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RESUMO

MEDICE, R. V. Caracterizacio e bioprospec¢io da biomassa de cianobactérias
e microalgas presentes em reservatorios de agua visando seu potencial
biotecnologico. 2023. 162f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2023.

Floracdes de cianobactérias tém ocorrido com mais frequéncia e severidade em reservatorios
de agua do mundo todo. Essas floragbes prejudicam os ecossistemas, comprometem a
qualidade e uso da agua para atividades humanas, e preocupam quanto a possivel producéo
de cianotoxinas. Contudo, para além das cianotoxinas, os metabolitos secundéarios de
cianobactérias englobam uma variedade de compostos, muitos deles ainda pouco estudados,
com estruturas e atividades bioldgicas diversas. A investigacdo do perfil quimico da
biomassa de cianobactérias permite a identificagdo de compostos toxicos e a priorizacdo de
moléculas com potencial biotecnologico e pode aprimorar as estratégias de gestdo de
floragBes cianobacterianas em reservatorios, garantindo a qualidade da agua e a satde dos
ecossistemas, ao mesmo tempo em que abre possibilidade para a exploracdo do potencial
biotecnolégico dos metabolitos secundarios de cianobactérias. No presente trabalho,
utilizamos a metaboldmica baseada em espectrometria de massas e ferramentas
bioinformaticas, combinadas a ensaios de bioatividade para investigar os perfis quimicos de
duas biomassas, uma delas coletada em um reservatério no estado do Rio de Janeiro (RJ) e
outra coletada em um reservatério no estado de Minas Gerais (MG). As anélises
metabolémicas ndo direcionadas do extrato organico produzido a partir da biomassa
coletada no reservatdrio do RJ mostraram a presenca de quatro classes de cianopeptideos:
microcistinas (MC), microgininas (MG), aeruginosinas (AER) e cianopeptolinas (CP). Esse
extrato e algumas de suas fragdes apresentaram toxicidade aguda (LCso =278 pg/mL) nos
ensaios com o microcrustaceo Artemia salina. Utilizando as plataformas NP Analyst e Data
Fusion-based Discovery (DAFdiscovery), investigamos a correlacdo entre os cianopeptideos
detectados e a toxicidade observada no bioensaio. Os resultados indicam que outros
compostos, além das MC, podem estar relacionados com a toxicidade observada. Compostos
da classe das CP apresentaram alta correlagdo com a bioatividade observada. Quanto a
biomassa coletada no reservatorio no estado de MG, o extrato organico e suas fragdes ndo
mostraram a presenca de compostos classificados atualmente como cianotoxinas e, tanto o
extrato quanto suas fracfes, ndo demonstraram toxicidade nos ensaios com A. salina. A fim
de investigarmos mais a fundo o potencial biotecnoldgico dessa biomassa, foi realizada
também uma extracdo aquosa acidificada, especifica para obtencdo de compostos da classe
dos aminoacidos do tipo micosporinas (MAAS). Os MAAS sdo compostos com propriedades
fotoprotetoras e antioxidantes bem descritos na literatura e ja utilizados como ingrediente
bioativo natural em algumas formulagdes cosméticas. A analise metaboldmica direcionada
do extrato aquoso mostrou a presenca de seis MAAS: porphyra-334, shinorina, acido
paliténico, palitinol, asterina e usujireno. O extrato contendo MAAs mostrou um pico de
absorcéo na regido UVA (320-400 nm), ndo causou toxicidade aguda nos ensaios com A.
salina e ndo mostrou citotoxicidade contra uma linhagem celular de queratindcitos humanos
(HaCaT), nas concentracOes testadas (0,01-1000 pg/mL). Esse mesmo extrato foi testado
em ensaios de viabilidade celular de células HaCaT expostas a radiacdo ultravioleta (UVR)
e foi observado um aumento significativo (p < 0,05) na viabilidade das células HaCaT
tratadas com diferentes concentracfes do extrato (5-500 pg/mL) previamente a exposi¢do a
radiacdo UV. Ainda, em ensaios para medi¢do do fator de protecdo solar (FPS), quando
adicionado (10% p/p) & uma formulag&o fotoprotetora base, o extrato aumentou em mais de
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50% o valor de FPS medido. Contudo, a adigdo do extrato ndo garantiu um valor de FPUVA
preconizado pela legislagdo. Os resultados apresentados mostram que ferramentas
metaboldmicas e bioinforméticas podem oferecer uma abordagem rapida e eficiente para a
avaliacdo de risco e manejo ambiental de biomassas de cianobactérias, contribuindo com
tomadas de decisdo e medidas de protecdo mais céleres diante de eventos de floracdes e
possibilitando a e exploracdo de produtos com valor agregado, transformando o que, até
hoje, € um residuo e um problema ambiental em fonte de compostos bioativos.

Palavras-chaves: cianobactérias, metabolitos secundarios, metabolémica, LC-MS/MS,
bioinformatica, produtos naturais, monitoramento ambiental
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ABSTRACT

MEDICE, R. V. Characterization and bioprospecting of cyanobacterial and
microalgal biomass in water reservoirs aiming at their biotechnological
potential. 162f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2023.

Cyanobacterial blooms have become more frequent and severe in water reservoirs
worldwide. These blooms threaten ecosystems, compromise water quality for human
activities, and raise concerns about the potential production of cyanotoxins. Also, in addition
to cyanotoxins, the secondary metabolites of cyanobacteria encompass various compounds,
many of which are still poorly understood, exhibiting diverse structures and biological
activities. Investigating the chemical profile of cyanobacterial biomass allows for identifying
toxic compounds and prioritizing molecules with biotechnological potential. This approach
can enhance management strategies for cyanobacterial blooms in reservoirs, ensuring water
quality and ecosystem health while exploring the biotechnological potential of
cyanobacterial secondary metabolites. In this study, we employed mass spectrometry-based
metabolomics and bioinformatics tools, along with bioactivity assays, to investigate the
chemical profiles of biomass collected from reservoirs in the states of Rio de Janeiro (RJ)
and Minas Gerais (MG). The untargeted metabolomics analysis of the organic extract from
the RJ reservoir biomass revealed the presence of four classes of cyanopeptides:
microcystins (MC), microginins (MG), aeruginosins (AER), and cyanopeptolins (CP). This
extract and some of its fractions exhibited acute toxicity (LC50 = 278 pg/mL) in tests with
the microcrustacean Artemia salina. We used the NP Analyst and Data Fusion-based
Discovery (DAFdiscovery) platforms to investigate the correlation between the detected
cyanopeptides and the observed toxicity. The results indicate that other compounds, besides
MC, may be related to the observed toxicity. Compounds from the CP class showed a high
correlation with the observed bioactivity. Regarding the biomass collected in the MG state
reservoir, the organic extract and its fractions did not show the presence of compounds
currently classified as cyanotoxins, and none of them demonstrated toxicity in tests with A.
salina. To further explore the biotechnological potential of this biomass, we produced an
acidified aqueous extract, specific to obtain compounds from the class of mycosporin-like
amino acids (MAAs). MAAs are well-known for their photoprotective and antioxidant
properties and have been used in cosmetic formulations. Targeted metabolomic analysis of
the aqueous extract revealed the presence of six MAASs: porphyra-334, shinorine, palythenic
acid, palythinol, asterine, and usujirene. This extract, containing MAAs, showed an
absorption peak in the UVA region (320-400 nm), exhibited no acute toxicity in A. salina
assays, and showed no cytotoxicity against a human keratinocyte cell line (HaCaT) at the
concentrations tested (0.01-1000 pg/mL). Furthermore, this extract was tested in cell
viability assays of HaCaT cells exposed to ultraviolet radiation (UVR), resulting in a
significant increase (p < 0.05) in cell viability when treated with different concentrations of
the extract (5-500 pg/mL) before UV radiation exposure. In tests to measure the sun
protection factor (SPF), when added (10% wi/w) to a base photoprotective formulation, the
extract increased the measured SPF value by more than 50%. However, the formulation with
the extract did not meet the recommended FPUVA value recommended in the international
legislation. The results presented show that metabolomics and bioinformatics tools can offer
a quick and efficient approach to risk assessment and environmental management of
cyanobacterial biomass, contributing to faster decision-making and protection measures in
the face of blooming events and enabling the exploration of products with added value,
transforming what, until today, is a waste and an environmental problem into a source of



bioactive compounds.

Keywords: cyanobacteria, secondary metabolites, metabolomics, LC-MS/MS natural products,
environmental management



Lista de Figuras

Figura 1.1: Microscopia eletrénica de algumas espécies de cianobactérias com
destaque para um heterdcito no genéro Nodularia............cccoevvevevenenieiececeenne

Figura 1.2: Floragdes em reservatorios de agua no sul e sudeste brasileiros. Da
esquerda para a direita: lago do Museu Mariano Procopio em Juiz de Fora, MG;
Praia dos Namorados, Americana, SP; detalhe da Represa do Funil, RJ e
reservatorio em Porto Alegre, RS.. ...

Figura 1.3: llustracdo esquematica dos componentes de um espectrdmetro de
TS USRS

Figura 1.4: Modelo de ionizacdo por electrospray: (A) modelo do residuo
carregado, e (B) modelo de dessorgao de iONS.........ccceeveveveieiierieresese e

Figura 1.5: Representacdo esquematica de um. analisador de massas do tipo
triplo quadrupolo (QQQY)......erveruirerieieee e

Figura 1.6: Representacdo esquematica de um analisador de massas do tipo
quadrupolo acoplado a um analisador do tipo tempo de voo (QTOF)............c......

Figura 1.7: Fluxograma de trabalho para andlises metabolémicas ndo
direcionada € dir€CIONAUA. .........cerueieerieiieie et ee et ee e

Figura 2.1: Estrutura molecular geral das microcistinas. Ry e Rz representam 0s
AMINOACIAOS VAITAVEIS. ... veiveiereiieiieieie ettt ettt e sreens

Figura 2.2: Estrutura molecular geral das nodularinas. A letra R representa 0s
AMINOACIAOS VAITAVEIS. ....c.vevveveiiecieeie ettt re e ana e eeenees

Figura 2.3: Estrutura molecular da anatoxina-a e da homoanatoxina-a................
Figura 2.4: Estrutura molecular da guanitoXing...........ccocooovrereninienene e

Figura 2.5: Estrutura molecular geral das saxitoxinas. Ri. representam o0s
AMINOACIAOS VAITAVEIS. ......eiveivieiieiieieie sttt
Figura 2.6: Estrutura molecular geral das cilindrospermopsinas. Ri-3 sdo as

POSICOES A0S radiCalS VAIANTES. .......veiveiierireie e e et ie e sie e sre e srae e ee e nes

Figura 2.7: Fluxograma do pré-processamento (extracdo e clean-up) das
L1011 - LSS

Figura 2.8: Esquema de fracionamento do extrato da biomassa de
CIANODACTETIAS. . ..vcecveei ettt

24

26

29

32

33

35

38

o1

52
54

55

56

58

64



Figura 2.9: Figura 2.9: Rede molecular, gerada pelo GNPS, a partir dos dados
de massa (MS/MS) das analises do extrato organico obtido a partir da biomassa
investigada e padrdes de compostos semeados. Em destaque, as classes de
cianopeptideos anotadas: microcistinas, microgininas, cianopeptolinas e
BETUGINOSINGS. ...veevveitieieeete e et e ste e e et e e e e e esteesteeseeste e teestesseesseeseesseesseeneesseenseens

Figura 2.10: Cromatograma (a) e espectros de fragmentacdo MS1 (b) e MS2 (c)
para a feature MC-LR m/z 995.5570 [M+H]". Os dados de massa exata, padréo
isotopico e perfil de fragmentacdo gerados pelo LC-MS/MS ajudam na anotagdo
(0 F= T 010 TN ] - USSR

Figura 2.11: Cromatograma e espectro de fragmentacéo das features MC-LR m/z
995,5570 [M+H]*, MC-LY m/z 1029,54211 [M+H]", MC-YR m/z 1045,5355
[M+H]", MC-WR m/z 1068,5515 [M+H]", MC-YR-D-Asp3 m/z 1031,5313
[M+H]*,MC-LY m/z 1002,5193 [M+H]".....cociiieiieeieersee e

Figura 2.12: Figura 2.12: Cluster das features anotadas como pertencentes a
classe das microcistinas (MC). Os nodos exibem os valores de m/z para cada
feature, as anotacbes das formulas moleculares propostas e 0 erro de massa
(o= | o0 ] - To (o T (A S PSSRSO

Figura 2.13: Estrutura molecular de algumas das microcistinas (MC)
encontradas no extrato organico produzido a partir da biomassa coletada no
reservatorio do Funil, no estado do Rio de Janeiro (RJ)......ccccoevvereiicinnineninee

Figura 2.14 Cromatograma e espectro de fragmentacao das features cianostatina
B m/z 754,44264[M+H]*, MG KR787 m/z 788,4015 [M+H]", MG KR604 m/z
605,3918 [M+H]" € m/z 768,4588 [M+H]".......covoiiiiiicesecce e

Figura 2.15: Cluster das features identificadas como pertencentes a classe das
microgininas (MG). Os nodos exibem os valores de m/z para cada feature, as
anotacOes das férmulas moleculares propostas e o erro de massa calculado (A)...
Figura 2.16: Estrutura molecular de algumas das microgininas (MG)
encontradas no extrato organico produzido a partir da biomassa coletada no
reservatorio do Funil, no estado do Rio de Janeiro (RJ)........ccocevveevrennvnennnnnnen,

Figura 2.17: Cromatograma e espectro de fragmentacdo das features m/z
1001,5777 [M+H]*, CP 986 m/z 987,5552[M+H]", CP 972 m/z 9735417
[M+H]*, m/z 1072,6102 [M+H]* e m/z 1044,5761 [M+H]".......ccooeirrrrrerne,

Figura 2.18: Cluster das features anotadas como pertencentes a classe das
cianopeptolinas (CP). Os nodos exibem os valores de m/z para cada feature, as
anotacdes das formulas moleculares propostas e o erro de massa calculado (A)...

Figura 2.19: Estrutura molecular da cianopeptolinas (CP) 1020 e de algumas das
(CP) encontradas no extrato organico produzido a partir da biomassa coletada no
reservatorio do Funil, no estado do Rio de Janeiro (RJ)......ccccevvvvrininininiinnnn,

70

72

74

75

76

77

78

79

80

82



Figura 2.20: Cromatograma e espectro de fragmentacédo das features AER 298A
m/z 605,3650 [M+H]*, m/z 655,3448 [M+H]" e m/z 671,3391 [M+H]" ................

Figura 2.21: Cluster das features anotadas como pertencentes a classe das
aeruginosinas (AER). Os nodos exibem os valores de m/z para cada feature, as
anotacOes das férmulas moleculares propostas e o erro de massa calculado (A)...
Figura 2.22: Estrutura molecular da aeruginosina NAL2 anotada no cluster das
BETUGINOSINGS. ..c.veevveiteeiteesteete e esteete et e te e e e esteesteeseeste e teestesseesseeseesreesseensesseenseens

Figura 2.23: Grafico da curva dose-resposta para o extrato de cianobactérias em
relacdo aos ensaios de toxicidade aguda contra 0 microcrustaceo A.
SAIINAL ... s

Figura 2.24: Mortalidade (%) de nauplios de A. salina, com desvio padrdo, apds
exposicao a 100 pg/mL de cada fragao.........cocovvriereriniie e

Figura 3.1: Esquema das possiveis aplicagdes de microalgas, cianobactérias e
SEUS MELADOIITOS. ... cveviciececec e

Figura 3.2: Esquema do espectro magnético da radiacdo ultravioleta..................

Figura 3.3: Exemplo de estrutura de aminoacidos do tipo micosporinas (MAAS)
com anéis do tipo ciclohexenimina (a) e ciclohexenona (b).........ccccceevvevvevieinenne.

Figura 3.4: Rede molecular, gerada pelo GNPS, a partir dos dados de massa
(MS/MS) das analises do extrato organico obtido a partir da biomassa investigada
e padrbes de compostos semeados. O cluster referente aos compostos da classe
das cianopeptolinas estd em deStaqUE. ..........ccceeveeieeiieiic e

Figura 3.5: Rede molecular, gerada pelo GNPS, a partir dos dados de massa
(MS/MS) das analises do extrato aquoso obtido a partir da biomassa investigada
e padrbes de compostos semeados. Em destaque cluster de compostos da classe
das aeruginosinas e nodo de um composto do tipo aminoacido do tipo
MICOSPOITNA (MAA). ...
Figura 3.6: Cromatograma e espectros dos ions quantificador e qualificador do
aminoacido do tipo micosporina porphyra-334 encontrado no extrato aquoso da
biomassa de cianobactérias obtido em um equipamento do tipo LC-QgQ-MS no
MOUO MRVttt e et sr e teenaesneesreeneenres

Figura 3.7: Espectro de absorcdo do extrato da biomassa de cianobactérias
diluido em solugdo de tampéo fosfato (PBS) na concentracdo final de 1000

Figura 3.8: Viabilidade celular das células de queratindcitos humanos
imortalizados (HaCaT) apds 24h de exposicdo a diferentes concentracGes do
extrato aquoso da biomassa de cianobactérias estudada. As colunas representam
a média + desvio padrdo (DP) (n=6). O controle negativo (Ctrl-) foi feito com
ceélulas ndo tratadas em meio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) e o controle positivo (Ctrl+) com células expostas a dimetilsulféxido
(B YISO ) I (01 S

84

85

86

87

88

100
103

106

117

118

119

120



Figura 3.9: Viabilidade celular das células de queratindcitos humanos
imortalizados (HaCaT) ap6s exposicdo a luz UV em diferentes concentracdes de
tratamento (a) e diferentes momentos do tratamento (b). Em (a) os queratindcitos
HaCaT foram tratados com diferentes concentracdes de extrato de cianobactérias
e expostos a luz UV por 10 min. Em (b) células HaCaT tratadas com 100 pg/mL
do extrato da cianobactéria imediatamente antes e logo apds a irradiacdo. As
colunas representam a média £ desvio padrdo (DP) (n=4 para a, n=5 para b). Ctrl-
sdo as células tratadas com maior concentracdo de extrato e nao irradiadas, Ctrl+
sdo as células irradiadas sem tratamento, *p< 0,05, **p>0,05

Figura 3.10: Grafico dos valores de fator de protecao solar (FPS) medidos
antes e apos a adicao do extrato aquoso da biomassa de cianobactérias
Y= (o T Vo - LTSRS



Lista de Tabelas

Tabela 2.1: Porcentagem de mortalidade dos nauplios, com desvio padrao (DP)
para diferentes concentracdes do extrato orgénico de cianobactérias ................... 86

Tabela 2.2: Pontuacéo de atividade (activity score), pontuacdo de agrupamento
(cluster score) e correlacdo de bioatividade (Bioactivity correlation) atribuidas

aos diferentes cianopeptideos presentes nas fracGes do extrato de cianobactérias
pelas plataformas NP Analyst @ DAF DISCOVEIY ........cccocvieierenininenesiseeeeens 90

Tabela 3.1: Composicdo da formulacdo fotoprotetora base (controle) e com
adicdo do extrato de CIaNODACLENIAS .........ccveeiueririeiie e 115

Tabela 3.2: Aminoacidos do tipo micosporinas (MAAS) encontrados no extrato
aquoso da biomassa ambiental de cianobactérias estudada, com os ions precursor,
qualificador e quantificador (m/z) usados para monitorar as transi¢des especificas
de cada MAA e 0 tempo de retencdo de cada COMPOSEO .....ecvvvvvvereveeeiienieeie s 119

Tabela 3.3: Mortalidade (%) dos nauplios de A. salina quando expostos a
diferentes concentracdes de extrato aquoso obtido a partir da biomassa de
CIAN0ODACLENIas EStUAATA. .........ccveieieiee e e 121



Lista de Abreviaturas e siglas

ACN: acetonitrila

AER: aeruginosinas

ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria

CP: cianopeptolinas

DP: desvio padréo

ESI: fonte de ionizacéo do tipo eletrospray
MG: microgininas

MC: microcistinas

FPS: fator de protecéo solar

HaCaT: linhagem celular de queratindcitos
humanos imortalizados

HILIC: cromatografia liquida de interacao
hidrofilica

HPLC: cromatografia liquida de alta
eficiéncia

MAAs: aminoacidos do tipo micosporinas
MeOH: metanol

MRM: monitoramento multiplo de reacdes
MTS: (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -5- (3-
carboximetoxifenil) -2- (4-sulfofenil) - 2H-
tetrazoélio)

MS: espectrometria de massas

MS/MS: dados de MS in tandem

MS2: dados de MS in tandem

m/z: razo massa-carga

OMS: organiza¢do mundial de saude

QqQ: analisador de massas do tipo triplo
quadrupolo

QToF: analisador de massas do tipo

quadrupolo acoplado a um analisador de
massas do tipo tempo de voo

RP: fase reversa

SPE: extracdo em fase sélida
UPLC: cromatografia liquida de alta presséo

UVR :radiacéo ultravioleta



Sumario

RESUMO ...cotreevesssssesssssssssssessssesessssssssssssssssesssssssssssssssssssesssssssssssssssssssessssssssssssessssssessssssasssssessssssssssssssssssesssssnssss vi
ABSTRACT «.coreeueessmsessssssssssssssssssesssssssssssssssssessssssessssssssssssessssssssssssassssssesssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssassssssssses viii
Capitulo 1. Introducéo ao estudo dos metabolitos de cianobactérias e microalgas — referencial
(=10 oo TP P 18
1. INTRODUGAD.......oooooeeessssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 19
2. CIANOBACTERIAS ...ooooeeeesessssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssesssssssssns 22
3. FLORACOES DE CIANOBACTERIAS E SEUS IMPACTOS.....oooooouvvvereesssssssssssssessssmsssssssesssssssses 25
4. TECNICAS ANALITICAS PARA A INVESTIGACAO DE COMPOSTOS EM MATRIZES
AMBIENTALIS ..o tetescetssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssessssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnns 26
4.1. Cromatografia Liquida de Alta EfiCIENCIA.......c..weureemmeeesseeesssesessseessssssssssesssssessssssessssssssssssessssas 27
4.2. ESPECLIOMELITA U8 IMASSAS. ... ceuuseeusresssrrssessssessssessssessssessssssssssssssssssssessssessssesssssssssssssssessssessssesssssssssssssasens 29
4.2.1 Fonte de ionizagao por eletroSpray (ESI) ... eeeeeesseessessssesssssssssessssessssssssessssesssnns 30
4.2.2. Analisador do tipo triplo quadrupolo (QQQ) ... eererrereesresssnsssessssssssssssssssssssssssssssssssseens 33
4.2.3. Analisador de massas por tempo de VOO (TOF) .. eorereeinesesssessessesssssssssssssssssssssseens 34
5. METABOLOMICA BASEADA EM ESPECTROMETRIA DE MASSAS.........oooomsmsssmeseessssnse 36
6. ENSAIOS BIOLOGICOS.......emmsevvvveeseesseesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssss 41
6.1 Teste de toxicidade aguda COM ArtemMia SAlINA. ... eeereeemeeesressreessesssseessseesssesssesssessssessssesssaes 43
6.2 Ensaio de viabilidade celular a partir da redugdo do MTS........ceeeerereesssesssessseesssesesans 43
Capitulo 2. Cianobactérias - “the dark Side” ... ssssssssssssssens 45
1. CIANOTOXINAS ....ooomeetreeesssesesssssessssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssmsssssssssssssssses 46
1.1 HEPALOTOXINGAS w.evveereeueraseesssssessasesssessssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssnssmssssesssssssnssssssssssssessnsssnssanesas 49
1.2 NEUFOLOXINGS cvuveereereresseesseesssesssesssesssessasssessssssssssssesssnsssnssssssssesssesssnssssssssesssesssnssssesssesssesssessssssssssssasssnsssmsssseses 53
1.3 CHLOTOXINGAS cvureurreeseeeseeeseessresssesssesssesssssssaessessssssssssssesssesssnssssssssesssasssessssssasesssnsssnssssesssesssnessnssssssassssasssnsssmsssseses 57
2. MONITORAMENTO E AVALIACAO DO RISCO ASSOCIADO A PRESENCA DE
CIANOBACTERIAS E CIANOTOXINAS EM RESERVATORIOS ....cooeermreesmseessssssssssssssssessans 59
3. MATERIAIS E METODOS ...ccouuvvvvevvveeeereeessssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 62
3.1 COleta (A DIOMASSA...reureerresreeeeesseessresssesssssssssssssssessessssessssssssssssssssssssssssssssasssessssssassssesssasssmssssssssssssessssssans 62
3.2. 1dentificaga0 dO fItOPIANCION ... ceereereeeseersseeessess s sss s ss s s ss s 62
3.3 EXtracao € Clean-up 0a AMOSIIa........omweeemeesmesseessssessssessssesssessssssssssessssesssssssssessssssssssessssessssessssesssnes 63
3.4 FTACIONAIMENTO ..vveereereeseesreesseetseeesseessesssesssees s sssass s bbb s a s £s s b bbb et a b 64
3.5 Andlise do extrato bruto e suas fracfes por UHPLC-QTOF-MS/MS......omemernmeemmessseeesnns 65
3.6 Metaboldmica baseada €M LC-MS/MS........eesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 66
3.7. Ensaio de toxicidade aguda contra Artemia SAlINA.........oueeeeeeeseesmeessseessseesssesssessssesssessssesssans 67
3.8 Integracéo entre os dados de LC-MS/MS e os resultados do ensaio biol0gico.........ouwererenne. 68
3.9 ANAIISES ESLALISTICAS .uuvrvvurrrrssrersseesssssssssssssssssssssssessssssssssessssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssesssnns 69

] | I T PP 69



4.1 CaracterizaGao 0 DIOMASSA. ... cerreerseeseesseeseessees s ss s sssess bbb bbb 69

4.2 DESIEPliCACAD € ANOTAGAD. .....ccuureerusersserrssressssessssessssessssessssesssssessssessssessssessssesssssssssssssssessssessssessssessssssssasens 69
4.3 Analise da toxicidade aguda contra 0 microcrustaceo Artemia Salina.......ccc.ceeveeermeereesreesseeenne 86
4.4 Correlacao entre as features encontradas no extrato e nas fracdes da biomassa investigada
e as atividades biolAgiCas ODSEIVAUAS ........cccurrrrerrerreerreeissrrsessesssss s sssssssss s s ssssssssssssssssssessssssssssssssans 88
B, DISCUSSAD....cuuumvvvvveeresseeesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssesssssssssns 91
B. CONCLUSAOQ ...covvvvvvveererreeessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssesssssssssns 96
Capitulo 3. Cianobactérias - “the Bright SIAe”...........coreereeeeseesssseessseesssseessssesssssssssssesesss 98
1. METABOLITOS SECU'NDARIOS PRODUZIDOS POR CIANOBACTERIAS E SEU
POTENCIAL BIOTECNOLOGICO .. eeressmesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 99
2. CIANOBACTERIAS COMO FONTE ALTERNATIVA DE COMPOSTOS
FOTOPROTETORES. ........osretsseersssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssessssssssssssessssssssssssasssssnees 102
3. AMINOACIDOS DO TIPO MICOSPORINAS (MAAS)......mmrmermmmersseeesssssssssssssssssssssssssssessssssss 105
4. MATERIAIS E METODOS.....uummmimmmemeeeseessssssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 108
4.1 COleta da DIOMASSA.....crerreereesseesssessseesssssssssssssssssssssssessssessssssss s sssssssssessssssssssssssesssssassssssssssssssessssesssns 108
4.2. 1dentificagdo dO fItOPIANCION.........ceeeeerreereesseessessseesssess s ssssssssssssessssssssssss s ssssss s sssssssssesssas 109
4.3 Reagentes, meios de cultivo e [iNhagens CRIUIATES ... reinrerneseeesseesessseesses s sssssssssssssanees 109
4.4. ProduGao dO XIratO OFJANICO ..ceueeuueesseeessesssessssesssseesssesssssessssssssssssssessssesssssssssssssssessssessssessssessssesssas 110
4.5. Producéo do extrato aquoso - eXtraCao A0S MAAS..........eeresrmessmsessesssesssessssssssssssssssssssssssees 110
4.6. Analise do extrato por UHPLC-QToF-MS/MS e metabolémica ndo direcionada................ 111
4.7. Analise do extrato por HPLC-QqQ-MS/MS - metaboldmica direcionada .........cccoveeeveeennes 111
4.8. Espectro de absorcao ultravioleta do extrato aquoso de Cianobactérias ........eeeeen: 112
4.9. Ensaios de toxicidade aguda dos extratos organico e aquoso de cianobactérias contra o
MICrOCrUSTACE0 AMTEMIA SAIINGA...cuuureerereeseerseseseessesssssessssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssnssssesssssssssssssanes 112
4.11. Fonte de irradiaGao UITAVIOIETA........c..vveeueeeseeeeeeseesseessseesssesssessssessssesssssssssssssssessssessssessssessssesssas 113
4.12. Ensaios de Viabilidade CEIUIAT........nceessessssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssns 113
4.13. Protecdo contra morte celular induzida por exposi¢@o a radiag@o UV .........eeenneeens 113
4.14. Medida do fator de protegao solar (FPS) iN VItr0 .....eneemeresnessssesssssssesssssssessssssssns 114
4.15. Determinagéo do fator de proteGao UVA (FPUVA) ......eeeeeesssesesssesssesssessssesssesesns 116
4,16 ANALISES BSTALISLICAS ...uurrrurersresseessnsssmssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssesssssssssmssssssssssssssnsssssssssasssas 116
5. RESULTADOS ... eseresesesese sttt ss s ssssssssssssassssssssssssssssssssses st ssssssassesssssssussssssssassssssssasssneas 116
5.1 1dentificagao dO fILOPIANCLON .......ceeueeereereeseesssesessessssssssssessseesssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseees 116
5.2 Desreplicacdo e anotacdo dos extratos organico e aquoso da biomassa de cianobactérias
TS (00 - o - OO PP 117
5.3 Identificacdo dos MAAS presentes N0 eXLrato AQUOSO ......weereereeeseessmesssessssssmssssssesssssssssssssssssssnns 118
5.4. Espectro de absor¢do ultravioleta do eXtrato aQUOSO .........weeeeeeeemeessssssssmsssssssessssesssssssssssssnns 120

5.5 Andlise de toxicidade aguda dos extratos organico e aquoso de cianobactérias contra o
MICrOCrUSTACE0 AMTEMIA SAIING...cuuureerreesreeseresseesssssesssessssesssssssssess s s s s s ssss s s sssssssssssanas 120



5.6. Ensaios de viahilidade celular com CEIUIAS HACAT ... sesessssesesssesesens 121

5.7. Inibicao da morte celular induzida por exposi¢ao a radiagao UV ..........eeee. 122

5.8. Avaliacdo do fator de protecdo solar (FPS) e fator de protecdo UVA (FPUVA) in vitro..123
B.  DISCUSSAD....oomevrrmsssssrsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssses 123
7. CONCLUSAOD ..oovoevvrssvsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssses 129
Capitulo 4 - Consideracgdes gerais € produgao aCadEMICA ......uueeeesmeesmmsssmmssmmesssesssmsssssssssssesanns 131
1. CIANOBACTERIAS: FLORACOES, MONITORAMENTO AMBIENTAL POTENCIAL
BIOTECNOLOGICO E PERSPECTIVAS FUTURAS ...ttt sss s sssssssssssssessessesseaes 132
2. REALIZACOES ACADEMICAS DURANTE O DOUTORADO.....oooooosssssssssesssssssesssssses 135
REFERENCIAS....ooostvvsessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssnes 138

AAPENDICE ..oovooeeeeeeeeeeeeessseseseesssssssssssssssssssssesssssssssssssesssesssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssessssesssssssens 161



18

Capitulo 1. Introducao ao estudo dos metabdlitos de
cianobacterias e microalgas — referencial teérico



19

1. INTRODUCAO

No contexto da pesquisa de produtos naturais, as cianobactérias sdo um grupo de
destaque. Esses organismos procariontes e fotossintetizantes, de longa historia evolutiva,
estdo presentes nos mais diversos ecossistemas do planeta (Rizwan et al., 2018), incluindo
ambientes de condicBes extremas como fontes termais e geleiras. Contudo, sdo mais
comumente encontrados em ecossistemas aquaticos onde desempenham um papel
importante nos ciclos de nitrogénio, carbono e oxigénio (Vincent, 2009).

Como produtores primarios, as cianobactérias dependem da luz solar para obter
energia e, em condi¢cOes favoraveis, como alta incidéncia solar, grande disponibilidade de
nutrientes e temperaturas elevadas, podem multiplicar-se rapidamente, resultando em
episadios de floracdo de cianobactérias (CDC, [s.d]). Nas ultimas décadas, a eutrofizacdo
acelerada dos corpos d'agua, causada principalmente pela acdo humana e pelas mudancas
climaticas, tem contribuido para o aumento na frequéncia e no volume das floracdes de
cianobactérias em reservatorios de agua do mundo todo (Macario et al., 2021). Essas
floracbes impactam a paisagem e o potencial recreativo dos corpos d'agua e comprometem
a qualidade da agua como um todo, devido a reducdo nos niveis de oxigénio dissolvido
(Huisman et al., 2018).

No entanto, a maior preocupacao quanto a ocorréncia de floragbes cianobacterianas
estd relacionada ao fato de muitos desses organismos produzirem toxinas que sao
prejudiciais a saude humana e animal (Du et al., 2019). Na década de 1980, diversos casos
de morte e intoxicagdo de animais que viviam proximos a reservatdrios de dgua afetados por
floragBes chamaram atengéo para o problema e varios estudos sobre intoxicagao causada por
cianotoxinas foram publicados (Chorus et al., 2000). Ao longo dos anos, avangos na
elucidacdo das estruturas quimicas de varias dessas cianotoxinas e o desenvolvimento de

métodos de detec¢do quimica adequados para analises de rotina aceleraram a pesquisa e
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aumentaram o volume de conhecimento sobre essas toxinas. Assim, em 1998, a Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) publicou um guia com normas especificas para toxinas de
cianobactérias em aguas de abastecimento publico. Esse guia estabelecia o limite de 1,0 pg/L
para a microcistinas (equivalente a microcistina-LR), uma cianotoxina hepatotdxica bastante
comum, como concentracdo maxima aceitavel (Sanches et al., 2012).

No Brasil, o padrdo de potabilidade de &guas estabelecido pela do Ministério da
Saude, PORTARIA GM/MS N° 888, DE 4 DE MAIO DE 2021, estabelece concentragdo
méaxima de 1,0 pg/L para microcistinas (equivalente de MC-LR) e cilindrospermopsinas e
de 3,0 pg/L para saxitoxinas (equivalente de STX/L). Ela também proibe o uso de algicidas
como forma de controle de floragdes e ainda recomenda o monitoramento mensal de
cianobactérias em agua bruta com concentragdo inferior a 10.000 células/mL e semanal, se
superior. Para cianotoxinas, o monitoramento deve ser semanal se a concentracdo de
cianobactérias no manancial exceder 20.000 células/mL (Brasil, 2021).

Mas as cianobactérias ndo chamam a aten¢do da comunidade cientifica apenas por
seu impacto na ecologia dos sistemas aquaticos e capacidade de producdo de toxinas. As
cianobactérias sdo organismos que, para além das toxinas, produzem uma quantidade
excepcional de metabolitos secundéarios estruturalmente diversos e altamente bioativos
(Jones et al., 2020). Entre as classes quimicas de metabdlitos secundarios produzidos por
cianobactérias podemos citar fendis, terpenos, derivados de acidos graxos, polissacarideos,
peptideos, alcaloides, policetideos, e outros (Singh et al., 2017; Crnkovic, 2018). Essas
moléculas tém aplicacdo nas industrias de cosmeéticos, pigmentos e biofertilizantes; no
desenvolvimento de novos compostos ativos para a industria farmacéutica; na
suplementacdo da nutricdo humana e animal; e na extracdo e exploracdo de moléculas de
alto valor (Huang, Chen, Sandmann, 2006; Blanco et al., 2007; Suganya et al., 2016;

Moreno-Garcia et al., 2017).
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Em funcéo de tamanho potencial, os produtos naturais de cianobactérias vém sendo
constantemente explorados e revisados (Jones et al., 2020, 2021). Contudo, as cianobactérias
ainda sdo uma fonte relativamente pouco explorada de compostos bioativos, principalmente
no que diz respeito a descoberta de novos candidatos a farmacos (Tidgewell; Clark; Gerwick,
2010).

No contexto de descoberta de novos compostos bioativos, diferentes abordagens
podem ser utilizadas. Durante muitos anos, a abordagem classica, que compreende a triagem
bioldgica dos extratos brutos, seguida de procedimentos de fracionamento bioguiado até o
isolamento e identificacdo do(s) composto(s) bioativo(s) (Newman, Cragg, 2016), dominou
0 campo da pesquisa e levou a descoberta exitosa de diversos compostos (Wall, Wani, 1996;
Campbell, 2012; Kingston, Cassera, 2022). Mas as altas taxas de “redescoberta” de
moléculas revelou a necessidade de novas abordagens (Orjala et al., 2011).

A evolucao de técnicas analiticas ¢ o desenvolvimento das ciéncias ‘Omicas’
trouxeram um novo félego a pesquisa de produtos naturais ao permitir a identificacdo de
compostos bioativos em estagios iniciais e evitar etapas de fracionamento trabalhosas que
podem alcancar resultados replicados (Borges et al., 2022). Técnicas analiticas cada vez
mais sensiveis, métodos de triagem e desreplicacdo (identificacdo de moléculas ja
caracterizadas anteriormente), estratégias de pré-fracionamento, metabolémica, gendmica,
manipulacdo das vias biossintéticas, entre outras ferramentas, ajudam na pesquisa de novos
compostos.

A metaboldmica é considerada hoje a técnica mais funcional e abrangente para o
monitoramento e identificacdo do estado bioquimico de um organismo em resposta a
mudancas genéticas e ambientais (Takaki, 2017). O desenvolvimento de ferramentas

computacionais que permitem o cruzamento de informacdes bioldgicas com dados analiticos
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e bancos de dados estd na vanguarda da investigacdo, desreplicacdo, priorizacédo, e
identificacdo de produtos naturais.

E nesse contexto que o presente projeto foi desenvolvido. Utilizando dados de
metabolémica baseada em espectrometria de massas, em paralelo com resultados de
bioensaios e ferramentas de bioinformatica, investigamos o perfil quimico de duas
biomassas de cianobactérias coletadas em reservatorios eutrofizados nos estados do Rio de
Janeiro e Minas Gerais.

Nos proximos topicos deste capitulo, falaremos um pouco mais sobre cianobactérias,
floracGes e sobre o estado-da-arte das técnicas e metodologias empregadas neste estudo. No
capitulo 2, discutiremos um pouco sobre as toxinas produzidas por cianobactérias, 0s
impactos ambientais que elas podem gerar e a importancia do monitoramento ambiental. Na
sequéncia, serdo apresentados os métodos e resultados de analises da investigacdo da
biomassa coletada no reservatorio do Funil, na cidade do Rio de Janeiro, capital do estado.
No capitulo 3 trataremos sobre o potencial biotecnolégico dos metabolitos secundarios
produzidos por cianobactérias e serdo apresentados 0s métodos e resultados da
caracterizacdo de uma biomassa coletada em um lago artificial do Museu Mariano Procopio,
no municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais. No Capitulo 4 sdo apresentadas as

considerac0es finais e producdes geradas durante todo o projeto de doutorado.

2. CIANOBACTERIAS

Cianobactérias (Reino Eubacteria, Filo Cyanobacteria) sdo microrganismos
procariontes e fotossintetizantes, componentes naturais do fitoplancton. Seus primeiros
registros fosseis datam de 3,5 bilhdes de anos e, durante essa longa historia evolutiva, foram
capazes de colonizar a quase totalidade dos ecossistemas do planeta, inclusive ambientes

extremos como fontes termais, desertos e geleiras (Whitton, Potts, 2007). Contudo, esses
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organismos sao mais comumente encontrados em ambientes marinhos, estuarinos e de dgua
doce (Molica, Azevedo, 2009).

Sua principal forma de obtencdo de energia é pela fotossintese, caracteristica
correlata as microalgas (eucariotas), mas sua organizacao celular é similar a das bactérias
Gram-negativas (Alves, 2005). Porem, diferente das bactérias Gram-negativas, as
cianobactérias apresentam a camada de peptideoglicano mais espessa, 0 que proporciona
maior rigidez a parede e protege contra a ruptura celular por osmose (Melcher, 2007).

As cianobactérias sdo consideradas os primeiros produtores primarios de matéria
organica a liberar oxigénio elementar na atmosfera primitiva e, até hoje, desempenham um
papel importante na oxigenacdo da atmosfera terrestre devido a sua capacidade
fotossintética (Fischer, 2008). Além disso, essas bactérias desempenham um papel crucial
nos ciclos biogeoquimicos (Rastogi et al., 2014).

Esses organismos fotoautotroficos armazenam seus pigmentos fotossintetizantes
nas membranas dos tilacdides, na regido periférica das células, semelhante ao que é
observado nos cloroplastos das células vegetais superiores (Raven, Evert, Eichhorn, 2007).
Todas as cianobactérias possuem clorofila-a e carotenoides. Algumas ainda apresentam
pigmentos acessorios como: ficobiliproteinas e aminoacidos do tipo micosporinas (MAAS)
(Geraldes et al., 2020).

As cianobactérias possuem mecanismos de protecdo contra a incidéncia de radiacao
solar nociva (UVB e UVA), ao mesmo tempo em que estdo adaptadas a baixas intensidades
luminosas (Whitton, Potts, 2007). Cianobactérias sdo organismos capazes de fixar o
nitrogénio atmosférico, que é catalisado pelo complexo enzimatico das nitrogenases. A
auséncia de oxigénio € requisito para a atividade da nitrogenase, por isso a fixacdo do
nitrogénio € realizada em condic¢Bes anoxicas, seja através da separagdo temporal entre

respiracdo e fixacdo de nitrogénio (ciclos claro e escuro), seja através de células
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especializadas chamadas heterdcitos (Bauersachs et al., 2009). Como os heterdcitos ndo

realizam a fotossintese, eles ndo possuem pigmento (Figura 1.1A — destaque).

Figura 1.1: Microscopia eletronica de algumas espécies de cianobactérias com destaque
para um heterécito no genéro Nodularia.
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A: Nodularia harveyana?, B: Dolichospermum circinale!, C: Microcystis aeruginosa?, D: Microcystis panniformis?, E:
Dolichospermum perturbatum?, F: Dolichospermum spiroides®. Fonte: - McGregor (2018); 2-Norway’s portal to natural
toxin research - disponivel em: http:/toxinology.nilu.no/Researchareas/; ¥INaturalist, disponivel em:
https://www.inaturalist.org/taxa/.

As cianobactérias apresentam grande diversidade genotipica e fenotipica,
abrangendo formas unicelulares, coloniais, filamentosas ou pseudoparenquimatosas.
Pesquisas apontam que esse grupo € representado por cerca de 250 géneros (Nabout et al.,
2013), e mais de 5100 espécies ja foram identificadas e categorizadas de acordo com
caracteristicas morfoldgicas a analises moleculares (Allaf, Peerhossaini, 2022).

Quanto a classificacdo, diversas formas ja foram propostas e revisadas ao longo dos
anos. Em 1979, Rippka Deruelles e Waterbury sugeriram uma classificacdo bacteriolégica
na qual levavam em conta a organizacéo celular, plano de fisséo, presenca ou auséncia de
bainha e ramificagdes. Nessa classificacdo, posteriormente adotada pelo manual de
Bacteriologia Sistematica de Bergey’s, as cianobactérias eram divididas em 5 (I-V)

subsecdes (Crnkovic, 2018).
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Mais recentemente, em 2014, apoiados por analises de microscopia eletrénica e
caracterizacdes moleculares e genéticas, Komarek e colaboradores propuseram uma
classificacdo botanica que organiza as cianobactérias em oito ordens e quatro subclasses,

diferenciadas principalmente por analises filogenéticas (Komarek et al., 2014).

3. FLORACOES DE CIANOBACTERIAS E SEUS IMPACTOS

FloracGes de cianobactérias, também conhecidas pelo termo em inglés bloom, sdo
definidas como o fendmeno de crescimento excessivo e descontrolado de cianobactérias
em corpos d'dgua (Bortoli, Pinto, 2015). Diversos fatores, como altas temperaturas,
disponibilidade de nutrientes, luz solar intensa e baixo movimento da agua, contribuem
para o crescimento e formacao dessas floragcGes em reservatorios (EPA, 2023).

No entanto, devido as mudancas climéticas e a eutrofizacdo dos corpos d'agua
causada pela atividade humana, tem havido um aumento na frequéncia, severidade e
duracdo das floragGes de cianobactérias em todo 0 mundo (Macario et al., 2021). A anélise
de imagens de satélite obtidas ao longo de trés décadas demonstrou um aumento global nas
floragdes em lagos de &gua doce e oceanos (Hallegraeff et al., 2021; Ho, Michalak,
Pahlevan, 2019). O painel intergovernamental de avaliacdo de mudangas climaticas de
2019 apontou que a ocorréncia de proliferacdo de algas nocivas, sua toxicidade e risco para
0s ecossistemas e & satide humana devem continuar aumentando junto com o aquecimento
global e as descargas do CO> durante todo o século XXI (Portner et al., 2019).

Durante as floracBes, que podem durar dias, semanas ou até mesmo meses,
geralmente ocorre a formacao de uma “nata” ou “tapete” espesso e colorido na superficie
dos reservatorios, o que aumenta a turbidez e diminui a incidéncia de luz nas camadas mais
profundas da coluna d’agua. O quadro causa uma rigorosa diminui¢do das concentragdes
de oxigénio dissolvido na agua, levando a morte de organismos aquaticos e causando

alteracdes no odor e na cor dos mananciais (Huisman et al., 2018). A Figura 1.2 ilustra
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alguns episodios de floracdo que ocorreram nos Gltimos anos em reservatorios do sul e

sudeste brasileiro.

Figura 1.2: FloracOes em reservatorios de agua no sul e sudeste brasileiros. Da esquerda
para a direita: lago do Museu Mariano Procépio em Juiz de Fora, MG; Praia dos
Namorados, Americana, SP; detalhe da Represa do Funil, RJ e reservatério em Porto
Alegre, RS.

% R

Fonte: Acervo pessoal.

As alteragBes na qualidade da agua associadas as floracdes de cianobactérias tém
impacto na paisagem e no potencial de lazer, além de afetarem as atividades econdmicas
relacionadas ao reservatorio. As floragGes também trazem preocupagdes quanto a producéo
de toxinas, prejudiciais a saude humana e animal, por algumas espécies de cianobactérias

(Wood, 2016).

4. TECNICAS ANALITICAS PARA A INVESTIGAGAO DE COMPOSTOS EM
MATRIZES AMBIENTAIS

A analise de compostos-alvo em matrizes complexas, como as amostras ambientais,
muitas vezes requer a deteccdo e/ou quantificacdo de concentra¢fes muito baixas desses
compostos (Whitehead, 2023). Os métodos utilizados devem ser capazes de separar,

identificar e quantificar compostos quimicos com alta sensibilidade e especificidade (Fatta-
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Kassinos, Meric, Nikolaou, 2011). Assim, € necessario 0 uso de técnicas analiticas,
sensiveis, seletivas, robustas e eficientes.

A partir da segunda metade do século XX, as capacidades de deteccao das técnicas
analiticas avancaram rapidamente (Bulska, Ruszczynska, 2017). Algumas das
metodologias disponiveis atualmente sdo capazes de detectar tragos (ppm) de compostos,
como por exemplo espectrometria de massas e espectrometria de absor¢cdo atdbmica com
atomizacédo por chama (AAS - do inglés Atomic Absorption Spectrometry).

O uso de técnicas hifenadas também se difundiu amplamente nas andlises de
amostras complexas. O termo "hifenadas™ se refere ao acoplamento de duas ou mais
técnicas analiticas. O objetivo desse arranjo € realizar analises de forma mais rapida e
eficiente. As técnicas a serem acopladas devem gerar informaces complementares. Um
exemplo tipico e muito utilizado de técnicas hifenadas € o acoplamento de métodos de
separacdo, como a cromatografia, com métodos de identificacdo, como a espectrometria de
massas (Rodrigues et al., 2006).

Neste trabalho, utilizamos a cromatografia liquida de alta resolucdo acoplada a
espectrometria de massas para analise dos compostos de interesse. Portanto, essas técnicas

serdo discutidas em maior detalhe a seguir.

4.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia € uma técnica fisico-quimica de separacdo que se baseia no
equilibrio dos compostos de interesse entre duas fases imisciveis: a fase estacionaria (FE)
e a fase movel (FM) (Matumoto, Alcantara, 2014). A cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC- do inglés High Performance Liquid Chromatography) é um tipo versatil
de cromatografia por eluicdo. Nela, a fase movel € um solvente liquido e a fase estacionaria

¢ composta por particulas finamente divididas. Esta técnica utiliza colunas de aco
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inoxidavel com diametro interno entre 2 e 5 mm empacotadas com particulas porosas
esféricas de tamanhos entre 3 e 10 um, que formam a fase estacionaria. A fase maével elui
continuamente pela coluna, sob pressdo elevada e com um fluxo controlado (Skoog et al.,
2006). A separacdo dos analitos presentes na mistura acontece devido as diferentes
interacdes entre os analitos e as FM e FE. O tempo de retencdo de um composto é a medida
do tempo transcorrido entre a injecdo da amostra na coluna e o aparecimento do apice do
pico deste composto no detector.

Uma evolucdo da técnica de HPLC é a UPLC (do inglés Ultra Performance Liquid
Chromatography). Esta técnica normalmente utiliza particulas de coluna com tamanho
inferior a 2 um e pode operar em pressdes mais altas do que 15.000 psi (McShane et al.,
2014). Essa tecnologia permite taxas de fluxo mais rapidas, mantendo a eficiéncia de
separacao e aumentando o rendimento da analise da amostra. Os sistemas de HPLC e UPLC
sdo geralmente acoplados a uma técnica de deteccao, e esta, a um computador que registra
os dados sob a forma de um grafico (cromatograma) (Skoog et al., 2006).

A cromatografia liquida é uma 6tima técnica de separacdo e, acoplada a um sistema
detector, permite a analises qualitativas (confirmacdo da identidade quimica) e
quantitativas (concentracdo de determinado composto na amostra) de amostras diversas.
Entre as varias op¢des de detectores existentes, uma das que melhor fornece informacdes
estruturais é a espectrometria de massas (Lancas, 2009). O acoplamento dessas técnicas
combina a alta eficiéncia de separacdo da cromatografia com a seletividade e as
informac0es estruturais fornecidas pela espectrometria de massas. Essas vantagens fazem
com que esse arranjo seja extensivamente utilizado em pesquisas recentes com aplicacéo

ambiental (Chiaradia, Collins, Jardim, 2008).
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4.2. Espectrometria de Massas

De forma basica, um espectrometro de massas tem cinco componentes principais
(Figura 1.3). O primeiro deles é a unidade de introducdo da amostra, que faz a intersecéao
atmosfera-vacuo. As pressdes dentro de um espectrémetro sdo muito baixas, chegando a
micrometros de mercdrio em algumas regides. A unidade de introducdo da amostra leva
até o segundo componente, a fonte de ionizacdo. Neste compartimento as moléculas da
amostra sao transformadas em ions em fase gasosa. Estes ions s@o acelerados por um campo
magnético e, em seguida, um analisador de massas (terceiro componente) os separa em
razao de suas relacdes massa/carga (m/z). Na sequéncia, 0 quarto componente, um detector,
quantifica os ions gerados. Um sistema de processamento de dados, quinto componente,
registra e processa os sinais (Pavia, 2015). O espectro de massas € um grafico do nimero

de ions produzidos versus a razdo m/z (SKOOG, 2006).

Figura 1.3: llustracdo esquematica dos componentes de um espectrémetro de massas.
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Fonte: PAVIA (2015) — adaptado.

A espectrometria de massas (MS - do inglés Mass Spectrometry), através da
determinacéo precisa da razdo m/z dos analitos, é capaz de fornecer informacéo sobre: (i)
a composicao elementar de amostras; (ii) a estrutura molecular; e, quando acoplada a um
sistema de separacdo, (iii) a composicdo qualitativa e quantitativa de misturas complexas

(Ardrey, 2003).
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Os componentes de um espectrdmetro de massas podem ser de diferentes tipos e a
escolha de cada um vai depender das amostras e do tipo das analises que se deseja realizar.
As fontes de ionizacdo mais usadas em sistemas hifenados LC-MS, sdo: ionizacdo por
eletronebulizacdo (ESI - electrospray ionization), ionizacdo quimica a pressdo atmosférica
(APCI - atmospheric pressure chemical ionization) e a fotoionizagéo a pressdo atmosférica
(APPI - atmospheric pressure photoionization) (Ardrey, 2003; Chiaradia, Collins, Jardim,
2008). Cada uma possui um mecanismo especifico de ionizacéo que influencia de maneira
distinta a producdo dos ions (Remane et al., 2010).

Quanto aos analisadores, os mais utilizados sdo: quadrupolos (Q), tempo de voo
(time of flight - ToF), armadilha de ions (ion trap- IT), setor elétrico (E), setor magnético
(B) e ressonancia ciclotrénica de ions com transformada de Fourier (Fourier-
transformation cyclotron resonance — FT ICR) (Hoffmann, Stroobant, 2007). Um arranjo
comumente utilizado para aumentar a capacidade de resolucdo dos analisadores de massa
¢ a espectrometria de massas sequencial (também conhecida como in tandem, MS/MS ou
MS2). Neste caso, dois ou mais analisadores de massa sdo acoplados, para uma etapa de
reacdo adicional. Normalmente um deles funciona como célula de colisdo e o(s) outro(s)
como analisador(es) de massa (Bustillos, 2020). A seguir, falaremos com mais detalhes

sobre a fonte de ionizacdo e os analisadores de massa utilizados neste trabalho.

4.2.1 Fonte de ionizacgao por eletrospray (ESI)

A ESI (do inglés - Electrospray lonization) é uma técnica de ionizagdo em pressao
atmosférica e € uma técnica de ionizacdo suave, que permite a formacéo de ions a partir de
macromoléculas, superando sua tendéncia a fragmentarem-se quando ionizadas (Souza,

2008).
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O processo de ionizacdo por ESI se inicia com o bombeamento dos analitos,
dissolvidos em um solvente volatil, através de um fino capilar de ago inoxidavel. Na ponta
deste capilar é aplicada uma alta tensdo, gerando um forte campo elétrico. Como
consequéncia desse campo a amostra que sai pelo capilar forma um aerossol composto por
goticulas de solvente e analito altamente carregadas. As goticulas carregadas se chocam
com um contrafluxo de um gas de secagem (geralmente N2), em temperaturas elevadas
(150-200°C), que auxilia na evaporagdo do solvente e na formacdo do aerossol (Pavia,
2015). A evaporacdo do solvente leva a diminuicdo do tamanho destas goticulas,
aumentando a repulsdo eletrostatica entre as cargas de sua superficie. Dessa forma, a tensao
superficial do liquido se torna cada vez maior até que ocorre o fendmeno de “explosdo
Couldmbica”, que resulta na formagao de gotas menores, com posterior liberagdo dos ions
(Ardrey, 2003; Chiaradia, Collins, Jardim, 2008; Souza, 2008; Lancas, 2009).

Os detalhes de como os ions sdo efetivamente transferidos para a fase gasosa ainda
causam discussdo. Dois mecanismos sao propostos: (i) 0 modelo de carga residual e (ii) o
modelo de dessor¢do de ions. O modelo de carga residual propbe que as goticulas
continuam a sofrer evaporacdo e fissdo num processo continuo até a total dessolvatacdo
das moléculas. Assim, as cargas que estavam contidas no solvente sdo transferidas para o
analito, levando a formacdo de um ion isolado. Ja 0 modelo de dessor¢édo de ions postula
que, a medida que ocorre a evaporacao, as goticulas de solvente alcancam um determinado
raio em que a densidade elétrica na sua superficie se torna suficientemente grande para
expulsar os ions dos analitos para fora da goticula. A transferéncia de carga entre o solvente
e o0 analito ocorreria durante essa expulsao (Yamashita, Fenn, 1984; Hoffmann, Stroobant,

2007; Souza, 2008). A Figura 1.4, ilustra 0s mecanismos propostos.
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Figura 1.4: Esquema de ionizacdo por electrospray: em (A) vemos 0 modelo do residuo
carregado, e (B) ilustra o0 modelo de dessor¢éo de ions.
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Fonte: SOUZA (2008)

A maior parte dos ions gerados na ESI sdao moléculas protonadas ([M+nH]"™) ou
desprotonadas ([M-nH]™), ha também a probabilidade de formacdo de moléculas
cationizadas (p. ex: [M+Na]*, [M+K]", [M+NH.]") ou anionizadas (p. ex: [M+CI]") (Souza,
2008). Também pode ocorrer a formacdo de ions multi-carregados (z > 1) em compostos
com alto peso molecular. Nestes casos, como 0 espectrometro reconhece a relacéo
massa/carga (m/z), o resultado é a massa do analito dividida pelo nimero de cargas
presentes na molécula. E possivel estimar a presenca de multiplas cargas através da relacéo
isotopica da amostra, ou seja, pela presenca natural de is6topos de *C ou ?H.

A ionizacdo pode ocorrer tanto no modo positivo quanto no modo negativo.
Substancias com grupamentos basicos, como aminas, amidas e ésteres, normalmente séo
analisadas no modo positivo, devido a relativa facilidade com que sdo protonadas. Ja as
substancias que contém funcbes acidas, como acidos carboxilicos e fendis, sdo facilmente
desprotonadas, e podem ser analisadas no modo negativo (Crotti et al., 2006).

A ESI apresenta vantagens e desvantagens. Entres as vantagens estdo: (i) a
ionizacdo em fase liquida, o que permite a analise de compostos iénicos e termicamente
instaveis e (ii) capacidade de produzir ions de maltiplas cargas, 0 que permite o estudo de
moléculas com alta massa molar (Pavia, 2015). Entre as desvantagens estdo: (i) a
suscetibilidade a efeitos de interferentes na matriz; (ii) a ionizacdo branda que pode
produzir espécies moleculares intactas, o que dificulta a sua informacao estrutural (Ardrey,

2003).
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4.2.2. Analisador do tipo triplo quadrupolo (QqQ)

Um analisador de massas do tipo quadrupolo é composto por quatro barras solidas
paralelas na diregdo do feixe de ions. Ele utiliza uma combinacéo de voltagem de corrente
continua (CC) e radiofrequéncia (RF) aplicada as barras para criar um campo eletrostatico
oscilante na regido entre elas. Esse campo oscilante é projetado de forma a permitir a
passagem apenas dos ions com uma relagdo massa/carga (m/z) desejada. Esses ions seguem
uma trajetdria estavel em formato espiral até alcancarem o detector, onde seréo registrados
como um sinal elétrico. Os ions com uma relacdo massa/carga (m/z) diferente da desejada
sdo instaveis sob esse campo oscilante e colidem com as barras antes de alcangarem o
detector, ndo sendo registrados no resultado final (Pavia, 2015).

Um analisador do tipo triplo quadrupolo (QqQ), é formado por trés conjuntos de
quadrupolos (conjuntos de quatro eletrodos em forma de barras), organizados em série
(Figura 1.5). Nesse arranjo, o primeiro e o terceiro quadrupolos atuam como filtros de
massa e 0 segundo causa a fragmentacdo do analito por meio da interacdo com um gas de

colisdo (Skoog et al., 2006).

Figura 1.5: Representacdo esguematica de um analisador de massas do tipo triplo
quadrupolo (QqQ).
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Fonte: Nascimento (2019) - adaptado.

Analisadores do tipo triplo quadrupolo, que apresentam alta sensibilidade,
seletividade e linearidade, podem aprimorar a deteccdo do método quando usados para
gerar um ion caracteristico de uma molécula (p. ex: no monitoramento de perda neutra e

no monitoramento de reagdes mdaltiplas). Contudo, tém uma baixa resolucdo quando
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comparado a outros analisadores, o que pode dificultar a distin¢do entre ions de massa
semelhante. (Hoffmann, Stroobant, 2007).

Neste trabalho, as analises metabolémicas direcionadas (targeted) foram realizadas
com dados de um sistema HPLC acoplado a um espectrometro de massa do tipo Triplo
Quadrupolo (QqQ), com uma fonte de ionizacdo por eletrospray (ESI) - sistema HPLC-
ESI-QgQ-MS/MS. Esse sistema, apesar da baixa resolucdo de massas, foi escolhido por
possibilitar uma boa separacdo entre os analitos de interesse e a realizacdo de analises no
método monitoramento de reacbes mdltiplas (MRM - do inglés multiple-reaction
monitoring). Este método possibilita 0 acompanhamento de fragmentages especificas para
multiplos ions produto provenientes de um ou mais ions precursores (Vessecchi et al.,
2011). Isso aumenta a seletividade do método, pois € muito baixa a probabilidade de duas
moléculas gerarem ions precursores e ions produtos idénticos por meio de MS/MS

(Geraldes, 2019).

4.2.3. Analisador de massas por tempo de voo (ToF)

Um analisador de massas por tempo de voo (ToF — do inglés Time of Flight) é
baseado no principio de que as velocidades de dois ions, criados simultaneamente e com a
mesma energia cinética, variardo conforme a massa dos ions. O ion mais leve sera mais
rapido e chegara primeiro ao detector, enquanto o ion mais pesado demorara mais para
alcancar o mesmo detector. Esse tipo de analisador precisa de equipamentos eletrénicos de
alta velocidade para medir precisamente 0s tempos de voo de cada ion (Pavia, 2015).

O arranjo QToF, é um arranjo sequencial (in tandem) de analisadores de massas,
gue combina um quadrupolo com um analisador de massas por tempo de voo. A
instrumentacdo QToF-MS/MS pode ser entendida de forma analoga a um espectrometro

de massa triplo-quadrupolo, onde o terceiro quadrupolo € substituido por um tubo de tempo
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de voo (Figura 1.6). O primeiro quadrupolo (Q1) pode operar como um filtro de massa para
a selecdo de ions especificos com base em sua relagdo m/z, ou apenas no modo de
radiofrequéncia (RF), onde todos os ions sdo transmitidos através do quadrupolo. O
segundo quadrupolo (Q2) atua como uma célula de colis@o, onde os ions sdo bombardeados
por moléculas de gas neutro, resultando na fragmentacdo dos mesmos. O Q2 também pode
atuar no modo RF sem subsequente fragmentacéo de ions. Apos deixar o quadrupolo, o0s
ions séo acelerados na regido do analisador de ions por tempo de voo. (Allen, McWhinney,
2019).

Figura 1.6: Representacdo esquematica de um analisador de massas do tipo quadrupolo
acoplado a um analisador do tipo tempo de voo (QToF).
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Fonte: Levine; Kerrigan (2020) - adaptado.

Neste trabalho, o equipamento utilizado para as andalises ndo direcionadas
(untargeted) dos extratos de cianobactérias foi um UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS. Estes
analisadores possuem alta resolucdo, o que permite o célculo de formulas moleculares de
compostos através de dados de massa acurada e distribuicdo de padréo isotdpico, além de
informagdes estruturais que podem ser extraidas a partir dos padrdes de fragmentacao,
levando a anotacdo de compostos. Isso é particularmente Util para analise de amostras

ambientais complexas (Bustillos, 2020).
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5. METABOLOMICA BASEADA EM ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A abordagem cléssica para a descoberta de produtos naturais bioativos envolve a
coleta de amostras, extracdo, bioensaio(s) ou teste(s) quimico(s), seguidos pelo isolamento
e elucidacéo da estrutura do composto de interesse (Wolf, Siems, 2007; Demarque et al.,
2020). Embora historicamente bem-sucedidas, as ferramentas cléassicas, quando usadas
isoladamente, sdo demoradas e muitas vezes infrutiferas no que diz respeito a descoberta
de novas moléculas, uma vez que, frequentemente, levam ao isolamento de compostos ja
conhecidos (Demarque et al., 2020). Para superar esse gargalo, a associacdo de técnicas
analiticas com ferramentas computacionais e tratamentos estatisticos, conhecida como
ferramentas ‘Omicas’, vem se apresentando como poderosa aliada no fluxo de trabalho
moderno de descoberta de novos produtos naturais.

A metabol6mica € definida como o estudo (identificacdo e/ou quantificacdo) do
conjunto de metabdlitos (pequenas moléculas produtos do metabolismo) de um
determinado sistema biolégico (Demarque et al., 2020). Ela surgiu no final do século XX,
em resposta a dificuldade de se investigar o metabolismo completo de organismos vivos
usando apenas técnicas de isolamento e determinac&o estrutural (Crnkovic, 2018).

Diferentes técnicas analiticas podem ser usadas para analises metabol6micas. Cada
uma delas tém vantagens e desvantagens associadas. Entre as técnicas mais utilizadas em
analises metaboldmicas estdo as técnicas hifenadas que acoplam métodos de separacgdo de
alta resolucdo com deteccdo seletiva por espectrometria de massas (MS), como
cromatografia gasosa (GC-MS), cromatografia liquida (LC-MS) e eletroforese capilar (CE-
MS) (Bouslimani et al., 2014).

A espectrometria de massas possui qualidades que ampliam sua aplicacdo na
metabolémica, como por exemplo: alta sensibilidade, necessidade de pequenos volumes de

amostra para analise, alto poder de resolucdo e possibilidade de acoplamento com uma
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técnica cromatografica. Além disso, técnicas de ionizagdo a baixas pressées permitem a
analise de amostras bioldgicas de alto peso molecular, e 0 uso de espectrometria de massas
sequencial (MS/MS) gera dados que podem ser prontamente comparados com bancos de
dados e bibliotecas espectrais, facilitando a desreplicacao e a identificagdo dos compostos
(Crnkovic, 2018; Demarque et al., 2020).

A abordagem metabolémica a ser utilizada depende da pergunta de pesquisa que se
quer responder. A procura por um composto desconhecido geralmente passa pela aquisicao
de dados de forma ndo direcionada. Assim, faz-se uso da metabolémica global ou nao
direcionada (untargeted metabolomics), que pode ser definida como uma andlise
qualitativa do maior nimero possivel de metabdlitos, pertencentes a diferentes classes
quimicas, contidas no sistema bioldgico em estudo (Canuto et al., 2018). Porém, se ha um
metabolito especifico que se deseja investigar, a metaboldmica direcionada ou alvo
(targeted metabolomics), definida como a analise quantitativa de um ou mais metabdlitos
pré-selecionados (Canuto et al., 2018), € o caminho de escolha. Ndo é incomum que uma
analise metabolémica ndo direcionada seja seguida pela analise metabolémica direcionada.
Os fluxogramas de trabalho comumente empregados para cada uma das abordagens séo

ilustrados na Figura 1.7.
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Figura 1.7: Fluxograma de trabalho para analises metabolémicas ndo direcionada e
direcionada.
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A identificacdo abrangente de pequenas moléculas é o foco principal da
metaboldmica aplicada a pesquisa de produtos naturais e ao monitoramento ambiental. No
entanto, esta tarefa pode ser altamente desafiadora uma vez que o volume de dados de MS
gerados para uma amostra nao € trivial de se interpretar e a mera massa de um composto
ndo é suficiente para determinacéo da formula molecular correta (Ludwig et al., 2020).

Para contornar esse problema, diversas estratégias tém sido implementadas. Entre
elas, a criagdo de bancos de dados de espectros de MS/MS que servem para pesquisa e
comparacao de dados; e o desenvolvimento de ferramentas bioinformaticas e softwares que
ajudam no processamento e interpretacdo dos dados de massas (MS), auxiliando no
processo de desreplicacdo de um composto. Mais recentemente, com 0 objetivo de
encontrar compostos bioativos em estagios iniciais da pesquisa, vém surgindo abordagens
que integram dados quimicos com resultados de bioensaios (Olivon et al., 2017; Egan et
al., 2021; Lee et al., 2022). A seguir, discutiremos sobre as ferramentas utilizadas neste

trabalho.
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O GNPS (do inglés Global Natural Products Social Molecular Network) por
exemplo, é uma plataforma online e colaborativa de compartilhamento de dados de
espectrometria de massas (MS/MS) Essa plataforma, através de diferentes funcionalidades,
permite aos pesquisadores compartilhar, processar e analisar dados brutos de
espectrometria de massas in tandem (MS/MS) (Wang et al., 2016).

A principal funcionalidade do GNPS é a construcdo de redes moleculares em que
0s espectros de massas de diferentes amostras sdo comparados e agrupados de acordo com
sua similaridade. A similaridade, neste caso, € um valor calculado de cosseno entre
espectros presentes na(s) amostra(s) ou entre a(s) amostra(s) e o(s) espectro(s) de referéncia
dos bancos de dados. Assim, sdo gerados agrupamentos espectrais que tém como base um
valor pré-estabelecido de cosseno (Aron et al., 2020). Esse valor variade 0 a 1, em que 1
indica 100% de similaridade entre os espectros e 0 indica espectros totalmente diferentes
(Pilon et al., 2021). Espectros com 100% de similaridade sdo agrupados em um espectro
consenso. Esse espectro é representado por um nodo ou feature na rede molecular e, se ha
similaridade entre os features eles serdo conectados por uma aresta, formando uma familia
(ou cluster). O agrupamento em clusters ajuda na identificacdo de estruturas desconhecidas
e facilita a descoberta de novos metabolitos. Além disso, 0 GNPS permite a anotacao de
metabolitos ja conhecidos com base em bancos de dados existentes, como 0 PubChem® e
0 MassBank®.

O SIRIUS® (https://bio.informatik.uni-jena.de/sirius/) € um software para a

identificacdo de metabdlitos a partir de dados de espectrometria de massas in tandem de
alta resolucdo. Esse software engloba diferentes ferramentas, incluindo os servi¢os web-
based CSIFingerID e CANOPUS (Diihrkop et al., 2019). Utilizando os dados de LC-MS/MS
e analisando dados de padrdo isotopico, a plataforma gera proposi¢fes de formulas

moleculares e realiza pesquisas (CSIFingerID) em bancos de dados de espectros de
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fragmentacdo para identificacdo preliminar de moléculas que pode chegar a até 70% de
precisdo (Duhrkop et al., 2019; Ludwig et al., 2020). A partir dos dados estruturais, a
ferramenta CANOPUS sugere a(s) possivel(is) classe(s) quimica dessas estruturas (Ludwig
et al., 2020).

Como mencionado anteriormente, a integracdo do conjunto de dados
metabolomicos com resultados de bioensaios de uma amostra ajudam a priorizar a
investigacdo de um composto em meio a uma amostra complexa acelerando a descoberta
de novas moléculas (Lee et al., 2022). Neste trabalho, as plataformas empregadas para
integrar dados metabolémicos baseados em MS e resultados de ensaios de bioatividade
foram o NP Analyst e o DAFdiscovery.

O NP Analyst (https://www.npanalyst.org/) é uma plataforma aberta e online de
integracao de dados para avaliar as atividades bioldgicas de misturas complexas (Lee et al.,
2022). Essa ferramenta engloba trés funcdes ou etapas principais: (i) uma etapa, opcional,
para processar os dados de espectrometria de massa e criar uma lista de features de MS,
(i) determinacédo de pontuacdo desses features com base em perfis de bioatividade e (iii)
geracgdo de arquivos de saida para visualizacao.

Os resultados do NP Analyst sdo exibidos como pontuacdes de atividade (Activity
Score) e pontuacdes de cluster (Cluster Score) para cada feature. O Activity Score é uma
medida da "forca da bioatividade" para uma determinada feature. Por exemplo, se uma
feature estiver presente em trés amostras (p. ex fracdes) diferentes, a pontuacdo da
atividade é calculada a partir da média dos quadrados dos valores atribuidos para cada uma
dessas amostras no bioensaio. J& o Cluster Score ¢ uma medida da consisténcia da
bioatividade entre todas as amostras que contém uma determinada feature. E determinado

pela média dos valores de bioatividade de todas as amostras que contém essa determinada
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feature (Lee et al., 2022). Ambos os valores variam de -1 a +1 sendo que quanto mais alto
o valor, maior a relacdo entre a feature presente na amostra e a bioatividade observada.

O DAFdiscovery (Data Fusionbased Discovery) é um aplicativo, notebook-based,
desenvolvido para combinar dados de MS, RMN e bioatividade, ou qualquer combinacéo de
dois deles, permitindo a fusdo de dados e a deteccdo de compostos potencialmente
associados a bioatividade por meio de calculos de correlagdo (STOCSY/SHY). O
DAFdiscovery permite aos usuarios fundir dados de diferentes fontes (RMN, MS e/ou
bioatividade) para aplicar uma funcdo STOCSY/SHY para produzir graficos espectrais de
RMN e/ou um resultado de correlacdo para as features de MS detectados. Seu fluxo de
trabalho é dividido em 5 op¢es: Opcéo 1 - fusdo de dados de RMN, MS e Bioensaio; Opcéo
2 - fusdo de dados de RMN e MS; Opcdo 3 - fusdo de dados de RMN e Bioensaio; Opcéo 4
- fuséo de dados de MS e Bioensaio; e Opg¢do 5 apenas dados de RMN (Borges et al., 2022).

Para a fusdo de dados de MS com resultados de bioatividade (Opc¢éo 4), a plataforma
DAFdiscovery leva em consideracdo a intensidade de picos detectados em cada fracdo de
uma mesma amostra. Uma maior intensidade em fra¢cdes bioativas aumenta a correlacéo de
bioatividade. Em um pequeno nimero de amostras, se um composto tiver alta concentracao
em uma determinada fracdo bioativa e baixa concentracdo em uma fracao inativa, ele ainda
tera uma alta correlacdo de bioatividade (Borges et al., 2022). Os resultados de correlacdo
entre dados de bioatividade e dados de MS sdo apresentados em um grafico do tipo scatter
plot com valores de correlacdo que variam entre -1 e +1. Novamente, quanto maior o valor,

maior a correlacdo entre uma feature e a bioatividade observada.

6. ENSAIOS BIOLOGICOS

Na pesquisa de produtos naturais, a triagem de extratos e fragdes utilizando

bioensaios é uma estratégia eficiente para a investigacdo de substdncias bioativas.
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Geralmente, o0 bioensaio pode servir a trés propoésitos principais: (i) detectar (e possivelmente
quantificar) a presenca de compostos bioativos em extratos complexos; (ii) guiar 0s
procedimentos de fracionamento quimico para o isolamento de substancias bioativas e (iii)
dar uma caracterizacdo biologica preliminar de um composto especifico (Claeson, Bohlin,
1997).

A selecdo dos bioensaios a serem realizados depende do objetivo de cada pesquisa.
Geralmente, a descoberta de farmacos a partir de produtos naturais tem como estratégia uma
combinacdo de diferentes bioensaios. Comumente, o fluxo de trabalho com bioensaios inclui
uma triagem inicial de grandes nimeros de amostras com ensaios que fornecem respostas
rapidas, a custos relativamente baixos. A partir dai, ensaios secundarios sdo utilizados para
investigar de maneira mais aprofundada as amostras que se mostraram ativas na triagem
inicial (Claeson, Bohlin, 1997).

As atividades bioldgicas associadas a produtos naturais cianobacterianos sao varias
e incluem atividade antimicrobiana, antiinflamatdria, antiviral, citotoxica e antitumoral
(Kehr, Picchi, Dittmann, 2011). Assim, diferentes bioensaios sdo Uteis para avaliar o
potencial das cianobactérias em produzir compostos bioativos, ajudando a priorizar aqueles
gque merecem ser isolados e identificados (Regueiras et al., 2018). Os ensaios bioldgicos
propostos neste trabalho foram os testes de toxicidade aguda com o microcrustaceo Artemia
salina e o ensaio de viabilidade celular a partir da reducdo do MTS (3- (4,5-dimetiltiazol-2-
il) -5- (3-carboximetoxifenil) -2- (4-sulfofenil) - 2H-tetrazélio) de células de linhagem de

queratindcitos humanos imortalizados (HaCaT).
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6.1 Teste de toxicidade aguda com Artemia salina

Artemia salina é um microcrustaceo sem carapaca (ordem Anostraca) que vive em
lagos de &gua salgada ao redor do mundo, e tem carater eurialino. Esses organismos sdo um
elo trofico entre as comunidades planctdnicas e as cadeias superiores (Pimentel et al., 2011).

A A. salina é usada como alimento vivo para peixes e seus ovos sdo facilmente
encontrados em lojas de aquarismo. Os ovos ndo eclodidos sdo metabolicamente inativos e,
se desidratados e bem acondicionados, podem ser conservados por longos periodos (Milani,
Ziolli, 2007). Quando séo reidratados em condi¢cdes ambientais adequadas, esses ovos
eclodem em aproximadamente 24 horas.

O féacil acesso e baixo custo baixo custo desses organismos somados a simplicidade
do teste - que é rapido, requer pequena quantidade de amostra (2-20 mg), ndo requer métodos
assépticos e nem equipamentos especiais - favorece sua utilizagéo rotineira em laboratorios

para testes preliminares de toxicidade (Espinoza, 2015).

6.2 Ensaio de viabilidade celular a partir da reducdo do MTS

Os ensaios de viabilidade celular medem a salde e a funcéo das células em resposta
a estimulos externos, agentes quimicos ou tratamentos terapéuticos. Na triagem de
compostos, esses ensaios ajudam a determinar se a(s) molécula(s) testada(s) afetam a
proliferacdo celular ou demonstram efeitos citotdxicos diretos que podem resultar na morte
celular (Riss et al., 2004).

Os ensaios de viabilidade celular podem se basear em diferentes fungdes celulares
como atividade enzimatica, permeabilidade da membrana celular, producdo de adenosina
trifosfato (ATP), entre outros (Kamiloglu et al., 2020). Neste trabalho, a citotoxicidade de
extratos e fragcdes de cianobactérias foi analisada a partir dos ensaios de reducdo do MTS (3-

(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
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sulfofenil)-2H-tetrazdlio).

O ensaio MTS baseia-se na reducdo desse composto pela enzima desidrogenase
mitocondrial formando cristais de formazan (Riss et al., 2004). O ensaio MTS é um teste
colorimétrico, que permite a quantificacdo indireta de células metabolicamente viaveis
baseado na conversdo enzimatica do sal de MTS (uma solugdo incolor) em formazan
(coloracéo azul ou roxo) (de Mesquita et al., 2009).

Basicamente, as células metabolicamente ativas irdo converter o MTS, enquanto as
células mortas nao serdo capazes de realizar essa conversdo. A coloracdo azul ou roxa e,

portanto, um quantificador da viabilidade das células (Mosmann, 1983).
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Capitulo 2. Cianobacterias - “the dark side”
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1. CIANOTOXINAS

As cianotoxinas sdao moléculas que ndo estdo envolvidas nos processos de
crescimento, desenvolvimento ou reproducédo das cianobactérias e por isso, sdo classificadas
como metabolitos secundarios (Carmichael, 1992). Os metabolitos secundarios sdo compostos
comumente relacionados a adaptacéo e a interacao do organismo ao ecossistema em que vive
(Yunes, 2019).

Os metabdlitos secundarios de cianobactérias incluem uma variedade de compostos
com uma ampla diversidade de estruturas (Janssen, 2019) que se reflete em uma vasta gama
de atividades. Muitos desses compostos apresentam toxicidade animal e vegetal (Dittmann,
Wiegand, 2006).

Os primeiros relatos documentados de intoxicacdo por cianotoxinas datam do século
XIX (Francis, 1878; Yunes, 2019) e, ao longo dos anos, muitos outros casos de intoxicagdo
humana e animal associados a exposicdo as cianotoxinas foram reportados (Chorus et al.,
2000; Hilborn et al., 2014; Buratti et al., 2017). Por esse motivo, esses compostos foram e
sdo extensivamente estudados, especialmente as classes das microcistinas, saxitoxinas e
cilindrospermopsinas. Nas Ultimas trés décadas, outras classes de peptideos cianobacterianos
bioativos foram descobertos, como as aeruginosinas (Murakami et al., 1994), microgininas
(Okino et al., 1993), cianopeptolinas (Martin et al., 1993), microviridinas (Ishitsuka et al.,
1990) e anabaenopeptinas (Harada et al., 1995), e entre eles hd compostos com potencial
para causarem efeitos adversos a satide humana e animal (Mazur-Marzec et al., 2018).

Quanto a sua estrutura quimica, as cianotoxinas podem ser divididas em trés grupos:
(i) peptideos ciclicos, (ii) alcaldides e (iii) lipopolissacarideos. Ja quanto ao seu mecanismo
de acdo farmacoldgico sdo classificadas em: (i) hepatotdxicas, representadas por
microcistinas e nodularinas; (ii) neurotdéxicas, que sdo anatoxina-a, saxitoxinas e guanitoxina

e (iii) citotoxica, representadas pela cilindrospermopsina. Existem ainda outras toxinas com
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acOes distintas, porém seus efeitos ndo estdo totalmente elucidados (BORTOLI; PINTO,
2015).

Embora os eventos de intoxicacdo de animais por cianotoxinas seja responsaveis pela
maioria dos casos relatados, a exposi¢do humana a essas toxinas também tem diversos casos
documentados (Metcalf et al., 2021). A exposicao as cianotoxinas em humanos pode ocorrer
por diferentes vias, incluindo: (i) dérmica, (ii) respiratoria (inalacdo de particulas em
aerossol durante banhos ou praticas esportivas), (iii) intravenosa (tratamento de dialise) e
(iv) oral. No entanto, a exposicao e os sintomas dérmicos causados por cianobactérias de
agua doce sdo tipicamente leves e autolimitados, necessitando de alguma educacdo e
orientacdo publica, mas ndo necessariamente regulamentacdo. Quanto a exposi¢do por
inalacdo, ainda sdo necessarios mais estudos que confirmem a relevancia desta via de
exposicdo (Metcalf et al., 2021). Alguns autores argumentam que, como a aspiracao
geralmente também envolve a degluticdo, a absorcdo estaria acontecendo por via oral
(Ibelings et al., 2014).

Consequentemente, as diretrizes tendem a concentrar-se na exposicao oral, ou seja,
ingestdo de toxinas através da ingestdo da agua potavel, ou consumo de animais aquaticos
que ingeriram cianobactérias e/ou cianotoxinas e as acumularam (Magalhaes, Soares,
Azevedo, 2001; Ibelings, Chorus, 2007; Zamyadi et al., 2012). A ingestdo de agua
contaminada por cianotoxinas geralmente se da de forma acidental durante a recreacédo e
praticas esportivas. Ha de ressaltar também, que as operacfes unitarias comumente
empregadas nas estacles de tratamento de agua (decantacdo, floculagdo/flotacéo, filtracéo
e cloracdo) ndo séo capazes de remover essas moléculas.

Os sintomas da intoxicacgao por cianotoxinas vdo depender da via de contaminacéo,
da dose ingerida, do estado geral de saude do individuo exposto e do tipo de toxina a que

foi exposto (Bortoli, Pinto, 2015). Os diversos exemplos de intoxicagdo humana
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relacionados a esses compostos incluem: surtos de gastroenterite (Lippy, Erb, 1976;
Teixeira et al., 1993), hepatomegalia por (suposta) exposicdo a cilindrospermopsina
(Griffiths , Saker, 2003) e sintomas semelhantes a pneumonia em cadetes do exército apds
exposicdo pulmonar/oral a uma floracdo de Microcystis durante exercicios aquaticos
(Turner et al., 1990).
O caso mais emblematico de intoxicagdo humana por cianotoxinas ficou conhecido
como “Sindrome de Caruaru” quando, em 1996, no estado de Pernambuco, Brasil, 110
pacientes de uma clinica de hemodialise apresentaram sintomas de intoxicacdo por
hepatotoxinas como, nausea, vomito, distdrbios de visdo, dores de cabeca, confusao mental,
fraqueza muscular e sangramento nasal e do trato gastrointestinal (Bortoli, Pinto, 2015).
Desses pacientes, 100 desenvolveram insuficiéncia hepatica aguda e 76 vieram a 6bito.
A apuracdo do caso analisou as resinas do sistema de tratamento de agua da clinica
e no soro e tecido hepatico dos pacientes expostos. Durante as analises foram identificados
dois grupos de cianotoxinas: microcistinas, em todas as amostras e cilindrospermopsina,
nas resinas. A compara¢ao dos sintomas e patologia das vitimas com estudos em animais,
utilizando essas duas cianotoxinas, levaram a conclusdo de que o principal fator
contribuinte para a morte dos pacientes em dialise foi exposicdo intravenosa as diferentes
variantes de microcistinas, especificamente microcistina-YR e microcistina-LR (Azevedo
et al., 2002).
Outro caso envolvendo uma clinica de hemodialise aconteceu em novembro de 2001,
no Rio de Janeiro. Floracbes de cianobactérias dominadas por Microcystis e
Dolichospermum (anteriormente denominada Anabaena) foram detectadas no reservatorio
do Funil e no Rio Guandu, que fornecem &gua potével para a cidade. A concentracdo de
microcistina-LR medida foi de 0,4 pg/L. Um alerta foi encaminhado para o ambulatério de

hemodialise do hospital da Universidade Federal do Rio de Janeiro que detectou nas resinas
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e na coluna de carvao ativado do ambulatorio uma concentracdo de 0,32 pg/L de
microcistina-LR. Acredita-se que um total de 44 pacientes em hemodialise atendidos neste
centro foram expostos a cianotoxina. A analise inicial de ELISA confirmou a presenca de
concentragdes séricas de microcistina-LR > 0,16 pg/L em 90% das amostras de soro
coletadas desses pacientes. Entre os 12 pacientes selecionados para monitoramento continuo
no periodo de 2 meses que se seguiram a exposicao, as concentracdes séricas de microcistina
variaram de 0,16 a 0,96 pg/L (Soares et al., 2006). Embora nenhuma outra consequéncia
tenha sido descrita pelos autores, os resultados indicaram que esses pacientes em dialise
renal foram expostos a microcistina, assim como toda a cidade, durante o periodo de floracao
de cianobactérias nos reservatorios.

Assim como na exposicao humana, os efeitos deletérios da exposicdo de animais a
cianotoxinas vao depender de diversos fatores. Ha relatos de intoxicacéo e morte de animais
silvestres (girafas, lontras, flamingos e peixes) e domésticos (cdes) em todo o mundo (Wood,
2016), e diversos trabalhos comprovam a bioacumulacdo em uma variedade de organismos
aquaticos como zooplancton (Karjalainen et al., 2008), moluscos (Casali et al., no date),
crustaceos, peixes (Magalhaes, Soares , Azevedo, 2001; Panosso et al., 2007; Deblois et al.,
2008; Drobac et al., 2016) e vertebrados aquaticos (tartarugas, patos e aves) (Magalhaes;
Soares; Azevedo, 2001; Xie et al., 2006; Deblois et al., 2008). O consumo de organismos
aquaticos que acumulam cianotoxinas em 6rgaos e tecidos representa um risco adicional a
salde humana.

A seguir, serdo discutidas as cianotoxinas e sua classificagéo.

1.1 Hepatotoxinas

As cianotoxinas classificadas como hepatotoxinas incluem os peptideos ciclicos
microcistina e nodularina, que sdo as cianotoxinas mais comumente encontradas em

floracGes (Chorus, Bartram, 1999; Bortoli, Pinto, 2015).
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Microcistinas

As microcistinas (MC) sdo a classe de cianotoxinas mais bem estudada no mundo
(Preece et al., 2017) com mais de 300 variantes descritas na literatura (Chaffin et al., 2023;
Jones et al., 2021). Foram identificadas pela primeira vez por Bishop e colaboradores, em
1959, a partir de uma cepa de Microcystis aeruginosa, dai a origem do nome (Bishop, Anet,
Gorham, 1959).

As MC sdo classificadas quimicamente como heptapeptideos ciclicos e sua estrutura
geral e mais comumente encontrada na natureza € a ciclo (D-Alal-X?-D-MeAsp3-Z4-Adda’-
D-Glub-Mdha’). Essa estrutura compreende cinco aminoacidos praticamente invariaveis, b-
alanina (1), b-MeAsp (acido D-metilaspartico) (3), Adda (&cido 3-amino-9-metoxi-2,6,8-
trimetil-10-fenildeca-4,6diendico  (5), acido b-glutdamico (6) e Mdha (N-
metildehidroalanina) (7), além de dois L-aminoacidos variaveis, representados por R; e R2
(2 e 4). Nos aminoacidos das posicdes (3) e (7) podem ser encontrados diferentes radicais
(Jones et al., 2021). A unidade Adda é uma porcao tipica de moléculas de microcistinas e
considerada critica para a toxicidade das mesmas (Greer et al., 2017).

As massas moleculares das MC variam entre 800 e 2117 Da (Jones et al., 2021). A
principal diferenca entre as variantes da microcistina é a toxicidade. Variacdes nas posicoes
dos aminoéacidos, desmetilacdes e isomeria atribuem diferente toxicidade a essas moléculas

(Bortoli, Pinto, 2015). A Figura 2.1 mostra a estrutura geral das MC.
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Figura 2.1: Estrutura molecular geral das microcistinas. R1 e R2 representam os aminoacidos
variaveis.

Figura feita no software ChemDraw®
A maioria das espécies de cianobactérias produtoras de MC séo planctdnicas (Buratti
et al., 2017). Os géneros de cianobactérias produtoras de MC incluem Microcystis,
Dolichospermum ou Sphaerospermopsis (anteriormente Anabaena), Planktothrix
(anteriormente Oscillatoria), Nostoc, Rhapidiopsis (anteriormente Cylindrospermopsis),

Anabaenopsis, Aphanocapsa e Hapalosiphon (Beasley, 2020).
Nodularinas

As nodularinas (NOD) sdo cianotoxinas com estrutura muito semelhante as
microcistinas. Elas sdo pentapeptideos ciclicos e sua estrutura quimica € idéntica nos
aminoacidos 1-4, ciclo-(D-MeAsp!-L-arginina?>-Adda*-D-glutamato*-Mdhb®). Mdhb €é a
porcdo acido 2-metilamino-2-butirico (Rinehart et al., 1988). Atualmente, sdo conhecidas
mais de 16 variantes estruturais de NOD e suas massas moleculares variam de 700 - 1130
Da (Jones et al., 2021). A Figura 2.2 mostra a estrutura geral desses compostos em que R

representa 0s aminodacidos variaveis.
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Figura 2.2: Estrutura molecular geral das nodularinas. A letra R representa 0os aminoacidos

variaveis.

Figura feita no software ChemDraw®

O nome nodularina tem origem na cianobactéria Nodularia spumigena (Rinehart et
al., 1988). A producdo dessas moléculas em espécies planctonicas é limitada a cepas dos
géneros Nodularia e Aliinostoc (Chorus, Bartram, 1999).

Todas as MC e NOD séo hidrofilicas devido principalmente a presenca de &cidos
carboxilicos livres nas estruturas (Msagati, Siame , Shushu, 2006; Catherine et al., 2017)
Esses compostos exibem alta estabilidade quimica, mantendo-se estaveis no meio ambiente
por dias e até mesmo semanas, mesmo quando expostos a radiacdo solar e temperaturas
elevadas (Harada et al., 1996).

O principal mecanismo de acdo das MC e NOD é pela inibicdo das proteinas
fosfatases (PP) 1 e 2A (PP1 e PP2A) (Chorus, Bartram, 1999; Van Apeldoorn et al., 2007),
as quais sao essenciais na manutencdo da homeostase celular. A inibi¢do dessas enzimas é
resultado da interacdo da porcdo Adda das toxinas com a parte apolar do triptofano das PP
(Van Apeldoorn et al., 2007). Como resultado da inibi¢do das fosfatases, ha o aumento da
fosforilagdo das proteinas celulares, o que leva a mudancas na morfologia celular,
principalmente dos hepatocitos. Os danos as células hepaticas incluem desorganizacéo de
citoesqueleto, peroxidacdo lipidica, perda da integridade da membrana, fragmentacdo de

DNA, apoptose, dilaceracao celular, necrose e sangramento intra-hepatico (Chorus, Bartram,
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1999; Dittmann, Wiegand, 2006). A hiperfosforilacdo também & apontada como responsavel
pela formacdo de tumores devido a formagdo de nddulos nos hepatocitos, associados as
mudancas morfoldgicas e inativacdo dos produtos dos genes supressores de tumor

(retinoblastoma e P53) (Dittmann, Wiegand, 2006; Campos, Vasconcelos, 2010).

1.2 Neurotoxinas

As neurotoxinas cianobacterianas sdo compostos que tém os efeitos neuroldgicos
como o principal modo de acdo conhecido (Metcalf et al., 2021). Dentre as principais
cianotoxinas classificadas como neurotéxicas estdo a anatoxina-a e seus analogos, a

guanitoxina e a saxitoxina e seus analogos.

Anatoxina-a

Esta classe de toxinas alcaldides de baixo peso molecular possui 12 variantes
estruturais conhecidas, com massas moleculares variando de 165 - 209 Da (Jones et al.,
2021).

A anatoxina-a foi primeiramente isolada e caracterizada a partir de uma linhagem de
Dolichospermum flosaquae (anteriormente Anabaena flosaquae), dai a origem de seu nome
(Devlinetal., 1977). A coexisténcia de diferentes variantes da anatoxina-a nas mesmas cepas
ja foi relatada (Hodoki et al., 2013). Sua estrutura molecular é 2-acetil-9-azabiciclo [4.2.1]
2-noneno (Chorus, Bartram, 1999; Bortoli, Pinto, 2015). E seu homdélogo, homoanatoxina-
a, tem estrutura 2-(propano-1-oxo-1-il) 9-aza-biciclo [4.2.1] 2-noneno (Van Apeldoorn et
al., 2007). A estrutura molecular da anatoxina-a e do analogo, homoanatoxina-a, séo

ilustradas na Figura 2.3.
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Figura 2.3: Estrutura molecular da anatoxina-a e da homoanatoxina-a.
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Figura feita no software ChemDraw®

A anatoxina-a ja foi detectada em corpos de agua doce da América do Norte, Europa,
Austréalia, Oceania e Asia, e é produzida por varios géneros de cianobactérias, como
Dolichospermum (anteriormente Anabaena), Cuspidothrix (anteriormente Aphanizomenon),
Phormidium, Cylindrospermum e Rhapidiopsis (anteriormente Cylindrospermopsis)
(Hodoki et al., 2013; Wood, 2016).

Esses compostos sdo de acdo rapida, e funcionam como mimetizadores da
acetilcolina se ligando aos receptores nicotinicos deste neurotransmissor e causando
estimulacdo persistente, jA& que a toxina ndo € degradada pela acetilcolinesterase
(Carmichael, Biggs, Peterson, 1979). Esta ligacdo aos receptores nicotinicos induz a abertura
dos canais receptores de ions positivos resultando na despolarizacdo da membrana. A
exposicdo prolongada a anatoxina-a causa a dessensibilizacdo dos receptores nicotinicos, o
que por sua vez resulta no bloqueio da transmissao elétrica neuromuscular (Araoz, Molgo,
Tandeau de Marsac, 2010). Como a transmissao de estimulos é essencial para a atividade da
musculatura esquelética, a exposicdo a essa classe de toxinas pode causar paralisia muscular,
levando a morte por asfixia. Quando ingerida, a toxina é rapidamente absorvida e o quadro
de toxicidade aguda se caracteriza por rapida paralisia dos musculos esqueléticos e
respiratorios, resultando em tremores, alteragdes no andar, convulsdes e morte por faléncia

respiratoria (Rogers et al., 2005).
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Guanitoxina

A guanitoxina € um alcaldide com grupos guanidina e fosfato, originalmente
denominado anatoxina-a(S) (Mahmood, Carmichael, 1987). Foi caracterizada pela primeira
vez a partir da cepa Dolichospermum flosaquae (anteriormente Anabaena flosaquae).
Recebeu 0 nome anatoxina-a(S) porque causava sintomas semelhantes a anatoxina-a, com
adicdo de hipersalivacéo (S para salivation). Foi recentemente renomeada como guanitoxina,
uma vez que ndo possui estrutura ou mecanismo de acdo semelhantes aos da anatoxina-a
(Fiore et al., 2020).

A guanitoxina tem uma massa molecular de 252 Da (Ddrr et al. 2010). Este
organofosfato natural consiste em uma porcao ciclica N-hidroxiguanina metil fosfato éster
(Matsunaga et al., 1989) (Figura 2.4). Nenhuma variante estrutural da guanitoxina é
conhecida até hoje. Essa toxina ja foi detectada em corpos de &gua doce no Canada,
Dinamarca, Portugal, EUA, Escécia e Brasil e é produzida por géneros de cianobactérias
planctbnicas de agua doce, como Dolichospermum e Sphaerospermopsis (Carmichael,
Gorham, 1978; Molica et al., 2005).

Figura 2.4: Estrutura molecular da guanitoxina.
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Figura feita no software ChemDraw®
Essa toxina & um inibidor colinesterasico irreversivel, a inativacdo da enzima

colineasterase pela guanitoxina pode resultar em paralisia e asfixia (Fiore et al., 2020;

Metcalf et al., 2021).
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A estabilidade dessa molécula em ambientes naturais ainda carece de mais estudos.
A guanitoxina se decompde rapidamente em condicdes alcalinas; no entanto, é relativamente
estavel em condi¢des neutras ou acidas (pH 1,5 - 5) (Matsunaga et al., 1989; Fernandes,

Dorr, Pinto, 2021).

Saxitoxinas

As saxitoxinas (SAX) sao alcaldides naturais também conhecidos pela sigla PSP de
Paralytic Shellfish Poisons (Thottumkara, Parsons, Du Bois, 2014). A primeira SAX foi
caracterizada em 1957 a partir do molusco manteiga (Saxidomus giganteus), dai a origem do
nome (Schantz et al., 1957). A primeira evidéncia de SAX em cepas de cianobactérias foi
relatada em 1959 em uma floragéo de Aphanizomenon flosaquae (Gentile, Maloney, 1969).
Atualmente, sabe-se que essas neurotoxinas sdo produzidas por cianobactérias de agua doce
e dinoflagelados marinhos (Kellmann, Michali, Neilan, 2008; Stiiken et al., 2011)

As SAX consistem em alcaldides perihidropurina triciclicos que podem ser
substituidos em varias posicGes (Jones et al., 2021) (Figura 2.5). Até 0 momento sao
conhecidas 57 variantes estruturais desta neurotoxina com massas moleculares que variam
de 224 a 491 Da (Bortoli, Pinto, 2015)

Figura 2.5: Estrutura molecular geral das saxitoxinas. Ri.s representam os aminoacidos

variaveis.

Figura feita no software ChemDraw®
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As SAX sdo comumente divididas em: ndo sulfatadas (saxitoxinas, saxitoxinas dc e
neosaxitoxinas); monossulfatadas (goniautoxinas); dissulfatadas (toxinas C) e variantes sem
carbamoil (toxinas dc) (Pearson et al., 2016). As SAX ja foram detectados em todos os
continentes e sdo produzidas por cianobactérias planctonicas de agua doce como
Dolichospermum (anteriormente Anabaena), Raphidiopsis (anteriormente
Cylindrospermopsis), Aphanizomenon, Planktothricoides (anteriormente Planktothrix) e
Oxynema (Carmichael, Gorham, 1978; Chorus, Bartram, 1999; Molica et al., 2005; Chorus,
Welker, 2021).

As saxitoxinas sdo blogueadores seletivos dos canais de sodio, potassio e célcio
dependentes de voltagem (Pearson et al., 2010). Em concentracfes suficientemente altas,
podem levar a paralisia e morte (Wiese et al., 2010).

Essas cianotoxinas sdo as que, tradicionalmente, sdo consideradas neurotoxicas.
Contudo, novos estudos tém demonstrado que outras cianotoxinas, como microcistinas,
cilindrospermopsinas e lipopolissacarideos também podem ter efeitos neuroldgicos ou pelo

menos serem capazes de penetrar no sistema nervoso central (Metcalf et al., 2021).

1.3 Citotoxinas

Cilindrospermopsinas

Cilindrospermopsinas sdo alcaldides compostos por uma guanina triciclica
combinada com um anel hidroximetiluracil (Figura 2.6). Até 0 momento, cinco variantes
estruturais sdo conhecidas, com massas moleculares variando entre 319 e 415 Da (Jones et

al., 2021).
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Figura 2.6: Estrutura molecular geral das cilindrospermopsinas. Ri-3 s80 as posi¢oes dos

radicais variantes.

Figura feita no software ChemDraw®

A primeira cilindrospermopsina foi caracterizada a partir da cepa Raphidiopsis
raciborskii (anteriormente conhecida como Cylindrospermopsis raciborskii) (Ohtani,
Moore, Runnegar, 1992). Essa toxina é produzida por diversos géneros de cianobactérias
como Raphidiopsis, Aphanizomenon, Dolichospermum e Lyngbya (Pearson et al., 2010), e
foram majoritariamente encontradas na Europa e Oceania (Stirling ,Quilliam, 2001; Spoof
et al., 2006; Sacilotto Detoni et al., 2016).

A citotoxicidade das cilindrospermopsinas é causada pela inibi¢do da sintese proteica
e pela toxicidade de um metabdlito formado ap6s sua biotransformacdo no sistema do
citocromo P450 (Falconer, 2004). A exposicdo de mamiferos a cilindrospermopsina pode
causar, além de citotoxicidade, hepatotoxicidade e genotoxicidade (Jacinavicius et al.,
2016).

Cianotoxinas de diversas classes sdo frequentemente encontradas em floragcdes de
cianobactérias ao redor do mundo. No entanto, além dessas cianotoxinas ja bem descritas, a
biomassa de cianobactérias pode conter outros cianopeptideos ainda pouco estudados ou até
mesmo néo identificados, que podem ter efeitos nocivos a saude humana e animal. Melhorar
a compreensdo da producdo e toxicidade desses outros cianopeptideos é essencial para
planejar agdes de controle ambiental e orientar a avaliagdo do risco de exposi¢do as

cianotoxinas (Fastner, Erhard, Von Dohren, 2001; Welker et al., 2006).
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2. MONITORAMENTO E AVALIACAO DO RISCO ASSOCIADO A
PRESENCA DE CIANOBACTERIAS E CIANOTOXINAS EM RESERVATORIOS

Os dados de monitoramento e controle da qualidade da &gua para consumo humano
sugerem que as cianotoxinas estdo entre os contaminantes mais comumente encontrados em
reservatorios de agua, muitas vezes ocorrendo em concentracdes potencialmente perigosas
(Ibelings et al., 2014).

Em 1998, a OMS publicou um guia provisorio para 0 monitoramento de cianotoxinas
em agua potavel, estabelecendo uma concentragdo maxima de seguranca de 1 pg/L para
microcistina-LR. Apoés esta publicacdo, diversos paises adotaram esse parametro em suas
abordagens de monitoramento de cianotoxinas em reservatorios.

No entanto, simplificar o monitoramento das cianotoxinas a apenas algumas classes
e/ou a concentracdo total equivalente pode subestimar os riscos associados a outros
cianopeptideos dissolvidos na agua (Janssen, 2019). Além disso, floracGes de cianobactérias
e seus contetdos de cianotoxinas sdo fendmenos altamente variaveis e dependentes das
condi¢cdes ambientais (Ibelings et al., 2014). A producdo e a concentracdo de toxinas
dependem da variacdo na dominancia entre as cepas toxicas e ndo toxicas de cianobactérias
presentes na biomassa (Molica, Azevedo, 2009). A formacdo do chamado "tapete" de
cianobactérias também desempenha um papel importante na concentracdo de determinadas
cianotoxinas. Algumas cianobactérias sdo capazes de produzir vesiculas de gas que as
permitem flutuar para a superficie dos reservatorios. Como resultado, as cianobactérias se
acumulam na superficie da agua, formando uma camada densa, semelhante a um "tapete"
(Starretal., 1981; Metcalf et al., 2021). Esse acumulo de biomassa em uma regido especifica
resulta em uma maior concentracdo de cianotoxinas nessa area. Além disso, o vento pode
levar esse "tapete" de cianobactérias para as margens dos reservatorios, aumentando

significativamente o risco de humanos ou animais entrarem em contato com altas
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concentragdes de cianobactérias e as toxinas que elas contém ou liberam quando as celulas
se rompem (Ibelings et al., 2003).

Portanto, é essencial compreender as condicdes especificas de cada localidade e seu
impacto na ocorréncia das floracdes, a fim de avaliar e gerenciar adequadamente o conteddo
e as concentracOes provaveis de cianotoxinas.

Observar a quantidade de cianobactérias pode ajudar a estabelecer niveis de alerta e
avaliar o risco, mesmo antes de analisar as toxinas (Van Der Merwe et al., 2012; Neilan et
al., 2013). De fato, diversos paises adotaram o monitoramento do numero total de células de
cianobactérias como alternativa ao monitoramento de toxinas individuais (Ibelings et al.,
2014). Esses paises implementaram sistemas de alerta com dois ou trés niveis de gravidade
e as acOes apropriadas para cada nivel. Parametros comuns utilizados como indicadores de
biomassa cianobacteriana incluem o nimero de células fitoplanctdnicas e as concentracfes
de pigmentos, como a clorofila-a. Quando qualquer nivel de alerta de biomassa
cianobacteriana é violado, sdo acionadas respostas predefinidas ou planos de intervencao
para reduzir a exposi¢do humana direta as crescentes cargas de cianotoxinas (Ibelings et al.,
2014; Lim et al., 2020).

Em 2015, a Agéncia de Prote¢cdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA) langou um
documento de apoio intitulado "Recomendacdes para sistemas publicos de agua para o
gerenciamento de cianotoxinas na agua potavel”, em traducdo livre (EPA, 2015). Esse
documento serve como um guia para estados e servicos publicos interessados em gerenciar
0s riscos associados a presenca de cianotoxinas na dgua potével, e reconhece que a acdo mais
apropriada pode variar caso a caso.

Na maioria dos casos, as diretrizes estabelecem limites para as concentragOes de

cianobactérias e cianotoxinas que ndo devem ser excedidos e estipulam agdes imediatas a
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serem tomadas caso essas concentracdes sejam ultrapassadas, a fim de prevenir ou minimizar
a exposicao a cianobactérias nocivas e suas toxinas (Ibelings et al., 2014).

Contudo, as regulamentacdes e diretrizes existentes ainda enfrentam grandes desafios
devido a variedade de toxinas que podem ser produzidas por uma floracéo e a falta de dados
toxicoldgicos suficientes para estabelecer limites de concentracdo para a maioria delas.

Concentrar-se apenas nas cianotoxinas ja conhecidas para avaliacdo de risco e
manejo de episodios de floracdo pode subestimar os impactos negativos no ecossistema. Nas
Gltimas décadas, centenas de cianopeptideos, como cianopeptolinas, anabaenopeptinas,
aeruciclamidas, aeruginosinas e microgininas, foram identificados em biomassas de eventos
de floracGes de cianobactérias (Welker ,Von Doéhren, 2006; Beversdorf et al., 2017). No
entanto, ainda faltam estudos sobre a ocorréncia, distribuicdo e toxicidade de muitos desses
metabolitos bioativos, especialmente em sistemas tropicais de dgua doce (Jones et al., 2020).

No passado, as cianotoxinas eram frequentemente analisadas usando bioensaios com
culturas de células, modelos animais ou sistemas baseados em anticorpos (Deblois, Giani,
Bird, 2011). Mais recentemente, apdés o desenvolvimento de técnicas analiticas e
bioinformaticas, a metabolémica tornou-se uma ferramenta importante para o estudo de
metabolitos de cianobactérias (Jacinavicius et al., 2021).

O crescente numero de episddios de floracdes de cianobactérias em reservatorios,
gue também cresce em severidade e duracdo, exige rapida tomada de decisdo por parte dos
6rgdos de satde (Macério et al., 2021). Compreender os efeitos dos diversos metabolitos
secundarios das cianobactérias e atribuir a sua atividade biol6gica em cenarios de exposi¢do
ambiental torna-se cada dia mais necessario.

Neste contexto, uma das propostas deste trabalho foi utilizar ferramentas
metabolémicas e quimiométricas para avaliar o perfil quimico de um extrato complexo de

cianobactérias obtido a partir de uma biomassa coletada em um reservatorio eutrofizado no
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Sudeste Brasileiro. Nosso objetivo foi identificar as principais classes de cianopeptideos
neste extrato e correlacionar sua presenca com a toxicidade observada em ensaios com o
microcrustaceo A. salina. Tudo isso sem a necessidade de isolar 0s compostos presentes na
amostra, utilizando uma abordagem mais rapida e com menor consumo de reagentes para a
avaliacdo de risco de uma biomassa ambiental. A seguir, sdo apresentados a metodologia, 0s

resultados e a discussdo dos achados de pesquisa.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta da biomassa

A amostra foi coletada durante a estacdo seca (agosto de 2019) no Reservatdrio do
Funil, um sistema eutr6fico localizado no sudeste brasileiro (22°30'S e 44°45'W), na cidade
do Rio de Janeiro, a uma altitude de 440 m, em uma area de clima tropical dmido (Cwa no
sistema Kdppen). Naquele momento, uma camada espessa se acumulou na superficie e perto
da margem do reservatério. A biomassa foi concentrada com auxilio de uma rede de
fitoplancton (malha de 50 pm). Cinco litros de amostra foram coletados, armazenados em
uma garrafa de plastico e mantidos refrigerados durante o transporte. As amostras foram
mantidas a -20°C até o processamento. O pH e a temperatura da amostra foram medidos no

momento da coleta.

3.2. Identificacéo do fitoplancton

Para analise qualitativa (diversidade de espécies) da comunidade fitoplanctdnica da
biomassa, amostras foram coletadas a 0,5 metro de profundidade e armazenadas em frascos
de vidro. Parte das amostras foi acondicionada fresca e parte fixada com solugéo de Lugol.
As amostras foram analisadas em parceria com o grupo de pesquisa do Prof. Dr. Marcelo

Manzi Marinho, da Universidade Estadual do Rio de Janeiro (UERJ). Para tal, amostras
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frescas foram observadas em um microscopio optico (400x e 1000x). Os grandes grupos
taxonémicos de cianobactérias foram determinados seguindo os critérios estabelecidos por
Van den Hoeck e colaboradores (1995) e Komarek & Anagnostidis (1989, 1999, 2003,

2005).

3.3 Extracdo e clean-up da amostra

A biomassa foi liofilizada e extraida de acordo com o método de extracdo sequencial
relatado pelo Instituto Nacional do Céancer dos Estados Unidos (NCI - do inglés National
Cancer Institute) para extracdo e triagem em larga escala de produtos naturais de plantas,
microrganismos e organismos marinhos (McCloud, 2010). Resumidamente, uma mistura de
diclorometano:metanol (DCM:MeOH) (1:1) foi adicionada a biomassa liofilizada (265 mg),
a mistura foi sonicada em banho de ultrassom por 2 minutos e mantida em contato durante
anoite. Apos esse periodo, o sobrenadante foi coletado e armazenado em um frasco de vidro.
A biomassa restante foi extraida mais uma vez com MeOH (100%) durante oito horas. O
novo sobrenadante foi coletado e adicionado ao anterior para formar o extrato organico
bruto. Esse extrato foi seco sob fluxo de nitrogénio. A Figura 2.7 mostra um fluxograma do

processo de extracdo utilizado.
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Figura 2.7: Fluxograma do pré-processamento (extracao e clean-up) das amostras.
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Fonte: A autora. Figura feita com PowerPoint®.

Antes de serem analisados por LC-MS/MS, os extratos organicos foram
ressuspendidos em MeOH (100%) e passaram por um processo de clean-up empregando
extracdo de fase sélida (SPE - do inglés solid phase extraction) com cartuchos Cis, 3 mL/500
mg (Chromabond®). Os cartuchos foram previamente lavados com acetato de etila (EtOAC)
e equilibrados com MeOH (100%). Em seguida, os extratos foram adicionados e eluidos
com MeOH (100%) duas vezes. O extrato resultante foi entdo seco sob fluxo de N:e

ressuspendido com 1 mL de MeOH:H:0 (70:30) previamente as analises em LC-MS/MS.

3.4 Fracionamento

Uma aliquota dos extratos brutos foi fracionada usando uma coluna de cromatografia
contendo resina Diaion® HP-20SS como fase solida. Um gradiente (10 mL) de alcool

isopropilico:H20 (0:100, 20:80, 40:60, 70:30, 90:10 e 100:0) foi aplicado para obter as
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fracbes F1, F2, F3, F4, F5 e F6, respectivamente. A Figura 2.8 ilustra o esquema de

fracionamento das amostras.

Figura 2.8: Esquema de fracionamento do extrato da biomassa de cianobactérias.
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Fonte: A autora. Figura feita com Biorrender®.

3.5 Analise do extrato bruto e suas fracdes por UHPLC-QToF-MS/MS

As andlises de UHPLC-QToF-MS/MS foram realizadas em um sistema de
cromatografia liquida de alta performance (Shimadzu® Prominence Liquid
Chromatography) acoplado a um espectrometro de massas in tandem de alta resolugéo
(Micro ToF-QIl; Bruker Daltonics®, MA, EUA) com ionizacdo por electrospray (ESI) -
(UHPLC-ESI-QToF-MS/MS). As separacGes cromatograficas foram realizadas em uma
coluna Luna Kinetex C18 (50 x 2,1 mm, diametro de particula de 2,6 um). As fases mdveis
foram compostas por &cido formico 0,2% v/v em agua ultrapura (fase A) e acido formico
0,2% v/v em acetonitrila (fase B). O gradiente empregado foi o seguinte: A:B 95:5 (0 min),
A:B 0:100 (em 12 min), A:B 0:100 (1 min), A:B 95:5 (em 0,1 min), A:B 95:5 (até chegar
aos 15 min). Uma vazéo de 0,6 mL/min foi aplicada. As condic¢des de ESI foram: potencial

de capilar em 3,5 kV, gas de secagem (N2) a 200°C com uma vazéo de 9,0 mL/min e presséo
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de nebulizacédo de 40,0 psi. O espectrometro de massa (QToF) operou no modo de varredura
automatica MS/MS, e os espectros de massa foram adquiridos no modo positivo com duas
faixas de massa, m/z 50-1500 e m/z 800-2000 (MS1), e no modo negativo com uma Unica

faixa de massa, m/z 150-2000 (MS1).

3.6 Metaboldmica baseada em LC-MS/MS

Os dados de LC-MS/MS foram convertidos para arquivos no formato .mzXML com
o software DataAnalysis® (Bruker) e pré-filtrados no MSConvert®. Os dados foram inseridos

na plataforma GNPS® (https://gnps.ucsd.edu/) para gerar a rede molecular usando a

ferramenta Classical Molecular Networking. Os parametros de rede molecular do GNPS
foram os seguintes: tolerancia de massa de ion precursor, 0,02 Da; tolerancia de massa de
ion fragmento, 0,02 Da; cos., 0,65; numero maximo de nodos vizinhos, 10; nimero minimo
de ions fragmento, 4; tamanho minimo do cluster: 2; filtrar G6 como brancos antes da
formacdo da rede, sim.

Dados de MS2 de padrbes de compostos conhecidos também foram inseridos na
analise e “semeados” na rede molecular, sdo eles: aeruginosina NAL2 m/z 587,3571
[M+H]"; guanitoxina m/z 253,1051 [M+H]*; cianopeptolina 1020 m/z 1021,5368 [M+H]";
cianostatina B m/z 754,4426 [M+H]"; MC-RR m/z 519,7960 [M+2H]*; MC-RR-D-Asp3 m/z
512,7889 [M+2H]* micosporina-lisina m/z 317,1368 [M+H]"; microginina KR787 m/z
788,4016 [M+H]*; namalideo B m/z 576,3391 [M+H]"; namalideo C m/z 562,3235 [M+H]";
nodularina-R m/z 825,4490 [M+H]"; bAdda3-nodularina-R m/z 811,4328 [M+H]"; porphyra
334 m/z 347,1431 [M+H]"; shinorina m/z 333,128 [M+H]" e spumigina 638 m/z 639,3109
[M+H]*.

O software Cytoscape® foi usado para visualizar as redes moleculares. A anotagéo

dos features na rede molecular foi feita por uma série procedimentos: (i) pesquisa automatica
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dos espectros nas bibliotecas do GNPS (limites fixos para pontuacgéo de cosseno > 0,7 e pelo
menos quatro ions fragmento correspondentes); (ii) comparacdo dos dados espectrais das
amostras com o0s dados espectrais dos padrdes de compostos semeados na rede e (iii)
propagacdo de anotacdo pelo cluster. Ainda, a plataformas SIRIUS® e ChemCalc® foram
utilizadas para propor possiveis formulas moleculares através da anélise dos dados de MS,
do padrdo isotopico dos compostos e do calculo do erro de massas (A) entre a massa
molecular observada e a massa molecular tedrica. A busca por compostos conhecidos foi
realizada usando as bases de dados PubChem® Chemspider®, Metlin® NPAtlas®,

Dictionary of Natural Products®, GNPS® e CyanoMetDB (JONES et al., 2020).

3.7. Ensaio de toxicidade aguda contra Artemia salina

Cistos de Artemia salina foram eclodidos por 24 horas em dgua do mar artificial, sob
aeracdo e iluminacdo constantes, a uma temperatura média de 25°C. Os nauplios moveis
foram transferidos, juntamente com a agua do mar, para placas de 96 pocos. Os ensaios
bioldgicos foram realizados em triplicata, usando dicromato de potassio como controle
positivo e dimetilsulféxido (DMSO) 1% como controle negativo.

Um branco foi preparado, com solucdo de 4gua do mar artificial, para garantir que a
manipulacdo dos nauplios, independente da adi¢ao de substancias quimicas, ndo provocou a
morte dos organismos. Amostras dos extratos foram preparadas em DMSO por diluicdo
seriada (100 mg/mL, 50 mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL, 1 mg/mL, 0.1 mg/mL e 0.01 mg/mL).

Em cada pocgo da placa de 96 pogos, foram adicionados 99 pL de agua do mar
artificial contendo 10~20 nauplios de A. salina e 1 puL da amostra ou solugdo controle. As
concentragoes finais das amostras (extratos) foram de 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 100 pg/mL,
50 pg/mL, 10 ug/mL, 1 pg/mL e 0.1 pg/mL. As fragdes foram testadas em concentragdo

Unica de 100 pg/mL.
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A concentracdo final do controle negativo foi de 1% e a do controle positivo, 200
ug/mL. As placas foram incubadas a 25°C na auséncia de luz durante 20~23h.

A contagem dos nauplios mortos foi feita com a ajuda de um contador de coldnias e
a mortalidade foi calculada pela razao de nduplios mortos pelo total de nauplios no respectivo
poco, segundo a Equacéo 1. Os valores de concentracado letal média (LCso) foram calculados

por regressdo nio linear, funcio dose-resposta, usando o software Origin 2019®.

Mortalidade (%) = (Nauplios vivos/Total nauplios) x 100% (Equagéo 1)

3.8 Integracao entre os dados de LC-MS/MS e os resultados do ensaio biologico

A fim de investigar a correlacdo entre as features presentes nas amostras e a
bioatividade observada, foram utilizadas duas ferramentas quimiométricas. A primeira foi o
NP Analyst, uma plataforma aberta e on-line de integracéo de dados para prever atividades
biol6gicas de compostos a partir de misturas complexas (Lee et al., 2022). A segunda foi o
DAFdiscovery, um aplicativo notebook-based que permite aos usuarios combinar dados de
MS, RMN e bioatividade, ou qualquer combinacao de dois deles, possibilitando a fuséo de
dados e a descoberta de compostos de interesse por meio de calculos de correlacdo (Borges
etal., 2022).

Os dados de MS das fracdes gerados pela ferramenta Classical Molecular
Networking do GNPS (mesmos pardmetros mencionados anteriormente) foram enviados
para a plataforma NP Analyst como arquivo de rede no formato .graphml. Os resultados do
NP Analyst foram exibidos como pontuacdo de atividade (activity score) e pontuacéo de
agrupamento (cluster score).

Para a plataforma DAFdiscovery, os dados de MS foram filtrados usando o software

MZMine. A seguir, esses dados e os resultados de bioatividade foram enviados para a
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plataforma como arquivos no formato .csv, opc¢éo de fluxo de trabalho 4 (fusdo de dados de

MS e bioensaio). Os resultados séo exibidos em valores de correlacéo de bioatividade.

3.9 Anélises estatisticas

Todos os dados foram expressos como a média = DP (desvio padrao) onde n > 3
replicatas experimentais. As analises estatisticas foram realizadas usando Graphpad Prism®
6.0 (Graphpad Software, San Diego, CA, EUA) ou software Origin Pro® (Origin Lab,
Northampton, MA, EUA). Foram realizados o teste-t de Student, ANOVA, regressao linear

e ndo linear. Um valor de p < 0,05 foi considerado significativo.

4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacao da biomassa

A andlise microscdpica revelou que as cianobactérias constituiam o componente
dominante (99,7%) do fitoplancton na biomassa coletada no Reservatério do Funil. Do total
de cianobactérias 71,75% eram Dolichospermum circinalis (Rabenhorst) Wacklin,
Hoffmann & Komarek, 23,43% eram Microcystis aeruginosa (Kitzing) Kitzing, 3,27%
eram Dolichospermum spiroidis (Klebhan) Wacklin, L.Hoffmann & Komarek, e 1,21%
eram Microcystis panniformis Komarek et al.

Durante a coleta da amostra, o pH medido foi de 7,38 e a temperatura da 4gua era de

21°C.

4.2 Desreplicacéo e anotacéo

Os dados de MS/MS dos extratos e das amostras de compostos padrédo semeados
foram analisados usando a ferramenta Classic Molecular Network do GNPS, que gerou uma
rede molecular contendo um total de 464 nodos.

Os dados de MS também foram analisados pelas ferramentas DEREPLICATOR+ e

Network Annotation Propagation (NAP) do GNPS para auxiliar na desreplicagcdo das
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features. Além disso, durante o processo de desreplicacdo foram verificados manualmente
as massas exatas das features, o padréo isotopico e o perfil de fragmentacdo dos compostos
analisados. Esse processo revelou a presenca de cianopeptideos de quatro classes diferentes:
microcistinas (MC), microgininas (MG), aeruginosinas (AER) e cianopeptolinas (CP). A
Figura 2.9 destaca os clusters de cada uma das classes mencionadas na rede molecular gerada

pelo GNPS.

Figura 2.9: Rede molecular, gerada pelo GNPS, a partir dos dados de massa (MS/MS) das
analises do extrato organico obtido a partir da biomassa investigada e padrdes de compostos
semeados. Cada nodo representa um espectro de consenso e, se ha similaridade entre esses
espectros eles sdo conectados por arestas, formando um cluster. Em destaque, as classes de
cianopeptideos anotadas: microcistinas, microgininas, cianopeptolinas e aeruginosinas.

Microcistinas

Microgininas ‘.\.-; ol v
®
Aeruginosinas <«

s ethet® 008 (3355, ¢, | Cianopeptolinas

Fonte: Arquivo gerado no software CytoScape®.
Legenda: nodos azuis: features presentes nos extratos, nodos laranjas: features geradas pelos espectros de padrdes
semeados junto com as amostras.

A desreplicacdo das MC comegou pela similaridade entre os espectros da amostra e

0s espectros dos padrdes semeados MC-RR e MC-RR-D-Asp3. Como ja mencionado, as
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MC sédo heptapeptideos ciclicos com um uma por¢do Adda caracteristica. Nos espectros de
fragmentacdo de MC, essa porcdo aparece como um sinal de m/z 135 Da, sendo um
fragmento caracteristico das MC. Esse sinal caracteristico pode ser observado nos espectros
de MS2 de MC apresentados nas Figuras 2.10 e 2.11.

Com base na similaridade entre os espectros das amostras e 0s espectros de sua
biblioteca, 0 GNPS permitiu a anotacdo das features MC-LY m/z 1002.5248 [M+H]* e MC-
LR m/z 995.5570 [M+H]*. A analise do perfil isotépico, do valor de massa acurado e do
perfil de fragmentacdo gerados pelas analises de LC-MS/MS para essas duas features
ajudaram a corroborar essas anotacdes feitas pelo GNPS. A Figura 2.10 ilustra esses dados

para a feature MC-LR.



72

Figura 2.10: Cromatograma (a) e espectros de fragmentacdo MS1 (b) e MS2 (c) para a feature MC-LR m/z 995,5570 [M+H]". Os dados de
massa exata, padréo isotépico e perfil de fragmentacdo gerados pelo LC-MS/MS ajudam na anotacdo da molécula.
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A anotacao dos demais nodos da rede passou pelas mesmas etapas de analise do perfil
isotopico, do valor de m/z e do perfil de fragmentacdo. As MC geralmente sdo detectadas
como ions moleculares protonados [M+H]", sendo os adutos de sodio e potassio detectados
em intensidades muito mais baixas (Welker et al., 2006). Além do sinal em m/z 135, outros
fragmentos tipicos sdo m/z 213 e m/z 375 Da, correspondentes aos fragmentos GluMeDha +
H e Adda'-Glu-MeDha + H, respectivamente (Welker et al., 2002). Como pode ser visto na

Figura 2.11, todas as MC anotadas apresentam pelo menos dois desses fragmentos.
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Figura 2.11: Cromatograma e espectro de fragmentacao das features MC-LR m/z 995,5570 [M+H]", MC-LY m/z 1029,5421 [M+H]", MC-YR
m/z 1045,5355[M+H]*, MC-WR m/z 1068,5515 [M+H]*, MC-YR-D-Asp3 m/z 1031,5213 [M+H]", MC-LY m/z 1002,5193 [M+H]".
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Ap0s essas etapas, foi possivel anotar as seguintes variantes de MC: MC-LR (m/z
995,5570 [M+H]* e m/z 498,2807 [M+2H]"), MC-LY (m/z 1002,5193 [M+H]"), MC-YR
(m/z 1045,5355 [M+H]"), [D-Asp] MC-YR (m/z 1031,5213 [M+H]*), MC-WR (m/z
1068,5515 [M+H]*), [D-Asp3] D-Asp3MC-Hphr (m/z 1029,5421), MC-RR (m/z 519,7880
[M+2H]") e [D-Asp3] MC-RR (m/z 512,7806 [M+2H]"). A Figura 2.12 mostra o cluster da

classe das MC. E a Figura 2.13 ilustra a férmula estrutural de algumas MC anotadas.

Figura 2.12: Cluster das features anotadas como pertencentes & classe das microcistinas
(MC). Os nodos exibem os valores de m/z para cada feature, as anotacdes das formulas
moleculares propostas e o erro de massa calculado (A).

825.449
Nodularina-R
m/z 1068,5515 [M+H]*  /
m/z 995,5570 [M+H]* MC-WR '
MC-LR A=-0,31 ppm 8?1'432 [DMAdda3]Nodularina-R
A=0,41ppm
i ,,,_1.5 ,/m/z 1031,5213 [M+H]*
m/z 1002,5193 [M+H]* 9 2 /1 1/.1 MC-YR-D-Asp3
MC-LY a8 P A=1,05ppm
A=0,49ppm 1002851 7>f5\1.3 m/z 1045,5355 [M+H]*
0 ¢
m/z 1029,5421 [M+H]* 1 MCAR
A =-0,34 ppm
MC-Hphr-D-Asp3
547254 A=, [ m/z 498,2807 [M+2H]*
S _— MC-LR
5.&“ ,-.5“6 -
—»51’9 — A=-3,03 ppm
.
m/z 512,7806 [Ms2H]  ™/Z 519;\: §8:R[M+2H1
MC-RR-D-Asp3 A< .5 19 0om
A =-3,21 ppm »22 PP

Legenda: @ Extratos @ Padroes
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Figura 2.13: Estrutura molecular de algumas das microcistinas (MC) encontradas no extrato
organico produzido a partir da biomassa coletada no reservatorio do Funil, no estado do Rio
de Janeiro (RJ).
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A desreplicacdo das MG também comecou pela similaridade entre os espectros da
amostra e os espectros dos padrdes semeados cianostatina B (m/z 754,4424 [M+H]") e
microginina MG KR787 (m/z 788,4015 [M+H]"). A anotacdo da feature MG KR604 (m/z
605,3918 [M+H]") foi feita ap6s analise do perfil isotopico, do valor de massa acurado e do
perfil de fragmentacéo.

As MG sdo peptideos lineares com um 4&cido N-terminal 3-amino-2-
hidroxidecandico (Ahda) caracteristico (Ishida, Matsuda, Murakami, 1998). Os espectros de
fragmentos das MG geralmente apresentam dois fragmentos caracteristicos: m/z 128 Da e
m/z 142 Da. O m/z 128 corresponde a quebra da cadeia lateral de Ahda e 0 m/z 142 ao
fragmento da cadeia lateral Ahda N-metilada (Welker et al., 2006). A Figura 2.14 mostra 0s

espectros de fragmentacédo para as features anotadas como pertencentes a classe das MG.
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Figura 2.14: Cromatograma e espectro de fragmentacédo das features cianostatina B m/z 754,4424 [M+H]*, MG KR787 m/z 788,4015 [M+H]",
MG KR604 m/z 605,3879 [M+H]" e m/z 768,4588 [M+H]"

htens.
x10%9

1253
1.00-3
075
0.50-3
0253

0.00 3

P\

=AW=

0

T

2

T T

6 8

10 12

14 Time min]

Rio05mg_1-5_01_5035.d: BC 754.3000 +AIl NS
—— Rio05mg_1-5_01_5035.4: BC 605.3800 +All MS

Rio05mg_1-5_01_5835.0: EIC 788.2008 +AI NG

—— Rio05mg_1-5_01_5835.d: EIC 768.3900 +AIMS

htens.
x105§
2

182.1540

100.1127 \.
l '

345.2176

480.3280
L

+MS2(768.4588), 43.1-64.6eV,4.5min 7722

142.1604

182.1542
100.1125

345.2167
i

+MS52(605.3918), 38.2-57.2eV, 4.3min #593

0.75 3
0.50 3
0.25 3

128.1439

l 168.1382

ol

331.2008
"

A

476.3113
L

+\52({754.4424), 42 6-63.5eV, 4.4min 702

]

4

100.1123
162.1056

274.1426 365.1660

510.2733

+MS2(788.4015), 43.7-65.5eV, 4.3min #8588

400

1000 1200

1400 miz



78

A proposicao da formula molecular C41He1NsOg (erro de 5,40 ppm) para a feature de
m/z 768,4588 [M+H]" foi baseada na diferenca de massa de 14.0163 Da entre essa feature e
a cianostatina B. Esse valor sugere que a formula molecular (FM) do composto investigado
tenha um grupo -CH> a mais do que a cianostatina B. Apoiando essa anotacéo, a ferramenta
SIRIUS® sugeriu a mesma formula molecular para esse composto, com base nos dados MS1
e MS2. Uma busca nas bases de dados de produtos naturais mostra que essa FM pode ser
referente a variante MG KR 787. A Figura 2.15 mostra o cluster da classe das MG com as

features anotadas. A estrutura molecular das MG anotadas pode ser vista na Figura 2.16.

Figura 2.15: Cluster das features identificadas como pertencentes a classe das microgininas
(MG). Os nodos exibem os valores de m/z para cada feature, as anota¢Bes das formulas
moleculares propostas e o erro de massa calculado (A).

m/z 605,3918 [M+H]* P4 \
MG KR604 7
A=0,61ppm 6’_\ ’5’1
/o m/z 768,4588 [M+H]*
7 .2 Ca1He1NsO,
/) - A =5,27 ppm
m/z 754,4426 [M+H]* [\
Cianostatina B 7 Q
W
\\ ,' "

A=4,37 ppm ’ 3
7”3

m/z 788,4015 [M+H]*
MG KR 787
A=1,73 ppm

Legenda: @ Extratos @ Padroes
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Figura 2.16: Estrutura molecular de algumas das microgininas (MG) encontradas no extrato
organico produzido a partir da biomassa coletada no reservatério do Funil, no estado do Rio
de Janeiro (RJ).
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As cianopeptolinas (CP) sdo depsipeptideos ciclicos com grande variacdo nos
aminoacidos e suas posi¢oes na parte ciclica (Welker, Von Doéhren, 2006). Além disso, sua
cadeia lateral pode apresentar comprimento e composi¢do variaveis. Por isso, elas ndo sao
identificadas apenas por um fragmento caracteristico Unico, mas sim por uma série de
fragmentos que estdo associados a unidades conservadas de aminoacidos comuns as
variantes de cianopeptolinas. Entre esses fragmentos estdo: m/z 150 (MeTyr), m/z 386 (Ahp-
Leu-MeTyr-H20) e m/z 209 (Ahp-Leu-H20) (Welker et al., 2006). A Figura 2.17 mostra o
cromatograma e os espectros de fragmentagdo dos compostos anotados como pertencentes a

esta classe.
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Figura 2.17: Cromatograma e espectro de fragmentacdo das features m/z 1001,5777 [M+H]", CP 986 m/z 987,5552[M+H]*, CP 972 m/z

973,5417[M+H]", m/z 1072,6102 [M+H]" e m/z 1044,5761 [M+H]".
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No agrupamento CP (Figura 2.18), os compostos CP 986 e CP 972 foram anotados
de acordo com sua similaridade espectral MS/MS com compostos ja descritos, valor de
massa acurada e perfil isotopico.

Com base na diferenca de massa de 14,0225 Da entre CP 986 e a feature de m/z
1001,5777 [M+H]*, propusemos a formula molecular CsgH76N10013 (A erro -1,70 ppm).
Com base na diferenca de massa de 85,0476 Da entre CP 986 e a feature de m/z 1072,6102
[M+H]", propusemos a férmula molecular CsiHgiN11014 (A erro -1,21 ppm). Além disso,
considerando a diferenca de massa de 28.0324 Da entre os compostos m/z 1072,6102
[M+H]" e m/z 1044,5761 [M+H]*, sugerimos a férmula CagH77N11014 (A erro -2,65 ppm).

A ferramenta SIRIUS® sugeriu as mesmas formulas moleculares para esses
compostos com base nos dados MS1 e MS2. A ferramenta também classificou o primeiro
como um depsipeptideo, o segundo como um peptideo e o Gltimo como um depsipeptideo
ciclico. Uma pesquisa na literatura ndo mostrou estudos que abordassem cianopeptolinas
com essas FM, indicando que eles podem ser novos analogos dessa classe. A Figura 2.19
mostra o cromatograma e o0s espectros de fragmentagdo dos compostos anotados como

pertencentes a esta classe.
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Figura 2.18: Cluster das features anotadas como pertencentes a classe das cianopeptolinas
(CP). Os nodos exibem os valores de m/z para cada feature, as anotacGes das formulas
moleculares propostas e o erro de massa calculado (A).
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Figura 2.19: Estrutura molecular da cianopeptolinas (CP) 1020 e de algumas das (CP)
encontradas no extrato organico produzido a partir da biomassa coletada no reservatorio do
Funil, no estado do Rio de Janeiro (RJ).

WTQI\i o L, e vv\gfk »

CP 1020 CP 972 CP 986
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As aeruginosinas (AER) sdo tetrapeptideos lineares que contém uma porcao unica 2-
carboxi-6-hidroxioctahidroindol (Choi) e um derivado Arg C-terminal. E comum que nos
espectros de fragmentag&o esse ion apareca como um sinal de massa intenso na m/z 140 Da,
correspondente ao ion Choi-imonium (Welker et al., 2006). Welker e colaboradores afirmam
também que é comum séries de até 3 sinais com incremento de 34 Da, esses sinais sdo

indicativos das variantes ndo, mono e dicloradas do peptideo.
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Nos dados de MS/MS das features classificadas como AER encontramos um sinal
em m/z 140, indicativo do ion Choi e, em uma das features, com uma diferenca de massa de

34 Da entre 0s sinais, como pode ser observado na Figura 2.20.



84

Figura 2.20: Cromatograma e espectro de fragmentacéo das features AER 298A m/z 605,3650 [M+H]", m/z 655,3448 [M+H]" e m/z 671,3391
[M+H]".
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No cluster da classe das AER (Figura 2.21), a AER 298A (m/z 605,3650 [M+H]")
foi anotada com base na similaridade espectral, valor de massa acurada e padréao isotdpico.
Pela diferenca de massa (83,9835 Da) entre AER NAL2 (padrdo semeado - C3oHasNsOs) €
a feature de m/z 671,3391 [M+H]", propusemos a formula molecular C3sHsNsOg (A erro -
1,86 ppm). Com base na diferenca de massa de 15,9968 Da entre este Gltimo composto e o
composto com m/z 655,3448 [M+H]", propomos a formula molecular C3sHsNsOs (A erro -
4,79 ppm). A ferramenta SIRIUS® sugeriu as mesmas formulas moleculares para essas

features. A estrutura molecular AER NALZ2 pode ser vista na Figura 2.22.

Figura 2.21: Cluster das features anotadas como pertencentes a classe das aeruginosinas
(AER). Os nodos exibem os valores de m/z para cada feature, as anotacfes das formulas
moleculares propostas e o erro de massa calculado (A).
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Figura 2.22: Estrutura molecular da aeruginosina NAL2 anotada no cluster das
aeruginosinas.

AER NAL 2

4.3 Analise da toxicidade aguda contra o microcrustaceo Artemia salina

Os resultados dos ensaios de toxicidade aguda com A. salina para o extrato organico
sdo mostrados na Tabela 2.1. Nela s&o apresentadas as porcentagens de mortalidade para
diferentes concentragdes do extrato, ap6s um periodo de 24 horas de exposi¢do dos nauplios.
Nesses ensaios, o controle positivo apresentou 100% de letalidade, j& o controle negativo

(DMSO 1%) e o branco (4gua do mar artificial) ndo demonstraram toxicidade.

Tabela 2.1: Porcentagem de mortalidade dos nauplios, com desvio padrdo (DP) para
diferentes concentragdes do extrato de cianobactérias.

Concentracdo (ug/mL) Mortalidade (%) + DP*

0,1 0,00
1 6,0+5,7
10 40+3/4
50 2032
100 20+3,6
500 90,0+ 3,0
1000 100,0+0

O extrato nas concentracgdes de 500 pg/mL e 1000 pg/mL apresentaram 90% e 100%

de mortalidade de nauplios, respectivamente. Com base nesses resultados, uma curva dose-
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resposta foi construida (Figura 2.22), e o valor de LCsp = 278 pg/mL (+ 33.7 pg/mL) foi

calculado.

Figura 2.23: Gréfico da curva dose-resposta para o extrato de cianobactérias em relacdo aos
ensaios de toxicidade aguda contra o microcrustaceo A. salina.
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Em relacdo as fracbes, F2-RJ e F3-RJ foram as que mostraram toxicidade

significativa, causando 54% e 74% de mortalidade de nduplios, respectivamente. As fracdes
F4-RJ, F5-RJ e F6-RJ ndo causaram mortalidade dos nauplios (0%) (Figura 2.23).
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Figura 2.24: Mortalidade (%) de nauplios de A. salina, com desvio padrdo, ap6s exposicao
a 1000 pg/mL de extrato e 100 pug/mL de cada fracéo.
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4.4 Correlacao entre as features encontradas no extrato e nas fragdes da biomassa
investigada e as atividades bioldgicas observadas

De acordo com os resultados do NP Analyst, as pontuacdes de atividade (activity
score) para as features identificadas como pertencentes a uma das classes de cianopeptideos,
encontradas em cada fracao, variaram de 0,04 a 0,54. As pontuacdes de agrupamento (cluster
score) atribuidas ficaram entre 0,1 e 1.

As pontuacdes de atividade variaram em uma ampla faixa entre as diferentes classes
de cianopeptideos. No entanto, dentro da mesma classe, essas pontuacgdes de atividade foram
consistentes entre os compostos (Tabela 2.2).

As pontuacdes de atividade para MC variaram de 0,35 a 0,4. A pontuacdo mais alta
(0,4) foi atribuida a MC-WR m/z 1068,55 [M+H]* e a mais baixa (0,35) a variante [D-
Asp]>MC-Hphr, ambas presentes nas fracdes ativas F2-RJ e F3-RJ. Os compostos das
classes MG e AER receberam as pontuagbes de atividade mais baixas (0,1-0,18). A

pontuacéo de atividade mais alta (0,54) foi atribuida as variantes da classe das CP.
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A plataforma DAFdiscovery atribuiu correlacfes de bioatividade entre 0,31 e 0,99
para as features identificadas em uma das classes de cianopeptideos presentes em cada
fracdo. Assim como aconteceu nas analises do NP Analyst, os compostos da classe das AER
receberam as pontuacdes de correlacdo de bioatividade mais baixas, e 0s compostos da classe
das CP receberam as mais altas.

Compostos da classe das MC também receberam pontuacdes de correlacdo de
bioatividade semelhantes entre si (0,54-0,58), exceto para a variante MC-YR (0,44) e a
variante MC-RR (0,99). Diferentemente dos resultados do NP Analyst, a cianostatina B e a
MG KR787 receberam um alto valor de correlacdo de bioatividade, 0,81 e 0,75,
respectivamente. Os graficos de dispersdo com os resultados para ambas as plataformas sdo

mostrados nas Figura Al e A2 do Apéndice.
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Tabela 2.2: Pontuacdo de atividade (activity score), pontuacdo de agrupamento (cluster score) e correlacdo de bioatividade (Bioactivity
correlation) atribuidas aos diferentes cianopeptideos presentes nas fracdes do extrato de cianobactérias pelas plataformas NP Analyst e DAF
Discovery.

m/z Compostos anotados/classe NP Analyst DAFdiscovery
Pontuacao de Pontuacao de Correlacéo de Fracdo em que a
atividade agrupamento bioatividade feature estd
presente
519.7880 MC-RR/microcistinas 0,08 0,17 0,99 F2, F3, F4, F5, F6
605.3918 Aeruginosina 298A/aeruginosinas 0,18 0,40 0,31 F2, F3, F6
754.4424 Cianostatin B/microgininas 0,10 0,21 0,81 F2,F3,F4,F5
973.5417 CP 972/cianopeptolinas 0,54 1 0,71 F2, F3
987.5552 CP 986/cianopeptolinas 0,54 1 0,76 F2, F3
788.4015 MG KR787/microgininas 0,18 0,40 0,75 F2, F3, F4
995.5570 MC-LR/microcistinas 0,39 1 0,58 F2,F3
1002.5193 MC-YL/microcistinas 0,39 1 0,44 F2,F3
1029.5437 [D-Asp3] MC-HphR/microcistinas 0,35 1 0,57 F2,F3
1044.5761 Ca9H77N11014*/cianopeptolinas 0,54 1 0,81 F3
1045.5456 MC-YR/microcistinas 0,39 1 0,54 F2,F3
1068.5474 MC-WR/ microcistinas 0,40 1 0,55 F2, F3
1072.6102 Cs1Hg1N11014*/cianopeptolinas 0,54 1 0,75 F3

*Férmula molecular putativa
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5. DISCUSSAO

Na biomassa de cianobactérias foram encontrados compostos pertencentes a quatro
classes distintas de cianopeptideos: microcistinas, microgininas, cianopeptolinas e
aeruginosinas. Todas essas classes de compostos incluem metabdlitos bioativos que podem
afetar a atividade de enzimas celulares, interferir em vias de sinalizacdo celular e causar
apoptose de tecidos (Huang, Zimba, 2019). No entanto, dentre as classes encontradas, apenas
as microcistinas sdéo mencionadas nas legislacdes de manejo de 4gua doce em todo 0 mundo
(Chorus, Welker, 2021). Embora a coocorréncia de toxinas de cianobactérias e outros
metabdlitos secundarios seja ecologicamente relevante (Fernandes et al., 2019), poucos
estudos exploraram as atividades bioldgicas de extratos brutos, especialmente em regides

tropicais.
Toxicidade da biomassa e perfil de cianopeptideos

Nos sistemas aquaticos, a comunidade de cianobactérias produz uma série complexa
de metabdlitos. Todos esses compostos podem ser liberados simultaneamente,
principalmente apos a lise das células de cianobactérias (Rohrlack, Hyenstrand, 2007),
afetando organismos aquaticos (Osswald et al., 2007; Ferrdo-Filho ,Kozlowsky-Suzuki,
2011; Toporowska, Pawlik-Skowronska, Kalinowska, 2014; Pearson et al., 2016).

Para avaliar a ecotoxicidade da biomassa, realizamos um teste de toxicidade aguda
com A. salina. Os resultados mostraram 100% de mortalidade de nduplios de A. salina ap6s
24 horas de exposicao a 500 pg/mL de extrato bruto. A LCso de 278 pg/mL calculada neste
estudo para uma biomassa composta predominantemente por Dolichospermum spp. € maior
do que os valores de LCsg relatados anteriormente para extratos de floragdes de Microcystis
coletados em reservatdrios tropicais no Marrocos ( 1 a 46 pg/mL) (Sabour et al., 2002).

Embora tanto Dolichospermum spp. quanto Microcystis spp. sejam conhecidos como
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produtores de MC, a variacdo na toxicidade pode ser atribuida a diferenca na composicéo de
espécies da biomassa, a flutuacdo de clones tdxicos e as condi¢cBes ambientais especificas
das quais a biomassa se originou. E bem estabelecido que esses fatores influenciam o perfil
e a concentracdo de metabolitos na amostra (Chorus, Welker, 2021). Por exemplo, uma
comparacdo entre extratos de Microcystis spp. e Planktothrix agardhii, que tinham
concentragdes totais de microcistinas semelhantes, revelou diferencas significativas no perfil
das variantes de microcistinas e outros oligopeptideos, levando a efeitos toxicos variados
nos organismos testados (Pawlik-Skowronska, Toporowska, Mazur-Marzec, 2019).
Embora existam varios estudos investigando a toxicidade de cianopeptideos
(Carmichael, 1992; Ardoz, Molgd, Tandeau de Marsac, 2010; Ferrdo-Filho, Kozlowsky-
Suzuki, 2011; Merel et al., 2013; Buratti et al., 2017), a biomassa usada geralmente vem de
culturas de cepas isoladas, e o0s testes de toxicidade sdo principalmente realizados com
extratos de uma unica cepa. O problema com essas metodologias é que elas ignoram a
complexidade quimico-ecoldgica da interacdo entre diferentes espécies na biomassa. Além
disso, as concentracdes testadas dificilmente serdo encontradas em condi¢des naturais. Essa
grande variacdo nos resultados reforca a necessidade de estudos de toxicidade com extratos

brutos de amostras de biomassas ambientais.

Correlagéo de Bioatividade

A analise de correlacdo de bioatividade relacionou compostos das diferentes classes
de cianopeptideos (MC, MG, CP e AER) com a toxicidade observada nos testes com A.
salina. O grupo de cianopeptideos com a maior diversidade de variantes (sete) identificadas
em nosso extrato foram as MCs. Essa classe de cianotoxinas é amplamente estudada e, para
todas as variantes de MC registradas neste estudo, exceto a MC-YL, ha uma LCso descrita
na literatura. Os valores variam entre 50 ug/kg (-LR) e 600 pg/kg (-RR) de peso corporal

por injecdo intraperitoneal em ensaios com camundongos (Botes et al., 1985; Kusumi et al.,
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1987; Namikoshi et al., 1992; Del Campo, Ouahid, 2010). Para todos os analogos de MC
encontrados em nosso extrato, exceto a MC-RR, os resultados da plataforma NP Analyst
apresentaram o0s segundos maiores valores de pontuacdo de atividade (0,35 - 0,40). A
plataforma DAFdiscovery atribuiu valores de correlacGes de bioatividade as variantes de
MC entre 0,44 (-YL) a 0,99 (-RR). Embora a MC-RR tenha apresentado a menor pontuacao
de atividade nas andlises do NP Analyst (0,08), a correlacdo de bioatividade nas analises do
DAFdiscovery apresentou o maior valor (0,99).

Provavelmente, essa variacdo decorre dos diferentes algoritmos utilizados por cada
plataforma. O NP Analyst considera a presenca da molécula na(s) fracdo(6es) ativa(s) e sua
auséncia nas inativas (pontuacéo de agrupamento). Se uma molécula estiver presente apenas
na fracdo ativa, ela terd uma pontuacdo mais alta. Mas, se também aparecer em fracdes
inativas, mesmo em concentracdes muito mais baixas, recebera uma pontuacao mais baixa.
Ja a plataforma DAFdiscovery leva em consideragéo a intensidade do pico em cada fracéo.
Altas concentracGes desses compostos em fracGes bioativas elevam a correlacdo de
bioatividade. Em um ndmero reduzido de amostras, se um composto tem alta concentracao
em uma determinada fracdo bioativa e baixa concentracdo em uma fracdo nao ativa, ainda
tera uma alta correlacdo de bioatividade.

Quanto a classe das MG, neste trabalho foram anotados os compostos cianostatina
B, MG KR787 e MG KR604 (m/z 605,3879 [M+H]"). Além disso, foi possivel propor a
formula molecular C41Hs1NsOg para a feature de m/z 768.4589 [M+H]*, que pode ser do
congénere MG KR 787.

Diversos analogos de MG séo descritos como inibidores de zinco metaloproteases e
sdo conhecidos por serem inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA),
aminopeptidase M (APM) e leucina aminopeptidase (LAP) (Kodani et al., 1999; Ishida et

al., 2000; Lifshits et al., 2011; Lodin-Friedman, Carmeli, 2018). O mecanismo de inibigéo
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enzimatica € atribuido principalmente a porcdo de Ahda, embora NeMe-Tyr-Tyr no C-
terminal favoreca a ligacdo ao sitio ativo das enzimas (Ishida et al., 2000). Dados sobre a
atividade tdxica de MG em modelos animais sdo escassos. Ujvarosi e colaboradores (2020)
determinaram a citotoxicidade e genotoxicidade in vitro de quatro congéneres de MG (MG
FR3, MG GH787, MGL 402 e cianostatina B) em um extrato cianobacteriano contendo esses
metabolitos. Nesse estudo, o extrato afetou significativamente a viabilidade das células no
ensaio MTT com a linhagem celular de carcinoma hepatocelular humano (HepG2). Além
disso, 0 extrato e todos os congéneres testados induziram quebras de fita de DNA. Fernandes
e colaboradores (2019) testaram um extrato bruto de Microcystis sp. contendo MG e
demonstraram sua toxicidade aguda em larvas de um peixe de agua doce tropical, Astyanax
altiparanae, conhecido como lambari-do-rabo-amarelo, relatando varias anormalidades,
incluindo edema abdominal e pericardico.

Em nosso estudo, a ferramenta DAFdiscovery apresentou uma alta correlacdo de
bioatividade (0,75 - 0,81) para compostos da classe das MG. No entanto, 0 NP Analyst
atribuiu uma baixa pontuacdo de atividade (0,1 - 0,18) para esses mesmos compostos. Como
discutido, essa diferenca se da provavelmente devido a presenca de MG, ainda que em
pequenas concentracBes, em fracdes que ndo demonstraram bioatividade no ensaio com A.
salina. Por exemplo, a MG KR787 aparece em maior concentracdo na fracdo ativa F3-RJ, 0
que lhe confere uma alta correlacdo de atividade no DAFdiscovery. No entanto, ele também
esta presente, embora em menor concentracdo, na fragdo ndo ativa F4-RJ, o que faz com que
ele receba uma baixa pontuacdo de atividade pelo NP Analyst.

As CP sdo uma grande familia de depsipeptideos ciclicos que podem ser produzidos
por diferentes géneros de cianobactérias, incluindo Microcystis, Planktothrix,
Dolichospermum e Nostoc (Welker, Von Déhren, 2006). Algumas CP mostraram atividade

inibitéria contra serino proteases, como tripsina, quimotripsina, trombina e elastase
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(Weckesser, Martin, Jakobi, 1996; Linington et al., 2008; Gesner-Apter, Carmeli, 2009).
Gademann et al. (2010) mostraram que a CP 1020, isolada de uma cepa de Microcystis, foi
toxica (LCso = 8,8 uM) para o crustaceo de agua doce Thamnocephalus platyurus em
concentracdes semelhantes a algumas MC bem conhecidas. Ainda, Faltermann e
colaboradores (2014) apontaram que a exposi¢cdo de embrides de peixe-zebra a diferentes
concentracdes de CP 1020 resultou em alteragcdes transcricionais de genes relacionados a
diversas vias bioldgicas.

Em nosso estudo, ambas as plataformas atribuiram aos compostos da classe das CP
as maiores correlacdes de bioatividade (0,54 pelo NP Analyst e 0,71 - 0,81 pelo
DAFdiscovery), incluindo os analogos potencialmente novos (CsgH77N11014 € Cs1Hg1N11014).
Esses resultados fornecem evidéncias que apoiam a hipotese de que as CP devem ser
consideradas entre as cianotoxinas que devem ser monitoradas em reservatorios de agua.

Quanto as AER, essas sdo uma familia de cianopeptideos que tem algumas variantes
descritas como inibidores potentes de serino proteases (Ersmark, Del Valle, Hanessian,
2008). Os mecanismos inibitorios foram elucidados por cristalografia de raios X de
complexos aeruginosina-protease (Hicks et al., 2006). Em nossas analises, a presenca de
AER 298A foi correlacionada com a bioatividade por ambas as plataformas, com pontuacgdes
de 0,18 e 0,31 pelo NP Analyst e pelo DAFdiscovery, respectivamente. Scherer, Bezold e
Gademann (2016) afirmaram que algumas variantes de AER correspondem a bem conhecida
MC-LR em termos de toxicidade contra crustaceos. Seus estudos relataram uma LCso = 34,5
uM para a AER 828A, um analogo sintético, contra o organismo T. platyurus. Resultados
semelhantes foram encontrados por Kohler e equipe (2014), que relataram um valor de LCsp

de 22,4 uM para essa variante de AER contra T. platyurus.
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Utilizando ferramentas quimiométricas para correlacionar a toxicidade de
compostos em misturas complexas

Os resultados de correlagdo de bioatividade demonstraram que diferentes
cianopeptideos na amostra contribuem para a toxicidade observada. Era esperado que as MC,
uma classe de cianotoxinas amplamente conhecidas e estudadas, demonstrassem toxicidade.
Contudo, as anélises realizadas neste trabalho, mostraram que compostos das classes das
microgininas, aeruginosinas e, especialmente, cianopeptolinas também podem apresentar
correlacdo com a toxicidade observada.

Ambas as ferramentas (DAFdiscovery e NP Analyst) utilizadas neste estudo
mostraram-se eficazes na investigacdo da correlacdo de bioatividade de diferentes
cianopeptideos em um extrato complexo produzido a partir de uma amostra ambiental,
embora cada uma tenha suas particularidades.

O DAFdiscovery oferece uma melhor aproximagdo quando se tem um maior nimero
de amostras e em situacdes em que a separacdo alcancada entre cada extrato ou fracdo é
ineficiente, pois considera a intensidade do pico do composto ionizado em cada amostra. Por
sua vez, o0 NP Analyst funciona melhor para um pequeno nimero de amostras e quando a
separacdo dos compostos ocorre de maneira eficiente, pois a ferramenta tende a suavizar os
valores de correlagdo se um composto aparecer em fragcdes ndo ativas. Embora isso possa
subestimar a toxicidade da molécula, o NP Analyst também fornece outro indice, o valor de

pontuacédo de agrupamento (cluster score), que auxilia na interpretacdo dos resultados.

6. CONCLUSAO

Na biomassa ambiental investigada as cianobactérias eram o componente dominante
do fitoplancton (99,7%). Dentre os géneros identificados estdo Dolichospermum e
Microcystis, reconhecidos produtores de cianotoxinas. De fato, as analises metabolémicas

mostraram a presenca de cianotoxinas da classe das MC na biomassa investigada, que por si
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SO ja representa um risco ao uso da agua desse ecossistema. Contudo, os achados aqui
apresentados destacam que a toxicidade observada pode néo ser atribuida exclusivamente as
MC, enfatizando a importancia de uma avaliacdo de risco (eco)toxicologico mais
abrangente, que leve em conta as diferentes classes de cianopeptideos que sdo produzidos
por uma biomassa durante um evento de floragéo.

O uso de ferramentas metaboldmicas e bioinformaticas € promissor e pode ser uma
alternativa eficiente para 0 monitoramento ambiental. Essas ferramentas podem auxiliar
tanto na identificacdo do perfil quimico de um extrato quanto nas analises de correlacao entre
toxicidade/bioatividade em extratos complexos e frag6es. Tudo isso, sem a necessidade de
isolar um composto ou usar padr@es para testes bioldgicos, com uma abordagem que
consome menos tempo e reagentes. As ferramentas DAFdiscovery e NP Analyst
contribuiram substancialmente para o processo de avaliacdo da toxicidade, e a escolha entre
elas dependera dos dados do usuério. Neste trabalho, os resultados de ambas as ferramentas
mostraram-se complementares na avaliacdo da toxicidade de um extrato complexo e

desconhecido de cianobactérias.
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Capitulo 3. Cianobactérias - “the bright side”



99

1. METABOLITOS SECUNDARIOS PRODUZIDOS POR CIANOBACTERIAS E
SEU POTENCIAL BIOTECNOLOGICO

As cianobactérias chamam atencdo por sua abundéncia, diversidade de géneros e
espécies, e capacidade de se adaptar e sobreviver nos mais diferentes ecossistemas. Toda
essa diversidade lhes confere também a capacidade de biossintetizar os mais diversos
metabolitos com diferentes atividades bioldgicas (Kumla et al., 2022; Demay et al., 2019;
Le Manach et al., 2019).

Para além das cianotoxinas, as cianobactérias produzem uma ampla variedade de
cianopeptideos estruturalmente diversos. De acordo com Jones e colaboradores (2020), mais
de 2000 peptideos ou metabdlitos peptidicos de cianobactérias ja foram descritos. Essa
diversidade de compostos também abre caminho para uma ampla gama de aplicacdes.
Algumas espécies de microalgas e cianobactérias sao exploradas comercialmente ha décadas
na nutricdo humana e na alimentacdo animal (Singh et al., 2017). QOutras espécies sao
utilizadas como herbicidas, fertilizantes agricolas (Reis, Gouveia, 2013), para
biorremediacdo e tratamento de efluentes (Rizwan et al.,, 2018) e até mesmo em
biorrefinarias, para a producdo de biocombustiveis e coprodutos de alto valor agregado
(Suganya et al., 2016; Rizwan et al., 2018).

Com o advento de técnicas analiticas avancadas e a descoberta de seu potencial
biotecnoldgico, os metabolitos secundarios de cianobactérias vém sendo utilizados também
pelas inddstrias quimica, farmacéutica e de cosméticos. A Figura 3.1 ilustra algumas das

aplicagdes que podem ser dadas as microalgas, cianobactérias e seus produtos de extracao.
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Figura 3.1: Esquema das possiveis aplicacdes dadas as microalgas, cianobactérias e seus

metabolitos.
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Fonte: REIS e GOUVEIA (2013) (adaptado).

A pesquisa de metabdlitos secundarios de cianobactérias pela industria farmacéutica
teve inicio em meados da década de 1970, com o trabalho de Richard e Moore (Tidgewell,
Clark, Gerwick, 2010). Desde entdo, as cianobactérias sdo consideradas fontes promissoras
de novos compostos bioativos e quimicamente inéditos (ORJALA, 2011).

Um exemplo classico é a Dolastatina 10, molécula com alta atividade citotdxica,
detectada inicialmente em extratos da lebre do mar (Dolabella auricularia) por Pettit e
colaboradores, em 1972. Mais tarde, em 2001, Luesch e colaboradores relataram o
isolamento de dolastatina 10 da cianobactéria Symploca sp. da qual a D. auricularia se
alimenta, revelando sua verdadeira fonte. A elucidagdo da estrutura da dolastatina 10, em
1987, revelou uma molécula antineoplasica potente (PETTIT et al., 1987). Assim, na década
de 1990, esse composto entrou em ensaios clinicos de fase | contra células tumorais no
Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI — do inglés National Cancer

Institute).
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Em 2003, Doronina e equipe relataram a conjugacao bem-sucedida de um analogo
da dolastatina 10 (monometil auristatina E) com um anticorpo monoclonal anti-CD30, que
produz uma droga potente e seletiva conhecida como Brentuximabe vedotina (Senter,
Sievers, 2012). Esta droga foi aprovada em 2011 pelo 6rgdo regulatorio norte americano
(FDA - do inglés Food and Drug Admnistration) e hoje € usada como farmaco no tratamento
de pacientes com linfoma de Hodgkin classico.

Ao longo dos anos, a diversidade de metabdlitos secundarios de cianobactérias vem
se mostrando promissora. Em um trabalho de revisdo, Rizwan e colaboradores (2018)
apontam que as cianobactérias sdo importantes fontes de compostos bioativos para o
desenvolvimento de drogas quimioterapicas, com atividades neuroldgicas, antimicrobianas
e até mesmo toxinas altamente potentes com aplicabilidade na industria farmacéutica.
Demay e colaboradores (2019) corroboram essa afirmacéo e adicionam a lista o potencial
citotoxico, antifungico, antiviral e anti-inflamatorio dos metabdlitos secundarios produzidos
por cianobacteérias.

Diversos trabalhos ilustram essas bioatividades especificas como por exemplo,
propriedades antibacterianas (VVolk, Furkert, 2006; Niveshika et al., 2016), anticancerigenas
(Luesch et al., 2001; Mukund, Sivasubramanian, 2014), antifungicas (Shaieb, Issa, Meragaa,
2014), antiplasmadicas (Linington et al., 2007; Simmons et al., 2008), antivirais (Von Elert
et al., 2005; Abdo et al., 2012)(Abdo et al., 2012; VVon Elert et al., 2005), fotoprotetoras (de
la Coba et al., 2019; Lawrence, Long, Young, 2019; Geraldes, Jacinavicius, et al., 2020),
antioxidantes e anti-inflamatdrias (Kageyama, Waditee-Sirisattha, 2019)

Essas descobertas reforcam o interesse continuo na pesquisa e exploracdo das

cianobactérias como uma valiosa fonte de novos produtos farmacéuticos e terapéuticos.
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2. CIANOBACTERIAS COMO FONTE ALTERNATIVA DE COMPOSTOS
FOTOPROTETORES

A luz solar é composta por espectro continuo de radiacdo eletromagnética que €
dividido de acordo com o intervalo de comprimento de onda (A) em: radiagdo ultravioleta
(UV) (100 - 400 nm), visivel (400 - 780 nm) e infravermelho (> 780 nm) (Balogh et al.,
2011). Apesar de corresponder a apenas 5% de toda a radiacdo terrestre, a radiacdo UV
interage fortemente com moléculas organicas e é importante para muitos processos
bioldgicos (como por exemplo a producdo de vitamina D). No entanto, também pode ser
extremamente prejudicial para o0s organismos vivos, desde animais e plantas até
microrganismos (Martins, et al., 2022).

A radiacdo UV é tradicionalmente dividida em: UVC (100 - 290 nm), UVB (290 -
320 nm) e UVA (320 - 400 nm) (Gonzélez, Fernandez-Lorente, Gilaberte-Calzada, 2008).
Os raios UVC, apesar de muito energéticos e potencialmente perigosos, sdo completamente
filtrados pelas particulas do ozénio atmosférico e assim, ndo atingem a superficie terrestre
(Martins, et al., 2022) (Figura 3.2). A maioria dos efeitos deletérios da radiacdo ultravioleta
em organismos Vvivos sdo atribuidos a faixa UVB. Esses raios atingem a camada superior da
pele, a epiderme, e sdo 0s responsaveis pelas queimaduras solares. Os raios UVB geram
processos inflamatdrios, producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e estdo fortemente
relacionados com danos diretos ao DNA e carcinogénese (Balogh et al., 2011; Wang et al.,
2019; Martins, et al., 2022). Ja os raios UVA atingem a camada dérmica da pele
prejudicando assim, as fibras de colagenos e de elasticidade (Lopes, da Cruz, Batista, 2012),
sendo responsaveis pelo envelhecimento precoce e manchas. A radiacdo UVA também esta

relacionada ao cancer de pele (Balogh et al., 2011).
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Figura 3.2: Esquema do espectro magnético da radiacao ultravioleta.
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Fonte: Mooney (2021) - adaptado.
Disponivel em: https://w20.b2m.cz/post/a-radiacao-ultravioleta-e-dividida-de-acordo.html.

O aumento da expectativa de vida, aliado a busca por produtos que mitiguem os
efeitos adversos da exposicdo solar, tem impulsionado o desenvolvimento de cosméticos
destinados a protecdo da pele contra a radiagdo UV (Lodén, 2014). A abordagem mais
popular para reduzir a exposicao aos raios UVA e UVB ¢ a aplicacdo topica de protetores
solares contendo principios ativos que absorvem ou refletem os raios UV através do uso de
agentes organicos ou inorganicos (Mancuso et al., 2017).

Os filtros organicos absorvem os raios UVA e UVB, dissipando sua energia em
forma de calor, enquanto os filtros inorganicos consistem em particulas opacas que refletem
e dispersam a radiacao ultravioleta e visivel. Muitas formulacGes cosméticas destinadas a
fotoprotecdo combinam os dois tipos de filtros para obter formulagdes finais foto estaveis e
que proporcionem ampla protecdo contra radiacdo (Morone, Janaina et al., 2022).

Apesar de indispensaveis, os protetores solares disponiveis no mercado podem,
muitas vezes, apresentar efeitos adversos tanto para os seres humanos quanto para 0s

ecossistemas. Os filtros inorganicos, que contém éxidos metalicos, podem produzir radicais
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altamente oxidantes (Serpone, Dondi, Albini, 2007). Quando presentes em sua forma
nanoparticulada, esses filtros que atravessam a membrana celular e induzem toxicidade aos
fibroblastos humanos, podendo gerar processos inflamatorios, e reducao da elasticidade da
pele (Pan et al., 2009). Os filtros organicos sdo apontados como causa de dermatite de
contato em criangas (Stiefel, Schwack, 2013) e de desregulacdo endocrina em animais no
meio ambiente (Ozaez, Martinez-Guitarte, Morcillo, 2013; J. Wang et al., 2016). Estudos
também mostram que residuos sintéticos de filtros UV, detectados em estacdes de tratamento
de aguas residuais e sedimentos de rios, podem induzir toxicidade em organismos aquaticos
(Zhang et al., 2015; J. Wang et al., 2016).

Como consequéncia, a pesquisa cosmética tem direcionado seus esfor¢os na
investigacdo de ingredientes de fontes naturais (Mourelle, Gomez, Legido, 2017; Drasar,
Khripach, 2019) com menos efeitos colaterais, ecologicamente corretos e com métodos de
producdo sustentaveis (Ariede et al., 2017; Cavinato et al., 2017). Plantas, macroalgas,
microalgas e cianobactérias tém sido amplamente exploradas no campo cosmético devida as
suas propriedades fotoprotetoras (Morone et al., 2019). Esses organismos, constantemente
expostos a radiacdo UV, desenvolveram ao longo do tempo diversas defesas bioquimicas
para se protegerem dos danos causados por essa radiacao (Rastogi et al., 2020). Por exemplo,
plantas superiores sintetizam flavondides; muitos mamiferos, aves, répteis e peixes
sintetizam a melanina; cianobactérias, fungos e algas sintetizam aminoacidos do tipo
micosporinas, citoneminas e outros compostos fotoprotetores (Cockell, Knowland, 1999)

Como organismos fotoautotroficos, as cianobactérias dependem fortemente da
radiacdo solar para realizar fotossintese (Rastogi et al., 2014). No entanto, a dependéncia
das cianobactérias da luz para a realizagdo de fotossintese também implica exposicdo a
radiacdo ultravioleta (UV) potencialmente prejudicial. Evidéncias sugerem que as

cianobactérias habitam o planeta ha mais de 3 bilhdes de anos, o que implica que as primeiras
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cianobactérias habitavam ambientes com extrema exposi¢do a radiacdo UV (Sanchez-
Baracaldo, Cardona, 2020). Ndo € surpreendente, portanto, que esses organismos tenham
desenvolvido adaptacdes para lidar com os danos causados pelos raios UV (Martins, et al.,
2022). De fato, é possivel que as cianobactérias estejam entre 0s primeiros organismos
terrestres a produzir compostos fotoprotetores (Michaelian, Simeonov, 2015). Entre esses
compostos estdo 0s carotenoides, as citoneminas e 0s aminoacidos do tipo micosporinas
(MAASs). Todos amplamente reconhecidos e estudados por suas propriedades fotoprotetoras.
Como parte do escopo deste trabalho, discutiremos mais a fundo os aminoacidos do tipo

micosporinas.

3. AMINOACIDOS DO TIPO MICOSPORINAS (MAAS)

Dentre os metabdlitos especializados das cianobactérias com propriedades de
fotoprotecdo, destacam-se os aminoacidos do tipo micosporinas (MAAS). Estes compostos
sdo produzidos por organismos, como cianobactérias, fungos e macroalgas, como uma
estratégia adaptativa para mitigar os efeitos adversos da exposi¢do cronica a radiacdo UV
(Wada, Sakamoto, Matsugo, 2015). Os MAAs foram relatados pela primeira vez na década
de 1960 (Shibata, 1969) e desde entdo, muitas informacBes sobre suas estruturas,
distribuicdo, propriedades e funcbGes foram publicadas (Bhatia et al., 2011; Carreto,
Carignan, 2011; Wada, Sakamoto, Matsugo, 2015; Geraldes, Jacinavicius, et al., 2020).

Esses compostos sdo um grupo de metabdlitos secundarios de baixo peso molecular
(<400 g/mol), incolores e altamente soltveis em agua. Eles podem ser formados de um anel
aminociclohexenona (oxo-micosporina) ou aminociclohexenimina (imino-micosporina),
com substituintes de nitrogénio (Geraldes, Pinto, 2021). Os derivados de
aminociclohexenona contém uma ciclohexenona conjugada com um aminoéacido, exemplos
sdo a micosporina-glicina e a micosporina-taurina. Ja os derivados da aminociclohexenimina

possuem uma ciclohexenimina conjugada com uma glicina ou uma metilamina ligada ao
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terceiro atomo de carbono e um aminoacido, aminoalcool ou cromoforo enaminona ligados
ao primeiro atomo de carbono (Geraldes, de Medeiros, et al., 2020). Exemplos de estruturas
do tipo aminociclohexenona e do tipo aminociclohexenimina podem ser visualizados na
Figura 3.3.

Figura 3.3: Exemplo de estrutura de aminoacidos do tipo micosporinas (MAAS) com anéis
do tipo ciclohexenimina (a) e ciclohexenona (b).
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Figura feita no software ChemDraw®

A diversidade estrutural dos MAAs deve-se a ligacdo de diferentes aminoécidos ao
nacleo, que pode ainda sofrer descarboxilacdo ou desmetilagdo, resultando em alteracdo na
capacidade de absorcdo da luz UV (Wada, Sakamoto, Matsugo, 2015; Geraldes, Pinto,
2021). A maioria dos MAAs absorvem radiacdo principalmente na regido do UVA de 320 -
400 nm), contudo, alguns tém absor¢do maxima na regido do UVB de 280 - 320 nm. Os
maximos de absor¢do de MAAs situam-se entre 268 e 362 nm, a depender da sua estrutura
molecular (Lawrence, Long, Young, 2019).

Até agora, mais de 74 MAAs sdo conhecidos (Geraldes, Pinto, 2021). Sua capacidade
fotoprotetora contra a radiagdo UVA e UVB (Lawrence, Long, Young, 2019), suas fungdes
antioxidantes (Bhatia et al., 2011), alta solubilidade em agua e estabilidade em uma ampla

faixa de temperaturas e pH (de la Coba et al., 2019), tornam esses compostos promissores
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para uso formulacGes para protecdo solar e produtos antienvelhecimento (Kageyama,
Waditee-Sirisattha, 2019).

A incidéncia de todos os tipos de cancer de pele tem aumentado em todo 0 mundo
(The American Cancer Society Medical and Editorial Content Team, 2022), e com isso, as
pessoas tém usado cada vez mais produtos de protecdo solar para mitigar os efeitos nocivos
dos raios UV. As formulagdes tipicas de filtro solar contém compostos quimicos e fisicos,
Ou seja, compostos organicos ou inorganicos para cobrir todo o espectro ultravioleta solar
(UVR - do inglés ultraviolet radiation) (Lawrence, Long, Young, 2019).

A maioria dos filtros UVR convencionais, apesar de terem inimeros beneficios para
a saude, sdo moléculas estaveis e ndo biodegradaveis que, uma vez na agua, podem afetar o
fitoplancton e o crescimento de algas (Tovar-Sanchez et al., 2013). Esses compostos também
foram associados a infecces virais que levam ao branqueamento de corais e necrose
(Danovaro et al., 2008; Downs et al., 2014), e propriedades antiandrogénicas, causando
alteracdes nas caracteristicas sexuais secundarias em peixes machos (Weisbrod et al., 2007).
A exposicdo prolongada a certas formulagoes de filtros solares também tem sido apontada
como a causa de varios distdrbios em humanos, incluindo hipersensibilidade de contato
(Russo et al., 2018), inflamacdo (Becker et al., 2014), acumulo sistémico e distarbios
neuroldgicos (Ruszkiewicz et al., 2017; Chatzigianni et al., 2022). Assim, fica clara a
necessidade de encontrar moléculas de protecdo solar mais naturais e ecologicamente
corretas.

Vaérios estudos apontam os MAAs como substitutos promissores para 0s protetores
solares quimicos disponiveis comercialmente devido ao seu potencial de proteger as células
da pele contra danos induzidos por UV, agédo antienvelhecimento, cicatrizacdo de feridas e
efeitos anti-inflamatorios e regenerativos (Singh et al., 2017, 2021; de la Coba et al., 2019;

Geraldes, Pinto, 2021).
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Algumas empresas no mercado ja comercializam extratos de MAAs para a producéo
de produtos cosméticos fotoprotetores. Por exemplo, a suica Mibelle AG Biochemistry
comercializa Helioguard 365® e Noriguard®, extratos ricos em MAAs (principalmente
porphyra-334, shinorina e palitina) extraidos da alga vermelha Porphyra umbilicalis. A
empresa francesa Gelyma comercializa o produto Helionori®, extrato semelhante ao anterior,
obtido da mesma espécie de alga vermelha.

No presente estudo, usamos metaboldmica baseada em espectrometria de massa para
investigar o perfil de MAAs produzidos por uma biomassa de cianobactérias que ocorre, de
forma perene ha pelo menos seis anos, em um lago artificial. O extrato aquoso dessa
biomassa, rico em MAAs, foi testado quanto a sua citotoxicidade contra 0 microcrustaceo
Artemia salina e a linhagem celular de queratindcitos humanos (HaCaT). Em seguida,
também testamos o potencial de prote¢do UV deste extrato em células HaCaT expostas a luz
UVR e o fator de protecdo solar (FPS) que a adi¢do desse extrato conferia a uma formulacao
fotoprotetora base.

Tudo isso com o objetivo de propor um destino sustentavel e agregar valor a uma
matéria-prima que, até o momento, representa um problema para os ecossistemas e para a
salde publica. A pesquisa também ajuda a explorar MAAs de diferentes ecossistemas,

aumentando a diversidade de fontes dessas moléculas para aplicacdo industrial.

4, MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta da biomassa

A amostra foi coletada em novembro de 2019 no lago artificial do Museu Mariano
Procdpio (21°44'S, 43°21'W, altitude 648 m), na cidade de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil.
A coleta foi feita em sete diferentes pontos do lago a uma profundidade entre 10 e 50 cm.
Devido a alta densidade da biomassa, ndo foi necessario o uso de rede de fitoplancton para

concentracdo. O pH e a temperatura da amostra foram medidos no momento da coleta. As
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amostras foram armazenadas em recipientes plasticos e mantidas sob refrigeracdo durante o
transporte até o laboratério. No laboratério as amostras foram filtradas para retirada das
sujidades maiores. A seguir, a biomassa foi seca por liofilizacdo e a biomassa seca foi

mantida a -20°C até a realizacdo da extracéo.

4.2. Identificacéo do fitoplancton

A identificacdo foi feita em parceria com o grupo de pesquisa do professor Dr.
Marcelo Manzi Marinho (UERJ). As amostras frescas foram observadas em um microscépio
Optico (400x e 1000x), e os grandes grupos taxonémicos de cianobactérias foram
determinados seguindo os critérios de Van den Hoeck e colaboradores (1995) e Komarek &

Anagnostidis (1989, 1999, 2003, 2005).

4.3 Reagentes, meios de cultivo e linhagens celulares

Os reagentes acetonitrila, metanol, diclorometano (J. T. Baker®, Mexico), &cido
formico e formiato de aménio (Fluka®, Alemanha) utilizados nos experimentos
apresentavam grau de pureza HPLC. A 4agua ultrapura foi obtida de um sistema do tipo
MilliQ®. Os padrdes de MAAs (palitina, shinorina, e porphyra-334) foram isolados por

nosso grupo de pesquisa e gentilmente cedidos pela Dra. Vanessa Sofia Mendes Geraldes.

O meio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Invitrogen®), foi
suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS - do inglés fetal bovine serum)
(Sigma®, Paraguai), e 1% (v/v) de solucéo de penicilina (10000 U/mL) + estreptomicina (10
mg/mL) (BioReagent®, Sigma-Aldrich, EUA). O corante para o ensaio de proliferacéo
celular (MTS) CellTiter 96® era da marca Promega®, EUA. A solucio de tampéo fosfato-
salino (PBS - do inglés phosphate buffered saline) foi preparada a partir da dissolucéo de
tabletes Sigma-Aldrich®, EUA, em agua deionizada e autoclavada antes do uso. A linhagem

de queratindcitos humanos imortalizados (HaCaT) foi gentilmente cedida pelo grupo de
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pesquisa do professor Dr. Simon Pitchford do Instituto de Ciéncias Farmacéuticas do King's

College London, Reino Unido.

4.4. Producao do extrato organico

O extrato organico da biomassa coletada no lago do Museu Mariano Procépio foi
produzido e processado da mesma forma como descrito no item 3.3 do Capitulo 2.
Novamente, antes de serem analisados por LC-MS/MS, os extratos organicos foram

ressuspendidos em MeOH (100%) e passaram pelo processo de clean-up empregando SPE.

4.5. Producéo do extrato aquoso - extracdo dos MAAs

Como compostos polares, 0s MAAs tendem a ser melhor extraidos por solventes
igualmente polares. Neste trabalho, a extragcdo dos MAAs a partir da biomassa de
cianobactérias foi feita com &gua acidificada, seguindo um protocolo desenvolvido e
publicado por nosso grupo de pesquisa (Geraldes, Jacinavicius, et al., 2020). Brevemente,
1g da biomassa liofilizada foi extraido com 100 mL de uma solucéo de H>O + 0,1% (v/v) de
acido férmico + 2 mM de formiato de aménio. A mistura foi sonicada em um aparelho de
ultrassom por sonda (OMNI Sonic® Ruptor), a 30% de poténcia, durante 2 minutos para
garantir a lise celular, e mantida em repouso durante 1h, a temperatura ambiente. O
precipitado celular foi separado por centrifugacdo (10.000 RPM por 15 min) e o
sobrenadante filtrado em filtro de seringa de PVDF com tamanho de malha de 0,22 um. Este
extrato foi utilizado nas analises de absorcdo do espectro UVR, nas analises metabolémica
direcionada e nédo direcionada, nos ensaios bioldgicos de toxicidade aguda e viabilidade

celular e nos ensaios in silico para medida do FPS.
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4.6. Analise do extrato por UHPLC-QToF-MS/MS e metaboldmica nédo direcionada

As analises por UHPLC-MS/MS e as analises metabolémicas ndo direcionadas do

extrato organico foram realizadas como descrito nos itens 3.5 e 3.6 do Capitulo 2.

4.7. Analise do extrato por HPLC-QgQ-MS/MS - metabol6mica direcionada

A deteccdo dos MAAS presentes no extrato aquoso de cianobactérias foi feita a partir
de um método de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas in tandem (LC-
MS/MS), desenvolvido e validado por nosso grupo de pesquisa (Geraldes, Jacinavicius, et
al., 2020). As amostras foram injetadas em um sistema de cromatografia liquida acoplado a
um espectrometro de massa do tipo triplo quadrupolo (QgQ) (6460 LC-MS Triple Quad
Agilent Technologies®) com fonte de ionizagao por electrospray (ESI).

A separacdo cromatografica foi realizada usando uma coluna Synergi® 4 p Hydro-
RP 80 A° (150 x 2,0 mm) (Phenomenex®, EUA). As fases mdveis foram: A = H,0 + 0,1%
(v/v) de acido férmico + 2 mM de formiato de aménio e B = acetonitrila: H2O (8: 2, v/v) +
0,1% (v/v) de é&cido férmico.

As amostras foram injetadas (10 pL) e eluidas a uma taxa de fluxo de 0,4 mL/min. O
gradiente de separacdo foi, A: B 100: 0 (0 - 2 min), A: B 95: 5 (em 4 minutos), A: B 95: 5
(1,5 min), A: B 100: 0 (0,5 min), A: B 100: 0 (4 min). Tempo total da corrida 12 min.

As andlises de MS foram realizadas monitorando duas transicdes (fragmento
quantificador e fragmento qualificador) usando 0 modo MRM (monitoramento multiplo de
reacOes). As condicOes da fonte de ionizagcdo foram: modo positivo, temperatura do gas de
secagem (nitrogénio) 350 °C, fluxo do gas de secagem 10 mL/min, pressao do nebulizador
45 psi, tensdo capilar 3500 V. Os dados foram processados usando os softwares Mass
Hunter® Qualitative Analysis e Mass Hunter® Quantitative Analysis (Agilent Technologies,

EUA).
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4.8. Espectro de absorc¢éo ultravioleta do extrato aquoso de cianobactérias

O espectro de absor¢édo do extrato de cianobactérias foi medido entre 280 e 400 nm,
usando um espectrofotdmetro Jenway-7305-UV/Visible®. Para isso, 0 extrato de
cianobacteérias foi dissolvido em solucéo de PBS até a concentracdo final de 1000 pug/mL e
as medidas foram realizadas em intervalos de 5 nm usando uma solucdo de PBS como

branco.

4.9. Ensaios de toxicidade aguda dos extratos organico e aquoso de cianobactérias
contra o microcrustaceo Artemia salina

Os ensaios de toxicidade com Artemia salina seguiram o mesmo protocolo descrito
no item 3.7 do Capitulo 2. Resumidamente, em cada po¢o de uma placa de 96 pocos foi
adicionado 99 pL de solug@o artificial de agua do mar contendo entre 10-20 néuplios de A.
salina e 1 pL de amostra de extrato ou solugdo controle. As amostras foram testadas em
triplicata nas concentracdes: 0,1, 1, 10, 100, 500 e 1000 pg/mL. Dicromato de potassio foi
utilizado como controle positivo (200 pg/mL) e dimetil sulfoxido (DMSO) (1%) como
controle negativo. As placas foram incubadas a 25°C no escuro por 20-23h. A mortalidade

foi calculada como a razéo de nauplios mortos para o numero total de nauplios no respectivo

poco.

4.10. Cultura celular

O cultivo de células HaCaT, bem como os ensaios de viabilidade celular e de
exposicao a luz UV foram realizados durante o estagio de doutorado sanduiche, no Institute
of Pharmaceutical Sciences do King’s College London, sob a supervisdo do Prof. Dr. Paul
F. Long. As células HaCaT foram cultivadas em frascos de cultura de células T75 em meio
DMEM suplementado com 10% (v/v) de FBS e 1% (v/v) de solucdo de penicilina-

estreptomicina. As células foram incubadas em uma atmosfera umidificada, com 5% de CO>
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a 37 °C até atingir 70-80% de confluéncia. Apds atingirem a confluéncia, foram transferidos

para placas de 96 pocos para 0s ensaios de citotoxicidade e viabilidade celular.

4.11. Fonte de irradiacdo ultravioleta

A fonte de radiagédo UV foram as ldmpadas Dual Philips Ultravioleta-B TL 20W/12

RS, com saida UVR de UVB: 4 J/m?/s e UVA: 1,75 J/m?/s.

4.12. Ensaios de viabilidade celular

Depois de atingir 70-80% de confluéncia nos frascos T75, as células foram
transferidas para placas de 96 pocos a uma densidade de 6x10* células/poco. As células
foram mantidas na placa durante a noite, para aclimatacdo, com 100 pL de meio DMEM
suplementado com 1% de FBS e 1% de solucdo antibidtica. Apo6s esse periodo, cada pogo
foi lavado com 100 pL de PBS e coberto com o extrato aquoso de cianobactérias dissolvido
em PBS.

A viabilidade celular dos queratindcitos foi testada contra diferentes concentragoes
de extrato aquoso (0,01; 0,1; 1; 10; 100 e 1000 pg/mL). Como controle negativo, usamos
células cultivadas em meio DMEM suplementado com 1% de FBS e 1% de solugédo
antibidtica ndo expostas ao tratamento com extrato. Como controle positivo, foram utilizadas

células expostas 0 DMSO (95%). Os experimentos foram realizados em sextuplicata.

4.13. Protecdo contra morte celular induzida por exposi¢do a radiacdo UV

Foram testadas diferentes concentracOes de extrato e diferentes tratamentos para
protecdo UV. O extrato foi testado nas concentragdes de 5, 50 e 500 pg/mL. Os diferentes
tratamentos foram (i) extratos adicionados imediatamente antes da irradiacdo e (ii) extratos
adicionados imediatamente ap6s a irradiacdo. O controle negativo foi feito com células
tratadas com a maior concentragdo de extrato testada e expostas & radiacdo; o controle

positivo foi feito com células ndo tratadas e ndo irradiadas. Ainda, um branco foi feito



114

utilizando celulas ndo irradiadas expostas a maior concentragdo de extrato. Todos 0S
experimentos foram realizados em quadruplicata.

As placas, com as tampas removidas, foram irradiadas por 10 min. Apos a irradiacao,
0 extrato de cianobactérias foi substituido pelo meio de cultura, quando adicionado
previamente a irradiacdo; ou foi adicionado as células logo apos a irradiacéo, a depender do
delineamento experimental. A seguir, as placas foram incubadas por 24 horas.

A viabilidade celular foi medida 24 h ap0s a irradiagdo usando o ensaio MTS. A
solucdo de MTS foi adicionada as células (20 pL/poco) e as placas incubadas a 37°C, 5%
COo, por 3 h. A densidade optica foi medida a 490 nm usando um leitor de microplacas
Spark Multimode® (Tecan, EUA). A quantidade de produto formazan, medida através da

absorbancia a 490 nm, € diretamente proporcional ao numero de células vivas na cultura.

4.14. Medida do fator de protecdo solar (FPS) in Vitro

A avaliacdo da eficicia fotoprotetora in vitro da formulacdo contendo o extrato
aquoso da biomassa de cianobactérias estudada foi realizada em um espectrofotbmetro de
reflectancia difusa com esfera de integracdo (Labsphere® UV Transmittance Analyser-
2000S). Esses testes foram realizados no Laboratorio de Cosmetologia do Departamento de
Farméacia da FCF-USP, em parceria com o Prof. Dr. André Rolim Baby. Para os testes, o
extrato de cianobactérias foi adicionado a formulacdo fotoprotetora base na concentracao
final de 10% p/p. A mesma formulacdo base foi utilizada como controle. A Tabela 3.1
descreve a composi¢do da formulagdo fotoprotetora base e com adigdo do extrato de

cianobactérias.



115

Tabela 3.1: Composicdo da formulacdo fotoprotetora base (controle) e com adi¢do do
extrato de cianobacteérias.

Concentracao (% p/p)
Formulacéo controle

Ingredientes

Formulacéo controle +
extrato de cianobactérias

Aristoflex® AVC 2 2
Crodafol® CES 6 6
Metoxinamato de octila 10 10
Avobenzonea 5 5
Phenova® 0.6 0.6
Extrato cianobacteriano - 10
Agua q.s.” Q.S

*q.s. = quantidade suficiente

As formulacBes foram pesadas (0,0325 g) e aplicadas manualmente, formando uma
camada fina e uniforme (1,3 mg/cm?), em placas de polimetilmetacrilato (PMMA, HD
Helioplate® HelioScreen) com caracteristicas para imitar a aspereza da pele humana
(COLIPA - The European Cosmetic Association, 2011). Apos 20 minutos de secagem, as
absorbancias foram medidas entre 290 e 450 nm em uma taxa de progressao de 1,0 nm, pelo
software UV-2000®. Os valores foram medidos em 5 pontos de cada placa e os ensaios foram
realizados em triplicata. Os dados obtidos foram convertidos em valores de fator de protecao
solar (FPS), e os comprimentos de onda critico (Ac) medidos. Uma placa de PMMA contendo
glicerina foi usada como branco.

O método utilizado estima o FPS in vitro, a partir da Equacdo 2, descrita abaixo,
onde: E(L) = espectro de agdo eritematosa; I(A) = irradiancia espectral da fonte UV; Ao(A) =
média de absorbancia monocromadtica por placa anteriormente a irradiacdo e dA = intervalo

de comprimento de onda (1 nm) (COLIPA - The European Cosmetic Association, 2011).

A=400 nm

. . _ E (A).I (A).dA
in vitro SPF = }\=40£7Ln_r3190 .
f}\=290 nm E @). 1 (). 10740@).ax

Equacéo 2
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4.15. Determinacdo do fator de protecdo UVA (FPUVA)

As formulacdes foram irradiadas em simulador solar, Atlas Suntest CPS+,
previamente a segunda leitura no espectrofotdmetro. A irradiancia foi mantida a 580,08
W/m? (300-800 nm), correspondendo no UV a 55 W/m? (Dose= 198 kJ/m?). Para cada
amostra, cinco registros de absorbancia foram aferidos. O célculo de FPUVA foi realizado
de acordo com a equacdo 3, onde: I(A) e dA sdo definidos na equagdo 2; P(L)= espectro de
acdo PPD; A(A)= média de absorbancia monocromadtica por placa posteriormente a

irradiacdo; C= coeficiente de ajuste.

A=400 nm
P (A).I(A).dA
UVAPF = hmfxn:;zo,lm I
J‘7L=320 nm P). IT. 10-AQ).C gp

Equacéo 3

4.16 Analises estatisticas

Todos os dados foram expressos como a média = DP (desvio padrao) onde n > 3
replicatas experimentais. As analises estatisticas foram realizadas usando Graphpad Prism®
6.0 (Graphpad Software, San Diego, CA, EUA) ou software Origin Pro® (Origin Lab,
Northampton, MA, EUA). Foram realizados o teste-t de Student, ANOVA, regressao linear

e ndo linear. Um valor de P < 0,05 foi considerado significativo.

5. RESULTADOS

5.1 Identificacéo do fitoplancton

A microscopia eletrénica mostrou que as cianobactérias eram o componente principal
do fitoplancton (96,8 — 99,8%) na biomassa ambiental analisada. Quatro espécies de
cianobactérias foram identificadas: (i) Microcystis aeruginosa (a mais abundante); (ii)
Microcystis panniformis; (iii) Pseudanabaena mucicola (na mucilagem das coldnias de
Microcystis aeruginosa) e (iv) Merismopedia tenuissima (uma tnica colénia). A temperatura

e pH da agua no momento da coleta eram 23°C e 6,31 respectivamente.
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5.2 Desreplicacdo e anotacdo dos extratos organico e aquoso da biomassa de
cianobactérias estudada

Os dados de MS/MS dos extratos organico e aquoso da biomassa de cianobactérias
investigada e das amostras de compostos padrdo semeados foram analisados usando a
ferramenta Classic Molecular Network do GNPS, como 0s mesmos parametros descritos no
item 3.6 do Capitulo 2, para geracdo das redes moleculares.

A rede molecular do extrato organico apresentou um total de 331 nodos. A procura
por metabolitos secundarios de cianobactérias atualmente classificados como cianotoxinas
ndo mostrou a presenca dessas toxinas no extrato organico investigado. A comparacdo com
os dados de MS2 dos padrdes revelou um cluster de compostos da classe das cianopeptolinas
(CP). A rede molecular pode ser vista na Figura 3.4.

Figura 3.4: Rede molecular, gerada pelo GNPS, a partir dos dados de massa (MS/MS) das

andlises do extrato organico obtido a partir da biomassa investigada e padrdes de compostos
semeados. O cluster referente aos compostos da classe das cianopeptolinas estd em destaque.

Cianopeptolinas 3
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A rede molecular do extrato aquoso da biomassa apresentou um total de 278 nodos.
A comparacao com os dados de MS2 dos padrdes revelou um cluster de compostos da classe
das aeruginosinas (AER)e um composto da classe dos aminoécidos do tipo micosporinas
(MAAs) Nesta amostra também ndo foram encontrados metabolitos secundarios de

cianobactérias classificados como cianotoxinas. Figura 3.5.

Figura 3.5: Rede molecular, gerada pelo GNPS, a partir dos dados de massa (MS/MS) das
andlises do extrato aquoso obtido a partir da biomassa investigada e padrdes de compostos
semeados. Em destaque cluster de compostos da classe das aeruginosinas e nodo de um
composto do tipo aminoéacido do tipo micosporina (MAA).
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Fonte: Arquivo gerado no software CytoScape®.
Legenda: nodos azuis: features presentes nos extratos, nodos laranjas: features geradas pelos espectros de padrdes
semeados junto com as amostras.

5.3 Identificacdo dos MAASs presentes no extrato aquoso

A analise direcionada do extrato aquoso de cianobactérias através do modo MRM do
equipamento LC-MS revelou a presenca de seis diferentes MAASs: porphyra-334 m/z 347
[M+H]", shinorina m/z 333 [M+H]*, &cido paliténico m/z 329 [M+H]", palitinol m/z 303
[M+H]", asterina-330 m/z 289 [M+H]" e usujireno m/z 285,000 [M+H]*. A Figura 3.6 mostra

um exemplo do cromatograma com os espectros dos ions quantificador e qualificador para
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0 MAA porphyra-334. Os ions precursor e quantificador de cada composto, juntamente com
0 tempo de retencdo estdo organizados na Tabela 3.2. A estrutura molecular dos MAAs
encontrados esta ilustrada na Figura A3 do Apéndice.

Figura 3.6: Cromatograma e espectros dos ions qualificador (a) e quantificador (b) do

aminoacido do tipo micosporina porphyra-334 encontrado no extrato aquoso da biomassa de
cianobactérias obtido em um equipamento do tipo LC-QgqQ-MS no modo MRM.

x102 |*ESIMRM Frag=100.0V CID@25.0 (347.0000 -> 303.0000) Rhuana_Teste_MAAs_02.d
1 1
porphyra-334
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o
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Tabela 3.2: Aminoacidos do tipo micosporinas (MAAS) encontrados no extrato aquoso da
biomassa ambiental de cianobactérias estudada, com os ions precursor, qualificador e
quantificador (m/z) usados para monitorar as transicdes especificas de cada MAA e o tempo
de retencdo de cada composto.

‘ Fragmento Fragmento  Tempo de
lon precursor Composto e - x
(m/2) utativo qualificador ~ quantificador  retengéo
P (m/z) (m/z) (min)
347 porphyra-334 186 303 2,5
333 shinorina 186 230 15
329 acido 197 283 25
paliténico
303 palitinol 189 288 2,5
289 asterina-330 186 230/274 1,8
285 Usujireno 197 2261241 2,5

(cis isbmero)
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5.4. Espectro de absorcéo ultravioleta do extrato aquoso
O espectro de absorcdo UV do extrato aquoso (Figura 3.7) mostra uma maior
absorbancia na regido UVA, com um pico na regido UVA (320-400 nm) e outro na regido

UVB (295 nm).

Figura 3.7: Espectro de absorcdo do extrato da biomassa de cianobactérias diluido em
solucdo de tampdo fosfato (PBS) na concentracdo final de 1000 pg/mL.
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5.5 Andlise de toxicidade aguda dos extratos organico e aquoso de cianobactérias
contra o microcrustaceo Artemia salina

Os resultados dos testes de toxicidade aguda com A. salina sdo apresentados na
Tabela 3.3. A maior taxa de mortalidade apresentada ficou em torno de 12%, com os nauplios
expostos a concentracdo de 1 pug/mL do extrato organico. O extrato aquoso, mesmo em sua
maior concentracdo (1000 pg/mL) ndo causou mortalidade dos nauplios. Como nenhum dos
extratos foi capaz de causar a mortalidade de mais de 50% dos nauplios durante o
experimento, podemos inferir que a concentracao letal média (LCso) é maior do que 1000
pug/mL. O controle positivo apresentou 100% de letalidade, enquanto o controle negativo

(1% DMSO) e o branco (4gua do mar artificial) ndo apresentaram toxicidade.
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Tabela 3.3: Mortalidade (%) dos nauplios de A. salina quando expostos a diferentes
concentragdes de extrato aquoso obtido a partir da biomassa de cianobactérias estudada.

Concentragéo Mortalidade (%) + DP*
(Hg/mL) Extrato organico Extrato aquoso
0,1 56%9,6 0,0£0
1 123+11,0 000
10 21+36 000
50 56+51 000
100 0,0£0 0,0£0
500 51%£3,6 0,0£0
1000 28+48 0,0£0

5.6. Ensaios de viabilidade celular com células HaCaT
Os ensaios de viabilidade celular mostraram que o0 extrato aquoso da biomassa de
cianobactérias nao foi citotoxico para células HaCaT nas concentragdes testadas (0,01-1000

pg/mL). A Figura 3.8 mostra a viabilidade celular apds um periodo de exposicéo de 24h.

Figura 3.8: Viabilidade celular das células de queratindcitos humanos imortalizados
(HaCaT) apds 24h de exposicdo a diferentes concentracdes do extrato aquoso da biomassa
de cianobactérias estudada. As colunas representam a média + desvio padréo (DP) (n=6). O
controle negativo (Ctrl-) foi feito com células ndo tratadas em meio de cultivo Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) e o controle positivo (Ctrl+) com células expostas a
dimetilsulfoxido (DMSO) (90%).
120-
100- x B - = i
80—
60—
40—
20—

o
1

Viabilidade cellular (%)

T T T T T T T
_| Ctrl-0.01 0.1 1 10 100 1000Ctri+

Concentracio do extrato (ug/mL)

R
=3



122

5.7. Inibicdo da morte celular induzida por exposicao a radiacdo UV

Os ensaios de viabilidade celular mostraram que o extrato de cianobactéria inibiu a
morte celular induzida por UV em todas as concentracdes testadas (5-500 pg/mL). Conforme
mostrado na Figura 3.9a, a viabilidade celular aumentou significativamente nas células
tratadas com o extrato em comparagdo com o controle nao tratado (p<0,05). Entretanto, ndo
houve significancia estatistica (p> 0,05) na viabilidade entre as diferentes concentracdes.

Quando examinados os diferentes tempos de aplicacdo do extrato de cianobactérias
a adicdo de 100 pg/mL do extrato antes da irradiacdo manteve a melhora na viabilidade
celular em comparacdo com o controle ndo tratado. No entanto, adicionar a mesma
concentracdo de extrato de cianobactérias ap6s a exposi¢do a luz UV ndo aumentou a
viabilidade dos queratindcitos. A Figura 3.9b ilustra esses resultados.
Figura 3.9: Viabilidade celular das células de queratindcitos humanos imortalizados
(HaCaT) apds exposicdo a luz UV em diferentes concentracdes de tratamento (a) e diferentes
momentos do tratamento (b). Em (a) os queratindcitos HaCaT foram tratados com diferentes
concentracOes de extrato de cianobactérias e expostos a luz UV por 10 min. Em (b) células
HaCaT tratadas com 100 pg/mL do extrato da cianobactéria imediatamente antes e logo ap6s
a irradiacdo. As colunas representam a média + desvio padrdo (DP) (n=4 para a, n=5 para

b). Ctrl- sdo as células tratadas com maior concentracdo de extrato e ndo irradiadas, Ctrl+
sdo as celulas irradiadas sem tratamento. *p > 0,05, **p < 0,05.
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5.8. Avaliacao do fator de protecdo solar (FPS) e fator de protecdo UVA (FPUVA)
in vitro

A formulacéo fotoprotetora base (controle) apresentou FPS in vitro igual a 33,66 +
5,7, coeficiente de variacdo (CoV) = 17,7%. Quando o extrato de cianobactérias foi
adicionado a essa mesma formulacao (10,0% - p/p), o FPS foi aumentado para 50,95 + 4,1,
CoV = 8,1%. Os valores médios de FPS medidos para cada formulagdo podem ser vistos na
Figura 3.10. O comprimento de onda critico médio foi de 384 nm. Durante os testes de
protecdo UVA, o sistema controle teve seu FPS reduzido de 33,66 para 6,15 £ 0,33; com
valor médio de FPUVA igual a 3, UVA/UVB= 0,48. Ja o sistema com adicdo do extrato de
cianobactérias teve seu FPS reduzido de 50,95 para 21,23 + 6,45, com valor médio de

FPUVA igual a 6, UVA/UVB=0,28.

Figura 3.10: Grafico dos valores de fator de protecdo solar (FPS) medidos antes e apds a
adicao do extrato aquoso da biomassa de cianobactérias investigada.
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6. DISCUSSAO

A identificacdo do fitoplancton da biomassa de cianobactérias investigada mostrou a
predominancia das espécies Microcystis aeruginosa e Microcystis panniformis. O género
Microcystis é amplamente reconhecido por sua capacidade de produzir cianotoxinas,
especialmente microcistinas. No entanto, a analise metabolémica ndo direcionada néo

revelou a presenca dessas ou de outras moléculas classificadas como cianotoxinas nos
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extratos estudados. Alguns autores afirmam que variacbes temporais na toxicidade de
floracbes cianobacterianas sdo comuns e estdo associadas as condi¢Ges ambientais, a
composicao de espécies dessa biomassa e a flutuacdo de clones (Molica, Azevedo, 2009).
As analises metabolémicas ndo direcionadas mostraram a presenca de cianopeptideos da
classe das CP no extrato organico e da classe das AER no extrato aquoso da biomassa
investigada.

A identificacdo dos MAASs no extrato aquoso da biomassa de cianobactérias foi
realizada através da metabolémica direcionada, utilizando o método de MRM de LC-
MS/MS. Essas analises revelaram a presenca de seis diferentes MAAs (porphyra-334,
shinorina, acido paliténico, palitinol, asterina-330 e usujireno) nas amostras. O perfil de
MAASs em uma amostra varia de acordo com muitos fatores, como grupos taxonémicos e
condi¢cbes ambientais, como luz, temperatura, salinidade e nutrientes (Geraldes, Pinto,
2021). Estudo apontam a shinorina como o principal MAA produzido por cianobactérias
mas também é comum a producdo de diferentes MAAs por uma mesma cepa (Geraldes,
Jacinavicius, et al., 2020). A mistura de diferentes MAAs, com méaximos de absor¢do em
diferentes comprimentos de onda, permitem um filtro protetor mais eficaz (Lawrence et al.,
2018) uma vez que é possivel abranger uma regido maior do espectro UV.

Em um estudo abrangente que investigou a producdo de MAASs por 69 cepas de
cianobactérias isoladas e cultivadas em laboratério, Geraldes e colaboradores (2020)
encontraram ao todo 9 MAAs diferentes. No entanto, ao contrario do que 0S Nnossos
resultados revelaram, nenhuma das cepas de Microcystis sp analisada se mostrou produtora
de MAAs. Hu e colaboradores (2018), ao investigarem o metabolismo de uma cepa de
Microcystis aeruginosa coletada diretamente de uma floragdo ambiental apontaram a
producdo de shinorina por essa espécie e mostraram que este MAA estava localizado

exclusivamente na matriz extracelular.
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No presente estudo, todos os MAAs detectados pertencem ao grupo das
iminomicosporinas. Este grupo é o mais comumente produzido por cianobactérias (Sinha,
Héder, 2008), contém um anel aminociclohexenimina e tem absor¢do maxima entre 320 e
360 nm (Carreto, Carignan, 2011). O extrato aquoso de cianobactérias testado demonstrou
absorbancia significativa em uma ampla faixa de luz UVB e UVA (295-345 nm) com picos
em 295 nm e entre 320-340 nm.

Estudos mostram que o contetdo de MAAs em uma biomassa varia de acordo com
o(s) grupo(s) taxonémico(s) presente(s) nela e que a coexisténcia de diferentes MAAs, com
méaximos de absorcdo em diferentes comprimentos de onda, abrangeriam uma maior faixa
de protecdo UV (Chrapusta et al., 2017). Assim, espera-se que a utilizacdo de uma mistura
de diferentes MAAs em uma formulacédo de filtro solar colabore para uma cobertura mais
ampla de protecdo contra a radiacdo UV. A radiacdo UV é um dos fatores de maior influéncia
para 0 acimulo de MAAs por cianobactérias (Rosic, 2019). A variabilidade e a intensidade
espectrais podem resultar em mudancas no perfil de MAAs dos organismos, e essas
variabilidade e alta intensidade ocorrem naturalmente no ambiente, especialmente em
ecossistemas tropicais. Além disso, a combinacdo de diferentes MAAs também pode
melhorar a estabilidade da formulacdo (Wada, Sakamoto, Matsugo, 2015). Esses fatores,
fazem da biomassa ambiental de cianobactérias uma promissora fonte de MAAs para a
industria cosmética. E fundamental ressaltar no entanto, que a eficacia da mistura de MAAs
em uma formulacdo de filtro solar dependera da concentracdao e proporcdo dos diferentes
MAAs utilizados, bem como dos demais ingredientes da formulagdo (Bhatia et al., 2011,
Gacesa et al., 2018; Lawrence, Long, Young, 2019).

Nos ensaios de toxicidade aguda contra A. salina o extrato aquoso de cianobactérias

ndo demonstrou toxicidade nas concentracOes testadas (0,01-1000 pg/mL). Os valores
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obtidos classificam esse extrato como ndo tdxico segundo os critérios de Nguta e
colaboradores (2011).

Temos de ressaltar, contudo, que as andlises metabolémicas ndo direcionadas
mostraram a presenca de compostos das classes das cianopeptolinas (CP) e aeruginosinas
(AER) nos extratos da biomassa investigada. Como discutido no capitulo 2, alguns
compostos dessas classes possuem atividade inibitéria contra serino proteases e ja
demonstraram toxicidade em testes com organismos aquaticos (Scherer, Bezold; Gademann,
2016; Faltermann et al., 2014). Estudo afirmam que os diferentes congéneres de
cianopeptideos de cada uma dessas classes podem exibir graus de atividade inibitoria
diversos contra as serino proteases (Ersmark, Del Valle and Hanessian, 2008; Mazur-Marzec
et al., 2018). Seja porque as variantes encontradas nos extratos nao exibem alto grau de
inibicdo contra as enzimas citadas, ou porque ndo estavam em concentracdo suficiente para
gerarem efeitos bioldgicos, os extratos testados ndo demonstraram toxicidade, nas
concentracdes testadas, nos ensaios realizados neste estudo.

De acordo com Lee, Chen, Chou (1999), os ensaios de toxicidade com A. salina sdo
considerados um método confiavel para detectar a toxicidade de alguns cianopeptideos.
Além disso, os organismos desse género atuam como um elo trofico entre comunidades
planctonicas e cadeias superiores (Pimentel et al., 2011). Embora preliminar, esse resultado
é promissor porque ha uma preocupacdo crescente com os danos aos delicados ecossistemas
marinhos que alguns dos produtos quimicos usados em formulagdes de protecdo solar podem
causar (Danovaro et al., 2008; Tovar-Sanchez et al., 2013; Chatzigianni et al., 2022).
Extratos de produtos naturais podem ser uma alternativa biocompativel aos compostos
atualmente utilizados (Lawrence; Long; Young, 2019).

Nos ensaios de viabilidade celular, o extrato aquoso de cianobactérias ndo mostrou

citotoxicidade para queratindcitos nas concentragoes testadas (0,01-1000 pg/mL). Uma boa
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correlacdo foi demonstrada entre HaCaT e queratinocitos primarios em modelos in vivo
(Afaq et al., 2007; Lawrence et al., 2018). Estudos demonstram que linhagens celulares
imortalizadas de origem epitelial, como HaCaT, podem fornecer resultados informativos
sobre a seguranca dos produtos em relacdo a saude humana (Rusanov, Luzgina, Lisitsa,
2017). Neste trabalho, a viabilidade celular das células HaCaT apds exposi¢cdo ao extrato de
cianobactérias ndo apresentou diferenca estatistica (p > 0,05) em relacdo ao controle sem
células tratadas, indicando que o extrato ndo causou toxicidade nas concentracdes testadas.

O extrato de cianobactéria também inibiu a morte celular induzida por exposi¢do a
luz UV. O tratamento com o extrato aumentou a viabilidade celular (~40%) na faixa de
concentragdes testadas (5-500 pg/mL), ndo apresentando diferenca significativa entre os
grupos tratados com diferentes concentragdes do extrato (p < 0,05). Investigando o efeito de
MAAs isolados na sobrevivéncia de células WI-38 irradiadas com UV, Oyamada e
colaboradores (2008) encontraram um aumento na viabilidade celular dependente da
concentracdo de MAAs. O aminodacido shinorina apresentou um aumento de viabilidade de
aproximadamente 40% na concentracdo de 3pg/mL e chegou a quase 60% na concentracdo
de 30 pg/mL. A exposicdo ao composto porphyra-334 proporcionou um aumento na
viabilidade (~60%) na concentracdo de 34 pug/mL. O melhor resultado foi apresentado pelo
composto micosporina-glicina que aumentou a viabilidade celular em aproximadamente
60% na concentracdo de 2,5 pg/mL. Lawrence e colaboradores (2018) também
demonstraram uma inibicdo da morte celular induzida por um sistema de simulacdo da luz
solar em células HaCaT tratadas com uma solugéo de palitina. A porcentagem de inibigcdo
foi em torno de 50%, mas ndo houve diferenca significativa entre as diferentes concentragdes
(0,3-10% v/v) testadas.

O potencial antioxidante de alguns MAAs é documentado na literatura. Essas

moléculas podem proteger a célula contra a radiagdo UV néo apenas absorvendo fotons de
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alta energia e dissipando energia como calor, mas também eliminando espécies reativas de
oxigénio (Chrapusta et al., 2017; Ngoennet et al., 2018; Kageyama, Waditee-Sirisattha,
2019; Lawrence, Long, Young, 2019). Neste trabalho, testamos diferentes momentos de
exposicdo ao extrato rico em MAAS. A adicao de extrato logo apo6s a irradiagcdo ndo mostrou
efeito positivo na viabilidade celular, que foi significativamente menor (p < 0,05) do que o
grupo ndo tratado. No trabalho de Lawrence e colaboradores (2018) a adi¢do de uma solugéo
de palitina (10% v/v) adicionada imediatamente ap0s a irradiacdo inibiu significativamente
a producdo de espécies oxidantes. Os autores afirmam que isso ocorre devido ao seu
potencial antioxidante. De La Coba e colaboradores (2019) demonstraram que, apesar do
potencial antioxidante descrito, alguns MAAS ndo possuem essa propriedade ou podem ter
atividade antioxidante sutil, principalmente em pH préximo ou abaixo da neutralidade. Em
nosso trabalho, o extrato de cianobactérias ndo aumentou a viabilidade celular no tratamento
realizado apds a irradiacdo. Uma explicacdo possivel € de que a irradiacéo tenha sido muito
intensa e tenha causado danos irreversiveis as células.

Durante a medida do fator de fotoprotecdo, a adicdo do extrato aquoso de
cianobactéria a 10,0% p/p nas células aumentou o valor do FPS da formulacédo fotoprotetora
base (Avobenzona e Octil Metoxicinamato) de 33 para 51 (aproximadamente 54%). Além
disso, mesmo apds a exposicdo a irradiacdo, a formulacdo contendo o extrato
cianobacteriano manteve os melhores resultados para esse parametro (queda de 58% no valor
do FPS da formulacdo com extrato de cianobactérias contra uma queda de 81% no controle).
Os coeficientes de variagdo (CoV) para todas as medic¢oes foram inferiores a 20%, conforme
recomendado pela legislagdo (COLIPA - The European Cosmetic Association, 2011,
ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2012).

O FPS por si s6 é um indicador apenas para a protecdo UV solar capaz de causar

eritema, restrito principalmente a radiagdo UVB (290-320 nm) e UVA de comprimento de
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onda parcialmente curto (320 — 340 nm). Assim, esse valor por si s6 ndo fornece informacdes
sobre protecdo contra UVA de comprimento de onda longo (340-400 nm) (Hojerova,
Medovcikova, Mikula, 2011), que pode causar fotoenvelhecimento, perda de elasticidade e
outros problemas (Velasco et al., 2008). A medi¢do do comprimento de onda critico (cA) é
um parametro que descreve se o produto fotoprotetor atingiu um amplo espectro de ago. E
definido como o comprimento de onda no qual a area sob a curva fornece 90% da absorcao
total da amostra entre 290-400 nm. Em nosso estudo, a formulacdo fotoprotetora contendo
o extrato da cianobactéria apresentou cA = 384 antes do processo de irradiacio UVA e cA =
372 nm apos a irradiacgéo.

De acordo com o 6rgdo Food and Drug Administration (FDA), um protetor solar
ideal deve ter um valor minimo de FPS de 15 e deve ter um c\ igual ou superior a 370 nm
para ser considerado de amplo espectro (Food and Drug Admnistration, 2012). A Comisséo
de recomendacdo da Unido Europeia e a ANVISA recomendam o mesmo valor minimo para
o comprimento de onda e acrescentam que, a protecdo contra a radiagdo UVA e UVB devem
estar relacionados. Assim, um aumento do fator de protecdo solar UVB deve incluir um
aumento na protecdo UVA e que o valor do FPUVA deve ser pelo menos um terco (1/3) do
FPUVB (EU, 2006; ANVISA, 2022). A formulacdo contendo extrato de cianobactéria
testada neste estudo apresenta cA maior que 370 nm e FPS maior que 15, mesmo apos a
exposicdo a irradiacdo, contudo o valor de FPUVA medido (6) ndo chega a um terco do

FPUVB (50).

7. CONCLUSAO

Metabolitos secundarios produzidos por cianobactérias ainda sdo uma fonte pouco
explorada de compostos bioativos. A biomassa de cianobacterias pode ser considerada uma

fonte de diferentes compostos de alto valor agregado para multiplas propostas. Na presente
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investigacao, demonstramos o potencial biotecnoldgico de uma biomassa de cianobactérias
coletada em um reservatorio de agua, a partir da exploracdo de MAAs. Esses MAAsS,
compostos naturais bem descritos na literatura principalmente por suas propriedades de
protecdo solar, tém apresentado o potencial para serem utilizados pela industria cosmética.
O extrato aquoso da biomassa estudada mostrou a presenca de 6 diferentes MAAS e
melhorou a viabilidade celular da linhagem celular de queratindcitos humanos (HaCaT)
quando expostos a luz ultravioleta, mesmo em baixas concentracdes (ug/mL). A adicdo do
extrato a um sistema fotoprotetor base também aumentou o fator de protecdo desse sistema
em mais de 50%. Além disso, o extrato ndo apresentou (eco)toxicidade nos ensaios
realizados com células HaCaT e o microcrustaceo A. salina nas concentracfes testadas.

E importante ressaltar que os resultados apresentados tratam de ensaios com um
extrato bruto de biomassa ambiental, com presenca de diversos compostos além dos MAAs,
alguns deles com potencial toxicoldgico ainda ndo bem descritos pela literatura. A aplicagédo
e possivel utilizacdo de um extrato proveniente de uma biomassa de cianobactérias pela
industria ainda necessitaria de uma série de etapas e estudos adicionais, entre elas, o
isolamento dos compostos de interesse. No entanto, os resultados aqui apresentados séo
promissores e reforcam a viabilidade do uso e aproveitamento de biomassas ambientais, que
podem transformar o que antes era apenas um problema ambiental em um produto com valor
agregado. Esse potencial cria uma situacdo favoravel para a sustentabilidade e o meio

ambiente, mostrando-se como uma perspectiva promissora para o futuro.
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Capitulo 4 - Consideracdes gerais e producdo académica
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1. CIANOBACTERIAS: FLORACOES, MONITORAMENTO AMBIENTAL
POTENCIAL BIOTECNOLOGICO E PERSPECTIVAS FUTURAS

As cianobactérias podem atingir densidades altas, formando densas floragdes em
poucos dias ou semanas. Embora os eventos de floragdo ocorram também em condicGes
naturais (Trout-Haney, Wood, Cottingham, 2016), o aquecimento global e as altas cargas de
nutrientes que chegam aos reservatérios devido a acdo antropica sdo apontadas como as
principais causas do aumento mundial na proliferacdo, frequéncia, severidade e duracéo de
eventos de floragédo de cianobactérias em todo o mundo (Ferranti et al., 2013; Grabowska et
al., 2014; Mazur-Marzec et al., 2018; Janssen, 2019; Macério et al., 2021).

As floragtes de cianobactérias tém efeitos deletérios no ecossistema e nas atividades
humanas, incluindo maior consumo de oxigénio devido a decomposicdo da biomassa,
restricdo de atividades recreativas, uso limitado da dgua para a agricultura e a possivel
producdo de toxinas que traz a necessidade de medidas técnicas adicionais para fornecer
agua potavel segura (Molica, Azevedo, 2009; Hilborn et al., 2014; Beasley, 2020). O
aumento na frequéncia e duracao das floragdes chamam a atencdo para a necessidade urgente
de melhores estratégias para lidar com essas floracdes (Macario et al., 2021), tanto do ponto
de vista do monitoramento ambiental, quanto do ponto de vista sanitario e de manejo e
controle.

Apesar de a producdo de toxinas por cianobactérias ocorrer em reservatorios de aguas
doces em todo o mundo, nosso conhecimento sobre os riscos potenciais dos metabolitos
secundarios produzidos por esses organismos ainda € limitado (Janssen, 2019). Até o
momento, apenas alguns metabdlitos bioativos sdo classificados como toxicos, e se
restringem as estruturas discutidas no Capitulo 2 deste trabalho. No entanto, as
cianobactérias produzem uma incrivel diversidade de centenas de cianopeptideos, e fica
impossivel ndo levantar a questdo: os demais cianopeptideos ndo representam, de fato, risco

a saude humana e aos ecossistemas ou faltam estudos que investiguem esse papel?
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Estudos recentes mostram que outros cianopeptideos, incluindo cianopeptolinas e
anabaenopeptinas, podem ocorrer com a mesma frequéncia e em concentragdes semelhantes
as microcistinas durante eventos de floracdo (Beversdorf et al., 2017). Muitos desses
cianopeptideos sao inibidores enzimaticos. Por exemplo, alguns compostos das classes das
cianopeptolinas e aeruginosinas sao inibidores de serino-proteases e podem ter efeitos na
coagulacao sanguinea (Kodani et al., 1999; Schreuder et al., 2016). Algumas microgininas,
inibem a enzima conversora de angiotensina (ECA) envolvida na regulacdo da presséo
arterial (Okino et al., 1993; Kodani et al., 1999).

Ainda, para além das toxinas, como mencionado anteriormente, os metabolitos
secundarios produzidos por cianobactérias apresentam uma ampla diversidade de estruturas
(Moore, 1996; Burja et al., 2001; Staunton, Weissman, 2001; Silva-Stenico et al., 2015) e
tém potencial biotecnolégico para serem explorados comercialmente na agricultura,
aquicultura, biorremediacdo, biocombustiveis, nutracéuticos e produtos farmacéuticos
(Ananya, Ahmad, 2014; Suganya et al., 2016; Rizwan et al., 2018).

Esse potencial levanta mais uma questdo: considerando a necessidade premente de
governos e 6rgdos ambientais em melhorar as estratégias de gestdo de floragdes de
cianobactérias em reservatorios para garantir a qualidade da agua, a exploracdo comercial
dessas floracGes pode ser uma estratégia sustentavel de apoio ao manejo de corpos d'agua
afetados?

Baseando-se especialmente na evolucdo das técnicas para sequenciamento
gendmico, diversos autores afirmam que o potencial biossintético das cianobactérias ainda
é pouco explorado (Wilkinson, Micklefield, 2007; Challis, 2008; Singh et al., 2017; Morone
etal., 2019). Isso porque, em condi¢Ges padronizadas de cultura em laboratorio, pode ocorrer
que apenas uma fracdo do potencial biossintético seja expresso e, portanto, apenas algumas

estruturas quimicas sejam produzidas (Scherlach, Hertweck, 2009; Wasil et al., 2013).
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Outros trabalhos supdem que a producao de metabdlitos secundarios resulta da interacdo de
um organismo com seu ambiente e que quanto mais desafiador esse ambiente, maior a
diversidade de produtos naturais sintetizados por esses organismos (Scherlach; Hertweck,
2009). Assim, é provavel que a biosfera ndo cultivada tenha um potencial biossintético muito
maior, especialmente onde nichos ecoldgicos favorecem a producdo de compostos com
atividades terapéuticas (Kwan, 2018).

Por conta disso, diferentes abordagens no cultivo e na procura de metabdlitos
secundarios de microrganismos tém sido propostas (Scherlach, Hertweck, 2009). E
despontam trabalhos na literatura que avaliam a possibilidade do aproveitamento comercial
da biomassa ambiental de cianobactérias (Macario et al., 2021; Massa et al., 2022).

Os principais desafios na investigacao do perfil quimico de uma biomassa complexa,
tanto no &mbito da avaliacdo de risco quanto no ambito do aproveitamento biotecnoldgico,
séo a grande diversidade estrutural dos cianopeptideos produzidos por cianobactérias, a falta
de padrdes de referéncia e os altos requisitos analiticos para identificacdo e quantificacdo de
compostos em matrizes ambientais (Janssen, 2019).

Nesse cenario, as ferramentas metabolémicas e bioinformaticas se apresentam como
abordagens altamente eficazes para a identificacdo de compostos tdxicos em estudos de
avaliacdo de risco ambiental, proporcionando uma analise mais agil e reduzindo o consumo
de reagentes. Ainda, em estudos de desreplicacdo e caracterizacdo, essas ferramentas
permitem a priorizacao de compostos com potencial para serem explorados comercialmente.
O uso dessas metodologias, como mostrado por esse trabalho, pode ajudar a responder as
perguntas levantadas e obter respostas mais precisas e abrangentes para o entendimento e
uso de biomassas de cianobactérias ambientais, transformando o que até agora é apenas um
problema ecoldgico em fonte de moléculas bioativas através de um manejo seguro e

sustentavel.
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APENDICE

Figura Al: Grafico de dispersdo (scatter plot) dos resultados gerados pela plataforma NP
Analyst da analise de correlacdo de bioatividade entre os compostos presentes nas diferentes
fracBes do extrato orgénico da biomassa de cianobactérias e a bioatividade observada nos
ensaios de toxicidade aguda.
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Figura A2: Grafico de dispersao (scatter plot) dos resultados gerados pela plataforma DAF
discovery da andlise de correlagdo de bioatividade entre os compostos presentes nas
diferentes fracdes do extrato organico da biomassa de cianobactérias e a bioatividade
observada nos ensaios de toxicidade aguda.
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Figura A3: Estrutura molecular dos aminoacidos do tipo micosporinas (MAAS)
encontradas no extrato aquoso produzido a partir da biomassa coletada no lago artificial do
Museu Mariano Procdpio, na cidade de Juiz de Fora, MG.
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