.

2.5.5 A\MPLIFIED FRAC

Os marcadores AFLPs (também considerado uma técnica) sdo os mais abrangentes
em suas aplicagOes nas analises de variacao genética em nivel de espécie, principalmente na
investigacao estrutural de populacdo e suas diferencas. E uma técnica de fingerprinting que
permite uma rapida analise do genoma inteiro sem conhecimento prévio de suas sequéncias.
A metodologia baseia-se na amplificacao de fragmentos de restri¢cao por PCR, gerados a partir
de um DNA gendmico digerido por endonucleases. Os polimorfismos moleculares sao identifi-
cados com base na presenca ou auséncia de sequéncias curtas de DNA reconhecidas por essas
enzimas de restricao em diversos locais dentro do genoma. A variagao da presenca ou auséncia
desses segmentos promove um padrao de bandas diferentes em um gel de eletroforese, resul-
tantes dos diversos produtos de PCR (varia de acordo com o individuo).

Estudos com AFLP nao necessitam de primers espécie-especificos e sao realizados
em quatro etapas: (i) digestdo do DNA gendmico por duas enzimas de restrigdo; (ii) ligagao de
adaptadores de oligonucleotideo dupla-fita nas extremidades de cada fragmento de DNA gera-
do; (iii)amplificacao dos fragmentos por PCR através da utilizacdo de primers complementares
a sequéncia dos adaptadores; (iv) analise em gel desnaturante de poliacrilamida dos padroes
gerados pelos segmentos de DNA amplificados (Figura 2).

As vantagens dessa técnica incluem o baixo custo e tempo, alta reprodutibilidade, alta
resolucao comparada com outros marcadores como RAPD, RFLP e microssatélites, e alta sen-
sibilidade, provavelmente devido a presenca de um grande numero de marcadores. Sua aplica-
bilidade esta incluida na genética de populacao, mapeamento quantitativo de tragos de locus
e deteccao de polimorfismos. Uma vez que essa metodologia produz um fringerprint genético,
pode ser utilizada para verificar a conexao entre populacoes. Entretanto, AFLPs sao marcado-
res bialélicos dominantes, nao sendo possivel distinguir individuos homozigotos ou heterozigo-
tos dominantes.

AFLPtemsidoutilizadatambémem estudosde genéticaecoldgica. Porexemplo, Shank
e Halanych (2007) identificaram variagdes genéticas dentro da espécie do verme de dguas pro-
fundas Riftia pachyptila. O estudo de Gruenthal (2007) verificou essas variacoes em Haliotis
rufescen (concha abalone vermelho) e Hoffman (2012) analisou polimorfismos em animais ma-
rinhos da Antartica, desde corais até peixes de mar aberto. Além disso, AFLPs podem realizar
um “scan genémico” que permite analisar associacoes entre marcadores especificos e habitat.

123



BIOTECNOLOGIA MARINHA

&

DNA gendmico

Enzimas
de restricio

DIGESTAO
Adaptadores
@ LIGACAO :\mcéslraé
——— u
- - ANALISE EM GEL e e e
=== == Fragmentos - =
- =™ de DNAligados == -_——a = oo
" m_m  Gelde o0& e
S —— poliacrilamida =
Fragmentos e R e |

amplificados Padrao fingerprint

Figura 2. Esquema das quatro etapas béasicas para identificacao por AFLP.

2.6.1SEQUENCIAMENTO

Outro método capaz de identificar a sequéncia gendmica dos seres vivos é 0 sequen-
ciamento. O sequenciamento do DNA é a determinacao da ordem sequencial dos nucleotideos
de um gene. Essa tecnologia comegou a ser utilizada nos anos 1975, com o desenvolvimento do
sequenciamento de Sanger, metodologia que mimetiza o processo de replicacao do DNA e foi
estabelecida por Sanger, um cientista ganhador do Prémio Nobel por suas contribuicoes sobre
sequenciamento de bases nos acidos nucleicos.

0 sequenciamento de Sanger é capaz de definir a ordem das bases nitrogenadas por
meio de dideoxinucleotideos trifosfatos (ddNTPs), isto é, nucleotideos modificados que impe-
dem a continuacao do crescimento da fita de DNA durante a replicacao. Eles sdo chamados de
moléculas terminadoras, pois ndo apresentam o grupamento 3’ hidroxila (OH) disponivel, ne-
cessario para formar a ligacao fosfodiéster entre dois nucleotideos, causando, assim o fim do
alongamento da fita. Essas terminacoes geram um grande numero de fragmentos de DNA com
diferentes comprimentos. Tais fragmentos sao entao separados por tamanho através de sua
aplicacao em um gel de eletroforese e cada tamanho de banda no gel representa um dos nucle-
otideos(A, T, G ou C), indicando assim sua posi¢do na sequéncia do DNA.

Portanto, cada reacao para o sequenciamento € composta por um DNA amostral, pri-
mers especificos para iniciar a replicagdo (nos quais a enzima DNA polimerase se liga), quatro
dideoxinucleotideos(dATP, dGTP, dCTP e dTTP)e DNA polimerase. Apés o inicio do processo, 0s
dideoxinucleotideos sao adicionados a fita complementar de acordo com a ordem nucleotidica
da fita molde do DNA amostra.

Aolongo do tempo, o sequenciamento foi sendo aprimorado e automatizado. Uma des-
sas novas estratégias foi responsavel por adicionar fluordforos aos ddNTP, permitindo que as
reacoes fossem lidas por coloracao. Ou seja, cada dedioxinucleotideo € marcado com uma cor
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diferente, permitindo que seja identificada a ordem dos nucleotideos em um equipamento es-
pecifico que identifica as diferentes cores. A partir dos anos 90, surgiram novas técnicas de se-
qguenciamento que ficaram conhecidas como “sequenciamento de nova geracao”, que envolvem
a adicao de outras moléculas identificadoras para cada ddNTP.

Da mesma forma que o sequenciamento foi utilizado em diversas éreas de estudo, ele
foi extremamente Util para a investigacdao dos genomas de organismos marinhos. Isso permi-
tiu que estudos sobre evolucao genémica e conservacao fossem avaliados; permitiu a identi-
ficacao de organismos com pequenas quantidades de amostra, ja que a extracao de DNA de
qualidade suficiente é dificil para organismos marinhos devido as suas altas concentracoes de
polissacarideos, fendis e metabdlitos secundarios. Tambeém, por ser uma metodologia bastante
sensivel, 0 sequenciamento possibilitou o reconhecimento genémico de espécies por meio da
extracao de DNA de apenas um individuo, ja que espécies marinhas apresentam grandes popu-
lacGes com genomas altamente variaveis, especialmente invertebrados e algas.

2.6.2 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE DE TRANSCRICAO REVERSA EM TEMPO
RE/ L(QT’QPCR\;

A Reagdo em Cadeia da Polimerase de Transcrigao Reversa em Tempo Real (RT-qPCR)
& uma técnica com principio similar ao da PCR tradicional, porém com algumas diferencas, in-
cluindo: (i) na RT-gPCR, os dados sao coletados a cada ciclo através da emisséo de fluorescén-
cia que ocorre em decorréncia da incorporacao de marcadores de fluorescéncia no produto
de PCR durante a amplificacao; ou seja, a quantidade de produto amplificado é proporcional a
fluorescéncia gerada em cada ciclo, e isso é captado por um equipamento especifico. Na PCR
convencional, os dados sao analisados apenas no final do processo e sao visualizados em gel;
(i) a RT-gPCR ¢ utilizada para quantificar RNA mensageiro (mRNA), ou seja, RNA codificado
durante o processo de transcrigdo (precursores das sequéncias que serdo traduzidas em pro-
teinas). Para fazer a quantificagdo do mRNA, faz-se necessario realizar a sintese de cDNA, um
DNA complementar que utiliza como molde a sequéncia de RNA que foi extraida da amostra a
ser analisada. Ja a PCR tradicional quantifica diretamente o DNA da amostra.

As vantagens da RT-qPCR (dita quantitativa) em comparagao com a PCR convencional
(dita semiquantitativa)incluem maior rapidez, reprodutibilidade e habilidade quantitativa, além
de ser mais sensivel. O tempo real possibilita quantificar facilmente a expressao de um deter-
minado gene e fazer a distincao entre espécies relativas proximas evolutivamente, devido a sua
capacidade de diferenciar pares de base. Na PCR muitas vezes nao é possivel observar diferen-
cas significativas de expressao.

Assim, a RT-qPCR pode ser utilizada como uma alternativa da PCR padrao para detec-
tar os marcadores moleculares, citados anteriormente, que tém como base essa técnica.

2.71GENE 165 rRNA
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Aamplificagao da sequéncia do gene 16S rRNA é comumente realizada, pois ele codifi-
ca parasubunidade menor ribossomal de organismos procariotos. Isso é feito por meio de PCR,
utilizando-se primers especificos para as regioes conservadas do 16S rDNA, a fim de identifi-
car e diferenciar os seres procariéticos, mais especificamente as bactérias. Devido ao seu alto
grau de conservagao com a presenca de regioes de sequéncias variadas, o 16S rDNA é usado
como um marcador filogenético. A sequéncia do 16S rDNA permite a identificacao e afiliacao
taxonémica de diferentes seres vivos, incluindo linhagens microbianas presentes em amostras
do meio ambiente. Além disso, essa técnica permite a identificagao de organismos desconhe-
cidos e fornece informacoes sobre a biodiversidade nos ambientes, inclusive o marinho. Apesar
de suas vantagens, tem como limitacao o fato de prover informacaoes restritas a distribuicao e
fisiologia do organismo no ambiente natural.

2.7.2 CENE 18S rRNA

Assim como o gene 16S rRNA, a amplificacao do gene 18S rRNA se da por meio de pri-
mers especificos. Esse gene é um RNA ribossomal, componente nuclear da subunidade menor,
presente em eucariotos. A identificacao desse gene ¢é popularmente utilizado em pesquisas
sobre diversidade e ja foi utilizado paraidentificar microbios eucariéticos de ambiente marinho
e para diferenciar organismos.

2.7.3 GENE 28S rRNA

Gene nuclear codificante para RNA da subunidade maior ribossomal de eucariotos. O
gene 28S rRNA é utilizado para estudos de filogenética e DNA barcoding. Ja foi utilizado para
identificagcao da composicao de espécies e distribuicao de organismos, como exemplo, pre-
senca do DNA de crustaceos em sedimentos de lagos da Antartica.

Quadro comparativo

Existem diversas técnicas de biologia molecular que podem ser utilizadas para o estu-
do de organismos marinhos. As mais utilizadas estao descritas de forma resumida na Tabela 1.

Tabela 1. Comparacao de técnicas mais utilizadas para identificacao de marcadores moleculares.

BASEEM FACILIDADE OQUALIDADE DO POSSIVEL

TECNOLOGIA PCR DE USO DNA AUTOMATIZACAO REPRODUTIBILIDADE
Alozima Nao Sim Alta Baixa Baixa
RFLP Nao Nao Alta Baixa Alta
RAPD Sim Sim Alta Moderado Baixa
AFLP Sim Sim Moderada Moderado Alta
Microssatélite Sim Sim Moderada Alto Alta
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BASEEM FACILIDADE OQUALIDADE DO POSSIVEL

TECNOLOGIA PCR DE USO DNA AUTOMATIZACAO REPRODUTIBILIDADE
SNP Sim Sim Alta Alto Alta
DNA Barcoding Sim Sim Alta Alto Alta

2.8 DESENVOLVIMENTO DE OUTRAS TECNOLOGIAS

A descoberta da PCR foi um marco histérico na analise de genoma e trouxe uma nova
classe metodoldgica capaz de detectar marcadores de DNA: as sondas. Para estudos basicos
em laboratorios de biologia molecular, as sondas normalmente sao usadas para identificacao
e isolamento de genes ou sequéncias relativas. Em teoria, qualquer acido nucleico pode ser
utilizado como uma sonda, desde que seja possivel identificar e quantificar moléculas hibridas
formadas pelajuncao da sonda com a sequéncia especifica a ser detectada.

Apds a hibridizacao, as sondas devem transmitir um sinal para que seja feita a detec-
cao da sequéncia homologa. Para isso, costuma-se adicionar a sonda um sinalizador, que pode
ser um isotopo radioativo ou moléculas-sinais nao-radioativas, como anticorpos fluorescen-
tes, enzimas que realizam a troca de cor do meio ou compostos quimioluminescentes, que nao
interfiram na hibridizacao da sonda.

- Sondas com marcacao radioativa: é considerado o método mais sensivel de detecgao. Ha
diversos tipos de isotopos disponiveis e eficientes quanto ao tempo de exposicao neces-
sario para permitir sua deteccao, além de ter um bom sinal. Entre eles estao 32P e 35S que
apresentam rapida deteccao.

- Sondas com marcacgao nao-radioativa: técnicas que utilizam marcacoes alternativas aos
radioisotopos tém se tornado populares. Um exemplo disso é a utilizagao da biotina que
tem afinidade com certos tipos de glicoproteina. Além disso, surgem alternativas, como a
hibridizacao de ligantes aderidos a sonda com proteinas especificas que podem ser mar-
cadas com moléculas enzimaticas ou fluorescentes. Isso permite que varias sondas sejam
monitoradas simultaneamente, desde que cada ligante emita sinais diferentes.

As sondas quimioluminescentes também sao eficientes. Seu sistema é baseado no
uso de duas diferentes sondas que sao complementares aum segmento de DNA e se ligam nas
extremidades opostas de um determinado gene. O primeiro marcador € um quimioluminescen-
te complexo que emite um determinado comprimento de onda, capaz de excitar a molécula
presente na outra sonda, e esta, por sua vez, é capaz de emitir luzem um comprimento de onda
diferente, que pode ser detectado por um equipamento fotomultiplicador. Contudo, para que o
sistema seja efetivo, as duas sondas devem hibridizar no local correto e a transferéncia energé-
tica depende da distancia entre ambas.

As aplicabilidades das sondas sao inumeras. Entre elas estao: identificacao de RFLP
para estudos de evolugdo, mapeamento e relacdo espécie-especifica, hibridizacao in situ(FISH)
(descrito abaixo) e isolamento de genes. Além disso, as sondas podem diferenciar espécies por

127



BIOTECNOLOGIA MARINHA

meio de dois diferentes métodos de preparo: (i) mantendo a célula estudada intacta, possibili-
tando, inclusive, uma analise morfoldgica, como no caso da utilizacao de sondas marcadas com
moléculas fluorescentes (ex.: FISH), que sdo hibridizadas com ribossomos presentes na amos-
tra para detecgao dos mesmos por meio de microscopia ou citometria de fluxo; (ii) extragao dos
acidos nucleicos e aplicacdo das sondas para hibridizacdo com acido nucleico de interesse (mi-
croarranjo, biossensores), ou para amplificar regides de barcode (através de RT-gPCR). Nesse
caso, a deteccao da sonda é feita por colorimetria ou eletroquimica.

2.8.1HIBRIDIZACAO IN SITU QU FIS

A técnica FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) permite investigar a estrutura do
padrao genético de uma populacao sem utilizar sequéncias especificas amplificadas por PCR
e sem a necessidade de fazer cultivo de micro-organismos. Ela é capaz de detectar sequén-
cias de DNA ou RNA em uma seccao tecidual diretamente e em cromossomo metafasico, sem
alterar a morfologia da célula ou tecido, através da visualizacao direta através de microscopios
oticos capazes de detectar fluorescéncia.

A FISH é baseada na formacgao de uma dupla fita hibrida devido a ligagao do segmen-
to-alvo de DNA ou RNA com uma sonda fita simples complementar marcada com fluorescén-
cia (dita marcagao direta) ou com hapteno, uma molécula pequena que quando se liga a uma
proteinaleva a uma resposta imune (marcagao indireta). A hibridizagdo entre DNA alvo e sonda
¢ averiguada ou pela deteccao da fluorescéncia ou pela utilizacao de sistemas de deteccao en-
zimatica ou imunolégica. Apesar de a metodologia de marcacgao direta ser mais rapida, a mar-
cacao indireta tem como vantagem ter um sinal mais amplificado devido & presenca de varios
anticorpos gerando esse sinal. Um exemplo da utilizacao de FISH é a producao de sondas espe-
cificas de rRNA que permitem a identificacao filogenética de bactérias marinhas. Essas sondas
sao observadas por meio de microscopia confocal ou fluorescéncia. A sensibilidade de analises
por FISH 16S rRNA, por exemplo, se da pelo fato de haver um alto nimero de ribossomos por
célula e cada ribossomo contém uma cépia de 16S rRNA, promovendo assim um forte sinal flu-
orescente.

2.8.2 MICROARRANJO(EM INGLES

O microarranjo ¢ uma técnica em que barcodes (sequéncias de DNA conhecidas) sin-
téticos estao aderidos em posicoes definidas em regides microscopicas de uma superficie de
vidro, formando assim uma matriz (Figura 3). Cada molécula de DNA aderida na matriz funcio-
na como uma sonda para detectar expressao génica, também chamado de transcriptoma ou
transcritos de mRNA expressos por um grupo de genes. Se esses barcodes identificarem espé-
cies, o microarranjo é também chamado de filochip.

As etapas para a realizagado de um experimento de microarranjo incluem: (i) producéo
de microarranjo; (i) isolamento e preparacgéo da amostra; (iii) hibridizagao e (iv) andlise dos re-
sultados. Antes da hibridizacao, os acidos nucleicos alvos (amostra) sdo fragmentados para fi-
car em um tamanho determinado e posteriormente sao marcados com molécula fluorescente.
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Sondas

MICROARRANJO

Figura 3. llustragdo esquematica de um sistema de microarranjo.

Esses segmentos, quando encontram uma sonda de sequéncia complementar na matriz, se
ligam a ela (hibridizam). Ent&o, esse sistema passa pela identificacdo em um equipamento que
verificara se ha fluorescéncia hibridizada nas sondas (se ha expressédo de um gene especifico).

Filochips tém sido utilizados para identificar fitoplancton como algas toxicas e bacte-
rias marinhas. Microarranjo ja foi utilizado para detectar patégenos nas aguas do rio Tibre, na
Italia, para verificar a qualidade da agua, por exemplo.

2.8.3 BIOSSENSORES

Os biossensores podem fazer a deteccao de quimioluminescentes ou eletroquimicos
por meio da técnica de hibridizacao sanduiche. Nesse caso, uma sonda, dita captadora, é ade
rida e imobilizada em uma superficie. A amostra de DNA ou RNA de interesse é adicionada ao
sistema e liga-se nas sondas aderidas (quando complementares). Posteriormente, uma segun-
da sonda, chamada de sonda sinalizadora, liga-se também a sequéncia-alvo, formando um san-
duiche. Um anticorpo para detectar a sonda sinalizadora é acoplado com uma enzima capaz de
converter substratos inativos a um produto passivel de deteccao colorimetrica. Ou seja, cor
indica hibridizacao das sondas com a amostra. Essa técnica é considerada sensivel, com boa
acuracia, versatil, rapida e barata. E utilizada para identificacdo de espécies e, assim como o
microarranjo, para identificacao de algas toxicas, por exemplo.

3 | concLUSOES

Os oceanos cobrem cerca de 70% da superficie da Terra, e deles mais de 240.000 es-
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pécies de organismos ja foram descritos. Tornou-se possivel observar mais detalhadamente o
tamanho de suariqueza e diversidade apds a descoberta da codificacao da informacao genéti-
ca e 0S avangos em pesquisas nas areas de biologia molecular e biotecnologia. Essas tecnolo-
gias sao importantes ferramentas tanto para a caracterizagao e identificacao das peculiarida-
des de espécies e populagdes, como para o aproveitamento de recursos valiosos ainda pouco
explora dos, como compostos e metabolitos secundarios com potencial efeito farmacologico.
No decorrer das ultimas décadas, diversas metodologias foram sendo desenvolvidas a fim de
aumentar a compreensao sobre a evolucao dos organismos vivos, verificando suas diferencas
e similaridades genéticas. O ambiente marinho é repleto de vida, com imensa biodiversidade e,
emboratenharecebido mais atencao dos cientistas nos ultimos anos, ainda é pouco conhecido,
reservando um potencial inestimavel de recursos a serem trabalhados.
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Micro-organismos por definicdo incluem todos os organismos(mais os virus) que
nao sao visiveis a olho nu. Seu estudo tradicional naturalmente exige o uso de
lentes para visualizacao ampliada, os microscopios. Alguma diversidade pode
ser aferida dessa forma, principalmente empregando corantes diferentes e va-
riacoes da microscopia otica simples. Outra vertente classica envolve o emprego
de meios de cultura. Os micro-organismos podem ser estudados em labaoratorio
dessa forma, em nivel de populagdo. Uma enorme quantidade de testes bioqui-
micos e condigdes experimentais permite a determinacao de muitas caracteris-
ticas de cada organismo, incluindo caracteres importantes para distincao entre
individuos e sua classificacao. Virus podem ser estudados quanto a morfologia,
empregando microscopia eletronica, e quanto a capacidade de infec¢ao de de-
terminados hospedeiros, apos cultivo destes. No entanto, esse olhar cléssico,
ainda amplamente difundido na atualidade, é bastante limitado e subestima
drasticamente a diversidade microbiana. Metodologias moleculares, incluindo
técnicas da biotecnologia como bibliotecas de DNA, perfis de macromoléculas
(DNA e/ou proteinas) e marcadores moleculares, oferecem ferramentas mais
adequadas para prospectar a diversidade microbiana em ambientes naturais.
Ferramentas moleculares ja estabelecidas, como reagao em cadeia da polime-
rase e sequenciamento genético (e suas versdes mais atuais, PCR em tempo real
e sequenciamento de alto desempenho) encontram ampla aplicagdo em estu-
dos modernos de biodiversidade. Tais técnicas permitem interrogar comunida-
des microbianas complexas, tanto em aspectos de composi¢ao de organismos,
como de fungdes bioguimicas, potenciais e desempenhadas em condi¢oes es-
pecificas. A microbiologia moderna encontra-se em um momento Unico e em-
polgante de sua histdria, em que temos ferramentas adequadas para avancar na
compreensao da biodiversidade microbiana. Esse conhecimento possibilitauma
série de estudos ecologicos, permitindo o entendimento de padrdes e proces-
sos que afetam as comunidades naturais, de forma sem precedentes no campo.
Alem disso, abre caminho para aplicagdes biotecnologicas multiplas, incluindo
prospeccgao orientada de micro-organismos, prospecgao molecular (mesmo in-
dependente de isolamento microbiano) e entendimento de processos como fer-

mentagao e biorremediacao.
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O QUE E BIODIVERSIDADE

O termo biodiversidade é comumente atribuido a Walter G. Rosen na organizacao de
um congresso fomentado pela Academia de Ciéncias dos EUA e a Instituicao Smithsonian. Ori-
ginalmente fora empregado como contracdo de diversidade biolégica (BlOlogical DIVERSITY)
visando simplificar textos do evento. No entanto, acabou se firmando como neologismo, em
um primeiro momento associado ao campo de conservacao biologica, e atualmente suplanta
largamente seu sindnimo, diversidade bioldgica(Takacs, 1996).

A definicao mais aceita de biodiversidade talvez seja a da Convengao sobre Diversida-
de Bioldgica de 1992 (Takacs, 1996):

Biodiversidade significa a variabilidade entre organismos vivos de todas as
fontes, entre elas terrestre, marinha e de outros ecossistemas aquaticos, e 0s
complexos ecologicos dos quais fazem parte; isso inclui a diversidade dentro da
espécie, entre espécies e em ecossistemas. (tradugao livre)

Esses trés niveis comumente sao associados ao termo, o que pode conferir-lhe certo
carater vago. Diversidade dentro da espécie € exemplificada com diversidade genética; diver-
sidade entre espécies trata dos individuos e/ou populacdes, e diversidade em ecossistemas
trata de populagdes e/ou comunidades em ambientes distintos. E dificil apontar um desses
niveis como mais importante em relacao aos demais, ja que todos abordam algum aspecto re-
levante de diversidade bioldgica que ndo € compreendido nos demais niveis. Entretanto, biodi-
versidade é um termo de ampla aplicacao, incluindo no contexto de micro-organismos e virus.
S&o objeto de estudo da microbiologia todos os organismos (mais os virus) que sao inferiores a
cerca de 200um, o que os torna invisiveis a olho nu (embora haja excegoes a regra). A biodiver-
sidade microbiana estuda a variabilidade desses micro-organismos em algum dos trés niveis
previamente descritos. O avango tecnolégico foi fundamental para estudos de biodiversidade
microbiana, uma vez que métodos distintos permitem encontrar micro-organismos distintos,
influenciando dramaticamente nossa compreensao do que é observado. Metodologias tradi-
cionais, originalmente em contexto de salde e agropecuaria, recuperavam poucos micro-or-
ganismos, embora fossem bem-sucedidos para abordagem de patdgenos de interesse médico,
veterinario e/ou agricola. Quando novas metodologias passaram a ser empregadas, permitiram
amostrar uma enorme diversidade natural oculta, o que desencadeou mudangas no pensamen-
to sobre ecologia microbiana e sobre o papel dos micro-organismos no planeta.
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1.3 ALGUNS EXEMPLOS DE ESTUDOS FUNDAMENTAIS PARA A BIOTECNOLOGIA MA-
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2 | ABORDAGENS METODOLGGICAS

Ha uma enorme variedade de métodos e técnicas para o estudo da biodiversidade mi-
crobiologica em seus diversos niveis, cada qual com particularidades, vantagens e limitacades.
Dessa forma, sem entrar em detalhes especificos, pode-se apenas ressaltar algumas linhas
gerais. E importante notar que métodos novos permitem obter novos dados, que por sua vez
modificam nossa compreensao sobre o mundo microbiano invisivel que nos cerca, incluindo o
vasto, dinamico e multifacetado meio marinho.

2.1 COLETA E PRESERVAGAO DE AMOSTRAS MARINHAS E ASSOCIADAS PARA MI-
CROBIOLOGIA

O estudo dadiversidade microbiana(virus, arqueias e bactérias)no meio marinho envol-
ve 0s mais diferentes materiais inorganicos e organicos como fontes de amostras. E necessario
imaginar que os micro-organismos, com dimensodes extremamente reduzidas frente as nossas,
lidam comomundo emoutraescala, com particularidades muito distintas do que estamosacos-
tumados. Porexemplo, acolunadégua, que nos parece uniforme(aindaque divisivel em camadas
[e.g. epi, meso, batipelagico] com caracteristicas proprias), € heterogénea e desigual na escala
microbiana. Forcas difusivas sao muito mais prevalentes, dado o reduzido coeficiente de Rey-
nolds, e o préprio movimento das moléculas de dgua(browniano) influencia muito os micro-or-
ganismos, que permanecem constantemente em movimento passivo ou precisam desenvolver
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estratégias de reorientagdo em movimentos ativos. O préprio metabolismo da comunidade
microbiana complexa que habita tais microambientes, absorvendo nutrientes e excretando
elementos de acordo com as condicdes ambientais, modifica constantemente esses locais. O
papel desses micro-habitats heterogéneos ainda é alvo de estudos, e sua natureza dinamica e
efémera é uma complicacao adicional. Ainda assim, podemos descrever ao menos quatro tipos
de amostras marinhas comuns para a microbiologia: agua, sedimentos, biofilmes e amostras
associadas a outros organismos (ha certa sobreposigao entre os dois Ultimos). Novas aborda-
gens considerando micro-habitats certamente devem surgir nos proximos anos.

E relativamente facil coletar amostras de 4gua, embora aguas profundas, sob presséo
maior que a atmosférica, possam representar um desafio para recuperagao de (micro-) orga-
nismos presentes. E possivel empregar desde bombas manuais a garrafas de coleta em rosetas
oceanogréaficas pararecuperar volumes de amostra(Figura 1a). O desafio em geral é concentrar
biomassa microbiana suficiente para estudos subsequentes, particularmente em relacao aos
virus. Técnicas de filtragao de impacto (Figura 1b), como filtros Sterivex® 0,22um (Millipore) (Fi-
gura 1d), sdo frequentemente empregadas para células microbianas. E comum o emprego de
seringas e bombas peristalticas (ou com diferencga de pressao)(Figura Ic), para filtrar maiores
volumes (litros a dezenas de litros) e concentrar mais biomassa.

O  Retentado ou

/ BN concentrado
I

-]
e o i . Lt
° 7 Filtrado Figura 1. A) Roseta oceanografica

permeado contendo diversas garrafas para
amostragem de agua. B) Esque-
mas sobre métodaos de filtragao:
filtracao de impacto, com reten-
cao de celulas, e passagem de
particulas virais e dgua. C) bomba
peristéltica para circulagao de
aqua. D)filtro Sterivex®.

Particulas virais plancténicas, por outro lado, possuem dimensoes e biomassa ainda
mais reduzidas, e necessitariam de poros muito reduzidos para ficarem no retentado, apesar
de sua maior abundancia em geral. Isso implica o rapido entupimento de filtros por particulas
em suspensao antes da saturacao do filtro com particulas virais. Por isso, foi necessario de-
senvolver alternativas a filtracao de impacto convencional para o estudo dos virus marinhos,
além de requerer volumes ainda maiores de amostra (dezenas a centena de litros). A filtragao
em fluxo tangencial foi a primeira variante amplamente empregada (Figura 2a). Consiste em
uma recirculacao daamostraem uma membrana filtrante em formato de canudo, com poro que
pode chegar a escala molecular (kDa). Como o fluxo de filtragdo é perpendicular a superficie da
membrana, nao ha retencao na mesma, evitando o entupimento. A aplicacao de leve pressao
(até bpsi) permite que a dgua atravesse os poros(filtrado) e seja removida da amostra, enquanto
células e eventualmente virus (dependendo do poro do filtro) sao retidos e recirculados. Ao fim
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do processo é possivel concentrar dezenas de vezes a amostra bruta e entao submeté-la a fil-
tracao de impacto para separar diferentes células e particulas virais. Embora amplamente di-
fundida, a filtragao tangencial implica perdas consideraveis da amostra(John et al., 2011), uma
Vez que 0 processo requer comumente varias horas de filtracao para completar a reducao de
volume. Assim, um método de floculagao quimica(John et al., 2011) foi desenvolvido para con-
centrar de forma mais fiel as particulas virais presentes na agua (Figura 2b). Esse protocolo
emprega, apos remocao de celulas, cloreto de ferro, composto particulado facilmente retido
em filtros com maior poro, que adsorve particulas virais. As particulas adsorvidas ao cloreto de
ferro (retentado) podem posteriormente ser eluidas com vitamina C, e tornam-se novamente
suspensas na solucao para posterior estudo. Esse processo, com alguns cuidados em relacao
aidade e ao pH das solugoes, permite uma recuperacaoc bastante proxima de particulas virais
(tanto compostas por RNA como DNA) da amostra original, permitindo estudos quantitativos a
respeito dos virus marinhos (e possivelmente de outros meios também).

Filtrado ou
permeado
(remogéo)

B Figura 2. Esquemas sobre

x Retentadoou  Meétodos de filtragdo. A)filtra-

A ¥ concentrado ¢ao tangencial, com retencao
%Z 4 (A IR : i irai

\ e de células e particulas virais,

 $ Filtrado ou e passagem de &qua. B)filtra-

permeado N i ~ L.
cao apos floculagao quimica,

com retengao das particulas
virais adsorvidas ao ferro.

Retentado ou
concentrado
(recirculagéo)

A coleta de amostras de sedimento pode ser mais complexa, dependendo da profun-
didade. Pode-se usar uma draga ou um amostrador Van Veen (Figura 3a) para amostrar sedi-
mentos mais superficiais, mas geralmente o sedimento se desestrutura, misturando as varias
camadas. Se € necessario coletar uma amostragem com preservacao espacial, em que € pos-
sivel diferenciar as sucessivas camadas de precipitacao que formam o sedimento, € necessario
coletar cores, empregando ferramentas como o Box corer ou piston corer (Figura 3b). Evitan-
do-se porgoes que contatam as extremidades é possivel recuperar amostras que mantém as
camadas sedimentares. Em geral, é necessario ainda efetuar uma etapa de eluicao, em que 0s
micro-organismaos ou particulas virais sao deslocados do sedimento e da dgua intersticial nele
contida. Varias solucdes podem ser empregadas para esse passo, como agua do mar artificial,
com ou sem suplementagao (e.qg. glicerol, peptona) ou pirofosfato de sddio. Sonicagdo pode ser
empregada para contribuir com o processo de dessorcao das células e/ou particulas virais.

Biofilmes sao complexos microbianos multicelulares e geralmente multiespécies que
se formam sobre superficies abioticas ou biodticas. A comunidade microbiana cresce de forma
estruturada, comampla comunicacgao celular e acompanhada por modificacoes fisiolégicas. Tal
crescimento é ‘cimentado” por uma camada predominantemente constituida por polissacaride-
os extracelulares, que pode incluir restos de células (proteinas, DNA e outros), mas permanece
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Figura 3. A) amostrador

C de VanVeen para sedi-
g mento. B) piston corer

o para amostragem estru-

f# - i | turada de sedimento. C)
“ w U b diversos tubos contendo

beads para extracao.

permeavel a 4gua por meio de poros e canais. Tal estrutura promove forte adesao a superficie
se atingido o estagio maduro, e deve ser formada em possivelmente qualquer superficie nos
oceanos, natural ou artificial. Muitos dos estudos sao realizados depositando material artificial
(como laminas ou superficies plasticas ou metalicas) em determinado local, e apés incubacéo
por dias a semanas, removendo-0s para estudos em laboratoério. Outros estudos com superfi-
cies nao-experimentais deverao obrigatoriamente ou destruir parte da superficie para remo-
vé-la ou empregar métodos mecanicos para raspar o biofilme. Sao usados desde bastoes de
algod&o ou polipropileno a raspadores e facas (ou mesmo beads de vidro e materiais abrasivos)
(Figura 3c). Posteriormente, o material coletado ¢ submetido a breve sonicacdo, para desagre-
gar a matriz do biofilme, se necessario.

Embora seja possivel empregar a abordagem de biofilmes para superficies bidticas,
como a superficie de macro-organismos do bentos e nécton, amostras biolégicas de tecidos
sdo comumente empregadas para estudos de micro-organismos associados a macroalgas e
animais. Biofilmes bioticos podem ser removidos com lavagens com seringa, tanto de super-
ficies como de porcoes especificas como branquias, sem ébito do animal. Em certos casos,
como com recifes “duros” de coral, sdo necessarias estratégias pouco sutis, como espigao e
martelo. Nos demais, amostras de tecido, com ou sem sacrificio do organismo hospedeiro, po-
dem ser usadas para estudos microbioldgicos.

Uma distingao fundamental apos a coleta envolve a preservagao da amostra. Para tal
decisao é fundamental ter clara a metodologia a ser empregada nos proximos passos do estu-
do. Se a preservacao da estrutura como um todo é fundamental, para contagens por citome-
tria ou visualizacao microscopica, por exemplo, € necessario fixar a amostra. Varios fixadores,
como aldeidos, alcoois ou outros, podem ser empregados para prevenir autolise e deterioracao
do material biologico. Contudo, seu emprego efetivamente mata as células e em muitos casos
impede estudos moleculares que requerem partes das células ou particulas virais. Estratéegias
que envolvam cultivo, atividades biolégicas e muitas das técnicas de biologia molecular sao in-
compativeis com fixadores. Em muitos casos, sdo necessarias amostras vivas, e para prevenir
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degradacdo, é recomendado no maximo refrigeraraamostra(4°C). O mais indicado, sem duvida,
é proceder com passos subsequentes do estudo com o menor intervalo disponivel, preferen-
cialmente logo apos a coleta. Plagueamentos e medidas de atividade comumente podem ser
realizados de pronto, mesmo em embarcagdes, com planejamento adequado. Outras analises
requerem materiais biologicos preservados, mas nao fixados, como extracoes de biomolécu-
las. Nessas situacoes € comum proceder com congelamento, com ou sem crioprotetores, con-
forme o caso. Uma excecdo importante é o trabalho com virus ambientais. E bastante comum
um passo posterior de concentracado adicional da amostra por ultracentrifugagao. Tal estrate-
gia é prejudicada apds o congelamento, uma vez que ha desestruturacao das particulas virais,
comprometendo a manutencao do capsideo, necessaria para o processo de ultracentrifugacao.

Vale ressaltar novamente que a técnica ou estudo posterior a coleta € sempre o prin-
cipal determinante do que deve ser feito e de como deve ser coletada a amostra. Estudos apli-
cados, visando ao isolamento de micro-organismos com caracteristicas interessantes (e.g.
producao de enzimas, degradagédo de compostos), raramente requerem amostras quantitati-
vas e em condicoes completamente fiéis ao ambiente de coleta; desde que a caracteristica
de interesse seja encontrada, pouco importa se a amostra nao e fiel ao ambiente. Por outro
lado, levantamentos sobre biodiversidade in situ, nos mais variados materiais de origem (agua,
sedimento ou outros), comumente requerem bastante cuidado para prevenir a introdugao de
contaminantes (inclusive por parte de quem executa a coleta). Nesses casos sdo recomenda-
das solucdes recem-preparadas e esterilizadas, bem como material descartavel e esterilizado,
ou na pior das hipoteses, material enxaguado amplamente com amostra. E importante manter
em mente que o mundo microbiano nos cerca e € parte de nossa constituicao como animais,
bem como permeia nossos objetos e utensilios, inclusive material de pesquisa nao esterilizado.
Se o foco do estudo inclui comparagoes ou descricdes sobre amostras ambientais, deve-se
tomar muito cuidado para que micro-organismos de outras fontes nao interfiram no resultado
almejado.

Uma vez que a principal limitacao ao estudo de microbiologia é a dificuldade de visua-
lizar organismos que por definigdo sdo microscépicos (< 200um), uma primeira estratégia que
permite sobrepujar tal limitacao é o uso de “lentes de aumento”, 0s microscopios. Mesmo com
instrumentos rudimentares, logo apds a invencao do microscopio ja foi possivel visualizar certa
variacao morfologica. Em um primeiro momento, imaginou-se que micro-organismos fossem
pleomadrficos, sem forma fixa, e que seriam todos variacoes de uma Unica espécie. Virus nao
eram visualizaveis nessa época e ainda nao o sao, em geral, por microscopia 6tica. Apos cultivo
de determinados micro-organismos, no entanto(ver trecho posterior desta secao), verificou-se
que as formas costumam ser fixas por espécie, com raras excecoes. Houve impressionantes
avancos na microscopia desde entao, com diversas variagcoes que exigem preparacoes particu-
lares da amostra; a maioria ainda envolve material fixado, embora algumas variantes recentes
envolvam imagens de celulas vivas. Embora algumas variantes de microscopia comum permi-
tam maior contraste e facilitem a visualizacdo nos menores tamanhos possiveis (micréometros),
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algumas permitem outras formas de observar micro-organismos. A microscopia eletrénica,
por exemplo, substitui a luz e as lentes empregadas para aumento e resolugao na microscopia
convencional, por feixes de elétrons em um tubo a vacuo e bobinas magnéticas, ampliando a
possibilidade de visualizacao para nanémetros. Isso permite visualizagcdoes mais detalhadas de
células, mesmo as menores, e permite a visualizagcao de particulas virais. Duas variantes da mi-
croscopia eletronica permitem a obtencao de informacoes distintas: a microscopia eletrénica
por varredura observa apenas a superficie e estruturas externas das células e particulas vi-
rais; a microscopia eletrénica de transmissao, por outro lado, penetra nas estruturas e permite
visualizacao do conteudo destas. Outra importante variante da microscopia convencional € a
microscopia confocal, que permite variacao do plano focal. Isso possibilita a obtencao de ima-
gens em diferentes profundidades de um material estruturado, efetivamente possibilitando um
fracionamento ¢tico da amostra. Coletando diversas imagens € possivel inclusive sobrepd-las
para geracao de umaimagem tridimensional. Cabe destacar que é possivel aplicar microscopia
confocal em amostras vivas, se devidamente preparadas.

Associado as lentes, surge outro problema para visualizagao. Alguns organismos apre-
sentam pigmentos ou moléculas internas que lhes conferem cor ou fluorescéncia natural - por
exemplo, a clorofila dos organismos fotossintetizantes. A maioria, contudo, é transparente e,
portanto, nao contribui para resolucao em microscopia, principalmente em tamanhos mais re-
duzidos. Assim, faz-se necessario usar corantes, compostos que interagem com algum com-
ponente celular ou viral, aumentando o contraste com o meio circundante de forma a facilitar
a visualizacao. A coloracao de Gram, bastante popular, contrasta duas estruturas de paredes
bacterianas: a Gram-positiva, rica em peptideoglicanos, e a Gram-negativa, rica em lipopolis-
sacarideos. Ha também corantes fluorescentes, que absorvem luz em determinado compri-
mento de onda e emitem em outro. Com filtros apropriados, € possivel empregar nesses casos
microscopia de fluorescéncia, bastante empregada para contagens microbianas e virais, dife-
renciando células e particulas virais da sujeira de fundo da amostra. Qutros compostos podem
ser empregados como corantes em contextos proprios. E possivel destacar partes especificas
de bactérias(como o nucleoide ou capsula), respiragao celular, integridade da membrana celu-
lar, atividade enzimatica, replicacao de DNA, crescimento celular, entre outros.

Vale ressaltar que a morfologia € uma caracteristica descritiva bastante usada, mas um
tanto supervalorizada para micro-organismos. E Util como descricdo, mas ndo representa uma
caracteristica filogeneticamente relevante para classificacao, uma vez que morfologias idén-
ticas sao encontradas em ramos distintos da arvore da vida, enquanto morfologias distintas
muitas vezes acontecem em diferentes espécies em um mesmo grupo. A excecao desse papel
da morfologia na microbiologia sao os virus. A descricao da morfologia da particula viral, sua
forma e presenga/auséncia de envoltério (envelope), sdo caracteristicas-chave ainda emprega-
das para a classificacao taxonémica viral.

Outra abordagem classica, amplamente utilizada na microbiologia médica, veterinaria
e afins, é a cultura microbiana. Uma vez que o tamanho e biomassa reduzidos ainda sao limita-
¢Oes, essa estratégia visa compensar tais fatores com a obtengao de grande quantidade do(s)
organismo(s)de interesse. Embora uma ou algumas bactérias permanegam invisiveis a olho nu,
milhoes ou bilhdes delas tornam-se visiveis, como turbidez em um meio liqguido ou uma massa
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celular em um gel solido. Para estimular tal crescimento, acrescenta-se uma série de nutrien-
tes, vitaminas e quaisquer outros requerimentos ao meio, além de incuba-lo em condicoes,
como temperatura, pH e luminosidade, apropriadas para o crescimento do micro-organismo
desejado. Se supomos ou conhecemas corretamente as necessidades nutricionais e condicoes
ambientais de crescimento de determinado micro-organismo, € possivel cultiva-lo em labora-
torio. O tempo necessario para tal processo pode ser bem variavel, de minutos a horas, a dias,
semanas ou meses, dependendo da velocidade de replicacao do organismo em questao. Ha ao
menos duas vantagens e duas desvantagens associadas a essa abordagem. Se cultivado cor-
retamente, o micro-organismo pode ser obtido quando desejado e na quantidade necessaria,
bastando algum planejamento. Assim, é possivel sujeita-lo a toda sorte de testes bioquimicos,
fisiologicos e quaisquer outros que se imagina. Podemos determinar qual ou quais compostos
podem alimentéa-lo, ou qual aamplitude de condicoes ambientais que ele tolera. Podemos fazer
testes genéticos, fenotipicos, incluindo observacoes morfoldgicas, e descrevé-los em todas
as caracteristicas de interesse, inclusive para fins de classificacao. Em meio sdlido, através
da adigao de agar (um carboidrato derivado de algas que gelifica o meio de cultura, como uma
gelatina), podemos obter certa resolugao espacial. Dessa forma ¢ possivel diluir uma amostra
ao ponto de distanciar micro-organismos distintos e obter massas celulares(col6nias) separa-
das. Repicando essas coldnias, ou seja, coletando cada uma de forma estéril e passando para
novo meio solido, é possivel isolar micro-organismos distintos. [dealmente é necessario repetir
essa diluicao e passagem diversas vezes, mas, uma vez completado o processo, teremos uma
populagao “pura” (axénica) daquele determinado micro-organismo para submeter aos mais di-
versos testes supracitados. Outra vantagem geralmente relacionada com o cultivo do micro-
-organismo em laboratorio é a possibilidade de estoca-lo. Se é possivel cultiva-lo em laborato-
rio, podemos testar diversas condigdes para preservacao dessa amostra, incluindo liofilizacao
(dessecamento a frio) ou mesmo congelamento, geralmente associado a agentes crioproteto-
res. Compostaos como DMSO, glicerol, entre outros, previnem a formacao de cristais de gelo no
citoplasma das células, possibilitando sua recuperacao apds virtualmente qualquer periodo de
tempo. Isso permite que isolados microbianos efetivamente parem no tempo, e possam ser re-
cuperados no futuro para estudo. E possivel, portanto, fazer desenhos de estudos inviaveis em
outros organismos, como comparar progenitor e descendentes em relacao a adaptagao, mes-
mo apos décadas de intervalo, em ensaios evolutivos. De fato, um grupo de pesquisadores, lide-
rados por Richard Lenski, replica algumas populagdes de Escherichia coli, desde 1988 (Lenski,
2017). Cultivar micro-organismos ¢ parte da tradicdo da microbiologia, e avangos fundamentais
na area foram e sao obtidos através do cultivo de organismos. A taxonomia microbiana, por
exemplo, ainda se baseia em testes que requerem culturas do micro-organismo alvo e de seus
parentes proximos, embora existam propostas alternativas. A descricao de micro-organismos
ja classificados requer avaliacao de uma série de caracteristicas geralmente derivadas do cul-
tivo do arganismo.

Quadro 1- Taxonomia de bactérias e arqueias

A taxonomia de bactérias e arqueias, em geral, esteve em estado de fluxo por mais de 100 anos,
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pois sistematas davam grande valor a testes fenotipicos e caracteristicas morfologicas nos antigos es-
quemas de classificacao (ver, por exemplo, o Manual Bergey's ed. 1957), resultando na formagao de gru-
pos taxonémicos relativamente heterogéneos e muitas vezes artificiais. A taxonomia numérica (Sneath;
Sokal, 1962) surgiu com a possibilidade de andlise de caracteres fenotipicos utilizando coeficientes numeé-
ricos que expressam similaridade entre linhagens. Sem duvida, a taxonomia numérica veio proporcionar
maior objetividade aos esquemas de classificagdo microbiana e a abordagem pressupunha a utilizacao de
um grande nimero de testes bioquimicos (entre 100 e 200) e uma amostragem grande e diversificada de
linhagens, sendo os resultados expressos em porcentagens.

A aplicagao da taxonomia polifasica surgiu a partir de 1970, com o trabalho seminal realizado
por Cowell (1970) que alavancou o conceito da taxonomia polifasica ainda utilizado atualmente. De acor-
do com esse conceito, sistemas de classificagao mais naturais devem integrar informagao dos niveis
molecular ao ecoldgico. A técnica de hibridizacdo de DNA-DNA (HDD) é o padrao-ouro na definicao de
espécie bacteriana dentro da taxonomia polifasica. Uma espécie bacteriana € definida como um grupo
de linhagens que apresentam mais de 70% de similaridade na HDD. No entanto, essa técnica apresenta
varias limitacdes, tais como a necessidade de incluir linhagens-de-referéncia a cada novo experimento e
requer equipamentos especiais que estao disponiveis somente em poucos laboratérios internacionais.

Em 1987, Carl Woese publicou seu trabalho pioneiro sobre o uso do gene RNAr 16S como um mar-
cador filogenético em bactérias e arqueias, abrindo novos rumos na taxonomia microbiana. O gene RNAr
16S codifica a subunidade ribossomal menor de bactérias; apresenta aproximadamente 1,5 Kb, sendo um
tamanho adequado para analise comparativa, e € universalmente distribuido nestes micro-organismos,
apresentando regides conservadas e variaveis. A presenca de regioes variaveis € uma caracteristica ex-
plorada na distincao entre as espécies. Linhagens pertencentes a mesma espécie apresentam similari-
dade igual ou maior que 98,8%. Hoje, o arcabouco da taxonomia de bacteérias € baseado na filogenia do
gene RNAr 16S, embora este apresente algumas limitacoes. O numero de copias desse gene pode variar
em diferentes espécies bacterianas. Além disso, o RNAr 16S nao codifica uma proteina, e a presenca de
insercoes ou delegdes no gene gera problemas para o alinhamento das sequéncias. O gene RNAr 16S e
a HDD apresentam correlagao, porém a resolucao taxondmica desse gene € baixa. Diferentes espécies
bacterianas podem apresentar sequéncias do gene RNAr 16S muito similares ou até mesmo idénticas,
como por exemplo, Vibrio cholerae e V. mimicus, ou Escherichia coli e Shigella. Por fim, existem muitos
questionamentos a respeito do grau de resisténcia que esse gene apresenta a transferéncia lateral e até
gue ponto um unico gene pode representar fidedignamente a filogenia de um organismo.

A taxonomia polifasica € um consenso entre a maioria dos sistematas. A taxonomia polifasica
integra dados fenotipicos, quimiotaxonémicos, moleculares, gendmicos e filogenéticos, com o objetivo
de representar a biodiversidade nos seus diferentes niveis, isto &, de linhagem a supra-familias de uma
forma mais natural. A hibridizagdo DNA-DNA (HDD) e as sequéncias de RNAr 16S tém papel central no de-
lineamento de espécies neste contexto.

A unidade basica em taxonomia microbiana é a espécie. A definicao atual de espécie bacteriana
€ pragmatica e operacional, objetivando o estabelecimento de sistemas taxonémicos rapidos, confiaveis,
reprodutiveis e Uteis parauma variedade de aplicacoes e que sejam baseados na evolugao microbiana. Es-
pécie de bactéria compreende um grupo de isolados geneticamente coerente que compartilha elevado
graude similaridade emdiversas caracteristicasindependentes. Umaespécie bacteriana é definidacomo
um grupo de linhagens que compartilham alto grau de similaridade fenotipica, > 70% de similaridade de
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hibridizagdo DNA-DNA, >5 °C ATm, > 5% de similaridade no contetdo de G + C do DNA genémico, > 98%
de identidade nas sequéncias do gene RNAr 16S. Apesar de criticada, a hibridizacao de DNA-DNA ainda é
0 padrao-ouro para a definicao de espécies em bactéria.

0 advento de técnicas rapidas de sequenciamento de genomas e o desenvolvimento de ferra-
mentas de bioinformatica que auxiliam na extracao de informacao taxanémica de genomas revoluciona-
ram a taxonomia microbiana, langando-a na nova era da taxonomia genémica, que vem sendo proposta
como alternativa a taxonomia polifasica. A taxonomia genémica é fundamentada no estudo e na analise
comparativa de genomas por meio do alinhamento e anélise de genes conservados (ortélogos), Média
da Identidade de Aminoéacidos (AAl), Média da Identidade de Nucleotideos (ANI), hibridizacdo DNA-DNA
in silico (6GD, do inglés genome-to-genome distance), assinatura gendmica de Karlin (analise de di-tri-
-tetra nucleotideos), contetdo de G + C, predicdo do fendtipo baseado na analise de sequéncias geno-
micas, analise de vias metabdlicas e analise do genoma core e do pan genoma, e tem como objetivo es-
tabelecer a identificacao e a classificacao microbiana com base na informacgao taxondémica disponivel
em cada genoma. Neste contexto, uma espécie é definida como um grupo de linhagens que comparti-
lham >95% de identidade no AAl e no ANI, >85% de identidade na analise de genes conservados (genoma
core), <10 na assinatura genémica de Karlin, > 5% do contetdo de G+C e > 70% de similaridade na HDD
in silico (ou GGD). Espécies do mesmo género formam grupos monofiléticos com base nas sequéncias
do gene RNAr 18S e do genoma core. E necessario incluir sempre o genoma da espécie/linhagem tipo,
pelo menos. Culturas de novas espécies tipo devem ser depositadas em colecoes de culturas publicas.
A sequéncia do genoma da nova espécie tipo deve ser depositada em bancos de dados publicos, como
0 EMBL e GenBank, a fim de permitir acesso a comunidade cientifica e identificacdo automatica de es-
pécies microbianas atraves da internet. O estabelecimento de uma nova definicdo de espécie de bac-
terias e arqueias e novos esquemas taxonomicos fundamentados em genomas aqui apresentados per-
mitem o uso de genomas para definir grupos fenotipica e genomicamente coerentes e coesos.

Ha limitacoes importantes em relacao a essa abordagem, no entanto. A primeira é o
fato de que as condigdes de cultivo em laboratério ndo sao as mesmas do ambiente natural do
organismo. Podemos fazer uma analogia com um peixe no aquario: € interessante saber se ele é
capaz de comerisso ou aquilo, ou como se comporta frente a situacoes especificas, mas é pos-
sivel apenas inferir (especular) que isso ocorre no ambiente natural dele. De forma similar, ter a
capacidade de degradar um determinado composto ou explorar determinado nutriente apenas
sugere papeéis ecolégicos do micro-organismo no meio natural. Tratamos, portanto, apenas de
um possivel papel ecolégico, mas que deve ser testado in situ, de outras formas. A segunda limi-
tacao, aindamaisimportante emtermaos de exploracao da biodiversidade, é o fato de que apenas
uma fracao bem diminuta dos micro-organismos presentes na natureza é passivel de ser culti-
vada em laboratorio com atecnologia atual. Estima-se, através de comparagoes entre observa-
coes microscopicas diretas e recuperacao de micro-organismos em meios de cultivo, que em
meédia menos de 1% do que habita ambientes naturais seja cultivavel. Varios fatores sao elenca-
dos paraexplicaressadiscrepanciatao notavel, entre eles dificuldade de estabelecer nutrientes
ou condicoes de cultivo, tempo de replicacao muito lento, resisténcia a excesso de nutrientes,
necessidade deinteracoes ecologicas para cultivo, entre outros. De qualquer forma, essa limita-
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caorepresentauma barreira fundamental para a descricao da biodiversidade microbiana e para
0 entendimento de ecologia dos micro-organismos na natureza. De fato, antes da descricao
desse fendmeno, apelidado de “grande anomalia de placas” (do inglés great plate anomaly ou
GPA), havia o entendimento de que os micro-organismos eram pouco abundantes e relevan-
tes ecologicamente. Hoje, o conhecimento cientifico aponta para um cenéario completamente
oposto a essa ideia, como veremos em secoes posteriores.

Quanto aos virus, cabe destacar que também sao passiveis de cultivo, com vantagens
e limitacoes similares, mas com uma distingao essencial. Como virus sao entidades biologicas
obrigatoriamente simbiontes, para o cultivo viral € necessario oferecer a célula hospedeira cor-
reta em condigdes que permitam seu préprio crescimento (hospedeiro). Assim, frente a limita-
cdo de cultivo de hospedeiros previamente explicada (GPA), nota-se uma limitagao importante
em relacao ao cultivo viral. Apenas cultivamos virus cujos hospedeiros sao passiveis de cultivo,
e esses representam uma porgao bastante limitada da natureza. Logo, nosso conhecimento
sobre virus, de forma geral, é deveras insuficiente, principalmente em relagdo aos virus que
infectam bactérias e arqueias (e eucariotos unicelulares), que representam a maioria dos virus
do planeta. Essa limitacao se reflete nos estudos posteriores, empregando abordagens mo-
leculares, como veremos adiante, que amostram, mas nao reconhecem, o que esta presente
na natureza. Ainda assim, a classificacao de virus se baseia em conjuntos de caracteristicas
gue requerem o cultivo prévio destes para obtencao, ainda que também existam propostas que
prescindem dessa etapa.

Quadro 2 - Taxonomia de virus

Como qualquer area das ciéncias biolégicas, a virologia também busca classificar - ou seja, cate-
gorizar e nomear - seu alvo de estudos. De forma similar as células, € desejavel reconhecer se um determi-
nadoisolado representa um potencial patégeno, ou se é capaz de infectar determinado hospedeiro e como
e o provavel desfecho dessa infeccao, com base no conhecimento prévio sobre o virus especifico. A taxo-
nomia viral, como a microbiana, baseia-se em uma taxonomia polifasica, ou seja, congrega caracteristicas
fenotipicas, ecologicas e genéticas dos isolados que pretende classificar. Apresenta, no entanto, algumas
diferencasfundamentais emrelacao as taxonomias celulares. As caracteristicas bastante valorizadas para
classificagaoincluemamorfologiada particulaviral(icosaédrica, helicoidal ou complexa), presenga/ausén-
ciade envelope, tipo de acido nucleico (DNA ou RNA, fita simples ou dupla, Gnico ou segmentado), tipo de
hospedeiro que infecta, e consequéncia dessarelacao(doenga, modo de replicagéo). Como sdo requeridas
caracteristicasrelacionadas ainteracao dovirus coma célula hospedeira, é importante que uma culturado
virus esteja estabelecida. Apenas assim, podemos experimentar a amplitude de hospedeiros infectaveis e
obter detalhes da replicagao. As diferengas em relagao a taxonomia celular envolvem dois aspectos. Evo-
lutivamente, ndo temos evidéncias que suportem uma origem Unica para todos os virus, ao contrario das
células. Assim, nao é possivel estabelecer uma Unica arvore filogenética dos mesmos. Considera-se que
os virus estabelecam sim linhagens monofiléticas, mas multiplas linhagens independentes, que requerem
multiplas caracteristicas para fazer distincao entre elas. Uma classificagao politética foi empregada por
bastante tempo, onde nenhuma caracteristica é exclusiva de determinado grupo, e uma proporgao minima
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de caracteristicas precisa ser apresentada para pertencimento ao grupo. Essa limitacao ainda se reflete
em estudos moleculares, em que fica clara a auséncia de marcadores filogenéticos universais em virus.
Uma sequnda diferenca marcante entre taxonomia viral e celular é que a classificacao dos virus, como
todo o campo da virologia, € recente, cientificamente. Assim, a lingua universal empregada para nomen-
claturaviral € oinglés, no lugar do latim. Nota-se tambéem uma diferenga importante nos niveis taxonémi-
cos, fruto da limitagao evolutiva acima apresentada. Nao ha grupos taxonémicos superiores a ordem para
0s virus, e muitos virus ainda nao apresentam uma descrigcdo em todos os niveis. Exemplos de classifica-
cao viral seriam:

a) Ordem Caudovirales, Familia Myoviridae, Subfamilia Tevenvirinae, Género Schizot4virus, Espécie Vibrio
virus KVP40;

b) Ordem Unassigned, Familia Unassigned, Género Virtovirus, Espécie Tobacco virtovirus 1(espécie tipo);

As definicoes sobre taxonomia viral sao decididas pelo ICTV, o conselho internacional de taxo-
nomia viral, composto por especialistas nos mais diversos grupos virais. Suas deliberagoes sao disponi-
bilizadas em relatérios periodicamente, sendo o ultimo disponivel online em https://talk.ictvonline.org/

ictv-reports/.

Analises morfologicas e cultivos microbianos, embora de valor inestimavel para o
avanco da microbiologia, aplicam-se em geral a populagoes de micro-organismos. Podemos
realizar contagens e observagoes de amostras ambientais, e sdo abordagens bastante neces-
sarias, mas nao permitem desdobramentos posteriores. Além disso, buscamos cultivos axéni-
cos (puros) para poder realizar experimentos e descrigdes de um Unico tipo de micro-organis-
mo. Esforgos para cultivo de amostras ambientais sao restritos pela GPA a poucos organismos.
Dessa forma, tais abordagens foram limitadas para descricoes de biodiversidade microbiana e
viral na natureza, composta por comunidades (multiplas populagbes interagindo com variaveis
ambientais)complexas e dinamicas.

Qutras formas de prospectar micro-organismos foram necessarias para abordar a mi-
crobiologia ambiental e a maioria destas foi primeiramente implementada em amostras mari-
nhas. O cultivo e o estudo morfologico de células ou particulas virais, explicado na secao ante-
rior, apresenta limitacdes e para sobrepujar tais barreiras buscou-se o estudo de componentes
celulares ou virais em vez do micro-organismo completo. Assim, inicia-se uma interface bas-
tante prolifica entre microbiologia e biologia molecular, com produtos provenientes de partes
de células microbianas ou particulas virais frequentemente resultando em novos produtos bio-
tecnoloégicos com aplicacoes variadas. Diversas outras abordagens mais elaboradas e automa-
tizadas também surgem em anos mais recentes, oferecendo ferramentas bastante inovadoras
pararesponder questoes antes inacessiveis.
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As abordagens moleculares empregam diversas moléculas bioldgicas, frutos de avan-
¢os biotecnologicos. Enzimas sao usadas para romper células, degradar macromoléculas e cli-
var sequéncias especificas de DNA. Polimerases sao empregadas para produzir DNA a partir de
RNA e para fazer cépias de DNA, de forma controlada ou inespecifica. Sequéncias de DNA e RNA
tornam-se marcadores de atividades e dahistériafilogenética de(micro-Jorganismos. Genomas
inteiros, ou porcoes seletas, podem formar bibliotecas de DNA, ap6s clonagem. Muitas dessas
estratégias foram empregadas primeiramente de forma controlada para populacées microbia-
nas em laboratorio, apds cultivo. Partindo de um isolado, podemos obter perfis de suas macro-
moléculas, como DNA, RNA ou proteinas, descrevendo assim seu potencial genético (DNA) ou
sua expressdo em determinadas condigdes ambientais (RNA, proteinas). Podemos amplificar,
por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), regides previamente conhecidas de genomas, em-
pregando polimerases clonadas de micro-organismos terméfilos(Tag polimerase e derivados).
Podemos ler biomoléculas como DNA e RNA, obtendo suas sequéncias, com base em uma va-
riante de PCR e bases nitrogenadas modificadas (metodologia de Sanger). Ja conhecemos ha
algum tempo estratégias de recombinacao de DNA, cortando com enzimas de restri¢ao, pro-
dutos de co-evolucao entre bactérias e seus virus, e colando sequéncias iguais ou distintas
com DNA ligases bacterianas, virais, entre outras. Empregando plasmideos (elementos gené-
ticos moveis circulares de bactérias) amplamente conhecidos e editados satisfatoriamente,
possuimos ferramentas para amplificar e estocar quaisquer sequéncias de interesse, de forma
relativamente simples. Lancando mao de promotores compativeis com a célula que abriga o
plasmideo, podemos inclusive expressar biomoléculas em sistemas heterologos (diferentes da
célula original), fazendo mudancgas que levem em consideragao as diferengas conhecidas entre
os tipos celulares. Combinando as abordagens de clonagem e sequenciamento podemos ainda
acessar o contetdo genético total dos (micro-) organismos e dos virus, tendo acesso a todo
potencial o genético contido em determinada espécie que possamos reconhecer.

Com algumas modificacoes, grande parte dessas abordagens podem ser adaptadas
para exploracao da biodiversidade microbiana, conseguindo lidar com comunidades complexas
encontradas no ambiente. Embora seja possivel extrair biomoléculas como DNA, RNA ou prote-
inas de amostras ambientais, um perfil direto de qualquer uma dessas moléculas € pouco infor-
mativo, umavez que todos os diferentes micro-organismos de umaamostra comporao tal perfil,
ainda que de forma desigual. Ainda assim, estratégias como polimorfismos de fragmentos ter-
minais (t-RFLP) ou eletroforese em gel desnaturante (DGGE) permitem a obtengéo de perfis de
bandas de comunidades microbianas. Essas estratégias permitem estimar riqueza, equitabili-
dade e, por fim, a propria diversidade de amostras, de forma comparativa, inclusive. Avancan-
do sobre essa tematica, podemos ainda selecionar uma regiao filogeneticamente informativa,
como o RNA ribossémico 16S, que possua sequéncia Unica para cada organismo distinto e per-
mita descrever quais encontram-se em determinada amostra, apés sequenciamento. Isso pode
ser feito com sequéncias recuperadas dos perfis de banda acima citados, embora com alguma
dificuldade, ou pode ser obtido diretamente por meio da clonagem do produto de PCR dessas
regioes, sequida de sequenciamento. Monta-se, neste ultimo caso, uma biblioteca de genes ri-
bossomais, que pode ser explorada para determinar quantos e quais organismos encontram-se
nas amostras ambientais. Comparando essa biblioteca com sequéncias desses marcadores
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oriundas de organismos ja conhecidos, podemos reconhecé-los em amostras ambientais va-
riadas, dessa forma, inferindo a presenca desses (micro-) organismos na natureza. Podemos
obter bibliotecas de DNA, que revelam a presenca de organismos, bem como de RNA (ap6s con-
versdo desse ultimo em DNA utilizando enzimas derivadas de retrovirus), que nos traria infor-
macoes sobre quais organismos estao ativos na amostra. Ainda na mesma tematica, podemos
clonar todo o DNA de uma comunidade, nao apenas marcadores, sequenciando os fragmentos
obtidos aleatoriamente. Poderiamos encontrar enzimas, proteinas estruturais e toda e qual-
quer informacao presente nos genomas ou transcriptomas das comunidades microbianas,
obtendo metagenomas ou metatranscriptomas no processo. Podemos dessa forma identificar
informacades variadas da comunidade, inclusive em niveis inferiores ao de espécie, portanto,
iluminando aspectos pouco abordados previamente de diversidade microbiana(ver secéo 1.2).

Novas tecnologias permitiram ampliar ainda mais as possibilidades de estudo seguin-
do essas estratégias. Atualmente, contamos com sequenciadores de nova geracao (454, lllu-
mina, lon Torrent) que mudam a metodologia de sequenciamento e paralelizam drasticamente
0 processo. Permitem, assim, obter milhares-bilhdes de sequéncias (DNA ou mesmo RNA con-
vertido) em horas ou dias, sem requerer clonagem prévia. Basicamente, extraem-se as molé-
culas de interesse, como 0s genomas, por exemplo, e seqguimos por duas abordagens: ou frag-
mentamos aleatoriamente esse DNA (shotgun) ou amplificamos por PCR regides informativas
(filogeneticamente ou de outra forma)(amplicons). A partir de um desses caminhos ja é possivel
proceder, por meio de metodologias especificas, para o sequenciamento, e logo dispor de uma
vasta quantidade de informagdes sobre as comunidades microbianas da amostra, com o mi-
nimo enviesamento possivel no caso do shotgun (o processo de PCR, necessario para produzir
amplicons tem alguns vieses bem descritos). Novamente, podemos obter informagoes sobre
presenca de organismos e seu potencial genético codificado, a partir de DNA, e também de
organismos ativos e seu potencial expresso nas condicoes especificas do momento, partindo
do RNA. Podemos ainda obter informacoes genémicas de virus, tanto com genomas de DNA
como de RNA, com adaptacgdes. Essas novas tecnologias fomentaram sobremaneira o cresci-
mento de bancos de dados e demonstraram que pouco conheciamos sobre microbiologia am-
biental ou sobre a diversidade e 0 papel dos micro-organismaos e virus nos oceanos. Assim, 0s
avancos foram acelerados nos ultimos anos. Um avanco recente é a introducao de estratégias
que permitem a separacao fisica de células Unicas, antes da extracao e sequenciamento, este
ultimo mediante uma amplificagcao inespecifica com enzimas virais para obtencao de biomassa
suficiente. Assim, podemos recuperar grandes por¢oes genémicas de micro-organismos sem
cultivo prévio dos mesmos, permitindo a identificacao de grupos-chave anteriormente desco-
nhecidos.

O principal gargalo atual é a etapa de analise desse grande volume de dados, por meio
da bioinformatica. Podemos identificar parte das sequéncias comparando com bancos de
dados conhecidos (em programas como Blast, Blat, Diamond). Podemos agrupar sequéncias
(binning) com algum critério de similaridade (conteudo, assinatura de nucleotideos) e trabalhar
com esses agrupamentos, mesmo sem reconhecer seu conteudo. Dessa forma, podemos ob-
ter grandes porgoes gendémicas de micro-organismos mesmo sem cultivo prévio, denominados
genome bins, através dos quais podemos obter informacoes sobre filogenia e potencial meta-
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bolico, inclusive permitindo novas abordagens quanto ao cultivo e isclamento. Podemos ainda
tentar encaixar sequéncias que se sobreponham (assembly), permitindo dessa forma a mon-
tagem de sequéncias maiores (contigs) e até eventualmente cromossomos ou genomas intei-
ros. Assim podemos reconstruir grandes porgoes de genomas sem cultivo, com informacao
sobre ordenacao e organizacao do genoma, seja celular ou viral. Montagens sao Uteis inclusive
para ter pistas sobre fragmentos gendmicos desconhecidos, desde que estes sejam montados
justapostos a porcoes conhecidas. Ha maneiras de mapear fragmentos sem informagdes so-
bre contetdo, ha formas (ainda que imperfeitas) de separar sequéncias virais e celulares e ha
abordagens estatisticas particulares para esse tipo de dado, com ampla cobertura, mas pou-
cas replicas. Ha propostas recentes como analises de redes ponderadas por contetdo génico
(WGCNA) que visam correlacionar dados genéticos com paradmetros ambientais, que fornecem
novas perspectivas sobre ecologia microbiana.

Outras tecnologias contemporaneas amplamente empregadas para estudos de di-
versidade microbiana incluem PCR em tempo real, que emprega fluorescéncia e deteccao da
mesma junto com a reacao de PCR, permitindo a deteccdo da amplificacdo em tempo real. E
uma estratégia bastante Util para quantificacoes de regides especificas(DNA ou RNA), por meio
de comparagodes. Permite, portanto, confirmar dados obtidos por outras estratégias, incluindo
abundancia de determinados micro-organismos ou de genes funcionais. Uma Ultima aborda-
gem bastante util envolve a automacao do processo de contagem de micro-organismos por
citometria de fluxo. Empregando fluxo controlado de uma amostra liquida por um capilar (um
tubo bastante pequeno onde apenas uma célula por vez pode passar, na diluicdo apropriada),
podemos medir de forma automatizada diversos parametros. Um sensor incide luz sobre a
amostra, e medidas de difusdo do feixe, absorcao do feixe e mesmo interagdes de determi-
nados comprimentos de onda emitindo outros (fluorescéncia) sdo informacgdes facilmente
obtidas de milhares de células ou particulas virais em curto espaco de tempo. Automatizar a
contagem e obtencao dessas caracteristicas permite minimizar o erro humano de contagens
microscépicas, resultando em comparagdes mais fiéis de amostras ambientais. E possivel re-
alizar medidas de células que sejam naturalmente fluorescentes (contendo pigmentos como a
clorofila) ou de células ou particulas virais marcadas (especificamente ou ndo) com corantes
artificias, dependendo do objetivo. Adicionalmente, variagoes de citometria de fluxo tornam
possivel separar determinadas células (por suas caracteristicas acima mencionadas), permi-
tindo separacao fisica de determinados grupos ou mesmo populacoes para outros fins, como
estudos moleculares ou cultivo.

3 APLICAGOES DA BIODIVERSIDADE
MICROBIANA NA BIOTECNOLOGIA MARINHA

Todas essas estratégias elencadas mudaram nossa percepcao sobre biodiversidade
microbiana e seu papel no mundo. Atualmente ¢ claro o destaque da microbiologia em termos
ecoldgicos, evolutivos e mesmo aplicados. Nossa visao antropocéntrica do mundo nos sugere
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uma grande importancia de nossa propria espécie como modificadores do ambiente e desen-
cadeadores de mudancas globais, ainda que afetem negativamente nossa propria espécie e 0s
demais coabitantes do planeta. Ainda assim, somos completamente supérfluos para o funcio-
namento do planeta, e possivelmente uma grande quantidade de outros organismos se bene-
ficiariam amplamente com nossa extingao. Por outro lado, sabemos atualmente que micro-or-
ganismos foram essenciais para modificagdes drasticas da biosfera(como a oxidagao global do
planeta e estabelecimento da camada de ozbnio), desempenham papéis essenciais em trans-
formacoes quimicas necessarias para as demais formas de vida no planeta e que a exting¢ao de
determinados grupos funcionais microbianos seria catastrdfica para a vida no planeta.

Estudos moleculares, empregando ferramentas biotecnolégicas contemporaneas,
complementaram sobremaneira nosso entendimento sobre a evolugao da vida no planeta. Bac-
térias, arqueias e virus provavelmente foram os primeiros grupos a se diversificarem na Terra,
remontando a mais de 3,5 bilhdes de anos. Isso significa que esses micro-organismos ocupam
o planeta por volta de 80% do tempo de existéncia deste (em contraste com ~12% desde o sur-
gimento dos primeiros animais e ~0,0001% desde as primeiras civilizagdes humanas). Essa
antiguidade implica resisténcia a extingdes (como grupos) e torna bastante improvavel que ve-
nhamos a eliminar a vida microbiana do planeta, independentemente de quanto alteremos o
ambiente em detrimento nosso e de outros organismos; € bem provavel que micro-organismos
sobrevivam e floresgcam mesmo no caso de nossa propria extincao como especie.

QOutras consequéncias importantes dessa antiguidade microbiana dizem respeito
a evolucdo e diversificacao dos micro-organismos. Arvores filogenéticas recentes (Figura 4)
mostram claramente o destaque filogenético (relacionado a historia evolutiva) dos micro-or-
ganismos, com ampla diversidade bacteriana documentada. As estratégias independentes de
cultivo mencionadas anteriormente, como genomas montados a partir da metagenémica e ge-
némica de células Unicas, estao permitindo a descricao de novos grupos microbianos inéditos
e exigindo concomitantemente a reavaliacao de relagdes evolutivas, normalmente reduzindo
destaques prévios para a vida multicelular (consequéncia de nosso antropocentrismo). Fica
bastante obvia a divisdo da vida do planeta em dominios (Bacteria e Archaea, principalmente, e
suas dezenas de superfilos e filos) e a supervalorizagéo da vida multicelular de tentativas ante-
riores de classificacao como reinos. Embora ainda possam ter utilidade, tais agrupamentos ig-
noram a diversidade filogenética microbiana conhecida na atualidade, e representam apegos a
conceitos ja claramente inadequados frente a conhecimentos atuais (e nem tao atuais - Woese
jadapontava o fim dos reinos com a descrigdo de arqueias). Inclusive, estudos recentes(Williams
etal., 2013) questionam o status de dominio do grupo Eukaryota, tentativamente rebaixando-o a
subgrupo de Archaea. Novas descobertas posteriores reforgam essa nogéo (Spang et al., 2015;
Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017), atacando adicionalmente nossa autovalorizagédo antropo-
céntrica. Sob essa nova visao, eucariotos seriam uma variacao de argueias que incorporaram
caracteristicas preexistentes em bactérias, virus e arqueias, eventualmente aplicando-as para
outras fungdes. Contudo, segundo essalinha, alguns autores defendem que eucariotos nao ino-
varam significativamente em termos evolutivos e toda inovacao bioquimica seria proveniente
de grupos como bactérias, arqueias e virus (Falkowski, 2015). Cabe ressaltar de qualquer forma
que micro-organismos incluem todas as bactérias, arqueias e virus e uma vasta gama de euca-
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riotos unicelulares e microscaopicos, descritos no proximo capitulo; compreendem, portanto,
todos os tipos de organismos celulares e entidades acelulares associadas (virus).

O novo olhar ecoldgico sobre a biodiversidade microbiana ja foi pontuado gradualmen-
te em secdes anteriores. As metodologias classicas foram inicialmente empregadas na micro-
biologia aplicada, para entender e combater infecgoes, muitas das quais podem ressurgir nos
préximos anos, devido ao mau uso de antibi6ticos e pouco investimento na descoberta de no-
vos medicamentos. As mesmas estratégias contribuiram para o isolamento e entendimento de
milhares de outras bactérias e algumas arqueias. As novas ferramentas independentes de cul-
tivo complementaram nosso conhecimento prévio baseado nas metodologias classicas, inclu-
sive apontando novas direcdes para cultivo e visualizagao de micro-organismos. Permitiram,
adicionalmente, direcionar estudos para comunidades microbianas nos mais diversos ambien-
tes marinhos, provendo formas de descrever padroes e processos nesses ambientes. Sabemos
gue ha padroes biogeograficos para diversos grupos de micro-organismos marinhos e virus,
variando com latitude, distancia da costa e profundidade. Embora ndo haja muitas limitacoes
para dispersao passiva microbiana e viral, implicando que 0s mesmos grupos possam ser en-
contrados em regides distintas, a abundancia relativa de cada grupo de micro-organismos e
virus geralmente varia. E bem provavel que nossa compreenséo limitada dos fatores ambientais
em microescala que afetam diretamente as comunidades microbianas e virais interfiraem nos-
sa capacidade de compreender adequadamente os padroes e processos ecoldgicos microbia-
nos. A natureza dinamica e complexa dessas comunidades certamente tem seu papel adicional
como complicacdo. E clara, no entanto, a ampla abundancia e biomassa microbiana em todos
0s ambientes marinhos, logo estuda-los e compreender seus papéis nos oceanos é essencial
para estudar a ecologia desses locais. As ferramentas contemporaneas disponiveis permitem
responder a essas questoes hoje em dia.
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E conhecimento solido na microbiologia marinha a ampla biodiversidade microbiana,
nos mais variados aspectos (genéticos, bioquimicos/metabolicos, filogenéticos e de héabitats).
Ha& micro-organismos e virus que se adaptaram as mais variadas condicoes de temperatura, pH,
salinidade, luminosidade, pressao e condigoes de 6xido-reducao. Em todo local onde é possivel
avida encontram-se micro-organismos e, potencialmente, virus acompanhando-os. E facil en-
tender essa ampla distribuicao e diversidade molecular e de habitats no contexto de tempo de
sua existénciano planeta; micro-organismos colonizaram um planeta estérilao longo de bilhoes
de anos, evoluindo para ocupar todos os locais habitaveis(mesmo que ndo intuitivamente agra-
daveis em nossa perspectiva antropocéntrica)e explorar todos os recursos disponiveis(mesmo
que ndo paregam recursos aproveitaveis sob nossa perspectiva). Para tal, diversificaram suas
moléculas e testaram combinagdes de genes e proteinas, globalmente, em uma escala sem
precedentes. Todas essas biomoléculas provenientes de micro-organismos e virus, revisadas
nos primeiros capitulos do livro, sdo bioprodutos tecnoldgicos potenciais, para aplicagoes das
mais diversas, incluindo medicamentos, vitaminas ou outras. Os proprios micro-organismos e
seus processos metabdlicos, tanto basicos como seus subprodutos metabolicos (metabolismo
secundario), também sdo fontes de prospecgao tecnoldgica de bioprocessos. Podemos elencar
como exemplos a fermentacao produzindo alcoois e outros biocombustiveis, a transformacao
de metais(biolixiviagdo) e a degradacdo de compostos naturais ou artificiais (biorremediagao).
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De fato, muitas das moléculas que permitiram o avanco da biologia molecular, que
ampliou nossa possibilidade de estudo da diversidade microbiana e viral ambiental, foram
provenientes dos proprios micro-organismos. Polimerases, enzimas de restricao, ligases,
transcriptases reversas, proteases, lisozimas e muitas outras moléculas, foram obtidas inicial-
mente de micro-organismos ou virus e hoje ja sao produzidas industrialmente, por meio de mi-
cro-organismos geneticamente modificados, empregando clonagem. Esses produtos por sua
vez contribuiram para financiamentos na area de biodiversidade microbiana em um primeiro
momento. A propria clonagem € amplamente baseada em plasmideos bacterianos ‘domestica-
dos”. Esses elementos genéticos bacterianos extracromossémicos tém replicacao e regulagao
independente; e os empregados comercialmente ja foram amplamente editados empregando
as enzimas supracitadas e estao minuciosamente mapeados, permitindo edi¢oes posteriores
bastante dirigidas. E possivel estocar DNA de outros organismos (formando bancos de DNA),
expressar proteinas de forma heteréloga em condigdes bastante amplas (manipulando promo-
tores génicos artificiais), ou mesmo editar diretamente genes, misturando, deletando ou subs-
tituindo sequéncias de interesse. Naturalmente existem outros vetores para clonagem, como
cromossomos artificiais bacterianos para bactérias, ou de levedura (e até humanos!), para eu-
cariotos, mas plasmideos representam uma alternativa relativamente facil, barata e bastante
difundida e estudada globalmente.

Os proximos capitulos ilustram produtos (farmacéuticos) e processos biotecnoldgicos
(biorreatores, biorremediagao), muitos dos quais baseados nessa diversidade microbiana e vi-
ral. A sequir, temos alguns outros exemplos.

Estimativas atuais determinam que a quantidade de fésforo (P) que chega aos ocea-
nos, causando eutrofizacao e comprometendo a qualidade das aguas, é dez vezes maior que
na era pré-industrial. A contaminacao por P vem principalmente da eliminacao de aguas resi-
duais da industria e de sociedades urbanas, escoamento e lixiviagao de solos enriquecidos em
P por fertilizantes. Existem formas de tratar as aguas residuais para a minimizacao do teor de P
antes de sua chegada aos oceanos, baseadas em métodos quimicos e bioldgicos. Os métodos
quimicos consistem na precipitacao do P por agentes coagulantes, geralmente sais de ferro ou
aluminio. O processo é bastante eficiente e igualmente caro. Os métodos bioldgicos consistem
naremocao do P por bactérias que acumulam grande quantidade desse elemento. Infelizmente,
0 sistema perde sua eficiéncia ao longo do tempo. A utilizacao de virus para remocao de P se
baseia na descoberta recente de um gene que codifica uma proteina ligadora de P (pstS) em
dois fagos (cianomiofagos P-SSM2 e P-SSM4) da cianobactéria ubiqua nos oceanos (Prochloro-
coccus marinus). A captagao de P por cianobactérias infectadas pelo fago contendo esse gene
¢ facilitada, ajudando a remover o P do meio e contribui para o inicio do ciclo litico, que por sua
vez produz e libera novas particulas virais que poderao infectar mais bactérias.
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O virus EhV-86 infecta e se replica em algas da espécie Emiliania huxleyi, uma alga uni-
celular com distribuicao mundial e capaz de formar vastos blooms que podem cobrir extensoes
de até 100.000km?. EhV-86 tem em seu genoma um cluster de pelo menos sete genes que codi-
ficam esfingolipideos requeridos na formacao da ceramida. A ceramida é incorporada na mem-
brana celular e temafuncao de facilitar aentrada e saida da particula viral na célula hospedeira.
Na industria de cosmeéticos, a ceramida € utilizada em produtos para pele, cabelos e unhas,
devido a sua capacidade de formar uma barreira contra a perda de agua e sua associacao com
processos de envelhecimento, apoptose e repressao do ciclo celular. A ceramida utilizada atu-
almente pela industria cosmética tem diversas origens e em parte € obtida de micro-organis-
mos. A ceramida de origem vegetal provém de extratos de soja, trigo, sementes de arroz e es-
pinafre; a de origem animal, de cérebro de bovinos, medula espinhal, ovo e pele e uma parte ¢
de origem sintética. Cada caso apresenta suas desvantagens: a obtengao por meio microbiano
é de alto custo; fontes vegetais produzem quantidades muito pequenas; a de origem animal
apresentariscos de contaminacao por agentes patégenos e a producao sintética gera compos-
tos indesejados e impactantes ao meio ambiente. Assim, a expressao e producao de ceramida
pelo virus EhV-86 representa uma fonte promissora de ceramida natural, sem as desvantagens
ja conhecidas.

Penaeus stylirostris densovirus(PstDNV) é responsavel por grandes surtos letais em ca-
maroes do género Penaeus, cultivados em aquacultura em diversos paises. Apesar do grande
impacto econémico, nao existe um meio efetivo de evitar tais surtos. Por outro lado, existem
evidéncias que sugerem que 0 uso de virus recombinante seria promissor como terapia géni-
ca contra doencas em cultivos de camarao. Recentemente foi mostrado que a introducao de
RNA de interferéncia(RNAi) reduziu efetivamente a replicagao do PstDNV em grilos experimen-
talmente infectados (La Fauce; Owens, 2009). E particulas virais geneticamente modificadas
(PstDNV-VLP - Penaeus stylirostris densovirus virus-like-particles) sdo capazes de encapsular
quantidades substanciais de acidos nucleicos, principalmente RNA, e capazes de se ligar e en-
trar em hemocitos (células do sistema imune de invertebrados) de camardo. Dessa forma, uma
solugao promissora sugere a insercao de RNAi em PstDNV recombinantes para atuarem como
vetores de RNAI.

A nanotecnologia envolve o desenvolvimento e manipulacao de materiais e estru-
turas de tamanhos entre ITnm e 100nm. Diversas areas do conhecimento investem em nano-
tecnologia com interesses que vao de novas tecnologias, materiais até nanocompartimentos
para aplicagdes em tratamentos médicos e diagnosticos. Caracteristicas virais tém chamado
a atencao dessa area para o potencial das particulas virais como nanocontainers: seu tama-
nho e sua capacidade de reunir e liberar o conteudo de seu capsideo espontaneamente, que
ainda pode ser modificada por engenharia genética, com adaptacao das condicoes em que a
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encapsidacao ocorre, bem como incluindo funcionalidades (Fischlechner; Donath, 2007). A di-
versidade viral nos oceanos atinge niveis sem precedentes, encerrando um potencial genético
imensuravel para a nanotecnologia. Esse potencial genético inclui as diversas formas (esférico,
icosaédrico, filamentoso, formato de bastao, fusiforme e caudado) e tamanhos que o capsideo
pode assumir permitindo adequar-se a funcao - por exemplo, na entrega de substancias tera-
péuticas.

3.5 BACTERIAS COMO SOLUGAO PARA 0 LIXO0 DE PLASTICO

Atualmente o mundo produz mais de 320 milhdes de toneladas de lixo plastico por ano
(2015), resultado de pouca reciclagem e do uso de produtos descartaveis, principalmente em-
balagens. O plastico ja € apontado como o maior poluidor de 4guas marinhas, causando grande
dano a vida selvagem e as comunidades humanas que dependem de recursos do mar. A por-
centagem de plastico biodegradavel utilizada é muito baixa (feito de 4cido polilatico[PLA] e de
poli-hidroxialcanoato [PHA], compondo 5,1 e 1,6%, respectivamente, dos plasticos totais pro-
duzidos), embora a melhor maneira de minimizar o problema seja evitar a produgao de mais lixo
plastico, substituindo os materiais utilizados atualmente por outros biodegradaveis de custo
efetivo. Uma alternativa ainda nao alcancada seria o desenvolvimento de métodos de degra-
dacgéo do pléstico recalcitrante (de dificil degradacéo). Recentemente, hidrolases microbianas
emergiram como solugao promissora para reinsercao do lixo plastico no ciclo de biodegrada-
cao. Poliésteres hidrolases se mostraram capazes de degradar plastico sintético de origem
fossil (feito de polietileno, poliestireno, poliuretano e polietileno tereftalato [PET]), produzindo
compostos que retornam ao ciclo de biodegradacao. Além disso, 0s genes dessas enzimas pu-
deram ser expressos de forma heterdloga, possibilitando a manipulacao e engenharia genética
em favor de um sistema eficiente (Wei; Zimmermann, 2017).

3.6 BACTERIAS COMO PRODUTORAS DE NANOPARTICULAS DE OURO

A producao de nanoparticulas de ouro é de interesse de diversas areas, como optoele-
tronica, foténica, tecnologia de imageamento, administracao de drogas terapéuticas e ciéncia
espacial. Atualmente, as nanoparticulas de ouro utilizadas pela industria e pesquisa sao pro-
duzidas por vias quimicas, envolvendo solventes organicos toxicos, prejudiciais ao ambiente
e com baixo rendimento. Embora se saiba que os oceanos sao as fontes de ouro mais ricas da
natureza e que bactérias interagem com diversos metais, especialmente no que concerne a
biorremediacao e biolixiviagao, s recentemente mostrou-se que a bactéria Marinobacter pela-
gius foi capaz de sintetizar nanoparticulas de ouro a partir de solugdo de HAuUCI, (Sharma et al.,
2012).

L ‘ CONCLUSOES
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E provavel que nossa compreensao da biodiversidade microbiana continue a se expan-
dir e se aprimorar nos proximos anos. Certamente novos grupos (incluindo filos) serdo desco-
bertos, e provavelmente influenciarao nosso entendimento da arvore filogenética da vida como
um todo, como vem acontecendo nos ultimos anos. E bem provavel que no meio académico, ao
menos, essa proeminéncia dos micro-organismos em termas evolutivos se estabeleca melhor.
Estudos ecologicos dessa diversidade microbiana também deverdo continuar a ser produzi-
dos e refinados. Novas ferramentas e técnicas ainda estao sendo inventadas e desenvolvidas
para responder perguntas nessa area. Em paralelo, alguns avangos conceituais ja comecam a
ser desenvolvidos, igualmente revendo conceitos ecoldgicos tradicionais, restritos a plantas
e animais, expandindo-os para incluir as demais formas de vidas dominantes no planeta, os
micro-organismos, em toda sua diversidade, complexidade e importancia.

Novos bioprodutos e bioprocessos derivados de micro-organismos e virus - ou con-
tendo-os - certamente devem surgir na area aplicada. Explorando mais a biodiversidade micro-
biana encontramos mais biomoléculas de interesse que podem gerar produtos biotecnoldgi-
cos interessantes, se devidamente exploradas. O emprego dessas novas ferramentas também
avanca em nosso conhecimento de bioprocessos como o funcionamento de biorreatores, ou
fermentacao, ou biorremediacao, e permitem que esses processos tecnologicos de interesse
sejam otimizados.

Em suma, vemos um futuro amplamente promissor em termos de exploracao de biodi-
versidade microbiana em contexto biotecnolégico.

0 futuro promissor, rapidamente vislumbrado acima, sugere grandes oportunidades
para estudos em biodiversidade microbiana, envolvendo (e resultando em novas) ferramentas
biotecnologicas. Trata-se de um campo dindmico e bastante orientado por tecnologias, em
avanco constante e ainda sem sinal de saturacao. Apesar dos avangos consideraveis, é claro
como nosso entendimento de biodiversidade e ecologia microbiana ainda é inicial e novos es-
tudos certamente adicionarao conteudos a area que devem inclusive forgar revisoes de outros
conceitos classicos ja incorporados.

Esse dinamismo e ampla atuagao, no entanto, também representam desafios conside-
raveis. E essencial a atualizagdo constante em termos de ideias e metodologias para ao menos
acompanharmos esses avancos. No Brasil, ainda precisamos lidar com um atraso na dispo-
nibilizacao e incorporacao dessas novas tecnologias, o que implica competicao desigual com
grupos de destaque nos Estados Unidos e Europa. No entanto, criatividade, perguntas bem
embasadas e parcerias internacionais permitem superar tais desafios.
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Micro-organismos eucariontes sdo encontrados emdiferentes habitats do plane-
ta, incluindo ambientes terrestres, de dgua doce e marinhos. Estudos recentes
indicam grande diversidade desses organismos em ambientes marinhos, que era
desconhecida antes do desenvolvimento de técnicas de identificacao molecular.
0 reino dos fungos compreende uma grande porcao dos micro-organismos da
Terra, possuindo importante diversidade de filos e subfilos, assim como diver-
sidade morfoldgica, de habitats e em relagédo as fungdes por eles desenvolvidas,
distribuindo-se por todo o planeta. Embora concentrem todas essas caracteris-
ticas, a diversidade dos fungos € pouco estudada e conhecida no ambiente ma-
rinho, o que justifica a importéncia de estudos nesse ambiente. Microalgas sao
organismos fotossintetizadores, ndo necessariamente relacionados filogeneti-
camente, responsaveis pela produtividade primaria em diversos ecossistemas
marinhos. Foram desenvolvidas abordagens metodologicas bem definidas para
acoleta, isolamento, preservacao e identificagdo de micro-organismos, possibi-
litando exploragao sistematica da biodiversidade desses grupos. A capacidade
para a producao de diversos compostos com aplicagOes biotecnoldgicas faz de
fungos e microalgas importantes alvos para a prospecc¢ao de recursos naturais.
Soma-se a isso a diversidade de condigdes fisicas e quimicas no ambiente ma-
rinho, que permite evolugao de moléculas com grande variedade de fungdes e,
consequentemente, potenciais aplicacoes para o homem. A grande variedade de
produtos naturais ja descobertos e com aplicacao préatica naindustria, derivados
de fungos marinhos e microalgas, € um forte incentivo para o continuado esforgo
na prospeccao desses micro-organismos. Muitos destes sao bons produtores de
compostos, podendo ser manipulados para maxima produgao unicamente por
modulacao dos nutrientes a eles oferecidos. Em alguns casos, esses micro-or-
ganismos podem ser manipulados geneticamente de forma a obter-se uma pro-
ducado mais eficiente desses compostos. Por fim, produtos naturais de origem
génica obtidos de outros organismos e micro-organismos marinhos podem ser
expressos ou produzidos, principalmente em leveduras, com o auxilio de ferra-
mentas de biologia molecular.
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-I BIODIVERSIDADE E TAXONOMIA DE
MICRO-ORGANISMOS EUCARIONTES

Os seresvivos emtrés grandes dominios: Archaea, Bacteria e Eukarya. Organismos eu-
cariontes surgiram ha aproximadamente 2,1 bilhdes de anos e sdo caracterizados pela presen-
ca de um envoltério nuclear, além de organelas celulares delimitadas por membranas, como o
reticulo endoplasmatico e o complexo de Golgi. Evidéncias moleculares e na estrutura celular
indicam que o eucarioto ancestral se formou a partir da endossimbiose entre uma bactéria e
uma arqueia, tendo um segundo evento de endossimbiose, entre o eucarioto ancestral e uma
Alphaproteobacteria, levando a formacao da mitocdndria, a organela respiratoria presente em
virtualmente todos os eucariontes.

Ainda nao ha consenso formal sobre a classificacao filogenética dos organismos euca-
riéticos. Entretanto, sdo reconhecidos cinco grandes grupos monofiléticos (Figura 1, Adl et al.,
2012): Archaeplastida, que inclui as algas verdes e plantas terrestres; Opisthokonta, que inclui
os animais e fungos; Excavata, que inclui membros como os parasitas Trichomonas vaginalis e
Giardia lambdia; Amoebozoa, que inclui 0s organismos ameboides, como o modelo Dictyoste-
liumsp.; e o supergrupo SAR, incluindo Stramenopila(Diatomaceas, Chrysophyceas e algas par-
das), Alveolata(Ciliados, Dinoflagelados e Apicomplexa) e Rhizaria(Radiolarios e Foraminiferos)
(Adl et al., 2012).

OQ‘P“ Glaucophyta Discoba 7.4

Chloroplastida
Malawimonas

Ty

Q- Alveolata ==
3o UR
Of

Foraminifera @

Polycystinea *

Telonema &
Haptophyta 6%’ =
@ﬁiﬁ

Centrohelida * Q
é A / Metazoa o~
Cryptophyta & @ Q
Apusomonadidae
Kathablepharidae; ,,5% % é O

Rigidifilida

7

@)
Ichthyosporea
@Chomomamda 5.0

Ancyromonadida

Collodictyonidae Breviatea

ARCHAEBACTERIA EUBACTERIA

Figura 1. Classificagao filogenética do dominio Eukarya, com os cinco grandes grupos monofiléticos des-
tacados. Retirado de Adl et al., 2012.
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Organismos multicelulares ocorrem apenas dentro do dominio eucariotico, tendo li-
nhagens multicelulares surgido independentemente em animais (Opisthokonta: Animalia), fun-
gos (Opistokhonta: Fungi), plantas terrestres (Archaeplastida: Embriophyta) e nas algas verdes
(Archaeplastida: Chlorophyta), vermelhas (Archaeplastida: Rodophyta) e pardas (Stramenopila:
Phaoephyta) (Keeling, 2004). Entretanto, a associagao do dominio eucariotico a organismos
multicelulares reflete um viés do nosso conhecimento sobre o grupo: a maior parte dos filos
eucarioticos sao compostos por espécies exclusivamente unicelulares. Estudos recentes de
diversidade molecular tém revelado uma enorme diversidade ndo estudada de micro-organis-
mos eucariontes, indicando que esse viés é ainda maior do que se esperava. Micro-organismos
eucariontes estao presentes em todos os habitats do planeta, em grande diversidade ecologica
e funcional, havendo espécies autotroficas e espécies heterotroficas, espécies de vida livre,
simbiontes e parasitas. Neste capitulo, estudaremos dois grupos de micro-organismos euca-
riontes com especial interesse biotecnologico: fungos e microalgas.

0 reino Fungi é constituido por organismos eucariotos, heterotréficos, que possuem
diversas fungoes ecoldgicas importantes no ambiente, sejam elas como saprofitas, patdégenos
ou mutualistas. Sao organismos-chave para o ambiente, intimamente envolvidos com a cicla-
gem dos nutrientes, e em alguns ecossistemas sao 0s principais decompositores, mas também
existem espécies que atuam como parasitas e simbiontes. Por sua diversidade de nichos, os
fungos representam uma porc¢ao significativa dos micro-organismos na Terra.

O reino era tradicionalmente classificado em quatro grupos principais: Ascomycota,
Basidiomycota, Zigomycota e Chytridiomycota. Esse modelo taxonémico foi revisto por varios
autores ao longo dos ultimos anos e a atual classificacao € composta pelo sub-reino Dikarya
(filos Ascomycota e Basidiomycota) e o filo irm&o Entorryzomycota, além dos subfilos Glome-
romycota, Mucoromycotina, Mortierellomycotina, Entomophthoromycota, Kickxellomycotina,
Blastocladiomycota, Chytridiomycota, Neocallimastigomycota e Microsporidia. Alguns dos
subfilos acima citados faziam parte do filo Zygomycota e hoje sao chamados de fungos basais
(Hibbett et al., 2007; Bauer et al., 2015). Entretanto, no ano de 2018, Tedersoo e colaboradores
propuseram uma nova classificacao, baseada principalmente em dados gendmicos obtidos por
meio de sequenciamento de nova geragao. Assim, 0s autores proposeram nove sub-reinos:
Dikarya (Basidiomycota, Ascomycota e Entorrhizomycota), Mucoromyceta (Calcarisporiellomy-
cota, Glomeromycota, Mortierellomycota e Mucoromycota), Zoopagomyceta (Entomophtho-
romycota, Kickxellomycota, Zoopagomycota), Chytridiomyceta (Chytridiomycota, Monoblepha-
romycota, Neocallimastigomycota) com varios filos, e Aphelidiomyceta, Basidiobolomyceta,
Blastocladiomyceta, Olpidiomyceta, Rozellomyceta, com um filo cada. Os autores também pro-
puseram o Reino Nucleariae (Filos Nuclearida e Fonticulida) como um grupo irmao dos Fungos.
Apesar de se estimar a existéncia de 3,56 a 5,1 milhoes de espécies, ainda estd muito distante
de se conhecer a diversidade de fungos. O aumento no conhecimento sobre a diversidade de
fungos deve-se, principalmente, as novas abordagens independentes de cultivo.

Os fungos apresentam grande diversidade morfoldgica, de habitat e funcional. Muitos
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fungos sao cosmopolitas e se distribuem por praticamente todo o planeta em diversos ecossis-
temas, alguns bem singulares e extremos, como desertos e ambientes hipersalinos, geleiras,
plantas tropicais, manguezais, solo e ambientes marinhos. A distribuicao geografica dos fun-
gos esta relacionada a fatores climaticos como temperatura e precipitagao, e edaficos, como o
pH e a disponibilidade e concentracao de nutrientes.

No ambiente marinho, ja foram relatados, além de fungos saprofiticos, varios géne-
ros de parasitas terrestres, como: Aspergillus, Blastomyces, Candida, Coccidioides, Cordyceps,
Cryptococcus, Fusarium, Histoplasma, Malassezia, Sporothrix, Taphrina e Ustilago (Richards et
al., 2012; Jones et al., 2015). Muitos desses géneros tiveram sua presenca generalizada em am-
bientes marinhos através de técnicas independentes de cultivo. Fungos oportunistas também
sao encontrados e infectam principalmente invertebrados marinhos que estao debilitados por
causas antropogénicas e mudancas climaticas.

111 FUNGOS FILAMENTOSOS MARINHOS

Apesar de ser uma das formas de vida mais bem sucedidas também nos oceanos e
mares, a diversidade de fungos marinhos ainda é pouco conhecida, em comparacao, por exem-
plo, com o ambiente terrestre. Os fungos sao raros no ambiente marinho, por isso sao poucas
as espécies que se consegue recuperar em meios de cultura. Entretanto, podem ser encon-
trados desde a superficie até quilometros de profundidade. Kis-Papo (2005) sugere que entre
as espeécies cultivadas em laboratorio existem cerca de 467 isolados pertencentes a 244 gé-
neros isolados de ambientes marinhos. O autor estima que apenas 0,6% dos fungos estuda-
dos sao oriundos do ambiente marinho, contrastando com a grande extensao que os habitats
marinhos cobrem na Terra (~70%). Jones e colaboradores (2015) descrevem 1112 espécies de
fungos marinhos, pertencentes a 129 familias, 65 ordens e classificadas em 472 géneros, sendo
805 espécies (352 géneros) pertencentes ao filo Ascomycota e 21 espécies pertencentes ao filo
Basidiomycota (17 géneros), 26 espécies pertencentes ao Chytridiomycota e relacionados (in-
cluindo 13 géneros), trés espécies de Zygomycota (dois géneros), uma espécie pertencente ao
filo Blastocladiomycota e leveduras marinhas pertencentes aos filos Ascomycota (138 espécies
e 3b géneros) e Basidiomycota (75 espécies e 26 géneros).

No que diz respeito ao papel desses micro-organismos no ambiente marinho, sabe-se
que sao os principais decompositores de restos de animais em ambientes marinhos costeiros
e de superficie, além de contribuir na decomposicao de substratos herbaceos e lenhosos, con-
siderados importantes cicladores de nutrientes, bem como parasitas de produtores primarios.
Essa capacidade € uma consequéncia da evolugao da biologia celular dos fungos. A parede ce-
lular das células fungicas € robusta e rica em quitina, além de suas estratégias de alimentacao
exclusivamente osmotrdéfica. O processo de alimentacdo osmotrofica envolve a secrecao de
enzimas hidroliticas que degradam o substrato presente naquele habitat, sequida pelo trans-
porte dos nutrientes, geralmente como mondmeros digeridos para dentro da célula. Assim, 0s
fungos prosperam em ambientes nutricionalmente ricos, tais como plantas e animais hospe-
deiros, solo, sedimentos e detritos, onde podem se aderir ao substrato, secretar as enzimas
necessarias, hidrolisar polimeros complexos e absorver os nutrientes.
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A parede celular, por serrica em quitina, reforca a célula fungica, permitindo resistén-
ciaapressao osmotica, nao s do ambiente em que se encontra, mas também aquela produzida
durante o processo de alimentacao osmotrofica, resisténcia estrutural que ocorre durante o
crescimento e desenvolvimento celular, e ambiental devido a diversidade de ambientes em que
esses micro-organismos podem se desenvolver. Essas adaptagoes 0s auxiliam a ter sucesso
ecoldgico, devido as altas taxas metabdlicas e rapido crescimento. Essas caracteristicas, ao
mesmo tempo em que conferem sucesso aos fungos em alguns ambientes, podem explicar por
gue sao pouco diversos e pouco abundantes no ambiente marinho, principalmente em colunas
de agua. Entretanto, emregides onde ha matéria particulada e sedimento, ha a possibilidade de
encontrar fungos, principalmente saprébios e parasitas de animais marinhos.

11.2 L EVEDURAS MARINHAS

Leveduras sao fungos predominantemente unicelulares, porém algumas espécies al-
ternam entre fase unicelular e fase filamentosa. Outras podem variar da fase unicelular para
uma fase em que ha a formacao de pseudo-hifas, sendo conhecidas como fungos dimarficos,
yeast-like ou fungos leveduriformes. Assim como os demais fungos, leveduras também sao im-
portantes decompositores nos ecossistemas e, frequentemente, um dos primeiros grupos a
colonizar substratos ricos em nutrientes.

As leveduras se reproduzem principalmente de forma assexuada por brotamento ou
fissao. Porém, podem apresentar também estagios de reproducao sexual. Sdo amplamente
distribuidas ao redor do planeta e estao presentes em multiplos habitats e nichos. De acordo
com alista de espécies na Ultima edicao do livro The Yeasts: a Taxanomic Study, estima-se que
existam aproximadamente 1500 espécies descritas de leveduras (Kurtzman; Fell; Boekhout,
2011). Esse numero representa apenas 1% da riqueza existente (Fell, 2001). Estao agrupadas
em dois filos do reino Fungi: Ascomycota e Basidiomycota. Dentro do filo Ascomycota, estao
presentes nos subfilos Pezizomycotina, Taphrinomycotina e Saccharomycotina. No filo Basi-
diomycota também estao presentes em trés subfilos: Pucciniomycotina, Agaricomycotina e
Ustilaginomycotina.

As leveduras sao distribuidas em quase todo 0 ambiente aquatico, incluindo oceanos e
mares, estuarios, lagos e rios. Entretanto, sao chamadas leveduras marinhas aguelas que so-
brevivem melhor em agua do mar, assim como crescem melhor em meios de cultura que con-
tenham aqua do mar em sua composicao. Os principais géneros representantes de leveduras
marinhas e costeiras pertencem ao filo Ascomycota. Candida, Debaryomyces, Kluyveromyces,
Metschnikowia sao alguns dos géneros mais comuns. Além destes, leveduras de géneros per-
tencentes ao filo Basidiomycota, como Cryptococcus, Rhodotorula e Sporobolomyces também
podem ser encontradas no ambiente marinho. Sao divididas em facultativas ou obrigatorias
guanto ao seu desenvolvimento no habitat. Ocorrem frequentemente em regides com altas
concentracoes de matéria organica, como a zona costeira. Entretanto, Fatores ambientais,
tais como luz, pH, salinidade e temperatura, também podem afetar a composicao da comuni-
dade de leveduras (Kutty; Philip, 2008).

As leveduras tém sido utilizadas na industria para a produgao de etanol e CO,; sao im-
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portantes para a fabricacao de bebidas fermentadas, como cerveja e vinho, e destiladas, como
a cachaca, e na industria de panificagdo. Também sao importantes na industria por atuar na
conversao de agucares de plantas, por exemplo, em biomassa e outros subprodutos com valor
comercial. Algumas leveduras sao patogénicas para plantas e animais, incluindo o homem, e
sao conhecidas por serem ricas em proteinas, lipideos e vitaminas.

As primeiras leveduras marinhas foram isoladas por Bernhard Fischer, em 1984, no
Oceano Atlantico, e identificadas como Torula sp. e Mycoderma sp. A partir dessa descoberta,
varias outras leveduras marinhas foram isoladas ao redor do mundo em diferentes locais e fon-
tes, incluindo de agua salgada, de algas marinhas, de peixes e mamiferos marinhos, assim como
de passaros. Dentre essas leveduras, algumas leveduras marinhas foram originadas de habitats
terrestres (agrupadas como leveduras marinhas facultativas), as quais foram encontradas so-
brevivendo em ambiente marinho (Kutty; Philip 2008).

Algas sao definidas como organismos fotossintetizantes, com clorofila a, que nao pos-
suem diferenciagao de tecidos (Guiry, 2012). Essa classificagdo agrupa organismos distantes
filogeneticamente, representantes de diferentes divisdes dentro do dominio eucariotico (Fi-
gura 1), como Archaeplastida (que inclui as cloréfitas, glaucdéfitas e rodéfitas), Stramenopila
(incluindo diatoméaceas - Bacillariophyceae - e algas pardas - Phaeophyceae -, entre outras
classes), Haptophyta (cocolitoforideos, como a microalga Emiliana huxley) e Cryptohyta (que
inclui as criptomonas), além de linhagens fotossintetizantes de Alveolata (que incluem o filo
Chromerida e dinoflagelados fotossintetizantes, como Karenia brevis, responsavel pela forma-
¢ao de marés vermelhas no Caribe, e o simbionte de corais Symbiodinium sp.) (Keeling, 2004;
Guiry, 2012; Janouskovec et al., 2013). Até mesmo cianobactérias, organismos procariéticos fo-
tossintetizantes, podem ser classificadas como microalgas. Estima-se que existam em torno
de 70.000 especies de algas descritas formalmente no mundo (Guiry, 2012). Apesar da grande
variacao entre as estimativas realizadas, estas sao certamente subestimativas da diversidade
biologica total do grupo. Analises de diversidade molecular indicam que esse numero corres-
ponda a apenas 1% da diversidade total de microalgas marinhas. Estudos do recente cruzeiro
global Tara Oceans indicam que o numero de dinoflagelados e Bacillariophyta(diatomaceas) na
zona fotica dos oceanos pode passar de 20.000 e 3.000 espécies, respectivamente, mesmo nao
considerando as areas costeiras (De Vargas et al., 2015).

O polifiletismo das algas é explicado pela forma como esses organismas evoluiram. Os
primeiros organismos fotossintetizantes na Terra, ancestrais das cianobactérias modernas,
surgiram ha aproximadamente 3,6 bilhdes de anos (Gould; Waller;McFadden, 2008). Os primei-
ros eucariotos fotossintetizantes surgiram ha aproximadamente 1,6 bilhées de anos, a partir de
uma endossimbiose entre um ancestral eucarioto e cianobactérias, dando origem aos cloro-
plastos na célula eucaridtica. Esse evento de endossimbiose primaria deu origem as linhagens
de clorofitas, rodoéfitas e glaucofitas. Posteriormente, eventos independentes de endossimbio-
se secundaria, em que um ancestral eucarioto retém o cloroplasto de um eucarioto fotossin-
tetizante, deram origem as linhagens de algas em Stramenopila, Alveolata, Haptophyta, Cryp-
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tophyta e Euglenas. Ha ainda evidéncias de novos eventos de endossimbiose em linhagens de
dinoflagelados que retiveram o cloroplasto de um ancestral das diatomaceas ou Haptophyta,
sendo assim uma endossimbiose terciaria. Por fim, ha casos em que os plastideos foram per-
didos ou entdo degenerados, como no filo Apicomplexa (Alveolata), que inclui importantes pa-
tdgenos humanos, como o Plasmodium falciparum, causador da malaria. Esses parasitas sao
filogeneticamente relacionados a linhagens das algas Chromera velia e Vitrella brassiformis
(Chromerida), porém o plastideo (apicoplasto)ndo possui fungao fotossintetizante, sendo assim
um importante alvo de pesquisas médicas (Janouskovec et al., 2013). Do ponto de vista biotec-
nolégico, a complexa evolucao das microalgas pode ser vista como um grande experimento
natural de expressao heterologa, em que um conjunto de genes de interesse € introduzido em
diferentes hospedeiros. Assim, ha uma grande potencial biotecnoldgico do grupo.

Microalgas sao encontradas em ambientes marinhos, de agua doce e até mesmo ter-
restres e em geleiras. Por serem fotossintetizantes, a distribuicao desses organismos é deter-
minada pelaincidéncia de luzno ambiente, estando concentrada naregido fotica dos ambientes
marinhos. Nao apenas aincidéncia, mas também comprimento de onda da luz, sdo importantes
fatores que determinam a distribuicao de microalgas: organismos com pigmentos fotossintéti-
cos acessorios como peridinina ou ficoeriritrina sao capazes de habitar regioes mais fundas da
coluna d'agua, devido a absorgao de luz por esses pigmentos, que € complementar a absorcao
da clorofila. Aléem da luz, fatores ambientais como temperatura, salinidade, concentracao de
nutrientes e poluentes sao determinantes para a estrutura das comunidades de fitoplancton.
Floracoes de microalgas podem ser observadas em regioes costeiras, onde ha maior disponi-
bilidade de nutrientes, favorecendo as espécies de crescimento rapido. Muitas vezes, essas
floragbes sdo causadas por espécies capazes de produzir toxinas, como Karenia brevis(Dinofla-
gellata), Aureococcus sp. (Stramenopila, Pelagophyceae), Heterosigma akashiwo e Chattonella
sp. (Stramenopila, Raphidophyceae)(Hallegraeff, 2003). Toxinas produzidas por dinoflagelados
sao responsaveis pela mortandade de peixes e animais marinhos, acarretando prejuizos am-
bientais e econdmicos. Essas toxinas também podem ser transferidas pela cadeia alimentar,
causando intoxicacao em humanos, com efeitos neuroldgicos e gastrointestinais.

Microalgas possuem diversas aplicagdes biotecnologicas (Tabela 1), como suplemen-
tos alimentares para humanos e animais (ex.: Arthrospira, Chlorella, Dunaliella salina), cosmé-
ticos (D. salina), além do potencial para a producgao de biocombustiveis (Botryococcus braunii,
Schizochytrium sp.). Muitos dos produtos naturais extraidos de algas est&o relacionados a ab-
sorgao de luz, a atividade fotossintetizante e fixacao de carbono, como polissacarideos, acidos
graxos e pigmentos. O controle e modulagao dos fatores ambientais serao determinantes para
uma eficiente producao do produto natural a ser extraido da microalga: como um exemplo, sa-
be-se que altas salinidades e irradiancia solar induzem a producao de B-caroteno em D. salina
(Chlorophyta).

2 ABORDAGENS METODOLOGICAS PARA O ESTUDO
DE MICRO-ORGANISMOS EUCARIONTES MARINHOS
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211COLETA

As técnicas para coleta devem ser adaptadas ao micro-organismo e aoc ambiente em
que se quer amostrar. A maioria dos fungos marinhos, incluindo fungos filamentosos e levedu-
ras, sao aerobios obrigatdrios e necessitam de oxigénio para crescimento e reproducao. Ja as
microalgas dependem de uma fonte de luz e nutrientes inorganicos para a sobrevivéncia.

Amostras de aguas rasas podem ser coletadas manualmente em frascos estéreis e sa-
cos plasticos. Para analise, geralmente 250ml sao adequados. Entretanto, o volume a ser co-
letado deve ser analisado de acordo com o objetivo da pesquisa. Amostras oceénicas de 1litro
ou mais sao rotineiramente necessarias. Para amostras de sedimentos, volumes de aproxima-
damente 50ml sdo suficientes. O planejamento de amostragem deve reconhecer a distribuicao
desiqual das populacoes microbianas para incluir réplica das amostras.

A amostragem de organismos presentes na coluna d'agua também pode ser feita pela
filtragem da agua do mar com redes de plancton. A abertura da malha do filtro é escolhida de
acordo com o tamanho esperado do organismo a ser amostrado. Microalgas sao encontradas
nas classes de tamanho do picoplancton (0,2-2um), nanoplancton (2-20um) e microplancton
(20-200pm), com a maior abundancia concentrada no nanoplancton. Fungos, apesar de mais
raros na coluna dagua, serao encontrados no microplancton. Para otimizar a coleta, € aconse-
Ihavel fazer uma pré-filtragem, com redes de malha maior, a fim de eliminar organismas planc-
ténicos como crustaceos e pequenos invertebrados.

Os sedimentos e aguas profundas podem ser remotamente coletados por meio de gar-
rafas oceanogréficas. Os aparelhos mais comuns sao as garrafas de Niskin, Van Dorn e Kem-
merer. Van Dorn € um amostrador horizontal; enquanto Kemmerer e Niskin sao amostradores
verticais. Esses equipamentos podem coletar amostras a 6000m de profundidade (Zaky et al.,
2014).

2.1.2 ISOLAMENTO

Os métodos tradicionais de isolamento e cultivo de micro-organismos utilizam meios
de cultura e condictes de crescimento seletivos, uma vez que especies de crescimento rapido
podem superar as espécies de crescimento mais lento. E também necessario o controle de
populacdes bacterianas, uma vez que, de modo geral, o crescimento bacteriano € muito mais
acelerado que o de micro-organismos eucariotos. As bactérias sao inibidas pela adigao de anti-
bidticos como cloranfenicol, penicilina, kanamicina, ampicilina e estreptomicina ou rifampici-
naao meio.

Esses métodos tradicionais apresentam limitagdes no que diz respeito ao numero ma-
ximo de coldnias que podem ser acomodadas numa placa de cultivo. Consequentemente, es-
pécies raras podem nao estar representadas. Para superar essas limitacoes, € necessaria uma
consideracao cuidadosa das condicoes ambientais. Meios de cultura e condictes de cultivo
que favoregam micro-organismos diferentes podem ser empregados pelo pesquisador.
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Geralmente o método mais utilizado para a amostragem de fungos marinhos (fungos
filamentosos e leveduras) emprega a filtracdo da agua através de membranas de nitrocelulose
de 0,22um ou 0,47um de didmetro e com poro de 0,45um, utilizando um sistema de filtracao de
vidro ou plastico autoclavavel, com o auxilio de uma bomba de vacuo. Apds a filtragao, a mem-
brana de nitrocelulose é colocada virada para cima na superficie do meio de cultura escolhido.

Para o isolamento de fungos filamentosos, geralmente utilizam-se meios solidos com
alguma fonte de carbono e de nitrogénio, como o Agar Extrato de Malte 3% (3% de extrato de
malte, 0,5% de peptona e 1,5% de 4gar), Agar Batata Dextrose ou Agar Fuba, todos preparados
utilizando agua do mar artificial ou coletada no préoprio ambiente que sera amostrado para o
isolamento dos fungos. Para o isolamento de leveduras ja foram descritos varios meios de cul-
tura. Entretanto, um meio amplamente utilizado € o meio Wickerham's YM (contém 0,3% de ex-
trato de levedura, 0,3% de extrato de malte, 0,5% de peptona, 1% de glucose e 2% de agar) pre-
parado com agua do mar a uma salinidade equivalente ao local da amostra (Wickerham, 1951).

Para amostras de sedimento, as particulas do sedimento podem ser colocadas direta-
mente sobre 0 meio de cultura ou quantidades conhecidas de sedimento podem ser colocadas
em um tubo de ensaio com um determinado volume de agua do mar estéril, agitada e diluida
1:10 numa série de agua do mar estéril, sequida da inoculagao no meio de cultura escolhido. A
sonicacao (submissao da amostra a ondas de ultrassom) pode ser usada paraisolar organismos
epibiontes ou que estejam mais fortemente aderidos ao sedimento.

Cultivos de microalgas mantidos em agua do mar apresentam um rendimento inade-
quado para a manutencao da cultura. Uma solugao € o enriguecimento da dgua do mar com 0s
nutrientes necessarios para o crescimento de microalgas, como nitratos, fosfatos e, no caso
de diatomaceas, uma fonte de silicio para a formacao das frustulas (Andersen; Kawachi, 2005).
Além desses macronutrientes, microalgas também dependem de fontes externas de vitaminas
(B1-tiamina, B7 - biotina, e B12 - cianocobalamina) e micronutrientes (ferro, manganés, zinco,
cobre, cobalto e molibdénio). O uso de quelantes metéalicos como o EDTA (acido etilenodiamino
tetra-acético) é necessario para manter o ferro em solugdo durante o processo de autoclave,
além de evitar a toxicidade de metais-traco. Os meios mais utilizados para o cultivo de micro-
algas(ex.: Provasoli, F2, K) adicionam uma combinagao desses macro e micronutrientes sobre
uma base de agua do mar estéril (Harrison; Berges, 2005). E importante ter uma boa fonte de
agua do mar, a fim de garantir a composicao do meio. Em geral utilizam-se dguas mais afas-
tadas da costa, uma vez que regides costeiras estao mais sujeitas a entradas de nutrientes e
floracoes de fitoplancton, alterando assim a composicao da agua. Pode-se utilizar 4gua do mar
artificial, em que se reconstitui a composic¢ao da agua do mar a partir de agua destilada, porém
esses meios de cultivo tendem a ser mais complexos. Essa € uma alternativa quando nao ha
um facil acesso a agua do mar natural. Entre os meios artificiais, destacam-se as variacoes da
série ASP, além de formulagoes comerciais, como Instant Ocean e Red Sea Salt.

O isolamento e o cultivo de microalgas podem ser feitos em meios liquidos ou sélidos,
com adicéo de agar(1%). No caso dos meios solidos, o isolamento é feito de forma semelhan-
te ao isolamento de leveduras, com o espalhamento da amostra no agar e o re-espalhamento
de colbnias isoladas até obter uma cultura pura. Entretanto, € comum que a microalga nao se
adapte bem ao meio sdélido, sendo necessario fazer o isolamento e o cultivo em meio liquido.

169



BIOTECNOLOGIA MARINHA

Novamente, o enriquecimento da amostra pode ser feito com condigoes de cultivo que favo-
recam a espeécie-alvo, mas, com a impossibilidade de separar fisicamente a amostra, novas
técnicas sao necessarias para controlar o potencial crescimento de micro-organismos com-
petidores ou predadores. Diatomaceas sao microalgas que apresentam altas taxas de cresci-
mento e boa adaptagao a condicoes de cultivo, e podem facilmente se sobrepor a microalga de
interesse. Nesse caso, o controle do crescimento de diatomaceas pode ser feito com o dioxido
de germanio, um analogo do didxido de silicio, que impedira a formacgao das frustulas das diato-
maéceas (Harrison; Berges, 2005).

O isolamento com micropipeta é o método mais popular de isolamento de microalgas.
Nesse meétodo, a amostra € observada ao microscopio e as celulas das espécies de interesse
sdo transferidas para o meio de cultivo, com auxilio de uma micropipeta. Uma transferéncia
intermediaria pode ser realizada, para a limpeza e isolamento do material. Esse € um método
gue submete as células a baixo estresse, mas ¢ bastante laborioso, sendo impossivel ser auto-
matizado (Andersen; Kawachi, 2005). A diluicao seriada consiste em diluir a amostra sequen-
cialmente até que se esgote a amostra, ou seja, que nao sejam mais observadas microalgas na
diluicao. Os isolados serao buscados na diluicao imediatamente anterior. Tomando por base a
densidade média de fitoplancton na dgua do mar (aproximadamente 104 células/ml), seriam ne-
cessariasdebab diluicoes de 10 vezes para esgotar aamostra. Esse é um procedimento rapido,
de baixo estresse e bastante eficiente quando buscamos organismos abundantes na amostra.
Por fim, pode-se usar a citometria de fluxo para o isolamento automatico de microalgas com
sinais de fluorescéncia diferentes. Microalgas com diferentes pigmentos acessérios emitem
fluorescéncia em diferentes faixas do espectro luminoso, sendo selecionadas apds a leitura no
citémetro(Sieracki; Poulton; Crosbie, 2005). Comparado ao isolamento com micropipeta, o iso-
lamento com citometria de fluxo é mais rapido e pode ser automatizado, porém submetem-se
as células a um estresse maior, diminuindo assim a viabilidade das células. Em experimentos
de exploracao da biodiversidade, € comum o emprego de uma combinacao das técnicas de iso-
lamento, a fim de maximizar o numero e a diversidade de cultivos obtidos.

Independentemente do método, as placas de cultivo sao incubadas a temperaturas
projetadas para manter as condicoes ambientais, devendo ser inspecionadas diariamente.
Para microalgas é importante também ajustar as condicoes de iluminacao, como a intensidade
daluz e o fotoperiodo. As coldnias crescidas podem ser colhidas e transferidas do meio de iso-
lamento para um meio de crescimento (mesmo meio utilizado para o isolamento com &gua do
mar e sem antibioticos). As col6nias representativas podem ser transferidas para um tubo de
ensaio com meio de cultura inclinado (bisel) apropriado para conservagdo e mantido a tempe-
ratura ambiente ou sob refrigeracao.

2.1.3 PRESERVACAD

Existem varios métodos para a preservacao de fungos marinhos. Esses métodos po-
dem ser de curto, médio ou longo prazo. A escolha do método de preservacao deve levar em
consideracao a manutencao das propriedades originais dos isolados, a manuten¢ao da viabi-
lidade celular, tamanho e importancia do acervo da micoteca, a pureza das culturas e o custo.
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0 método de repique continuo € um método de curto prazo e requer manutencao continua dos
isolados mantidos geralmente em meios minimos, cobertos ou nao por 6leo mineral estéril e
sob refrigeracao, para que ocorra diminuicao do metabolismo. Esse método é bastante utili-
zado para a preservacao de leveduras. O método de preservagdo em agua (ou Método de Cas-
tellani) € de médio prazo e consiste em colocar pedagos do meio de cultura sélido com o fungo
submersos em um frasco com agua destilada estéril. Esse método tem a vantagem de apresen-
tar boa taxa de viabilidade. E amplamente utilizado principalmente para fungos filamentosos.
Ja o método de secagem em silica ou em solo consiste em fazer uma suspensao de esporos
fungicos, adicionar a silica ou ao solo, ambos estéreis, e manter em banho de gelo (no caso da
silica) ou sob refrigeragao (solo).

Aliofilizacao também ¢ bastante utilizada para a preservacao de fungos filamentosos e
leveduras marinhas. Esse ¢ um método de longo prazo e esta baseado na remocao da dgua por
sublimacao. Alguns cuidados devem ser tomados: as culturas devem estar metabolicamente
ativas, a concentragao celular e a concentragao/quantidade do criopreservante devem estar
em consonancia. No caso dos criopreservantes, utiliza-se leite desnatado 10%, leite desnata-
do 10% com inositol 5% e sacarose 7% com a peptona 7%. Outros dois métodos de preserva-
cao alongo prazo sao o congelamento em ultrafreezer -80 e em nitrogénio liquido dos esporos
de fungos filamentosos e das células de leveduras. O principio desses métodos esta baseado
na inducao do estado de dorméncia do micro-organismo. Tambéem deve-se utilizar um agente
crioprotetor. Os mais utilizados sao glicerol 10% a 30% ou dimetilsulfoxido - DMSO 10%.

Analogo a técnica de repique continuo, o estabelecimento e manutencao de bancos
de cultivo de microalgas é uma forma de preservacao de curto prazo, em que 0s isolados sao
mantidos vivos. Os cultivos sao periodicamente transferidos para frascos com meio de cultura
renovado, possibilitando o constante crescimento dos isolados. Usualmente, os isolados sao
mantidos em temperaturas subdtimas, de modo a limitar o seu crescimento e facilitar a manu-
tencao dos bancos de cultivo. Técnicas de preservagao de longo prazo sao necessarias, uma
vez que a manutencao de extensos bancos de cultivo por longo periodo de tempo é laboriosa e
cara.

A preservacao de estagios de dorméncia ou cistos de resisténcia € uma alternativa
para espécies como Haematococcus pluvialis ou cianobactérias, como Nostoc commune. En-
tretanto, a maior parte das microalgas nao formam cistos de resisténcia, sendo a criopreser-
vacao uma alternativa para a preservagao a longo prazo. Os crioprotetores mais usados para
a preservacao de microalgas sdo o DMSO (5%-20%), glicerol (6%-20%) e metanol (5%-20%),
sendo o DMSO preferivel devido a sua baixa toxicidade. De modo geral, obtém-se maior efi-
ciéncia na recuperacao dos isolados quando o congelamento é realizado gradativamente, em
duas etapas(a-20°C e -80°C), minimizando a formacgéao de cristais de gelo e 0 chogue osmotico
causado pela perda de agua (Day, 2007). Para novos isolados, é importante testar diferentes
crioprotetores e protocolos, pois espécies diferentes podem responder diferentemente aos
protocolos de congelamento e recuperacao. Apesar dos recentes esforcos no desenvolvimento
de novos protocolos, ainda nao é viavel a criopreservacao de alguns grupos de microalgas, em
especial células maiores e com estruturas mais complexas, como flagelos.

Independentemente do(s)método(s)escolhido(s), € importante fazer o controle de qua-
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lidade da preservacao através da contagem de células viaveis antes e ap0s a preservacao, e
da verificacao da pureza em representantes daguele grupo de micro-organismos preservados.

0 conhecimento sobre a real diversidade de micro-organismos marinhos € restrito,
principalmente porque os principais estudos do ambiente marinho utilizam técnicas depen-
dentes de cultivo. Essas abordagens sao limitadas, pois amostram preferencialmente micro-
-organismos que sao mais facilmente cultivados nas condicoes de laboratorio e de identifica-
¢ao morfologica mais facil. Essas abordagens trazem limitagoes especificas para o estudo de
fungos em ambientes marinhos, devido a dificuldade de reproduzir as preferéncias ecoldgicas
desses fungos, como a associacao com animais hospedeiros ou com sedimentos em ambien-
tes de profundidade. Bificuldades semelhantes na reproducao dos micro-habitats ocorrem no
estudo de microalgas, limitando assim a diversidade de organismos capazes de serem culti-
vados. Além da dificuldade de reproduzir, esses habitats muitas vezes sao dificeis de serem
amostrados devido as limitacoes ao acesso.

Nesse sentido, abordagens moleculares para o estudo da diversidade e identificagao
de micro-organismos marinhos vém contribuir para o preenchimento da lacuna deixada por
métodos dependentes de cultivo. O uso de métodos moleculares, como a reacao em cadeia
da polimerase (polymerase chain reaction - PCR) para a amplificacdo de genes marcadores e
que sao filogeneticamente informativos, a partir de amostras de DNA ambientais, combinada
ao sequenciamento e analises filogenéticas, tem demonstrado que a diversidade microbiana é
muito maior do que se pensava. Abordagens moleculares também permitem que grupos pouco
conhecidos ou raros no ambiente marinho sejam conhecidos e estudados.

Os genes ribossomais sdao 0s mais utilizados como regides alvo para estudos de di-
versidade molecular. Em eucariotos, 0s genes ribossomais se organizam em clusters génicos
que se repetem no genoma do organismo. Nesses clusters estdo 0s genes ribossomais 18S,
5.8S e 28S, que formardo as subunidades dos ribossomos SSU (18S) e LSU (28S e 5.8S). Esses
genes sdo separados pelas regides espacadoras ITS1 e ITS2 (internal transcribed spacer), que
sao transcritas, mas nao compoem a estrutura dos ribossomos. Os ribossomaos possuem uma
funcao biologica essencial (sintese de proteinas), justificando a baixa taxa de evolugéo e alto
grau de conservacgao dos genes ribossomais entre diferentes espécies. Por sua vez, a taxa de
evolucao das regides espacadoras é maior, havendo maior divergéncia entre espécies diferen-
tes. Assim, 0s genes ribossomais sao mais apropriados para estudar a diversidade em maiores
niveis taxonémicos (filos, classes, ordens e familias), mas apresentam pouca resolucéo para o
estudo de géneros, espécies e linhagens. Nesses casos as regioes ITS sao mais apropriadas.
Como o cluster ribossomal é codificado no genoma nuclear, € comum o uso de genes mitocon-
driais, como os genes de citocromo oxidase (COX1) e citocromo b (CYTB), de forma a corroborar
a delimitacao de espécies em eucariotos.

Para o estudo de fungos, a regido ITS foi escolhida como barcode (fragmento curto de
DNA, presente em todos 0s organismos do grupo e com variacao suficiente para identificar
espécies). Apesar de o gene 18S rDNA ser também utilizado para investigar a diversidade de
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fungos, este nao consegue discriminar espécies mais relacionadas e & geralmente menos
amostrado do que a regiao ITS, o que dificulta a comparacao a partir de bancos de dados de
dominio publico. Os problemas relacionados as duas regioes podem ser diminuidos se usarmos
abordagens que utilizem a combinagao das duas regides(18S e ITS), mais as sequéncias de 28S.
Essaanalise multigénicaleva a um suporte filogenético maior, principalmente para grupos com
poucos dados moleculares ou que nao apresentem dados de sequéncias de ITS em bancos de
dados.

Para a diferenciacao das espécies de leveduras, o sequenciamento da regiao D1/D2
da subunidade maior do gene do rDNA, além dos espacgadores internos transcritos 1 e 2 (re-
gido ITS), ¢ 0o mais utilizado. Essa regido contém cerca de 600 nucleotideos, e isolados de uma
mesma especie de levedura apresentam geralmente diferencas em torno de 1%. No entanto,
algumas excegoes sao encontradas; nesses casos, tém sido propostas analises multigénicas,
utilizando além das sequéncias nucleotidicas da regiao ITS e regiao D1/D2 do gene 26S rDNA, , o
gene da subunidade menor do rRNA, das duas subunidades da RNA polimerase || (RPB1e RPB2),
do fator de elongagéo o (TEF1) e citocromo oxidase (CYTB)(Liu et al., 2015a, 2015b; Wang et al.,
2015a, 2015b, 2015c¢).

Para o estudo de microalgas, 0s genes ribossomais também sao os mais usados. O
gene 18S rONA é o mais utilizado para exploracao da diversidade em larga escala, enquanto que
as regioes ITS sdo usadas para taxons especificos (Moon-van der Staay et al., 2001). Entretan-
to, assim como ocorre com 0s fungos, muitas vezes e necessaria uma abordagem multigénica
para a delimitacao de espécies de microalgas. Presentes em todos 0s organismos do grupo, 0s
genes da proteina D1 do fotossistema Il (psbA), da RuBisCo (rbcl) e 23S rDNA sdo codificados no
genoma do cloroplasto, sendo assim potenciais barcodes para microalgas (Pichard et al., 1997;
Zeidner et al., 2003). Esses genes permitem entender melhor a evolugdo do grupo e sao espe-
cialmente Uteis para identificacao de microalgas em amostras ambientais, em meio a outros
organismos eucariontes. Assim como os genes mitocondriais (como o COX1), genes dos cloro-
plastos fornecem evidéncias independentes do genoma nuclear para delimitacao de espécies
em microalgas.

0 uso de técnicas moleculares para investigar a diversidade microbiana do ambiente
marinho esta crescente e cada vez mais difundido. Os dados moleculares contribuiram para
0 entendimento sobre a importancia dos fungos no ambiente marinho, que além de apresen-
tarem uma baixa abundancia, a taxa de recuperacao em meios de cultura € mais baixa ainda.
Entretanto, apesar de os dados moleculares serem consistentes com os resultados obtidos a
partir de técnicas dependentes de cultivo, diferentes perfis de diversidade sao revelados por
meétodos moleculares, reforcando a necessidade de sua utilizacdo. Mas o que contribui para
que os dois métodos, apesar de abordarem diversidades diferentes, reflitam a baixa abundan-
ciadosfungosnoambiente marinho? Alguns autores relatam que ainda é preciso elucidar ques-
toes-chaves da ecologia e biologia desses micro-organismos, como: esta diferenca encontrada
tanto na diversidade quanto na abundancia pode ser devida a um esforgo amostral diferente
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entre os dois ambientes? Sera que existe algum limite biogeografico que impediu essa diver-
sificacao dos fungos marinhos? A evolucao dos fungos estéa intimamente ligada a dispersao e
evolucao das plantas terrestres, fazendo como que as plantas dominem a diversidade no reino
Fungi? Ou ainda, outras micro-organismos desempenham fungdes semelhantes as dos fungos
no ambiente marinho, tornando desnecessario evolutivamente o aumento da diversidade? (Ri-
chards et al., 2012; Jones et al., 2015).

Apesar de serem “semelhantes” os dados obtidos a partir dos dois métodos(dependen-
tes eindependentes de cultivo), ainda assim o uso de ferramentas moleculares para analises de
DNA ambientais ¢ aplicado e indicado, uma vez que essas ferramentas vém a ajudar nos estu-
dos de diversidade de fungos marinhos principalmente em ambientes “inacessiveis’, como em
profundidade. No ambiente marinho em profundidade, a grande maioria dos fungos amostra-
dos estao préoximos ou nos mesmos clados de fungos terrestres, o que sugere que fungos asso-
ciados a superficie ou ao ambiente terrestre sao capazes de fazer, de forma relativamente facil,
a transicao entre esses ambientes. Os fungos apresentam uma série de adaptacgdes celulares,
gendmicas e fisioldgicas que lhes permitem viver em ambientes anoxicos ou parcialmente and-
xicos, participando, por exemplo, de processos como a denitrificagdo anaerobica(Shoun et al.,
1992; Richards et al., 2012).

3 APLICAGOES DA BIODIVERSIDADE
NA BIOTECNOLOGIA MARINHA

Os micro-organismos estao presentes em todos os ambientes do planeta e sao parte
essencial de toda avida na Terra, atuando como uma fabrica de compostos quimicos que trans-
forma os compostos do ambiente (carbono, hidrogénio, nitrogénio, oxigénio, fosforo e enxofre)
em moléculas biologicamente mais acessiveis, as quais entao sao utilizadas pelos organismos
superiores. Todas as formas de vida superior, incluindo plantas e animais, hospedam na ordem
de milhoes a trilhdes de micro-organismos. Alguns destes produzem nutrientes e vitaminas ou
auxiliam a digerir e converter os alimentos. Os ambientes marinhos compreendem cerca de
70% da superficie terrestre, com uma amplitude que varia desde os ambientes artico e antar-
tico até os de aguas mornas dos tropicos. A evolugcao dos micro-organismos nos ultimos 3,5
bilhdes de anos produziu alta diversidade genética e variagao fenotipica. Os micro-organismos
prosperam nos oceanos, alcangando profundidades de 11 quilémetros (profundidade média de
3,2 quildémetros) com pressdes excedendo 100 Mpa e temperaturas superiores a 100°C em fon-
tes hidrotermais de regioes abissais. Além disso, micro-organismos unicelulares e multicelu-
lares sao responsaveis por 98% da produtividade primaria dos ecossistemas marinhos, o que
os fazimprescindiveis para a cadeia alimentar e, especificamente, para os ciclos energéticos e
ciclo do carbono (Kodzius; Gojobori, 2015).

A grande diversidade microbiana e os papéis ecoldgicos vitais sugerem gue 0s micro-
-organismos marinhos constituem um rico reservatorio de biocatalisadores. Os biocatalisa-
dores tém atraido muita atengao para varias aplicacdes na industria, pois sao considerados
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ambientalmente corretos, econémicos e nao geradores de poluentes, produzindo uma ampla
variedade de substancias quimicas. A alta eficiéncia e seletividade de enzimas mediadoras de
reacoes faz os biocatalisadores apropriados para o uso em muitos processos industriais, como
a conversao relacionada a industria de alimentos, detergentes e processamento de papel, por
exemplo. Por esse motivo, nao ¢ surpreendente que a demanda industrial por novas enzimas
para melhorar a eficiéncia ou para estabelecer novos processos tem aumentado muito nos ulti-
mos anos. O interesse particular de algumas industrias tem se concentrado em novas enzimas
capazes de mediar reagoes quimicas que sao de dificil processo ou que sao muito dispendiosas
para serem alcancadas por catalisadores quimicos ou sintese organica tradicional. A aborda-
gem mais comum para a obtencao de biocatalisadores microbianos desejados se baseia nos
meétodos microbioldgicos tradicionais dependentes de cultivo. Essaabordagem classica inclui
o enriguecimento de micro-organismos de amostras ambientais, isolamento de culturas puras,
triagem de isolados microbianos expressando uma determinada atividade enzimatica deseja-
da, caracterizacao da enzima de interesse isolada e otimizacao da producao e da purificacao
da enzima. Avancos recentes nas técnicas de sequenciamento de DNA contribuiram para um
grande acumulo nos bancos de dados publicos de novos genomas sequenciados derivados de
bactérias e arqueias. A investigacao e prospeccao desses genomas fornece uma fonte vasta
de oportunidades para a descoberta de genes que codificam novas enzimas de valor comer-
cial com propriedades interessantes. A descoberta de novas enzimas a partir de metodologias
dependentes de cultivo apresenta grande limitagao; menos de 1% dos micro-organismaos em
muitos ambientes podem ser cultivados por métodos convencionais(Zilda; Uria, 2016).

As abordagens de sequenciamento de nova geragao, como a metagenémica, permitem
que genes e vias de micro-organismos cultivaveis e nao cultivaveis possam ser descobertos.
Nas triagens realizadas pela comparacao de sequéncias de DNA com bancos de dados, a iden-
tificacao de novas enzimas € baseada na homologia de sequéncias, que frequentemente reve-
la apenas sequéncias parciais, isto é, limitada a sequéncias conhecidas de interesse que nao
permitem a descoberta de informacao sobre as funcoes bioguimicas de enzimas codificadas.
Ensaios baseados em atividade podem ser realizados para identificar genes que codificam no-
vas biomoléculas ou novas atividades bioldgicas.

A evolucao da agricultura comegou ha cerca de 10.000 a.C., quando os humanos re-
alizaram a transicao de cagadores e coletores para plantadores, e ao longo dos tempos o be-
neficiamento da producao agricola foi artificialmente selecionado. Embora inicialmente nao
houvesse a compreensao da presenca do DNA gendmico nas células, os avancos da biologia
molecular no ultimo século permitiram uma maior manipulagao dos organismos cultivados pelo
homem. Como consequéncia, o material genético pode ser alterado ou por eventos aleatdrios
de mutacao, como irradiagao por raio-X, ou por tecnologias de edicao de genoma sitio dirigi-
das, obtendo assim melhoramento de uma determinada linhagem em curto periodo de tempo.
Dessa forma, o desenvolvimento de linhagens microbianas foi, de muitas formas, melhorado ao
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longo do tempo, de mutacoes aleatorias a metodologias avancadas, tais como engenharia me-
tabolica com alteragao de genes e vias.

3.1.1 PRODUCAO DE ALIMENTOS PARA A POPULACAQ HUMANA

A producao de alimentos para populagcoes humanas é aaplicacdo econdmica mais anti-
ga para as microalgas. As cianobactérias Nostoc sp. e Arthrospira sp. (Spirulina) sdo exploradas
independentemente por populagdes nativas de diversas partes do mundo, havendo registros
em populacdes na América do Norte, Asia e Africa(Hamed, 2016). A partir de meados do século
XX, o crescimento populacional apds a Segunda Guerra Mundial e as perspectivas de escassez
de alimentos estimularam o desenvolvimento de cultivos em larga escala de microalgas para
alimentacao humana, em especial como fonte de proteinas. O conteudo proteico nas células de
Arthrospira maxima, Synechococcus sp., D. salina e Chlorella vulgaris pode passar de 50%, supe-
rando o contetdo proteico de fontes tradicionais de proteinas como carne e leite(Hamed, 2016).
0 uso de microalgas como fontes alternativas de proteinas é reforcado pela capacidade desses
micro-organismos de sintetizar todos os aminoacidos essenciais para a nutricao humana. Pro-
dutos de biomassa seca de Arthrospira sp. e Chlorella sp. como tabletes sao comercializados
como suplemento alimentar.

0 uso de microalgas na alimentacao humana revelou uma série de beneficios para a
saude, que vao além do valor nutricional em proteinas e polissacarideos. Por serem organismos
fotossintetizantes, microalgas estao constantemente sujeitas ao estresse oxidativo e aos efei-
tos da formacao de radicais livres, como, por exemplo, espécies reativas de oxigénio. Assim,
essSes 0rganismos sao ricos em compostos capazes de neutralizar radicais livres, conferindo
um valor nutracéutico aos produtos derivados de microalgas. Entre os compostos com agao
antioxidante comprovada, destacam-se 0s pigmentos naturais, em especial 0s carotenoides,
abundantes nas microalgas. Existe também um grande potencial para o uso de microalgas
como racao animal, solugcao para a escassez de alimentos frente ao aumento populacional.

3.1.2 PIGMENTOS NATURAIS

Pigmentos naturais sao compostos biologicos capazes de absorver a energia lumino-
sa, podendo ou nao estar diretamente associados a fotossintese. Clorofilas e ficobiliproteinas
(ficoeritrinas e ficocianinas) sdo produzidas apenas por organismos fotossintetizantes, direta-
mente associados a fotossintese. O estabelecimento de cultivos em massa torna a cianobac-
téria Arthrospira platensis e a clorofita Chlorella sp. importantes fontes de clorofila, cuja pro-
ducao industrial ainda depende de plantas terrestres. A cianobactéria A. platensis e a rodoéfita
Porphyridium aerugineum sao também importantes fontes de ficoeritrinas. Além da aplicagao
como corantes de alimentos e cosmeéticos, ficoeritrinas possuem alto valor comercial como
reagentes para ensaios imunoldgicos.

Os pigmentos carotenoides possuem distribuicdo mais ampla na natureza, sendo
produzidos também por algumas bactérias e fungos, além dos organismos fotossintetizan-
tes. Apesar de ocorrerem em animais, estes adquirem os carotenoides da dieta. O g-caroteno
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¢ 0 carotenoide mais comumente encontrado em plantas e possui importante funcao na nutri-
¢ao humana, como fonte de pro-vitamina A. Apesar de presente em diversos alimentos, como
a cenoura, a microalga Dunaliella salina é a principal fonte para producao industrial de B-caro-
teno. D. salina € uma clorofita halotolerante, capaz de sobreviver desde em ambientes de bai-
xa salinidade (em torno de 1 ppm) até em lagunas hipersalinas (até 25 ppm, concentragéo oito
vezes maior que a agua do mar). A capacidade de D. salina sobreviver a uma ampla faixa de
salinidade esta associada a sua eficiente producao de glicerol e a respectiva funcao osmorre-
guladora(Raja et al., 2007). Entretanto, apesar do seu potencial biotecnoldgico, a produgéo de
glicerol a partir de cultivos de D. salina ainda nao se mostrou economicamente eficiente.

Acredita-se que o B-caroteno possua uma funcao fotoprotetora em D. salina, uma vez
que sua producao € maximizada em condi¢oes de alta luminosidade. A limitacao de nitrogénio
¢ outro fator a induzir a producao de B-caroteno em D. salina, pois inviabiliza a reproducao das
microalgas, induzindo o metabolismo secundario. O conteudo de B-caroteno em D. salina pode
chegara14% do seu peso seco, em condigOes 6timas de alta irradiancia, salinidade e limitacao
de nitrogénio (Raja; Hemaiswarya; Rengasamy, 2007). A resisténcia a altas salinidades possibi-
lita o cultivo extensivo de D. salina ao ar livre, em que lagunas sao salinizadas artificialmente,
evitando assim a proliferagao de micro-organismos consumidores da alga. Apesar de induzir
um crescimento mais lento da microalga e menor taxa de producao de B-caroteno, 0s baixos
custos de operacao tornam esse sistema atrativo em regides quentes e com pouca nebulo-
sidade, como o Qeste australiano, Oriente Médio e Sudoeste asiatico (Borowitzka, 2005). Cul-
tivos intensivos tém maior custo de operacao e também maior producao de B-caroteno. Nes-
ses sistemas, a microalga é cultivada em reservatorios menores, com maior controle sobre as
condicoes ambientais, e a producao de B-caroteno geralmente € maximizada pela limitacao de
nitrogénio.

A astaxantina € o principal carotenoide utilizado na industria de aquicultura em todo o
mundo, sendo 0 composto responsavel pela coloracao laranja-avermelhada de alguns organis-
mos, como salmdes e crustaceos(Lorenz; Cysewski, 2000). Atribui-se a ela um amplo espectro
de propriedades farmacologicas, incluindo atividade antioxidante e antimicrobiana, podendo
auxiliar na resposta imune a infecgoes virais, bacterianas, fungicas e parasiticas, além do con-
trole de risco de certos canceres e doencas cardiovasculares. A producao em larga escala da
astaxantina teve inicio em 1990, entretanto uma demanda cada vez maior por alimentos natu-
rais e o alto custo da sintese do pigmento estimularam a pesquisa com fontes naturais alterna-
tivas de astaxantina(Zaky et al., 2014).

Espécies de microalgas cloréfitas do género Haematococcus sao eficientes fontes de
astaxantina, em que o contetdo por peso seco pode ficar entre 1,5 e 3% (Lorenz; Cysewski,
2000). A producao de astaxantina em H. pluvialis ¢ induzida por condigdes de estresse am-
biental (aumento de luminosidade ou temperatura) e limitagdes de nutrientes (fosforo). Nessas
condicoes, as células perdem os flagelos e a capacidade de locomocao, formando cistos de
resisténcia com paredes celulares mais espessas (Boussiba; Vonshak, 1991). A deposigéo de
cistos de resisténcia de Haematococcus sp. leva a formacao dos tapetes microbianos averme-
lhados observados em rochas costeiras. Devido a riscos de contaminagao por outros micro-or-
ganismos, o cultivo em larga escala de H. pluvialis € geralmente feito em ambientes fechados,
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como fotobiorreatores. A producao de astaxantina é feita em duas etapas: primeiro, a fase de
crescimento do cultivo até que atinja a biomassa suficiente; posteriormente, o cultivo é sub-
metido a uma combinacao de estresse ambiental e limitacdo de nitrogénio, induzindo a produ-
¢cao de astaxantina.

3.1.3 VITAMINAS E SUPLEMENTOS ALIMENTARES

A riboflavina (vitamina B2) é necessaria para véarios grupos de organismos, incluindo
animais, bactérias, plantas e seres humanos. Atua como um precursor para as coenzimas flavi-
naadenina dinucleotideo e flavina mononucleotideo e é sintetizada apenas por plantas e micro-
-organismos. Apesar de 0s processos de sintese quimica dominarem o mercado, a biossintese
da riboflavina oferece diversas vantagens: menor demanda energética e geracao de residuos
guimicos, além da facilidade de recuperacao do produto final. Leveduras terrestres das espé-
cies Meyerozyma guilliermondii e Candida famata foram testadas quanto a producgao de ribofla-
vina. Observou-se que a superproducao apenas foi alcancada emmeios deficientes de ferro,
uma vez que o ferro reprime a biossintese da riboflavina(Boretsky et al., 2005; Zaky et al., 2014).

3.1.4 PRODUCAO DE BIOCOMBUSTIVEIS - BIOETANO

A producao de bioetanol aumentou gradualmente em todo o mundo na Ultima década
para cerca de 85 bilhoes de litros em 2011. Devido ao aumento da demanda por energia em um
mundo em crescente expansao populacional e fornecimento limitado de combustiveis fosseis,
espera-se que a contribuicao do bioetanol aumente ainda mais na proxima década. Atualmen-
te, é realizada utilizando meio contendo agua doce e linhagens terrestres de leveduras. A agua
do mar representa uma alternativa de recurso hidrico promissora para a producao de bioetanol
em cidades litoraneas e também em zonas aridas. Além disso, por conter amplo espectro de
minerais, a utilizacao de dgua do mar pode evitar a adicdo de nutrientes essenciais necessarios
para os meios de fermentacao comerciais, melhorando a economia geral do processo (Zaky et
al., 2014).

Varios materiais bioldgicos foram investigados para a geracao de bioetanol, tais como
a palha do trigo, o bagaco da cana e a palha do milho. Recentemente, fontes de biomassa ma-
rinha, em especial microalgas, tém atraido atencao como matéria-prima promissora na produ-
cao de bioetanol, uma vez que elas nao competem com plantacdes em termos de recursos de
terra e agua doce. A hidrolise de biomassa marinha pode resultar em um hidrolisado com altas
concentracoes de sal, que demandaria dessalinizacao antes do processo fermentativo quando
sao utilizadas leveduras terrestres. Contudo, leveduras halofilicas, especialmente as isoladas
do ambiente marinho, estariam aptas a fermentar diretamente o hidrolisado com altas concen-
tragdes de sal a bioetanol. Dessa forma, o passo de intenso consumo energeético, a dessalini-
zacao, poderia ser evitado, tornando o processo fermentativo como um todo economicamente
competitivo.

3.1.5 PRODUCAQ DE BIOCOMBUSTIVEIS - BIODIES
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Além de servir como biomassa para a producao de bioetanal, microalgas marinhas sao
também potenciais fontes para a producao de biodiesel. Como o uso de linhagens ricas em
0leos tende a aumentar a eficiéncia na producao de biodiesel, a prospeccao da biodiversidade
de microalgas é fundamental para tornar viavel a producao em larga escala de biocombustiveis.
0 percentual de 6leos no conteuldo celular varia bastante entre diferentes linhagens celulares,
podendo chegar a 70% do peso seco na cloroéfita dulcicola B. braunii e em linhagens das stra-
menopilas marinhas Nannochloropsis sp. e Schizochytrium sp. (Chisti, 2007). Observa-se que o
conteudo celular de lipideos pode dobrar em condigdes de limitacao de nitrogénio em uma li-
nhagem de Nannochloropsis sp. (Ajjawi et al., 2017). Como o nitrogénio é essencial para a repro-
ducao de microalgas, nesse caso também se propoe a exploracao do cultivo em duas etapas, a
fim de garantir um répido crescimento celular e alta producao de lipideos de reserva como 0s
triglicerideos, que servirdo de substrato para a producao de biodiesel. A engenharia genética
também pode ser usada para aumentar a eficiéncia da producao: observou-se recentemente-
que uma linhagem mutante de Nannochloropsis gaditana, na qual o nivel de expressao do fator
de transcricao ZnCys foi reduzido, produziu duas vezes mais lipideos que a linhagem selvagem,
sem ter a taxa de crescimento afetada(Ajjawi et al., 2017).

Triglicerideos sao as principais fontes de biodiesel de microalgas. Um eficiente pro-
cesso de producao de biodiesel é a transesterificacdo, em que uma molécula de triglicerideo
reage sucessivamente com trés moléculas de metanol, liberando glicerol e trés moléculas de
biodiesel (éster metilico de acido graxo). A composigéo de acidos graxos nos triglicerideos é
também importante para a geracao de um biodiesel de qualidade: acidos graxos poli-insatura-
dos sao vulneraveis a oxidacao, mas apresentam melhores propriedades em baixas temperatu-
ras(Chisti, 2007). Assim, tende-se a buscar uma maior concentragao de acidos graxos monoin-
saturados. Em geral, temperaturas altas induzem a formacao de acidos graxos insaturados e,
em Nannochloropsis sp., observou-se 0 mesmo efeito com maior intensidade luminosa.

Estima-se que a demanda por area para a producao de biocombustiveis a partir de mi-
croalgas marinhas seja até 100 vezes menor que a demanda das lavouras tradicionais, como
cana-de-acucar e soja. Entretanto, limitagoes técnicas tornam o prego do oleo derivado de
microalgas ainda cinco vezes maior que o custo do biodiesel de palmito ou do diesel de petro-
liferas (Chisti, 2007). Além da prospeccao da biodiversidade e da engenharia genética, a via-
bilidade econémica também pode ser obtida por meio do estabelecimento de biorrefinarias
microalgas, aproveitando os potenciais produtos da biomassa de microalgas, como proteinas
pararacdo animal e substrato para geragdo de metano ou bioetanol (Zaky et al., 2014).

3.1.6 ENZIMAS DE APLICACAO INDUSTRIAL

Assim como as leveduras terrestres, as leveduras marinhas também ja foram investi-
gadas paraaproducao de enzimas tais como amilase, inulinase, lipase e superoxido dismutase.
Como elas vivem em ambientes com alta salinidade, espera-se que as suas enzimas possuam
propriedades distintas como, por exemplo, alta tolerancia a salinidade.

A'inulina € um polimero linear formado por mondmeros de frutose com ligagoes g-1,2 e
pode ser utilizada como aditivo em alimentos, como matéria-prima para biocombustivel e em
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outras aplicacdes nas industrias de alimentos e farmacéutica. Este polimero pode ser hidro-
lisado quimicamente. Entretanto, o processo quimico esté associado a formacao de subpro-
dutos indesejados, como o anidrido di-frutose, enquanto a hidrélise enzimatica da inulina pela
enzima inulinase produz frutose com grau de pureza de 95% (Zaky et al., 2014).

Além dos exemplos citados, as leveduras marinhas apresentam também grande poten-
cial em vérios outros campos - biorremediagao, probioticos, entre outros (ver Tabela 1).

Tabela 1. Produtos biotecnoldgicos produzidos por leveduras e microalgas marinhas e suas aplicagoes
(modificado de Zaky et al., 2014 e Hamed, 2016).

PROCESS0/PRODUTO

MICRO-ORGANISMOS

Combustiveis

Bioetanol

Candida albicans, Candida tropicalis, Debaryomyces hansenii, Ge-
otrichum sp., Pichia capsulata, Pichia fermentans, Pichia salicaria,
Rhodotorula minuta, Vishniacozyma dimennae e Yarrowia lipolytica
Saccharomyces cerevisiae C-19 e Candida sp.

Oleo microbiano

Rhodotorula mucilaginosa e Yarrowia lipolytica

Farmacéuticos

Alginato liase

Yarrowia lipolytica

Exo-g-1,3 glucanase

Williopsis saturnus WC91-2

Riboflavina

Candida membranifaciens subsp. flavinogenie, Candida tropicalis

Nanoparticulas de prata

Yarrowia lipolytica NCYC 789

Cu-Zn superoxido dis-
mutase

Debaryomyces hansenii

Lipase Aureobasidiumpullulans, Leucosporidiumscottii, Naganishia adeliensis
Celulase Aureobasidium pullulans e Pichia salicaria
Inulinase Meyerozyma guilliermondii
Enzimas Protease acida Metschnikowia reukaufii W6b
industriais a glicosidase Leucosporidium antaracticum
Protease Rhodotorula mucilaginosa
Endoxilanase Candida davisiana, N. adeliensis, Guehomyces pullulans
Fitase Kodamea ohmeri
Nanoparticulas Yarrowia lipolytica
Outros Degradantes de poluentes | Yarrowia lipolytica
produtos

Caroteno

Rhodotorula sp., Rhodotorula mucilaginosa, Blastobotrys adenini-
vorans

Alimentacao humana

Chlorella sp., Spirulina sp., Nostoc sp., Aphanizomenon flos-aquae

Alimentagao animal

Chlorella sp., Tetraselmis sp., Isochrysis sp., Pavlova sp., Phaeodac-
tylum sp., Chaetoceros sp., Spirulina sp., Dunaliella sp., Skeletonema
sp., Thalassiosira sp.

Fertilizante agricola

Anabaena sp., Nostoc sp.
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PROCESS0/PRODUTO MICRO-ORGANISMOS
Biodiesel Nannochloropsis sp., Botryococcus braunii
Clorofila Arthrospira maxima, Chlorella sp.
Ficoeritrina Porphyridium aerugineum, Arthrospira maxima
Pigmentos
Beta-caroteno Dunaliella salina
Astaxantina Haematococcus sp.
Cosméticos Spirulina sp., Chlorella sp.
Farmacéuticos Nannochloropsis oculata, Tolypotrix byssoidea, Chlamydomonas sp.

3.2 A ENGENHARIA GENETICA COMO FERRAMENTA NA PRODUGAO DE BIOMOLECU-
LAS ORIUNDAS DO AMBIENTE MARINHO

A engenharia genética sempre teve um papel determinante na geracao de produtos
biotecnoldgicos e farmacéuticos em escala industrial, e com o passar do tempo e 0 avancgo
tecnoldgico na area da biologia molecular, a manipulagao genética de micro-organismos e or-
ganismos tem sido bastante facilitada. Véarias linhagens de bactérias, leveduras e algas sao uti-
lizadas na producao industrial e muitos sao os critérios de escolha desses micro-organismos
para atingir uma producao eficiente. Aspectos genéticos e quimicos da natureza dos modelos
bioldgicos, como a facilidade de modulacao de vias metabolicas, facilidade de manutencao e
cultivo e pureza e quantidade do produto final obtido, sdo aspectos importantes a serem pon-
derados. Alguns desses micro-organismos mais frequentemente utilizados na producao de
biomoléculas recombinantes sao: Bacillus subtilis, Escherichia coli, Aspergillus niger, Arthros-
pira, C. vulgaris, Saccharomyces cerevisiae, entre muitos outros (Kodzius; Gojobori, 2015). O es-
calonamento dos volumes produzidos € um aspecto de essencial importancia na escolha e uso
dos micro-organismos para uso em escala industrial.

3.2.1ELEMENTOS ENVOLVIDOS EM EXPRESSAO HETEROLOGA DE PROTEINAS

A expressao heterologa permite a caracterizagao de vias biossintéticas em hospe-
deiros geneticamente manipulaveis e a modificacao dessas vias para a geracao de produtos
naturais derivados. O aumento da producao a partir de produtores selvagens pode ser alcanca-
do pela otimizacao das condicoes de producao. Tradicionalmente, métodos classicos para au-
mento da producao a partir de linhagens produtoras selvagens sao empregados para melhoria
da producgao, entretanto esses métodos sao laboriosos e consomem muito tempo, envolvendo
multiplos rounds de mutagénese quimica ou de irradiacao sequidos da triagem dos mutantes
para o fendtipo desejado.

Apesar do crescente numero de produtos naturais aos quais 0 acesso vem sendo fa-
cilitado pela producao heterdloga, é evidente que nao existe uma abordagem unica que sera
bem-sucedida sempre. Existem elementos-chave que devem ser considerados, tais como a
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mobilizacao da via biossintética ou gene em um vetor estavel que seja apropriado, a selegao
do hospedeiro heterdlogo apropriado, a exigéncia e a adequacgao da manipulacao das vias em
questao e métodos que permitam a estabilidade dos hospedeiros heterdlogos e otimizacao dos
procedimentos de construcao dos mesmos. Contudo, mesmo levando em consideracao todos
esses fatores, ndo ha garantia da expressao funcional de enzimas heterdlogas complexas ou
do sucesso da sintese de um produto final de uma determinada via. Como uma consequéncia
disso, é dificil predizer o grau de sucesso da expressao heteréloga de um produto. Enquanto al-
gumas enzimas podem expressar bem com poucos passos de otimizacao, outras podem exigir
extensivas otimizagdes para atingir um nivel adequado de expressao(Lee et al., 2012).

Para a expressao hetertloga de um cluster génico ou de um unico gene, por exemplo,
0s genes precisam ser isolados, para que entao possam ser mobilizados em um hospedeiro he-
terélogo adequado. Emabordagens tradicionais, grandes bibliotecas gendmicas eram constru-
idas utilizando cosmideos/fosmideos com capacidade de insercao de regices de 30-35 kb por
clone ou em cromossomos artificiais de bactérias (Bacterial Artificial Chromosome ou BACs)
que podem conter regioes de até 100 kb. Recentemente, com a expansao do nimero de geno-
mas sequenciados, existe a possibilidade da clonagem direta a partir do organismo estudado.
Devem ser feitas consideracoes para assegurar que o vetor de clonagem selecionado para re-
ceber o cluster é adequado para as aplicagdes conseguintes e compativel com o hospedeiro
heterologo escolhido. Uma vez que o gene tenha sido clonado, é necessario mobiliza-lo no hos-
pedeiro, e a manutencao do gene ou genes nesse hospedeiro determina a "dose génica”, ou o
numero de copias de um determinado gene ou genes presente no hospedeiro. Isso, por sua vez,
afeta o nivel de expressao da enzima ou proteina produzida, podendo influenciar o rendimento
do produto (Wang; Pfeifer, 2008).

A escolha do hospedeiro heterdlogo deve considerar a natureza do produto génico que
sera expresso, considerando também o substrato adequado, assim como as caracteristicas
genéticas e fisioldgicas tanto do produtor selvagem ou nativo como do produtor heterdlogo.
Espera-se que o uso de hospedeiros heterdlogos estreitamente relacionados a espécie produ-
tora nativa resultara em uma expressao mais eficiente do que o uso de um produtor hospedeiro
filogeneticamente distante. Geralmente, quanto maior a proximidade entre produtor selvagem
e heterdlogo, maior a probabilidade de adequacao do sistema quanto a funcionalidade dos ele-
mentos transcricionais nativos, tais como elementos reqgulatérios, promotores e sitios de liga-
¢do ao ribossomo (Wenzel; Miller, 2005; Eppelmann; Doekel; Marahiel, 2001). Quando a trans-
cricao de um cluster génico nao pode ser alcancada com sucesso, por exemplo, em espécies
estreitamente relacionadas, isso pode ocorrer devido a auséncia de ativadores transcricionais
(Von Mulert et al., 2004).

Uma espécie estreitamente relacionada também exibira uma utilizagao preferencial de
codons similar (codon usage), possibilitando maior eficiéncia de tradugdo em comparagéo com
espéciesgeneticamente distantes. Noshospedeiros nativos, codonsraros podem estar presen-
tes em posicoes estratégicas do mRNA para permitir o enovelamento da proteina parcialmente
traduzida sem a interferéncia de outras sequéncias peptidicas. A discrepancia na abundancia
relativa de tRNAs no hospedeiro heterélogo, em comparagao com aquela do hospedeiro nativo,
influencia fortemente a eficiéncia de traducao, com a possibilidade de mais codons raros pre-
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sentes em posicoes criticas. Além de afetar a eficiéncia de traducao, essa caracteristica mos-
trou influenciar diretamente também a estabilidade do mRNA, particularmente em transcritos
longos (>10 kb)(Nilsson et al., 1987). A co-expressdo de tRNAs ndo usuais presentes em genes
do hospedeiro nativo, mas nao no hospedeiro heterologo, pode aumentar significativamente
a eficiéncia da traducao. Outro fator importante relacionado a tradugao € o enovelamento; a
proteina precisa assumir uma conformacao terciaria apropriada para permitir a sua funcao en-
zimatica correta. A co-expressao de chaperonas (proteinas que promovem o enovelamento de
outras proteinas) pode auxiliar no enovelamento durante a expressao, aumentando o rendimen-
to do produto.

A expressao de vias de biossintese apresenta ainda maior complexidade do que a ex-
pressao de genes isoladamente. Apds a expressao heteréloga bem-sucedida de um grupo de
enzimas, a producao com um rendimento consideravel dependera de fatores como a dispo-
nibilidade dos precursores e a estabilidade das enzimas expressas, as quais podem ser sus-
ceptiveis a atividade proteolitica. Contudo, o produto da via de biossintese € a soma de suas
partes e pode ser que um ou mais dos precursores para a geracao do produtor da via possa ser
produzido em gquantidades insuficientes, criando gargalos na via, e consequentemente, baixa
produgao.

Alternativamente, os precursores podem ser produzidos em quantidades suficientes,
mas serem canalizados para vias endogenas do hospedeiro heterdlogo. Esse problema pode
ser contornado pela suplementagao com um determinado precursor necessario no meio de
cultura, aintroducdo no hospedeiro de genes codificando o precursor(ou as vias biossintéticas
que o produzem) ou ainda pela delegdo (remogao) dos genes para o catabolismo do precursor.

3.2.2 PRODUCAO DE NOVOS COMPOSTOS POR EXPRESSAO HETEROLOGA

A execucao de um numero cada vez maior de projetos genoma de micro-organismos e
de projetos de metagendmica suporta a nogao de que a grande maioria dos produtos naturais
e de suas vias biossintéticas sao subexplorados. Contudo, a expressao de genes em niveis bai-
X0S 0U a auséncia de sua expressao em condicOes laboratoriais resulta em baixa ou nenhuma
producao do produto natural, o que impede que eles, 0s genes, sejam descobertos durante tria-
gens convencionais(Zotchev; Sekurova; Katz, 2012). Além disso, muitos produtores nativos ndo
podem ser cultivados em condigdes laboratoriais normais.

As abordagens genémicas empregadas atualmente para a investigacao de genes crip-
ticos conta com a inducao da expressao em hospedeiros nativos atraves da otimizacao das
condicoes de cultivo ou pela modificagao de genes regulatérios. Entretanto, muitas vezes é
dificil prever quais as condicOes necessarias para a inducao, ou ainda, a modificacao de genes
e vias s6 pode ser alcancada em hospedeiros de facil manipulacao genética.

Existe grande discrepéancia entre a diversidade de micro-organismos existentes no
ambiente, que sao determinados ou por inspecao visual ou por analises metagenémicas, e a
diversidade de micro-organismos que sao determinados por cultivo em condicoes padrao de
laboratorio. Com o aumento da prevaléncia de micro-organismos resistentes a drogas e com
a escassez, cada vez mais frequente, de novos compostos bioativos, novos métodos como a
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expressao heterologa de proteinas sao necessarios para aproveitar o potencial dos produtos
naturais de toda a diversidade microbiana. O uso de dados obtidos por sequenciamentos de
metagenomas e o emprego da biologia molecular computacional para a identificacao de genes
e clusters génicos que codificam produtos naturais putativos se mostraram muito efetivos para
a caracterizacdo de vias de biossintese de alguns compostos de interesse (Piel, 2002).

Quando um composto é de interesse farmacéutico, nutricional ou agroquimico, um au-
mento na sua titulagao reduz os custos da sua producao e, dessa forma, ¢ altamente desejado
da perspectiva biotecnoldgica. A expressao heterdloga também permite a caracterizacao de
genes e cluster de genes envolvidos na biossintese de produtos derivados de micro-organismos
nao cultivaveis ou com desenvolvimento fastidioso, permitindo também o acesso a potenciais
novos compostos codificados por genes cripticos. Com a urgéncia na procura por novos an-
tibidticos para o combate de resisténcias emergentes, assim como o combate de infeccoes
recorrentes e de novas doencas infecciosas, a procura por novos produtos naturais exibindo
atividade biologica ganha cada vez mais importancia. A manipulagao de vias conhecidas como
abordagem alternativa para a geracao de novos compostos continua sendo uma opcao viavel.

3.2.3 FERRAMENTAS MOLECULARES PARA A CLONAGEM E EX

GASDE VIASEM S

XESSAQ HETEROLO

erey

Policetideos e outros metabdlitos secundarios de origem marinha, por exemplo, sao
sintetizados por uma série de enzimas codificadas por genes que sao tipicamente agrupados
(cluster) nos genomas dos organismos e micro-organismos que os produzem. O agrupamento
ou a clusterizacao de genes relacionados tem se mostrado um padrao de ocorréncia na desco-
berta de vias de produtos naturais em fungos, principalmente. Devido a esse padrao, a clona-
gem e a expressao de enzimas policetideos sintases (PKS) podem ser realizadas apenas com
fragmentos genémicos continuos contendo o cluster inteiro. Entretanto, a clonagem e mon-
tagem da via em vetores adequados ainda € um desafio, devido ao grande tamanho de muitos
dos genes pertencentes a esses agrupamentos; mesmo um unico gene codificando uma PKS é
normalmente muito grande para ser amplificado por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) de
forma eficiente e sem erros.

Uma estratégia para a captura de agrupamentos génicos inteiros € a construcao de bi-
bliotecas gendmicas com um vetor apropriado seguido de triagem dos clones que possam car-
regar um agrupamento funcional. Por exemplo, na primeira expressao heterologa da penicilina,
um cosmideo contendo o cluster génico da biossintese da penicilina de Penicillium chrysoge-
num foi selecionado a partir de uma biblioteca de cosmideos utilizando uma sonda heteréloga
de DNA para o gene isopenicilina N sintase (sonda de DNA utilizando um gene ortélogo ao gene
de interesse em P. chrysogenum) de Flavobacterium sp. Esse cosmideo foi entdo transformado
em Neurospora crassa e em A. niger (fungos modelos para estudos de biologia molecular), que
levou a producao da penicilinaV em ambos os hospedeiros transformados (Smith et al., 1990).

As leveduras tém sido extensamente desenvolvidas como ferramenta para a clona-
gem e a captura de grupamentos génicos inteiros. Uma vantagem significativa das leveduras
é a maior eficiéncia de recombinacdo homaologa do material genético exdgeno, principalmente
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S. cerevisiae. Essa caracteristica tem sido explorada para a construcao de vetores contendo
extensos grupamentos génicos. Fragmentos de DNA e vetores linearizados possuindo regioes
de sobreposicdo (regides complementares) podem ser unidos ou fusionados por recombina-
¢ao homologa, originando, assim, vetores para a expressao de proteinas. Esse método pode ser
chamado de transformacgao associada a recombinacao, apresentando-se excepcionalmente
simples e eficiente, especialmente quando empregado na clonagem rapida de grandes grupa-
mentos génicos sem a necessidade do uso de enzimas de restricao e sem limitacao quanto ao
tamanho dos produtos de DNA gerados por PCR para a clonagem.

Alevedura S. cerevisiae, como um hospedeiro para a expressao de proteinas de origem
eucariotica, possui muitas vantagens, comparada com hospedeiros procarioticos ou hospe-
deiros eucaridticos mais complexos. Diferentemente de hospedeiros procariéticos, como de E.
coli, S. cerevisiae possui 0 maquinario para vias de secrecao e modificacoes pos-traducionais e
ainda, em comparacao com células de mamiferos ou células vegetais, S. cerevisiae é de desen-
volvimento rapido e de facil manipulacao genética. Contudo, algumas modificagdes genéticas
devem ser feitas na levedura para assegurar a expressao funcional de determinadas proteinas.
Para a expressao funcional de PKS, por exemplo, é realizada a delegcao de dois genes codifi-
cando proteases vacuolares (PEP4 e PRB1), os quais codificam uma aspartil protease e uma
proteinase B, respectivamente. A delecao dessas proteases leva a um aumento significativo
nos niveis de expressao das PKSs recombinantes (Jones, 1991).

Leveduras das espeécies S. cerevisiae e Pichia pastoris foram utilizadas como hospedei-
ros paraa producao comercial de proteinas farmacéuticas, tais como a insulina, a vacina contra
a hepatite B e caseinomacropeptideos. De forma semelhante, mas ainda incipiente, leveduras
marinhas dos géneros Yarrowia e Candida foram descritas como potenciais sintetizadoras de
diferentes produtos farmacéuticos, como mostrado na Tabela 1.

A descoberta do primeiro antibiotico, a penicilina, derivada inicialmente do fungo Pe-
nicillium notatum, por Alexander Fleming, deu inicio a uma nova era no uso de drogas, alteran-
do para sempre a qualidade de vida do ser humano. Desde o desenvolvimento da penicilina na
década de 40, que iniciou a era de ouro do uso de antibidticos naturais de espécies do género
Streptomyces, a humanidade tem se beneficiado com o uso de antibioticos de diversas classes
quimicas principalmente contra bactérias patogénicas. Mais de 350 agentes alcancaram o mer-
cado mundial como antimicrobianos, incluindo produtos naturais, antibioticos semissintéticos
e quimicos sintéticos. O amplo uso dos antibidticos, entretanto, resultou no desenvolvimento
de microbios resistentes, devido a pressao seletiva por eles imposta. 0 numero de medidas
terapéuticas efetivas contra bactérias e fungos patogénicos diminui drasticamente, devido
ao aparecimento de patogenos resistentes a multiplas drogas (MDR - Multiple drug resistance
pathogens). Atualmente, as doengas infecciosas sdo listadas como a segunda maior causa de
morte no mundo e consideradas um dos maiores desafios globais do século. De modo alarman-
te, muitas companhias farmacéuticas reduziram significativamente ou terminaram por com-
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pleto seus programas de P&D(pesquisa e desenvolvimento)em antibioticos. Os fluxogramas de
descoberta de novas drogas sao muito escassos, com apenas poucos candidatos em registro
ou desenvolvimento. S6 recentemente, o aumento dramatico da incidéncia de infecgdoes MDR
levou a um reavivamento dos programas de pesquisa com antibioticos. Novas medidas e es-
tratégias sdo necessarias com urgéncia em todo o mundo para atacar a resisténcia as drogas
e promover a pesquisa de drogas antibidticas, incluindo aquelas oriundas de fontes naturais
(Forsyth, 2013).

Fontes de origem microbianaja demonstraram ser abundantes produtores de milhares
de antibioticos naturais. Mais de metade de todos os antibioticos sao produzidos por Actinomy-
cetes, 10a15% por bactérias nao filamentosas e cerca de 20% por fungos filamentosos. Entre-
tanto, isso possivelmente representa apenas uma pequena porgao do repertorio de compostos
microbianos bioativos, uma vez que o esforgo para a descoberta de drogas frequentemente en-
volve um foco especifico ou em um grupo taxondmico ou em um habitat especifico. Nesse sen-
tido, os ecossistemas marinhos permanecem quase inexplorados, embora micro-organismos
marinhos possam acumular produtos naturais bioativos estruturalmente Unicos, que nao sao
encontrados nos seus correspondentes terrestres. Algumas pesquisas detalhadas demonstra-
ram que porcoes grandes de esqueletos quimicos de origem marinha sao descobertas novas.
Auranomidas A e B, quinazolina-4-1substituida por uma molécula de pirrolidina-2-imino deriva-
do do fungo marinho Penicillium aurantiogriseum, ou aspergilol A e B com uma fusao covalente
de umaunidade de antraguinona e uma de orcinol de Aspergillus versicolorisolado de profunde-
zas abissais, representam novos esqueletos quimicos que sao exclusivamente produzidos por
organismos marinhos. A diversidade microbiana dos ambientes marinhos € enorme, mas ainda
n&o foi explorada e caracterizada, nem taxonomicamente, nem guimicamente (Himaya; Kim,
2013).

Desde a década de 80, o numero de compostos antibiéticos isolados de fungos mari-
nhos tem aumentado rapidamente. Muitas das amostras sao provenientes de algas marinhas,
esponjas, e de mangues que mostraram abrigar fungos com alta capacidade para a producao
de produtos naturais. As razoes ecoldgicas para essa alta capacidade de produgcao permane-
cem hipotéticas para a maioria dos casos, e embora os fungos marinhos atraiam uma parcela
consideravel de esforco de pesquisa, muitos dos estudos sao limitados a descricao de novas
estruturas quimicas, com determinagao de atividades biologicas in vitro. A descoberta de no-
vOS compostos é apenas o primeiro passo da longa, dispendiosa e arriscada linha de desen-
volvimento na descoberta de drogas, que necessita de um grande fornecimento da droga de
interesse.

A descoberta da penicilina motivou a exploragao dos micro-organismos como fonte de
antibioticos. Esse movimento levou a uma explosao no desenvolvimento de técnicas de biotec-
nologia aplicadas a uma grande variedade de produtos. A década passada testemunhou um re-
novado interesse nos fungos para o desenvolvimento de compostos anti-infectivos, aumentan-
do a consciéncia sobre a importancia da biotecnologia. Infelizmente, a grande impossibilidade
de cultivo dos micro-organismos em condigdes padrao de laboratorio restringe a descoberta e
0 subsequente desenvolvimento biotecnologico de compostos antibacterianos possivelmente
codificados em fungos até entao desconhecidos. A descricao molecular de micro-organismos
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por abordagens independentes de cultivo de uma série de habitats naturais tem possibilitado a
descoberta de umariqueza microbiana antes desconhecida, mostrando uma nova dimensao da
diversidade dos fungos de ambientes marinhos(Richter et al., 2014).

Em contraste aos macro-organismos, 0S micro-organismaos possuem a vantagem da
producao factivel e sustentavel de grandes quantidades de produtos naturais com atividade
anti-infectiva em cultivos de larga escala com custos razoaveis. Isso € um reflexo da proporcao
de produtos de fermentacao da produgao de antibidticos no mundo, que soma 100.000 tonela-
das porano, incluindo 60.000 toneladas de penicilinas, 5.500 toneladas de tetraciclinas e 2.500
toneladas de cefalosporinas. Antibidticos naturais ou derivados de produtos naturais incluem
B-lactamicos e ampicilina (5.000 toneladas por ano), cefalexina (4.000 toneladas), amoxicilina
(16.000 toneladas) e cefadroxil (1.000 toneladas). Macrolideos produzidos em alta tonelagem
compreendem a azitromicina (1.500 toneladas por ano) e a claritromicina (1.500 toneladas).
Os glicopeptideos tais como a vancomicina e a teicoplanina sao produzidos em total de 9.000
toneladas por ano. Contudo, historias de sucesso em biotecnologia marinha sdao bem menos
numerosas do que em outros campos da biotecnologia comercial. Das muitas centenas de
compostos bioativos descritos a partir de fungos marinhos, apenas poucos alcancam a comer-
cializagao (Bhadury; Mohammad; Wright, 20086).

L | cONCLUSOES

A diversidade de aplicagoes biotecnologicas de micro-organismos eucariontes, por
exemplo, na alimentacao humana, na producao de enzimas de interesse industrial, na producao
de compostos farmacéuticos e na drea médica, comprova o grande potencial biotecnoldgico
desse grupo. Apesar dos avancos observados, grande parte do sucesso atual tem se baseado
em produtos extraidos de poucas espécies, capazes de serem cultivadas e exploradas em larga
escala.

Assim, podemos afirmar que ainda estamos longe de esgotar o potencial econdmico
do grupo. Se para algumas aplicacoes a falta de conhecimento da diversidade bioldgica impede
o desenvolvimento de aplicagdes comerciais, em outros casos é necessaria a otimizacao de
processos existentes para que a exploracao se torne viavel economicamente. Esforcos diversi-
ficados em pesquisa béasica e no desenvolvimento e aperfeicoamento de processos biotecno-
l6gicos serao necessarios para que se possa concretizar esse potencial.

5 PERSPECTIVAS, OPORTUNIDADES E DESAFIOS

O aumento populacional e a crescente demanda por recursos(alimentos, energia, agua
doce, entre outros)tornam a prospecgao e exploragéo de recursos marinhos uma atividade es-
tratégica para o proximo século. Essa exploragao sera ainda mais importante frente as recen-
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tes crises hidricas observadas, mesmo em um pais bem abastecido de 4gua doce como o Bra-
sil. Entre as abordagens necessarias para o desenvolvimento do potencial biotecnoldgico do
grupo, destacam-se:

Estabelecimento e diversificagao dos bancos de cultivo de micro-organismos

Apesar das dificuldades inerentes ao cultivo de micro-organismos, é preciso diversi-
ficar as colecgOes de cultivos, corrigindo o viés geografico e taxondmico observado atualmente
nas colegdes. O aumento da representatividade de regides geograficas (em especial a costa
brasileira), de habitats (incluindo ambientes de profundidade e de dificil acesso) e de taxons
permitira a exploracao de novos produtos naturais. Além disso, uma maior representatividade
taxonémica permite potencialmente identificar linhagens mais eficientes para uma determina-
da aplicacao biotecnoldgica.

Prospecc¢ao de genes e vias metabolicas de interesse a partir de métodos indepen-
dentes de cultivo

Sabe-se que seraimpossivel cultivar toda a diversidade bioldgica existente. A prospec-
cao da biodiversidade por meio de bibliotecas de DNA ambiental e metagenomas é fundamen-
tal para preencher as lacunas existentes nas colegdes biol6gicas. A expressao heterdloga de
proteinas recombinantes em vetores conhecidos. A descoberta de novos genes e vias metabo-
licas de interesse deve guiar novos esforgos de cultivo de micro-organismos. Essa descoberta
também possibilita aintroducao desses(as) genes(vias)em vetores competentes, possibilitan-
do a producao de compostos de interesse.

Estabelecimento e diversificagao de cultivos de micro-organismos marinhos compe-
tentes para a atuagao como vetores de expressao heterologa de proteinas

Como a afinidade do organismo hospedeiro é fundamental para o sucesso da expres-
sao heterdloga de proteinas, o estabelecimento de diversos sistemas de expressao é funda-
mental para a exploracao de recursos descobertos por métodos independentes de cultivo, bem
como para o aumento da eficiéncia na produgao de compostos produzidos por espécies de
crescimento lento.

Estabelecimento de biorrefinarias

A agdo combinada de diversas atividades de biotecnologia permite um melhor apro-
veitamento dos recursos empregados, melhorando a eficiéncia do processo global. Devido aos
altos custos, atividades como a producao de biocombustiveis a partir de micro-organismos nao
sdo economicamente viaveis. A otimizagdo desses processos € importante para evitar a depen-
déncia do processo a incentivos governamentais.

Apesar da grande linha de costa, a diversidade de micro-organismos eucariontes mari-
nhos ainda é pouco explorada no Brasil. Frente a esses desafios, o recente estabelecimento de
grupos e redes de pesquisa em biotecnologia indica uma perspectiva otimista para o proximo
seculo.
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0 uso da reagao da polimerase em cadeia (polymerase chain reaction - PCR) no
diagnostico molecularvem sendo considerado o padréao-ouro na detecgao de aci-
dos nucleicos de diversas origens, além de ser ferramenta essencial na pesquisa
laboratorial. A PCR em tempo real (real-time PCR) ampliou 0 uso dessa técnica,
devido a superioridade nos quesitos rapidez, sensibilidade e reprodutibilidade,
e porque reduz o risco de contaminacgao ao dispensar o processamento pos-P-
CR. A real-time PCR monitora o progresso da amplificagdo durante seu curso(ou
seja, em tempo real). Os dados séo coletados ao longo da reacédo, enquanto, na
PCR, sao coletados apenas ao final do processo. A real-time PCR detecta a am-
plificacdo do alvo no primeiro ciclo da reagdo, em que esta (a amplificacéo) se
inicia, dispensando a necessidade de acumular o alvo apds um numero fixo de
ciclos. Quanto maior o numero inicial de coépias do alvo, mais rapidamente sera
observado o0 aumento significativo na fluorescéncia. Essainovagao revolucionou
a quantificacao de DNA e RNA pela PCR.
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-I 0 QUE E DIAGNOSTICO MOLECULAR
POR REAL-TIMEPCR

O diagnostico molecular € um dos segmentos de mercado que mais vém crescendo nos
ultimos anos, tendo atingido a taxa de 25% ao ano, com movimentagdes monetarias de cerca
de 6 bilhdes de dolares. Os principais fatores que impulsionam esse crescimento se relacionam
a crescente necessidade de técnicas automatizadas e de facil manuseio, capazes de otimizar
as etapas de preparacao das amostras, analise e avaliacao de dados. O diagndstico de doencas
infecciosas e a triagem de sangue, seguidos da genética tradicional, da medicina personaliza-
da e do diagnostico de cancer, representam cerca de 70% das atividades nesse segmento. A
medicina laboratorial vem utilizando cada vez mais a biologia molecular por meio da deteccao,
identificagdo e quantificacao de acidos nucleicos (DNA/RNA). Os dados permitem, por exem-
plo, a deteccao de doencas genéticas, genotipagem, estudos de vinculo genético, analise da
expressao génica pela quantificacdo de RNA, determinagéo do nimero de copias de DNA (do-
sagem génica), farmacogendmica, tipagem de HLA', testes pré-implantacionais, analise das
condicoes fetais pela avaliacao do sangue materno, assim como a detecgao, identificacao e
quantificagdo de micro-organismos, para diagnostico ou monitoramento de infecgdes (HIV,
HCV, Micobacterium tuberculosis e outras). Essas analises auxiliam o diagndstico e o progndsti-
co de doencas infecciosas e genéticas, criando solugoes para pesquisas clinicas e cientificas.

1.1 DEFINIGAO

A PCR é o método que amplifica exponencialmente sequéncias de DNA especificas, a
partir de uma mistura complexa de sequéncias genémicas ou DNA complementar, imitando o
processo de replicacao do DNA.

A PCR é uma das mais poderosas tecnologias em biologia molecular. Através da PCR,
sequéncias especificas de DNA, cDNA ou RNA podem ser copiadas, ou “amplificadas”, de mui-
tos milhares a milhoes de vezes. O advento da técnica da real-time PCR foi um marco na area
do diagnostico molecular, uma vez que possibilitou o acompanhamento da amplificacao do
DNA molde concomitantemente aos ciclos térmicos, através da coleta continua de sinal - flu-
orescéncia - durante a reacao. O sistema se baseia no emprego de fluoroforos intercalantes
de cadeia do DNA ou de sondas especificas marcadas com um reporter fluorescente que, nos
dois casos, emitem fluorescéncia a cada ciclo de amplificacao. SYBR® Green é um exemplo de
fluoroforo, que reage com DNA dupla fita, utilizado para emitir fluorescéncia durante a reagao.
Outras ferramentas quimicas sdo: as sondas de hidrolise TagMan®, molecular beacons e primers
(Sunrise™ e DzyNA).

THLA(antigenos leucocitarios humanos)sdo produtos de genes encontrados no complexo principal de histocompatibili-
dade humano. Sao mais conhecidos por suaimportancia em transplantes, poréem algumas moléculas estao associadas a
doencas especificas, como doengas reumaticas, artrite, enteropatias e sindrome uretro-oculo-articular.
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Aeficaciae aeficiénciada PCR, isto é, aamplificacao do alvo e a magnitude da amplifi-
cagao, respectivamente, s podem ser avaliadas horas depois do seu inicio, ou seja, no fim dos
ciclos de amplificacao. Na PCR os reagentes e o DNA molde sdo misturados em um tubo que é
inserido no termociclador onde a programacgao térmica € executada. Ao final do programa uma
aliguota da solugao contida no tubo é submetida a eletroforese em gel de agarose em presenca
de brometo de etidio ou outro corante de DNA. Os fragmentos resultantes da amplificacdo po-
dem ser visualizados como bandas no gel sob luz ultravioleta. 0 tamanho dos fragmentos (mo-
léculas geradas pela PCR ou amplicons) ¢ inferido pela comparagdo com um padrdo de massa
molecular que deve ser incluido na corrida. A real-time PCR possibilita acompanhar a eficacia
da reacao em tempo real, como se fosse possivel “ver” o que ocorre com o DNA molde dentro
do tubo a medida que vai sendo amplificado durante os ciclos. Na fase exponencial da reacao
(Figura 1) o aumento da fluorescéncia é diretamente proporcional ao numero de amplicons. A
alteracao na fluorescéncia ao longo da reacao é medida por um instrumento que inclui tanto
um sistema ¢&tico, que emite e capta luz, quanto um bloco que executa o programa térmico
concomitantemente. Dessa forma, a plataforma de real-time PCR traca a intensidade da fluo-
rescéncia ao longo dos ciclos, gerando um grafico de amplificagao que reflete a acumulacao
do produto amplificado durante toda a reacao. Os resultados podem ser analisados de forma
qualitativa ou quantitativa. O primeiro caso pode ser exemplificado por situagcdes em que € su-
ficiente saber se o DNA alvo esta presente na amostra. Se houver amplificacao, a resposta ¢
positiva; se ndo houver, € negativa. A quantificagao do DNA alvo na amostra requer uma curva-
-padrao de amplificacao que permite a conversao da fluorescéncia em valores numéricos para
as amostras avaliadas. Quando a amplificagao e anélise sao combinadas numa Unica etapa, o
processamento pos-PCR é eliminado. As vantagens advindas da real-time PCR sao: 0 aumento
na faixa dindmica? da analise de 10°(PCR convencional) para 107, maior precisdo na quantifica-
¢ao dos amplicons a cada ciclo, possibilidade de monitorar o progresso da reacao, redu¢ao ou
eliminagao da contaminacao do ambiente de laboratério com produtos de PCR, ensaios mais
confiaveis e mais rapidos, reducao do tempo de liberacao dos resultados de exames laborato-
riais. Atualmente a real-time PCR ¢ a principal ferramenta para a detecgao e quantificacao de
DNA ou RNA.

0 desenvolvimento de diversos métodos de detecgao e quantificagao de acidos nuclei-
cos teve inicio ap6s a descoberta da estrutura e funcao da molécula de DNA. As metodologias
iniciais baseavam-se em ensaios de hibridizacao que, apesar de sensiveis, empregavam sondas
marcadas radioativamente, eram dispendiosos, ofereciam risco a saude e requeriam autoriza-
coeslegais paramanuseio. A segunda geracao de metodos de detecgao ainda foi dependente de
hibridizagao, porém com materiais ndo radioativos(colorimétrico, quimico-luminescente e qui-
mico-fluorescente). Técnicas como Southern-e Northern-blot, paradetecgdo de DNA e RNAres-

2 E a faixa ao longo da qual um aumento na concentragao do material alvo resulta em aumento correspondente do pro-
duto.
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Figura 1. Grafico de amplificagao mostrando o acumulo do produto através do sinal fluorescente de cada
amostra plotado em relag@o ao numero de ciclos de amplificagao da gPCR. As amostras que estao sendo
amplificadas neste exemplo representam uma série de diluicao e revelam o aumento do numero de ciclos
a medida que a amostra vai ficando mais diluida. Figura adaptada - Manual “Basic principles of Real Time
PCR’/Termo Fisher Scientific(2014).

pectivamente, foram aplicadas na pesquisa basica e em diagnosticos clinicos. Contudo, a ra-
pida evolucao no dominio das ciéncias da saude e forenses exigiu o desenvolvimento de novas
técnicas de deteccao cada vez mais rapidas e mais confiaveis, mesmo para quantidades in-
fimas de moléculas. A técnica da PCR atendeu a essa demanda e se tornou a mais difundida
mundialmente.

Os primeirosregistros relacionados ao conceito da PCR surgiram com Har Gobind Kho-
rana, bioquimico indiano naturalizado norte-americano, que recebeu o prémio Nobel em 1968
por avancgos significativos na elucidagao do codigo genético. Por volta de 1971, Kjell Kleppe,
pesquisador do laboratorio de Khorana, imaginou como um sistema com dois iniciadores (ou
primers) poderia levar a replicagdo de um segmento especifico de DNA. A concretizagdo veio
na década de 80. Os primeiros relatos foram de Saiki et al. (1985), porém o quimico norte-ame-
ricano Mullis e seus colaboradores (1986; 1987) foram os que viabilizaram a multiplicagéo arti-
ficial de um alvo de DNA, obtendo um grande numero de copias idénticas através de ciclos de
duplicacao repetidos em cadeia. Mullis consequiu especificidade na cdpia apenas de regides
de interesse usando iniciadores em combinacao com uma DNA polimerase termoestavel, que
havia sido isolada por Chien et al. (1976) da bactéria Thermus aquaticus (dai o0 nome da enzima
- Tag - com as iniciais do organismo). T. aquaticus foi descrita por Thomas D. Brock (1969) que
aisolou pela primeira vez de uma fonte termal do Parque Nacional de Yellowstone (EUA). Ante-
riormente haviam sido realizadas PCRs catalisadas por uma polimerase de Escherichia coli, que
nao é termoestavel, e tinha que ser reposta apos cada ciclo de desnaturacao térmica do DNA
(conduzida a 95°C). O emprego da Taqg (EC 2.7.7.7) otimizou a PCR, pois sua meia-vida enzima-
tica é de 40 minutos a 94°C (com limiar térmico de 117°C) e, na sua temperatura 6tima, de 72°C,
consegue construir uma cadeia de DNA de 1000 bases (1Kb) em 30 segundos. Em 1983 a revista
Science nomeou a Taq sua primeira Molecule of the Year (Molécula do Ano) e, em 1993, Mullis foi
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agraciado com o Nobel por seu trabalho relacionado a PCR. Brock aproveitou os desdobramen-
tos da sua descoberta para valorizar a pesquisa basica na publicacao The Value of Basic Re-
search: Discovery of Thermus aquaticus and Other Extreme Thermophiles (O valor da pesquisa
basica: descoberta de Thermus aquaticus e outros extremofilos, de 1997).

0 fator limitante do processo era a realizacao manual dos ciclos de temperatura, ou
seja, haviaa necessidade de varios banhos-maria com as temperaturas de cada ciclo e um ope-
rador dedicado que posicionava a estante com os tubos das amostras no banho/temperatura
de cada ciclo durante o tempo especificado no programa. O primeiro termociclador automa-
tico, o DNA Thermal Cycler, lancado em 1989, usava resisténcias elétricas para aquecimento
ventoinhas e tubulacdes em serpentina, preenchidas com etileno glicol, para refrigeracao. A
confiabilidade das reacdes aumentou e a técnica foi simplificada e automatizada. Em meados
dos anos 90 surgiu o padrao Peltier, no qual um bloco metalico aquece ou resfria de acordo com
0 sentido da corrente elétrica aplicada.

0 sucesso e a eficiéncia da PCR convencional estao diretamente relacionados a fato-
res como quantidade e integridade do DNA, especificidade dos primers, presenca de inibidores
e manipulacao dos amplicons. Para contornar limitacoes associadas a esses fatores, como a
quantidade do DNA e o processamento pos-PCR, foi desenvolvida a real-time PCR, que na ver-
sao quantitativa € denominada gPCR. Em 1992, Higuchi e colaboradores montaram um sistema
reacional acoplado a uma camera de video, com o objetivo de monitorizar a PCR durante todos
osciclos. Incluiram fluoroforos ligantes de DNA dupla fita e conseguiram detectar o aumento da
fluorescéncia durante a amplificacao do alvo. Nessa modalidade as fases de amplificacao, de-
teccao e quantificacao do alvo sao totalmente automatizadas, ocorrendo de forma simultanea
e em tempo real.

O sucesso da técnica estimulou seu rapido aperfeicoamento no final do século XX, tra-
zendo melhoria das plataformas, dos sistemas 6ticos para excitacao e captura da fluorescéncia
emitida e de softwares especificos para a aquisicao de dados e analise dos resultados. Peque-
nas quantidades de material genético puderam ser copiadas milhoes de vezes e em poucas
horas, possibilitando uma rapida e confiavel analise do material genético alvo. Esse avanco bio-
tecnologico trouxe maior rapidez e precisao nas analises clinicas, agropecuarias e cientificas,
possibilitando sua aplicagao na deteccao de patdgenos, analise de expressao génica, polimor-
fismos de um unico nucleotideo (SNP), andlises de aberragdes cromossémicas, marcadores
geneéticos de doencas infecciosas, doencas genéticas, mapeamento genético, testes de pa-
ternidade, identificagcdao de micro-organismos, clonagem de genes, na construcao de arvores
filogenéticas, autenticacao de material bioldgico, biodefesa e outras. Portanto, essa técnica
revolucionou varias areas, tais como Biologia Molecular, Patologia, Farmacia, Botéanica e Medi-
cina Forense.

1.3.1AUTENTICACAO DE PESCADOS E FRUTOS DO MAR
Asubstituicao de espécies de pescados e frutos do mar ocorre em todo o mundo. Trata-
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-se de uma préatica fraudulenta em que uma espécie é rotulada com a nomenclatura de outra,
de maior valor comercial, com objetivo de maximizar o lucro. Resulta em prejuizo para o com-
prador e eventualmente pode provocar danos ao meio ambiente e a saude do consumidor. A
adulteracao daidentidade pode resultar em comercializacao de espécies ameagadas de extin-
Gao ou vulneraveis, ou cuja pesca esteja proibida ou restrita devido ao manejo, colocando em
risco a conservacao das espécies, 0 equilibrio ecoldgico e a pesca sustentavel. Pode viabilizar
ainda a comercializacao de espécies que oferecem riscos a saude, as quais, quando correta-
mente rotuladas, s&o evitadas. A pesca ilegal, ndo regulada e n&o reportada (illegal, unrequla-
ted and unreported - IUU) é responséavel pela captura anual de 26 milhdes de toneladas, com
valor estimado de USS 23 bilhdes, sequndo a Food and Agriculture Organization of the United
Nations(FAQ), o que representa ~25% da pesca global. Fragao significativa dessa captura é co-
mercializada por meio da substituicao de espécies em algum ponto da cadeia de suprimen-
to. Estudos quantificando a substituicao de espeécies vém sendo realizados em pelos menos
55 paises em todos os continentes. Estados Unidos (EUA), Espanha e Itélia vém concentrando
investigacoes. Em meédia, aproximadamente 25% de todas as amostras de todos os estudos
apresentavam rotulagem fraudulenta em 2016. Num unico estudo de caso, ocorrido em 2013,
no qual um lote de peixe-galo (oreo dory) estava rotulado como peixe-relégio ou olho-de-vidro-
-laranja (orange roughy), a Food and Drug Administration (FDA) dos EUA estimou que a fraude
poderia ter proporcionado um lucro ilicito de USS 150 mil. A cioba (red snapper) é uma das es-
pécies cuja identidade é mais frequentemente adulterada em todo o mundo. Esse rotulo cor-
responde a espécie Lutjanus campechanus, no entanto diversos peixes de carne branca, até
mesmo a tilapia, sao vendidos como tal. A fraude alcanca 46-100% das amostras por estudo
nos EUA, Canada, Colémbia e Panama. Outros pescados cuja identidade é comumente frau-
dada sao bacalhau, garoupas e salmao, sequidos do abalone (haliote), tamboril (anglerfish),
raias e polvos. O caviar do esturjdo, espécie Ameagada (Endangered) sequndo a International
Union for the Conservation of Nature (IUCN), vem sendo comercializado falsamente como legal
(com origem adulterada). Espécies ameacgadas ou vulneraveis que vém sendo vendidas com
rotulo falso sdo o atum-rabilho (bluefin tuna), o tubardo-azul, o tubarao tresher(género Alopias)
e raias. No Brasil, o peixe-serra (Pristis perotteti), espécie Criticamente Ameagada (Critically
Endangered) segundo a IUCN, foi encontrado a venda com a rotulagem genérica de “tubardo”
em 55% das amostras testadas numa Unica avaliagao (2013). Quanto ao risco a saude huma-
na, ha varios exemplos de praticas implicadas. O escolar-preto (escolar, Lepidocybium flavo-
brunneum) e o peixe-chocolate ou anchova-negra (oilfish, Ruvettus pretiosus) sdo incapazes de
metabolizar a gempilotoxina - um éster ceroso - presente em suas dietas e que se concentra
em sua carne. Apesar da ingestao poder causar ceriorreia, uma diarreia descontrolada, cero-
sa e de cor laranja, ambos s&o frequentemente servidos em lugar de albacora (white tuna) nos
EUA, de peixe-carvao-do-pacifico (sablefish) nas Filipinas, de bacalhau em Hong Kong, ou de
cavalinha (mackerel) na Republica Tcheca. Outro exemplo alarmante é a alteragao da identida-
de dos peixes listados pela FDA pelo alto teor de mercurio, como peixe-batata (tilefish), espa-
darte (swordfish) cavala-verdadeira (king mackerel) e tubardes, cujo consumo é desaconselha-
do para gravidas e criancas. As tendéncias atuais de aumento do consumo e de declinio dos
estoques reforcam o apelo econdmico para a substituicao de espécies. Entre 2008 e 2011, o
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consumo anual de peixe aumentou de ~17 para ~19kg por pessoa. Em contrapartida, ~30% dos
estoques pesqueiros (fracéo classificada como sobrepescada em 2012) dificilmente serao res-
taurados o suficiente para exploracao nos proximos anos. O recente tratado internacional Port
State Measures Agreement (PSMA), capitaneado pela FAQ, visa minar a pesca IUU por meio da
fiscalizagao portuaria e unificagdo dos esforgos dos signatarios (46 em 2017; o Brasil assinou,
mas deve a deposigdo de um instrumento de ratificagdo, aceite ou aprovagao). Na outra extre-
midade da cadeia de suprimento, a substituicao de espécies é coibida principalmente pelos
testes de autenticacao dos frutos do mar. Recente pesquisa envolvendo laboratoérios acredi-
tados na Unido Europeia (EU) revelou que inexiste padronizagao e que os métodos baseados
no DNA, especialmente no sequenciamento, sao os mais amplamente difundidos. Devido a
enorme diversidade dos grupos taxondmicos que 0 mercado global de frutos do mar relne, ou-
tras abordagens sao pouco competitivas. Para ilustrar a magnitude dessa diversidade, a lista
da FDA continha 1973 espécies comerciais de frutos do mar em 2020. Além da diversidade, o
processamento de uma gama de frutos do mar impossibilita o reconhecimento morfologico, e
também por outros métodos, de muitos produtos encontrados no varejo. Métodos bioguimicos
tradicionais baseados em proteinas especificas, como focalizacao isoelétrica, cromatografia
liguida de alta performance ou imunoensaios, so se aplicam as amostras frescas, pois as pro-
teinas de produtos cozidos e enlatados sao desnaturadas durante o processamento. Portanto,
o0 DNA, que é termoestavel, tem sido o alvo para autenticacao dos processados. Porém nao ha
um método “oficial’, nem mesmo no ambito da EU, cujos membros estao sujeitos as mesmas
normas de rastreamento e autenticidade. Uma das dificuldades para a padronizagao metodolo-
gica € amarcante variacao das espécies comumente testadas nos diferentes paises, refletindo
preferéncias regionais. Na EU as solicitacoes de autenticagao incidem principalmente sobre
bacalhaus, haddocks e outros gadoides (Gadidae e Lotidae), peixes brancos (white fish - pesca-
da, merluza, escamudo e outros), panga(bagre vietnamita, Pangasius, amplamente vendido em
lugar de gadoides), linguados, atuns e salmonideos. A substituicdo por panga, espécie de dgua
doce de baixo custo, traz apreensao adicional, devido ao teor de mercurio. Apesar do sequen-
ciamento de alvos especificos no DNA estar amplamente difundido como ferramenta acura-
da para autenticacao, alguns desafios persistem. A identificagao de rotulagem fraudulenta no
mercado de alimentos, especialmente de frutos do mar, é tempo-dependente. Para o sequen-
ciamento, as amostras sao transportadas aos laboratorios e submetidas a uma rotina intensiva
de procedimentos que inclui a PCR, o sequenciamento e analises filogenéticas. Muitos labora-
torios acreditados ja utilizam a real-time PCR como alternativa mais rapida e mais econémica
em termos de equipamentos e reagentes, facilmente automatizavel, além disso mais sensivel e
especifica. Varias ferramentas vém sendo descritas na literatura especializada, principalmen-
te desde 2005, porém persiste a auséncia de recomendacdes que orientem a padronizagao. A
participacao da industria vem fornecendo contribuicao relevante na oferta de sistemas real-
-time PCR testados para autenticacao de frutos do mar. Uma organizacao independente que
reline mais de 245 empresas no &mbito do setor agro-mar-alimenticio (ANFACO-CECOPESCA,
Espanha) vem disponibilizando inimeras ferramentas Uteis baseadas na real-time PCR. Con-
tando com laboratorio cientifico acreditado pela Entidad Nacional de Acreditacion (ENAC), vem
divulgando sistemas para autenticagao do linguado europeu(Solea solea), bacalhau do Atlantico
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(Gadus morhua), salmao do Atlantico (Salmo salar), espadarte (Xiphias gladius), de espécies de
tamboril (Lophius budegassa e L. piscatorius); e ainda para verificacdo de rotulagem da lula
europeia (Loligo vulgaris), para distinguir polvo comum (Octopus vulgaris) das espécies substi-
tuintes mais frequentes(Eledone cirrhosa e Dosidicus gigas), sardinhas verdadeiras(Sardina pil-
chardus)de sardinhas falsas(Sardinella aurita), e outras. Entre essas ferramentas relacionadas,
a meédia de tempo total de procedimentos foi de 4 horas, e da corrida na plataforma de tempo-
-real, 40 minutos; a quimica da reacgao foi TagMan®; os alvos moleculares foram principalmente
0 gene mitocondrial que codifica a citocromo oxidase | (COl) e 0 espago intergénico (ITSI) entre
as subunidades pequena(5,8S) e grande (18S) do RNAr; a especificidade para as espécies alvo
foi de 100% (observadas a temperatura ¢tima de anelamento e o limiar do ciclo - cycle threshold,
C.); a eficiéncia foi >38%, e o limite de detecgao (/imit of detection, LOD)variou de 2,5pg - 2,6ng
de DNA alvo na reacao (o LOD n&o é crucial para a autenticacao, porém reflete a sensibilidade
do sistema). Em todos os exemplos citados a validagdo da metodologia incluiu a submisséo de
parte das amostras a diversos tratamentos usuais no processamento das espécies testadas, de
modo que ficou comprovada a eficacia dos ensaios tanto para amostras frescas quanto enla-
tadas, marinadas, defumadas, cozidas, pré-cozidas e outras formas de processamento. Qutras
contribuicoes relevantes do mesmo grupo sao os sistemas para deteccao dos agentes etio-
l6gicos da ceriorreia (L. flavobrunneum e R. pretiosus); para rastreamento da enguia europeia
(Anguilla anguilla)em aquacultura(incluindo todas as fases do ciclo de vida) e em frutos do mar;
e ainda para sistemas de cultivo de rodovalho (Scophtalmus maximus L.); a deteccéo do parasita
Tetramicra brevifilum e a deteccao nao-invasiva do parasita entérico Enteromyxum scophtalmi.

1.3.2 AQUACULTURA: DETECCAQ DE PATOGENOS, DIAGNOSTICO

A FAO avaliou os estoques pesqueiros mundiais com dados de 2013 e concluiu que
65% estdo plenamente pescados (niveis biologicamente sustentaveis), 25% estdo sobrepes-
cados (niveis biologicamente insustentaveis) e para 10% o estado das reservas foi considerado
indefinido. Entre 2009 e 2014, 0 aumento da producao, em milhdes de toneladas, da pesca e
da aquacultura marinhas foi de 2 (79,5 para 81,5) e 5,3 (21,4 para 26,7), respectivamente. O es-
gotamento dos estoques pesqueiros se reflete nas tendéncias divergentes, de estagnacao e
crescimento, das industrias da pesca e da aquacultura, respectivamente. A expectativa é a de
gue a importancia relativa da aquacultura para a seguranca alimentar do planeta continue au-
mentando. Independente da fonte, as principais commodities da indUstria de pescados sao 0s
peixes, camaroes e moluscos. Mais especificamente, e em ordem decrescente de acordo com
valores monetarios, sao 0s salmaoes e trutas; os camaroes; bonitos e atuns; bacalhaus e haddo-
cks; outros peixes pelagicos, sequidos de polvos e lulas. A producado da aquacultura, das duas
commodities mais valorizadas, salmoes e camardes, superou a da pesca em 2010. Os valores,
em milhoes de toneladas, fornecidos para a aquacultura e pesca, foram de 2,4 e 1(salmoes); 3,5
e 3(camardes), respectivamente. Um dos fatores limitantes para o sucesso dos sistemas pro-
dutivos em aquacultura, e que maior preocupacao vem causando, sao 0s surtos epizooticos.
Em resposta, pesquisadores e a industria vém desenvolvendo novas tecnologias de gerencia-
mento, diagnostico e exclusao de doencas. As tendéncias emergentes nessas trés areas repre-
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sentam o fundamento para uma indUstria da aquacultura sustentavel para o futuro. Em termos
de diagndstico, nos ultimos vinte anos os métodos tradicionais comegaram a ser respaldados
por métodos moleculares. De acordo com o Manual of Diagnostic Tests for Aquatic Animals (Ma-
nual de Testes Diagnosticos para Animais Aquaticos), constantemente atualizado pela World
Organization for Animal Health (Organizagao Mundial para a Satde Animal, originalmente Office
International des Epizooties - OIE), entre as tecnologias disponiveis, a PCR é a mais amplamente
utilizada para confirmar suspeitas baseadas na historia do caso, sinais superficiais e histopa-
tologia. As versoes real-time, RT-PCR e qPCR, estao comercialmente disponiveis em numero
ainda modesto, mas crescente, de sistemas miniaturizados, reagentes e protocolos. Em 2017,
0 Manual da OIE elencou 34 doencas que ameacam a producao em operacoes aquaticas. Todas
sao doencas infecciosas, sendo 12 de peixes, 11 de crustaceos, 9 de moluscos e 2 de anfibios.
Para mais da metade ja existem ferramentas de deteccdo do agente etiologico baseadas na
tecnologia real-time validadas pela OIE, bem como sistemas comerciais miniaturizados (em
agosto/2017)(Tabela 1). Para a aquacultura a acuracia e o diagnéstico precoce sdo imprescin-
diveis, uma vez que a presenca de patdgenos requer a exclusao/eliminacao dos animais infec-
tados e, consequentemente, perda parcial ou total da producao. A aplicacao da tecnologia re-
al-time nessa atividade ¢ um dos melhores exemplos do quanto sua rapidez, sensibilidade e
acuracia podem minimizar prejuizos financeiros e riscos a seguranca alimentar. Para a eficacia
datecnologia real-time na aquacultura, os principais desafios sdo a sensibilidade e a especifici-
dade. O objetivo é a deteccao do menor nimero de copias do gene alvo nas amostras, com risco
minimo de falsos negativos ou positivos. Falsos negativos podem resultar no espalhamento do
agente etiologico no ambito da unidade produtora e eventualmente para o ambiente e/ou em
impacto na saude dos consumidores, e falsas positivos podem resultar em perdas indevidas da
produgao.

Tabela 1. Disponibilidade de ferramentas de diagnostico baseadas na tecnologia real-time para as doen-
gas infecciosas que ameagam a produgao de operagdes com animais aquaticos (em 2017).

DISPONIBILI- DISPONIBI-

GRUPO DADE LIDADE DE

HOSPEDEIRO

DOENCA AGENTE ETIOLOGICO REAL-TIME SISTEMAS
(STATUS DE COMERCIAIS
VALIDAGAO) REAL-TIME

Necrose hematopoiética Virus da necrose hematopoiética

epizootica (EHN) epizootica(EHNV) aRT(ANV) E

Sindrome ulcerativa epizoo- | Aphanomyces invadans (syn A. PCRregular(V) | NE

tica(EUS) piscida)
§ Infecgao por Gyrodactylus G. salaris (Platyhelminthes) PCRregular(V) | NE
> salaris
[
Necrose hematopoiética Virus da necrose hematopoiética | grt(ANV), gRT £
infecciosa(IHN) infecciosa(IHNV) (ANV)

Virus infeccioso da anemia do
salmao com regido HPR deletada | gRT(V) E
((HPR)-deleted ISAV)

Infecgao pelo virus da ane-
mia do salméao (ISA)
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GRUPO
HOSPEDEIRO

DOENGA

Infeccao pelo alphavirus

AGENTE ETIOLOGICO

DISPONI-
BILIDADE
REAL-TIME
(STATUS DE
VALIDAGAO)

DISPONIBI-
LIDADE DE
SISTEMAS
COMERCIAIS
REAL-TIME

salmonideo Alphavirus salmonideo (SAV) qRT (V) NE
Doenca do virus Koi de . .
herpes (KHVD) Virus Koi de herpes (KHV) qrt(V) E
Doencairidoviral do sargo Iridovirus do sargo do Mar Ver-
do Mar Vermelha (RSIVD) | melho (RSIV) PCRregular(v) | £
PCRreqgular
@ Viremia de primavera da Virus daviremia de primaverada | com tran- £
= carpa(SVC) carpa(SVCV) scricdo reversa
a
(V)
Hemorragia septicémcia Virus da hemorragia septicémica RT(V) c
viral (VHS) viral (VHSV) g
Doenca do virus Oncorhyn- Virus da doenca 0. masou(0OMV) PCRregular(V) | E
chus masou(OMVD) gat 9
Encefalopatia e retinopatia | Véarias linhagens de Betanoda-
virais(VER)ou necrose virus (SUNNV, TPNNV, BENNYV, gRT(V) E
nervosa viral (VNN) RGNNV)
Linhagens de Vibrio parahaemoly-
ticus com plasmideo contendo
Doenga da necrose hepato- homol . v c
ancreatica aguda(AHPND) genes homologos aos datoxm_a art(v)
P binaria de Photorhabdus relacio-
nadaainsetos(Vp, . )
Infecgao por Aphanomyces
astaci(crayfish plague, A. astaci grt(V) NE
praga do lagostim)
Infeccao por Hepatobacter
penaei(hepatopancreatite H. penaei qrt(V) NE
necrosante)
o Infecgao pelo virus da Virus da necrose hematopoié-
§ necrose hematopoietica e tica e hipodermica infecciosas qrt(V) E
‘fc%’ hipodérmica infecciosas (IHNNV)
o}
S Infecgao pelo virus da mio- Virus da mionecrose infecciosa RT(V) £
necrose infecciosa (IMNV) 4
Infeccao pelo nodavirus " o
Macrobrachium rosenbergii M. (osenbergt/(Mva)(pnma_mo)
(white tail disease(WTD) e virus extra pequeno associado | gRT (V) NE
! (XSV){associate)
doenca da cauda branca)
Infecgao pelovirus dasin= | ;..o 44 sindrome Taura (TSV) qRT(V) £
drome Taura
Doenga do ponto branco Virus da sindrome do ponto bran- (V) £
(white spot disease, WSD) co(WSSV) 4
Infecgao pelo genotipo 1do | Virus da cabeca amarela genotipo aRT(V) £

virus da cabega amarela

T(YHV1)
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GRUPO
HOSPEDEIRO

DOENGA

AGENTE ETIOLOGICO

Baculovirus do Penaeus monodon

DISPONI-
BILIDADE
REAL-TIME
(STATUS DE
VALIDAGAO)

DISPONIBI-
LIDADE DE
SISTEMAS
COMERCIAIS
REAL-TIME

§ Baculovirose esférica (MBV) PCRreqgular(V) | E
O
Baculovirose tetraédrica Baculovirus penaei(BP) PCRreqular(V) | E
Infecgao pelo virus da her-
pes do abalone, ganglioneu- | Virus da herpes do abalone (AbHV) | grt(V) NE
2 rite viral do abalone (AVG)
(@]
E Infep@ao por Bonamia B exmosa(protwta Haplospo- art (ANV) NE
= exitiosa ridia)
Infeccao por Bonamia B Qstreoe(prot\sta Haplospo- art(v) NE
ostreae ridia)
Infeggao por Marteilia M. refringens(protista Cercozoa) | PCRregular(V) | NE
refringens
Microvariantes do virus da herpes
Infeccao por microvariantes | 05treidio 10sHV-1)variagoes
4o viris dz herpes ostreidio 1 nolocus de microsatélite a grt(V) NE
P montante da ORF4 e nas ORF4 e
ORF42/43)
é Infeccdo por Perkinsus
@ marinus, doenga dérmica P. marinus (protista Perkinsea) grt(ANV) NE
= em ostras
>
Infecgao por Perkinsus P. olsem(syn P. atlanticus)(protis- art(ANV) NE
olseni ta Perkinsea)
Infecgao por Xenohaliotis | v oo rniensis PCR regular(V) | NE
californiensis
Infecgao por Mikrocytos
mackini, doenga da llha M. mackini qrt(ANV) NE
Benman em ostras
Infecgao por Batrachochy- o
) trium dendrobatidis B. dendrobatidis(Bd) art (V) E
o
2 Frog virus 3(FV3); Ambystoma
= Infeccao por ranavirus tigrinum virus; thle IF‘/(-?/OVNEJS, PCRregular(V) | NE
outros(algumas identificacoes
ainda s&o tentativas)

Syn, sinonimia; Real-time, tecnologia real-time; grt, real-time quantitativa; qRT, real-time
guantitativa com transcricao reversa; V, ferramenta validada pela OIE; ANV, ferramenta
ainda nao validada pela OIE; E, encontrado; NE, nao encontrado.

1.3.3 FLORACOES MARINHAS TOXICAS: IDENTIFICAGCAO, DETECCAQ E CONTROLE

Floragdes de algas microscopicas nocivas(harmful algal blooms - HAB)nas vias navega-
veis sdo cada vez mais preocupantes, pois témaumentado em numero e frequéncia nos ultimos
vinte anos. Além das biotoxinas que produzem, eventualmente letais para humanos, animais
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marinhos e aves, sua biomassa pode ser deletéria para os ecossistemas, causando alteracoes
de habitat, como deplecao do oxigénio, substituicdo de espécies, e outras consequéncias. A
aplicacao da real-time PCR e qPCR na deteccao, identificacao e quantificacao das microalgas
€ mais recente de que seu emprego no diagnostico clinico e vem se difundindo principalmente
desde os anos 2000. O metodo pode ser aplicado tanto com amostras de 4gua do mar quanto
de sedimentos e animais marinhos que tenham incorporado as espécies toxicas por filtracao.
Os grupos taxonémicos que vém sendo alvo da técnica sao os dinoflagelados (classe Dinophy-
ceae: Dinophysis acuta e D. acuminate, Cochlodinium polykrikoides, e espécies dos géneros
Alexandrium, Heterocapsa, Karenia, Gambierdiscus, Gymnodinium, Karlodinium, Ostreopsis e
Takayama), as diatomaceas (Pseudo-nitzschia spp.) e membros das classes Raphidophyceae
(Chatonella spp., Heterosigma spp., Pfiesteria japonica), Haptophyceae (Prymnesium parvum),
Pelagophyceae e Cyanophyceae (ex.: Planktothrix sp.). Cianobactérias sdo responsaveis por
envenenamentos em todo o mundo, em aguas marinhas, salobras e doces, e vém catalisando
fracao significativa dos investimentos na deteccao e controle de HABs. As cianotoxinas que
produzem sao classificadas de acordo com sua atividade bioldgica, como neurotoxinas (anato-
xina, saxitoxina e cilindrospermopsina), citotoxinas, hepatotoxinas (microcistina e nodularina)
e toxinas irritantes (lipopolissacarideos). O maior risco a salde publica esta associado as neu-
rotoxinas e hepatotoxinas. A identificacao das espécies toxicas com base nos métodos con-
vencionais é infrutifera, pois a correlagao entre toxicidade e as caracteristicas fisiologicas e
morfologicas é baixa. Bioensaios apresentam alto custo, baixa sensibilidade e questdes éticas.
Métodos fisico-quimicos de deteccao de toxinas sao laboriosos e requerem equipamentos so-
fisticados e caros(HPLC, MALDI-TOF). Métodos imunoldgicos e bioquimicos(ex.: ELISA)ndo su-
peram a real-time PCR em simplicidade, custo, rapidez, acuracia e sensibilidade (ex.: apenas 3
células L foram suficientes para a detecgao de Gymnodinium catenatum em amostras de uma
floracdo na Nova Zelandia). Inicialmente os alvos moleculares foram o gene RNAr 16S e a regido
ITS. Porém as floracdes toxicas sao causadas por linhagens que nao se agrupam de acordo
com a filogenia baseada nesses marcadores (com excecdo de espécies toxicas e atdxicas de
Nodularia, diferenciadas pelo 16S). Genes que codificam ficocianinas(operon PC)e a fixagao de
nitrogénio (nifd) ndo se mostraram mais informativos. A descoberta dos complexos (clusters)
génicos de sintetases de cianotoxinas resultou numa explosao de ferramentas para a detec-
¢ao dos grupos toxicos. As cianotoxinas sao sintetizadas por vias nao-ribossomais, envolvendo
enzimas pertencentes tanto a familia das policetideo-sintases (PKSs) quanto das peptideo-sin-
tases-nao-ribossomais (NRPSs). Inicialmente foram caracterizadas as vias de biossintese da
microcistina(cluster mey) e nodularina (cluster nda). Posteriormente foram identificados genes
pertencentes as vias da cilindrospermopsina (cluster cyr), saxitoxina (cluster stx) e anatoxina
(cluster ana). Porém, apenas a determinacao dos alvos apropriados néo justifica, por si so, o
emprego da tecnologia real-time (a mudancga de plataforma requer investimento inicial) para
monitoramento e controle de HABs, ou seja, rotineiramente e em larga escala. O custo-bene-
ficio se torna compensador se considerada a correlacao significativa observada entre a abun-
dancia dos genotipos das linhagens produtoras de microcistina e nodularina, por exemplo, e a
concentracao dessas toxinas nas amostras ambientais. Essa correlacdo permite inferir o risco
associado as atividades humanas recreativas, esportivas, econémicas e de consumo da dgua
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a partir da quantificagao do(s) alvo(s) molecular(es). A modalidade quantitativa da tecnologia
real-time € muito mais robusta que a convencional. A quantificacao deve ser realizada rotinei-
ramente, de modo que o aparecimento ou aumento das populacoes toxicas seja detectado na
fase incipiente das floracoes. A técnica também pode ser Util no estudo das correlagdes entre
as variantes ambientais, o desencadeamento das floragdes e 0 surgimento das linhagens toxi-
cas. Entre os principais desafios podemos citar a presenca de inibidores da PCR nas amostras
ambientais (exs.: metais pesados, acidos hiimicos), alguns abundantemente produzidos pelas
microalgas (exs.: polifenois, mucopolissacarideos), que podem reduzir a eficiéncia ou impedir
aamplificacao. Esse problema pode ser solucionado pelo aperfeicoamento da etapa de purifi-
cagao durante a extracao dos acidos nucleicos. Outro desafio é a necessidade de sistemas que
detectem simultaneamente diferentes gendtipos associados a producao de diferentes toxinas
(multiplex gPCR). Frequentemente as HABs retinem mais de uma populacao toxica e, conse-
guentemente, diferentes toxinas podem estar presentes nas floragoes.

ABORDAGENS METODOLOGICAS

Nesta secao abordaremos uma visao geral das etapas da realizacao de real-time PCR
e suas terminologias. Anteriormente, relatamos que a real-time PCR é uma variacao da técnica
de PCR padrao utilizada para quantificar DNA ou RNA em uma amostra. Utilizando sequéncias
de primers especificas, € possivel determinar o numero relativo de copias de uma sequéncia de
DNA ou RNA particular, mensurando a quantidade de produto amplificado durante a fase expo-
nencial da PCR. A quantificagao do produto amplificado é obtida por meio de sondas fluores-
centes ou corantes fluorescentes ligados ao DNA, que sao detectados e quantificados em equi-
pamento composto por termociclador, fonte luminosa e um detector de fluorescénciaacoplado
a um software que traduz graficamente em tempo real os dados da emissao de fluorescéncia
obtidos. O sinal aumenta de forma diretamente proporcional a quantidade do produto da PCR
na reacao, relacionando os ciclos de termociclagem com a intensidade de fluorescéncia emi-
tida durante a amplificacao do DNA nas amostras, ciclo a ciclo. Quando o dobro da quantidade
do produto é acumulado a cada ciclo, ocorre 100% de eficiéncia da reacao. Se uma sequéncia
particular (DNA ou RNA) é abundante na amostra, a amplificacdo é observada em ciclos iniciais
se asequéncia é escassa, aamplificacao € observada em ciclos posteriores.

Asreacoes de gPCR sao compostas por trés principais etapas que geralmente ocorrem
em 40 ciclos. Na primeira etapa ocorre a desnaturacao da fita de DNA. A temperatura deve ser
adequada & polimerase (normalmente 95°C) e o tempo de desnaturacdo pode ser aumentado
se o0 conteudo de bases GC no DNA da amostra for alto. Na seqgunda etapa ocorre o0 anelamento
dosaligonucleotideos. Atemperatura utilizada dependera da temperatura de desnaturacao dos
primers. Recomenda-se 5°C abaixo da temperatura de desnaturacao. Para amplificacao de uma
regido de interesse no genoma, deve-se considerar que 0s produtos resultantes da amplifica-
cao devem ser fragmentos pequenos, para maior eficiéncia das reacoes. Para isso a escolha
do local de hibridizacao dos primers & muito importante. No caso da real-time PCR, fragmentos
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considerados de tamanho ideal variam entre 50 a 150 pb. A terceira etapa se refere a sintese ou
extensdo da sequéncia-alvo, que geralmente ocorre a 70-72°C. Essa é a temperatura 6tima da
DNA polimerase e onde a extensao dos primers ocorre a 100 bases por sequndo. A quantidade
de sequéncias duplica a cada ciclo, resultando a uma acumulacao exponencial de produto.

2.1RT-PCR OU qRT-PCR (REVERSE TRANSCRIPTASE CHAIN REACTION)

A anélise da molécula de RNA por meio da técnica de real-time PCR recebe o nome de
RT-PCR ou qRT-PCR (reverse transcriptase chain reaction). Normalmente é usada em estudos
de expressao génica, para avaliar a expressao diferencial de determinadas proteinas em dife-
rentes condigbes. Essa reacdo pode ser realizada em uma ou duas etapas(Tabela 2). Na etapa
Unicaatranscricao reversa e aamplificacao propriamente dita ocorrem em um unico tubo con-
tendo todos os reagentes. Na etapa dupla a transcricao reversa ocorre de forma independente,
o cDNA seré sintetizado e, posteriormente aliquotas da amostra serao separadas e usadas para
amplificacao em gPCR. Em ambos os casos a amostra de RNA deve ser convertida em cDNA
(DNA complementar) através da enzima transcriptase reversa (RT), uma vez que a DNA polime-
rase usada nareagao de PCR nao é capaz de usar RNA como molde (template). Em geral, apenas
10% do produto da reacao de sintese de cDNA é usada para cada qPCR.

Areacao de sintese de cDNA pode seriniciada utilizando trés tipos de primers distintos
e ou uma combinagao deles. Oligonucleotideos (dT) possuem vérias timinas consecutivas (6 a
35) que se anelam as regides Poly-A do RNA ricas em adeninas. Esse primer usa o mRNA como
molde para obtencao do cDNA que seréd usado para analise da gPCR. Hexameros aleatérios ser-
vem para sintese de cDNA a partir de qualquer tipo de RNA, especialmente rRNA e tRNA, sendo
ideais para RNAs dificeis de serem copiados em sua integridade. Primers de genes especificos
(gene-specific primers - GSPs) contém a informagao complementar ao RNA alvo e sdo normal-
mente usados quando apenas uma etapa da real-time PCR é realizada. Geralmente recomen-
da-se o uso de hexdmeros aleatdrios ou uma mistura de oligo (dT) e hexameros aleatoérios para
possibilitar uma representacaoc mais homogénea de todos os alvos na amostra e para evitar a
polarizagao 3' do oligo (dT).

Tabela 2. Comparativo da reacao de g°PCR em uma ou duas etapas.

ETAPA UNICA DUAS ETAPAS

Necessita enzima para RT e amplificacao Enzimas usadas separadamente

RT e PCR no mesmo tubo RT e PCRem tubos separados

Primer especifico para RT (GSP) Primers randémicos e/ou oligo(dT)

Mais rapida Mais lenta

Menor chance de erro Maior chance de erro

Menor risco de contaminagao Maior risco de contaminacao

Usa todo cONA sintetizado Pode usar cONA em mais de uma reagao
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A temperatura usada para sintese de cDNA depende da enzima RT escolhida. Usual-
mente, sdo utilizadas duas enzimas dessa classe, extraidas de virus, a AMV (Avian Mieloblastosis
Virus)e a M-MuLV (Moloney Murine Laeukemia Virus).

Na gPCR do tipo multiplex, usa-se mais de um conjunto de primers gene-especificos
paraamplificar diferentes genes de uma amostra de DNA ou RNA em um Unico tubo. As reacdes
multiplex sao frequentemente utilizadas para amplificar um gene de interesse e um gene de
referéncia, que deve ser expresso constitutivamente (housekeeping), por exemplo, p-actina ou
GAPDH, e porisso é utilizado como normalizador dareacao. Uma vez que mais de um produto de
PCR sera quantificado no mesmo tubo, diferentes reporteres fluorescentes devem ser usados
para marcar o0s primers ou sondas de cada gene durante a amplificagao. Em comparagao com
a real-time PCR padrao, a multiplex RT-PCR é mais exigente e pode requerer a otimizacao de
varios parametros. Para estudos de expresséao relativa (envolvendo gRT-PCR), a concentragao
de primers para o gene de controle interno, ou gene de referéncia, pode serinferior a do gene da
amostra, paracompensar a diferenga na abundancia dos dois genes. Para facilitar a otimizacao,
devem ser selecionados amplicons de tamanhos semelhantes, tanto para o gene de interesse
como para o gene de referéncia. Isso evita a competicao a favor de um produto de PCR de me-
nor tamanho. Além disso, a escolha de um gene de referéncia com um nivel de expressao relati-
vamente proximo ao do gene de interesse assegura condi¢coes experimentais semelhantes para
ambas as metas, mesmo em quantidades limitantes de primers.

A quantificagao absoluta descreve uma reacao de gPCR em que amostras de quanti-
dades conhecidas, quantificadas em equipamentos especificos como um Nanodrop, por exem-
plo, sdo diluidas em série e depois amplificadas na gPCR para gerar uma curva-padrao. Uma
amostra desconhecida pode entao ser quantificada com base nessa curva.

A quantificagao relativa descreve um experimento de real-time PCR em que 0 gene
de interesse em uma amostra (tratada) € comparado com o mesmo gene em outra amostra
(ndo tratada). Os resultados s&o expressos em fungéo da capacidade de regulacao de grupos
experimentais distintos, como, por exemplo, maior ou menor expressao do gene de interesse
na amostra tratada em relacao a nao tratada. Para essa quantificacao, um gene normalizador,
de referéncia ou housekeeping gene deve ser usado como controle da variabilidade experimen-
tal. Nesse caso 0 gene normalizador deve ser expresso em todos os tecidos de interesse, mas
Cuja expressao génica nao tenha grandes variagoes entre os tecidos analisados e as condigoes
experimentais.

Alinha de base da reacao de real-time PCR refere-se ao nivel de sinal durante os ciclos
iniciais de PCR, normalmente ciclos 3 a 15, nos quais ha pouca alteracao no sinal fluorescente.
O sinal de baixo nivel nalinha de base pode serigualado ao “ruido” da reagéo(Figura 2). A linha de
base da real-time PCR é determinada empiricamente para cada reacao, por analise do usuario
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ou pela analise automatizada do grafico de amplificacao. A linha de base deve ser cuidadosa-
mente ajustada para permitir a determinagao precisa do ciclo threshold(Ct). A determinagao da
linha de base deve levar em conta ciclos suficientes para eliminar o ruido encontrado nos pri-
meiros ciclos de amplificacao, mas nao deve incluir os ciclos nos quais o sinal de amplificacao
comeca a subir acima do ruido. Ao comparar diferentes experimentos de real-time PCR, a linha
de base deve ser definida da mesma maneira para cada experimento.

O limite de deteccao (LOD) é a quantidade minima de DNA alvo detectada na reagao
de real-time PCR. O LOD é observado no primeiro ciclo de amplificacdo da amostra, ou seja,
quando o nivel de sinal reflete um aumento estatisticamente significativo calculado em relacao
ao sinal da linha de base. Normalmente, o software do instrumento define automaticamente o
limiar em 10 vezes o desvio-padrao do valor de fluorescéncia dalinha de base. No entanto, o po-
sicionamento da linha pode ser definido em qualquer ponto na fase exponencial da PCR (Figura
2).

O ciclo threshold (C,) é o nimero do ciclo no qual o sinal fluorescente da reagéo ultra-
passa o limiar. O C ¢ utilizado para calcular o numero inicial de copias de acido nucleico, porque
ovalor C, & inversamente proporcional ao log da quantidade inicial de DNA/RNA da amostra. Por
exemplo, ao comparar duas reacoes de real-time PCR, uma com o dobro da concentracao de
partida da outra, a reagao com a quantidade de partida duas vezes maior tera um C, com valor
menor, pois o ciclo de amplificacao ocorrera mais rapidamente na amostra mais concentrada
(Figura 2). Isso pressupoe que a PCR esta funcionando com 100% de eficiéncia(isto é, a quanti-
dade de produto duplica perfeitamente durante cada ciclo) em ambas as reagdes.

Platé
1000
- 100
3
5]
o
(7]
® 10 Exponencial .
3 p Figura 2. Fases da PCR em tempo
) Threshold real. Linha de base = sinal fluorescen-
0 Linha de base te que representa ruido da reacao.
Fase Exponencial = alta eficiéncia
Y Ct=18 | | na amplificagao. Fase Linear = baixa
5 45 eficiéncia. Fase de Platd = nao ocorre
Numero de Ciclos da PCR amplificacao.

A curva-padrao ¢ estabelecida atravées de uma série de diluicoes de amostras com
concentracoes conhecidas. Ela é utilizada para determinar a quantidade inicial do seu alvo e
para avaliar a eficiéncia da reacao (Figura 3). O log de cada concentragdo conhecida na série
de diluicéo (eixo x) é representado em fungao do valor de C, ou CP (pontos de cruzamento) para
essa concentragdo (eixo y). A partir dessa curva-padrao, as informagdes sobre o desempenho
da reagdo, assim como outros parametros (inclinagao, intercepgdo-Y e coeficiente de correla-
cdo)podem ser derivados. As concentragdes escolhidas para a curva-padrao devem abranger a
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Curva Padrao

35 1 + y = -3.3243x + 36.908
R® = 0.99

Slope =-3.32
Y-Intercept = 36.90
Efficiency = 100%

CP Value
[
=]

0 2 4 6 8
Logi0copies Figura 3. Curva padrao

concentracao esperada do alvo das amostras.

O coeficiente de correlagao (R2) ¢ uma medida que avalia qudo bem os dados se en-
caixam na curva-padrao. O valor R? reflete a linearidade da curva-padrao. Idealmente, R? =1,
embora 0,999 seja geralmente o valor maximo.

Aintercepcao em Y (Y-intercept)corresponde ao limite tedrico de detecgdo da reagao,
ou ao valor de C' esperado, se 0 menor numero de copias de moléculas alvo indicadas no eixo
x deu origem a amplificacao estatisticamente significativa. Embora a PCR seja teoricamente
capaz de detectar uma Unica cépiade umalvo, 10 cépias € normalmente a menor quantidade de
alvo que pode ser quantificado de forma confiavel em aplicagdes de real-time PCR. Isso limita a
utilidade do valor de interceptacao de y como uma medida direta de sensibilidade. No entanto,
o valor de intercepcao de y pode ser util para comparar diferentes sistemas de amplificacao e
alvos.

A fase exponencial é usada para quantificar areacao de real-time PCR. A quantificacao
deve ser feita no inicio da fase exponencial, pois nessa fase todos os reagentes ainda estao em
excesso, a DNA polimerase é ainda altamente eficiente, e 0 produto, que esta presente numa
quantidade baixa, ndo compete com a capacidade de anelamento dos primers. Todos esses
fatores contribuem para dados mais precisos.

Ainclinagao (slope) na fase log-linear da reacédo de amplificagéo é usada para avaliar a
eficiéncia dareacao. Para obter resultados precisos e reprodutiveis, as reacoes devem ter uma
eficiéncia proxima de 100%, equivalente aumainclinagao de -3,32, conforme determinado pela
sequinte equacgao: Eficiéncia (E) =10 1/spe)1 |dealmente, a E de uma reacdo de PCR deve ser
de 100%, o que significa que a amostra-padrao deve duplicar apds cada ciclo, durante a ampli-
ficacao exponencial. A eficiéncia real pode dar informacoes valiosas sobre a reagao. Fatores
experimentais, como o comprimento, a estrutura secundaria e o teor de GC do amplicon podem
influenciar a eficiéncia. Outras condi¢oes que podem influenciar a E sao a dinamica da propria
reacao, o uso de concentragoes de reagentes nao 6timas e a qualidade da enzima, o que pode
resultar em eficiéncias abaixo de 80%. A presenca de inibidores de PCR em um ou mais reagen-
tes pode produzir eficiéncias superiores a 110%. Uma boa reacao deve ter uma eficiéncia entre
90% e 110%, o que corresponde a uma inclinagao entre -3,58 e -3,10.

Acurvadedissociacaorepresentaaalteragaonafluorescénciaquandoo DNAde cadeia
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dupla(dsDNA)que estaligado a moléculas de corante se dissocia(melt), em DNA de cadeia sim-
ples (ssDNA) a medida que a temperatura da reagdo aumenta. Por exemplo, quando o DNA de
cadeia dupla ligado ao fluordforo SYBR® Green | € aquecido, observa-se uma diminuicao subita
na fluorescéncia ao ser atingido o ponto de dissociacéo (T, ), devido a separagao das cadeias de
DNA e subsequente liberacao do fluordforo. A fluorescéncia é representada graficamente em
funcdo da temperatura (Figura 4A) e, em sequida, o -AF / AT (variacao de fluorescéncia /varia-
cao de temperatura) é representado em fungdo da temperatura para obter uma visao clara da
dindmica de dissociacdo(Figura 4B). A analise da curva de dissociagao pds-amplificagdo é uma
maneira simples e direta de verificar artefatos de dimeros de primers e contaminacao, garan-
tindo a especificidade da reacao de real-time PCR e reduzindo a necessidade de eletroforese
em gel de agarose. A temperatura de dissociacao dos acidos nucleicos pode ser afetada por
diversos fatores: comprimento do amplicon, teor de GC, erros na incorporacao de bases, entre
outros. Produtos de PCR diferentes podem muitas vezes ser distinguidos por suas caracteris-
ticas de dissociacao.

Fluorescéncia

65 70 75 80 *gs 90 95 65 70 75 80 *85 Q20 95

Temperatura ™ Temperatura ™

Figura 4. Curva de dissociacao ou Melting curve. A temperatura de desnaturagao ou Melting Temperature
(T, ) é representada na figura; é definida como a temperatura na qual metade das cadeias de DNA estao
desnaturadas. Figura adaptada - Manual Basic principles of Real Time PCR, Termo Fisher Scientific (2014).

2.4 SISTEMAS DE DETECGAO DE FLUORESCENCIA DA REAL-TIME PCR

Existem diversas tecnologias de deteccgao de fluorescéncia que podem ser aplicadas
na real-time PCR. Todas sao baseadas na geragao de um sinal fluorescente que é proporcio-
nal a quantidade de produto de PCR formado, mas cada uma possui condigoes especificas de
aplicacao no protocolo experimental. 0 método de deteccao desempenha um papel crucial no
sucessao da real-time PCR.

Os trés principais sistemas de deteccao de fluorescéncia sao:

« Agentes ligantes de DNA (por exemplo, tecnologias SYBR® Green, SYBR® GreenER™ e Mel-
tDoctor™/SYTO® 9). E o sistema mais comum de deteccado de DNA amplificado. Os coran-
tes intercalantes de bases fluorescem quando ligados ao DNA de cadeia dupla (dsDNA). A
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medida que o dsDNA se acumula, o corante gera um sinal proporcional a concentracao de
DNA e pode ser detectado utilizando instrumentos de real-time PCR. A intensidade de si-
nal fluorescente depende da quantidade de dsDNA presente na amostra (Figura 4A). Essa
tecnologia, embora simples, requer atencao com a questao da especificidade, porque o co-
rante se ligaindiscriminadamente a todos os dsDNA formados durante a real-time PCR, nao
apenas ao DNA alvo. Portanto, artefatos de PCR tais como dimeros de primers e produtos
de amplificacao inespecificos podem ser detectados e contribuir para o sinal fluorescente
global. Um bom desenho de primers e um sistema de reagentes de qualidade sao funda-
mentais para evitar a formacao desses produtos inespecificos. No entanto, uma vantagem
dos corantes ligantes de ONA ¢ a possibilidade de avaliacao da especificidade utilizando a
andlise da curva de melting (Figura 4A).

o Primersfluorescentes(por exemplo, primers fluorogénicos LUX™ e primers qPCR Ampliflu-
or™). Essa tecnologia de deteccéo de fluorescéncia fornece detecgdo altamente sensivel
e especifica de DNA e RNA. Nesses sistemas, o fluordforo é ligado a um primer especifico
para o alvo, que aumenta a fluorescéncia quando incorporado ao produto de PCR durante
a amplificacao. LUX™ Fluorogenic Primers sao constituidos por uma dupla de primers em
que um deles nao é marcado e 0 outro € marcado com um unico fluoréforo préoximo da ex-
tremidade 3' numa estrutura em gancho, hairpin. Essa configuracao efetivamente reprime
o sinal fluorescente antes do inicio da PCR. Quando o primer é incorporado num produto de
PCR de cadeia dupla, o fluoroforo é liberado, resultando em um aumento significativo no
sinal fluorescente (Figura 5B). Os primers Amplifluor™ foram concebidos com um fluoréforo
e um inibidor no mesmo primer. O primer adota uma configuragao de hairpin que com o
fluoroforo muito proximo ao inibidor. O sinal fluorescente aumenta quando o primer é des-
dobrado e o fluoroforo e o inibidor sdo desacoplados durante a incorporagao num produto
de amplificagao.

« Sondasde hidrolise fluorescentes(por exemplo, TagMan®, Scorpions® molecular beacons).
Os sistemas baseados em sondas fornecem detecgao altamente sensivel e especifica de
DNA e RNA. No entanto, a marcacao dupla e a complexidade nas especificacoes do seu de-
senho deixaram essa tecnologia mais cara e mais dificil de ser usada do que sistemas ba-
seados em primers ou corantes de ligacao ao DNA. As sondas TagMan® requerem um par de
primers de PCR e uma sonda com um fluorocromo reporter e uma molécula quencher que
absorve fluorescéncia emitida pelo reporter. A sonda é desenhada para se ligar a sequéncia
amplificada pelos primers. Durante a gPCR, a sonda ¢ clivada pela atividade de nuclease &'
da Tag DNA polimerase, liberando o corante repérter que emite um sinal fluorescente que
aumenta com cada ciclo (Figura 5C).

A coleta de amostras € um dos passos mais importantes de um estudo, portanto é es-
sencial que ocorra de forma a evitar perdas e todas as fontes possiveis de contaminacao. Cita-
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Figura 5. Sistemas de deteccao de fluorescéncia da PCR em tempo real. A. Agentes ligantes de DNA. B. Pri-
mers fluorescentes. C. Sondas de hidrolise fluorescente. R = fluorocromo reporter. Q = quencher, molécula
que absorve a fluorescéncia emitida pelo reporter. Figura adaptada - Manual Basic principles of Real Time
PCR, Termo Fisher Scientific(2014).

mos alguns pontos que merecem atencao do responsavel pela coleta: verificar a esterilidade
dos materiais como frascos, pincas, ponteiras e demais equipamentos; coletar um volume su-
ficiente de amostra, para o caso de necessidade de repetir ensaios no laboratério; fazer aliquo-
tas e identificacao das amostras separadas, para evitar risco de contaminagao; acondicionar
as amostras de forma imediata e adequadamente apos a coleta. No entanto, a estabilidade
completa de cada constituinte amostrado € um ponto dificil de ser atingido. Assim, as técnicas
de preservacao e armazenamento tém por objetivo retardar a agao bioldgica e a alteracao dos
compostos quimicos; reduzir a volatilidade ou precipitacao dos constituintes e os efeitos de
adsorcao; pre servar organismos, evitando ou minimizando alteracoes morfoldgicas, fisiologi-
cas e de densidades populacionais, em todas as etapas da amostragem (coleta, acondiciona-
mento, transporte,armazenamento, até o momento do ensaio).

As trés principais técnicas de preservacao de amostras sao: adigao quimica, refrige-
ragao e congelamento. O método de preservagao mais conveniente é o quimico. Um reagen-
te é adicionado previamente aos ensaios microbioldgicos ou imediatamente apos a obtencgao
da amostra, promovendo a estabilizacdo dos constituintes de interesse por um periodo maior.
Contudo, para cada ensaio existe uma recomendacao especifica. A refrigeragao constitui uma
técnica comum em trabalhos de campo e pode ser utilizada para preservagao de amostras
mesmo apds a adicao quimica, sendo empregada frequentemente na preservacao de amostras
para ensaios microbiologicos, fisico-quimicos organicos e inorganicos, bioldgicos e toxicologi-
cos. 0 congelamento é uma técnica aceitavel para alguns ensaios e serve para aumentar o in-
tervalo entre a coleta e 0 ensaio da amostra in natura, sem comprometé-la. E inadequada para
as amostras cujas fragoes soélidas (filtraveis e nao filtraveis) alteram-se com o congelamento e
posterior retorno a temperatura ambiente.

O tratamento e manipulacao das amostras de que se pretende extrair o DNA deve ser
adaptadoacadatipo deamostra. No entanto, alguns cuidados sao gerais, Como: manuseio rapi-
doehomogéneo, subdivisdo de porgdes do material de analise, estocagem a-80°C ou nitrogénio
liguido, e manutencao do congelamento até o momento da extragao. Para isolamento de RNA é
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importante ressaltar o cuidado para evitar a degradacao do material, reduzindo a exposicao
das amostras as RNases do ambiente, que sao encontradas em todo lugar, por exemplo, ban-
cadas, maos, cabelos, pele, unhas, saliva etc. As RNases sao altamente estaveis e suportam
condicoes extremas, tais como temperatura e altas concentracoes de sal. Portanto, qualquer
item que possa entrar em contato com o RNA deve ser livre de RNase, tratado com inibidores
enzimaticos e/ou de RNase. Bancadas, pipetas e vidrarias devem ser descontaminadas com
solucao de RNaseZAP, por exemplo. Ponteiras, tubos e solucoes também devem ser livres de
RNase. Recomenda-se a troca das luvas frequentemente, mantendo frascos de reagentes e
caixas de ponteiras sempre fechados. Além disso, existem trés metodos que podem ser utili-
zados para inativar imediatamente as RNases enddgenas do material de interesse. (1) homoge-
neizar as amostras imediamente apds a coleta em solugdo de lise contendo guanidina (solucao
desnaturante); (2) congelar em nitrogénio liquido pequenos pedacos da amostra; (3) utilizar so-
lugdo de preservacao (RNAlater®). RNAlater® ¢ uma solugao aquosa que faz a preservacao do
tecido amostrado de forma nao toxica, mantendo o RNA estavel sem a necessidade de conge-
lar ou processar imediatamente a amostra. Amostras em RNAlater® podem ser estocadas por
periodos prolongados em temperatura ambiente ou a 4°C, e por anos a -20°C, fornecendo uma
separacao espacial e temporal da coleta e processamento sem comprometer a qualidade ou
quantidade do RNA amostrado.

A extracao e purificacao de acidos nucleicos sao etapas que merecem muito cuidado,
pois a pureza e a integridade de suas moléculas certamente influenciam os resultados finais
dos experimentos para os quais se destinam. Antes de iniciar o preparo das amostras é pre-
ciso considerar o material de origem, ou seja, 0 4cido nucleico a ser purificado (DNA, RNA to-
tal, mRNA, microRNA) e o material de partida(células ou tecidos de vegetal ou animal, sangue,
amostras forenses, bactérias, fungos, leveduras, etc.). As técnicas de isolamento de DNA e RNA
variam em sua facilidade de uso, emprego de reagentes organicos e eliminacao de impurezas
como proteinas e solventes organicos. Entretanto, os protocolos de extracao de acidos nuclei-
cos seguem basicamente as mesmas etapas, que incluem: (a)coleta, separagao e lise do mate-
rial biologico; (b) separacéo da solugdo em fases; (c) precipitacdo e purificagao do produto.

Os métodos classicos de obtencao de acidos nucleicos podem ser aplicaveis basica-
mente em qualquer laboratorio. Métodos mais modernos sao baseados em kits industrializados
e em geral sdo mais praticos e rapidos. Cada kit de extragcdo comercial possui seu proprio pro-
cedimento, mas os kits compartilham o mesmo principio. A escolha do kit correto é crucial para
aperfeicoar a execugao do experimento. Em laboratérios mais sofisticados é possivel encon-
trar extratores de DNA/RNA automatizados, nos quais a amostra primaria é colocada no equi-
pamento e todo o processo de extracao e amplificagao é realizado com pouca dependéncia de
um operador, sendo exemplos: Nuclisens® easyMag (bioMerieux), QlAcube (Qiagen), QlAxtrac-
tor (Qiagen), bem como as plataformas fechadas para testes moleculares como m2000 real-ti-
mesystem (Abbott), QlAsymphony RGO (Qiagen) e Cobas® 4800 system (Roche).
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2.6.1EXTRACAO DE DNA

O principio das técnicas de extracao de DNA consiste basicamente nas etapas de:

(i) lise celular, por meio de métodos fisicos ou quimicos para acesso ao material genético; (ii)
centrifugagdes e uso de detergentes (ex.: SDS) para remogao de lipideos, membranas e restos

celulares; (iii) remocgao das proteinas e RNA por meio de enzimas como proteases (pronases
e proteinase K) e RNase, respectivamente; (iv) precipitacédo e eluicdo da molécula de DNA de
interesse.
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Extracao organica. E um método convencional e amplamente utilizado. Ocorre lise das cé-
lulas e centrifugacao para remocao dos restos celulares. As proteinas sao desnaturadas
atraves de proteases e removidas com solventes orgénicos como fenol, ou uma mistura
equimolar de fenol e cloroférmio. Os solventes organicos precipitam as proteinas, que sao
separadas dos polinucleotideos (DNA e RNA) por centrifugagao. Na etapa de purificagao
normalmente o DNA é recuperado por precipitacao utilizando etanol ou isopropanol. Na
presenca de cations monovalentes como Na*, e numa temperatura em torno de 4°C, o eta-
nol absoluto precipita eficientemente o DNA. Outra propriedade da precipitagao com eta-
nol € que ele precipita apenas acidos nucleicos poliméricos e deixa para tras pequenas
cadeias ou componentes monomeéricos de acidos nucleicos, incluindo ribonucleotideos. 0
DNA precipitado € comumente ressuspendido em tampao TE ou agua Milli-Q autoclavada.
As limitacoes desse método sdo o uso de solventes organicos toxicos, o tempo de preparo
das amostras e a possibilidade da presenca de fenol ou cloroféormio residual no DNA extra-
ido, que pode inibir a PCR.

Extragao em coluna de silica. Muito empregada nos kits atuais. O DNA adsorve especifi-
camente a membranas/superficies/particulas de silica em presenca de certos sais e em
um determinado pH. Os contaminantes celulares sao removidos por etapas de lavagens
e 0 DNA pode finalmente ser eluido em um tampao com baixa concentracao de sal ou em
um tampao de eluicao. Sais caotropicos sao adicionados para ajudar na desnaturacao das
proteinas e extracao do DNA. Essa tecnologia tem a vantagem de poder ser incorporada
em colunas de filtracdo. E um procedimento simples e rapido (comparado com a extracéo
orgéanica) e pode ser automatizado.

Extragao por separagao magnética. Método baseado na ligacao reversivel do DNA a uma
superficie solida/granulo/particula magnética, revestida com anticorpo de ligacao ao DNA
ou a grupo funcional que interage especificamente com o DNA. Apos a ligagao do DNA,
as particulas sao separadas de outros componentes celulares contaminantes, lavadas, e
entao o DNA purificado € eluido por extragao com etanol. A maior vantagem desse método
¢é ser rapido e poder ser automatizado. No entanto, pode ser mais caro em comparacao a
outras metodologias ja mencionadas.

Extracao por trocaidnica. Método baseado na interacao especifica entre fosfatos carrega-
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dos negativamente do acido nucleico e moléculas carregadas positivamente na superficie
do substrato. O DNA se liga especificamente ao substrato na presenca de baixa concen-
tracao de sal, os contaminantes sao removidos por etapas de lavagem utilizando tampodes
com baixa a média concentracao de sal, e 0 DNA purificado ¢é eluido utilizando um tampao
com alta concentracao de sal. Essa tecnologia € mais empregada em kits de isolamento de
plasmideos.

2.6.2 EXTRACAO DE RNA

- Extragao organica. A utilizacao de fenol € um método muito eficaz para purificar o RNA
de uma grande variedade de tipos de células e tecidos. Durante a lise da amostra, o fenol
e o isotiocianato de guanidina rompem as células e dissolvem os componentes celulares,
mantendo a integridade dos acidos nucleicos e protegendo-os das RNases. A adicao de
cloroférmio sequida de centrifugacao separa a mistura em uma fase aquosa e uma fase
organica. O RNA permanece exclusivamente na fase aquosa na presenca de isotiociana-
to de guanidina, um sal caotropico que protege o RNA de RNases enddgenas, enquanto a
interfase e a fase organica retém o DNA e as proteinas, respectivamente. O RNA ¢é entao
recuperado da fase aquosa por precipitagao com alcool isopropilico. Esse processo é rela-
tivamente rapido e pode produzir niveis elevados de RNA, mas requer o uso de substancias
quimicas toxicas e pode resultar em maior aderéncia de DNA contaminante, em compara-
¢cao com outras técnicas. A guanidina residual, o fenol ou o alcool também podem reduzir
drasticamente a eficiéncia da sintese de cDNA.

- Extracao por coluna com matriz de silica. As amostras sao lisadas e homogeneizadas na
presenca de isotiocianato de guanidina. Apds a homogeneizacao, o etanol € adicionado a
amostra que € processada através de um cartucho de rotacao. O RNA liga-se a membrana
da base de silica no cartucho de rotacao e as impurezas sao efetivamente removidas por
lavagem. O RNA total purificado é eluido em agua. Esse método é ainda menos demorado
do que extracOes organicas e nao requer fenol. Os rendimentos totais podem nao ser tao
altos, mas a pureza no que diz respeito as proteinas, lipideos, polissacarideos, DNA e rea-
gentes de purificacao é geralmente melhor. A contaminagao por guanidina e etanol devido
alavagem incompleta da matriz de silica pode ainda ocorrer, causando 0s mesmos efeitos
deletérios sobre a eficiéncia de sintese de cDNA.

Métodos que utilizam a extracao por separacao magnetica tambéem podem ser aplica-
dos a moléculas de RNA. Aléem disso, a combinacao de métodos diferentes como lise organica
e colunas de silica pode oferecer os beneficios da lise de tecido com a facilidade, velocidade e
pureza dos métodos de coluna.

2.6.3 AVALIACAO DA QUANTIDADE E QUALIDADE DO ACIDO NUCLEICO OBTIDO
Atualmente existem diversas metodologias capazes de avaliar a quantidade e a qua-

215



BIOTECNOLOGIA MARINHA

lidade do DNA ou RNA extraido (Figura 6). Entre elas citamos o espectrofotémetro, método sim-
ples, sensivel e amplamente utilizado, que mede e compara a quantidade de luz(radiagao eletro-
magnética)absorvida, transmitida ou refletida por uma determinada amostra, seja ela solugao,
solido transparente ou sélido opaco. Um dos equipamentos mais usados é o Nanodrop®(Ther-
mo Scientific). 0 2100 Bioanalyzer (Agilent) € um método de eletroforese automatizada, que
fornece avaliacdes de dimensionamento, quantificacao e pureza para amostras de DNA, RNA e
proteinas. Qubit™ & um método fluorimétrico baseado na deteccao de fluorescéncia especifica
do alvo. Este sistema integrado € mais sensivel do que a quantificacao baseada na absorbancia
do UV, tornando-o ideal para amostras preciosas e aplicacoes exigentes. A integridade do DNA
ou RNA pode ser também avaliada através de um gel de agarose em corrida de eletroforese.

Alguns pontos-chave devem ser avaliados com relagao a qualidade dos DNAs ou RNAs
obtidos. Para moleculas de DNA, a relagao A, /A,,, deve estar entre 1,8 e 2,0, enquanto para
RNA, A,./A,q, deve estar entre 1,9 e 2,0. Uma proporgao abaixo de 1,7 pode indicar contamina-
cao proteica, o que pode reduzir a eficiéncia da reacao. Outra importante relagao de absorban-
cias que deve ser avaliada € A260/A230; ela € util na avaliacao de contaminagao por componen-
tes que contenham anéis de fenol, tais como o isotiocianato de guanidina e o proprio fenol, que
sao inibitérios para as reacoes enzimaticas.

A

M DNA1 DNA2 DNA3 M RNA1 RNA2 RNA3

-

Figura 6. Instrumentos de
avaliacao da quantidade e
qualidade dos acidos nu-
cleicos extraidos. A. Nano-
drop®. B. 2100 Bioanalyzer.
C. Qubit™ D. Gel de agarose
apos corrida de eletroforese.

A real-time PCR vem trazendo um grande impacto nas areas das ciéncias bioldgicas e
isso temsidoum estimulador para desenvolver e melhorar os instrumentos existentes. Uma pla-
taformade real-time PCR é constituida por um termociclador, com sistema ¢ptico para emissao
de luz e captacgao da fluorescéncia emitida pelos fluoroforos, juntamente com um computador
e software para aquisicao e analise de dados. Os sistemas disponiveis diferem em seu design,
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nivel de sofisticacao e tecnologias que proporcionam aos usuarios uma gama de opcoes de
equipamentos.

A partir das duas primeiras plataformas comerciais introduzidas em meados da década
de 1990, houve uma evolucao para dezenas de instrumentos, e a quantidade continua a aumen-
tar(Figura 7). No site da Biocompare, um guia para ciéncias da vida, encontra-se uma lista com
mais de 40 tipos de termocicladores usados em andlises de real-time PCR (http://www.bio-
compare.com/PCR-Real-Time-PCR/22353-Real-Time-PCR-Thermal-Cyclers-Thermocycler-
s/#products). Os principais avangos nesses equipamentos incluem maior rapidez nos tempos
de termociclagem, maior taxa de transferéncia, flexibilidade, sistemas o6pticos expandidos,
multiplexacao aumentada, entre outras caracteristicas como tamanho dos equipamentos, ca-
pacidade de processamento das amostras com 2x48 pogos, 96 pocos ou 384 pocos e facilidade
na utilizacao dos softwares, que podem variar especialmente na forma de analise e quantifica-
¢do dos dados computados (pontos de cruzamento - CP - ou niveis limitrofes, threshold - C!). A
escolha do modelo adequado dependeréa das caracteristicas que cada equipamento fornece e
das necessidades do usuario.

Applied Biosystems Hlumina Qiagen
7300/7500/7500 Fast Step One Ecotm Rotor Gene Q
‘.’ -
Q =
o -
T

|
= o
e o
e
ios CFx96

MiniOpticon Myi Chromo4
Roche
Bio-Rad LigthCycler

Figura 7. Modelos de plataformas de PCR em tempo real.

Ao ponderar os pros e os contras das diferentes plataformas para o laboratorio, os fa-
tores a considerar incluem: quimica suportada, capacidade de multiplexacao para essa qui-
mica, taxa de transferéncia, flexibilidade, formato, facilidade de uso e robustez do pacote de
software, reprodutibilidade, rapidez, tamanho, suporte técnico, suporte ao cliente, e 0 custo
nao apenas de aquisicao e manutencao do equipamento inicial, mas também o custo associado
de consumiveis e reagentes. Os instrumentos de gPCR da Roche nos Estados Unidos variam de
cerca de US$25.000 (LightCycler® 2.0) para quase USS140.000 (LightCycler® 1536 de ultra-alto
rendimento). O preco inical do QuantStudio™ 3 da Thermo Fisher é de cerca de USS$S28.000, en-
quanto o da QuantStudio™ 12K é de cerca de USS90.000 (em 20718).
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A maioria das plataformas de tempo real usa tecnologia de bloco de aquecimento
avancada com base no efeito Peltier, para transferir ativamente calor dentro e fora dos tubos
plasticos onde ocorrem as reagdes (por exemplo, ABI 7000, ABI 7900HT, DNA Engine Opticon2,
Mx4000, Mx3000P, iCycler IQ™). Os dispositivos Peltier transferem o calor de um lado de um se-
micondutor para outro. A camada isolante de plastico entre o recipiente de reacao e o agquece-
dor produz um atraso térmico adicional. Como consequéncia disso, as transicoes de tempera-
turasaorelativamente lentas e os blocos devem ser cuidadosamente projetados para minimizar
a variacao entre 0s pocos do bloco. Outros avangos na tecnologia baseada em Peltier incluem
a sua combinacao com a tecnologia Joule resistiva ou convectiva para melhorar o controle e
0 desempenho da temperatura através do bloco. Atualmente plataformas que empregam tec-
nologias alternativas de troca de calor permitem taxas de rampa térmica mais rapidas do que
blocos, resultando em velocidades de termociclagem significativamente aumentadas. Estes
termocicladores podem incluir um sistema controlado por ar estacionario(Roche LightCycler®),
um sistema controlado por ar circulante (Qiagen Rotor-Gene), sistema de placa cerdmica com
aquecimento de alta condutividade térmica(Cepheid SmartCycler®), um bloco preenchido com
fluido térmico condutor agitado por pas eletromagnéticas(lllumina Eco)ou aguecimento direto
em combinagdo com um polimero eletricamente condutor (Biogene InSyte e SynChron). Cada
uma dessas técnicas tem suas proprias especificacoes e é adequada para diferentes proposi-
tos. Por exemplo, o Rotor-Gene consegue equilibrar a 72°C em Os, em comparagao com os 15s
requeridos por um bloco padrao de 96 pocos, resultando em tempos de execucao, em média,
50% mais rapidos. O LightCycler® tem a capacidade de executar mais rapidamente a PCR, en-
quanto o Rotor-Gene consegue a uniformidade de temperatura.

Quando olhamos para o sistema optico dos equipamentos de gPCR, encontramos uma
gama de opcoes disponiveis para a fonte de luz de excitacao e para o sistema de deteccao de
emissao fluorescéncia. As fontes de luz que excitam os fluordforos podem ser classificadas
como de estreito ou largo espectro. Se for utilizada uma fonte de luz de amplo espectro (por
exemplo, Mx4000, Mx3000P, iCycler IQTM, ABI 7000), os filtros podem ser utilizados para pro-
parcionar luz sintonizada ao espectro de excitacao de um fluordforo especifico. Esse sistema
fornece ao usuario uma escolha mais ampla de fluordforos disponiveis, embora seja melhor se-
lecionar aqueles com boa separacao de seus espectros de emissao. Uma desvantagem desse
sistema optico é o fato de que a intensidade da luz que passa através dos filtros pode ser limi-
tada, e isso poderia afetar a sensibilidade da deteccao. Atualmente existem duas fontes de luz
de espectro estreito usadas em plataformas em tempo real, que podem ser diodos emissores
de luz (LEDs); por exemplo LightCycler®, DNA Engine Opticon2, SmartCycler®, Rotor-Gene ou
laser (ABI 7900HT). SmartCycler® e Rotor-Gene tém quatro LEDs que excitam em diferentes
comprimentos de onda, proporcionando uma maior gama de fluoréforos. A excitacao do Ligh-
tCycler®, DNA Engine Opticon2 e ABI 7900HT é por fonte de luz Unica, o que limita a escolha de
fluoroforos. Em geral, os detectores usados nas plataformas em tempo real sdo configurados
para medir bandas estreitas do espectro, embora conjuntos de filtros possam ser personaliza-
dos pelo usuario em equipamentos como iCycler 10, Mx4000 e Mx3000P. O numero de canais de
deteccao que podem ser efetivos depende da faixa comprimentos de onda disponivel para exci-
tacao. Ja o LightCycler® possui uma fonte de luz de espectro estreito que excita os fluoroforos
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SYBR ou fluoresceina, e a luz emitida é coletada através de trés detectores Opticos discretos.
Dois destes detectam emissoes de luz de longo comprimento de onda, oriundas de fluoréforos
que sdo excitados pela tecnologia FRET (fluorescence resonance energy transfer - energia de
ressonancia transferida por fluorescéncia). Isto é, um fluoroforo (ex.: fluoresceina) é excitado
pela fonte LED de luz azul e por sua vez transfere energia excitando outro fluoréforo (ex.: Light-
Cycler Red 640), que emite numa faixa de comprimento de onda superior.

Caracteristicas 0pticas de uma determinada plataforma podem impactar na capacida-
de de multiplexar, ou seja, quantas cores fluorescentes diferentes, quantos amplicons podem
ser detectados simultaneamente por poco, e também determinar quais sistemas de sonda sao
compativeis. Os sistemas de real-time PCR CFX96 Touch™ e CFX384 Touch da Bio-Rad supor-
tam seis e cinco canais fluorescentes, respectivamente; o Rotor-Gene suporta também seis
canais de cores; 0s sistemas QuantStudio da Thermo suportam de 4 até 21, dependendo da
configuracao do sistema, devido a um conjunto configuravel de seis LEDs e uma roda rotativa
de filtros de excitacao e emissao.

Diversos sistemas de gPCR usam uma tela sensivel ao toque ou um computador co-
nectado para programar as analises, porém diferem no numero de usuarios e protocolos que
podem ser armazenados, facilidade de programacao, quantidade de armazenamento de dados
a bordo, mecanismos de monitoramento remoto e upload de dados para uma nuvem. Os siste-
mas QuantStudio 3 e QuantStudio 5 da Thermo Fisher incluem conectividade wi-fi, enquanto
0s 6 Flex, 7 Flex e 12K Flex nao o fazem, mas todos os sistemas QuantStudio podem carregar
dados para o Thermo Fisher Cloud (uma plataforma gratuita de anélise de dados e armazena-
mento). O LightCycler® 96 da Roche possui uma tela sensivel ao toque incorporada, enquanto o
LightCycler® 2.0, LightCycler® 480 e LightCycler® 1536 requerem um computador externo. E o
SureCycler 8800 controlado pela tela sensivel ao toque da Agilent Technologies, como algumas
outras plataformas, permite o monitoramento de reagdo remota. Alguns sistemas de PCR in-
cluem a atualizacao limitada em relacao ao formato do bloco de amostras, mas alguns sistemas
também podem ser atualizados de outras maneiras. O QuantStudio 6 pode ser atualizado para
um QuantStudio 7, por exemplo - uma mudang¢a que adiciona suporte para placas de matriz
TagMan® da Thermo Fisher e aumenta os recursos de multiplexacao de cinco cores para 21.

A tecnologia real-time PCR é especifica, eficiente, sensivel, répida e mais econémica
que a maioria das ferramentas alternativas para aplicagdes que requerem certificacao, no mo-
nitoramento e controles de rotina e para emprego em larga escala. A relacao custo-beneficio
vantajosa e competitiva se evidencia pelas estimativas de custo por amostra, que pode ser tao
reduzido quanto US10-20. Pode ser empregada em todas as etapas da cadeia produtiva: desde
as sementes, quando é requerida a captura de larvas e/ou juvenis diretamente do ambiente,
durante todos os estagios do ciclo de vida em regime de cultivo, até os produtos que chegam ao
consumidor final. Para seu maximo aproveitamento é necessaria uma avaliagao criteriosa das
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plataformas e quimicas disponiveis, tendo em vista o(s) objetivo(s) e questdes possivelmente
menos evidentes como atencao ao cliente e assisténcia técnica. Pode ser interessante contar
com a expertise de usuarios experientes na etapa de aquisicao da plataforma. Para a operacao
rotineira, a maioria dos fabricantes oferece treinamento em suas proprias unidades cientificas.
N&o convém dispensar esse investimento de tempo. Sem duvida uma das etapas criticas para
0 sucesso, senao a crucial, € a padronizacéo da ferramenta. E pré-requisito o pleno acesso aos
bancos publicos de sequéncias, tais como o Genbank (http://www.nchi.nim.nih.gov/)e o BOLD
(The Barcode of Life Data System, www.boldsystems.org). Os bancos mundiais sdo abrangen-
tes, porém podem apresentar lacunas e, eventualmente, incorrecoes na identificacao de uma
parcela das sequéncias, uma vez que 0s depositos sao provenientes das mais variadas origens
ao redor do mundo, portanto convém a manutengao de um banco local, privado, publico ou em
regime de parceria. Os bancos locais abarcam a diversidade regional e os interesses dos grupos
mantenedores. A especificidade da tecnologia € totalmente dependente da escolha do alvo na
molécula de DNA. A regiao deve ser conservada no grupo taxonémico de interesse e ao mesmo
tempo apresentar divergéncia entre 0s organismos que se pretende distinguir, no nivel de es-
pécie ou de linhagem, dependendo do objetivo. Alem disso, independentemente de o alvo ser
DNA nuclear ou mitocondrial, gene informacional, housekeeping (gene de manutengao), codifi-
cador de proteina especifica ou regiao nao codificadora, € mister sua representatividade nos
bancos, especialmente dentre os grupos taxonémicos de interesse. Durante a validacao da fer-
ramenta, os testes alternativos tradicionais devem ser realizados em paralelo para garantia da
acuracia e de que nao haja resultados conflitantes em comparacdes interlaboratoriais. Como
muitos desses testes dependem de tecidos ou células dos organismos, € importante utilizar
tecidos ou material celular tipo (type) na padronizacdo. Também com o objetivo de validagao,
é fundamental o sequenciamento dos produtos da real-time PCR, para comprovacao prévia da
acuracia antes da implementacao e/ou divulgacao da ferramenta.

PERSPECTIVAS

O diagndstico e a autenticacdo vém se beneficiando das vantagens da tecnologia
real-time PCR especialmente nas aplicagdes cujo investimento seja proporcional ao prejuizo
potencial, como nas indUstrias da aquacultura e de frutos do mar. Um exemplo ilustrativo € a
virose WSD, causada pelo WSSV (Tabela 1), principal doenga infecciosa que afeta a aquacultura
de camarao em ambito global, responsavel por prejuizos anuais da ordem de bilhdes de dolares
e para a qual é obrigatoria a notificacao. Foi um dos primeiros protocolos real-time PCR para
diagnéstico a ser descrito (no ambito da aquacultura), ¢ altamente especifico, extremamen-
te sensivel (4 copias) e a faixa dindmica é extensa (7 logs). No entanto, em muitas situagoes
as andlises sdo tempo-dependentes e o ideal seria sua realizagao in loco (on-site, in-field). Na
autenticacdo de frutos do mar, por exemplo, testar amostras pré-processadas (ex.: filetadas)
dentro das embarcacgoes seria uma contribuicao relevante ndo somente parainiciativas como o
PSMA. Detectar a fraude no ponto da cadeia de suprimento mais proximo de onde foi praticada
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(point-of-origin-identification) ¢ uma estratégia que pode impedir sua amplificacdo e, no exem-
plo citado, coibir a pesca IUU. No &mbito da aquacultura, os testes in loco podem otimizar a
captura de sementes e juvenis do ambiente, nos casos em gue nao é possivel cultivar os or-
ganismos em todos os estagios do seu ciclo de vida. Sao inumeros os exemplos de casos que
se beneficiariam dessa modalidade. De fato, ela ja existe, tendo sido inicialmente desenvol-
vida pela Cepheid (Sunnyvale, CA, EUA) para detecgdo de patégenos humanos e em seguida
utilizada para detecgao de patogenos de plantas. Outras plataformas foram implementadas e
geralmente os fabricantes também disponibilizam sistemas comerciais miniaturizados e liofili-
zados paraaextracao do DNA e paraareacao de real-time PCR, de manuseio viavel e simples no
campo. A Biomeme® (Filadélfia, EUA) vem divulgando sua plataforma Two-Three™ (two3) para
aplicacao na autenticacao de frutos do mar. O dispositivo pesa menos de 500g, tem o tamanho
de uma lata de refrigerante, é alimentado por bateria e o duo software-notebook foi substituido
por um aplicativo paraiPhone, em cuja tela os ensaios sao controlados e visualizados. O dispen-
dioso bloco Peltier foi substituido por um ventilador para resfriamento, e reacoes eletrotérmi-
cas que ocorrem na superficie de montaveis similares aos utilizados em eletrénicos facultam o
aquecimento. A fabricante oferece ainda reagentes liofilizados e consumiveis para a extragao
de DNA em 5-10 minutos sem uso de centrifuga e promete que o ensaio real-time especifico
e todo o fluxo de procedimentos é viavel em menos de 90 minutos. A estreia na comercializa-
¢do se deu em parceria com a reconhecida Smith-Root (Vancouver, WA, EUA), especializada em
tecnologia para a conservacao relacionada a pesca e aquacultura. Juntas desenvolveram todo
o ferramental para obtencao de DNA ambiental a partir de dgua e sistemas miniaturizados para
deteccao de espécies aquaticas, incluindo micrébios, em amostras de agua. A Smith-Root se
encarregou do sistema de obtengao de DNA ambiental, ANDe™, incluindo o sistema de filtracédo
para grandes volumes de dgua no qual a bomba é uma mochilacom sensor e um compartimento
para consumiveis secos, contando com uma extensao ou polo coletor para amostragem sem
entrada de agua e com filtros descartaveis pré-instalados. Os kits para deteccao de DNA am-
biental em amostras obtidas por filtragao de agua ficaram por conta da Biomeme®. Estao dis-
poniveis para deteccao de espécies consideradas invasoras em diversos paises, as carpas da
cabeca-grande e prateada (bighead, Hypophthalmichthys nobilis; e silver, H. molitrix), lucrativas
na aquacultura e introduzidas amplamente fora da Asia, o caracol-da-lama da Nova Zelandia
(New Zealand mudsnail, Potamopyrgus antipodarum), e a lampreia marinha ou peixe-vampiro
(sea lamprey, Petromyzon marinus); da salamandra gigante hellbender (Cryptobranchus allega-
niensis), classificada pela [IUCN como “em vias de estar ameacada” (Near Threatened - NT), e
da carpa- capim ou do limo (grass carp, Ctenopharyngodon idella), que é a espécie com maior
producao anual (5 milhdes de toneladas) em escala mundial ja reportada em aquacultura. Para
0s micro-organismos, estao disponiveis kits especificos para Renibacterium salmoninarum,
Flavobacterium columnare, F. psychrophilum, Edwardsiella ictaluri, Neoparamoeba perurans e
Tenacibaculum maritimum. Apesar de estarem associados a doenca renal bacteriana, colum-
nariose, doenca bacteriana da aqua fria, doenca da septicemia entérica, doenca amebiana das
guelras, e tenacibaculose, respectivamente, os kits sao destinados ao monitoramento ambien-
tal da 4gua e ndo para diagnostico animal. Todo o fluxo de trabalho se resume a filtracao, extra-
cao de DNA dos filtros, deteccgao e analise dos dados. Outra estratégia de lancamento foi a da
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Ubiquitome (© 2017 Ubiquitome Limited, Nova Zelandia), que abriu concorréncia para labo-
ratorios de pesquisa disputarem auxilio e ferramental para testarem com amostras proprias
a plataforma movel Freedom4. Essa versao de real-time portatil pesa 2,4kg e mede 20 x 10 x
8,bcm, é alimentada por bateria, usa bloco Peltier para 4 pogos, permite uso de Sybr e Tagman,
e é controlada tanto com software-notebook via USB, quanto com aplicativo para iPhone via
bluetooth. Os trés vencedores que usaram a tecnologia contam com seus achados publicados
como application notes no portal daempresa, dentre os quais “A performance do Freedom4 para
deteccdo de Pseudo-nitzschia australis’ (Performance of the Freedom4 for detection of Pseudo-
-nitzschia australis). Pseudo-nitzschia spp. sdo causadoras de HABs e produzem a neurotoxina
acido domoico, que pode ser letal. Pesquisadores do Monterey Bay Aquarium Research Institute
(MBARI) testaram o Freedom4 para deteccdo da espécie mais toxica na Baia de Monterey (Cali-
fornia, EUA). A performance foi comparavel com a de uma plataforma de bancada convencional
(Light Cycler® 480, Roche, Suiga)e considerada compativel para uso nas embarcagdes do MBA-
RI. O LOD foi de 10“ copias do alvo (na regido intergénica entre as subunidades do RNAr ITS1-5,
8S-ITS2) por reagao de 25Ul com ambos os dispositivos. O ideal da Ubiquitome, tornar a analise
genética uma ferramenta de diagnoéstico ubiqua, parece estar em vias de se concretizar, e pos-
sivelmente por meio de diversas tecnologias que estao viabilizando a real-time PCR na palma
da mao.

Os avancgos tecnolégicos para execucao da real-time PCR vém se sobrepondo desde
que a ferramenta foi implementada. No atual mundo globalizado as inovacdes sao disponibiliza-
das com velocidade digital, 0 que nao é verdade para o0s paises que nao integram o grupo seleto
dos desenvolvidos, no que tange ao acesso aos equipamentos e periféricos. No entanto, ativi-
dades como pesca, aquacultura, consumo de frutos do mar, e igualmente patégenos e toxinas
formam uma teia global de relacdes que alcanca praticamente todos os pontos do planeta. Nes-
se plano de fundo, o desafio comum a todas as aplicagoes da real-time PCR, especialmente na
biotecnologia marinha, é a inexisténcia de padronizacdo e harmonizacao nas praticas, mesmo
se consideradas regioes de acordo comercial, como € o caso da Uniao Europeia. Umainiciativa
nesse sentido é o Manual de Testes Diagnosticos para Animais Aquaticos da OIE, porém sua
abrangéncia (34 doencas) € modesta. Para a indUstria de frutos do mar, com uma lista de 1700
espécies, parece praticamente impossivel harmonizar as praticas de autenticacao e deteccao,
0 gque pode resultar em questdes legais e prejuizos financeiros e ecologicos. Em dmbito na-
cional existem iniciativas bem-sucedidas na Europa. O Food Analysis Performance Assessment
Scheme (FAPAS, http://www.fapas.com) conta com 2000 participantes em 100 paises, porém
os esquemas incluem testes usando quimica analitica (ex.: teor de mercurio). O interessante é
que envolve testes de amostras cegas, 0 que pode inspirar uma diretriz aos 6rgaos de acredi-
tacao. A Alemanha langou mao do German Food and Feed Act (§64 Lebensmittel- und Futtermit-
telgesetzbuch) para desenvolver um conjunto de métodos standard oficiais sob a coordenacéo
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a coordenacao do Federal Office of Consumer Protection and Food Safety (BVL; http://www.bvl.
bund.de). Para aplicagoes da real-time PCR em biotecnologia marinha, a constituigdo de uma
rede transnacional de laboratorios de referéncia pode se beneficiar da familiaridade e exper-
tise dos integrantes com as espécies locais, bem como viabilizar a construcdao e manutencgao
de bancos de sequéncias de interesse. A iniciativa privada pode ser uma aliada importante,
com ressalvas. A independéncia na conducao da pesquisa e avaliacao dos resultados deve ser
preservada e os interesses publicos locais devem merecer destaque dentre 0s objetivos, de
modo que aplicagdes com maior impacto econdmico nao inviabilizem aquelas de interesse pu-
blico paraas comunidadeslocais, sejana saude, na seguranca alimentar ou ambiental. De outro
modo, produtos e commodities que resultem em lucros vultosos podem capitalizar os investi-
mentos, deixando negligenciados a deteccao e o diagnostico de patdgenos e toxinas cujo im-
pacto seja observado regionalmente em funcao das preferéncias de consumo e/ou do nivel de
desenvolvimento, condicdes sanitarias e preservacao do meio ambiente. A tecnologia e a ino-
vacao precisam avancgar respeitando a ética e sem prevalecer 0s interesses econdmicos, para
que em Ultima analise resultem em meios de reduzir diferengas e ampliar o bem-estar social.
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0 ambiente marinho apresenta potencialmente uma enaorme reservade biodiver-
sidade que pode ser explorada de maneira sustentavel, como fonte de recursos
renovaveis, incluindo diversos alimentos e produtos naturais. Os invertebrados
constituem um grupo diversificado tanto do ponto de vista taxondémico quanto
ecoldgico. A diversidade de habitats e formas de vida contribui para uma grande
diversidade quimica e molecular, resultando no elevado potencial biotecnologi-
co dos invertebrados marinhos. Para sobreviver, precisam desenvolver a capa-
cidade de produzir compostos toxicos ou obté-los por meio de associagao com
micro-organismos simbiontes. As moléculas bioativas produzidas por inverte-
brados e seus simbiontes podem ser empregadas em diversas aplicagoes bio-
tecnologicas. A enorme quantidade de moléculas isoladas e inéditas demonstra
o potencial de invertebrados marinhos como fonte de novos medicamentos, com
aplicacoes no tratamento do cancer, inflamagao, do HIV, de doengas neurode-
generativas, entre outras. Mas os ambientes marinhos estao ameacados, prin-
cipalmente como resultado da sobre-exploracao, poluigdo e impactos diretos e
indiretos das mudangas climaticas. Portanto, sdo necessarias agdes imediatas
para a protecao da diversidade biolégica marinha.

229



BIOTECNOLOGIA MARINHA

INTRODUGAO

A definicao classica de biodiversidade, adotada pela Convengao sobre a Diversidade
Bioldgica (CDB), abrange a variabilidade de organismos incluindo a diversidade dentro de es-
pécies, entre espécies e de ecossistemas. Populacoes e espécies sao as unidades evolutivas
basicas, que interagem entre si no tempo e no espaco. O conjunto de espécies e suas relagdes
formam os ecossistemas, moldados pelas interacoes com o ambiente abidtico.

Desde que a vida surgiu na Terra, inUmeras espeécies surgiram e desapareceram. Atu-
almente sao conhecidas cerca de 1,5 milhdes delas, mas estima-se que existam entre 5 e 8
milhdes. Toda essa diversidade teve origem a partir de processos evolutivos que abrangeram o
planeta (tecténica de placas, mudancas climaticas, oscilagdes no nivel do mar, catastrofes na-
turais), os ecossistemas (alteragdes ambientais), as espécies(selecdo natural, extingdes, espe-
ciagbes) e os genes (recombinagdes, mutacoes, deriva génica). A diversidade, porém, ndo esta
igualmente distribuida entre os taxons e ao longo do planeta. De todas as espécies descritas,
cerca da metade pertence a classe Insecta, sendo a maioria besouros (ordem Coleoptera). Em
termos geograficos, existe um padrao global de distribuicao de biodiversidade que € maior nas
zonas tropicais, diminuindo em direcao aos polos. O Brasil detém de 10% a 20% da diversidade
conhecida; junto com outros 16 paises, abriga cerca de 70% da biodiversidade mundial, forman-
do o chamado territorio de megadiversidade.

O ambiente marinho apresenta potencialmente uma enorme reserva de biodiversidade
que pode ser explorada de maneira sustentavel, como fonte de recursos renovaveis, incluindo
diversos alimentos e produtos naturais. Apesar disso, o esforco empregado para o conheci-
mento dos taxons marinhos tem sido modesto em comparacao ao dedicado ao ambiente ter-
restre, e isso reflete em um conhecimento relativamente menor da diversidade marinha. Os
oceanos cobrem cerca de 70% da superficie do planeta e sao o local de nascimento da vida na
Terra. Segundo as estimativas, o mar apresenta apenas 20% de todas as espécies animais, no
entanto tem representantes de 90% ou mais de todas as classes e filos existentes. Basta lem-
brar que, dos 35 filos animais, s6 um, o filo Onychophora, ndo possui representantes marinhos.

Classificagdes modernas dos seres vivos reconhecem trés dominios: Bacteria (inclui
bactérias e cianobactérias), Archaea (arqueobactérias) e Eukarya. Os organismos eucariontes
incluem os reinos Protista, Plantae, Fungi e Animalia. O ultimo reino domina, sendo composto
por cerca de 73% das espécies ja descritas e cerca de 35,9% dos filos conhecidos. Dentre os
animais, em torno de 97% sao invertebrados. Na realidade, ainda que amplamente utilizado, o
termo”invertebrado”nao pode sertomado como um taxon ou clado verdadeiro, jaque é umgrupo
polifilético que reune organismos que nao possuem nem desenvolvem uma coluna vertebral de-
rivada do notocordio, caracteristica definidora do subfilo Vertebrata; nao ocupa, dessa maneira,
nenhum nivel hierarquico na classificacao. O sucesso e diversificacao dos invertebrados se de-
vem a varios fatores, como: a) seu tamanho reduzido, favorecendo a exploragao de micro-habi-
tats e o compartilhamento de nichos; b) o uso e compartilhamento de diferentes nichos contri-
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buiram para a elevada variedade de formas, habitos e estratégias adaptativas, resultando em
elevada diversidade; c) a antiguidade do grupo, ja que os primeiros invertebrados marinhos
apareceram ha cerca de 600 milhoes de anos, tendo se diversificado e evoluido ao longo deste
tempo; d) elevada biomassa, j& que, em geral, tém tamanho reduzido mas sdo extremamente
numerosos; e)ciclos bioldgicos curtos, acelerando mecanismos adaptativos e evolutivos.

Osinvertebrados constituem um grupo diversificado tanto do ponto de vista taxonémi-
co, quanto ecoldgico. No ambiente marinho estao representados por organismos que habitam
todos os espacgos desse ambiente tridimensional. Essa diversidade de habitats, formas de vida
e taxons contribui para uma grande diversidade guimica e molecular, resultando no elevado
potencial biotecnoldgico dos invertebrados, em especial marinhos.

OS INVERTEBRADOS E O AMBIENTE MARINHO

Aolongo dotempo osinvertebrados desenvolveram varios mecanismos fisicos e quimi-
cos para superar condicdes ambientais severas, incluindo radiacao, salinidade, pressao e ame-
acas de origem bioldgica(predatismo, doengas etc.). Algumas das estratégias de sobrevivéncia
mais complexas podem ser encontradas nos invertebrados marinhos benténicos. Organismos
bentdénicos sdo aqueles intimamente relacionados com o fundo (substrato), dependendo deste
para viver ou apenas para se alimentar e/ou reproduzir. Essa relacao estreita com o substrato
exige o desenvolvimento de adaptacgdes especificas com diferentes fungdes: fixacao, escava-
cao, locomocao, defesa, entre outras.

Esses animais interagem continuamente com um grande nimero de micro e macro-
-organismos e, portanto, precisam se defender de patogenos e predadores, além de competir
pelo espaco, luz e nutrientes. Essa luta torna-se ainda mais dificil para os organismos sésseis
ou fixos, que nao possuem estruturas de defesa aparentes e/ou sao incapazes de se locomover
em busca de condi¢coes mais favoraveis. Para sobreviver, precisam desenvolver a capacidade
de produzir compostos toxicos ou obté-los por meio de associacao com micro-organismos ma-
rinhos. Essas moléculas bioativas correspondem a uma fonte de compostos quimicos Unicos
que podem ser empregados em pesquisas biomédicas, farmacéuticas e biotecnoldgicas, numa
infinidade de aplicacoes, de limites ainda desconhecidos. Em estudos com invertebrados é
bastante frequente encontrar compostos quimicos novos, ja que, de forma geral, esses com-
postos diferem dagueles encontrados em organismos terrestres.

A composicao da comunidade benténica varia de acordo com os diferentes ambientes
e, principalmente, substratos. Em linhas gerais, existem dois grupos de substrato no fundo do
mar: consolidados e inconsolidados. No primeiro grupo, podemos citar os costoes rochosos,
recifes e estruturas artificiais (molhes, estruturas de portos etc.); no segundo, fundos lamosos,
areia e cascalho. Como substratos consolidados sdo raros no ambiente marinho (menos de 2%
do fundo oceanico), as interacdes competitivas tém grande papel na estruturagao das comu-
nidades, muitas vezes com uso de substancias quimicas. Por essa razao, invertebrados ben-
tdnicos de substrato consolidado, como recifes, vém sendo alvos primarios de investigacoes

231



BIOTECNOLOGIA MARINHA

quanto a presenca de compostos bioativos. Os principais grupos encontrados em recifes sao
esponjas, cnidarios, ascidias, briozoarios, equinodermos, moluscos e vermes marinhos (poli-
quetas)(Figura1).

Figura 1. Representantes de grupos invertebrados de maior interesse para estudos biotecnologicos en-
contrados em recifes rasos. A: porifero Amphimedon compressa; B: ascidia colonial (tunicado) Botrylloides
nigrum; C: briozoério (ectoprocto) Bugula neritina; D: gastrépode Conus magus; E: zoantideo (cnidério)
Palythoa caribaeorum; F: octocoral (cnidario) Carijoa riisei. Créditos das imagens: A, E, F: autores; B, C:
(Migotto; Vellutini, 2011); D: Muséum National d'Histoire Naturelle, Paris.

No Brasil, a maior parte das investigacdes em bioprospeccao marinha tem sido feita
com macroalgas, que, por também serem benténicas, tém estratégias similares. Entre os inver-
tebrados marinhos, os poriferos e cnidarios tém apresentado excelentes resultados de produ-
tos ativos. No entanto, um dos maiores problemas nos estudos de bioprospecgao € alacuna no
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conhecimento taxanémico que existe. O levantamento da diversidade amplia as possibilidades
de encontrar novos compostos. Um exemplo disso foi a descricao da esponja Aplysina caissara
Pinheiro & Hajdu, 2001 para o litoral norte do estado de Sao Paulo, da qual foram posteriormente
isolados dois alcaloides de interesse, a caissarina A e caissarina B (Saeki et al., 2002). Ape-
sar disso, 0 conhecimento ainda limitado da biodiversidade continua sendo um grande gargalo
para o desenvolvimento de estudos biotecnoldgicos. Para se ter uma ideia, no Brasil, a fauna
de invertebrados conhecida representa apenas 1a 2% da fauna mundial, apesar da dimensao
continental do pais e dos mais de sete mil quilémetros de costa.

E possivel que a grande quantidade de compostos bioativos produzida por inverte-
brados benténicos esteja diretamente associada a diversidade ecoldgica desses grupos. Re-
presentantes desses filos podem ser encontrados em variados habitats (dgua doce, estuérios,
mares e oceanos; substratos consolidados e inconsolidados; aguas rasas a profundidades
abissais; como epizoicos, entre outros) e podem estabelecer diversas relagdes ecoldgicas,
incluindo associacao com microalgas em seus tecidos. Ha também registro de invertebrados
com grande tolerancia a variagdes do meio, como salinidade, temperatura, quantidade ou pre-
senca de poluentes. Assim, muitas das substancias produzidas podem ter uma fungao na natu-
reza que contribua para a adaptabilidade da espécie. Um exemplo disso é o sistema imune. Em
Cnidaria, esse sistema esta intimamente relacionado com a diversidade de interacoes ecologi-
cas encontradas no filo, como competicao intraespecifica entre alcionaceos, competicao en-
tre linhagens de células dentro de quimeras de hidrozoarios, reconhecimento celular e defesas
quimicas contra micro-organismos baseada na producao de metabolitos secundarios.

Comodito, o avanco dabiotecnologia envolvendo invertebrados marinhos esbarra, atu-
almente, em duas caréncias importantes: pouco conhecimento sobre a diversidade do grupo,
devido principalmente ao reduzido numero de especialistas em alguns taxons; e o isolamento
das areas de estudo. Na maior parte das vezesaprospeccao e o estudo de compostos ativos nao
incluem taxonomistas ou ecologos, dificultando ou impedindo a correta identificacao do taxon
e conhecimento sobre a importancia ecoldgica do composto para 0s organismos em seu am-
biente natural. Ha hoje um esforco para mudar esse cenario a partir do desenvolvimento de es-
tudos mais integrados e interdisciplinares, envolvendo pesquisadores de diferentes areas. Isso
devera gerar, em médio e longo prazo, um grande avanco no campo da biotecnologia marinha.

ACESSANDO A BIODIVERSIDADE

Paraacessartodaessadiversidade biologica, primeiramente é necessario terumaideia
clarasobre qual o objetivo do estudo a ser realizado. A sele¢cao de métodos especificos para co-
leta, preservacao e analise do material vai depender do tipo e da finalidade da amostra, que va-
riam conforme o carater da pesquisa (taxondmico, ecoldgico ou biotecnolégico). E importante
ressaltar que toda coleta de material biologico necessita de autorizacao prévia dos 6érgaos com-
petentes. Namaioriados casos, asolicitacao de autorizacao de coleta é feita por meio do Sisbio,
um sistema de atendimento a distancia, online, ligado ao Instituto Chico Mendes de Conserva-
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¢ao da Biodiversidade (ICMBio). Em casos especificos de Unidades de Conservagao, podem ser
necessarias outras autorizacdes de 6rgaos estaduais ou municipais gestores da Unidade.

Os estudos de prospeccao de bioprodutos sao normalmente destrutivos, ou seja, de-
mandam a desintegracao parcial ou total do organismo estudado, seja na fase de coleta ou de
extracao de compostos. No entanto, sabendo-se que toda prospeccao biotecnoldgica exige
uma fundamentacao taxonémica solida, é necessario que espécimes sejam obtidos, etique-
tados e preservados de maneira que sua identificacao seja viavel. Por isso, recomenda-se a
coleta em paralelo de exemplares especificamente para fins taxondmicos.

Os estudos taxondmicos sao aqueles voltados para o conhecimento da biodiversidade.
Na taxonomia tradicional, organismos inteiros ou estruturas especificas destes sao coletados
para analise de caracteres morfoldgicos e anatémicos importantes na identificacao das espeé-
cies. Entretanto, varios grupos de invertebrados marinhos, como Cnidaria, apresentam uma
taxonomia complexa e controversa, devido a presenca de espécies cripticas, alta plasticidade
morfoldgica, agrupamentos parafiléticos, entre outros. Com o melhoramento de técnicas vol-
tadas para Genética e Biologia Molecular, os estudos de biodiversidade ganharam uma nova fer-
ramenta: a Taxonomia Molecular. Nessa abordagem, as amostras sao coletadas com o objetivo
de extrair os diversos tipos de moléculas de DNA, RNA e proteinas para estudos tanto voltados
aidentificacao quanto a filogenia dos grupos.

Além da identificacao de uma espécie ou de um grupo de espécies em particular, algu-
mas abordagens metodoldgicas envolvem também a obtengao de material para estudos eco-
logicos, com a finalidade de conhecer a macro e microbiota associadas, o que permite, entre
outras coisas, determinar os varios niveis de interacoes ecoldgicas entre eles e desenvolver
técnicas para o monitoramento ambiental.

Dentre essas interacoes ecologicas, encontram-se aquelas mediadas por moléculas
que podem tanto pertencer ao grupo de metabodlitos primarios (essenciais a vida, como amino-
acidos, acidos nucleicos, lipideos, carboidratos)ou secundéarios(envolvidos na interagdo/adap-
tacao de algumas espécies, a exemplo de terpenos, alcaloides, esteroides, peptideos ciclicos,
toxinas, pigmentos). Essas moléculas tém sido objetos de estudos de carater biotecnologico e
industrial, com destaque para a Farmacologia.

Como mencionado anteriormente, a maioria dos invertebrados marinhos de interesse
biotecnoldgico sao benténicos e compreendem grupos solitarios ou coloniais que podem viver
nos mais variados substratos(consolidados ou inconsolidados) e em diferentes profundidades.
Assim, as ferramentas e métodos empregados para obtencao de material bioldgico dependerao
do ambiente, do tipo de organismo, bem como da textura e composicao de seus tecidos, alem
do tipo das moléculas a serem investigadas, levando-se em consideracao suas propriedades e
concentracgoes nos diversos tecidos (ANA/CETESB, 2011).

Em linhas gerais, para qualquer que seja a aplicagao do estudo realizado, deve-se sem-
pre obter amostras destinadas a identificacao das espécies e ao depdsito em colecao de refe-
réncia. Assim, o procedimento em campo envolve as seguintes etapas: 1) visita- piloto ou con-
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sulta a literatura ou a especialistas para escolha do local e definicao dos métodos de amos-
tragem; 2) escolha do método de amostragem baseada no tipo de organismos (coleta direcio-
nada a um ou poucos grupos ou coleta de prospecc¢ao direcionada ao maior numero de taxons
possivel), tipo de fundo (consolidado ou n&o), localidade (tipo de acesso, profundidade etc.); 3)
fotografia do local de coleta e dos organismos in situ ou logo apos a coleta; 4) coleta dos orga-
nismos ou parte deles(organismos coloniais) destinados a taxonomia do grupo 5) coleta dos or-
ganismos, ou parte deles, destinados aos estudos biotecnoldgicos; 8) preservagao (acondicio-
namento e fixagdo) do material de acordo com o taxon e objetivos do estudo; 7)identificacédo de
todas as amostras com informacoes do local e data da coleta, tipo de ambiente, profundidade
e tipo de fixador utilizado. A identificacao das amostras deve ser feita com etiquetas de papel
vegetal escritas com caneta nanquim ou lapis e colocadas no interior dos frascos contendo os
exemplares. Sempre que possivel, todas as informacoes sobre o local de coleta e a ecologia dos
organismos devem ser anotadas em caderno de campo.

Apds a coleta, o material deve ser acondicionado em sacos ou potes plasticos, etique-
tados e fixados, de acordo com o protocolo taxonémico para cada grupo (Tabela 1) ou aplica-
bilidade biotecnoldgica (Tabela 2). Embora os protocolos variem, os fixadores mais utilizados
sao: formaldeido comumente diluido em &gua do mar (4% ou 10%) e etanol 70%. Organismos
destinados a analises moleculares ou outras aplicacdes biotecnoldgicas devem ser fixados e
conservados apenas em etanol 96% ou absoluto, jamais em formaldeido, pois pode ocorrer a
degradacao da molécula de DNA. Concentractes mais baixas de etanol também devem ser evi-
tadas por possuir muita 4gua em sua composicao, que também contribuiria para a degradacao
do material em longo prazo.

Uma alternativa de preservacao que permite a utilizacao das amostras para multiplas
finalidades € o congelamento, seja em freezers comuns (amostras para analises moleculares
em geral) ou em nitrogénio liquido, no qual todas as propriedades estruturais da amostra sdo
mantidas devido ao rapido congelamento. Vale lembrar que mesmo fixado em etanol, o DNA das
amostras sofre uma pequena degradacao, sendo esse processo minimizado pela manutencao
das mesmas sob congelamento.

QOutro ponto importante para a conservagao das amostras € a vedacao do recipiente
e o local de armazenamento delas. O recipiente onde serao acondicionadas as amostras deve
apresentar bom isolamento, uma vez que a maioria dos fixadores ou sao volateis ou sofrem
degradacao/oxidacao com o passar do tempo. As amostras e suas partes ou produtos devem
manter sempre a etiqueta com os dados de coleta e, apds a identificacao, o nome do taxon.

Emalguns grupos, como as esponjas, a coloracao € uma caracteristicaimportante para
aidentificacao das espécies. Por essarazao, recomenda-se a obtencao de fotografias antes do
processo de fixacdo. Em outros grupos, a anestesia prévia a fixagado (com cloreto de magnésio
ou mentol) pode ser utilizada para garantir a completa distensdo do animal no processo de fixa-
cao, facilitando a observacao de estruturas importantes para a taxonomia do grupo.

Toda espécie estudada deve estar devidamente representada em alguma colecao
cientifica atraves de espécimes-testemunho ou vouchers, com seus respectivos dados de cole-
ta(localidade georreferenciada e profundidade, no minimo). A durabilidade e a fixagdo adequa-
da dos vouchers devem ser asseguradas, primeiramente, pelo coletor e, posteriormente, pela
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Tabela 1. Procedimentos para fixagao e preservacao com fins taxondmicos dos principais grupos de in-
vertebrados marinhos com potencial biotecnologico.

FIXACAO

ORGANISMO FINALIDADE PRESERVAGAO OBSERVAGOES

Esponjas marinhas

Morfologia;
Voucher

Etanol 70% ou
96%

Etanol 70% ou 96%

Esponjas podem ser congela-
das, apos a coleta, para manter
a coloracao dos especimes.

Morfologia;

Formol salino

Recomenda-se anestesiar

o Formol 4% amostras com cloreto de mag-
Voucher 10% e L
Zoantideos, nesio 7% antes da fixagao.
anémonas do mar Etanol 70% -
Histologia 96% ou fixador | Etanol 70% ou 96% —_—
histologico
Etanol 70% - . . )
Morfologia; 96% ou Esqueleto limpo em hipoclorito
_ Voucher ' formaldeido Etanol 70% ou 96% de sodio e seco(sol ou estufa) é
Corais(Scler- 5% suficiente para identificagao.
actinia) °
Histologia ggrraa\dado Formaldeido 5% e

Corais moles,
gorgbnias

Morfologia;
Voucher

Etanol 70% ou
96%

Etanol 70% ou 96%

Exemplares secos ao sol ou
estufa também sao Uteis para
identificacao.

Briozoarios

Morfologia;
Voucher

Formol 5% ou
etanol 70%

Formol 5% ou etanol 70%
-96%

Pode ser removido com parte
do substrato. Em caso de
colonias grandes, um fragmen-
to é suficiente. A colonia deve
ser fotografada.

Poliquetas

Morfologia;
Voucher

Etanol 70%

Etanol 70% ou 96%

Deve-se manter o animal im-
obilizado, com alfinetes. Fixar
somente apds a expansao da
proboscide.

Sanguessuga

Morfologia;
Voucher

Etanol 70% ou
formol 10%

Etanol 70% ou formol 5%

Moluscos

Morfologia;
Voucher

Etanol 70% ou
96%

Etanol 70% ou 96 %

Pode ser anestesiado com
mentol.

Pepinos-do-mar

Morfologia;
Voucher

Etanol 70%

Etanol 70%

Antes de fixar, deixar o animal
expandir a coroa de tentaculos.

N
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ORGANISMO FINALIDADE FIXAGAO PRESERVAGAO OBSERVAGOES

Recomenda-se cuidado, pois

Morfologia; Etanol 70% ou B o - i
Voucher 96% Etanol 70% ou 96% greasrieg\me pode desmem

Pode-se retirar parte do
substrato junto com a amostra.
Recomenda-se anestesiar
Etanol 70% ou 96% espécimes com mentol por uma
noite, pois exemplares muito
contraidos dificultam identifi-
cagao.

Serpentes-do-mar

Marfologia; Formaldeido

Ascidias Voucher 5%

Fonte: Adaptada de Haussermann (2009)

Tabela 2. Procedimentos de fixacdo/preservagao de invertebrados marinhos para diferentes finalidades
biotecnoldgicas.

FINALIDADE FIXACAO/PRESERVACAO

Produtos naturais Transporte em banho de gelo, congelamento em nitrogénio liquido ou armazena-
mento em etanol. 0 método de armazenamento das moléculas extraidas deve ser
selecionado de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas do produto final.

DNA Congelamento em nitrogénio liquido, armazenamento em solugao estabilizadora
de DNA ou manutengao em banho de gelo(por até 24h apos a coleta). As molécu-
las extraidas podem ser armazenadas em temperaturas inferiores a -20°C.

RNA Congelamento em nitrogénio liguido, armazenamento em solugao estabilizadora
de RNA ou manutengdo em banho de gelo (por até Th apos a coleta). As moléculas
extraidas devem ser armazenadas em temperaturas inferiores a -70°C.

Proteinas Congelamento em nitrogénio liguido ou armazenamento em solugdes contendo
substancias estabilizadoras de proteinas para transporte em banho de gelo. As
moléculas extraidas podem ser armazenadas por até 24h a 4°C ou por congela-
mento de aliquotas em temperaturas inferiores a -20°C apos adigao de solugao
de glicerol 50% (concentragao final).

Microbiota associada Transporte em banho de gelo e manutencao sob refrigeracdo (4°C). As amostras
devem ser processadas em até 24h para evitar perda de viabilidade celular.

Macrobiota associada Processar amostras conforme descrito na Tabela 1.

curadoria do respectivo museu ou colecao, que tambéem deve garantir o acesso publico ao ma-
terial. E papel do pesquisador optar por instituicdes que facilitem empréstimos ou visitas para
consulta, no minimo, em nivel nacional.

3.1.1MATERIAL PARA ESTUDOS TAXONOMICOS E ECOLOGICOS

Em estudos envolvendo o levantamento faunistico de uma determinada regiao, é co-
mum a utilizagao de meétodos ndo seletivos ou indiretos, comuns em investigacoes oceanogra-
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ficas em geral, os quais permitem a coleta de grande quantidade de organismos. Esse proce-
dimento serve tanto para conhecer a diversidade biologica de determinado local quanto para
estudos amplosiniciais de bioprospeccao. Em fundos inconsolidados, as ferramentas mais uti-
lizadas sdo o box-corer, draga de Van Veen (Figura 2) e rede de arrasto (Figura 3C). Esses equi-
pamentos sao normalmente langados a partir de uma embarcacao em areas costeiras rasas ou
no mar profundo. Em fundos duros como recifes e costdes, a coleta nao seletiva pode ser feita
por raspagem, coleta manual ou ainda air-lift, um sistema de sucgao com bomba de vacuo liga-
da a um tubo e um saco de nylon, usado em costdes com grande cobertura algalica. A escolha
adequada dos instrumentos, baseada em estudos-pilotos prévios, € essencial. Uma ferramenta
de coleta em fundos lamosos - um box-corer, por exemplo - seria pouco util e facilmente dani-
ficada em um recife de coral.

Box Corer Draga Van Veen

Figura 2. Exemplos de ferramentas de amostragem “indireta” utilizadas em pesquisas oceanograficas. As
amostras obtidas sdo constantemente utilizadas em estudos bioldgicos, uma vez que a fauna acompa-
nhante (meiofauna e macrofauna) é indicadora do tipo de comunidade e ambiente. CAmeras podem ser
acopladas em ambos 0s casos.

Uma desvantagem associada a métodos pouco seletivos, como o arrasto de fundo, é
0 impacto causado no ambiente amostrado. Embora essas técnicas ainda sejam usadas, de-
vem ser evitadas, uma vez que sao destrutivas e nao garantem que 0s organismos de interesse
serdo obtidos. Além disso, muitas vezes a coleta danifica o organismo, dificultando sua poste-
rior identificacao. Invertebrados com crescimento modular, como corais, ascidias, esponjas e
briozoarios, tém a grande vantagem de poderem ser identificados, na maioria das espécies,
com base em fragmentos, desde que preservado certo numero de modulos. Isso também é
importante do ponto de vista ecologico e de preservacao das espécies, porque permite a coleta
de material sem comprometer o animal como um todo, uma vez que as col6nias tendem a re-
generar as partes perdidas. Em corais coloniais, por exemplo, alguns coralitos sao suficientes
para distinguir espécies. Para outros organismos como esponjas e gorgdnias, a identificagao
pode ser realizada mesmo com moédulos danificados, uma vez que é baseada na analise de mi-
croestruturas esqueléticas.
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Em pesquisas que contemplem estudos taxondémicos e ecolégicos de um organismo
ou grupo especifico, apenas técnicas que assegurem a visualizacao prévia do espécime tém
alguma garantia de sucesso. Sao métodos diretos que reduzem drasticamente impactos des-
necessarios ao ambiente. O custo e a viabilidade desse tipo de coleta em muito dependem da
profundidade em que o organismo ocorre e da dificuldade em remové-lo do substrato. Inde-
pendentemente da profundidade, a coleta é geralmente manual, com uso de ferramentas para
raspagem ou remogao do organismo do substrato (espatula, martelo e ponteira, alicates, fer-
ramentas de succao etc.). E importante também o uso de luvas, tanto para evitar irritacdes
e alergias provocadas por estruturas fisicas ou metabolitos de alguns organismos marinhos,
como para evitar a contaminacao do material.

Em ambientes muito rasos (até 2m, em média) como ocorre na maioria dos recifes, a
busca ativa por meio de mergulho livre (apneia) é a mais indicada, ja que diminui a necessidade
de aparatos, assim como exclui varios dos riscos associados a mergulho com gases. Em maio-
res profundidades, até 40m (mergulho recreacional ou auténomo), € necessario o uso de um
aparelho de respiragao subaquatica auténomo ou SCUBA (self-contained underwater breathing
apparatus), que apresenta duas principais desvantagens: limitacdo de profundidade e tempo
de fundo. Ainda que o mergulho tenha sido aperfeicoado em termos de maior autonomia e se-
guranca por dispositivos como rebreathers e misturas gasosas como nitrox e trimix, o fator
risco € limitante e precisa ser evitado. Porisso, o uso de submersiveis tripulados e veiculos ope-
rados remotamente (ROVs - remotely operated underwater vehicles)(Figura 3 A,B) tem crescido
nas Ultimas décadas. Além de nao incluirem os riscos diretamente associados ao mergulho,
também nao sao tao limitados pelo tempo de fundo. Entretanto, o custo operacional e de aqui-
sicao desses equipamentos acaba restringindo seu uso a regides e instituicoes de maior poder
aquisitivo. Uma das vantagens dos ROVs ¢ o registro dos organismos em seu habitat em tempo
real. Namaioria dos casos, a documentacao in situ € essencial, ndo somente pelo aspecto taxo-
némico, mas também ecoldgico. Nesse sentido, registros fotograficos, filmagens e anotacoes
de campo sao ferramentas importantissimas, ja que muitas informacdes podem se perder com
a fixacao do organismo e sua retirada do contexto ecologico. Algumas espécies de poriferos e
corais negros, por exemplo, tém sua identificagcdo baseada em aspectos de suas coldnias vivas.
Assim, mesmo em coletas por meios indiretos, recomenda-se fotografar os espécimes assim
gue possivel.

Um aspecto que deve ser levado em conta nos metodos diretos é que, como muitos
micro-organismos vivem associados a invertebrados, recomenda-se, sempre que possivel, en-
volver o animal em saco plastico antes de sua remocao do substrato. Isso também evita que
organismos como zoantideos e esponjas liberem toxinas nocivas ou outros compostos alelo-
paticos quando injuriados. Em algumas situacoes, o substrato sobre o qual o organismo se fixa
tambem deve ser coletado.

Parainvestigagdesde caraterecologico, asamostrasdestinadasaoestudodamicrobio-
taassociada(simbiontes ou patégenos)devem ser armazenadas em gelo paratransporte e man-
tidassobrefrigeracao. Recomenda-seatriagemdasamostrasematé 24 horasapdsacoletapara
evitar a perda de viabilidade das células. Amostras destinadas ao conhecimento da macrofauna
associadadevem ser processadas damesmaforma que aquelas parafinstaxonémicos(Tabelal).
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Figura 3. Comparagao entre métodos de coleta seletiva (direta: A, B) e generalista (indireta: C) em mar
profundo. A: Veiculo operado remotamente (ROV) Hercules coletando corais em mar profundo; B: garra do
ROV depositando espécimes em caixas coletoras; C: rede de arrasto de fundo com material recém-cole-
tado. Créditos das imagens: A, B: NOAA Ocean Explorer; C: Laura Schejter - INIDEP

3.1.2 MATERIAL PARA ESTUDOS BIOTECNOLOGICOS

De modo semelhante ao realizado em estudos taxonémicos e ecol6gicos, a obtengao
de material bioldgico destinado a investigacao de produtos naturais resultantes do metabolis-
mo de invertebrados marinhos deve priorizar o uso de meétodos diretos, objetivando-se a coleta
do organismo como um todo ou apenas de estruturas ou tecidos em que sao produzidas as
moléculas de interesse. Na preservacao de organismos para fins biotecnologicos, o ideal € que
sejam conservados fragmentos de individuos diferentes, a fim de representar a variabilidade
amostrada. No caso de organismos coloniais, recomenda-se lavar o material em agua destilada
antes da fixacao e congelamento para retirar possiveis simbiontes.

Para estudos moleculares, as amostras devem ser coletadas de modo a preservar a
integridade do DNA ou RNA, levando-se em consideracao que a estabilidade dessas moléculas
variade acordo com o tipo de tecido estudado. Idealmente, as amostras de tecido ou secrecoes
devem ser picotadas e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido ou adicionadasem uma
solugdo comercial de preservagao de acidos nucleicos como RNAlater™(Invitrogen)para estabi-
lizagdo e armazenamento de RNA ou Xpedition™(Zymo Research)paralise celular e estabilizagéo
de DNA, que garantemaestabilidade das moléculas em temperaturaambiente sem necessidade
de refrigeracao. Deve-se observar que essas solucoes de preservacao nao sao adequadas para
fixacao de material destinado aanalises histologicas, devendo este ser coletado a parte. Quando
o0 emprego dos métodos mencionados nao for possivel, recomenda-se que as amostras sejam
mantidas em banho de gelo para transporte até o laboratério. E importante destacar que todo o
materialutilizado estejalimpo, estéril paraevitaracontaminacdo cruzada(sobretudoemanalises
de metagenomica)e livre de nucleases(enzimas que degradam material genético), sendo esses
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procedimentos criticos principalmente para estudos com transcritos de RNA que sdao mais fa-
cilmente degradados por serem fita simples. Também se faz necessario o uso de luvas para
evitar degradacao das moléculas pelas nucleases presentes nas maos.

Para a extracao de DNA, a amostra deve ser macerada preferencialmente em nitrogé-
nio liguido e processada em até 24 horas. Devido & sua conformagao em dupla fita, o DNA de
amostras transportadas em banho de gelo permanece estavel nos tecidos por até 24 horas sob
refrigeracdo ou por duas semanas a -20°C. As etapas de extracdo de material genético podem
ser entao realizadas por técnicas in house ou por uso de sistemas comerciais disponiveis para
uma variedade de tecidos distintos. 0 DNA isolado deve ser entdao armazenado em presenca de
tampao (ex. tris-EDTA) em temperaturas inferiores a 0°C para evitar degradacdo por acgéo de
desoxirribonucleases (DNAses).

Como as moléculas de RNA sdo mais passiveis de degradagao por ribonucleases (RNA-
ses), recomenda-se que os tecidos transportados em gelo sejam congelados, adicionados em
solugao estabilizadora ou processados em até uma hora apos a coleta. Em caso de congela-
mento, o material deve ser descongelado diretamente na solucao de lise para evitar degrada-
¢do. Uma vez isolado, o RNA deve ser armazenado em temperaturas inferiores a -70°C, prefe-
rencialmente em etanol, para evitar a acao das nucleases.

A grande vantagem de estudos moleculares € a obtencao de resultados precisos a par-
tir de uma pequena quantidade de amostra. Em geral, estipula-se que cerca de 1-2g de tecido
sejam suficientes para a obtengao do material genético, mas a quantidade ideal vai depender
de fatores como o tipo de tecido e a quantidade de nucleos presentes(MELO et al., 2010). Genes
e fragmentos de ONA e RNA, mesmo que presentes em peguenas concentragoes, podem ser
amplificados por técnicas convencionais de reagoes em cadeia de polimerase (PCR). Os produ-
tos amplificados (amplicons) sdo entao submetidos ao sequenciamento de bases nitrogenadas
para identificacao de espécies ou de genes ou ainda de vias metabdlicas, a partir de compara-
¢cao com sequéncias depositadas em bancos de dados, a exemplo do GenBank, mantido pelo
NCBI (National Center for Biotechnology Information). Para o estudo de genomas (conjunto de
todos os genes presentes no organismo) ou de transcriptomas (conjunto de transcritos, molé-
culas de RNAm que refletem os genes que estavam sendo expressos no momento da coleta), o
material genético extraido pode ser digerido com enzimas e diretamente clonado em vetores
para a construgdo de bibliotecas gendmicas ou de DNA complementar (cDNA, sintetizado utili-
zando sequéncias de RNAmM como molde), permitindo conhecer os tipos de moléculas sinteti-
zadas pelos organismos, vinculadas ao metabolismo normal ou associadas a uma condicao de
estresse.

Nos estudos envolvendo proteinas, as etapas para obtengao de material bioldgico sao
constituidas por: colecao do espécime, estabilizacao do material e posterior extracao da popu-
lacao de proteinas relevante ao proposito da pesquisa. Umavez que ha grande heterogeneidade
fisica e quimica tanto das proteinas quanto dos tecidos dos quais sao originadas, ndo existe um
método Unico para a obtencao desse material, sendo necessarios ajustes de acordo com o tipo
de amostra, o proposito analitico e a técnica empregada (GE Healthcare Life Sciences, 2014).

Inicialmente, amostras de tecido ou de fluidos corporais sao coletadas observando-se
as mesmas condicoes descritas para amostras de DNA/RNA. Para asseqgurar sua integridade, o
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material deve ser imediatamente congelado em nitrogénio liquido. Em seguida, as amostras
devem ser submetidas ao processo de ruptura celular (para tecidos), preferencialmente uti-
lizando nitrogénio liquido, com posterior extracao por uso de tampoes de lise acrescidos de
fatores estabilizadores para protecao das proteinas contra hidrolise enzimatica, oxidagao ou
mudancga conformacional (desnaturagdo). Uma vez extraidas, as proteinas sao solubilizadas em
tampodes adequados, clarificadas por filtracao ou centrifugacao e posteriormente submetidas
a procedimentos de quantificacao.

Todas as etapas do processamento das amostras devem ser realizadas rapidamente e
em gelo para evitar degradacao do material. Uma vez isoladas, as proteinas podem ser arma-
zenadas por diferentes meétodos, de acordo com a estabilidade, tempo e aplicacao da amostra.
A maioria das proteinas pode ser armazenada a 4°C por até 24 horas. Acima desse periodo,
recomenda-se a distribuicdo das amostras em aliquotas e seu congelamento a -20°C. Nessa
temperatura, deve ser adicionada uma solucao de glicerol 50% (concentragao final) para evitar
0 congelamento da amostra. Em temperaturas inferiores, o uso da solucao crioprotetora nao é
necessario, mas pode ajudar na manutencao de sua estabilidade.

Os produtos naturais decorrentes do metabolismo secundario de invertebrados mari-
nhos geralmente sao produzidos em pequenas quantidades, mas apresentando alta atividade
bioldgica, provavelmente como uma forma adaptativa de superar a diluicao das moléculas na
agua do mar. Devido a baixa concentracao das moléculas, estudos dessa natureza requerem
grande quantidade de amostra para obtencao de quantidades satisfatorias de extratos. Esse
problema ¢ ainda mais evidente em organismos como ctendforos, alguns cnidarios e esponjas,
anelideos e moluscos em que ou a maior parte do corpo é formada por agua, ou sao formados
em sua maioria por estruturas rigidas que nao sao aproveitadas ou ainda apresentam tamanho
diminuto. Nao existe uma quantidade minima 6tima para coleta de tecido que se aplique a to-
dos os grupos. E necessério realizar testes-pilotos para calculo do rendimento especifico para
cada molécula em cada organismo estudado.

Uma vez coletadas, as amostras podem ser preservadas em etanol ou submetidas a
congelamento ou processos de secagem em estufa. Para cada caso, devem ser observadas as
caracteristicas das moléculas de interesse para determinacao das temperaturas de seguranca,
fotossensibilidade, volatilidade etc. A remocao da agua das amostras € uma etapa importante
principalmente em processos de extracao por solventes organicos de baixa polaridade. Apos
maceracao dos tecidos para aumentar a superficie de contato, as amostras sao embebidas nos
solventes selecionados, por um periodo que pode variar de horas a dias, em condicoes de tem-
peratura e agitacao especificas para o grupo de moléculas que se deseja estudar. Os extratos
brutos sao inicialmente recuperados por filtragcdo para remocao da biomassa e posteriormente
concentrados por processos como evaporacao sob pressao reduzida, liofilizagdo, secagem em
estufa de circulacao etc. Em seguida, os principios ativos podem ser purificados por técnicas
cromatograficas e submetidos aos processos de elucidacéo estrutural. E importante lembrar
que bioensaios para monitoramento da atividade bioldgica devem ser realizados durante todo
o processo de obtencao e purificacao de moléculas bioativas. 0 armazenamento das moléculas
extraidas deve levar em consideracao as caracteristicas fisico-quimicas de cada metabolito.
Dessa forma, podem ser mantidos congelados, sob refrigeracao ou a temperatura ambiente,
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muitas vezes longe de umidade e ao abrigo da luz.

Uma questao importante a ser considerada na escolha dos taxons, tecidos, épocas e
locais de coleta é o fato de que os metabdlitos podem variar entre diferentes populagdes de
uma mesma especie ou ainda dentro de um mesmo organismo. No primeiro caso, a expressao
de certas moléculas pode sofrer influéncia de fatores externos, podendo ser, por exemplo, es-
timulada pela presenca de predadores, como feromdénios de alarme, ou por condi¢coes ambien-
tais de estresse, como as proteinas de choque térmico. Além disso, a sintese total ou parcial de
certas moléculas pode ser realizada por micro-organismos associados e encontrados em am-
bientes especificos. Dessa forma, populacoes de localidades geogréaficas distintas podem ser
desprovidas de tais micro-organismos, consequentemente nao apresentando as moléculas em
seus tecidos. E o que ocorre, por exemplo, em populacées do cnidario Palythoa caribaeorum.
Naregiao do Caribe, esse zoantideo é conhecido por apresentar uma das toxinas mais potentes
do ambiente marinho, a palitoxina, cuja sintese foi posteriormente tambem atribuida a um di-
noflagelado toxico do género Ostreopsis(Taniyama et al., 2003). Populagdes da mesma espécie
do cnidario sao encontradas ao longo de toda a costa do Brasil, porém em varias praias esses
organismos nao apresentam nenhum grau de toxicidade, o que sugere a auséncia do dinofla-
gelado(Melo et al., 2012; Soares et al., 2008). No segundo caso, o conjunto de metabdlitos pode
variar por influéncia de fatores internos, a exemplo de moléculas presentes apenas em fases
especificas de desenvolvimento, como os esteroides sexuais liberados por corais para sincro-
niareprodutiva(Tarrant; Atkinson; Atkinson, 2004). Assim, a quantidade e o tipo de metabolitos
podem variar dependendo da localidade, das condi¢coes do ambiente, do periodo de coleta e até
mesmo do método empregado. Isto ressalta aimportancia ndo apenas de intensificar as amos-
tragens, mas também de relatar todos os dados sobre a coleta em publicagdes relacionadas
aquele taxon.

BIOTECNOLOGIA DE INVERTEBRADOS MARINHOS

A biotecnologia marinha pode ser definida como a aplicacao industrial de recursos na-
turais marinhos, englobando o uso de animais vivos, de seu material genético ou de moléculas
por eles sintetizadas, bem como o desenvolvimento de técnicas biol6gicas com base na obser-
vacdo de processos naturais. E uma area multidisciplinar, reunindo bases biolégicas, quimicas
e da engenharia para a descoberta de novas drogas, remediacao e monitoramento ambiental,
avanco de técnicas para garantir a seguranca e o fornecimento de alimentos de origem mari-
nha, bem como o desenvolvimento de novos recursos e processos industriais, entre outros. Ex-
tratos para a industria de cosmeéticos, nutracéuticos e substancias anti-incrustantes também
sao exemplos de utilizacao de produtos isolados de organismos marinhos.

Ao longo da historia, os principais usos dos recursos marinhos estiveram sempre re-
lacionados as atividades pesqueiras, de exploracao de 6leo e gas, maricultura, turismo e lazer.
No entanto, outros recursos cujo potencial € muito promissor incluem a exploragcao mineral em
aguas profundas e a utilizacao racional da biodiversidade marinha com fins biotecnoldgicos

243



BIOTECNOLOGIA MARINHA

(bioprospeccgédo). As formas de explorar legalmente a biodiversidade marinha, com principal
foco na busca de recursos genéticos, bioquimicos e quimicos para fins industriais comegaram
a ganhar interesse em varios locais do planeta.

Os estudos biotecnolégicos envolvendo organismos marinhos sao muito mais recentes
que aquelesrealizados com plantas em ambiente terrestre. A principal razao disso ¢ a dificulda-
de de acesso ao ambiente marinho, em especial 0 oceanico, e 0 conhecimento escasso que ti
nhamos desse ambiente, décadas atras. Alem disso, a dificuldade em trabalhar com moléculas
bastante complexas e 0 pouco uso de organismos marinhos na medicina tradicional ocidental
impediam a obtencao de informacoes empiricas de populacoes tradicionais para direcionar 0s
estudos, como ocorre com plantas. O desenvolvimento e popularizacao do mergulho auténomo
e 0 aumento de programas focados na descricao da diversidade taxondmica de mares e ocea-
nos permitiram um impulso nos estudos a partir de 1950. A esses fatos somou-se o desenvolvi-
mento de metodologias capazes de desvendar a estrutura de moléculas bem mais complexas.
Apesar das dificuldades narealizacao de estudos com biotecnologia marinha, diversos dados ja
obtidos demonstram o potencial de uso dos invertebrados marinhos. Na Tabela 3 sao apresen-
tados exemplos de alguns dos principais produtos ou aplicacao de organismos pertencentes a
diversos grupos taxonémicos.

A busca por novos farmacos representa uma das linhas mais promissoras dentro da
biotecnologia marinha. Devido as pressdes ambientais ja discutidas anteriormente, as mole-
culas produzidas por esses organismos sao muito diferentes daquelas oriundas do ambiente
terrestre, e, dessa forma, constituem uma fonte de possiveis novas classes de medicamentos.

A farmacologia marinha deu seus primeiros passos com a busca por substancias de-
tentoras de atividade bioldgica, principalmente focada na atividade antitumoral. Um dos pio-
neiros foi o Professor Werner Bergmann, da Universidade de Yale (EUA), que na década de 50
isolou os nucleosideos espongouridina e espongotimidina da esponja Tectitethya crypta com
atividade antitumoral e antiviral, e que serviram posteriormente de modelo para o desenvolvi-
mento de inumeros antivirais como 0 AZT, remeédio basico no tratamento da AIDS. A farmacolo-
gia marinha levou varios anos para o seu desenvolvimento e no ano 2011 se estimava que 21.800
produtos ja tivessem sido pesquisados. Blunt e colaboradores (2010), em uma reviséo sobre
produtos naturais de origem marinha, relacionam mais de 1000 moléculas isoladas apenas no
ano de 2008 em todo 0 mundo, publicadas em 371 artigos internacionais. Esse numero signifi-
cou um aumento de mais de 11% do numero de moléculas conhecidas em 2007, o que revela o
grande desenvolvimento da area(Brasil, 2010), mas ainda corresponde a umainfima parcela dos
produtos naturais produzidos por organismos marinhos. Nesse contexto, o bentos comporta
um arsenal de novas substancias que sao utilizadas para sua defesa quimica e para sobrevivén-
cia em um meio muito exigente e competitivo, particularmente para os organismos sésseis.

A producao em larga escala de compostos bioativos sempre foi um desafio na historia
dos produtos naturais de invertebrados marinhos, desacelerando e impedindo, muitas vezes,
a sua entrada no mercado farmacéutico. Apesar do enorme potencial econémico, a escassa
guantidade em gue os compostos aparecem nos organismos obrigaram 0s pesquisadores a
desenvolver estratégias e métodos de producao para poder assegurar o fornecimento de maté-
ria-prima durante o processo de desenvolvimento e comercializacao do farmaco, sem impactar
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Tabela 3. Exemplos de alguns dos produtos obtidos de invertebrados marinhos nos diferentes campos de

aplicacao.

ATIVIDADE

ORGANISMO

BIOPRODUTO

Citotoxica

Cnidaria(Octocor-
allia)

Carijoariisei

Esteroides polioxigenados
esterol glicosideos

Almeida et al.(2014)

Porifera

Pachychalina alca-
loidifera

Ingenamina G e ciclostelet-
aminas G-1, K, e L (pseudoal-
caloides)

De Oliveira et al.
(2004)

Plakortis angulospic-
ulatus

Plakortenone e Plakortide
(policetideos)

Kossuga et al.(2008)

Tunicata(Ascid-
jacea)

Cystodytes dellechia-
jei

Sebastianinas (alcaloides)

Torres et al.(2002)

Antimicrobiana

Cnidaria(Octocor-
allia)

Leptogorgia setacea

Homarina(alcaloide)

Almeida et al.(2014)

Porifera

Aplysina fistularis

Dibromotirosina

Tymiak; Rinehart
(1981)

Aplysina caissara

CaissarinaA, BeC

Saeki et al.(2002)

Cnidaria(Octocor-
allia)

Plexaura homomalla

Prostaglandinas

Light; Samublsson
(1972)

Anti-in-
flamatoria . Keyzers;
Porifera Dysidea avara é:ag;loe) Avarone sesquit Davies-Coleman
P (2008)
g‘ra;d)ar|a(0ctocorf Clavularia viridis Prostanoides halogenados Shenet al.(2004)
An't\prollferf Cn.\darla(Hexacorf Antipathes dichoto- Esteéril hexadecanoatos Alarif et al. (2013)
ativa allia) ma
L . Amathaspiramidas (alca- Shimokawa et al.
Bryozoa Amathia wilsoni loides) (2016)
AntrLeish- Cnidaria(Octocor- Carijoa riisei Punaglandinas e pregnamas | Almeida et al. (2014)
mania allia)
Antimalaria Cnidaria(Octocor- Pseudopterogorgia Bielschowskysinas (diter- Mayer et al. (2007)

allia)

kallos

penos)

Antitubercu-
lose

Cnidaria(Octocor-
allia)

Pseudopterogorgia
elisabethae

Homopseudopteroxazoles
(alcaloide)

Mayer et al. (2007)

Antifungica

Cnidaria(Hexacor-
allia)

Palythoa caribae-
orum
Protopalythoa
variabilis
Zoanthus sociatus

Enzimas esterases

Pagani et al.(2016)

Antileucémica

Cnidaria(Octocor-
allia)

Clavularia viridis

Prostanoides halogenados

Shen et al.(2004)

Antiviral

Porifera

Tectitethya crypta

Espongotimidina e espong-
ouridina

Bergmann; Feeney
(1950)

Xestospongia muta

Paoliacetileno bromado

Patil et al.(1992)
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ATIVIDADE GRUPO ORGANISMO BIOPRODUTO FONTE
- w-Conotoxina MVIIA/
Analgésica Mollusca Conus magus Ziconatide (Prialt®) Jones et al.(2001)
Antimitotica Porifera Dysidea etheria Dy§|d|ol|de (Sesterterpe- Cunasekeraetal.
noide) (1996)

nibidora de Porifera Cacospongia mollior | Scalaradial (dialdeido) Marshall et al.(1994)
fosfolipase A-2 pong '
Inibidora de
cisteino e Palythoa caribae-
metaloproteas- | Cnidaria Y Enzimas proteoliticas Guarnieri et al.(2018)

es deveneno

orum

de cobra
Ecteinascidia tur- Briotastina e Ecteinascidina .
Tunicata(Ascig- | binato 743 (Yondelis®) Rinehart et al. (1990)
jacea) Aolidin (aplidi . ]
. . plidin®(aplidina, plitidep Costa-Lotufo et al.
Aplidium albicans sina) (2009)
Antitumoral

Cacospongia scalaris

Cacospongionolide e Sca-

De Stefano et al.

Porifera Fasciospongia laradial (Sesterterpenoides (2012)
cavernosa apoptoticos)
Bryozoa Bugula neritina Bryostatinas(lactonas) Manning et al.(2005)
Antiparasitaria | Parifera Oceanapia sp. Tiocianatina (Nematicida Mayer et al.(2007)

Haemonchus contortus)

Analgésica

Cnidaria(Octocor-
allia)

Pseudopterogorgia
elisabethae

Pseudopterosinas(creme
facial Resilience®, da Estée
Lauder)

Look et al.(1986)

Implantes
cirurgicos
ortopédicos

Cnidaria(Hexacor-
allia)

Esqueletos de corais

ProOsteon®, Biocoral®
(Interpore)

Damien; Revell
(2004)

Anti-in-
crustante

Cnidaria(Octocor-
allia)

Leptogorgia setacea

Homarina

Almeida et al.(2014)

Parifera

Amphimedon com-
pressa

Amphitoxina(alcaloide)

Albrizio et al. (1995);
Kelly et al.(2003)

Antioxidante

Mollusca(Bivalvia)

Cassostrea gigas
(ostra)

Peptideo antioxidante

Qian et al.(2008)

Pesticida

Annelida (Poly-
chaeta)

Lumbrineris heter-
opoda

Nereistoxina(pesticida CAR-
TAP)(traga do tomate Tuta
absoluta e citricos)

Kumar; Amalnath;
Dutta(2011)
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ou alterar as populagdes naturais dos organismos. Durante os anos 1960, ap6s a descoberta
das prostaglandinas em vérias espécies de corais moles (principalmente a gorgonia Plexaura
homomalla), a coleta indiscriminada dessas espécies pds em perigo suas populagdes em va-
rias regides do Caribe. Felizmente, métodos para sintese em laboratério foram rapidamente
desenvolvidos, evitando, assim, o desaparecimento desses corais. As técnicas para producao
em larga escala mais usadas (aquicultura e desenvolvimento de transgénicos) possuem vanta-
gens e limitacoes, portanto nao podem ser utilizadas de modo geral para qualguer organismo.
A escolha do método deve depender da complexidade da molécula, a abundancia do organismo
na natureza, a fonte do composto (macro ou micro-organismo), condi¢cdes de crescimento etc.

Muitos dos compostos marinhos isolados de organismos bentdnicos sao, na verdade,
oriundos de micro-organismos associados ao animal, como simbiontes ou parasitas. A deter-
minacao precisa da origem da sintese de um composto é uma tarefa ardua, e por isso geral-
mente se considera que, se 0 produto é similar a algum produto isolado de origem microbiana,
ou se é encontrado em espécies filogeneticamente mais ou menos distantes, 0 mesmo deriva
do micro-organismo. Costa-Lotufo e colaboradores (2009) afirmam gue os micro-organismos
marinhos tiveram implicacoes revolucionarias nos estudos com produtos naturais, nao apenas
pela diversidade quimica mas, principalmente, pela perspectiva de sustentabilidade, associada
a possibilidade de fermentacao para producao de material suficiente para as etapas pré-clini-
cas e clinicas do desenvolvimento de farmacos. Quase a metade (45%) dos produtos naturais
de micro-organismos marinhos foi isolada ap6s 0 ano 2000, demonstrando que o interesse é
recente nessa area.

Para que um farmaco chegue as prateleiras das drogarias, sao necessarios em media
de 12 a 15 anos. Estima-se que, de cada dez mil moléculas analisadas, apenas cerca de duzen-
tas e cinquenta passam aos ensaios pré-clinicos sobre modelos experimentais de laboratério.
Quando os ensaios pré-clinicos sao completados, com prévia autorizacao das autoridades sa-
nitarias, podem ser iniciados os ensaios em humanos. O desenvolvimento clinico € um proces-
so complexo e demorado (em média seis anos), mas o resultado final € um medicamento que
demonstrou seguranca, eficacia e qualidade nos ensaios clinicos, e cuja comercializacao foi
autorizada por autoridade sanitaria competente.

A descoberta de farmacos de origem marinha alcanca a maturidade no século XXl com
algumas substancias ja comercializadas, principalmente antitumorais como o Yondelis®, nome
comercial da ecteinascidina-743(ET-743), extraida da ascidia Ecteinascidia turbinata, produzida
pela empresa PharmaMar, indicada para o tratamento de sarcomas de tecidos moles e cancer
de ovério. Outro exemplo € o Halaven®(mesilato de eribulina), nome comercial da halicondrina B
extraida da esponja marinha Halichondria okadai, produzida pela empresa Eisai, indicada para o
tratamento do cancer de mama. Outras substancias com propriedades diversas também foram
encontradas. E o caso da droga Prialt®, nome comercial da molécula sintética ziconotide, pro-
duzida com base na w-conotoxina MVIIA pela empresa Neurex (Elan Pharmaceuticals). Trata-se
de um peptideo inicialmente isolado a partir de neurotoxinas produzidas por moluscos do géne-
ro Conus, que agem de forma sinérgica para imobilizar suas presas, atuando diretamente sobre
0 sistema neuromuscular. Foi demonstrado que essa molécula apresenta fortes propriedades
analgésicas com efeitos mais potentes e duradouros que a morfina intratecal, sendo utilizada

247



BIOTECNOLOGIA MARINHA

para o tratamento de dor cronica causada por lesao na medula espinhal. Atualmente, ja foram
descobertos mais de 7.000 novos compostos de origem marinha.

Uma das grandes contribuicoes da biotecnologia marinha para a ciéncia foi a desco-
berta de pigmentos fluorescentes produzidos por alguns invertebrados, permitindo grandes
avancos em investigacoes moleculares. Um marco no estudo dessas moléculas foi o isolamen-
to da proteina fluorescente verde ou GFP (green fluorescent protein) a partir da hidromedusa
Aequorea victoria, por Osamu Shimomura, em 1961. A luminescéncia desse cnidario é conferida
por uma fotoproteina quimioluminescente denominada aequorina, que libera energia sob a for-
ma de uma luz azul, quando ativada por ions de calcio. Essa luz € entdo completamente absor-
vida por uma molécula de GFP acoplada, que passa a emitir a fluorescéncia na cor verde (De
Farias, 2008; Shimomura; Johnson; Saiga, 1962). Desde a sua descoberta, diversos homologos
de coloracao diferente ja foram isolados ou sintetizados por técnicas de engenharia genética
para ampliacao do espectro de emissao-absorcao dessas moléculas.

A principal aplicacao dessas proteinas € o uso como marcadores fluorescentes em sis-
temas vivos para estudos de expressao e silenciamento de genes (Chudakov et al., 2010). Por
exemplo, as proteinas clonadas podem ser utilizadas para a producao de organismos transgéni-
cos por técnicas como microinjecao de RNAm em embrides ou transformacgao de bactérias por
uso de plasmideos, permitindo a observacao direta do resultado da expressao ou silenciamento
do gene-alvo em células e tecidos de organismos vivos. No campo da microscopia, os fluoréfo-
ros podem ser fusionados a alvos proteicos ou enzimaticos para o monitoramento de proces-
sos celulares especificos, tendo sido muito empregados em estudos relacionados ao cancer.

A biotecnologia marinha também tem atuado no fornecimento de nutracéuticos ob-
tidos a partir de invertebrados marinhos, sobretudo crustaceos, moluscos e equinodermas
(Kim, 2012). Os nutracéuticos (combinacédo dos termos “nutrigao” e “farmacéutica’), por sua vez,
consistem em suplementos dietéticos em forma de comprimidos, capsulas ou p6 preparados
a partir de uma substéancia bioativa natural concentrada, sendo também consumidos em uma
alimentacao saudavel para proporcionar beneficios na prevencao e tratamento de doencas.
Espécies de crustaceos como camarao e caranguejo sao boas fontes de quitina e quitosana,
moléculas que participam do processo de aceleracao da cicatrizacao de feridas e melhoram o
sistema imune, podendo ser empregadas como agentes gelificantes e emulsificantes e como
conservantes naturais e biofilmes consumiveis, ambas com propriedades antimicrobianas.
Também sao moléculas detentoras de atividades antioxidante, hipocolesterolémica e anti-in-
flamatoria. Polissacarideos semelhantes a glicosaminoglicanos obtidos de pepinos-do-mar,
ascidias, ouricos e nudibranguios também tém sido empregados como suplementos dietéticos
para manutencao da estrutura e da funcao de cartilagens, para o alivio de dores causadas por
osteoartrites e como agentes anti-inflamatorios. Peptideos bioativos isolados de crustaceos,
moluscos e equinodermos possuem potencial de aplicacao como nutracéuticos, com ativida-
des anti-hipertensiva, antioxidante, anticoagulante e antimicrobiana.

No campo da biologia molecular, a biotecnologia marinha também tem sido aplicada
em estudos envolvendo monitoramento ambiental e deteccao de espécies invasoras. A pre-
senca desses invasores pode causar danos significativos para ecossistemas marinhos locais
e a biodiversidade endémica, afetando uma série de atividades associadas, como aquicultura,
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turismo, processos industriais, sendo nocivos também a saude humana. A identificacao rapida
e acurada da presenca desses organismas é um ponto-chave para implementacao de técnicas
eficientes de manejo. Isso tem sido alcangado gragas ao desenvolvimento de ferramentas mo-
leculares sensiveis e especificas com base em diferentes técnicas de PCR e ecogentmica. Em
um primeiro momento, amostras ambientais sao coletadas e entao submetidas ao processo
de extragao de DNA total(gendmico). Em sequida, utilizando-se sequéncias de iniciadores (pri-
mers)paraum determinado marcador genético especifico paraaespécie ou taxon de interesse,
sdo realizadas diferentes andlises baseadas em técnicas de amplificagdo por PCR (como PCR
comum, multiplex, nested, quantitativa ou acoplada a técnicas de hibridizacao, RFLP, RAPD, en-
tre outras). Diversos métodos j& foram relatados na literatura para deteccdo de invertebrados
marinhos como gastropodes, bivalves, crustaceos, equinodermos e ascidias (Bott, 2015).

A biotecnologia marinha também tem sido de grande importancia para a conservacao
de espécies marinhas, fornecendo ferramentas para o diagndstico de doencas que acometem
invertebrados. Muitas dessas doengas tém forte impacto nao so para a conservagao, mas tam-
bém para ecologia, economia e saude humana. As ferramentas para diagnostico incluem abor-
dagens metodoldégicas como sequenciamento de alto rendimento, micas (genémica, proted-
mica e metabolémica), técnicas o6pticas, quimica analitica e biologia molecular, as quais devem
ser interpretadas juntamente com dados oriundos de anélises mais tradicionais baseadas em
histopatologia e microbiologia, de modo a se obter uma compreensao total do processo da do-
enca e de seu contexto ecologico (Burge et al., 2016).

PERSPECTIVAS, OPORTUNIDADES E DESAFIOS

Os avancos recentes na biotecnologia revelam que o meio marinho &, de fato, uma
grande fonte de produtos naturais de interesse em diversos campos. A enorme quantidade
de moléculas isoladas e inéditas demonstra seu potencial. Do ponto de vista farmacologico,
quando considerados 0s compostos que passaram pelos ensaios clinicos, aqueles em fases
pré-clinicas e clinicas, é possivel constatar que invertebrados marinhos sao grande fonte de
novos medicamentos, com aplicacdes no tratamento do cancer, de dores, do HIV, de doencas
neurodegenerativas, entre outras. A descoberta de drogas de origem marinha é maior que a
média do resto da industria farmacéutica. Da mesma forma houve avancos em campos ligados
a outras industrias, como a de cosmeéticos. Apesar da melhoria nos processos de isolamento
e caracterizacao de bioativos marinhos, ainda existem desafios a serem vencidos. Os estudos
atuais, além de focar na descoberta de novas moléculas, também buscam conhecer as rotas de
biossintese para possibilitar amelhoria de ferramentas que permitam o cultivo ou produgao em
grande escala.

No entanto, o maiordesafio dos estudosbiotecnoldégicos marinhos pode nao terrelagao
com as ferramentas ou técnicas de isolamento. A biodiversidade marinha sofre fortes impactos
antropogénicos, estando em constante ameaca. Ambientes marinhos em todo o mundo estao
em sério declinio, principalmente como resultado da sobre-exploracao, poluicao e impactos
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diretos e indiretos das mudancas climaticas. A perda de espécies e alteracdes de ecossistemas
témocorrido emtodo o mundo, e 0s ambientes marinhos, em especial os costeiros, tém sofrido
degradacgao que leva a perda do patriménio bioldgico. Sdo necessérias acoes imediatas para a
protecao da diversidade bioldgica em mares e oceanos; caso contrario, moleculas que pode-
riam ter grande aplicacao biotecnologica podem ser perdidas antes mesmo de sua descoberta.
Assim, é prioritario investir no conhecimento da biodiversidade marinha e nos esforcos parasua
conservacao. Sao necessarias agoes conjuntas envolvendo pesquisadores de diferentes areas,
iniciativas publicas e privadas (como empresas interessadas no potencial biotecnologico de
organismaos marinhos) em prol do manejo sustentavel e protecdo dos ecossistemas marinhos.
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A genética de populacoes € a ciéncia que estuda as frequéncias e a distribui-
¢ao da variacao genética em populagoes de organismos ao longo do tempo.
Para estudar a diversidade das populagdes, ela utiliza técnicas moleculares que
evoluiram bastante, tanto em termos tecnologicos quanto conceituais, desde a
aplicacao das aloenzimas como marcadores moleculares, ha mais de meio sé-
culo. Com o desenvolvimento de novas tecnologias, foi possivel acessar a varia-
bilidade da molécula de DNA dos organismos, a principio de forma indireta, com
técnicas como RFLP e mais tarde, de forma direta, com a obtencao da sequéncia
de nucleotideos contidos num fragmento de DNA. A observacao da variagao ge-
nética entre populagdes de determinado organismo permite determinar se as
populagoes estao conectadas através de fluxo génico ou estruturadas, ou seja,
apresentam algum grau de isolamento reprodutivo. O isolamento de populacées
pode levar a perda de variabilidade genética que reduz o potencial adaptativo
das espécies e frequentemente ameacam a capacidade de sobrevivéncia dessas
espécies nolongo prazo. A avaliacao de estruturacao de populagdes prové dados
importantes na proposicao de medidas de conservagao de espécies e na deter-
minacgao de limite entre espécies e deteccao de espécies cripticas. Em meio a
essas questdes bioldgicas desenvolveu-se a gendmica evolutiva que utilizan-
do um maior volume de dados gendmicos, se propde a responder quais forgas
e fendbmenos evolutivos moldaram os genomas das espécies. Dessa forma, as
ferramentas da Era Genomica tém a capacidade de gerar um volume massivo
de dados que encerram um grande potencial de resolver questées primordiais e

essenciais da Genética de Populagdes.
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1 |INTRODUCAO

Os ambientes marinhos comportam organismos que abrigam ricas e diversas comu-
nidades microbianas. Esses organismos, chamados holobiontes, sao grandes fontes de subs-
tancias com potencial bioativo (Brasil, 2010). Organismos marinhos tais como esponjas, corais
e macroalgas acumulam moléculas usadas em seu metabolismo que podem apresentar carac-
teristicas Uteis ao homem, seja na producao de remédios ou outras aplicacdes na industria.
Exemplos dessas moléculas isoladas a partir de organismos marinhos sao a espongouridina e
a espongotimidina, substancias isoladas de esponjas marinhas nos anos 1950, que permitiram
o desenvolvimento de remédios antivirais usados amplamente hoje em dia(Costa-Lotufo et al.,
2009). A correta identificacao das espécies de holobiontes e a delimitagéo de suas populagoes
sdo de fundamental importancia para a biotecnologia marinha. Neste capitulo, veremos a im-
portancia do estudo de populagdes e as ferramentas moleculares mais modernas que permi-
tem responder questoes acerca de estruturacao e conectividade populacional, fluxo génico,
diversidade biol6gica e genética desses organismos.

2 | CONCEITO DE GENETICA DE POPULAGOES

Agenéticade populacoes pode serdefinida, de forma bastante simplificada, como a ci-
éncia que estuda as frequéncias e a distribuicao dos alelos em uma populacdo de um dado orga-
nismo ao longo do tempo (Hamilton, 2009). A genética de populagdes nasce a partir da concilia-
gaoentreasideiasde continuidade dascaracteristicasgenéticasaolongodotempo, advindasde
estudos mendelianos e 0s conceitos de mudanca providos pela evolugao biolégica darwiniana.
A genética de populacdes mais moderna utiliza técnicas moleculares para estudar regices es-
pecificas dogenoma e avaliar suas frequéncias nas populacoes. Dessaforma, por meio de dados
empiricos e modelos matematicos, é possivel avaliar e responder questoes como: ‘quanta varia-
bilidade genética existe em uma populacao?’, ou ‘como a diversidade genética evoluird ao longo
do tempo?”, ou ainda “quais forgas evolutivas estao atuando em uma determinada populagao?”

3 DIVERSIDADE GENETICAE
ESTUDOS POPULACIONAIS

Um elemento muito importante na composicao genetica das espécies € a diversidade
genética. A diversidade genética pode ser entendida como o conjunto de todos os alelos em
todos os genes presentes no genoma dos individuos de uma populagao e suas respectivas fre-
quéncias(Gregory & Hebert, 1999). E a diversidade genética que pode, em Ultima anélise, garan-
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tir a sobrevivéncia de longo prazo das espécies. Isso porque gquanto maior € a diversidade ge-
nética de uma espécie, maior é a quantidade de variagao capaz de permitir a um organismo
se adaptar as mudancgas do ambiente. Com maior variacao, ha maior probabilidade de que as
variantes genéticas presentes na populacao possam ser Uteis para permitir a adaptacao da es-
pécie aos desafios do novo ambiente (Primack, 2006).

Temos presenciado uma era de grande reducao de diversidade genética em muitos
organismos, promovida sobretudo pela agdo do homem sobre o ambiente (poluicdo, perda de
habitat, aquecimento global, etc.). Para que possamos efetivamente conhecer e manejar espé-
cies de interesse, mantendo 0s servicos ecoldgicos prestados pela diversidade, é importante
analisar e descrever a diversidade genética de populagoes. Existem muitas medidas de varia-
bilidade que sdo usadas em genética de populagdes com o intuito de descrever a diversidade
(diversidade génica, diversidade alélica, heterozigosidade, diversidade nucleotidica)(Hamilton,
2009). Cada uma delas tem uma série de especificidades e o conjunto delas permite tragar um
amplo panorama sobre a quantidade total de diversidade genética em uma populagcao em seus
diversos niveis.

BIOLOGIA MOLECULARE
ESTUDOS POPULACIONAIS

Estudos em genética de populacdes utilizando metodologias provenientes da biologia
molecular comecaram ha apenas meio seculo, com medidas de variagao genética em loci de
aloenzimas (Casillas & Barbadilla, 2017; Charlesworth & Charlesworth, 2017). Desde enté&o, al-
cancamos muitos avancos tecnoldgicos e conceituais que esclareceram, em nivel molecular,
fendmenos que geram a variabilidade genética.

Os marcadores moleculares podem ser definidos como um conjunto de técnicas que
visam acessar e permitir a analise dos polimorfismos de DNA presentes nos individuos. As alo-
enzimas foram os primeiros marcadores moleculares aplicados na geneética de populagoes
(Charlesworth & Charlesworth, 2017). As aloenzimas sdo proteinas que diferem na mobilidade
eletroforética, como resultado de diferencas na sequéncia de aminoacidos, correspondentes
as variagoes nas sequéncias de DNA (Hartl & Clark, 2007). As diferentes posigdes no gel de ele-
troforese, ap6s a migracao das moléculas sob o efeito do campo elétrico, correspondem aos
diferentes alelos de um locus de aloenzima (Hartl & Clark, 2007).

Durante muitas décadas, a eletroforese (do grego electro = eletricidade + phorésis =
transporte) de aloenzimas foi uma técnica amplamente usada em estudos populacionais. A
técnica consiste basicamente na migracao das proteinas totais dos tecidos dos organismos
analisados sob efeito de um campo elétrico. O tecido biolégico obtido da espécie de interesse
deve ser macerado e aplicado em um gel, geralmente feito a base de amido, que funcionara
como uma peneira molecular, tanto para o tamanho da proteina como para a sua carga elétrica
liquida. Apds a aplicacao de uma corrente elétrica e, em consequéncia, amigragao das molécu-
las pelo gel, processo conhecido popularmente como corrida, € necessaria arevelagdo do local
exato no gel onde dada enzima chegou durante o processo de migracao. Essa revelacgao ¢ feita
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através de uma reacao enzimatica derivada da atividade da propria enzima migrante ao encon-
trar o seu substrato especifico e todos os cofatores necessarios para o funcionamento dessa
enzima, que sao adicionados ao gel durante a etapa de revelacao. Dessa forma, pode-se obser-
var os padroes de bandas presentes no gel, que sao interpretados como gendtipos enzimaticos.
Comisso, somos capazes de verificar se um dado individuo diploide possui uma Unica versao de
uma enzima(sendo assim um homozigoto) ou se apresenta duas ou mais versdes dessa mesma
enzima (heterozigoto). Para cada individuo é feita a determinacdo dos genotipos e, a partir de-
les, sdo compiladas as frequéncias génicas de cada alelo.

0 estudo de poucas dezenas de loci de aloenzimas forneceu dados de heterozigozida-
de ou diversidade genética (H) e polimorfismo genético (p) de centenas de espécies (Thorpe &
Solé-Cava, 1994; Bohonak, 1999). Apds décadas de genotipagem de loci de aloenzimas, as me-
didas de variagao genética trouxeram informacoes sobre a relagao entre variabilidade génica
e tamanho populacional, com implicagoes para a determinacao de limites entre estoques e a
conservagao das espécies (Pearse & Crandall, 2004). A revelagao de uma quantidade de varia-
¢ao genética, muito maior do que havia sido prevista, culminou num grande avanco conceitual
com a teoria neutralista de evolucao molecular, que afirma que a maioria das mutacoes sao
efetivamente neutras e por isso ndo sofrem selegao natural (Schlotterer, 2004; Casillas & Bar-
badilla, 2017; Charlesworth & Charlesworth, 2017).

A eletroforese de aloenzimas permitiu, pela primeira vez, a analise simultanea de mui-
tos loci porum custo relativamente baixo. No entanto, essa técnica apresenta sérias limitacoes.
Aloenzimas sdo termolabeis, ou seja, sensiveis as elevadas temperaturas, e, portanto precisam
ser mantidas congeladas abaixo de -20°C desde a coleta até a sua analise. Outras limitacoes
importantes sdo: 1) a baixa variabilidade por locus (i.e. poucos alelos por sistema) e 2) a variabi-
lidade n&o é diretamente acessada(uma proteina ¢ o produto de um gene), apenas os polimor-
fismos de DNA gue alteram a sequéncia de aminoacidos podem ser observados, excluindo po-
limorfismos causado por mutagdes sindnimas (Avise, 2004). Esse tipo de alteragao representa
apenas Y4 de todas as possibilidades mutacionais que levam a substituicées de aminoacidos
(Solé-Cava, 2012; Casillas & Barbadilla, 2017). Por fim, algumas dificuldades metodoldgicas, que
impediam a comparacao direta e incremental de estudos entre diferentes laboratarios, fizeram
com que essa técnica caisse em desuso, especialmente apds 0s avancos tecnologicos nos es-
tudos com DNA.

Num segundo momento, os estudos populacionais buscaram acessar a variabilidade
genética diretamente na molécula de DNA, principalmente apos o desenvolvimento da PCR (re-
acdo da polimerase em cadeia)nos anos 1980 (Schlotterer, 2004; Charlesworth & Charlesworth,
2017).

O uso do DNA como fonte de informacao genética tem duas grandes vantagens: ele
apresenta caddigo especifico e universal, de modo que estudos mundiais podem ser comparados
e 0 DNA é uma das moléculas mais estaveis da célula, podendo ser fervido ou congelado sem so-
frer grandes modificactes, e podendo ser mantido com grande estabilidade em alcool ou seco
(Avise, 2004). Apesar dessas vantagens, o uso do DNA para estudos de genética de populagdes
sO se tornou realmente pratico a partir do desenvolvimento da técnica de amplificacao de loci
génicos especificos pela PCR. A PCR é uma técnica baseada no processo de copia do DNA que
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ocorre naturalmente em todas as células, mediado pela enzima DNA polimerase. O advento da
técnica de PCR permitiu que essa reacao de duplicacao do DNA fosse feita em um tubo de en-
saio e que ocorresse em cadeia, ou seja, ciclos sucessivos de duplicacao das fitas do DNA,
levando a um aumento exponencial da concentracao do DNA de interesse.

Os polimorfismos das sequéncias de DNA podem ser acessados basicamente por meio
de duas formas: o sequenciamento direto do DNA e a anélise de polimorfismos de tamanho
oriundos da digestdo do DNA amplificado por enzimas de restrigdo (RFLP - restriction fragment
lenght polymorphism).

Os polimorfismos de tamanho de fragmentos de restricao (RFLPs)sdo detectados pela
auséncia/ presenca de substituicdes na sequéncia de DNA que sao reconhecidas pala enzima
de restricao. As enzimas de restricao sao enzimas que reconhecem determinadas sequéncias
de DNA e promovem cortes nas fitas do DNA que apresentam aquela sequéncia especifica. As
mutacoes alteram os sitios de restricao e geram fragmentos de tamanhos diferentes; dai resul-
ta o polimorfismo.

Estudos biogeograficos e filogenéticos utilizaram bastante esse marcador molecular,
por uma questao de simplicidade e menor custo. Entretanto, com o desenvolvimento e bara-
teamento das técnicas de sequenciamento automatico de DNA, a abordagem de RFLP acabou
ficando limitada a alguns casos especificos. A anéalise de polimorfismos de DNA levou ao desen-
volvimento do equivalente nucleotidico da heterozigozidade (H): a diversidade nucleotidica 1,
pararepresentar a diversidade genética em sequéncias de DNA (Casillas & Barbadilla, 2017).

0 sequenciamento de fragmentos de DNA amplificados por PCR foi aplicado em inu-
meras espécies, enriqguecendo os bancos de dados com sequéncias que revelaram nao somen-
te caracteristicas das dinamicas populacionais, mas também caracteristicas de marcadores
genéticos. Por exemplo, os niveis de variacao em sitios de mutacao silenciosa diferem em or-
ganismos distintos em taxas muito menores do que a variacao detectada em estudos de aloen-
zimas; SNPs (single nucleotide polimorphisms) superam todos os tipos de variantes estruturais
e as insergoes de elementos de transposigao (TE) segregam como polimorfismos de baixa fre-
quéncia (Casillas & Barbadilla, 2017). Além disso, revelou-se que sitios nucleotidicos proximos
nao segregam independentemente. Os alelos agregam-se em blocos que variam de tamanho
em espécies diferentes. Essa estrutura de haplotipo é influenciada por recombinacao, por for-
cas seletivas e demogréficas. Dessa forma, a variabilidade deve ser descrita por medidas de
variagao genética multidimensionais (Casillas & Barbadilla, 2017). Fez-se necessario, portanto,
0 desenvolvimento de novas meétricas estatisticas para quantificar a variacao genética e pro-
ver o nivel maximo de resolucao genética que permite inferir sobre a historia das populacoes e
0s processos evolutivos que a delinearam (Casillas & Barbadilla, 2017). Nesse cenario, diversos
softwares vém sendo desenvolvidos para analise automatizada.

Paralelamente ao sequenciamento de fragmentos de DNA, os microssatélites se torna-
ram bastante populares. Microssatélites sao repeticoes em tandem de motivos curtos que nao
somam mais de 100 pares de bases (bp). Os loci de microssatélites podem ser amplificados por
PCR, sao altamente polimarficos, abundantes nos genomas e distribuidos por toda a eucromati-
na(Schlotterer, 2004). Os microssatélites podem ser desenvolvidos para praticamente todas as
especieseoferecemumafonte altamente polimdérficade marcadores, inclusive paraorganismos
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nao-modelo (Bhargava & Fuentes, 2010). Enquanto novas tecnologias de sequenciamento nédo
haviam se popularizado, a anélise de diversidade genética em uma substancial parcela de es-
tudos era baseada em microssatélites. No entanto, ja eram conhecidas as dificuldades de in-
terpretacoes dos dados e 0s erros assumidos ao utilizar modelos evolutivos que nao refletem
a realidade dos microssatélites (Ellegren, 2004). Existem, pois, grandes desafios a andlise de
microssatélites quando grupos apresentam grandes diferencas em numeros de alelos, homo-
plasia e alelos nulos (Putman & Carbone, 2014).

Os microssatélites evoluem de forma bastante complexa (Bhargava & Fuentes, 2010).
Seus diferentes alelos nao se diferenciam por substituicdes de nucleotideos, mas sim por nu-
mero de repetigdes em tandem de unidades de um a seis nucleotideos (Ellegren, 2004). Além
disso, 0s mecanismos que direcionam o aumento ou diminui¢cao no numero de repeticoes po-
dem variar de acordo com o tipo de microssatélite e a regido da molécula de DNA (codificante
ou nao)em que se encontra(Ellegren, 2004).

Outra questao desvantajosa € a necessidade de se desenvolver microssatélites espe-
cificos para cada espécie a ser estudada, tendo em vista a baixa taxa de sucesso no uso de
microssatélites heterologos. O desenvolvimento de microssatélites especificos demanda uma
laboriosa tarefa de bancada e a atribuicao visual de genotipo feita apos a separacao dos mi-
crossatélites por tamanho em sequenciador de capilar pode ser um desafio (Suez et al., 2016).
Porisso, alternativas vém sendo buscadas de forma a usufruir das vantagens dos microssateéli-
tes, a0 mesmo tempo em que se busca superar 0s problemas e obstaculos.

O desenvolvimento tecnoldgico permitiu a expansao e massificacao do sequencia-
mento. Na primeira década do século XXI| surgiram as tecnologias conhecidas como next gene-
ration sequencing (NGS), que representaram um expressivo salto no volume de dados gerados
por sequenciamento (Metzker, 2010; Quail et al., 2012). Passamos de algumas dezenas de loci
para analise de centenas ou milhares de marcadores polimorficos dispersos em toda parte do
genoma. Nesse contexto, as ferramentas de bioinformatica tornaram-se cruciais desde a aqui-
sicao e verificacao de qualidade de dados até sua analise, armazenamento e representacao dos
resultados. A estatistica para medir a variagcao genética permaneceu a mesma, mas fizeram-se
necessarios novos formatos de dados e meétodos de pré-processamento para lidar com os pro-
blemas de dados fragmentados e erros de sequenciamento em conjuntos de dados cada vez
maiores (Casillas & Barbadilla, 2017). A busca por microssatélites diretamente em dados de se-
qguenciamento de NGS também vem sendo realizada, assim como novos algoritmos estao sen-
do desenvolvidos para sobrepujar os artefatos da técnica (Davey et al., 2011; Metz et al., 2016;
Suezetal., 2016). Diferentemente de décadas atras, a analise de single nucleotide polmorphisms
(SNPs) vem ganhando espaco rapidamente. O grande volume de dados gerados por NGS com-
pensa o investimento em analise de gendtipos de SNPs, inclusive em organismos nao modelo
(Helyar et al., 2011; De Wit et al., 2015).

Os SNPs apresentam baixa variabilidade, exibindo apenas dois alelos por locus. No en-
tanto, essa baixa variabilidade por locus € compensada pela grande disponibilidade desse tipo
de sitio nos genomas (Vignal et al., 2002; Gibson & Muse, 2004; Morin et al., 2004). Estima-se
que um SNP ocorra em intervalos de apenas algumas centenas de pares de bases, 0 que torna
o numero de loci disponiveis para analise extremamente elevados. Em humanos, por exemplo,
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estima-se que 90% de toda a variabilidade ao nivel do DNA seja desse tipo de polimorfismo e
ja foram descritos mais de 100 milhdes de SNPs no genoma humano. Os SNPs podem ocorrer
em regides codificantes, mas ocorrem principalmente em regides nao codificantes. Algumas
das vantagens da utilizacao dos SNPs incluem a facilidade em indicar o genotipo correto, sem
subjetividades nas genotipagens, grande abundancia e ampla distribuicao ao longo de todo o
genoma, possibilidade de identificar SNPs ligados a regides seletivamente importantes no ge-
noma, possibilidade de automacao dos processos de descoberta, deteccao dos polimorfismos
e analise dos dados. A gradativa reducao dos custos dos sequenciamentos NGS vai tornando
cadavez mais acessivel a utilizacao desses SNPs em estudos populacionais de organismos mo-
delos e ndo modelos (Morin et al., 2004; Ekblom & Galindo, 2011; Seeb et al., 2011).

0 sequenciamento de nova geracao esta levando a genética de populacoes a era ge-
némica, refinando e esclarecendo padroes e processos de variacao nucleotidica estudados
previamente em pequenos conjuntos de dados e permitindo a descricdo de mecanismos de se-
legdo e os limites impostos pela arquitetura genémica sobre a adaptagao (Luikart et al., 2003;
Stinchcombe & Hoekstra, 2008; Hohenlohe et al., 2010).

Nao ha duvida sobre as contribuicdes da biologia molecular e das novas tecnologias
nos estudos populacionais. Entretanto, os principios da genética de populacoes permanecem
0S Mesmos, assim como questdes especificas continuarao requerendo analises apropriadas
com a aplicacao do marcador molecular mais adequado. A genética de populagdes deixou de
ser empiricamente insuficiente, para se tornar uma ciéncia interdisciplinar que depende mais
do que nunca de ferramentas de bioinformatica em todas as etapas (Schlotterer, 2004).

ESTRUTURAGAO E CONECTIVIDADE ENTRE
5 POPULAGOES E A SUA IMPORTANCIA
PARA A CONSERVACAO

Na maior parte das vezes, em estudos de genética de populacoes, estamos interessa-
dos em acessar os polimorfismos ditos neutros, ou seja, aquelas variantes genéticas que nao
alteram a capacidade de sobrevivéncia dos organismos em seu ambiente e por isso podem ser
mantidas nas populacdes. Quando duas populacoes estao separadas geograficamente, as fre-
quéncias de alelos neutros nos diversos genes irao divergir por Deriva Génica, que é uma forga
evolutiva que resulta da variancia amostral das frequéncias de uma geracao para a outra, sen-
do, portanto, um processo aleatorio (Hamilton, 2009). Essa diferenciagdo pode ser contraba-
lanceada pela reproducao de individuos entre populacoes, o chamado Fluxo Génico. Baseados
nesse principio, podemos assumir que se duas populacoes compartilham um mesmo polimor-
fismo neutro, possivelmente existe um maior nivel de fluxo génico entre elas do que entre duas
populagdes que tenham uma maior diferenciacdo. Assim, a analise dos polimorfismos génicos
permite estimar o grau de diferenciacao entre as populagdes e, indiretamente, a conectividade
entre elas (Hamilton, 2009).

A conectividade entre as populactes de organismos marinhos depende de uma série

261



BIOTECNOLOGIA MARINHA

de fatores tanto intrinsecos (i.e., tempo de duragdo da larva, capacidade de dispersdo) quanto
extrinsecos(i.e., fatores oceanogréaficos, correntes maritimas). Essa dindmica de fatores é que,
em ultima andlise, vai determinar o grau de estrutura populacional nesses organismos (Selkoe
et al., 2008; Selkoe et al., 2010).

Dizemos que uma populacao esta estruturada quando a diversidade genética nao esta
distribuida de forma homogénea ao longo de toda a distribuicao, ou seja, encontra-se compar-
timentalizada de alguma maneira, com certos alelos restritos a determinadas partes da distri-
buicdo da espécie. A estruturacao é contrabalanceada pelo fluxo génico que vai permitir que 0s
alelos (através dos gametas) migrem de um lugar para outro. O fluxo génico vai homogeneizar
a composicao genética entre as populacoes, enquanto o isolamento reprodutivo vai tornar as
populagoes cada vez mais divergentes geneticamente (Hartl & Clark, 2007).

Em geral, como um panorama, as populacoes de espécies marinhas sésseis como es-
ponjas e corais sao populagoes altamente estruturadas, com baixo fluxo génico e elevados ni-
veis de endocruzamento, pois a capacidade de dispersao é bastante limitada e restrita quase
exclusivamente a fase larvar.

Esse padrao geral pode ser verificado em um estudo recente com duas espécies de
esponjas do Mediterraneo (Ircinia fasciculata e Ircinia variabilis) com o intuito de determinar a
estrutura populacional e os sinais de bottleneck (gargalos populacionais) devido a eventos de
mortalidade em massa em [. fasciculata, além de estabelecer os niveis de hibridizacao entre
|. fasciculata e I. variabilis, duas espécies do mesmo género que ocorrem nas mesmas locali-
dades no Mediterraneo (Riesgo et al., 2016). Pensando geneticamente, eventos de bottleneck
levam a perda de variabilidade genética devido, principalmente, a perda de alelos raros. A perda
de variabilidade genética reduz o potencial adaptativo das espécies e frequentemente ameaca
a capacidade de sobrevivéncia dessas espécies no longo prazo (Frankham et al., 2010). Riesgo
e colaboradores langaram mao das modernas ferramentas genéticas (microssatélites desen-
volvidos a partir da técnica de pirossequenciamento e sequenciamento de DNA) para tragar
um panorama bastante abrangente sobre a histdria evolutiva das duas espécies estudadas. Os
dados genéticos permitiram detectar uma série de barreiras ao fluxo génico, mostrando que
I. fasciculata apresentava elevado nivel de estruturacao populacional, com boa conectividade
dentro dos grupos e baixa conectividade entre grupos. Foi observado que os padroes de es-
truturacao coincidiam com os padrdes de circulagao das correntes marinhas dentro no Mar
Mediterraneo e, portanto, que essas massas d'agua eram barreiras eficientes para evitar a dis-
persao das larvas na espécie. Além disso, I. fasciculata demonstrou sinais claros de perda de
variabilidade genética, sustentando a ideia de que os eventos de mortalidade em massa obser-
vados estao levando a gargalos populacionais e, comisso, dilapidando a variabilidade genética
da espécie. No entanto, a deteccao de hibridizacao entre |. fasciculata e I. variabilis pode ser um
alento. A hibridizacao pode ter um papel importante para contrabalancar a perda de variabili-
dade genética. A hibridizacao traz novos alelos para o pool genético das espécies envolvidas,
aumentando a variabilidade genética e permitindo um aumento no potencial evolutivo destas.
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DELIMITAGCAO DE ESPECIES

A delimitacao de espécies nunca foi tarefa facil, principalmente por haver diversos
conceitos de espécies(Wiens, 2007). O conceito filogenético, desenvolvido independentemen-
te por Eldredge e Cracraft (1980) e Nelson e Platnick (1981), afirma que um grupo de individu-
0s que compartilha ancestralidade e exibe um padrao de descendéncia constitui uma espécie
(Lee, 2003). Esse conceito tem particular importancia para organismos para 0s quais outros
conceitos nao sao testaveis ou aplicaveis, como o0 conceito biologico de espécie, proposto por
Mayr em 1963. O uso do conceito filogenético permitiu grandes avancos na sistematica de gru-
pos taxondmicos com poucas ou nenhuma caracteristica morfoldgica diagndstica e de organis-
mos em que nao se pode determinar isolamento reprodutivo.

0 uso de marcadores moleculares na inferéncia filogenética é fundamental e por isso
vem acompanhando o avango da tecnologia(Carstens et al., 2013). Concomitantemente, desen-
volvem-se novos softwares e modelos evolutivos para a reconstrucao filogenética de loci de
DNA nuclear e mitocondrial (Camargo & Sites, 2013).

Grandes projetos reuniram esforcos de pesquisadores ao redor do mundo para eleger
um, ou alguns poucos loci, com resolucao suficiente para diferenciar espécies - os chamados
barcodes(Hebert et al., 2003). Os barcodes ganharam destague com a promessa de identificar
toda abiodiversidade do planeta antes que boa parte dela fosse extinta, por meio do sequencia-
mento do gene da enzima citocromo oxidase subunidade | (CO1). No entanto, a tarefa se mos-
trou muito mais complicada, uma vez que um Unico locus nao foi capaz de resolver a sistemati-
ca de todos os grupos biologicos (Solé-Cava & Worheide, 2007; McFadden et al., 2011; Coissac
et al., 2016). Paralelamente, outros pesquisadores sugeriam a necessidade de utilizar o maior
numero possivel de loci (Coissac et al., 2016). O advento das novas tecnologias de sequencia-
mento que permitem o acesso a todo 0 genoma, independentemente de conhecimento prévio
sobre as regidoes do ONA, vem suprir essa necessidade por grande quantidade de loci. Assim,
a filogenémica vem ganhando espaco e contribuindo para resolver a historia evolutiva, seja de
grupos bioldgicos mais complicados, que apresentaram filogenias ambiguas com a aplicacao
de poucos loci(Li et al., 2015), seja com maior robustez as inferéncias filogenéticas, pela utiliza-
cdo de dezenas de loci ou até mesmo genomas inteiros (Whelan et al., 2015).

Embora todos os ramos das ciéncias bioldgicas dependam do conhecimento prévio de
qual espécie se esta estudando, ainda existem muitos grupos em que nao se pode determinar
sua identificacao e os limites daquelas espécies. Diversos grupos de cnidarios, por exemplo,
apresentam a sistematica nao resolvida, devido a dificuldade de interpretacao das poucas ca-
rateristicas morfoldgicas, aliada a baixa variabilidade do DNA mitocondrial(Shearer et al., 2002;
McFadden et al., 2011). Os novos métodos de acesso a informagao genética parecem bastante
promissores para resolver questoes desses grupos biologicos. Um exemplo disso é o estudo
de corais construtores de recifes do género Pocillopora. Por meio de uma técnica conhecida-
da como restriction site-associated DNA sequencing (RAD sequencing), os autores propuseram
uma sistematica divergente da sistematica morfoldgica estabelecida e amplamente utilizada
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até aquele momento, baseando-se em dados que sugerem eventos de introgressao (Combosch
& Vollmer, 2015). A popularizagao de tecnologias de NGS levou ao desenvolvimento de novos
marcadores, como o chamado RAD sequencing. Essa técnica gera dados de genotipagem de
SNPs provenientes de fragmentos de tamanhos predeterminados de qualquer parte do genoma,
gerados pelo corte de enzimas de restrigao (Reitzel et al., 2013). Ja foi mostrado que esse mé-
todo é capaz de identificar variabilidade intraespecifica, assim como determinar limites entre
espécies de octocorais(Pante et al., 2015) e detectar espécies cripticas(Herrera & Shank, 2016).

"7 | GENOMICA EVOLUTIVA

Gendmica evolutiva € um tema que envolve desde o conhecimento de mecanismos
moleculares que levam partes diferentes do genoma a evoluir de forma e em taxas diferentes
até uso de genomas inteiros para compreender como 0s genomas sofreram modificagoes ao
longo do tempo, gerando as espécies atuais. Até o desenvolvimento da PCR, esse campo de-
senvolveu-se muito lentamente, devido a limitante falta de evidéncias. Com a possibilidade de
amplificar e sequenciar fragmentos do genoma foi possivel conhecer particularidades do DNA
nao codificante; as diferentes taxas de duplicacao e delecao e recombinagao a que as diferen-
tes regides genémicas estavam submetidas e a influéncia das forcas evolutivas nas regices
codificantes adjacentes; e foi possivel demonstrar a ocorréncia de eventos de transferéncia
génica horizontal e seu papel na evolucdo de genomas bacterianos (Ridley, 2004).

Mais recentemente, o0 maior volume de dados e 0 acesso a todo 0 genoma permitem
comparar genomas completos ou marcadores espalhados em todo o genoma de uma grande
variedade de espécies, especialmente SNPs (De Wit et al., 2015). Dessa forma, podemos exa-
minar a influéncia de forcas evolutivas sobre determinadas regioes e inferir fenébmenos que
moldaram os genomas das espécies. Um exemplo disso é o estudo que examinou milhares de
proteinas de 20 espécies de corais, 5 outros cnidarios e 7 outros metazoarios basais como es-
ponjas e ctenoforos. Esses dados permitiram determinar a base genémica responsavel pela
formacao do recife, pelos mecanismos sensores do ambiente, a maquinaria necessaria para
acomodar a associagcao com 0s simbiontes do género Symbiodinium e a contribuicao da HGT
(transferéncia genética horizontal) na evolugdo dos corais (Bhattacharya et al., 2016). Em outro
estudo, foram examinados mais de 160 SNPs, o que permitiu determinar que alguns genes da
anémona do género Aiptasia estao sob forte selecao purificadora, sugerindo importante papel
adaptativo nalinhagem desse género. Além disso, foram detectados loci sob influéncia de sele-
cao balanceadora. Parte desses genes podem estar envolvidos com a interagao simbidtica com
os Symbiodinium (Bellis et al., 2016).

8 ‘ CONSIDERAGOES FINAIS
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Neste capitulo abordamos como a genética de populacoes esta se beneficiando com
a popularizacao dos avancgos tecnoldgicos na era da genémica. Atualmente, observamos um
caminho irreversivel rumo a genomificacao dos estudos populacionais, gracas a reducao de
custos dos equipamentos e reagentes e ao aumento de ferramentas de bioinformatica que per-
mitem lidar e analisar conjuntos de dados cada vez maiores. Como uma série de avangos me-
todologicos que vieram anteriormente, o uso de sequenciamento de nova geragao, que antes
estava restrito aos estudos de genética médica e aos organismos modelos, esta cada vez mais
acessivel para os estudos em organismos nao modelo. Além disso, gragas a amplitude na distri-
buicdo das informagdes genéticas acessadas(i.e., milhares de locilocalizados ao longo de todo
0 genoma), cada vez mais poder&o ser acessados genes de interesse biotecnolégico que per-
mitirdo a geracao de beneficios para o homem, além de revelar regioes genémicas envolvidas
em fendmenos-chave, como a estruturacao genética e regides genémicas envolvidas com a
especiacao e a adaptacao dos organismos a novos ambientes. Sem sombra de duvida vivemos
uma época de ouro para os estudos de genética de populacdes e da evolucao!
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A (meta)genomica oferece novas oportunidades para as ciéncias marinhas e
pode revelar interacoes intra e interespecificas de organismos que comparti-
Iham o mesmo habitat e identificar organismos que vivem em habitats especi-
ficos. Além disso, essas abordagens genémicas possibilitam também a busca
de novos compostos de interesse biotecnologico. A gendmica é a ciéncia que
estuda o genoma dos organismos, visando entender a sua estrutura, organiza-
cao e funcao. O uso de abordagens independentes de cultivo para avaliar a di-
versidade microbiana, como Metagentmica, € cada vez mais comum para es-
tudar as comunidades marinhas. Apesar desta grande importancia, estima-se
que apenas 0,001a 0,1% dos micro-organismos que vivem na agua do mar foram
cultivados até agora. Com a evolugao dos métodos de sequenciamento de DNA,
hoje é possivel obter enormes quantidades de dados (taxonémicos e funcionais)
nessas comunidades. Entretanto, a analise, interpretagao e integracao de da-
dos continuam sendo um grande desafio. Ferramentas de bioinformatica para
anotacao de genomas e metagenomas também sao abordadas. Neste capitulo
apresentaremos os fundamentos e um breve histérico de como a genémica e a
metagendmica surgiram; como ambas tém contribuido para o avanco das cién-
cias marinhas, e como a biotecnologia marinha se beneficia da(meta)gendmica.
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INTRODUGAO

A genbmica é a area cientifica que se refere ao mapeamento, sequenciamento e ana-
lises do conjunto, completo ou ndo, de genes e cromossomos de um organismo, o genoma (Xu,
2006). A genémica permite definir o conjunto de genes, arquitetura e plasticidade de geno-
mas, tais como 0s genomas de cepas vacinais ou de cepas de casos clinicos e de surtos ou
epidemias. Também é possivel determinar os niveis de expressao génica por meio de analises
pds-gendmicas, por exemplo, do conjunto de RNA mensageiros e proteinas expressas em uma
determinada condicao.

Frederick Sanger e Walter Gilbert receberam o prémio Nobel de Quimica do ano de 1980
por suas contribuicdes como desenvolvedores do sequenciamento de 4cidos nucleicos. Contu-
do, a area da gendmica so ganhou forte projecao ap6s o anuncio do sequenciamento completo
do genoma humano em 2001 (Venter et al., 2001). Os genomas dos seres vivos contemplam o
codigo geneético, o “livro da vida" que define, jJuntamente a aspectos ambientais, as caracteris-
ticas béasicas dos organismos (Lesk, 2012). Desde os seus primordios, o estudo dos genomas
(e consequentemente dos transcriptomas) cresce como um abrangente ramo da ciéncia. Atu-
almente, com o avancgo da bioinformatica e o advento das tecnologias de sequenciamento de
nova geracao, novos dados sao constantemente adicionados a esta area e novos conhecimen-
tos sao gerados.

A genbmica € aarea de conhecimento que envolve o sequenciamento, analise da estru-
tura e fungao de genomas. Engloba tambéem a anélise evolutivas e comparativas. Pode fornecer
importantes conhecimentos sobre as fungoes do organismo e sua histoéria evolutiva, servindo,
entre outras coisas, para o auxilio no estudo da expressao génica, da transcricao e a tradugao
da informacao genética do genoma. O genoma pode ser definido como o conjunto completo
de DNA de um organismo. Praticamente todas as células do corpo humano contém uma cépia
completa dos aproximadamente trés bilhdes de pares de bases de DNA, ou letras, que formam
0 genoma humano. Pode ser também considerado, por exemplo, como o conjunto de genes de
um organisma, ou 0 conjunto completo de sua informacao genética, incluido seus genes, suas
sequéncias regulatorias e seu DNA nao codificador. O gene é toda sequéncia nucleotidica (DNA
ou RNA)necesséria e suficiente para a sintese de um polipeptideo ou de uma molécula de RNA
estavel.

As principais ferramentas utilizadas na gendmica sao os sequenciadores de DNA, uti-
lizados para identificar o conteudo das bases nitrogenadas, e 0s computadores, dado que as
sequéncias geradas durante o sequenciamento sao analisadas com o auxilio do computador.
Com o rapido aumento do numero de sequéncias, particularmente sequéncias de genomas
completos, e o grande incremento na quantidade de sequéncias de DNA disponiveis nos bancos
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de dados publicos, houve uma transformacao desta area da biologia, a bioinformatica, que aca-
bou por constituir-se em uma area de pesquisa muito importante atualmente (Ashburner et
al., 2000; Notebaart et al., 2005). Entretanto, ainda € um grande desafio extrair o maximo de
informacgdes possiveis dos genomas sequenciados (Tatusov et al., 1997; 2003).

As primeiras iniciativas da criacao de metodologias de sequenciamento foram dire-
cionadas as moléculas de RNA, tais como RNA ribossomal (rRNA), RNA transportador (tRNA) e
genomas de RNA fita simples de bacterioéfagos (virus que infectam bactérias), em razdo do ta-
manho reduzido, geralmente menores do que moléculas de DNA eucaridtico, e pelo fato de nao
possuirem fita complementar. Além disso, as enzimas RNases capazes de clivar sequéncias
de RNA em fragmentos menores ja eram conhecidas nessa época (Heather; Chain, 2016). Em
1965, Robert Holley e colaboradores determinaram, através de diversos processos de digestao
enzimatica, a sequéncia de um tRNA de Saccharomyces cerevisiae, sendo esta a primeira sequ-
éncia nucleotidica a possuir estrutura conhecida (Holley et al., 1965).

0 primeiro genoma completo foi sequenciado em 1976, o genoma RNA bacteriéfago
MS2, cuja sequéncia foi determinada diretamente de uma sequéncia de RNA com 3.569 nucle-
otideos (Fiers et al., 1976), entretanto o primeiro sequenciamento completo de um gene codifi-
cante de proteina, um capsideo do bacteriofago MS2, foi realizado quatro anos antes, em 1972,
através do método de sequenciamento desenvolvido por Sanger, Walter Fiers e sua equipe.
Apds essa primeira experiéncia, Walter Gilbert e Frederic Sanger anunciaram o desenvolvimen-
to de um método rapido para sequenciamento, um método de sequenciamento guimico (Ma-
xam; Gilbert, 1977). No sequenciamento do genoma do bacteriéfago $X174 utilizou-se o método
com Dideoxi nucleotideos (Sanger et al., 1977); e em 1982, no sequenciamento do genoma do
bacteriéfago A com 48.502 bases(Sanger et al., 1982). Esses eventos deram inicio ao desenvol-
vimento da genémica no mundo. Desde entao, as técnicas de sequenciamento passaram a evo-
luir de forma rapida e a geragao de dados produzidos em larga escala possibilitou o desenvolvi-
mento de estudos de genébmica comparativa. O primeiro estudo realizado em 1986 demonstrou
arelacdo entre os genomas do virus da varicela e do virus Epstein-Barr (Kookin, 2002).

Em 1995, foi concluido o0 sequenciamento do genoma do Haemophilus influenzae (Fleis-
chmann et al., 1995), inaugurando a “Era Genémica” propriamente dita, com o estudo de ge-
nomas completos de organismos celulares. O desenvolvimento de uma nova metodologia de
sequenciamento (Venter et al., 1998), conhecida como whole-genome shotgun approach (WGS),
acelerou o sequenciamento de genomas, gerando uma quantidade cada vez maior de dados
(Koonin, 2002). Em 1996, Goffeau e colaboradores finalizaram o sequenciamento do genoma da
levedura Saccharomyces cerevisae(Goffeau et al., 1996), e dois anos depois, em 1998, foi conclu-
ido o genoma do nematddeo Caenorhabditis elegans(Worm Sequence Consortium, 1998). Poste-
riormente ao genoma de C. elegans, outros genomas de importantes modelos biolégicos foram
finalizados, o da mosca da fruta Drosophila melanogaster que possuia aproximadamente 122
milhoes de pares de bases de DNA e codifica 17 mil proteinas (Adams et al., 2000) e o da planta
Arabidopsis thaliana com genoma de aproximadamente 116 milhdes de pares de bases de DNA e
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33 mil proteinas (Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

Dando prosseguimento a estas analises genémicas, podemos dizer que a publicacao
do genoma rascunho do homem (Homo sapiens) no ano de 2001, tanto pelo consorcio publi-
co (International Human Genome Sequencing Consortium, 2001) como pelo consorcio privado
(Venter et al., 2001), marca profundamente a histéria da genémica, visto que o sequenciamento
de nosso genoma levou mais de uma década para ser realizado, ao custo de pelo menos USS
500 milhoes.

SEQUENCIAMENTO DE DNA

As metodologias que deram origem ao que se considera como primeira geracao de se-
guenciamentos de acidos nucleicos foram desenvolvidas na década de 1970, com base em uma
nova técnica de analise baseada na fragmentacao aleatdria de sequéncias de DNA nucleotidi-
cas marcadas radioativamente através de reacoes quimicas de clivagem de cadeias em bases
especificas, utilizando-se eletroforese em gel de poliacrilamida para a analise dos tamanhos
dos fragmentos e detecgao da posicdo de cada nucleotideo na sequéncia de interesse (Figu-
ra 1). Esta técnica foi amplamente adotada pela comunidade cientifica, sendo considerada um
marco na historia das tecnologias de sequenciamento (Heather; Chain, 2016).

Também em 1977, foi desenvolvido o sequenciamento Sanger, criado pelo cientista que
deu nome a técnica. Esta metodologia causou grande impacto no sequenciamento de acidos
nucleicos e consiste na utilizacdo de analogos quimicos de dNTPs, os ddNTPs (dideoxirribonu-
cleotideos trifosfatados) que ndo possuem o grupamento hidroxila 3 requerido para a extenséo
das cadeias de DNA através da formacao de ligacoes com o fosfato 5" do dNTP seguinte. Atra-
vés do preparo de quatro reacoes de PCR, cada uma contendo um tipo de ddNTP com maiores
concentracoes em relacao ao seu dNTP analogo, sao obtidos fragmentos de DNA de todos os
tamanhos possiveis. Ao analisar os resultados em gel de poliacrilamida, € possivel, através da
utilizacao de autorradiografia, inferir qual nucleotideo compunha a Ultima posicao na sequéncia
original (Figura 1b e 1d)(Heather; Chain, 2016; Sanger; Nicklen; Coulson, 1977). Melhorias foram
feitas a técnica original do sequenciamento Sanger, como a substituicao da detecc¢ao de frag-
mentos por radiomarcacao pela deteccao por fluorescéncia, além da utilizacao de eletroforese
capilar em substituicao ao gel de poliacrilamida. Estas modificagdes automatizaram os proces-
sos de sequenciamento e abriram as portas para o surgimento das plataformas comerciais de
sequenciamento (Heather; Chain, 2016)

Aautomacgao dos processos de sequenciamento de DNA sofreu avangos consideraveis
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Figura 1. Primeira geracgao de tecnologias de sequenciamento. Legenda: (A) Sequéncia de DNA hipotética
a ser sequenciada. (B) Sequenciamento por terminagao de cadeia de Sanger: ddNTP radio ou fluorescen-
temente marcados(que uma vez incorporados a uma sequéncia, impedem sua extensao)sdo incluidos em
reacOes de PCR em baixas concentracoes. Desta forma, em cada uma das quatro reagdes preparadas com
um ddNTP especifico, fragmentos de sequéncia sao gerados com truncamentos nas extremidades 3’ a
medida que ha ainclusdo de um ddNTP na sequéncia. (C)Método do sequenciamento quimico de Maxam e
Gilbert: primeiramente, a sequéncia de DNA é marcada, de modo geral, pelainclusao de um P32 radioativo
na extremidade 5 (representado pelo simbolo ®). Diferentes tratamentos quimicos sao aplicados para,
seletivamente, remover as bases das pequenas porcoes de DNA. O composto hidrazina remove bases piri-
midinicas (citosina e timina), enquanto hidrazina em altas concentragdes de sal remove apenas citosinas.
Acidos podem ser utilizados para a remocao de bases purinicas (adenina e guanina), com dimetil sulfato
sendo utilizado para a remogao de apenas guaninas (embora adeninas também possam ser afetadas em
uma proporgdo muito menor). O composto piperidina é utilizado para a clivagem da ligagao fosfodiéster,
produzindo fragmentos de tamanhos variados. (D) Os fragmentos gerados nas duas metodologias podem
ser visualizados através de eletroforese em gel de poliacrilamida de alta resolugao: as sequéncias sao
inferidas a partir da leitura de baixo para cima no gel, uma vez que os fragmentos de menor tamanho
migram mais rapidamente. No sequenciamento Sanger (esquerda) os nucleotideos da sequéncia sao in-
feridos através da localizacao da faixa em que o fragmento esta presente, pois cada faixa representa um
ddNTP. 0 sequenciamento Maxam-Gilbert requer um passo l6gico adicional: timinas (T) e adeninas (A)
podem ser diretamente inferidas através da localizagdo do fragmento nas faixas da pirimidina e purina,
respectivamente, enquanto guaninas (G) e citosinas (C) sdo indicadas pela presenga dupla de fragmentos
nas faixas "G" e "A+G" e "C" e "C+T", respectivamente. Fonte - Adaptado de Heather; Chain (2016).
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a partir de meados da década de 80 com o surgimento da segunda geracao de métodos de
sequenciamento (Figura 3). A sequnda geragao marcou o inicio do sequenciamento de “proxi-
ma" geracao (NGS, next-generation sequencing), um conjunto de tecnologias avangadas com
a capacidade de produzir alto numero de dados por baixo custo em comparacao aos método
baseado na técnica de Sanger(Figura 2)(Escalona; Rocha, Posada, 2016).

A era do big data (grandes dados) promovida pelas plataformas NGS modificou irre-
versivelmente as ciéncias 6micas e consequentemente a biologia de sistemas, aumentando
exponencialmente a quantidade de informacdes bioldgicas disponiveis e tornando a bioinfor-
matica ainda mais integrada e necessaria. O advento das tecnologias NGS também possibilitou
o desenvolvimento de outras abordagens, como, por exemplo, 0 sequenciamento profundo de
transcriptomas por RNA-seq e Ribosome profiling, que beneficiam amplamente analises prote-
Omicas e peptidomicas.

Cost per Raw Megabase of DNA Sequence Figura 2. Progressdo anu-

al do valor, em ddlar, de
cada megabase (1 milhao
de bases) de DNA sequen-
ciado com uma qualida-
e de especifica. Legenda:
Entre 2007 e 2008 houve
a explosao do sequencia-
mento Illumina (principal
plataforma de segunda
geragado), e consequente-
mente a alta producao de
22‘:2;:;';,’:&3&“““’"‘ : dados a baixo custo. Fonte
genome.gov/sequencingcosts X0 KA - National Human Genome
' Research Institute <geno-
me.gov/27541954/dna-se-
guencing-costs-data>.

20012002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

As principais plataformas comerciais de sequenciamento de segunda geragao incluem
o Genome Sequencer da Roche 454 Life Sciences (sequenciamento 454) e SOLID System da
Applied Biosystems, que ja foram descontinuadas, além do Solexa Genome Analyzer da lllumina
(sequenciamento Illlumina) (Miller; Koren; Sutton, 2010). O principal ponto negativo das plata-
formas de segunda geracdo é o tamanho dos fragmentos de sequenciamento produzidos (re-
ads)(Baker, 2012). Os reads gerados pelos sequenciamentos em base Sanger variam entre 500
e 1000 pares de base (pb), enquanto as principais plataformas de sequnda geragao produzem
reads menores, que variam em torno de 400 pb na plataforma 454 e 100 pb ou menos nas plata-
formas Illumina e SOLiD (Miller; Koren; Sutton, 2010).

Em 2007, por exemplo, uma unica corrida de sequenciamento produzia no maximo um
gigabase de dados (1Gb). Em 2014 ultrapassou-se um terabase (1Tb) de dados em uma corrida.
Tendo-se em consideracao a habilidade e velocidade de gerar grandes volumes de dados, o se-
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Figura 3. Amplificagdo paralelizada em algumas plataformas de sequenciamento de DNA de sequnda ge-
racdo. Legenda: (A)Moléculas de DNA amplificadas de forma clonal em PCR de emulsdo (emPCR). Através
da ligagao de adaptadores, e da reagao de PCR, h& a producéo de bibliotecas de DNA com terminacdes &’
e 3. Estas sequéncias sao divididas em fitas Unicas e atracadas a microesferas através dos adaptadores.
O complexo microesfera-DNA é emulsificado através da utilizagao de reagentes de amplificagao aquosa
em oleo, produzindo goticulas de emulsdo com apenas uma microesfera (ilustrado nas goticulas mais a
esquerda com diferentes moléculas indicadas em diferentes cores). A amplificagdo clonal ocorre duran-
te 0 emPCR, quando cada molde de DNA ¢ fisicamente separado dos outros, com suas moleculas filhas
permanecendo ligadas a microesfera. Esta é a base conceitual dos sequenciamentos das plataformas
454, lon Torrent e dos protocolos de sequenciamento Polony. (B) Utilizagdo de pontes de amplificagao
para a producao de aglomerados de populagdes de DNA clonal em uma reagao de PCR em fase solida
planar, conforme sequenciamento Solexa/lllumina. Moléculas de DNA fita simples com sequéncias termi-
nais complementares a dois diferentes adaptadores se anelam quando o microcompartimento (ou célula)
de amplificacao é lavado e sao replicadas em uma area confinada durante o PCR isotermal, curvando-se
sobre adaptadores préximos, produzindo um aglomerado local de moléculas idénticas. Os esquemas (c)
e (d) ilustram como estas duas diferentes formas de amplificagao clonal de sequéncias podem ser lidas
de uma forma altamente paralelizada: as microesferas produzidas no emPCR séo lavadas em uma placa
com multiplos pogos com tamanho suficiente para alocar apenas uma microesfera. (C) Enzimas DNA po-
limerase sao adicionadas aos pocos e cada nucleotideo é retirado por vez e a incorporacao de cada dNTP
monitorada via pirofosfato ou liberagao de ions de hidrogénio. (D) Os agrupamentos de cada célula de fluxo
produzidos através das pontes de amplificacao sao detectados por nucleotideos terminadores reversiveis
fluorescentes presentes no final da sequéncia em cada reacao de extensao, requerendo medicao a cada
ciclo sequida de remogéao de terminadores. Fonte - Adaptado de Heather; Chain (2016).
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guenciamento de nova geragao permite rapidamente a geragao de bases de dados inteiras. Nos
dias de hoje, pode-se sequenciar mais de cinco genomas humanos em uma corrida de aproxi-
madamente uma semana, com custos de reagente de menos de cinco mil dolares por genoma.
Comparado com o primeiro genoma humano, sequenciado em cerca de 10 anos, com o0 método
de Sanger, e ao custo estimado de trés bilhoes de dolares, a tarefa de sequenciar um organismo
atualmente é mais rapida e menos custosa.

Em consequéncia dessa explosao na quantidade de sequéncias de DNA disponiveis, o
volume de dados disponiveis no GenBank esta aumentando de forma exponencial. Estima-se
que essa base de dados dobre de tamanho a cada 1,4 anos (Higgs; Attwood, 2005). Atingimos
um estagio em que 0s computadores sao essenciais para armazenar, recuperar e analisar da-
dos de sequéncias bioldgicas. Sendo considerada por muitos, o centro da pesquisa na biolo-
gia moderna, especialmente nos estudos de genomas/metagenomas inteiros e na analise de
dados de sequenciadores de nova geracao, a bioinformatica auxilia na obtencao de dados de
qualidade e na construcao e melhoria de algoritmos mais eficientes para a anélise de dados
(Metzker, 2011).

Podemos observar, por exemplo, na tabela 1 abaixo a quantidade de bases de DNA e
de sequéncias que sequenciadores Illumina podem gerar (https://www.illumina.com/systems/
sequencing-platforms/comparison-tool.html) e verificamos que, dependendo do modelo, po-
de-se chegar a marca de 20 bilhdes de leituras por corrida e 6 Tb de informagao gerada.

Tabela 1. Tabela comparativa entre os diferentes modelos de sequenciador da lllumina, onde podemos
observar a quantidade de informagao em Gigabase (Gb) que cada equipamento gera, o tempo de cada cor-
rida, a quantidade de leituras por amostra, o tamanho méaximo das leituras por equipamento, a quantidade
de amostras diferentes que pode ser analisada em uma Unica corrida, além do preco relativo por amostra
em cada equipamento.

QUANTI-
SeouENciapoR  DADEDE  TEMPODE LEURASPOR iyiuobas  PoR  RELATIVOPOR

GERADOS LEITURAS CORRIDA AMOSTRA
iSeq 100 1.2Gb 9-17.5hr 4 milhoes 2x150 bp 1-8 Custoalto
MiniSeq 1.8-7.5Gb 24 hr 8-25 milhoes 2 =150 bp 50 Custo médio
MiSeq 0.3-156b 5-55hr 1-26 milhoes 2x300bp 1-384 Custo alto
NextSeq 20-120 Gb 11-29 hr 130-400 milhoes | 2x150 bp 1 Custo alto
HiSeq 4000 125-1500Gb | <1-3.5dias | 2.5-5bilhdes 2 =150 bp 6-12 Custo meédio
NovaSeq 6000 134-6000Gb | 13-44 hr Até 20 bilhoes 2 =150 bp 4-48 Custo baixo

2.3 TERCEIRA GERAGAO DE TECNOLOGIAS DE SEQUENCIAMENTO

As tecnologias PacBio e Oxford Nanopore foram desenvolvidas mais recentemente, e
permitem o sequenciamento de longas sequéncias de DNA. Estas novas tecnologias geram lei-
turas com > 10Kb. Porém, apresentam taxa de erro superior ao lllumina.
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3 ESTRUTURA E FUNGAO DE GENOMAS

Mas o que € um genoma? Conjunto haploide de informacdes presentes no DNA de de-
terminado organismo. E qual sua funcao? Existem os genomas procariéticos e genomas euca-
ridticos que sao formados por sua vez por cromossomos, formados por uma Unica molécula de
DNA. O genoma humano apresenta 22 pares de cromossomos autossomos mais um par sexual
(XX ou XY); j& os procariotos de modo geral apresentam somente um cromossomo. O genoma
consiste na anatomia molecular de uma espécie e representa a descricao de todos 0s genes,
elementos regulatorios ou regioes nao-funcionais de um determinado organismo. Além de abrir
portas para estudos mais especificos, baseados em genes e proteinas de potencial biotecno-
logico, estudos evolutivos, explicacdes sobre aspectos da biologia do organismo e genémica
comparativa. Como mencionado por Craig Venter, “"A sequéncia é apenas o inicio”. Consideran-
do-se um genoma procarioto, podemos encontrar as sequintes caracteristicas de um genoma
procarioto: auséncia de um complemento diploide de genes (alelos); uso de quase todo o ge-
noma na codificacdo e na reqgulacdo (superposicao); colinearidade dos genes e seus produtos
proteicos; tendéncia de apresentar genes codificando fungdes relacionadas agrupados (0pe-
rons); existéncia de unidades genéticas acessorias (plasmidios, bacteriofagos e transposons),
a0 passo que 0s genomas eucarioticos de modo geral caracteristicas contrarias, sao pelo me-
nos diploides (de modo geral), pouco percentual de sequéncias codificantes de proteinas no
genoma, auséncia de ¢perons.

& | METAGENOMICA

4.1 DEFINICAO DE METAGENOMICA

0 termo metagendmica, ou seja, aléem dos genomas, refere-se a uma abordagem inde-
pendente de cultivo baseada na analise de sequéncias de DNA de uma mistura de populacdes
microbianas, ou seja, ¢ uma analise gendémica de DNA microbiano total extraido diretamente de
amostras ambientais, clinicas, ou industriais (Handelsman et al., 1998). A metagenomica vem
sendo aplicada para responder questoes fundamentais da microbiologia, como: Quantos sao?
Quem sao? E o que fazem os micro-organismos? Por isso, a metagendmica representa uma im-
portante ferramenta para estudo da ecologia microbiana e prospeccao do potencial metabdlico
através da analise da diversidade taxonémica e localizacao de genes e Gperons responsaveis
pela sintese de moléculas com propriedades de interesse biotecnolégico (Handelsman, 2004).
A metagendmica revolucionou nossa habilidade de caracterizar o potencial metabdlico e a ta-
xonomia de micro-organismos ambientais, através de comparagoes de todo o contetddo génico
das comunidades microbianas, para além de marcadores ribossomais como o gene 16S rRNA.
Portanto, é possivel obter informacgoes taxondémicas e metabdlicas de um ambiente simulta-
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naemente. Com o auxilio das novas plataformas de sequenciamento de alta vazao, hoje é pos-
sivel conhecer detalhadamente a assinatura genética de ambientes distintos. A metagendmica
oferece nova luz a ecologia microbiana, podendo revelar interacoes intra e interespecificas dos
organismos que compartilham um mesmo habitat e ainda identificar organismos que vivem em
habitats especificos (Wooley; Godzik; Friedberg, 2010).

As técnicas moleculares, como sequenciamento de moléculas de DNA, surgidas e di-
fundidas nas décadas de 1960 e 1970, tornaram-se eficientes para o estudo da diversidade de
comunidades microbianas (Stahl et al., 1984). Carl Woese provou em seus estudos a existéncia
dos trés dominios da vida (Archaeia, Bacteria, e Eucarya) através do estudo dos crondémetros
moleculares rRNA (Woese; Fox, 1977). As anélises independentes de cultivo através de bibliote-
cas 16S rRNA permitiram acesso a diversidade de comunidades microbianas de uma amostra
sem necessidade de cultivo e isolamento. Dessa forma, a entao desconhecida diversidade de
ambientes completamente distintos, do bacterioplancton a ambientes extremos, comegou a
ser elucidada. Subsequentemente, foi sugerida a abordagem metagenémica que avalia o con-
junto completo de genes em uma determinada amostra, permitindo analisar a diversidade ta-
xondmica e funcional.

4.2.1 ABORDAGEM METAGENOMICA

As duas abordagens no estudo de diversidade microbiana sao a dependente e a inde-
pendente de cultivo. Ambas permitem caracterizar a diversidade, por isso sdo consideradas
complementares. A diversidade de micro-organismos presentes nos ambientes € extrema-
mente grande. Por exemplo, estima-se que apenas 0,001a 0,1% dos micro-organismos da agua
do mar sao cultivaveis(Amann; Ludwig; Schleifer, 1995), por isso sdo cada vez mais empregadas
abordagens independentes de cultivos para estudar a diversidade, dinamica e biogeografia de
comunidades microbianas.

Para desenvolver um estudo com abordagem metagen6émica, sao sequidas diversas
etapas, tais como coleta de amostras ambientais, extracao de acidos nucléicos, sequencia-
mento, andlises de bioinformatica, e modelagem matematica (Figura 4). A partir do momento
em gue os objetivos da pesquisa sao definidos e todo o delineamento experimental elaborado,
os pesquisadores vdo a campo (ou laboratorio) coletar as amostras. Diversos estudos com abor-
dagem metagendmica foram feitos em invertebrados marinhos, sedimentos, fezes, material
em decomposicao, plantas, centrais de tratamento de esgoto. Para amostras sélidas, os pes-
quisadores devem coletar e preservar o material, geralmente, congelando-o. Se as amostras
estiverem em estado liquido, por exemplo, agua do mar, um determinado volume é filtrado e o
filtro contendo a comunidade microbiana é preservado para posterior analise.

Emlaboratorio o DNA é extraido e purificado através de diversas reagdes quimicas para
que possa ser sequenciado. A extracao do DNA consiste em diversas etapas. As células micro-
bianas devem ser rompidas para liberar seu material genético na solugao; os componentes ce-
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A B C

Meio Ambiente Dados metagendmicos
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TGTATCTATCTACCTAC .
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Figura 4. Workflow para anélise de dados genémicos e metagenémicos: A) Amastra microbiana onde em
metagendmica se estuda a comunidade e em genoma um membro da comunidade que pode passar por
cultura; B) 0 DNA ¢ extraido para sequenciamento; C) Em metagenomica se estuda quem sao os organis-
maos na comunidade microbiana e o papel bioldgico dos genes e em gendmica o papel do organismo em
estudo no ambiente.

lares (e.g. proteinas, lipideos, RNA) devem ser removidos, através de digestao enziméatica e se-
paracao fisico-quimica. O DNA presente na solucao é precipitado, lavado e quantificado para
gue a solucao tenha o minimo de impurezas. Com a solugao de DNA purificado, bibliotecas me-
tegenomicas sdo construidas e sequenciadas (ver secdo Sequenciamentos, do presente capi-
tulo). O resultado obtido pelas reagdes de sequenciamento sdo arquivos de texto em formatos
especificos(e.qg. fastq e fasta) contendo a sequéncia de nucleotideos e a qualidade da leitura da
maquina para cada base nitrogenada. Nesses arquivos estao presentes misturas de genomas e
genes de todaa comunidade microbiana. O proximo desafio é atribuir significado biologico para
cada uma das sequéncias atraves de ferramentas de bioinformatica. Esse processo computa-
cional é chamado de anotacao.

4.2.2 ANOTACAO DOS METAGENGOMAS

Umagrande gargalo paraostrabalhos que envolvemaabordagem metagenémicaéaano-
tacao. Atualmente a quantidade de dados de genomas e metagenomas gerados € muito grande.
Para atribuir significado biol6gico a cada uma das sequéncias, estas devem ser comparadas
com banco de dados contendo informacoes sobre os genomas, genes e taxonomia dos micro-
-organismos conhecidos (ver capitulo “Gestdo de dados de biotecnologia marinha”). Ha diversas
ferramentas para realizar essa busca nos bancos de dados, porém existem plataformas que
realizam toda a busca e quantificacao dos resultados da busca automaticamente. Um exemplo
de plataforma é o servidor MG-RAST (MetaGenomic Rapid Annotation by Subsystem Technology)
(Meyer et al., 2008). 0 MG-RAST faz a anotacdo dos metagenomas através de subsistemas. Um
subsistema ¢ definido como um conjunto de papéis funcionais que, juntos, implementam um
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determinado processo biolégico ou estrutural (Overbeek et al., 2005). Cada subsistema é cura-
do, ou seja, revisado, por um grupo de cientistas especializados em vias metabolicas espe-
cificas, categorizando os principais genes envolvidos nessas vias, possibilitando aos pesqui-
sadores interpretacao mais facil e geral. Por exemplo, quando nos deparamos com o termo
“Metabolismo secundario’, temos nogao imediata de que se trata de algo que € metabolizado
para defesa do organismo, nao € mesmo? E que tal “Fosforibosilantranilato isomerase™ Este é
um gene que é parte do metabolismo de produtos secundarios. Geralmente os cientistas pro-
curam entender o potencial metabdlico em termos mais amplos.

5 FERRAMENTAS DE BIOINFORMATICA PARA A
ANOTACAO DE GENOMAS E METAGENOMAS

O RAST (anotacdo rapida usando tecnologia de subsistemas)(Aziz et al., 2008) e RASTtk
(RAST tool kit)(Brettin et al., 2015) sdo duas das ferramentas mais conhecidas para anotagao de
genomas microbianos. RAST foi langado em 2008, com o intuito de anotar genomas microbia-
nos de forma automatica usando o banco de dados SEED. Esse banco de dados foi desenvolvido
pelos membros do laboratério nacional de Argonne (Estados Unidos), em 2004, com o objeti-
vo de agrupar proteinas que implementam um processo bioldgico especifico ou uma estrutura
complexa em um subsistema. Os subsistemas do SEED sao divididos em trés niveis, em que o
primeiro nivel € o mais geral e o terceiro € a classe mais especifica e uma fungao associada ao
gene.

O primeiro passo antes de anotar um genoma no RAST é fazer a montagem do genoma
usando uma ferramenta como SPAdes que gerara sequéncias longas, as quais serao submeti-
das ao servidor do RAST onde a analise é realizada. Uma das vantagens de usar o RAST é que
0 programa é livre para o uso de qualquer pesquisador por meio de um website, que facilita o
Uso, pois nao requer a instalagdo de multiplos programas. Entretanto, apesar das vantagens o
RAST tem suas limitagdes: por exemplo, as configuragoes padroes do RAST nem sempre sao a
melhor escolha de anotagao. Por outro lado, o RASTtk permite construir uma anotagao perso-
nalizada com foco na ferramenta para encontrar as regides dos genes, softwares de anotacao,
e diferentes formatos de saida.

Entre asdiferencas entre RAST e RASTtk esta 0 modo em que 0s programas encontram
as regioes dos genes (ORFs). Por exemplo, 0 RAST apenas usa Glimmer3, mas o RASTtk abre a
possibilidade de o usuério escolher entre Glimmer3 (Delcher et al., 2007), GeneMarkS (Besemer
et al., 2001) e Prodigal (Hyatt et al., 2010). Outra grande diferenga ¢ o modo como RASTtk anota
0 genoma: k-mers sao usados (8 aminoacidos) para encontrar ocorréncias entre ORFs e banco
de dados. O RAST é mais tradicional, usa BLAT para alinhar as ORFs contra o SEED.

A Tabela 2 contém um resumo das principais ferramentas para anotar genomas e me-
tagenomas, tanto taxonémica como funcionalmente.
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Tabela 2. Lista de ferramentas para anotacao taxondmica e funcional de metagenomas e anotacao de

genomas.
A NOME DA A - VERSAO
ANALISE FERRAMENTA TIPO DE ANALISE METODO WEBPAGE ONLINE
Anotagao tax- - http://edwards.sdsu. .
FOCUS ondmica k-mers e NNLS edu/FOCUS Sim
Anotagao . -
MG-RAST taxondmica e Homologia https.//metagenom Sim
funcional ics.anl.gov
Metagenomica
Homologia em um
B http://edwards.sdsu. -
SUPER-FOCUS Eeadmlj:;dds dados edu/SUPERFOCUS Nao
RTMG Anotacao funcional https://edwards.sdsu. Sim
k-mers edu/rtmg
RASTtk Nao
Genomica https://rast.nmpdr.org
RAST Homologia Sim

Em metagendmica, o uso de grandes arquivos para analise tem se tornado cada dia
mais comum, devido a reducao no custo de sequenciamento e ao acesso ubiquo a plataformas
de sequenciamento. As ferramentas computacionais para a interpretacao da bioinformatica
de dados metagendmicos, entretanto, nao escalam bem com volumes crescentes dos dados,
impedindo a analise oportuna e diminuindo a informacao obtida desses arquivos. A maioria das
ferramentas de anotacao atuais usa homologia, isto &, alinhamentos de todas as sequéncias
com um banco de dados de referéncia(Mitra et al., 2011). Outro método muito usado sé&o k-mers
que usam subsequéncias de tamanho k para encontrar ocorréncias nas sequéncias de DNA. Por
exemplo, Kraken (Wood; Salzberg, 2014) usa k-mers de 31 nucleotideos para mapear o banco de
dados. Os valores k-mer maiores aumentam a precisao em comparagao com tamanhos me-
nores de k-mer (Silva et al., 2014). Um dos problemas em usar maiores tamanhos de k-mer, no
entanto, é a grande quantidade de memoria RAM necessaria para armazenar o banco de dados.

Os pipelines baseados em homologia geralmente usam ferramentas de busca de sequ-
éncia paraidentificar o melhor representante em um grande banco de dados sequéncia por se-
quéncia. Duas populares ferramentas de anotagao taxonémica e funcional sdo MG-RAST (Meyer
et al., 2008) e MEGAN 6 (Huson et al., 2016). Ambas classificam espécies e fungdes presentes
em amostras de metagenomas através do alinhamento contra um banco de dados. Atualmente,
MG-RAST primeiro identifica as regides dos genes (ORFs) nas sequéncias com FragGeneScan
(Rho et al., 2010) e entdo produz alinhamentos das sequéncias de aminoacidos traduzidas con-
tra o banco de dados Mbnr(Wilke et al., 2012)usando o alinhador BLAT (Kent, 2002). MEGAN cria
perfis taxon6micos com base nos arquivos de resultados tabulados criados a partir de progra-
mas como o BLAST (Altschul et al., 1997), ou alternativas de alinhadores mais rapidas, incluindo
DIAMOND (Buchfink et al., 2015) e RAPSearch?2 (Zhao et al., 2012) contra o banco de dados nao
redundante (NR). Uma limitagao de abordagens baseadas em homologia é o fato de que todas
as sequéncias da consulta tém de ser alinhadas com todas as sequéncias na base de dados e a
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medida que o tamanho dos inputs aumenta, a analise pode prolongar-se de dias para semanas
ou meses (Silva et al., 2014).

Abordagens baseadas em composicao exploram perfis de composicao k-mer para
identificar taxa na amostra metagenémica. Esses métodos nao utilizam alinhamento, o que
acelera o perfil de dados(Gao et al., 2015). Por exemplo, uma das primeiras ferramentas de ano-
tacdo de metagendmas, PhyloPythia (McHardy et al., 2007), usa aprendizado de maquina and
4-mers(k-mers de tamanho 4) para classificar cada sequéncia no metagenome, mas se limitaa
sequéncias de metagendémas que sdo longas. Similarmente, FOCUS (Silva et al., 2014) usa mini-
mos quadrados ndo-negativos(NNLS) para classificar todos os tipos de amostras metagenomi-
cas usando k-mers de 6, 7 ou 8 nucleotideos.

Além do MG-RAST e MEGAN para anotagao funcional de metagenomas, SUPER-FOCUS
(anotacao com um banco de dados reduzido de subsistemas usando FOCUS)(Silva et al., 2015)
e RTMG (metagentmica em tempo real) (Edwards et al., 2012) sdo alternativas mais rapidas(em
tempo de analise) e precisas que os dois competidores para a anotagao funcional de dados
metagendémicos. SUPER-FOCUS usa o FOCUS para fazer uma anotacao rapida da comunidade
microbiana presente na amostra e usa homologia para alinhar os dados apenas contra os sub-
sistemas que se presume estarem presentes na comunidade microbiana, diferentemente do
MG-RAST e MEGAN que alinham os dados contra um banco de dados completo, o que demanda
muito mais tempo. RTMG usa um banco de dados com todas as assinaturas que sao Unicas de
tamanho k(onde k varia de 7 a 12 aminoacidos) relacionadas a um subsistema, e usa essas assi-
naturas para realizar a classificacao funcional dos dados metagenémicos.

6 | APLICAGOES NA BIOTECNOLOGIA MARINHA

Além de identificar as espécies e funcoes presentes em uma amostra, a anotagao de
metadados de metagenomas permite analise ecologica detalhada de dados microbianos, es-
pecialmente ligando gendtipos e fendtipos, medidas biogeoquimicas e localizacoes geografi-
cas (Haggerty; Dinsdale, 2017). Um fator essencial para a ecologia microbiana ¢ a capacidade
de comparar as comunidades através de descricoes quantitativas da diversidade, incluindo o
numero de espécies (riqueza), sua abundancia relativa (uniformidade) e varios indices de diver-
sidade que levam em conta a riqueza e uniformidade. As medidas fundamentais para a diversi-
dade sao as identificagdes de unidades bioldgicas reais, das quais a diversidade é derivada. Na
ecologia microbiana, essas unidades podem ser definidas em diferentes niveis taxonémicos,
variando de unidades taxonémicas operacionais (0TUs) a filos (Youssef et al., 2015).

Agenbmica e bioinformaticavoltada paraasaude publica e biodiversidade pode auxiliar
nos estudos relacionados a biotecnologia, como vacinas, busca por novas moléculas com agao
antimicrobiana, na area de epidemiologia, de resisténcia, de monitoramento e de satde publica
e ambiental. Por exemplo, a analise do sequenciamento do genoma de uma bactéria resistente
a antibidticos permite descobrir os mecanismos de resisténcia. Ja através da metagentmica ¢
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possivel detectarmos organismos patogénicos que nao seriam detectados por métodos tradi-
cionais de isolamento e cultivo, ou quando encontramos uma proteina que € um potencial alvo
vacinal através de programas de predicao de epitopos.

A gendmica e a metagendmica podem inclusive mostrar um novo tipo de virus, como o
caso de um bacteriofago presente nas fezes humanas que possui incidéncia seis vezes maior
nos metagenomas do que qualquer outro bacteriéfago conhecido, e que nunca havia sido des-
crito. O trabalho de Dutilh e colaboradores (2014) encontraram um bacteriéfago denominado
crAssphage que possui como possivel hospedeiro bactérias do tipo Bacterioidetes, demons-
trando o potencial destas técnicas tanto para a descoberta de novas espécies como para vigi-
lancia e monitoramento.

Por meio do mapeamento de habitats e do estudo do funcionamento dos sistemas ma-
rinhos e associados (por ex., tapetes microbianos), sera possivel entender melhor o potencial
das diferentes regioes e o papel da geodiversidade e da dinamica marinha na estruturacao da
biodiversidade e da produtividade desses sistemas. O desenvolvimento da biotecnologia tem
mostrado a importancia do conhecimento, conservacao e uso da biodiversidade. Quanto maior
a biodiversidade, maiores sao as possibilidades e oportunidades para descoberta e desenvaolvi-
mento de produtos e processos.

Atualmente, diversos estudos tém conseguido recuperar genomas completos dos me-
tagenomas. Isso porque o sequenciamento de DNA se tornou mais acessivel, a um custo muito
menor nos ultimos dez anos, e também gracgas a maior disponibilidade de recursos computa-
cionais para realizar as andlises de bioinformatica. Essa etapa adicional (montagem de geno-
mas) demanda altissima capacidade de computagdo, porém apos ter conseguido reconstruir
0s genomas, é necessario também anota-los. Passos semelhantes aos mencionados acima sao
adotados para anotacao, no entanto os resultados provenientes desses estudos revoluciona-
ram diversos campos da biologia e da bioprospeccao. Exemplos marcantes sao estudos em
aquiferos, que adicionaram uma ampla gama de grupos bacterianos a arvore da vida (Hug et
al., 2015), e a descoberta de arquéias que dao pistas para a origem dos eucariotos (Spang et al.,
2015).

A bioprospeccao genémica e metagendmica microbiana visa a busca por genes com
potencial biotecnologico. Por meio da bicinformatica é possivel definir as sequéncias génicas
de interesse geradas pelo sequenciamento de genomas. A gendmica contribui para a geracao
dainformacao necessaria acerca da estrutura e funcoes dos genes e tem estimulado inovagoes
tecnologicas, com o desenvolvimento de novos produtos com maior valor agregado (Warga-
cki et al., 2012). No trabalho de Wargacki et al. (2012), foram empregados genes de vibrios para
fermentagao de alginato na engenharia genética, visando obter linhagens capazes de produzir
etanol a partir de biomassa da alga Laminaria. Em outro exemplo, descobriram-se bactérias
marinhas quimio-organotroficas fotossintetizantes (Amaral et al., 2012). A energia (ATP) pro-
duzida pelos micro-organismos na presenca de luz por meio da acao da proteorodopsina pode
ser convertida em bioenergia. Além disso, esses micro-organismos produzem varias enzimas,
tais como proteases e lipases. 0 reduzido tempo de duplicagdo desses micro-organismos, a
alta capacidade de produzir proteases, lipases e outras moléculas bioativas, e a versatilidade
metabolica (crescimento com as mais variadas fontes de energia, incluindo maltose, quitina,
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N-acetilglicosamina e hidrocarbonetos), parecem ser caracteristicas promissoras para aplica-
cOes tecnoldgicas. Em outra frente de trabalho do nosso grupo, foi estabelecida vasta colecao
de micro-organismos marinhos de diferentes regides da costa brasileira (www.taxvibrio.Incc.
br). Dentre esses micro-organismos existem linhagens com grande atividade enzimatica (aga-
rolitica, proteolitica e lipolitica) (Alves et al., 2010; Chimetto et al., 2009; Santos et al., 2011).
Novos ramos da vida ainda estdo sendo descobertos por meio da genémica (Coutinho et al.,
2018; Parks et al., 2017). Por exemplo, acreditava-se originalmente que as duas etapas do pro-
cesso de oxidagao da amdnia em nitrato e nitrito fossem realizadas por consorcios separados
de micro-organismos oxidantes de amoénia e oxidantes de nitrito. Mas genomas reconstruidos
de metagenomas (MAGs, metagenome-assembled genomes) do filo Nitrospira mostraram ser
capazes de realizar ambas as etapas do processo de oxidagdo da amonia (Daimset al., 2015).
Finalmente, a recuperacao de MAGs de um aquifero profundo levou a descoberta do filo Ba-
thyarchaeota(Evans et al., 2015). O contetido do genoma desses organismos revelou que o me-
tabolismo do metano nao se restringia a arqueia do filo Euryarchaeota como se sugeriu ante-
riormente (EVANS et al., 2015). A ecogenémica também revelou novos papéis ecoldgicos para
micro-organismos que tém sido objeto de extensas pesquisas ha décadas, como o SAR11 (Pe-
lagibacterubique). Acreditava-se originalmente que esse clado estivesse limitado a ambientes
marinhos ¢xicos, mas uma combinacao de single cell genomics e metagenémica revelou que
algumas linhagens dentro da SAR1T ocorrem em zonas minimas de oxigénio (Giovannoni et al.,
2017; Tsementzi et al., 2016). Esta linhagem de SART1 possui uma enzima funcional de nitrato
reductase que realiza a primeira etapa do processo de desnitrificacdo, demonstrando que 0s
membros do SAR11 podem contribuir para a perda de nitrogénio oceanico. A alta similaridade
entre linhagens oOxicas e anoxicas sugere que a adaptacao a ambientes andxicos surgiu recen-
temente durante a evolugao deste grupo (Tsementzi et al., 2016). Similarmente, as linhagens
oceanicas de superficie e de profundidade de SART1 mostraram um conteudo genético surpre-
endentemente similar, mas diferencas sutis no tamanho dos genomas, nas regioes intergéni-
cas e no conteudo de aminoacidos que podem estar ligados a adaptacoes a esses dois nichos
ecolégicos diferentes (Cameron et al., 2014). Essas diferencas sutis entre as linhagens éxicas/
anoxicas e de superficie/profundidade do SAR11 demonstram que esse grupo pode evoluir ra-
pidamente a mudancas que permitem que essas bactérias ocupem outros nichos ecoldgicos.
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A transcriptémica e a metatranscriptémica adotam uma visao holistica do per-
fil de expressao génica de uma célula, tecido, organismo ou comunidade. Essas
técnicas analiticas objetivam: (1) catalogar todos os possiveis tipos de transcri-
tos, incluindo mRNAs, RNAs nao codificantes e pequenos RNAs; (Il) determinar
a estrutura transcricional de genes; (Ill) quantificar alteragdes nos niveis de ex-
pressao dos transcritos durante o desenvolvimento e/ou em resposta a diferen-
tes condicdes de estudo. Os transcriptomas fornecem informacgdes essenciais
sobre quando e quais genes estao sendo expressos em varios tipos de células e
tecidos. No ambito da biotecnologia marinha, o acesso a informagdes de trans-
criptomas possibilita conhecer genes de resisténcia a antibioticos ou defensivos
agricolas, bem como genes relacionados a sintese de metabdlitos especializados
com aplicacoes farmacolégicas ou industriais. Ademais, o sequenciamento do
metatranscriptoma em comunidades marinhas complexas possibilita conhe-
cer o perfil genético de micro-organismos nao cultivaveis, a composicao taxo-
némica e a funcao desempenhada pelo microbioma ativo em um determinado
ambiente. A metatranscriptémica tem revelado uma diversidade inexplorada de
genes e rotas metabolicas com grande potencial biotecnologico, especialmente
para as areas de bioenergia e farmacologia. Neste capitulo, exploraremos ainda
as estratégias de analise da expressao génica. Atualmente, o RNA-seq (sequen-
ciamento de RNA) é a abordagem mais utilizada para o estudo da transcriptomi-
ca e/ou metatranscriptémica. Para 0 acesso a esse mundo de informagdes ge-
radas pelo sequenciamento de alta performance, dispoe-se de ferramentas de
bioinformatica que vém sendo desenvolvidas e atualizadas, de modo a superar o
desafio da anélise de grandes quantidades de dados.
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'| 0 QUE E TRANSCRIPTOMICAE
METATRANSCRIPTOMICA

0 termo transcriptoma refere-se ao conjunto completo de moléculas de RNA (RNAs
mensageiros, RNAs ribossémicos, RNAs transportadores e os microRNAs) em um dado orga-
nismo, orgao, tecido ou linhagem celular. Metatranscriptoma refere-se ao conteudo total de
transcritos génicos (moléculas de RNA) em uma comunidade de organismos, compreendida
como uma entidade Unica. A informacao para a vida € armazenada na molécula de DNA, cons-
tituindo o genoma dos arganismos, mas € expressa atraveés da transcricao. Portanto, o trans-
criptoma é o reflexo direto da expressao génica. Dessa maneira, o perfil do transcriptoma pode
variar segundo a fase de vida, o estado fisioldgico, os estimulos fisicos, quimicos, biolégicos ou
aocorrénciade doencgas. O estudo do transcriptoma, isto &, as analises dos niveis de expressao
génica e suaregulacao e estrutura, € essencial para a interpretacao dos elementos funcionais
do genoma, sendo, portanto, o centro dos interesses da genémica funcional (Figura 1). Para
organismos com genomas grandes, ricos em introns e regioes repetitivas, o estudo do trans-
criptoma oferece a vantagem de permitir a analise apenas da fracao codificante, reduzindo a
complexidade para o estudo de organismos nao-modelo.

Genes relacionados a

Organizsmos simbidticos

produgio de metabdlitos
A A
i i
H :
METATRANSCRIPTOMA TRANSCRIPTOMA
¢ ‘L Figura 1. Metatranscriptoma e
transcriptoma: metodos dife-
Estudo da comunidade Busca de genes expressos rentes para responder a dife-
microbiana em diferentes condigdes

rentes perguntas.

As primeiras técnicas para o estudo de transcritos individuais foram utilizadas no final
dos anos 70. Com o uso da enzima transcriptase reversa, bibliotecas de mRNA foram prepara-
das e convertidas em DNA complementar (cDNA), mais estavel para o armazenamento (Sim et
al., 1979). Nos anos 1980, 0 método de Sanger comegou a ser usado para sequenciar transcri-
tos individuais aleatérios dessas bibliotecas, chamadas Expressed Sequence Tags (ESTs). Esse
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método, proeminente durante os anos 1990, foi usado como uma alternativa para determinar
0 conteudo génico de um organismo, sem ser necessario sequenciar o genoma completo. Em
1995, foi desenvolvido o método SAGE - Andlise Serial da Expressdo Génica (Serial Analysis of
Gene Expression), que empregava o sequenciamento Sanger de fragmentos concatenados de
transcritos aleatoérios. Uma variagao do método SAGE que aplicava técnicas de sequenciamen-
to de alta performance, conhecida como Anélise Digital da Expressao Génica, foi brevemente
empregada. As comparacoes dos niveis de expressao por Northen blotting, e mais tarde, por
PCR quantitativa foram também bastante utilizadas, porém sdo métodos laboriosos e apenas
acessam uma pequena fracao de um transcriptoma. Consequentemente, a maneira pela qual
um transcriptoma € expresso e regulado continuou desconhecida até o desenvolvimento das
tecnologias de sequenciamento de alta performance.

Atualmente, as principais técnicas para o estudo de transcritptomas sao microarran-
jo e RNA-seq. A técnica de microarranjo foi primeiramente empregada em 1995 e compara a
abundancia de transcritos entre amostras através da hibridizagdo com um conjunto de sondas
de DNA de sequéncia conhecida. Até o final dos anos 2000, uma variedade de microarranjos foi
produzida para organismos modelos ou economicamente importantes. Avancos no design e na
fabricagao dos arranjos melhoraram a especificidade das sondas e permitiram que mais genes
fossem testados em um Unico experimento. Além disso, a melhora na deteccao de fluorescén-
cia aumentou a sensibilidade e a acuracia para a analise de transcritos pouco abundantes.

A primeira tentativa de estudo de um transcriptoma humano parcial aconteceu no ini-
cio dosanos 1990 e reportou 609 sequéncias de RNA mensageiro do cérebro humano (Adams et
al., 1991). Atualmente, transcriptomas de diferentes organismos, condigdes fisioldgicas, e até
de umaunica célula sdo rotineiramente gerados. Essa explosdo na transcriptdmica foi governa-
da pelo rapido desenvolvimento de novas tecnologias com menor custo e maior sensibilidade.
De fato, a transcriptémica tem se beneficiado do rapido avanco tecnoldgico, especialmente
nas areas de sequenciamento de alta performance. O termo RNA-seq refere-se a metodologia
de sequenciamento de transcritos completos - moléculas de RNA convertidas em cDNA - e
oferece informacoes adicionais sobre a estrutura do transcrito, como, por exemplo, variantes
de processamento (splicing alternativo). 0 Sequenciamento Massivo de Assinaturas Paralelas
(MPSS, Massively Parallel Signature Sequencing) foi um dos primeiros exemplos de analise de
expressao génica em larga escala, gerando sequéncias de 16 a 20 pares de bases através de
uma complexa série de hibridizacdes, e foi utilizado em 2004 para validar a expressao de 10*
genes em Arabidopsis thaliana (Meyers et al., 2004). J4 em 2006, a tecnologia 454 foi utilizada
pela primeira vez para RNA-seq, gerando 10° sequéncias de transcritos(Bainbridge et al., 20086).
0 RNA-seq comecou a ser amplamente utilizado depois de 2008, quando a inovadora tecnologia
Solexa/lllumina permitiu a geragao de 10° sequéncias de transcritos. O sequenciamento de alta
performance foi essencial para o estabelecimento da transcriptdmica como uma area de pes-
quisa em vertiginosa expansao.

Aanélise da expressao de RNA em diferentes condi¢des ou escalas temporais nos per-
mite conhecer o repertdério génico de uma comunidade (metatranscriptdmica) ou organismo
(transcriptémica) e compreender mecanismos de regulacao da expressdo. A transcriptémica
também auxilia na inferéncia de funcoes de genes ainda nao estudados e permite desvendar
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vias metabdlicas de interesse biotecnoldgico para a producao de farmacos, biopolimeros ou
biocombustiveis. Analises metatranscriptdmicas permitem explorar mudancas na expressao
génica em diferentes organismos que compdem determinada comunidade e tém sido instru-
mentais para a biotecnologia marinha, com destaque para 0 seu uso no monitoramento e re-
mediacao ambiental.

ABORDAGENS METODOLOGICAS

O primeiro passo para os estudos de transcriptoma e metatranscriptoma consiste na
coleta e preservacao do material. Essa etapa, muitas vezes subestimada, & essencial para a
obtencao de resultados de qualidade. De maneira geral, os estudos de transcriptoma e meta-
transcriptoma podem ser divididos em qualitativos e quantitativos. Os estudos qualitativos tém
por objetivo conhecer o repertdrio génico expresso por um organismo ou comunidade e sao,
na maioria dos casos, descritivos. Ja os estudos quantitativos visam comparar os niveis de
expressao génica entre individuos ou comunidades. Durante o delineamento amostral devem
ser levados em consideracao o custo e a viabilidade da coleta, o tamanho do efeito esperado e
avariancia dentro dos grupos amostrados. Além disso, é preciso definir o nimero de réplicas e
aprofundidade de sequenciamento necessarios, levando-se em conta a hipotese a ser testada.

As coletas devem ser feitas de forma aleatdria e o procedimento adotado depende do
objeto de estudo. No ambito da biotecnologia marinha, € comum a analise de micro-organis-
mos cultivados ou de amostras ambientais compostas por agua do mar, sedimentos e holo-
biontes marinhos, tais como algas, corais, esponjas, moluscos e peixes. Por nao se tratar do
objetivo principal deste capitulo, as estratégias de coleta serdo descritas brevemente (infor-
macoes mais detalhadas podem ser encontradas em (Companhia Ambiental do Estado de S&o
Paulo 2011; CETESB/ANA).

A coleta de agua do mar pode ser feita na superficie ou em profundidades determina-
das usando uma garrafa de Nansen, Niskin ou Van Dorn(Figura 2A). Essas garrafas sdo submer-
gidas abertas até a profundidade de interesse e fechadas com o auxilio de um dispositivo espe-
cial, chamado mensageiro, lancado ao longo de um cabo. Em sequida, a agua deve ser filtrada
para separar as fragcoes de micro-organismos plancténicos que se deseja analisar. Nesse caso,
recomenda-se a filtracao seriada de agua do mar em filtros com 1,0um de poro para a coleta de
eucariotos, 0,2um para a coleta de bactérias, e filtracao tangencial com cut-off de peso mole-
cular de 30kDa para concentrar os virus.

A coleta de sedimentos pode ser feita de forma estratificada, preservando a separacao
em camadas de acordo com a profundidade, ou de forma nao estratificada, em que ha mistura
das camadas do sedimento no momento da coleta. Para as coletas de sedimento superficial,
pode-se utilizar diversos modelos de coletores de acordo com a granulometria, sendo 0 mais
comum o de Van Veen (Figura 2B). J& a coleta estratificada deve ser feita com o uso de um
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Figura 2. Instrumentos
de coleta: A. Garrafa de
Niskin. B. Coletor de van
Veen. C. Testemunhador
modelo Kajak-Brinkhurst.
Imagens adaptadas de
(Companhia Ambiental do
Estado de Sao Paulo, 201T;
CETESB/ANA).

testemunhador ou corer, espécie de tubo que penetra no sedimento e possui um dispositivo de
fechamento para confinar a amostra enquanto é trazida para a superficie (Figura 2C).

As coletas de holobiontes podem ser feitas por meio de dragas, no caso de organismos
bentdnicos, ou redes de espera, redes de arrasto ou espinhel, no caso da coleta de organismos
nectdnicos. Paraambos os casos, uma estratégia mais seletiva e, portanto, com menor impac-
to, é a coleta através de mergulho auténomo.

Quando se trata da preservacao de amostras biolégicas para analises de RNA, o tempo
é fator fundamental. O RNA é extremamente sensivel a degradacao, portanto algumas medidas
devem ser tomadas imediatamente apos a coleta para garantir a sua integridade. Para evitar a
acao de RNases e possiveis alteracdes no perfil de expressao génica do organismo ocasionadas
pelo estresse durante a coleta, os filtros de agua, amostras de tecidos ou sedimentos devem
ser rapidamente congelados em nitrogénio liquido. Estima-se que a meia-vida de uma molé-
cula de RNA mensageiro em células bacterianas € de 5 minutos (Moran et al., 2013). Portanto,
o ideal é que o tempo transcorrido desde a coleta até o congelamento das amostras, incluindo
0 pré-processamento (ex.: triagem, filtracao), seja inferior a 5 minutos. Alguns reagentes sao
comercializados como alternativa para inativar RNases e preservar a integridade do RNA, pos-
sibilitando a manutencao das amostras a temperatura ambiente por uma semana ou a 49C por
um meés.

2.2 PREPARAGAO DE AMOSTRAS
2.2.1EXTRACAQ DE RNA E ISOLAMENTO

0 processamento de amostras para a extracao de RNA varia de acordo com o tipo de
material. No caso de tecidos, por exemplo, € comum a maceragao em nitrogénio liquido, e para
bactérias cultivadas, o uso de choque térmico pararomper a parede celular. A subsequente ex-
tracao de RNA ¢ feita de acordo com duas estratégias principais: extragao organica e extracao
em coluna. Os métodos de extracao organica sao considerados o padrao-ouro para preparo de
RNA, por permitir a rapida desnaturacao de nucleases e a estabilizacao do RNA, além de ser
facilmente escalonado para a extracao de grandes quantidades de amostras. De forma geral,
a amostra deve ser homogeneizada em solugao de lise contendo fenol e ap6s a centrifugacao
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ocorre a formacao de trés fases. A fase superior aquosa contém o RNA e deve ser transferida
para um novo tubo, onde o RNA deve ser precipitado através da adigao de etanol ou isopropanol
100%. Em sequida, adiciona-se etanol 70% para remaover impurezas e, apos a centrifugacao e
descarte do sobrenadante, o RNA é reidratado em agua ultrapura ou tampao de armazenamen-
to. Esse método tem como desvantagens a geragao de residuos quimicos toxicos e a dificulda-
de de automatizacao dos protocolos, entre outras.

Ja a extracao em coluna utiliza membranas, em geral de fibra de vidro, silica derivati-
zadaou trocaidnica, que retém os acidos nucleicos e deixam passar residuos da lise celular. As
células sao rompidas com um tampao contendo inibidores de RNase e essa solucao é passada
através da coluna. Solugdes de limpeza sao passadas através da coluna e, ao final, o RNA é
dissociado da membrana com o uso de um tampao de eluicao. Esses métodos tém como van-
tagem arapidez, a facilidade de manuseio e a possibilidade de automatizacao, porém o nivel de
eficiéncia depende da composicao da amostra.

Apds a extracao, € fundamental o tratamento do RNA total com DNase, visto que a con-
taminacao com DNA prejudica todas as etapas posteriores, da quantificacao de RNA a analise
dos resultados do sequenciamento. Devido a alta sensibilidade do RNA a degradacao, reco-
menda-se 0 seu armazenamento a -80 °C em solugdes que inibem a acao de RNase, tais como
0,1mM EDTA ou tampé&o TE (10mM Tris-HCI, TmM EDTA, pH 7.0).

2.2.2 QUANTIFICAGAO DE RNA E AVALIACAO DO GRAU DE INTEGRIDADE E PUREZA

ApoOs a extragao de RNA, a quantificacao e a avaliacao do grau de pureza podem ser fei-
tas através de espectrofotometria UV-Vis, medindo-se a absorbancia a 260 nanémetros (A, ).
O calculo de concentracao baseia-se na lei de Beer-Lambert, que prevé um aumento linear na
absorbancia com o aumento da concentracao de acidos nucleicos. Ja o grau de pureza do RNA
¢ inferido com base narazao A, /A,,, com valores ideais na faixa de 1,8-2,1. Valores mais baixos
paraarazao A, /A, em geral indicam a contaminagao com proteinas, as quais absorvem ra-
diagcao préximo a 280nm. Além disso, uma medida secundaria da pureza dos acidos nucleicos
e fornecida pelarazao A, /A, que deve apresentar valores acima de 1,5. Valores baixos para a
razao A,. /A, frequentemente indicam contaminagao com sais, ureia, EDTA, carboidratos ou
fenol. Esse meétodo de quantificacao é bastante utilizado devido a praticidade, porém pode le-
var a quantificacoes imprecisas devido a influéncia do pH da solucao e de possiveis impurezas,
incluindo contaminagoes com DNA.

Um meétodo mais preciso € a quantificacao atraves de espectroscopia de fluorescén-
cia, que utiliza fluoréforos que se ligam de forma especifica ao tipo de molécula alvo (RNA, DNA
ou proteina), emitindo fluorescéncia intensa quando excitados por luz. Através do uso de uma
curva-padrao com concentracoes conhecidas de RNA, é possivel correlacionaraintensidade de
fluorescéncia com a concentragao de RNA, gerando uma quantificagcao extremamente precisa
e até certo ponto independente do grau de pureza da amostra. Outra técnica de quantificacao
de RNA bastante precisa ¢ a PCR em tempo real. Para isso, 0 RNA precisa ser primeiramente
convertidoem cONA com o uso daenzimatranscriptase reversa. Em seguida, inicia-se umarea-
¢ao em cadeia da polimerase (PCR)contendo, além dos reagentes basicos (cDNA, nucleotideos,
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Figura 3. Curva-padrao com concentragdes conhecidas de DNA (esquerda)e grafico mostrando a emissao
de fluorescéncia em cada amostra a cada ciclo de amplificagao (direita)em uma reagao de PCR em tempo
real.

DNA-polimerase, tampéao e primers), um fluoroforo que se liga exclusivamente a fitas duplas
de DNA. Assim, a cada ciclo de polimerizacao, o fluoroforo € excitado com luz e a fluorescéncia
¢ medida. Utilizando uma curva-padrao, pode-se calcular a concentracao de RNA na amostra
original com base na emisséao de fluorescéncia a cada ciclo de amplificagao (Figura 3).

Alintegridade do RNA é frequentemente avaliada através de eletroforese e um bomindi-
cativo daintegridade do RNA total é a presencga de bandasintactas de RNAr(Figura 4). Amostras
de RNA parcialmente degradado apresentam-se com um arrasto de bandas com fragmentos
de tamanho variado. Alguns equipamentos, como o Bioanalyzer (Agilent), foram desenvolvidos
para fazer essa eletroforese em um volume reduzido e atribuem um valor RIN (RNA Integrity
Number)ao nivel de integridade do RNA, sendo recomendado o uso de amostras com RIN maior
que 7.

R QE

Processamento Extragdo de RNA Quantificacio e Construcdo de bibliotecas
de amostras avalia¢@o da integridade e sequenciamento

Figura 4. Etapas béasicas para o estudo de transcriptomas e metatranscriptomas através de sequencia-
mento de RNA.
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Atualmente o método mais utilizado para estudos de expressao génica em comuni-
dades e organismos nao modelo é o sequenciamento de RNA. No entanto, técnicas de micro-
arranjo sao ainda utilizadas para a analise de expressao diferencial em organismos modelo. A
técnica depende da disponibilidade, ou do preparo, de laminas contendo fragmentos curtos de
DNA, sendo cada fragmento correspondente a um gene do organismo de estudo. Apds a extra-
cao de RNA de duas amostras que se deseja comparar, € feita a sintese de cDNA e a marcacao
com dois fluoroforos diferentes, um para cada amostra. Os dois conjuntos de cDNA marcados
sao entao hibridizados com os fragmentos de DNA fixados na lamina e apos a excitacao por luz
ocorre aemissao de fluorescéncia. Com base na analise da fluorescéncia é possivel comparar o
nivel de expressao génica entre as amostras. No exemplo mostrado na Figura 5, os genes com
nivel de expressao maior naamostra 1aparecem como pontos verdes, 0S genes mais expressos
naamostra 2 aparecem como pontos vermelhos e 0s que possuem o0 mesmo nivel de expressao
em ambas as amostras aparecem como pontos amarelos. A analise do nivel de fluorescéncia é
feita de forma automatizada.

Amostra 1 Amostra 2
—a RNAm —_—~—
l transcrigdo reversa l
€ marcagio
— — .

—~w . cDNAmarcado _~

\ /

Figura 5. Etapas da analise de microarranjo utilizada para
comparar o nivel de expressao génica em duas amostras.

microarranjo

A tecnologia de sequenciamento avangou consideravelmente nos ultimos 20 anos,
possibilitando a reducao do custo e o aumento da eficiéncia em estudos de transcriptémica e
metatranscriptdémica. Os principais passos para a construcao de bibliotecas de RNA sao a se-
lecdo, a fragmentacédo, a sintese de cDNA, aligagéo de adaptadores e a amplificagéo (Figura 6).
Para que hajauma deteccao eficiente dos transcritos de interesse, € necessario remover o RNA
ribossomal (RNAr), que representa 95 a 98% do RNA total e traz pouca ou nenhuma informacéao
em estudos de transcriptoma. Essa etapa é chamada de selecao e consiste no isolamento do
RNA mensageiro (RNAmM)ou naremogao de RNAr. A selecdo de RNAmM é comumente usada para
estudos em que se deseja analisar apenas a fragao codificante do transcriptoma de eucariotos.
Nesse caso, sao utilizadas particulas magnéticasligadas aum segmento curto de BNA constitu-
ido por repetigdes de nucleotideos de timina(oligo-dT), que se liga a cauda poli-A desses RNAm.
Apos aligacao, os tubos ou placas de reacao devem ser colocados em uma estante magnética,
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0 sobrenadante deve ser descartado, as particulas magnéticas lavadas com etanol 70-80% e,
por fim, o RNAm deve ser eluido em tampao que rompe a ligagdo com as particulas magnéticas.
No entanto, para estudos de isolados bacterianos ou comunidades de procariotos, a estratégia
mais comum € a deplecao de RNAr. Esse método baseia-se na utilizacao de particulas magné-
-ticas contendo sequéncias de DNA complementares ao RNAr do organismo em estudo. Assim,
o RNAr é retido nas particulas magnéticas e o RNA de interesse permanece em solugao.

Apos a selecao, a fragmentacao do RNA é feita com o uso de enzimas, ions metalicos,
calor ou sonicacgao. Os fragmentos de RNA gerados servem de molde para a sintese de cDNA
através da acao da enzima transcriptase reversa, utilizando primers aleatorios. Em seguida, o
RNA é degradado pela RNase H, e a DNA polimerase sintetiza a sequnda fita de cDNA. A proxima
etapa é aligacao de adaptadores ao cDNA, necessaria para a amplificacao da biblioteca e o se-
quenciamento. A forma mais comum de incorporacaoc de adaptadores ¢ iniciada pelo reparo das
extremidades do fragmento gerando pontas cegas, e pela adigcdo de um nucleotideo de adenina
a extremidade 3 dos fragmentos de cDNA. Ocorre entdo o pareamento a um nucleotideo timina
na extremidade de um dos adaptadores, e o outro adaptador, iniciado por um fosfato em &, é
direcionado para se ligar a outra fita de cONA, garantindo dessa forma a adicao direcional de
dois tipos de adaptadores em cada fragmento de cDNA (Figura 6).

Os métodos mais recentes e mais utilizados para a construcao de bibliotecas pre-
servam a informacao referente a qual fita de DNA deu origem as moléculas de RNA a serem
analisadas. Essa informacao é especialmente relevante para o estudo de genes com posicao
sobreposta que sao transcritos em fitas diferentes, além de permitir identificar transcritos an-
ti-senso com potencial atividade regulatéria. Em geral, essa informacao € preservada através
da marcacao da segunda fita de cDNA pela incorporacao de nucleotideos uracila ao invés de
timina(Figura 8). Durante a etapa de amplificagao utiliza-se uma DNA polimerase que ndo con-
segue ultrapassar os pontos de insercao desse nucleotideo e, assim, a fita contendo dUTP é
eliminada. Alternativamente, a segunda fita de cDNA pode ser degradada pela acao da enzima
uracil-N-glicosilase (Figura 6). Dessa forma, apenas a primeira fita de cDNA, que corresponde
ao reverso complemento do RNAm original, sera sequenciada.

Aamplificacao da biblioteca é importante para o aumento do sinal a ser detectado pelo
sequenciador e é feita através de PCR, utilizando primers complementares a regides especi-
ficas dos adaptadores. Além disso, os adaptadores sao necessarios para a fixagao dos frag-
mentos a superficie de sequenciamento e podem conter sequéncias Unicas para cada amostra
(indice ou codigo de barras), o que permite o sequenciamento simultaneo de varias amostras de
transcriptoma ou metatranscriptoma e o discernimento da origem das sequéncias através de
bioinfomatica.

Atualmente, o método de sequenciamento de segunda geracao mais utilizado é o da
plataforma lllumina que se baseia em umareacao de PCR com nucleotideos modificados pela li-
gacao de um fluoroforo na extremidade OH da base nitrogenada, interrompendo a sintese quan-
doincorporados. Cadatipo de nucleotideo € marcado comum fluoréforo diferente que emite um
sinal caracteristico quando excitado porluzacadaciclo de incorporacao. Esse sinal é registrado
e o fluoroforo é removido, permitindo um novo ciclo de sintese e aincorporagao de um novo nu-
cleotideo. Novos métodos de sequenciamento estao sendo desenvolvidos e sao coletivamente
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chamados métodos de sequenciamento de terceira geragao. A grande vantagem desses méto-
dos é apossibilidade de sequenciar fragmentos grandes, em média 10 mil pares de base, ao pas-
SO que 0 sequenciamento de sequnda geracao gera leituras com cerca de 300 pares de base. A
plataforma PacBio oferece uma inovacao importante ao acrescentar a marcacao fluorescente
na extremidade fosfato da base nitrogenada, em vez da extremidade OH, evitando o bloqueio
da sintese. Dessa forma, o método faz uso da velocidade de reagao intrinseca da polimerase.

0 avanco das estratégias de sequenciamento tem permitido o crescimento exponen-
cial da quantidade de dados gerados na forma de sequéncias de RNA. A analise e interpretacao
desses dados depende de conhecimentos de bioinformética e de uma estrutura computacional
robusta. Os métodos de analise de sequéncias detalhados na préxima secao permitem atribuir
significado biologico as informacoes geradas através de analises de microarranjo e RNAseq.

Dentro do assunto biotecnologia marinha, serao abordados exemplos de metodologia
para analise da comunidade microbiana de corais e esponjas, mas esta pode se estender para
outras comunidades microbianas, sempre lembrando que sdo necessarias adaptagdes nos me-
todos de analise em cada caso. O numero de sequéncias geradas pelas plataformas de sequen-
ciamento de alta performance aumenta exponencialmente a cada ano, levando a necessidade
do desenvolvimento constante de ferramentas de bioinformatica para a analise desses dados.
No caso das analises de dados de RNA-seq, a auséncia de genomas de referéncia, incluindo
aqui 0os genomas dos organismos marinhos de interesse, torna muito desafiadora a analise e
interpretacao dos dados através das ferramentas computacionais.

Alguns exemplos de aplicacoes dos dados de RNA-seq sao:
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« Determinacao do perfil de expressao génica de comunidades microbianas;
« ldentificacao das atividades metabolicas de comunidades microbianas;
« Descoberta de novos genes e vias requlatorias;

« Analise de expressao diferencial, como, por exemplo, entre comunidades microbianas de
organismos marinhos saudaveis e doentes ou de diferentes locais.

A obtencao dos transcritos e a quantificagao da expressao génica se baseia na geracao
de sequéncias curtas de RNA que sdo montadas em transcritos completos (também chamados
de contigs) e mapeados em um genoma de referéncia. Geralmente, para a obtengao dos dados
de RNA-seq, populagoes de RNA isoladas sao convertidas em cDONA para o sequenciamento.
Nao existe uma estratégia universal para as diferentes aplicacoes e cenarios de analise em que
0 RNA-seq pode ser utilizado. Dessa forma, € aconselhavel sempre pesquisar naliteratura antes
de iniciar a analise de dados, a fim de definir a melhor estratégia de acordo com o tipo de orga-
nismo em estudo, a hipotese testada, o desenho experimental executado, os tipos de amostras
utilizadas, entre outros.

De forma geral, as principais etapas para analise de dados de RNA-seq sao: prée-pro-
cessamento dos dados, montagem e mapeamento das sequéncias, normalizacao e analise da
expressao diferencial e anotacgao funcional dos transcritos (Figura 7).
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-seq (ex. Plataforma lllumina).
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2.4.1 PRE-PROCESSAMENTO DOS DADOS

Previamente a analise dos dados de RNA-seq, que sao os dados gerados pelas plata-
formas de sequenciamento de alta performance, € necessario realizar etapas de pré-proces-
samento das sequéncias, de forma a garantir que sejam utilizados dados de qualidade nas
analises posteriores, além de asseqgurar alta qualidade na montagem do transcriptoma. Antes
de iniciar as etapas de pre-processamento € interessante verificar a estatistica dos dados de
sequenciamento, como a média do tamanho das sequéncias, a porcentagem de possiveis se-
quéncias truncadas, a qualidade do sequenciamento, a possivel presenca de adaptadores, além
de quais regides das sequéncias podem apresentar inconsisténcias. O programa FastQC (www.
bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqge/)(Andrews, 2010) facilita a etapa de selecdo dos
parametros a serem utilizados nos programas de controle de qualidade.

A etapa de pré-processamento tem como objetivo identificar e remover potenciais
erros de sequenciamento, contaminantes, sequéncias duplicadas e bases de baixa qualidade.
Além disso, quando necessario, é realizada a remocao de adaptadores e indices e da cauda Po-
li-A (no caso de dados de RNAm). PRINSEQ e TRIMOMMATIC (Bolger; Lohse; Usadel, 2014) sdo
exemplos de programas que realizam a etapa de remocao da cauda Poli-A; TagCleaner (Sch-
mieder et al., 2010) é utilizado para remover adaptadores, sequéncias ambiguas e sequéncias
artificiais concatenadas; e o Adapter Removal(Schubert; Lindgreen; Orlando, 2016) é utilizado
para remover os adaptadores.

Vale ressaltar que, caso o foco do estudo seja 0 RNAm, é interessante incluiruma etapa
de filtro para a remocao das sequéncias de RNAr remanescentes ainda que elas tenham sido
removidas durante a construcao das bibliotecas. Para a deteccao dessas sequéncias contami-
nantes, pode-se utilizar o alinhamento multiplo de uma base de RNAr com os dados de RNA-
-seq (Li et al., 2009), utilizando programas como o Bowtie (Langmead et al., 2009) ou Bowtie2
(Langmead; Salzberg, 2012), que alinham milhdes de sequéncias de RNA-seq por hora de CPU.
O Bowtie tem uma opgao que armazena as sequéncias nao alinhadas em um arquivo separado.
As sequéncias dos dados de RNA-seq que alinharem com as sequéncias da base de RNAr sao
removidas. Outra opcao de programa de alinhamento para aremocao das sequéncias de RNAr é
0 BLAST (BLASTn)(Altschul et al., 1990). As bases de RNA ribossomais que podem ser utilizadas
incluem a base de subunidades ribossomais pequenas (16S/18S SSU) e subunidades grandes
(23S/28S LSU) de procariotos e eucariotos, que compdem a base SILVA, com atualizacoes e
versoes periddicas disponiveis (http://www.arb-silva.de/).

Alguns exemplos de programas utilizados para analise de dados de RNAseq sao men-
cionados ao longo desta secao. No entanto, antes de prosseguir com as analises bioinformati-
cas, & aconselhavel realizar umarevisao naliteratura sobre os programas mais recentes desen-
volvidos e utilizados para determinado tipo de dado.

2.4.2 MONTAGEM E MAPEAMENTO DAS SEQUENCIAS

Montagem
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Apos o pré-processamento, as sequéncias de RNA-seq resultantes de cada condicao
a ser analisada (ex: condigcdo doente x condicdo saudavel) sdo montadas em transcritos com-
pletos. No caso da metatranscriptdmica, transcritos de diferentes espécies microbianas estao
mis-turados, tornando-se mais dificil a montagem de transcritos completos. O programa de
montagem mais utilizado, no momento, para montar dados de metatranscriptoma é o Trinity,
pois independe do alinhamento com um genoma de referéncia. O alinhamento dos transcri-
tos pode ser visualizado a partir de ferramentas como o Artemis (Rutherford et al., 2000) ou
o DNAplotter (Carver et al., 2008), de forma a verificar a cobertura das sequéncias por base. A
montagem é realizada para tentar reconstruir os RNAs originais e avaliar sua abundancia. Exis-
tem diversos programas para montagem de transcriptoma (Tabela 1) que se dividem basica-
mente em trés estratégias: estratégia baseada em referéncia, estratégia de novo e estratégia
combinada.

A estrategia baseada em referéncia utiliza um genoma como referéncia para recons-
truir o transcriptoma. Alguns exemplos de programas que realizam essa abordagem sao:
TopHat (Trapnell et al., 2012), SpliceMap (Au et al., 2010), MapSplice (Wang et al., 2010) e GSNAP
(Wu et al., 2016). Algumas vantagens dessa estratégia sdo: permitir a montagem de transcritos
de baixa abundancia; possibilitar o uso de computacao paralela; necessitar de poucos gb de
RAM; permitir a descoberta de novos transcritos que nao estao em anotacgdes ja existentes;
descartar os artefatos e contaminantes (que n&o alinham), e facilitar a reconstrugéo de trans-
criptomas complexos, com muitos introns e eventos de processamento alternativo.

No entanto, algumas desvantagens podem ser apontadas devido a dependéncia de um
genoma de referéncia, visto que genomas completos de organismos marinhos ainda sao raros.
Além disso, a qualidade da montagem é extremamente dependente da qualidade do genoma de
referéncia; genes que se encontram muito proximos ou sobrepostos podem ser interpretados
como um unico transcrito, e leituras que estejam muito distantes no genoma ou em cromosso-
mos diferentes nao sao agrupadas.

A montagem de novo nao utiliza um genoma de referéncia. Ela se baseia na redundan-
cia das leituras para encontrar sobreposicdes entre as sequéncias geradas. Alguns programas
usam o grafico De Brujin para reconstruir transcritos de uma ampla faixa de niveis de expressao
e entao processar a montagem de contigs e remover redundancias. Algumas vantagens dessa
estratégia sao: nao depender de um genoma de referéncia; providenciar um novo conjunto de
dados de transcritos para genomas que nao apresentam alta qualidade; permitir a deteccao de
transcritos exdgenos ou que estao faltando no genoma; nao ser influenciada por introns lon-
gos; detectar transcritos trans-spliced, resultantes de rearranjos cromossomicos, e poder ser
utilizada para a montagem de transcriptoma de organismos complexos. Como desvantagens,
podemos listar: o consumo de elevada memaria RAM para a montagem de organismos eucario-
tos complexos; a grande quantidade de dados intermediarios gerados; a complexidade dos gra-
ficos De Brujin necessarios para analisar o possivel processamento alternativo dos transcritos;
o longo tempo de processamento dos dados, podendo durar dias ou semanas; a necessidade
de uma cobertura maior do sequenciamento; a dificuldade de diferenciar um erro de leitura de
uma variante genética ou processamento alternativo dos transcritos, e a possibilidade de con-
siderar trechos similares (ex. paralogos) como um sé transcrito.
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Tabela 1. Principais programas de montagem utilizados em analises de dados de RNA-seq.

ANO EM QUE FOI ANO DA ULTIMA

EEOCRANE DESPONIBILIZADO ATUALIZACAO i3

B Zerbino; Birney, 2008
Velvet-Oases 2008 201 Schulz et al., 2012
SOAPdenovo-trans 201 20156 Xie et al., 2014
Trans-ABySS 2010 2016 Robertson et al., 2010

. Grabherret al., 2011

Trinity 201 2017 Haas et al., 2013
CLC genomics workbench 2008 2014 Kumar; Blaxter, 2010
miraEST 1999 2016 Chevreuxet al., 2004

Por fim, foi desenvolvida uma estratégia para combinar os dois métodos mencionados
(a estratégia baseada em referéncia e a estratégia de novo), sendo especialmente vantajosa
quando o genoma de referéncia tem baixa qualidade. Nesse caso, a montagem de novo pode ser
feita primeiro e, depois, 0s contigs e singlets sao alinhados ao genoma, através da abordagem
baseada em referéncia, e as lacunas podem ser preenchidas.

Mapeamento

Apds a etapa de montagem, os transcritos sdo mapeados a um genoma de referén-
cia, através de programas como TopHat, que utiliza o Bowtie/Bowtie2 para realizar o alinha-
mento das sequéncias de forma muito rapida. O termo “alinhamento” se refere, neste contexto,
ao0 processo para encontrar a posi¢cdo de uma sequéncia (read) no genoma de referéncia. Ja o
termo “mapeamento” se refere as sequéncias que foram alinhadas aos transcritos. Essa etapa
¢ realizada para quantificar os transcritos de uma amostra. Os arquivos do mapeamento sao
utilizados para montar os transcritos a partir das sequéncias de RNA-seq que foram alinhadas
a0 genoma, para a anotacao do transcriptoma e para estimar o nivel de expressao do transcrip-
toma (baseado em um indice denominado RPKM - reads per kilobase of exon model per million
mapped reads / sequéncias por quilobase de gene por milhdo). Na auséncia de genoma de refe-
réncia, como € o caso dos dados de metatranscriptoma, o Trinity pode ser utilizado para realizar
amontagem e, também, para o mapeamento, normalizacao e analise de expressao diferencial.
Trinity € um pacote de programas para analise de dados de RNA-seq.

2.4.3 NORMALIZACAO E ANALISE DA EXPRESSAO DIFERENCIAL

Apds a montagem dos transcritos para cada amostra, estes podem ser mesclados, de
forma parcimoniosa, através do programa Cuffmerge, que compoe o pacote Cufflinks. Genes
com baixa expressao podem ter uma profundidade de sequenciamento insuficiente, o que im-
pede a suareconstrucdo em cada réplica. Porém, mesclando as montagens das réplicas pode-
-serecuperar o gene inteiro. Além disso, essa montagem mesclada fornece uma base uniforme
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para calcular a expressao génica em cada condigao.

Antes de analisar a expressao génica diferencial dos dados de RNA-seq é necesséa-
rio normaliza-los, para minimizar os efeitos nao relacionados a diferenca entre as condicoes
experimentais. A normalizacao pode ser realizada a partir de valores de RPKM, que leva em
consideragao o tamanho do gene e a quantidade de sequéncias. A comparacao do nivel de ex-
pressao génica em diferentes condicoes pode ser realizada com o programa Cuffdiff, que faz
parte do pacote Cufflinks. O Cufflinks € uma ferramenta de anélise de expressao diferencial que
compara os indices de RPKM e identifica alteracdes significativas no nivel de expressao génica
dos transcritos entre os tratamentos, por meio de um rigoroso teste estatistico. Agrupando
os transcritos em grupos com sentido biolégico (assim como transcritos que compartilham
o mesmo sitio de iniciacdo da transcricao), o Cuffdiff identifica os genes que s&o diferencial-
mente regulados no nivel transcricional ou pés-transcricional. Além disso, o Cuffdiff estima a
variancia no numero de sequéncias para cada gene entre as réplicas e utiliza esse valor para
calcular a significancia das mudancas na expressao. Os resultados do Cuffdiff podem ser visua-
lizados utilizando o pacote do R CummeRbund, que cria uma base de dados SQLite dos resulta-
dos, descrevendo as relages apropriadas entre os genes, transcritos e regides de CDS(coding
sequence, ou regiao de codificagao).

Vale ressaltar que esse tipo de analise é mais utilizado para projetos que envolvam
dados de transcriptoma de organismos, tecidos ou de um material bioldgico que possua um
genoma de referéncia. Para as analises de metatranscriptomas ou até transcriptomas em que
nao ha disponibilidade de um genoma de referéncia, outros pacotes, como o Trinity, sdo mais
indicados.

Além da métrica RPKM, podem ser utilizadas outras duas métricas para a normalizacao
da profundidade do sequenciamento e do comprimento do gene, como o FPKM (fragments per
kilobase million) e o TPM (transcripts per kilobase million). De forma resumida, o RPKM conta o
total de sequéncias de uma amostra e divide esse numero por 1.000.000 (este é o fator de es-
cala“por milhao”). Em sequida, o niumero de contagem das sequéncias é dividido pelo resultado
chamado de “fator de escala por milhao”, que normaliza a profundidade do sequenciamento,
gerando o RPM. Por ultimo, os valores de RPM s&o divididos pelo comprimento do gene, em
quilobases, gerando o RPKM.

Formula do RPKM
RPKM =(numSeqgs / geneComp) X (1.000.000/ totalNumSeqgs), onde:

numSeqs - numero de sequéncias ndo montadas (raw reads)
geneComp - comprimento da sequéncia génica.
totalNumSeqs - numero total de sequéncias mapeadas de uma amostra.

0 FPKM é muito parecido com o RPKM. Porém, a métrica RPKM é mais utilizada para
dados de RNA-seq single-ends, ou seja, cada sequéncia corresponde a um unico fragmento se-
quenciado, enquanto o FPKM é mais utilizado para dados de RNA-seq paired-end, em que duas
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sequéncias podem corresponder a um unico fragmento, ou, se uma sequéncia do par nao for
a mapeada, uma sequéncia pode corresponder a um unico fragmento. Basicamente, a grande
diferenca entre essas duas métricas é que o FPKM leva em conta que duas sequéncias podem
mapear em um fragmento e, dessa forma, ndo conta esse fragmento duas vezes.

O TPMtambém é muito parecido com o RPKM e o0 FPKM, mas difere naordem das opera-
¢oes. No TPM o numero da contagem de sequéncias e dividido pelo comprimento de cada gene,
em quilobases, gerando o numero de sequéncias por quilobases (reads per kilobase ou RPK).
Em sequida, todos os valores de RPK sdo contados, por amostra, e divididos por 1.000.000, re-
sultando no “fator de escala por milhao". Por ultimo, os valores RPK sao divididos pelo “fator de
escala por milhao”, resultando no valor de TPM. Logo, quando se utiliza o TPM, a unica diferenca
¢ anormalizacao primeiro pelo comprimento do gene.

2.4.4 ANOTACAQ FUNCIONAL DOS TRANSCRITOS

Os contigs obtidos apds a montagem, assim como os genes diferencialmente expres-
sos, podem ser anotados, para uma exploracao da diversidade taxonémica e funcional, utili-
zando-se bases de dados de proteinas (como NR do GenBank, SwissProt e Trembl, que fazem
parte do Uniprot). Diversos programas podem ser utilizados para esse tipo de andlise, incluindo
programas como o BLAST (BlastX), Diamond (Buchfink; Xie; Huson, 2015), PAUDA, RAPSearch?2
(Zhao; Tang; Ye, 2012), FOCUS (Silva et al., 2014), SUPER-FOCUS (Silva et al., 2016), entre outros.

3 APLICAGOES DA TRANSCRIPTOMICA E META-
TRANSCRIPTOMICA NA BIOTECNOLOGIA MARINHA

O rapido desenvolvimento das estratégias de sequenciamento tem impulsionado as
pesquisas de biotecnologia e ampliado o conhecimento dos recursos genéticos marinhos (Fi-
gura 8). O mercado global para produtos e processos relacionados a biotecnologia marinha foi
estimado em 2,8 bilhdes de euros(2010), com taxa cumulativa de crescimento anual de 4 a 5%.
Uma contribuicao essencial da biotecnologia marinha esta relacionada a necessidade de satis-
fazer a crescente demanda por alimentacao saudavel, baseada em frutos do mar. A transcrip-
tdbmica possibilita conhecer genes associados a reproducao, crescimento, desenvolvimento e
resisténciaadoencas em espécies marinhas cultivaveis. Esse conhecimento é necessario para
estabelecer o cultivo de novas espécies, bem como para o0 aumento na eficiéncia da produgao
e na qualidade do produto em um sistema de aquicultura sustentavel (Abdelrahman et al., 2017).
Através de estudos de transcriptoma, Waiho e colaboradores realizaram uma busca por genes
envolvidos no processo de maturagao sexual do caranguejo Scylla olivacea, de grande relevan-
cia comercial, fornecendo informacoes necessarias para o aprimoramento das formas de culti-
vo (Waiho et al., 2017).

A exaustao das reservas de combustivel fossil, associada ao aumento da consciéncia
ambiental sobre os seus efeitos poluentes(Tabela2), temimpulsionado a busca por fontes alter-
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TRANSCRIPTOMICA
METATRANSCRIPTOMICA
—
i SERVICOS
Biorremediacio e manejo
APLICAGOES
Recursos marinhos Biodiversidade
Substincias bioativas 4
Agquacultura PRODUTOS
Diversidade microbiana Farmacos
Biocombustivel
Alimentos
Biopolimeros
Figura 8. Valoracao dos recursos ma-
rinhos ao serem utilizados de manei-
ra sustentavel atraves da biotecnolo-
valor gia marinha.

nativas de energia. As microalgas marinhas acumulam grandes quantidades de triacilglicerais
(TAGs), matéria prima para a produgao de biodiesel. Quando comparadas com plantas terretres,
como a soja, as microalgas possuem taxas mais elevadas de fixagao de CO, e produgao de bio-
massa e sua exploracao nao compete com a producao de alimentos. Atualmente, o maior obs-
taculo a ampla exploracao de microalgas marinhas como fonte de biocombustivel consiste no
alto custo de producao. As anélises do transcriptoma de microalgas oleaginosas possibilitam
conhecer os genes envolvidos na biossintese de TAGs, bem como os padroes de reqgulacao da
sua expressao. Esse conhecimento, aliado a técnicas de engenharia genética, possibilitara o
melhoramento genético de linhagens de microalgas oleaginosas, de forma a aumentar a efici-
éncia e reduzir o custo de producéo (Lim; Schenk, 2017).

A descoberta de novos medicamentos representa uma das aplicacoes mais promisso-
ras da pesquisa em biotecnologia marinha. Cerca de 18 mil produtos naturais marinhos perten-
centes a aproximadamente 4.800 espécies foram descritos até 2010, e esse nimero cresce a
uma taxa de 4% ao ano. Os produtos naturais marinhos possuem estrutura quimica muito dife-
rente dos oriundos de organismos terrestres, destacando-se o alto nivel de halogenacao. Nesse
contexto, os metabdlitos especiais (também conhecidos como metabdlitos secundarios) ma-
rinhos oferecem grande potencial como novas classes de medicamentos. Um estudo recente
demonstrou que alcaloides derivados de esponjas marinhas atuam inibindo a formacao de bio-
filme e suprimindo a resisténcia a antibidticos em bactérias patogénicas resistentes (Melander
et al., 2016). Além disso, bactérias associadas a esponjas produzem substancias com grande
potencial farmacologico, devido a suas atividades antimicrobianas, anticancer, antioxidantes e
contra doengas neurodegenarativas como Alzheimer e Parkinson (Bibi et al., 2017). Outras apli-
cagoOes biotecnoldgicasimportantes envolvem a producao de biopolimeros, tais como plasticos
biodegradaveis e suplementos alimentares. Devido a constante disputa por espago no ambien-
te marinho, € comum a producao de substancias com atividade anti-incrustante, como o elatol
produzido pela macroalga vermelha Laurencia dendroidea (Pereira et al., 2003). Tais substan-
cias sao de interesse para aindustria naval, pois impedem a fixagao de organismos a cascos de
embarcacgoes.

Apesar da enorme diversidade de metabdlitos especiais marinhos, a exploracao desse
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recurso é limitada pela dificuldade de obtencao das substancias em larga escala. Atualmente
existem 15 produtos naturais marinhos em varias fases de desenvolvimento, principalmente na
area de oncologia. Os metabdlitos especiais sdo produzidos em baixa concentracao, dificul-
tando sua exploracao através do cultivo de organismos marinhos. A complexidade e o desco-
nhecimento das vias metabdlicas envolvidas na biossintese de metabolitos especiais marinhos
dificultam a sua producao in vitro. Ao oferecer informacoes a respeito dos genes envolvidos na
biossintese de metabolitos de interesse, bem como suas formas de reqgulagao, a transcriptémi-
ca e ameta- transcriptdmica constituem o primeiro passo para a produgao dessas substancias
em micro-organismos geneticamente modificados, tais como bactérias e leveduras.

A biotecnologia marinha desempenha um importante papel na protegao e manejo de
ambientes marinhos. Um importante exemplo de aplicagao da metatranscriptémica foi o estu-
do realizado no Golfo do México apds um grave derramamento de 6lec naquela regido (Tabela
2). Os pesquisadores investigaram possiveis alteragdes no conjunto de genes da comunidade
microbiana apos o0 acidente, e assim foram capazes de determinar as vias de degradacao de
hidrocarbonetos, além de outras funcoes de genes ativamente expressos no momento em que
foi feita a amostragem, podendo atribuir essas fungdes a grupos especificos de micro-orga-
nismos. Através desse estudo foi possivel elucidar o papel da proteobactéria ndo cultivavel
Oceanospirillales sp. na dispersao do petroleo. Ao possibilitar o conhecimento dos membros da
comunidade microbiana e a sua resposta ao aumento da presenca de hidrocarbonetos nesse
ambiente, a metatranscriptémica contribui para o desenvolvimento de estratégias de remedia-
¢ao em casos de derramamento de ¢leo em ambientes marinhos (Mason et al., 2012).

Tabela 2. Exemplos de estudos de transcriptoma/metatranscriptoma realizados na area de biotecnologia
marinha e suas aplicagdes.

- N. DE =
Eﬁ;ED(E:I:l METODO ':__:;:LI: LEITURAS APLICACAO REF;';EN-
(MILHOES)
Rhodophyta Gracilariopsis Transcriptoma | lllumina | 45 Antitumoral Kangetal.,
phy lemaneiformis P 2016
Chavez-Mar-
Arthropoda Coligus . Transcriptoma | lllumina | 78 R-easw‘stenma anti- dones;
rogercresseyi bidtica Gallardo-Es-
carate, 2015
Chlorostoma . . s Tolerancia a altas Gleason;
Mollusca funebralis Transcriptoma | lllumina | 49-72 temperaturas Burton, 2075
Arthropoda Scylla olivacea Transcriptoma | lllumina | 144 ProE:esso de matu- Waihoet al.,
racao 2017
Prgteobac— Oceanospirillales MetAatram- lllumina | 368 Alteragao ambiental Mason etal.,
teria scriptoma 2012

*por amostra
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Estima-se que, até 2010, cerca de 4.900 patentes foram estabelecidas envolvendo ge-
nes de organismos marinhos, e esse nUmero cresce a uma taxa muito maior do que a de iden-
tificacao de novas espécies. O desenvolvimento acelerado de técnicas de biologia molecular,
incluindo a metatranscriptdomica, permite conhecer e explorar o repertorio genético de comu-
nidades complexas antes mesmo que 0s organismos que a compoem sejam identificados. De
fato, o nUmero de espécies marinhas incluidas em aplicacoes de patentes cresce cerca de qua-
tro vezes mais rapido do que o numero de espécies marinhas domesticadas para a aquicultura.
Esse cenario reforga a importancia das técnicas de transcriptémica e metatranscriptémica
para o rapido desenvolvimento da biotecnologia marinha, permitindo superar obstaculos como
a reduzida taxa de crescimento, a dificuldade de reprodugao em cativeiro e a baixa producao
de metabolitos especiais por organismos marinhos (Figura 8) (Arrieta; Arnaud-Haond; Duarte,
2010).

CONCLUSOES

na

Durante a ultima década, os avancos das tecnologias “6micas” tém impulsionado novas
descobertas e aplicagdes na area da biotecnologia marinha. Com o grande volume de dados
obtidos através da transcriptémica e da metatranscriptémica, novas portas estao sendo aber-
tas para que sejam alcancados progressos no campo da biotecnologia marinha, com grande
impacto no futuro de diversas areas das ciéncias. No entanto, a maior parte dos estudos de
transcriptomas e metatranscriptomas concentra-se na analise de RNA mensageiro. A amplia-
cao dos estudos de RNAs nao codificantes e pequenos RNAs favorecera a compreensao dos
mecanismos de regulacao da expressao génica com aplicacOes diretas para a aquicultura e a
producao de substancias de interesse biotecnoldgico, ao permitir maior controle das respostas
dos organismos as condicoes de cultivo e producao.

Orecente desenvolvimento de tecnologias para a analise do transcriptoma de uma uni-
ca célula oferece maior sensibilidade ao método e permite o estudo de amostras com quanti-
dade limitada de RNA. Areducao na quantidade de RNA necessaria para tais estudos possibilita
um menor impacto ambiental das coletas. Além disso, com o estabelecimento das plataformas
de sequenciamento de terceira geracao, ja é possivel sequenciar moléculas inteiras de RNA,
evitando a etapa de fragmentacao, o que facilita os estudos de expressao diferencial e a detec-
cao de isoformas. Esses avancos tecnologicos facilitam os estudos de transcriptomas e meta-
transcriptomas e proporcionam a ampliacao dos bancos de dados de sequéncias, contribuindo
para a expansao da biotecnologia marinha. A reducao nos custos de sequenciamento possibi-
litara, ainda, maior utilizacao das ferramentas de transcriptémica e metatranscriptomica para
0 monitoramento ambiental, bem como a sua inclusao como ferramenta essencial para o apri-
moramento da aquicultura e para a producao em larga escada de biocombustiveis e produtos
naturais de interesse biotecnologico.

0 conhecimento adquirido através de transcriptémica e metatranscriptémica ofere-
ce as bases para o desenvolvimento das tecnologias de DNA recombinante, que possibilita a
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melhoria do crescimento, saude e qualidade dos organismos marinhos cultivados. Outra estra-
tégia promissora que se beneficia da ampliacao dos estudos de transcriptomas e metatrans-
criptomas € o desenvolvimento de vacinas de DNA para aimunizagao de organismos cultivados,
reduzindo aincidéncia de infeccoes em sistemas de aquicultura. Conhecer as vias metabdlicas
envolvidas na biossintese de substancias de interesse e 0s mecanismos de regulacao desses
genes em resposta a mudancas de condicdes ambientais permite a otimizacao das condicoes
de cultivo do organismo produtor ou a insercao de tais genes em micro-organismaos para a sin-
tese heterdloga dessas substancias em biorreatores.

Os principais desafios para a exploracao dos recursos genéticos marinhos estao re-
lacionados a aspectos éticos e legais. O crescimento da poluicao e a degradacao do ambiente
marinho ameaca a biodiversidade e coloca em risco um reservatorio genético ainda inexplora-
do e todo o potencial biotecnolégico a ele associado. A auséncia de um acordo internacional
no que tange a protecao e a regulacao da exploragao dos recursos genéticos coloca as nagoes
menos desenvolvidas em uma posicao vulneravel em relagao a pesquisa e ao estabelecimento
de patentes. A ampliacao do debate sobre o0s aspectos éticos e 0 estabelecimento de medidas
legais para garantir 0 acesso seguro aos recursos marinhos, a propriedade intelectual e a pro-
ducao sustentavel das substancias bioativas sao essenciais para que todo o potencial ofereci-
do pela transcriptdmica e a metatranscriptémica seja investido e promova o fortalecimento da
biotecnologia marinha.
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A protedbmica compreende um conjunto de estratégias de estudo para caracteri-
zacao de grupos de proteinas expressas por células com o mesmo genoma (pro-
teomas), ou até mesmo por diferentes tipos celulares que formam uma comuni-
dade(metaproteoma). Proteomas e metaproteomas sdo resultado de expressoes
funcionais e dinamicas dos genomas, uma vez que mudam a composicao de
acordo com a regulagao da expressao génica das celulas. Essa caracterizagao
inclui a identificacao das proteinas, assim como a determinacao da localizagao
proteica, das modificagdes pos-traducionais e interacoes entre diferentes pro-
teinas. Estudos em protedmica incluem etapas de coleta ou cultivo da amostra,
extracao e fracionamento da mistura de proteinas, analise por espectrometria
de massas e interpretacao dos dados para identificacao e caracterizagao de
centenas de proteinas simultaneamente. A escolha do meétodo de coleta e extra-
cao depende da origem e particularidade da amostra biologica. A mistura de pro-
teinas recem-extraida é geralmente fracionada por metodologias baseadas em
gel ou por cromatografia liquida, cujos principios de separagao baseiam-se nas
propriedades fisico-quimicas das proteinas e polipeptideos das misturas, como
massa molecular, ponto isoelétrico, hidrofobicidade, carga idnica e outras. A
identificacao de estruturas primarias e secundarias das proteinas, assim como a
caracterizacao de modificacoes pos-traducionais, € resultado da interpretacao
dos dados da analise de espectrometria de massas, uma técnica analitica que
mede valores da razao massa/carga de moléculas ionizadas. Duas abordagens
usadas sao a estratégia top-down, que examina proteinas ou polipeptideos intac-
tos, e a bottom-up, que analisa peptideos derivados da digestao das cadeias de
proteinas, gerando dados sobre a sequéncia de aminoacidos. O sucesso de uma
caracterizacao protedémica depende principalmente da presenca de sequéncias
de nucleotideos ou aminoacidos depositados em bancos de dados disponiveis na
web. A analise protedmica de organismos marinhos permite a compreenséao de
suas vias metabdlicas, mecanismos patoldgicos, adaptacao ao estimulo ambien-
tal e aparelhos de interagao para sinalizacao na comunidade microbiana.
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‘I FUNDAMENTOS DE PROTEOMICA
E METAPROTEOMICA

un

A protedmica é uma das areas “6micas” de estudo que inclui abordagens metodologi-
cas para caracterizacao global do padrao de expressao de proteinas para entender a funciona-
lidade de ceélulas, tecidos, e até mesmo compartimentos intra- e extracelulares. Ao longo do
tempo, os objetivos se tornaram mais amplos e incluiram tambéem aspectos de determinagao
da localizacao e interacao entre as proteinas. Mais recentemente, uma subarea da protedmica
emergiu com enaorme impacto na microbiologia: a metaprotedmica, que visa elucidar o con-
texto funcional de uma comunidade microbiana através da caracterizacao global de todas as
proteinas expressas por essa microbiota em um determinado ambiente e tempo (Santos, 2016).

As proteinas sao provavelmente a classe de macromoléculas mais versatil, e compre-
endem, sem contar com a agua, a maior fragao celular. A importancia da analise de proteinas é
evidente, ja que sao os principais agentes funcionais de uma célula, podendo agir como cata-
lisadores, elementos estruturais, receptores de sinais, fatores regulatorios, transportadores,
além de diversas outras fungoes (Yarmush; Jayaraman, 2002). Soma-se a isso a vantagem de
que a caracterizacao de proteinas permite uma visao da expressao génica da célula no ultimo
nivel de regulacao génica, apos 0s eventos de regulacao pos-transcricional e pos-traducional.
Muitas proteinas podem ser processadas em varios estagios por clivagem proteolitica e modi-
ficacoes pos-traducionais, principalmente em eucariotos. Esses eventos aumentam a varia-
bilidade de moléculas funcionais e, consequentemente, de mecanismos celulares. Com isso,
a anélise de proteinas permite o entendimento de como as células trabalham em condicoes
especificas (Glazer; Nikaido, 2007).

O proteoma de uma célula ou organismo consiste no conjunto global de PROTEinas ex-
pressas pelo genOMA dessa célula/organismo em determinada condigao, tempo e/ou ambiente.
Enquanto o genoma demonstra as possibilidades funcionais, o proteoma fornece informacoes
sobre 0 que esta sendo expresso e funcional em determinado tempo e condicao. O conjunto
de proteinas expressas por uma célula, ao contrario do genoma que € estatico, € bastante di-
namico e dependera das condicoes particulares ou do momento fisiopatologico da mesma. A
caracterizacao de proteomas celulares permite, em adicao, a determinacao de funcoes, mo-
dificacdes pos-traducionais e localizacao das proteinas, assim como da interacao entre elas.
Pode incluir a caracterizacao de proteinas intracelulares, subcelulares, de membrana e/ou se-
cretadas(Yarmush; Jayaraman, 2002).

Os estudos em protedmica iniciaram na chamada era pés-gendmica, em meados de
1970, quando a comunidade cientifica comecou a procurar entender o papel funcional das se-
guéncias genébmicas recém-descritas. O aprimoramento metodolégico foi primordial para o
grande impulso em projetos nessa area, que atualmente € amplamente investigada em centros
de pesquisas em todo o mundo. O desenvolvimento da eletroforese bidimensional (2D-GE, item
2.3.1)possibilitou que misturas complexas de proteinas fossem separadas em polipeptideosin-
dividualizados, permitindo a analise global da resposta celular a diversas condi¢cdoes ambientais
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ou fisiolégicas. Contudo, a identificacao dos polipeptideos ainda era um limitante, devido a fal-
ta de sensibilidade, praticidade e rapidez nas técnicas disponiveis. A partir de 1990, o aprimora-
mento da espectrometria de massas(MS, item 2.4), com o uso de técnicas suaves de ionizacao
recem-desenvolvidas por Karas, Hillenkamp e Fenn, foi um grande avango na proteémica. Tal
meétodo permite a ionizacao de macromoléculas, como proteinas e peptideos, de forma alta-
mente eficiente e com quase nenhuma degradacao da amostra, e posterior analise de massas
dos ions formados, o0 que possibilita a caracterizacao das proteinas de forma rapida e sensivel
(Karas; Hillenkamp, 1988; Fenn et al., 1989). Ao longo dos ultimos 15 anos, o aperfeicoamen-
to dos equipamentos de MS foi acompanhado por grandes avangos nos projetos de caracte-
rizacao de proteinas. Em paralelo, ocorreram progressos nas ferramentas de bioinformatica,
com o surgimento de programas direcionados a analise de imagens de geéis 2D e de dados de
espectrometria de massas, permitindo tanto a deteccao de padroes de expressao diferencial
nos geis, quanto a identificacao de proteinas e de modificacdes pos-traducionais, pela busca
contra bancos de dados de sequéncias de aminoéacidos (Maron et al., 2007; Santos, 2016).

Os avancgos nas técnicas de proteébmica, juntamente com o crescente numero de ge-
nomas completos de micro-organismos gerados e disponibilizados, criaram a possibilidade
de associar filogenia e funcao microbianas. Nesse contexto, a caracterizagao do proteoma de
organismos-modelo facilitou a descricao de vias metabdlicas envolvidas em varias funcoes e
interacoes intra e inter organismos, tais como simbioses, mecanismos de patogenicidade, re-
sisténcia a antimicrobianos e adaptacgdes a condicOes de estresse. Tais estudos enfatizam a
relevancia da analise do proteoma para a investigacao de alteracoes globais da expressao gé-
nica de organismos procarioticos e para 0 avango do conhecimento acerca dos processos que
regulam a expressao génica. Contudo, a grande maioria dessas analises/investigacoes foram
realizadas sob condicgdes laboratoriais, no nivel individual, sem, portanto, considerar as intera-
¢Oes bioticas (entre micro-organismos) e abioticas (entre os micro-organismos e seus habitats
naturais) que governam a ecologia das comunidades microbianas in situ. Portanto, novas técni-
cas se fizeram necessarias para tornar possivel a caracterizacao in situ da expressao proteica
no nivel de populacées, ou mais amplamente, no nivel de comunidades. O principal desafio da
protedmica ambiental € exatamente mapear proteinas extraidas de comunidades microbianas
indigenas e identificar, de forma nao direcionada, novas vias metabdlicas e seus genes associa-
dos(Maron et al., 2007).

Considerando que somente cerca de 1-2% dos micro-organismos presentes em todos
0s ambientes conhecidos podem ser isolados e cultivados, e ainda, que individuos isolados/
removidos de seus ambientes podem exibir caracteristicas diferentes, sob condi¢oes labora-
toriais de cultivo, daquelas observadas em seus nichos ecoldgicos originais onde as interacoes
bidticas e abioticas se desenvolvem, as técnicas moleculares definidas como “META (depois/
alémde)dmicas” vém permitindo acesso ao real status funcional de diversos ecossistemas(Kan
et al., 2005; Armengaud et al., 2013; Hilmes et al., 2015).

Nesse contexto, a metaproteémica compreende um novo campo dentro das "METAG-
micas” que pode ser definido como a “caracterizacao, em larga escala, do conjunto total de pro-
teinas que sao expressas pela comunidade microbiana associada a um ecossistema, num dado
momento’, desempenhando papel-chave na determinacao da sua assinatura funcional. Ainda,
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vem demonstrando grande potencial para desvendar/ revelar novos genes funcionais e suas
interacoes com o meio-ambiente, assim como suas funcées microgeoquimicas. Tem sido apli-
cada na analise da microbiota associada a diversos ambientes e microambientes, incluindo
hospedeiros vivos (Wilmes; Bold, 2004; Morris et al., 2010; Siggins et al., 2012; Hawley et al.,
2014; Wilmes et al., 2015; Garcia et al., 2016)

O desenvolvimento de técnicas e estratégias de metaprotedmica tem permitido avan-
¢os no conhecimento acerca da composicao da microbiota associada e do funcionamento de
inumeros consorcios microbianos naturais e artificiais, como lodo ativado, plantas de degra-
dacao anaerdbica e de producgao de biogas, sistemas de tratamento de dguas residuais, corpos
d'agua contaminados com cloreto de vinila(cloroeteno) e metais, 4gua subterrdnea contamina-
da com alcatrao de carvao, biofilmes associados a drenado de minas acidas resultantes da ati-
vidade de mineracao, ambientes lacustres e marinhos, solo de diferentes ambientes e micro-
biota associada a animais invertebrados e vertebrados, incluindo os seres humanos (Wilmes et
al., 2008; Mueller et al ., 2010; Sowell et al., 2011; Kleiner et al., 2012; Herbster et al., 2013; Doug
et al., 2014; Hansen et al., 2014; Hawley et al., 2014; Urich et al., 2014; Hanson; Madsen, 2015;
Wilmes et al., 2015; Garcia et al., 2016).

ABORDAGENS METODOLOGICAS

As abordagens proteémicas englobam metodologias que permitem a caracterizagao
simultanea de misturas complexas de proteinas. Os principais objetivos sao identificar e quan-
tificar a expressao proteica, além de mensurar as mudancas nessa expressao em resposta a
diferentes condicoes ambientais e tempo. Blackstock e Weir propuseram que o desenvolvi-
mento da pesquisa em proteoma segue dois caminhos: a determinacao da expressao proteica
e adeterminacao de suas interagoes. Em uma fase inicial, a determinacao de grupos de protei-
nas expressos em um mapa de proteoma de uma amostra particular é bastante representativa.
Posteriormente, o estudo de interacoes proteicas pode facilitar a determinacao de mecanis-
mos celulares (Blackstock; Weir, 1999).

De forma geral, as estratégias experimentais em protedmica incluem cinco passos
principais: (i) coleta ou cultivo da amostra; (ii) extragao das proteinas; (iii) fracionamento da
mistura de proteinas; (iv) andlise por espectrometria de massas; (v) interpretagao dos dados
para identificagdo e caracterizagdo das proteinas e/ou peptideos (Figura 1). Cada etapa sera
detalhada nas secdes posteriores.

Na caracterizacao de proteomas e metaproteomas, as particularidades das amostras,
tais como a dificuldade de acesso e abundancia do material, e a presenca de contaminantes
determinam a metodologia de coleta. Essa primeira etapa inclui tanto a coleta de amostras do
ambiente, como o cultivo de arganismos ou micro-organismos in vitro, além do fracionamento,
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Figura 1. Fluxo de trabalho em projetos de analise proteémica. Diferentes procedimentos podem ser ado-
tados em cada uma das cinco fases, em negrito. (i) A coleta pode ocorrer apos o cultivo em laboratério (in
vitro)do modelo de estudo, ou a partir de uma amostra retirada diretamente de um habitat natural, princi-
palmente no caso de analise de metaproteomas. As amostras podem ser fracionadas para recuperagao de
uma fracao subcelular, extracelular ou de tipos celulares dentro de um metaproteoma, sendo posterior-
mente direcionadas para extragao proteica. (ii) A etapa de extracao inclui métodos de lise celular, purifi-
cacao e quantificacao das proteinas. Ha projetos em que lise celular nao é necessaria, devido ao fraciona-
mento prévio daamostra, no caso de proteinas extracelulares ou de vesiculas secretadas, principalmente.
(iii) A mistura complexa de proteinas pode ser separada com o uso de eletroforese unidimensional (1D-GE)
ou bidimensional (2D-GE), ou por cromatografia liquida(LC). (iv) A etapa de espectrometria de massas(MS)
pode ser realizada tanto com proteinas previamente fracionadas, quanto com as amostra complexas puri-
ficadas na etapa de extracao. A maior parte dos projetos de prote6mica utilizam a abordagem bottom-up
(versecdo2.4.1), que fornece dados paraidentificacdo de proteinas ou para sequenciamento de peptideos
(sequenciamento de novo). Nesta, as proteinas sao submetidas a digestao com proteases, gerando pepti-
deos que serao analisados nos espectrometros de massas. Proteinas fracionadas em géis sao recortadas
e processadas com protocolo de digestao in gel. Proteinas purificadas por LC e misturas complexas sao
digeridas em solucao. Entretanto, em alguns projetos, as proteinas individualizadas, por experimentos
dependentes de gel ou ndao, podem ser diretamente caracterizadas por espectrometria de massas, em
uma abordagem denominada top-down, em que se obtém dados da estrutura primaria e de modificacdes
pos-traducionais (PTMs) das proteinas apos a interpretagao dos dados. (v) A analise por MS dos peptideos
resultantes da digestao gera dados sobre as massas e parte das sequéncias destes peptideos, que sao
utilizados em programas de busca contra banco de dados de sequéncias ou contra programas de previsao
da sequéncia exata de peptideos (sequenciamento de novo), ambos com o objetivo final de identificar
proteinas e peptideos presentes nos proteomas e metaproteomas.

321



BIOTECNOLOGIA MARINHA

em alguns casos, e preservacédo da amostra (Figura 1). Na maioria dos projetos de protedmica
marinha, o material recém-coletado é diretamente transferido para armazenamento em -802C
ou nitrogénio liquido, até a etapa de extracdo (Sowell et al., 2009; 2011). Ha trabalhos, no en-
tanto, em que é necessario processar a amostra para a recuperacao de uma fracao especifi-
ca, como € 0 caso da concentragao da microbiota planctdnica da agua, com o uso de filtracao
convencional ou com fluxo tangencial, em filtros com poros seletivos, como os de 3 e 0,22 um,
para selecionar eucariotos e procariotos, respectivamente (Kan et al., 2005; Morris et al., 2010;
Teeling et al., 2012; Morris; Nunn, 2013). Metodologia de centrifugagéo diferencial pode ser apli-
cada para o enriquecimento da amostra com micro-organismos simbioticos de holobiontes
marinhos, ou para recuperagao de fragdes de membrana ou com organelas especificas dentro
da célula. Em estudos de proteinas secretadas ou presentes no meio extracelular, métodos de
purificacao sao utilizados diretamente apos a coleta, como descrito na se¢ao posterior.

Em trabalhos em que a coleta e o processamento de metaproteomas sao mais moro-
sos, utiliza-se aadicao de inibidores de tradugao e de proteases na solucao de armazenamento,
impedindo que a diversidade de proteinas presente na amostra seja alterada. Como o objetivo
da metaprotedmica € capturar o perfil de expressao em um determinado momento da amostra,
€ imperativo 0 uso de procedimentos que inibam a presenca de contaminantes que possam
interferir ou modificar a composicdo natural da microbiota ou das proteinas da amostra (Sig-
ginset al., 2012). Uma vez que as amostras de agua sdo coletadas, por exemplo, a fragdo micro-
biana é geralmente concentrada imediatamente antes do armazenamento. Para interromper a
expressao proteica, em resposta ao manuseio da amostra, estratégias como a fixacao quimica
(Kan et al., 2005) ou a fixagao de micro-ondas (Mary et al., 2010) foram empregadas.

Devido a grande diversidade de amostras bioldgicas, o protocolo ideal de extragao e
purificacao das proteinas, procedimentos essenciais para caracterizacao dos proteomas e me-
taproteomas, deve ser determinado experimentalmente. Como resultado final, esses proces-
sos devem gerar misturas complexas de proteinas solubilizadas e totalmente desnaturadas.
Uma vez a célula rompida, as proteinas da amostra ficam sujeitas a acao de proteases, 0 que
€ evitado com baixa temperatura, a presenca de agentes desnaturantes e inibidores de pro-
teases durante o procedimento, com o objetivo de rapidamente inativar proteases ou outras
atividades enzimaticas que poderiam modificar as proteinas (Berkelman, 1998).

0 acesso a proteinas intracelulares e de membrana ocorre com o uso de métodos de
rompimento da membrana plasmatica e destruicédo celular (Figura 1). Diversos métodos de rup-
tura celular sao utilizados, podendo ser suaves ou vigorosos, o que depende da origem biold-
gica da amostra (suspensoes celulares, tecidos sélidos ou outro material bioldgico)(Tabela 1).
Muitas vezes, essas técnicas sao usadas em conjunto para obter o melhor resultado na extracao
- por exemplo, lise osmotica apos tratamento enzimatico, congelamento-descongelamento na
presenca de detergente (Berkelman, 1998; Morris; Nunn, 2013). Em casos em que o modelo de
estudo inclui organismos com parede celular, enzimas hidroliticas devem ser utilizadas previa-
mente a outro método de lise. Em extragdes com amostras de alta diversidade celular, como
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no caso de microbiomas e holobiontes, geralmente sao utilizados métodos mais vigorosos, ou
combinacgdes destes, para garantir a lise de todos os tipos celulares presentes.

Tabela 1. Métodos de lise celular utilizados nas abordagens protedmicas.

METODOS SUAVES

Lise osmotica

DESCRICAO

As amostras sao suspendidas em solugoes
hiperosmoticas, cujos extratos podem ser pos-
teriormente submetidos ao fracionamento em
componentes subcelulares.

APLICAGAO

Culturas de células e tecidos

Lise por congelamento e
aguecimento

As células sao submetidas a um ou mais ciclos
de rapido congelamento (com nitrogénio liquido)
e subsequente aguecimento.

Bacterias, arqueias e culturas
de células

LLise com uso de detergentes

Detergentes presentes em tampdes de lise
solubilizam a membrana celular.

Bactérias, arqueias e culturas
de celulas

Lise enzimatica

METODOS ROBUSTOS

Sonicacao

As paredes celulares sao enzimaticamente
removidas com o uso de enzimas especificas,
como lisozima, para celulas bacterianas, e licas-
es, paraleveduras.

DESCRICAO

Ondas de ultrassom geradas pelo sonicador
rompem as células em suspensao atraves de
forca de cisalhamento.

Plantas, algas, bactérias e
fungos

APLICACAO

Suspensaes celulares

Célula de pressao francesa

As celulas sao empurradas sob alta pressao
contra uma superficie, sendo forgadas a passar
porum pequeno orificio, resultando na ruptura
celular por forga de esmagamento.

Micro-organismos com paredes
celulares

Maceragao

As células sao normalmente congeladas com ni-
trogénio liquido e maceradas com o uso de uma
tigela almofariz e um pildo, até formar po.

Tecidos solidos e micro-organ-
ismos

Homogeneizagao mecéanica

Tecidos solidos podem ser homogeneizados por
diversos misturadores ou outros dispositivos
motorizados, como 0s homogeneizadores Pot-
ter-Elvehjem. Os tecidos sao colocados inteiros
ou em pedacos na presenca de um tampao
refrigerado.

Tecidos solidos ou suspensdes
celulares concentradas

Homogenizagao com beads
devidro

Pequenas esferas de vidro (beads) sdo mistura-
das a amostra e vortexadas. A agao abrasiva das
beads durante a mistura quebra as paredes e
membranas celulares.

Suspensoes celulares e mi-
cro-organismos

Aposorompimentodamembrana, asproteinase osdemaiscomponentesintracelulares

sao liberados em solucao, formando o extrato bruto ou homogeneizado. A purificagao proteica
ocorre geralmente por centrifugacao convencional do extrato bruto, resultando na separacao
da fase aquosa contendo proteinas, no sobrenadante, do sedimento mais denso com restos ce-
lulares que se depasitam no fundo do tubo. A solugao aquosa pode ser imediatamente proces-
sada nas etapas subsequentes de quantificacao e separagao, ou pode ser anteriormente sub-
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metida a protocolos de fracionamento celular. Em trabalhos de caracterizacao de proteinas de
fragdes subcelulares, como € o0 caso de membranas ou organelas, o extrato bruto € previamen-
te fracionado por centrifugacao diferencial ou gradiente de densidade. Ambas as estratégias
de centrifugacao permitem a separacao das estruturas celulares em varias fracoes de dife-
rentes densidades, cada uma contendo centenas de proteinas diferentes (Berg et al., 2002). O
enriquecimento da amostra para proteinas ou peptideos com modificacoes pos-traducionais
especificas, tais como fosforilacao, é alcancado através de imunoprecipitacao ou utilizacao de
colunas de cromatografia de afinidade (Sano; Nakamura, 2004; Reinders; Sickmann, 2005).

Proteinas extracelulares, no entanto, sao purificadas diretamente por precipitacdo ou
filtracdo em membranas porosas. A filtracao permite que a solucao proteica seja concentrada
através de filtros que permitem a passagem de sal, solvente e moléculas menores que o limite
do poro damembrana. A filtracao também pode ser aplicada para limpeza e purificacao de pro-
teinas intracelulares recém-extraidas, além de métodos de precipitacao. Os seguintes proce-
dimentos de purificacao também podem ser realizados, como a precipitagao de proteinas com
o0 uso de acetona, metanol, acido tricloroacético (TCA) ou kits comerciais de limpeza (Nelson;
Cox, 2012). A precipitacdo da fragdo proteica, pela adicdo de acetato de amdnia em metanol ou
isopropanol, € amplamente utilizada em protocolos de extracao com fenol e trizol, respectiva-
mente. Essa técnica é usual em anélises protedmicas de organismos complexos como plantas,
algas e até mesmo corais. Apds maceracao com nitrogénio liquido, as amostras ressuspendi-
das em tampoes saturados com fenol ou reagentes de trizol e as proteinas sao extraidas a partir
das fragdes organicas, com posterior lavagem com acetona(Garcia et al., 2016).

Outro procedimento Util é a adicdo de um sal na quantidade certa que pode precipi-
tar seletivamente algumas proteinas, enquanto outras permanecem em solugao. O sulfato de
amonio é frequentemente usado para esse propdsito, devido a sua alta solubilidade em agua. A
solubilidade das proteinas geralmente € reduzida em altas concentracoes de sal, um efeito cha-
mado salting out. No caso de amostras de origem marinha e principalmente solucoes de prote-
inas precipitadas por salting out, a dessalinizacao pode ser realizada por didlise em membranas
porosas. Na dialise, a solucao de proteinas é colocada dentro de membranas semipermeaveis
que sao imersas em um volume maior de solugao hipoténica, permitindo a troca de sal e tam-
pao, mas nao de proteinas, que ficam retidas por serem maiores que 0s poros da membrana
(Nelson; Cox, 2012). Apos a purificagéo, as misturas de proteoma podem ser fracionadas com o
uso de diversas estratégias abaixo descritas.

A complexidade da mistura de proteinas, os niveis de expressao e modificacao, e a
localizacao intracelular interferem na escolha da tecnologia protedmica de fracionamento e
identificagéo proteica (Blackstock; Weir, 1999). Considerando a alta diversidade de proteinas
em proteomas e metaproteomas, em alguns casos sao utilizadas estratégias para separar
em fragdes ou individualizar as proteinas. O fracionamento permite a observacao de todo ou
maior parte do perfil de proteinas de uma mistura complexa, permitindo a avaliacao individu-
alizada de massa e modificacdes de cada cadeia polipeptidica, ou pelo menos de pequenos
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grupos destas. As metodologias como eletroforese em gel de poliacrilamida e cromatografia
proporcionam a separacao de proteinas nas classes, de acordo com suas caracteristicas fisi-
co-quimicas(Figura1).
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Figura 2. Métodos de separagao de proteinas e peptideos. (A)Métodos baseados em gel para separacéo de
proteinas. Na figura a esquerda, a eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE), ou eletroforese unidimensional, na qual a mistura contendo polipeptideos desnaturados e
carregados negativamente, pela agdo do SDS, sao separados com base na massa molecular (MM). Poli-
peptideos com MM similares (linhas com mesma tonalidade de cor) migram juntos, formando uma mesma
banda heterogénea no gel. Ao centro, a eletroforese bidimensional (2D-GE), cuja resolugao de separagao
€ maior, ja que separa as cadeias polipeptidicas em duas dimensodes. Na primeira, as proteinas, contendo
suas cargas originais, sdo separadas de acordo com seus pontos isoelétricos (pls), em um gel com gra-
diente de pH(de acido parabéasico). Na segunda dimensao, as proteinas pré-fracionadas sao submetidas a
SDS-PAGE, para fracionamento pelas suas MMs, resultando na formagao de um gel 2D com spots (esferas
coloridas) que representam as cadeias polipeptidicas individualizadas. (B) Cromatografia liqguida em colu-
na, um método de fracionamento de proteinas e peptideos independente de gel. Os analitos sao separa-
dos de acordo com suas interagdes com a matriz(fase estacionaria) de preenchimento da coluna, e com o
solvente (fase movel) que atravessa a coluna e carrega aamostra. Diversos tipos de colunas cromatogréafi-
cas sao utilizados para o fracionamento de proteinas ou peptideos (bandas coloridas ao longo da coluna),
de acordo com a polaridade e a carga, de forma diretamente proporcional, e com base na massa molecular
desses analitos, de forma inversamente proporcional. Em colunas preenchidas com componentes hidro-
fébicos, apolares ou ionizados, moléculas com maior hidrofilia, polaridade ou carga similar a da matriz
terao maior afinidade pelo solvente e serao eluidas nas fases iniciais, com menor tempo de retengao. Por
outro lado, analitos mais hidrofébicos, apolares ou que tenham carga contraria a da matriz terao maior afi-
nidade pela matriz e serao retidos pela mesma, apresentando maior tempo de retencao na cromatografia.
No caso de colunas de fracionamento por tamanho, a matriz possui pequenos canais porosos por onde
os proteinas e peptideos menores entram e, consequentemente, percorrem um caminho maior na coluna
cromatografica. Neste ultimo caso, portanto, moléculas maiores passam mais rapidamente pela coluna
e saem nas primeiras fases de eluicao, enquanto moléculas menaores sao atrasadas, apresentando maior
tempo de retencao na cromatografia.

2.31ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

A eletroforese em gel de poliacrilamida € uma técnica amplamente utilizada para se-
parar proteinas e polipeptideos com base nas massas moleculares. Os géis de poliacrilamida
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sao formados pela polimerizacao da acrilamida ligada com a metilenobisacrilamida, resultando
em uma matriz quimicamente inerte e prontamente formada. A eletroforese ocorre em géis
verticais, nos quais moléculas carregadas negativamente se movem, através dos poros, em um
campo elétrico do catodo (no topo) em diregdo ao anodo (na base do gel). As moléculas percor-
rem uma maior distancia no gel, ficando depositadas na base do gel, enquanto que as maiores
migram menos e ficam na parte superior do gel, devido a dificuldade de passar por entre 0s po-
ros(Berg et al., 2002). Esse procedimento ¢ realizado sob condigdes nativas ou desnaturantes.
No experimento desnaturante, a mistura de proteinas € previamente dissolvida em uma solugao
com dodecilsulfato de sodio (SDS), um detergente aniénico que interrompe as interagdes nao
covalentes das proteinas nativas, sendo chamado eletroforese em gel de poliacrilamida com
SDS (SDS-PAGE - SDS-polyacrylamide gel electrophoresis). SDS forma micelas globulares que
se complexam com proteinas e protegem a carga inerente das cadeias laterais, resultando na
desnaturacao de complexos proteicos e a adigao de carga negativa as cadeias polipeptidicas
linearizadas, condicao essencial para a eletroforese. Aléem do SDS, sdo adicionados agentes
redutores tais como mercaptoetanol (2-tioetanol) ou ditiotreitol (DTT) para reduzir as ligagdes
dissulfeto presentes nas proteinas. Em condicoes desnaturantes, ha uma relagao aproximada-
mente linear e reversa entre o logaritmo do peso molecular e a distancia relativa de migracao
do complexo SDS-polipeptideo. Comparada com métodos recentes, em que as proteinas sao
separadas de acordo com dois ou mais caracteres, a eletroforese em gel de poliacrilamida tam-
bém é conhecida como eletroforese unidimensional (1D-GE)(Shapiro et al., 1967; Santos, 2016).

O desenvolvimento de uma metodologia mais robusta de separacao de proteinas, a ele-
troforese bidimensional (2D-GE), foi crucial para a ampliacdo dos estudos de proteémica e con-
solidacao dessa area. Essa técnica permite a separacao de misturas de centenas de proteinas,
de acordo com duas propriedades independentes: o ponto isoelétrico (pl) e a massa molecular
(MM) da proteina (O'Farrel, 1975). Na primeira dimensao, chamada focalizagao isoelétrica (IEF,
isoelectric focusing), a mistura de proteinas é submetida a focalizagéo isoelétrica, na qual as
proteinas sao colocadas em um gradiente de pH e submetidas a uma eletroforese em gel nao
desnaturante. Dependendo do pH do meio, as proteinas alteram sua carga liquida, que € a soma
de todas as cargas negativas e positivas de suas cadeias laterais de aminoacidos e terminais
amino e carboxilas arredores. O ponto isoelétrico é o pH especifico no qual a carga liquida da
proteina é zero (Haglund, 1971). Quando o pH do meio esta acima do seu pl, a proteina adquire
carga liquida negativa; e quando o pH do meio € inferior ao valor do pl, a carga liquida da pro-
teina é positiva. Com isso, durante a IEF, cada proteina ira migrar ao longo do gradiente pH,
devido aos somatorios de cargas adquiridos por elas, até chegar ao pH em gue a soma das
cargas é nula e, portanto, nao sofre aacao do campo elétrico. O resultado da IEF € a separacao
das proteinas em diferentes faixas de pH, mesmo que as diferencas de carga entre elas sejam
pequenas. Na segunda dimensao, as proteinas previamente focalizadas sao submetidas a SDS-
-PAGE para separacao das cadeias polipeptidicas de acordo com suas massas moleculares. A
combinacdo dessas duas etapas em sequéncia resulta na formagdo de um gel bidimensional (2-
D) contendo centenas de manchas individualizadas de formato arredondado, chamadas spots,
que correspondem idealmente a cadeias polipeptidicas individualizadas com valores de pl e MM
especificos (Wittman-Liebold et al., 2008; Falk et al., 2007).
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A coloracao de géis permite a visualizacao das proteinas e fornece dados da abundan-
cia relativa das bandas coradas no gel. Em geéis 20, a visualizacao da intensidade dos spots
permite que seja feita uma quantificacao de cada polipeptideo individualizado, quando se com-
param diferentes condicoes de uma mesma amostra. Os métodos de coloracao de géis devem
incluir caracteristicas desejaveis como alta sensibilidade, ampla faixa linear para quantificacao,
compatibilidade com tecnologia de identificacao de proteinas e baixa toxicidade. No entanto,
nenhum dos métodos atende a todos esses requisitos, devendo-se escolher a metodologia que
seja mais adequada para cada amostra (Santos, 2016). A autorradiografia, na qual as proteinas
sao marcadas com atomos radioativos, e a coloragao com zinco-imidazol, métodos historica-
mente usados em estudos de bioquimica de proteinas, possuem alta sensibilidade, mas sao
claramente desvantajosas devido a geracao de residuos poluentes e a baixa capacidade de
quantificacao, respectivamente (Fernandez-Patron et al., 1998).

A coloracao por prata é baseada na ligacao de ions de prata as proteinas, formando
prata metalica (Merril et al., 1981; Switzer et al., 1989). Esse método permite a detecgéo de até
Ing de proteina e também cora as proteinas até um ponto determinado empiricamente. No en-
tanto, a coloragao por prata € um processo de varios passos que utiliza inumeros reagentes
para 0s quais a qualidade é critica, além de possuir uma faixa linear de quantificacao menor que
a do Coomassie (Quadroni; James, 1999). O método mais utilizado ¢ a coloracdo de géis com
Coomassie, devido a simplicidade do protocolo. Apresenta menor sensibilidade (de 50 a 100ng
de proteina), comparado aos outros métodos, mas possui uma faixa linear de quantificagao das
proteinas de 10 a 30 vezes (Patton, 2002). Esse método se baseia na afinidade das proteinas
pelo corante. O ponto final da coloracao é determinado empiricamente pelo pesquisador, o que
dificulta areprodutibilidade de gel para gel. A vantagem dessa técnica é a compatibilidade com
métodos de caracterizagdo e identificagao de proteinas, como a espectrometria de massa(Fa-
zekas et al., 1963). Sdo recomendados métodos de coloragao coloidal de Coomassie, porque
mostram a maior sensibilidade, até 100 ng/mancha de proteina (Neuhoff et al., 1985; 1988).

A visualizacao de proteinas por marcacao com fluorescéncia oferece protocolos de
coloracao robustos, reprodutibilidade e uma ampla faixa dindmica para quantificacao. Esse
método é altamente sensivel (Ing de proteina ou menos) e compativel com espectrometria de
massa (Patton, 2002). Além disso, corantes fluorescentes permitem a detecgéo das proteinas
com apenas uma etapa de coloracao, sem procedimento de descoloracao, ou apos serem es-
caneados diretamente em equipamentos que possuem fontes de excitacao dos fluordforos e
detectores da energia por eles liberada. Para esse tipo de experimento, foram desenvolvidos
scanners e programas de computador especificos para a obtencao e processamento das ima-
gens. Nesse caso, 0s spots sao detectados a partir da identificacao dos pontos de emissao
da fluorescéncia no gel. Apos marcadas especificamente com diferentes fluoréforos (Cy2, Cy3
e Cyb), as proteinas de diferentes amostras podem ser aplicadas em conjunto na focalizacédo
isoelétrica, junto com um padrao interno formado pela mistura de todas as amostras a serem
analisadas. A pré-visualizacao de géis é realizada ap6s a digitalizacao em equipamentos com-
pativeis com corantes. Alem disso, como as amostras analisadas sao fracionadas em conjunto
na mesma tira de pH e no mesmo gel, nao ocorrem distorcoes de coloracao entre géis compa-
rados. Como nao é necessario manipular as imagens dos géis para a deteccao e comparagao
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de manchas, isso garante a imparcialidade e reprodutibilidade da analise (Goldfarb, 2007; Rie-
derer, 2008; Timms; Cramer, 2008).

Quando associado a espectrometria de massa(MS), 2D-GE permitiu o desenvolvimento
de diversos projetos de identificacao e caracterizacao de centenas de proteinas de organismos
e micro-organismos marinhos (Pennington et al., 1997; Falket al., 2007). No entanto, uma das
maiores limitacoes do uso de géis 2-D é a dificuldade de se solubilizar um grande nimero de
proteinas, em apenas um tampao de solubilizacao. Proteinas de membrana sao de dificil so-
lubilizagao e as proteinas hidrofébicas e de MM muito altas (>200kDa) tendem a precipitar du-
rante a focalizacao isoelétrica, o que diminui a possibilidade de observar um padrao completo
de proteoma da amostra(Fey; Larsen, 2001). O desenvolvimento de detergentes zwiteridnicos,
como o CHAPS (3-[(3-colaminopropil)dimetilamonio -1-propanosulfonato), que melhoram a so-
lubilizacao de proteinas hidrofébicas, permitiu um aumento na qualidade dos géis, mas esses
detergentes podem afetar a resolucao das outras proteinas hidrofilicas presentes na mistura
(Rabilloud; Chevallet, 2000). O desenvolvimento de tiras de géis pré-fabricados com gradien-
tes de pH imobilizados permitiu um aumento na resolucao e reprodutibilidade na focalizagao
isoelétrica(Gorg et al., 2000; Wittman-Liebold et al., 2006). Quando a metodologia baseada em
gelnao é util ou vantajosa para a caracterizacao protedmica, estao disponiveis outros métodos
tradicionais de fracionamento de proteinas, como a cromatografia liquida.

2.3.2 CROMATOGRAFIA LIQUIDA

A cromatografia liquida (CL) € uma das técnicas mais antigas e habituais na bioquimi-
ca de proteinas. Historicamente, a cromatografia liguida em colunas vem sendo amplamente
usada como estratégia para diminuir a complexidade de amostras de proteinas e peptideos de
acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas, tais como o peso molecular, a hidrofobicida-
de ou a carga. Nesse método, aamostra é aplicada no topo de uma coluna cilindrica preenchida
com uma matriz solida permeavel e fixa. A matriz atua como fase estacionaria, por onde prote-
inas e peptideos migram, sendo carreados por um solvente, que é a fase movel liqguida. A amos-
tra interage com as duas fases, estacionaria e movel, e o grau de migracao de cada molécula é
determinado de acordo com os diferentes graus de interacao com o solvente e as particulas da
matriz. As moléculas com maior afinidade com a fase estacionaria sao desaceleradas durante
a cromatografia e dificilmente transportadas pela fase movel (Neto; Nunes, 2003). Tipicamen-
te, é utilizada uma mistura de solventes, como agua, solucao salina, acetonitrila e/ou metanol.
As moléculas eluidas sao recuperadas em aliquotas separadas a medida que emergem no final
da coluna. As moléculas de eluicao inicial tém maior afinidade para a fase movel, enquanto as
Ultimas tém maior afinidade para a fase estacionaria. As diferencas nas taxas de movimento
através da matriz sdo calculadas para tempos de retengao da amostra(Vogel, 2002; Berg et al.,
2002).

A composicao da matriz, entre outros fatores, determina as propriedades de fraciona-
mento dos analitos. Proteinas e peptideos podem ser separados de acordo com sua carga, em
colunas cromatograficas contendo matrizes carregadas positiva ou negativamente, na croma-
tografia de trocaionica(Snyder et al., 2009). Podem ser fracionados através de matrizes hidro-
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fobicas ou apolares, de acordo com a hidrofobicidade (cromatografia hidrofébica) ou polarida-
de (cromatografia de fase reversa). Também podem ser fracionados com base nos seus pesos
moleculares, com o uso de matrizes porosas, na cromatografia de gel filtracao ou exclusdo mo-
lecular (Harris, 2005). Atualmente, ha uma variedade de colunas cromatografica pré-fabrica-
das que sao comercialmente disponiveis, inclusive colunas preenchidas com matrizes ligadas
covalentemente a ligantes especificos, determinados pelo pesquisador, como anticorpos ou
substratos de enzimas. Nesse caso, na cromatografia de afinidade, proteinas e peptideos sao
selecionados de acordo com sua capacidade de ligagdo a moléculas particulares (Berg et al.,
2002; Uhlén, 2008). Tais metodologias podem ser usadas isoladamente ou em combinacgéo,
para um melhor fracionamento ou purificacao de proteinas e peptideos de interesse.

Alguns aperfeicoamentos dessa técnica tornaram-na ainda mais usual, devido a rapi-
dez, alta resolucao e reprodutibilidade. A utilizacao de bombas de alta pressao para acelerar
a injecao e transporte das amostras, vinculada a metodologias mais eficientes de empaco-
tamento de matriz em colunas de alta qualidade que suportam a forga do fluxo pressurizado,
permitiu o surgimento da cromatografia liquida de alta pressao (CLAE ou HPLC, high-pressure
liquid chromatography). A coluna de HPLC é uniformemente preenchida com resinas de parti-
culas esféricas(3-10um)(geralmente com base em silica), resultando em uma fase estacionéria
altamente empacotada, o que eliminou o problema com os fluxos irregulares, difusao da amos-
tra e baixa resolugao cromatografica, devido ao empacotamento nao uniforme nas colunas de
CL convencional. O tempo de experimento reduziu significativamente, principalmente devido
ao uso de bombas de alta pressao para bombear a fase moével e amostra. Atualmente, HPLC é
o melhor método para separar proteinas, peptideos e outras moléculas pequenas (Gerber et
al., 2004). Dada a simplicidade na realizacdo da separagao, identificagdo e quantificacéo de
espécies quimicas, a cromatografia ocupa um lugar proeminente entre os métodos analiticos e
pode ser utilizada isoladamente ou em conjunto com outras andlises instrumentais (Degani et
al., 1998).

A espectrometria de massa(MS, mass spectrometry) ¢ uma técnica que analisa valores
de massa sobre carga de biomoléculas ionizadas em fase gasosa. Esses valores sao expressos
como razao massa/carga(m/z). No espectrémetro, os analitos sdo convertidos em ions gasosos
(moléculas eletricamente carregadas) e os valores de massa/carga sdo mensurados em unida-
des de massa atémica (uma) ou Dalton (Da) (Biemannl, 1992; Baldwin, 2004). Em abordagens
protedmicas, a espectrometria de massas permite gerar dados sobre a massa de proteinas in-
tegras, de peptideos oriundos da digestao proteica, ou até mesmo de fragmentos desses pep-
tideos, o que faz com que a MS seja 0o método universal para caracterizar e identificar proteinas
e peptideos.

Os espectrometros de massa sao formados por quatro principais componentes: fonte
de ionizagao, analisador de massa, detector e processador de sinal (Figura 3A). A fonte é res-
ponsavel pelaionizacao da amostra. Espectrometros de massa desenvolvidos para proteémica
podem incluir dois tipos de fontes consideradas de ionizacao leve: ionizagao a laser assistida
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Figura 3. Visdo geral do método de Espectrometria de Massas (MS). (A) Componentes comuns (figuras de
contorno continuo)e optativos(poligonos de linhas tracejadas) dos espectréometros de massas. O sistema
inicia com uma coluna cromatografica(poligono tracejado), cuja fungao é separar previamente os analitos
antes de serem injetados na fonte de ionizacao. Esta pode ser acoplada apenas a espectrometros com
fontes de ionizagao do tipo electrospray (ESI). Na fonte de ionizagao (seta de contorno continuo), que pode
ser do tipo ESI ou MALDI, as amostras sao injetadas e ionizadas, adquirindo carga positiva ou negativa.
Os ions recém-formados sao direcionados para a entrada do analisador de massas por uma forga elétri-
ca. Nos analisadores de massas, 0s ions sao acelerados e separados de acordo com suas caracteristicas
fisicas quando submetidos a um campo elétrico ou magnético (tempos de voo, frequéncia de oscilagéo
ou caminho de deflexao), até que chegam ao detector. Os sinais sao transferidos para o processador que
calcula seus valores de m/z, comparando-se os dados dos analitos com dados de amostras padroniza-
das, resultando em espectros de massas. Todo espectrometro possui pelo menos um analisador de mas-
sas (poligono de contorno continuo). Ha ainda opgdes com mais dois ou trés analisadores que podem ser
fungdes de seletor de fons e analisador em experimentos de espectrometria de massas sequencial (MS/
MS). (B) Experimentos de espectrometria de massas para caracterizacdo de proteinas por bottom-up. Os
espectrometros de massas podem funcionar em dois modos: em experimento de MS de um Unico passo
(MS?'), ou em espectrometria de massa sequencial (MS/MS). 0 modo MS'realiza a medida dos valores de m/z
de peptideos e proteinas (mostrados como circulos coloridos). Os ions sao formados e acelerados através
do analisador 1 e da célula de colisdo, que esta vazia sob vacuo e em desligada (off). Os ions sdo entéo
separados no analisador 2 até chegar ao detector. Os circulos vermelhaos indicam peptideos com valores
de m/z mais baixos, que alcangam o detector com maior velocidade, sequidos pelos verdes e azuis, como
mostrado no espectro MS'resultante, que relaciona valores de m/z e intensidade do sinal. Em espectro-
metros com um analisador, ndo ha camara de colisdo e a analise MS' ocorre no primeiro compartimento.
No modo MS?, o analisador 1funciona como um sistema de captura que é responsavel por selecionar um
ion especifico (peptideo precursor) para ser fragmentado contra um gas inerte (N, ou Ar) na camara de
colisdo, que nesse caso esta ligada (on). Como resultado, sdo formados ions fragmentos (marcados com
cores azuis, pretas e amarelas, em ordem crescente de valores m/z) que séo classificados com base nos
valores de m/z no analisador 2. A anélise de detecgao dos ions fragmentos gera o espectro MS?% Cada
peptideo demonstrado nos espectros MS1 e selecionados como precursor para fragmentacao tera seu
espectro de MS? correspondente contendo os valores de m/z de seus ions fragmentos.

330



PROTEOMICA E METAPROTEGMICA

por matriz (MALDI, matrix-assisted laser desorption/ionization), para amostras solidas (Karas;
Hillenkamp, 1988), ou ionizacao por eletrospray (ESI, electrospray ionization), para amostras li-
quidas (Fenn et al., 1989; Mann; Wilm, 1995). Em 2002, Karas, Hillenkamp e Fenn foram premia-
dos com o Prémio Nobel de Quimica pelo desenvolvimento das ionizagdes MALDI (1988) e ESI
(1989), respectivamente, ferramentas capazes de ionizar analitos de forma leve, sem promover
afragmentacao ou degradacao. MALDI promove a vaporizacao e ionizacao de moléculas nao vo-
lateis, através daincidéncia de um laser, gerando moléculas idnicas de Unica carga. Os analitos
sao misturados previamente a uma matriz, que absorve o feixe do laser e auxilia a ionizacao da
amostra (Hillenkamp et al., 1991). Essa ferramenta exige que a ionizagdo ocorra sob vacuo, no
entanto permite que se trabalhe com amostras solidas e a formagao de ions monocarregados,
o que facilita a interpretacao dos dados. Na fonte ESI, as amostras sao aplicadas em solugoes,
geralmente &cidas, de compostos organicos volateis (metanol, acetonitrila e 4cido fosforico),
onde o processo de ionizacao ocorre. A solucao é entdo injetada atravées de uma seringa ou ca-
pilar, onde um potencial € aplicado para criar uma mistura de goticulas carregadas que vao, si-
multaneamente, secando e sendo direcionadas para a formagao de um aerossol com goticulas
de ions carregados multiplamente (Fenn et al., 1989). A formagao dos ions envolve uma extensa
evaporacgao dos solventes (dessolvatacao) da solucgao.

O resultado da ionizacao é a aquisicao de carga positiva ou negativa pelas moléculas
analisadas, transformando-se em ions, que serao direcionados para um analisador de massas,
através de um campo elétrico. Dependendo do tipo de analisador, da maneira pela qual ele se-
para os ions, 0s espectrometros de massa podem ser classificados em diferentes categorias.
De forma geral, analisadores de massas medem os valores de m/z dos ions, acelerando-os em
um campo elétrico ou magnético. ions com os mesmos valores de m/z irdo atravessar o analisa-
dor em um mesmo tempo, sob um campo elétrico, ou percorrer o mesmo caminho de deflexao
em um campo magnetico. A determinacao dos valores absolutos de m/z ocorre apds a compa-
racao com solugoes padronizadas contendo moléculas com massas conhecidas. Apos atraves-
sar 0 analisador, esses ions alcancarao os detectores que irao registrar o sinal, por inducao de
carga ou producao de corrente quando os ions passam ou colidem na superficie do detector
(Lahm; Langen, 2000). O processador transforma os sinais, gerando espectros de massa/carga
x intensidade do sinal (Yates, 1998; McDonald; Yates, 2000) (Figura 3B). Uma necessidade da
espectrometria de massa € a utilizagcao de um sistema de vacuo para manter uma baixa pressao
dentro de partes do equipamento (Aebersold; Mann, 2003; Baldwin, 2004).

Analisadores de massa do tipo tempo-de-voo (TOF, time-of-flight) separam os ions de
acordo com o tempo que levam para atravessar um tubo de voo. ions de menos m/z atravessam
uma distancia no vacuo com velocidade maior que ions com valores altos de m/z. Esse equipa-
mento tem a capacidade de operar no modo refletor, através de um refletor eletrostatico, que
age como um espelho para os ions, refletindo-os e aumentando a distancia percorrida. Esse
meétodo permite um aumento na resolugao da anélise e geralmente ¢ utilizado para amostras
com peptideos de massa abaixo de 10000Da (Vestal et al., 1995; Yates, 1998). Um outro tipo de
analisador, o Quadrupolo (Q), consiste em quatro bastées metalicos em paralelo que permitem
a orientacao dos ions de uma massa/carga especifica, que passam no meio dos bastdes e sao
detectados ao final. Um campo elétrico oscilante é aplicado entre os bastoes para estabilizar
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seletivamente apenas a trajetoria de ions com faixas de m/z caracteristicas (Figura 3B). Isso
permite que o operador faga um rastreamento para diferentes valores de m/z com o uso da va-
riacao continua da voltagem aplicada. O quadrupolo pode agir com um filtro seletor de massa/
carga(Mann et al., 2001). Os ion traps (IT), funcionam com o mesmo principio fisico, entretanto
com o uso de campos elétricos e magnéticos para capturar ions dentro de um compartimento
ou tubo avacuo. ions de valores particulares sdo aprisionados entre eletrodos de diferentes for-
matos, de acordo com as faixas de m/z selecionadas, e posteriormente ejetados para deteccao
(Sparkman, 2000).

Espectrometros do tipo MALDI-TOF ou ESI-IT, com apenas um analisador de massas,
promovem a ionizacao em apenas uma etapa de andlise de valores m/z, experimento chama-
do espectrometria de massas MS'(Figura 3B). Esses espectrémetros foram amplamente utili-
zados nos primeiros projetos de protedmica para identificacao das proteinas. Além de serem
usados na caracterizacao da massa de proteinas inteiras, sdo amplamente Uteis em mensurar
os valores de m/z de peptideos oriundos da digestao de cadeias polipeptidicas isoladas. Tais
polipeptideos, apos serem individualizados em géis ou cromatografia liquida, sao digeridos por
proteases que clivam a cadeia em sequéncias especificas. Um exemplo é a tripsina, enzima que
hidrolisa a cadeia polipeptidica entre alisina e da arginina, exceto quando o residuo de aminoa-
cido seqguinte na sequéncia € uma prolina. Os peptideos gerados pela tripsinizagao, chamados
peptideos tripticos, sao extraidos purificados e analisados por MS para gerar um conjunto de
massas que é especifico de cada proteina. Esse conjunto e considerado o perfil de massas de
peptideos ou fingerprinting de massas peptidicas (PMF, peptide mass fingerprinting), que deve
ser especifico para cada proteina(Vestal et al., 1995).

Nas ultimas décadas, o aperfeicoamento tecnolégico de espectrometros de massas
evoluiu para o uso de fontes ESl acoplada apds cromatégrafos do tipo nano-UPLC (ultraperfor-
mance liquid chromatography) (Figura 3A). Essa fonte de ionizagdo passou a ser amplamente
usada, pois, diferente da MALDI, funciona a pressao atmosférica e pode facilmente ser acopla-
da a colunas de cromatografia liquida para o pré-fracionamento das amostras, antes de serem
ionizadas e direcionadas ao analisador de massas. Nano-UPLCs sao cromatografos de ultra-
performance que utilizam colunas com diametros da ordem de pm, por onde sao fracionadas
misturas de proteinas ou peptideos de concentragoes nanometricas. Essa estratégia foi um
avanco para o estudo de proteoma, ja que permite a analise de grandes quantidades de amos-
tras e € um método alternativo ao uso de géis 2-D(Ermer; Vogel, 2000; Zhu et al., 2003).

Em espectrémetros fabricados com multiplos analisadores acoplados em sequéncia,
como o MALDI-TOF/TOF, ESI-Q-TOF ou ESI-Triplo Q, é possivel realizar duas etapas de analise de
valores m/z(Figura 3). 0 acoplamento de multiplos analisadores permite a selegéo de ions, para
posterior fragmentagéo e analise dos fragmentos resultantes quanto a valores m/z(Mann et al.,
20071; Cotter et al., 2007). Nesse experimento, chamado espectrometria de massas sequencial
(MS/MS ou MS?), além de obter o conjunto de massas dos peptideos oriundos da digest&o protei-
ca(PMF), analisa-se também as massas de ions resultantes da fragmentacéo (ions fragmentos)
de peptideos escolhidos (ions precursores) (Figura 3B). No caso de proteinas inteiras, a frag-
men tacao permite que alguns fragmentos e peptideos de termino de cadeia sejam liberados e
analisados para gerar dados sobre modificacoes proteicas. Em analises de MS/MS, os espec-
trometros possuem um sistema de selecdo por imas (seletor do tipo quadrupolo) ou aprisio-
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namento de alguns peptideos ou proteinas de acordo com seus m/z, que sao direcionados para
uma camara de colisdo. A camara de colisao € onde ocorre a fragmentacao de ions precursores
escolhidos, através da colisdo com um gas inerte (N, ou argonio). Quando a camara de colisao
estavazia, o equipamento permite a analise do PMF via MS'. Quando a camara de coliséo é pre-
enchida pelo gas, o precursor escolhido é direcionado para ela e colide com o gas, gerando ions
fragmentos, que também terdo os seus valores massa/carga mensurados (Keough et al., 2000;
Cotter et al, 2007)(Figura 3B). Andlises de MS? geram informagdes mais robustas sobre massa
e também a sequéncia completa ou parcial dos peptideos analisados, 0 que aumenta a chance
de identificagao da proteina(Hoffmann; Stroobant, 2003). Os dados de PMF e de MS/MS podem
ser comparados, através de programas de computador, contra massas teoricas de peptideos
oriundos de uma digestao proteica e fragmentacao in silico. Essas proteinas sao traduzidas
teoricamente a partir de sequéncias de nucleotideos depositadas no banco de dados (Domon;
Aebersold, 2006; Falk et al., 2007).

2.4.1ESTRATEGIAS DE ESPECTROMETRIA DE MASSAS PARA ANALISE DE PROTEINAS

Ha duas estratégias principais para caracterizar e identificar proteinas utilizando-se
espectrometria de massas: de cima para baixo (top-down) ou de baixo para cima (bottom-up).
Na primeira, proteinas isoladas sao analisadas de forma intacta no espectrémetro de massas,
sem a digestao prévia com proteases. A fragmentacao da proteina ocorre com o uso de alta
energia de ionizagao para promover a quebra da cadeia polipeptidica intacta. Portanto, outros
meétodos de ionizacao mais forte podem ser acoplados ao espectrémetro de massas. A analise
top-down gera informacoes sobre o peso molecular da proteina integra ou de padrdes de frag-
mentacao desta, o que permite a deducao da estrutura primaria da proteina, além da maior par-
te das modificacoes na cadeia polipeptidica, como fosfarilacao e glicosilacao. A caracterizacao
de complexos proteicos permite a obtencao de dados sobre interacoes entre as subunidades
(Chait, 20086). Apesar de ser uma estratégia usual para caracterizagao de proteinas isoladas e
intactas, ainda sao necessarias melhoras tecnologicas que permitam o amplo uso de top-down
de misturas complexas de proteinas ou mesmo de um grande conjunto de proteinas isoladas
(Bunger et al., 2008; Henne et al., 2011).

A estratégia bottom-up é comumente usada em projetos de proteémica, pois é capaz
de identificar proteinas de misturas complexas pela analise de peptideos resultantes da diges-
tdo de cadeias polipeptidicas. Tais cadeias polipeptidicas, apds fracionamento e separagao,
sao submetidas a digestao com uma protease de corte especifico, gerando um conjunto de
peptideos que é caracteristico para cada sequéncia proteica. A anélise por MS', de valores m/z,
desses peptideos gera o perfil de massas peptidicas (PMF), como descrito anteriormente. Além
disso, alguns ou todos os peptideos podem ser selecionados como precursores para fragmen-
tacdo, em experimentos de MS?(ou MS/MS), gerando ions fragmentos que também terdo seus
valores de m/z mensurados no segundo analisador de massas (Figura 3B). Essa fragmentacéo
também é caracteristica e sequéncia-especifica, pois ocorre preferencialmente nas ligacoes
peptidicas entre os residuos de aminoacido que formam o peptideo. Os ions fragmentos for-
mados sao preferencialmente um conjunto de fragmentos que equivalem ao peptideo precur-
sor menos um ou mais residuos de aminoacidos que foram quebrados das laterais da cadeia.
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O espectro de MS?de um peptideo precursor fornece informagdes sobre valores m/z de todos
(ou quase todos) os fragmentos resultantes da fragmentacdo. Ao avaliar o espectro de MS? de
cada peptideo, adiferenca de massa exata entre o precursor e osions fragmentos que perderam
o primeiro residuo, esta equivale 8 massa exata do aminoacido que se fragmentou da cadeia. E
0 mesmo ocorre guando os ions fragmentos sao comparados entre si, em ordem decrescente.
Obtém-se, portanto, a sequéncia primaria parcial dos peptideos precursores. O experimento
MS/MS é utilizado, portanto, para obtencao de uma porcao significativa da sequéncia dos pep-
tideos que foram submetidos a fragmentagao (Armengaud, 2013).

Estratégias variadas podem ser utilizadas nas etapas de analise proteémica (Figura
1). Usualmente, diferentes métodos de coleta, extragdo, separacdo e quantificacio de prote-
inas podem ser combinados a analise bottom-up para caracterizacao de proteomas e meta-
proteomas. A eletroforese em gel permite a separacao e quantificacao de proteinas quando
acopladas com espectrometria de massa. A estratégia de eletroforese bidimensional (2D-GE)
foi amplamente utilizada desde o inicio da proteémica para a avaliacao da expressao proteica,
principalmente porque possui uma resolugao de separagao maior que o méetodo 1D-GE e ain-
da permite uma quantificacao relativa dentro de uma faixa dinamica especificada pelo coran-
te usado (método semiquantitativo). Apds a coloragado dos géis, pode-se realizar uma andlise
comparativa dos mapas 2D de diferentes condicoes, combinando os spots da mesma posicao
no gel, e avaliar as diferengas relativas de intensidades de coloragao (Pennington et al., 1997;
Falk et al., 2007). Cadeias polipeptidicas induzidas ou reprimidas irdo aparecer com maior ou
menor intensidades de coloragdo nos géis, respectivamente (Marengo et al., 2005; Berthet al.,
2007). Tais cadeias individualizadas sao cortadas do gel e submetidas a protocolos de digestéo
por proteases, dentro do gel (digestao in gel). Os espectréometros de massa com fonte de ioni-
zacao MALDI sao comumente usados para a identificacao rapida de proteinas isoladas, como
as obtidas a partir de um gel 2D ou de qualquer estratégia de subdivisao que forneca o isola-
mento da cadeia polipeptidica. Os dados PMF e MS/MS sao usados para identificar as proteinas
(Lahm; Langen, 2000). A avaliagdo comparativa da presenca e intensidade dos spots nos geéis
2D, sequida pelaidentificacao das proteinas correspondentes a cada spot, permite uma melhor
compreensao da variacao na expressao génica em resposta a estimulos externos, tempo ou
condicgoes fisiologicas do modelo estudado.

Em géis 1D ou em cromatografias de baixa resolucao, métodos cuja capacidade de fra-
cionamento da mistura é baixa, € impossivel a determinacao do PMF de cada proteina na mistu-
ra, ja que as bandas coradas ou fracoes eluidas correspondem a pequenos grupos de proteinas
com mesma massa molecular. Nesse caso, 0 experimento MS/MS deve ser realizado com um
uso prévio de cromatografia liquida (LC) de alta performance, que pode ser acoplada a um es-
pectrémetro de massa com uma fonte de ions ESI. A estratégia tipica baseada em LC-MS inclui
a digestao enzimatica de um conjunto de proteinas ao mesmo tempo, resultando em uma mis-
tura de peptideos extremamente complexa, que sera previamente fracionada por nano-HPLC
antes de ser analisada por MS (analise shotgun). Conforme os peptideos separados sdo eluidos
no final da coluna cromatografica, sao ionizados por ES| e analisados por MS1, e posteriormente
selecionados e fragmentados para analise de MS2 dos seus ions fragmentos. O resultado sao
milhares de espectros variados de MS1e MS2 gerados por hora de anélise, dados que fornecem
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informacgdes sobre a massa exata e parte da sequéncia dos peptideos da amostra (Shi et al.,
2004; Xie et al., 201).

2.5 INTERPRETACAO DOS DADOS

Os dados experimentais de PMF e de MS? podem ser comparados, através de progra-
mas de computador(como MASCOT, SEQUEST e Protein Lynx), contra sequéncias de aminoaci-
dos depositadas no banco de dados de proteinas. Tais sequéncias também podem ser obtidas
a partir da traducao teorica de sequéncias de nucleotideos (Santos, 2016). Esses programas
possuem ferramentas de busca, com algoritmos probabilisticos, que comparam os dados expe-
rimentais com valores de m/z tedricos de peptideos e respectivos ions fragmentos oriundos da
digestao e fragmentacao in silico de todas as sequéncias de aminoacidos disponiveis no banco
de dados. Como existe baixa probabilidade de mais de uma cadeia polipeptidica no banco de
dados apresentar os mesmos padrdes PMF e MS?, aidentificagao de proteinas é pouco exigente
se ainformacao genética para o modelo estudado estiver descrita no banco de dados (Domon;
Aebersold, 2006; Falk et al., 2007). No caso de anélises do tipo shotgun, tanto os valores do tem-
po de retengao dos peptideos eluidos na coluna cromatografica, como os dados de MS' e MS?
sao submetidos a buscas contra bancos de dados, com o uso de ferramentas descritas acima,
obtendo-se com isso a identificacao de milhares de proteinas em passo Unico de separacao
sequido de espectrometria de massa(Armengaud, 2013).

Aidentificacao das proteinas € apenas possivel se houver alguma informacgao similar
sobre a sequéncia de aminoacidos ou nucleotideos depositada em bancos de dados. Comisso,
ainformacao gendmica é um pré-requisito para ferramentas protedmicas na interpretacao dos
espectros de massas, pois dependem de bases de dados de sequéncias de proteinas preesta-
belecidas (Armengaud, 2013). Atualmente, ha uma avalanche de novas sequéncias genémicas
sendo geradas e depositadas em bancos de dados publicos, e isso melhorou muito as taxas de
identificacoes em analises protedmicas. No entanto, com o aprimoramento das técnicas de
cultivo microbioldgico e aumento de projetos de metaprotedmica e estudos de novos organis-
mos, ha a dificuldade em se identificar proteinas cujas informacgoes geneéticas ainda nao foram
descritas. Teoricamente, é possivel atribuir sequéncias peptidicas a partir de espectros MS2,
sem qualquer informagdo genémica, em métodos de sequenciamento de novo(Figura 1). Alguns
programas sao especificos para essas analises, mas o0s resultados obtidos com esses métodos
de novo podem nao ser muito confiaveis. Ha, portanto, ferramentas alternativas que levam em
consideracgao a informacgao do genoma dos organismos mais estreitamente relacionados (La-
cerdaetal., 2007; Junqueira et al., 2008; Renard et al., 2012).

3 APLICACOES BIOTECNOLOGICAS DE PROTEINAS E
DERIVADOS PROTEICOS DE ORIGEM MARINHA
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A investigacao dos diversos papeéis desempenhados pelas comunidades microbianas
em seus ambientes naturais através da metaproted6mica vem permitindo identificar o poten-
cial biotecnoldgico de individuos e populagdes para uso farmacéutico, diagnéstico, na biorre-
mediagao de residuos liquidos e solidos e na geragdo de energia renovavel (Lacerda; Reardon,
2009; Burgess, 2012; Hartmann et al., 2014; Armengaud, 2016).

Organismos e micro-organismos marinhos desenvolveram, ao longo da evolucao, vias
metabolicas Unicas, sendo capazes de produzir diversos compostos organicos bioativos, es-
truturalmente diversos, como resultado de um ambiente altamente dinamico, representando
uma fonte ilimitada de novas substancias (bio)ativas. Entre eles, aqueles de natureza proteica
incluem proteinas, peptideos lineares, peptideos ciclicos e depsipeptideos, peptideos deriva-
dos, aminoacidos e componentes aminoacidos-like.

» Peptideos bioativos (PBs): definidos como fragdes proteicas especificas com tamanho va-

riando de 2 a 20 aminoacidos. Alguns ocorrem livres em suas fontes originais, mas a gran-
de maioria faz parte da estrutura de uma proteina. Sao liberados por reacoes enzimaticas,
principalmente, durante o processo digestivo ou durante o processamento dos alimentos.
Em adigcao ao seu valor nutricional, atuam modulando e otimizando fungoes bioldgicas e,
consequentemente, produzindo efeitos fisioldgicos benéficos no metabolismo dos seres
humanos. Alguns tém sido produzidos por sintese quimica. Eles exercem atividades como
hormoénios ou drug-like e podem ser classificados com base no seu modo de a¢cdo como
antimicrobianos, anticoagulantes, anti-hipertensivos, antidiabéticos, anticancerigenos,
opioides, imunomoduladores e imunoestimulantes, ligantes de minerais (incluindo célcio)
e antioxidantes. PBs derivados de alimentos constituem uma importante area de pesqui-
sa na nutracéutica, devido ao seu potencial impacto na saude humana e na prevencao de
certas doengas. Recentemente, houve um aumento no numero de estudos voltados/foca-
dos em PBs de origem marinha. As propriedades quimicas e atividades bioldgicas dos PBs
obtidos a partir de organismos marinhos como algas, esponjas, tunicados, ascidias, ce-
lenterados e moluscos vem sendo intensamente investigados. Evidéncias mais recentes
de algumas de suas atividades tém estimulado o interesse sobre tais compostos como in-
sumos chamados de alimentos funcionais, considerando que varios organismos marinhos
ja consumidos, como peixes, moluscos e crustaceos sao, sabidamente, fontes importan-
tes de compostos bioativos. Muitos peptideos e depsipeptideos com potencial anticancer
tém sido extraidos de varios animais marinhos como tunicados, esponjas, corais moles,
aplisias, nudibranquios, briozoarios e outros organismos marinhos (Otero-Gonzélez et al.,
2010; Sperstad et al., 2011; Rocha-Mantin et al., 2014; Kang et al., 2015).
Algas marinhas tém alto conteudo de proteinas (acima de 47% do seu peso seco), depen-
dendo da espécie, 0 que aumenta o interesse sobre esses organismos como fontes de PBs.
Estudos acercada protedlise in silico e da potencial atividade bioldgica de PBs derivados de
algas marinhas, assim como estudos in vivo de avaliacao de novas tecnologias em PBs tém
sido incrementados. Contudo, as macroalgas ainda representam fontes inexploradas de
PBs que podem ser utilizadas como alimentos funcionais (Gerwick; Fenner, 2013; Rocha-
-Martin et al., 2014; Kang et al., 2015).
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Polipeptideos: estudos recentes mostraram que polipeptideos isolados a partir do veneno
de aguas-vivas apresentam atividade de metaloprotease, serina protease e fosfolipase A.
Tais evidéncias indicam suas potenciais aplicacdes farmacéuticas para o tratamento da
dor, artrites, naamenizacao do cansaco, como antimicrobianos e, paradoxalmente, na me-
dicina cardiovascular (Gerwick; Fenner, 2013; Rocha-Martin et al., 2014; Kang et al., 2015).
Proteinas e peptideos bioativos de origem marinha, especialmente peixes marinhos, tém
sido alvo de interesse nao somente da industria nutracéutica e farmacéutica, mas tambem
cosmeética, devido ao seu amplo espectro de atividades bioldgicas, incluindo antioxidan-
te e anti-idade. PBs obtidos por hidrélise quimica ou enzimatica de proteinas oriundas de
subprodutos do processamento de peixes de interesse por causa de sua atividade anti-oxi-
dante e na regeneracao de tecidos (Gerwick; Fenner, 2013; Rocha-Martin et al., 2014; Kang
etal., 2015).

Depsipeptideos: depsipeptideos e depsipeptideos ciclicos sao peptideos ativos que apre-
sentam, na sua estrutura quimica, pelo menos uma ligacao éster substituindo uma ligagao
amino. Eventualmente podem apresentar outras modificagoes estruturais, incluindo a pre-
senca de aminoacidos raros. Sao frequentemente encontrados em organismos marinhos
como bactérias, tunicados, moluscos, esponjas, entre outros, e exibem diversas proprie-
dades como anticancerigena, antiproliferativa, antimicrobiana, antiviral e antiplasmodial.
(Gerwick; Fenner, 2013; Rocha-Martin et al., 2014; Kang et al., 2015).

Inulinases: estudos recentes tém evidenciado a producgéao de inulinases por fungos de ori-
gem marinha. A inulina, o segundo maior polissacarideo de reserva depois do amido, pode
ser explorada como substrato para a producao de xaropes com alta concentracao de fru-
tose (high fructose syrup - HFS), inulooligossacarideos (10S), 6leos de micro-organismos
unicelulares (single cell oils - SCQOs), 4cido citrico, lipideos, proteinas de micro-organismos
unicelulares (single cell proteins - SCPs), 2, 3-butanodiol, acido latico e outras substancias
quimicas importantes. A maioria dos processos industriais que usam inulina como substra-
to empregam inulinases microbianas. Exoinulinases liberam a frutose terminal da inulina.
HFS(195%) gerado pela acdo da inulinase pode ser utilizado como substrato fermentavel.
Recentemente, o foco tem sido na identificagao de novas inulinases exibindo tolerancia a
condigdes extremas para atender a aplicagdes industriais (Hawat et al., 2017).

Lecitinas: lecitinas constituem um grupo de proteinas ligantes de carboidratos encontra-
das em uma ampla variedade de organismos, incluindo virus, bactérias, fungos, vegetais e
animais. Estao envolvidas em diferentes funcoes biolégicas como mecanismos de defesa
do hospedeiro, interacoes celulares e no dobramento de glicoproteinas. Lecitinas de ori-
gem marinha sao candidatos promissores para a producao de agentes terapéuticos, pelo
envolvimento de moléculas de carboidratos (proteoglicanos, glicoproteinas, glicolipideos)
em processos celulares fisiologicos e patologicos, como interacao patégeno-hospedeiro e
comunicacao intercelular. Em particular, lecitinas de invertebrados marinhos tém mostra-
do atividade antitumoral, anti-inflamatdria e antimicrobiana e antiparasitaria (antiplasmo-
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dial)(Fenton et al., 2013; Gardéres et al., 2015).

l|- ‘ PERSPECTIVAS: OPORTUNIDADES E DESAFIOS

Estamos vivendo um tempo em que estamos nos tornando capazes de desvendar a
chamada microbial dark matter dentro e ao nosso redor pela utilizagdo das meta-6micas de alta
resolucao. A metaprotedmica oferece a possibilidade de acessar/desvendar as principais uni-
dades cataliticas de comunidades microbianas e, portanto, permitir o estabelecimento de liga-
coes entre genotipos e fenotipos de amostras in situ. Uma década se passou desde que o termo
metaprotedmica foi usado pela primeiravez e que as primeiras analises correspondentes foram
realizadas em comunidades microbianas complexas. Desde aquela época, a metaprotedmica
produziu muitos pontos de vista importantes sobre o funcionamento dos ecossistemas micro-
bianos nos véarios cenarios ambientais em que tem sido aplicada.

Um dos principais desafios da metaprotedmica é identificar ligagdes conclusivas en-
tre a composicao das comunidades microbianas, seu status fisioldgico, funcoes executadas
por seus ‘membros’, interacoes, ecologia e possiveis aspectos evolutivos envolvidos.

Alguns aspectos relacionados aos avancos e ao alcance e aplicacao dos estudos de
protedmica e metaprotedmica incluem uma melhor compreensao das especificidades de di-
ferentes amostras em relagdo as técnicas de lise celular e extragdo de proteinas (incluindo o
desenvolvimento de protocolos universais, que possam ser aplicados mesmo em matrizes ex-
tremamente complexas, como solo ou holobiontes marinhos), aos protocolos de fracionamento
de fragdes subcelulares (soltivel, membrana e extracelular), fracionamento de proteinas base-
ado em caracteristicas bio/fisioquimicas anterior a LC-MS/MS, métodos de quantificacao de
peptideos independentes de marcacao in situ, aprimoramento nos métodos de separacao por
cromatografia liquida, uso de espectrémetros de massas de alta acuracia, busca por espec-
tros baseada em bancos de dados construidos a partir de sequéncias de metagenomas e me-
tatranscriptomas de alta qualidade (preferencialmente pela execugao concomitante das trés
analises), ferramentas de detecgao de modificagdes pos-traducionais, plataformas/programas
paraaintegracao, analise e visualizacao de dados de metagendmica com dados de outras “dmi-
cas” (incluindo maior acessibilidade via reducdo de custos de instrumentalizacao), validacao
de alvos de proteinas como potenciais biomarcadores/bioindicadores de diferentes condigoes
fisiologicas (holobiontes) e ambientais no futuro.
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A investigacao de respostas metabdlicas de organismos marinhos induzidas
geneticamente, epigeneticamente ou por fatores ambientais encontra na meta-
bolémica uma abordagem multifatorial que possibilita melhor compreensao das
respostas bioquimicas e fisiologicas observadas. O desenvolvimento de platafor-
mas analiticas mais sensiveis, de alto desempenho e robustas, associadas a fer-
ramentas computacionais mais potentes, tem produzido um grande numero de
dados metaboldmicos e a extracao de informacoes relevantes quanto a integra-
cao e a regulacao de processos bioquimicos celulares. Assim, metabdlitos-alvo,
ou perfis metabdlicos sao investigados de forma associada as redes metabdlicas
e aos efeitos reguladores de fatores intrinsecos e/ou extrinsecos ao organismo,
identificando assinaturas quimicas que definem, em ultima instancia e em cara-
ter dinamico, o fenotipo resultante nos contextos fisiologico e de performance
ecolodgica em dado ambiente marinho. Sob a otica do desenvolvimento de tec-
nologias, a determinacao do metaboloma constitui uma estratégia interessante
para o desenvaolvimento de novos produtos com aplicagao na agricultura como
os bioestimulantes, por exemplo, a partir de insumos de origem marinha. Assu-
mindo-se como virtualmente nula a probabilidade de um dado metabaolito, pecu-
liarao ambiente marinho, interagir com espécies vegetais e animais em ecossis-
temas agricolas, a exposicao destas aquela molécula, orientada racionalmente,
podera resultar em fenotipos otimizados de producao de biomassa alimentar,
eventualmente com menor impacto ambiental. Nesse cenario, a metabolomica
contribui de forma importante a elucidacao dos mecanismos moleculares asso-
ciados aos incrementos de biomassas em sistemas agricolas de producao de ali-
mentos. De forma mais ampla, considera-se que a metabolémica confere as ci-
éncias marinhas um conjunto de possibilidades para a construgao de uma visao
integrada dos processos bioguimicos nos ecossistemas marinhos, subsidiando
o desenvolvimento de biotecnologias racionalmente desenhadas nas areas da
saude humana e animal, ambiente e agricultura.
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0 QUE E METABOLOMICA

Novas formas de percepcao e de investigacao de sistemas bioldgicos foram alavan-
cadas nas Ultimas décadas a partir de inovagoes tecnoldgicas relacionadas especialmente as
técnicas analiticas de alta performance (i.e., high-throughput analytical techniques) e ao desen-
volvimento de hardwares e softwares com maior capacidade computacional. Nesse cenario, a
eragenbmica, caracterizada pelo desenvolvimento, padronizacao e otimizacao das técnicas de
engenharia genética(Sumner et al., 2003) é considerada um referencial importante devido a ex-
pressiva quantidade de dados (omics) gerados nos ensaios genomicos. De forma similar, gran-
des volumes de dados de perfis espaciais e temporais de transcritos (transcriptoma), proteinas
(proteoma) e de metabdlitos (metaboloma) tém sido produzidos, tipicamente caracterizando a
biologia como uma data-driven science e conferindo a esta fase da evolucao dos estudos biolo-
gicos a denominacao de era da gendmica funcional.

Ao final do século XX, Oliver et al. (1998) propuseram o uso do termo metaboloma, refe-
rindo-se a uma estrategia de analise de matrizes quimicamente complexas que objetiva deter-
minar qualitativa e quantitativamente os metabolitos de um organismo (metaboloma total), ou
de um componente deste, e.q., tecidos ou células (metaboloma parcial)(Oliver et al., 1998; Bino
et al., 2004; Goodcare et al., 2004; Fukusaki; Kobayashi, 2005). Para tal, as analises metabo-
l6micas focam em constituintes celulares com massa molecular < 1000Da e utilizam técnicas
analiticas classicas em investigagdes bioquimicas, tais como as cromatografias liquida (CL) e
gasosa(CG) acopladas ou ndo a espectrometria de massas(EM), e as espectroscopias de resso-
nancia magnética nuclear (RMN), de Raman e de infravermelho proximo (IVP) e médio (IVM), por
exemplo. Parece consensual o fato de nao haver uma técnica analitica que, isoladamente, per-
mita elucidar o metaboloma total de uma amostra bioldgica de interesse, devido a diversidade
de constituintes celulares e suas peculiaridades fisico-quimicas e estruturais. Assim, a adocao
de plataformas analiticas compostas por técnicas complementares parece ser uma abordagem
adequada a completa elucidacao do metaboloma, sendo a RMN unidimensional e bidimensional
e a EM as mais frequentemente utilizadas. As caracteristicas, vantagens e limitacoes dessas
técnicas analiticas fogem ao escopo deste texto e, portanto, ndo serao abordadas.

A analise metaboldmica caracteriza-se pelo uso de plataformas analiticas que comple-
mentam as demais areas ‘dmicas’(Sumner et al., 2003), sendo o metaboloma o produto final de
uma série de eventos genémicos, de transcricao e protedmicos, em dada condicao ambiental e
fisioldgica. De fato, numa abordagem genérica dos eventos metabodlicos, o genoma determina
0 que pode acontecer no metabolismao celular, o transcriptoma o que parece acontecer, 0 pro-
teoma o que faz acontecer, enquanto o metaboloma é o que realmente acontece. Desse modo,
perturbacoes induzidas geneticamente, epigeneticamente, ou por influéncia do ambiente sao
manifestadas em Ultima instancia atraves de alteragcoes na composicao e concentragao de me-
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tabalitos, tipicamente definindo um fenotipo no contexto bioquimico, i.e., 0 metaboloma.

A metabolémica proporciona um panorama fiel do estado celular de um dado sistema
bioldgico no exato instante da amostragem, evidenciando um momento especifico do continuo
fluxo metabdlico, no qual diversos compostos sao quimicamente produzidos e/ou transforma-
dos de forma dindmica (Gupta et al., 2013; Patti et al., 2012). Exemplos desses metabdlitos sdo
os pigmentos fotossintetizantes como clorofilas e carotenoides, compostos fenolicos como
flavonoides e acidos fendlicos, ou ainda ATP, glucose e colesterol, entre outros produtos finais
do metabolismo celular (Gomase et al., 2008). A relacdo dindmica entre a concentracdo desses
metabdlitos e o estado fisioldgico do organismo amostrado permite inferéncias, por exemplo,
sobre o estado energético (e.qg. ATP, glicogénio), o estado redox celular (e.qg. glutationa, ascor-
bato)ou o estado reprodutivo (e.g. oestradiol, cetotestosterona)deste organismo (Viant, 2007).
A velocidade de turnover (reciclagem) de alguns desses metabdlitos, principalmente daqueles
relacionados a processos energeticos, pode ocorrer em questao de milissegundos a segundos
(Barros et al., 2013), de forma que, em pouquissimo tempo apds a amostragem, o metaboloma
do organismo amostrado pode apresentar alteracdes significativas em relacdo ao momento
amostral. Assim, a coleta em si dos arganismos ou de partes destes pode ser um fator estres-
sante e promotor de alteracoes metabdlicas relevantes. Portanto, recomenda-se atengao no
procedimento adotado ao quenching metabdlico, bem como ao uso de padrdes internos (bio-
quimicos e analiticos, e.g.) que permitam monitorar a qualidade dos dados obtidos, evitando o
aparecimento de artefatos e a insergao de informagdes espurias ao conjunto de dados. Salien-
ta-se ainda aimportancia de considerar também o ciclo natural de cada organismos amostrado
em fungdo das variagdes metabolicas diarias (e.g. agtcares e acido malico em plantas) ou do
periodo de desenvolvimento (e.g. ciclo reprodutivo) para a determinagao do exato momento em
que as coletas serdo realizadas (Mushtaq et al., 2014).

Analises metabolémicas tém aplicacdes em diversas areas biotecnoldgicas relevan-
tes, como a saude humana, a ecotoxicologia e a farmacogendmica, entre outras. Recentemen-
te tém sido também utilizadas na area ambiental, para entender a natureza dos compostos que
regulam as interagdes quimicas nos organismos e entre eles (Kuhlisch; Pohnert, 2015). Obser-
va-se que atualmente, no dominio de interesse das ciéncias e da biotecnologia marinha, tanto
essainvestigacao ao nivel molecular das interacdes entre organismos e ambiente, quanto o es-
tudo da dinamica de metabolitos e das respostas a agentes estressores parecem ser contextos
cada vez mais frequentes de aplicagdo da metabolomica(Lankadurai et al., 2013), eventualmen-
te em decorréncia da progressiva degradacao dos ambientes marinhos por acoes antropicas
(Marante, 2016).

Como na maioria das vezes a concentracao intracelular de metabadlitos relaciona-se
diretamente com os fatores ambientais, a producao de um dado metabdlito secundario, por
exemplo, constitui uma resposta aos diferentes estimulos do meio (Maschek; Baker, 2008), de-
finindo um fenotipo bioquimico caracteristico das condicoes fisioldgicas da celula no momento
amostral. Nesse sentido, 0 ambiente marinho proporcionaum amplo leque de condicdes fisico-
-quimicas que podem estimular ou suprimir a producao de metabolitos secundarios.

Alem das diferencas de temperatura, irradiancia ou regimes pluviais que podem au-
mentar ou diminuir latitudinalmente, os oceanos apresentam ainda diversos fatores fisico
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-quimicos que variam com a profundidade, e.qg., movimentacao da agua, densidade da agua e
pressao. Outros fatores como o posicionamento da costa, aportes fluviais, predominancia da
velocidade e direcao de ventos e ondulacoes, amplitude das marés, presenca ou auséncia da
termoclina, correntes profundas e tipos de substratos sao fontes importantes de variacdes am-
bientais naturais. Esses fatores e suas combinacoes podem explicar a variada natureza fisica
dos metabolitos encontrados naagua do mar, tanto emrelacao a polaridade quanto ao peso mo-
lecular dos compostos, como apontado por Kuhlisch e Pohnert (2015). Hay (1996) destacou em
sua revisao a diversidade de metabdlitos encontrados em um unico género de macroalga mari-
nha, i.e., Laurencia, que produz mais de 500 terpenos. As espécies do referido género apresen-
tam compostos de pelo menos 26 classes estruturais, e destas, ao menos 16 sao consideradas
exclusivas do género.

Os metabdlitos secundarios de origem marinha tém recebido destaque crescente.
Desde 1984 é publicada uma revisao anual intitulada Marine Natural Products que compila infor-
macoes sobre metabdlitos descobertos no ano anterior, suas atividades bioldgicas relevantes,
organismos prospectados e pais de origem. Além disso, artigos de revisao enfocando estudos
de biossintese e sintese, analises de modificacdes estruturais e da estereoquimica de metabd-
litos também podem ser encontrados naquele periddico (Blunt et al., 2016). Apesar da grande
variedade de compostos identificados no meio marinho ser promissora, o volume de compos-
tos ativos que podem ser extraidos de organismos marinhos é normalmente baixo, o que repre-
sentauma limitagao importante a sua utilizacao a producao de novos medicamentos, principal-
mente se considerados organismos com baixa viabilidade de cultivo (Zhang; Chen, 2012).

Além disso, mesmo com o crescente destaque a metaboldémica ambiental e aos meta-
bolitos de origem marinha, o acesso organizado a dados metabolémicos gerados por pesqui-
sas nesses ambientes e que contextualizem essas informacgdes a metadados ambientais ainda
pode ser considerado uma limitacao. Felizmente, ainda que em pegueno numero, esforgos con-
centrados para a construcao e manutencao de bibliotecas metabolicas vém sendo feitos nos
Ultimos anos, a exemplo do repositorio MetabolLights (Haug et al., 2013; Steinbeck et al., 2012)
que atualiza e disponibiliza informacgdes experimentais e o(s) efeito(s) bioldgico(s) de compos-
tos catalogados. De forma similar, o grupo de pesquisa da Woods Hole Oceanographic Institution
também se dedica a compilagao e armazenamento de informacgoes sobre metabolitos ecolo-
gicamente relevantes nos ecossistemas marinhos, relacionando-os a metadados ambientais
(Longnecker et al., 2015). Por fim, o Seaweed Metabolite Database contém informacgdes sobre
metabdlitos secundérios e metadados especificos de macroalgas marinhas (Davis; Vasanthi,
20M).

Em consonéncia aos objetivos do estudo pretendido e independente das éareas e
aplicacdes de interesse, a determinacao do metaboloma pode ser realizada de forma seleti-
va ou nao seletiva, no que tange aos analitos investigados. No primeiro caso, busca-se a ca-
racterizagao de um composto, ou de um conjunto destes pertencentes a uma classe especi-
fica de metabdlitos (target compounds) em dada matriz complexa, podendo avaliar seu perfil
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em diferentes situagdes e/ou grupos de amostras (Amorim-Carrilho et al., 2014). Técnicas ana-
liticas como a CL, CG e a gRMN (RMN quantitativa) sdo geralmente adotadas nessa abordagem,
conferindo maior sensibilidade a deteccao dos metabdlitos e possibilitando a quantificacao
destes. De outra forma, as analises metabolémicas em modo nao seletivo buscam identificar
concomitantemente o maior numero de compostos nas amostras, gerando perfis metabolicos
(metabolic profiles) ou padroes metabolicos (metabolic fingerprints) que mudam em resposta
a situacoes especificas e estao associados a uma dada condicao fisioldgica e de ambiente,
eventualmente caracterizando um fenotipo em nivel molecular. Técnicas como a RMN unidi-
mensional e bidimensional e a EM sdo comumente utilizadas no enfoque nao seletivo (Fernie;
Schauer, 2008; Kuhnen et al., 2012). Apesar de plataformas analiticas baseadas em RMN serem
frequentemente adotadas em estudos concernentes a metabolémica ambiental, o numero de
investigagcoes baseadas em EM neste contexto tem aumentado rapidamente nos ultimos anos
(Lankadurai et al., 2013). A praticidade da preparagdo das amostras para as analises de RMN e
sua robustez tornam a técnica bastante atrativa, enquanto a EM oferece maior sensibilidade a
deteccao de compostos em baixas concentragdoes. No entanto, esta ultima requer um maior
preparo amostral, dependendo do composto de interesse.

Uma vez finalizada a obtencao dos dados metabolémicos, sao realizadas analises qui-
miometricas através da aplicacao de ferramentas matematicas e estatisticas ao conjunto de
dados brutos ou pré-processados, visando a extracao de informacgoes bioguimicamente rele-
vantes. Técnicas de analise estatistica univariada e multivariada sao aplicadas aos dados meta-
bolémicos para identificar os metabolitos e determinar suas concentragdes no material amos-
tral. Além disso, através da construcao de modelos descritivos e de classificacao, por exemplo,
agrupamentos de amostras em funcao de similaridades metabolicas resultantes de fatores
genéticos e/ou ambientais podem ser identificados. Diversos métodos de anélise multivariada
tém sido utilizados na quimiometria, sendo provavelmente a analise dos componentes princi-
pais (PCA) e a andlise de agrupamentos hierarquicos (AH) os mais frequentes. As caracteristi-
cas e os detalhes dos métodos quimiométricos fogem aos objetivos deste capitulo e ndo serao
abordados.

Amostragens destinadas a estudos metabolémicos devem considerar que, ainda que
tenha sido extraida apenas uma fracao de um tecido ou material celular, a dindmica dos proces-
sos metabolicos se mantém até que seja feita a paralisacao ou reducao do metabolismo celular.
Esse processo, conhecido como quenching, € um passo fundamental para a preservacao da
integridade metabolica quando do momento amostral. Mesmo em momentos que antecedem
a extracdo, em havendo alteracdes da condigdo experimental (temperatura, irradiancia, movi-
mentacao da aqua, ou dessecacao, por exemplo) alguns organismos, ou suas fragdes, podem
sofrer mudancas significativas em seus perfis quali/quantitativos de metabolitos secundarios
em pouco tempo. Para algas, por exemplo, alteracdes metabolicas como respostas de defe-
sa podem ser observadas em escalas que variam de poucos segundos a semanas (Pelletreau;
Targett, 2008). Como exemplo, a macroalga verde Halimeda sp., quando subemetida a injurias
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gue simulem a herbivoria, converte rapidamente halimedatetra-acetato em halimedatrial para
inibir a continuidade do processo de herbivoria(Paul; Van Alstyne, 1992).

A interrupcao dos processos metabolicos das amostras devera levar em conta que
determinados processos enzimaticos continuam ativos mesmo apds a etapa de extracao. Na
maioria dos casos, a paralisacao desses processos pode ser feita alterando-se drasticamente a
temperatura pela adigao de nitrogénio liquido ou metanol gelado (< -40 °C) ou quente (> 80 °C),
ou ainda pela redugao do pH do meio de extragao (e.g. acido perclérico) (Deborde et al. 2019;
Villas-Bbas; Gombert, 2006). Padronizar de forma rigorosa o desenho experimental conside-
rando a forma de amostragem (manipulagéo e intervalo de tempo até o quenching metabalico),
o0 tamanho da amostra, o estagio de desenvolvimento do organismo, o horario de coleta e o nu-
mero de réplicas, por exemplo, contribui para a reducao das chances de deteccao de respostas
metabolicas do organismo derivadas de erros na amostragem (Dunn et al., 2005).

Além dos cuidados com a manipulagao e preservacao da amostra, a extracao também
devera ser conduzida de forma rigorosa quanto ao tempo de extracao, propor¢ao biomassa/
solvente e temperatura, garantindo assim resultados replicaveis. Dificilmente um Unico sol-
vente, ou técnica de extracao, permitira a extracao da totalidade dos metabdlitos de uma dada
amostra biologica. Amostras complexas caracterizam-se, usualmente, por seus conteudos
em metabolitos com propriedades fisico-quimicas (polaridade e potencial de oxirredugao, por
exemplo) distintas. Nas analises metabolémicas, quando ndo se conhece a natureza quimi-
ca dos compostos da amostra, em geral opta-se pela determinagéo do perfil metabdlico (i.e.,
modo ndo seletivo), onde o interesse € a extragao e recuperagao da totalidade de metabolitos
da amostra. Para tal, diversas estratégias metodologicas podem ser utilizadas, tais como 0 uso
de solventes polares e apolares, isoladamente ou em combinagao, termostatizacao, acidifica-
cao e/ou pressurizacao do meio de extracao, além da combinacao de técnicas analiticas que
permitam a identificacao do maior numero de metabdlitos e, portanto, a obtencao de um perfil
metabdlico mais completo.

Uma vez finalizada a extracdo, devem ser tomados cuidados quanto a preservagao
dos extratos. A variedade da estrutura quimica e a baixa estabilidade de determinados com-
postos podem dificultar o processo analitico (Amorim-Carrilho et al., 2014), como é observado
para acidos fenolicos e carotenoides, sao sensiveis a luz e a altas temperaturas. Outros, como
avitamina C, sao fotoestaveis desde que na auséncia de agua, sendo que o contato com a umi-
dade desencadeia 0 processo de oxidacao de forma relativamente rapida. Assim, quando nao
se tem um grupo especifico de metabdlitos alvo, recomendam-se precaucoes que garantam o
maximo de estabilidade aos extratos, como, por exemplo, a manutencao ao abrigo de luz, sob
baixas temperaturas (-80°C ou -196°C), em atmosfera modificada (N, gasoso), ou liofilizadas.
Idealmente, a aquisicao dos dados deve ocorrer garantindo a aleatoriedade das amostras e em
curto periodo de tempo (méaximo de duas semanas)apds a extragao para evitar conclusdes ten-
denciosas resultantes de possiveis alteragdes na concentragao de compostos menos estaveis
(Deborde et al. 2019). O planejamento de cada etapa experimental torna-se entdo fundamental
para a celeridade e otimizacao dos processos de amostragem, “quenching metabolico”’, extra-
¢ao e analise, de forma a garantir a minima perda de metabalitos.

Em revisdo, Wu e Li(2016) compilam de forma detalhada as principais etapas envolvi-
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dasemumaanalise metabolica visando um perfil quantitativo. Sado apresentadas trés principais
etapas: (i) a pré-anélise conforme discutida acima, que engloba a coleta da amostra com sele-
cdo adequada de tipo e tamanho amostral, o pré-processamento da amostra (e.g. quenching
metabolico, centrifugagao e/ou filtragao), e o armazenamento da amostra (e.g. congelamen-
to imediato, preferencialmente em pequenas aliquotas pra evitar ciclos de congelamentos e
descongelamentos sucessivos); (ii)a etapa analitica que envolve o0 processamento da amostra
(e.g. extracdo dos metabolitos, derivatizagao quimica, ajuste de PH, concentracéo ou diluicéo,
insercdo de padroes de referéncia ou controle de amotras), pré-aquisigdo/normalizagéo dos
resultados(e.qg. UV absorbance) e aquisicao dos dados(e.g. RMN, CG-EM, CL-EM); e por fim, (iii)
0 processamento de dados que engloba o pre-processamento de acordo com a técnica anali-
tica utilizada (e.g. normalizacéo da linha de base, alinhamento de pico, alinhamento de fase),
analises estatisticas (univariadas e/ou multivariadas), identificacdo de metabolitos (busca em
bancos de dados pré-existentes ou comparacao com padroes analiticos dos compostos de in-
teresse), e por fim, a quantificagdo dos metabolitos(absoluto ou relativo). Cada etapa resqguarda
detalhes importantes de serem observados e, caso nao sejam bem executadas, podem inserir
erros ou ruidos que produzirao resultados equivocados ou tendenciosos, reforcando assim a
importancia do correto planejamento amostral e analitico em analises metabolémicas.

y. APLICAGCOES DA METABOLOMICA
A BIOTECNOLOGICA MARINHA

2.1 MACROALGAS COMO FONTES DE COMPOSTOS BIOESTIMULANTES EM ESPECIES
DE INTERESSE AGRICOLA

0 desenvolvimento de produtos e processos a partir de organismos de origem mari-
nha considera diversas areas da biotecnologia (Vidotti; Rollemberg, 2004). Nesse contexto, a
aplicacao da metabolémica como ferramenta em processos de desenvolvimento de produtos
considerara, a titulo de exemplo, o uso de espécies de macroalgas marinhas como fontes de
compostos bioestimulantes de espécies de interesse agricola.

Nas ultimas décadas tem sido crescente a percepcao de que para a area agricola sao
grandes as possibilidades biotecnoldgicas contidas nos ambientes marinhos. De modo relevan-
te, destaca-se a atencao dada ao uso de biomassas de macroalgas, as quais tém sido utilizadas
ha centenas de anos como fertilizantes por algumas etnias(Andrade et al., 2010). De fato, hd um
continuo interesse na determinacao do potencial desses organismos como matérias-primas
em formulacoes para producao de bioestimulantes e promotores de crescimento de plantas.
Nesse contexto, a agricultura moderna tem buscado técnicas de manejo e de producao de bai-
X0 impacto ambiental e a saude humana, por exemplo através da substituicdo ou da reducao do
uso de fertilizantes sintéticos, sem comprometimento da produtividade e da qualidade do pro-
duto final(Spinelli et al., 2009). Com esse fim, estudos metabolémicos tém revelado um conjun-
to importante de estruturas e compostos em macroalgas marinhas, com atividades biologicas
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relevantes em todos os estadios fisiologicos das plantas (Geiselman; McConnell, 1981; Martins
et al., 2013). Assim, extratos formulados a partir de macroalgas verdes, vermelhas e pardas
constitueminsumos de fertilizantes que tém sido utilizados em aplicacoes foliares ou em fertir-
rigacao com efeitos bioestimulantes. Espécies de interesse a producao de alimentos e bebidas
como a uva, cevada, trigo, feijao, espinafre, tomate e pepino evidenciam ganhos agronémicos
nas fases de germinacgao e crescimento vegetativo, por exemplo (Kok et al., 2010; Kumar et al.,
2011; Shah et al., 2013), ou ainda tém seus mecanismos de defesa estimulados, via sintese de
fitoalexinas, em decorréncia da presenca de compostos elicitores nos extratos provenientes de
macroalgas(Fang et al., 2008; Craigie et al., 2011; Holdt; Kraan, 2011).

Dentre as espécies de macroalgas mais utilizadas na agricultra como fonte de compos-
tos bioestimulantes, biorreguladores e bioativadores esta Ascophyllum nodosum (L.) Le Jolis,
uma alga parda oriunda de regides de clima temperado (Fernandes; Silva, 2011; Fornes, 2002).
Ganhos de rendimento de espécies anuais e perenes tém sido observados, associados a maior
absorcdo de nutrientes, melhoria na germinagao e maior resisténcia a fatores(a)bidticos de es-
tresse. Como exemplo, videiras (Vitis vinifera L.) tratadas com extrato de A. nodosum apresen-
taram aumentos no peso de frutos e na producao de compostos do metabolismo secundario,
como fendlicos e taninos (Kok et al., 2010), com eventual reflexo sobre a qualidade dos frutos e
do vinho.

De forma similar ao observado para A. nodosum, extratos de biomassas de Kappaphy-
cus alvarezii (Doty) Doty ex P. Silva, Gracilaria edulis(G.S. Gmelin)P.C. Silva, Gelidium pectinatum
Schousboe ex Montagne, Sargassum wightii Greville ex J. Agardh, Ulva intestinalis Linnaeus e
Ulva sp. tém demonstrado efeitos positivos sobre o crescimento e rendimento de espécies de
interesse alimentar em sistemas de cultivo em larga escala. Incrementos no crescimento vege-
tativo e na producao de graos de trigo e milho apds aplicacoes foliares de extratos de K. alvarezii
e G. edulis foram observados por Shah et al. (2013) e Singh et al. (2018), respectivamente.

0 uso de extratos macroalgais em determinadas espécies na fase de germinacao de
sementes pode contribuir para o aumento da populacao viavel de individuos a campo, bem
como para areducao do ciclo de cultivo, quando aquele processo é estimulado por fatores exo-
genos, conforme observado quando do tratamento de sementes de Vigna unguiculata(L.) Walp
(feijao-de-corda) com extrato da macroalga vermelha G. edulis (Lingakumar et al., 2002).

Analises metabolémicas de extratos de macroalgas com atividades relevantes para
espécies agricolas tém demonstrado a presencga de vitaminas, aminoacidos, manitol, metabd-
litos secundarios, como os polifendis, e hormonios auxinicos(e.q., acido 3-indol-acético), gibe-
relinicos e citocinicos (Figura 1). Além disso, os efeitos bioestimulantes tém sido atribuidos a
presenca de polissacarideos bioativos (laminarina, ulvana e alginatos, por exemplo) e a micro-
nutrientes (Fe, Cu, Zn, Co, Mo, Mn e Ni), sugerindo que os efeitos positivos sobre a performance
agrondmica dos cultivos resulta do efeito combinado dos constituintes daquela matrizcomple-
Xa.

Considerando a complexidade quimica dos extratos de macroalgas marinhas, estudos
tém buscado elucidar os mecanismos determinantes dos efeitos biostimulantes em plantas,
umavez que a presenca dos metabolitos identificados até o presente momento nao poderia ex-
plicar, isoladamente, as respostas sobre o crescimento e desenvolvimento vegetal observadas.
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De fato, a hipotese mais aceita considera que os efeitos biolégicos conhecidos sobre as diver-
sas especies vegetais resultam da interagao de mais de um grupo de metabdlitos, em funcao
da vasta gama de respostas morfogenéticas induzidas pela aplicacao dos extratos de macro-
algas (Vidotti; Rollemberg, 2004). Nesse cenario, as contribuigdes de estudos metabolémicos
deverdo ser crescentes na elucidagao das relacoes de composicao quimica dos extratos e das
respostas biolodgicas observadas. Para tal, deverao ser adotados protocolos validados e padro-
nizados, baseados em plataformas analiticas de referéncia, aspecto que se configura bastante
carente no atual momento de desenvolvimento de biotecnologias nos setores afins.
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0 estudo do metaboloma mostra-se como uma estratégia relevante para a analise das
variaveis envolvidas nos efeitos observados em plantas tratadas com extratos de macroalgas,
permitindo um entendimento mais amplo e completo das respostas metabolicas em dado sis-
tema agricola. As ferramentas de bioinformatica tipicas de plataformas metabolémicas pos-
sibilitam a coleta e sistematizacao dos dados, seu pré-processamento e analise por meio de
meétodos estatisticos multivariados, os quais levam em conta a correlagao e analise simultanea
das variaveis envolvidas nas respostas metabolicas, identificando o grau de variacao e a sig-
nificancia destas. Como resultado, metabdlitos podem ser identificados, permitindo uma rea-
nalise de seus efeitos bioestimulantes, por exemplo, em uma segunda etapa experimental. Se
de interesse, tais compostos poderao ser fracionados e isolados a partir do extrato, de forma
orientada pelas respostas biolégicas em estudo. Assim, a analise metabolémica de matrizes
complexas como os extratos de macroalgas constitui um racional importante para o desenvol-
vimento de produtos com efeitos desejaveis ao incremento da producao e da qualidade de ali-
mentos de origem vegetal. Consoante a fase de desenvolvimento de bioestimulantes derivados
de biomassas de macroalgas, a determinacao do metaboloma podera ser realizada de modo
seletivo ou nao seletivo quanto a investigacao dos analitos bioativos, permitindo identificar
aquele(s) de maior relevancia bioldgica e, eventualmente, a ocorréncia de respostas bioldgicas
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da especie agrondmica em estudo, resultantes de efeitos interativos de metabolitos presentes
no extrato.

3 | concLUSOES

A metabolémica tem ocupado um espaco importante na investigacao de respostas
metabolicas de organismos marinhos a agado de fatores (a)bidticos, propiciando a geracéo de
conhecimentos mais robustos em relagao as abordagens classicas de estudos da fisiologia,
bioguimica e ecologia de ecossistemas marinhos, dado o seu carater multifatorial. Em futuro
préximo, e provavel que esse cenario seja ampliado rapidamente, em consequéncia da padro-
nizacao e validacao de métodos de coleta, processamento amostral e analise. De forma similar,
sao esperados progressos resultantes do continuo desenvolvimento de hardwares e de ferra-
mentas de bioinformatica para o tratamento e a extracao de informacoes relevantes aos even-
tos metabolicos. Assim, considera-se que as ciéncias marinhas de carater basico e aplicado
valer-se-ao de um conjunto de possibilidades concretas de construcao de uma visao integrada
dos processos bioguimicos nos ecossistemas marinhos, contribuindo para a geracao de tecno-
logias nos campos da saude humana e animal, ambiente e agricultura, por exemplo, racional-
mente desenhadas com base na metabolémica.
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Um banco de dados pode ser definido como uma colegdo organizada de dados.
Na pesquisa cientifica, o uso de bancos de dados é crescente, como pode ser
observado em projetos de diversas areas, como por exemplo, na biologia. Os
bancos de dados também estdo cada vez mais presentes na rotina dos pesqui-
sadores, em particular nas dmicas. Este capitulo descreve alguns dos principais
bancos de dados de biodiversidade, por ex. o Brazilian Marine Biodiversity Data-
base(BaMBa), desenvolvido para manter grandes conjuntos de dados do ambien-
te marinho. Os conjuntos de dados curados obtidos a partir de estudos holisticos
integrados, que compreendem parametros fisico-quimicos, -6micas, microbio-
logia, pesquisas bentonicas e de peixes, podem ser publicados no banco de da-
dos, possibilitando acesso online rapido pela academia, agéncias regulatorias e
aindustria.
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INTRODUGAO

0 tamanho sem precedentes da populagcdo humana, associado as suas atividades
econdmicas, tem um impacto cada vez maior nos ambientes globais (Newbold et al., 2015). Em
muitos paises, isso despertou a preocupacao de governos sobre o desequilibrio entre o con-
sumo de recursos por essas atividades e a capacidade dos ecossistemas de prover recursos.
Esse desequilibrio resultou, por exemplo, em perda de cobertura florestal em muitos lugares,
na extingao de espécies e na diminuicao da disponibilidade de agua potavel. Os seres huma-
nos dependem de servicos ecossistémicos em varias atividades. Esses servicos, como alimen-
tos e agua, resultam de processos que ocorrem dentro desses ecossistemas. Varios estudos
mostram que ha uma forte relagcao entre as atividades humanas, as mudancas globais, a bio-
diversidade e os processos e servigos ecossistémicos. Chapin et al. (2000) observaram que as
variaveis da biodiversidade, como o numero de espécies presentes, o numero de individuos de
cada espécie e quais espécies estao presentes, bem como os tipos de interagdes(por exemplo,
troficas, competitivas, mutualistas) que ocorrem entre essas espécies, determinam as carac-
teristicas intrinsecas de espécies, que sao expressas por genes ou afetadas pelo ambiente, que
influenciam os processos ecossistémicos. Os autores também observam que mudancas glo-
bais, muitas vezes desencadeadas por seres humanos, como as espécies invasoras, 0 aumento
do diéxido de carbono atmosférico e a mudanca no uso da terra, podem alterar significativa-
mente essas variaveis da biodiversidade e, consequentemente, a expressao de caracteristicas
intrinsecas de espécies. Isso, por sua vez, afeta 0s processos ecossistémicos e seus servigcos
resultantes, que podem ter impactos negativos no desenvolvimento humano. As mudancas
Nnesses Servicos ecossistémicos que sao devidas a mudancas na biodiversidade podem as ve-
zes ser nao-lineares e abruptas, 0 que pode representar um risco significativo para os seres
humanos. Conclusoes semelhantes foram alcangcadas em outros levantamentos sobre a rela-
¢cao entre a biodiversidade, o funcionamento de ecossistemas e 0s servicos ecossistémicos
(Cardinale et al., 2012; Hooper et al., 2012). Cardinale et al. (2012) observam que apds a extingao
de uma espécie, as mudancas resultantes nos processos ecoldgicos dependem fortemente de
quais caracteristicas intrinsecas dessa espécie foram eliminadas. Hooper et al. (2012) obser-
vam que a perda de biodiversidade é tao significativa para mudancgas nos ecossistemas quanto
os efeitos diretos de mudancas globais, como 0 aumento no dioxido de carbono na atmosfera e
a diminuicao da camada de oz6nio. Na Bacia Amazoénica, que possui uma parcela consideravel
da biodiversidade do planeta, estudos demonstram que os incéndios e mudancgas no uso da
terra podem afetar o armazenamento de carbono, a precipitacao e os padroes de descarga dos
rios. Isso, por sua vez, afeta os servicos ecossistémicos cruciais para a populacao local, como
a producao de alimentos, a qualidade do ar e a 4gua potavel.

Um grande esforco para resolver o problema foi iniciado em 1992, durante a Cupula da
Terrano Rio de Janeiro, comaassinaturada Convengao sobre a Diversidade Biologica(CBD), um

Thttp://www.cbd.int
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tratado internacional juridicamente vinculante. Seus principais objetivos sao a conservacao
da biodiversidade, incluindo ecossistemas, espécies e recursos geneéticos, e seu uso susten-
tavel e justo. Os paises signatarios sao instados a elaborar e executar uma estratégia para a
conservacao da biodiversidade, conhecida como Estratégia e Plano de A¢ao Nacional de Bio-
diversidade (NBSAP), e a implementar mecanismos para monitorar e avaliar a implementacéo
dessa estratégia. Devem comunicar periodicamente 0s progressos na implementacao de seus
NBSAPs. O Plano Estratégico para a Biodiversidade 2011-2020 define as agdes a serem tomadas
pelos paises para alcancar um conjunto de vinte metas atée 2020, conhecidas como Metas de
Biodiversidade de Aichi. Deve-se observar que a Assembleia Geral das Nacoes Unidas declarou
2011-2020 a Década das Nacoes Unidas para a Biodiversidade. Em 2012, foi criada a Plataforma
Intergovernamental sobre Biodiversidade e Servigos Ecossistémicos(IPBES) para permitir uma
cooperagao mais estreita entre cientistas e tomadores de decisao governamentais na avalia-
¢cao do estado da biodiversidade e dos servigos ecossistémicos e as suas relagoes.

Balmford et al. (2005) observam que, para cumprir as metas de conservagao da biodi-
versidade, € essencial tornar os indicadores e o conhecimento abertamente disponiveis para os
tomadores de decisao, de forma que eles possam efetivamente utiliza-los. A Rede de Observa-
cdo da Biodiversidade do Grupo de Observacéo da Terra(GEO BON) propés um conjunto de 22
Variaveis Essenciais da Biodiversidade (EBVs)(Pereira et al., 2013) que permitiriam monitorar e
avaliar mudancas na biodiversidade. O desenvolvimento e a implantagao de mecanismos para
produzir esses indicadores dependem do acesso a dados confiaveis de pesquisas de campo,
sensores automatizados, colecoes bioldgicas, dados moleculares e literatura académica his-
torica. A transformagao desses dados brutos em dados sintetizados que sejam adequados ao
uso requer diversas etapas de refinamento. Deve-se avaliar sua qualidade (Chapman, 2005),
observando sua precisao taxondmica, geografica e temporal. Em muitos casos, a cobertura
geografica dos dados é limitada, exigindo, por exemplo, 0 uso de modelagem de distribuicao
de espécies(MDE)(Phillips; Anderson; Schapire, 2006) para estimar a probabilidade de uma de-
terminada espécie ocorrer em alguma regiao geografica. As metodologias e técnicas utilizadas
para gerenciar e analisar esses dados compreendem uma area muitas vezes chamada Informad-
tica na Biodiversidade (Hardisty et al., 2013; Hobern et al., 2013; La Salle et al., 2016). Guralnick
e Hill(2009), por exemplo, propdem o conceito de um mapa mundial que registraria os padroes
globais de biodiversidade e como eles mudam ao longo do tempo, derivado de varias fontes,
como sensoriamento remoto, literatura sobre biodiversidade, colegdes biologicas e bases de
dados de sequéncias de DNA. A partir desse mapa, varias analises, tais como riqueza de espé-
cies e distribuicao, podem ser atualizadas periodicamente usando dados mais recentes.

Neste capitulo, apresenta-se uma visao geral desta area de pesquisa, cobrindo seus
principais conceitos, praticas e alguns dos desafios existentes.

0 QUE SAO BANCOS DE DADOS

Um banco de dados(Garcia-Molina; Ullman; Widom, 2009) pode ser definido como uma
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colecao organizada de dados. Bancos de dados sao utilizados em diversas areas, desde sitios
na web, como Google e Amazon, a grandes empresas, para manter informagdes sobre seus
negocios. Em Ciéncia da Computacao, a area de pesquisa de Bancos de Dados torna-se mais
intensa nos anos 1960, a partir da proposicao de bancos de dados onde os dados eram organi-
zados em forma de rede (grafos) ou em forma de arvore (hierarquico). 0 modelo de dados CO-
DASYL (Conference/Committee on Data Systems Languages), baseado em redes, foi bastante
utilizado na época, assim como o sistema de banco de dados hierarquico IMS, da IBM. Um dos
trabalhos mais influentes e com maior impacto na area de bancos de dados, por Edgar Codd, foi
0 que apresentou o modelo relacional de bancos de dados(Codd, 1971). Tal modelo permitiu que
bancos de dados fossem manipulados com alto grau de abstracao, evitando que seus adminis-
tradores tivessem que se preocupar com detalhes de baixo nivel, como estratégias de armaze-
namento de dados em arquivos. Atualmente € o modelo de dados mais utilizado em sistemas de
gerenciamento de bancos de dados comerciais e de software livre, a exemplo do Oracle Databa-
se, Microsoft SQL Server, PostgreSQL e MySOL.

Na pesquisa cientifica, o0 uso de bancos de dados é crescente, como pode ser obser-
vado em projetos de diversas areas. Na Astronomia, por exemplo, diversos levantamentos de
objetos celestes foram conduzidos, resultando em bancos de dados dos projetos Sloan Digital
Sky Survey (SDSS), Dark Energy Survey (DES), Large Synoptic Survey Telescope (LSST). Na Bio-
logia, também estao cada vez mais presentes na rotina dos pesquisadores, em particular na
gendmica, com o GenBank, DNA Data Bank of Japan (DDBJ), e o banco de dados do European
Molecular Biology Laboratory (EMBL), e na biodiversidade, com o Global Biodiversity Informa-
tion Facility (GBIF). Atualmente, bancos de dados sdo ferramentas essenciais, por permitir que
dados cientificos sejam armazenados de forma consolidada e persistente e disponibilizados
para comunidades de cientistas. Neste capitulo, descreveremaos alguns dos principais bancos
de dados de biodiversidade, como o GBIF e seu n¢ brasileiro, o Sistema de Informacao sobre a
Biodiversidade Brasileira (SiBBr). Tais bancos de dados, também chamados de repositoérios,
permitem que sejam consultados dados sobre biodiversidade e que cientistas neles publiquem
seus proprios conjuntos de dados. Na area de gerenciamento de dados cientificos, “publicar”
tem o sentido de carregar ou contribuir com um conjunto de dados para algum banco de dados.
Na proxima secao, descrevemos as principais etapas do ciclo de vida de dados sobre a biodiver-
sidade.

De acordo com a abordagem de Michener e Jones (2012), dados sobre a biodiversi-
dade sequem um ciclo de vida composto pelas etapas de planejamento, coleta, certificacao,
descricao, preservacao, descoberta, integracao, analise. Vale observar que apo6s a atividade
de analise, novos ciclos de gestao de dados de biodiversidade podem ser desencadeados con-
forme o seu resultado. Tais etapas sao ilustradas na Figura 1 e geralmente compoem um Plano
de Gestdo de Dados (PGD) de atividades de pesquisa em biodiversidade. Algumas agéncias de
financiamento de pesquisa em paises como o0s Estados Unidos exigem a apresentacao de um
PGD em submissoes a editais de financiamento.
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Anilise —*  Planejamento — Coleta
Integracio Certificagiio
Descoberta £ Preservagio . E— Descrigiio

Figura 1. Etapas do ciclo de vida de dados de biodiversidade (Michener; Jones, 2012).

Pesquisadores, sejam produtores ou consumidores de dados de biodiversidade, pro-
vavelmente executarao atividades relacionadas a pelo menos uma dessas etapas. O restante
deste capitulo aborda cada uma das etapas do ciclo de vida de dados de biodiversidade, des-
crevendo as metodolagias, ferramentas, recomendacdes e desafios nelas existentes.

O plano deve conter o que sera coletado, quando, por quem e como. Elaborar previa-
mente modelos de planilhas tanto para os metadados como para os dados. E recomendado
que haja vocabularios controlados ou ontologias para os termos utilizados durante a coleta de
dados.

A biodiversidade esté relacionada com a variedade de organismos vivos, que pode ser
medida de muitas formas e em diferentes escalas, a partir de um registro de um organismo ob-
servado em uma localizacao geografica em uma determinada data, uma ocorréncia de espécie
(Yessonet al., 2007), a abundéancia relativa de espécies em uma amostra de dgua coletada em
um sitio de pesquisa ecolégica de longa duracdo(Michener et al., 2011). As dmicas também apre-
sentam muitas oportunidades para explorar a biodiversidade. Por exemplo, dados moleculares
de amostras ambientais podem ser analisados em estudos de metagenomica para identificar
caracteristicas funcionais e a classificacao taxonémica de organismos presentes. Nesta secao,
listamos tipos comuns de dados que sao usados para descrever e analisar a biodiversidade.

As ocorréncias de espécies sao um dos tipos de dados mais frequentemente disponi-
veis sobre biodiversidade. Os atributos principais de uma ocorréncia de espécie sao dados por:
um taxon, que é definido como um grupo de uma ou mais populacoes de organismos que formam
umaunidade; umalocalizacao, e umadataderegistrodaocorréncia. Osregistrosde ocorréncias
de espéciessaooriginarios de diferentes fontes. As colecoes bioldgicas presentes, por exemplo,
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em museus de histdria natural sdo uma fonte valiosa para analisar a biodiversidade. Hardisty
et al. (2013) observaram que apenas cerca de 10% das colegdes de histéria natural séo digitali-
zadas e que sdo necessérias ferramentas de informatica para acelerar o processo. Kemp (2015)
observa que atualmente a maioria das descobertas de novas espécies sao baseadas em espeé-
cimes armazenados nessas colegdes. Esses espécimes geralmente contém informagdes deta-
Ihadas sobre o local e a data em que foram coletados, as quais podem ser usadas para derivar
registros de ocorréncia de espécies. Além dos espécimes de colecoes bioldgicas, observacoes
humanas sao outra fonte de registros de ocorréncias de espécies. Essas observacoes ocorrem,
por exemplo, durante expedicdes de campo ou até mesmo através de iniciativas de ciéncia ci-
dada, como eBird (http://www.ebird.org) e iNaturalist (http://www.inaturalist.org).

Frequentemente sao realizados levantamentos em uma regido geografica, como um
pais ou um parque nacional, para determinar quais espécies estao presentes. Essas pesqui-
sas normalmente resultam em uma lista de taxons, comumente chamada de lista de espécies.
Também podem ser restritos a um determinado reino ou bioma. Forzza et al. (2012), por exem-
plo, descrevem como a Lista da Flora Brasileira foi elaborada e publicada em 2010. O esforco
envolveu a agregacgao de informacoes sobre vouchers registrados em sistemas de informagao
de herbarios e contou com taxonomistas para revisa-los. O Catdlogo da Vida (http://www.cata-
logueoflife.org)agrega mais de 100 listas oficiais de espécies e contém informacgao sobre cerca
de 1,6 milhdes de espécies. O Taxonomy Database do NCBI (https://www.nchi.nlm.nih.gov/taxo-
nomy), por exemplo, contém a classificagao e nomenclatura dos organismos que estao arma-
zenados em bancos de dados publicos de sequéncias, como o GenBank (https://www.nchi.nim.
nih.gov/genbank/)e o ENA (http://www.ebi.ac.uk/ena).

Os dados baseados em amostras sao coletados em eventos, que podem ocorrer ape-
nas uma vez ou periodicamente repetidos. Envolvem tipicamente dados ecoldgicos e possuem
grande amplitude e heterogeneidade de temas. Podem envolver, por exemplo, levantamentos
populacionais e medigdes abidticas em diversas escalas temporais e espaciais em transectos,
grades e parcelas(Magnusson et al., 2013). Um caso tipico em que séo coletados esses tipos de
dados séo os Projetos Ecoldgicos de Longa Duragdo (PELDs)(Michener et al., 2011). Em fungao da
heterogeneidade dosdados ecoldgicos, aindanao haumvocabulario controlado que sejaampla-
mente utilizado. Algumas iniciativas nessa diregdo incluem ontologias como a ENVO (Environ-
ment Ontology), a 0BOE (Extensible Observation Ontology)e a BCO(Biological Collections Ontology)
(Walls et al., 2014). As ferramentas mais comuns para publicacao de dados ecolégicos recorrem
a metadados para descrever os conjuntos de dados tabulares que os compoem. Tais metada-
dos permitem que informagdes gerais como a identificacao do proprietario de um conjunto de
dados e suas coberturas geograficas, temporais e taxondmicas sejam registradas, facilitan-
do a interpretacao pelos usuarios. Os metadados permitem também descrever textualmente
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o0 significado de cada coluna de um conjunto de dados tabular. Mais adiante, neste capitulo,
descreve-se a Ecological Metadata Language (EML), um padrdo de metadados para conjuntos
de dados ecoldgicos.

Aanalise de sequéncias de DNA, RNA e de proteinas tem diversas aplicacdes no estudo
dabiodiversidade. As sequéncias genéticas obtidas de amostras ambientais contendo comuni-
dades de organismas, i.e. metagenomas (Robbins et al., 2012), por exemplo, fornecem informa-
coesimportantes paraanalisar as caracteristicas taxonémicas e funcionais dos seus membros.
As atividades de taxonomia podem ser auxiliadas pela anélise de sequéncias de DNA (Tautz et
al., 2003). 0 projeto Barcoding of Life (Ratnasingham; Hebert, 2007), por exemplo, analisa regi-
0es pequenas e padronizadas dos genes para auxiliar a identificacao de espécies. Alguns sis-
temas, como o VoSeq (Pefa; Malm, 2012), permitem ligar vouchers presentes em colegdes bio-
l6gicas a sequéncias de DNA presentes em bancos de dados gendémicos. Guralnick e Hill (2009)
observam que a biodiversidade pode ser mais precisamente quantificada, quando comparada
asimples contagem do numero de espécies, pelo grau de relacionamento filogenético entre as
espécies. Como exemplos, eles avaliam a prioridade de conservacgao de aves norte-americanas
usando sua distingao filogenética e risco de extingao e analisam a dispersao do virus influenza
A, também usando a analise filogenética.

Uma vasta quantidade de informacoes a respeito da biodiversidade esta contida na
literatura académica. Sinteses de expedigdes de campo frequentemente estao disponiveis
somente em artigos cientificos, cujos dados relacionados as amostragens, coletas e as res-
pectivas analises estao propagados para bancos de dados sobre a biodiversidade. Algumas ini-
ciativas, como a Biodiversity Heritage Library(BHL)(Gwinn; Rinaldo, 2009), visam utilizar tecno-
logias, como o reconhecimento 6tico de caracteres, para extrair essas informacoes de artigos
cientificos e disponibiliza-las em bancos de dados publicos.

Expedicoes de campo para realizacao de amostragens frequentemente envolvem a
producao de imagens e videos que auxiliam a analise dos sitios estudados. Nas se¢oes seguin-
tes, descrevemos o Audubon Core?, um vocabulario controlado para a descricao de recursos
multimidia associados a dados de amostragens e de ocorréncias de especies.

2 https://terms.tdwg.org/wiki/Audubon_Core
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Dados de biodiversidade podem ser coletados de diversas formas: redes de biossen-
sores, expedicoes de campo, observacoes feitas por cientistas cidadaos, entre outras. No pro-
cesso de coleta, é importante que sejam utilizados identificadores Unicos para projeto, evento
de amostragem, area de amostragem e protocolo utilizado (Stocks; Stout; Shank, 2016). Esses
identificadores permitirao adiante que os dados coletados sejam armazenados em bancos de
dados de forma consistente. Sempre que possivel, os termos devem seqguir algum vocabulario
controlado ou ontologia, como a BCO-DMO (http://www.bco-dmo.org).

Soberén e Peterson (2004) listam problemas comuns em relagdo a dados de biodiver-
sidade. Espécimes de colecoes bioldgicas, de onde é extraida parte consideravel dos dados de
ocorréncias de espécies, podem possuir identificacoes incorretas ou com taxonomia desatua-
lizada. A taxonomia biologica estad em constante mudanca para acomodar novos conhecimen-
tos sobre espécies. E possivel também que haja georreferenciamento incorreto, decorrente de
erros de anotacao ou imprecisao de instrumentos. Em registros antigos, pela indisponibilidade
de mecanismos para avaliacao precisa de localizacao, € comum encontrar somente descri¢oes
textuais do local onde um espécime foi coletado.

Diversas ferramentas podem ser utilizadas para reduzir ou eliminar erros de identifica-
cao de espécies. Varios catalogos oficiais de espécies oferecem servigos acessiveis pela web
para consulta de taxons, como o Catalogue of Life3, World Register of Marine Species* e a Lista
de Espécies da Flora do Brasils. E recomendado que as identificagdes realizadas em dados cole-
tadosrelativos a observagoes de espécies sejam validadas em algum desses catalogos oficiais.
Boa parte desses catalogos é também acessivel por meio de interfaces de programacao (APIs)
disponiveis na web, permitindo a automacao desse tipo de verificacao com scripts ou aplica-
coes.

Com relagdo a problemas de georreferenciamento, Guralnick (2009) menciona a im-
portancia de determinar a incerteza do georreferenciamento dos registros de ocorréncias e
seu impacto na escala na qual estudos podem ser realizados. Ferramentas como o BioGeoman-
cer(Guralnick, 2008) e Geolocate® tentam inferir quais sdo as coordenadas geograficas de uma
ocorréncia de espécie a partir de uma descricao textual da sua localizagao. Otegui e Guralnick
(2016) propdem uma API acessivel pela web? que realiza verificacdes simples de consisténcia
nos registros, como coordenadas com valor zero, campo pais discordante das coordenadas,
coordenadas invertidas.

Na etapa de descricao, um conjunto de metadados é elaborado para descrever um con-

S http://www.catalogueoflife.org/
“http://www.marinespecies.org/
5http://floradobrasil.jbrj.gov.br/

8 http://www.museum.tulane.edu/geolocate/
7http://api-geospatial.vertnet-portal.appspot.com/geospatial
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junto de dados sobre biodiversidade. Esses metadados sdo essenciais para gue um usuario que
obtenha um conjunto de dados consiga interpreta-lo. Nesta secao, descrevemos o0s padroes,
praticas e recomendacoes para documentacao de dados sobre a biodiversidade.

2.13 ECOLOGICAL METADATA LANGUAGE (EML)

A Ecological Metadata Language (EML)(Fegraus, 2005) é um padrao de metadados de-
senvolvido originalmente para a descrigao de dados ecologicos. Atualmente é também usada
para documentar conjuntos de dados relativos a observacoes de espécies. O padrao possui di-
versos perfis com seus respectivos campos que podem ser utilizados para definir os atributos
de um conjunto de dados. Um perfil de descricdo cientifica contém campos como o criador do
conjunto de dados (creator), sua cobertura geografica (geographicCoverage), temporal (tempo-
ralCoverage) e taxonémica (taxonomicCoverage), e protocolo de amostragem (sampling). Esse
perfil é utilizado para definir atributos do conjunto de dados como um todo.

O perfil de representacdo de dados, através da entidade data Table, permite descrever
os atributos de um conjunto de dados tabular. Podem ser definidos os tipos de dados de tais
atributos, como datas e valores numeéricos, assim como suas restricoes, como valores minimos
e maximos. Utilizados em conjunto, os perfis de descricao cientifica e de representacao de
dados podem fornecer uma documentacao de boa qualidade para um conjunto de dadas, facili-
tando consideravelmente sua interpretacao pelos usuarios.

Em termos de implementacao, um conjunto de metadados em EML ¢ elaborado com a
linguagem XML, ilustrada na Figura 2.

<eml:eml xmlns:eml="eml://ecoinformatics.org/eml-2.1.1"
xmlins:dc="http://purl.org/dc/terms /"
xmlins:xsi="http://www.w3.0rg/2001/XMLSchema-instance”
xsi:schemalocation="eml://ecoinformatics.org/eml-2.1.1 http://rs.gbif.org/schema/eml-gbif-profile/1.1/eml.xsd"
packageld="ledcfe6d-da55-4d59-b30e-468cd21f8b0b/v2.6" system="http://gbif.org" scope="system"
xml:lang="eng">

<dataset>
<alternateldentifier>1ledcfe6d-da55-4d59-b30e-468cd2 1f8b0b</alternateldentifier>
<alternateldentifier>http:/ /ipt.sibbr.gov.br/sibbr/resource?r=bamba_fish_seamount</alternateldentifier>
<title xml:lang="eng">Fish biodiversity of the Vitéria-Trindade Seamount Chain, Southwestern Atlantic: an updated database</title>
<creator>
<individualName>
<givenName>Hudson</givenName>
<surName>Pinheiro</surName>
< findividualName>
<organizationName>University of California Santa Cruz</organizationName>
<positionName>Researcher</positionName>
</creator>
<pubDate>
2016-12-08
<fpubDate>
<language>eng</language>
<abstract>
<para>Primary data was acquired during three scientific diving expeditions to the VTC seamounts and islands, in 2009 (12-26 March)
and 2011 (3-26 February and 1-18 April). These expeditions covered the photic and upper mesophotic zones (17-120 m depth) of the two
islands and eight seamounts: Almirante Saldanha, Vitoria, Eclaireur, Jaseur, (Columbia Bank in [35]), Davis, Dogaressa and Columbia seamo
unts. Sampling included visual, video and photo records, as well as collection of voucher specimens by divers (hand nets and spear-guns i
n April 2011) using technical open-circuit SCUBA or closed-circuit rebreathers (Megalodon®) with mixed-gases (TRIMIX and EAN). Primary
data from fishery surveys (surface longline, bottom longline, midwater trawling and angling activities; see [31"34,69,105]) were incorporate
d in the database. Fishery sampling was performed over eight volcanic mounts (Vitoria, Eclaireur, Besnard, Montague, Jaseur, Davis, Dogare
ssa, Columbia and Trindade) by the REVIZEE and to a much lesser extent TAMAR/ICMBio monitoring assessments.</para>
</abstract>
<keywardSet>
<keyword>Occurrence</keyword>
<keywordThesaurus>GBIF Dataset Type Vocabulary: http://rs.gbif.org/vocabulary/gbif/dataset_type.xml</keywordThesaurus>
</keywordSet>
<keywordSet>
<keyword>Observation</keyword>
<keywordThesaurus>GBIF Dataset Subtype Vocabulary: http://rs.gbif.org/vocabulary/gbif/dataset_subtype.xml</keywordThesaurus>
</keywordSet>

Figura 2. Metadados especificados conforme o padrdo EML.
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Normalmente, os bancos de dados de biodiversidade disponibilizam ferramentas para
edicao e elaboracao de metadados no padrao EML de forma mais amigavel, através de uma
interface grafica. O repositorio de dados observacionais DataONE® (Michener et al., 2012), por
exemplo, permite que usuarios fornecam metadados atravées de uma ferramenta grafica cha-
mada Morpho (Higgins; Berkley; Jones, 2002), ilustrada na Figura 3. 0 mesmo repositério pos-
sui também uma interface web chamada Metacat (Berkley et al., 2001), que permite a carga de
dados ecologicos tabulares em formato livre documentados com o padrao EML. O padrao EML
¢é utilizado também para descricao de conjuntos de dados formatados sobre ocorréncias de
espécies e amostragens, como sera descrito na segao sequinte.

Morpha Editor W
Show. + N boundingCoordinates
Find: |eml

v @em
> = scope
ackageid

> = lang
v = system -34.8064
@ kb
v @ (SEQUENCE)
> o access
v @ (CHOKE)

e ~34.8064

rorthBoundingCoordinate

westBoundingCoardinate

eastBoundingCoardinate

-20.5767

southBoundingCoordinate

20.5767

contact

oK Cancel

Figura 3. Interface de usuério da ferramenta Morpho para insergdo de metadados.

Na etapa de preservacao, os conjuntos de dados sobre biodiversidade sao publicados
em algum banco de dados, como o DataONE e o GBIF, onde estarao disponiveis para a comuni-
dade cientifica. Tais bancos de dados adotam praticas de curadoria e gestao dos dados, visan-
do sua preservacao e disponibilidade em longo prazo. Existem diversos procedimentos possi-
veis para a publicacao. Neste capitulo, serao descritos padroes e procedimentos para carga de
um conjunto de dados em um banco de dados de biodiversidade. Sera descrito também o fluxo
de publicacao dos principais repositorios atuais.

Darwin Core (Wieczorek et al., 2012) € um padréo para representacado de dados de bio-

8 https://www.dataone.org/

368



GESTAO DE DADOS DE BIOTECNOLOGIA MARINHA

diversidade que visa facilitar o compartilhamento dos mesmos. O padrao € composto por uma
lista de termos relativos a biodiversidade e suas respectivas definicoes. As discussoes, evo-
lucdo e manutencao do Darwin Core (DwC) sdo realizadas pelo TDWG (Biodiversity Information
Standards)(http://www.tdwg.org), uma associagao para o desenvolvimento e promogéo de pa-
drdes para o registro e intercambio de dados sobre a biodiversidade. O DwC surgiu como um
perfil de termos no sistema Species Analyst, em 1998, desenvolvido pela Universidade do Kan-
sas para gerenciamento de colecoes biolégicas. Em 2002 foi adotado para o intercambio de
informacgdes no Mammal Networked Information System (MaNIS), um sistema distribuido com-
posto por varias instituicoes mantenedoras de colegoes bioldgicas de mamiferos. Em 2009, foi
iniciado o processo de padronizagao do DwC, que foi ratificado em outubro do mesmo ano na
reunido anual do TDWG. O DwC se baseia no padrdo Dublin Core (http://dublincore.org/), apro-
veitando seus termos para a descrigao de recursos, como tipo (type), modificado por (modified)
e licenca(license), e complementando-os com termos especificos de biodiversidade, como nu-
mero de catalogo (catalogNumber) e nome cientifico (scientificName).

Os termos do vocabulario do DwC sao organizados da sequinte forma: as classes indi-
cam as categorias ou entidades definidas no padrdo. Sdo exemplos de classes: evento (Event),
localidade (Location)e taxon(Taxon). Cada classe possui um conjunto de propriedades, que sdo
seus atributos. Por exemplo, a classe Location tem atributos como country e decimallatitude.
Finalmente, valores podem ser atribuidos as propriedades, como “Chile”, -33.61 para as proprie-
dades country e decimallatitude, respectivamente. Vale observar que é recomendado que,
sempre que possivel, 0s valores sejam provenientes de algum vocabulario controlado, no caso
de valores textuais, ou de algum padrao de formatacao, no caso de valores numéricos ou tem-
porais. Por exemplo, nomes de espécies provenientes de alguma lista reconhecida de espécies,
como o Catalogue of Life (http://www.catalogueoflife.org). A Tabela Tilustra a representacao de
dados de ocorréncias de especies com 0 DwC. Esses registros sao provenientes de um conjun-
to de dados publicado através do Brazilian Marine Biodiversity Database (BaMBa)no GBIF (http://
www.gbif.org/dataset/ledcfe6d-dabb-4d59-b30e-468cd21f8b0b).

Tabela 1. Ocorréncias de espécies representadas com o DwC.

id eventDate decimallLatitude decimalLongitude scientificName
§ 2002-08-01 -20.805828 -37.761231 Alectis ciliaris(Bloch, 1787)
18 2002-08-01 -22.382222 -57.587500 Balistes vetula(Linnaeus, 1758)
141 2002-08-01 -19.848744 -38.134636 Caranx crysos (Mitchill, 1815)
507 2002-08-01 -20.525417 -29.310350 Thunnus obesus(Lowe, 1839)

Normalmente, um conjunto de dados no formato DwC vem acompanhado por metada-

dos, que sdo definidos no padrao EML (Ecological Metadata Language)(Fegraus et al., 2005). No
EML,sdoencontradoscamposcomootitulo,autores, coberturageograficaetemporaldoconjun-
to de dados, que auxiliam usuarios a interpretarconjuntos de dados formatados no padrao DwC.

A exemplo de bancos de dados relacionais, conjuntos de dados que seguem o formato
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DwC podem conter multiplas tabelas que se relacionam através de propriedades que sao co-
muns a todas elas. Tal organizacao permite, por exemplo, que dados de amostragens sejam
expressos também nesse padrao. As Tabelas 2 e 3 ilustram esse tipo de organizacao de da-
dos para representar amostragens de espécies. A Tabela 2 contém os eventos de amostragem,
quatro no total. A coluna eventld contém um identificador para cada evento. As demais colunas
descrevem a data do evento, a latitude e alongitude, respectivamente. A Tabela 3 contém con-
tagens de organismos para cada evento. A coluna eventld descreve a que evento da Tabela 1as
contagens se referem. Por exemplo, as primeiras duas linhas da tabela se referem ao evento
que possui identificador 1, que esta associado a uma amostragem realizada em 18 de marcgo de

2009.

Tabela 2. Eventos de amostragem representados com o DwC.

eventld eventDate decimalLatitude decimalLongitude
1 2009-03-18 -20.51 -38.07
2 2009-03-18 -20.67 -34.80
3 2011-02-1 -20.50 -25.35
4 2011-02-1 -20.47 -34.80

Tabela 3. Ocorréncias de espécies relacionadas aos eventos da Tabela 1.

eventld organismQuantity scientificName
1 2 Alectis ciliaris (Bloch, 1787)
1 5 Balistes vetula(Linnaeus, 1758)

Caranx crysos (Mitchill, 1815)

Tabela 4. Referéncias sobre o DwC.

Pagina oficial do padrao DwC:

http://rs.tdwg.org/dwc

Guia de referéncia rapida do DwC:

http://rs.tdwg.org/dwc/terms

Termos DwC (Portugués)

http://www.sibbr.gov.br/areas/index.php?area=publi-
car&subarea=termos-dwc

A sequir, sao descritos os procedimentos para publicacao de conjuntos de dados de
biodiversidade nos principais repositérios e sistemas de informacéao da area. E através desses
sistemas que os dados sao disseminados e preservados.
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3 SISTEMAS DE INFORMAGAO EM BIODIVERSIDADE

3.1SISTEMA DE INFORMAGAO SOBRE A BIODIVERSIDADE BRASILEIRA (SiBBr)

O Sistemade Informacgéao sobre a Biodiversidade Brasileira®(SiBBr)(Gadelha et al., 2014)
é uma iniciativa do Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovacao e Comunicacdes que disponibi-
liza uma infraestrutura para o gerenciamento de dados de biodiversidade do Brasil. Todos os
dados publicados no SiBBr sao propagados para a rede global, GBIF. Assim, o SiBBr atua como
0 no brasileiro dessa rede. A descricao arquitetural vigente do SiBBr, aqui apresentada, lista
componentes ja implementados e disponiveis na pagina web do sistema. O SiBBr é organizado
de forma modular, onde boa parte da funcionalidade esta disponivel através de servigos web.
Dessa forma, novas funcionalidades podem ser agregadas gradualmente e 0s componentes
existentes podem ser modificados e adaptados de forma flexivel. Os dois principais compo-
nentes para gerenciamento de dados sao providos pelo Portal de Espécies e Ocorréncias e pelo
Portal de Dados Ecologicos. O primeiro é responsavel pela coleta, indexacao e disseminacao de
conjuntos de dados, registros de ocorréncia e listas de espécies disponibilizadas por diversos
publicadores de dados. Atualmente estao publicados mais de 10 milhdes de registros.

Esses conjuntos de dados s&o publicados utilizando o padrdo Darwin Core (Wieczorek
et al., 2012) com metadados no padrdo EML (Fegraus et al., 2005). A funcionalidade de publi-
cacdo de dados ¢ provida pela ferramenta Integrated Publishing Toolkit (IPT) (Robertson et. al,
2014), mostrada na Figura 4, que permite que dados disponiveis localmente nas instituigoes
participantes, como, por exemplo, em planilhas ou bancos de dados relacionais, sejam mapea-
dos para o padrao Darwin Core e coletados pelo Portal de Ocorréncias e Listas de Espécies.

As instituicoes que desejam publicar dados sobre ocorréncias e listas de espécies no
SiBBrrecebemumregistro globalmente unico que as identifica tanto no escopo do SiBBr quan-
to do GBIF. Cada instituicao pode instalar e cadastrar instancias do IPT para publicar os dados
disponiveis na sua instituicao. Dados disponiveis em diversos formatos sao mapeados para o
padrao Darwin Core e 0s metadados correspondentes sao criados no padrdao EML. A partir dai,
ambos os arquivos sao empacotados pelo IPT e transformados em um arquivo Unico no formato
Darwin Core Archive (DwC-A). Em sequida, o processo de coleta e indexacao é feito pelo Portal
de Ocorréncias e Listas de Espécies. Esta € uma ferramenta web que acessa 0s enderecos dos
IPTs cadastrados no GBIF, realizando o download dos DwC-A dos conjuntos de dados, e faz a
extracao dos dados, indexando-o0s a base de dados do SiBBr. Tal processo ¢ ilustrado na Figura
5.

O Portal de Dados Ecoldgicos, baseado no Metacat (Berkley et al., 2001), é responsa-
vel pelo recebimento, armazenamento e disseminacao de conjuntos de dados de, por exemplo,
Pesquisas Ecologicas de Longa Duragao (PELD)(Michener et al., 2011). Diferentes abordagens
em ecologia, aliadas as tradicoes de pesquisa distintas, tanto em suas subdisciplinas como em

9 http://www.sibbr.gov.br
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| GB'F INTEGRATED PUBLISHING TOGLKIT["’” Logged inas Lot

© Overview: Fish biodiversity of the Vitéria-Trindade Seamount Chain,
Southwestern Atlantic: an updated database

This is the overview page for the Fish biodiversity of the Vitéria-Trindade Seamount Chain, Southwestern Atlantic:
an updated database resource.

@ Source Data Your source data files and SQL sources for generating a Darwin Core Archive.
Browse... Mo file selected.
Not modified since last publication
Connect to database Clear
bambafish4 [file] 288.9 KB, 531 rows, 34 columns. Oct 20, 2016 Edit
© Darwin Core Mappings Your mapping between the source data and Darwin Core terms.
Darwin Core Occurrence B
Not modified since last publication
Add
Core
Darwin Core Occurrence 22 terms mapped to bambafishd. Oct 20, 2016 &  Edit
© Metadata Your resource metadata.
Edit
Not modified since last publication
@ Published Versions A preview of your pending published version compared with the current version if existing
Publish
Curres Pending version
. Version 26 27  Preview
Auto-publishing Published on Dec 8, 2016
Select interval B @ Publication log Download

Figura 4. Interface do IPT para publicacdo de conjuntos de dados de biodiversidade.

areas afins, levam a producao de dados altamente heterogéneos. Tais dados podem ser, entre
outros, contagens de individuos, medidas de variaveis ambientais ou representacdes de pro-
cessos ecologicos. As terminologias utilizadas também variam de acordo com a linha de pes-
quisa, bem como a forma de estruturar os dados digitalmente (Jones et al., 2006). Também foi
adotado o padrao de metadados EML para a descricao dos conjuntos de dados ecologicos. Os
conjuntos de dados em si, em funcao da heterogeneidade, sao publicados no formato original,
através de planilhas ou arquivos textuais com valores separados por virgula.

3.2 BRAZILIAN MARINE BIODIVERSITY DATABASE (BaMBa)
O Brazilian Marine Biodiversity Database™ (BaMBa)(Meirelles et al., 2015) foi desenvolvi-
do para manter grandes conjuntos de dados do ambiente marinho brasileiro. Essencialmente,

qualquerinformacao ambiental pode seradicionadaao BaMBa. Os conjuntos de dados certifica-
dos obtidos a partir de estudos holisticos integrados, que compreendem parametros fisico-qui-

0 https://marinebiodiversity.Incc.br
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Portal de Espécies
e Ocorréncias

Mapeamento para DwC e Extracao

##ESiBBr

' u ' Figura 5. Processo de publi-

Metadados Darwm Core N
(EML) Archive cacgao de dados com o IPT no

SiBBr(Gadelha et al., 2014).

micos, -Gmicas, microbiologia, pesquisas bentonicas e de peixes, podem ser publicados no
banco de dados, possibilitando paliticas e acoes cientificas, industriais e governamentais a se-
rem realizadas em recursos marinhos. Ha um numero significativo de bases de dados, no en-
tanto o BaMBa é o unico recurso de banco de dados integrado que € ao mesmo tempo apoiado
por uma iniciativa governamental e exclusivo para dados maritimos. O BaMBa esta ligado ao
SiBBr e oferece oportunidades para melhorar a governancga dos recursos marinhos e a integra-
¢cao dos cientistas.

0 processo de publicacao de dados com metadados em EML e dados estruturados em
DwC no BaMBa segue o procedimento descrito na segao anterior, utilizando a ferramenta IPT.
Os dados do BaMBa sao propagados para o SiBBr e o GBIF. Os conjuntos ja publicados no BaMBa
por esse procedimento compreendem tanto ocorréncias de espécies quanto dados de amos-
tragens de sitios ecologicos.

Para os casos em que os usuarios queiram fornecer somente os metadados e os dados
no seu formato tabular original, como planilhas e arquivos de texto separados por virgula(CSV),
¢ possivel utilizar a ferramenta Metacat (Berkleyet al., 2001). Ela permite preencher os princi-
pais campos do EML referentes ao conjunto de dados que se deseja publicar atraves de um
formulario web. Em seqguida, o conjunto de dados pode ser carregado para o repositorio no seu
formato original. As Figuras 6 e 7 ilustram o processo. Opcionalmente, a entidade dataTable do
EML pode ser utilizada para fornecer a descricdo dos atributos (colunas) dos dados que sejam
tabulares. Esse processo de publicacao de dados é mais simples, quando comparado ao IPT,
uma vez que os dados nao precisam ser reestruturados para o formato DwC. Por outro lado, os
conjuntos de dados publicados nesse processo requerem maior esforco de interpretacao de
usuarios gue os baixem.

A publicacao de dados e sua decorrente preservacao contribuem para a comunidade
cientifica como um todo. Os dados podem ser reutilizados por outros cientistas que podem
explora-los por outros pontos de vista. Para o publicador dos dados, também podem ser obser-
vados beneficios. Um estudo recente (Piwowar; Vision, 2013) mostra que artigos que disponibili
zam os dados utilizados em suas analises em repositorios publicos tendem a ter um maior nu-
mero de citagoes.
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Figura 6. Publicagao de dados ecolégicos no BaMBa com o Metacat, descricdo do conjunto de dados.

s o

Figura 7. Publicacdo de dados ecoldgicos no BaMBa com o Metacat, coberturas temporal e geografica.
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A busca por dados para a realizacao de pesquisas de analise e sintese em biodiversi-
dade ainda se apresenta como um desafio. Os avancos mais recentes ocorreram com o surgi-
mento de bancos de dados que agregam conjuntos de dados em escalas globais e nacionais,
como o GBIF, DataONE, SiBBe e BaMBa. O uso de padroes de metadados e de publicacao de
dados permite que instituicGes mapeiem as representacoes internas dessas informacoes para
um formato que é claramente especificado e que pode ser consumido e processado de forma
automatica por maquina. Os bancos de dados agregadores de informacoes de biodiversidade
permitem que os conjuntos de dados sejam buscados de forma geografica(como na Figura 8),
taxonémica e temporal.

M oc
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Figura 8. Interface baseada no Metacat do BaMBa para busca de dados ecoldgicos.

Linguagens e ambientes para analise de dados como o R e o Python ja possuem pa-
cotes e bibliotecas que estao integrados aos repositorios e agregadores de dados de biodi-
versidade. O rgbif", por exemplo, € um pacote para o R que permite fazer buscas e recuperar
registros diretamente do GBIF, sendo o pygbif'? seu analogo para Python.

Frequentemente cientistas precisam combinar dados provenientes de diferentes fon-

https://cran.r-project.org/web/packages/rgbif/
2 https://recology.info/29%/"/ pygbif/
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tes em pesquisas integrativas. Por exemplo, dados fisico-quimicos podem ser combinados com
dados de metagen6mica para tentar estabelecer correlagoes que expliguem algum fenémeno.
A atividade de combinar dados provenientes de diferentes fontes é chamada de integracdo de
dados e é uma das areas mais ativas de pesquisa sobre a geréncia de dados cientificos (Aila-
maki; Kantere; Dash, 2010). Os bancos de dados de biodiversidade atuais avangaram ao conse-
guir estabelecer padroes para os metadados, como o EML, e para os dados, como o DwC. No en-
tanto, estes se limitam a definir vocabularios controlados, consistindo de termos padronizados
em cadaum dos temas. Uma abordagem mais sofisticada, que envolva ndo somente a definicao
de termos, mas também relacionamentos entre estes e regras de inferéncia, que sao chamadas
de ontologias, sao assunto da area de pesquisa de Web Semantica. Algumas iniciativas nessa
direcao na area de biodiversidade e ecologia incluem ontologias como a ENVO, a OBOE e a BCO
(Walls et al., 2014). As ontologias permitem cruzar diferentes dominios (Linked Data) e realizar
consultas semanticas, propiciando uma ferramenta de integracao de dados consideravelmente
mais poderosa que as atuais.

Os dados cientificos estao sendo produzidos a uma taxa de crescimento exponencial
por sensores cientificos cada vez mais disponiveis. Isso, aliado a sofisticados modelos com-
putacionais que consomem esses dados, exige novas técnicas para gerenciar experimentos
computacionais de forma escalavel. Esses experimentos sdo frequentemente compostos por
muitas tarefas computacionais que trocam dados atraves de relagoes de producao e consumo
dos mesmos, e sdo normalmente especificadas como workflows cientificos (Ferreira da Silva
et al., 2017). Os sistemas de gerenciamento de workflows cientificos fornecem recursos como
tolerancia a falhas, execucao escalavel, gerenciamento escalavel de dados, rastreamento de
dependéncias de dados e registro de informacgoes de proveniéncia, que reduzem consideravel-
mente a complexidade do gerenciamento do ciclo de vida desses experimentos. Informacdes
de proveniéncia(Carata et al., 2014), em particular, podem apoiar a analise do resultado de um
experimento cientifico computacional, uma vez que registram o histérico de sua execugao. A
biodiversidade segue a mesma tendéncia de rapido aumento na producao de dados. Atualmen-
te, os dados sobre biodiversidade estao sendo integrados em uma escala global, por meio de ini-
ciativas como o GBIF. Aplicagdes para MDE usam esses conjuntos de dados de biodiversidade,
em conjunto com dados ambientais (como climatologia) para prever a distribuicdo geogréafica
de uma espécie particular, ou de multiplas espécies. No SiBBr, por exemplo, rotinas frequentes
de analise e sintese sdo apoiadas por sistemas de gerenciamento de workflows cientificos (De-
elman et al., 2009). Técnicas de computacao paralela e distribuida serao utilizadas na execugao
dessas andlises, a exemplo da modelagem de distribuicdo de espécies (Townsend; Peterson,
2011), através de recursos computacionais de alto desempenho do Sistema Nacional de Proces-
samento de Alto Desempenho®™(SINAPAD). No SiBBr'4, diferentes estratégias de implementagéo

B http://www.Incc.br/sinapad
“https://github.com/sibbr/sdm-workflows
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foram realizadas para execucgéao escalédvel de workflows cientificos de MDE usando o Swift (Wil-
de et al., 2011), um sistema de gerenciamento de workflows cientificos que se concentra na exe-
cucao paralela e distribuida de tarefas computacionais. Também foi mostrado como o registro
de informagdes de proveniéncia, conforme suportado pelo Swift com o MTCProv(Gadelha et al.,
2012), permite a andlise de execucao de workflows cientificos.

CONCLUSAO

Dados de biodiversidade e ecologia sao produzidos atualmente a uma taxa exponencial.
O GBIF, por exemplo, disponibiliza(em 2017) cerca de 800 milhdes de registros de ocorréncias
de espécies. Estudos integrativos em biodiversidade e ecologia, que necessitam recuperar da-
dos provenientes de diferentes fontes, se beneficiam dessa tendéncia. Um cientista que adote
as praticas, recomendacoes e ferramentas para gerenciamento de dados de biodiversidade e
ecologia beneficiara nao apenas a comunidade como um todo, mas também a si proprio. Suas
analises tenderao a ter mais impacto em funcao da melhor transparéncia e reprodutibilidade
da sua pesquisa. Neste capitulo, descrevemos o ciclo de vida pelo qual passam os dados de
biodiversidade. Em cada uma das etapas deste ciclo de vida, descrevemos as praticas, ferra-
mentas e recomendagdes que permitem sua execugao. Em particular, na etapa de publicacao e
preservacao dos dados, mostramos o fluxo de publicacao dos principais sistemas disponiveis.
Diversos desafios ainda existem nessa area, que podem servir de inspiracao aos leitores. Pes-
quisas sobre resolucao de entidades, i.e., 0 mapeamento automatico de atributos usados em
dados tabulares para termos de vocabularios controlados ou ontologias, podem facilitar con-
sideravelmente o processo de publicacao de dados. A migracao de vocabularios controlados
para ontologias pode desencadear consultas semanticas e inferéncias automatizadas a respei-
to de dados de biodiversidade. Finalmente, metodologias para o registro e documentacao dos
passos executados, em atividades de analise e sintese da biodiversidade, i.e. sua proveniéncia
(Carata et al., 2014), poderiam facilitar a reprodutibilidade e confiabilidade das mesmas.
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As pesquisas em biotecnologia marinha envolvem a analise e o tratamento de
uma quantidade gigantesca de dados, e demandam a utilizagao de ferramentas
estatisticas poderosas para examinar esses dados e interpretar os resultados
dos estudos. Neste capitulo veremos algumas das ferramentas estatisticas mais
importantes usadas atualmente para os estudos em biotecnologia marinha.
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T |INTRODUCAO

Os progressos significativos que vém se sucedendo no campo da pesquisa em biotec-
nologia marinha tém sido impulsionados, em grande parte, pelo aumento da capacidade com-
putacional para a analise e o tratamento da grande quantidade de dados que os estudos en-
volvem. Com esses avancos, cresceu a demanda por ferramentas estatisticas poderosas para
examinar esses dados e interpretar os resultados dos estudos.

2 COLETA DE DADOS

Na grande maioria dos estudos ecologicos, uma vez que a questao ou as questoes de
interesse tenham sido identificadas, os dados necessarios devem ser coletados de forma que
resultem em conclusoes significativas.

Tipicamente, as pesquisas marinhas envolvem certo numero de coletas, em cada sitio
de interesse, e, em sequida, um volume fixo de cada coleta é enviado para o laboratério biold-
gico para analise. Quanto mais coletas forem feitas em cada sitio, e quanto mais diferenciados
forem esses sitios, maior a probabilidade de identificacao e caracterizacao das espécies cole-
tadas.

O processo de coleta ou amostragem de dados implica as decisoes de onde, quando
e com que frequéncia os dados devem ser coletados. Além disso, varios aspectos importantes
das coletas de dados influem na posterior anélise estatistica desses dados, tais como:

-  Escolherlocais de coleta adequados, i.e., capazes de responder a nossas questoes biologi-
co-ecologicas;

. Estabelecer um esquema robusto de amostragem, que leve em consideragao: (i) a distribui-
cdo espacial dos dados; (ii) a distribuicdo temporal dos dados; (iii) um levantamento crite-
rioso das principais fontes de variagao/incerteza sobre esses dados;

- Realizar amostras aleatdrias, para garantir a obtencdo de amostras sem vieses (biases):
diferentes amostras aleatdrias produzem estatisticas diferentes. Aléem disso, amostras
aleatorias maiores fornecem melhores informacgdes sobre a populagao-alvo;

« Efetuarreplicagcoes paraminimizar o efeito da variabilidade: o valor de uma estatistica varia

em amostragens aleatodrias repetidas; quanto mais replicacoes aleatorias fizermos, maior
a chance de a estatistica obter um valor mais préximo do nosso parametro desconhecido.
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O processo de coleta é uma das etapas maisimportantes em todo o processo da modelagem de
analise estatistica dos dados, uma vez que:sas e ricas em detalhes;

« Uma coleta de dados bem feita é essencial para garantir inferéncias estatisticas precisas
e ricas em detalhes;

«  Se coletarmos os dados de forma equivocada, pode ser que nao consigamos desenvolver
um modelo estatistico que nos permita responder corretamente a questao ecologico-bio-
logica.

TIPOS DE DADOS

Os dados coletados nas amostras marinhas podem ser de origem bioldgica, tais como
genes, proteinas, metabdlitos, pigmentos; ou de origem ambiental, tais como profundidade,
temperatura, luminosidade, sedimentacao.

Em termos estatisticos, esses dados costumam ser classificados em duas grandes
classes: dados numéricos e dados categoricos.

Os dados categoricos assumem valores nominais determinados por rétulos.

Os dados categoricos podem ser ordinais, quando existe uma ordem natural entre as
categorias, como, por exemplo, em “alto”, ‘médio” e “baixo”; ou ndo ordinais, quando nao existe
uma ordem entre as categorias, como, por exemplo, locais de coleta ou tipos de pigmentos:

"o, "o,

"amarelo”, “vermelho”, "verde”.

Os dados numeéricos assumem valores numeéricos, e podem ser subdivididos em conti-
nuos ou discretos.

3.2.10ADOS CONTINUOS

Os dados continuos podem, em principio, assumir qualquer valor em uma escala conti-
nua, e podem ser subdivididos em intervalos bem pequenos, dependendo da precisao do siste-
ma de medicao.

Dentre os tipos mais comuns de dados continuos, podemos citar: temperatura, pro-
fundidade, luminosidade, sedimentacao, massa, distancia.

Os dados continuos sao intrinsecamente ordinais, ja que podem ser ordenados.

Dependendo da aplicacao, pode ser interessante representar um dado tipicamente or-
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dinal(continuo), como, por exemplo, “profundidade”, de forma categorica ou nominal, através de
categorias de classificacao, como, por exemplo, “topo” e “fundo”.

3.2.1 DADOS DISCRETOS

Os dados discretos assumem valores inteiros nao negativos e podem ser subdivididos
em inteiros e bindrios.

Dados inteiros

Os dados inteiros sao dados discretos, ou seja, podem receber valores no conjunto Z
={0,1.2,...}.

Dados bindrios

Os dados bindrios sao um caso particular de dados discretos que podem receber ape-
nas dois valores inteiros nao negativos: 0 ou 1. Como exemplo, pode-se citar a presenga ou a
auséncia de certa substancia, espécie ou caracteristica na amostra em questao.

TIPOS DE VARIAVEIS

Na grande maioria dos estudos em biotecnologia marinha, nossas questoes ecologi-
co-biolégicas nos farao coletar dados envolvendo variaveis chamadas de entrada, explicativas,
preditoras, ou “independentes’, que serdo estudadas para que sejam determinadas suas rela-
¢coes com os fendmenos observados, que queremos modelar e compreender melhor, e que sao
representados pelas variaveis chamadas de saida, resultado, resposta ou “dependentes”.

Essa distingdo entre as variaveis de entrada ou “independentes” e as variaveis de saida
ou “dependentes” € muito importante para a grande maioria dos modelos estatisticos, e € mais
detalhada a sequir:

- Variaveis “independentes”: sdo as variaveis de entrada, ou seja, aquelas selecionadas/con-
troladas pelo pesquisador para determinar suas relagoes com os fenémenos observados,
que desejamos modelar e compreender melhor. Sao também chamadas de: x, explicativas,
preditoras, controladas;

« Variaveis “dependentes”: sao as variaveis de saida, ou seja, sdo os resultados das varia-
veis independentes ou de entrada que estdo sendo manipulados no estudo. As variaveis de
saida geralmente nao podem ser controladas. Biologicamente, as variaveis “dependentes”
representam os fendmenos cujos comportamentos estamos interessados em modelar/
compreender melhor. Sdo também chamadas de: y, resposta, resultado, ndo controladas.

386



FERRAMENTAS PARA ANALISE DE DADOS EM BIOTECNOLOGIA MARINHA

Em alguns casos, estamos interessados em um unico conjunto de varidveis interdepen-
dentes, sem distin¢ao entre independéncia e dependéncia.

5 MEDIDAS DE CENTRALIDADE, DISPERSAO
E NAO NORMALIDADE

A analise exploratdria de dados é muito importante no estudo estatistico dos dados,
pois é capaz de revelar aspectos e nuances dos dados que podem nos ajudar a construir um
modelo ambiental mais apropriado para responder a nossas questdes ecolégico-biologicas.

5.1 MEDIDAS DE CENTRALIDADE

As medidas de centralidade ou medidas de tendéncia central de um conjunto de dados
sao utilizadas para descrever as caracteristicas da amostra. As mais usadas sao:

«  Média (X ou p): determina o “valor médio” de um conjunto de dados. Em geral utiliza-se
a média aritmética (determinada pelo resultado da divisdo do somatorio dos dados pela
quantidade de dados), mas algumas circunstancias justificam o uso das médias geométri-
ca ou harmonica;

+ Mediana(M): determina o “valor central” de um conjunto de dados, quando eles sao orga-
nizados em ordem crescente ou decrescente. Se a quantidade de valores do conjunto for
impar, a mediana é o valor central; se a quantidade de valores do conjunto for par, tira-se a
média aritmética dos dois valores centrais;

« Moda(M,): determina o “valor que aparece com mais frequéncia”em um conjunto de dados.
5.2 MEDIDAS DE DISPERSAO

As medidas de dispersdo nos dao uma ideia de quao espalhados sao os dados da amos-
tra. Sdo muito utilizadas para descrever as caracteristicas daamostra, e como base paraa infe-
réncia estatistica.

Ha muitas medidas de dispersao, mas as mais utilizadas se baseiam em desvios sobre
amédia ou em dispersoes em torno da média, e sao as seqguintes:

- Variancia(c?): média dos quadrados das diferengas entre os valores do conjunto de dados
e sua propria média (02 _ Eyzl(xi_f)z)

n-1

O denominador davariancia é n-1, emve