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RESUMO

Palythoa caribaeorum (baba-de-boi) € um cnidario marinho que secreta um muco
viscoso o qual apresenta propriedades farmacoldgicas e abriga uma série de bactérias
com potencial de aplicagdo biotecnoldgica. No presente trabalho, objetivou-se
obtencgao desses micro-organismos associados ao muco de populacdes do zoantideo
oriundas da praia de Porto de Galinhas, litoral sul de Pernambuco, para fins de
prospecc¢ao de produtos naturais. Foram isoladas 281 bactérias das quais 55 cepas
se mantiveram viaveis apos o subcultivo e preservacao. A identificacdo dos isolados
foi realizada a partir do sequenciamento dos genes 16S rDNA e rpoB, resultando na
obtencdo de 18 espécies pertencentes aos filos Firmicutes (37 isolados, 67%),
Actinobacteria (11 isolados, 20%), Proteobacteria (5 isolados, 9%) e Bacteroidetes (2
isolados, 4%). Exiguobacterium aurantiacum correspondeu a espécie mais abundante
com 9 isolados, enquanto o género Bacillus se apresentou como o0 mais diverso,
totalizando 19 isolados distribuidos em 8 espécies distintas. Os isolados de Bacillus
spp. foram selecionados para investigagao do potencial de produg¢ao de 8 enzimas em
meio sélido. Todas as cepas produziram pelo menos 4 das enzimas investigadas, com
gelatinase sendo a mais frequente (19 isolados), seguida por esterase (18), caseinase
(17), amilase (12), poligalacturonase (12), pectato liase (12), celulase (11) e lipase
(11). Os isolados B. thuringiensis BCLTHR-01 e B. subtilis BCLSUB-02, 03 e 04 foram
os melhores produtores enzimaticos, com resultados positivos em todos os ensaios.
A cepa BCLTHR-01 também foi investigada quanto ao potencial biolarvicida contra
Aedes aegypti. Para produgéo das toxinas, foi desenvolvido um processo fermentativo
em biorreator operando em batelada com um meio de cultura desprovido de
carboidratos como fonte de carbono. A biomassa toxica concentrada (10° UFC/mL)
obtida apds 48h de fermentacdo mostrou atividade bioldgica com valores de CLso de
0,849 ppm (intervalo de 0,792 a 0,900 ppm) e de CLgo de 1,285 ppm (intervalo de
1,190 a 1,434 ppm), comprovando o potencial de aplicagdo deste isolado para o
controle do vetor. As bactérias marinhas associadas a P caribaeorum séao
potencialmente excelentes fontes de metabdlitos bioativos. A presenca de espécies
capazes de degradar hidrocarbonetos, fixar nitrogénio, metabolizar enxofre e produzir
enzimas e toxinas com diversas propriedades sugere que o zoantideo se beneficia
através da assimilacdo de compostos complementares ao seu metabolismo e através
da aquisicdo de um mecanismo adicional de defesa contra patégenos. A complexidade
do ambiente marinho induz a adaptagdo dos micro-organismos, resultando na
produgdo de uma diversidade de moléculas com propriedades unicas que lhes
permitem suportar as condi¢cdes severas dos processos industriais, tornando-as
interessantes objetos para aplicagao industrial e biotecnoldgica.

Palavras-chave: Microbiologia marinha. Atividade enzimatica. Toxinas bacterianas.
Biotecnologia marinha. Anthozoa. Controle biolégico. Taxonomia molecular.



ABSTRACT

Palythoa caribaeorum (baba-de-boi) is a marine cnidarian that secretes a viscous
mucus which presents pharmacological properties and harbors several bacteria with
potential for biotechnological application. In the present work, we aimed to obtain these
microorganisms associated with the mucus of zoanthid populations from the beach of
Porto de Galinhas, south coast of Pernambuco, to prospect for natural products. 281
bacteria were isolated, of which 55 strains remained viable after subculture and
preservation. The identification of the isolates was done by sequencing the 16S rDNA
and rpoB genes, resulting in 18 species belonging to the Firmicutes (37 isolates, 67%),
Actinobacteria (11 isolates, 20%), Proteobacteria (5 isolates, 9 %) and Bacteroidetes
(2 isolates, 4%). Exiguobacterium aurantiacum corresponded to the most abundant
species with 9 isolates, while the genus Bacillus was the most diverse, totaling 19
isolates distributed in 8 different species. The isolates of Bacillus spp. were selected
to investigate the potential to produce 8 enzymes in solid medium. All strains produced
at least 4 of the investigated enzymes, with gelatinase being the most frequent (19
isolates), followed by esterase (18), caseinase (17), amylase (12), polygalacturonase
(12), pectate lyase (12), cellulase (11) and lipase (11). The isolates B. thuringiensis
BCLTHR-01 and B. subtilis BCLSUB-02, 03 and 04 were the best enzymatic
producers, displaying positive results in all the assays. The strain BCLTHR-01 was also
investigated for its biolarvicidal potential against Aedes aegypti. To produce the toxins,
a fermentation process was developed in bioreactor batching with a culture medium
devoid of carbohydrates as carbon source. The concentrated toxic biomass
(10° CFU/mL) obtained after 48h of fermentation showed biological activity with LCso
value of 0.849 ppm (range of 0.792 to 0.900 ppm) and CLgo value of 1.285 ppm (range
of 1.190 to 1.434 ppm), proving the application potential of this isolate for vector
control. Marine bacteria associated with P. caribaeorum are potentially excellent
sources of bioactive metabolites. The presence of species capable of degrading
hydrocarbons, fixing nitrogen, metabolizing sulfur and producing enzymes and toxins
with different properties suggests that the zoanthide benefits through the assimilation
of compounds complementary to its metabolism and through the acquisition of an
additional mechanism of defense against pathogens. The complexity of the marine
environment induces the adaptation of microorganisms, resulting in the production of
a diversity of molecules with unique properties that allow them to withstand the harsh
conditions of industrial processes, making them interesting objects for industrial and
biotechnological application.

Keywords: Marine microbiology. Enzymatic activity. Bacterial toxins. Marine
biotechnology. Anthozoa. Biological control. Molecular taxonomy.
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1 INTRODUCAO

Os ambientes recifais correspondem a uma das regides mais ricas do planeta.
Esses ecossistemas funcionam como verdadeiras “ilhas de biodiversidade” nos
oceanos, concentrando nao apenas uma grande diversidade de espécies distribuidas
nos mais variados filos, como também uma gama de metabdlitos de grande interesse
biotecnolégico devido a ampla variedade de suas estruturas quimicas (BLUNT et al.,
2014) e atividades biolégicas diversas e frequentemente potentes (FENNER;
GERWICK, 2014).

Dentre os organismos encontrados nesse ambiente, destacam-se os
invertebrados marinhos, a exemplo dos cnidarios, conhecidos pela producao de
potentes toxinas (TURK; KEM, 2009) e de moléculas com potencial farmacolégico e
biotecnolégico (ROCHA et al., 2011). Por muitos anos, esses organismos recifais
foram intensamente explorados e sua coleta indiscriminada pds em risco de extingao
populagdes desses animais em varias partes do mundo. Felizmente, com o passar do
tempo, foram desenvolvidos métodos para obtencdo desses compostos em
laboratério, evitando o desaparecimento dessas espécies.

Através de uma série de estudos envolvendo a biossintese dos compostos, foi
verificado que muitas das moléculas bioativas inicialmente atribuidas a esses animais
eram, na realidade, produzidas ou metabolizadas por seus micro-organismos
associados (GERWICK; FENNER, 2013; HAYGOOD et al.,, 1999; PROKSCH,;
EDRADA; EBEL, 2002). A possibilidade de manipulacédo das culturas microbianas em
laboratério e a capacidade de otimizagcdo das condigdes para producdo dos
metabdlitos bioativos levaram a uma rapida expansédo do campo de estudo voltado a
prospecg¢ao de produtos naturais microbianos, que permitiu o desenvolvimento de
processos econdmicos para obtengao de produtos em larga escala, contribuindo, ao
mesmo tempo, para a preservagao da integridade dos ecossistemas marinhos.

Nos recifes de arenito do litoral sul de Pernambuco, um dos organismos mais
abundantes € o cnidario bentbnico Palythoa caribaeorum, o qual participa de intensas
interacbes ecologicas e corresponde a um dos principais moduladores das
comunidades recifais locais. Relatos de propriedades analgésicas, anti-inflamatdrias
e cicatrizantes apresentadas pelas colénias desse organismo estimulou a realizagao
de uma série de estudos farmacolégicos e toxicolégicos no Estado (COSTA, 2013;
MELO et al, 2012; NOBRE; MODESTO, 2008; SOARES et al, 2006;
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VASCONCELOS, 2011).

Como parte dos esforgos para aprofundar o conhecimento do potencial
biotecnolégico das populagdes locais deste zoantideo, Campos iniciou em 2011 as
investigacbes com a microbiota associada ao muco desse cnidario, utilizando-se da
identificacdo molecular para estudar a composicdo da comunidade bacteriana
cultivavel.

Uma vez que o trabalho de Campos focou apenas no conhecimento da
microbiota, foi de nosso interesse dar continuidade as investigagbes para avaliar o
potencial biotecnolégico dessas bactérias. Ja foi comprovado na literatura
especializada que algumas cepas pertencentes as varias espeécies encontradas por
esse autor tém sido empregadas como remediadores ambientais, produtores de
antibidticos, de enzimas, de pigmentos detentores de diversas atividades
farmacoldgicas, dentre outras aplicagoes.

Dessa forma, um dos principais objetivos do presente trabalho foi a obtengao e
a preservagao de novas linhagens de bactérias marinhas heterotréficas cultivaveis
que sejam de interesse para processos industriais e biotecnolédgicos, permitindo a
obtencdo de matéria-prima de forma sustentavel para a geracdo de produtos
comerciais e terapéuticos que venham a contribuir com a economia e a saude no
Estado.
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2 OBJETIVO GERAL

Conhecer a diversidade e investigar o potencial biotecnolégico da comunidade
bacteriana heterotrofica cultivavel associada ao muco de populagdes de P

caribaeorum provenientes da praia de Porto de Galinhas.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Isolar e cultivar bactérias obtidas a partir do muco de colbnias sadias de P.
caribaeorum;

e Realizar a preservacido e manutenc¢ao dos isolados;

e Identificar geneticamente os isolados através do sequenciamento de
marcadores moleculares especificos;

¢ Investigar a capacidade de produgao de enzimas em meio solido por isolados
de Bacillus spp.;

e Produzir endotoxinas de um isolado de Bacillus através de fermentagcdo em
biorreator;

e Avaliar o potencial biolarvicida dos caldos fermentados obtidos para controle

biolégico do vetor Aedes aegypti.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

O ambiente marinho, detentor de 97,5% de toda a agua do planeta,
corresponde a mais de 70% da superficie da Terra (LOZADA; DIONISI, 2015) e
comporta cerca de 80% dos organismos viventes, os quais ocupam todos 0s espagos
desse ambiente, sendo encontrados na interface ar-agua, na coluna d’agua ou no
fundo marinho, podendo também utilizar outros organismos como substrato
(VOLBEHR; RACHOR, 1997).

A maior parte da biodiversidade marinha encontra-se no ambiente recifal
(PRIMACK, 2010), sobretudo na regiao bentbnica (do grego BévBog, benthos: fundo),
e varia de acordo com o tipo de substrato, que pode ser inconsolidado (ex. fundos
lamosos, areia, cascalho) ou consolidado (recifes, costdes rochosos e estruturas
artificiais como naufragios, pilares de pieres, colunas das plataformas de petréleo,
dentre outros) (COUTINHO, 2002; GOMES; PAIVA; SUMIDA, 2002).

A escassez de substratos consolidados no ambiente marinho, que
correspondem a menos de 2% do fundo oceanico, forma as chamadas “ilhas de
biodiversidade”, caracterizadas pela alta densidade de organismos em um espaco
reduzido. Esta alta concentracdo de organismos promove um grande numero de
interacdes ecologicas que culminam na necessidade de desenvolvimento de
estratégias para defesa contra patéogenos e predadores, além de competicdo por
espaco, luz e nutrientes (HARPER et al., 2001; MARTINS et al., 2014).

Esses mecanismos adaptativos sao ainda mais cruciais ao se considerar os
invertebrados bentdnicos ditos sésseis ou fixos que, devido a incapacidade de
locomogao, ndao podem buscar novos ambientes quando as condigdes se tornam
desfavoraveis (ex.: presenca de predadores, substancias téxicas no meio, etc.). Além
disso, esses organismos nao apresentam estruturas de defesa aparentes e sao
desprovidos de um sistema imune propriamente dito (IWANAGA; LEE, 2005),
baseando sua defesa na produgdo de compostos bioativos (PAWLIK, 1993) ou na
obtencdo destes a partir da dieta (FAULKNER; GHISELIN, 1983) ou de micro-
organismos associados (GERWICK; FENNER, 2013; KOKKE et al., 1984).

As interagbes ecoldgicas em invertebrados marinhos sao mediadas, em grande
parte, por metabdlitos secundarios, substancias bioativas uUnicas e diversificadas
(BLUNT et al., 2014; FENNER; GERWICK, 2014) que sado conhecidas por suas
potentes atividades, provavelmente relacionadas a necessidade de superar a diluigao
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desses compostos na agua do mar (PENESYAN; KIELLEBERG; EGAN, 2010). Essas
moléculas representam uma fonte virtualmente ilimitada de novos compostos e tém
sido empregadas nos mais variados setores da industria, como: pesquisa biomédica
e desenvolvimento de potenciais candidatos a farmacos (BLUNT et al., 2014;
FENNER; GERWICK, 2014; HAEFNER, 2003), ferramentas moleculares
(CHUDAKOQV et al., 2010; DE FARIAS, 2008), produtos nutracéuticos (KIM, 2012),
industria nautica (ALBRIZIO et al., 1995; ALMEIDA et al., 2014; KELLY et al., 2003),
medicina, odontologia e cosmética (DAMIEN; REVELL, 2004; LOOK et al., 1986),

dentre outros.

3.1 ASSOCIAGOES ENTRE INVERTEBRADOS E BACTERIAS MARINHAS

Muitos invertebrados marinhos benténicos sao conhecidos por apresentar uma
estreita relacdo com bactérias, que podem ser epibiontes, entéricas ou encontradas
intracelularmente (BONAR; WEINER; COLWELL, 1986; WAHL et al., 2012). Essas
interagdes resultam em um complexo ecossistema, conhecido como holobionte ou
metaorganismo, no qual os micro-organismos associados participam de complexas
interagdes sinérgicas e inibitorias tanto entre si, quanto entre eles e seus hospedeiros
(QUEVRAIN; DOMART-COULON; BOURGUET-KONDRACKI, 2014). As bactérias
encontram nesses invertebrados protecao e fontes de carbono e nitrogénio,
fornecendo em troca metabdlitos bioativos (DEBBAB et al., 2010) geralmente
complexos como um resultado do processo coevolutivo (SCHMIDT, 2005), e que
beneficiam a saude do hospedeiro, contribuindo também para o aumento da
disponibilidade de nutrientes (ARMSTRONG et al., 2001; RESHEF et al., 2006).

Um dos principais grupos que apresenta associagdes com bactérias marinhas
sdo os cnidarios, um filo de invertebrados com grande variedade de formas, tamanhos
e cores, que incluem corais, anémonas-do-mar, aguas-vivas, caravelas-portuguesas,
hidrozoarios e leques-do-mar. A classe Anthozoa corresponde aos cnidarios que
apresentam apenas a forma de polipo, podendo ser solitarios ou coloniais. Estes
englobam a ordem Zoanthidea, antozoarios coloniais conhecidos como “corais moles”
(devido a auséncia do esqueleto de carbonato de calcio presente nos corais
verdadeiros) que geralmente formam grandes coldnias incrustradas sobre formagdes
rochosas.

Dentre os zoantideos mais abundantes na costa brasileira encontra-se a
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espécie Palythoa caribaecorum (Duchassaing e Michelotti, 1860). Trata-se de um
organismo colonial exclusivamente marinho, cujos polipos medem cercade 5a 10 mm
de diametro por 1 cm de espessura (HAYWICK; MUELLER, 1997), com coloragao
entre amarelo e marrom (Figura 1).

Popularmente, esse organismo é conhecido como “baba-de-boi” devido a
secrecdo de um muco bastante viscoso, constituido por proteinas, lipidios,
polissacarideos, aminoacidos e minerais (BROWN; BYTHELL, 2005; MEIKLE;
RICHARDS; YELLOWLEES, 1988; NOBRE; MODESTO, 2008; VASCONCELOS,
2011). Sua principal fungao é proteger a colénia contra raios UV, dessecacgéo, infecgao
(BROWN; BYTHELL, 2005; SANTOS et al., 2015), servindo também como substrato
para o crescimento de micro-organismos (CAMPOS, 2011; CAMPOS et al., 2015;
CARLOS; TORRES; OTTOBONI, 2013; RABELO, 2012).

Legenda: (A,B,C) Colbnias sadias expostas durante a maré baixa; (D,E,F) Aspecto das colbnias
submersas; (F) Detalhe dos pdlipos abertos; (G) Detalhe dos pélipos retraidos; (H,I) Colénias em
processo de branqueamento.

Fonte: Liany F. de A. Melo (2014).
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A comunidade microbiana associada a P. caribaeorum €& geralmente
representada por espécies dos géneros Vibrio, Photobacterium, Pseudoalteromonas,
Bacillus e Paracoccus, sendo o filo Gammaproteobacteria quase sempre o mais
comum (CAMPQOS, 2011; CAMPOS et al., 2015; CARLOS; TORRES; OTTOBONI,
2013; RABELO, 2012).

Além destes, ha ainda uma relacdo de simbiose com zooxantelas do género
Symbiodinium (RABELO et al., 2014) que, ao sairem do zoantideo, provocam um
processo chamado branqueamento (KEMP et al., 2006), referente a perda de
coloragao dos seus tecidos (DOUGLAS, 2003) (Figura 1 H,I).

Outra manifestagao patoldgica encontrada nesses organismos inclui a infecgao
por micro-organismos patogénicos (possivelmente Vibrio) que promovem a necrose
de tecidos, geralmente em um padrao circular, ocasionando a mortalidade parcial das
colénias. O tecido lesionado apresenta uma progressao para coloragcao palida, com
presenca de polipos inchados, seguida da observacédo de estruturas remanescentes
semelhantes a espiculas, e finalmente a presenga de uma massa enegrecida e do
substrato nu no meio da lesdo (ACOSTA, 2001).

3.2 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE BACTERIAS MARINHAS

A busca por produtos naturais de origem marinha tem fornecido um grande
numero de importantes moléculas com potencial biotecnoldgico, as quais foram, em
sua maioria, atribuidas inicialmente a invertebrados marinhos de regides tropicais e
de aguas rasas (GERWICK; FENNER, 2013).

Entretanto, com o avanco das técnicas de cultivo e desenvolvimento de
estratégias moleculares para identificagao de micro-organismos, de produtos naturais
e de vias biossintéticas, foi descoberto que muitos desses compostos eram na
verdade oriundos das bactérias marinhas associadas a esses organismos
(GERWICK; FENNER, 2013; GIDDINGS; NEWMAN, 2013; GULDER; MOORE, 2009;
IMHOFF; LABES; WIESE, 2011; PENESYAN; KIELLEBERG; EGAN, 2010; WAHL et
al., 2012; WATERS et al., 2010). Isso ja foi observado na biossintese de substancias
como: pseudopterosinas, topsentinas, scitoneminas e manoalida (anti-inflamatdrias),
briostatina, discodermolida, eleuterobina e sarcodictina (anticancerigenas) e marinona
(antibidtica), dentre outras (BOOPATHY; KATHIRESAN, 2010).

A origem bacteriana dos compostos bioativos encontrados em invertebrados se
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manifesta como uma vantagem do ponto de vista da obtencédo de insumos em larga
escala para a industria. A fermentagcdo microbiana consiste em um processo
relativamente facil, através do qual sdo fornecidas as moléculas de interesse de forma
mais econdmica e sustentavel quando comparado com a obtengao a partir de macro-
organismos (WATERS et al., 2010). Os invertebrados apresentam crescimento mais
lento, requerem condi¢gbes nutricionais e ambientais mais elaboradas (quando
passiveis de cultivo em laboratério) e geralmente precisam ser sacrificados durante o
processo de obtengdo dos compostos bioativos (PENESYAN; KIELLEBERG; EGAN,
2010). Esses dados evidenciam a importancia de se explorar fontes microbianas
renovaveis para a descoberta de novos produtos naturais marinhos.

Apesar de todo seu potencial, o uso de bactérias na bioprospecc¢ao de produtos
naturais apresenta algumas limitagbes, como a falta de técnicas eficientes para o
cultivo das cepas em laboratério, processos de purificagdo laboriosos e falta de
desreplicacdo! (PENESYAN; KJELLEBERG; EGAN, 2010). As técnicas de cultivo
disponiveis permitem isolar apenas uma pequena por¢ao da ampla variedade de
micro-organismos, nao refletindo os consércios que eles formam no ambiente
marinho, e que estdo diretamente ligados a sintese das biomoléculas (JOINT;
MUHLING; QUERELLOU, 2010; PENESYAN; KJELLEBERG; EGAN, 2010).

No entanto, essas limitagdes estdao sendo superadas devido ao melhoramento
continuo de técnicas de cultivo que levam em consideragao as relagdes ecoldgicas
unicas no ambiente marinho, além do emprego de analises metagendmica,
metabolémica e transcriptdmica, aliadas ao desenvolvimento de novas ferramentas
analiticas sensiveis para elucidagao estrutural (PENESYAN; KJELLEBERG; EGAN,
2010).

De forma geral, os metabdlitos oriundos de bactérias marinhas tém sido
amplamente explorados para uma série de aplicagdes biotecnoldgicas, sendo
empregados nas ciéncias da saude (antimicrobianos, agentes terapéuticos para
oncologia, moléculas citotéxicas), na produg¢ao de enzimas voltadas para sintese total
de compostos ou na quimica médica, na produgdo de biopolimeros e plasticos
degradaveis, pigmentos, moléculas coesivas (‘cimentos marinhos”) e surfactantes,

como remediadores de ambientes poluidos, como probidticos (LUNA, 2015), etc.

1 O termo desreplicacdo se refere a busca de substancias estruturalmente inéditas em que séo
empregadas técnicas cromatograficas sensiveis para evitar o isolamento de substancias ja conhecidas.
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3.2.1 Agentes terapéuticos

No campo das ciéncias da saude, diversos metabdlitos bioativos tém
demonstrado um grande potencial como agentes antibacterianos, antifungicos,
antimalaricos, antiprotozoarios, antivirais, anti-inflamatérios, antitumorais e
citotoxicos, antioxidantes, além de agir sobre os sistemas imune e nervoso
(BHATNAGAR; KIM, 2010; DEBBAB et al., 2010; LUNA, 2015; MARTINS et al., 2014;
MAYER et al., 2013; VELHO-PEREIRA; PARVATKAR; FURTADO, 2015).

Apesar do grande numero de metabdlitos bioativos descobertos a cada ano
para micro-organismos marinhos, apenas uma pequena parcela encontra-se
atualmente em fase de testes clinicos, principalmente voltados ao tratamento de
diversos tipos de cancer (MAYER, 2017). Em sua maioria, os compostos sao oriundos
de cianobactérias/moluscos (19 compostos incluindo uma droga aprovada pelo Food
and Drug Administration, FDA — Brentuximab vedotin (SGN-35)/Adcetris®), sendo
listados também um analogo semissintético de um composto oriundo de Aspergillus
ustus (Plinabulin, NP1-2358 em fase Ill) (KORNIENKO et al., 2015) bem como um
metabdlito oriundo da actinobactéria Salinispora tropica (Marizomib/Salinosporamide
A, NPI-0052 em fase I) (FELING et al., 2003).

3.2.2 Uso de toxinas de origem bacteriana na farmacologia marinha

Em uma abordagem diferenciada dentro da farmacologia marinha, tem-se
avaliado o potencial emprego de toxinas em estudos neurofisiolégicos e
neurofarmacolégicos (BOOPATHY; KATHIRESAN, 2010; WATERS et al., 2010),
sobretudo no controle de dores crénicas relacionadas ao cancer (NEWMAN; CRAGG,
2014), a exemplo da tetrodoxina (Tectin®), que se encontra em fase Ill dos ensaios
clinicos (MAGARLAMOV; MELNIKOVA; CHERNYSHEYV, 2017; NEWMAN; CRAGG,
2014).

3.2.3 Controle biolégico de vetores
A expressao “controle bioldgico” foi empregada pela primeira vez por Harry S.

Smith em 1919 para indicar o uso de inimigos naturais no controle de insetos pragas

em lavouras. Posteriormente, o termo passou a ser utilizado para referenciar todos os
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métodos de controle baseados no uso de organismos vivos (ou de substancias por
eles produzidas) como alternativa ao uso de produtos quimicos que, além de
promover o surgimento de linhagens resistentes, também sdo prejudiciais ao meio
ambiente devido ao seu amplo espectro de acdo (AKTAR; SENGUPTA;
CHOWDHURY, 2009).

O controle desses vetores tem sido realizado por uso de bioinseticidas a base
de toxinas produzidas por diferentes micro-organismos (CHARLES; NIELSEN-
LEROUX, 2000; OKAFOR, 2007), como representantes dos géneros Bacillus (MAEDA
et al., 2000), Pseudomonas (NABAR; LOKEGAONKAR, 2015), Streptomyces
(XIONG; LI; KONG, 2004) e Enterobacter (POOPATHI; AHANGAR; et al., 2014),
dentre outros.

No processo de triagem de biolarvicidas, os produtos sdo incialmente testados
em escala laboratorial de modo a se comprovar sua eficacia no controle de vetores
especificos com base nos valores obtidos para os testes de concentracao letal capaz
de eliminar 50% da populagao (CLso). Os larvicidas que se mostram promissores séo
entdo encaminhados a uma segunda fase de testes de pequena escala em campo
(locais de reproducgao naturais ou campo simulado), em que sao testadas diferentes
concentragcbes do produto com base nos resultados dos testes laboratoriais para
determinacao da concentracao letal capaz de eliminar 90% da populacao (CLgo). Por
fim, o potencial dos produtos é validado em ensaios de campo em larga escala contra
populag¢des naturais do vetor em seus locais naturais de reproduc¢ao (WHO, 2005).

Uma das pragas que tem ganhado destaque no cenario epidemioldégico mundial
€ o0 mosquito A. aegypti (Diptera: Culicidae), conhecido por ser o vetor de arbovirus
que causam Dengue, Chikungunya e Zika (GRARD et al., 2014). Trata-se de uma
espécie holometabdlica predominantemente urbana, com ciclo de vida composto
pelas fases de ovo, larva (L1, L2, L3 e L4), pupa e mosquito adulto, e que deposita seus
ovos separadamente na parede interna de objetos localizados proximos a superficie
de agua limpa (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). Ao entrarem em
contato com a agua acumulada no periodo de chuvas, os ovos eclodem e liberam as
larvas (BEATY; MARQUARDT, 1996). Uma vez que os criadouros (ex.: garrafas
vazias, pneus, caixas d’agua descobertas, vasos de plantas, bromélias, troncos de
arvores) sao dificeis de serem completamente eliminados do ambiente por questbes
naturais ou problemas de saneamento, os mesmos tornaram-se alvos para a
aplicagao de inseticidas (ZARA et al., 2016).
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Uma das alternativas mais eficientes para o controle biolégico de populag¢des
desse vetor € o uso de bioinseticidas a base principalmente de linhagens de B.
thuringiensis, uma espécie de bactéria esporulante capaz de produzir proteinas
téxicas na forma de cristais parasporais (USTA, 2013) altamente especificas ao inseto
alvo, completamente biodegradaveis e ndo apresentam danos a seres humanos,
vertebrados ou plantas. Uma vez ingeridas por larvas de insetos especificos, as
toxinas sdo ativadas no intestino e passam a promover a necrose das células
epiteliais, levando & morte (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007).

Varios esforgos tém sido concentrados para o desenvolvimento de produtos de
bacilos para o controle de nematoides, lepidopteros, coledpteros e dipteros (BRAVO;
GILL; SOBERON, 2007), objetivando-se a obtenc&o de produtos com custo reduzido
e com alto rendimento. Exemplos de produtos ja comercializados no Brasil incluem o
DengueTech® a base de B. thuringiensis para o controle de Aedes aegypti e o
Vectolex® WG, a base de B. sphaericus para o controle de Culex quinquifasciatus.

O potencial larvicida de bactérias marinhas ja foi descrito para espécies de
actinobactérias (BALAKRISHNAN; SANTHANAM; SRINIVASAN, 2017) e de Bacillus
spp. (BALAKRISHNAN; INDIRA; SRINIVASAN, 2015; GEETHA et al., 2007; MANI et
al., 2015; POOPATHI; MANI; et al., 2014), isoladas sobretudo de ambientes estuarinos

€ manguezais.

3.2.4 Biossurfactantes

Outro grupo de metabdlitos produzidos por micro-organismos marinhos sdo os
biossurfactantes, moléculas anfipaticas com propriedades tensoativas utilizadas em
diversos processos industriais envolvendo emulsificagdo, detergéncia, solubilizagcao e
reducao da tensao superficial, etc. (NITSCHKE; PASTORE, 2002; WU; LU, 2015).

As principais vantagens em comparagéo aos surfactantes quimicos incluem
baixa toxicidade, alta compatibilidade ambiental (biodegradaveis) e melhores
propriedades espumantes. Além disso, algumas dessas moléculas apresentam
atividades bioldgicas (ex.: antimicrobiana, antioxidante) e sdo ativas em condi¢des
extremas de pH, temperatura e salinidade (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Dentre os micro-organismos produtores, podem ser citados representantes dos
géneros Alcanivorax, Alcaligenes e Arthrobacter (glicolipideos), Myroides
(lipoproteinas, fosfolipideos e acidos graxos) e Pseudomonas (biossurfactantes
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poliméricos) (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

3.2.5 Enzimas

As enzimas também consistem em um grupo de metabdlitos bastante
investigados em bactérias marinhas, sobretudo aquelas detentoras de propriedades
diversificadas e pouco usuais, como toleréncia a condigdes extremas de salinidade,
temperatura, pH e presenca de solventes organicos (DEBNATH; PAUL; BISEN, 2007;
SANA, 2015).

O principal grupo estudado sdo as proteases, que correspondem a mais de
60% do mercado global de enzimas e sdo utilizadas no processamento de alimentos,
na industria farmacéutica, de detergentes e de couro, na pesquisa biotecnoldgica e
em remediacao e manejo de dejetos industriais (MUFFLER et al., 2015; SANA, 2015).
A gelatinase, por exemplo, € um tipo de metaloprotease extracelular que tem a
capacidade de hidrolisar a gelatina em seus subcompostos, como polipeptideos,
peptideos e aminoacidos, permitindo que estes possam atravessar a membrana
celular e ser utilizados pelo organismo. Atualmente tem sido investigada como alvo
para desenvolvimento de drogas, devido ao seu papel potencial na degradacéo de
tecido conjuntivo associado a metastase tumoral (BALAN et al., 2012). As proteases
foram inicialmente isoladas de Bacillus licheniformis em 1960 e posteriormente
encontradas em Psychrobacter em 1972 e, desde entdo, essas moléculas vém sendo
obtidas de uma série de micro-organismos diversos (ZHANG; KIM, 2010).

As lipases também sdo um grupo de enzimas sintetizadas por bactérias
marinhas que catalisam a quebra de gorduras e Oleos liberando acidos graxos,
diacilglicerois, monoglicerois e glicerodis, sendo eficientes em reagdes de esterificacao,
transesterificagado e amindlise (ZHANG; KIM, 2010). Devido a sua alta estabilidade em
presenga de solventes organicos e ampla especificidade ao substrato, essas
moléculas tém sido utilizadas na producdo de detergentes, papeis, cosméticos,
saborizantes alimentares e em sinteses organicas (ANDUALEMA; GESSESSE,
2012). Essas enzimas podem ser aplicadas em varios processos como facilitadoras
no processo digestivo, auxiliares no tratamento de perturbagdes gastrointestinais,
tratamento de tumores malignos, uso em inflamacgdes cutaneas, etc. (HASAN; SHAH;
HAMEED, 2006). Sua capacidade de resolver misturas racémicas por sintese de um
unico enantidbmero tem sido explorada pela industria farmacéutica para producao de
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uma série de medicamentos anti-inflamatérios, anticancerigenos e antivirais, dentre
outros (HOUDE; KADEMI; LEBLANC, 2004). Foram inicialmente descobertas em
fungos (Penicillium oxalicum e Aspergillus flavus) em 1935, e posteriormente em 1990,
foram isoladas a partir de linhagens de Moraxella obtidas da agua do mar antarctico
(ZHANG; KIM, 2010).

Outro grupo de importantes enzimas industriais inclui aquelas com capacidade
de degradar polissacarideos, a exemplo de amilases, celulases e pectinases (JOSHI
et al., 2013; MUFFLER et al., 2015; UENOJO; PASTORE, 2007). Essas enzimas s&o
empregadas na industria de alimentos, detergentes, papel e téxtil, biocombustiveis e
no manejo de dejetos industriais (MUFFLER et al., 2015).

As amilases sao enzimas que catalisam a hidrolise do amido para produgao de
agucares simples como glicose, maltose e dextrina (ZHANG; KIM, 2010). Essas
moléculas ja foram isoladas de micro-organismos marinhos como Alcaligenes,
Alteromonas, Bacillus, Micrococcus, Halomonas, Pseudomonas (GOPINATH et al.,
2017; MOHAPATRA; BAPUJI; SREE, 2003) e tém sido amplamente empregadas na
industria alimenticia para produg¢ao de xaropes (de milho, glicose e maltose), de sucos
e fermentados alcodlicos e paes, bem como na industria téxtil, no tratamento de
dejetos resultantes do processamento de alimentos, na composigao de detergentes e
de auxiliares digestivos (AIYER, 2005). Na industria farmacéutica, essas enzimas sao
utilizadas em preparacdes que tém por finalidade atuar como facilitadores de
processos digestivos, sendo importantes, por exemplo, no tratamento de pacientes
com comprometimento das capacidades digestivas devido a uma condi¢ao patologica
(SENTHIL et al., 2012).

As celulases compreendem um complexo de enzimas que age de forma
sinérgica para hidrolisar a celulose em pequenas moléculas de polissacarideos
denominadas celodextrinas (HARSHVARDHAN; MISHRA; JHA, 2013). Essas
enzimas podem ser encontradas em uma série de micro-organismos como Bacillus,
Streptomyces, Clostridium, Cellulomonas, Psychrobacter (KUHAD; GUPTA; SINGH,
2011; MUFFLER et al., 2015) e apresentam uma série de aplicagdes que incluem o
uso na industria de papel e téxtil, de alimentos e bebidas alcodlicas, a produgao de
biocombustiveis e o tratamento de dejetos oriundos de florestas, campos de
agricultura e agroindustrias (KUHAD; GUPTA; SINGH, 2011).

As pectinases, por sua vez, sao enzimas que degradam substancias pécticas

ao hidrolisar ligacbes glicosidicas de forma despolimerizantes ou desesterificantes.
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Possuem aplicacdo na industria de alimentos como amadurecimento de frutas,
clarificacdo de processamento de sucos de fruta, tratamento de residuos vegetais,
extragdo de dleos, nutricdo animal, degomagem de fibras nas industrias téxtil e de
papeis, dentre outros, sendo encontrada em bactérias como Bacillus, Streptomyces e
Erwinia (GARG et al., 2016; UENOJO; PASTORE, 2007).

A maioria das enzimas usadas na industria sdo de origem microbiana devido a
sua alta estabilidade quando comparada a moléculas oriundas de outras fontes
(MOHAPATRA; BAPUJI; SREE, 2003). Dentro deste grupo, a complexidade do
ambiente marinho induz a adaptagdo dos micro-organismos e consequentemente
produz uma fonte virtualmente inesgotavel de novos biocatalisadores com
propriedades unicas (ZHANG; KIM, 2010) que lhes permite suportar as condigbes
severas dos processos industriais, tornando-os interessantes objetos para aplicagéo

industrial.
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4 MATERIAIS E METODOS

A primeira fase da pesquisa consistiu em conhecer a microbiota associada ao
muco de populagbes sadias do cnidario P. caribaeorum. Para tanto, culturas
bacterianas puras foram obtidas, identificadas e submetidas a diferentes métodos de
preservagao. Em seguida, foram selecionados os isolados para investigacao de seu

potencial de aplicagdo em processos biotecnologicos (Figura 2).

Figura 2 — Fluxograma da metodologia empregada
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Coleta de material Obtencgéao de culturas Preservacgéao das
biolégico puras cepas
Avaliacédo das Selecao de isolados Identificagcéo dos
atividades biolégicas para os bioensaios isolados
\

Fonte: Liany F. de A. Melo (2016).

4.1 AREA DE ESTUDO E COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

O estudo foi realizado na area recifal da praia de Porto de Galinhas, municipio
de Ipojuca, litoral sul de Pernambuco. Trata-se de uma regidao de 900 m de extensao
formada por bancos de arenito (LABOREL, 1970) que esta dividida em dois setores
por um canal de aproximadamente 8 m de profundidade, os quais podem ser
facilmente acessados por uso de jangadas. O setor sul (SS) é caracterizado pela
presenca de piscinas naturais, sendo destinado ao transito de turistas, enquanto o
setor norte (SN) apresenta uma forte irregularidade no terreno, o que minimiza o
acesso ao local (SILVA et al., 2015) (Figura 3).

A localizagao privilegiada dos recifes proximos a linha da praia facilita o acesso
as populagdes de P. caribaeorum durante a maré baixa, quando inumeras colénias
podem ser visualizadas completamente emersas e recobertas por muco. No setor

norte, devido a auséncia de pisoteamento por turistas, € possivel encontrar col6nias
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mais saudaveis e em maior numero (Figura 4).

v *—"" R g

Image © 2014 CNES / Astrium

Googleearth
Legenda: (SS) Setor Sul, caracterizado por intenso pisoteamento devido ao transito de turistas; (SN)

Setor Norte, regido ndo pisoteada.
Fonte: Modificado de Google Earth, versédo 7.1.2.2041 (Acesso em: 16 maio 2014).

Figura 4 — Area de estudo localizada na praia de Porto de Galinhas, litoral sul de Pernambuco

Legenda: (A,B) Setor norte (acesso restrito); (C) Setor sul (acesso para turistas); (D) Detalhe do
procedimento para coleta de material bioldgico.
Fonte: Liany F. de A. Melo (2014)
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A coleta foi realizada em maio de 2013 e a identificagdo das colbnias de P.
caribaeorum produtoras de muco foi realizada pelo Prof. Dr. Carlos Daniel Pérez, do
Nucleo de Biologia (CAV/UFPE).

Com auxilio de luvas, diferentes colbnias sadias de P. caribaeorum (sem sinais
aparentes de necrose, infecgdes, ressecamento ou branqueamento) foram
massageadas delicadamente para estimular a produgcdo de muco. Cerca de 400 mL
desse material foram entdo coletados em tubos de polipropileno previamente
esterilizados com capacidade para 50 mL (Figura 4d). O material foi mantido em gelo
e transportado até o laboratério, onde foi combinado em um frasco unico,

homogeneizado e em seguida utilizado para o plagueamento.

4.2 ISOLAMENTO DE BACTERIAS MARINHAS HETEROTROFICAS DO MUCO DE

P. caribaeorum

Em um ensaio piloto, 0 muco do zoantideo foi plaqueado em meio agar marinho
(APENDICE A) com utilizacdo de técnicas de espalhamento em superficie e
plagueamento em profundidade, sendo esta ultima posteriormente selecionada para
a obtencao das bactérias marinhas associadas.

Um volume de 1 mL de muco foi adicionado em 10 placas de Petri (90x15 mm),
as quais receberam em seguida 20 mL de meio previamente esterilizado e resfriado
até aproximadamente 42°C. Apds homogeneizacao e solidificacdo do meio, as placas
foram incubadas em estufa a 30°C durante cinco dias e observadas e repicadas
diariamente. As colbnias isoladas foram repicadas em novas placas pela técnica de

esgotamento em estrias até a obtencao de culturas puras.

4.3 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

Os isolados marinhos foram analisados quanto aos seus aspectos
microscopicos, como coloragao de Gram, forma e arranjo das células, e presenga de
esporos. Em seguida, foram empregadas técnicas de biologia molecular para a

identificagéo das espécies.
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4.3.1 Caracteristicas microscépicas das cepas isoladas

Culturas puras foram repicadas em tubos de ensaio contendo 4 mL de caldo
marinho (APENDICE A) e incubadas sob agitagdo (500 rpm em agitador orbital
MA563, Marconi) por 18h a 30°C. Com uma alga graduada, uma aliquota de 10 pL foi
espalhada sobre uma lamina e deixada secar a temperatura ambiente. Apos fixagao
por calor, o material foi submetido a coloracdo de Gram e observado ao microscépio
(Eclipse 80i acoplado a camera DS Ri1, Nikon; aumento de 1000X).

As culturas que apresentaram forma bacilar foram repicadas em 5 mL de caldo
MBS (APENDICE A) e incubadas (30°C, 500 rpm) por até 5 dias com observacéo
diaria ao microscépio para verificar a ocorréncia de esporulagdo. Em seguida, foram
submetidas ao preparo de laminas a fresco imobilizadas em uma solugcdo aquosa de
agar 3% para o registro fotografico de esporos em microscopia com contraste de fase

(Eclipse 80i acoplado a camera DS Ri1 e filtro Ph2, Nikon; aumento de 800X).

4.3.2 ldentificagcdo molecular dos isolados bacterianos

A identificacao dos isolados marinhos foi realizada a partir do sequenciamento
do gene da subunidade 16S do RNA ribossémico (16S rRNA). Para as bactérias
identificadas como Bacillus sp. também foi realizado o sequenciamento do gene que

codifica a subunidade B da RNA polimerase (rpoB).

4.3.2.1 Extragcdo do DNA genbmico bacteriano

Inicialmente, o DNA genbémico (gDNA) foi obtido pelo método de choque
térmico (UNIVERSITAT TUBINGEN, 2006, com modificagdes). Um volume de 250 uL
de culturas com 18h de incubacéo foi centrifugado (2688 x g / 6000 rpm, dez minutos
— Micro High Speed Refrigerated Centrifuge VS-15000CFN II, Vision Scientific). O
sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspendido em uma solugao
contendo 50 pL de tampao empregado em reacéo de cadeia de polimerase (PCR) 1X
concentrado e 1 L de lisozima (10 mg/mL). O material foi congelado por 1h a -20°C
e em seguida levado ao termociclador (Biocycler MJ96G, Biosystems) para digestao
da amostra por 1h a 60°C, seguida por 15 minutos a 95°C. Apds centrifugacao

(2688 x g, dez minutos), o sobrenadante foi recuperado em novo tubo estéril e
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armazenado a -20°C.

O DNA extraido foi submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8% a 100 V
em tampéao Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5X e com o marcador de peso molecular 1 kb
DNA Ladder (New England BioLabs) para analise da integridade do DNA. A
visualizagdo das bandas foi realizada com GelRed (Biotium) em transiluminador de

luz azul acoplado a equipamento de fotodocumentacgao.

4.3.2.2 Amplificagdo dos genes 16S rRNA e rpoB e sequenciamento

A amplificagdo dos segmentos dos genes de interesse foi realizada por PCR
usando-se os pares de iniciadores (do inglés primers) fD1/1492R e rpoB-F/rpoB-R
para os marcadores 16S rRNA e rpoB, respectivamente (Tabela 1).

Para o gene 16S rRNA, foram preparadas reag¢des de 50 uL contendo: 5 pL de
DNA molde, 5 pL de tampéo (1X), 1 yL de dNTP’s (200 pM), 1,25 pL de cada iniciador
(0,25 pM cada), 3 pyL de cloreto de magnésio (MgCl2 3 mM), 1,25 uL de Taqg DNA
polimerase (1,25 U/uL), 12 pL de solugdo GC-rich (1,2X) e 20,25 pL de agua ultrapura.
A regiao do DNA foi amplificada em termociclador (Biocycler MJ96G, Biosystems)
utilizando os parametros: 94°C por cinco minutos; 25 ciclos de 94°C por um minuto,
54°C por 30 segundos e 72°C por dois minutos; seguidos de uma etapa de extensao
a 72°C por dez minutos.

A reacéao para o gene rpoB (50 L) consistiu de: 5 uL de DNA molde, 5,5 pyL de
tampao (1X), 1,1 uyL de dNTP’s (200 uM), 1,4 uL de cada iniciador (0,25 uM cada),
3,3 uL de MgCl2 (3 mM), 1,4 uL de Taq DNA polimerase (1,4 U/uL), 13,2 pL de solugéo
GC-rich (1,2X) e 17,7 yL de agua ultrapura. O fragmento foi amplificado em
termociclador (Biocycler MJ96G, Biosystems) utilizando os parametros: 94°C por
cinco minutos; 30 ciclos de 94°C por um minuto, 50°C por 30 segundos e 72°C por
dois minutos; seguidos de uma etapa de extensdo a 72°C por dez minutos.

Todos os reagentes foram obtidos da empresa DNA Express Biotecnologia
(Guarulhos, Sao Paulo). Os produtos foram verificados por eletroforese em gel de
agarose 0,8% a 100 V em TBE 0,5X, utilizando o marcador de peso molecular 1 kb
DNA Ladder (New England BiolLabs). A visualizagdo das bandas foi realizada com
GelRed (Biotium) em transiluminador de luz azul acoplado a equipamento de
fotodocumentacao.

Os produtos de PCR foram entdo encaminhados a Macrogen Inc. (Seul, Coreia
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do Sul) para purificagdo e sequenciamento em sistema capilar (ABlI 3730XL DNA
Analyzer, Applied Biosystems) com os pares de iniciadores 27F/1492R e

rpoB-F/rpoB-R para 16S rRNA e rpoB, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1 — Sequéncias iniciadoras (primers) utilizadas para amplificagao dos genes 16S rRNA e rpoB
dos isolados marinhos

Nome Sequéncia 5'-3’ Produto Referéncia
fD1 AGA GTTTGATCC TGG CTC AG Weisburg et al. (1991)
27F AGA GTTTGATCM TGG CTC AG 1500 pb Lane (1991)

1492R TAC GGY TACCTT GTT ACGACTT Lane (1991)

rpoB-F  AAR YTI GGM CCT GAA GAAAT Drancourt et al (2004);

740 pb Durak et al (2006)

rpoB-R  TGIART TTR TCATCAACCATG TG urak et al (2006)

Legenda: (A) adenina, (C) citosina, (G) guanina, (T) timina, (l) inosina, (M) adenina ou citosina, (Y)
citosina ou timina, (R) adenina ou guanina; (pb) pares de base.
Fonte: Liany F. de A. Melo (2016).

As sequéncias obtidas foram submetidas a consulta de similaridade de
nucleotideos no banco de dados do GenBank acessado através do National Center
for Biotecnology Information (NCBI), com utilizacdo do algoritmo BLASTn?
(ALTSCHUL et al., 1990).

4.4 PRESERVACAO DAS LINHAGENS BACTERIANAS

Inicialmente, as culturas puras foram repicadas em 10 mL de caldo marinho
(APENDICE A) de modo a se obter uma turbidez compativel com o tubo 1 da escala
McFarland. Os tubos foram incubados sob agitagdo (500 rpm — agitador orbital
MAS63, Marconi) a 30°C por 16h. Em seguida, o conteudo dos tubos foi transferido
para Erlenmeyers com capacidade para 500 mL contendo caldo marinho, perfazendo
um volume total de 100 mL. O material foi incubado sob agitacdo (200 rpm — Camara
Incubadora Refrigerada MA832, Marconi) a 30°C por até 48h.

Para as bactérias identificadas como Bacillus spp., 0 meio de cultura utilizado
foi o caldo MBS (APENDICE A) nas mesmas condi¢des acima, com incubacdo por
120h para maximizar a producao de esporos.

Ao término do periodo de incubacéo, aliquotas dos cultivos foram centrifugadas

2 Disponivel em: https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE _TYPE=BlastSearch
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e ressuspendidas de acordo com o método de preservacao selecionado.

4.4.1 Armazenamento em glicerol

A preservacao das células foi realizada em glicerol com base no método de
Floodgate e Hayes (1961). Aliquotas de 2 mL foram centrifugadas (2688 x g, dez
minutos — Micro High Speed Refrigerated Centrifuge VS-15000CFN II, Vision
Scientific) e o sobrenadante foi desprezado. As células precipitadas foram
ressuspendidas em uma solugdo contendo meio estéril e glicerol 40% (1:1, vlv;

concentracéo final de 20%). Os tubos foram mantidos sob congelamento a -20°C.

4.4.2 Liofilizagao dos isolados marinhos

O restante das culturas foi centrifugado (3824 x g / 6000 rpm, dez minutos —
Micro 220R, Hettich) por 15 minutos a 4°C em tubos de polipropileno estéreis com
capacidade para 50 mL. O sobrenadante foi desprezado e o volume da biomassa
completado com uma solugéao crioprotetora composta por 10% de sacarose e 1% de
gelatina (LOPES, 2016), de modo a se obter uma suspenséo dez vezes concentrada.
Apds homogeneizacao, aliquotas de 1 mL foram distribuidas em frascos de vidro tipo
penicilina com tampa de borracha para liofilizacao.

As amostras foram congeladas a -80°C por aproximadamente 16h e
posteriormente transferidas para o liofilizador (Sentry 2.0, VirTis, SP Scientific). O
processo de secagem foi realizado por até 48h a -50°C, com vacuo a 300 mT. Os

frascos foram lacrados e armazenados a temperatura ambiente.

4.4.2.1 Determinagao da concentragao das amostras liofilizadas

A concentragdo do material liofilizado foi determinada por contagem de
unidades formadoras de col6nias por mililitro de amostra (UFC/mL).

O conteudo de um dos frascos foi ressuspendido em 1 mL de salina 0,85% e
diluido seriadamente (diluigdo decimal) até 10-'°. Em seguida, 40 uL de cada diluigdo
foram plaqueados em meio agar marinho e incubados a 30°C por 24h para contagem.

Os resultados foram expressos em UFC/mL apés célculo segundo a formula:
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(N° de colbnias x Fator de diluicdo)

UFC/mL= Volume plaqueado em mL

4.5 AVALIACAO QUALITATIVA DA PRODUGAO ENZIMATICA EM SUBSTRATO
SOLIDO

Os isolados pertencentes ao género Bacillus foram investigados quanto a
capacidade de produgdo das enzimas em substrato sdélido: amilase, celulase,
esterase, lipase, pectinase (poligalacturonase e pectato liase) e protease (caseinase
e gelatinase).

Os estoques em glicerol das cepas marinhas foram reativados em 5 mL de
caldo nutriente com inéculo de 5% (v/v). Apos incubagao a 30°C por 24h a 500 rpm
(agitador orbital MA563, Marconi), a densidade 6ptica dos cultivos foi ajustada por
espectrofotometria (600 nm — GENESYS 10S UV-Vis, Thermo Scientific) para o tubo 1
da escala McFarland. As amostras padronizadas foram utilizadas para semear novos
tubos de ensaio com caldo nutriente, mantendo-se a mesma propor¢ao de indculo e
condig¢des de incubagao do cultivo anterior.

Em seguida, placas de Petri (150 x 25 mm) foram preparadas em duplicata
contendo os meios especificos para cada enzima (APENDICE A): amilase — agar
nutriente suplementado com 0,2% amido (p/v) (FEBY; NAIR, 2010); celulase — agar
celulose (KASANA et al., 2008, modificado) suplementado com 1% (p/v) de papel de
filtro de baixa gramatura (18 g/m?); lipase e esterase — agar peptona (SIERRA, 1957)
suplementado com 1% polissorbato 80 (p/v) para lipase e 1% polissorbato 20 (p/v)
para esterase (KUMAR et al., 2012); pectinases — agar pectina suplementado com
0,5% de pectina citrica (p/v) e ajustado para pH 5 (poligalacturonase) ou pH 8,5
(pectato liase) (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975, modificado); proteases — agar
nutriente (FEBY; NAIR, 2010) suplementado com 5% de leite desnatado (v/v) para
caseinase (FEBY; NAIR, 2010) e 1,5% de gelatina (p/v) para gelatinase (SMITH JR;
GOODNER, 1958).

As placas foram semeadas com 5 uL das culturas crescidas pelo método de
plagueamento em gotas. Apds incubagéo a 30°C por 48h, a produgao enzimatica foi
confirmada pela presenga de halos em torno das coldnias, evidenciados por uso de
solucdes reveladoras (APENDICE B), quando necessario: solucdo de Lugol para
pectinases, celulase e amilase (FEBY; NAIR, 2010; KASANA et al., 2008; SOARES;
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SILVA; GOMES, 1999, respectivamente) e solucdo de acido acético 5% para
proteases (STAMFORD; ARAUJO; STAMFORD, 1998). Para estes reveladores, a
presenca de uma zona clara em torno das col6nias indicou resultado positivo para
atividade enzimatica. Para esterase e lipase, a atividade foi confirmada pela presenca
de zonas de precipitacdo em torno das coldnias, melhor visualizadas apés incubagao
das placas a 4°C por 12h (STAMFORD; ARAUJO; STAMFORD, 1998).

O didametro das col6nias e dos halos foi medido em milimetros e a média dos
valores das duplicatas foi empregada no calculo da zona de precipitagado (Pz), que
corresponde a razao entre o didametro das coldnias e o didametro dos halos (PRICE;
WILKINSON; GENTRY, 1982). Os resultados foram expressos nas categorias A
(Pz = 1; sem atividade enzimatica), B (0,63 < Pz < 1; atividade enzimatica moderada)

ou C (Pz = 0,63; forte atividade enzimatica).

4.6 ATIVIDADE BIOLARVICIDA DE ISOLADO DE Bacillus

O isolado marinho identificado como B. thuringiensis BCLTHR-01 foi
investigado quanto a sua capacidade de produgao de cristais de toxinas através de
fermentacéo liquida submersa em meio MBS (APENDICE A). Os ensaios foram

realizados em duplicata.

4.6.1 Cultivo do isolado Bacillus thuringiensis BCLTHR-01 em biorreator

Inicialmente, o indculo de cada fermentacéo foi preparado em dois frascos tipo
Erlenmeyer com capacidade para 1 L. A concentracédo inicial de células foi ajustada
para 108 UFC/mL, perfazendo um volume total de 150 mL de cultivo por frasco. O
material foi incubado sob agitagdo (200 rpm — Cémara Incubadora Refrigerada
MA832, Marconi) a 30°C por 16h.

Em seguida, o processo fermentativo foi conduzido em biorreator operando em
batelada, com capacidade nominal de 5 L e volume util de meio de 3 L (Figura 5). O
cultivo foi realizado por 72h a 30°C com vazédo de ar de 0,8 vwvm, a 250 rpm e
concentragao de indculo de 10% (v/v). O pH do cultivo foi ajustado inicialmente para
7,2 ap6s a adigao do inéculo. As variaveis pH e oxigénio dissolvido foram monitoradas

ao longo de todo o processo.
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Figura 5 — Biorreator de bancada utilizado para os cultivos de Bacillus thuringiensis BCLTHR-01
realizados no Laboratério de Bioprocessos - CAV/UFPE

CAL0 e
R ————

Fonte: Liany F. de A. Melo (2017).

4.6.2 Monitoramento do processo fermentativo de BCLTHR-01

A cada 24h, amostras foram coletadas para realizacdo das analises
microscopicas (observacdo de esporos e cristais de toxinas) e microbioldgicas

(determinacéo da concentragdo e pureza das amostras).
4.6.2.1 Observagao da producéo de toxinas e esporos de BCLTHR-01

Esfregagos da cultura foram preparados para coloragdo com Azul de
Coomassie 0,25% em etanol e acido acético glacial segundo o método proposto por
Sharif e Alaeddinoglu (1988). Inicialmente, foi o esfregaco da cultura em lamina foi
deixado secar a temperatura ambiente, sendo em seguida rapidamente fixado por
calor. O material foi coberto com a solugdo corante por cerca de 3 minutos e
posteriormente lavado com agua destilada. Apdés secagem, as laminas foram
observadas ao microscopio optico com objetiva de imersao (Eclipse 80i acoplado a
camera DS Ri1, Nikon; aumento de 1000X). Este método permite a visualizacéo de
cristais de toxinas que, juntamente com células vegetativas e esporangios, séo
corados em azul intenso. Os esporos (livres ou dentro das células) ndo sao corados
por esta técnica, podendo ser facilmente diferenciados das demais estruturas.
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4.6.2.2 Determinagdo da concentragéo de células do cultivo de BCLTHR-01

A concentracdo das amostras do caldo fermentado foi determinada pela
quantificacdo de células totais e de esporos viaveis, através da contagem de colbnias
crescidas sobre a superficie de placas de Petri contendo meio Agar Nutriente
(APENDICE A).

Aliquotas do cultivo foram diluidas e semeadas nas placas e incubadas a 30°C
por 24h. Para a contagem dos esporos, as amostras foram previamente submetidas
a choque térmico a 80°C por 12 minutos para eliminagcao das células vegetativas. Os

resultados foram expressos em UFC/mL (ver etapa 4.4.2.1).

4.6.2.3 Extragédo e quantificacdo de proteinas totais do cultivo de BCLTHR-01

Em microtubos com capacidade para 2 mL, cerca de 200 yL de amostras do
cultivo de BCLTHR-01 foram precipitados com 1,6 mL de acetona gelada (proporgao
de 1:8) por 1h a -20°C. Os tubos foram centrifugados (7467 x g / 10000 rpm a 4°C por
20 minutos — Micro High Speed Refrigerated Centrifuge VS-15000CFN II, Vision
Scientific) e em seguida lavados duas vezes com 1 mL de acetona gelada.

ApOs secagem das amostras a temperatura ambiente por dez minutos, foram
adicionados 100 uL de uma solugao de hidréxido de sédio (NaOH) 50 mM. Os tubos
foram incubados a temperatura ambiente por 1h, com agitagdo em vortex a cada
dez minutos.

Apos centrifugagao (7467 x g, 10°C, 20 minutos), o sobrenadante foi transferido
para microtubos com capacidade para 500 uL e posteriormente armazenados a -20°C
até o momento de uso.

A quantificagao de proteinas totais foi realizada segundo o método de Bradford
(1976), com utilizagdo de albumina de soro bovino (BSA) como padréao. O padrdo BSA
foi diluido em NaOH 50 mM em diferentes concentragcées variando de 0,0625 a 1
mg/mL para amostras de caldo fermentado total e de 1 a 4 mg/mL para amostras da
biomassa concentrada.

Em microtubos com capacidade para 2 mL, as rea¢des foram preparadas em

triplicata contendo 790 uL de agua destilada, 10 yL da amostra® e 200 pL do reativo

3 O termo “amostra” refere-se a BSA para curva-padrdo, extratos de proteinas para os fermentados ou
NaOH 50 mM para o branco.
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de Bradford. Apds agitacdo em vortex, os tubos foram deixados em repouso a
temperatura ambiente por cinco minutos e a absorbancia foi determinada a 595 nm,
tomando-se o cuidado para n&o ultrapassar o periodo de 20 minutos apés o preparo
das amostras.

Os valores das leituras da curva-padrao foram plotados em grafico no Excel
com as absorbancias no eixo das abscissas e suas respectivas concentragdes no eixo
das ordenadas. Considerando-se o coeficiente de determinagéo R? > 0,95, a equacao
da reta foi utilizada para o calculo da concentracdo de proteinas das amostras,

expressa como média dos valores obtidos.

4.6.3 Avaliagao da atividade larvicida contra Aedes aegypti

Com base na analise das laminas para verificar a presenca de cristais, foram
selecionadas amostras das culturas crescidas apos 48h e 72h de incubacio para

verificagdo da atividade larvicida.

4.6.3.1 Obtencéo da biomassa de BCLTHR-01

As células foram separadas pelo processo de floculagao/sedimentagao descrito
por Luna (2004) para obtengcdo da biomassa ativa concentrada, formada
principalmente por esporos e cristais de toxinas.

As amostras foram coletadas em frascos tipo Schott estéreis contendo uma
barra magnética. Com auxilio de um agitador magnético (Agitador Magnético com
Aquecimento TE-0851, Tecnal), o pH do cultivo foi ajustado para 3 com uma solugao
de acido cloridrico (HCI) 5 M sob rapida agitagéo (velocidade 3) para homogeneizagéo
das amostras. Em seguida, os tubos foram mantidos sob lenta agitagdo (velocidade
1) por cinco minutos para permitir a floculagao. Os frascos foram entdo armazenados
a 4°C para sedimentacao da biomassa por um periodo de até 24h.

Ao término da incubacgao, o liquido metabdlico foi desprezado e o pH da
biomassa concentrada foi novamente ajustado para 7. O material foi mantido a 4°C

até o momento de uso.
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4.6.3.2 Bioensaios

Aliquotas das biomassas concentradas de BCLTHR-01 foram enviadas ao
Insetario do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPqAM/FIOCRUZ) para
realizacado dos bioensaios frente larvas de A. aegypiti.

Foram utilizadas larvas L4 do mosquito provenientes da colénia Recife-
Laboratorio (Rec-L), mantida no Insetario do CPqAM/FIOCRUZ desde 1996 nas
condigbes: 26 £ 2°C, umidade relativa de 65% a 85%, fotoperiodo de 12/12 horas
(claro e escuro) e alimentadas com ragdo para gatos (Whiskas®) previamente
esterilizadas e maceradas.

A avaliagdo da atividade larvicida seguiu o método proposto por De Barjac e
Larget-Thiéry (1984), em triplicata. Grupos homogéneos de 20 larvas L4 foram
expostos a diferentes concentracbes das amostras de BCLTHR-01 em recipientes
contendo 100 mL de agua destilada. O controle foi preparado da mesma forma, exceto
pela adicdo do produto fermentado. Apds o periodo de 24 horas de incubacgao, o
numero de mortos foi registrado e os dados de mortalidade analisados por regressao
linear log-probit usando o programa SPSS Statistics 8.0 para Windows (1997).

Inicialmente, foi realizado um bioensaio exploratério que consistiu na exposigcao
das larvas a concentragdes duas, quatro e dez vezes maiores que uma concentragao
pré-estabelecida para determinagcdo do valor inferior e superior do intervalo de
concentracbes em que ocorre a presenca de atividade biolégica. Com base neste
resultado, foram selecionadas sete concentragdes com mortalidades variando entre
10% e 99% para estimar o valor das concentragdes letais para 50% (CLso0) e 90%

(CL90) das larvas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O muco produzido por colénias de P. caribaeorum possui uma alta viscosidade
que dificulta sua manipulagdo. Em um experimento piloto, aliquotas de 1 mL de muco
foram semeadas em meio solido empregando-se as técnicas de espalhamento em
superficie (spread plate) e em profundidade (pour plate) de modo a selecionar o
melhor método para o isolamento das bactérias marinhas associadas. No
espalhamento em superficie, foi observado que o muco nao foi completamente
absorvido pelo meio e permaneceu concentrado préximo ao ponto de semeio, o que
dificultou o isolamento das bactérias. No plagueamento em profundidade, embora o
muco néo tenha apresentado uma distribuicdo uniforme no meio, foi observado o
crescimento de colénias bem isoladas e, desta forma, esta técnica foi selecionada

para o presente trabalho.

5.1 ISOLAMENTO E ASPECTOS MORFOLOGICOS DAS BACTERIAS MARINHAS
ASSOCIADAS AO MUCO DE P, caribaeorum

Ao todo, foram isoladas 281 bactérias marinhas associadas ao muco do
cnidario P. caribaeorum, das quais 226 (80%) perderam a viabilidade, em sua maioria,
durante as etapas de subcultivo. No processo de isolamento, é possivel que o
crescimento dessas bactérias tenha sido estimulado pela presenca de nutrientes
oriundos do muco e/ou de metabdlitos produzidos durante o crescimento
concomitante de diferentes espécies bacterianas, os quais contribuiram para a
formacgao de um nicho ecoldgico benéfico ao seu desenvolvimento. Uma vez isoladas
em culturas puras, essas linhagens nao mais teriam acesso a esses nutrientes,
resultando na sua incapacidade de crescimento em meio de cultura artificial.

Com o avango de técnicas moleculares independentes de cultivo, tem se
tornado evidente que a maioria das espécies bacterianas conhecidas ndo sé&o
passiveis de cultivo em condi¢gdes laboratoriais. Isto deve-se, em parte, ao
desconhecimento do metabolismo desses micro-organismos que resulta na
incapacidade de compor um meio de cultura adequado capaz de fornecer nutrientes
e metabdlitos necessarios para seu crescimento, podendo também ser decorrente de
emprego de condi¢cdes inadequadas de incubagado, no tocante a temperatura, pH,

niveis de oxigénio, pressao atmosférica e periodo de incubagdo (VARTOUKIAN;
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PALMER; WADE, 2010).

A presenca de conjuntos de micro-organismos interdependentes, denominados
de consoércios bacterianos, ja foi observada por outros autores e tem sido utilizada
como base para o desenvolvimento de novas técnicas de cultivo (PANDE; KOST,
2017; VARTOUKIAN; PALMER; WADE, 2010), especialmente uteis no ambiente
marinho. Em ambientes naturais, as bactérias estdo constantemente interagindo com
diferentes comunidades microbianas através de sinalizagdes fisicas e quimicas que
desempenham um papel importante na regulagcéo da estrutura e da sobrevivéncia da
comunidade (PANDE; KOST, 2017). Dessa forma, o sucesso no isolamento de
bactérias fortemente dependentes dos fatores acima mencionados esta diretamente
condicionado a habilidade dos pesquisadores em reproduzir tais condigdes em
laboratorio.

Foi observado também que outra parcela dentre os isolados obtidos pode ser
cultivada em meio artificial com sucesso, mas perdeu sua viabilidade apds a
liofilizagdo, sugerindo que a solugéo crioprotetora empregada nao foi adequada ou
que as cepas sao sensiveis a este método de preservacdo. Em um estudo conduzido
por Floodgates e Hayes (1961), foi verificado que culturas marinhas de
corinebactérias, flavobactérias e micrococos sao resistentes ao processo de
liofilizagdo, enquanto espécies de Vibrio ndo sdao bem preservadas por este método,
apresentando grandes perdas de viabilidade. Varios autores tém demonstrado que
nao existe um protocolo unico para preservagao dos diferentes micro-organismos e
que a escolha do crioprotetor corresponde a variavel com maior impacto na viabilidade
durante a liofilizagao e manutengao das cepas; além disso, as condi¢cdes 6timas de
preservacdo variam conforme a espécie e até mesmo o equipamento utilizado
(PEIREN et al., 2015), sendo necessaria uma investigagao aprofundada para adequar
os métodos de preservacao as diferentes necessidades de cada micro-organismo.

A concentragao celular das 55 culturas bacterianas que permaneceram viaveis
apos liofilizagédo (20%) foi de 108 UFC/mL, cuja forma celular predominante do tipo
bacilo Gram positivo, com células individualizadas ou formando longas cadeias. Esse
resultado também esta vinculado ao método de preservacao utilizado, uma vez que
bactérias Gram-positivas sobrevivem melhor ao processo de liofilizagdo quando
comparadas as Gram-negativas (STOLP; STARR, 1981).

Dentre os bacilos obtidos, apenas 19 isolados produziram esporos em

condicdes de aerobiose, sendo posteriormente identificados como Bacillus spp.
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(APENDICE C).

Em geral, bactérias isoladas da coluna d’agua marinha séo predominantemente
Gram-negativas, enquanto bactérias Gram-positivas dominam os sedimentos,
especialmente Bacillus spp. (ANWAR; CHOI, 2014; GONTANG; FENICAL; JENSEN,
2007; GRANT; LONG, 1981; PELCZAR; CHAN; KRIEG, 2010). Uma vez que as
colbénias de P. caribaeorum sao bentdnicas, sésseis e incorporam sedimentos em seus
tecidos durante o crescimento (HAYWICK; MUELLER, 1997), este zoantideo se
apresenta como um substrato perfeito para o assentamento e desenvolvimento de
bactérias Gram-positivas, corroborando com os resultados observados neste estudo.

Os isolados marinhos obtidos geralmente se apresentaram pigmentados,

exibindo tons de branco, amarelo e laranja entre 24h e 48h de incubacao (Figura 6).

Figura 6 — Colbnias de bactérias marinhas isoladas do muco de Palythoa caribaeorum

Fonte: Liany F. de A. Melo (2015).

A produgdo de pigmentos € um fenbmeno comum encontrado em micro-
organismos que habitam superficies no ambiente marinho, e acredita-se que sua
principal funcdo seja fornecer protecdo contra radiagdo solar (PELCZAR; CHAN;
KRIEG, 2010; RAVINDRAN et al.,, 2013). Em Porto de Galinhas, as colbnias de
cnidarios que abrigam essas bactérias pigmentadas podem ser encontradas na
superficie de formagdes rochosas na zona intermareal. Gracas ao ciclo semidiurno
das marés, essas colbnias sdao completamente expostas durante a maré baixa,
permanecendo vulneraveis as condicdes hostis do ambiente. Dessa forma, é
esperado que esses animais tenham desenvolvido adaptagdes para sobreviver neste

ambiente, incluindo as associa¢gées com micro-organismos benéficos.
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As bactérias encontradas nas zonas intermareais precisam desenvolver
mecanismos para tolerar as rapidas flutuagdes das condigbes ambientais, como
grandes variagdes de temperatura, luminosidade, salinidade, agdo das ondas, raios
UV e repetidos periodos de seca (LOZADA; DIONISI, 2015; MCKEW et al., 2011).
Uma das suas adaptacdes é o crescimento em forma de biofilmes, que fornecem
microambientes de intensas interagdes tanto biolégicas quanto quimicas (LOZADA,;
DIONISI, 2015), resultando na producédo de uma série de metabdlitos com potencial
de aplicagdo industrial, a exemplo de biopolimeros, lipidios e enzimas (ORTEGA-
MORALES et al., 2010).

5.2 ANALISE DA COMUNIDADE BACTERIANA HETEROTROFICA ASSOCIADAAO
MUCO DE P, caribaeorum

Através do método de extragdo de material genético empregado, foi possivel a
obtencdo do DNA genbémico das cepas viaveis isoladas, com posterior amplificagéo
dos fragmentos dos genes 16S rDNA e rpoB (Figura 7). O sequenciamento dos
amplicons obtidos revelou que os isolados pertencem a quatro filos distintos, com
Firmicutes sendo o grupo dominante (67% dos isolados), seguido por Actinobacteria
(20%), Proteobacteria (9%) e Bacteroidetes (4%) (Figura 8). Foram identificadas 18
espécies distribuidas em oito géneros diferentes (Tabela 2).

Os géneros identificados para o filo Firmicutes foram Bacillus (19 isolados),
Exiguobacterium (9) e Staphylococcus (9). Para Actinobacteria, os géneros mais
abundantes foram Brevibacterium (4) e Corynebacterium (4), seguidos por
Micrococcus (3). Proteobacteria foi o terceiro grupo dominante, com todos seus
representantes pertencentes ao género Vibrio (5). Por fim, o filo Bacteroidetes foi
representado por apenas dois isolados pertencentes ao género Tenacibaculum.

Dentre as 18 espécies identificadas, as mais frequentemente isoladas foram E.
aurantiacum (16%) e S. cohnii (13%). Por sua vez, as espécies menos frequentes
foram B. frigolitolerans, B. halosaccharovorans, B. oceanisediminis, B. thuringiensis,
M. yunannensis, V. neocaledonicus, com um isolado cada (2%). Outras espécies
incluiram B. licheniformis, B. subtilis subesp. subtilis, B. xiamenensis, B. luteolum, C.
xerosis e V. azureus (7%), B. altitudinis (5%) e M. aloeverae, S. warneri, T. mesophilum
(4%) (Tabela 2).
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Figura 7 — Eletroforese em gel de agarose 0,8% do DNA genémico extraido e dos marcadores
moleculares amplificados para os isolados marinhos bacterianos
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Legenda: (A) DNA gendmico extraido; (B) amplificagcdo do gene 16S rDNA com tamanho em torno de
1500 pares de base; (C) amplificagdo do gene rpoB de Bacillus spp. com tamanho em torno de 700
pares de base; (kb) quilobase = 1000 pares de base.

Fonte: Liany F. de A. Melo (2016).

Figura 8 — Composi¢do da comunidade bacteriana do muco de Palythoa caribaeorum ao nivel de filo
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Fonte: Liany F. de A. Melo (2017).
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Tabela 2 — Espécies e frequéncia das bactérias marinhas isoladas do muco de Palythoa caribaecorum

NO

Isolados Identidade (BLASTn) Isolados Filo
BCLALT-01 a 03 Bacillus altitudinis 3 (5%) Firmicutes
BCLFRG-01 Bacillus frigoritolerans 1(2%) Firmicutes
BCLHSC-01 Bacillus halosaccharovorans 1(2%) Firmicutes
BCLLNF-01 a 04 Bacillus licheniformis 4 (7%) Firmicutes
BCLOCE-01 Bacillus oceanisediminis 1(2%) Firmicutes
BCLSUB-01 a04  Bacillus subtilis subsp. subtilis 4 (7%) Firmicutes
BCLTHR-01 Bacillus thuringiensis 1(2%) Firmicutes
BCLXMN-01 a 04  Bacillus xiamenensis 4 (7%) Firmicutes
BRVLTL-01 a 04 Brevibacterium luteolum 4 (7%)  Actinobacteria
CRNXRO-01a 04 Corynebacterium xerosis 4 (7%)  Actinobacteria
EXGAUR-01 a 09  Exiguobacterium aurantiacum 9 (16%) Firmicutes
MCRALV-01a 02  Micrococcus aloeverae 2 (4%)  Actinobacteria
MCRYUN-01 Micrococcus yunnanensis 1(2%)  Actinobacteria
STACOH-01a 07  Staphylococcus cohnii 7 (13%) Firmicutes
STAWRN-01a 02  Staphylococcus warneri 2 (4%) Firmicutes
TNAMPH-01 a 02  Tenacibaculum mesophilum 2 (4%) Bacteroidetes
VIBAZR-01 a 04 Vibrio azureus 4 (7%)  Proteobacteria
VIBNCL-01 Vibrio neocaledonicus 1(2%)  Proteobacteria
Total 55 (100%)

Fonte: Liany F. de A. Melo (2016).

A dominancia de representantes dos filos Actinobacteria, Bacteroidetes,
Firmicutes e Proteobacteria também foi observada em outros trabalhos com P.
caribaeroum, envolvendo tanto técnicas dependentes de cultivo a partir de amostras
de muco (CAMPOQOS, 2011; CAMPOS et al., 2015) quanto abordagens moleculares a
partir de amostras de tecidos (CARLOS; TORRES; OTTOBONI, 2013; PAULINO et
al., 2017).

Campos (2011) investigou a comunidade bacteriana associada ao muco de
coldnias sadias e branqueadas de P. caribaeorum oriundas de duas praias do litoral
pernambucano. O autor relata a obtengao de 50 isolados, dos quais 36 foram obtidos
na praia de Porto de Galinhas, com predominancia da classe Gammaproteobacteria,

representada principalmente por espécies de Vibrio spp. Apesar de nenhum dos
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isolados por ele identificados ao nivel de espécie terem sido encontrados no presente
trabalho, o autor também cita a presenga de representantes dos géneros Bacillus,

Brevibacterium, Micrococcus e Vibrio.

5.2.1 Firmicutes: Bacillus, Exiguobacterium, Staphylococcus

Em geral, a literatura especializada descreve que o grupo de bactérias
marinhas mais abundante encontrado em associacdo com zoantideos e corais
pertence ao filo Proteobacteria, principalmente representantes do género Vibrio, como
V. alginolyticus, V. harveyi e V. parahaemolyticus (AUSTIN; ZHANG, 2006; CAMPOS,
2011; CARLOS; TORRES; OTTOBONI, 2013; CERVINO et al., 2004; CHIMETTO et
al., 2008; LUNA; BIAVASCO; DANOVARO, 2007; PAULINO et al., 2017). Entretanto,
os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que Firmicutes foi o filo
dominante, com a maioria dos isolados identificados como Bacillus spp. (pouco
abundantes, porém diversos) (Figura 8, Tabela 2). Um resultado semelhante foi
relatado por Seeman e colaboradores (2009) ao avaliar a presenga de bactérias
hemoliticas associadas ao zoantideo. Em ambos os casos, os metodos de triagem
empregados podem ter favorecido um determinado grupo de organismos em
detrimento de outras espécies mais fastidiosas. No presente trabalho, a identificacao
molecular foi apenas realizada nas culturas puras que puderam ser preservadas com
sucesso, 0 que se apresentou como um fator limitante para o conhecimento da
diversidade microbiana simbionte.

As espécies de Bacillus spp. isoladas de P. caribaeorum ja foram relatadas para
0 ambiente marinho, principalmente as pertencentes ao grupo de B. pumilus, B.
licheniformis, B, subtilis, B. cereus e B. amiloliquefaciens (CAMPOS, 2011;
GONTANG; FENICAL; JENSEN, 2007; LIU et al.,, 2013; MENEZES et al., 2010).
Podem ser encontradas associadas a diversos invertebrados como corais, ascidias,
esponjas (CERVINO et al., 2004; MENEZES et al., 2010). Esses micro-organismos
sao conhecidos por sua capacidade de producao de esporos altamente resistentes a
elevadas temperaturas, irradiacdo e dessecacdo, podendo permanecer viaveis no
ambiente por milhares de anos (MUNN, 2011). Membros deste grupo podem
metabolizar uma gama de diferentes compostos incluindo agucares, aminoacidos e
compostos aromaticos (ATKINSON; WRAY; FISHER, 1990; REID; ABRATT, 2005;
SEO; KEUM; LI, 2009), sendo capazes de sintetizar uma série de antibidticos
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clinicamente importantes (SHNIT-ORLAND; KUSHMARO, 2009), tornando-os
interessantes alvos para bioprospeccgéo.

O género Bacillus apresenta uma taxonomia complicada, sendo dificil a
distingdo entre espécies apenas baseada em testes bioquimicos ou estruturas
celulares (GONTANG; FENICAL; JENSEN, 2007). O emprego do marcador molecular
16S rDNA, “universal” para Eubacteria, também n&o fornece uma boa resolugéo, uma
vez que diferentes espécies podem apresentar até 99,9% de similaridade em suas
sequéncias, sendo util apenas na identificagdo dos organismos ao nivel de género.
Dessa forma, faz-se necessario o uso de marcadores complementares especificos,
como o rpoB, que consistem em regides conservadas no genoma do grupo, mas que
apresentam uma velocidade de evolugdo molecular suficiente para permitir a
diferenciacao interespecifica (LIU et al., 2013).

O género Exiguobacterium se apresentou como o segundo grupo dominante
dentro de Firmicutes, com E. aurantiacum correspondendo a espécie mais abundante
nas amostras de muco analisadas (Tabela 2). Organismos pertencentes a esse
género tém sido encontrados em diversos ambientes, apresentando ampla
plasticidade morfologica, alta tolerancia a variagbes extremas de temperatura (-12°C
a 55°C), salinidade (até 13% de NaCl), valores de pH (5 a 11) e estresse causado por
radiacdo ultravioleta e presenca de metais pesados (ORDONEZ et al., 2013;
VISHNIVETSKAYA; KATHARIOU; TIEDJE, 2009). Esses micro-organismos podem
fermentar varios tipos de compostos, o que lhes confere propriedades Unicas de
interesse para biotecnologia, biorremediacdo, processos industriais e agricultura
(VISHNIVETSKAYA; KATHARIOU; TIEDJE, 2009).

Os isolados pertencentes ao género Staphylococcus s&o micro-organismos
comensais naturalmente encontrados em humanos e outros animais inclusive no
ambiente marinho (LINDSAY, 2011; MENEZES et al., 2010). Ocasionalmente, esses
organismos podem se comportar como patdégenos oportunistas, infectando
diretamente o hospedeiro ou servindo como “probidtico” para outros patégenos, a
medida que auxilia processos de crescimento e formagao de biofiimes (RAMI et al.,
2014; YIAGNISIS; ATHANASSOPOULOU, 2011).

5.2.2 Actinobacteria: Brevibacterium, Corynebacterium, Micrococcus

As actinobactérias também figuram entre os micro-organismos isolados do
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muco de P caribaeorum, representadas pelos géneros Brevibacterium,
Corynebacterium e Micrococcus (Tabela 2). De modo geral, sdo bactérias mais
comumente associadas ao solo ou aquaticas, as quais desenvolvem importantes
papeis ecoldgicos como participagdo no processo de ciclagem de nutrientes (SERVIN
et al., 2008), também previamente relatadas no ambiente marinho (MENEZES et al.,
2010; PARROT et al., 2015).

As actinobactérias apresentam um amplo repertério morfoldgico e bioquimico,
produzindo cerca de dois tergos de todos os antibioticos de origem natural atualmente
em uso clinico, além de fornecer uma série de compostos com propriedades
anticancerigenas, anti-helminticas e antifungicas (BARKA et al., 2016). Esses
organismos também apresentam a capacidade de produzir surfactantes para

biorremediagao de areas impactadas (VILELA et al., 2014).

5.2.3 Proteobacteria: Vibrio

As bactérias pertencentes ao filo Proteobacteria isoladas do muco de P,
caribaeorum sao todas pertencentes ao género Vibrio (Tabela 2), um grupo
amplamente distribuido no ambiente marinho e particularmente abundante na
superficie (incluindo o muco) de invertebrados como corais, zoantideos, ascidias e
esponjas (CASTRO et al., 2010; CHIMETTO et al., 2009; CHIMETTO et al., 2008;
MENEZES et al., 2010; REIS et al., 2009).

Embora muitas destas espécies marinhas sejam considerados patogénicas
(AROTSKER et al., 2009; BOURNE et al., 2009; CHATTERJEE; HALDAR, 2012),
alguns micro-organismos tém demonstrado um grande potencial biotecnoldgico, como
aquelas encontradas no presente trabalho. As proteinas luminescentes produzidas
por V. azureus, por exemplo, podem ser potencialmente utilizadas no preparo de
sondas e marcadores fluorescentes de sistemas vivos para estudos de expressao e
silenciamento génicos (CHUDAKOV et al., 2010; YOSHIZAWA et al., 2012). Essa
especie também tem sido utilizada para producdo de polimeros biocompativeis
(SASIDHARAN; BHAT, CHANDRASEKARAN, 2015) e de enzimas com aplicagbes
médicas (KIRUTHIKA; SARASWATHY, 2013). V. neocaledonicus, por sua vez, tem
sido explorado como fonte de exopolissacarideos com potencial de aplicacdo na
medicina para cura de lesdes e reparos 0sseos e como biossorventes para metais

pesados (CHALKIADAKIS et al., 2013), além de produzir moléculas com propriedades
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anticorrosivas para estruturas de ago no ambiente marinho (MORADI; XIAO; SONG,
2015).

Da mesma forma que ocorre para as especies de Bacillus, a identificacao dos
vibrios € uma tarefa ardua. Semelhancas fenotipicas e uma similaridade acima de
98% entre as sequéncias interespecificas de 16S rDNA (MAEDA et al., 2001) faz com
que sejam necessarias analises por sequéncias multilocus para uma identificagao

precisa e reconstrucdo filogenética dentro do grupo (SAWABE et al., 2013).

5.2.4 Bacteroidetes: Tenacibaculum mesophilum

O filo Bacteroidetes foi representado apenas pela espécie T. mesophilum na
comunidade bacteriana associada ao muco de P. caribaeorum (Tabela 2). Este clado
€ um dos grupos dominantes no ambiente marinho, sendo conhecidos por sua
capacidade de decomposi¢cao de biomacromoléculas como celulose, agar e quitina,
desempenhando um papel importante na ciclagem de carbono (SUZUKI et al., 2001).

A composicdo da comunidade bacteriana presumidamente reflete o papel
metabodlico desses micro-organismos na saude do hospedeiro, com consequente
participagdo nos ciclos biogeoquimicos dos oceanos. Sendo assim, ao abrigar
bactérias capazes de degradar hidrocarbonetos, fixar nitrogénio, metabolizar enxofre
e produzir enzimas e substancias antimicrobianas, o zoantideo P. caribaeorum se
beneficia através da assimilagao de compostos complementares ao seu metabolismo
e da aquisicdo de um mecanismo adicional de defesa contra patégenos (RABELO,
2012; SHNIT-ORLAND; KUSHMARO, 2009).

5.3 PERFIL ENZIMATICO DE CEPAS DE Bacillus spp. ASSOCIADAS AO MUCO DE

P. caribaeorum

Os métodos de triagem de enzimas microbianas baseados na analise em meio
sélido fornecem uma abordagem direta, rapida e simples que permite a
semiquantificacdo da atividade enzimatica através da andlise de zonas de hidrélise
(CESKA, 1971). A grande vantagem é possibilidade de analisar varias amostras ao
mesmo tempo, sendo possivel também a correlacdo dos resultados com a
sobrevivéncia dos micro-organismos, uma vez que a informagdo da expressao

enzimatica também pode estar ligada a habilidade de crescimento em meios
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especificos.

Para o presente trabalho, apenas os isolados identificados como Bacillus spp.
foram selecionados para investigacéo do potencial de produgdo de enzimas em meio
sélido por apresentarem algumas caracteristicas interessantes, como facilidade de
manutencao das cepas devido principalmente a capacidade de esporulagdo e bom
crescimento nos meios de cultura usualmente empregados em laboratério.

Em um ensaio piloto, os isolados bacterianos foram cultivados em agar
nutriente para verificar se as culturas apresentavam a capacidade de crescimento em
meio desprovido de sais marinhos. Visto que todas as cepas se encontravam
adaptadas a esta condi¢ao, os ensaios de atividade biolégica foram realizados em
meios especificos sem que houvesse a necessidade de ajuste da salinidade.

Todos os 19 isolados de Bacillus spp. (APENDICE C) apresentaram resultados
positivos para pelo menos quatro das oito enzimas investigadas, observados pela
formacdo de zonas de hidrélise em torno das colénias apdés 48h de incubacéao
(Figura 9, Figura 10). Dependendo da enzima testada, a hidrélise do substrato sé
pode ser observada apds a adigdo de substancias especificas nas placas (APENDICE
B). Para amilase, celulase e pectinase, a solugao de iodo reagiu com o substrato ndo
hidrolisado no meio produzindo uma coloracdo azul (amilase) ou avermelhada
(celulase e pectinase), revelando zonas claras em torno das colénias como indicativo
de reagao positiva. A adicdo de solugdes acidas as placas de protease promoveu a
precipitacdo do substrato ndo hidrolisado, resultando na formacéo de zonas claras de
hidrdlise em um meio opaco. Para os ensaios de lipase e esterase, a hidrolise dos
polissorbatos resultou na producgao de acidos graxos, os quais formaram um complexo
com o calcio presente no meio que pode ser visualizado na forma de cristais insoluveis
em torno das colbnias (Figura 9).

A enzima mais frequente entre as bactérias marinhas estudadas foi a
gelatinase, produzida por todas as cepas (19 isolados), seguida pela esterase (18),
caseinase (17), amilase (12), poligalacturonase (12) e pectato liase (12). As enzimas
menos frequentes foram celulase (11) e lipase (11) (Tabela 3).

De acordo com a classificagdo obtida através do indice Pz (Tabela 3,
Tabela 4), os niveis mais altos de produgao foram obtidos para caseinase com 14
cepas agrupadas na categoria C (alta produg¢ao), enquanto a lipase agrupou o0 maior

numero de cepas na categoria B (produgdo moderada), totalizando 11 isolados.
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Figura 9 - Triagem enzimatica de Bacillus spp. em meio sélido

Celulase

Gelatinase

Nota: Para cada enzima, tem-se & esquerda uma visdo geral da placa apés revelagdo (ver APENDICE
B) e a direita o detalhe do halo formado, indicativo de resultado positivo para atividade enzimética.
Fonte: Liany F. de A. Melo (2016).

Figura 10 — Interpretacdo dos resultados de deteccao de atividade enzimética em meio sélido

Nota: As colbnias (C) correspondem a diferentes isolados bacterianos que apresentaram capacidade
de crescimento em meio de cultura contendo um substrato enzimatico. As setas evidenciam exemplos
de resultados positivos (azul: com formacao de halos de hidrélise) e negativos (vermelho: auséncia de
halos de hidrélise) apds revelagéo das placas (ver APENDICE B).

Fonte: Liany F. de A. Melo (2017)
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Tabela 3 — Frequéncia de produgao enzimatica para Bacillus spp.

Nao Produtores Altos Total de
Enzimas produtores Moderados Produtores produtores

(A) (B) (C) (B+C)
Amilase 7 5 7 12
Caseinase 2 3 14 17
Celulase 8 0 11 11
Esterase 1 7 11 18
Gelatinase 0 8 11 19
Lipase 8 11 0 11
Pectato Liase 7 2 10 12
Poligalacturonase 7 2 10 12

Legenda: (A) Valores de Pz = 1, sem atividade enzimatica; (B) 0,63 < Pz < 1, atividade enzimatica
moderada e (C) Pz < 0,63, forte atividade enzimatica.
Fonte: Liany F. de A. Melo (2017).

Em todas as enzimas (exceto gelatinase), foi observado que algumas cepas
apresentaram crescimento nos meios especificos sem que fosse detectada a
presencga de atividade enzimatica (auséncia de halos) (Figura 10), correspondendo a
categoria A (ndo produtores) segundo o indice enzimatico Pz (Tabela 3, Tabela 4,
Figura 9, Figura 10). Esses resultados sugerem que, durante o periodo de
observacao, essas bactérias usaram uma fonte de nutriente alternativa em lugar de
metabolizar o substrato enzimatico fornecido.

Considerando-se apenas o grupo de cepas em que foi detectada produgao
enzimatica (B+C), pode-se observar que os isolados B. thuringiensis BCLTHR-01 e B.
subtilis BCLSUB-02, 03 e 04 foram os melhores produtores enzimaticos, com
resultados positivos em todos os ensaios (oito enzimas) (Figura 11, Tabela 4).

Os isolados B. subtilis BCLSUB-01, B. licheniformis BCLLNF-03 e 04 e B.
halosaccharovorans BCLHSC-01 produziram sete enzimas, enquanto os isolados B.
licheniformis BCLLNF-01 e 02, B. frigoritolerans BCLFRG-01 e B. oceanisediminis
BCLOCE-01 produziram seis enzimas cada. Por fim, todos isolados pertencentes as
espécies B. xiamenensis (BCLXMN-01 a 04) e B. altitudinis (BCLALT-01 a 03)
apresentaram o menor numero de resultados positivos (quatro enzimas), ndo sendo
capazes de produzir amilase, celulase, poligalacturonase e pectato liase (Figura 11,
Tabela 4).
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Isolados AML CEL EST LIP PGL PLS CAS GLT

BCLALT-01 1,00 1,00 067 0,85 1,00 1,00 046 0,54
(A) (A) (B) (B) (A) (A) (©) ()

BCLALT-02 1,00 1,00 0,71 0,85 1,00 1,00 046 0,50
(A) (A) (B) (B) (A) (A) (©) (©)

BCLALT-03 1,06 1,00 0,71 0,85 1,00 1,00 039 049
(A) (A) (B) (B) (A) (A) (©) ()

BCLFRG-01 0,75 058 0,53 1,00 045 047 1,00 0,73
(B) (©) () (A) (©) (€) (A) (B)

BCLHSC-01 0,20 0,16 0,46 1,00 027 027 080 0,75
(C) (©) (C) (A) (©) (©) (B) (B)

BCLLNF-01 0,60 0,16 1,00 1,00 066 068 053 0,53
(€) (C) (A) (A) (B) (B) (C) (C)

BCLLNF-02 0,38 0,23 0,67 1,00 033 0,31 1,00 0,73
(C) (©) (B) (A) (C) (©) (A) (B)

BCLLNF-03 0,44 0,23 0,71 1,00 026 026 060 0,73
(C) (C) (B) (A) (€) (€) (C) (B)

BCLLNF-04 045 023 0,72 1,00 028 025 060 0,71
(C) (©) (B) (A) (C) (©) (©) (B)

BCLOCE-01 0,85 1,00 0,74 1,00 073 070 063 0,66
(B) (A) (B) (A) (B) (B) (B) (B)

BCLSUB-01 0,81 0,23 0,53 1,00 0,51 0,42 046 0,61
(B) (©) (C) (A) (©) (©) (©) (©)

BCLSUB-02 043 022 05 082 057 050 027 0,32
(C) () (C) (B) (C) (€) (©) (©)

BCLSUB-03 065 026 043 088 036 035 044 0,64
(B) (©) (C) (B) (€) (€) (©) (B)

BCLSUB-04 037 023 038 077 026 027 036 0,41
(C) (©) (C) (B) (C) (©) (©) (©)

BCLTHR-01 0,78 022 05 074 029 035 073 0,78
(B) (©) (C) (B) (€) () (B) (B)

BCLXMN-01 1,00 1,00 047 0,64 1,00 1,00 050 049
(A) (A) () (B) (A) (A) (©) (©)

BCLXMN-02 1,00 1,00 047 0,77 1,00 1,00 037 0,50
(A) (A) () (B) (A) (A) (©) (©)

BCLXMN-03 1,00 1,00 047 0,64 1,00 1,00 035 047
(A) (A) (€) (B) (A) (A) (©) (€)

BCLXMN-04 1,00 1,00 046 0,77 1,00 1,00 042 044
(A) (A) (C) (B) (A) (A) (C) (C)

Legenda: (AML) amilase, (CEL) celulase, (EST) esterase, (LIP) lipase, (PGL) poligalacturonase, (PLS)
pectato liase, (CAS) caseinase e (GLT) gelatinase. Valores de Pz =1 (A, preto): sem atividade
enzimatica, 0,63 <Pz <1 (B, vermelho): atividade enzimatica moderada e Pz < 0,63 (C, azul): forte

atividade enzimatica.

Fonte: Liany F. de A. Melo (2016).
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Figura 11 — Frequéncia de enzimas produzidas pelas cepas de Bacillus spp.
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Fonte: Liany F. de A. Melo (2016).

Dentre as enzimas produzidas, proteases e esterases foram as mais
frequentes, o que pode refletir uma adaptacao dessas bactérias ao meio do qual foram
inicialmente isoladas. Como mencionado anteriormente, o muco produzido por
colénias de P. caribaeorum é rico em proteinas, lipideos e carboidratos, fornecendo
um meio seletivo para a adaptagdo metabdlica dos isolados (BROWN; BYTHELL,
2005). Dessa forma, € de se esperar que as bactérias que vivem nesse microambiente
sejam capazes de produzir enzimas para metabolizar tais substratos.

Embora seja conhecido que os representantes do género Bacillus s&o grandes
produtores enzimaticos, essa producdo ndo € uniforme ao se considerar as distintas
espécies congenéricas ou diferentes linhagens dentro de uma mesma espécie, como
foi observado nos resultados para os isolados identificados como B. licheniformis
(Figura 11). Ja foi descrito, por exemplo, que bacilos isolados de diferentes fontes ndo
produziam proteases ou esterases (CARRIM; BARBOSA; VIEIRA, 2006; SPECIAN et
al., 2016), enquanto outros trabalhos reportaram a presencga de varias enzimas de
cepas isoladas de ambientes termais (LENTINI; GUGLIANDOLO; MAUGERI, 2007).

Estes trabalhos sugerem que a produgao de enzimas extracelulares nos micro-
organismos é fortemente regulada ao nivel de ecossistemas e por fatores ambientais
(CUNHA et al., 2010). Em um estudo envolvendo bactérias marinhas isoladas de
zonas costeiras (MUHLING; JOINT; WILLETTS, 2013), foi verificado que tanto grupos

de enzimas tidos como “principais” (core enzymes, essenciais a sobrevivéncia por
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participar das vias do metabolismo primario) quanto enzimas mais “especialistas” (ndo
essenciais, de carater adaptativo a situagdes particulares do meio) variavam entre os
diferentes isolados em decorréncia do ambiente dos quais foram isolados (coluna
d’agua ou costdes rochosos).

Da mesma forma, a distribuicdo enzimatica pode ser controlada por fatores
intrinsecos (ex.: genéticos) que influenciam, por exemplo, as interagbes ao nivel de
enzimas-substratos (CUNHA et al., 2010). O genoma de diferentes isolados possui
um vasto numero de genes codificadores de enzimas que podem apresentar
sequéncias similares aquelas ja conhecidas ou serem completamente diversas como
um resultado da deriva genética (AHARONI, 2009; BOLOTIN; HERSHBERG, 2016;
KOSKINIEMI et al., 2012). Considerando-se a importancia do manejo de energia
nesses organismos unicelulares, a perda de genes pode ocorrer como um processo
adaptativo as condigcbes ambientais (KOSKINIEMI et al., 2012), resultando nos
diferentes perfis enzimaticos exibidos por espécies filogeneticamente préximas.

Como discutido anteriormente, a competicdo no ambiente recifal por espaco e
nutrientes atua como uma poderosa forca seletiva que leva a necessidade de
adaptacado dos micro-organismos através da producdo de sistemas enzimaticos
multifatoriais que permitem sua sobrevivéncia nas condicbes adversas do meio
marinho (SAMUEL; RAJA; PRABAKARAN, 2012). Dessa forma, o aprofundamento do
conhecimento de cepas, vias metabdlicas, moléculas e suas funcdes nas diversas
interagdes ecoldgicas permitirdo uma melhor compreensédo do ambiente marinho para

uso sustentavel de seus recursos.

5.4 POTENCIAL DO ISOLADO BCLTHR-01 COMO BIOLARVICIDA CONTRA
VETORES CULICIDEOS

Dentre os bacilos marinhos isolados, a cepa B. thuringiensis BCLTHR-01 foi
selecionada para investigar o potencial de aplicagdo como larvicida contra A. aegypti.

B. thuringiensis € uma bactéria esporulante capaz de produzir proteinas téxicas
na forma de cristais parasporais durante a fase de esporulacéo (LACEY, 2007) e que
tem sido utilizada como uma das alternativas mais eficientes no controle biolégico de
populacdes de culicideos (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007; CHARLES; NIELSEN-
LEROUX, 2000; USTA, 2013). Ao habitar ambientes diversificados como o ambiente

marinho, esse micro-organismo sofre pressdes ambientais diversas que podem refletir
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em seu arsenal genético e proteico, tornando-o candidato em potencial na busca por
novas linhagens com amplo espectro de atividade ou alto rendimento produtivo.

Entretanto, ao se utilizar linhagens naturais, € importante considerar a
adequacao dos componentes do meio e parametros de cultivo para garantir n&o
apenas o desenvolvimento do micro-organismo, como também a producido das
moléculas de interesse, sendo necessaria a selegcao de fontes alternativas de
nutrientes e o desenvolvimento e a otimizacdo de novos processos que contornem as
limitagdes impostas pelas condigdes de fermentagao ja existentes (BHOWMIK, 2014;
SOCCOL et al., 2009).

5.4.1 Produgéo da biomassa concentrada de BCLTHR-01 em biorreator

Em um ensaio piloto (dados ndo mostrados), foi verificado que BCLTHR-01 nao
apresentou um desenvolvimento satisfatorio em meio de cultura contendo glicose, um
carboidrato descrito como necessario para a producdo adequada de esporos e toxinas
por essa espécie (PEREIRA; MARTINS, 2016). Dessa forma, as fermentacbes
seguintes foram realizadas utilizando o meio MBS no qual a fonte de carbono presente
€ o extrato de levedura, rico em aminodacidos, vitaminas do complexo B e minerais
(GRANT; PRAMER, 1962; YAMADA et al., 2003), além de conter peptona de carne e
sais minerais (APENDICE A). J4 foi demonstrado que cultivos com B. thuringiensis em
meios de cultura com elevados niveis iniciais de nitrogénio amino promovem nao
apenas uma elevada produg¢do de biomassa e contagem de esporos, mas também
favorecem a atividade larvicida (PRABAKARAN; HOTI, 2008).

O processo fermentativo empregado para o cultivo de BCLTHR-01 resultou na
submissdo de um pedido de patente junto ao Instituto Nacional da Propriedade
Industrial (INPI) sob o protocolo BR 10 2017 018249 5 (ANEXO A). Nas condi¢des de
fermentacdo determinadas, foi verificado que a maioria das células estavam
esporuladas apés 24h de incubagéao (Figura 12, Figura 13), atingindo a concentragao
maxima de células (108 UFC/mL) apds 48h de cultivo (Tabela 5). Neste periodo
também foi observada a ocorréncia de lise celular e liberacdo de cristais no meio
(Figura 13). A producdo maxima de proteinas ocorreu apos 48h de fermentagéo,

atingindo valores de 0,589 mg/mL (Tabela 5, Figura 12).
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Figura 12 — Valores médios da concentragéo de células totais, de esporos viaveis e de proteinas para
dois cultivos de BCLTHR-01 em meio MBS realizados em biorreator
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Nota: Fermentagbes realizadas em biorreator operando em batelada, a 30°C, 250 rpm, com aeragao
de 0,8 vvm e pH inicial de 7,2.
Fonte: Liany F. de A. Melo (2017).

Figura 13 — Fotomicrografias de amostras do cultivo de BCLTHR-01 em meio MBS apds coloragéo
com Azul de Coomassie
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Legenda: (A) Oh: amostra coletada imediatamente apds semeio do meio, apresentando apenas células
vegetativas; (B) 24h: a maioria das células apresentou esporos intracelulares (seta preta); (C) 48h: lise
celular e liberagdo de esporos (seta preta) e cristais de toxinas (seta vermelha) no meio; (D) amostra
coletada apés 72h de cultivo.

Fonte: Liany F. de A. Melo (2017)

»

Resultados similares também foram observados por Pessanha (2008) que
investigou a influéncia de diferentes composi¢des de meios de cultura para o cultivo
de B. thuringiensis var israelenses obtendo valores de contagem entre 107 e
108 UFC/mL para fermentacdes realizadas em frascos agitados apds 33 a 42h de
incubacdo com e sem presenga de agucares. Em uma fermentacao realizada em
biorreator (BIOSTAT B, B. Braun Biotech: 1,5 L de cultivo, 5% de in6culo, 30°C, 300
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rem, 0,33 vwvm, pH 7,0) com meio composto apenas por extrato de levedura e solugao
de sais, foi observado que a contagem de células e esporos obtidos foi de 108 UFC/mL
apds 22h de fermentagcdo, com a concentragdo de proteinas totais do complexo

esporo-cristal préxima a 0,06 mg/mL.

Tabela 5 — Valores médios de contagem de células totais e esporos e concentragao de proteinas
para amostras de dois cultivos de BCLTHR-01 em meio MBS realizados em biorreator

Amostra O remy - ko) mgimly
Caldo fermentado
Oh 4,6 x 107 2,6 x 103 0,215
24h 7,2 x 107 4,6 x 107 0,466
48h 4,0x 108 1,6 x 108 0,589
72h 2,6 x 108 1,9 x108 0,537
Biomassa concentrada
48h 2,1x10° 6,1 x 108 5,844
72h 1,5 x 10° 4,6 x 108 6,053

Nota: Fermentagbes realizadas em biorreator operando em batelada, a 30°C, 250 rpm, com aeragao
de 0,8 vvm e pH inicial de 7,2.
Fonte: Liany F. de A. Melo (2017).

De modo semelhante, Bhowmik (2014), trabalhando com B. thuringiensis var
kurstaki, obteve a maxima contagem de esporos de 107 UFC/mL apds 48h de
fermentacdo em frasco agitado com meio desprovido de agucares e composto por
triptona, extrato de levedura e cloreto de sddio, suplementado com farinha de soja
desengordurada. Em fermentagdes em biorreator (BIO FLO 110 Fermentor, New
Brunswick Scientific: 2 L de cultivo, 5% de in6culo, 30°C, 250 rpm, 30% oxigénio
dissolvido, 1 vwvm, pH 7,0, 36h) em meio contendo farinha de soja desengordurada,
agua marinha, cisteina e melago, o autor obteve a maxima produgdo de esporos
(10° UFC/mL) e de toxinas proteicas (2,3 mg/mL) apds 24h de cultivo.

As curvas de acompanhamento cinético para pH e oxigénio dissolvido
mostraram o perfil especifico do crescimento da cepa BCLTHR-01 nas condi¢des
testadas (Figura 14).

Foi observado que ha um aumento gradativo nos valores de pH ao longo da
fermentagcdo, os quais atingiram o equilibrio aproximadamente apds 40h de

fermentacao. Este perfil reflete um comportamento tipico de fermentacao realizada
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em meio rico em compostos nitrogenados, cuja degradacéao resulta na formacéao de
metabdlitos basicos (principalmente liberacdo de amodnia), que, juntamente com
proteinas e outras moléculas produzidas pelo metabolismo microbiano, sao
responsaveis pela elevacdo dos niveis de pH (Figura 14A) (SAKSINCHAI;
SUPHANTHARIKA; VERDUYN, 2001).

Por sua vez, os niveis de oxigénio dissolvido no meio diminuiram nas primeiras
10h de cultivo, quando atingiram os valores minimos, voltando a aumentar apos cerca
de 24h de incubagéo (Figura 14B). Esses dados mostram que ha uma alta demanda
de oxigénio durante as primeiras 24h de cultivo, na qual ocorre a fase de multiplicagéo
e manutencao da biomassa celular, conforme observado na (Figura 12). Quando as
condigdes do meio provocam uma limitagdo no crescimento, 0 micro-organismo cessa
a producdo de biomassa e passa a fase de esporulagdao, em que ha uma redugao no
consumo de oxigénio, visualizada pela elevagdo das taxas oxigénio dissolvido
(Figura 14B) (PESSANHA, 2008).

Figura 14 — Variagao de pH e de oxigénio dissolvido (OD) para dois cultivos de BCLTHR-01 em meio
MBS realizados em biorreator

9,0 o
100
8,8 g
o
8,6 - e il
80 6]
8,4 @ ]
8,2 1 5}
- &
< 60- o &
T 8,0+ 3 & *
o A o o ¢
7.8 3 o R
2] 40 4 o o‘
7.6 * . ® T
* ¢ Réplica 1 ¢ & Réplica 1
744 o Réplica 2 %° b Réplica 2
B (]
c§ p 55 OO’ éplica
2y N or
7,0 o o e, * *
04 o o SuumumETe
618 T T T T T T T 1 T T T T T T T ;) 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

40 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Q Tempo (h) e Tempo (h)

Nota: Fermentagdes realizadas em biorreator operando em batelada, a 30°C, 250 rpm, com aeragao
de 0,8 vvm e pH inicial de 7,2.
Fonte: Liany F. de A. Melo (2017).

Os dados acima sugerem que o crescimento e a producao de metabdlitos por
B. thuringiensis variam nao apenas conforme a linhagem empregada, mas também
em decorréncia dos parametros utilizados, incluindo os recipientes em que sao
realizadas as fermentagdes (frascos ou biorreatores), valores de pH, temperatura,

oxigénio dissolvido, niveis de aeragdao e agitacdo do cultivo (BHOWMIK, 2014;
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PESSANHA, 2008).

Se por um lado o emprego de biorreatores permite o controle e o monitoramento
de parametros importantes na padronizagdo de processos para o desenvolvimento
microbiano e producdo das moléculas de interesse, por outro lado, a validagdo do
meétodo para emprego em outros modelos de biorreatores pode se apresentar como
um desafio, requerendo um ajuste das condi¢cdes estabelecidas, principalmente
quando o metabolismo e necessidades nutricionais da cepa utilizada é desconhecido.

Em uma fermentagéo piloto realizada em um modelo diferente de biorreator
(dados nédo mostrados), foi verificado que os cultivos de BCLTHR-01 apresentaram
diferengas na contagem de células e taxas de esporulacdo. Uma vez que foram
mantidos os mesmos parametros de cultivo nos dois biorreatores, a diferenga dos
resultados pode estar relacionada principalmente a agitagcdo/oxigenagdo do meio,
dependente de fatores como o tipo de propulsor, o formato, nimero e disposi¢ao das
hélices dispersoras, o tipo chicana, bem como o tamanho das bolhas produzidas pelo
sistema de aeracao. Esses elementos precisam ser levados em conta nos processos

de ajuste das condig¢des de fermentacéo para garantir a padronizagéo dos resultados.

5.4.2 Toxicidade de BCLTHR-01 para larvas de A. aegypti

A concentragao da biomassa resultou em um rendimento de aproximadamente
13% do volume inicial de cultivo, com concentracdo de células em torno de
10° UFC/mL e valores de proteinas totais correspondendo a 5,844 mg/mL para 48h
de cultivo e 6,053 mg/mL para 72h de cultivo (Tabela 5).

Os bioensaios de toxicidade para amostras de 48h de fermentacdo contra
larvas de A. aegypti resultaram em valores de 0,849 ppm (com intervalo de 0,792 a
0,900 ppm) para CLso e de 1,285 ppm (com intervalo de 1,190 a 1,434 ppm) para CLoo.
Esses resultados se apresentaram mais elevados que os valores para o padrao
liofilizado IPS-82 do Instituto Pasteur fornecidos pelo CPqAM/FIOCRUZ (Tabela 6),
indicando uma menor poténcia do produto testado.

Balakrishnan e colaboradores (2015) realizaram um cultivo com uma cepa
marinha de B. thuringiensis em meio contendo glicose, peptona, extrato de carne,
extrato de levedura e sais em frasco agitado para produgéo de toxinas. Os bioensaios
contra larvas L3 de A. aegypti resultaram em valores de 2,356 uL/mL para CLso e de
5,278 uL/mL para CLgo. Geetha e colaboradores (2007) realizaram fermentacdes com
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B. thuringiensis subsp. israelenses/tochigiensis no mesmo meio de cultura e obtiveram
resultados de 7,5 ng/mL para CLso € de 28 ng/mL para CLgo nos bioensaios contra

larvas L3 de A. aegypti.

Tabela 6 — Atividade biolégica da amostra de 48h da biomassa concentrada de BCLTHR-01 e do
padrao IPS-82 contra larvas de Aedes aegypti

Amostra Letalidade Concentragao Intervalo
(ppm) (ppm)
CLso 0,849 0,792 a 0,900
BCLTHR-01
CLogo 1,285 1,190 a 1,434
ClLso 0,012 o
IPS-82
ClLoo 0,021 —_—

Nota: Toxicidade determinada com base na concentragéo letal capaz de eliminar 50% (CLso) € 90%
(CLgo) dos individuos expostos (intervalo de confianga 95%). Os valores para o padrdo IPS-82 foram
fornecidos pelo CPqgAM/FIOCRUZ.

Fonte: Liany F. de A. Melo (2017).

As diferencas entre os resultados encontrados no presente trabalho e aqueles
citados acima podem estar relacionados, em um primeiro momento, aos varios
sorotipos existentes para a mesma espécie e que podem apresentar diferentes niveis
de toxicidade para o mesmo vetor (GEETHA et al., 2007). Além disso, larvas L4 de A.
aegypti sdao mais resistentes as toxinas de B. thuringiensis quando comparadas as
demais fases larvais (SOCCOL et al., 2009), o que pode ter contribuido para a
obtencao de valores mais altos de concentragdes letais para a cepa marinha.

A grande vantagem da producéao de biolarvicidas em processos fermentativos
sem adigdo de carboidratos é a facilitagcdo das etapas seguintes de preparo de
formulados a partir da biomassa concentrada. A presencga de glicose nédo metabolizada
no cultivo traz algumas limitagdes, pois ela pode caramelizar em processos que
envolvem calor, dificultando as etapas de biosseparacao e de secagem do material,
além de favorecer a contaminagao dos formulados, reduzindo a durabilidade dos
produtos gerados.

As condi¢des de cultivo da cepa BCLTHR-01 para produgao de biolarvicidas
ainda precisam ser otimizadas. O conhecimento sobre os fatores que afetam
diretamente o crescimento e o metabolismo desse isolado marinho permitirdo otimizar
as condicdes de producido das moléculas bioativas de interesse, com perspectivas

para melhoramento dos resultados de toxicidade observados.
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6 CONCLUSAO

Os esforgcos para a obtencao de bactérias marinhas heterotroficas associadas
ao muco de P. caribaeorum permitiram a obtencdo de 281 isolados, dos quais 55
puderam ser liofilizados e identificados com sucesso. A dificuldade de manutengao
desses micro-organismos foi decorrente principalmente do desconhecimento de suas
necessidades nutricionais e fisiologicas, importantes no desenvolvimento de
condi¢cbes adequadas para o cultivo e a preservacao dessas cepas.

A identificagcdo molecular dos isolados mostrou que a comunidade bacteriana
associada ao zoantideo foi representada por 18 espécies distintas, com
predominéancia do filo Firmicutes, que apresentou o género Bacillus como o mais
abundante. De forma geral, esses bacilos se apresentaram como bons produtores
enzimaticos em meio sélido, principalmente os isolados identificados como B.
thuringiensis e B. subtilis. Proteases e esterases foram as enzimas mais
frequentemente encontradas, sugerindo uma adaptagao dessas bactérias ao micro-
habitat fornecido pelo muco do cnidario marinho, rico em proteinas, lipideos e
carboidratos.

Foi demonstrado também que o isolado B. thuringiensis BCLTHR-01
apresentou atividade larvicida contra A. aegypti, sendo desenvolvido um processo
fermentativo em biorreator operando em batelada com meio de cultura desprovido de
glicose para a obteng¢ao da biomassa tdxica da cepa marinha. A auséncia de glicose
representa uma grande vantagem em relagdo aos processos ja existentes, uma vez
que facilita as etapas para o preparo de formulagdes e a manutengéo da integridade
dos produtos gerados.

Outro potencial biotecnoldgico identificado nos isolados bacterianos marinhos
foi a producdo de pigmentos, cuja principal fungao atribuida é a protecao contra
radiacao solar. A identificacdo e caracterizacdo desses metabdlitos permitira a
realizacao de estudos para investigar a possibilidade de aplicagdo dessas moléculas
no desenvolvimento de protetores solares. Além disso, muitos dos pigmentos oriundos
de bactérias marinhas apresentam uma série de atividades farmacoldgicas, como
antimicrobianas, citotdxicas, antitumorais, antioxidantes, anti-inflamatérias, etc., que
despertam o interesse para investigagdo do uso dessas moléculas como agentes
terapéuticos.

As investigagdes com metabdlitos bacterianos provenientes de P. caribaeorum
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ainda estdo em sua fase inicial. O conhecimento sobre os fatores que afetam
diretamente o crescimento e o metabolismo desses micro-organismos permitirdo
otimizar as condi¢des de producédo das moléculas bioativas de interesse.

Com essas informacgdes, espera-se contribuir para o conhecimento das
relagdes ecologicas e do papel dessas bactérias para a manutencao da integridade
dos ecossistemas marinhos, além de fornecer dados sobre cepas e moléculas
bioativas que venham a fortalecer o investimento em pesquisas em biotecnologia

marinha no Estado.
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APENDICE A — Composigdo dos meios de cultura utilizados

Caldo/Agar Marinho Zobell modificado, pH 7,6
Meio utilizado para isolamento e cultivo das bactérias heterotréficas marinhas

5 g de peptona de carne, 1 g de extrato de levedura, 40 g de sal marinho Tropic Marin®,
1000 mL de agua destilada. Adicionar 15 g de agar para meio solido.

Caldo MBS, pH 7,2

Meio utilizado para esporulacdo dos isolados marinhos de Bacillus spp.

10 g de peptona de carne, 1 g de extrato de levedura, 1 g de fosfato de potéassio
monobasico (KH2PO4), 0,1 g de sulfato de magnésio heptahidratado (MgS0O4.7H,0),
0,1 g de cloreto de calcio dihidratado (CaCl,.2H,0), 0,01 g de sulfato ferroso
heptahidratado (FeS04.7H20), 0,01 g de sulfato de manganés monohidratado
(MnS0O4.H20), 0,01 g de sulfato de zinco heptahidratado (ZnS0O4.7H20), 1000 mL de
agua destilada.

Caldo/Agar Nutriente (Himedia), pH 7,4

Meio utilizado para cultivo e contagem dos isolados marinhos de Bacillus spp., bem como para
triagem das atividades amilolitica e proteolitica (FEBY; NAIR, 2010; SMITH JR; GOODNER, 1958)
5 g de peptona de carne, 1,5 g de extrato de levedura, 1,5 g de extrato de carne, 5g
de cloreto de sodio (NaCl), 1000 mL de &gua destilada. Adicionar 15 g de agar para
meio solido.

Agar Celulose, pH 7,0

Meio utilizado para triagem de atividade celulolitica (KASANA et al., 2008, com modificagdes)

2 g de nitrato de sodio (NaNOs3), 1 g de fosfato de potassio dibasico (K2HPO4), 0,5 g de
sulfato de magnésio (MgS0Oa), 0,5 g de cloreto de potassio (KCI), 10 g de papel de filtro
de baixa gramatura (18 g/m?) (p/v), 0,2 g de peptona de carne, 17 g de agar, 1000 mL
de agua destilada.

Agar Peptona, pH 7,4

Meio utilizado para triagem de atividade lipolitica e esterolitica (KUMAR et al., 2012; SIERRA, 1957)
10 g de peptona de carne, 5 g de cloreto de sédio (NaCl), 0,1 g de cloreto de calcio
dihidratado (CaCl».2H-0), 10 g de polissorbato 20 (esterase) ou polissorbato 80 (lipase)
(p/v), 20 g de agar, 1000 mL de agua destilada.

Agar Pectina, pH 5,0 (poligalacturonase) / pH 8,5 (pectato liase)

Meio utilizado para triagem da atividade pectolitica (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975)

Solucéo A: 1 g de extrato de levedura, 5 g de pectina citrica, 15 g de agar, 500 mL de
agua destilada. Ajustar para pH 5 ou 8,5 de acordo com a enzima selecionada.
Autoclavar separadamente. Solucéo B: 2 g de sulfato de aménio ((NH4)2S0.), 4 g de
fosfato de potassio dibasico (K2HPO.), 6 g de fosfato de sédio dibasico (Na2HPO,), 0,2
g de sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4.7H20), 1 mg de cloreto de calcio (CaCly),
10 pg de acido borico (HzBOs3), 10 ug de sulfato de manganés (MnSOa), 70 ug de sulfato
de zinco (ZnS0O4), 50 ug de sulfato de cobre (CuSOa), 10 ug de tribxido de molibdénio
(MoOs3), 500 mL de agua. Autoclavar separadamente.

Preparar meio unindo solugdes A e B estéreis e resfriadas a aproximadamente 42°C.
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APENDICE B — Métodos de revelagio para atividade enzimatica

ENZIMAS METODOS DE REVELAGAO
Amilase

(FEBY: NAIR, 2010) Solugao de Lugol* por cinco minutos
Celulase

(KASANA et al., 2008) Resultado positivo: zonas claras

. Resultado negativo: meio azul (amilase) ou
Pectinases

(SOARES; SILVA; GOMES, 1999, com
modificagdes)

avermelhado (celulase e pectinases)

Principio: A solugcdo reage com o substrato inalterado presente no meio, que
adquire uma coloragdo azul (amilase) ou avermelhada (celulase, pectinase). A
presengca de zonas claras em torno das amostras indica reagao positiva para

hidrélise.

Esterase e Lipase Incubagao a 4°C por 12h

(STAMFORD; ARAUJO; STAMFORD,
1998)

Resultado positivo: zonas de precipitagao

Resultado negativo: meio inalterado

Principio: A hidrélise do polissorbato promove a liberagcédo de acidos graxos que se
ligam ao calcio presente no meio. Este complexo passa a ser visualizado na forma
de cristais insoluveis em torno das colénias, os quais sdo evidenciados apos

incubacao a 4°C.

Solugéo de acido acético 5% por

Proteases ) .
) cinco minutos
(STAMFORD; ARAUJO; STAMFORD,
1998) Resultado positivo: zonas claras

Resultado negativo: meio opaco

Principio: A adicdo da solugao acida promove a precipitagao das proteinas intactas,
fazendo com que o meio adquira uma coloragao mais opaca. A presenca de zonas

claras em torno das amostras indica reacao positiva para hidrdlise.

Notas: * Composicéo: 1 g de iodo (I2) + 2 g de iodeto de potassio (KI) + 297 mL de agua destilada.
Fonte: a autora (2016).
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APENDICE C - Aspectos morfolégicos dos isolados de Bacillus spp.

Placas Colonias Gram Esporos

BCLHSC BCLFRG BCLALT

BCLLNF

BCLALT B. altitudinis BCLHSC B. halosaccharovorans
BCLFRG B. frigoritolerans BCLLNF B. licheniformis

Legenda (da esquerda para a direita): aspecto morfolégico das culturas em agar nutriente ap6s 24h de
incubacgédo; detalhe das col6nias isoladas em meio sélido; coloragdo de Gram das culturas crescidas
em caldo nutriente e fotomicrografia com contraste de fase mostrando esporos das culturas crescidas
em meio MBS apés 5 dias de incubacgéo. Cada linha corresponde a um isolado marinho distinto.

Nota: As culturas foram fotografadas usando uma Canon EOS 70D acoplada a lente macro 100mm.
Para as laminas, foi empregado o microscépio Eclipse 80i acoplado a camera Nikon DS Ri1, com
aumento de 1000X para Gram e 800X com filtro Ph2 para contraste de fase.
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(APENDICE C - Continuagéo)

Placas Colonias

BCLTHR BCLSUB BCLOCE

BCLXMN

BCLALT B. oceanisediminis BCLHSC B. thuringiensis
BCLFRG B. subtilis BCLLNF B. xiamenensis

Legenda (da esquerda para a direita): aspecto morfolégico das culturas em agar nutriente apos 24h de
incubacgédo; detalhe das col6nias isoladas em meio sélido; coloragdo de Gram das culturas crescidas
em caldo nutriente e fotomicrografia com contraste de fase mostrando esporos das culturas crescidas
em meio MBS apos 5 dias de incubagéo. Cada linha corresponde a um isolado marinho distinto.

Nota: As culturas foram fotografadas usando uma Canon EOS 70D acoplada a lente macro 100mm.
Para as laminas, foi empregado o microscépio Eclipse 80i acoplado a camera Nikon DS Ri1, com
aumento de 1000X para Gram e 800X com filtro Ph2 para contraste de fase.
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INSTITUTO 870170062389
l ' NACIONAL 25/08/2017 {506
A NoUSTRIAL O
INDUSTRIAL
00.000.2.2.16.0643742.3

Pedido nacional de Invencgéo, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adicdo de Invengéo e entrada na fase nacional do PCT

Niamero do Processo: BR 10 2017 018249 5

Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 1

Nome ou Raz&o Social: UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPF/CNPJ: 24134488000108
Nacionalidade: Brasileira
Enderego: Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitaria
Cidade: Recife
Estado: PE
CEP: 50670-901
Pais: Brasil
Telefone: (81)2126 8959
Fax: (81)2126 8959
Email: patentes_dine.propesq@ufpe.br

Dados do Pedido

Natureza Patente: 10 - Patente de Invengdo (PI)

Titulo da Inveng&io ou Modelo de PROCESSO FERMENTATIVO PARA PRODUGAO DE TOXINAS
Utilidade (54): PELA CEPA MARINHA Bacillus thuringiensis BCLTRH-01 COM
POTENCIAL LARVICIDA CONTRA Aedes aegypti
Resumo: A presente invencéo refere-se ao desenvolvimento de um processo

fermentativo em meio liquido desprovido de carboidratos e realizado
em biorreator para a produgéo de cristais de toxinas pela cepa
marinha Bacillus thuringiensis BCLTHR-01 (isolada a partir do muco
produzido por coldnias do cnidario Palythoa caribaeorum) com a
finalidade de controle biolégico de larvas do vetor Aedes aegypti.

PETICIONAMENTO  ggt solicitagao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em 25/08/2017 as
ELETRONICO 13:00, Petigio 870170062389
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Dados do Inventor (72)

Inventor 1 de 4

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificag#o Flsica:
Enderego:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 2 de 4

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Enderego:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pals:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 3 de 4

LIANY FIGUEREDO DE ANDRADE MELO
05137770400

Brasileira

Bidlogo, biomédico e afins

Rua Sdo Mateus, 207, Iputinga

Recife

PE

50740-600

BRASIL

(81) 997 781704

lianymelo@gmail.com

CHRISTINE LAMENHA LUNA FINKLER
02380368473

Brasileira

Professor do ensino superior

Av. Amaro Lins de Andrade, 473, casa 23, Caixa Postal 190,
Campos do Jordao

Gravata

PE

55640-675

BRASIL

(81) 986 436651

chrislluna@yahoo.com.br

PETICIONAMENTO Est solicitagao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em 25/08/2017 as
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Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pals:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 4 de 4

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagdo Fisica:
Enderego:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pals:
Telefone:

Fax:

Email:

Documentos anexados

CARLOS DANIEL PEREZ

01336987421

Argentina

Professor do ensino superior

Rua Anténio Valdevino Costa, 280, bloco 30, apt® 302, Cordeiro
Recife

PE

50640-040

BRASIL

(81) 988 534918

cdperez@ufpe.br

IVONE ANTONIA DE SOUZA

09745610453

Brasileira

Professor do ensino superior

Rua Professora Anunciada da Rocha Melo, 70/1802, Madalena
Recife

PE

50710-390

BRASIL

(81) 995 851904

idesouza5@gmail.com

Tipo Anexo

Comprovante de pagamento de GRU 200

Relatorio Descritivo

Reivindicagdo

Resumo

Nome
GRU e Comp - COA 204.pdf
RD - COA 204.pdf
REIV - COA 204.pdf
RES - COA 204.pdf

PETICIONAMENTO Est solicitagao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em 25/08/2017 as

ELETRONICO

Peticio 870170062389, de 25/08/2017, pag. 3/13

13:00, Peticdo 870170062389




Melo, L.F.A. (2017) Anexos 88

Acesso ao Patriménio Genético

Declaragdo Negativa de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de patente de invengédo
nédo foi obtido em decorréncia de acesso a amostra de componente do Patrimonio Genético
Brasileiro, o acesso foi realizado antes de 30 de junho de 2000, ou nao se aplica.

Declaragdo de veracidade

MDecIaro, sob as penas da lei, que todas as informagdes acima prestadas sdo completas e
verdadeiras.

PETICIONAMENTO g, solicitagéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 25/08/2017 as
ELETRONICO 13:00, Petigio 870170062389
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RELATORIO DESCRITIVO

PROCESSO FERMENTATIVO PARA PRODUCAO DE TOXINAS PELA CEPA MARINHA
Bacillus thuringiensis BCLTRH-01 COM POTENCIAL LARVICIDA CONTRA Aedes aegypti.

Campo da Invencdo

[001] A presente invengdo enquadra-se no campo de produgdo de biolarvicidas para
o controle de vetores culicideos a partir de fermentacdo microbiana, mais
particularmente, a produgdo de cristais proteicos de Bacillus thuringiensis para o
controle de Aedes aegypti.

[002] S&o descritos os métodos de produgdo de endotoxinas por fermentacdo em
biorreator usando-se a cepa marinha B. thuringiensis BCLTHR-01 (isolada a partir do
muco produzido por col6nias do cnidario Palythoa caribaeorum) para a obtengdo da
biomassa concentrada ativa contra larvas de A. aegypti.

Antecedentes da Invencdo

[003] A expressdo “controle bioldgico” foi empregada pela primeira vez por Harry S.
Smith em 1919 para indicar o uso de inimigos naturais no controle de insetos pragas
em lavouras. Posteriormente, o termo passou a ser utilizado para referenciar todos os
métodos de controle baseados no uso de organismos vivos (ou de substancias por eles
produzidas) como alternativa ao uso de produtos quimicos que, além de promover o
surgimento de linhagens resistentes, também sdo prejudiciais ao meio ambiente
devido ao seu amplo espectro de a¢do (Akta et al., 2009. Interdiscip Toxicol, 2(1):1-12.
DOI: 10.2478/v10102-009-0001-7).

[004] No campo da salde publica, uma das pragas que tem ganhado destaque no
cendrio epidemioldgico mundial € o mosquito A. aegypti (Diptera: Culicidae),
conhecido por ser o vetor de arbovirus que causam Dengue, Chikungunya e Zika (Grard
et al., 2014, PLoS Negl Trop Dis, 8(2):e2681, DOI: 10.1371/journal.pntd.0002681).
Trata-se de uma espécie holometabdlica, cujo ciclo de vida apresenta as fases de ovo,

larva (L3, L, Ls e L), pupa e mosquito adulto. A. aegypti é uma espécie
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predominantemente urbana que deposita seus ovos separadamente na parede interna
de objetos localizados proximos a superficie de dgua limpa (Consoli e Lourengo-de-
Oliveira, 1994. Principais mosquitos de importancia sanitdria no Brasil. Rio de Janeiro:
Fiocruz, 228p). Ao entrarem em contato com a dgua acumulada no periodo de chuvas,
os ovos eclodem e liberam as larvas (Beaty e Marquardt, 1996. The biology of disease
vectors. Colorado: University Press of Colorado, 632p.). Uma vez que os criadouros
(ex.: garrafas vazias, pneus, caixas d’agua descobertas, vasos de plantas, bromélias,
troncos de drvores) sdo dificeis de serem completamente eliminados do ambiente por
questdes naturais ou problemas de saneamento, os mesmos tornaram-se alvos para a
aplica¢do de inseticidas (Ministério da Saude, 1996. Plano diretor de erradicacdo do
Aedes aegypti do Brasil).

[005] Uma das alternativas mais eficientes para o controle bioldgico de populagSes
desse vetor é o uso de bioinseticidas a base de diferentes micro-organismos (Charles
et al.,, 2000. Mem Inst Oswaldo Cruz, 95(Suppl. 1):201-206. DOI: 10.1590/S0074-
02762000000700034), principalmente linhagens de B. thuringiensis (Bt), uma espécie
de bactéria esporulante capaz de produzir proteinas toxicas na forma de cristais
parasporais (Usta, 2013. Cap. 13, p. 287-317, DOI: 10.5772/55786). Essas toxinas sdo
altamente especificas ao inseto alvo, completamente biodegraddveis e ndo
apresentam danos a seres humanos, vertebrados ou plantas. Uma vez ingeridas por
larvas de insetos especificos, as toxinas sdo ativadas no intestino e passam a promover
a necrose das células epiteliais, levando a morte (Bravo et al., 2006. Toxicon,
49(4):423-435. DOI: 10.1016/j.toxicon.2006.11.022).

[006] Vidrios esforgos tém sido concentrados para o desenvolvimento de produtos de
Bt para o controle de nematoides, lepiddpteros, coledpteros e dipteros (Bravo et al.,
2006. Toxicon, 49(4):423-435. DOI: 10.1016/j.toxicon.2006.11.022), objetivando-se a
obtencdo de produtos com custo reduzido e com alto rendimento. Dentre as varias
abordagens empregadas, tem sido realizado o isolamento (ex.: “Novel Bacillus
thuringiensis isolates active against dipteran pests”, documento EP0480762A2) ou

melhoramento genético de novas linhagens de Bt (ex.: “Microorganisms as pesticides”,
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documento EP0200344A2), o fornecimento de proteinas ou genes para producdo de
organismos transgénicos (ex.: “Bacillus thuringiensis a-endotoxin fragments”,
documento US5710020A; “Methods and compositions for expression op bti
endotoxin”, documento EP0153166A2; “Bacillus thuringiensis crystal polypeptides,
polynucleotides, and compositions thereof”, documento US7208474B2), bem como o
desenvolvimento formulac¢des para aplicacdo em campo objetivando-se o controle de
diferentes pragas de insetos (ex.: “Carrier and dispersal mechanism for a microorganic
larvicide”, documento US4187290A; “Insecticide composition for controlling insects
which have an aquatic breeding site”, documento US4707359A; “Bacillus-containing
pesticide granules”, documento US5283060A).

[007] A producgdo de endotoxinas é realizada por fermentagdo submersa utilizando
um meio de cultura adequado, cuja composigdo pade variar de acordo com a linhagem
bacteriana empregada.

[008] Na patente "Composi¢cdo de bioinseticida a base de Bacillus thuringiensis var
israelensis e o respectivo processo de preparacdo” (documento Pl 0003314-6 A), sdo
descritos os processos para produgdo de formulados a base de fermentacdo utilizando
um meio de cultura contendo amino-fértil, proteina de soja, ureia, manitol, cloreto de
sédio e uma mistura de sais composta por MgSQs, MnSO,, ZnSQO4, FeSO, e CaCly. Da
mesma forma, a patente "Processo de fabricacdo de bioinseticida a base de Bacillus
thuringiensis subespécie israelensis (Bti) e produto dele resultante" (documento Pl
0002554-2 A) descreve o preparo de formulados a partir de fermentados de Bti em
meio contendo peptona, glicose, KH,PO,; e os micronutrientes MgS0,.7H,0,
MnS0,.7H,0, ZnS04.4H,0, FeS0O,.7H,0 e Call;.4H,0. Em ambos os casos, o0 meio de
producdo compreende fontes de nitrogénio, uma fonte de carbono (geralmente um
acUcar) e micronutrientes. Para a cepa marinha BCLTHR-01, objeto da presente
invengdo, o desenvolvimento celular e a produgdo de cristais ndo ocorrem
adequadamente em meios contendo glicose como fonte de carbono.

[009] A patente “Method for production of pecticide” (documento KR20110016693

(A)), por sua vez, relata a produgdo de um pesticida para o controle de lepiddpteros a
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base de fermentado B. thuringiensis serovar colmeri em meio contendo farelo de soja
e leite desnatado, sendo mencionado também a produgdo de toxinas em meio LB
acrescido de MnSO,.

[010] As diferengas na composi¢do dos meios de produgdo refletem as diferentes
preferéncias nutricionais demonstradas pelas diversas linhagens. Além disso, o fato
que espécies ariundas de ambientes diversificadas, como o ambiente marinho, sofrem
pressdes ambientais diversas pode refletir em seu arsenal genético e proteico,
tornando-as candidatas em potencial na busca por novas linhagens com amplo
espectro de atividade ou alto rendimento produtivo.

[011] Ao se utilizar linhagens naturais, é importante considerar a adequag¢do dos
componentes do meio para garantir ndo apenas o desenvolvimento do micro-
organismo, como também a produgdo das moléculas de interesse, sendo necessdria a
sele¢do de fontes alternativas de nutrientes e o desenvolvimento de novos processos
que contornem as limitagdes impostas pelas condi¢bes de fermentacdo ja existentes.

Descricdo da Invencdo

[012] A presente invencdo descreve um processo para obtencdo de uma biomassa
concentrada formada principalmente por esporos e cristais de toxinas apds
fermentacdo liquida submersa em batelada realizada em biorreator para uma cepa
marinha de Bt denominada BCLTHR-01, a qual apresenta propriedades biolarvicida
contra A. gegypti. O emprego de biorreatores permite o controle e monitoramento de
parametros importantes para o desenvolvimento microbiano e a produgdo de
compostos de interesse, tais como variagGes de pH, temperatura e oxigénio dissolvido,
bem como niveis de aerac¢do e agitacdo do cultivo. O monitoramento detalhado dessas
varidveis permite a reprodugdo precisa do método, sendo Util nos processos de
otimizagdo das condic¢es de cultivo.
Etapa 1 — Obtengdo do micro-organismo

[013] A cepa de Bt objeto da presente invengdo foi isolada a partir do muco do
zoantideo marinho Palythoa caribaeorum (Cnidaria, Anthozoa) através de

plagueamento em meio Agar Marinho Zobell. As culturas puras foram analisadas por
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microscopia de contraste de fase e entdo preservadas por liofilizagdo usando um meio
composto por 10% de sacarose e 1% de gelatina. A identificagdo foi realizada por
sequenciamento do gene 165 rDNA, utilizando os iniciadores 27F
(5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) e 1492R (5'-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’) e do
gene rpoB por uso dos iniciadores rpoB-F (5-AARYTIGGMCCTGAAGAAAT-3’) and
rpoB-R (5’-TGIARTTTRTCATCAACCATGTG-3’) (Durak et al 2006, J Food Sci 71:M50-
M56).

Etapa 2 — Obtengdo da biomassa concentrada ativa
[014] A cepa marinha B. thuringiensis BCLTHR-01 foi utilizada para a obtencdo da
biomassa concentrada ativa contra larvas de A. aegypti. O meio de cultura utilizado foi
composto por (p/v): 1% de peptona de carne como fonte de nitrogénio, 0,1% de
extrato de levedura como fonte de carbono e como micronutrientes 0,1% de KH,PO.,
0,01% de MgS0,4.7H,0, 0,01% de CaCl,.7H,0, 0,001% de FeS0,.7H,0, 0,001% de
MnS0O4.H,0 e 0,001% de ZnSO,.7H,0. O pH inicial do meio foi ajustado para 7,2
utilizando-se NaOH 5 M.
[015] Inicialmente, o indculo da fermentagdo (proporgdo de 10%) foi preparado em
dois frascos tipo Erlenmeyer (capacidade para 1 L) com concentragdo inicial de células
na ordem de 10° unidades formadoras de colénias por mililitro de meio (UFC/mL),
perfazendo um volume total de 150 mL de cultivo por frasco.
[016] Apds incubagdo a 200 rpm por 16h a 30°C, o contetddo dos frascos (com
concentracio de células totais em 10”7 UFC/mL) foi utilizado para inocular meio estéril
em biorreator operando em batelada com capacidade nominal de 5 L e volume util de
3 L. A fermentacdo foi realizada em duplicata por 48h a 30°C com vazdo de ar de
0,8 vwm e agitacdo a 250 rpm. O nivel de espuma foi controlado por adicdo de dleo
vegetal como antiespumante

Etapa 3 — Métodos analiticos
[017] Monitoramento de pH e oxigénio - Durante todo o processo, o
monitoramento das varidveis pH e oxigénio dissolvido foi realizado automaticamente

pelo biorreator.
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[018] Cinética de crescimento = A cada 24h, amostras foram coletadas para o
acompanhamento do crescimento microbiano através da quantificacdo de células
totais e esporos por plaqueamento de diluicdes das amostras antes e apds choque
térmico (80°C por 12min), respectivamente.
[019] Proteinas = As proteinas totais foram inicialmente precipitadas com acetona
gelada (na propor¢do de 1:8) por 1h a -20°C e, em seguida, solubilizadas com NaOH
50 mM por 1h a temperatura ambiente. Apds centrifugacdo (7467 x g, 10°C, 20min), o
sobrenadante foi quantificado pelo método de Bradford (Anal Biochem 72:248-254,
1976) utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrao.
[020] Produgdo de toxinas = A produgdo de cristais de toxina foi monitorada
diariamente através da analise de esfregacos dos caldos fermentados corados com
Azul de Coomassie 0,25%. Apds 48h de fermentagdo, os cristais foram extraidos
segundo o método proposto por Mounsef e colaboradaores (J Microbiol Methods
107:147-149, 2014) e quantificados por Bradford.

Etapa 4 — Avaliagdo da atividade larvicida contra A. aegypti
[021] Ao término da fermentacdo, a biomassa foi floculada com posterior
sedimentagdo por até 24h a 4°C. Apds descarte do sobrenadante, a biomassa
concentrada foi submetida a bioensaios frente larvas Ly de A. aegypti para
determinacdo das concentracdes letais para 50% (CLsp) das larvas segundo o método
de Larget-Thiéry (VBC/84.892, WHO, 1984). A cepa IPS-82 do Instituto Pasteur foi
utilizada como padréo.
[022] Nas condigbes propostas na presente invencgdo, o cultivo de BCLTHR-01
encontra-se totalmente esporulado apds 24h de incubacdo, com lise celular e liberacdo
de cristais parasporais apos 48h. A contagem de células totais/esporos da biomassa
concentrada ao término da fermentacdo fica em torno de 10° UFC/mL, a qual
apresenta boa atividade larvicida contra A. aegypti, com valores de Clsy de 0,849 ppm

(intervalo de 0,792 a 0,900).
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REIVINDICAGCOES

1. Processo fermentativo para produgdo de toxinas caracterizado por
fermentagdo submersa em biorreator usando a cepa marinha Bacillus thuringiensis
BCLTHR-01 em um meio desprovido de carboidratos como fonte de carbono, que
permite a obtencdo de uma biomassa concentrada (10° UFC/mL) ativa contra larvas de

Aedes aegypti (Clsp de 0,849 ppm, intervalo de 0,792 a 0,900).
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RESUMO

PROCESSO FERMENTATIVO PARA PRODUCAO DE TOXINAS PELA CEPA MARINHA
Bacillus thuringiensis BCLTRH-01 COM POTENCIAL LARVICIDA CONTRA Aedes aegypti.

A presente invencdo refere-se ao desenvolvimento de um processo
fermentativo em meio liquido desprovido de carboidratos e realizado em biorreator
para a produgdo de cristais de toxinas pela cepa marinha Bacillus thuringiensis
BCLTHR-01 (isolada a partir do muco produzido por coldnias do cnidario Palythoa

caribaeorum) com a finalidade de controle bioldgico de larvas do vetor Aedes aegypti.
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