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Resumo

Os produtos naturais sdo uma importante fonte de moléculas com aplicagdes
terapéuticas e biotecnoldgicas. No entanto, a complexidade inerente as
matrizes bioldgicas e as crescentes taxas de redescoberta de moléculas
impdem desafios para a busca por novos compostos bioativos. A exploragao
de novos espécimes da biodiversidade e a aplicacdo de ferramentas
computacionais sdao imperativos para a identificacdo de novas entidades
quimicas promissoras. Foi proposto catalisar o processo de prospeccao
quimica para demonstrar o potencial das cianobactérias brasileiras como
fonte de novas moléculas bioativas. Nove linhagens de cianobactérias de agua
doce/terrestres foram cultivadas, extraidas e fracionadas. Extratos e fracdes
foram testados quanto ao potencial citotdxico contra o microcrustaceo
Artemia salina, antiproliferativo contra linhagens celulares de melanoma
humano e contra promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis. As amostras
foram analisadas em paralelo via UPLC-HRMS/MS. Foi criada uma rede
molecular através da plataforma GNPS. A desreplicagdo contou também com
o suporte da plataforma DAFdiscovery, ferramenta que, através da fusdo de
informagdes dos dados de LC-MS/MS com os metadados contendo
informagdes obtidas dos bioensaios, elenca quais as features se
correlacionam com a atividade bioldgica. A anotagdo seguida de busca em
base de dados foi realizada com auxilio do software SIRIUS. Quatro linhagens
de cianobactérias foram selecionadas seguindo essa abordagem devido ao
seu potencial ineditismo quimico e bioatividade, sendo elas Brasilonema
octagenarum, Anagnostidinema amphibium, Nostoc sp. e Komarekiella

atlantica.

Palavras-chave: Cyanobacteria, Metabolomica, Desreplicagdo, Produtos
Naturais.






Abstract

Natural products are an important source of molecules with therapeutic and
biotechnological applications. However, the inherent complexity of biological
matrices and the increasing rediscovery rates challenge the search for new
bioactive compounds. Exploring new specimens of biodiversity and applying
computational tools are imperative for identifying promising new chemical
entities. In this study, we proposed to catalyze the chemical prospecting
process to demonstrate the potential of Brazilian cyanobacteria as a source
of new bioactive molecules. Nine strains of freshwater cyanobacteria were
cultivated, extracted, and fractionated. Extracts and fractions were tested
for cytotoxic potential against the microcrustacean Artemia salina,
antiproliferative against human melanoma cell lines, and Leishmania (L.)
amazonensis promastigotes. Samples were analyzed in parallel via UPLC-
HRMS/MS. A molecular network was created using the GNPS platform.
Dereplication was guided by DAFdiscovery, a computational tool that, through
the fusion of information from LC-MS/MS data with metadata containing
information obtained from bioassays, indexed which features correlate with
biological activity. Annotation followed by a database search was performed
using the SIRIUS software. Brasilonema octagenarum, Anagnostidinema
amphibium, Nostoc sp., and Komarekiella atlantica were selected following

this approach due to their potential chemical novelty and bioactivity.

Key-words: Cyanobacteria, metabolomics, dereplication, natural products.
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1 - Introdugao

Compreender a capacidade da natureza de produzir moléculas
bioativas é importante para diversas areas do conhecimento, incluindo para
a descoberta de farmacos (Pye et al, 2017). Descobrir novas moléculas
biologicamente ativas originarias de Produtos Naturais (PNs) € um processo
cientifico que se justifica, uma vez que, de 1981 a 2019, cerca de 65% de todas
as pequenas moléculas aprovadas como farmacos pelo FDA foram inspiradas
em ou derivadas de produtos naturais (Newman e Cragg, 2020). Essas
moléculas tém em geral estruturas complexas (Vetter et al, 2011), em
particular no que diz respeito a estereoquimica e ao espago conformacional
(Chen e Kirchmair, 2020). Uma vez que a estrutura molecular esta
intrinsecamente ligada a atividade biolégica, os PNs representam um tesouro

de possibilidades biotecnoldgicas (Chopra e Dhingra, 2021).

1.1- Cianobactérias

Os estudos de nichos biolégicos pouco prospectados representam
potencial de inovacdo, como é o caso das cianobactérias (Niedermeyer, 2015),
gue sdao umas das mais antigas formas de vida presentes na Terra (Dixit e
Suseela, 2013). Geologistas e geoquimicos estimam que as cianobactérias
existem ha pelo menos 3,5 bilhdes de anos (Damazio, 2006). Estromatolitos
sdo fésseis que se formaram ha bilhdes de anos pelas atividades metabdlicas
microbianas, principalmente de procariotos fotoautotréficos (Schopf, 2006).

A capacidade fotossintetizante das cianobactérias é apontada como a
responsavel pela transmutagdo da atmosfera terrestre, antes
predominantemente constituida de gas carbdnico, para uma atmosfera rica
em oxigénio, o que possibilitou o desenvolvimento de formas mais complexas
de vida a partir de entdo (Mazard et al., 2016). A existéncia das cianobactérias
precede, portanto, a da camada de oz6nio (Jain et al., 2017).

Inicialmente as cianobactérias foram classificadas como algas, sendo
agrupadas conforme as classificagbes botanicas, que utilizam critérios
morfolégicos e fisiolégicos (Moreira, Vasconcelos e Antunes, 2013).
Posteriormente, a classificagao foi atualizada ao ser reconhecida a origem

bacteriana (estrutura procariotica), resultando em mudangas na
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nomenclatura e terminologia, sendo o nome “algas azuis” substituido por
“cianobactérias” (Komarek, 2020). Atualmente a classificacdo das
cianobactérias (Figura 1) obedece a critérios polifasicos, considerando as
informagdes genéticas e as caracteristicas morfolégicas e ecoldgicas
(Komarek et al., 2014).

Figura 1 - Micrografia das nove linhagens cianobactérias brasileiras de agua doce analisadas
neste estudo. A = Calothrix sp. CCIBt3320, B = Brasilonema octagenarum CCIBt3551, C =
Desertifilum tharense CCIBt3265, D = Anagnostidinema amphibium CCIBt3214, E =
Leptolyngbya sp. CCIBt3338, F = Myxosarcina sp. CCIBt3496, G = Komarekiella atlantica
CCIBt3307, H = Nostoc sp. CCIBt3329, | = Desertifilum tharense CCIBt3275

Fonte: arquivo pessoal

As cianobactérias formam um grupo de microrganismos adaptados a

varios habitats ecoldgicos, sendo encontrados em ambientes terrestres,
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marinhos, salobros e de agua doce (Dixit e Suseela, 2013), vivendo de modo
independente ou em relagdes simbidticas com fungos, plantas e animais,
como corais e esponjas (Huang e Zimba, 2019). Além disso, ha o registro da
presenca de cianobactérias em ambientes extremos, como areas glaciais,
fontes termais, géiseres, lagoas acidas e desertos (Vishnivetskaya, 2009). A
habilidade de fixar nitrogénio atmosférico (N.) de certas espécies de
cianobactérias, torna-as fundamentais na sustentacdo de diversos
ecossistemas (Bauersachs, Gugger e Schwark, 2020), como por exemplo, em
regides de permafrost, uma vez que as plantas dessas regides tém dificuldade
na fixagao desse elemento (Sayed et al., 2020).

As cianobactérias, através da sua trajetoria evolutiva, interagem com
diversos seres em variados habitats, situagdes que contribuem para a grande
diversidade morfologica celular, complexidade genética e riqueza quimica
observadas (Cassier-Chauvat, Dive e Chauvat, 2017; Mazard et al.,, 2016).
Dessa interagdo surgem diversas moléculas que cumprem papel de protegéo
contra competidores, aquisicio de nutrientes, entre outras. Essas
substancias sdo chamadas de metabdlitos secundarios (Zainuddin et al,
2009). Quimicamente, os metabdlitos secundarios de cianobactérias
pertencem a diversas classes quimicas, incluindo peptideos, policetideos,
flavonoides, alcaloides, terpenos, dentre outros (Cassier-Chauvat, Dive e
Chauvat, 2017; Mazard et al., 2016).

As cianobactérias sdo notdérias produtoras de moléculas chamadas
cianotoxinas, substancias que fazem parte do seu metabolismo especializado
e que podem causar danos a saude humana e animal (Moreira, Vasconcelos
e Antunes, 2013). Algumas das cianotoxinas mais conhecidas sdo as
microcistinas, nodularinas, anatoxinas, saxitoxinas e cilindrospermopsinas

(Nielsen e Jiang, 2020) (Figura 2).
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Figura 2 - Estruturas das toxinas produzidas por cianobactérias
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A atividade antropomodrfica causa o despejo, em rios e mares, de
substancias quimicas/organicas nao tratadas, ricas principalmente em
nitrogénio e fosforo, que podem levar ao crescimento exagerado de
determinados géneros de cianobactérias nos cursos de agua, gerando assim
as floragdes (do inglés HABs — harmful algal blooms) (Nielsen e Jiang, 2020).
A ocorréncia dessas floragdes (Figura 3) tem aumentado em frequéncia e
distribuicdo, comprometendo o abastecimento de agua prépria para consumo
(He et al., 2016).
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Figura 3 - Floragdo de cianobactérias em um lago do museu Mariano Procopio em Juiz de
Fora, Minas Gerais

S

Fonte: fotografia por Rhuana Valdetario Médice

Um caso emblematico de intoxicagdo por cianotoxinas se deu no Brasil,
em 1996, no estado de Pernambuco, conhecido como ‘Sindrome de Caruaru’
quando 110 pacientes de uma clinica de hemodialise apresentaram sintomas
de intoxicagdo por hepatotoxinas, como nausea, vOomito, disturbios de visao,
dores de cabeca, confusao mental, fraqueza muscular e sangramento nasal
e do trato gastrointestinal. Dos pacientes contaminados, 100 desenvolveram
insuficiéncia hepatica aguda e 76 vieram a obito (Bortoli e Pinto, 2015). Apos
investigagoes toxicoldgicas através de analises de espectrometria de massas
foi confirmada a presencga de trés variantes de microcistinas no soro e tecidos
hepaticos dos pacientes, microcistina-YR, microcistina-LR e microcistina-AR
(Hu e Qiu, 2023).

A partir da década de 1980, as cianobactérias marinhas, terrestres e de
agua doce comegaram a ganhar mais destaque em estudos cientificos, para
além das pesquisas sobre toxinas, quando se notou que elas poderiam ser
uma fonte de novas moléculas com potencial farmacolégico para serem
empregadas no combate a doengas (Chilczuk et al, 2020). Numerosos
compostos bioativos ja foram catalogados, com enfoque para aqueles
isolados de cianobactérias terrestres e de agua doce, como depsipeptideos
citotéxicos contra células de cancer de nasofaringe, célon e carcinoma de

ovario humano. Peptideos inibidores de elastases, tripsinas, quimiotripsinas,
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trombinas e serinas. Além de alcaloides com atividade antifungica,

terpenoides antimicrobianos (Chlipala, Mo e Orjala, 2011).

1.2 - Produtos Naturais

Ha diversos exemplos de farmacos originados de PNs, descobertos
através do estudo de plantas, microrganismos e até mesmo de animais. Essas
moléculas exitosas podem ser citadas para justificar a importancia da
continuidade da pesquisa por novos PNs. Como exemplos ha o
hipocolesterolemiante lovastatina, descoberto a partir do fungo Aspergillus
terréus (Barrios-Gonzalez e Miranda, 2010); a imunossupressora tacrolimus
descoberta da bactéria Streptomyces tsukubaensis (Orddéfiez-Robles, Santos-
Beneit e Martin, 2018); o antitumoral docetaxel, um derivado semissintético
originado das arvores do teixo Taxus baccata L. (Alken e Kelly, 2013); e o
famoso antimicrobiano penicilina obtido a partir de fungos do género
Penicillium sp. (ALEXANDER FLEMING, 1929).

Um exemplo de descoberta bem-sucedida de PNs, desta vez oriunda
de uma cianobactéria, € a dolastatina 10 (Figura 4), uma molécula com
potente atividade citotdxica produzida pela cianobactéria marinha Symploca
sp. (Luesch et al.,, 2001). Esse composto serviu de inspiragdo para o
desenvolvimento de um analogo sintético, a monometil auristatina E que, ao
ser conjugada a um anticorpo monoclonal, passou a compor o farmaco
brentuximabe vedotina, comercializado com o nome de Adcetris, empregado
no tratamento de alguns tipos de cancer, em especial o linfoma de Hodgkin

(Senter e Sievers, 2012).

Figura 4 - Estrutura quimica da dolastatina
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Pode-se destacar ainda um rol de moléculas bioativas e
estruturalmente diversas descobertas a partir de cianobactérias. Como a
almiramida (1), um peptideo com atividade anti-Leishmania descoberto a
partir da cianobactéria marinha Lyngbya majuscula. A molécula 12-epi-
lingbiatoxina (2), um alcaloide com atividade antiproliferativa contra células
de leucemia L1210 de camundongo descoberto da cianobactéria marinha
Moorea producens. O macrolideo citotoxico contra Artemia salina sanctolida
(3) isolado da terrestre Oscillatoria sancta. E o peptideo ciclico
stigonemapeptina (4) inibidor de elastase e quimotripsina isolado da
cianobactéria de agua doce Stigonema sp. (Figura 5) (Jiang et al., 2014; Kang,
Krunic e Orjala, 2012a; b; Sanchez et al., 2010).

Figura 5 - Estruturas de produtos naturais bioativos produzidas por cianobactérias

1.3 - Quimioprospeccao de cianobactérias e suas inovagoes

Com esse historico bem-sucedido do uso de PNs na terapéutica, seria
esperado que a descoberta de metabolitos inéditos oriundos de organismos
vivos fosse empregada com frequéncia nos processos das empresas
farmacéuticas. No entanto, as pesquisas na industria ndo seguiram nessa
direcdo nos ultimos anos (Li e Vederas, 2011). O declinio do interesse por
parte das industrias farmacéuticas aos produtos naturais pode ser atribuido,
dentre outros fatores, a investigacdo repetitiva dos mesmos organismos,
levando a redescoberta de compostos; a dificuldade de triagem de extratos

brutos que requer a compatibilizagao de bioensaios com amostras obtidas a
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partir de matrizes bioldégicas complexas; além do perfil intrincado
apresentado pelas estruturas quimicas, que acabam por tornar esse
empreendimento longo e de alto risco para as empresas que buscam retornos
rapidos (Hubert, Nuzillard e Renault, 2017).

Uma alternativa para o problema da redundancia da pesquisa de PNs
esta no foco em explorar organismos pouco estudados, como as
cianobactérias (Raja et al., 2016). A criagdo de uma biblioteca de extratos pré-
fracionados € uma outra estratégia que pode resultar em respostas mais
acuradas nos ensaios biolégicos. Uma vez que a matriz metabdlica de um
organismo €& complexa, seu extrato bruto contém, portanto, muitos
compostos, presentes em diferentes concentracdes (Bisson et al.,, 2016).
Detecta-los e identifica-los representa um desafio, porque os metabdlitos
especializados encontram-se em baixas concentragdes, podendo ndo ser
detectados em extratos brutos (Gaudéncio e Pereira, 2015).

Outro processo que auxilia a contornar a problematica da redescoberta
de PNs consiste na desreplicacao, cuja funcao é orientar eficientemente a
identificacdo dos PNs conhecidos, diferenciando-os dos inéditos nas
amostras biolégicas em que se situam (Allard et al., 2016). A desreplicagdo
consiste na identificagdo rapida de moléculas conhecidas em uma amostra
através da aplicagdo de analises espectroscopicas, seguidas de buscas em
bases de dados e bibliotecas espectrais (Gaudéncio e Pereira, 2015), evitando
esforgcos de isolamento e elucidagdo estrutural de moléculas ja descritas,
representando uma aceleragao no processo de descoberta de PNs (Wilson et
al., 2020). Desde que o termo foi cunhado e utilizado pela primeira vez no
final dos anos 70, a desreplicagdo passou por aprimoramentos, contando hoje
com a ajuda de sistemas analiticos de alta performance, como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia associada a espectrometria de
massas de alta resolugao e bases de dados espectrais cada vez mais
volumosas (Gaudéncio e Pereira, 2015; Zubyk, Cox e Wright, 2019). As
informagdes sobre a estrutura quimica de substancias adquiridas pela
espectrometria de massas, por exemplo, sdo utilizadas para anotar as

moléculas ja conhecidas em uma amostra, possibilitando que os esforcos
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sejam direcionados aquelas moléculas que permanecem sem identificagao,
contornando assim a redescoberta de moléculas (Mohimani et al., 2018).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia CLAE (HPLC, do inglés high-
performance liquid chromatography) € um dos métodos de separagao de
analitos que pode ser acoplado a espectrometria de massas. As substancias
separadas pela cromatografia liquida passam por um processo de ionizagao,
através do processo de electrospray (ESI, do inglés electrospray ionization).
Os ions formados sdo separados no analisador do espectrometro de massas
de acordo com a sua razdao massa-carga (m/z), para serem entao detectados
pelo detector (Agthoven, van et al., 2019). Para cada ion detectado, além da
razdo massa-carga é registrada sua intensidade. Todos os sinais detectados
em determinado momento sao representados como um espectro de massas,
gue consiste em um grafico com os valores de razao massa-carga no eixo x,
e com os valores de intensidade (absoluta ou relativa) no eixo y (Maher, Jjunju
e Taylor, 2015).

O desenvolvimento da espectrometria de massas sequencial (MS/MS
ou, em inglés, tandem mass spectrometry) permite que um ion precursor seja
fragmentado, resultando em um espectro de massas de ions fragmento, o
qual é especifico para cada molécula dentro dos parametros escolhidos para
analise, a forma de deteccdo e obtengdo de dados, e o modelo de
equipamento utilizado (Maher, Jjunju e Taylor, 2015; Vetter et al., 2011).

A plataforma GNPS (Global Natural Product Social Molecular
Networking - http://gnps.ucsd.edu) fornece ferramentas para estudos de
metabolémica e desreplicagdo de PNs (Gao et al, 2020). Utilizando uma
dessas ferramentas, chamada de redes moleculares (em inglés, molecular
networking), €& possivel analisar dados espectrais MS/MS obtidos
experimentalmente, comparando-os a uma base de dados compartilhada e
alimentada colaborativamente por pesquisadores do mundo todo (Santen,
Van et al., 2019).

Na ferramenta de redes moleculares, um algoritmo calcula a
similaridade entre espectros de fragmentagao MS/MS, e a traduz em um valor
de cosseno (cosine score) entre zero (0) (sem similaridade) e um (1)

(espectros idénticos). E entdo, essas informagdes sdo representadas em
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sistemas graficos, em que um espectro de consenso € representado como
um no (node) recebendo o nome de feature, ou seja, uma fusdo matematica
de espectros MS/MS com mesma massa de ion precursor e padrdes de
fragmentagao praticamente idénticos. O indice de similaridade entre duas
features (valor de cosseno) é representado por linhas conectoras, chamadas
de edges (Aron et al., 2020; Wang et al., 2016).

O agrupamento de features formam aglomerados ou clusters, quando
espectros de consenso apresentam fragmentacao semelhante tendo por
base um limite pré-estabelecido de cosseno (cossine cutoff). Quanto maior a
pontuacao de cosseno entre dois espectros de consenso, mais semelhantes
serdo os espectros de MS/MS e, com isso, assume-se semelhanca estrutural

entre as moléculas correspondentes (Yang et al., 2013) (Figura 6).

Figura 6 - Esquema representativo de uma rede molecular
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Moléculas estruturalmente semelhantes apresentam, em geral,
padroes de fragmentagcdo MS/MS semelhantes, portanto, “familias
moleculares” tendem a se agrupar em clusters. Moléculas que diferem, por
exemplo, por modificagdes como oxidagao, acetilagdo, metilagdo, etc.,
comumente se apresentam na rede molecular como features conectadas em
um mesmo cluster. Frisa-se aqui que a localizagdo espacial de um cluster ou
feature na rede molecular ndo se relaciona com similaridade espectral.

A anotagdo de features conhecidos na rede molecular é realizada
automaticamente através da comparagdo de similaridade espectral entre os

dados experimentais e aqueles presentes na base de dados (Figura7). Dessa
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forma, a expansdo continua da base de dados espectrais da plataforma GNPS
contribui progressivamente para a eficiéncia do processo de desreplicacao
(Yang et al, 2013). Uma rede molecular permite a desreplicagdo de novas
variantes de PNs através da propagacao de anotagdes. Quando uma feature
€ anotada automaticamente pela similaridade de seu espectro MS/MS em
comparagao com um espectro depositado na biblioteca espectral do GNPS,
pode-se assumir que as feaqtures a ela conectadas por arestas se trata

hipoteticamente de analogos.

Figura 7 - Representacgdo do alinhamento espectral de espectros de massas da amostra
analisada e a da base de dados GNPS para a anotagdo automatica
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Existemm diversas bases de dados que armazenam dados de
espectrometria de massas de PNs de microrganismos, plantas e animais
podendo ser também utilizadas para auxiliar o processo de desreplicagéo
(Santen, Van et al, 2019). Dentre tais bases de dados podemos citar a
AntiBase e MarinLit, CyanoMetDB e NPAtlas (Brkljac¢a, Goker e Urban, 2015;
Jones et al.,, 2021; Pilon et al., 2017; Santen, Van et al.,, 2019; Tawfike,
Viegelmann e Edrada-Ebel, 2013; Wibowo et al., 2019; Yang et al., 2013).

Ha também bases de dados que contém a estrutura molecular,
atividades bioldgicas e mecanismos de acdo de compostos, como por
exemplo, PubChem e ChEBML; ha bases de dados que relacionam a molécula
alvo com informagdes de patente, propriedades quimicas e reagdes, como
ChemSpider e Reaxys; e ha também um repositorio de cdédigo aberto
importante para a desreplicagao utilizando dados de RMN, como NMRShiftDB
(Dias, Gaudéncio e Pereira, 2019; Kind e Fiehn, 2017; Steinbeck e Kuhn, 2004).
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Para otimizar as analises metabolémicas, os aspectos visuais da rede
molecular podem ser alterados de maneira personalizada com a aplicagao de
metadados. Cada feature (representada por um noé/node) na rede pode ser
destacado por varios atributos escolhidos pelo pesquisador (Quinn et al.,
2017). Os metadados podem funcionar, portanto, como um rétulo (tag), sendo
organizados de forma que contenham, por exemplo, informagles de
bioensaios realizados (atividade citotdxica, antiparasitaria), tipo de preparo
de amostras (fracionamento), origem da amostra (local de coleta ambiental,
bioma), dentre outros (Schorn et al., 2021).

Quando os dados espectroscopicos e/ou espectrométricos de uma
determinada molécula ndo correspondem aos dados de compostos
conhecidos depositados em bases de dados ou na literatura cientifica, a
molécula é considerada potencialmente inédita. E importante frisar que a
anotacdo de uma molécula somente com os dados adquiridos usando
espectrometria de massas nem sempre leva a identificacdo do composto,
uma vez que a analise de massas possui limitacdes por sofrer variagGes
significativas dependendo do equipamento utilizado e dos parametros
configurados para a analise (Tawfike, Viegelmann e Edrada-Ebel, 2013) e por
nao diferenciar, por exemplo, alguns estereoisdmeros ou isbmeros de posicado
de mesma formula molecular, quando essas moléculas compartilham os
mesmos perfis de fragmentacao e valor de razdo massa-carga.

A anotagdo de uma molécula ndo encontrada automaticamente em
bases de dados pode ser realizada com o emprego de ferramentas in silico.
Porém, esse processo requer uma analise detalhada que pode, por vezes, ser
onerosa. Assim, € importante estabelecer uma estratégia de priorizagao das
features metaboldmicas. Caso seja de interesse a busca de metabdlitos
bioativos, algumas ferramentas de priorizagdo podem ser aplicadas, como é
o caso da DAFdiscovery - Data Fusion-based Discovery. A ferramenta, baseia-
se no emprego da funcao de Espectroscopia de Correlagdao Total Estatistica
(STOCSY, do inglés statistical total correlation spectroscopy) e da fungao de
hetero espectroscopia estatistica (SHY, do inglés statistical hetero
spectroscopy). Essas fungdes conseguem analisar cinco formas diferentes de

dados, sendo estas: (Opcgao 1) fusdao de dados de RMN, MS e metadados de
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bioensaio; (Opgao 2) fusdo de dados de RMN e MS; (Opgao 3) fusdao de dados
de RMN e metadados de bioensaio; e (Opgao 4) fusao de dados de MS e
metadados de bioensaio.

O resultado gera um grafico de correlagcdo de dados que permite
visualizar quais as features propensas a serem o0s responsaveis pela
bioatividade observada. Uma tabela contendo os valores de correlagcao com
a bioatividade é também originado. As features sdo listadas em ordem
decrescente de correlacdo, sendo aquelas que tendem ao valor de um (1)
como maior correspondéncia e as que tendem a zero (0) como menor (Borges
et al., 2022).

Para anotacao, as ferramentas SIRIUS e CANOPUS combinam dados de
espectrometria de massas de alta resolugao, utilizando as informagdes como
analise de padrdo isotdpico, identificagdo de aduto e perfil de fragmentagao
MS/MS para predizer formulas moleculares plausiveis e suas
correspondentes classificacdes quimicas (DUhrkop et al., 2019).

Outra ferramenta que auxilia no processo de desreplicacdo é o
MolNetEnhancer, presente na plataforma do GNPS, que utiliza informacdes
de estruturas quimicas de bases de dados para anotar qual a mais provavel
familia e subfamilia molecular dos metabodlitos segundo seus sinais
espectrais. Algumas das classes quimicas determinadas pelo
MolNetEnhancer incluem alcaloides, acidos graxos, peptideos,
polissacarideos, lipidios e glicolipidios, terpenos, flavonoides e taninos. A lista
de compostos pode ser expandida conforme mais dados sao analisados pela
ferramenta (Ernst et al., 2019). Com a combinagdo dessas analises & possivel
ter robustez e confianga na interpretagdo dos dados espectrais para
direcionar os estudos metabolémicos e de desreplicagao.

O processo de anotagdo possui niveis de classificagcdo que refletem o
grau de confiabilidade e precisao da identificacdo dos metabodlitos. Quanto
maior o nivel da classificagdo, mais confiavel é a anotagdo (Sumner et al.,
2007). Sao estabelecidas quatro categorias de confianga:

1. Compostos identificados: emprego de ao menos duas técnicas
analiticas diferentes e complementares como espectrometria de massas de

alta resolucdo e ressonancia magnética nuclear 'H *C (HMBC, HMQC, NOESY,
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COSY), entre outras possivelmente necessarias. Os dados obtidos sao
disponibilizados publicamente.

2. Compostos putativamente anotados: anotacdo baseada em
propriedades fisico-quimicas e/ou semelhanga espectral comparada com
bases de dados e bibliotecas espectrais (sem o emprego de padrdes de
referéncia).

3. Classes de compostos supostamente caracterizadas: identificacado
baseada nas propriedades fisico-quimicas ou por semelhanca espectral
caracteristica de uma determinada classe quimica ja conhecida.

4. Compostos desconhecidos: diferenciagcdo ou quantificagdo de algum
composto baseado em analises espectrais.

No presente trabalho, nos propusemos a catalisar o processo de
prospeccdo quimica (quimioprospeccao) de cianobactérias brasileiras de
origem terrestre e de agua doce com a introdugao de pré-fracionamento para
o desenvolvimento de biblioteca de fracdes em paralelo a utilizacdo de
ensaios de atividade biologica e técnicas de metabolémica baseada em
espectrometria de massas para a desreplicagcdao de PNs. Para isso, utilizamos
linhagens de cianobactérias da Colegdo de Culturas de Cianobactérias do
Instituto de Botanica. Apds o cultivo, as biomassas celulares foram separadas
do meio de cultura, liofilizadas e extraidas com solventes organicos, seguidas
de filtragdo e evaporagdo para obtengdao dos extratos. Cada extrato foi
fracionado por cromatografia em coluna usando resina Diaion® HP-20SS e
gradiente decrescente de polaridade.

Os extratos e fragdes gerados foram submetidos a testes de atividade
bioldgica contra Artemia salina, contra células de melanoma humano e contra
as formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis. As amostras foram
analisadas por UPLC-HRMS-MS, seguido de analise metabolémica por redes
moleculares. O processo de desreplicagcdo consistiu em anotagdes utilizando
a base de dados do GNPS e analises detalhadas utilizando a ferramenta
DAFdiscovery e o software SIRIUS (nivel de anotagdo 2 - compostos
putativamente anotados). Esse trabalho buscou priorizar metabdlitos

secundarios de cianobactérias de acordo com sua atividade bioldgica e
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ineditismo quimico. Em trabalhos futuros, os compostos priorizados serao

submetidos a isolamento e elucidagao estrutural completa.

2 - Objetivos

Desenvolver e analisar uma biblioteca de extratos e fragdes de
cianobactérias brasileiras utilizando ensaios de atividade biologica e
metabolomica baseada em espectrometria de massas como uma estratégia
eficiente para a priorizagdo de amostras que contenham produtos naturais

de potencial aplicagdo biotecnoldgica.

2.1 - Objetivos especificos

a) cultivar linhagens de cianobactérias brasileiras;

b) coletar, liofilizar e extrair a massa celular com solventes organicos;

c) realizar o pré-fracionamento de extratos;

d) desenvolver uma biblioteca de extratos e fracdes padronizadas;

e) analisar extratos e fracdes em ensaios bioldgicos (atividade contra
Artemia salina, antiproliferativa contra células de melanoma humano e anti-
Leishmania);

f) analisar extratos e fragdes por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas de alta resolucdo em tandem (LC-
MS/MS) para estudo metaboldomico utilizando a plataforma GNPS e as

ferramentas de bioinformatica DAFdiscovery e SIRIUS.

3 - Materiais e métodos

3.1 - Material Biologico

Todas as nove linhagens de cianobactérias avaliadas nesse estudo,
assim como as informacdes sobre os respectivos locais de coleta e
classificacdes taxondmicas foram fornecidas pela Colegao de Culturas de
Cianobactérias (CCIBt) do Instituto de Botanica, sob curadoria da Prof. Célia
Leite Sant'Anna (Sant’Anna et al., 2011) (Apéndice AP. 2). Essa atividade de
acesso esta cadastrada no Sisgen sob o niumero de cadastro A531C68. A

figura 8 ilustra os locais de coleta das linhagens. As linhagens Calothrix sp.
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CCIBt3320, Brasilonema octagenarum  CCIBt3551, Anagnostidinema
amphibium CCIBt3214, Myxosarcina sp. CCIBt3496, Komarekiella atlantica
CCIBt3307 e Nostoc sp. CCIBt3329 foram coletadas em regides de Mata
Atlantica. A linhagem Leptolyngbya sp. CCIBt3338 foi coletada na regidao do
cerrado, e as duas linhagens Desertifilum tharense CCIBt3265 e CCIBt3275

vieram da regiao do pantanal.

Figura 8 - Local de coleta das cianobactérias
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3.2 - Cultivo

Todas as linhagens de cianobactérias foram cultivadas respeitando os
meios em que elas ja se encontravam no banco de culturas, sendo estes:
ASM-1, BG-0 ou BG-11 (Jacinavicius et al., 2013).

Cada linhagem foi transferida de seu respectivo tubo original para uma
cultura de passagem (pré-inoculo) em um volume de 150 mL de meio de
cultura em Erlenmeyer de 250 mL, para posteriormente, apos trés a quatro
semanas ou conforme a velocidade de crescimento da linhagem, ser
transferida para os cultivos em maior escala. A transferéncia para os cultivos
em escala ampliada foi realizada respeitando a proporgdo de ao menos 10%
da biomassa em meio de cultura (m/v). As culturas foram mantidas em
temperatura de 25 °C por aproximadamente dois meses sob aeragao estéril
continua e fotoperiodo claro-escuro de 12h-12h, sob irradiacdo de 40 pmol
fotons m=2.s.

O preparo dos meios de cultivo seguiu a relagao de reagentes conforme

constam nas tabelas a seguir. Todos os meios foram preparados sob agitagao
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magnetica com agua ultrapura, tendo o pH ajustado para 7,4 para os meios
BG-0 e BG-11 e pH 8,0 para o meio ASM-1. Todos os meios foram esterilizados

por autoclavagao.

Meios BG-0 e BG-11

Tabela 1 - Reagentes para as solugdes estoque dos meios BG-0e BG-11

Solucgio Nutriente Quantidade (g) Volume final (mL)
1 NaNO; 15,0 1000
2 K2HPO4:3H,0 0,4 100
3 MgS047H,0 0,75 100
4 CaCly2H,0 0,36 100
5 Acido citrico 0,12 200
6 EDTANa; 0,02 200
7 Na.COs 0,2 100
8 FeCls;3H,0 0,12 100

Tabela 2 - Reagentes para o preparo de 1L da solugdo estoque de micronutrientes para
meios BG-0 e BG-11

Solugao Nutriente Quantidade (g)
1 MnCl,-4H,0 2,86
2 ZnS047H,0 0,222
3 NaMoO,2H,0 0,39
4 CuS045H,0 0,079
5 Co(NO3)2:6H,0 0,0494

Todas as solugbdes foram preparadas com agua ultrapura em
temperatura ambiente sob agitagdo magnética até total dissolugdo do sal, e
armazenadas em geladeira.

Para o preparo de 1 L de meio de cultivo, as solugdes estoque foram

adicionadas obedecendo a sequéncia a seguir:



42

1. 10 mL da solugado 1 (para meio BG-11) ou 10 mL de agua (para meio BG-
0);

2. 10 mL das solugdes 2, 3,4, 7 e 8;

3. 10 mL das solugdes 5 e 6;

4. 1 mL da solugao de micronutrientes;
Completou-se o volume para 1L com agua ultrapura e o pH foi ajustado

para 7,4 sob agitacao magnética.

Meio ASM-1
O meio é feito com quatro tipos diferentes de solugdes estoque,

conforme as tabelas a seguir:

Tabela 3 - Solugdo A para preparo de 200 mL de solugdo estoque do meio ASM-1

Nutriente Quantidade (g)
NaNO; 1,70
MgCL-5H,0 0,41
MgS04-5H,0 0,49
CaCly5H,0 0,29

Tabela 4 - Solugdo B para preparo de 100 mL de solugao do meio ASM-1

Nutriente Quantidade (g)
KH2PO. 0,68
NaH,PO41H,0 0,69
NaH;PO47H,0 1,34
NaH,P0412H,0 1,79

Tabela 5 - Solugdo C para preparo de 100 mL de solugdo do meio ASM-1

Nutriente Quantidade (g)
H3;BO; 2,48

MnCl,4H,0 1,39

FeCls-6H,0 1,08

ZnCl, 0,335
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CaCly6H,0 0,019

CuCl, 0,0014

Tabela 6 - Solucdo D para preparo de 100 mL de solugdo do meio ASM-1

Nutriente Quantidade (g)

EDTANa; 1,86

Todas as solugcdes foram preparadas com agua ultrapura em
temperatura ambiente sob agitagcdo magnética até total dissolugdo do sal, e
armazenadas em geladeira.

Para o preparo de 1 L de meio de cultivo, as solugdes estoque foram
adicionadas obedecendo a sequéncia a seguir:

1. 20 mL da solucao A;

2. 2 mL da solucao B;

3. 0,1 mL da solugédo C;

4. 0,4 mL da solugdo D;

Completou-se o volume para 1L com agua ultrapura e o pH foi ajustado

para 8,0 sob agitagdo magnética.

3.3 - Coleta, liofilizagao e extracao

Apos aproximadamente dois meses de crescimento, as culturas foram
centrifugadas por 10 minutos a 15 °C e 10.700 g. O sobrenadante foi
desprezado e a biomassa sedimentada foi transferida para tubos Falcon de
50 mL devidamente etiquetados e vedados, os quais foram levados para
refrigeragdo em ultra freezer a -80 °C.

As biomassas congeladas foram liofilizadas para completa remogao da
agua, preservando as suas caracteristicas bioquimicas. As biomassas
liofilizadas foram maceradas exaustivamente utilizando diclorometano e
metanol (DCM:MeOH) 1:1/ (v:v) em 3 ciclos de 200mL, totalizando 600 mL de
solvente de extracdo utilizado por linhagem. As solugdes extrativas foram
filtradas utilizando la de vidro, sendo coletado o filtrado em balao de fundo

redondo. O filtrado foi seco em rotaevaporador sob pressao reduzida a uma
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faixa de temperatura de 36-38 °C. Os extratos foram transferidos para
frascos previamente pesados e rotulados, onde foram secos sob nitrogénio
para terem a massa de extrato aferida. Uma aliquota de 10mg de cada extrato
foi retirada para compor a biblioteca quimica. Os frascos foram armazenados

devidamente vedados em freezer a -20 °C até o momento do fracionamento.

3.4 - Fracionamento

Cada um dos extratos secos foi ressuspendido com DCM:MeOH. Na
sequéncia, resina Diaion® HP-20SS foi adicionado ao extrato ressuspendido
na quantidade de 1:1 (m:m), seguido de secagem sob nitrogénio para a
formagdo do dry-load. Utilizando uma coluna cromatografica empacotada
com o Diaion® HP-20SS, o extrato foi fracionado por SPE (solid phase
extraction) em manifold a vacuo seguindo gradiente decrescente de
polaridade de isopropanol e agua (IPA:H,0, v/v) 0:100, 20:80, 40:60, 70:30,
90:10 e 100:0 (20 mL por fracdo) (Crnkovic, May e Orjala, 2018). Ao final, a
coluna foi eluida utilizando acetato de etila (AcOEt) e acetona (20 mL cada).

Todas as fragdes foram secas sob nitrogénio, alocadas em frascos
previamente pesados e rotulados para que o rendimento do fracionamento
fosse calculado. As fragdes foram armazenadas sob refrigeragdo compondo

a biblioteca de fragdes.

3.5 - Ensaios de atividade biolégica

3.5.1 - Ensaio de citotoxicidade contra Artemia salina

Os extratos e fragdes foram avaliados em ensaio de toxicidade contra
Artemia salina segundo os procedimentos descritos por (Metcalf et al., 2002).
Considerado um teste rapido e eficiente, é bastante Uutil em triagens
preliminares de citotoxicidade. Cistos de Artemia salina foram incubados por
24 h em agua do mar artificial sob aeracdo estéril e iluminagao para eclosao.
Apods 24 h, os nauplios foram diluidos a uma concentragao de 150 organismos
por mL e aliquotas de 99 pL (contendo cerca de 15 nauplios) foram
transferidas para microplacas de 96 pogos juntamente de 1 yL de amostra.

Dicromato de potassio (K.Cr,0-) foi utilizado como controle positivo e DMSO
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1% como controle negativo. A microplaca foi mantida protegida de luz por
24h, apos as quais foi feita a contagem das mortes. Testes foram realizados

em triplicata.

3.5.2 - Avaliacao da viabilidade celular contra melanoma humano por
MTT

Os ensaios foram realizados em parceria com o Laboratoério de
Fisiopatologia da Pele (iNOVA Pele) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de Sao Paulo, sob supervisdo da Profa. Dra. Silvya Stuchi M.
Engler. Foi utilizada a linhagem celular de melanoma naive SK-MEL-28. A
determinacdo da viabilidade celular se deu pelo ensaio de 3-[4,5-dimethyl-
thiazol-2-yl]-2,5-difeniltetrazolio (MTT). As células foram cultivadas em meio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) com suplementagdo de 10% de soro
fetal bovino (FBS). Para o bioensaio, as células foram plaqueadas em placas
de 96 pogos (5 x 10* células/mL por pogo) e, apds atingirem 70%-80% de
confluéncia, foram incubadas durante 72h com 1 pL de cada extrato e fracao
de cianobactérias em DMSO, resultando na concentragao final de 25 pg/mL.
Para o controle positivo foi utilizado doxorrubicina e como controle negativo
DMSO 0,5%. Apods o intervalo do tratamento, o meio foi retirado e as células
foram incubadas com solugdo de MTT 5 mg/mL durante 3 horas. O
precipitado (formazan) foi dissolvido em 150 yL DMSO/pogo. A absorbancia
foi medida a 570 nm usando um leitor microplaca (BioTekPowerWave XS, VT,

EUA) (Denizot e Lang, 1986).

3.5.3 - Determinacao in vitro da atividade citotoxica em formas
promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis

Os ensaios foram realizados em parceria com o Laboratoério de
Protozoologia do Instituto de Medicina Tropical da Universidade de Sao Paulo,
sob supervisdo do Prof. Dr. José Angelo Lauletta Lindoso. Promastigotas de
Leishmania (L.) amazonensis (MHOM/BR/1972/LD) foram obtidas da cultura
semeada em patas de camundongos Balb/C experimentalmente infectadas.
Promastigotas em fase estacionaria foram diluidos até a concentragdo de

5x10¢ em meio RPMI sem fenol vermelho, seguido de distribuicao em placas
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de 96 pogos, em duplicata. Amostras de extratos e fragcdes foram dissolvidos
em DMSO e diluido em meio RPMI, sem fenol, para obter concentragdes de
800 M a 0,09 M. DMSO 1,0% foi usado como controle negativo. Anfotericina B
foi utilizada como controle positivo na mesma concentragao das amostras.
ApOs incubacdo de 48 horas a 26 °C, 20 yL de MTT (Sigma; 5 mg/ml em PBS)
foram adicionados na cultura e entdo incubados a 26 °C por 4 horas. A
viabilidade de promastigotas foi determinada em um leitor de microplacas

(Multiskan MCC / 340 - Brasil) em comprimento de onda de 570 nm.

3.6 - Analises metabolomicas

Extratos e fragdes foram solubilizados em metanol para as analises por
LC-MS/MS. Os extratos e fragdes F6 foram sujeitados a um procedimento de
cleanup. Foram empregados cartuchos C18 para a retirada de lipidios e
pigmentos antes das analises por UPLC-HRMS-MS/MS (cromatografia liquida
de ultra performance acoplada a espectrometria de massas de alta resolucédo
sequencial).

Empregou-se um sistema Waters Acquity UPLC H-class ligado
sequencialmente a um espectrometro de massas Waters modelo Xevo G2-XS
QToF via eletrospray como fonte de ionizagdo. A separagao por UPLC foi
produzida a 0,5 mL/min via coluna Kinetex C18 (2,1 x 50mm x 1,7 um,
Phenomenex) a 40 °C. Foram utilizadas agua H.O (A) e acetonitrila (CH3;CN)
(B), acidificadas com acido formico (CH.0,) a 0,19% como fase mobvel. O
gradiente da fase movel consistiu em: 10-100% B por 7 minutos, 100% por 1
min, 100-10% B por 0,1 min e 10% B por 1,9 min. Foram realizadas analises em
modo positivo e negativo no espectrometro de massas por aquisicdo de
dados DDA (data dependent analysis) de acordo com os parametros a seguir:
voltagem do capilar de 1,2 kV, temperatura de dessolvatagcao de 450 °C,
temperatura da fonte de 100 °C, voltagem do cone de 30 eV, vazdo do gas de
dessolvatacao de 750 L/h e vazao de N, no cone de 50 L/h. O hiato de
deteccao de 100 a 2000 Da, tempo de scan de 0,2 s, a energia de colisdao em
rampa foi de 15-30 eV (para o limite inferior de massa) e 60-80 eV (para o
limite superior de massa). Trés ions de maior intensidade para cada espectro

de MS1 foram fragmentados (MS/MS). A calibragem interna, aplicou-se
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leucina-encefalina a 20 yg/mL infundida pela sonda de lock mass a 10 pL/min.
As analises foram realizadas no Instituto de Quimica de Sao Carlos da
Universidade de Sao Paulo sob supervisdo do Prof. Dr. Roberto Gomes de
Souza Berlinck.

Os arquivos de dados foram convertidos para o formato .mzXML
utilizando o software MSConvert (ProteoWizard) e processados utilizando

MZMine 2 (Olivon et al., 2017) com os parametros: Mass detection (MS1 noise

level 1x10%, M2 noise level 1x10"), Chromatogram builder (min time span 0,01

min, min height 2x10°, m/z tolerance 20 ppm), Chromatogram deconvolution

(baseline cut-off, m/z range for MS2 scan pairing 0,2 Da, RT range for

MS2scanpairing 0,15 min), Isotopic peak grouper (m/z tolerance 20 ppm, RT

tolerance 0,1 min, maximum charge 3, representative isotope-most intense).
Os dados processados foram exportados como arquivos .mgf e importados
na plataforma GNPS para analise por redes moleculares.

Parametros utilizados para a construcdo das redes moleculares foram:
precursor ion mass tolerance: 0,02 Da; fragmention mass tolerance: 0,02 Da;
min pairs cos: 0,6; network topk: 10; minimum matched fragments: 4;
minimum cluster size: 2. No grupo 6 (G6) foi adicionado o branco analitico
(solventes utilizados nas etapas de cleanup, fracionamento e analises
cromatograficas). Este ultimo grupo foi usado como filtro para a remogao de
features presentes nos brancos, os quais nao aparecem na rede molecular. A
visualizagao da rede molecular foi feita no software Cytoscape 3.6.1. (Yang et
al., 2013).

A selecdo de features promissoras para desreplicagdo foi realizada com
auxilio da ferramenta Data Fusion-based Discovery (DAFdiscovery) através da
fusdo de informagdes das analises de LC-MS/MS com os metadados
contendo informagdes obtidas dos bioensaios. A anotagao foi realizada
utilizando o software SIRIUS 5, cuja capacidade computacional foi utilizada
para calcular férmulas moleculares putativas das features selecionadas
através da analise de fragmentagdo MS/MS e padrado isotopico (DUhrkop et
al., 2019).

As férmulas foram calculadas seguindo os parametros: General -

Instrument (Q-TOF), MS2 mass acuracy (10 ppm), MS/MS jsotope scorer
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(Score), Candidates stored (20); Use DBs in formula only (none), Elements
allowed in Molecular Formula (H, C, N e O). CSI:FingerID Fingerprint Prediction
- Fallback Adducts (All), Search DBs (All); Tag Lipids (off); CANOPUS (ON).

4 - Resultados e Discussao

4.1 - Cultivo, extracao e fracionamento

Foram cultivadas nove linhagens de cianobactérias (Tabela 7). Os
cultivos foram realizados respeitando os meios de cultura em que as
linhagens estavam acondicionadas no banco de microrganismos do Instituto

de Botanica do Estado de S3ao Paulo.



Tabela 7 - Linhagens de cianobactérias e suas respectivas condigdes de cultivo e biomassa final obtida

Cadigo Género/espécie Meio de cultura Volume (L) Biomassa (g) E)((::;)t °
CCIBt3320 Calothrix sp. BG-0 1,5 1,148 103,50
CCIBt3551 Brasilonema octagenarum BG-11 4.0 1,008 173,30
CCIBt3265 Desertifilum tharense BG-11 1,5 0,572 78,40
CCIBt3214 Anagnostidinema amphibium ASM-1 5,0 0,715 178,80
CCIBt3338 Leptolyngbya sp. BG-11 4,0 1,120 117,90
CCIBt3496 Myxosarcina sp. BG-11 4,0 1,420 112,00
CCIBt3307 Komarekiella atlantica BG-0 1,5 2,020 67,82
CCIBt3329 Nostoc sp. BG-0 1,5 0,350 60,00
CCIBt3275 Desertfilium tharense BG-11 1,5 0,650 113,10
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A escolha do solvente para extragao diclorometano:metanol 1:1 se deu
apos uma breve revisao na literatura em que foram contemplados 25 artigos
nos quais reportava-se a descoberta de metabdlitos secundarios a partir de
cianobactérias, publicados entre os anos de 2017 e 2019 na revista cientifica
Journal of Natural Products (Tabela 8). Desses, 52% (13 artigos) utilizaram
uma mistura de diclorometano:metanol CH.Cl,:MeOH como solvente de
extracdo, 32% (8 artigos) utilizaram apenas MeOH, 8% (2 artigos) usaram a
combinacdo acetato de etilazmetanol AcOEt:MeOH e 12% (3 artigos)
reportaram o uso de acetato de etila AcOEt, ou a mistura de agua e acetato

de etila H,O:AcOEt, ou metanol e agua MeOH:H.0, como solvente de extragio.

Tabela 8 - Solventes utilizados para a extragdo de biomassa de cianobactérias descritos
em artigos publicados na revista Journal of Natural Products de 2017 a 2019

Metabolito descoberto

Solvente de extracao Referéncia

criptomaldamida 2:1 CH.Clx:MeOH

(Kinnel et al., 2017)

(Iwasaki, Tadenuma, et al.,

biseokeaniamidas A,B,C

samoamida A

kohamamidas A,B,C

dudawalamidas A-D

caracolamida A

namalideos B, C;
spumiginas K-N

serinolamidas e
lingbiabellinas

grassistatinas D-F

merocyclophanos C, D
ypaoamidas B, C

ribocyclophanos A-E

Microginina Peptideos

MeOH

2:1 CH,Cl::MeOH

MeOH

(2:1) CH.Cly:MeOH

(21) CHQCIQ:MeOH

MeOH 70%

MeOH

AcOEt:MeOH (1:1)/EtOH:H,0 (1:1)

CH.Cl;:MeOH (1:1)

1:2 (m:v) MeOH
1:1 CH,Cl:MeOH

80:20 MeOH:H,0

2017)

(Naman, Rattan, et al.,
2017)

(Iwasaki, Shiota, et al.,
2017)

(Almaliti et al., 2017)

(Naman, Almaliti, et al.,
2017)

(Sanz, Salinas e Pinto,
2017)

(Petitbois et al., 2017)

(Al-Awadhi, Law, et al.,
2017)

(May et al., 2017)
(Sueyoshi et al., 2018)

(May et al., 2018)

(Stewart et al., 2018)



bastimolida B CH,Cl:MeOH (2:1)
cibastacinas AB CH,CLl:MeOH (1:1)
jizanpeptinas 2:1 CH,Cl:MeOH
tiahuramidas A-C AcOEt
izenamidas A,B MeOH
calothrixamidas A, B CH,Cl:MeOH (1:1)
hoshinoamidas A, B MeOH

anaephenos A-C 1:1 AcOEt:MeOH -

1:9 H,O:EtOH
trikoramida A 2:1 CH.Cl,:MeOH
mabuniamida MeOH

microcolina 2:1 CH.Cl,:MeOH
hierridina C 2:1 CH.Cl,:MeOH

51

(Shao et al., 2018)
(Cabanillas et al., 2018)
(Gallegos et al., 2018)
(Levert et al., 2018)
(Kanamori et al., 2018)
(Crnkovic et al., 2018)

(Iwasaki et al., 2018)
(Brumley et al., 2018)

(Phyo et al., 2019)
(Ozaki et al., 2019)
(Yu et al., 2019)

(Costa et al., 2019)

Os extratos foram fracionados por SPE (solid phase extraction),

obtendo-se seis fragdes a partir de cada extrato. As informagdes de massa

de fragao e rendimento do processo sdo apresentadas na Tabela 9. Em média,

o processo de fracionamento apresentou rendimento de 71,63%, sendo o

rendimento maximo de 95,82% e o minimo de 40,53%.
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Tabela 9 - Resultados dos fracionamentos e seus respectivos rendimentos

cédigo Género/espécie B"zg;_tr‘;ca F1(g) F2(g) F3(g) Fa(g) F5(8) F6(g) Wash(g) Rendimento
CCIBt3320 Calothrix sp. 10,00 20,00 3,90 7,80 7,80 12,90 7,64 9,60 76,95%
CCIBt3551 Brasilonema octagenarum 10,00 58,70 5,80 7,90 9,30 19,80 8,70 5,90 72,76%
CCIBt3265  Desertifilum tharense 10,00 19,70 6,0 7,52 5,90 9,80 7,50 8,60 95,82%
CCIBt3214 A”C;%;Z%%”;ma 10,00 22,06 3,90 520 12,50 6,80 4,70 7,30 40,53%
CCIBt3338 Leptolyngbya sp. 10,00 35,14 6,0 6,50 9,97 13,52 1,02 9,40 77,74%
CCIBt3496 Myxosarcina sp. 10,00 19,09 12,45 5,61 6,28 5,34 2,85 4,89 59,38%
CCIBt3307  Komarekiella atlantica 10,00 14,90 0,60 1,60 4,40 4,40 2,10 15,90 79,48%
CCIBt3329 Nostoc sp. 10,00 16,10 3,90 3,00 4,60 4,70 2,30 2,81 79,02%
CCIBt3275 Desertfilium tharense 10,00 17,62 8,38 7,92 8,00 7,20 5,30 6,80 62,97%
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4.2 - Analises metabolomicas através de redes moleculares

Para a construgdo da rede molecular através da plataforma do GNPS
foram empregados dados de UPLC-HRMS/MS obtidos das analises dos
extratos (EXT) e fragOes (FRA) de cianobactérias (F1, F2, F3, F4, F5 e F6).
Como metadados, foram adicionadas a rede molecular os resultados dos
bioensaios contra Artemia salina, viabilidade celular contra melanoma
humano e resultados de atividade in vitro anti-Leishmania. O link de acesso
para a rede molecular se encontra no Apéndice AP. 1.

A visualizagdo da rede molecular (Figura 9) se deu pelo software
Cytoscape. Um total de 4969 features formaram a rede, destes, 3448 estdo
interconectadas formando clusters (69,39%) e 1521 features se apresentam
isoladas (single nodes) sem nenhuma ligagdo entre si (30,61%). Apenas 239
features foram anotadas através de comparagao automatica com a base de
dados do GNPS, representando 4,8% do total. Nenhuma toxina classica
(microcistinas, nodularinas, anatoxinas, saxitoxinas e cilindrospermopsinas)
foi automaticamente anotada. A baixa anotacdo da rede é decorréncia da
limitacdo da base de dados do GNPS quanto a quantidade de arquivos de
espectros de MS/MS decompostos de cianobactérias para que possa ser
realizada a correspondéncia espectral (Wang et al., 2016). A incorporagao
progressiva de espectros de microrganismos, principalmente de
cianobactérias, beneficiara significativamente o processo de desreplicagdo. A
medida que essa colegdo de espectros cresce, mais Util se torna a ferramenta
da rede molecular para encontrar metabolitos secundarios inéditos, além de
seus respectivos analogos e isdbmeros (YANG et al., 2013).

O pré-fracionamento mostrou-se eficaz ao aumentar a sensibilidade
das analises de LC-MS/MS em relagdo a compostos minoritarios e, por
consequéncia, a quantidade de features na rede molecular. Foram
contabilizados 303 features detectadas exclusivamente nos extratos (6,09%)
e 2281 features oriundas exclusivamente das fragles (45,90%). Features
detectadas em ambos extratos e fragdes totalizam 2385 (47,99%). O total de
features em extratos e fragdes sao, portanto, 2688 e 4666 respectivamente,

representando um aumento de 1,7 vezes. Isso indica que compostos que
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estavam presentes em quantidades menores e abaixo dos limites de

deteccdo no extrato, puderam ser registrados pelas analises das fragdes.

Figura 9 - Rede molecular formada pelos metabodlitos detectados em extratos e fragGes
das nove linhagens de cianobactérias analisadas: Calothrix sp. CCIBt3320, Brasilonema
octagenarum CCIBt3551, Desertifilum tharense CCIBt3265, Anagnostidinema amphibium
CCIBt3214, Leptolyngbya sp. CCIBt3338, Myxosarcina sp. CCIBt3496, Komarekiella atlantica
CCIBt3307, Nostoc sp. CCIBt3329 e Desertifilum tharense CCIBt3275. As cores dos nodos
indicam a amostra de origem dos metabdélitos, sendo em vermelho aqueles detectados
somente nos extratos, em azul aqueles detectados unicamente em fragdes e violeta para
os metabolitos detectados em ambos, extratos e fragoes.
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As linhagens de cianobactérias analisadas neste estudo sao
pertencentes a trés ordens, as Oscillatoriales, Nostocales e Chroococcales.
Features detectadas das Oscillatoriales originaram 3143 nodos na rede
molecular (63,25%). Desses, 1099 sdo compartilhadas com as outras duas
ordens, e 2044 features sdo exclusivas (41,13%). Os géneros que fazem parte
dessa ordem sado: Anagnostidinema amphibium CCIBt3214, Desertifilum
tharense CCIBt3265 e Leptolyngbya sp. CCIBt3338.

As features detectadas em amostras de cianobactérias da ordem das
Nostocales possuem 2561 nodos ao todo (51,54%), 1040 compartilhados com

as demais, e 1521 nodos exclusivos (30,61%). Os géneros incluidos nessa
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ordem sao: Brasilonema octagenarum CCIBt3551, Nostoc sp. CCIBt3329,
Calothrix sp. CCIBt3320 e Komarekiella atlantica CCIBt3307.

As features detectadas em amostras de cianobactérias da ordem das
Chroococcales possuem 742 nodos ao todo (14,93%), 525 compartilhados
com as demais trés ordens, e 217 nodos exclusivos (4,37%). A linhagem

Myxosarcina sp. CCIBt3496 € a Unica pertencente dessa ordem.

4.3 - Analises metabolomicas utilizando a ferramenta MolNetEnhancer

De modo a otimizar as analises metabolémicas, e a complementar o
processo de desreplicagdao, a ferramenta MolNetEnhancer (Figura 10) foi
aplicada para obter uma classificagdo putativa das features de interesse. As
classes quimicas identificadas foram: alcaloides 19 features (0,4%),
Benzenoides 12 features (0,2%), lipidios/glicolipidios 497 features (9,4%),
acidos organicos e derivados cinco features (0,1%), compostos organicos
nitrogenados uma feature (0,01%), compostos organicos oxigenados uma
feature (0,01%), compostos organicos heterociclicos 48 features (0,9%) e
fenilpropanoides/policetideos 43 features (0,8%). A maior parte da rede
molecular, 87,4%, nao pode ser identificada pela ferramenta (no matches),
sendo o total de 4343 features, o que é um indicativo de ineditismo quimico

promissor dos metabolitos produzidos pelas cianobactérias.

Figura 10 - Anotagdo estrutural quimica da rede molecular formada pelos metabolitos
detectados de extratos e fragdes das nove linhagens de cianobactérias pela ferramenta

MolNetEnhancer
. '.v: P y :.--.
e o
e " .
C
. %o,
.‘.
“ .o Alcaloides
<o} s g b Satl
':.‘.:.::*;'- o... g -:_.. enzenoides
% ! ee Lipidios/Glicolipidios
s o . . N “ @ . . Nao identificados
acs 4 '&:' B v .'":-"{" h}."'--#_"‘“ ﬁ:‘; Acidos organicos e derivados
& o . Bg Ctc oS8 -' @ o 3 o 2 % Py 3 Compostos organicos nitrogenados
FE OGN N, SRR e @
. ¢ s, .Compostos orgénicos oxigenados

.
.
e T T U AU PP I A P TIPS T I W S0 SO - N
2R3 e "-'* et n, . e -:"'" PR, e - .Heterocmllcos organicos

. . . = e e o ... 0g® o 8,00 8,0 e s.e8 e
oo T le, o :u'."I".o-‘o esslefstee '..'..-.-...,'o.- o es" e, et
L .

o . Fenilpropandides e policetideos
o




56

4.5 - Desreplicacao e analise de metabolitos primarios

Considerando que metabdlitos primarios sao altamente conservados e
diretamente necessarios para o crescimento de uma espécie, os metabolitos
secundarios evoluem dinamicamente de espécie para espéecie sendo
inerentemente variaveis em estrutura e producgao (Erb e Kliebenstein, 2020).
Durante o processo evolutivo, as vias do metabolismo primario contribuiram
para a subjacente variacdo quimica e enzimatica observada para a sintese do
metabolismo secundario (Maeda, 2019). Os produtos secundarios precisam
de enzimas especificas para sua biossintese, cuja variedade decorre de
diferengas genotipicas selecionadas em populagdes distintas ambientadas
em um determinado ambiente. O acionamento de uma via metabdlica pode
advir, portanto, como resposta a estimulos ambientais, sendo assim regulado
pelo mesmo (Santamaria et al., 2022).

Como o foco deste trabalho é investigar moléculas produzidas pelo
metabolismo secundario, é necessario identificar primeiramente os
metabdlitos primarios (conservados) para que sejam, assim, despriorizados.
A partir dessa identificacao, segue-se o foco para os clusters que nao foram
automaticamente anotados ou formados por features exclusivas detectadas
a partir de uma unica linhagem. A desreplicacdo com o auxilio da rede
molecular auxilia a rapidamente identificar clusters de metabdlitos primarios
(Figura 11), permitindo que a atengdo seja direcionada aos clusters contendo

features promissoras.
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Figura 11 - Rede molecular com destaque para dois clusters formados por metabdlitos
primarios de cianobactérias. O cluster de n2 1 é formado por glicolipidios e o cluster de n2 2
é formado por catabélitos de clorofila.
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4.5.1 - Glicolipidios
Dois grandes clusters foram anotados como sendo compostos por
glicolipidios e possiveis analogos (Figura 12). Trata-se de compostos que

constituem as membranas celulares (Buedenbender, Astone e Tasdemir,
2020).
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OH
Glicolipidios
Como exemplo, o padrdo de fragmentagao da feature de m/z 795 é
bastante similar ao galactolipidio MGDG (18:3/18:4), como anotado

automaticamente pela comparagdo com a base de dados espectral da

plataforma GNPS. Com os presentes dados foi possivel atribuir uma férmula
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ao ion m/z 795,5041 [M+Na]*, sendo esta CisH7200Na* com erro de +4,02 ppm.
O perfil de fragmentacdo pode ser encontrado na segdo de apéndice AP. 5.1.
Essa correspondéncia foi detectada como parte de um cluster formado por

features detectadas em extratos e fragdes de todas as linhagens analisadas.

Figura 12 - Cluster formado por nodos que representam glicolipidios e derivados. Destaque
para a feature referente ao galactolipidio MGDG (18:3/18:4), ion de m/z 795,5041 [M+Na]*,
detectada no extrato e fragdes da linhagem Calothrix sp. CCIBt3320 sendo atribuido a este
a férmula molecular C4sH7200Na*

S MGDG (18:3/18:4)
m/z 795,5041 [M+Na]*

CasH720,0Na”

A +4,02 ppm

4.5.2 - Derivados da clorofila e feoforbideos

Um pequeno cluster foi identificado como sendo formado por
moléculas derivadas da clorofila pertencentes majoritariamente as linhagens
Anagnostidinema amphibium CCIBt3214 e Brasilonema octagenarum
CCIBt3551. Foi anotada automaticamente pela base de dados do GNPS a
feature de m/z 593 como feoforbideo A. Os feoforbideos sdo as primeiras
moléculas formadas na primeira etapa do processo catabdlico da clorofila,
identificada pela perda do atomo de magnésio do centro do anel porfirinico
(Chen et al., 2015).
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Clorofila Feoforbideo

A desreplicacdo utilizando o software SIRIUS (Figura 13) corroborou
para a anotagao do ion m/z 593,2780 [M+H]* de férmula CssH37N.Os* como
feoforbideo A. A ferramenta CANOPUS indicou que o padrao de fragmentagao
MS/MS da feature € condizente com as porfirinas, o que corrobora com a
anotacdo automatica feita pelo GNPS. O espectro de fragmentagao pode ser

encontrado na secdo de apéndice AP. 5.2.

Figura 13 - Cluster dos catabdlitos da clorofila, com indicagdo para o feoforbideo A,
substancia detectada na linhagem Anagnostidinema amphibium CCIBt3214 e na linhagem
Brasilonema octagenarum CCIBt3551
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4.6 - Rede molecular multicamada

Para sistematizar as andlises da rede molecular, foi empregado um
desmembramento dela de forma a orientar a desreplicagdo. A aplicagdao de
metadados permite uma melhor inspecdao da diversidade metabdlica
detectada de cada extrato e fracdes das cianobactérias relacionadas com a
respectiva atividade bioldgica resultante de cada bioensaio.

Quatro diferentes filtros foram aplicados, gerando quatro tipos de

camadas de uma mesma rede. Uma camada para cada bioensaio realizado, e
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uma para a investigacdo da diversidade dos metabdlitos detectados,

conforme demonstrado na Figura 14.

Figura 14 - Esquema do desmembramento da rede molecular em quatro redes diferentes,
cada uma focando em um parametro de analise. Uma rede para as analises de diversidade
metabdlica e trés redes para os bioensaios (toxicidade aguda contra Artemia salina,
viabilidade celular contra células de melanoma humano e atividade anti-leishmania)

BGNPS

LC-MS/MS + metadados

-Viabilidade
celular
Leishmania

4.6.1 - Analise de metabdlitos secundarios

Duas linhagens destacaram-se devido a grande quantidade de features
exclusivas nao compartilhados com outras linhagens, o que pode ser um
indicativo de metabolismo secundario. Da linhagem Komarekiella atlantica
CCIBt3307 foram obtidas fragcdes que mostraram atividade bioldgica anti-
Leishmania, portanto sua priorizacdo é devida a dois cenarios, de diversidade
quimica e bioatividade.

As amostras da linhagem Brasilonema octagenarum CCIBt3551, apesar
de nao terem apresentado bioatividade em nenhum dos bioensaios
realizados, foram priorizadas devido a sua diversidade quimica. O género
Brasilonema, recentemente separado do género Scytonema, pertence a

ordem das Nostocales (Vaccarino e Johansen, 2012). Esse género de



61

cianobactéria é geralmente encontrado em areas tropicais e subtropicais do
Brasil, vivendo sob a superficie do solo e de folhas de plantas, como
bromélias, orquideas e eucaliptos (Alvarenga et al., 2020).

Na rede molecular, foram identificados 393 features exclusivas dessa
linhagem (7,9%) e 400 features compartilhadas com outras linhagens,
totalizando 793 features (15,9%) da rede molecular. Do total de features, 14
(3,56%) foram automaticamente anotadas pela base de dados do GNPS, todas
como lipidios comuns a membrana das células. Nenhum metabdlito
secundario ou toxinas classicas foram anotadas automaticamente.

Dois clusters dessa linhagem que ndo foram anotados pelo GNPS
passaram por andalises detalhadas, tendo suas features anotadas com auxilio
do software SIRIUS (Figura 15). Esses clusters foram priorizados por serem
formados unicamente por features exclusivas de uma unica linhagem. Ambos

os clusters receberam a denominacgao de Brasoc-1 e Brasoc-2.

Figura 15 - Rede molecular com destaque para a diversidade metabdlica de duas linhagens
de cianobactéria, Brasilonema octagenarum CCIBt3551 (cor rosa) e a Komarekiella atlantica
CCIBt3307 (cor azul escuro). Destaque para dois clusters formados por features Unicas da
Brasilonema octagenarum, chamados de Brasoc-1 e Brasoc-2 circulados e apontados por
uma seta. Features Unicas de cada linhagem estdo destacadas por cores especificas
conforme a legenda. Features formadas por espectros detectados em mais de uma
linhagem que compdem a rede estdo em cinza
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As analises dos espectros de MS/MS utilizando a ferramenta CANOPUS
geraram resultados indicativos de peptideos (apéndice AP.5). As formulas

guimicas putativas geradas foram utilizadas como query em buscas a bases
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de dados para desreplicagdo, de modo a identificar as features que ja
pudessem ser conhecidas. Propagando-se a anotagao foi possivel estabelecer
formulas putativas para os nodos que compdem os dois clusters, Brasoc-1 e
Brasoc-2, para serem entao utilizadas nas buscas a bases de dados no
processo de desreplicagao (Figura 16).

No cluster Brasoc-1, foi identificado o ion de m/z 985, cuja formula
molecular putativa calculada foi a CisHesNsOisNa*, tendo sido calculada a
partir da massa exata 985,4672 [M+Na]* e analise do espectro MS/MS. Essa
féormula é consistente com uma molécula ja descrita na literatura, a
molassamida, um depsipeptideo isolado da cianobactéria marinha Dichothrix
utahensis (Gunasekera et al.,, 2010). Ao compararmos os espectros MS/MS
obtidos experimentalmente e o espectro da molassamida (2) depositado na
base de dados GNPS, observou-se grande semelhanca nos perfis de
fragmentagao. Apesar do perfil de fragmentagao estar depositado na base de
dados do GNPS a feature de m/z 985 nao foi automaticamente anotada na
rede molecular. Os espectros MS/MS podem ser encontrados na secdo de

apéndice AP. 5.3.

Figura 16 - Destaque para os clusters Brasoc-1 e Brasoc-2 totalmente anotados com base

nos perfis de MS/MS e com auxilio do software SIRIUS. Destaque para a feature de m/z 985

de formula molecular putativa CssHesNsO1zNa 985,4664 [M+Na]*, cuja desreplicagdo indicou
a possivel presenca do peptideo molassamida
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A hipdtese da molassamida foi sustentada pela ferramenta de predigdo
de estrutura do SIRIUS. A analise da fragmentagao gerou um indice de 90,62%

de similaridade com a molassamida (2).

molassamida (2)

A confirmacdo dessa hipdtese requer analises adicionais com técnicas
complementares, por exemplo, o isolamento seguido de analise por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN). Porém, os dados
obtidos conforme analise da ferramenta CANOPUS e o processo de
desreplicacdo detalhado indicam a presenga de um composto peptidico.
Propagando-se a anotagao, pode-se deduzir que os demais ions que formam
o cluster possam ser analogos potencialmente inéditos da molassamida.

Analisando-se os clusters, buscas na literatura indicaram que houve
correspondéncia das formulas quimicas propostas com substancias ja
descritas e originadas de cianobactérias, e destaca-se que nenhuma dessas
features foi automaticamente anotada pela base de dados do GNPS. Com
isso, procedeu-se a analise dos espectros MS/MS para a verificagcdo das
possiveis anotagdes:

- ion de m/z 991: composto de férmula molecular CsoH7oNgOxs",
calculada a partir da massa acurada 991,5152 [M+H]*. Em bases de dados,
encontrou-se a correspondéncia com a molécula kempopeptina A (Taori, Paul
e Luesch, 2008). Através da comparagao dos espectros MS/MS obtidos
experimentalmente e o espectro depositado na base de dados foi possivel
concluir que este composto nao se trata da kempopeptina A, sendo
considerada uma molécula potencialmente inédita (AP.5.4).

- jon de m/z 961: composto de férmula molecular CuoHesNsOr2",

calculada a partir da massa acurada 961,5047 [M+H]*. Em bases de dados,
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encontrou-se correspondéncia com a formula molecular da micropeptina
HH960, originaria da cianobactéria Microcystis aeruginosa (Lodin-Friedman e
Carmeli, 2013). Mas ao comparar o perfil de fragmentagdao obtidos
experimentalmente com o perfil da micropeptina 966 obtido da base de
dados do GNPS, deduziu-se que este composto pode ser uma substancia
potencialmente inédita (AP.5.5).

- fon de m/z 975: composto de férmula molecular CsoH7oNgO1o",
calculada a partir da massa acurada 975,5198 [M+H]*. Em bases de dados,
encontrou-se a correspondéncia com a férmula molecular da loggerpeptina
C (molécula analoga da molassamida) que é originaria de cianobactéria
marinha DRTO-73 (Al-Awadhi, Salvador, et al., 2017). Mas ao comparar o perfil
de fragmentagao obtidos experimentalmente com o perfil da loggerpeptina A
obtido da base de dados do GNPS, deduziu-se que este composto pode ser
uma substancia potencialmente inédita (AP.5.5).

- fon de m/z 1007: composto de férmula molecular CsiH7aNgOss*,
calculada a partir da massa acurada 1007,5459 [M+H]*. Em bases de dados,
encontrou-se correspondéncia com a molécula micropeptina DR1006 que é
originaria da cianobactéria Microcystis aeruginosa e tem a mesma férmula
molecular (Adiv e Carmeli, 2013). Mas, ao comparar os padroes de
fragmentagao dos espectros MS/MS entre os dados depositados no GNPS da
micropeptina 966 com os dados MS/MS obtidos experimentalmente, pode-
se concluir que o ion de m/z 1007 pode ser derivado de uma molécula
potencialmente inédita (AP.5.7).

Ha quatro features nesses clusters que representam a mesma
molécula, cuja féormula molecular € CisHesNsO1s. Trata-se das features de m/z
999,802, 1015,78 e 1015,46 do Brasoc-1 e m/z 977,812 do Brasoc-2. Todos
esses ions apresentam o mesmo tempo de retencdo de 2,85 minutos. Ao
analisar os espectros em modo positivo e negativo, percebeu-se que se trata
de adutos diferentes que foram representadas separadamente na rede
molecular: m/z 977,5043 [M+H]*, m/z 999,4813 [M+Na]* e m/z 1015,4553
[M+K]*.

Ha outros clusters de features derivados da linhagem Brasilonema

octagenarum CCIBt3551 que futuramente podem ser explorados na busca de
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novas moléculas. A desreplicagdo sera de extrema importancia para
determinar o ineditismo quimico dessas moléculas. Ha um cenario promissor
para o aprofundamento das pesquisas com essa linhagem em relagdo a
bioatividade. Em 2022, foi publicado um estudo em que foram detectados e
isolados analogos inéditos da molassamida B com bioatividade como
inibidores de protease produzidos pela cianobactéria marinha Rivularia sp.
(Reher et al.,, 2022). A linhagem CCIBt3551 foi, portanto, priorizada para
estudos futuros de fracionamento bioguiado visando a obtencao e purificagao

de seus compostos bioativos terem sua estrutura elucidada.

4.6.2 - Analise de metabolitos secundarios em relagao aos resultados
do teste de toxicidade aguda contra Artemia salina

Foram testados os nove extratos e suas respectivas fragdes no
bioensaio de toxicidade aguda contra o microcrustaceo Artemia salina. Esse
bioensaio € conveniente para triagens de amostras por causa da sua rapidez
e baixo custo, além de gerar resultados preliminares para a pesquisa na area
farmacéutica (Rajabi et al.,, 2015). A mortalidade foi calculada pela razdo de
nauplios mortos pelo total de nauplios no respectivo pogo. Como controle
positivo foi utilizado o dicromato de potassio (K.Cr,07) que apresentou 100%
de letalidade, enquanto o controle negativo (DMSO 1%) e branco (agua do mar
artificial) ndo demonstraram toxicidade. Todas as amostras foram testadas
triplicata.

Apenas o extrato da linhagem Anagnostidinema amphibium CCIBt3214
apresentou resultado  positivo para  citotoxicidade. O  género
Anagnostidinema, pertencente a ordem Oscillatorialles, é caracterizado por
células filamentosas, que ndo possuem diferenciacdo de heterocistos ou
acinetos (Boone, Castenholz e Garrity, 2001). Anteriormente classificado
como Geitlerinema, o género Anagnostidinema foi separado deste apos
analises morfoldgicas e genéticas do rRNA ribossomal 16S, recebendo a
nomenclatura em homenagem ao pesquisador especialista em cianobactérias
Konstantinos Anagnostidis (Strunecky et al., 2017).

Anagnostidinema amphibium €& uma espécie de agua doce

frequentemente encontrada em reservatérios de abastecimento de agua
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publicos no estado de Sdo Paulo. Apesar desta frequéncia, ainda existem
poucos estudos voltados para a toxicidade desta cianobactéria (Dogo et al.,
2011). Ja foram detectados genes produtores de microcistinas de amostras
criopreservadas de cianobactérias contendo espécies do género
Anagnostidinema coletadas na Ilha de Ross no continente Antartico (Zaki et
al., 2020). Porém, na rede molecular nenhuma toxina conhecida foi anotada
através de comparagdes com a base de dados do GNPS para essa linhagem.

Em um estudo brasileiro realizado por (Sant’Anna et al.,, 2008),
demonstrou-se toxicidade dessa linhagem de A. amphibium em bioensaios
de cianotoxinas, indicando coeréncia nos resultados obtidos. Entretanto,
ainda sao necessarias mais analises com o objetivo de isolar e identificar
quais a(s) molécula(s) responsavel(eis) pela atividade citotoxica.

As fracdes obtidas a partir do extrato da Anagnostidinema amphibium
CCIBt3214 foram testadas contra A. salina e apenas a fracdo 4 (F4)
apresentou resultado significativo (>50% de inibigcdo) para citotoxicidade
(Grafico 1). Essa informacao direciona os esforcos de desreplicacdo, focando

nas moléculas que estejam concentradas na fragao (Bisson et al., 2016)

Grafico 1 - Grafico demonstrando a citotoxicidade da linhagem Anagnostidinema

amphibium CCIBt3214 observada no bioensaio contra Artemia salina
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As fragdes 3 (F3) obtidas a partir do extrato da Calothrix sp. CCIBt3320,
Desertifilum tharense CCIBt3265 e Leptolyngbya sp. CCIBt3338 também
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apresentaram bioatividade. Nenhum dos extratos havia apresentado
bioatividade. Isso € um indicativo de que o fracionamento cumpriu o seu
papel ao revelar metabolitos que estavam presentes nos extratos em
concentragdes abaixo da sensibilidade do teste de citotoxicidade aguda
contra a Artemia salina.

Analisando a rede molecular construida com dados de amostras de
diferentes linhagens sob essa perspectiva, pode-se inferir que um cluster
contendo features de uma unica linhagem podem indicar a presenga de
metabdlitos secundarios. Com isso, foi possivel identificar na rede molecular
(Figura 17) features agrupadas que eram produzidas apenas pela linhagem
Anagnostidinema amphibium CCIBt3214. Os metadados utilizados na criagao
da rede molecular indicaram que esses clusters eram formados em sua
maioria por features detectados na fragao bioativa. A desreplicagdo foi guiada
por essas informacdes para a identificacdo de possiveis novos compostos

bioativos.

Figura 17 - Rede molecular com destaque para a atividade de citotoxicidade aguda contra o
microcrustaceo Artemia salina. Quatro linhagens apresentaram resultado positivo nesse
bioensaio, sendo estas Anagnostidinema amphibium CCIBt3214 (cor verde), Desertifilum

tharense CCIBt3265 (cor azul escuro), Calothrix sp. CCIBt3320 (cor azul claro) e

Leptolyngbya sp. CCIBt3338 (cor verde agua). Dois clusters formados por features advindas

de fragdes positivas da Anagnostidinema amphibium CCIBt3214 estao demonstradas na
rede com os numeros 1 e 2.
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Através da analise da rede molecular, foram identificadas 1654 features
(33,28% da rede) pertencentes a Anagnostidinema amphibium CCIBt3214.
Dessas features, 1264 sao produzidas exclusivamente por essa linhagem
(25,43% da rede). Foram contabilizadas 39 features exclusivas da fragcao F4,
positiva contra Artemia salina.

No processo da metabolédmica ndo-alvo (untargeted) a triagem de
features promissoras pode ser um processo desafiador (McCloud, 2010). Para
guiar a desreplicagado, features presentes na fragao bioativa foram priorizadas
com o auxilio da ferramenta DAFdiscovery. A ferramenta permitiu que fossem
evidenciadas aquelas altamente correlacionadas com citotoxicidade

observada (Borges et al., 2023), conforme demonstrado na Figura 18.

Figura 18 - Grafico de correlagdo do padrdao MS1 com a bioatividade gerado a partir da
Opgao 4 do pipeline do DAFdiscovery. Cinco features de m/z 1037, m/z 993, m/z 785, m/z
501 e m/z 503 foram destacadas por terem sido apontadas como correlacionadas a
citotoxicidade contra Artemia salina
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As cinco features foram priorizadas com auxilio do DAFdiscovery foram:
n?1 de m/z 1037,6169, n?2 de m/z 993,5931, n®3 de m/z 785,4816, n°4 de m/z
501,2833 e n% de m/z 503,2996. As features numero 1, 2 e 3 foram localizadas

em um cluster formado apenas por features exclusivas da A. amphibium
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CCIBt3214, ao qual foi chamado de cluster Anag-1. As features de numero 4 e
5 foram localizadas em uma parte de um cluster compartilhado entre
features advindas de outras linhagens, porém em uma posicao de features
detectadas apenas na CCIBt3214, ao qual foi chamado de semi-clusterAnag-
0,5 (Figura 19). Esse resultado foi fundamental para guiar o processo de

anotacgao seguida de desreplicagao.

Figura 19 - Clusters formados exclusivamente por features correlacionadas com a
bioatividade detectadas a partir do extrato e fragdo F4 da linhagem Anagnostidinema
amphibium CCIBt3214. Features detectadas somente nas amostras bioativas estdo
destacadas em maior tamanho em relagdo as demais. Features detectadas tanto em
fragGes bioativas quanto em inativas estdo representadas em tamanho intermediario, e
features presentes apenas em fragdes inativas sdo representadas por pequenos circulos.
As numeragdes de 1 a 5 indicam as features apontadas pelo DAFdiscovery como
promissoras em termos de bioatividade
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As features foram anotadas com auxilio do software SIRIUS. Vinte
féormulas moleculares putativas foram geradas pelo sistema para cada
feature. A ferramenta CANOPUS classificou-as como moléculas da classe dos
peptideos.

Analises manuais, tendo por base a regra do nitrogénio e padrdo
isotdpico, levaram a escolha dos candidatos mais provaveis. As formulas para
cada feature foram:

- fon de m/z 1037 de férmula molecular CssHgsNsO1sNa* e massa acurada
de 1037,6169 [M+Na]* (AP. 5.8);

- fon de m/z 993 de férmula molecular CsHgNsO:Na* e massa acurada
de 993,5931 [M+Na]* (AP. 5.9);
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- ion de m/z 785 de férmula molecular CsoHesNsOsNa* e massa acurada
de 785,4816 [M+Na]*;

- ion de m/z 501 de férmula molecular CasHssN.OsNa* e massa acurada
de 501,2833 [M+Na]* (AP. 5.11)e;

- ion de m/z 503 de férmula molecular C,sHaoN4OsNa* e massa acurada
de 503,2996 [M+Na]* (AP. 5.10).

Nao foi encontrada correspondéncia de nenhuma dessas formulas
moleculares em bases de dados de produtos naturais. Apds a determinacédo
das formulas, a propagagdo da anotagdo foi realizada para o restante dos
clusters.

O ion de m/z 799, foi anotado com a féormula molecular putativa
CaoHsaNeOoNa* calculada a partir da massa acurada 799,4594 [M+Na]*. Apos
buscas em bases de dados, encontrou-se a correspondéncia com a molécula
aeruginosina NOL7, peptideo descoberto em 2013 e produzido pela
cianobactéria marinha Nodularia spumigena (Fewer et al., 2013). Ao comparar
dados dos espectros MS/MS obtidos experimentalmente com um estudo feito
por (Jacinavicius et al.,, 2021) em que estdo descritas as fragmentacgdes
caracteristicas das aeruginosinas foi possivel concluir que esta feature ndo
se trata da aeruginosina NOL7, podendo ser uma molécula potencialmente
inédita (AP.5.12). Futuramente este composto sera isolado e submetido a
analises espectroscépicas e espectrométricas para elucidagdo estrutural,
assim como os demais presentes em ambos os clusters que foram
identificadas como sendo possivelmente inéditas através da desreplicagao.

Como as outras trés linhagens produtoras de fragdes bioativas,
CCIBt3320, CCIBt3265 e CCIBt3338, apresentaram, na rede molecular, apenas
clusters compartilhados com as demais, outras estratégias serdao aplicadas
para a desreplicacdo dos seus metabodlitos (Buedenbender, Astone e
Tasdemir, 2020). Através dos resultados deste trabalho, priorizaram-se
moléculas da linhagem Anagnostidinema amphibium CCIBt3214 de acordo
com seu potencial ineditismo e bioatividade para que sejam isoladas e

elucidadas estruturalmente.
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4.6.3 - Analise de metabdlitos secundarios em relagciao aos resultados
do teste in vitro da viabilidade celular contra melanoma humano por MTT

Diversos produtos naturais de cianobactérias terrestres ou de agua
doce foram descritos como bioativos contra células de cancer. Entre os anos
de 2010 e 2020 podem ser citados, por exemplo, os merociclofanos (Kang et
al., 2012) e ribociclofanos (May et al., 2018), além das cusperinas (Kust et al.,
2018) e anabaenopeptinas (Saha et al., 2020).

Essas descobertas motivaram a utilizacdo deste bioensaio para a
triagem dos extratos e fragdes para a avaliagao da atividade antiproliferativa
contra células de melanoma humano no teste in vitro de viabilidade celular
indireta MTT.

O cancer de pele é uma neoplasia maligna cujos tipos mais comuns
sdo: o carcinoma basocelular, o carcinoma espinocelular e o melanoma
(Gray-Schopfer, Wellbrock e Marais, 2007). Essa neoplasia representa apenas
4% dos casos de cancer de pele, mas é responsavel por 65% de todas as
mortes relacionadas a essa doenca (Gordon, 2013).

Ensaios celulares in vitro desempenham um papel fundamental na
pesquisa por gerar dados iniciais que podem direcionar futuros estudos in
vivo e clinicos (Khor et al.,, 2017). Empregados em triagens, os ensaios de
viabilidade celular podem determinar se uma amostra possui atividade
antiproliferativa (Adan, Kiraz e Baran, 2016). O ensaio de MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) é um teste
colorimétrico de viabilidade celular indireto. O mecanismo desse bioensaio
consiste em medir a capacidade das mitocondrias presentes nas células de
melanoma (linhagem celular naive SK-MEL-28) de reduzir o MTT (amarelo)
transformando-o no sal de formazan (roxo). Essa reagao se traduz na medida
de viabilidade celular diretamente proporcional a mudanga de cor detectada
pelo espectrofotdmetro (Liu e Peterson, 1997; Mosmann, 1983). Antes que o
teste seja realizado, é necessario que cada uma das amostras seja incubada
sem a presencga de células para descartar a hipdtese de que as amostras nao
causem a redugdo do MTT em formazan, levando a um resultado falso-
negativo. A reagdo de conversao do MTT em formazan é realizada

predominantemente por enzimas mitocondriais, portanto as células que
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foram mortas pelas substancias presentes nas fragdes de cianobactérias
apresentam coloragdo amarela (Liu e Peterson, 1997).

A partir dos ensaios de MTT, foi observado o resultado positivo de
amostras obtidas a partir da linhagem Nostoc sp. CCIBt3329 (Grafico 2), uma
linhagem originaria do cerrado brasileiro que foi coletada sob a casca de uma
arvore em Pirassununga, no estado de Sao Paulo. As fragdes F4, F5 e F6, além
do proprio extrato CCIBt3329, inibiram significativamente a viabilidade celular

de SK-MEL-28, com perfil semelhante ao da doxorrubicina (controle positivo).

Grafico 2 - Resultados do ensaio de viabilidade celular de amostras da linhagem Nostoc sp.
CCIBt3329
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Cianobactérias do género Nostoc sao fixadoras de nitrogénio (N»)
atmosférico, podendo ser encontradas em ambientes terrestres e aquaticos
(d4gua doce, salobra e marinha) vivendo de forma independente ou em
simbiose com outros seres vivos (Fidor, Konkel e Mazur-Marzec, 2019). A
conversdo do N, atmosférico em amodnia é feita por enzimas localizadas em
células especializadas chamadas de heterocitos, cuja parede celular é
formada por polissacarideos e glicolipidios de estruturas Unicas (Schouten et
al., 2013). As estruturas dos glicolipidios sdo compartilhadas com outras
espécies de cianobactérias como Nodularias e Anabaenas (Bauersachs et al.,
2009).
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Foi analisada a rede molecular multicamada através dos metadados do
bioensaio de viabilidade celular. A linhagem Nostoc sp. CCIBt3329 apresentou
857 features (17,24% dos nodos da rede molecular), sendo apenas 206
exclusivas dessa linhagem (4,14% dos nodos da rede molecular). Features
exclusivas e presentes nas fragdes bioativas contra as células de melanoma
humano foram contabilizadas em 117, representando 2,35% dos nodos da rede
molecular total e 13,65% de todas as features detectadas nas amostras da
Nostoc sp. CCIBt3329.

A analise da rede molecular ndo resultou na identificacdo de nenhum
cluster formado unicamente de features detectadas somente da linhagem
CCIBt3329. Na rede molecular (Figura 20) as features coloridas na cor
magenta, apesar de comporem clusters contendo nodos compartilhados,
foram detectadas exclusivamente em extratos e fracdes da Nostoc sp.
CCIBt3329. Com a adicdo de metadados foi possivel identificar quais as
features eram provenientes das amostras bioativas no ensaio de viabilidade

celular.

Figura 20 - Rede molecular MS/MS de fragdes de cianobactérias com destaque para as
features de amostras com atividade da avaliagdo da viabilidade celular contra células de
melanoma humano usando a linhagem celular de melanoma naive SK-MEL-28 por MTT.
Amostras de uma Unica linhagem apresentaram resultado positivo nesse bioensaio, Nostoc
sp. CCIBt3329 (cor magenta). Features detectadas somente nas amostras bioativas estdo
destacadas em maior tamanho. Features detectadas tanto em fragdes bioativas quanto em
inativas estdo representadas em tamanho intermediario. Features presentes apenas em
fragBes inativas sdo representadas por pequenos circulos.
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Para complementar o processo de desreplicagdo, a ferramenta
DAFdiscovery foi empregada para distinguir quais as features correlacionadas
com a citotoxicidade verificada no bioensaio de viabilidade celular (Borges et
al.,, 2023). A ferramenta apontou como candidatas diversas features, porém
todas compartilhadas com outras linhagens analisadas nesse estudo e sem
atividade no bioensaio. A tabela de correlagao com a bioatividade gerada pelo
DAFdiscovery foi analisada cuidadosamente e as features com maiores
indices foram anotadas e desreplicadas (Tabela 10). Essas features tiveram
suas respectivas formulas moleculares putativas geradas com o emprego do
software SIRIUS. As respectivas formulas moleculares foram buscadas em

bases de dados para encontrar possiveis correspondéncias.

Tabela 10 - Resultado obtido pela ferramenta DAFdiscovery correlacionando dados de LC-
MS e bioatividade das fragdes da linhagem Nostoc sp. CCIBt3329 analisadas em ensaio de
viabilidade celular contra melanoma humano por MTT juntamente com as respectivas
férmulas moleculares putativas e a anotagdo decorrente do processo de desreplicagao

indice de .
~ Formula Erro
correlagio molecular em
naimero m/z de utativa Aduto m Anotacgao
bioatividade P PP
1 623,2875 0,9667 C36H3sN4O6 [M+H]* +1,74 porfirina
2 730,4814 0,9546 CasHesN,OsPS [M]+ +0,13 [lpile
3 645,2697 0,9404 C3eH3sN4Os [M+Nal* +1,74 porfirina
4 620,3784 0,9345 C35H51NsO6 [M-H,O+H]* +3,62 peptideo
5 660,3727 0,8878 CasHs1NsO6 [M+Na]* +3,62 peptideo
6 661,2450 0,8716 C36H3sN4O6 [M+K]* +1,74 porfirina
7 653,2982 0,8535 C37H40N40O7 [M+H]* +1,86 desconhecido
8 392,2959 0,8590 N/D N/D N/D N/D
9 605,2793 0,8238 C3sH3sN406 [M-H,0]* +1,74 porfirina
10 1267,5500 0,8087 C36H2sN4O6 [2M+Na]* +1,74 porfirina

N/D (ndo determinado)

Foi realizada uma inspecdo cuidadosa dos cromatogramas a partir dos

dados gerados pelo DAFdiscovery. Os cromatogramas de ions extraidos - EIC
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(do inglés extracted ion chromatogram) revelaram que as features de m/z
605,2793 [M-H,0]*, m/z 645,2713 [M+Na]*, m/z 661,2450 [M+K]*, m/z 1267,5500
[2M+Na]* e m/z 623,2888 [M+H]* sdo adutos diferentes de uma mesma
molécula (Figura 21) correspondendo a férmula molecular Ci3sH3sN4Os. A
analise do espectro MS/MS pela ferramenta CANOPUS (AP.5.13) indicou uma
fragmentacgao caracteristica das porfirinas. Ndo € possivel, somente com a

desreplicacdo, confirmar a estrutura quimica com exatidao.

Figura 21 - Cromatograma de ion extraido das features de m/z 605,2793 [M-H20]*, m/z
645,2713 [M+Nal]*, m/z 661,2450 [M+K]*, m/z 1267,5500 [2M+Na]* e m/z 623,2888 [M+H]*
demonstrando que todas sdo adutos da mesma molécula que elui no tempo de retencao
de 6,8 minutos
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As features de m/z 660,3727 [M+Na]* e 620,3799 [M-H,O+H]* também
sdo adutos da mesma molécula e equivalem a férmula molecular C3sHsiNsOs,
sem correspondéncia em bases de dados (Figura 22). O perfil de
fragmentagcao MS/MS segundo pontuado pela ferramenta CANOPUS indica a
classificacdo como possivel peptideo (AP. 5.14) (Fidor et al.,, 2020). O
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aprofundamento das pesquisas com utilizagdo de estratégias de
fracionamento bioguiado e aquisicdo de dados de ressonancia magnética

nuclear poderao confirmar a estrutura quimica dessa molécula.

Figura 22 - Cromatograma de ion extraido das features de m/z 660,3727 [M+Na]* e m/z
620,3799 [M-H20+H]* demonstrando que sdo adutos da mesma molécula com tempo de
retengao de 7,2 minutos
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A feature de m/z de 730,4814 [M]* de férmula molecular CzsHesN7OsPS
teve o perfil de fragmentagdao analisado, sendo encontrada possivel
correspondéncia com um composto lipidico (AP.5.15). Maiores investigacdes
serao necessarias para confirmar a estrutura e a formula molecular desse
composto.

Para a feature de m/z 653,2982 [M+H]*de formula molecular Cz;H4oN4O-
nao foram encontradas correspondéncias em bases de dados.

A feature de m/z 392,2959 nao teve seu aduto identificado mesmo
através de analise de dados de espectrometria de massas de alta resolugao
em modo positivo e modo negativo, ndo podendo assim ter sua férmula

molecular calculada.
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Através dos resultados obtidos, a linhagem Nostoc sp. CCIBt3329 foi
priorizada de acordo com a sua bioatividade. Entretanto, diferentes
abordagens serao aplicadas para a continuidade dos estudos dessa linhagem.
As suas fracdes serao novamente fracionadas, analisadas por UPLC-
HRMS/MS e submetidas a novas etapas de bioensaio para que seja, entao,
possivel identificar qual(is) o(s) composto(s) responsaveis pela bioatividade.
Uma vez confirmado o ineditismo quimico das entidades bioativas os

processos de isolamento e elucidacado estrutural serdo aplicados.

4.6.4 - Analise de metabdlitos secundarios em relagao aos resultados
in vitro da atividade citotoxica em formas amastigotas de Leishmania (L.)
amazonensis

Os extratos e fracdes foram submetidos a avaliacdo quanto ao
potencial citotéxico contra o parasita Leishmania (L.) amazonensis. As
leishmanioses sdo doengas negligenciadas e geograficamente espalhadas. O
parasita é transmitido pelo mosquito palha, um Flebotomineo (Psychodidae).
As leishmanioses podem se apresentar clinicamente como quadro de lesdes
cutaneas ou em mucosas, conhecida como leishmaniose tegumentar, ou
como lesOes viscerais com comprometimento do sistema
linfohematopoiético, chamada de leishmaniose visceral (Conceigdo-Silva e
Morgado, 2019). Pacientes acometidos por leishmanioses costumam
apresentar febre, perda de peso, aumento do bago e pancitopenia. O parasita
consegue sobreviver em ganglios linfaticos manifestando-se tardiamente
apods alta clinica, o que € um problema em pacientes imunocomprometidos
(Porto et al., 2022).

Por conta desse cenario € importante que sejam descobertas novas
moléculas eficazes e com menores eventos adversos para tratar essas
doencas. No Brasil, trés farmacos estdo disponiveis para o tratamento de
leishmanioses, sendo estes o antimonial pentavalente, anfotericina B e
pentamidina. Todas de aplicagao parenteral com risco de eventos adversos
severos como lesado renal, pancreatite e insuficiéncia cardiaca (Mendonga et
al., 2016). Novas alternativas terapéuticas mais faceis de administrar e com

baixo numero de eventos adversos sdo imprescindiveis. Além da necessidade
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de contornar a resisténcia aos farmacos ja utilizados (Basmaciyan e
Casanova, 2019).

Testes in vitro de viabilidade celular foram conduzidos utilizando as
formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis. Extratos e fragdes
foram diluidos na concentragao de 25ug/mL em meio RPMI contendo DMSO
1%. A anfotericina B foi utilizada como controle positivo e DMSO 1% como
controle negativo. O resultado foi apresentado por porcentagem de inibicao
considerando a Anfotericina B como 100% de atividade (Mendonca et al,
2019).

Extratos e fragdes provenientes de trés diferentes linhagens foram
bioativas contra Leishmania (L.) amazonensis, sendo estes Myxosarcina sp.
CCIBt3496, Desertifilum tharense CCIBt3275 e Komarekiela atlantica
CCIBt3307. O nivel de inibicdo acima de 60% das amostras em relacdo ao
controle positivo (100%) fez com que a aplicagao da ferramenta DAFdiscovery
nao resultasse na priorizagao de features. Como a funcao de Espectroscopia
de Correlacdo Total Estatistica, STOCSY, calcula a covariancia e a correlacao
entre os picos MS1 da amostra bioativa com relacdo as demais amostras nao
bioativas a aplicagdo da ferramenta foi limitada devido ao bioensaio.
Portanto, os ensaios in vitro de viabilidade celular contra os promastigotas de
Leishmania (L.) amazonensis serdao repetidos em concentragdes menores
para a identificacdo das amostras que de fato sdo mais promissoras do ponto
de vista da atividade bioldgica.

Como nao houve destaque de features altamente correlacionados com
a bioatividade, a priorizagao foi baseada na diversidade metabdlica observada
na rede molecular. Dentre as linhagens que geraram amostras com
resultados bioativos, extratos e fragdes provenientes da linhagem
Komarekiella atlantica CCIBt3307 se mostraram, através da rede molecular,
especialmente quimiodiversos. Destaque para o Grafico 3 contendo os
resultados da atividade do extrato e fragdes da CCIBt3307. Com excegdo da
fracdo F2 (sem bioatividade), todas as demais amostras incluindo o extrato
apresentaram um nivel de inibicdo acima de 60% em relagdao ao controle
positivo (100%). Pertencente a ordem das Nostocales, a cianobactéria

Komarekiella sp. é encontrada vivendo sob casca de arvores, madeira ou
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concreto. Em sua morfologia celular se evidenciam acinetos contendo

heterdcitos, esféricos ou subesféricos (Hentschke et al., 2017).

Grafico 3 - Resultados do ensaio da atividade citotdxica contra Leishmania amazonensis de
amostras da linhagem Komarekiella atlantica CCIBt3307. O extrato e as fragdes F1, F3, F4,

F5 e F6 demonstraram bioatividade de 60% de inibicdo em relagdo ao controle positivo,

anfotericina B

% letalidade

A linhagem CCIBt3307 ja havia sido priorizada conforme secdo 5.6.1 -
Analise de metabolitos secundarios”. A rede molecular multicamada foi
filtrada através dos metadados do ensaio in vitro de viabilidade celular. A
analise dos dados obtidos das amostras da linhagem CCIBt3307 revelaram a
presenca de 946 features (19,03% da rede), sendo destas 579 exclusivas, ou
seja, ndao compartilhados com nenhuma outra das oito linhagens (11,65% da
rede). Features exclusivas e bioativas no bioensaio foram contabilizadas em
44 (0,88% da rede total) e 7,6% de todas as features detectadas da
Komarekiella atlantica CCIBt3307. Trés clusters exclusivos foram destacados
para serem desreplicados. Os clusters foram denominados cluster Komar-1,
Komar-2 e Komar-3, sendo pontuados respectivamente pelos nimeros 1, 2 e

3 conforme mostrados na Figura 23.
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Figura 23 - Clusters formados exclusivamente por features do extrato e fragdes da
linhagem Komarekiella atlantica CCIBt3307. Features detectadas somente nas amostras
bioativas estdo destacadas em maior tamanho em relagdo as demais. Features detectadas
tanto em fragdes bioativas quanto em inativas estdo representadas em tamanho
intermediario, e features presentes apenas em fragdes inativas sdo representadas por
pequenos circulos
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A desreplicagao teve inicio com o cluster Komar-1. Na analise detalhada
dos dados de MS1 e MS2, identificou-se que as features eram derivadas de
adutos complexos (multimeros) de dificil anotagdo. A dimerizagdo e a
formacgdo de multimeros complexos pode ocorrer nas analises de LC-MS/MS
devido a ionizagdao por ESI e reagdes in loco na fonte de ionizagao. As
moléculas ao serem submetidas brevemente ao calor, alta voltagem e
variagbes de pH podem reagir com seus proprios fragmentos ou com
solventes gerando multimeros, ou ainda reagindo entre si formando dimeros
com varios adutos (Novotny, Capley e Stenson, 2014). A determinacdo dos
adutos € essencial para o calculo de formulas moleculares através do

emprego do software SIRIUS (Figura 24).
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Figura 24 - Cluster Komar-1 contendo as features que foram anotadas com auxilio do
software SIRIUS. Destaque para os ions de m/z 369 e m/z 383 que se formaram com
adutos de potassio sem serem dimerizados. Os demais ions de m/z 683, m/z 699 e m/z
695 se apresentam como multimeros que possivelmente foram formados na fonte de
ionizacao ESI do espectrémetro de massas. As demais features se apresentam como
multimeros de dificil identificagcdo e analise

m/z 369,2006 [M+K]*
C1aH3oNgO5K*

m/z 695,4066 [2M+K]*
Cy4H2gNgO3Na*

C28H56N1206K+

A -1,63 ppm

m/z 699,4430 [2M+K]*

CQBHGON‘IQOGK*
\ A +5,66 ppm
@/
\
2N Q)

CagHeoN120gNa*
A -1,75 ppm

m/z 383,2150 [M+K]*
C15H32N603K#
A -4,56 ppm

Nao foi encontrada correspondéncia dessas férmulas moleculares em
bases de dados de acesso aberto. Portanto podemos supor que a linhagem
Komarekiella atlantica CCIBt3307 produz compostos potencialmente
inéditos. Os demais clusters Unicos Komar-2 e Komar-3 formados a partir de
features detectadas somente nos extratos e fragdes da Komarekiella
atlantica CCIBt3307 serao futuramente analisados e anotados durante o
processo de desreplicagao. Esse processo associado ao resultado de novas
rodadas do bioensaio anti-Leishmania serao essenciais para o devido estudo
dessa linhagem. A futura determinagao de qual(is) o(s) composto(s) sao
responsaveis pela bioatividade acarretara analises de isolamento e

elucidacdo estrutural dessas respectivas substancias.

m/z 683,4639 [2M+Na]*
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5 — Conclusao

Até o presente momento, conseguimos demonstrar que as
cianobactérias brasileiras apresentam ineditismo quimico e grande variedade
de metabolitos. Ndo foi anotada pela base de dados do GNPS nenhum
composto bioativo ja conhecido, assim como cianotoxinas classicas. Foram
anotadas automaticamente apenas moléculas oriundas do metabolismo
primario, o que justifica termos realizado esse trabalho de desreplicacao, e
nos faz continuar a explorar a busca por novos PNs.

Além disso, foi possivel mostrar que combinar analises metabolémicas
com os resultados dos bioensaios é uma abordagem eficaz para priorizagao
de amostras. O pré-fracionamento beneficiou o processo de desreplicacdo,
uma vez que features pontuadas como promissoras pela ferramenta
DAFdiscovery foram detectadas somente nas fragdes. Conseguimos elencar
quatro linhagens dentre as nove analisadas através da atividade bioldgica de
suas fracdes e do ineditismo quimico observado.

A linhagem CCIBt3214 foi priorizada através da bioatividade de seu
extrato e fracdo F4 no ensaio contra Artemia salina e ineditismo quimico. A
linhagem CCIBt3329 foi priorizada devido a atividade antiproliferativa de suas
fracbes F4, F5 e F6 contra células de melanoma humano. A linhagem
CCIBt3307 foi priorizada devido a atividade in vitro de seu extrato e fragdes
contra Leishmania (L.) amazonensis. A linhagem CCIBt3551 foi priorizada
tendo em vista o ineditismo quimico impar revelado pelo processo de pré-
fracionamento, analise por redes moleculares e desreplicagéo.

As demais linhagens que tiveram as fragdes bioativas serdo
encaminhadas para outros estudos do nosso grupo de pesquisa. Novos testes
de bioatividade poderao levar a priorizagdo de outras linhagens.

Conforme propusemos neste projeto, foi possivel catalisar o processo
de prospeccao quimica (quimioprospeccdo) de cianobactérias brasileiras
através do pré-fracionamento para o desenvolvimento de biblioteca quimica
para organizar a realizacdo de ensaios de atividade bioldgica e técnicas de
metabolomica para a desreplicagcdo e identificacdo de compostos bioativos

inéditos.
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7. APENDICE

AP.1- Link de acesso para a rede molecular construida pela ferramenta

Molecular

e46ecc0376e).

AP. 2 — Local de coleta das linhagens de cianobactérias analisadas

neste estudo.

Networking na

(https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=235afd8987f94189be273

plataforma do

Cadigo Género/espécie Local de coleta
CCIBt3320 Calothrix sp. 23°20'S, 45°09'W
CCIBt3551 Brasilonema octagenarum 25°04'12"S, 47°55"27"W
CCIBt3265 Desertifilum tharense 18°59'00"S, 56°39'35"W
CCIBt3214 Anagnostidinema 23°47'S, 46°35'W

amphibium
CCIBt3338 Leptolyngbya sp. 21°59'46"S, 47°25'33"W
CCIBt3496 Myxosarcina sp. 24°26'S, 47°04'W
CCIBt3307 Komarekiella atlantica 23°20'S, 45°09'W
CCIBt3329 Nostoc sp. 21°59'46"S, 47°25'33"W

CCIBt3275

Desertfilium tharense

18°59'00"S, 56°39'35"W
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AP. 3 - Resultados do SIRIUS/CANOPUS indicando a classe quimica da
feature analisada.

AP. 3.1 - Feature de m/z 593,2780 [M+H]* apontando-a como uma
porfirina.
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AP. 3.2 - Feature de m/z 501,2833 [M+Na]* apontando-a como um
depsipeptideo.
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4 1 C17M40N1006 + Na® 2 C1IHI6N1604 + Nat 3 CI5HIN105 ¢ Na® 4 ClMEN7O7 + Na*
SIS 75,055% SIS 24.570% SIS 0.205% SIS 0,080%
s

|6 C19HI6N1402 + Nat 7 C23140N605 + Nat
S0l SIS 0.000% SIRIUS 0,000%

ovet vt
B;EH-‘  [Peptides]  |Amino acids, peptides. and analogues| | Carboxylic acids and derivatives] “* |organic acids and derivatives| “* |Organic compounds!
Descryoon

Aerae Classes

[Alpha amino acids and derivatives [ ] [Uipids and ipid-iike molecules] [Lactams | [secondary carbaxylic acid amides] [Tertiary carboxylic acid amides| [azacyctic | [carbomt ||
[ ] [organic oxides] [ |
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AP. 3.3 - Feature de m/z 985,4664 [M+Na]* apontando-a como um
peptideo ciclico.
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AP. 3.4 - Predicao de estrutura para a feature de m/z 985,4664 [M+Na]*

proveniente da linhagem Brasilonema octagenarum CCIBt3551 indicando

90,62% de similaridade com o peptideo molassamida. Destacadas em azul as

subestruturas da molécula cuja similaridade € alta em

relacdo a

molassamida, e em vermelho as subestruturas pouco ou nao similares

segundo o perfil de fragmentagdo MS/MS.

molassamide

KXSGCAPYMUMVSH KLagP: 2,900
Substructures:
ONONEOOONNONENcONOEINEENOOONONONONNNENO0cNcE00c00000sc000c0000c0o0a0000ccoc0dc0ooodoooan0n
UDUEEOOOOUOOO0CUUCOONC000NUNUNC000000000 0000000000000 C000000000C0000000c0000s000000ann
000e0000000e000000000000-00000000-+-000000s00s00a0s0000000e00000000a000:0000000aM

90.62%

Score: -133,342

AP. 3.5 - Feature de m/z 383,2150 [M+K]* apontando-a como um

alcaloide.
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AP. 4 -Cromatogramas

AP. 4.1 -Cromatograma das features de m/z 985,4664 [M+Na]* (acima)

e do ion m/z 1001,4407 [M+K]* (abaixo), ambos adutos referentes a possivel
molassamida detectada na fragcao F3 da linhagem Brasilonema octagenarum
CCIBt3551.
3551 F3_20211213_1_POS 1: TOF MS ES+
100~ 268 985 466 0.0100Da
5.27e5
3.?\-
278
L L L L B I I e B L B L s S s s
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00
3551_F3_20211213_1_POS 1: TOF MS ES+
268 1001.441 0.0100Da
100 e
2.35e5
m e
2.62
L B L B B I B U R s Ly e e T
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AP. 4.2 -Cromatogramas das features de m/z 977,4991 [M+H]* (acima),
m/z 999,4811 [M+Na]* (meio) e m/z 1015,4553 [M+K]* (abaixo), adutos,
referentes a possivel analogo inédito da molassamida detectada na fragdo F3

da linhagem Brasilonema octagenarum CCIBt3551.

3561 F3 20211213 1_POS 1: TOF MS ES+
100~ 284 977499 0.0100Da
1.23e6
2.88
2]
L L L ML L o o B L L L L L B ) e
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3551_F3 2021213_1_POS 1: TOF MS ES+
100~ 286 999431 0.0100Da
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=]
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AP. 4.3 -Cromatogramas das features de m/z 1087,5001 [M+Na]*
(abaixo) e m/z 1103,4742 [M+K]* (acima), adutos referentes a possivel analogo
inédito da molassamida detectada na fragdo F3 da linhagem Brasilonema
octagenarum CCIBt3551.

365173 20211213_1_POS 1: TOF MS ES+
100 273 1103.474 0.0100Da
4.28e5

"-:'-..Q_
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AP. 4.4 - Cromatogramas das features de m/z 785,4816 [M+Na]* (acima),
m/z 993,5931 [M+Na]* (meio), e m/z 1037,6769 [M+Na]*(abaixo) presentes na
fragdo F4 da linhagem Anagnostidinema amphibium CCIBt3214. referentes as
features apontadas pela ferramenta DAFdiscovery como possiveis
correlacionadas pela atividade de citotoxicidade aguda contra Artemia salina.
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AP. 4.5 -Cromatogramas das features de m/z 501,2833 [M+Na]* (acima),
e m/z 503,2996 [M+Na]* (abaixo), presentes no extrato e fragcdo F4 da
linhagem Anagnostidinema amphibium CCIBt3214 referentes as features
apontadas pela ferramenta DAFdiscovery como possiveis correlacionadas
pela atividade de citotoxicidade aguda contra Artemia salina.

32144 20211213_1_POS 1: TOF MS ES+
100~ 4.22 501.283 0.0100Da
2.81e6
4.08
S
3.":"_
3.90
1L
L B L e L L I D o L B L R L I L I
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00
3214 4 20211213 1_POS 1: TOF MS ES+
100~ 456 503.3 0.0100Da
3.20e6
Cea
4.36
416
R B B e B I D R s R s e s e s s e s s T

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00



105

AP. 4.6 - Cromatogramas das features de m/z 369,2006 [M+K]* (acima),.
e m/z 383,2150 [M+K]* (abaixo),. detectadas no extrato e fragdes da linhagem
Komarekiella atlantica CCIBt3307.
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AP.5 - Espectros MS/MS de fragmentagéao

AP. 5.1 - Perfil de fragmentacdo da feature de m/z 795,5041 [M+Na]*

referente ao glicolipidio MGDG (18:3/18:4) cuja fdérmula molecular
CssH720oNa* detectada no extrato e fragdes da linhagem Calothrix sp.

CCIBt3320.
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AP. 5.2 — Espectro MS/MS da feature de m/z 593,2780 [M+H]* referente
ao feoforbideo A cuja formula molecular é C3sH3;N4Os* detectada no extrato e
fragdes da linhagem Anagnostidinema amphibium CCIBt3214.

3214_F6_20211213_1_POS 271 (6.442) 4: TOF MSMS 593.33ES+
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%

AP. 5.3 - Espectro MS/MS da feature de m/z 985,4672 [M+Na]* referente
a possivel molécula molassamida de férmula molecular CagHesNsOzsNa®
detectada no extrato e fracdo F3 da linhagem Brasilonema octagenarum

CCIBt3551.
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AP. 5.4 - Espectro MS/MS da feature de m/z 991,5152 [M+H]* referente
a possivel analogo da molécula molassamida de férmula molecular
CsoH7oNsO13* detectada em extratos e fragdes da linhagem Brasilonema
octagenarum CCIBt3551, e o espectro de fragmentagao da kempopeptina a
da base de dados GNPS.
MS/MS do ion de m/z 991,5152 [M+H]*- CcoH7oN045* MS/MS da kempopeptina A obtida da base do GNPS
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AP. 5.5 - Espectro MS/MS da feature de m/z 961,5047 [M+H]* referente

a possivel analogo da molécula molassamida de férmula molecular

CaoHesNgO1x* detectada em extratos e fragdes da linhagem Brasilonema

octagenarum CCIBt3551, e 0 espectro de fragmentagdo da micropeptina 996
a da base de dados GNPS.

MS/MS do ion de m/z 961,5047 [M+H]*- C4oHggNgO 5" MS/MS da micropeptina 996 obtida da base do GNPS
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AP. 5.6 - Espectro MS/MS da feature de m/z 975, 5198 [M+H]* referente
a possivel analogo da molécula molassamida de férmula molecular
CsoH7oNgO1* detectada em extratos e fragdes da linhagem Brasilonema
octagenarum CCIBt3551, e o espectro de fragmentagdo da loggerpeptina A da
base de dados GNPS.

MS/MS do ion de m/z 975,5198 [M+H]*- C5oH7oNgO;,* MS/MS da loggerpeptina A obtida da base do GNPS
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AP. 5.7 - Espectro MS/MS da feature de m/z1007,5459 [M+H]* referente
a possivel analogo da molécula molassamida de férmula molecular
CsiH74NgOq3* detectada em extratos e fragdes da linhagem Brasilonema
octagenarum CCIBt3551, e 0 espectro de fragmentagdo da micropeptina 996
da base de dados GNPS.

MS/MS do ion de m/z 1007,5459 [M+H]*- C5;H7.NgO43* MS/MS da micropeptina 996 obtida da base do GNPS
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AP. 5.8 - Espectro MS/MS da feature de m/z 1037,6169 [M+Na]* de
féormula molecular CssHgsNeO13sNa* detectada no extrato e fragcdes F3 e F4 da
linhagem Anagnostidinema amphibium CCIBt3214 referente aquela apontada

pela ferramenta DAFdiscovery como

possivel

correlacionada

pela

bioatividade observada no ensaio de citotoxicidade aguda contra Artemia

salina.
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AP. 5.9 - Espectro MS/MS da feature de m/z 993,5931 [M+Na]* de
féormula molecular CsHgaNeOoNa* detectada nas fragdes F3, F4 e F5 da
linhagem Anagnostidinema amphibium CCIBt3214 referente aquela apontada
pela ferramenta DAFdiscovery como possivel correlacionada pela

bioatividade observada no ensaio de citotoxicidade aguda contra Artemia
salina.
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AP. 5.10 - Espectro MS/MS da feature de m/z 503,2996 [M+Na]* de
féormula molecular CysHaoNsOsNa* detectado na fragcdo F4 da linhagem
Anagnostidinema amphibium CCIBt3214 referente aquela apontada pela
ferramenta DAFdiscovery como possivel correlacionada pela bioatividade
observada no ensaio de citotoxicidade aguda contra Artemia salina.
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AP. 511 - Espectro MS/MS da feature de m/z 501,2833 [M+Na]* de
férmula molecular CosHisN4OsNa* detectada no extrato e nas fracdes F3 e F4
da linhagem Anagnostidinema amphibium CCIBt3214 referente aquelas
apontada pela ferramenta DAFdiscovery como possivel correlacionada pela
bioatividade observada no ensaio de citotoxicidade aguda contra Artemia
salina.
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AP. 512 - Espectro MS/MS da feature de m/z 799,4594 [M+Na]* de
féormula molecular CisHesNeOioNa* detectada nas amostras da linhagem
Anagnostidinema amphibium CCIBt3214.
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AP. 513 - Espectro MS/MS da feature de m/z 605,2793 [M-H20] de
férmula molecular CssH3sN4Oes detectada nas amostras analisadas da linhagem
Nostoc sp. CCIBt3329 e apontada pela ferramenta DAFdiscovery como
possivelmente correlacionada pela bioatividade observada no ensaio de
antiproliferativo in vitro contra células de melanoma humano.
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AP. 514 - Espectro MS/MS da feature de 620,3799 [M-H,O+H]* de
féormula molecular CisHsiNeOs detectada nas amostras analisadas da linhagem
Nostoc sp. CCIBt3329 e apontada pela ferramenta DAFdiscovery como
possivelmente correlacionada pela bioatividade observada no ensaio de
antiproliferativo in vitro contra células de melanoma humano.

3329_F4_20211214_1_POS 362 (7.111)

2: TOF MSMS 620.41ES+

- 477 2305 2.70e5
463.2148
N
4352198
=
564.2751
5492523
256.1171
535.2431
142.0791
78.2353
175.0590 421 '2383 -
241.0931
11410715 ! I
216.0855 258.0956 I 503.2454 5652805 !
bl L oz | o L
0 1l M M bl Al L0 S uﬂﬂ N TN | SO ey
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600



120

AP. 5.15 - Espectro MS/MS da feature de m/z 730,4814 [M]* de formula
molecular CssHesN;OsPS detectada nas amostras analisadas da linhagem
Nostoc sp. CCIBt3329 e apontada pela ferramenta DAFdiscovery como
possivelmente correlacionada pela bioatividade observada no ensaio de
antiproliferativo in vitro contra células de melanoma humano.
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