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RESUMO

As bactérias associadas as macroalgas séo produtoras de diversas substancias com
potencial biotecnoldgico. Entretanto, até o momento, nenhum estudo avaliou a
atividade antibidtica de bactérias associadas as macroalgas de Arraial do Cabo, RJ.
O objetivo geral foi estudar a atividade antibacteriana de bactérias associadas as
macroalgas marinhas. O presente trabalho foi dividido em trés capitulos. O primeiro
capitulo apresenta uma introducado geral, que corresponde ao referencial teérico. No
segundo capitulo foi avaliada a atividade antibidtica de bactérias associadas a
macroalgas marinhas do municipio de Arraial do Cabo. Para isso, quatro diferentes
espécies de macroalgas (Sargassum vulgare, Colpomenia sinuosa, Pterocladiella
capillacea e Ulva sp.) foram utilizadas. ApGs o isolamento das estirpes, foi avaliada a
atividade antibacteriana contra dez cepas indicadoras (bactérias incrustantes e
patogénicas do ambiente marinho ou de interesse médico). As estirpes mais ativas
foram identificadas a partir do gene codificador do RNAr 16S. No total, 61 estirpes
foram isoladas das quatro macroalgas coletadas, onde 52 se mantiveram viaveis, das
quais 58 % apresentaram acao antibidtica contra pelo menos uma das estirpes
indicadoras testadas. As bactérias mais ativas foram identificadas como bacilos Gram-
negativos do género Vibrio e cocos Gram-positivos do género Enterococcus. No
terceiro capitulo, foi realizada uma revisdo sistematica, com o objetivo de sintetizar a
literatura sobre bactérias associadas as macroalgas e a producao de substancias com
atividade antibacteriana, além de destacar lacunas de conhecimento sobre o tema e
recomendar caminhos para pesquisas futuras. Trés bancos de dados foram utilizados,
Scopus, Web of Science e Pubmed. No total, 73 artigos foram incluidos e analisados.
Os filos bacterianos produtores de substancias antibacterianas mais ativas
encontrados associadas as macroalgas foram Proteobacteria, seguido de Firmicutes
e Actinobacteria. Entretanto, apenas 33 % desses trabalhos identificaram os
compostos produzidos pelas bactérias. Aqueles que identificaram, encontraram o0s
policetideos como a classe de compostos mais abundante. Nossos resultados
evidenciam que as bactérias associadas as macroalgas apresentam um enorme
potencial biotecnolégico e sdo importantes fontes de obtencdo de novas substancias
bioativas.

Palavras-chave: antibacteriano, antibiético, bactéria associada, macroalgas.



ABSTRACT

Bacteria associated with macroalgae are producers of several substances with
biotechnological potential. However, to date, no study has evaluated the antibiotic
activity of bacteria associated with macroalgae from Arraial do Cabo. The general
objective was to study the antibacterial activity of bacteria associated with marine
macroalgae. This work was divided into three chapters. The first chapter presents a
general introduction, which corresponds to the theoretical framework. In the second
chapter, the antibiotic activity of bacteria associated with marine macroalgae from
Arraial do Cabo city was evaluated. For this, four different species of macroalgae were
used (Sargassum vulgare, Colpomenia sinuosa, Pterocladiella capillacea and Ulva
sp.). After the isolation of the strains, the antibacterial activity against ten indicator
strains (fouling and pathogenic bacteria from the marine environment or of medical
interest) was evaluated. The most active strains were identified from the 16S rRNA
gene. In total, 61 strains were isolated from the four macroalgae collected, where 52
remained viable, of which 58 % showed antibiotic action against at least one of the
indicator strains tested. The most active bacteria were identified as Gram-negative
bacilli of the genus Vibrio and Gram-positive cocci of the genus Enterococcus. In the
third chapter, a systematic review was carried out, with the objective of synthesizing
the literature on bacteria associated with macroalgae and the production of substances
with antibacterial activity, in addition to highlighting knowledge gaps on the subject and
recommending paths for future research. Three databases were used, Scopus, Web
of Science and Pubmed. In total, 73 articles were included and analyzed. The bacterial
phyla that produced the most active antibacterial substances found associated with
macroalgae were Proteobacteria, followed by Firmicutes and Actinobacteria. However,
only 33 % of these studies identified the compounds produced by the bacteria. Those
who identified found polyketides to be the most abundant class of compounds. Our
results show that bacteria associated with macroalgae have an enormous
biotechnological potential and are important sources for obtaining new bioactive

substances.

Keywords: antibacterial, antibiotic, associated bacteria, macroalgae.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO GERAL

1.1 MACROALGAS

Macroalgas sao organismos multicelulares e fotossintetizantes com grande
representatividade nos ecossistemas marinhos. Sao importantes por contribuirem na
produtividade primaria e na estrutura fisica do local (LANARI; COUTINHO, 2014).
Promovem abrigo e protecéo para os estagios iniciais de vida e desenvolvimento de
diversos invertebrados (HINOJOSA et al., 2015), além de servirem de alimento para
diversas espécies de organismos marinhos (FRASCHETTI et al., 2006; POORE et al.,
2014). As macroalgas possuem vasta distribuicdo ao redor do mundo e podem ser
encontradas em praticamente todas as latitudes (KEITH; KERSWELL; CONNOLLY,
2014). No Brasil, a estimativa € que ha cerca de 909 espécies de macroalgas
distribuidas por toda a costa, sendo 581 Rhodophyta, 220 Chlorophyta e 108

Phaeophyta — M.T. Fuijii, comunicacao pessoal.

As macroalgas sdo consideradas organismos tal6fitos, ou seja, ndo sado
vascularizados com conduc¢do de seiva e por iSsSo ndo apresentam raizes, caules e
folhas, mas sim rizoides, cauloides e filoides. Elas s&o classificadas de acordo com os
pigmentos presentes em seus talos como verdes (Filo Chlorophyta), vermelhas (Filo
Rhodophyta) ou pardas (Filo Ochrophyta), como resultado da combinagdo dos
pigmentos fotossintetizantes contidos em seus plastos (clorofilas e pigmentos
acessorios, como carotenoides e ficobilinas que mascaram a cor verde das clorofilas)
(LEE, 2008).

Espécies de macroalgas com potencial biotecnolégico estdo sendo cultivadas
ao longo dos ultimos anos no nordeste brasileiro, em razdo do clima, topografia e
condicGes ambientais favoraveis. Essas espécies se destacam pela producao de agar
e carragenina utilizados na industria de emulsificante (MARINHO-SORIANO, 2017;
SIMIONI; HAYASHI; OLIVEIRA, 2019). Além disso, as macroalgas tém se destacado
nesse contexto comercial, também no mercado de comida asiatica e na producéo de
biocombustiveis (GAO et al., 2020).

As superficies das macroalgas sdo revestidas por uma camada organica
(mucilagem), devido a adsorcédo de moléculas ricas em carbono organico, oxigénio e

nutrientes, que fornece um substrato adequado para o estabelecimento de
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microrganismos como bactérias, fungos e diatomaceas (BENGTSSON et al., 2011,
LAGE; GRACA, 2016) (Figura 1).
Figura 1- Micrografia eletrénica de varredura da superficie da macroalga marrom Saccharina latissima.

Bactérias em forma de: (a) Bastdo em por¢des mais antigas do talo; (b) Cocos, bastonetes e espirilos
em partes jovens do talo e (c) Cocos aglomerados no rizoide.

Fonte: GOECKE et al. (2010).

1.2 INTERACOES ENTRE MACROALGAS E BACTERIAS

As interacfes hospedeiro-microrganismos desempenham um papel crucial nos
ecossistemas marinhos, onde os organismos de maior tamanho sdo considerados o
hospedeiro (DITTAMI et al., 2021). O hospedeiro e toda a sua microbiota associada
sdo conhecidos como holobionte (EGAN et al., 2013; HOLLANTS et al., 2013; DA
GAMA; PLOUGUERNE; PEREIRA, 2014). O termo holobionte pode ser definido como
associacdes simbidticas que duram uma parte significativa da vida de um organismo
(ABDUL MALIK et al., 2020).

As interacdes macroalgas-bactérias sdo extremamente diversas, e a microbiota

pode ser favoravel ou prejudicial ao funcionamento do hospedeiro. As relacdes



15

simbidticas variam de mutualismo a comensalismo e parasitismo (EGAN et al., 2013;
RAMANAN et al., 2016) (Figura 2).

Figura 2: InteracBes positivas e negativas entre bactérias e macroalgas.
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+

Macroalga Hospsdelra

Defesa
= Explosao oxidativa, produgdo de antibioticos
& inibidores de Quorum Sensing

Adaptado de HOLLANTS et al. (2013).

De fato, muitas bactérias sdo conhecidas por afetar negativamente as algas
estabelecendo uma relacdo de parasitismo (FERNANDES et al., 2011; EGAN et al.,
2013). Bactérias apresentam potencial para degradar as paredes celulares das
macroalgas, causando danos ao tecido, 0 que favorece a entrada de bactérias
patogénicas e oportunistas, contribuindo para a desintegracdo do tecido algal
infectado e levando a ruptura do talo (YAMASAKI; MIYAZAKI; KAMEI, 1998; GOECKE
et al.,, 2010). Como exemplo, espécies de Vibrio sdo relatadas como patégenos
oportunistas de Porphyra e Laminaria (WANG et al., 2008). Entretanto, devido ao fato
da patogenicidade ser frequentemente associada a degradacao da parede celular, €
dificil distinguir os verdadeiros patégenos dos saprofiticos epifitos (WEINBERGER,;
FRIEDLANDER, 2000). O hospedeiro também pode ser danificado diretamente pela
comunidade bacteriana devido a producao de toxinas, hidrolases e produtos residuais
(WEINBERGER; HOPPE; FRIEDLANDER, 1997; PATEL et al., 2003; RAO; WEBB;
KJELLEBERG, 2006;).
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A colonizacdo por bactérias pode diminuir também a taxa de fotossintese, a
troca de nutrientes e a taxa de crescimento (IVANOVA et al., 2002, 2004; CAMPBELL
et al., 2011). Além disso, a colonizacdo de bactérias no talo das macroalgas constitui
uma ameaga permanente, pois aumentam a fixacdo de outros organismos
incrustantes, como outras espécies de macroalgas (epifitas) e invertebrados
marinhos, e herbivoros (EGAN et al., 2013). E a colonizacdo desses macroorganismos
na superficie da macroalga pode trazer danos, como causar sombreamento, trazer
risco de quebra do talo e diminuir a taxa de crescimento (MUNOZ; FOTEDAR, 2010).

Em contraste, algumas espécies de bactérias epifitas tém uma relacao positiva
com seu hospedeiro. Algumas macroalgas dependem dos seus microssimbiontes
para fornecer moléculas essenciais (como vitaminas e outros nutrientes) que elas
mesmas sdo incapazes de produzir. Como exemplo, a vitamina B12, essencial para o
crescimento das algas, pode ser obtida através de uma relacdo mutualistica com
bactérias (CROFT et al., 2005; HELLIWELL et al., 2011).

Para algumas espécies de macroalgas, a interacdo com as comunidades
bacterianas epifiticas € fundamental, ja que a microbiota tem influéncia no
desenvolvimento morfolégico normal do seu hospedeiro (MATSUO, 2005; SINGH et
al., 2011; SPOERNER et al., 2012). Alem das bactérias epifiticas, as endofiticas
também podem beneficiar as macroalgas pela absorcao de nutrientes como nitrogénio
e fésforo, permitindo que essas algas crescam em sistemas oligotroficos (CHISHOLM
et al., 1996). Os simbiontes endofiticos produzem também metabdlitos que melhoram
a habilidade do hospedeiro e sua resisténcia aos estressores ambientais, obtendo em
troca nutrientes e abrigo (KOUZUMA; WATANABE, 2015).

A interacdo das bactérias com as macroalgas tem revelado uma importante
funcé@o de defesa quimica, protegendo o hospedeiro de predadores, competidores e
outros microrganismos patogénicos. Essas bactérias associadas produzem
metabolitos especiais que agem em conjunto com seus hospedeiros (WEINBERGER,;
HOPPE; FRIEDLANDER, 1997; MIESZKIN; CALLOW; CALLOW, 2013).

Conjectura-se que microrganismos epibiontes podem ajudar algumas
macroalgas a produzir compostos, em uma associac¢ao sinérgica (CARVALHO et al.,
2017; CHAKRABORTY et al., 2017). Batista e colaboradores (2014) mostraram que

extratos de macroalgas que possuiam microrganismos associados foram mais ativos
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em inibir o quorum sensing bacteriano que aqueles sem, indicando uma colaboracao

entre as macroalgas e seus microrganismos associados.

Alguns autores atribuem um papel importante para as bactérias epifitas na
producdo de substancias de defesa que protegem a alga hospedeira contra a
bioincrustacdo (KANAGASABHAPATHY et al., 2009; ROMERO et al., 2011). Assim,
as questdes sobre a verdadeira origem biossintética de moléculas isoladas das algas
ainda ndo sdo muito bem compreendidas (GOECKE et al., 2010). Porém, ha um
crescente interesse em investigar o papel dos microrganismos associados as algas
como fonte de substancias bioativas naturais (EGAN; THOMAS; KJELLEBERG,
2008). A Tabela 1 sumariza alguns estudos com bactérias associadas as macroalgas

mostrando seu potencial contra organismos incrustantes.
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Tabela 1 - Exemplos de trabalhos que mostraram a bioatividade das bactérias associadas as macroalgas contra organismos incrustantes. *Os autores nao

identificaram as bactérias.

Atividade Bactérias Espécies de macroalgas Localidade Autores
Inibidora do 32 % das 192 bactérias Chondrus ocellatus, Dumontia simplex, Costa de Dalian, (MA et al., 2009)
assentamento de isoladas* Enteromorpha sp., Grateloupia filicina, China
zoosporos de Ulva Halymenia sinensis, Monstroma sp.,
lactuca e antilarvar de Porphyra sp., Sargassum thunbergii,
Hydroides ezoensis Sargassum sp., Ulva lactuca, Ulva pertusa
Inibicdo do assentamento e Vibrio Ulva reticulata Pier Wong Shek, (DOBRETSOV;,
metamorfose larvar de Hong Kong QIAN, 2002)
Polychaeta
Inibicdo da germinacéo do Alteromonas sp. Rhodymenia sp. Norte do Chile (SILVA-
zobsporo e assentamento de ACIARES;
Ulva lactuca RIQUELME,
2008)
Producéo de autoindutores (N- 19 das 24 bactérias Fucus spiralis, Gracilaria verrucosa, Mar de Wadden  (ZIESCHE et al.,
acylhomoserine lactones) de isoladas* Enteromorpha sp., Cystoseira baccata, Alemé&o e Galiza, 2015)
qguorum sensing com atividade Ulva lactuca, Sargassum muticum, Espanha
antialgal Bifurcaria bifurcata, Fucus vesiculosus,
Gracilaria multipartita
Inibidora contra fungos marinhos, Pseudoalteromonas Ulva australis N&o determinada  (HOLMSTROM
bactérias, larvas de tunicata et al., 2002;

invertebrados, e esporos de algas
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Roseobacter

gallaeciensis

RAO et al.,
2007)
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A associacao entre as bactérias e as macroalgas pode ser espécie especifica
e, provavelmente, é determinada pelos nutrientes fornecidos pelo hospedeiro
(BONDOSO et al.,, 2017). Outro ponto a se destacar € que as comunidades
bacterianas associadas as macroalgas marinhas diferem daquelas encontradas na
agua do mar, no sedimento ou em substratos circundantes (AIRES; SERRAO;
ENGELEN, 2016; PARROT et al., 2019). As comunidades bacterianas podem também
mudar temporal e espacialmente ao longo das estacdes, fases da vida e tipos de
tecido algal, tendo a influéncia de fatores bidticos e abidticos (BENGTSSON et al.,
2012; AIRES; SERRAO; ENGELEN, 2016).

As interacdes entre macroalgas e bactérias podem ser afetadas por alteracfes
nas condicdes ambientais, como aumento da temperatura da agua do mar e
acidificacdo dos oceanos, causadas pelas mudancas climaticas (CASE et al., 2011;
EGAN et al., 2014; KUMAR et al., 2016). Esses fatores funcionam como estressores
ambientais modificando as comunidades microbianas, causando uma disbiose que
pode transformar uma interacdo positiva em negativa entre as espécies
(FERNANDES et al., 2011; DE FOUW et al., 2016; EGAN; GARDINER, 2016).

1.3 MECANISMOS DE DEFESA DAS MACROALGAS

Algumas espécies de macroalgas raramente possuem bactérias epifitas,
indicando a possivel presenca de mecanismos de defesa antimicrobiana (LAM,;
STANG; HARDER, 2008; DAHMS; DOBRETSOV, 2017). Além disso, muitas
macroalgas previnem a bioincrustagdo através de diferentes mecanismos fisicos e
quimicos. Os métodos fisicos consistem na eliminacéo regular de camadas de células
superficiais, a criacdo de uma cobertura mucilaginosa, a continua erosdo das
extremidades distais das laminas; além de turbuléncia da agua e abrasdo (NYLUND;
PAVIA, 2005; SULLIVAN; REGAN, 2011). Adicionalmente, as macroalgas
apresentam defesas quimicas, como a producédo de compostos biogénicos, que sao
comumente utilizados por organismos sésseis para evitar a epibiose (LACHNIT et al.,
2013). As macroalgas séo capazes de produzir compostos que agem como sinais
quimicos para influenciar positivamente ou negativamente o estabelecimento de
outras algas ou invertebrados (WALTERS; HADFIELD; SMITH, 1996).
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Sinais quimicos produzidos por Dictyota acudloba, D. sandvicensis, Sargassum
echinocarpum, S. polyphyllum e Sphacelaria tribuloides atuam contra o
estabelecimento de larvas de invertebrados. Ja a macroalga Padina australis produz
sinais estimuladores para o estabelecimento larvar (WALTERS; HADFIELD; SMITH,
1996). Além disso, algumas macroalgas produzem compostos anti-incrustantes e anti-
herbivoria (DA GAMA et al., 2002; SUDATTI et al., 2008; PARADAS et al., 2010). Um
exemplo sdo as macroalgas do género Laurencia, conhecidas por produzir um
composto anti-incrustante, o elatol, que limita a colonizagdo de sua superficie e 0
consumo por herbivoros (PEREIRA et al., 2003).

Assim, as moléculas de defesa sintetizadas pelas macroalgas tém se mostrado
eficientes na inibicdo da colonizacdo por bactérias, na inibicdo da fixacdo e no
desenvolvimento de fungos, microalgas e também de macroorganismos (BHADURY;
WRIGHT, 2004; LAM; STANG; HARDER, 2008; CHAMBERS et al., 2011), reduzindo

assim, o processo de bioincrustacéo.

1.4 BIOINCRUSTACAO E BIOTECNOLOGIA

No ambiente marinho, qualquer substrato natural e artificial é rapidamente
colonizado por micro e macroorganismos em um processo chamado de bioincrustacao
(MARTIN-RODRIGUEZ et al., 2016) (Figura 3).
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Figura 3: Representacdo esquematica do processo de bioincrustacéo.
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Adaptado de MARTIN-RODRIGUEZ et al. (2015).

A bioincrustacdo causa seérios problemas a industria naval e petrolifera,
causando a corrosdo das estruturas feitas de ago (como os cascos de navios), a
diminuicdo da velocidade do navio (devido ao arrasto) e problemas técnicos em
sistemas de aquicultura (YEBRA et al., 2006; SCHULTZ et al., 2011). Os paises tém
investido milhGes de dolares para prevenir e controlar esse problema. Os principais
métodos de controle da bioincrustacdo séo o uso de tintas anti-incrustantes baseadas
em substéancias toxicas, como organoestanicos (TBT), cobre e outros compostos que
sdo prejudiciais para o ambiente marinho e téxicos para os seres humanos (COELHO;
LANGSTON; BEBIANNO, 2006; GRONDIN et al., 2007). Devido a proibicdo do uso
do TBT em todo o mundo (VAN WEZEL; VAN VLAARDINGEN, 2004), surgiu a
necessidade de encontrar alternativas anti-incrustantes néo toxicas e néo prejudiciais

aos seres Vvivos.

A primeira etapa para uma comunidade bioincrustante se instalar € a formagéo
do biofilme bacteriano. Biofilmes s&o comunidades complexas de microrganismos que
podem incluir bactérias de diferentes grupos, diatomaceas, fungos e protozoarios
(WORTHINGTON; RICHARDS; MELANDER, 2012) (Figura 4). Estes microrganismos
ficam inseridos em uma matriz de substancias poliméricas extracelulares que €

secretada pelas bactérias como um material mucoso complexo (HADFIELD, 2011),
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gue se adere a uma superficie bidtica (por exemplo, tecidos) ou abidtica (por exemplo,

rochas).

Figura 4 - Formacdo do biofiime em Pseudomonas. (a) Com o aumento da populacdo celular, a
producdo da molécula sinalizadora homosserina lactona, AHL (do inglés, acyl homoserine lactones), e
do c-di-GMP se intensifica. Essas moléculas sinalizadoras participam da ativacdo da sintese de
exopolissacarideos e do flagelo, necesséria para a formacédo do biofilme. (b) Microscopia confocal de
varredura mostrando a progresséo da formacao do biofilme de P. aeruginosa no periodo de 144 horas.
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Fonte: Madigan (2016).

Biofilmes sdo semelhantes a organismos multicelulares em forma e fungéo,
visto que eles sdo associacdes de células que agem em conjunto, com base na
comunicacdo mediada pela sinalizacdo entre as células que é controlada, muitas
vezes, pelo mecanismo chamado Quorum Sensing (QS) (STEINBERG et al., 2011).

QS é uma forma de comunicacdo bacteriana, célula-célula, que depende da
densidade celular para acontecer. Durante este processo, as bactérias produzem e
excretam moléculas sinalizadoras conhecidas como autoindutores, que se acumulam
e difundem para fora da célula (STEINBERG et al., 2011; WATERS; BASSLER, 2005).
Quando a densidade bacteriana no biofiime é suficientemente elevada, essas
moléculas atingem uma concentracdo limite e comecam a se ligar a proteinas
receptoras que promovem a transcricdo de genes especificos, regulando a divisao
celular (SWIFT et al., 2001) (Figura 5). Sinais QS desempenham um papel importante
nas interacbes entre as bactérias e seus hospedeiros eucaridticos. Os organismos

eucariontes podem detectar sinais de QS bacterianos e esses tipos de sinais induzem
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a sua fixacdo (JOINT; TAIT; WHEELER, 2007). Além disso, os hospedeiros
eucariontes podem inibir os sinais bacterianos QS. Por exemplo, a macroalga Delisia
pulchra inibe QS produzindo furanonas, que sao analogas aos autoindutores das
bactérias (MANEFIELD et al., 1999, 2002). Assim, a inibicdo do QS bacteriano fornece

uma nova estratégia para prevenir a bioincrustacao.

Figura 5 - Mecanismo do Quorum Sensing desempenhado pelas bactérias.
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Fonte: Adaptado de DOBRETSOV; TEPLITSKI; PAUL (2009).

Atualmente, pesquisadores tem descoberto uma infinidade de novas moléculas
bioativas isoladas de organismos marinhos que possuem agao anti-incrustante, dentre
outras propriedades (BHADURY; WRIGHT, 2004; DA GAMA et al., 2008; IYAPPARAJ
et al., 2014). Os principais obstaculos, entretanto, a utilizacdo biotecnoldgica de
produtos naturais marinhos estdo relacionados a sua producdo em larga escala.
Compostos bioativos de organismos marinhos sdo encontrados em pequenas
guantidades, e para se obter quantidades suficientes destes compostos, 0s
pesquisadores precisariam coletar e extrair grande quantidade desses organismos

marinhos (THOMS; SCHUPP, 2005).

Os microrganismos marinhos possuem vantagens como fonte de compostos

bioativos em relacdo a outros organismos. Isto porque eles produzem uma alta
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diversidade de metabdlitos especiais, devido a elevada diversidade microbiana, e,
guando cultivaveis, podem produzir grandes quantidades de compostos, o que facilita
a extracdo e elucidacdo da sua estrutura quimica (MUSCHOLL-SILBERHORN;
THIEL; IMHOFF, 2008; THIRUMURUGAN et al., 2018). Outra vantagem € que eles
podem produzir compostos mais rapidamente e em maiores quantidades em
comparagao a outros organismos marinhos (WILKINS; SCHOLLER, 2009; TYC et al.,
2017). Além disso, alguns microrganismos podem ser facilmente modificados genética
e quimicamente, de modo a aumentar o rendimento dos compostos e sua bioatividade
(SEKUROVA; SCHNEIDER; ZOTCHEV, 2019; HUG; KRUG; MULLER, 2020). Além
disso, muitos microrganismos (especialmente as bactérias) podem ser cultivados em
larga escala, o que aumenta e facilita a producdo de compostos de interesse
biotecnolédgico. Assim, a descoberta de compostos produzidos por bactérias podera
prover fontes alternativas de substancias anti-incrustantes sustentaveis, capazes de

reduzir os danos ao ambiente.

1.5 PRODUCAO DE MOLECULAS BIOATIVAS POR BACTERIAS

Diversas bactérias sdo conhecidas por produzir substancias bioativas de
interesse em varias areas como, antibiéticos, anticancerigenos, antifingicos, anti-
inflamatorios, anti-quorum sensing, anti-incrustante entre outros (DOBRETSOV et al.,
2006; HABBU et al., 2016; WANG et al., 2017; BARZKAR et al., 2019; HORTA et al.,
2019; JEGAN S; MANJUSHA W, 2020; KIZHAKKEKALAM; CHAKRABORTY, 2021).
Essas substancias bioativas sdo conhecidas como metabdlitos secundarios,
metabdlitos especiais, ou produtos naturais, definidas como um grupo de substancias
naturais que, ao contrario dos metabdlitos primarios, ndo estdo diretamente
envolvidas no crescimento, desenvolvimento ou reproducao de organismos, mas sao
produzidos por razdes fisiologicas especificas e estdo relacionadas, portanto, com a
ecologia desses organismos (JENKE-KODAMA; MULLER; DITTMANN, 2008).

As bactérias marinhas habitam diversos ambientes com condi¢fes variadas de
temperatura, oxigenacdo, salinidade, pH, entre outros, e precisam desenvolver
estratégias adaptativas para sobreviver nesses ambientes (O’BRIEN; WRIGHT,
2011). Os metabolitos secundéarios das bactérias podem ser antibioticos, toxinas,

pigmentos, entre outros, que ndo Sa0 essenciails ao crescimento vegetativo dos
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microrganismos  (THILAKAN; CHAKRABORTY; CHAKRABORTY, 2016;
CHAKRABORTY; THILAKAN; RAOLA, 2017). Os metabdlitos especiais produzidos
por microrganismos incluem peptideos, policetideos, carboidratos, lipidios,
terpendides, esterdides e alcalbides, e podem ser elaborados a partir de metabdlitos
primarios, ligando esses dois ramos do metabolismo (O'BRIEN; WRIGHT, 2011).

Nos ultimos anos, o numero de relatos dos compostos bioativos derivados de
bactérias e fungos marinhos tém aumentado constantemente (SINGH; KUMARI,
REDDY, 2015; SRINIVASAN et al., 2021). Como exemplo, tem-se o0 extrato da
bactéria Nocardia sp., isolada da macroalga vermelha Laurenica spectabilis, que
contém compostos ativos contra patdgenos bacterianos e fungicos (EL-GENDY;
HAWAS; JASPARS, 2008). Outro exemplo de composto bioativo produzido por
bactérias é a tiocoralina um depsipeptideo que inibe a DNA polimerase, produzido
pela bactéria Micromonospora sp. que foi aplicado no tratamento do céancer em
pesquisas pré-clinicas (NEWMAN; CRAGG, 2004). Dois policetideos de Bacillus
amyloliquefaciens, uma bactéria heterotrofica associada a macroalga Padina
gymnospora, 3(octaidro-9 isopropil-2H benzo[h]cromen-4-il)-2-metilpropil benzoato e
metil  8-(2-(benzoiloxi)-etil)-hexa-hidro-4-((E)-pent-2-enil)-2H-cromeno-6-carboxilato
exibem atividade contra patdogenos alimentares oportunistas humanos
(CHAKRABORTY; THILAKAN; RAOLA, 2018). Além da seriniquinona, isolada da
bactéria marinha do género Serinicoccus, que demonstrou atividade contra células
tumorais de melanoma (TRZOSS et al., 2014).

Além da acdo anticancer, antifingica e antibacteriana ja citadas, podemos
destacar também a acao inibidora de QS a partir de microrganismos marinhos (CHEN
et al., 2019). Por exemplo, tem-se o0 caso de Halobacillus salinus, uma bactéria isolada
de erva marinha em South Kingstown (EUA), que produz dois metabdlitos da
fenetilamida, 2,3-metil-N- (2’-feniletil) -butiramida (1) e N- (2’-feniletil) -isobutiramida
(2) capazes de inibir o QS de duas estirpes bacterianas. Eles agiram como
antagonistas do QS bacteriano competindo com a molécula sinalizadora N-acil-

homoserina para ligacao ao receptor (TEASDALE et al., 2009).

Muitos genes responsaveis pela sintese desses metabdlitos especiais tém sido
descritos no genoma bacteriano, e eles ajudaram a identificar uma gama de

organismos promissores ao redor do mundo. Entre esses genes podemos citar
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policetideo sintase (PKS, do inglés “polyketide synthase”) e o peptideo sintetase ndo-
ribossomico (NRPS, do inglés “non-ribosomal peptide synthetase”) (CHARLOP-
POWERS et al., 2015). Peptideos néo ribossomais (NRP) e policetideos (PK) séo
classes de compostos naturais produzidos por bactérias, fungos e plantas, por meio
de vias biossintéticas em que ndo ha participacdo direta dos ribossomos
(FISCHBACH; WALSH, 2006).

Os principais filos de bactérias produtoras de peptideos ndo ribossomais sao
Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes e Cyanobacteria (BIBB, 2005). Os NRP séo
precursores de uma infinidade de produtos com atividade biolégica como antibiéticos,
imunossupressores, antitumorais, entre outros (GONZALEZ; SIGRIST; PAULO,
2016). Exemplos desses peptideos mais conhecidos sdo os antibidticos como a
vancomicina e a daptomicina produzidos pelas bactérias Amycolatopsis orientalis e
Streptomyces roseosporus, respectivamente (WAGENINGEN et al., 1998; MIAO et
al., 2005); além do agente imunossupressor ciclosporina e o composto antitumoral
bleomicina (FELNAGLE et al., 2008). Vérios autores tem demonstrado o grande
potencial dos peptideos nao ribossomais na descoberta de novos farmacos (WANG
et al., 2014).

Ja os policetideos representam um grupo altamente diversificado de produtos
naturais com esqueletos de carbono montados a partir de blocos simples de
construcdo de acila (HERTWECK, 2009). S&o sintetizados por enzimas chamadas de
sintases de policetideos (PKSs), com biossintese semelhante a de acidos graxos
(SMITH; TSAI, 2007), embora as duas vias metabdlicas tenham divergido em uma
fase inicial durante a evolucdo (HERTWECK, 2009). As sintases de policetideos séo
classificadas, com base em sua arquitetura proteica, em trés familias distintas (I, Il e
[lI) (PAULO; SIGRIST; DE OLIVEIRA, 2019).

Existem também compostos bioativos que séo sintetizados por um sistema
hibrido NRPS-PKS (WANG et al., 2014), como a Leinamicina um antibiotico
(antitumoral) hibrido peptideo-policetideo produzido por Streptomyces atroolivaceus
(TANG; CHENG; SHEN, 2006). Outros exemplos, incluem ainda Laspartomicina,
holomicina, piridomicina, chaxamicinas A-D, emericelamida A e acetilaszonalenina,
todos eles compostos bioativos derivados das vias NRPS/PKS descobertos por
estratégias de mineracdo gendmica, técnica esta que atua na prospecc¢ao de genes
de moléculas bioativas (OLIVEIRA; PUPO; VIEIRA, 2013).
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As bactérias também séo capazes de realizar biotransformacéo, processo que
consiste em fazer transformacdes quimicas em substancias que nao constituem os
substratos naturais. Um exemplo de transformacdo microbiana é a realizada pela
bactéria do género Acetobacter, que faz a conversdo de etanol em acido acético
(LERESCHE; MEYER, 2006). Alguns farmacos utilizados atualmente sdo produzidos
a partir da biotransformac&o por microrganismos, como € o caso da fluoxetina, cuja
sintese € iniciada com uma etapa de bioconversdo catalisada pela levedura
Saccharomyces cerevisiae (PEREIRA, 1997). O uso de microrganismos para a
realizacdo de reacdes quimicas tem se tornado uma ferramenta eficaz para a
producdo de substancias com atividades biolégicas (BOAVENTURA; LOPES;
TAKAHASHI, 2004).

Os microrganismos apresentam, portanto, uma surpreendente capacidade de
produzir substancias quimicas com diversas acdes de interesse biotecnoldgico, e as
bactérias marinhas vem ganhando destaque na prospeccdo de novos farmacos. A
Tabela 2 sumariza alguns estudos de atividade antimicrobiana de bactérias

associadas a macroalgas, mostrando seu potencial biotecnolégico.



Tabela 2 — Potencial antibacteriano de bactérias associadas a diversas espécies de macroalgas.
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Atividade Porcentagem Espécies de macroalgas Localidade Autores
de bactérias
ativas
Antibacteriana contra 17 % das 224  Ulva intestinalis (citado como Noroeste da (LEMOS;
Staphylococcus aureus bactérias Enteromorpha intestinalis), U. compressa  Espanha TORANZO;
(citado como E. compressa), U. lactuca, BARJA, 1985)
Fucus ceranoides, Pelvetia canaliculata
Antibacteriana contra espécies de 20 % das 116  Sargassum serratifolium, S. fusiforme, S. Hyogo, (KANAGASABHA
Vibrio, Photobacterium, bactérias horneri (citado como S. filicinum), Padina Japéao PATHY et al.,
Staphylococcus, Serratia, Klebsiella e arborescens, Undaria pinnatifida, Petalonia 2006)
Salmonella fascia, Colpomenia sinuosa, Scytosiphon
lomentaria, Ecklonia cava
Antimicrobiana contra 12 % de 325 Delisea pulchra e Ulva australis Sydney, (PENESYAN et
Streptococcus, Staphylococcus, bactérias Australia al., 2009)
Neisseria, Candida albicans
Antibacteriana contra espécies de 33 % de 92 Pachymeniopsis lauceolata, Plocamium Hyogo, (KANAGASABHA
Vibrio, Photobacterium, bactérias telfairiae, Gelidium amansii, Chondrus Japao PATHY; SASAKI;

Staphylococcus, Serratia,

Klebsiella, Salmonella

ocellatus, Grateloupia filicina, Ceramium
kondoi, Fushitsunagia catenata (citado
como Lomentaria catenata), Schizymenia
dubyi, Neopyropia yezoensis (citado como

Porphyra yezoensis)

NAGATA, 2008)




Antibacteriana contra Pseudomonas, 5 % das 21 Corallina officinalis e Fucus vesiculosus N&ao (BURGESS et al.,
Enterococcus, Acinetobacter bactérias determinad 1999)
a
Antimicrobiana contra E. coli, 50 % das 210  Saccharina latissima (citado como Mar Baltico, (WIESE et al.,
Staphylococcus lentus, Bacillus Laminaria saccharina) Alemanha 2009)
subtilis e Candida glabrata
Antibacteriana contra E. coli, 8 % das 126 Gracilaria corticata, Gelidium pussillum, Costa (JANAKIDEVI et
Staphylococcus, Klebshilla, Hypnea musciformis, Padina gymnospora, sudeste da al., 2013)
Pseudomonas, Micrococcus, Valoniopsis pachynema india
Salmonells, Vibrio, Shigella e
Serratia
Antibacteriana e anti-diatomacea 60 % das 10 Ulva lactuca Suva, Fiji (KUMAR et al.,
bactérias 2011)
Antibacteriana contra B. subtilis e S. 57 % das 21 Asparagopsis armata Peniche, (HORTA et al.,
aureus bactérias Portugal 2019)
Antibacteriana contra Plesiomonas, 53 % das 148 33 diferentes macroalgas (Phaeophyceae, Peninsula (KIZHAKKEKALA
Photobacterium, Yersinia, bactérias Rhodophyceae e da india M:;
Streptococcus, Escherichia, Chlorophyceae) CHAKRABORTY,
Edwardsiella, Aeromonas, Shigella, 2020)

Vibrio, Aeromonas, Staphylococcus

e Enterococcus
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Antibacteriana contra Vibrio, 35 % das 148  Sargassum myricocystum, Padina Costasul (KIZHAKKEKALA
Staphylococcus, Enterococcus E. bactérias gymnospora, Turbinaria ornata, Hypnea da india M;
coli, Edwardsiella e Streptococcus valentiae, Kappaphycus alvarezii, Ulva Peninsular CHAKRABORTY,
reticulata, Caulerpa racemosa 2019)
Antibacteriana contra 16 % das 31 Adenocystis  utricularis, Monostroma Ilha King (LEIVA et al.,
Zobellia, Kocuria, Algibacter, bactérias hariotti, Iridaea cordata, Phycodrys George, 2015)
Citricoccus, Janibacter antarctica, Pyropia endiviifolia, Plocamium  Peninsula
cartilagineum Antartica
Antibacteriana contra 19 cepas 36 % das 71 Ulva rigida Costa norte (ISMAIL et al.,
indicadoras, entre elas: bactérias da Tunisia 2018)
Staphylococcus, Escherichia,
Pseudomonas
Antibacteriana contra nove cepas de 21 % das 280  Fucus serratus, Himanthalia elongata, Sudeste da  (BOYD; ADAMS;
incrustacao isoladas de varias bactérias Laminaria digitata, Palmaria palmata, Escécia BURGESS,
superficies incrustadas Corallina officinalis, Codium fragile subsp. 1999b)
fragile (citado como C. fragile subsp.
Tomentosoides) e Ulva lactuca
Antibacteriana contra 18 cepas 28 % das 18 Padina pavonica Costa norte (ISMAIL et al.,
indicadoras entre elas: Vibrio, bactérias da Tunisia 2016)

Staphylococcus, E. coli e

Pseudomonas

Antibacteriana contra E. coli, Vibrio,

Pseudomonas, Aeromonas,

36 % das 19

bactérias

Jania rubens

Costa norte

da Tunisia

(ISMAIL-BEN ALI

et al., 2012)
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Salmonella, Streptococcus,

Staphylococcus

Atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, E. coli,

Candida albicans

28 % das 830

bactérias

Gracilaria salicornia, Hypnea musciformis, Mombasa,

Acanthophora spicifera, Palisada perforata Quénia
(citado como Chondrophycus papillosus),
G. corticata, Phacelocarpus tristichus, H.
pannosa, Laurencia, Codium geppiorum,
Ulva lactuca (citado como U. fasciata),
Caulerpa mexicana, C. sertularioides, U.
Turbinaria

reticulata, decurrens,

Sargassum licifolium (citado como S.

cristaefolium), Spatoglossum asperum,

Padina tetrastromatica, Canistrocarpus

cervicornis  (citado como  Dictyota

cervicornis), Colpomenia sinuosa,

Lobophora variegata

(KAARIA et al.,
2015)

Antibacteriana contra Polaribacter
irgensii, Pseudoalteromonas
elyakovii, P. fluorescens Shewanella
putrefaciens, Vibrio communis, V.
alginolyticus V. coralliilyticus, S.

aureus, E. coli, P. aeruginosa

58 % das 61

bactérias

Arraial do
Cabo/ RJ.

Brasil

Colpomenia sinuosa, Sargassum vulgare,

Pterocladiella capillacea, Ulva sp.

Presente trabalho
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1.6 BACTERIAS PATOGENICAS
1.6.1 Bactérias patogénicas aos seres humanos

Apesar de existirem muitos compostos que exibem alta atividade biologica e
seus produtos naturais serem amplamente utilizados na farmacologia, cosméticos,
industria alimenticia e agricultura, algumas bactérias (como Clostridium botulinum,
Vibrio cholerae, Escherichia coli e Yersinia sp.) sintetizam exotoxinas, que s&o

metabdlitos secundarios e causam doencas em humanos.

Apbs a descoberta do primeiro antibiético, a penicilina, por Alexander Fleming
e sua comercializacdo na década de 1940, as doencas bacterianas (causadas por
cocos Gram-positivos) foram controladas (GUO et al., 2020). Entretanto, com o uso
generalizado da penicilina desde a década de 1950, o Staphylococcus aureus
resistente a penicilina surgiu rapidamente na éarea clinica. Desde entdo, novas
substancias semissintéticas e sintéticas tém sido desenvolvidas para tentar
acompanhar a evolucdo dos microrganismos que se tornam resistentes a elas
(RAYNER; MUNCKHOF, 2005; KHOSHNOOD et al., 2019). A resisténcia microbiana
€ definida como a capacidade dos microrganismos de resistirem aos efeitos dos
antibioticos. Como € o caso da resisténcia adquirida, onde os microrganismos sofrem
alteracbes quando expostos a antimicrobianos, devido a aquisicdo de genes de
resisténcia. Ela pode ser desenvolvida de duas maneiras, através de mutacdes ou de
mecanismos que envolvem a troca genética entre os microrganismos (MUNITA,;
ARIAS, 2016).

Diversas cepas bacterianas resistentes a antibioticos vém causando grandes
problemas, como é o caso do S. aureus resistente a meticilina (MRSA). Em paises
como a China, a taxa de mortalidade da infeccdo por MRSA excedeu as da aids,
doenca de Parkinson e assassinatos (LESSA et al.,, 2012). A resisténcia aos
antimicrobianos € um problema global que pode se tornar a principal causa de
mortalidade até 2050, por isso, requer atencdo das autoridades de saude publica
(O’NEILL, 2016). Além disso, se nenhuma solucdo proativa for tomada agora para
retardar o aumento da resisténcia a medicamentos, estima-se que o prejuizo até 2050
sera de cerca de 100 trilhdes de dolares (O’'NEILL, 2016).

Por essa razdo, a descoberta de novos antimicrobianos que tratem esses

microrganismos resistentes é imprescindivel, ja que os farmacos existentes nao serao
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mais eficientes dentro de alguns anos se o uso indiscriminado de antimicrobianos nao
parar. Diante disso, as bactérias associadas as macroalgas podem fornecer os
subsidios para a busca dessas substancias na natureza, e apresentam grande
potencial para o desenvolvimento de novas geragcfes de agentes antibidticos contra

microrganismos multirresistentes.

1.6.2 Bactérias patogénicas de ambientes marinhos

As bactérias patogénicas podem ser encontradas em todos 0s oceanos e sao
frequentemente identificadas em organismos doentes como: corais, peixes, entre
outros, no ambiente natural. Algumas espécies bacterianas sdo classificadas como
oportunistas, que sao espécies de microrganismos capazes de causar doencgas,
principalmente em ocasides de desequilibrio ambiental, como alteracdes drasticas na
temperatura da agua e na disponibilidade de nutrientes (VEZZULLI; COLWELL;
PRUZZO, 2013)

As espécies do género Vibrio sdo frequentemente relatadas como simbiontes
de organismos marinhos e, na maioria das vezes, ndo sao patogénicas (CHIMETTO
et al.,, 2011). Entretanto, algumas espécies possuem registros de patogenicidade,
causando sintomas como: septicemia, hemorragia e Ulceras massivas ou necrose na
superficie da pele ou em alguns tecidos de animais marinhos (WANG et al., 2007;
VEZZULLI; COLWELL; PRUZZO, 2013). Vibrio neptunius ja foi relatado como
microrganismo patogénico de moluscos (PRADO et al., 2005), assim como Vibrio
coralliilyticus, espécie causadora de doencas em corais (BEN-HAIM et al., 2003).

Bactérias patogénicas de ambientes marinhos ndo s6 podem causar prejuizos
ecoldgicos, como também econémicos no ramo da aquacultura (DONG et al., 2021,
MARTINEZ-LARA et al., 2021). A aquacultura ou aquicultura é definida, segundo a
FAO (Organizacdo das Nacdes Unidas para a Agricultura e Alimentacdo), como o
cultivo de organismos aquaticos como peixes, moluscos, crustaceos, plantas
aquéticas, répteis e anfibios. A aquicultura desempenha um papel vital na producao
de alimentos atualmente. A FAO/ONU estima que 82 milhdes de toneladas de
pescado tenham sido produzidas pela aquicultura em 2018, o que corresponde a 250
bilhdes de ddélares (ZHOU, 2020).
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As bactérias patogénicas de ambientes marinhos podem causar prejuizos ao
cultivo de organismos aquaticos, podendo tornar a atividade pouco lucrativa
(TAVECHIO WLG; GUIDELLI G; POTTZ L, 2009). Por esta razdo, atualmente séo
utilizados antimicrobianos com a finalidade de matar ou inibir o crescimento desses
microrganismos patogénicos, e de forma profilatica impedir o desenvolvimento de
infeccdes e a mortalidade (ROMERO; GLORIA; NAVARRETE, 2012). Contudo, essa
medicacdo eventualmente administrada apresenta consequentes impactos sobre o
meio ambiente, devido principalmente ao aparecimento de resisténcia, quer em
bactérias comensais do intestino humano, quer em bactérias dos peixes e aquéaticas,
com possivel disseminacdo de genes de resisténcia em diversas populacdes
bacterianas (BURRIDGE et al., 2010; GUARDABASSI; KRUSE, 2010).

Varios géneros bacterianos isolados da aquacultura tém sido reportados como
resistentes a diversos antibiodticos, como o género Aeromonas e a familia
Enterobacteriaceae (GASTALHO; SILVA; RAMOS, 2014; AMARANTE et al., 2018).
Por essa raz&o, sdo necessarias acdes emergenciais que minimizem esses impactos
causados pelo uso de antimicrobianos de forma descontrolada. Como a descoberta
de novos compostos com aplicacdes terapéuticas que nao envolvam o uso de
antimicrobianos convencionais, como por exemplo, aplicacbes terapéuticas de

produtos resultantes das bactérias, como as bacteriocinas e os 4cidos graxos.

1.7 OBJETIVOS

1.7.1 Objetivo Geral

Esta tese teve como objetivo principal estudar a acdo antibacteriana de

bactérias associadas as macroalgas marinhas.

1.7.2 Objetivos Especificos

1. Isolar bactérias cultivaveis associadas as macroalgas marinhas, Sargassum
vulgare, Colpomenia sinuosa, Pterocladiella capillacea e Ulva sp. da regido de
Arraial do Cabo, RJ (Capitulo 2);

2. Avaliar a acao antibidtica das estirpes bacterianas associadas as macroalgas
contra bactérias incrustantes e patogénicas de ambiente marinho e de

interesse medico (Capitulo 2);
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3. ldentificar e caracterizar as estirpes bacterianas produtoras de substancia(s)
antibacteriana(s), utilizando técnicas moleculares (Capitulo 2);

4. Sintetizar e resumir a literatura sobre bactérias associadas as macroalgas e a
producdo de metabdlitos especiais com atividade antibacteriana (Capitulo 3);

5. Destacar lacunas de conhecimento sobre o tema, recomendar caminhos para
pesquisas futuras e sugerir melhores préticas para avancar no campo (Capitulo
3).

1.8 HIPOTESE

Bactérias associadas as macroalgas marinhas de Arraial do Cabo apresentam
atividade antibacteriana contra bactérias incrustantes, patogénicas de ambiente

marinho e de interesse médico.
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CAPITULO 2: POTENCIAL ANTIBACTERIANO DE BACTERIAS ISOLADAS DE
MACROALGAS MARINHAS DO MUNICIPIO DE ARRAIAL DO CABO - RJ.

2.1. INTRODUCAO

As macroalgas sdo organismos eucariontes, fotossintetizantes e pluricelulares,
divididas em trés filos principais, Chlorophyta, Rhodophyta e Ochrophyta (LEE, 2008).
Sao importantes produtores primarios que fornecem abrigo e alimento para diversos
organismos, ocupando assim um importante papel na teia tréfica marinha (LANARI;
COUTINHO, 2014; EGGERTSEN et al., 2017). Os microrganismos desempenham um
papel crucial na saude, funcionamento e desenvolvimento das macroalgas durante os
varios estagios do ciclo de vida do hospedeiro por meio de interagcbes mutualisticas
(WAHL et al., 2012; EGAN et al., 2013). As bactérias apresentam forte interacdo com
as macroalgas, sendo em muitos casos espécie especifica (CHEN; PARFREY, 2018).
Certas bactérias associadas as algas, como as pertencentes ao género Streptomyces,
por exemplo, podem desempenhar um papel nas estratégias de defesa do hospedeiro
contra outros microrganismos indesejaveis e também contra a macroincrustacao
biolégica, secretando produtos quimicos antibidticos e anti-incrustantes, mantendo
assim a salde do hospedeiro (EGAN; HOLMSTROM; KJELLEBERG, 2001;
DOBRETSOV; QIAN, 2002; GOECKE et al., 2010; CHO; KIM, 2012).

Estudos recentes mostram que as macroalgas podem ser reservatérios de
microrganismos que produzem moléculas bioativas de interesse biotecnolégico, como
enzimas (COMBA GONZALEZ et al., 2018), biossurfactantes (JAVEE; KARUPPAN;
SUBRAMANI, 2020), e substancias com atividade antibacteriana (KIZHAKKEPATT
KIZHAKKEKALAM; CHAKRABORTY; JOY, 2020), antifungica (CHAKRABORTY;
THILAKAN; RAOLA, 2014), antibiofime (SAYEM et al.,, 2011), entre outras.
Atualmente produtos obtidos de bactérias como antibidticos (estreptomicina) e
bacteriocinas (Nisin ZP), sdo amplamente utilizados na industria farmacéutica e
alimenticia, respectivamente (DE LIMA PROCOPIO et al., 2012; MATHUR et al., 2017;
O’CONNOR et al., 2020; SRINIVASAN et al., 2021). Alguns microrganismos podem
ser mais facilmente modificados genética e quimicamente, de modo a aumentar o
rendimento dos compostos e sua bioatividade (HUG; KRUG; MULLER, 2020;
SEKUROVA; SCHNEIDER; ZOTCHEYV, 2019). Com o aprimoramento das técnicas de
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biologia molecular, as pesquisas nesta area tém se expandido nos ultimos anos
(GOECKE et al., 2010).

H& um crescente interesse em se pesquisar hovas substancias antimicrobianas
devido a resisténcia adquirida pelos microrganismos patogénicos aos antibioticos
tradicionais (VIKESLAND et al., 2019). Atualmente, a resisténcia aos antimicrobianos
€ uma das maiores ameacas que a humanidade enfrenta no século XXl e, estima-se
gue até o ano de 2050 essa resisténcia causara aproximadamente 300 milhdes de
mortes prematuras no mundo (O’NEILL, 2016). Um exemplo é a bactéria
Staphylococcus aureus, um patégeno que pode causar diversas infec¢des e doencgas,
cuja resisténcia a penicilina alcanca quase 100 % das estirpes hospitalares na maioria
dos paises, incluindo no Brasil (MARTINS; CUNHA, 2007; FOSTER, 2017). Nesse
contexto, os estudos no ambiente marinho apresentam um grande potencial para a
descoberta de novas classes de antibidticos capazes de agir efetivamente sobre
linhagens patogénicas multirresistentes (MALVE, 2016; ROTTER et al., 2021).

Os ecossistemas marinhos do municipio de Arraial do Cabo (22°57'58"S
42°01'44"0) hospedam comunidades microbianas unicas e altamente diversificadas
(CURY et al., 2011; COELHO-SOUZA et al., 2015). Analises metagendmicas feitas
nessa regiao ja demonstraram haver potencial biotecnolégico dos microrganismos
para a sintese de novos compostos naturais (CUADRAT; CURY; DAVILA, 2015). Essa
regido esta sazonalmente sob a influéncia da ressurgéncia pela Agua Central do
Atlantico Sul, com flutuacfes de temperatura, nutrientes e bacterioplancton devido a
mudancas nos padrbes de vento, correntes e a geomorfologia costeira (VALENTIN,
1984; CIRANO et al., 2006; CALADO et al., 2020), fatores estes que contribuem para
uma grande diversidade biolégica (DE PAULA et al., 2020), e beneficiam o
desenvolvimento da economia local (MENDONCA; MORAES; COSTA, 2013). Estima-
se que existam mais de 300 espécies de macroalgas na regido, sendo 20 delas
endémicas (YONESHIGUE-VALENTIN et al., 2020).

Apesar da grande quantidade de estudos relacionados aos potenciais produtos
naturais de macroalgas provenientes de Arraial do Cabo (DA GAMA et al., 2008;
BATISTA et al., 2014; SUDATTI et al., 2020), o potencial biotecnolégico das bactérias

associadas a elas necessita ainda ser explorados. Desta maneira, 0 objetivo do
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presente trabalho foi investigar a acdo antibacteriana de bactérias associadas as

macroalgas marinhas do municipio de Arraial do Cabo.

2.2. MATERIAIS E METODOS

2.2.1. Coleta de macroalgas e isolamento das bactérias

As macroalgas utilizadas neste estudo foram coletadas em dois costdes
rochosos distintos localizados no municipio de Arraial do Cabo, Regido dos Lagos do
estado do Rio de Janeiro. Trés espécimes de cada uma das seguintes espécies de
macroalgas foram coletadas: Colpomenia sinuosa (Mertens ex Roth) Derbés & Solier
(Ochrophyta, Ectocarpales) e Sargassum vulgare C. Agardh (Ochrophyta, Fucales) na
Prainha (22°57°'41”S 42°01°14”W) em outubro de 2017; e Pterocladiella capillacea
(S.G.Gmelin) Santelices & Hommersand (Rhodophyta, Gelidiales) e Ulva sp.
(Chlorophyta, Ulvales) na Praia Grande (22°58'36”S 42°02°06”W) em junho 2018
(Figura 6). As macroalgas foram coletadas na faixa do infralitoral dos costbes
rochosos durante a maré baixa. Os locais de amostragem sao caracterizados por
condicdes tropicais com baixa precipitacdo anual, e influenciados pela ressurgéncia
de aguas frias e ricas em nutrientes, fendbmeno oceanogréfico associado com o regime
de ventos locais, a batimetria e a sazonalidade (YONESHIGUE, 1985; DE
GUIMARAENS; COUTINHO, 1996). A Praia Grande recebe diretamente as aguas
frias e ricas em nutrientes que ressurgem do fundo, jA a Prainha esta localizada em
uma baia e ndo recebe influéncia direta da ressurgéncia, apresentando, assim, agua

com maiores valores de temperatura (BATISTA et al., 2017).
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Figura 6 - Locais de amostragem para a coleta de espécies de macroalgas de Arraial do Cabo, Rio de
Janeiro, Brasil.

Fonte: proprio autor

As macroalgas foram coletadas com o auxilio de uma espatula estéril,
transferidas para sacos herméticos também estéreis (Figura 7), e transportadas para
o laboratorio em caixas térmicas para evitar grandes variagbes de temperatura. As
amostras foram triadas e sua superficie foi lavada trés vezes com agua do mar estéril
para remover microrganismos nao associados.



52

Figura 7 - Coleta das macroalgas no costao rochoso da Praia Grande, Arraial do Cabo/RJ, em junho
de 2018.

* Fonte: préprio autor

Para realizar o isolamento das bactérias associadas, um pedaco da macroalga
(aproximadamente 1 g) foi macerado em 25 mL de solucao salina estéril (3 % NaCl
em agua destilada) em temperatura ambiente (25 + 2 °C), para cada espécime
coletada. Diluicbes seriadas foram feitas a partir desse macerado e aliquotas nas
diluicdes 103, 10“ e 10° (Figura 8) foram plaqueadas em cada um dos meios de
crescimento: Agar Marine 2216 e Agar de Infusdo Cérebro-Coracdo (BHI), ambos
suplementados com Anfotericina B (1 pg/mL) para inibir o crescimento de fungos, e

incubados por até trés dias em temperatura ambiente (+ 25 °C).



Figura 8: Diluicdo seriada feita a partir dos macerados de macroalgas.
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As colonias bacterianas foram examinadas diariamente, por cinco dias, quanto

ao crescimento e a morfologia. Os morfotipos foram selecionados de acordo com a

cor, tamanho, brilho, opacidade e translucidez das col6nias. Posteriormente, cada

morfotipo foi repicado duas vezes em cada meio de cultura para se obter culturas

puras (Figura 9). As culturas de bactérias foram consideradas puras quando

observado apenas um morfotipo de col6nia crescendo em uma placa de cultura. As

bactérias purificadas foram preservadas em uma solucédo contendo (30 % de glicerol

puro e 70 % da cultura de bactérias ressuspendidas em meio liquido), e mantidas a -

20 °C. As cepas foram nomeadas com a inicial da espécie de macroalgas da qual

foram isoladas, seguindo a ordem de isolamento das unidades formadoras de colbnias

(UFCs).
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Figura 9 - Bactérias estriadas em meio de cultura para obtencéo de culturas puras.

Fonte: préprio autor

2.2.2. Atividade antibacteriana

Para avaliar a producéo de substancias antimicrobianas das estirpes isoladas,
foram realizados testes utilizando dez cepas de bactérias indicadoras, quatro delas
relacionadas com a incrustacdo marinha (Pseudoalteromonas elyakovii, Polaribacter
irgensii, Pseudomonas fluorescens e Shewanella putrefaciens) (BRESSY et al., 2014)
(cedidas da universidade de Portsmouth pela Dra. Claire Hellio), trés patogénicas do
ambiente marinho (Vibrio communis, V. alginolyticus e V. coralliilyticus) (TERRA,
2016) (cedias da Unversidade Federal do Rio de Janeiro pelo Dr. Fabiano Thompson)
e trés cepas de importancia médica (Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa) (YE et al., 2015) (cedidas da Universidade Federal do Rio
de Janeiro pela Dra. Marinella Laport). As cepas indicadoras marinhas foram
cultivadas em meio Marine (Difco 2216) a 30 °C por 18 h, e as cepas de importancia
médica foram cultivadas em meio BHI a 37 °C por 18 h.

O ensaio para a producdo de substancias antimicrobianas foi realizado em
duplicata, conforme descrito anteriormente por MARINHO e colaboradores (2009). As
estirpes isoladas foram cultivadas em seus respectivos meios de isolamento (caldo
BHI e Marine) a temperatura ambiente (25 + 2 °C) por 24 a 48 h. Apés o crescimento

de cada estirpe, uma aliquota (= 10 pL) de cada cultura foi inoculada em forma de
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pontos sobre a superficie de seus respectivos meios de cultura e mantida a
temperatura ambiente (25 + 2 °C) por 24 a 48 h. Em seguida, as estirpes foram mortas
por exposi¢cdo a vapores de cloroformio por 30 minutos, e mantidas a temperatura
ambiente por mais 30 minutos, a fim de que o restante do cloroférmio fosse evaporado.
Posteriormente foram vertidas sobre as placas, 3 mL das estirpes indicadoras
contendo 10° células em seus respectivos meios semissélidos (BHI para as de
interesse médico e Marine para todas as outras). As placas foram incubadas a 37 °C
por 24 h, ou 30 °C por 24 h para as indicadoras marinhas, e as zonas de inibicdo ao
redor das cepas foram medidas (Figura 10). A atividade antibacteriana foi definida por
zonas claras ao redor das bactérias investigadas quanto a producao de substancia
antibacteriana. Os isolados bacterianos que mostraram atividade antibacteriana
contra bactérias indicadoras foram escolhidos para posterior identificagdo molecular

com base na sequéncia do gene codificador do RNA ribossdmico 16S (RNAr 16S).

Figura 10: Esquema do experimento de atividade antibacteriana das estirpes isoladas das macroalgas.
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Fonte: Biorender



56

2.2.3. Caracterizacdo morfotintorial das estirpes com atividade antibacteriana

As estirpes isoladas que apresentaram atividade contra as cepas indicadoras
foram caracterizadas de acordo com o0s aspectos como coloracdo da colonia,

morfologia da célula e aspecto morfotintorial.

A caracterizagcdo do aspecto morfotintorial das estirpes isoladas foi feita
através da coloracdo de Gram, com o Kit de coloracdo (NEWPROV). Para isso, uma
colonia bacteriana foi transferida para uma lamina de vidro onde foi acrescentada uma
gota de solucéo salina para facilitar a homogeneizacdo. Para fixacdo, a lamina foi
passada rapidamente pela chama do bico de Bunsen. Posteriormente, a lamina foi
coberta com o corante cristal violeta por cerca de 1 minuto, lavada com um filete de
agua corrente e coberta novamente com o lugol, que tem como objetivo fixar o corante
azul, por 1 minuto. Em seguida, a lamina foi lavada com agua corrente e aplicada uma
solucéo de alcool a 95 %, por 30 segundos. Depois, foi novamente lavada em agua
corrente e coberta com o segundo corante, a fucsina, por 30 segundos (Figura 11).
Depois da lamina seca, uma gota de 6leo de imersdo foi adicionada e a lamina
observada no microscépio optico com objetiva de 100 x. As estirpes foram, entéo,
caracterizadas quanto ao tipo de sua parede celular (Gram-positiva ou Gram-

negativa), e morfologia da célula.
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Figura 11: Esquema do protocolo de coloracdo de Gram.
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Fonte: Biorender

2.2.4. ldentificacdo molecular das estirpes com atividade antibacteriana

As estirpes isoladas que apresentaram atividade contra as cepas indicadoras
foram identificadas molecularmente baseando-se no sequenciamento parcial do gene
codificador do RNAr 16S.

2.2.4.1. Extracdo do DNA

Para a extracdo do DNA genbmico, cada estirpe foi repicada em seus
respectivos meios de cultura e, apos dois dias do crescimento, as células ja estavam
prontas para a extracdo. O genoma total foi extraido com Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega). Resumidamente, 600 pyL de culturas liquidas foram
centrifugadas por 2 min a 14, 000 x g em temperatura ambiente (= 25 °C) e o

sobrenadante descartado. Seiscentos microlitros da solucéo de lise foram adicionados
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a cada pellet e incubados a 80 °C por 5 min em banho-maria. Apos a incubacao, 3 uL
de solugdo de RNase foram adicionados e incubados a 37 °C por 60 min. A
temperatura ambiente, 200 yL de solucdo de precipitacdo de proteina foram
adicionados, agitados em vortex por 20 segundos, incubados em gelo por 5 min e
centrifugados por 3 min a 13.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para um novo
tubo estéril e um volume de isopropanol foi adicionado e misturado suavemente. Apos
5 min de incubacao a temperatura ambiente, a mistura foi centrifugada a 14, 000 x g
durante 2 min. O DNA precipitado foi lavado com etanol 70 % gelado, ressuspendido
em 50 pL de &gua ultrapura e armazenado a 4 °C.

2.2.4.2. Quantificacdo de DNA

Para determinar a quantidade e a qualidade do DNA extraido, uma aliquota de
cada amostra (1 yL) foi analisada através da leitura de absorbéncia usando o
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). As razbdes 260/280 e
260/230 nm foram utilizadas para avaliar a pureza do DNA extraido, sendo a leitura a
280 nm utilizada para a deteccdo de uma eventual contaminacdo da amostra por
proteinas e a leitura a 230 nm para avaliar a contaminacéo por compostos fendlicos,
guanidina ou carboidratos. A quantificagao do DNA foi fornecida em ng/uL. Apos sua
guantificacdo, o DNA extraido foi armazenado em tubos de polipropileno e mantido a

temperatura de - 20 °C.

2.2.4.3. Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Apos a extragdo de DNA, o gene RNAr 16S foi amplificado por PCR usando os
primers  universais 27F (5'AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3) e  1492R
(5TACGGTTAACCTTGTTACGACTT-3") (WEISBURG et al., 1991). A reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) foi realizada de acordo com (SUSILOWATI; SABDONO;
WIDOWATI, 2015). A reacdo de PCR em 25 pL de volume consistiu em
GoTaq®Green Master Mix Promega 2X (12,5 yL), primer 27F 10 yM (1 pL), primer
1492R 10 uM (1 pL), DNA molde 15-25 ng (3 uL) e agua ultrapura (7,5 yL). Todas as
PCRs foram preparadas a 4 °C e os controles negativos preparados com agua
ultrapura no lugar do DNA, para a validacao dos experimentos. A reacdo de PCR foi
realizada com o termociclador modelo Veriti™ 96-Well (ThermoFischer Scientific)

usando as seguintes condi¢des de ciclagem: desnaturacéo inicial a 95 °C por 3 min,
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seguida por 30 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 1 min, anelamento a 55 °C por

1 min e extensdo a 72 °C por 1 min. Uma extensao final foi realizada a 72 °C por 7 min.

2.2.4.4. Eletroforese em gel de agarose, purificagcdo dos produtos de PCR e

sequenciamento

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose para
verificar a amplificacdo correta dos fragmentos. O gel de agarose a 1 % foi preparado
em tampéo TBE 1X, onde 2 uL de cada reacéao foram misturados a 1 pyL de Gel Red
(500X diluido). As corridas em gel de agarose foram realizadas a 80 V, durante 40
minutos em cuba de eletroforese com o tampédo TBE 1X. Posteriormente, o gel foi
observado com E-Gel™ Imager UV Light Base (ThermoFisher Scientific). O produto
da PCR foi purificado com AxyPrep PCR Cleanup Kit (Axygen Bioscience) de acordo
com as instrucdes do fabricante e enviado para sequenciamento pelo método Sanger
na Plataforma de sequenciamento do Laboratério Central do Centro de Ciéncias
Biol6gicas (LABCEN/CCB) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

2.2.4.5. Edicdo e analise das sequéncias

Os dados originados pelo sequenciamento foram editados manualmente com
0 programa BioEdit (verséo 7.2.5). Os picos dos eletroferogramas foram avaliados e
as porc¢oes iniciais e finais das sequéncias foram removidas por possuirem baixa
qualidade, na maioria das vezes. As sequéncias consenso foram criadas pela
sobreposicao da sequéncia direta com o complemento reverso da sequéncia reversa,
onde também foi feita a corre¢cdo manual em alguns casos de bases duvidosas. As

sequéncias foram exportadas do programa sob o formato FASTA.

As sequéncias de nucleotideos obtidas, com tamanhos em torno de 1400pb,
foram comparadas com as sequéncias do banco de dados publico mundial GenBank
(disponivel no endereco eletrébnico www.ncbi.nim.nih.qov/BLAST), com o uso da
ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tools) (ALTSCHUL et al., 1997).
Posteriormente, as sequéncias consenso criadas para cada amostra foram
depositadas no GenBank sob os niumeros de acesso MT764931 - MT764941.

2.2.5. Andlise filogenética do Gene RNA Ribossomal 16s

Analises filogenéticas e evolutivas moleculares foram conduzidas usando o

programa MEGA versao X (KUMAR et al., 2018). As sequéncias geradas no estudo e


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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as sequéncias das espécies tipo, retiradas do banco de dados publicos, foram
alinhadas com o programa CLUSTAL W (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994).
Através do programa MEGA, as matrizes de similaridade e as arvores filogenéticas
foram calculadas e construidas com o modelo evolutivo Kimura 2-parametros
(KIMURA, 1980). Para a construcdo da topologia das arvores foi utilizado o método
de distancia génica “Neighbor-Joining” (SAITOU; NEI, 1987). Além disso, a robustez
de cada topologia foi corroborada através da adigédo de 1000 réplicas de “Bootstrap”
(FELSENSTEIN, 1985).

2.3. RESULTADOS

2.3.1. Isolamento das bactérias

Foram isoladas no total, 61 estirpes de bactérias associadas as quatro espécies
de macroalgas marinhas, sendo 34 % (n = 19) estirpes isoladas de Colpemenia
sinuosa coletada na Prainha, 27 % (n = 18) isoladas de Pterocladiella capillacea
coletada na Praia Grande, 29 % (n = 17) estirpes isoladas de Sargassum vulgare
coletada na Prainha, e 10 % (n = 7) isoladas de Ulva sp. coletada na Praia Grande
(Figura 12).

Figura 12 - Porcentagem de bactérias isoladas de cada espécie de macroalga utilizada neste estudo.
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Fonte: préprio autor
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Quanto aos dois meios de cultura utilizados (BHI e Marine), ndo houve
diferenca consideravel entre o namero total de estirpes isoladas, pois 31 estirpes
foram obtidas a partir do meio BHI e 30 do meio Marine. Dentre as 61 UFC isoladas,

52 permaneceram vidveis apds alguns repigues nos meios.

2.3.2. Atividade antibacteriana

De todos os isolados bacterianos obtidos, 58 % (n = 30) demonstraram
atividade antimicrobiana contra pelo menos uma cepa indicadora usada neste estudo
(Tabela 3). Em geral, as estirpes isoladas em meio BHI foram mais ativas do que
aquelas isoladas em meio Marine. As estirpes isoladas das macroalgas S. vulgare e
C. sinuosa foram as mais eficientes em inibir o maior niumero de indicadores testados.
As estirpes mais ativas foram SAR3-6, que inibiu o crescimento de 7 das 10 estirpes
de bactérias indicadoras testadas, seguido por SAR2-5 e COL3-4, ambas inibindo 6
de 10 estirpes indicadores. As estirpes ULV3-1 e ULV3-2, isoladas da macroalga Ulva
sp., apresentaram excelente atividade, como halos de inibicdo de 22 mm e 30 mm,
respectivamente, contra a bactéria indicadora de interesse medico S. aureus (Figura
13).

Tabela 3 - Resumo do perfil de atividade antibacteriana das estirpes associadas as quatro espécies de
macroalgas. *Estirpes exibindo atividade antibacteriana contra quatro ou mais linhagens de bactérias
indicadoras.

Espécies de Macroalgas Total de Numero Nimero de Cddigo das estirpes
estirpes de estirpes altamente ativas
isoladas estirpes altamente

ativas ativas*
Colpomenia sinuosa 18 13 4 COL1-8, COL1-9,
COL3-2, COL3-4
Sargassum vulgare 15 10 6 SAR2-5, SAR3-8,

SAR2-1, SAR3-5,
SAR3-6, SAR3-7
Pterocladiella capillacea 14 5 0 -
Ulva sp. 5 2 1 ULV3-2
TOTAL 52 30 11
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Figura 13 - Teste de sobreposicdo das cepas isoladas de Ulva sp contra S. aureus. As zonas de
inibicdo, zonas claras exibidas ao redor dos isolados bacterianos, indicam a atividade antibacteriana.

Fonte: proprio autor

As cepas indicadoras P. elyakovii e V. alginolyticus foram as mais suscetiveis
a atividade inibitéria de estirpes obtidas de espécies de macroalgas, enquanto as
cepas S. putrefaciens e E. coli foram as mais resistentes as estirpes isoladas. A cepa
indicadora E. coli foi inibida por apenas trés estirpes isoladas da macroalga C. sinuosa,
enguanto que a indicadora S. putrefaciens so foi inibida por duas estirpes de S. vulgare
e uma de P. capillacea. A indicadora de interesse médico P. aeruginosa foi inibida por
estirpes isoladas de S. vulgare, C. sinuosa e Ulva sp. Apenas 22 das 52 cepas

isoladas néo foram ativas contra nenhuma das cepas indicadoras testadas (Tabela 4).

As estirpes selecionadas para a identificagdo molecular foram aquelas capazes
de inibir o crescimento de pelo menos quatro cepas indicadoras utilizadas neste
estudo, conforme indicado na Tabela 4. As estirpes ULV 3-2, SAR 2-1, SAR 3-5, SAR
3-6, SAR 3-7, COL 1-9, COL 1-8, COL 3-2 e COL 3-4, isoladas em meio BHI, e SAR
3-8 e SAR 2-5 isoladas em meio Marine, foram selecionadas para a identificacéo

molecular.
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Tabela 4 - Efeito antibacteriano de bactérias isoladas de macroalgas contra as cepas indicadoras
testadas. (-) nenhuma atividade, (+) zona de inibicdo de até 2 mm, (++) zona de inibicdo de 3—4 mm,
(+++) zona de inibigdo > 4 mm. As estirpes destacadas em verde foram selecionadas para identificagcéo
molecular. SAR = Sargassum vulgare, COL = Colpomenia sinuosa, PTE = Pterocladiella capillacea,
ULV = Ulva sp., BHI = Brain Heart Infusion.

Cepas Indicadoras

Bioincrustantes Patogenos Marinhos Importéancia médica

Estirpes

P. fluorescens
P. irgensii
P. elyakovii
S. putrefaciens
V. communis
V. coralliilyticus
V. alginolyticus.
S. aureus
E. coli
P. aeruginosa

SAR 1-1 + ]
SAR 1-2 ] ] ] ] ; ; ] ] ) ]
SAR 1-3 ] ] ] ] } } ] ] ) ]
SAR 2-4 + . + ] ; ; + ] ] ]
SAR 2-5 + ) + + ) ) + : ) )
SAR 2-6 ] ] ] ] . . ) ] ) ]
SAR 2-7 ] ] ] ] ; ; ] ] ) ]
SAR 3-8 + ) + + ) ) + : ) )
SAR 3-9 + ) + ] ; . + ] ] ]
SAR 3-10

COL 1-1 - - - - - - + + - -
COL 1-2 - - - - - + + - - -
COL 1-3 - - - - - - - - - -
COL 1-4 - - - - - - + - - -
COL 2-5 - - - - - - - - - -
COL 2-6 - - - - - - - - +
COoL 2-7 - - - - - - + + + -
COL 3-8 - - - - - - + +

COL 3-9 - - - - - - - - - -
COL 3-10

PTE 1-1 - - - - - - - - - -
PTE 1-2 - - - - - - - - - -
PTE 2-1 - - - - - - - - - -
PTE 2-2 - - - - - - - - - -
PTE 2-3 + - - - + - + - - -
PTE 3-1 - - - + - - - - - -
PTE 3-2 - - - - - - - - - -
PTE 3-3 - - - - - - - - - -
ULV 1-1 - - - - - - - - - -
ULV 1-2 - - - - - - - - - -

+
1
1
1
1
1
1

MARINE
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Continuagéo Cepas Indicadoras
Bioincrustantes Patégenos Marinhos Importancia médica

n ” 2] %)

s 5 5 5|2 & 3| . _ B
Estirpes § §, é “'g E E % g S g”

s = % 2|8 £ 5| 5 4 g

= a o a . 3 < n X

o 2 R -
SAR 2-1 + - 4 - - + - + - 4+
SAR 2-4 ] . ] . . ) N
SAR 3-5 + - + - + - + - +
SAR 3-6 + - ++ - + + - 4+
SAR 3-7 ) ) N _ ) + . . .
COL 1-8 - - + - - + - + - +
CoL 1-9 . ) N ) ) . . . . .
COL 2-5 - + - - - - + - - -
COL 2-6 ++ + - - - - - + - -
CcoL 2-7 - - - - - - - - - -
COoL 3-1 - + + - - - - - - +
COL 3-2 - + + - - - - - +
COL 3-4 + + + - + - - - +
PTE 1-1 - - - - - - - + - -
PTE 2-1 - - - - - - - - - -
PTE 2-2 + - + - + - - - - -
PTE 3-1 - - - - - - - - - -
PTE 3-2 - - - - - - - - - -
PTE 3-5 - - - - - - + ++ - -
ULV 1-3 - - - - - - - - - -
ULV 3-1 - - - - - - - 44 -
ULV 3-2 - + + - - - + +++ -

2.3.3. Caracterizacado morfotintorial das estirpes com atividade antibacteriana

As 11 estirpes que foram mais ativas no ensaio de atividade antibacteriana
foram caracterizadas quanto a composicao da parede celular a partir da técnica de

coloragcédo de Gram e morfologia celular (Tabela 5).
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Tabela 5 - Caracterizacdo morfotintorial das estirpes isoladas de macroalgas selecionadas pelo teste
de atividade antibacteriana.

Meios Estirpes Morfologia Coloracao de Gram
ULV 3-2 coco Gram-positivo
SAR 2-1 bacilo Gram-negativo
SAR 3-5 coco Gram-positivo
SAR 3-6 coco Gram-positivo
E SAR 3-7 coco Gram-positivo
COL 1-9 coco Gram-positivo
COL 1-8 coco Gram-positivo
COL 3-2 coco Gram-positivo
COL 34 coco Gram-positivo
o SAR 3-8 bacilo Gram-negativo
'é g SAR 2-5 bacilo Gram-negativo

As estirpes apresentaram morfologia colonial mucoide, granulosas e lisas; com
pigmento bege, amarelo e translicidas. Algumas apresentaram o fenémeno
conhecido como swarming (enxame), que consiste em um tipo de motilidade no qual,
guando inoculadas em um meio solido, as células se diferenciam tornando-se maiores
e superexpressando flagelos (KEARNS, 2010) (Figura 14).

Figura 14 - Placas de culturas de amostras antes e durante o isolamento, mostrando a formacéo de
swarming por algumas coldnias.

Fonte: préprio autor



66

Morfotintorialmente, trés estirpes foram caracterizadas como bacilos Gram-

negativos e oito como cocos Gram-positivos (Figura 15).

Figura 15 - Morfologias e colora¢ces de Gram de células bacterianas, observacées feitas ao
microscépio éptico (aumento de 1.000X). (A) bactérias Gram-positivas (cocos); (B) bactérias Gram-
negativas (bacilos).

Fonte: préprio autor

2.3.4. ldentificacdo molecular das estirpes com atividade antibacteriana

Através do sequenciamento parcial do gene codificador do RNAr 16S e da
comparacdo das sequéncias obtidas com sequéncias homologas depositadas no
banco de dados GenBank, todas as estirpes isoladas que tiveram boa atividade

antimicrobiana, foram identificadas a nivel de género ou espécie.

A maioria das estirpes isoladas com atividade antimicrobiana € Gram-positivas
(oito estirpes), pertencentes ao filo Firmicutes, enquanto apenas trés estirpes sao
Gram-negativas pertencentes a Proteobacteria. As estirpes mais ativas isoladas da
macroalga S. vulgare, foram identificadas como pertencentes aos géneros Vibrio e
Enterococcus. O género predominante de cepas ativas isoladas de C. sinuosa e Ulva

sp. foi Enterococcus.

As estirpes SAR 3-5, SAR 3-6, SAR 3-7, COL 1-8, COL 1-9, COL 3-2 COL 3-4
e ULV 3-2, isoladas em meio BHI, possuem valores de identidade de sequéncia
superior a 99,5 % com as sequéncias de Enterococcus casseliflavus.

As estirpes SAR 2-5 e SAR 3-8 isoladas em meio Marine, e SAR 2-1, isoladas
do meio BHI, tiveram suas sequéncias mais similares as sequéncias de RNAr 16S do

género Vibrio, com valores de identidade de sequéncia de 99,6 %, 98,7 % e 99,5 %
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com as espécies Vibrio alginolyticus, respectivamente. O resumo dos dados de

caracterizacdo molecular esta descrito na tabela 6.

Tabela 6 - Lista das estirpes obtidas usando uma identidade de sequéncia de RNAr 16S (%) para a

cepa tipo mais préxima.

Resultados da Analise BLAST

Macroalga Estirpes Comprime Espécie tipo mais Identidade Query
de origem isoladas nto da proxima de Cover (%)
(n.de sequéncia (n. de acesso) sequéncia
acesso) (pb) (%)
Sargassum
vulgare
SAR2-1 1417 Vibrio alginolyticus 99,58 100
(MT764931) (NR_113781.1)
SAR2-5 1380 Vibrio alginolyticus 99,64 100
(MT764939) (NR_122059.1)
SAR3-8 1354 Vibrio alginolyticus 98,74 100
(MT764940) (NR_122059.1)
SAR3-5 1017 Enterococcus 100 100
(MT764932) casseliflavus
(NR_119280.1)
SAR3-6 949 Enterococcus 99,69 100
(MT764933) casseliflavus
(NR_119280.1)
SAR3-7 1011 Enterococcus 99,7 100
(MT764934) casseliflavus
(NR_119280.1)
Colpomenia
sinuosa
COL1-8 991 Enterococcus 99,8 100
(MT764935) casseliflavus
(NR_119280.1)
COoL1-9 992 Enterococcus 99,6 100
(MT764936) casseliflavus
(NR_119280.1)
COL3-2 940 Enterococcus 99,68 100
(MT764937) casseliflavus
(NR_119280.1)
COL3-4 881 Enterococcus 99,89 100
(MT764938) casseliflavus
(NR_119280.1)
Ulva sp.
ULV3-2 884 Enterococcus 99,89 100
(MT764941) casseliflavus

(NR_119280.1)

2.3.5. Andlise filogenética do gene RNA ribossomal 16s

A arvore filogenética (Figura 16) mostra a similaridade entre as linhagens

estudadas e as linhagens tipo oriundas da literatura, com base nas sequéncias quase

completas do gene codificador do RNAr 16S.
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Figura 16 - Arvore filogenética montada com base nas sequéncias de RNAr 16S das linhagens de
bactérias isoladas de macroalgas comparadas as sequéncias de linhagens tipo. Filogenia construida
pelo método Neighbor-Joining e distancia evolucionaria definida pelo modelo Kimura 2- parametros.
Posi¢cbes ambiguas foram retiradas para cada par de sequéncias (op¢éo par a par). O conjunto de
dados final conteve um total de 831 posicBes. Bootstrap expressos em porcentagem com 1000
repeticdes, sendo apresentados apenas os valores acima de 60 %. Barra de divergéncia estimada em
5 %. Escherichia coli foi usada como grupo externo.

ULV3-2

Enterococcus casseliflavus strain NCIMB 11449
COL3-4

CoL3-2

— COL1-9

CoL1-8

SAR3-7

100 SAR3-6

SAR3-5

4( Enterococcus hirae strain 551227

100

99 Enterococcus faecium strain ATCC 19434
62l Enterococcus lactis strain BT159
Vibrio corallilyticus strain LMG 20984
96|! Vibrio neptunius strain LMG 20536
¥ Vibrio caribbeanicus ATCC BAA-2122
Vibrio proteolyticus ATCC 15338T
SAR2-1
% b Vibrio alginolyticus strain NBRC 15830
%8 | SAR2-5
24l SAR3-g
Escherichia coli strain ATCC 11775T

—_

0.05

2.4. DISCUSSAO

A importancia biotecnolégica dos metabdlitos especiais obtidos de macroalgas
marinhas é amplamente reconhecida. No entanto, pouco se sabe sobre a acdo dos
compostos produzidos por bactérias associadas a essas macroalgas. O presente
estudo fornece um panorama sobre a a¢do antibiética de substancias produzidas por
61 isolados bacterianos provenientes de quatro espécies de macroalgas marinhas, de
Arraial do Cabo (RJ), pertencentes aos trés filos (Chlorophyta, Ochrophyta e
Rhodophyta). Dentre as bactérias isoladas, 58 % foram capazes de inibir o
crescimento de pelo menos uma das cepas indicadoras. As cepas indicadoras

selecionadas para esse estudo representam bactérias relacionadas a bioincrustacéo
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ou patogénicas humanas e marinhas, possibilitando uma visdo ampla acerca do

potencial biotecnologico das bactérias associadas a macroalgas.

Em um primeiro momento, apenas as linhagens exibindo atividade
antibacteriana contra quatro ou mais linhagens de bactérias indicadoras foram
selecionadas para a identificacdo através da taxonomia molecular. Tais linhagens
foram identificadas como pertencentes as espécies Vibrio alginolyticus e
Enterococcus casseliflavus. Entretanto, essas espécies podem ser de diferentes
linhagens, sendo necessaria a utilizacdo de marcadores moleculares especificos para

caracterizar essas estirpes e confirmar tais achados.

As estirpes isoladas das macroalgas C. sinuosa e S. vulgare foram as mais
ativas no presente estudo. C. sinuosa €é rica em vitaminas, acidos graxos e
aminoacidos, o que pode favorecer o crescimento de microrganismos em sua
superficie (MANAM; SUBBAIAH, 2020). A microbiota de C. sinuosa é conhecida por
produzir compostos inibidores de QS (KANAGASABHAPATHY et al., 2009). No
presente estudo, estirpes isoladas dessa macroalga marrom foram ativas contra as
cepas indicadoras V. alginolyticus e S. aureus (patogénica de ambiente marinho e de
interesse  médico, respectivamente), resultado similar ao reportado por
Kanagasabhapathy e colaboradores (2006). Estes autores mostraram que estirpes
isoladas de C. sinuosa no Japdao inibiram as mesmas cepas indicadoras, com valores
de zona de inibicdo muito semelhantes. E possivel que bactérias associadas a C.
sinuosa sejam produtoras de algum metabdlito capaz de inibir o crescimento dessas
cepas indicadoras, independentemente da regido geografica em que sao encontradas.

Desta forma, apresentam um potencial antimicrobiano para aplicacéo biotecnologica.

A estirpe mais ativa foi SAR3-6 (Enterococcus casseliflavus), proveniente de S.
vulgare, que foi capaz de inibir o crescimento de sete das dez linhagens de bactérias
indicadoras testadas, duas de interesse médico (S. aureus e P. aeruginosa), duas
relacionadas a incrustagdo marinha (P. fluorscens e P. elyakovii) e trés patogénicas
de ambiente marinho (V. communis, V. corallilyticus e V. alginolyticus). Assim, esse
isolado apresenta um espectro de inibicdo bem amplo, tanto contra indicadoras Gram-
negativas como Gram-positivas, caracteristica muito importante para um bom
composto antimicrobiano. Desta forma, a estirpe SAR3-6 (Enterococcus casseliflavus)
possivelmente pode auxiliar seu hospedeiro a impedir a colonizacdo de

microrganismos incrustantes e patogénicos. As indicadoras V. communis, V.
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corallilyticus e V. alginolyticus, sdo conhecidos patdgenos de corais, peixes e outros
organismos marinhos. V. communis e V. alginolyticus, que possuem genes de
resisténcia a antibidticos, foram encontradas associadas a garoupas doentes em
fazendas na Malasia (AMALINA et al., 2019). Esses patdgenos causam prejuizos
tanto ecoldgicos como econdmicos (na aquicultura, por exemplo), por isso, sua
inibicdo mostra o potencial biotecnologico de SAR3-6 (Enterococcus casseliflavus)
como alternativa ao uso descontrolado de antibiéticos nessa area, que contribuem
para o aumento da resisténcia a esses medicamentos. Diante disso, analisar o perfil
quimico desse isolado bacteriano é necessario, a fim de entender quais substancias

sao produzidas por ele e testar outras atividades bioldgicas.

Das cinco estirpes isoladas de Ulva sp., a ULV3-2 (Enterococcus casseliflavus),
se destacou, pois foi ativa contra cinco das dez indicadoras testadas. A baixa riqueza
de cepas associadas a macroalga verde Ulva sp., encontradas em nosso trabalho,
corrobora com estudos anteriores (CHELLARAM et al., 2013). Espécies de Ulva sp.
séo conhecidas produtoras de Ulvana, um polissacarideo sulfatado, que apresenta
uma ampla gama de atividades biologicas, como propriedades antibacterianas,
antiprotozoarias e antimicobacterianas (ORHAN et al., 2006). Extratos de Ulva sp.
também sdo capazes de inibir a fixacdo inicial da bactéria formadora de biofilme P.
aeruginosa (BATISTA et al., 2014). E possivel que a camada mucilaginosa reduzida
da superficie da Ulva tenha selecionado bactérias mais resistentes ou produtoras de
substancias, e que por isso as estirpes obtidas de Ulva nesse estudo tenham
apresentado maiores halos de inibicdo. As estirpes ULV3-1 e ULV3-2, apresentaram
excelente atividade, com halos de inibicdo de 22 mm e 30 mm respectivamente,
contra a indicadora de interesse médico S. aureus. Estirpes isoladas de véarias
espécies de Ulva em diversos estudos (CHELLARAM et al., 2013; ISMAIL et al., 2018;
PENESYAN et al, 2009), apresentaram potencial em inibir o patdégeno
Staphylococcus sp., um género de bactérias Gram-positivas capazes de provocar
infeccdes que variam de simples a graves. Estes resultados d&do suporte a teoria de
gue a comunidade bacteriana da macroalga verde Ulva sp. sintetiza substancias
antibacterianas contra cepas patogénicas. Embora as estirpes ULV3-1 e ULV3-2,
tenham apresentado excelente atividade com grandes halos de inibicdo, é necessaria
a extracdo dessas estirpes a fim de identificar as substancias majoritarias produzidas

por elas.
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Bactérias isoladas da macroalga vermelha P. capillacea mostraram potencial
reduzido em inibir as cepas indicadoras testadas nesse estudo quando comparadas
com as outras espécies. Essa macroalga é uma conhecida fonte de agar e agarose
de alta qualidade bacteriol6gica e farmacéutica (PATARRA et al., 2020), entretanto,
existe uma escassez de estudos que foquem em suas bactérias associadas. Uma
enorme diversidade de fungos conhecidos produtores de metabdlitos secundarios
antimicrobianos ja foram descritos em associacdo com P. capillacea (CHA et al.,
2021). No entanto, quando focamos em bactérias, apenas um estudo encontrou dois
isolados (Vibrio sp. e Vigribacillus sp.) associados a essa macroalga, 0s quais
secretam enzimas hidroliticas capazes de degradar as paredes celulares das
macroalgas (IBRAHIM et al., 2015). Um outro estudo realizado com P. capillacea
sugeriu que as bactérias associadas a esta macroalga podem ter uma relacdo
sinérgica na producdo de bioativos (BATISTA et al., 2014) e, assim, as bactérias
isoladas do seu hospedeiro, ou de outros microrganismos nao seriam capazes de
serem ativas. Além disso, as condi¢des de cultivo (cultivo em meio solido ou em caldo
liquido, co-cultivo com outros organismos) pode influenciar a producédo de metabdlitos
secundarios desses microrganismos (DIGGLE; CRUSZ; CAMARA, 2007; YAN et al.,
2003).

Os indicadores P. elyakovii e V. alginolyticus foram 0s mais suscetiveis a
atividade inibitéria de isolados obtidos de espécies de macroalgas. P. elyakovii € uma
bactéria marinha envolvida no processo de bioinscrustacdo (THABARD et al., 2011),
que ja foi descrita como causadora da doenca responséavel pela ferida localizada em
Laminaria spp. no Japao (NARITA et al., 2001). Assim como V. alginolyticus, que
causa infeccbes em diversos organismos marinhos, como moluscos, crustaceos,
peixes e algas (MARTINEZ; PADILLA, 2016). Sendo assim, essas bactérias
representam uma grande ameaca para a aquicultura. Como essas foram as cepas
mais suscetiveis no presente estudo, as bactérias associadas as macroalgas podem
constituir uma fonte inexplorada de antimicrobianos para a aquicultura, diminuindo os

patégenos que causam quedas graves em sua producao.

Por outro lado, as cepas S. putrefaciens e E. coli foram as mais resistentes as
estirpes isoladas. S. putrefaciens € uma bactéria Gram-positiva, envolvida no
processo de incrustacdo marinha, e também é responsavel pela corrosdo de metais

devido a sua capacidade de reduzir Fe e Mn por respiracdo anaerbbia
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(DICHRISTINALT; DELONG, 1993; NEALSONL; MYERS, 1992). S. putrefaciens foi
inibida no presente trabalho apenas por trés estirpes, duas delas (SAR2-5 e SAR3-8)
foram identificadas como V. alginolyticus. Possivelmente por ambas estirpes serem
comuns no ambiente marinho, elas podem competir por espago e nutricdo, sendo
assim, V. alginolyticus seria capaz de secretar compostos com atividade antagonica

contra S. putrefaciens.

As estirpes COL 1-8, COL 1-9, COL 3-2 e ULV 3-2 tiveram similaridade maior
qgue 99 % com Enterococcus, género de bactérias que ja foi descrito por outros autores
associado a diversas espécies de esponjas marinhas no estado do Rio de Janeiro,
inclusive na regidao de Cabo Frio (SANTOS-GANDELMAN et al., 2013; LAPORT;
GANDELMAN, 2016; LAPORT et al., 2017). O género Enterococcus foi encontrado
associado a macroalgas pela primeira vez em uma espécie de macroalga verde (Ulva
rigida) na costa norte da Tunisia, onde mostrou excelente atividade antimicrobiana
contra diferentes patdgenos humanos e marinhos (ISMAIL et al., 2018). Enterococcus
sp. é descrito como patdgeno potencial (ARIAS; MURRAY, 2012) que vive no intestino
de quase todos os animais, sendo ainda ubiquos e conseguindo viver em condi¢bes
ambientais hostis (FISHER; PHILLIPS, 2009). Embora a presenca desse género seja
indicativa de contaminacéo fecal (BYAPPANAHALLI et al., 2012; TEIXEIRA et al.,
2020), nao h& evidéncia de que haja contaminagdo por esgoto no local onde essas
macroalgas foram coletadas, segundo dados de balneabilidade. A presenca do género
Enterococcus pode ser explicada devido a grande presenca de aves no local de coleta,
ja que o intestino de muitas aves aquaticas, como gaivotas por exemplo, é repleto de
Enterococcus (RADHOUANI; IGREJAS; GONC, 2011; PRICHULA et al.,, 2021).
Enterococcus sp. sdo também conhecidos por produzir bacteriocinas, que sdo na
timicrobianos proteinaceos ou peptidicas sintetizadas pelos ribossomos com atividade
inibitéria contra outras bactérias. Essas bacteriocinas sédo vistas como uma alternativa
aos antibidticos convencionais contra bactérias multirresistentes (COTTER; ROSS;
HILL, 2013; YANG et al., 2014). As estirpes com melhores atividades antibacterianas
neste estudo foram identificadas como pertencentes a esse género. Entretanto, mais
estudos sdo necessarios para caracterizar as substancias responsaveis pela acao

antibiética das cepas isoladas.

As estirpes isoladas de S. vulgare SAR2-1, SAR2-5 e SAR3-8, foram
identificadas através do sequenciamento do gene ribossomal 16S como o bacilo
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Gram-negativo Vibrio alginolyticus. Esse género é conhecido por produzir uma
diversidade de produtos naturais com atividade biolégica, entre elas, antibacteriana,
anticancer e antifangica (MANSSON; GRAM; LARSEN, 2011). Alguns vibrios
marinhos produzem compostos antibacterianos antagonistas e apresentam potencial
para a descoberta de produtos naturais (WIETZ et al., 2010). No presente estudo, a
estirpe SAR2-1 isolada em meio BHI, inibiu o crescimento do patégeno Gram-positivo
S. aureus. Metabdlitos primarios e secundarios de V. alginolyticus isolados da esponja
Haliclona sp. também se mostraram eficientes em inibir o crescimento desse patégeno
(NURSYAM, 2017), reforcando a acao antibiotica de bioativos produzidos por V.
alginolyticus. Essa espécie bacteriana ja foi encontrada associada a diversas espécies
de macroalgas, como Padina pavonica (ISMAIL et al., 2016), Laminaria japonica
(WANG et al., 2008) e Gracilaria heteroclada (MARTINEZ; PADILLA, 2016). Essa
bactéria é frequentemente considerada um patdégeno para macroalgas, por ser capaz
de degradar sua parede celular. Porém, no presente estudo, essas cepas bacterianas
foram isoladas de macroalgas saudaveis da espécie S. vulgare, sugerindo que sua
acdo patogénica ocorra apenas em situagdes de desequilibrio. De fato, S. vulgare é
conhecida por produzir metabolitos capazes de inibir o crescimento de V. alginolyticus
(CARVALHO et al., 2017), e por esse motivo, esta cepa se encontraria em baixa

concentracdo na macroalga ndo causando danos a mesma.

Na taxonomia bacteriana, bactérias com identidade de sequéncia do gene
codificador do RNAr 16S maior que 98,7 % sao aceitas como sendo da mesma
espécie (STACKEBRANDT; EBERS, 2006; ROSSI-TAMISIER et al. 2015). As
sequéncias do gene RNAr 16S de todas as cepas isoladas nesse estudo
apresentaram semelhancas com outras sequéncias publicadas acima de 98,7 %, o
gue sugere se tratar de espécies ja descritas. Entretanto, a utilizacdo de genes
marcadores especificos, como as regides codificantes de proteinas gyrB, rpoB, recA,
lepA e pyrH, complementaria os resultados obtidos através do sequenciamento RNAr
16S, confirmando a identificacéo a nivel de espécie.

A baixa diversidade de cepas isoladas nesse estudo pode ser explicada pelo
uso dos meios de culturas utilizados no isolamento. Além disso, outra questao a ser
levada em conta é o fato dessas bactérias adquirirem a nutricdo necessaria, como
vitaminas e polissacarideos para seu desenvolvimento a partir de seu hospedeiro.

Assim, quando cultivadas em laboratorio, ndo teriam mais sua fonte nutricional
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essencial para se desenvolver. Adicionalmente, essas estirpes também podem exigir
condicOes de cultivo que se assemelhem ao seu ambiente natural (ARMSTRONG et
al.,, 2001; PENESYAN; KJELLEBERG; EGAN, 2010). Devemos levar em conta
também que apenas uma pequena fracdo das bactérias ambientais sdo passiveis de
serem cultivadas em laboratério pelas técnicas atuais (EPSTEIN, 2013), o que
destaca a importancia de técnicas moleculares para a bioprospeccédo marinha através
de metodologias baseadas em “émicas”. Apesar disso, o0 isolamento das bactérias,
em muitos casos se torna indispensavel, pois através dele ha possibilidade de testes
de atividade biol6gica direta, além de cultivo em larga escala para aplicacdo

biotecnoldgica.

2.5. CONCLUSAO

As bactérias isoladas das macroalgas marinhas S. Vulgare, C. Sinuosa e Ulva
sp. podem representar uma nova fonte de metabdlitos secundarios antimicrobianos
altamente ativos contra varias bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, que podem
ser empregados no combate a bactérias incrustantes e patogénicas para os seres
humanos e organismos marinhos. Além disso, esses microrganismos podem ainda
ser benéficos para as algas por limitar ou prevenir o desenvolvimento de bactérias

concorrentes, incrustantes e patogénicas.
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CAPITULO 3: POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE BACTERIAS ASSOCIADAS AS
MACROALGAS MARINHAS: UMA REVISAO SISTEMATICA

3.1. INTRODUCAO

Os organismos marinhos produzem uma enorme diversidade de substancias
conhecidas como produtos naturais, metabdlitos secundarios ou metabdlitos
especiais (KARTHIKEYAN; JOSEPH; NAIR, 2022). Essas substancias, na maioria das
vezes, estdo envolvidas em processos relacionados a interacdo com outros
organismos ou com 0 meio ambiente, inibindo o consumo por predadores,
combatendo microrganismos patogénicos e impedindo o0 recobrimento por
bioincrustantes (DA GAMA; PLOUGUERNE; PEREIRA, 2014).

Estima-se que mais de 30 mil metabdlitos especiais ja foram isolados de
organismos marinhos, dos quais mais de 70 % ndo estdo representados em
organismos terrestres (MALVE, 2016). Esses metabdlitos apresentam grande
potencial biotecnoldgico e despertam o interesse de varios setores, como aquicultura,
industria naval e farmacéutica (ANDRYUKOV; MIKHAILOV; BESEDNOVA, 2019).
Mais da metade dos agentes farmacéuticos sao derivados de produtos naturais ou
inspirados neles (NEWMAN; CRAGG, 2020). As bactérias sdo reconhecidas como
importantes fontes de produtos naturais biologicamente ativos, levando a aplicacdes
bem-sucedidas nas industrias farmacéuticas (SEKUROVA; SCHNEIDER; ZOTCHEV,
2019).

As bactérias marinhas associadas as macroalgas tém se destacado na
producdo de metabdlitos com um amplo espectro de atividades antibacterianas e
elevado potencial biotecnolégico (ANDRYUKOV; MIKHAILOV; BESEDNOVA, 2019).
Dentre essas atividades, pode-se citar acdo antimicrobiana de importancia
farmacoldgica contra bactérias multirresistentes (CHAKRABORTY;
KIZHAKKEKALAM; JOY, 2022), uso na aquicultura contra patégenos (ULFAH;
KASANAH; WIJAYANTI, 2021) e anti-incrustante contra biofimes (RAJASREE;
SATHEESH; VINCENT, 2012).

Atualmente, o uso descontrolado de antibidticos contra os patdgenos
nosocomiais (FAIR; TOR, 2014), bem como nas atividades de agricultura e

aguacultura tém levado a um nimero crescente de bactérias resistentes a antibioticos
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e a consequente diminuicdo da eficacia dos agentes antibidticos convencionais
(REVERTER et al., 2020). Além disso, as bactérias patogénicas sdo também outro
grande problema na industria alimentar, causando anualmente problemas de saude

em milhdes de pessoas ao redor do mundo (RATHER et al., 2021).

A bioincrustacédo é outro grande problema relacionado as bactérias. A fixacao
de microrganismos em superficies submersas na agua é o primeiro passo para a
comunidade incrustante se estabelecer. Diante dos enormes prejuizos econdmicos
ocasionados pela bioincrustacdo em cascos de navios e estruturas submersas, a
busca por substancias capazes de inibir a colonizacdo desses microrganismos
incrustantes se intensificou nos ultimos anos (GAMA; PEREIRA; COUTINHO, 2009).
Organismos marinhos séo fontes promissoras de compostos naturais com atividades
anti-incrustantes (GOMEZ-BANDERAS, 2022), que inibem o assentamento de larvas

de invertebrados incrustantes e esporos de macroalgas (WANG et al., 2022).

Apesar do elevado potencial biotecnolégico dos produtos naturais marinhos,
poucos estao disponiveis comercialmente. O principal desafio a nivel mundial para a
aplicacdo biotecnoldgica de produtos naturais marinhos é a dificuldade de obté-los
nas quantidades necessérias. Isso decorre de trés aspectos principais: (i) a
biossintese dos metabdlitos especiais ocorre em baixas concentragdes; (i) muitos
organismos marinhos tém dificuldade de se adaptar a condicdes de cultivo ou tém a
producdo dos metabdlitos de interesse reduzida sob essas condi¢des; (i) a
complexidade quimica dessas substancias torna invidvel economicamente a sintese
quimica total (THOMPSON; THOMPSON, 2020). Nesse contexto, a busca por
substancias bioativas produzidas por bactérias marinhas cultivaveis surge como uma
alternativa. O cultivo bacteriano tem como vantagens o custo relativamente baixo e a
facilidade de escalonamento, quando comparado ao cultivo de organismos
multicelulares (TAN et al., 2019).

Dado o crescente interesse neste campo, 0 objetivo deste estudo foi realizar
a primeira revisao sistematica da literatura sobre bactérias associadas as macroalgas
e a producdo de metabdlitos especiais com atividade antibacteriana. Buscamos
sintetizar e resumir a literatura existente sobre o tema, destacar lacunas de
conhecimento, recomendar caminhos para pesquisas futuras e sugerir melhores

praticas para avangar no campo.
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3.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.1. Parametros da pesquisa bibliogréafica

A principal busca pela literatura foi realizada em janeiro de 2022 utilizando trés
bancos de dados de publicacdo online: Scopus, Web of Science e PubMed. O
processo de selecao dos artigos foi estruturado de acordo com a abordagem PRISMA
(MOHER et al., 2009). Os seguintes termos foram utilizados durante um primeiro

exercicio de busca:

(((seaweed OR macroalgae OR "marine algae") AND bacteria AND (epiphytic OR
symbiont OR epibiont OR associated) AND (antibacterial OR antibiotic OR
antimicrobial))).

3.2.2. Processo de selecdo dos artigos

Os artigos encontrados durante as buscas foram avaliados para incluséao

usando um processo de triagem em duas etapas:

3.2.2.1. Etapa 1: Critérios de inclusdo do estudo

O titulo e o resumo de cada publicacdo foram avaliados quanto a relevancia

usando os seguintes critérios de inclusao:

e Objetivo do estudo: avaliar a atividade antibiética de bactérias associadas a
macroalgas;

¢ Resultados: demonstram atividade de inibicdo do crescimento de bactérias-
teste.

e Tipo de estudo: estudo empirico publicado em um periddico revisado por pares.

3.2.2.2. Etapa 2: Extracdo e apresentacéo de dados

Os artigos selecionados foram lidos na integra, e as seguintes informacdes

foram extraidas, quando disponiveis:

e espécies de macroalgas coletadas;
e local do estudo;
e grupos bacterianos associados as macroalgas;

e método utilizado para a identificacdo dos grupos bacterianos;
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e potencial biotecnolégico;

¢ identificacdo dos compostos produzidos pelas bactérias.

Os resultados foram organizados de acordo com o foco em atividade anti-

incrustante, agricultura, aquacultura e patégenos humanos.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A busca com os termos de pesquisa em trés bancos de dados resultou em um
total de 365 artigos. Apds a remocao de duplicatas e a triagem de acordo com 0s
critérios de incluséo, foram selecionados 73 artigos, discutidos em profundidade nessa
revisao (Figura 17).

Figura 17: Resumo da incluséo e triagem de artigos seguindo a abordagem PRISMA (Moher et al.,

2009). *189 artigos eliminados com base no titulo e resumo por ndo se enquadrarem nos critérios de
inclusdo.

(=]
‘§ 365 artigos identificados por meio de busca nos bancos de dados (123
.‘:-:J Scopus, 114 Web of Science, 128 Pubmed).
-
=
> t Duplicatas eliminadas (n=91) W
R Referéncias apos a
2 remocdo das duplicatas | — 189 artigos eliminados*
< (n=274)

85 artigos selecionados

com base no titulo e
L resumo

l

85 artigos avaliados em
texto completo

l

Estudos incluidos (n= 73)

)

Elegibilidade

[

— i 12 artigos eliminados

)

Inclusao

[



85

A maioria dos estudos de bactérias bioativas associadas as macroalgas foi
conduzida na india (38 %; n = 28), seguido do Reino Unido (8 %; n = 6) e Indonésia
(5 %; n = 4). (Figura 18). Um trabalho de revisdo narrativa, publicado recentemente
sobre bactérias marinhas como fonte de compostos antimicrobianos (STINCONE;
BRANDELLI, 2020), mostrou que a india e a China s&o os principais paises com a
maior producdo de publicacdes nessa area. No entanto, eles analisaram trabalhos
publicados entre os anos de 1998 a 2018 sobre bactérias marinhas isoladas de

diferentes fontes marinhas, incluindo substratos biéticos e abioticos.

Figura 18: Producado cientifica global sobre atividade antimicrobiana de bactérias associadas as
macroalgas. A intensidade da cor azul é proporcional a quantidade de publicagdes da area.
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Fonte: préprio autor (feito no biblioshiny RStudio)

A maioria dos artigos selecionados isolou bactérias a partir de dois ou mais filos
de macroalgas (n = 29; 39 %) (Figura 19). Tendo em vista que a interacao bactéria-
macroalga tende a ser espécie especifica (LACHNIT et al., 2011), essa estratégia
permite ampliar a biodiversidade microbiana acessada. Além disso, dos 73 artigos
analisados nesta revisdo, 27 % isolaram bactérias associadas exclusivamente ao filo
Ochorophyta, 23 % apenas ao filo Rhodophyta e 7 % apenas ao filo Chlorophyta
(Figura 16). A mesma tendéncia & observada para os estudos de metabdlitos
especiais em macroalgas marinhas, sendo as algas pardas e vermelhas as mais
estudadas (PELLETREAU; TARGETT, 2008). Dois dos 73 artigos analisados nessa
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revisdo ndo determinaram a macroalga de onde as bactérias foram isoladas, pois
utilizaram estirpes presentes em cole¢des ou devido ao isolamento ter sido feito em

estudos anteriores.

Figura 19: Distribuicdo dos estudos de acordo com o filo de macroalga utilizado.
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A identificacdo das espécies bacterianas associadas as macroalgas foi
realizada em 93 % dos estudos, utilizando diversos métodos e niveis de classificacdo

taxonbmica.

Os filos bacterianos mais abundantes nos artigos publicados foram
Proteobacteria (n = 132; 29 %), seguido de Firmicutes (n = 106; 23 %). O filo
Proteobacteria € comumente encontrado em associagdo a macroalgas em ambientes
marinhos (MANCUSO et al., 2016). Nos estudos analisados nesta revisao, todos 0s
filos de bactérias foram encontrados associados aos trés distintos filos de macroalgas,
com excecdao do filo Alphaproteobacteria que nao foi relatado nas macroalgas pardas
(filo Ochrophyta) (Figura 20).



87

Figura 20: Filos de bactérias encontrados associados aos trés filos de macroalgas.
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Na presente revisdo, os artigos avaliaram a atividade antibacteriana das
bactérias associadas as macroalgas, o filo bacteriano mais ativo foi Proteobacteria,
seguido de Firmicutes e Actinobacteria. Determinados estudos também avaliaram
outros tipos de atividades das bactérias associadas além da antibacteriana, como
antitumoral (VILLARREAL-GOMEZ et al., 2010; BRANA et al., 2015; GIRAO et al.,
2019; HORTA et al., 2019), antioxidante (HORTA et al., 2014; KIZHAKKEKALAM,;
CHAKRABORTY, 2019; KIZHAKKEPATT KIZHAKKEKALAM; CHAKRABORTY; JOY,
2020), antibiofiime (PADMAVATHI; ABINAYA; PANDIAN, 2014; VIJU et al., 2014;
VISZWAPRIYA et al, 2016), anti-inflamatéria (BRANA et al., 2015;



88

KIZHAKKEKALAM; CHAKRABORTY, 2019), entre outras. Porém, embora o0s
trabalhos tenham avaliado os diferentes potenciais biotecnoldgicos, menos da metade
identificou os compostos bioativos produzidos pelas bactérias (n = 33; 45 %). Aqueles
que identificaram, encontraram os policetideos como classe de compostos mais
abundantes (n = 14; 42 %). Os policetideos apresentam uma incrivel diversidade
estrutural e antimicrobiana, e estdo entre os metabdlitos com maior taxa de eficiéncia,
apresentando diversas aplicabilidade, como antibiéticos e antifingicos
(ANDRYUKOV; MIKHAILOV; BESEDNOVA, 2019; PAULO; SIGRIST; DE OLIVEIRA,
2019).

O filo bacteriano que apresentou a maior variedade na produgéo de compostos
foi o Firmicutes, seguido do Proteobacteria (Figura 21). O filo Firmicutes foi relatado
nos estudos analisados como sendo produtor de compostos das seguintes classes:
policetideos, compostos fendlicos, peptideos/proteinas, furanos, terpenos, diiminas,

cetonas, lactonas macrociclicas, lactama e alcool.

Os filos Gammaproteobacteria, Bacillota e Actinomycetota foram os menos
diversos na producdo de compostos. Gammaproteobacteria foi relatado como
produtor de trés diferentes policetideos, ja o filo Bacillota de dois peptideos/proteinas

e o filo Actinomycetota de um acido benzéico.
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Figura 21: Classes de compostos produzidos pelos filos de bactérias encontrados nos estudos
analisados nesta reviséo.
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3.3.1. Atividade anti-incrustante

Dentre os artigos analisados, 13,7 % reportaram uma atividade anti-incrustante
para as bactérias associadas a macroalgas (Tabela 7). Quatro destes trabalhos
identificaram as substancias produzidas pelas bactérias responsaveis pela atividade
anti-incrustante (CHO, 2012; NAGEL et al., 2012; PADMAVATHI; ABINAYA,
PANDIAN, 2014; ZIESCHE et al., 2015). O trabalho publicado por Cho (2012),
identificou um glicoglicerolipidio isolado do actinomiceto marinho Streptomyces
coelescens, capaz de inibir o crescimento das bactérias incrustantes Alteromonas sp.
e Pseudomonas aeruginosa, além de outros organismos incrustantes como
diatoméaceas, zobsporo de Ulva e mexilhdo. Similarmente, Ziesche e colaboradores

(2015) também encontraram duas substancias, (92)-C16:1-NAME e (7Z)-C14:1-HSL,
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que funcionaram como autoindutores de quorum sensing, produzidos por quatro
géneros de bactérias: Loktanella, Sulfitobacter, Jannaschia e Roseovarius que
mostraram alta atividade antialgal contra Skeletonema costatum. Entretanto, a sua
atividade  antibacteriana  contra

Pseudonocardiaceae, Phyllobacteriaceae,

Oceanospirillaceae e Maribacter sp. foi baixa.

Tabela 7: Atividade anti-incrustante de bactérias associadas a macroalgas, descritas em artigos
cientificos.

Bactérias produtoras Substancias ativas Cepas indicadoras Referéncia
de substancias anti-
incrustantes
Bactérias incrustadas de BOYD et al
N&o identificadas N&o determinadas varias superficies 1999
Galionella sp.,
Pseudomonas Alteromonas sp. e Viju et al
taiwanensis N&o determinadas Pseudomonas sp. 2014
Géneros Loktanella, Pseudonocardiaceae,
Sulfitobacter, Phyllobacteriaceae,
Jannaschia, e (92)-C16:1-NAME e (72)- Oceanospirillaceae, Ziesche et al
Roseovarius C14:1-HSL Maribacter sp. 62-1 2015
2R-1,2-di-12-
methylhexadecanoic acid-3-
O-[B-D-galactopyranosyl-(1"-
6')-O-B-D-galactopyranosyl]-
glycerol, 2R-1-12-
methylhexadecanoic acid-2-
hydroxyl-3-O-[3-D-
galactopyranosyl-(1"-6")-O-[3-
D-galactopyranosyl]-gly
cerol, 2R-1,2-di-12-
methylhexadecanoic acid-3-
O-B-D-galactopyranosyl-
glycerol, and 2R-1,2-di-14-
methylhexadecanoic acid-3- Alteromonas sp. KNS-8 e
Streptomyces O-B-D-galactopyranosyl- Pseudomonas
coelescens glycerol aeruginosa KNP-3 Cho 2012
Pseudoalteromonas
tunicata e Phaeobacter
sp. estirpe 2.10
(anteriormente Pseudoalteromonas
Roseobacter gracilis, Alteromonas sp., Rao et al
gallaeciensis) N&o determinadas e Cellulophaga fucicola 2007
Bactérias incrustantes Chandan
Vibrio sp. e isoladas de superficies jain et al
Exiguobacterium sp. N&o determinadas rochosas 2013
Serratia marcescens
FJ584421 e
Vibrio alginolyticus strain phenol, 2,4-bis(1,1- Chromobacterium PADMAVAT
G16 dimethylethyl) violaceum ATCC 12472 Hl etal 2014
Pseudoalteromonas
Pseudomonas elyakovii e Algicola Nagel et al
protegens strain LD120 2,4-diacetylphloroglucinol bacteriolytica 2012
Escherichia coli, Bacillus
sp., Klebsiella sp., Vibrio Rajasree et
Bacillus sp. ICN-SS01 N&o determinadas parahemolyties e Vibrio al 2012
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harveyi, Pseudomonas
sp., Galionella sp. e
Alteromonas sp
Atividade antagdnica
contra outras bactérias AVENDAO-
isoladas dos mesmos HERRERA
y-Proteobacteria N&o determinadas substratos et al 2005

Os géneros bacterianos Alteromonas, Pseudoalteromonas e Pseudomonas
foram os mais usados como indicadores nos artigos que investigaram atividade anti-
incrustante. Além disso, alguns trabalhos utilizaram como indicadoras bactérias
incrustadas isoladas de superficies rochosas ou bactérias isoladas dos mesmos
substratos onde as macroalgas foram coletadas (BOYD; ADAMS; BURGESS, 1999;
AVENDANO-HERRERA; LODY; RIQUELME, 2005; CHANDAN JAIN; SIVAKUMAR;
MALAIYARASA PANDIAN, 2013).

Os géneros bacterianos Pseudomonas e Vibrio foram identificados como
bactérias bioativas em dois diferentes trabalhos. Isso sugere que essas bactérias
podem ser produtoras de substancias com acao anti-incrustante. Pseudomonas foi
identificada como bactéria produtora de substancia anti-incrustante nos trabalhos de
Nagel e colaboradores (2012) e Viju e colaboradores (2014). Entretanto, somente no
trabalho de Nagel e colaboradores (2012) a substancia bioativa foi identificada,

tratando-se de um fenol.

3.3.2. Atividade contra bactérias patogénicas de relevancia para a agricultura

Das 73 publicagdes que investigaram bactérias associadas a macroalgas, duas
deram énfase a atividade antibacteriana contra fitopatégenos. O trabalho de Suvega
e Arunkumar (2019) isolou uma proteina com 66 Quilodaltons (kDa) da bactéria
Lysinibacillus xylanilyticus que foi encontrada associada a macroalga vermelha
Gracilaria edulis. Esta proteina foi capaz de inibir o crescimento do fitopatogeno
Xanthomonas oryzae pv. oryzae, que causa a ferrugem bacteriana do arroz e resulta

em até 50 % de perda de rendimento da producé&o agricola.

Outra substancia encontrada com acao antibacteriana contra fitopatégenos é
Pyrrolo[1,2-a pyrazine-1,4 dione hexahydro-3-(phenyl-methyl), produzida pela
bactéria Bacillus subtilis associada a macroalga parda Sargassum wightii. Esse
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biocomposto apresentou atividade antibidtica contra Pseudomonas syringae,
importante fitopatdgeno das principais culturas com interesse agricola e econémico,
como tomate, abobrinha e melancia, por exemplo (RASHEED; MIRANDA; THOMAS,
2020). Ambos os trabalhos publicados com énfase em fitopatbégenos séo recentes e
esta é uma area que necessita ser melhor investigada, ja que as bactérias associadas

as macroalgas mostraram promissora atividade contra esse tipo de patdogenos.

3.3.3. Atividade contra bactérias patogénicas de relevancia para a aquacultura

No total, cinco publicacfes investigaram a atividade antibacteriana de bactérias
associadas a macroalgas contra patégenos de pescados (ex: peixes, crustaceos e
moluscos) (Tabela 8). As espécies do género Vibrio foram as mais utilizadas como
bactérias teste nesse tipo de estudos, visto que esse género é frequentemente
associado a doencas em organismos aquaticos, principalmente peixes, camardes,
moluscos bivalves e caranguejos (INA-SALWANY et al., 2019). Espécies de
Aeromonas também foram usadas por alguns estudos como indicadoras. Esse género
abrange patdégenos oportunistas para seres humanos e animais, que sao
considerados agentes de intoxicacao alimentar (GONCALVES PESSOA et al., 2019).

Tabela 8: Atividade de bactérias associadas & macroalgas contra bactérias de interesse na aquacultura.

Bactérias com Substancia Cepas indicadoras Referéncia
atividade contra ativa

patdégenos da

aquacultura

Pseudoalteromonas N&ao Vibrio alginolyticus, V. vulnificus, V. Sugathan et
sp. determinada parahaemolyticus, V. alcaligenes, V. al 2012
fischeri, V. harveyi, V. alginolyticus, V.
vulnificus, V. fischeri, V.
parahaemolyticus, V. anguillarum, V.
campbellii, V. splendidus

Enterococcus sp. e N&o Aeromonas salmonicida, A. hydrophila  Ismail et al
Rugeria sp. determinada e Vibrio tapetis 2018

Brevibacterium, N&o Vibrio alginolyticus e Vibrio Ulfah et al
Nocardiopsis, determinada parahaemolyticus 2021

Allokutzneria e
Brachybacterium

Staphylococcus Bacteriocina  Aeromonas hydrophylla, Vibrio harveyi  Suresh et al
haemolyticus (8 kDa) e Vibrio parahaemolyticus 2014
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Bacillus pumilus N&ao Vibrio proteolyticus, V. vulnificu, V. Ismail et al
determinada fluvialis, V. (Aliivibrio) logei, V. 2016
parahaemolyticus, V. pectenicida, V.
pectenicida, V. salmonicida, V.
splendidus

Por serem poucos os trabalhos encontrados que enfatizaram o campo da
aquacultura, nenhum género bacteriano foi encontrado em mais de um artigo. Vale
destacar, ainda, que apenas o trabalho de Suresh et al. (2014) caracterizou a
substancia ativa, uma bacteriocina de 8kDa produzida pela bactéria Staphylococcus
haemolyticus associada a macroalga Padina tetrastomatica. Mais pesquisas sao
necessarias, especialmente no sentido de identificar as substancias ativas, afim de
expandir as possibilidades de utilizacdo de metabdlitos produzidos por bactérias

associadas a macroalgas como antibacteriano para a aquacultura.

3.3.4. Atividade contra patégenos humanos

O maior numero de trabalhos encontrados nesta revisdo investiga bactérias
associadas as macroalgas com atividade antibacteriana contra patbgenos humanos.
Por essa ser uma area de grande interesse para a saude publica e com maiores

financiamentos, acaba por se destacar.

Dentre as bactérias teste mais utilizadas nesse tipo de estudo, se destacam as
bactérias envolvidas em infeccbes causadas por alimentos (Escherichia coli e
Salmonella spp.) e resistentes a antibiéticos (Staphylococcus aureus resistente a
meticilina e Enterococcus faecalis resistente a vancomicina). Outras cepas como
Pseudomonas aeruginosa e Bacillus subtilis também foram bem citadas nos trabalhos

analisados.

Importantes  trabalhos publicados recentemente, identificaram varios
policetideos que mostraram resultados promissores contra diferentes patdégenos
humanos (Kizhakkekalam e Chakraborty 2020; Chakraborty, Kizhakkekalam e Joy
2021; Chakraborty et al 2021; Chakraborty, Kizhakkekalam e Joy. 2021; Chakraborty,
Kizhakkekalam e Joy 2022). Em especial, um trabalho publicado por Brafia et al
(2019), isolou desertomicina G de culturas do actinomiceto marinho Streptomyces

althioticus MSM3, isolado de amostras da macroalga verde Ulva sp. Esse novo



94

produto natural apresentou forte atividade antibiGtica contra varios patdgenos
resistentes a antibidticos clinicamente relevantes, como os isolados clinicos de
Mycobacterium tuberculosis resistentes a antibioticos. A desertomicina G também
mostrou fortes atividades antibioticas contra outros patdégenos clinicos relevantes
tanto Gram-positivos como Gram-negativos. Além disso, esse composto afetou a
viabilidade de linhagens de células tumorais, como adenocarcinoma de mama

humano (MCF-7) e carcinoma de colon (DLD-1).

Lactonas macrociclicas, identificadas como analogos de difficidina, foram
purificadas da bactéria marinha Bacillus amyloliquefaciens isolada da macroalga
Kappaphycus alverezii. Esse composto apresentou atividade antibacteriana
promissora contra Enterococcus faecalis resistente a vancomicina, Staphylococcus
aureus resistente a meticilina e outras cepas resistentes a medicamentos, como
Klebsiella pneumonia e Pseudomonas aeruginosa com a concentracao inibitéria

minima de cerca de 2—9 x 1073 yM (Chakraborty et al 2021).

Portanto, a analise dos artigos selecionados aponta para o elevado potencial
das bactérias associadas a macroalgas marinhas como uma fonte praticamente
inexplorada de novas substancias com potencial para combater bactérias

multirresistentes.

3.3.5. Recomendacdes para Estudos futuros

De maneira geral, as pesquisas com bactérias associadas a macroalgas se
concentram no oriente, e necessitam ser mais exploradas a nivel mundial de forma a
incluir ambientes com alta biodiversidade e com condigbes extremas, que
potencialmente abrigam microrganismos produtores de substancias bioativas até
entdo desconhecidas. Tais estudos devem contemplar, também, um maior nimero de
espécies de macroalgas, para as quais ndo ha informacdo referente aos seus

microssimbiontes.

Outra questdo que precisa ser levada em consideracdo € a padronizac¢do na
metodologia utilizada para a identificagdo das bactérias associadas as macroalgas,
de forma a gerar resultados comparaveis. Os varios trabalhos publicados apresentam

os dados de identificacdo bacteriana em niveis taxonémicos diferentes, por isso, faz-
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se necessario o agrupamento no maior nivel taxondmico quando ha necessidade de
comparacao. Os trabalhos mais antigos nesta area utilizavam ensaios bioguimicos e
morfologia (celular e colonial) para a identificacdo das bactérias. ApGs a expansao das
técnicas moleculares, essa passou a ser a técnica mais empregada na identificacédo
desses microrganismos. O gene RNAr 16S vém sendo amplamente utilizado com
essa finalidade e é considerado o método de referéncia para a identificacéo bacteriana
(WINAND et al., 2020; LOCHER et al., 2022). Entretanto, tem sido apontada a
necessidade de incluir outros marcadores taxondmicos ou empregar uma combinacao
com outras técnicas como, por exemplo, MALDI-TOF (sigla em inglés Matrix-Assisted
Laser Desorption lonization Time-of Flight) com o propdsito de confirmar tal
identificacdo (STREJCEK et al., 2018).

Em relacéo a identificacdo das substancias produzidas pelas bactérias, fazem-
Se necessarios maiores investimentos, uma vez que, menos da metade dos artigos
encontrados nessa revisdo caracterizaram as substancias produzidas por esses
microrganismos. A maioria dos trabalhos ndo da continuidade a pesquisa e, apesar
de encontrarem bons resultados, ndo se aprofundam, ficando apenas na parte de

prospeccao, o que impede 0 aproveitamento de seu potencial biotecnoldgico.

Sabemos que pesquisas para descobertas de novos antimicrobianos, por
exemplo, demandam tempo e investimentos financeiros. E por essa razdo, podem
levar muitos anos até que um novo composto seja comercializado. Além disso, para
que as pesquisas ndo parem na etapa inicial de prospecc¢do, € necessario que se
aplique a interdisciplinaridade, na qual profissionais de varias areas como quimicos,
microbiologistas, farmacéuticos entre outros, trabalhem em conjunto com o intuito de

progredirem nas descobertas e concluirem a pesquisa.

Desta forma, esperamos que estas recomendacdes contribuam para que as
pesquisas nessa area evoluam e sejam capazes de gerar resultados satisfatorios para
o desenvolvimento de novos compostos antibacterianos ambientalmente sustentaveis

e economicamente viaveis.
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3.4. CONCLUSAO

Artigos cientificos publicados sobre bactérias associadas a macroalgas
marinhas sdo abundantes. No entanto, nenhuma revisdo sistematica havia sido feita
até entdo para organizar esse conhecimento. Em nossa pesquisa, sumarizamos essas
informacdes para entendermos quais 0s proOXimos passos necessarios para avancar
nesta area bastante promissora. Nossos resultados mostram que as bactérias
associadas as macroalgas apresentam potencial para o desenvolvimento de novos
compostos antibacterianos. Entretanto, faz-se necesséario o aprofundamento das
pesquisas principalmente na identificacdo e caracterizagdo quimica das substancias
bioativas produzidas pelas bactérias. Além disso, constatamos a necessidade de
estabelecer uma padronizacdo metodoldgica, a fim de tornar mais facil a comparacao
dos resultados. Desta forma, esperamos que esses resultados contribuam para o

desenvolvimento de novos estudos a serem feitos nesta promissora area.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstrou que as bactérias associadas as macroalgas
marinhas sdo capazes de inibir o crescimento de diversas bactérias patogénicas e
incrustantes. Das 52 bactérias isoladas de quatro espécies de macroalgas marinhas,
58 % apresentaram acao antibidtica contra pelo menos uma das cepas indicadoras
testadas. As bactérias mais ativas foram identificadas como bacilos Gram-negativos
do género Vibrio e cocos Gram-positivos do género Enterococcus. Esse foi o primeiro
trabalho que analisou a atividade antibidtica das bactérias associadas as macroalgas
de Arraial do Cabo, e mostrou que, as espécies desse ambiente podem ser

reservatérios de compostos bioativos com potencial biotecnoldgico.

Através da revisao sistematica produzida neste tema, verificamos que, apesar
de existir um consideravel numero de estudos (n = 73) que abordem a atividade
antibiética das bactérias associadas as macroalgas, poucos séo os trabalhos que
aprofundam a pesquisa. De fato, observa-se uma escassez de artigos que
identifiquem o composto bioativo produzido pelas bactérias. A maior parte dos artigos
encontrados nesta revisdo sistematica ficam apenas na parte de prospeccéo. Esses
resultados evidenciam que esse campo de estudo precisa ser melhor explorado para
que, no futuro, os compostos bioativos produzidos pelas bactérias possam ser
utilizados como antibacterianos alternativos as substancias convencionais, atuando

por exemplo, no combate as bactérias patogénicas e incrustantes.

Por fim, através dessa tese foi possivel identificar o potencial biotecnoldgico
das bactérias isoladas de macroalgas de Arraial do Cabo, além de recomendar

caminhos para pesquisas futuras e sugerir melhores praticas para avangar no campo.
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