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RESUMO: (A biologia das arqueias halofilicas e seu potencial biotecnoldgico). Ambientes hipersalinos encontram-se distri-
buidos por todas as partes do mundo, onde podem ser observados organismos representantes dos dominios Archaea, Bacteria
e Eukarya. Nesta revisao, sdo abordados os principais topicos referentes, a taxonomia, filogenia e biotecnologia de arqueias
halofilicas, como, por exemplo: a produgio de biopolimeros ou enzimas e biodegradagio de compostos toxicos. O grupo de
pesquisa vem trabalhando para descrever novas linhagens de arqueias halofilicas assim como determinar a comunidade des-
ses micro-organismos em estudos de metagenomica das logoas de Araruama, um dos maiores complexos naturais hipersalino
do mundo, localizado no estado do Rio de Janeiro, Brasil.

Palavras-chave: hipersalino, Archaea, biotecnologia.

ABSTRACT: (The halophilic archaeal biology and its biotechnology potential). Hypersaline environments are distributed
worldwide and the microorganisms able to grow in these environments are found in all three domains of life: Archaea, Bacte-
ria, and Eukarya. In this review, we addressed the major topics concerning the taxonomic, phylogenetic and biotechnological
applications of halophilic Archaea, for example, the production of biopolymers, enzymes and the biodegradation of toxic
compounds. Our research group has been working to describe new halophilic archaeal lineages and to determine the halo-
philic communities by metagenomic approach from one of largest hypersaline lagoon in the world, localized in Araruama,

Rio de Janeiro State, Brazil.
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OS MICRO-ORGANISMOS E
OS AMBIENTES EXTREMOS

Os micro-organismos estdo em praticamente todos os
ambientes da biosfera e realizam papéis fundamentais
nos ciclos biogeoquimicos (Gribaldo & Brochier-Arma-
net 2006). Comunidades microbianas representam mais
da metade da biomassa global e estdo ndo somente bem
adaptadas em ambientes amenos, mas também em am-
bientes extremos tais como: profundidades abissais dos
oceanos, fontes hidrotermais, ambientes hiper-salgados,
geleiras entre outros. Os organismos encontrados nesses
ambientes extremos sdo denominados extremofilicos ¢
encontram-se distribuidos nos trés dominios que com-
pdem a atual arvore da vida: Archaea, Bacteria e Euca-
rya (Woese 1995). A adaptagdo dos organismos extre-
mofilicos a esses ambientes obrigou-os a desenvolver
componentes celulares e estratégias bioquimicas que
podem ser empregados em condi¢des drasticas, frequen-
temente presentes nos processos industriais e biotecno-
logicos (Champdoré et al. 2007).

Alguns modelos filogenéticos de evolugdo indicam
que os primeiros organismos extremofilicos foram os
hipertermofilicos, com crescimento 6timo em tempe-
raturas acima de 75 °C, podendo atingir a 121 °C e to-

lerando temperaturas de até 130 °C (Kashefi & Lovley
2003). Evidéncias geoldgicas e geoquimicas sugerem
que a Terra se manteve quente por varios milhdes de
anos, devido a frequentes impactos de meteoritos, que
foram capazes de aquecer os oceanos e a atmosfera em
até 100 °C (Kashefi & Lovley 2003). Assim, os micro-
-organismos hipertermofilicos poderiam ter sido os pri-
meiros organismos vivos na terra primitiva (Rossi et al.
2003). Além desses organismos, outros exemplos apa-
recem descritos na literatura sobre extremofilicos: os
psicrofilos possuem crescimento 6timo em temperaturas
abaixo de 20 °C; os bardfilos que apresentam um cres-
cimento 6timo em pressdo maior que uma atmosfera; os
acidofilos e os alcalofilicos que tém crescimento 6timo
em ambientes de pH menor que 3 e maior que 10 respec-
tivamente; os halofilicos, necessitam de concentragdes
de sais acima de 2 M de NaCl para seu crescimento; e
os metanogénicos, produtores do gas metano que vivem
em ambientes anoxicos tais como: pantanos, estagdes de
esgoto, manguezais, intestinos de animais ¢ humanos
(Cardoso ef al. 2003). As arqueias halofilicas sdo aptas a
colonizar ambientes salinos e algumas delas vém sendo
utilizadas como modelos de estudos sobre a origem da
vida e mecanismos moleculares de adaptagdo as condi-
¢oes extremas de hipersalinidade (Cavalier-Smith 2006).
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OS AMBIENTES HIPERSALINOS

Ambientes salinos resultam do acimulo de agua ma-
rinha em depressdes com equilibrio hidrico negativo,
onde a evaporacdo excede a precipitacdo. Estes siste-
mas tém tipicamente a mesma composicao de cations ¢
anions da 4gua marinha, embora muito mais concentra-
dos (Clementino et al. 2008). Muitos ambientes salinos
e hipersalinos encontram-se distribuidos pelo planeta
Terra. A concentracdo de sais nesses ambientes pode
variar de 3,5%, que € a concentracdo aproximada dos
sais dissolvidos na agua do mar, até concentragdes pro-
ximas da saturag@o, 35% em tanques cristalizadores de
sal (Dyall-Smith & Danson 2001).

As salinas sdo ambientes artificiais onde a agua do
mar ¢ evaporada e o sal comercial é obtido. O “Great
Salt Lake” em Utah, o Mar Morto em Israel, o Mar Ver-
melho, o Deserto de Atacama no Chile e o complexo
de lagoas em Araruama no Rio de Janeiro (Fig. 1), sdo
exemplos de ambientes hipersalinos (Clementino et al.
2008). Estes habitats contém quantidades de cloreto de
sodio (NaCl) proximo dos limites de tolerancia bioldgi-
ca. Apesar de muito estudado, a composi¢do da micro-
biota destes ambientes ndo foi plenamente identificada
pelos métodos classicos de isolamento e cultivo. O uso
de técnicas de biologia molecular, como a construgdo
de bibliotecas do gene RNA ribossomal 16S, tem pro-
porcionado um melhor conhecimento da composi¢do
das comunidades microbianas que vivem em ambientes
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com elevada concentrag@o de sal (Sorensen et al. 2005,
Clementino et al. 2008).

O habitat dos micro-organismos halofilicos extremos
¢ hipersalino e as arqueias em cultivo laboratorial re-
querem para o crescimento, entre 1,5 a4 M de NaCl, o
que significa um ambiente com até 10 vezes a salinidade
encontrada na agua do mar (Cardoso et al. 2003). Esses
organismos respondem bem as grandes variagdes am-
bientais, incluindo intensa radiacdo solar, temperaturas
altas (entre 40-50 °C) durante o dia e baixas durante a
noite, alta salinidade e estresse oxidativo (Shukla 2006).
A prevaléncia de determinados fons em um ambiente
hipersalino depende, em grande parte, da topografia e
geologia local, além das condigdes climaticas gerais. O
efeito de altas concentragdes de sal pode ser danoso ou
letal para muitos componentes da biota. Alguns euca-
riotos, principalmente o microcrustaceo Arthemia sp. e
a alga Dunaiella sp., se adaptaram a vida em ambientes
com salinidade proxima da saturagdo (Tafreshi & Sha-
riati 2009). Para sobreviver e prosperar em ambientes
hipersalinos, os micro-organismos halofilicos e haloto-
lerantes precisam desenvolver mecanismos de osmoa-
daptacdo e tolerancia ao sal (Oren 2002).

O DOMINIO ARCHAEA

Em 1990, Carl Woese e colaboradores propuseram a
substituicdo da visdo bipartida da vida (procarioto/euca-
rioto) por um esquema baseado no sequenciamento do

Figura 1. A. Localizagdo geografica do Complexo Lagunar de Araruama no sudeste do estado do Rio de Janeiro. e, ponto de coleta na Lagoa
de Araruama; m, ponto de coleta na Lagoa de Pernambuco; V¥, ponto de coleta na Lagoa Vermelha. B. Tabuleiros utilizados para extragdo de
sal através da evaporagdo da agua do mar — Lagoa Vermelha. C. Amostra de sedimento e agua coletada no tabuleiro de sal. D. Armazém de
estocagem do sal na salina.
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RNA ribossomal, denominado como os trés dominios:
Archaea, Bacteria e Eukarya. O dominio Archaea apre-
senta um grande nimero de aspectos comuns aos domi-
nios Bacteria ¢ Eukarya, mas também possui caracteris-
ticas unicas (Beveridge 2001). No que diz respeito ao
sistema de processamento de informagdes, a estrutura
dos ribossomos e da cromatina, a presenca de histonas,
assim como a similaridade entre sequéncias das prote-
inas envolvidas na traducdo, transcricdo, replicacdo e
reparo do DNA, apontam para uma maior proximida-
de entre Archaeca ¢ Eukarya. Por outro lado, algumas
moléculas importantes da maquinaria de replicagdo de
DNA, como as primases, envolvidas nos processos de
elongagdo e iniciacdo, e as helicases replicativas, ndo
sa30 homologas as dos eucariotos e, nem as das bactérias
(Woese 1995, Woodman et al. 2011).

O dominio Archaea compreende, atualmente, cinco
filos: Crenarchaeota, Thaumarchaeota, Euryarchaeota,
Korarchacota ¢ Nanoarchaeota (Gribaldo er al. 2006
e Pester et al. 2011). Crenarchaeota consiste de uma
Unica classe, a Thermoprotei, que contém organismos
capazes de crescer em altas temperaturas (70 a 113 °C).
Todos os organismos cultivados deste filo sdo termofili-
cos (Konneke et al. 2005). O Nitrosopumilos maritimus
¢ o Unico representante do filo Thaumarchaeota isolado
em cultura pura (Kdnneke et al. 2005). Este organismo
que oxida amdnia como fonte de energia, foi recente-
mente isolado da dgua de aquario marinho. O Cenar-
chaeum symbiosum (simbionte de esponjas) também ¢
um Thaumarchaeota que habita temperaturas mais ame-
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nas, assim como outras Thaumarchaeotas mesofilicas
dos ambientes marinhos (Preston et al. 1996).

O filo Euryarchaeota consiste de sete classes: Me-
thanobacteria, Methanococci, Halobacteria, Thermo-
plasmata, Thermococci, Archacoglobi e Methanopyri.
Exceto para Methanococci, que ¢ subdividido em trés
ordens, cada classe contém uma Unica ordem. O filo
Korarchaeota engloba organismos hipertermoéfilos pou-
co conhecidos, identificados a partir de seqiiéncias de
DNA que codificam o gene ribossomal 168, isoladas de
fontes termais terrestres, porém somente sao mantidas
no laboratorio na forma de culturas mista (Barns et al.
1996).

Pesquisas realizadas em uma fenda termal localizada
no fundo do mar da Islandia, em 2002, levaram a iden-
tificagdo de uma nova espécie de arqueia apresentando
caracteristicas bastante distintas, quando comparados
aos demais membros desse dominio, sendo proposta
a criacdo do filo Nanoarchaeota. A espécie Nanoar-
chaeum equitans (Huber et al. 2002) se diferenciam
das demais arqueias por ser aparentemente muito pri-
mitiva, sendo encontrada em associagdo com outra ar-
queia (Igniococcus sp.). Este organismo de morfologia
arredondada ¢ bastante pequeno, apresentando cerca de
400 nm de diametro e possui um pequeno genoma, de
0,5 Megabases. De acordo com seus descobridores, as
grandes diferencas apresentadas por Nanorachaeum em
relacdo a seqiiéncia de RNA ribossomal, sugerem que
tal organismo seja classificado em um novo filo (Huber
et al. 2002). Alguns autores propdem sua raiz evolutiva

Halobaculum gamorrense (L37444)

Halorubrum litoreum (EF028067)

Haloplanus natans (AB477975)

Halogeometricum boriquense (AF002984)

Halosarcina pallida (AB477980)
Haloquadratum walsbyi (AY676200)

Haloferax volcanii (K00421)

Natronorubrum thiooxidans (AY862140)
Natrinema gari (AB289743)
Haloterrigena salina (AM942763)

Natrialba aegyptia (AF251941)
Halostagnicola larsenii (AM117571)
Natronolimnobius baerhuensis (AB125107)

Halopiger xanaduensis (AM268114)

Haladaptatus jeotgali (EF660747)

Halalkalicoccus tibetensis (AF43112)

Halococcus morrhuae (D11106)

Haloalcalophilum atacamensis (AJ277204)

Haloarcula marismortui (X61688)

Halomicrobium mukohataei (EF645691

Natronococcus yunnanense (DQ917777)
Halovivax ruber (AM269467)
Natronobacterium gregoryi (D87970)

Halobiforma haloterrestris (AF333760)

Natronobacterium pharaonis (D87971)

Halosimplex carlsbadense (AF320479)
Halobacterium jilantaiense (DQ256409)

Halorhabdus tiamatea (EF127229)

Figura 2. Arvore filogenética representando a familia Halobacteriacea. Arvore baseada no gene que codifica o RNAr 16S, mostrando uma

espécie representativa de cada género da familia Halobacteriaceae, construida pelo programa ARB utilizando algoritmo Neighbor-Joining.
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no filo Euryarchaeota (Gao & Gupta 2007), enquanto
outros propdem a alocacdo de N. equitans em um ramo
que ndo emerge nem de Crenarchaeota e, nem de Eu-
ryarchaeota (Gribaldo & Brochier-Armanet 2006).

ARQUEIA HALOFIiLICA

As arqueias halofilicas pertencem ao filo Euryarcha-
eota, classe Halobacteria ¢ habitam ambientes extre-
mamente salinos (Falb et al. 2008), podendo ser clas-
sificadas como: halofilicas moderadas, que crescem de
5 a 20% de NaCl, e halofilicas extremas, que crescem
nas concentragoes de 20 a 30% de NaCl (Olliver et al.
1994). As arqueias halofilicas s3o classificadas filoge-
neticamente em 29 géneros contendo varias espécies,
definidas com base na seqiiencia do gene RNAr 16S
e em caracteristicas morfo-fisioldgicas, (Oren et al.
2008) (Fig. 2). Sao descritos os géneros: Haladaptatus,
Halalkalicoccus, Haloalcalophilium, Haloarcula, Ha-
lobaculum, Halobiforma, Halobacterium, Halococcus,
Haloferax, Halogeometricum, Halomicrobium, Halopi-
ger, Haloplanus, Haloquadratum, Halorhabdus, Halo-
rubrum, Halosarcina, Halosimplex, Halostagnicola,
Haloterrigena, Halovivax, Halorubrum, Natrialba,
Natrinema, Natronobacterium, Natronococcus, Natro-
nolimnobius e Natronorubrum (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov). Além desses géneros, ocorrem seqiiéncias de-
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positadas no GenBank da familia Halobacteriaceae nao
classificadas e de origem ambiental.

Estes organismos apresentam morfologias comuns,
como de cocos e bacilos, e algumas formas inusitadas,
como tridngulos, quadrados e em formato de pinha (Fig.
3). Apesar do grupo das haloarchaea apresentar carac-
teristicas comuns, como por exemplo, a capacidade de
se adaptarem aos ambientes salinos extremos, seu me-
tabolismo pode ser muito diferente. Algumas sao hete-
rotroficas e catabolizam aminoacidos e agucares, outras
sdo autotroficas e utilizam sais minerais, CO, ¢ amdnia
como fonte de energia (Falb et al. 2008).

Espécies da familia Halobacteriacae e da ordem Ha-
loanaerobiales tém despertado grandes interesses, uma
vez que muitas arqueias anaerobicas apresentam grande
potencial biotecnologico para a producao de moléculas
adaptadas aos processos industriais que operam com
baixa tensdo de oxigénio e com altas concentragdes de
sais (Horikoshi 1999). Esses organismos desenvolve-
ram estratégias para se adaptar a salinidade, sendo uma
delas o ajuste da concentragdo dos solutos intracelulares
de maneira a compensar o aumento da salinidade exter-
na. fons inorganicos como K*e Cl- sdo os mais utiliza-
dos no equilibrio da osmolaridade (Grant 2004).

As arqueias halofilicas possuem uma caracteristica
marcante no equilibrio da pressdo osmoética em am-
bientes hiper-salinos, elas acumulam sais inorganicos

Haloarcula amylolytica (DQ826513)

100

99 'L_Ha/obacterium sp.(AY987820)

Isolado 1

Haloarcula marismortui (AY596297)

Il Halalkalicoccus tibetensis (AF435112)
Natronobacterium tibetense (AB005656)

100

Isolado 1

Isolado 2

_[ Haladaptatus paucihalophilus (DQ344973)
87 &= Haloarchaeon W1 (AY292394)

Figura 3. Alocagdo filogenética e microscopia eletronica de transmissdo (Isolado 1) e microscopia optica (Isolado 2) de micro-organismos do

dominio Archaea. isolados do Complexo Lagunar de Araruama.
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no interior da célula, enquanto as bactérias acumu-
lam principalmente solutos organicos (Okamoto et al.
2008). Outra estratégia ¢ o acimulo de solutos compa-
tiveis, pequenas moléculas organicas que nao interfe-
rem no metabolismo celular e na maquinaria molecular.
Solutos compativeis sdo normalmente compostos nao
carregados ou eletricamente neutros (zwitterionicos)
quando submetidos as condigdes intracelulares (Grant
2004). Estudos mostram que o acimulo de solutos tem
outro papel, além do equilibrio osmético, o de aumentar
a estabilidade das proteinas protegendo as enzimas da
desnaturacao (Roberts 2005).

Os solutos utilizados pelos micro-organismos halo-
filicos, podem ser classificados em: agucares (trealose,
sacarose, sulfotrehalose e glucosilglicerol) e polidis
(glicerol, arabitol e manitol); aminoacidos e seus deri-
vados (prolina, glutamato e glutamina), incluindo meti-
laminas (Saum & Muller 2007); além de betainas (com-
postos de trimetilaménio), ectoinas e ocasionalmente
peptideos (Roberts 2005). Fazendo uma comparagdo
da composicdo de aminoacidos das proteinas, foi ob-
servado que as halofilicas sdo muito ricas em aminoa-
cidos acidos (glutamato e aspartato), devido a presenga
de muitas cargas negativas sobre a sua superficie, per-
mitindo uma maior hidratagdo e impedindo que a alta
concentra¢do salina cause o fenomeno de agregagdo das
proteinas (Champdoré et al. 2007).

CULTIVO DE ARQUEIAS HALOFILICAS

O cultivo das haloarchaeas ¢ realizado em meios de
cultura especificos, contendo altas concentragdes de
sais, dificultando ou mesmo inibindo o crescimento
de outros micro-organismos (Rodriguez-Valera et al.
1980). Os sais mais utilizados na preparagdo desses
meios sdo cloreto de sddio (NaCl), cloreto de magnésio
(MgCl,), cloreto de potéassio (KCI) e cloreto de calcio
(CaCl)), cujas concentragdes podem variar, chegando
ao limite de saturacdo na dgua proximo dos 30% (Lanyi
& Steveson 1969). Esses sais simulam o ambiente hi-
persalino, selecionando os micro-organismos que pos-
suem mecanismos adaptativos requeridos para o cresci-
mento nessas condigdes (Fig. 4).

Em sistemas salinos, como a lagoa de Araruama e
as salinas adjacentes (Fig. 1A e B), a d4gua do mar ¢
bombeada com a utiliza¢do de energia e6lica para cris-
talizadores onde o sal é progressivamente precipitado
através da evaporagdo da agua. Este processo resulta em
um ambiente com gradiente salino, que permite a pre-
seng¢a de muitos micro-organismos halofilicos, variando
de 4gua do mar até os leitos cristalizados onde o sal ¢
precipitado (Baas Becking 1931).

O crescimento de micro-organismos halofilicos fo-
totroficos ocorre em poucas espécies, sob baixa tensdo
de oxigénio e ¢ extremamente lento e ineficiente, além
de ndo apresentar nenhuma vantagem frente o cultivo
quimioorganotrofico. Em relagdo as condi¢des de tem-
peratura, a margem de crescimento varia de 37-50 °C.
Temperaturas mais baixas apresentam algumas vanta-
gens uma vez que a solubilidade do oxigénio diminui
com aumento da temperatura, o que pode ser um fator
limitante em culturas em meios liquidos sem agitagao
(Rodriguez-Valera et al. 1980).

Em relagdo ao pH, os halofilicos se dividem em 2
grupos, os neutrdfilos e os alcalifilicos, os quais apre-
sentam crescimento favoravel em pH 7,2 e 9,5 respec-
tivamente. Meios de cultura contendo carboidratos me-
recem cuidados especiais em relagao ao pH, pois ele cai
bruscamente durante o cultivo tornando o meio 4acido
e induzindo uma fase estaciondria prematura (Lanyi &
Steveson 1969). Micro-organismos halofilicos sdo mui-
to sensiveis a presenca de sais biliares (Kamekura ez al.
1988). Quando possivel, as peptonas devem ser evita-
das uma vez que elas sdo geralmente contaminadas com
estes sais, embora alguns fabricantes oferecam produtos
livres desses compostos. Meio de cultura contendo ex-
trato de levedura, carbono, nitrogénio e fonte de fosforo
¢ considerado um dos mais eficientes no crescimento
dos halofilicos (Rodriguez-Valera et al. 1980).

Hidrolisados de caseina, como casaminoacidos ou
triptona, tém sido usados com sucesso por muitos pes-
quisadores, embora uma fonte adicional de fosforo pos-
sa ser requerida (Charlebois et al. 1987). A glicose é o
melhor agucar a ser utilizado como fonte de carbono
e energia por espécies que utilizam carboidratos, ja os
dissacarideos como a sacarose ou a lactose sdo substra-

Figura 4. Cultivo de micro-organismos provenientes da regido de Araruama utilizando meios de cultura hipersalinos liquidos e sélidos.
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tos pouco utilizados. Todas os halofilicos exigem NaCl
em concentragdes que variam entre 50-250g/litro. O
magnésio ¢ requerido por espécies nao alcalifilicas, em
concentragdes de 20g/litro para a maioria das linhagens,
assim como sulfato ou cloreto. Finalmente, o calcio esta
sempre presente nas formulagdes para halofilicos, nor-
malmente em baixas quantidades (Lanyi & Steveson
1969).

A preservacao das linhagens halofilicas merece um
cuidado especial, uma vez que algumas linhagens sdo
conhecidas por possuir grande variabilidade devido a
rearranjos genomicos (Pfeifer & Blaseio 1990). Cul-
turas semeadas em agar inclinado e mantidas na tem-
peratura de 4 °C podem manter as células por meses
e até um ano, sem apresentar significante decréscimo
da viabilidade celular (observacao pessoal). O método
mais indicado para uma manuten¢ao por longo periodo
¢ a estocagem a -70 °C apo6s a adi¢do de 15% de glice-
rol. Outro método que tem proporcionado boa manuten-
¢do da viabilidade celular é o que chamamos de Liguid
drying, um método alternativo ao Vacuum-drying para
a preservacdo de organismos particularmente sensiveis
ao estagio inicial de congelamento durante o processo
de liofilizagdo. O fator intrinseco deste processo ¢ que
a cultura ¢ preservada do congelamento e a secagem
ocorre diretamente a partir da forma liquida.

Existem em torno de 803 espécies de arqueias ha-
lofilicas, além daquelas de origem ambientais nao
classificadas em bancos de dados como, por exemplo,
o GenBank do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov,
acesso em Junho de 2009). No Brasil, Clementino e
colaboradores isolaram e identificaram as duas primei-
ras arqueias halofilicas (Figs. 3 e 4) de uma salina na
regido de Araruama, localizada no Rio de Janeiro. Os
experimentos adicionais exigidos para a descri¢do de
novas espécies pelo International Journal of Systema-
tics and Evolutionary Microbiology (Oren et al. 2008),
estdo sendo realizados em colaboragdo com o professor
Antonio Ucero Ventosa, da Universidade de Sevilla,
Espanha, membro do International Committee on Sys-
tematics of Prokaryotes, visando a descricdo das novas
espécies de arqueias halofilicas isoladas em cultura pura
pela primeira vez no Brasil.

METAGENOMICA DAS
COMUNIDADES HALOFILICAS

O interesse em micro-organismos halofilicos produ-
tores de compostos biologicamente ativos vem crescen-
do, mas a maior parte das espécies que compdem es-
sas comunidades microbianas ainda ndo foi isolada em
cultura pura. Como alternativa para a prospec¢ao dessa
biota, os metagenomas de ambientes halofilicos vem
sendo utilizados com sucesso na identificacdo de genes
alvos envolvidos na sintese de produtos naturais de in-
teresse comercial (Cardoso et al. 2003). Esse método
envolve a construg@o de bibliotecas gendmicas através
de extracdo e clonagem de DNA metagenomico, extrai-

do diretamente do ambiente, sem a necessidade do iso-
lamento do organismo de interesse (Stein et al. 1996).
Além da utilizagdo do RNAr 16S, atualmente, com o
avanco das técnicas de sequenciamento de DNA e bio-
informatica, ¢ possivel reconstruir e conhecer genomas,
vias metabolicas e principalmente novas biomoléculas
com interessantes propriedades biotecnologicas (Pasi¢
et al. 2009).

Atualmente varios genomas completos e plasmide-
os de micro-organismos halofilicos estdo disponiveis
no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), como por
exemplo, Salinibacter ruber DSM 13855 plasmideo
pSR35 - CP 000160, Haloarcula sp. AS7094 plasmideo
pSCM201 — NC 006426 ¢ Halobacterium sp. NRC-1
plasmideo pNRC100 — NC 001869. Estes e outros de-
positos estdo contribuindo para um melhor entendimen-
to de estratégias adaptativas e evolutivas, mas também
fornecendo um precioso banco de sequéncias e de mo-
léculas de interesse biotecnologico e industrial (Cor-
celli et al. 2004, La Duc et al. 2007).

Estudos feitos utilizando extracdo do DNA ambien-
tal e técnicas de PCR, andlises filogenéticas e cultivo
em meios diferenciados demonstram que o percentual
de arqueias cultivadas ndo condiz com a maioria das
espécies encontradas nesses ambientes (Burns er al.
2004). As técnicas moleculares indicam que a diversi-
dade das arqueias halofilicas ¢ muito maior do que o
previsto inicialmente, e muitas delas ainda ndo foram
cultivadas (Clementino et al. 2008). Como exemplo, as
haloarchaeas quadradas, Haloquadratum walsbi, repre-
sentam 40% a 80% das arqueias presentes em muito la-
gos salinos, porém poucos membros deste grupo foram
cultivados em laboratorio com as técnicas de cultivo
empregadas atualmente (Burns et al. 2004).

APLICACOES BIOTECNOLOGICAS

O aumento no nimero de arqueias isoladas, os recen-
tes trabalhos utilizando metagenomica e as respectivas
descobertas das extremozimas documentam enorme de-
senvolvimento no campo cientifico. Essas enzimas se
tornaram modelos para estudar a evolugdo de sistemas
enzimaticos, a estabilidade da estrutura das proteinas
e os mecanismos da atividade catalitica em condi¢des
drésticas (Champdoré¢ et al. 2007). O interesse cientifi-
co pelas arqueias halofilicas vem crescendo nos tltimos
anos em funcao da necessidade de compreender os me-
canismos bioquimicos envolvidos na resisténcia a estas
condigdes extremas que desencadearam adaptagdes ne-
cessarias para a sobrevivéncia em altas concentragdes
de sais (Champdoré et al. 2007, Cardoso et al. 2003).
De fato, proteinas isoladas destas arqueias sdo conside-
radas uteis para uma variedade de aplica¢des, neste caso
pelas suas extraordindrias propriedades em atuarem em
condig¢des hipersalinas (Tab. 1).

As extremozimas halofilicas desempenham fungdes
semelhantes as outras ndo halofilicas, porém requerem
a presenca de grandes quantidades de sais (até 4 M de
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Tabela 1: Produtos halofilicos com possiveis aplicagdes biotecnologicas

Produtos

Aplicagdes

Referéncias

Bacteriorodopsina

Solutos Compativeis

Biopolimeros

Exopolissacarideos

Lipossomos

Acido poli-y-glutamico
Polihidroxialcanoatos

Enzimas
Halocinas

Vesiculas de Gas

Pigmentos Carotenoides

Aparelhos oticos para fins terapéuticos e clinicos, comutagéo e portas
oOpticas, holografia, conversores fotoelétricos.

Estabilizadores celulares e moleculares, resisténcia a salinidade, apli-
cagdes em industrias farmacéuticas e de cosméticos.

Emulsificantes, estabilizantes, espessantes, agentes gelificantes e
lubrificantes.

Carreadores de farmacos com aplicagdes médicas.

Humectantes, refinadores.

Plasticos biodegradaveis, proteses.
Hidrolases e Isomerases.
Aplicacdes clinicas em cardiologia e em transplantes de orgaos.

Apresentagdo de antigenos e desenvolvimento de vacinas.

Produzido como agente antixidante, suplementagao dietética, utilizado

Topolancik & Vollmer 2007
Rao 2010, Trivedi et al. 2011

Roberts 2005, Wood et al. 2001

Souza & Garcia-Cruz 2004

Batista et al. 2007

Wei et al. 2009

Pettinarim et al. 2001
Bhatnagnar ez al. 2005
O’Connor & Shand 2002
Lequerica et al. 2006
Sremac & Stuart 2008

Oren 2002

(B-caroteno)

Ectoina e Hidroxiectoina

na industria farmacéutica e em cosméticos.

Enzima responsavel pelo equilibrio. hidrico celular. Recentemente

Tafreshi & Shariati 2009
Oren 2002

iniciou-se sua produ¢do em escala industrial.

NaCl) para manterem as suas atividades, solubilidade
e estabilidade (Champdoré et al. 2007). A repulsdo ele-
trostatica causada por uma abundancia de cargas negati-
vas na superficie das proteinas halofilicas ¢ neutralizada
por ions da fase aquosa resultando em uma estrutura
mais estavel. Como conseqiiéncia, as enzimas halofili-
cas se equilibram entre a flexibilidade, que proporciona
uma maior propriedade catalitica, e a rigidez, para evi-
tar a desnaturacdo pelo excesso de sal (Oren 2002).

A propriedade fisico-quimica das proteases em adap-
tacdo a ambientes extremos ¢ um modelo util para a
compreensdao dos mecanismos envolvidos nas intera-
¢oes entre as proteinas e os solventes. Muitas proteases
halofilicas identificadas apresentam aplicagdes indus-
triais e biotecnoldgicas (Okamoto et al. 2008). Lanyi e
Steveson em 1969 avaliaram a estabilidade da catalase
de Halobacterium cutirubrum na presenca de DMSO
(dimetilsulfoxido) e observaram que concentra¢des de
2,5-5 M de NaCl foram capazes de ativar a enzima e
manter 100% da sua atividade. Por outro lado, a pro-
tease de Haloferax mediterranei na presenca de 10%
(v/v) de n-propanol manteve apenas 1% de sua ativi-
dade, enquanto que com 10% (v/v) de DMF, 30% da
atividade foi mantida (Stepanov et al. 1992). Ryu et al.
(1994) avaliaram a atividade da protease de Halobacte-
rium halobium na presenga de 80% de DMF:agua (v/v)
e demonstraram que, além de manter a atividade, a en-
zima teve sua atividade esterasica aumentada cerca de
80 vezes em relacdo a atividade amidase.

A capacidade de produzir e acumular altas concen-
tracdes de compostos organicos de baixo peso molecu-
lar torna as arqueias halofilicas moderadas uteis para a
producao destes osmolitos. Alguns solutos compativeis,
especialmente glicina, betaina e ectoinas ganharam uma
atencdo consideravel nos ultimos anos, devido as suas

propriedades como estabilizadoras de enzimas, acidos
nucléicos e membranas naturais e artificiais (Roberts
2005).

O uso industrial desses compostos pode ser realizado
na producdo farmacéutica e cosmética. Os carotenodides
sdo utilizados na indlstria alimenticia como corante
de alimentos e como aditivos em produtos alimentares
(Champdoré¢ et al. 2007). Assim, as investigagdes da
utilizacdo de halofilicos moderados como produtores de
carotendides podem ser de grande interesse industrial
(Ventosa et al. 1998). Além disso, arqueias halofilicas
produzem vesiculas de gas, que possuem potencial para
uso clinico, como uma apresentagao alternativa de anti-
geno, ou seja, como adjuvante para o desenvolvimento
de vacinas (Sremac & Stuart 2008).

CONSIDERACOES FINAIS

Os ambientes hipersalinos constituem um dos ecos-
sistemas mais fascinantes no que se refere a relevancia
cientifica no estudo da ecologia e evolugdo das comuni-
dades microbianas. As estratégias unicas adotadas pelos
micro-organismos halofilicos para suportar as altas con-
centracdes de sais, além das potenciais aplicagdes bio-
tecnologicas de seus produtos, sdo hoje temas bastante
explorados por pesquisadores de todo mundo.

Tais como todos os outros ecossistemas do nosso
planeta, os ambientes salinos estdo sujeitos a contami-
nagdo por metais pesados, esgotos e outros compostos
toxicos de origem antropogénica. Efluentes urbanos e
industriais sdo muitas vezes descarregados em salinas
desativadas, especialmente nos paises em desenvolvi-
mento (observagdo pessoal). Varios processos indus-
triais empregados na producdo de pesticidas, produtos
quimicos e farmacos, bem como extragdo de petrdleo
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e gas, geram bilhdes de litros de agua salgada para se-
rem descartados no meio ambiente. Estima-se que 5%
do total de efluentes do mundo s@o altamente salinos.
A industria do petroleo gera uma enorme quantidade
de 4guas residuais (dguas de producgdo) com alta sali-
nidade além de contaminadas com 6leo (Le Borgne et
al. 2008). Devido a queda na disponibilidade de agua
doce, o uso de agua salgada bem como sua reutilizagdo,
sdo estratégias que estdo sendo usadas na industria, au-
mentando o volume de efluentes hipersalinos a serem
tratados.

O tratamento biologico desses residuos industriais e
a bioremediacdo de dguas de produgdo ndo € possivel
com micro-organismos convencionais devido a alta sa-
linidade que promove a perda da integridade da parede
celular, desnaturando as proteinas e produzindo alte-
racdes na pressdo osmotica que lisa as células. Assim,
micro-organismos halofilicos sdo excelentes candidatos
para a degradacdo de poluentes em ambientes com altas
concentragdes de sal (Le Borgne et al. 2008).
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