i

Pésquisu

Fotos e ilustracdes cedidas pelos autores

Aline da Silva Turque

Bacharel em Ciéncias Biologicas
Universidade do Grande Rio
Mestranda em Quimica Biologica
pelo Instituto de Bioquimica Médica-
UFR]

turque@biogmed.ufrj.br

Cynthia Barbosa da Silveira
Graduanda em Biologia Marinbha
pela Universidade Federal
Fluminense-UFF
cynthiabs@biogmed.ufrj.br

Ricardo Pilz Vieira

Doutor em Biofisica

Professor Visitante do Instituto de
Bioquimica Médica-UFR]
rpuvieira 7@bhotmail.com

Guilberme Muricy

Doutor em Bioquimica

Professor Adjunto do Departamento
de Invertebrados - Museu Nacional-
UFR]

muricy@acd.ufrj.br

Alexander Machado Cardoso
Doutor em Quimica Biologica
Professor Adjunto do Centro
Universitdrio Estadual da Zona Oeste
amcardoso@biogmed.ufrj.br

Maysa Mandeta Clementino
Doutora em Quimica Biologica
Pesquisadora do Instituto Nacional
de Controle da Qualidade em Satide-
INCQS

maysa@incgs.fiocruz.br

Orlando Bonifdcio Martins
Doutor em Biofisica

Professor Adjunto do Instituto de
Bioquimica Médica-UFR]
omartins@biogmed.ufrj.br

Microrganismos
Associados a Poriferos

blofecnologico da Microbiota Associada as Esponjas Marinha

1. Introducio

Os Poriferos, também conhecidos como
esponjas, siao invertebrados que filtram
grandes quantidades de dgua e adqui-
rem seus nutrientes por fagocitose dos
micrébios capturados durante a filtra-
¢ao (Fig.1). Habitam os oceanos tropi-
cais, temperados e polares, com algu-
mas espécies encontradas em 4dgua
doce (Taylor et al., 2007). As esponjas
formam uma das mais antigas radiacoes
dos metazodrios, cuja origem data do
Periodo Pré-Cambriano hd cerca de 500
milhoes de anos (Hentschel, 2004). Sao
organismos sésseis (fixos no substrato)
que apresentam uma alta biodiversida-
de, com uma estimativa de aproxima-
damente 15.000 espécies representadas
em trés classes: Demospongiae, Calca-
rea e Hexactinellida (Fig.2), sendo a mai-
oria pertencente ao primeiro grupo (Ho-
oper e Van Soest, 2002).

As esponjas sao geralmente sustentadas
por um esqueleto constituido por espi-

culas silicosas ou calcdrias, que podem
ser complementadas ou substituidas por
calcario macico (esponjas coralinas) ou
por fibras de espongina, uma proteina
do tipo do coldgeno (esponjas corne-
as).

De uma forma simples elas podem ser
definidas como: “Animais filtradores e
sésseis, que se utilizam de uma tUnica
camada de células flageladas (coand-
citos) para bombear dgua através de seu
corpo” (Bergquist, 1980) (Fig.3). Apesar
de serem animais capazes de alcancar
grande porte, com mais de 1 metro de
altura, ou recobrir largas dreas de subs-
trato, alguns dos seus processos orgi-
nicos sao mais semelhantes aos encon-
trados nos Protozoa (animais unicelu-
lares) do que nos Metazoa (animais mul-
ticelulares). Apresentam uma morfolo-
gia simples e um baixo grau de organi-
za¢ao, sem a formacdo de tecidos ver-
dadeiros, e uma enorme diversidade de
formas e cores.

As esponjas possuem capacidade de

Figura 1. Microscopia eletronica de transmissio mostrando uma célula
de esponja. Arquedcito de Hymeniacidon heliophila fagocitando um procarioto
(<) no mesohilo da esponja
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Figura 2. O filo Porifera € dividido em trés classes: Demospongiae (A) Oscarella sp. (D) Haliclona sp; Calcarea (B)
Clatbrina aurea (E) Paraleucilla magna e Hexactinellida (C) Esqueleto de Dactylocaulis pumiceus, (F) Hyalonema sp.

hospedar grandes comunidades de or-
ganismos, como archaeas, bactérias,
fungos e algas, que podem compor até
50% do seu volume tecidual (Osinga,
2003). Alguns microrganismos sao pas-
sados do 6vulo ao embrido e deste ao
individuo adulto através da transmissao
vertical, como aqueles encontrados em
associacdo com embrides do primeiro
ao ultimo estigio de desenvolvimento
na esponja Corticium candelabrum
(Koty et al., 2007). Microrganismos no
interior das esponjas foram inicialmen-
te descritos em estudos de microscopia
eletrdnica por Lévi e Lévi (1965) e Va-
celet e Donadey (1977). Esses estudos
mostram que células procaridticas en-
contram-se em intima interacdo com a
matriz do mesohilo desses invertebra-
dos (Fig.4) (Turque et al., 2008).

Atualmente vdrios artigos descrevem o
isolamento e a caracterizacdo de micré-
bios associados com as esponjas (We-
bster e Hill, 2001). Com a disponibilida-
de de ferramentas moleculares, traba-
lhos mais recentes vém utilizando téc-
nicas como constru¢io de bibliotecas
do gene ribossomal 16S rRNA, hibridi-
zacdo in situ de sondas com fluores-
céncia (FISH) e eletroforese em gel com
gradiente desnaturante (DGGE). Estas
técnicas sao frequientemente utilizadas
no estudo das comunidades microbia-
nas. A aplicacio desses métodos tem
revelado comunidades com alguns gru-
pos comuns entre esponjas filogeneti-
camente diferentes (Hentschel et
al., 2006). Um novo filo de bactérias tem
sido proposto através da utilizacdo de

algumas dessas técnicas, como a am-
plificacio do gene 16S rRNA e a mi-
croscopia eletrénica. O candidato a filo
Poribacteria, encontrado em associacao
com diferentes espécies de esponjas e
de diferentes regides geogrificas, de-
monstrou ser bastante especifico e ex-
clusivo das esponjas marinhas, nao sen-
do encontrado em outros organismos,
dgua ou sedimento (Lars et al., 2004). O
estudo dos grupos bacterianos associ-
ados com Hymeniacidon beliophila e
Polymastia janeirensis demonstraram a
presenca de um novo grupo aqui de-
nominado candidato a filo Spongebac-
ter (Fig. 5), distinto do Poribacter des-
crito recentemente.

Com excecdo da archaea Cenarchaeum
symbiosum que, em estudos recentes uti-
lizando técnicas de genémica, foi de-
monstrada mantendo uma associacio
simbidtica bem estabelecida com a es-
ponja Axinella mexicana (Hallam et al.,
2006), a simbiose e o papel fisiolégico
dos microrganismos associados as es-
ponjas ainda nao tém sido conclusiva-
mente demonstrados. A natureza des-
sas relacdes, se mutualisticas ou comen-
sais, precisa ser melhor esclarecida. Por
essa razao a simbiose nos poriferos é
definida como uma associacio consis-
tente entre o micrébio e sua esponja
hospedeira, independente da atribuicio
do beneficio (Enticknap et al., 2006). Es-
pecula-se que fung¢des como aquisicao
de nutrientes, regulacio metabdlica,
mecanismos de defesa e fixacao de ni-
trogénio podem ser atribuidas as inte-
racoes entre esponjas € microrganismos

(Hentschel et al., 2003).

Um grande nimero de compostos de
interesse biotecnolégico, como por
exemplo, citotoxinas, agentes antifin-
gicos, antibiodticos, antivirais, e princi-
palmente anticancerigenos tem sido iso-
lados de esponjas marinhas e micror-
ganismos associados (Sipkema et al.,
2005), e mais de 200 novos metabdlitos
sao descritos a cada ano (Blunt et al.,
2000). Essa breve revisio tem como
objetivo principal divulgar essa nova
drea do conhecimento e ressaltar a
enorme caréncia de pesquisas cientifi-
cas voltadas para biotecnologia da mi-
crobiota de esponjas marinhas.

2. Producio de Metabdlitos
Secundarios

2.1 Bactérias

As esponjas permitem a formacao de
um microambiente dentro de seus teci-
dos, abrigando uma ampla diversidade
bacteriana produtora de metabdlitos se-
cunddrios nao caracterizados, represen-
tando um potencial cientifico ainda nao
explorado na busca por novos compos-
tos de interesse biotecnolégico. Recen-
temente demonstrou-se que alguns
metabdlitos descritos como origindrios
de invertebrados marinhos sio, na ver-
dade, sintetizados por bactérias (Moha-
patra et al., 2002). Foi observado que
bactérias em associacao com poriferos
produzem compostos similares aos iso-
lados anteriormente da esponja, como
por exemplo, salicilihalamida A isola-
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Figura 3. Reproducio esquemaitica de uma esponja. (A) Mesohilo,
camada intermedidria e gelatinosa entre as paredes interna e externa da
esponja, Poro, orificio de entrada de 4dgua e 6sculo principal canal de saida
de agua. (B) Detalhe ampliado de um poro inalante. Coandcito, célula
flagelada que com o batimento do seu flagelo cria uma corrente de dgua
trazendo nutrientes e gases e espiculas que formam o esqueleto da esponja

do de Haliclona sp., idéntico ao aspi-
cularen A, produzido por bactérias as-
sociadas (Crews e Bescansa, 1986).

O composto 2-metiltio, 1,4-naphtoqui-
nona foi isolado de bactérias associa-
das a esponja Dysidea avara e demons-
trou forte propriedade antiangiogénica
e antimicrobiana (Bringmann et al.,
2003). Antibiéticos incluindo lipopepti-
deos, origindrios do género Bacillus,
demonstraram forte atividade contra mi-
crorganismos com resisténcia clinica,
como por exemplo, Staphylococcus
aureus e S. epidermidis (Muscholl et al.,
2008). Um glicoglicerolipideo sintetiza-
do pela bactéria Microbacterium sp. en-
contrada em associacio com a esponja
Halichondria panicea exibiu proprie-
dades antitumorais muito interessantes
(Wicke et al., 2000). Metabdlitos com
atividade citotéxica e antimicrobianos
produzidos por Pseudomonas sp. tam-
bém foram isolados da esponja Homo-
phymia sp. (Bultel-Ponce et al., 1999).
Atividade antimicrobiana foi vista tam-
bém em 27 isolados de bactérias asso-
ciadas com as esponjas Aplysina aero-
phoba e Aplysina cavernicola (Thoms
et al., 2004).

Christian e colaboradores (2005) mos-
traram que um composto natural halo-
genado é sintetizado por uma ciano-
bactéria associada com quatro espéci-
es de esponjas da ordem Dictyocerati-
da. A cianobactéria Oscillatoria spon-
geliae, que compoOe grande parte do
volume tecidual da esponja Dysidea
berbacea, ¢ produtora do antimicrobi-
ano éter bifenil polibrominato conferin-

do protecao contra outros microrganis-
mos invasores (Unson et al., 1993). Bac-
térias Gram positivas como Actinomyce-
tes sao também conhecidas por produ-
zirem metdbolitos secundarios com ati-
vidade antibidtica em esponjas (Chelossi
et al., 20006).

Aproximadamente a metade das bacté-
rias encontradas em associacio com as
esponjas marinhas Hymeniacidon beli-
ophila e Polymastia janeirensis perten-
ce a classe Proteobactéria (Turque et al.,
2008). Na esponja Theonella swinboei
as Proteobactérias sio responsaveis pela
produciao do composto theopalauami-
da (Webster et al., 2001).

2.2 Fungos

A maijoria dos compostos bioativos de-
rivados de fungos marinhos descritos
até hoje provém daqueles associados
com esponjas. Os fungos do género Pe-
nicillium sio os maiores produtores dos
metabdlitos secunddrios estudados. Ha
um crescente interesse na determinacio
da verdadeira diversidade de fungos pre-
sentes nas esponjas marinhas e de pos-
siveis substincias biologicamente ativas.
Ao contrdrio da pesquisa de metabdli-
tos secunddrios com fungos terrestres,
esses estudos em ambientes marinhos
sdo relativamente novos. As esponjas
exibem indmeras associacdes com fun-
gos, mas o entendimento da produciao
de compostos com atividade biolégica
em esponjas tem sido mais focado em
bactérias, com menos énfase nos euca-
riotos (Taylor et al., 2004).
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Compostos biologicamente ativos foram
isolados das esponjas em diferentes am-
bientes, incluindo tropicais, subtropicais
e temperados, com o interesse por novos
produtos naturais (Holler et al., 1999). O
composto qualificado para utilizacdo em
terapia humana sorbicillactona A, um tipo
de alcaldide, foi isolado da esponja Irci-
nia fasciculata, mas é na verdade sinteti-
zado pelo fungo associado Penicillium
chrysogenium. Communisina B e deriva-
dos foram isolados do fungo Penicillium
sp. associado a esponja Axinella verruco-
sa (Jadulco et al., 2003).

2.3 Archaeas

Archaeas sao microrganismos distintos de
bactérias e eucariotos (Woese e Fox, 1977),
sendo divididas em dois principais filos:
Crenarchaeota e Euryarchaeota (Woese et
al., 1990). Alguns grupos de archaeas siao
conhecidos por possuirem adaptacoes 2
vida em ambientes extremos e apresenta-
rem caracteristicas hipertermofilicas (cres-
cem em temperaturas mais altas que 70°C
até o limite maximo de 121°C), metanogé-
nicas (anaerobicas que sintetizam meta-
no) e halofilicas (que crescem em altas
concentracoes de sal) (Schiraldi et al.,
2002). As propriedades incomuns das ar-
chaeas as tornam alvo para o desenvolvi-
mento de processos biotecnoldgicos e
aplicacoes industriais (Alqueres et al.,
2007). Nenhuma archaea foi descrita como
patogénica apesar de estarem presentes
em humanos, animais e plantas (Cardoso
et al., 2003). Muitos microrganismos do do-
minio Archaea tém sido isolados para fins
industriais, como por exemplo, a utiliza-
cao de esterases e lipases, enzimas que
possuem grande termoestabilidade e apli-
cacio na biossintese organica (Alqueres
et al., 2007).

Em trabalhos mais recentes, archaeas fo-
ram encontradas em associacio com es-
ponjas. A archaea Cenarchaeum symbio-
sum foi descrita como um organismo sim-
bionte da esponja Axinella mexicana, pos-
suindo alta especificidade (Preston et al.,
1996). Esta archaea apresenta um meta-
bolismo quimiolitoautotréfico, que € com-
plementar ao da esponja, usando como
Gnica fonte de carbono o CO, e consu-
mindo amonia para seu suprimento de
energia (Hallam et al., 2006). Neste caso,
a archaea atua detoxificando os produtos
de excrecao da esponja o que torna cla-
ras as relacoes simbidticas. Archaeas me-
tanogénicas foram descritas em Rhopa-
loeides odorabile através de observagio do
gene 16S tRNA, parecendo formar um mi-
cronicho anaerdbico dentro da esponja.
Membros das archaeas Crenarchaeota e
Euryarchaeota estdo presentes no coanos-
soma e no mesohilo de Tentorium semi-
suberites (Thomas et al., 2006).

Apesar de inimeros artigos demonstrarem



Figura 4. Microscopia eletronica de transmissio mostrando
Hymeniacidon beliophila (A,B,C e D), Polymastia janeirensis (E,F,G ¢ H)

a ocorréncia de archaeas nas esponjas,
seu potencial biotecnolégico niao tem
sido explorado. Nenhum estudo reve-
lou até hoje compostos com aplicacao
biotecnolégica produzidos por archae-
as associadas com esponjas marinhas.
Isso sugere a necessidade de maiores
esforcos na pesquisa para futuras apli-
cagoes industriais e farmacoldgicas.

3. Cultivo

A producio de drogas a partir de mi-
crorganismos associados as esponjas
marinhas tem sido limitada pela dificul-
dade de cultivo desses organismos com
meios definidos em laboratério. Para o
desenvolvimento de uma droga comer-
cial é necessdaria a producao desta em
grande quantidade para estudos clini-
cos. Técnicas dependentes de cultivo
tém sido empregadas com pouco su-
cesso (Webster et al., 2001), uma vez
que apenas uma quantidade proporci-
onalmente menor da comunidade total
de bactérias associadas as esponjas &
cultivada com sucesso. Somente 0,15%
da populaciao de bactérias da esponja
do Caribe Ceratoporella nicholsoni foi
cultivada (Santavy et al., 2001), enquanto
propor¢des maijores de cultivo, chegan-
do a 11% da comunidade bacteriana,
foram possiveis em Aplyisina aeropho-
ba, esponja do Mediterraneo (Friedrich
et al., 2001).

Muitas espécies de esponjas tém sido
cultivadas com a utilizacio de técnicas
de maricultura, que permite o cultivo
desses organismos no mar, sendo de
grande interesse para utilizacido susten-
tivel das esponjas. Para a aplicacio
dessa técnica, fatores como profundi-
dade, corrente e luminosidade sio im-
portantes para o crescimento das espon-

jas e dos microrganismos associados
(Sipkema et al., 2005). A maricultura
tem sido empregada com muito su-
cesso em algumas espécies de espon-
jas marinhas, proporcionando aumen-
to de biomassa desses organismos e
a obtenciao de compostos quimicos
em quantidades comerciais.

4. MetagenOmica

O interesse em microrganismos asso-
ciados as esponjas como produtores
de compostos biologicamente ativos
vem crescendo, mas a vasta maioria
dessa comunidade microbiana ainda
nao foi isolada em cultura pura.
Metagenomas de micrébios associa-
dos as esponjas marinhas tém sido uti-
lizados com sucesso na identificacio
de genes alvos envolvidos na sintese
de produtos naturais (Hallam et al.,
2006). Esse método envolve constru-
¢ao de bibliotecas gendmicas através
de extracao e clonagem de DNA de
alto peso molecular (Handelsman,
2004). O gene 16S rRNA é um dos prin-
cipais genes utilizados como marca-
dor molecular para construcao de bi-
bliotecas, sendo de ficil amplificacio
pela técnica de PCR (Reacio em Ca-
deia da Polimerase) (Vieira et al.,
2008).

Essa nova abordagem revelou novos
genes de microrganismos nao culti-
vados associados as esponjas Theo-
nella swinhoei e Discodermia dissolu-
ta (Piel et al., 2004). A analise de me-
tagenoma também identificou enzi-
mas, como as que sao capazes de
hidrolisar agar provenientes de algu-
mas bactérias do género Cytophaga
associadas a esponja Halichondria
panicea (Imhoff e Stohr, 2003). Ge-

microrganismos associados a esponjas marinhas.

nes que codificam amilases e acetilcolines-
terases foram identificados na bactéria Ar-
trobacter ilicis e no fungo Mucor sp., asso-
ciados a esponja Spirastrella sp. (Mohapa-
tra et al., 1997).

A construcio de bibliotecas génicas é um
método promissor na elucida¢io do poten-
cial genético de microrganismos ainda nao
cultivados. Recentemente foi seqtienciado
o genoma de archaea Cenarchaeum sym-
biosum isolada da esponja Axinella mexi-
cana disponibilizando mais de 2000 novos
genes para a investigacao cientifica das fun-
¢oes biolégicas e possiveis aplicagdes tec-
nolégicas (Hallam et al., 2000).

A identificacio de genes responsiveis pela
sintese de metabdlitos secunddrios por meio
dessa técnica torna-se uma fonte alternati-
va para exploracio da diversidade quimica
presente na comunidade microbiana das es-
ponjas disponibilizando inimeros genes
para clonagem e expressiao heteréloga de
proteinas com interesse biotecnoldgico.

5. Conclusao

Esponjas marinhas sao hospedeiras de
muitos microrganismos. A aplicacao de
bactérias, fungos e principalmente archae-
as na biotecnologia permanece limitada. A
producio em larga escala dos metabdlitos
secunddrios originados de microrganismos
associados a esponjas, continua restrita
devido a dificuldade do cultivo em labora-
tério da maioria destes microbios. Estraté-
gias alternativas tém sido propostas para a
obtencio desses compostos, como cultura
de esponjas no ambiente marinho (mari-
cultura) e técnicas de metagendmica.

Estudos recentes chamam a atencdo para
um sistema bioquimico de comunicacao
celular chamado “Quorum Sensing”. Este
sistema sofisticado de comunicag¢io permi-
te que as bactérias enviem e recebam men-
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Figura 5. Arvore filogenética de grupos bacterianos associados com
esponjas marinhas. Arvore baseada no gene 16S rRNA mostrando grupos
de bactérias das esponjas Hymeniacidon beliophila and Polymastia janeirensis
construida pelo programa ARB usando algoritmo neighbor-joining e o modelo

Kimura

sagens entre si e entre seus hospedei-
ros. Sao descritos dois sistemas princi-
pais, um a longa distancia mediado por
substincias quimicas soliveis e outro
a curta distancia que depende do con-
tato celular. Isso inclui varios canais de
sinalizacdo quimica entre os microrga-
nismos e pode ser utilizado como fer-
ramenta para o entendimento das rela-
¢oes entre microbios e esponjas.

As perspectivas apontam para a neces-
sidade de uma cooperacio entre mi-
crobiologistas, biélogos, quimicos, ta-
xonomistas, bioengenheiros e bioinfor-
matas em um estudo coordenado de
diversidade e da associacio entre in-
vertebrados marinhos, bactérias, archa-
eas e eucariotos, na busca por novos
metabdlitos secunddrios, de um poten-
cial biotecnolégico ainda pouco explo-
rado.
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