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Potencial Anticancer de bactérias associadas a ascidias, esponjas e sedimentos coletados
no Atol das Rocas. Dissertacdo de mestrado de Karen Yadira Alzate Velasco, sob a orientacdo
da Profa. Dra. Leticia Veras Costa Lotufo. Programa de Pds-graduacdo em Farmacologia,

Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo.

RESUMO

A Reserva Atol das Rocas ¢ um ambiente Unico no Oceano Atlantico Sul, hospedando um
grande numero de espécies endémicas. Os estudos sobre a diversidade quimica que emerge
dessa biota sdo escassos, mas estima-se uma grande quantidade de novas e complexas estruturas
quimicas, associadas a diferentes propriedades farmacoldgicas. Portanto, o presente trabalho
teve como objetivo estudar o potencial farmacoldgico da microbiota associada a ascidias e
esponjas, bem como a partir de sedimentos, coletados no Atol das Rocas. Um total de 80
bactérias foram isoladas e depois cultivadas em cultivo liquido de meio Al para obtencdo de
extratos brutos. 38% destes extratos foram considerados citotdxicos (> 75% de inibigdo na
concentracdo de 50 pug/mL) contra a linhagem celular humana de adenocarcinoma do célon
HCT-116 por ensaio de MTT. O sequenciamento do gene 16S rARN revelou que as bactérias
produtoras dos extratos citotdxicos sdo, na grande maioria, da classe Actinobactéria, incluindo:
Streptomyces, Salinispora, Nocardiopsis e Brevibacterium. Em propor¢do menor, mas nédo
menos importante, foi também encontrado bactérias das classes Bacilli (Bacillus) e
Proteobacteria (Pseudomonas e Halomonas). Todos os extratos brutos foram analisados por
HPLC-MS/MS e estes dados foram utilizados para construir uma rede molecular (GNPS) que
indicou a presenca de uma significativa quimiodiversidade, incluindo: rifamicinas, antimicinas,
desferrioxaminas, ferrioxaminas, surfactinas, surugamidas, estaurosporina e saliniketal, além
de muitos compostos ndo identificados. Neste trabalho, também apresentamos a rede molecular
como estratégia para destacar os metabolitos responsaveis pela propriedade bioldgica presente
em amostras naturais complexas, com foco em sua identificacdo. No geral, esses resultados

destacaram o grande potencial farmacoldgico das bactérias do Atol das Rocas no Atlantico.

Palavras-chave: Metabolitos secundarios; Diversidade microbiana; Metabolémica; Rede

Molecular; Bactérias marinhas.



Anticancer potential of bacteria recovered from ascidians, sponges and sediments
collected in Atol das Rocas. Master's Dissertation of Karen Yadira Alzate Velasco, under the
supervision of Profa. Dr. Leticia Veras Costa Lotufo. Graduate Program in Pharmacology,

Institute of Biomedical Sciences, University of Sdo Paulo.

ABSTRACT

Rocas Atoll is a unique environment in the South Atlantic Ocean, hosting a large number of
endemic species. Studies on the chemical diversity emerging from this biota are scanty, but it
is expected a vast number of new and complex chemical structures associated with different
pharmacological properties. Therefore, the present work aimed to study the pharmacological
potential of the microbiota associated to ascidians and sponges, as well as from sediments,
collected at the Rocas Atoll. A total of 80 bacteria were isolated, and then cultured in Al liquid
culture to obtain crude extracts. 38% of these extracts were considered cytotoxic (> 75% of
inhibition at 50ug/mL) against human colon adenocarcinoma HCT-116 cell lines by MTT
assay. 16S rARN gene sequencing revealed that the bacteria producing the cytotoxic extracts
are generally from the actinobacteria class, including Streptomyces, Salinispora, Nocardiopsis
and Brevibacterium. In smaller proportion, but not less important, it was also found bacteria
from the classes Bacilli (Bacillus) and Proteobacteria (Pseudomonas and Halomonas). All the
crude extracts were analyzed by HPLC-MS/MS and these data were used to construct a
molecular networking (GNPS), which indicated the presence of a meaningful chemodiversity,
including rifamycins, antimycins, desferrioxamines, ferrioxamines, surfactins, surugamides,
staurosporine and saliniketals, despite several unidentified compounds. Herein, we also
presented molecular network as a strategy to highlight metabolites responsible for the biological
property present in complex natural samples focusing on their identification. Overall, these

results highlighted the great pharmacological potential of bacteria from Atlantic Rocas Atoll.

Keywords: Secondary metabolites; Microbial diversity; Marine Bacteria; Metabolomics;
Molecular network.
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1.1 O ambiente marinho e sua diversidade quimica e bioldgica

Os ecossistemas marinhos sdo reconhecidos como uma fonte de farmacos importantes
para a humanidade, com mais de 20.000 moléculas descritas (1). E um ambiente rico em
diversidade genética, que se traduz na biossintese de estruturas quimicas unicas e complexas de
grande interesse biotecnoldgico e/ou farmacoldgico (2, 3). Sendo assim, a farmacologia de
produtos naturais marinhos é uma importante linha de estudo, pois tenta elucidar as
propriedades farmacoldgicas de substancias que estdo sendo produzidas pelas diversas espécies
de plantas, animais e microrganismos presentes nesse ambiente.

Mais de 70% do planeta Terra é coberto pelos oceanos, que Sd80 responsaveis por
abrigarem a maior diversidade de espécies descritas (4). Acredita-se que as carateristicas
quimicas e bioldgicas Unicas dos oceanos fazem desses ecossistemas singulares e exclusivos
nichos ecoldgicos (5). Nos ultimos anos, tem sido descritas mais de 1000 novas moléculas por
ano, somente em 2016, 1277 novas substancias foram descritas em 432 artigos (3). Dos 15.000
produtos naturais descritos até 2010 estima-se que 30% deles foram isolados de esponjas (6).
Essa diversidade quimica surge de uma grande variedade de organismos, como
microrganismos, algas, urocordados, esponjas, moluscos, briozoarios, cnidarios, entre muitos
outros. Estes organismos marinhos apresentam caracteristicas fisiol6gicas e metabdlicas, que
muitas vezes refletem a sua histéria evolutiva, com adaptacfes Unicas para um ambiente de
intensas pressdes seletivas (1).Tudo isso torna o ambiente marinho muito interessante para ser
investigado, a fim de descobrir novas moléculas com promissoras propriedades terapéuticas
(5).

Os organismos marinhos podem viver em associagdo com outros organismos ou
microrganismos, como por exemplo bactérias. Essas associagdes, conhecidas como simbioses,
estdo relacionadas com as necessidades de cada individuo ou em conjunto. Dentre essas
relaces, existem aquelas mais complexas, envolvendo muitos organismos em sistemas
conhecidos como holobiontes, que formam unidades ecoldgicas compostas geralmente por um
macrorganismo e uma infinidade de espécies de microrganismos associadas, coletivamente
chamadas de microbioma (7). Curiosamente esse tipo de relagdo se estabelece desde os
organismos mais simples, onde mesmo fungos unicelulares podem ter outras espécies
endofiticas, até o homem que abriga em seu organismo uma quantidade de células de
microrganismos dez vezes superior as suas proprias células (7 e 8).

Esta intima relacdo confere condigdes bioldgicas e quimicas especificas, que possibilitam
o perfeito ajuste do holobionte com o ambiente, afetando no caso dos invertebrados marinhos

desde ciclos biogeoquimicos de nutrientes como carbono, nitrogénio e fosforo, ate a
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adaptabilidade as mudancas ambientais (9). Neste contexto, a producdo de moléculas de
complexos esqueletos quimicos orquestra multiplas fungBes nesses sistemas, incluindo aquelas
de defesa. E é justamente na expressdo do chamado metabolismo secundario que reside a
producdo de substancias com importancia biotecnologica e farmacoldgica (10). Entre os
organismos mais estudados nessas associagdes estdo as bactérias, as quais sdo uma importante
fonte de substéncias bioativas. Estes microrganismos tem a capacidade de se associar com
outros organismos marinhos como esponjas, ascidias, corais, algas e muitos outros, além de

ocupar todo o assoalho marinho.

1.2 Substancias derivadas de organismos marinhos e seu potencial farmacolégico

Aproximadamente 60% dos farmacos utilizados na clinica sdo de origem natural
especialmente aqueles utilizados para o tratamento ou controle do cancer. Os novos compostos
informados em 2016 foram principalmente: monoterpenos, iriddides, sesquiterpenos,
diterpenos, sesquiterpenos, triterpenos, meroterpenos, alcaldides, lignanas, cumarinas,
flavonas, ciclo peptideos e policetideos, onde, a maioria dos novos compostos foram isolados
de: plantas, organismos marinhos, fungos, cepas bacterianas e cianobactérias. Alguns dos novos
compostos (11), mostraram potencial bioatividade, como: citotoxicidade, efeitos anti-
inflamatorios, neuroprotetores e hipoglicemiantes, também efeitos antimicrobianos e anti—
tuberculose. Com alguns destes compostos foram feitos teste de citotoxicidade para: maléria,
HIV e virus da hepatite B e C, com resultados promissérios. Os dados bioldgicos informados
foram obtidos principalmente em modelos in vitro (9, 8).

Entre os organismos marinhos estudados destacam-se as ascidias e as esponjas, que sdo
invertebrados filtradores que podem ser encontrados em todos os ambientes marinhos,
incluindo o Atol das Rocas, convivendo com complexas comunidades de microrganismos
incluindo Archaea, bactérias, e células eucariotas simples que sdo essenciais para 0
funcionamento e sobrevivéncia deles (13). A simbioses entre bactérias e organismos marinhos
¢ bem conhecida e estima-se que em 20 anos de estudo, no caso das ascidias, gerou
aproximadamente 580 compostos ativos reportados, dos quais 64% foram produtos anticancer,
seguido de 6% de drogas antimalaricas, entre outras, quando classificados pelo seu uso
biomédico. Quando classificadas pelas carateristicas quimicas das substancias, pode-se
observar que 48% sao alcaloides indolicos, seguido de alcaldides pirrélicos com 18%,
alcaldides p-carbolinicos com 8% e estaurosporina com 5% (entre outros com menor

proporcdo). Entretanto, estima-se que entre 1994 a 2014 s6 5% do total de 3000 espécies de
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ascidias conhecidas foram estudadas, destas 32% corresponde a familia Didemnidae, 22% a
Polyclinidae, e 11 e 12 % a Styelidae e Polycitoridae, respetivamente (14).

As esponjas, por sua vez, sdo os invertebrados mais estudados com relacdo ao
metabolismo secundario, sendo responsaveis, como dito anteriormente, por cerca de 30% das
substancias ja isoladas (6). Sdo produzidas pelas esponjas, substancias com diversas origens
quimicas e com elevado potencial farmacoldgico, sobretudo: alcaldides, macrolideos,
terpendides, poliéteres, derivados de nucleosideos, e outros compostos organicos (8). As
esponjas exercem funcdes ecoldgicas extraordinarias nos ecossistemas marinhos, resguardando
uma grande variedade microrganismos simbiontes, calculando-se que o 40% do volume total
das esponjas podem ser ocupadas por estes. Além disso, tem sido proposto que 0s
microrganismos simbiontes estaveis, podem ser herdados e diretamente relacionados com as
esponjas progenitoras, como descrito também por Sipkema e Decarlt no 2015 (15). Bactérias
associadas a esponjas produzem uma ampla variedade de estruturas quimicas, incluindo

substancias antitumorais, com mais de 1000 moléculas no ano 2010 (16).

Sdo variados e diversos os metabolitos procedentes de bactérias em simbioses com
ascidias, esponjas ou outros organismos marinhos. Essas bactérias associadas produzem
diferentes estruturas quimicas, geralmente como resposta de interagfes (antagbnicas ou
benéficas) com seu hospedeiro, por conseguinte isso € uma evidente mostra do ilimitado
potencial e diversidade dos produtos ativos procedentes de organismos marinhos, a0 mesmo
tempo que, evidencia que as caracteristicas simbidticas, bioldgicas, geomorficas e ambientais
sdo uma importante presséo evolutiva que favorecem a geracao por parte dos organismos a este
tipo compostos bioativos. (16, 19).

Assim, essa associacdo de alguns microrganismos na superficie € uma interessante
alternativa de novos bioativos, devido a que essas interacBes estimula a producdo e
desenvolvimento de aleloquimicos para proteger a superficie do hospedeiro contra a
colonizagdo de patdgenos em troca de um ambiente rico em nutrientes (18).

Tal relacdo hospedeiro e microrganismos pode se tornar tdo proxima que as vias
metabdlicas podem ser confundidas quando se tenta descobrir qual organismo produziu
determinado metabolito. De fato, estima-se que bactérias e cianobactérias sao responsaveis por
cerca de 80% das substancias marinhas (ou derivados) que se encontram em testes clinicos ou
que ja foram aprovadas como agentes terapéuticos (19).

As actinobacterias marinhas (associadas a organismos marinhos como sedimentos) sdo

as principais produtoras de substancias biologicamente ativas (20), com interessantes
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aplicacdes terapéuticas maiores que aquelas observadas nas contrapartes terrestres. Elas
evoluiram com caracteristicas estruturais Unicas, propriedades fisiologicas e quimicas, que
permitem a sobrevivéncia em condic¢Oes de pressdo, salinidade e temperaturas variaveis, que

acontecem nos habitats marinhos (21).

1.3 Potencial anticancer das substancias de origem marinha

O cancer corresponde a um conjunto de doencas onde a proliferacdo e crescimento
celulares fogem aos mecanismos de controle intrinsecos do organismo, manifestando a
capacidade de invadir outros tecidos do corpo e fazer metéstases (22). Em 2012, estima-se que
14,1 milhdes de casos de cancer ocorreram em todo o mundo, sendo que mais da metade dos
casos estdo em regifes em desenvolvimento (23). E inquestionavel que o cancer é um problema
de satde publica, sendo estimado para as proximas décadas, mais de 20 milhdes de novos casos
(24).

O tratamento do céancer envolve vérias op¢Oes terapéuticas, mas apesar dos avangos
constantes na: deteccdo, tratamento e prevencdo da doenca, a mortalidade relacionada a essa
doenca permanece ainda inaceitavelmente alta (25), sendo um dos maiores desafios para a saude
publica. Apesar da existéncia de muitos farmacos anticancer e da eficiéncia terapéutica de
alguns destes ainda ndo existe um farmaco ideal no tratamento do céncer, isto torna a procura
de novos farmacos e alvos terapéuticos relevantes ainda mais necessaria (26).

Dentre as substancias em uso clinico de origem marinha, destacam-se aquelas com uso
no tratamento do cancer: citarabina, trabectedina, eribulina e bretuximabe vedotina. Vale
ressaltar que, em 2017, todos esses medicamentos ja estdo licenciados pela ANVISA e
autorizados para prescri¢do e uso no Brasil.

A citarabina A aprovada para uso clinico em 1969 e segue, ainda hoje, amplamente
empregada no tratamento de diversos tipos de leucemias, como leucemia linfocitica aguda,
leucemia mieloide aguda, leucemia mieloide cronica e linfoma n&o-Hodgkin (8). Essa
substancia ndo € um produto natural, mas um analogo sintético de um C-nucleosideo da esponja
Cryptothethya crypta, sendo historicamente relatada como o primeiro exemplo de um farmaco
marinho comercialmente disponivel.

A trabectedina ou Ecteinascidina 743 ¢ um exemplo de alcaldide isolado a partir da
ascidia caribenha Ectenascidia turbinata, que foi aprovado para uso clinico no tratamento de
sarcomas de tecidos moles com o nome Yondelis® (27). Este alcaloide apresenta um mecanismo
de acéo peculiar, ligando-se covalentemente nas fendas menores do ADN, preferencialmente

em dominios ricos em CG, formando dimeros e levando a dobras na fita de ADN (28). A
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comercializacdo do Yondelis® so foi possivel com a descoberta de um processo de semisintese
a partir da cianosafracina B, obtida a partir da fermentacdo da bactéria Pseudomonas
fluorescens (27).

A Eribulina (Halaven®), analogo sintético da halicondrina A isolado da esponja
Halichondria okadai , com agéo antiproliferativa em linhagens tumorais em ensaios in vivo e
in vitro, atualmente usado no tratamento do cancer de mama e alguns casos de liposarcoma
refratarios ao tratamento por seus efeitos anti-mitoticos sobre as células deste tipo de tumores
(62 e 61).

A bretuximabe vedotina, por sua vez, é um farmaco inovador pois envolve um complexo
anticorpo-droga, incluindo a monometilauristatina E (MMAE ou vedotina), um dos derivados
sintéticos da dolastatina isolada do molusco gastropode Dolabella auricularia , e o anticorpo
dirigido a proteina de membrana CD30, também reconhecida com um marcador tumoral para
alguns tipos de linfomas (Doronina et al., 2003; Senter; Sievers, 2012). O uso desse
medicamento teve um impacto dramatico no tratamento de linfoma de Hodgkin, um tipo de
cancer que se distingue pela alta expressdo de CD30.

Um outro exemplo interessante € o peptideo didemnina B isolado inicialmente de
Trididemnum solidum e posteriormente de outras espécies do mesmo género com uma potente
atividade antitumoral e antiproliferativa contra cancer de prostata (30). Sua funcdo estéd
associada a inibicdo da sintese de ARN, ADN e proteina, o que levou esta molécula a avangos
em estudos pré-clinicos e clinicos (31). Infelizmente, sua neurotoxicidade levou a interrupcéo
dos testes clinicos com essa substancia (32). O ciclo depsipeptideo aplidina A, analogo da
didemnina B encontrado na ascidia Aplidium albicans, também apresentou uma forte atividade
anticancer contra o cancer de pulmao, melanoma e cancer de mama. Seu modo de agéo envolve
varias vias, como a parada do ciclo celular e a inibicdo da sintese de proteinas, terminando na
inducdo de apoptose de células tumorais (31). Atualmente encontra-se na fase 11l de testes para

o tratamento de mieloma muiltiplo, com o nome de Aplidin® (32).

1.4  Atol das Rocas e suas carateristicas ecoldgicas

O Brasil possui um litoral marinho com uma extens&o aproximada de 8.500km, mais de
3,5 milhdes de km? de zona econdmica exclusiva (ZEE) e 2,5 milhdes de hectares em regides
com rios desembocando nos mares, misturando-se agua doce com salgada conhecidos como
estuérios (9, 5), favorecendo a biodiversidade dos ecossistemas e a produgdo biologica de

compostos.
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Ha que se ressaltar que além da segunda costa continua mais extensa do mundo, o Brasil
possui cinco conjuntos de ilhas oceénicas incluindo: arquipélago de Fernando de Noronha,
Trindade e Martim Vaz, Arquipélago de Sdo Pedro e S&o Paulo, e Atol das Rocas. As ilhas
oceanicas brasileiras estdo localizadas em mares tropicais, e sdo, portanto, favoraveis ao
desenvolvimento de uma rica e diversificada biota marinha, com vérios casos de endemismo
9).

O Atol das Rocas € o unico atol no Atlantico, com a excecdo de algumas formacoes
semelhantes no caribe colombiano. Um atol & uma ilha oceanica em forma de anel, com
formagdes vulcanicas, de estrutura rochosa de procedéncia vulcanica e formagdes coralinas e
de outros invertebrados. Estas formacdes se caracterizam pela presenca de uma espécie de
piscina interna com pouca troca de agua, levando ao desenvolvimento de recifes de corais (34).
O Atol das Rocas faz parte de um alinhamento de montes submarinos com 3000 a 5000m de
altura desde a superficie oceéanica, desenvolvido ao longo da Zona de Fratura de Fernando de
Noronha, na dorsal meso-atlantica, formada pela placa Sul-Americana e a placa Africana. A
dorsal € uma fenda profunda de 10km que distancia uma placa da outra, que separa o fundo
marinho, trazendo mudancas nas espécies marinhas proprias desse ecossistema (12).

O Atol das Rocas encontra-se localizado no sudoeste do Oceano Atlantico a 3° 51'S e 33°
49'W, a 266 km da cidade de Natal, no estado do Rio Grande do Norte, nordeste do Brasil. Tem
uma forma eliptica, medindo 3,5 km ao longo do seu eixo principal E-W e 2,5 km ao longo do
seu eixo N-S (Figura 1). O recife plano propriamente dito tem uma area total de cerca de 2,62
km? com uma largura que varia entre 100 e 800m. A superficie plana do recife é composta por
associacOes de gastropodes de coral, que crescem como cristas lineares com uma elevacao de
cerca de 2m acima do nivel médio da agua do mar. Seu contorno é quase continuo, sendo
interrompido por dois canais de maré para 0 oceano, um situado no Oeste e outro no flanco
norte (10, 11).
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Figura 1 - Localizacdo de atol das Rocas
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(A) Mapa mostrando a localizacdo do Atol das Rocas (Fonte: Paiva et al., 2015) (37); (B). Vista aérea do Atol das
Rocas (Foto: https://pt.wikipedia.org/wiki/Atol_das_Rocas#/media/File;:ESC_large 1SS022_1SS022-E-
79937k.JPG).

Esta formacdo rochosa é banhada pela corrente Equatorial Sul, o vento proveniente do
leste-sudeste sopra aproximadamente 45% do ano, com uma velocidade de 6 a 10 m/s em
média, com variacGes de 11 a 15m/s entre junho e agosto (inverno) onde mantem um
predominio de vento do sudeste em 35% dos dias e do leste em 15% dos dias. Entre 0s meses
de dezembro a abril (verdo) os ventos do leste sudeste ocorrem em 20% dos dias com
velocidades maiores de 20m/s. Igualmente, a temperatura no Atol das Rocas € dependente das
estacdes do ano e podem variar entre 17,5 e 35,8 °C. A precipitacdo média de chuvas ¢é de 860
mm mensal, e suas aguas se caracterizam por seu alto nivel de matéria organica, turbidez media
e temperatura superficial da agua que oscila entre 25,5 e 28 °C (38).

O Atol das Rocas apresenta carateristicas similares a outras zonas geomorficas bem
definidas, constituidas por um recife anterior, uma crista de recifes, um recife plano e uma zona
de recifes lagunares (39). Por esse motivo, cada por¢ao que envolve as ilhas que contem esse
tipo de caracteristicas geomorficas esta sujeita a condi¢cbes ambientais Unicas, que termina
gerando ecossistemas, habitas e comunidades de organismos Unicos. 1sso somado a fatores
fisicos, quimicos, e bioldgicos da regido induz a variabilidade e a conformac6es bioticas Unicas
na biodiversidade de cada zona (40).

Todas estas condigdes descritas acima tornam este ambiente favoravel para a ocorréncia

de muitas espécies e, consequentemente, uma rica de biodiversidade, sendo que nos ultimos
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quinze anos, muitas espécies vém sendo descritas para esse ambiente. Mais recentemente,
foram reportadas 12 espécies de ascidias para esse ambiente, sendo 5 delas descritas pela
primeira vez: Ascidia viridina sp. nov., Didemnum rochai sp. nov., Leptoclinides crocotulus sp.
nov., Polysyncraton maurizeliae sp. nov. e Trididemnum rocasensis sp. nov (37). Em relacdo
as esponjas calcéreas (41), descreveram a ocorréncia de 14 espécies para as ilhas oceénicas e
regido de abrolhos, sendo 12 delas novas, incluindo Clathrina lutea, Clathrina zelinhae, Ernstia
citrea, Ernstia multispiculata e Ernstia rocasensis para 0 Atol das Rocas. Esses estudos
reforcam o alto grau de endemismo desta regido. A grande diversidade de flora e fauna e a
constatacdo que existem poucos, ou quase nenhum, estudos que investigam a diversidade
microbiana do Atol das Rocas e 0 seu potencial farmacoldgico, tornam esse ambiente de grande

interesse para ser investigado.



2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

Investigar o perfil quimico e o potencial citotoxico de extratos produzidos por bactérias
cultivaveis recuperadas de amostras de ascidias, esponjas e sedimentos coletados no Atol das

Rocas.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1. Isolar bactérias cultivaveis associadas a ascidias, esponjas e sedimentos;

2.2.2. Cultivar as bactérias isoladas, seguido de extracdo dos meios de cultivo com solvente
organico;

2.2.3. Avaliar o potencial citotoxico dos extratos brutos em células tumorais HCT-116;

3.2.4. ldentificar as bactérias produtoras de substancias citotoxicas por sequenciamento do 16S
do ARN ribossomal;

2.2.5. Analisar os extratos brutos por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a
espectrometria de massas (HPLC-MYS);

2.2.6. Comparar quimicamente os extratos citotdxicos e 0s ndo citotoxicos na busca por
tendéncias para extratos citotoxicos;

2.2.7. Identificar metabdlitos responsaveis pela citotoxicidade dos extratos brutos empregando
0 Molecular Networking da plataforma do GNPS (Global Natural Products Social Molecular

Networking).



3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Coleta do material

As amostras foram coletadas em diferentes pontos do Atol das Rocas (ANEXO 1),
incluindo: Falsa barreta, Cemitério, Barretina, Piscina dos nove, Cemitério Rocky Shore,
Ancoras, Farol |, Tartarugas, Saldo e Rocas. Exemplares de ascidias, esponjas e amostras de
sedimentos foram coletados de forma manual de acordo com a disponibilidade do material nos

pontos citados na Figura 2.

Figura 2 - Geografica da reserva biolégica Atol das Rocas

Piscina dos
nove

Ancorasi

Farol

Saldo
Farol Il

Falsa Barretinha

Tartarugas
barreta Cemitério

Pontos de coleta no Atol das Rocas. (Desenhado com Google Earth) e completado com os dados e mapas da_Helena
F. Bouth. et al. 2011 (42).

O material coletado foi mantido congelado até o transporte para o laboratério. No
laboratério, as amostras foram mergulhadas em etanol 70% para fazer descontaminacdo da
superficie, depois lavadas em agua do mar estéril e processadas para o plaqueamento nos meios
de cultura. As coletas foram viabilizadas pelo projeto “Prospec¢do Sustentavel em Ilhas
Oceaénicas: Biodiversidade, Quimica, Ecologia e Biotecnologia - ProspecMar-Ilhas”, Processo:
458548/2013-8, aprovado na Chamada N° 62/2013 MCTI/CNPg/FNDCT - Acéo
Transversal/CT-Aquaviario - Pesquisa e Desenvolvimento em llhas Oceénicas. Ha que se
ressaltar que o projeto tem autorizacdo de coleta do SISBIO (NUmero: 44435-1), bem como
autorizacdo do CGEN (N° 010170/2015-4).

As Figuras 3 e 4 apresentam algumas fotografias das ascidias e esponjas,
respectivamente, coletadas no Atol das Rocas e usadas neste trabalho para isolamento de

bactérias associadas.
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Figura 3 - Ascidias coletadas Reserva Biolégica de Atol das Rocas

(A) Trididemnum maragogi; (B). Polysyncraton maurizeliae; (C) Didemnum granulatum; (D) Espécie Nova 3;
(E) Espécie Nova 1; (F) Polysyncraton maurizeliae; (G) Espécie Nova 2; (H) Ascidia viridina.
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Figura 4 - Esponjas coletadas Reserva Bioldgica Atol das Rocas

(A) Chondrilla cf. nucula; (B) Plakortis sp.; (C) Plakinastrella microspiculifera; (D) Chondrosia collectrix.

3.2 Plaqueamento das amostras

Método 1 (M1) — Os sedimentos foram secados em placas de Petri por 12 - 18 horas no
fluxo laminar, e, em seguida, carimbados com o auxilio de uma esponja de poliuretano estéril
em placas de cultura inoculadas com diferentes meios sélidos (SWA, TMA, Al, detalhados a
sequir).

Método 2 (M2) - Depois de tratadas e maceradas, ascidias e esponjas foram colocadas
em agua artificial do mar estéril, e posteriormente aquecidas durante 10 minutos a 55 °C no
banho-maria, e inoculadas com auxilio de al¢a bacterioldgica em placas de cultura inoculadas
com diferentes meios solidos (SWA, TMA, Al, detalhados a seguir). Esse procedimento
tambeém foi realizado com amostras de sedimentos

As amostras foram inoculadas em trés meios de crescimento com ciclohexamida
(10ug/mL): meio minimo (adgua do mar artificial, SWA), meio Al (agua do mar artificial,
peptona, extrato de levedura e amido) e meio minerais tragos (TMA), que consiste numa mistura
de: Glicose, extrato de levedura, KoHPO4, Na;HPO4, KNOs, NaCl, MgSO04.7H:0 e
CaCl..2H20, além de uma solucdo de metais tracos contendo FeSO4.7H20, ZnS0O4.7H:0,
MnS04.4H20, CuS04.5H20, C0S04.7H20, H3BO3, (NH4)sM07024.4H,0 em agua do mar

artificial. Todos os meios sdo preparados em agua do mar reconstituida a 75% e 18% de agar.
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Essas placas foram incubadas em temperatura ambiente até por 5 - 6 meses. As bactérias foram

sendo isoladas conforme o surgimento das col6nias nas placas.

3.3 Isolamento e preservacdo dos microrganismos

A purificagdo das linhagens de microrganismos foi realizada por meio de repiques
sucessivos, pela técnica de esgotamento por estrias. As diferencas fenotipicas das coldnias
foram as principais caracteristicas a ser consideradas para o isolamento (cor, brilho, forma,
textura, etc). As colbnias foram inoculadas no meio solido Al. Quando as cepas estavam
totalmente puras, as coldnias foram inoculadas em meio de cultura liquido (A1) (Figura 5). Para
conservacao das cepas, uma aliquota do meio de crescimento foi suplementado com glicerol

20% (1:1), separado em frascos criogénicos e congelados a -80°C.

3.4 Obtencéo dos extratos brutos

Para obtencdo dos extratos brutos, as culturas foram crescidas em frascos tipo
Erlenmeyers de 250 mL, contendo 50 mL de meio liquido Al, e colocado em agitacdo de 3 até
25 dias e mantidos em rotagédo (160 — 180 rpm) a temperatura ambiente de 28°C. Os metabolitos
secundarios produzidos pelas bactérias foram extraidos pela adi¢do de 50 mL de acetato de etila
no caldo de cultivo e mantido em agitagdo por 2 horas a 80 rpm. As fragdes organicas foram

evaporadas em pressdo reduzida para a obtencdo do extrato bruto (rotaevaporacao).

3.5 Auvaliacdo de citotoxicidade — Teste de MTT

Os extratos brutos e as fracdes da bactéria BRB-302 foram avaliados quanto a sua
atividade antiproliferativa numa linhagem de célula tumoral HCT-116 (adenocarcinoma de
c6lon humano), através do ensaio colorimétrico do MTT em duas concentracdes (5 e 50 pug/mL)
em duplicata. O ensaio do MTT é quantitativo, indireto, rapido e sensivel. Ele permite visualizar
principalmente a viabilidade com base no estado metabdlico da célula, baseada na reducéo
metabolica do sal 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo) -2,5-difeniltetrazolium bromida (MTT), realizada
pelo succinato-desidrogenase na mitocondria a formazan, de coloracdo purpura (43). Os
extratos foram solubilizados em DMSO (1 e 10 mg/mL), adicionados no meio de cultura celular
(1 puL) e mantidos por 72 horas de incubacdo (43). As células foram cultivadas e aderidas em
garrafas plasticos para cultura (Corning, 25 cm?, utilizando o meio de cultura RPMI 1640
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibioticos (100 ug/mL de penicilina e

estreptomicina), numa estufa a 37°C com atmosfera de CO, (5%) e umidade (95%). O
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crescimento celular foi seguido com o microscopio de inversdo a cada 24h. As células foram
plaqueadas em placas de 96 pocos nas concentracdes de 5 x 10* células/mL, e incubadas durante
72 horas com os extratos. Foram testadas em doses unicas de 5 e 50 ug/mL a fim de selecionar
as amostras potencialmente ativas, e as que apresentassem inibicdo maior ou igual 75% do
crescimento celular seriam testadas. A doxorrubicina foi usada como controle positivo (0,2

ug/mL) e DMSO puro como controle negativo.

Figura 5 - Passos para obtencdo, processamento e avaliagdo da citotoxicidade dos extratos brutos

Ascidia { p =
e = B &=~—
< [ —] 0 —
e ™ [:> 3

—— !

== — : B o

Sedimento

Recuperacdo de metabolitos
com Acetato de Etila

AR TA

~"0000000 -

FERMENTAGAO LIQUIDA
MEIO A1C

22000000 - -
00006000-
®

PROD. METABOLITOS
SECUNDARIOS

3.6 Identificagdo molecular de linhagens microbianas isoladas cujos extratos brutos
apresentaram citotoxicidade
Foram selecionadas as bactérias que apresentaram extratos ativos contra a linhagem
HCT-116. Para identificacdo do género das bactérias que produziam extratos citotoxicos, foi
isolado o gene 16S rARN, partindo inicialmente da extracdo do ADN gendmico de culturas
bacterianas novas (3 a 25 dias de crescimento no meio liquido), utilizando o Kit Wizard®
Genomic DNA Purification (44) seguindo o protocolo do fabricante com algumas modificaces
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como: o uso de Proteinase K e aumento da concentragcdo da RNase e o tempo de incubagao na
extragdo, como descrito por (45) e (46).

A amplificacdo do gene 16S rARN foi realizada com GoTag® Green Master Mix
Promega, e primers universais para eubactérias 27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3")
e 1492R (5’-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3").

O protocolo de PCR usado foi padronizado para este estudo, visto que, nenhum dos
protocolos estabelecidos no laboratorio funcionaram adequadamente para todas bactérias
(Tabela 1).

Tabela 1 - Protocolo padronizado de PCR com 0 GoTag® Green Master Mix Promega.

GoTaq® Green Master Mix Promega 25uL Amplificacdo 95°C 2 minutos
.l'\gua - livre de nucleasses 15l D-95°C {| GihE

4l (paraPCR de 50 L)

Primer F (10 pm) 2 1L (para PCR de 25 1) Ciclos (35) A-60°C 1 minuto

4l (para PCR de 50 L)

2 L (para PCR de 25 L) E-72°C 1 minuto

Primer R (10 pM)

T 72°C .
Amostra 2 L[ 50 ng/mL] Estabilizagdo ”C 10 minutos

Os produtos de PCR foram purificados com kit de purificacdo (QIAGEN Inc., Valencia,
CA) e sequenciados pelo Centro de Pesquisa sobre 0 Genoma Humano e Células Tronco da
USP, a partir de produtos de PCR, com um sistema de analise de ADN de 48 capilares com
atecnologia Life Technologies — Applied Biosystems. As reacdes de sequenciamento foram
feitas utilizando o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (codigo 4337456), e
corridas em capilares de 36cm utilizando o polimero POP7. As sequéncias foram
analisadas como o software Sequencing Analysis 5.3.1 usando o Base Caller KB.

As sequéncias foram editadas usando o software ChromasPro® (versdo 2.0,
TECHNELYSIUM — ADN Sequencing Software — Australia -
http://technelysium.com.au/wp/chromaspro/), alinhadas com o MEGA® e o Geneious®,
comparadas com sequéncias do banco de dados do Ezbiocloud para espécies tipo, e no NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) usando Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).


https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2&catID=601943
http://technelysium.com.au/wp/chromaspro/
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3.7 Perfil metabdlico dos extratos brutos por HPLC-MS/MS

Para investigacdo do contedo metabdlico todos os extratos brutos foram diluidos em
metanol (1,0 mg/mL) e analisados por HPLC-MS/MS. Essas anélises foram desenvolvidas em
sistema de HPLC (do inglés High Performance Liquid Chromatography, CLAE -
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) (Shimadzu) acoplado ao espectrdbmetro de massas
micrOTOF QIl QqTOF (Bruker Daltonics) equipado com fonte de ionizagéo por electrospray,
operando no modo positivo de ionizacdo. A separacdo cromatografica ocorreu em uma coluna
Supelco Ascentis Express C18 (5um, 150 x 3,0mm), usando como fase mdvel dgua (fase A) e
acetonitrila (fase B), ambas contendo 0.1% de éacido formico. Foi utilizado um gradiente
iniciando em 5% até 100% de fase B em 25 minutos seguido de 100% de fase B por mais 6
minutos, com um fluxo continuo de 0,7 mL/min. O volume de amostra injetado foi 15 pL. A
coluna cromatogréafica foi mantida a 40°C. As condicGes utilizadas na fonte de ionizacdo foram
as seguintes: cone: 4500 V, voltagem do capilar: 3500 V, temperatura de secagem: 220 °C, gas
de secagem: 9.0 L/min, faixa de m/z: 50-1500, pressdo do gas: 40 psi. Para aquisicdo dos
espectros foi utilizado um método untarget, no qual o analisador seleciona para fragmentar os
ions de maior intensidade no scan. Para fragmentacao foi empregado uma rampa de energia de
colisdo de 20 a 70 eV.

3.8 Rede de interagdes moleculares (molecular networking)

Essa andlise foi realizada pela P6s-doutoranda Anelize Bauermeister em colaboragcdo com
0 grupo de pesquisa NPPNS (Nucleo de Pesquisa em Produtos Naturais e Sintéticos) do Prof.
Norberto Peporine Lopes na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas em Ribeirdo Preto, da
Universidade de S&o Paulo.

Os dados de HPLC-MS/MS foram convertidos para o formato mzXML usando o software
MSConvert, e posteriormente, foram carregados para o site do servidor Global Natural Products
Social Molecular Networking (GNPS) (gnps.ucsd.edu) (47). No GNPS, os espectros de MS/MS
foram combinados com o algoritmo do MSCluster, considerando um valor de similaridade de
cosseno acima de 0,95, para criagdo de espectros consensos. Para 0 agrupamento dos espectros,
foi considerado uma tolerancia de ion precursor e ion fragmento de 0,08 Da e 0,1 Da,
respectivamente. Apenas espectros que apresentaram um valor de cosseno acima de 0,65, mais
de 4 ions fragmentos combinados foram agrupados em grupos de moléculas, sendo que apenas
0S grupos que apresentaram no minimo dois ions precursores diferentes (nodos) foram
considerados na rede de interacBes. Os espectros também foram buscados nas bibliotecas

espectrais do GNPS, considerando valores de cosseno acima de 0,65 e no minimo quatro ions
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fragmentos combinados. A rede de interagcbes (Molecular Network) gerado foi importado e
visualizado no software Cytoscape (versdes 2.8.2 e 3.4.0) (48) onde os nodos representam 0s

ions precursores, e a largura da linha que ligam os nodos representam a similaridade entre si.

3.9 Cultivo em larga escala da bactéria BRB-302

Neste trabalho foi selecionada a cepa BRB-302 para prosseguir com os estudos quimicos
na busca pelos compostos bioativos. Inicialmente, para obtencdo de um pré-indculo, a bactéria
BRB-302 foi cultivada em meio liquido Al (amido soltvel 10g/L; extrato de levedura 4g/L;
peptona 2g/L; sal sintético Red Sea 36¢/L; pH ~ 8,0) em temperatura ambiente (mesa agitadora,
~25°C), sob agitacdo a 180 rpm durante 3 dias. Em seguida, 2 mL deste cultivo foram
transferidos para outros 20 mL de meio A1, sendo cultivado por mais 1 dia (pré-inéculo pronto)
nas mesmas condicdes ja descritas. Finalmente, 7,5mL de pré-in6culo foram adicionados em
cada frasco de Erlenmeyer de 1,0 L contendo 250mL de meio de cultura. No total, foram obtidos
500 mL de cultivo. Cada cultivo foi extraido por 3 vezes com 150mL de acetato de etila. As
fragdes organicas foram secas e reunidas. O extrato seco final (55,0mg) foi dissolvido em 10mL
de MeOH/H20 2:8 e extraido por 2 vezes com 5 mL de hexano e, em seguida por 2 vezes com
5 mL de AcOEt [etapa realizada para eliminacdo de &cidos graxos (fase hexanica, 2,6mg) e de
sais do meio de cultura (fase aquosa, 30,2mg)]. A fase AcOEt resultante (15,6mg) foi submetida
a fracionamento em sistema HPLC-PDA, com fracionamento por cada 1 min de analise
cromatografica. Essa etapa foi realizada em colaboracdo com o Professor Marcelo Ferreira do
Departamento de Botanica no Instituto de Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo juntamente
com o pos-doutorando Marcelo Tangerina. Posteriormente, foi feito o ensaio de MTT em
celulas HCT-116, com as fragGes resultantes do cromatograma.

3.10 Anélise Estatistica dos Resultados

Os dados do MTT de dose Unica sdo transformados em percentual de inibicdo de
crescimento, a partir da normalizacdo com os dados dos pocos de controle negativo (100% de
crescimento) e os dados do branco (0% de crescimento). Para obtencdo dos valores de
concentracdo inibitoria média (ICso) junto com o intervalo de confianga 95%, os dados dos
experimentos realizados em concentracdo crescente foram analisados por regresséo néo linear
e as comparacdes entre grupos forma feitas por t-test ou Anova através do programa GraphPad
Prisma®.

Para comparacdo da diversidade metabdlica, foi calculado o indice de diversidade de

Shannon-Weiner, baseada na abundancia molecular dos ions precursores presentes na Tabela
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.csv, obtida da Rede Molecular resultante. Esse indice foi calculado no software R empregando

0 pacote 'vegan'.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Procedéncia e citotoxicidade das amostras

Foram isoladas 80 bactérias procedentes de ascidias, esponjas e sedimento do Atol das
Rocas. A partir das culturas puras, foram obtidos os extratos brutos em acetato de etila. Esses
extratos tiveram suas atividades citotoxicas em células de adenocarcinoma de célon HCT-116
avaliadas pelo método do MTT (ANEXO 2).

Figura 6 - Distribuicdo de todas as amostras por origem
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Um total de 80 bactérias isoladas de 3 fontes: ascidias, esponjas e sedimentos.

A maioria das bactérias foram isoladas de ascidias (40%), seguida pelas esponjas (35%)
e sedimentos (25%). Em relacdo as ascidias, onde partimos de um nimero maior de espécies,
isolamos bactérias principalmente da Trididemnum Maragogi (46%), seguida pela
Euherdmania sp. (16%). No caso das esponjas, a maioria dos isolados bacterianos vieram da
Chondrilla cf. ndcula (61%), seguido pela Plakinastrella microspiculifera (32%). No caso dos
sedimentos, o nimero de isolados ndo apresentou diferencas com relacdo ao ponto de coleta,
visto que, em todos os pontos foram isoladas quantidades parecidas de bactérias.

Os resultados dos testes de citotoxidade em células HCT-116 com os 80 extratos (nas
duas concentracOes testadas 5 e 50ug/mL) estdo apresentados na Figura 7. 37% dos extratos

foram considerados citotoxicos (Figura 7A), ou seja, foram identificados 30 extratos com
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atividade citotdxica maior que 75% na concentracdo de 50ug/mL (maior concentracdo testada)
(Figura 7B). Foram considerados mais promissores 10 extratos, pois apresentaram
citotoxicidade também na concentracdo de 5ug/mL (Figura 7C). Esses resultados mostram que
as bactérias recuperadas de amostras do Atol das Rocas produzem extratos promissores com
alto poder citotdxico na linhagem tumoral testada (HCT-116).

Figura 7— Dados de citotoxicidade (%)
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Representacfes dos dados de citotoxicidade maiores e menores ao 75%, diferenciando os dados acima do valor
(pontos azuis — acima da linha azul), e os menores (pontos azuis claros e amarelos — embaixo da linha azul). (A)
Diagrama apresentando as percentagens das amostras citotdxicas (> 75%) e as consideradas ndo citotoxicas (<
75%). (B) Dispersdo dos dados das amostras testadas na concentracdo de 50ug/mL. (C) Dispersdo dos dados das
amostras testadas na concentracao de 5ug/mL.
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A Figura 8 apresenta a relacdo da atividade citotoxica dos extratos de acordo com a
origem da bactéria, onde é possivel observar que a maioria dos extratos considerados

citotoxicos (37,5%) foram produzidos por bactérias recuperadas de ascidias.

Figura 8 - Agrupamento dos dados de citotoxicidade (%) relacionado com a origem
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Ensaio de MTT com células HCT-116, classificadas pela atividade dos extratos de bactérias derivadas de ascidias,
esponjas e sedimentos (testados na concentracdo de 50ug/mL).

Dos 30 extratos selecionados com atividade citotoxica (37,5%), 14 foram procedentes de
ascidias, 11 de esponjas e 5 de sedimentos. De forma geral, os resultados indicam o importante
aporte de bactérias marinhas como produtoras de metabdlitos com significativa atividade
citotoxica. Além disso, esses resultados também destacam as ascidias como uma rica fonte de
bactérias com diferenciado metabolismo, uma vez que quase 50% dos extratos ativos foram
produzidos por suas bactérias.

Depois de ter os dados de citotoxicidade, foram feitos os ensaios para calculo da
concentracdo inibitoria dos extratos (ICso) em células HCT-116 com os 30 extratos brutos que
foram considerados citotoxicos (> 75%). Das amostras testadas, 8 delas perderam atividade,
que pode ser justificado por degradacéo das substancias presentes no extrato devido a exposi¢do
a luz, variagdo de temperatura, incluindo processos de congelamento e descongelamento
repetitivos, ou até mesmo possiveis contaminacdes.

Os dados de 1Cso dos 22 extratos avaliados foram agrupados em 3 diferentes grupos de

acordo com a faixa dos valores obtidos. Esses grupos foram analisados no Prisma com o
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Kruskal Wallis para dados ndo paramétricos, mostrando significancia o grupo <1 ug/mL vs 1 -

30 pug/mL e <1 vs >30 ug/mL (medianas diferentes, com valores menores a p<0.05) (Figura 9).

Figura 9 - Valores de IC50 com ensaio de MTT
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302 0,1439 -1,663 - -0,02106
320 ~ 49,90 INDETERMINADO
348 8.7 0,4746-1,410
350 0,12 -1,253-0,5517
352 0,65 -1,165 - 0,765
355 ~ 45,68 INDETERMINADO
356 6,5 0,6867 - 0,9491
358 0,2785 -1,018 - -0,09210
368 31,8 1,314 - 1,691
391 0,66 -0,5766-0,2238
397 0,43 -0,6507 - -0,06448
399 0,09 -1,305"- -0,7049
406 11,72 0,87 -1,268
407 0,2739 -0,8577 --0,2669
413 0,77 0,09430 - 1,002
415 1,07 -0,1882 - 0,2499
418 ~ 9,999 INDETERMINADO
462 0,47 -0,5751 - -0,08036
501 31,11 -0,4823 - 3,522
503 21,13 1,042 - 1,608

A atividade foi avaliada usando ensaio de MTT com 72h de incubagdo. Os valores de IC50 (pg/mL) foram obtidos
por regressdo ndo linear. (A) Distribuicao de dados incorporados em trés grupos: 1C50 <1, IC50 entre 1 e 30ug/mL
e IC50 com valores maiores a 30pug/mL. (B) Valores de 1C50 por extrato bruto (BRB).

Num estudo anterior do nosso grupo de pesquisa foram isoladas 268 cepas de bactérias a
partir de 21 amostras de sedimentos coletadas no Arquipélago de Sao Pedro e Sao Paulo, sendo

que 94 delas foram crescidas em meio liquido, e o caldo de cultura extraido com acetato de
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etila, butanol e metanol. Das 94 bactérias isoladas, 26 (28%) produziram extratos citotoxicos
com ICso variado de 0,04 a 31,5ug/mL (49), portanto um percentual de espécies ativas
ligeiramente menor do que aquele obtido no presente trabalho. Outro estudo conduzido com
bactérias isoladas do sedimento do Arquipélago da Madeira em Portugal levou ao isolamento
de mais de 400 cepas de actinobacteria, dentre essas, bactérias identificadas como
Streptomyces, Micromonospora e Salinispora apresentaram citotoxicidade em células HCT-
116 com ICsg variando 0,65 a 59,05ug/mL (20). Ha que se ressaltar que ascidias e esponjas tem
sido relatada como fontes de bactérias bioativas incluindo bactérias dos géneros, Streptromyces,

Micromonospora e Salinispora, dentre outros (50 e 51).

4.2 Identificagdo das bactérias

Para iniciar a identificacdo das bactérias foi feita uma analise fenotipica, que inclui a
morfologia da col6nia bacteriana e a coloracdo de Gram (Figura 10). Além disso, para 0s
estudos taxonémicos ou de filogenia em distintos géneros e espécies bacterianas tem sido
utilizada como técnicas moleculares de uma ampla variedade de genes. No presente trabalho,
foi analisado o gene ARN ribossomal 16S, possibilitando através de compara¢Ges em bancos
de dados a identificacdo de género nas bactérias.

Em seguida sdo apresentadas as imagens de Gram de algumas amostras isoladas com
atividade citotoxica >75%. O Gram foi feito principalmente como controle de qualidade do

isolamento das bactérias.
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Figura 10 - Gram de bactérias ativas.
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(A). BRB 298; (B). BRB 347 (C). BRB 348; (D). BRB 349; (E). BRB 350; (F). BRB 352; (G). BRB 355; (H).

BRB 356; (I). BRB 397; (J). BRB 408; (K). BRB 414; (L). BRB 413; (M). BRB 416; (N). BRB 455; (O). BRB
464; (P). BRB 467.

Para a obtencdo do ADN, utilizando o kit da Wizard®, as modificacbes anteriormente
descritas na metodologia foram feitas para a extracdo das cepas bacterianas, que apresentaram
atividade citotoxica maior ao 75% em seus extratos. ApoOs da extracdo, comegou-se com a
padronizacdo do protocolo da PCR ICB (ADN gene 16S), a qual teve que ser ajustada devido

a auséncia da banda de interesse apds PCR, com o protocolo do Laboratorio de Microbiologia
(Figura 11).



Figura 11 — Protocolo de PCR inicial (Ciclos de PCRs 1)
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(A) Eletroforese de PCR feita com o protocolo A; (B) Protocolo A.
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Outros experimentos foram realizados, usando enzimas de alta fidelidade, obtendo os

resultados mostrados na Figura 12.
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Figura 12 - Protocolo de PCR ajustado (Ciclos de PCRs 2) - PCR Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase
(M0530)
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(A) Gel de eletroforeses mostrando a amplificacdo com o novo protocolo. (B) condiciones da master mix e das
temperaturas do protocolo de PCR 2.

Foram feitos inimeros ensaios de PCR, devido a auséncia de amplificacdo do gene 16S
rARN nas bactérias analisadas, entdo comecou-se todas as possiveis alteragdes no protocolo,
mudando a quantidade dos reagentes como os tempos e as condigdes da PCR, tendo claro a
diversidade entre as bacterias e que a maioria poderiam ser actinobacterias.

Depois de ndo ter conseguido resultados, foi necessario fazer 3 protocolos de PCR com
mudancas nas temperaturas de anelamento, que foram chamados P1: quando a temperatura de
anelamento é 60°C, P2: quando a temperatura de anelamento € 62°C e P3: quando a temperatura
de anelamento é 65°C (Figura 13). Os outros parametros de temperatura e tempo foram
conservados. Cada um dos protocolos foi realizado com uma amostra selecionada (amostra
selecionada amplificou uma banda leve de 1500 pb e uma banda inespecifica em 750 pb, no
protocolo de amplificacdo).

A amostra foi colocada em cada um dos protocolos nas seguintes condi¢fes para um

volume final de 25 uL de reagao:
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1,5 uL de cada Primer (Forward e Reverse)
2,0 puL de cada Primer (Forward e Reverse)
1,5 uL de cada Primer (Forward e Reverse) + 3% de DMSO
1,5 uL de cada Primer (Forward e Reverse) + 5% de DMSO
O protocolo de PCR chamado P1 com uma temperatura de anelamento de 60°C foi o que
teve melhores resultados na amplificacdo das amostras, mesmo ainda assim foi evidenciada a

presenca de bandas inespecificas (Figura 23).

Figura 13 - PCR — Eletroforeses - Ensaio preliminar
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A padronizacdo da PCR mostra como mudando as condi¢fes de anelamento pode ser observada uma diminuicéo
das bandas inespecificas com o protocolo de PCR P1.

Claramente as amplificacGes inespecificas apareceram em todos os protocolos, mesmo
colocando o DMSO em diferentes concentragfes (tentando melhorar a adstringéncia do

anelamento na reac¢do). O aumento na quantidade de primers nas reacdes foi favoravel para o
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aparecimento das bandas de 1500 pb. Outro fato evidente foi que a expressao da banda de 1500
pb melhorou com a diminuigéo da temperatura do anelamento, um efeito ndo muito esperado,
ja que, ao diminuir a temperatura, também, diminui a adstringéncia, ou seja a capacidade de
hibridacdo do ADN com sua sequéncia complementaria, neste caso 0s primers.

De acordo com os resultados obtidos, foi realizado uma reacdo de PCR, diminuindo a
temperatura e o tempo do anelamento (55°C e 57°C por 1 minuto) (Figura 14). A diminuicdo
da temperatura a 57°C com um tempo de anelamento de 1 minuto favoreceu a amplificacdo do
gene rARN 16S (Figura 14). Desta forma, foram feitas as PCRs e as purificacdes dos

fragmentos para iniciar com o sequenciamento.

Figura 14 - Padronizacéo do protocolo de PCR.

Anelamento 55 °C Anelamento 57 °C

1500pb —»

v v

O gel mostra a desaparicdo das bandas inespecificas e uma boa intensidade da banda de 150 pb com uma
temperatura de anelamento de 57°C

Uma vez obtidas as sequencias foram editadas com ChromasPro e analisadas mediante
Eztaxon e BLAST, conseguindo a classificagcdo e agrupamento das cepas em estudo. Tal como

se mostra na Tabela 5 e 6.
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Tabela 2 - Bactérias identificadas com mais de 1300 pb.

Ezbiocloud BLAST
BRB
Taxén Ezbiocloud Especie tipo Homologia % Descricao BLAST Homologia

284 Salinispora arenicola CNH-643(T) 99.32 Salinispora arenicola CNP193 99%
298 Streptomyces phytohabitans KLBMP 4601(T) 97.19 Streptomyces phytohabitans strain KLBMP 4601 97%
302 Streptomyces phytohabitans KLBMP 4601(T) 99.12 Streptomyces sp. HBERC-20821 99%
320 Salinispora arenicola CNH-643(T) 95.76 Salinispora sp. 13-33-23 94%
349 Nocardiopsis prasina DSM 43845(T) 98.06 Nocardiopsis sp. A01067 98%
350 Streptomyces hydrogenans NBRC 13475(T) 99.49 Streptomyces sp. strain NJSt4 99%
355 Nocardiopsis prasina DSM 43845(T) 98.16 Nocardiopsis sp. G057 98%
356 Streptomyces hydrogenans NBRC 13475(T) 99.19 Streptomyces violascens strain SBS11030 98%
358 Streptomyces hydrogenans NBRC 13475(T) 99.85 Streptomyces violascens strain SBS11030 99%
364 Nocardiopsis quinghaiensis YIM 28A4(T) 94.57 Nocardiopsis sp. G057 86%
391 CP013984_s DE111 99.69 Bacillus subtilis strain EXWB4-09 99%
397 Bacillus subtilis subsp. stercoris D7XPN1(T) 98.99 Bacillus subtilis strain DE111 97%
414 Salinispora arenicola CNH-643(T) 99.78 Salinispora sp. 13-33-14 99%
415 Salinispora arenicola CNH-643(T) 99.85 Salinispora sp. 13-33-14 99%
462 Salinispora arenicola CNH-643(T) 99.56 Salinispora sp. 13-33-23 98%
468 Salinispora arenicola CNH-643(T) 99.85 Salinispora sp. 13-33-14 99%
348 Pseudomonas songnenensis NEAU-ST5-5(T) 98.62 Pseudomonas stutzeri DSM 10701 99%
352 Nocardiopsis prasina DSM 43845(T) 98.25 Nocardiopsis sp. G057 98%
408 CP013984_s DE111 99.37 Bacillus amyloliquefaciens strain Xmb038 99%
417 Streptomyces coelicoflavus NBRC 15399(T) 99.19 Streptomyces coelicoflavus KS-3 99%
418 Streptomyces coelicoflavus NBRC 15399(T) 99.49 Streptomyces glaucescens 98%

Tabela 3 - Bactérias identificadas com menos de 1000 pb.

Ezbiocloud BLAST
BRB
Tax6n Ezbiocloud Especie tipo Homologia % Descricdo BLAST Homologia

256 Salinispora arenicola CNH-643(T) 96.54 Salinispora sp. 13-33-23 97%
368 Brevibacterium celere KMM 3637(T) 90.56 Brevibacterium oceani BBH7 96%
399 Salinispora arenicola CNH-643(T) 96.87 Salinispora sp. 13-33-14 94.5%
413 Pseudomonas sihuiensis KCTC 32246(T) 96.74 Pseudomonas sp. HG-15F partial 95%
503 Halomonas lutescens QLU(T) 96.70 Halomonas venusta DSM 4743T 96.3 %

O genoma das bactérias tém milhares de genes, porém, o gene rARN 16S é uma chave
para a identificacdo baseada na filogenia, quando comparada com bases de dados de sequencias
destes genes, bem selecionadas (52, 46) . Para identificar os géneros das bactérias, foi usada
uma base de dados amplamente wusada na comunidade cientifica EzTaxon
(http://www.ezbiocloud.net), que contem registros de genes rARN 16S das espécies tipo,
incluindo a colecdo de todas as sequencias de referéncia, pardmetro muito importante na
procura da similaridade, calculo da similaridade por pares, alinhamento de sequéncia multipla
e algoritmos de arvore filogenética, contendo mais de 9787 espécies (52). Existem bases de

dados publicas inundados com sequéncias de cepas néo tipo incluindo os clones ambientais que
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podem conter erro e sequéncias mal etiquetadas. Por outro lado, o BLAST é baseado no
alinhamento local que no pode-se usar para o calculo da sequéncia geral semelhante (46).

Em primeiro lugar, as bactérias que produziram extratos citotoxicos foram selecionadas
para serem identificadas por sequenciamento do gene 16S rARN. Portanto, descrevemos trés
filos: Actinobacteria, Proteobacteria e Firmicutes (Endobacteria) (Figura 15). O filo dominante
foi Actinobacteria, que compreende quase 0 77% das sequéncias classificadas de bactérias.
Dentre as Actinobacterias, Micromonosporales e Streptomycetales foram as ordens
taxonémicas mais abundantes (40,0% e 35,0%, respectivamente, em todas as bactérias
classificadas), seguidas por Streptosporangiales (20,0%) e Actinomycetales (5,0%). Apenas
11,5% das bactérias foram Gram-negativas do filo Proteobacteria, incluindo Pseudomonadales
(66,7%) e Oceanospirillales (33,3%). As restantes bactérias classificadas (11,5%) pertencem ao

género Bacillus do filo Firmicutes.

Figura 15 — Agrupamento filogenético das bactérias
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(A) Filogenia das bactérias identificadas. Das 26 bactérias identificadas foram agrupadas em 3 grandes filos
taxondmicos: Actinobacterias, Proteobacterias e Firmicutes (Endobacterias), e sete classes taxondmicas diferentes.
(B) Mostra a distribuicdo das bactérias por género.

O género Streptomyces e a Salinispora foram encontrados com alta abundéncia no Atol
das Rochas. O género Streptomyces foi recuperado de todos os tipos de amostras usadas neste
trabalho, por outro lado, curiosamente, de 8 amostras de Salinispora, 6 foram recuperadas de
ascidias, enquanto as outras duas foram de esponjas, e nenhuma foi recuperada de amostras de

sedimento. Particularmente, o género Salinispora foi recentemente descrito em ilhas brasileiras
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por (Bauermeister et al., 2018, artigo submetido). Uma espécie desse género, S. arenicola, é
conhecida como produtora de substancias como saliniquetais e rifamicinas, compostos com alta
citotoxicidade, o que pode justificar a citotoxicidade observada para seus respectivos extratos
brutos.

Embora, a existéncia da alta homologia génica presente em determinados géneros
bacterianos, ou uma recente mudanga na sua assinatura taxonomica, ndo permite realizar uma
identificacdo ao nivel de espécie ou de género com o ARNr 16S. Neste caso outras analises
fazem-se necessarias para a identificacdo da espécie. Os genes descritos com uma maior
frequéncia e com utilidade na taxonomia bacteriana e/ou filogenia sdo: 16S-23S ARNr, ARNr
23S, rpoB (subunidade da ARN polimerase), e a gyrB (subunidade 3 da ADN girasse).

Ha diferentes critérios com relacdo a porcentagem de similaridade do ARNr 16S, para
pertencer ou ndo a uma mesma espécie. As vezes o critério depende do género e/ou da espécie
em estudo. Desta forma, genogrupos com caracteristicas fenotipicas exclusivas e < 1% de
diferenca na sequéncia do rARN 16S, podem ser classificados como novas espécies.

Um critério proposto € aceitar que a similaridade > 98,5% define espécie, e resultados >
95 a0 98,5% definiria 0 género. Mesmo assim, e como ja tem sido escrito antes, definir espécie
ou género através de um valor para o rARN 16S, pode néo ser apropriado para todos os géneros
(53).

4.3  Diversidade quimica produzidas pelas bactérias — Network molecular

Essa grande diversidade microbiana encontrada no Atol das Rocas deve produzir uma
enorme diversidade de estruturas distintas de moléculas quimicas. No entanto, considerando o
grande nimero de extratos obtidos neste trabalho, seria extremamente dificil desreplica-los
manualmente, ou seja, identificar as substancias quimicas presentes nos extratos brutos sem a
necessidade de isolamento das mesmas. O processo de desreplicacdo de extratos brutos tem-se
realizado principalmente por interpretacdo de dados de UV, MS, MS/MS e de RMN, e em
alguns casos, € necessario isolar os componentes quimicos, a fim de obter dados mais
especificos, o que é trabalhoso e demorado (76, 77).

A espectrometria de massa, por sua vez, € uma ferramenta poderosa capaz de gerar
valiosas informacdes estruturais por meio de reacdes em fase gasosa, acelerando a identificacéo
dos compostos em mistura (76, 57). O acoplamento da cromatografia liquida a técnica de
espectrometria de massa permitiu o estudo de misturas complexas, tais como extratos de fontes
naturais e, além de gerar um grande nimero de dados em relacdo & sua composicao quimica.

Assim, para um grande numero de amostras, 0 processo de interpretacdo manual torna-se
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impraticavel. Neste contexto, a Rede Molecular do GNPS (58) pode ser de grande ajuda. O
método de rede de interacbes moleculares organiza e facilita a interpretacdo de grandes
conjuntos de espectros de MS/MS baseado na similaridade de fragmentacéao de ions precursores
(59), congregando classes de metabolitos que partilham de um “mesmo” perfil espectral, uma
vez que moléculas de uma mesma classe quimica, geralmente, apresentam semelhante perfil de
fragmentacdo. Brevemente, este método realiza o agrupamento de espectros pertencentes a um
mesmo pico e/ou mesma substancia (nivel de similaridade >99%) para, em seguida, criar uma
rede molecular a partir da similaridade dos espectros de MS/MS, determinada atraves da
conversdo dos espectros em vetores e calculados a partir do método de similaridade dos
cossenos. A identificacdo de moléculas entdo € facilitada ao gerar agrupamentos que atuam
como uma “semente” espectral, isto ¢, serve como ponto de partida para determinagdo de
substancias, por exemplo de uma série homologa. ApGs organizar os espectros de MS/MS por
similaridade espectral, os dados séo visualizados no software Cytoscape® e disponiveis através
de figuras compostas por nodos e linhas de conexdo, conforme mostrado na Figura 16. (74, 76)

Figura 16 - Representacdo esquematica da rede de interagcBes moleculares
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Para evitar a interpretacdo de contaminantes e ruido, injecBes de fase mével serdo inseridas na analise de redes
moleculares em um grupo distinto e identificadas no Cytoscape® como nodos de cor branca. O nivel de
similaridade entre os fons precursores (nodos) sera determinado pela espessura da linha de ligagdo entre eles, onde
mais espesso significa maior similaridade.

Dessa forma, os extratos brutos produzidos pelas bactérias recuperadas de Atol das Rocas,
foram analisados por HPLC-MS/MS, a fim de construir uma rede molecular para comparagédo

das amostras, e tambeém para investigar a diversidade quimica por desreplicacdo de substancias
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conhecidas. Nesta etapa, todos 0s extratos brutos (citotoxicos e ndo citotoxicos) foram incluidos
nas analises. Essa abordagem foi utilizada para identificar familias moleculares que estéo
presentes apenas em extratos citotoxicos, com foco em metabdlitos que podem ser responsaveis
pela atividade bioldgica apresentada pelo extrato. Metabdlitos que também estdo presentes em
extratos ndo citotdxicos podem ser ndo-citotoxicos, ou apresentam baixo nivel de
citotoxicidade, ou ainda, estes metabdlitos podem estar presentes em baixa concentragdo no
extrato bruto. A rede molecular completa € mostrada no ANEXO 3, (ap6s a remocao do branco
do solvente) na qual cada nd/esfera representa um ion precursor de um espectro de MS/MS. A
cor esté se referindo a identificagdo da bactéria de acordo com a legenda. Para visualizar melhor
os dados, na Figura 17 estdo destacando alguns grupos de familias moleculares que possuem
pelo menos um né anotado (identificado) pela biblioteca GNPS. Todos os espectros anotados

foram verificados manualmente com dados da literatura.
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Figura 17 - Redes moleculares de extratos produzidos por bactérias recuperadas do Atol Rocas
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Considerando os dados do modo de ionizacdo positiva (ESI +) ap6s a remoc¢éo dos dados do solvente (branco). Os nos representam os ions precursores e sua cor esta de
acordo com a legenda, onde 0s extratos ndo citotoxicos (<75%) estdo em cinza; e 0s extratos que apresentaram mais de 75% de inibicdo do crescimento de células tumorais
sdo divididos pelo grupo taxonémico, Actinobacteria (Brevibacterium, Streptomyces, Salinispora e Nocardiopsis), Proteobacteria (Pseudomonas e Halomonas) e Firmicutes;
extratos da bactéria ndo identificados (azul celeste).
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A rede molecular (Molecular Network) permitiu a identificacdo de muitas classes de
compostos quimicos diferentes, tais como: dicetopiperazinas, lipopeptideos (incluindo
surfactinas e esperina), surugamidas, estaurosporinas, esfingosinas, eritromicinas, antibidtico
TAN, rifamicinas, demissidinas e o0 agente complexante de metais (sider6foros)
desferrioxaminas. Estes resultados demonstram que as bactérias do Atol das Rocas sdo uma
rica fonte de compostos com interesse biotecnolégicos e farmacoldgicos.

Dicetopiperazinas (DKPs) (dados ndo mostrados) foram descritas como detentoras de
diversas atividades biologicas, tais como: imunossupressdo, antibacteriana, antifungica,
nematicida, inseticida e também citotoxicidade contra muitos tipos diferentes de linhagens
celulares de cancer, incluindo células resistentes (61, 62). Além disso, as DKPs tem sido
descritas como moléculas de baixo peso molecular, responsaveis pela sinalizacdo e
comunicacgdo quimica entre plantas e bactérias patogénicas de plantas (81, 82), a producédo de
tais metabolitos pelas bactérias patogénicas, poderiam gerar uma grande gama de respostas
funcionais em plantas.

Embora a atividade antimicrobiana ndo tenha sido avaliada neste trabalho, muitas das
classes quimicas identificadas, compreendem substancias descritas na literatura como
antimicrobianas. Por exemplo, os antibi6ticos como: rifamicina, rifampicina e rifapentina, sdo
antimicobacterianos produzidos por actinobactérias, que tém sido especificamente usados no
tratamento da tuberculose (47). Aqui, as rifamicinas foram produzidas apenas por cepas de
Salinispora, e apenas um jon dessa familia molecular foi detectado em um extrato ndo
citotoxico. Por outro lado, lipopeptideos, tal como surfactinas, sdo agentes surfactantes
produzidas por membros do género Bacillus que apresentam uma ampla gama de aplicacfes
antibidticas. No presente trabalho, lipopeptideos foram detectados em extratos produzidos
principalmente por membros do filo Bacilli, e em menor propor¢édo, em extratos de estirpes de
Streptomyces, Nocardiopsis e Salinispora. Estes lipopeptideos ciclicos tém capacidade de
penetrar nas membranas celulares, o que Ihes confere acdo antibacteriana contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, e também contra fungos.

A eritromicina ¢ um macrolideo amplamente usado como agente antibi6tico no
tratamento de varias infec¢des bacterianas (65). Geralmente é produzido por actinobactérias,
incluindo Streptomyces e Saccharopolyspora. Esta classe quimica foi detectada principalmente
nas amostras néo citotoxicas (BRB-407 e BRB-504), mas, curiosamente, pela primeira vez, nos
membros do filo Firmicutes (BRB-397 e BRB-408). A classe potente do antibiético TAN

também foi detectada, sendo produzida principalmente por Nocardiopsis e alguns extratos ndo
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citotoxicos. Os membros deste antibidtico dipeptidico apresentaram atividade contra bactérias
Gram-positivas e também Gram-negativas, mas especialmente contra cepas resistentes (66).

Ainda em relacdo aos peptideos, devemos destacar a presenca de surugamidas,
octapeptideos ciclicos que sdo produzidos por Streptomyces sp., e que foram recentemente
descritos (67) e ainda séo pouco estudados. Neste trabalho, um clusters contendo 11 membros
de surugamidas foram detectados em extratos ndo citotdxicos e extratos produzidos por cepas
de Streptomyces, mas também por cepas de Nocardiopsis (BRB-352). Estes compostos sdo
inibidores da catepsina B, uma cisteina peptidase muito expressa em muitos processos
patoldgicos, tais como inflamacdo e cancer. Sendo assim, inibidores da catepsina B s&o
compostos promissores a serem aplicados em tratamentos contra o cancer (68). Por enquanto,
existem apenas 5 surugamidas A-E foram descritas na literatura, o que destaca a presenca de
novos derivados desta familia nas amostras aqui estudada. Esses fatos tornam as surugamidas
produzidas por bactérias do Atol Rocas uma classe quimica muito interessante a ser
profundamente investigada.

Em relacdo aos compostos descritos com atividade anticancer, também foi identificado
neste trabalho, estaurosporinas e saliniquetais. A estaurosporina e derivados putativos foram
extensamente estudados durante anos nas suas propriedades anticancer, por exemplo, um
anadlogo de estaurosporina foi recentemente aprovado para o FDA para ser aplicado em
tratamentos contra o cancer. A estaurosporina e os derivados foram anteriormente isolados pelo
nosso grupo de pesquisa a partir de ascidia brasileira Eudistoma vannamei coletada na costa
oeste cearense e em uma cepa de Streptomyces sp. associada a esta ascidia (69). Neste trabalho,
esta familia foi produzida principalmente por cepas de Salinispora, mas também por
Streptomyces e Pseudomonas. Por outro lado, saliniquetais A e B, dois policetideos incomuns
biciclicos, produzido pela Salinispora arenicola (actinomiceto obrigatoriamente marinho),
induziu a inibicdo de ornitina descarboxilase, um alvo para a quimio-prevencao do cancer (70).
Saliniquetais A e B foram detectados na maioria dos extratos produzidos por cepas de
Salinispora. Esta classe quimica néo esta presente na rede molecular, mas foram detectadas e
anotada pela biblioteca do GNPS, no entanto, eles ndo formam um grupo, o que pode ser
justificado pela presenca destes compostos em baixas concentragdes na extratos, que levam a

aquisicao de espectros de baixa qualidade.
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4.4 Rede Molecular versus citotoxicidade
Os dados utilizados para a construcdo da rede molecular foram exportados como uma

tabela .cvs contendo a informacgdo da distribuicdo dos ions precursores nas amostras. Foi
detectado um total de 4285 metabolitos putativos, sendo 1912 comuns aos extratos ativos e ndo
ativos, e 1579 Unicos aos ativos (Figura 18A). Em geral, ha mais ions nas amostras citotoxicas
do que nas ndo-citotoxicas, enquanto as cepas citotoxicas produziram uma media de 475 + 36
ions /estirpe, as ndo citotoxicas produziram 231 * 24 metabolitos putativos/estirpe,
representando uma taxa de aproximadamente 2:1 (Figura 18B). O indice de Shannon-Wiener
(H ) (Figura 18C) mostra que os extratos citotoxicos apresentam um contetido metabdlico mais

diversos do que os extratos ndo citotdxicos.

Figura 18 - Caraterizagdo dos extratos
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(A) Diagram de Venn e (B) distribuicdo das amostras de acordo com o numero de fons detectados nas amostras
citotoxicas e ndo-citotdxicas; (C) Indice de Shannon-Wiener. Para construcdo destes graficos foi considerado a
tabela (csv) obtida da rede molecular do GNPS.

4.5 Familias moleculares citotoxicas
A rede molecular também foi analisada com o intuito de destacar aglomerados de ions

com maior probabilidade de serem responsaveis pela atividade biolégica. Grupos de ions que
estdo presentes em amostras citotoxicas e ndo citotoxicas dificilmente serdo os metabolitos
bioativos. Tal estratégia permitiu concentrar-se apenas em alguns poucos grupos, diminuindo
0 namero de possibilidades e identificando os grupos de moléculas mais interessantes a serem
investigados. Entre as familias moleculares identificadas estdo as, rifamicina, lipopeptideos e
estaurosporina. Além disso, um grande aglomerado que chamou a atencao, e esta representado
em laranja na Figura 19, presente nas cepas BRB-298 e BRB-302, classificadas com
Streptomyces sp. Tais aglomerados compreendem massa precursora no intervalo de 800 a 1400

m/z, aproximadamente. Os dados de MS e MS / MS mostraram que estes ions sdo compostos
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glicosilados, e foi observada uma fragmentagdo na fonte que levou a geracdo de muitas massas
originais para um mesmo composto.

Os espectros de MS / MS dos compostos de ambos clusters, ndo tém nenhuma
correspondéncia com a biblioteca do GNPS, além disso, ndo se encontram em outras bibliotecas
publicas pesquisadas, como o “Dicionario de Produtos Naturais” e “SciFinder”, indicando uma
grande probabilidade de serem novos compostos. A abordagem aqui empregada permitiu o
destaque de familias moleculares com alta probabilidade de serem as responsaveis pela

citotoxicidade dos extratos brutos, o que merece ser investigado no futuro.

Figura 19 - Grupo de uma familia molecular citotdxica produzida por cepas de Streptomyces (BRB-298 e BRB-
302)
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A cor dos nos representa 0 género da actinobacteria, e a largura da aresta é de acordo com a similaridade espectral

entre 0s nos.

No intuito de conhecer melhor essas substancias, foi feito crescimento da bactéria BRB

302 em escala maior, obtendo como massa final 55 mg. Esse extrato foi fracionado em HPLC
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obtendo-se 40 fracGes mais a limpeza da coluna. As fragdes resultantes foram analisadas por

LC-MS e ensaios de citotoxicidade (Figura 20).

Tabela 4 - Fracionamento do cromatograma. Método e coluna.

Tempo (min) %A (H,0 +0,1% AF) %B (MeOH)

0 95 5
30 0 100
35 0 100
37 95 5
42 95 5

C =50 mg/mL; Vinjegdo = 20 uL; F=1,0 mL/min
Coluna: Luna C18, 4,6 x 150 mm, 3,5 um, 45°C

Figura 20 - LC-MS das fragdes resultantes da BRB 302
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Comprimento de onda: 280 nm

As 40 fragOes resultantes, foram testadas em HCT-116 com o ensaio de MTT, mostrando

0s seguintes resultados, Figura 21.
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Figura 21 - Citotoxicidade das fracdes da BRB 302
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Das 40 fracOes testadas, 4 sdo citotoxicas (>75%), com valores maiores a 80% de
citotoxicidade, lembrando que o extrato da BRB 302, é considerado muito promissor, visto que,
apresenta citotoxicidades maiores ao 100% nas duas concentrages testadas (5 e 50 pg/mL). A
analise preliminar dessas fracdes por LC-MS mostra a presenca dos ions relacionados ao cluster
apresentado na Figura 19, sugerindo que essas substancias possam ser responsaveis pela

atividade observada no extrato.
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De forma geral, o Atol das Rocas abriga uma diversidade nica com microbiota associada
produtora de substancias com importancia farmacolégica. A abordagem empregada foi muito
eficiente e satisfatdria, o que permitiu a deteccéo e identificacdo de diversas classes quimicas
produzidas pelas amostras bacterianas avaliadas. Particularmente, isso foi possivel devido a
espectrometria de massa ser uma ferramenta muito versatil que gera um grande nimero de
dados, incluindo informac@es estruturais importantes de moléculas orgénicas, que aceleraram a
identificacdo de compostos nos extratos brutos. Além disso, o uso da plataforma GNPS, que é
uma grande novidade para a Pesquisa de Produtos Naturais, acelerou a desreplicacdo de
compostos conhecidos sem isolamento e, além disso, destacou grupos quimicos de compostos
que sdo os responsaveis da atividade bioldgica. Além disso, foi identificado o género da maioria
das bactérias, isolando e identificando o gene rARN 16S das bactérias com atividade citotoxica,
permitindo relacionar os grupos quimicos identificados com o0s géneros bacterianos
identificados. Portanto, podemos concluir que o Brasil possui uma fonte inestimavel de
biodiversidade nos ecossistemas das suas ilhas, que deve ser altamente protegida contra

qualquer tipo de acdo antropica para evitar alteracGes ou perdas das espécies atuais.
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ANEXO 1. Dados gerais - pontos de coleta.
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Profundidade

BRB Local Origem Latitude (S) Longitude (W) (m) Data Meio
256 Farol 11 Euherdmania sp. 3°51"23.1” 33°51° 231 N/A Maio 2015 SWA
283 Farol 11 Didemnum granulatum 3°51°23.1" 33°51°23.1" N/A Maio 2015 SWA
284 Farol 11 Euherdmania sp. 3°51"23.1” 33°51°23.1° N/A Maio 2015 SWA
285 Ancoras Sp.nova 3 3°52°10.1” 33° 48" 10.6” N/A Maio 2015 ™
288 | Cemitério Rocky shore Trididemnum rocasensis 3°51°96.3” 33°48° 431 N/A Maio 2015 Al
297 | Cemitério Rocky shore Trididemnum rocasensis 3°51°96.3” 33°48"43.1” N/A Maio 2015 Al
298 Ancoras Sp.nova 3 3°52°10.1” 33°48°10.6” N/A Maio 2015 SWA
301 Falsa barreta Polysyncraton maurizeliae 3°51°37.1” 33°49°07.4” N/A Maio 2015 Al
302 Falsa barreta Sp.nova 1 3°51°37.1” 33°49° 074" N/A Maio 2015 SWA
304 Ancoras Sp.nova 3 3°52°10.1” 33°48°10.6” N/A Maio 2015 SWA
306 Falsa barreta Polysyncraton maurizeliae 3°51°37.1” 33°49°07.4” N/A Maio 2015 Al
307 Farol 11 Euherdmania sp. 3°51723.1” 33°51°23.1" N/A Maio 2015 ™
308 Cemitério Ascidia viridina 3°52°09.6” 33°49°00.4” N/A Maio 2015 SWA
309 Farol 11 Didemnum granulatum 3°51°23.1” 33°51°23.1" N/A Maio 2015 ™
311 Farol 11 Euherdmania sp. 3°51°23.1” 33°51"23.1” N/A Maio 2015 SWA
314 Barretinha Sp.nova 2 3°51°36.0" 33°49°06.0” N/A Maio 2015 Al
320 Piscina dos nove Euherdmania sp. 3°51°17.4” 33°48" 44.0” N/A Maio 2015 ™
324 Cemitério Ascidia viridina 3°52°09.6” 33°49°00.4” N/A Maio 2015 SWA
326 Ancoras Sp.nova 3 3°52°10.1" 33°48°10.6” N/A Maio 2015 SWA
346 Saldo Sedimento 6 Pendente Pendente 8 23/05/2016 ™
348 Salao Sedimento 6 Pendente Pendente 8 23/05/2016 ™
349 Rocas Chondrilla cf. nucula Pendente Pendente 0,5 25/05/2016 Al
351 Barretdo Sedimento 5 Pendente Pendente 5 12/05/2016 Al
352 Barretdo Sedimento 5 Pendente Pendente 5 12/05/2016 Al
350 Saldao Plakinastrella microspiculifera Pendente Pendente 6 23/05/2016 Al
353 Saldao Plakinastrella microspiculifera Pendente Pendente 6 23/05/2016 ™
354 Barretdo Sedimento 5 Pendente Pendente 5 12/05/2016 Al
355 Rocas Chondrilla cf. nucula Pendente Pendente 0,5 25/05/2016 ™
356 Salao Plakinastrella microspiculifera Pendente Pendente 6 23/05/2016 ™
357 Cemitério Chondrilla cf. nucula 3°52°09.6” 33°49°00.4” 0,2 17/05/2016 ™
358 Saldo Plakinastrella microspiculifera Pendente Pendente 6 23/05/2016 ™
359 Ancoras Sedimento 3 3°52°10.1° 33°48°10.6” 13 9/05/2016 ™
360 Saldo Sedimento 6 Pendente Pendente 8 23/05/2016 ™
361 Rocas Chondrilla cf. nucula Pendente Pendente 0,5 25/05/2016 Al
362 Cemitério Chondrilla cf. nucula 3°52°09.6” 33°49° 004" 0,2 17/05/2016 Al
363 Tartarugas Chondrilla cf. nucula Pendente Pendente 1 19/05/2016 SWA
364 Rocas Chondrilla cf. nucula Pendente Pendente 0,5 25/05/2016 Al
366 Tartarugas Chondrilla cf. nucula Pendente Pendente 1 19/05/2016 ™
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367 Cemitério Chondrilla cf. nucula 3°52°09.6” 33°49°00.4” 0,4 17/05/2016 ™
368 Cemitério Chondrilla cf. nucula 3°52°09.6” 33°49°00.4” 0,2 17/05/2016 ™
371 Rocas Chondrilla cf. nucula Pendente Pendente 0,5 25/05/2016 ™
372 Rocas Chondrilla cf. nucula Pendente Pendente 0,5 25/05/2016 ™
373 Tartarugas Trididemnum maragogi Pendente Pendente 1 19/05/2016 ™
374 Falsa barreta Chondrilla cf. nucula 3°51737.17 33°49°07.4” 1 24/05/2016 SWA
375 Saldao Plakortis sp. Pendente Pendente 6 23/05/2016 Al
383 Saldo Plakinastrella microspiculifera Pendente Pendente 6 23/05/2016 Al
385 Cemitério Chondrilla cf. nucula 3°52°09.6” 33°49°00.4” 0,4 17/05/2016 SWA
386 Saldo Plakinastrella microspiculifera Pendente Pendente 6 23/05/2016 SWA
388 Barretdo Sedimento 5 Pendente Pendente 5 12/05/2016 Al
391 Tartarugas Trididemnum maragogi Pendente Pendente 1 19/05/2016 ™
392 Farol 1 Sedimento 10 Pendente Pendente 1 21/05/2016 ™
393 Farol 11 Sedimento 7 3°51° 231" 33°51°23.17 2 21/05/2016 ™
397 Tartarugas Chondrilla cf. nucula Pendente Pendente 1 19/05/2016 Al
398 Farol 1 Sedimento 10 Pendente Pendente 1 21/05/2016 ™
399 Falsa barreta Chondrilla cf. nucula 3°51°37.17 33°49°07.4” 1 24/05/2016 SWA
405 Cemitério Trididemnum maragogi 3°52°09.6” 33°49°00.4” 0,2 16/05/2016 Al
406 Cemitério Trididemnum maragogi 3°52°09.6” 33°49° 004" 0,5 16/05/2016 SWA
407 Cemitério Trididemnum maragogi 3°52°09.6” 33°49°00.4” 0,2 16/05/2016 SWA
412 Tartarugas Trididemnum maragogi Pendente Pendente 1 19/05/2016 SWA
413 Saldo Plakinastrella microspiculifera Pendente Pendente 6 23/05/2016 SWA
414 Cemitério Trididemnum maragogi 3°52°09.6” 33°49° 004" 0,2 16/05/2016 SWA
415 Cemitério Trididemnum maragogi 3°52°09.6” 33°49° 004" 0,5 16/05/2016 SWA
455 Saldo Sedimento 6 Pendente Pendente 8 23/05/2016 SWA
456 Podes crer Sedimento 2 Pendente Pendente 2,7 28/05/2016 SWA
457 Podes crer Sedimento 2 Pendente Pendente 2,7 28/05/2016 SWA
458 Podes crer Sedimento 2 Pendente Pendente 2,7 28/05/2016 SWA
408 Barretdo Sedimento 5 Pendente Pendente 5 12/05/2016 Al
417 Ancoras Sedimento 3 3°52°10.1” 33°48° 10.6” 1,3 9/05/2016 SWA
418 Ancoras Sedimento 3 3°52°10.1” 33°48710.6” 13 9/05/2016 SWA
462 Cemitério Trididemnum maragogi 3°52°09.6” 33°49° 004" 0,2 16/05/2016 SWA
463 Rocas Chondrilla cf. nucula Pendente Pendente 0,5 25/05/2016 Al
466 Saldao Plakortis sp. Pendente Pendente 6 23/05/2016 ™
468 Falsa barreta Plakortis sp. 3°51°37.1” 33°49°07.4” 1 24/05/2016 SWA
474 Cemitério Chondrilla cf. nucula 3°52°09.6” 33°49°00.4” 04 17/05/2016 SWA
475 Podes crer Sedimento 2 Pendente Pendente 2,7 28/05/2016 SWA
476 Falsa Barreta Sedimento 9 3°51°37.1” 33°49°07.4” 2 11/05/2016 SWA
501 Cemitério Trididemnum maragogi 3°52°09.6” 33°49°00.4” 0,5 16/05/2016 SWA
502 Cemitério Trididemnum maragogi 3°52°09.6” 33°49° 004" 0,5 16/05/2016 SWA
503 Cemitério Trididemnum maragogi 3°52°09.6” 33°49°00.4” 0,5 16/05/2016 SWA
504 Cemitério Trididemnum maragogi 3°52°09.6” 33°49°00.4” 0,5 16/05/2016 SWA
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ANEXO 2. Ensaio de MTT em células HCT-116. Citotoxicidade dos extratos obtidos das
bactérias procedentes de ascidias, esponjas e sedimentos do Atol das rocas.

Citotoxicidade (%) Citotoxicidade (%)
BRB 5 pg/mL 50 pg/mL BRB 5 pg/mL 50 pg/mL
256 47,4 94,89 371 33,54 36,76
283 25,3 64,82 372 11,16 14,34
284 64,43 91,43 373 19,92 4391
285 67.9 70 374 22 49
288 31,64 57,37 375 22,1 51,15
297 -4,85 16,56 383 2,96 68,93
298 99,34 99,97 385 23,43 56,04
301 24,51 40,19 386 51,21 65,49
302 100,01 100,52 388 16,06 41,99
304 -13,7 67,43 391 85,11 101,68
306 -0,23 60,76 392 4,55 49,71
307 8,19 52,08 393 -5,14 6,31
308 0,85 50,38 397 35,89 92,4
309 6,81 40,57 398 2,08 16,5
311 15,54 44,79 399 69,93 82,96
314 15,75 55,1 405 14,36 68,66
320 69,12 96,37 406 73,28 94,78
324 18,44 50,69 407 80,94 92,93
326 -7,95 -3,02 408 88,94 100,97
346 20,37 30,98 412 9,45 46,35
348 22,28 89,33 413 95,48 99,7
349 24 76,09 414 86,52 98,86
350 81,03 97,24 415 64,51 97,97
351 22,16 69,92 417 17,21 95,73
352 67,19 87,94 418 34,44 98,88
353 44,71 51,68 455 12 35
354 23,34 71,2 456 21,04 71,98
355 30,8 77,98 457 23,19 67,36
356 79,47 91,72 458 14,63 27,64
357 20,86 73,69 462 75,39 92,81
358 71,65 86,33 463 31,01 51,55
359 27,63 56,85 466 21,42 49,35
360 18,97 35,74 468 61,19 94,04
361 3,01 5,49 474 35,91 47,07
362 -4,75 3,78 475 12,9 39,16
363 28,38 59,91 476 30,23 37,13
364 18,98 88,22 501 10,55 105,82
366 56,6 67,45 502 9,8 32,44
367 22,63 42,99 503 9,19 106,17
368 37,27 98,15 504 51,46 82,73




ANEXO 3. Rede molecular complete. Metabdlitos presentes em extratos citotoxicos e com
baixo nivel de citotoxicidade.
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