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

Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo.

RESUMO

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

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

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

Molecular; Bactérias marinhas.



Anticancer potential of bacteria recovered from ascidians, sponges and sediments
collected in Atol das Rocas. Master's Dissertation of Karen Yadira Alzate Velasco, under the
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ABSTRACT

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

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

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

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

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

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

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

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

ocupar todo o assoalho marinho.

1.2 Substancias derivadas de organismos marinhos e seu potencial farmacolégico

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

acontecem nos habitats marinhos (21).

1.3 Potencial anticancer das substancias de origem marinha

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1.4  Atol das Rocas e suas carateristicas ecoldgicas

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

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

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

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

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

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

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

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

interesse para ser investigado.
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De forma geral, o Atol das Rocas abriga uma diversidade nica com microbiota associada
produtora de substancias com importancia farmacolégica. A abordagem empregada foi muito
eficiente e satisfatdria, o que permitiu a deteccéo e identificacdo de diversas classes quimicas
produzidas pelas amostras bacterianas avaliadas. Particularmente, isso foi possivel devido a
espectrometria de massa ser uma ferramenta muito versatil que gera um grande nimero de
dados, incluindo informac@es estruturais importantes de moléculas orgénicas, que aceleraram a
identificacdo de compostos nos extratos brutos. Além disso, o uso da plataforma GNPS, que é
uma grande novidade para a Pesquisa de Produtos Naturais, acelerou a desreplicacdo de
compostos conhecidos sem isolamento e, além disso, destacou grupos quimicos de compostos
que sdo os responsaveis da atividade bioldgica. Além disso, foi identificado o género da maioria
das bactérias, isolando e identificando o gene rARN 16S das bactérias com atividade citotoxica,
permitindo relacionar os grupos quimicos identificados com o0s géneros bacterianos
identificados. Portanto, podemos concluir que o Brasil possui uma fonte inestimavel de
biodiversidade nos ecossistemas das suas ilhas, que deve ser altamente protegida contra

qualquer tipo de acdo antropica para evitar alteracGes ou perdas das espécies atuais.
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