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Abstract 

 Obesity is one of the main threats to human health, causing more than 4 million 

deaths per year worldwide, in addition to being strongly associated with other pathologies. 

Currently, as an alternative to drugs on the market, research has focused on discovering 

products of natural origin for the treatment of diseases. Natural compounds have shown 

promising anti-obesity properties, and cyanobacteria are considered a source of these 

compounds, called secondary metabolites, with biological activity. 

 In this work, Cyanobium sp. LEGE06097, a cyanobacterium with previously 

described anti-obesity activity, was exposed to various light and temperature conditions and 

tested for lipid reduction activity using zebrafish larvae. An anti-obesity bioassay was also 

carried out with the same culture, but coming directly from the vivarium (BOGA), in order to 

analyze whether the growth conditions and/or the biomass extraction methods affected the 

production of metabolites. The objective was to discover the culture conditions that 

potentiated the anti-obesity activity and, consequently, the production of responsible 

metabolites. The metabolic profiles of extracts of interest were characterized by mass 

spectrometry (LC-MS/MS), and a molecular network was produced in order to compare 

active and non-active samples to identify unique metabolites.  

 The results of the light and temperature experiments suggested that the responsible 

metabolites are not synthesized under chosen stress conditions, but that the extraction 

methodology influenced the obtained results. The DM-B fraction, belonging to the culture of 

the strain LEGE06097 under BOGA conditions, from the extraction with dichloromethane 

and methanol, followed by the ABC fractionation, revealed significant antiobesity activity (p 

<0.05). In contrast, methanol extraction from the same cyanonbacterial culture conditions 

did not result in anti-obesity activity. The molecular networks between both extraction 

methodologies allowed the putative identification of several MS/MS mass peaks, unique to 

the active sample. Some of those had matches in the mass spectrometry databases (1st 

analysis: 63,16% and 2nd: 35,71%), while others were unknown (1st analysis: 36,84% and 

2nd: 64,29%) and could represent new molecules. Of all the compounds identified, only the 

compound Pheophytin A seemed to have a connection with anti-obesity activities, which 

could be the origin of the observed bioactivity, but any other of the identified compounds, 

even the unknown ones, could also be responsible for it. More experiments are needed to 

validate these results.  
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Resumo 

 Atualmente, a obesidade é uma das principais ameaças à saúde humana, causando 

mais de 4 milhões de mortes por ano em todo o mundo, além disso, está fortemente 

associada a outras patologias. Como alternativa aos fármacos no mercado, a pesquisa 

tem-se focado na descoberta de produtos de origem natural para o tratamento de doenças. 

Compostos naturais têm mostrado propriedades promissoras anti-obesidade, sendo as 

cianobactérias consideradas uma fonte desses compostos, denominados metabolitos 

secundários, com atividade biológica.  

 Neste trabalho, Cyanobium sp. LEGE06097, uma cianobactéria com atividade anti-

obesidade anteriormente descrita, foi exposta a várias condições de luz e temperatura, e 

testada para atividade redutora de lípidos, usando larvas de peixe-zebra. Também foi 

realizado um bioensaio anti-obesidade com a mesma cultura, mas proveniente diretamente 

do biotério (BOGA), a fim de analisar se as condições de crescimento e/ou os métodos de 

extração de biomassa afetavam a produção de metabolitos. O objetivo era descobrir as 

condições de cultura que potenciavam a atividade anti-obesidade e, consequentemente, 

os metabolitos responsáveis. Os perfis metabólicos dos extratos de interesse foram 

caracterizados por espectrometria de massa (LC-MS/MS), e redes moleculares foram 

produzidas com o intuito de comparar amostras ativas e não ativas para identificação de 

metabolitos únicos. 

 Os resultados das experiências da luz e temperatura sugeriram que os metabolitos 

responsáveis não foram sintetizados nas condições de stress escolhidas, mas que a 

metodologia de extração influenciou os resultados obtidos. A fração DM-B, pertencente à 

cultura da estirpe LEGE06097, com as condições do BOGA, proveniente da extração com 

diclorometano e metanol, seguida de fracionamento ABC, revelou atividade anti-obesidade 

significativa (p < 0,05). Em contraste, a extração de metanol efetuada com as mesmas 

condições de cultura, não resultou em atividade anti-obesidade. Foram efetuadas duas 

redes moleculares que permitiram a identificação putativa de vários picos de massa 

MS/MS, exclusivos da amostra ativa. Alguns deles tinham correspondência nas bases de 

dados de espectrometria de massa (1ª análise: 63,16% e 2ª: 35,71%), enquanto outros 

eram desconhecidos (1ª análise: 36,84% e 2ª: 64,29%) e podiam representar novas 

moléculas. De todos os compostos identificados, apenas Pheophytin A pareceu ter ligação 

à atividade anti-obesidade, podendo estar na origem da bioatividade observada, sendo que 

qualquer outro dos compostos identificados, até os desconhecidos, também pode ser 

responsável pela mesma. Mais ensaios são necessários para validar estes resultados. 
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1. Introdução 

 A introdução deste trabalho irá focar-se principalmente na problemática da 

obesidade em todo o mundo e o potencial dos microrganismos, em particular das 

cianobactérias, para produzir compostos secundários naturais que podem ajudar na 

superação ou no melhoramento desta doença crónica. 

 

1.1. Obesidade 

 A obesidade é considerada uma epidemia mundial, visando não só os adultos, mas 

também os mais jovens. Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), até 2016, 

existiam 1,9 biliões de adultos com excesso de peso, dos quais 650 milhões eram obesos 

(39% e 13% da população mundial, respetivamente). O excesso de peso também afeta a 

população mais jovem, sendo que, em 2020, 39 milhões de crianças com menos de 5 anos 

de idade apresentavam excesso de peso ou eram obesas (World Health Organization, 

2021). Esta doença afeta mais de 28% da população portuguesa, além de que quase 40% 

da população apresenta excesso peso (Gaio et al., 2018). Também apresenta 

consequências económicas, sendo que em Portugal a obesidade e as suas comorbidades 

foram estimadas em mais de 199 milhões de euros num único ano, e o impacto económico 

global da obesidade foi estimado em 2,0 triliões de dólares, o que representa quase 3% do 

produto interno bruto (PIB) global (Pereira e Mateus, 2003; Tremmel et al., 2017). A 

obesidade pode ser definida como uma doença metabólica complexa, caracterizada por 

um acúmulo anormal ou excessivo de gordura nos adipócitos, seja pelo aumento em 

número (hiperplasia) ou pelo aumento do tamanho (hipertrofia) dos mesmos. Estas células 

são importantes reguladores do metabolismo e da homeostase de todo o corpo, produzindo 

hormonas como a adiponectina, que regula o metabolismo da glicose e dos lípidos, ou 

como a leptina que regula a ingestão de alimentos e a energia (Castro et al., 2016). 

 Um indivíduo é considerado com excesso de peso, se tiver um índice de massa 

corporal (IMC) igual ou superior a 25 kg/m2, obeso com um IMC igual ou superior a 30 

kg/m2 e obeso mórbido caso tenha um IMC superior a 40 kg/m2 (Mitchell et al., 2011). 

 A obesidade é uma das doenças que integra o grupo de doenças crónicas não- 

transmissíveis (DCNT). As DCNT podem ser caracterizadas como doenças com história 

natural prolongada, múltiplos fatores de risco complexos, interação de fatores etiológicos 

desconhecidos, causa desconhecida, presença ou ausência de microrganismos entre os 

determinantes da doença, longo período de latência, longo período assintomático, 

manifestações clínicas com períodos de alívio momentâneo dos sintomas e posterior 



2 
 

agravamento dos mesmos, lesões celulares irreversíveis e evolução para diferentes graus 

de incapacidade ou até levar à morte (Pinheiro et al., 2004). 

  Nos mamíferos, existem dois tipos principais de gorduras que compõem o tecido 

adiposo: os adipócitos brancos, responsáveis pelo armazenamento de energia, e os 

adipócitos castanhos, responsáveis pela termorregulação, permitindo a manutenção da 

temperatura corporal. Segundo Castro et al., 2016,  a obesidade é uma doença inflamatória 

crónica, caracterizada pela existência de uma acumulação anormal de adipócitos, em 

particular hiperplasia, o que se torna um sério risco para a saúde, uma vez que estes têm 

muitos outros papéis essenciais no organismo, tais como respostas imunitárias, regulação 

endócrina, lactação e fornecimento de energia. Portanto, várias doenças crónicas são 

consequência direta da obesidade, tais como hipertensão, problemas respiratórios e 

cardiovasculares, diabetes (Diabetes Mellitus Tipo 2 – DMT2), apneia do sono, 

dislipidemia, perturbações músculo-esqueléticas e, por fim, alguns tipos de cancro (Kang 

e Park, 2012; Rodgers et al., 2012; Hruby e Hu, 2015; Daneschvar et al., 2016). Segundo 

a Associação Americana de Diabetes, cerca de 90% dos casos de DMT2 resultam de peso 

corporal excessivo, facto pelo qual as sociedades profissionais recomendam a perda de 

peso como peça-chave inicial no tratamento de doentes com DMT2 obesos ou com 

excesso de peso. Além disso, verifica-se um aumento de cinco a seis vezes de casos de 

hipertensão em indivíduos obesos, comparando com o número de casos nos indivíduos 

com peso normal (Stamler et al., 1978). 

 Assim, a obesidade é uma perturbação metabólica extremamente complexa que 

ocorre devido a um balanço energético positivo entre o consumo calórico elevado e o baixo 

consumo de energia (González-Muniesa et al., 2017). No entanto, a obesidade não ocorre 

apenas devido a um distúrbio alimentar ou a um estilo de vida sedentário, mas pode, de 

facto, ser influenciada por vários outros aspetos, tais como fatores biológicos, ambientais, 

de desenvolvimento, socioeconómicos e genéticos (Blüher, 2019; González-Muniesa et al., 

2017; Hruby e Hu, 2015; Srivastava e Apovian, 2018). 

 Esta doença ganhou uma maior importância nos últimos anos à medida que os 

números estão a crescer e a solução parece estar longe de ser alcançada. Nenhuma outra 

tentativa feita, quer através de dieta, cirurgia ou mesmo medicamentos, está a obter 

resultados na resolução desta ameaça à saúde, de forma permanente e saudável, apesar 

dos esforços feitos pela comunidade médica e organizações privadas e governamentais 

(Urbatzka et al., 2018). Sendo que é bom salientar que a melhor solução para o combate 

a esta doença seria a mudança prévia nos hábitos alimentares e no estilo de vida, tendo 

uma alimentação mais saudável, auxiliada pela prática de exercício físico regular. Portanto, 

até hoje, nenhuma cura fácil, rápida e única foi encontrada. 
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1.1.1. Tecido adiposo 

 O tecido adiposo dos humanos é subdividido em tecido adiposo branco (TAB) e 

castanho (TAM). O TAB, localizado perifericamente nas regiões subcutânea e visceral, 

armazena energia sob a forma de triglicerídeos e participa na regulação do balanço 

energético mediante processos de lipogénese e lipólise. O TAM, que pode estar  localizado 

em diversas regiões do corpo apresenta função termogénica, é mais vascularizado, possui 

maior número de mitocôndrias e diminui com a idade (Leite et al., 2009).  

 O tecido adiposo passa por um processo de remodelação continuamente dinâmico 

que mantém a saúde do tecido e permite a adaptação às alterações no aporte de 

nutrientes. Este processo no estado obeso é acelerado patologicamente a uma capacidade 

quase ilimitada de expansão do tecido, por hiperplasia ou hipertrofia. Esta expansão pode 

levar a diversos efeitos, incluindo redução da remodelação angiogénica (hipoxia), 

superprodução da matriz extracelular, infiltração de células imunes e subsequentes 

respostas inflamatórias, caracterizando disfunção do tecido adiposo. Deste modo, a 

obesidade pode transformar uma mera estratégia adaptativa numa síndrome metabólica, 

que consiste numa agregação de fatores de risco cardiovasculares representada por 

hipertensão arterial, obesidade abdominal, hipertrigliceridemia, baixa concentração de 

lipoproteínas de alta densidade e intolerância à glicose, dando origem às chamadas 

comorbidades associadas à obesidade, já revisadas em vários artigos (Gustafson et al., 

2013; Lee et al., 2010; Sun et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1- Imagem representativa da expansão do tecido adiposo por hiperplasia e hipertrofia (adaptado de flores et al.,2011) 
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1.2. Estratégias de tratamento para obesidade e mecanismos 

de ação de drogas anti-obesidade 

 Estratégias complementares são cada vez mais necessárias para a superação 

desta problemática que é a obesidade, além de todas as ações já existentes para minimizar 

as complicações associadas, que hoje se centram praticamente no tratamento cirúrgico e 

farmacológico. 

 Embora ultimamente se tenha observado uma mudança gradual no estilo de vida 

da população, tal como nos seus hábitos alimentares, e no aumento da atividade física, 

tudo isto não combate a doença, apenas pode ajudar na sua prevenção. Em casos mais 

urgentes tem sido realizada a cirurgia bariátrica, o que não tem sido suficiente para tratar 

a obesidade e as comorbidades associadas (Jakobsen et al., 2018). A cirurgia bariátrica 

deve ser considerada adequada para adultos obesos mórbidos, uma vez que as 

complicações cirúrgicas ou a necessidade de reoperação são bastante frequentes. Estas 

intervenções são comprovadamente eficazes para a perda de peso e melhora das 

comorbidades nesses casos e, por consequência, na qualidade de vida e mortalidade geral 

(Kang e Park, 2012). Por outro lado, a farmacoterapia geralmente é aplicada em pacientes 

obesos para reduzir os riscos à saúde relacionados à obesidade e também para melhorar 

a qualidade de vida, seja visando o consumo ou a absorção de alimentos (Rodgers et al., 

2012; Yumuk et al., 2015). No entanto, os medicamentos anti-obesidade existentes são 

considerados um tratamento complementar, pois o seu sucesso a longo prazo é limitado. 

Muitos efeitos colaterais adversos já se observaram e, uma vez que o medicamento é 

interrompido, existe uma forte possibilidade de recuperar o peso (Kang e Park, 2012). A 

terapêutica farmacológica foi proposta como um adjuvante à dieta e às mudanças no estilo 

de vida, de forma a melhorar a manutenção da perda de peso (Cannon e Kumar, 2009). 

 Os medicamentos anti-obesidade podem ser divididos em quatro grupos, 

dependendo do mecanismo de ação destes. Podem ser medicamentos que suprimem o 

apetite, medicamentos que aumentam a sensibilidade à insulina, medicamentos que visam 

co-transportadores de sódio/glicose e medicamentos que diminuem a absorção de lípidos 

(Castro et al., 2016). 

 No entanto, a principal questão quando se fala em medicamentos anti-obesidade, 

são os possíveis efeitos colaterais que podem ser problemáticos e perigosos, e por isso as 

principais agências reguladoras, EMA (Agência Europeia de Medicamentos) e FDA 

(Administração de Alimentos e Medicamentos), retiraram a maioria do mercado 

(Daneschvar et al., 2016; Kang e Park, 2012; Rodgers et al., 2012; Yumuk et al., 2015). No 

que se refere ao tratamento farmacológico da obesidade, até ao ano de 2016, apenas cinco 

medicamentos foram aprovados pela FDA, incluindo três deles pela EMA (Daneschvar et 
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al., 2016). Os medicamentos aprovados por ambas as agências foram a combinação de 

bupropiona/naltrexona, orlistat e liraglutida (Yumuk et al., 2015). 

  A combinação de naltrexona com bupropiona culminou em diversas vantagens, 

sendo assim aceite tanto pela FDA quanto pela EMA (Kang e Park, 2012), sendo que 

também já foram aprovadas separadamente para outros tipos de tratamentos clínicos. No 

entanto, apesar do modo de ação destes medicamentos ainda não ser totalmente 

compreendido, e de já terem apresentado diversos efeitos colaterais tais como náuseas, 

dores de cabeça, tonturas, podendo até ter possíveis efeitos no coração e vasos 

sanguíneos e aumentar o risco de convulsões, estes foram aprovados pela EMA em 2015 

(Kang e Park, 2012; Srivastava e Apovian, 2018; Yumuk et al., 2015). No caso dos 

medicamentos que diminuem a absorção de lípidos, por meio da inibição das lípases, a 

absorção gastrointestinal de lípidos será diminuída, pois a hidrólise dos triglicerídeos da 

dieta será evitada. Consequentemente, as gorduras serão excretadas inalteradas em vez 

de serem alteradas na forma de ácidos gordos e monoglicerídeos, que são posteriormente 

absorvidos pelos enterócitos (Costa et al., 2009). Por este motivo, inibidores de lípase já 

têm sido utilizados como agentes anti-obesidade, como é o caso do orlistat, que é uma 

droga sintética derivada da lipstatina, um produto natural isolado da bactéria Streptomyces 

toxytricini (Castro et al., 2016). Este medicamento anti-obesidade aprovado, é um inibidor 

potente e seletivo das lípases gástricas e pancreáticas. Previne a degradação dos lípidos 

da dieta, resultando na excreção de mais de 30% das gorduras ingeridas em ensaios 

clínicos. No entanto, embora o orlistat tenha sido aprovado pela EMA em 2006, já 

demonstrou poder gerar lesões renais agudas ocasionais, que podem ocorrer devido a 

distúrbios na absorção de gordura (Castro et al., 2016; Kang e Park, 2012; Yumuk et 

al.,2015). Por último, o liraglutido aumenta a insulina e suprime o glucagon para controlar 

o nível de açúcar no sangue, que é normalmente utilizado para controlar a diabetes. Este 

composto demonstrou resultar em perda de peso e foi aprovado pelo FDA em 2015. Alguns 

dos efeitos colaterais deste medicamento podem ser náuseas e pancreatites (Kang e Park, 

2012; Srivastava e Apovian, 2018; Yumuk et al., 2015). 

 Apesar de alguns efeitos colaterais mais ameaçadores associados ao uso 

terapêutico destes fármacos para a perda de peso, eles foram aprovados devido à sua 

relação risco-benefício aceitável. No entanto, é crucial e urgente desenvolver 

medicamentos mais seguros como parte de uma estratégia abrangente para o controlo 

desta doença.  

 Devido aos efeitos colaterais prejudiciais de muitos compostos, o potencial dos 

produtos naturais para serem usados como agentes anti-obesidade tem sido, mais 

recentemente, investigado para encontrar novas estratégias de desenvolvimento de 

medicamentos. No entanto, é importante não descurar a complexidade desta doença 
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metabólica para criar nutracêuticos mais eficazes e seguros que possam combater a 

obesidade e suas comorbidades relacionadas (Costa-Lotufo et al., 2009). 

 

1.3. Compostos naturais com atividade anti-obesidade 

 As novas estratégias de pesquisa e desenvolvimento de medicamentos têm 

aumentado nos últimos anos e cada vez mais se centram em fármacos sintéticos ou 

baseados em produtos naturais. Muitos dos compostos naturais já estudados, 

demonstraram possuir atividades para a prevenção ou tratamento da obesidade e outras 

doenças como cancro e diabetes (Carrageta et al., 2018; Karri et al., 2019). 

 Os compostos naturais apresentam estruturas químicas interessantes, porém, tais 

compostos devem ser submetidos a testes toxicológicos, em laboratório, tal como os 

compostos sintéticos (Khan et al., 2019). A maioria dos compostos naturais com 

propriedades anti-obesidade descritos na literatura científica são fenóis ou polifenóis 

(Ojulari et al., 2019). Os  polifenóis  são  compostos  que possuem  propriedades  

antioxidantes  conhecidas  e estão  naturalmente  presentes  em  plantas.  São classificados 

como flavonoide, não flavonoide, ácido fenólico, flavonol, flavona, isoflavona, flavanona, 

antocianidina, flavanol e lignana (Ferreira, 2020) e a diferença entre eles está nas suas 

estruturas químicas, com a presença de um ou mais anéis aromáticos, ligados a um ou 

mais grupos hidroxila. Além  de  atuarem  como  antioxidantes, possuem ainda 

propriedades anti-inflamatórias, anti-cancerígenas, anti-envelhecimento e anti-obesidade 

(Link et al., 2010; Bakker et al., 2010). Os efeitos anti-obesidade dos polifenóis tem sido 

pesquisados, e estudos celulares in vitro  e  in  vivo  demonstraram  que  os  compostos  

polifenólicos  reduzem  a  viabilidade  dos adipócitos  e  a  proliferação  de  pré-adipócitos,  

suprimem  a  diferenciação  dos  adipócitos  e  o acúmulo  de  triglicerídeos, estimulam a 

lipólise e a β-oxidação  de  ácidos  gordos,  e  reduzem  a inflamação.  Simultaneamente,  

os  polifenóis  modulam  vias  de  sinalização  que  regulam  a adipogénese (Wang et al., 

2014). Alguns dos compostos fenólicos foram descritos como tendo propriedades anti-

obesidade, por exemplo galato de epigalocatequina presente no chá verde, que promove 

um aumento da oxidação de ácidos gordos, estimulação da lipólise e melhora da 

termogénese (Arraes e Funchal, 2017) e a catequina que auxilia no aumento do gasto de 

energia e metabolismo, redução  do  peso  e  gordura  corporal,  aumento  da  oxidação  

lipídica,  melhora  da  atividade insulínica  e  aumento  da  atividade  do  sistema  nervoso  

simpático  pela  inibição  de  catecol-O-metil transferase, enzima responsável pela quebra 

de noradrenalina (Chen et al., 2009). Estudos  realizados  em  ratos  confirmaram  os  

efeitos  benéficos  da epigalocatequina-3-galato (EGCG) ou do extrato de chá verde sobre 

parâmetros relacionados com a obesidade, incluindo redução do peso corporal, massa 
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adiposa, lípidos totais, colesterol e triglicerídeos no fígado e no plasma, além de redução 

da resistência à insulina (Jones et al., 2014; Tian et al., 2013) e resultados semelhantes 

foram encontrados em estudos realizados com humanos (Ueda e Ashida, 2012; Suliburska 

et al., 2012), sendo que o  consumo  de  chá  verde,  nas  formas  de  EGCG  ou  extrato  

de  chá  verde,  com  ou  sem cafeína,  por  indivíduos  obesos,  reduziu  o  peso  corporal, 

IMC,  circunferência  da  cintura  e  do quadril, gordura corporal total e gordura abdominal 

visceral e subcutânea (Wang et al., 2014). 

 Pesquisas recentes também provaram que extratos brutos e compostos isolados 

como metabolitos secundários de diferentes fontes naturais, como plantas, cianobactérias, 

fungos ou fitoplâncton, possuem atividades anti-obesidade, por exemplo patentearam (US 

8247001 B2) o produto anti-obesidade e o método de preparação do extrato alcoólico de 

sementes de Cassia obtusifolia, que contém as antraquinonas aurantio-obtusina, 

obtusifolina e seus glicosídeos, para uso no tratamento da obesidade e doenças 

metabólicas e hepáticas relacionadas (Huang et al., 2013). Tzeng et al., 2012, na sua 

investigação à cerca dos efeitos anti-obesidade e anti-hiperlipidémicos de emodin, 

descobriram que esta antraquinona causou reduções relacionadas à dose no triglicerídeo 

hepático e conteúdo de colesterol, e diminuição do acúmulo de gotículas de lípidos 

hepáticos em ratos alimentados com dieta rica em gordura (Noinart et al., 2017). 

 Estes compostos naturais auxiliam na perda de peso, tendo como alvo diferentes 

partes do corpo, dependendo do seu mecanismo molecular. Um dos modos de ação 

possível é a inibição das lípases, que impede a absorção intestinal da gordura da dieta. 

  Os produtos naturais também podem atuar como supressores do apetite, 

regulando a fome por meio de diversas hormonas e neurotransmissores como a histamina 

e serotonina (5-HT), por exemplo esta última desempenha um importante papel no sistema 

nervoso, com diversas funções, como a liberação de algumas hormonas, regulação do 

sono, temperatura corporal, apetite, humor, atividade motora e funções cognitivas, posto 

isto, alterações nos níveis de 5-HT (baixos níveis ou problemas na sinalização com o 

recetor) têm sido relacionadas ao aumento do desejo de ingerir doces e carboidratos. Com 

quantidades normais de 5-HT, a pessoa atinge mais facilmente a saciedade e consegue 

ter um maior controlo sobre a ingestão de açúcares. Os níveis adequados deste 

neurotransmissor no cérebro dependem da ingestão alimentar de triptofano (aminoácido 

precursor da serotonina) e de carboidratos (Naves e Paschoal, 2007; Lam et al., 2008). 
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1.4. Produtos naturais marinhos com atividade anti-obesidade  

 Organismos marinhos como é o caso de fungos marinhos, cianobactérias, algas e 

esponjas, têm sido estudados como fontes de compostos com diversas ações benéficas 

aplicadas na medicina (atividade anticancerígena, anti-inflamatória, antiviral, antibacteriana 

e anticoagulante) ou na indústria (cosméticos e nutracêuticos), biotecnologia e agricultura 

(Kiuru et al., 2014). No entanto, a sustentabilidade e a segurança são os conceitos chave 

no processo de transformação de compostos marinhos em produtos industriais (Kiuru et 

al., 2014). 

 Algas e cianobactérias já começam a ganhar grande atenção em relação aos 

recursos orgânicos, o que pode ser explicado pela presença de uma quantidade abundante 

de moléculas bioativas com estruturas químicas interessantes (Heydarizadeh et al., 2013).  

 O consumo de organismos marinhos e compostos bioativos marinhos como é o 

caso de peixes, tunicados, esponjas, crustáceos, fungos, cianobactérias e algas, 

demonstrou ter a capacidade de reduzir a incidência de doenças crónicas, incluindo 

obesidade (Hu et al., 2016; Suleria et al., 2016). Assim, os produtos naturais marinhos 

podem reduzir a inflamação e a resistência à insulina, auxiliando na perda de peso (Castro 

et al., 2016; Hu et al., 2016).  

 Um dos compostos que tem forte potencial de perda de peso é a fucoxantina, 

isolada da alga marinha Undaria pinnatifida, que pode reduzir o stress oxidativo e tem 

efeitos antidiabéticos e anti-obesogénicos. A fucoxantina demonstrou estimular o gasto de 

energia, causando uma diminuição no ganho de peso corporal e gordura abdominal em 

ratos alimentados com uma dieta rica em gordura C57BL / 6J (Yang et al., 2019). 

 Extratos de água quente de Gelidium amansii provaram em ensaios anteriores que 

produzem efeitos benéficos na redução do peso corporal e do tecido adiposo, no colesterol 

total no plasma, nos níveis de triglicerídeos e no acúmulo de lípidos hepáticos em hamsters 

obesos (Yang et al., 2017) 

 Um extrato metanólico de Eisenia bicyclis, uma alga marinha castanha, composta 

principalmente por florotaninos, inibiu a lípase pancreática e a diferenciação de adipócitos, 

reduzindo assim o acúmulo de lípidos e o consumo de glicose (Castro et al., 2016; Wan-

Loy e Siew-Moi, 2016). Outro composto com potencial para ajudar na perda de peso é o 

fucoidan, extraído da alga castanha Sargassum henslowianum. Este pertence a um grupo 

de polissacarídeos sulfatados que podem estimular a lipólise usada para mobilizar a 

energia armazenada durante o jejum ou o exercício (Castro et al., 2016). Este composto 

pode também reduzir os níveis de colesterol e triglicerídeos no sangue em ratos 

alimentados com um dieta rica em gordura BALB / c (Wan-Loy e Siew-Moi, 2016). 
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 A macroalga verde Caulerpa okamurae é rica em minerais, fibras, vitamina A, 

vitamina C, alcaloides, β-sitosterol e ácidos gordos insaturados essenciais (Sharma et al., 

2017). Um estudo conduzido por Sharma et al. 2017, revelou que extratos desta alga 

marinha diminuíram o peso corporal e o tecido adiposo, e os perfis de lípidos hepáticos 

plasmáticos em ratos induzidos com uma dieta rica em gordura via regulação da 

adipogénese, além de inibir fortemente o acúmulo de lípidos nos adipócitos 3T3-L1 e 

reduzir a expressão de PPAR- γ e C / EBPα. 

 Os alginatos são um polissacarídeo gelificante extraído de algas marinhas 

castanhas que também demonstraram poder controlar o apetite humano, produzindo uma 

sensação de saciedade pós-prandial, levando a uma ingestão reduzida de alimentos, com 

forte potencial de perda de peso (Castro et al., 2016; Jensen et al., 2012). 

  

1.5. Cianobactérias como potencial fonte para o tratamento da 

obesidade 

 As cianobactérias são um grupo primitivo de procariontes fotossintéticos gram-

negativos, tanto planctónicos quanto bentónicos, e estão distribuídas mundialmente num 

amplo espectro de condições ambientais (Brito et al., 2015; Sharma et al., 2011; Singh et 

al., 2005). Estas devido à sua  longa história evolucionária, com seus primeiros registos 

fósseis datados em 3,5 biliões de anos, foram capazes de colonizar praticamente todos os 

ecossistemas do planeta (Molica e Azevedo, 2009).Também possuem mecanismos que 

permitem tolerar a incidência de raios ultravioleta (UV), concentrações elevadas de metais 

pesados, baixas concentrações de oxigénio, temperaturas baixas e altas e podem até ser 

encontradas em desertos (Whitton e Potts, 2000). 

 As cianobactérias conseguem desenvolver-se abundantemente em águas doces e 

marinhas, com elevadas cargas de nutrientes.  

  Embora algumas cianobactérias possam desencadear doenças gastrointestinais, 

danos renais e hepáticos, estas também apresentam várias propriedades benéficas, como 

atividade anticancerígena, antimicrobiana e anti-inflamatória, por exemplo. Por essas 

razões, as cianobactérias têm diversos usos biotecnológicos, farmacêuticos, cosméticos e 

industriais (Mazard et al., 2016; Singh et al., 2017).   

 Possuem numerosas vias biossintéticas que levam à produção de metabolitos 

secundários, estruturalmente diversos e biologicamente ativos, que estão regularmente 

envolvidos na causa ou no tratamento de doenças, como é o caso da obesidade, pois 

contêm componentes interessantes como carotenoides, ficocianina, fibras, ácido γ-linoleico 

e esteróis vegetais que auxiliam na perda de peso (Dittmann et al., 2015).  
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 Extratos de cianobactérias contendo compostos bioativos, como é o caso de 

proteínas, lípidos, polissacarídeos, óleos, vitaminas, terpenos, ésteres, polifenóis, clorofilas 

e carotenoides exibem também propriedades antibacterianas, antifúngicas, antioxidantes 

e anticancerígenas, e por isso que cada vez mais são procuradas para o desenvolvimento 

de novos medicamentos (Michalak e Chojnacka, 2015).  

  Um exemplo conhecido é a Arthrospira (anteriormente conhecida como Spirulina), 

pertencente à ordem Oscillatoriales, tem sido consumida mundialmente devido aos seus 

efeitos benéficos para a saúde, sendo que possui atividades anti-tumoral, anti-inflamatória, 

anti-hiperglicerolemia, anti-hipercolesterolemia e antiviral (Castro et al., 2016). As três 

principais espécies que possuem efeitos terapêuticos são Arthrospira platensis, Arthrospira 

maxima e Arthrospira fusiformis. Atualmente esta cianobactéria está disponível para venda 

ao público e não requer receita médica. É utilizada como suplemento dietético, sendo que 

demonstrou reduzir os níveis de colesterol e triglicerídeos hepáticos em ensaios clínicos 

em humanos, auxiliando assim na prevenção e tratamento da obesidade (Castro et al., 

2016; Cheong et al., 2010; Park e Lee, 2016; Szulinska et al., 2017; Yang et al., 2011). 

 Segundo Gerwick et al., 2008, a maioria dos metabolitos secundários promissores 

tendem a ser produzidos por cianobactérias marinhas filamentosas. Mais recentemente, os 

autores Vijayakumar et al., 2016 e Mi et al., 2017 confirmaram que a maioria dos 

metabolitos secundários eram isolados de cianobactérias da ordem Oscillatoriales e mais 

precisamente dos géneros Oscillatoria, Lyngbya, Moorea e Okeania, nos quais 58% dos 

produtos naturais relatados seriam do género Oscillatoria e 35% de Lyngbya. 

 Outras cianobactérias como Nostoc commune var. sphaeroides Kützing (N. 

commune) podem auxiliar no controlo do peso. N. commune tem potencial para reduzir a 

absorção intestinal de colesterol e pode estimular a excreção de esteróis, por meio do seu 

efeito hipocolesterolémico (Castro et al., 2016; Rasmussen et al., 2009; Yang et al., 2011). 

 Por meio de ensaios in vivo e in vitro, caracterização bioquímica e avaliação 

toxicológica, estudos anteriores descobriram frações promissoras de cianobactérias, 

devido à presença de compostos não identificados com potenciais efeitos anti-obesidade 

(por exemplo, na redução de lípidos) (Costa el al., 2019). Descobriu-se que compostos 

derivados da clorofila encontrados em cianobactérias marinhas, reduzem os lípidos nas 

larvas de peixe-zebra (Freitas et al., 2019). Assim, as cianobactérias contêm um forte 

potencial de possuir outros compostos bioativos desconhecidos, não tóxicos e com 

propriedades anti-obesidade (Costa et al., 2019; Freitas et al., 2019). 

 O Centro Interdisciplinar de Investigação Marinha e Ambiental (CIIMAR) acolhe uma 

coleção de cultura de cianobactérias (LEGE-CC) com cerca de 400 estirpes de 

cianobactérias - principalmente recolhidas em ambientes de água doce, estuarinos e 

marinhos (Ramos et al., 2018). Uma pequena parte dessa diversidade química já foi 
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explorada para a identificação de atividades anticancerígenas (Costa et al., 2014), no 

entanto, o potencial anti-obesidade só há pouco começou a ser analisado. 

 As cianobactérias podem ser classificadas em cinco subsecções principais, onde a 

subsecção I (Chroococcales) e II (Pleurocapsales) representam as bactérias unicelulares 

e a subsecção III (Oscillatoriales), IV (Nostocales) e V (Stigonematales) compreendem as 

estirpes filamentosas (Brito et al., 2012). 

 

1.6. Organismos modelo fisiologicamente relevantes para o 

estudo da obesidade: Peixe-zebra 

 Bioensaios são importantes para a triagem de bioatividades de amostras derivadas 

de compostos naturais, bibliotecas de extratos ou frações (Carten e Farber, 2009). Os 

modelos experimentais cada vez mais se tornam uma ferramenta indispensável para 

estudar vários distúrbios humanos, e existem diferentes abordagens possíveis para avaliar 

a atividade anti-obesidade de produtos naturais, por exemplo, usando linhas celulares 

estáveis in vitro. No entanto, as células não representam nem a complexidade de um 

organismo inteiro, nem a sua interação entre diferentes tecidos ou órgãos, o que é 

particularmente importante para a obesidade, sendo ela uma doença complexa. Além 

disso, muitos compostos ativos em sistemas in vitro, não se traduzem em fármacos 

eficazes in vivo ou podem vir a  apresentar problemas de toxicidade.  

 A utilização de organismos aquáticos em investigação iniciou-se no século XVII, 

mas foi há cerca de 200 anos que a utilização de peixes como organismos-modelo se 

começou a desenvolver. Nos últimos anos, o peixe-zebra (Danio rerio), um pequeno 

teleósteo de água doce, tornou-se um organismo modelo atraente para a pesquisa em 

várias áreas de investigação, incluindo a biomédica, pois apresenta vantagens logísticas 

consideráveis em relação aos modelos clássicos de vertebrados, como é o caso do rato 

(Giacomotto e Ségalat, 2010; Hölttä-Vuori et al., 2010; Nguyen et al., 2013; Tabassum et 

al., 2015). 

 O peixe-zebra apresenta alta homologia fisiológica e genética com os mamíferos, 

pois possui vias endócrinas e neurais bem desenvolvidas, alta sensibilidade a alterações 

ambientais, custo relativamente baixo de manutenção, facilidade de manipulação 

experimental, alta fecundidade, disponibilidade de modelos adultos e larvais,  e por último 

condições de cultura compatíveis com triagem de alto rendimento para larvas (Giacomotto 

e Ségalat, 2010; Hölttä-Vuori et al., 2010; Oka et al., 2010; Nguyen et al., 2013; Tabassum 

et al., 2015).  Este modelo, mesmo na fase larval, apresenta uma resposta rápida à eficácia 

e toxicidade dos compostos e desenvolve-se rapidamente nas primeiras 24 a 48 horas 
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após a fertilização. O peixe-zebra tem mostrado ser um excelente modelo para estudar a 

disfunção metabólica, pois este organismo possui os órgãos-chave que são importantes 

para a regulação da homeostase energética e do metabolismo em mamíferos, incluindo 

órgãos digestivos, tecido adiposo e músculo esquelético (Lieschke e Currie, 2007; Schlegel 

e Stainier , 2007). Além disso, o seu corpo pequeno e transparente permite imagens não 

invasivas. Por todas estas razões, o uso de larvas de peixe-zebra no estudo do 

metabolismo lipídico humano é muito vantajoso. As funções-chave como regulação do 

apetite, regulação da insulina e armazenamento de lípidos também são bem conservadas 

neste modelo (Elo et al., 2007; Flynn et al., 2009; Nishio et al., 2012). 

 Embora existam muitas vantagens no uso do peixe-zebra como modelo na 

descoberta de novos compostos promissores, e essas vantagens continuem a aumentar à 

medida que a tecnologia avança, também existem algumas desvantagens no seu uso. É 

importante lembrar que, embora o metabolismo deste organismo se assemelhe ao de um 

mamífero (endotérmicos), o tipo de organismo não é o mesmo, pois não possuem tecido 

adiposo castanho e, portanto, o seu organismo ectotérmico e a duplicação do genoma 

podem afetar o metabolismo e a regulação neuroendócrina e, consequentemente, os 

fármacos podem ser metabolizados de forma diferente, alterando a sua função (Giacomotto 

e Ségalat, 2010; Höltta-Vouri et al., 2010; Nguyen et al., 2013). Também a variabilidade 

inerente está associada a qualquer tipo de estudo in vivo, portanto, deve-se ter cautela 

para minimizar a variabilidade biológica, tentando escolher larvas que apresentem fases 

de desenvolvimento semelhantes e sem quaisquer sinais de doença (Carten e Farber, 

2009). Apesar de tudo, vários artigos têm sido publicados sobre o uso de D. rerio em 

estudos de obesidade, e surpreendentemente, semelhanças significativas foram 

observadas no metabolismo lipídico de peixes-zebra e mamíferos, o que permitiu 

desenvolver um novo ensaio de triagem usando fluorescência do Vermelho de Nilo (Jones 

et al., 2008). Esta ferramenta de triagem permite a identificação de novos compostos ativos 

que podem ser posteriormente validados em mamíferos, e ajuda a reduzir a lista de 

potenciais futuros alvos de fármacos para o tratamento clínico da obesidade. (Hölttä-Vuori 

et al., 2010; Jones et al., 2008; Oka et al., 2010; Tingaud-Sequeira et al., 2011). No nosso 

laboratório, o ensaio do metabolismo lipídico com peixe-zebra corados com Vermelho de 

Nilo já foi aplicado com sucesso, para identificar compostos com atividades redutoras de 

lípidos sem qualquer toxicidade geral de fungos marinhos, polifenóis vegetais 

quimicamente modificados, cianobactérias, actinobacterias  e esponjas  (Costa et al., 2019; 

Santos et al., 2019). 
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1.7. Objetivos  

 Este trabalho tem o propósito de contribuir para a descoberta de novos compostos 

cianobacterianos que possam ajudar no combate a esta doença ameaçadora, que é a 

obesidade, para que no futuro se desenvolvam nutracêuticos inovadores, seguros para 

consumo humano, com efeitos benéficos tanto na obesidade, como também nas 

comorbidades relacionadas.  

 Em particular, o objetivo principal do presente trabalho de pesquisa centrou-se em 

manipular o crescimento da estirpe Cyanobium sp. LEGE06097, que mostrou em ensaios 

de triagem anteriores, atividades redutoras de lípidos promissoras, para a produção de 

compostos e/ou metabolitos anti-obesidade, e analisar quais as melhores condições de 

crescimento que possam favorecer a produção de tais compostos. 

Especificamente, este estudo foi constituído por vários objetivos específicos, sendo eles: 

• Realizar ensaios em fotobiorreatores, manipulando as condições de luz e da 

temperatura; 

• Realizar análises bioquímicas (conteúdo de carboidratos, proteínas, lípidos e 

pigmentos) para verificar se a luz e mais tarde, a temperatura têm influência no perfil 

metabólico das estirpes em estudo; 

• Analisar a bioatividade dos extratos obtidos através do ensaio de anti-obesidade 

usando larvas de peixe zebra; 

• Analisar o perfil metabólico utilizando a Cromatografia Líquida Acoplada à 

Espectrometria de Massas (LC-MS) e aplicar molecular networking;  

• Filtrar os metabolitos responsáveis pela bioatividade. 
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2.  Materiais e Métodos 

2.1. Crescimento, Cultura e Colheita de Cianobactérias 

 A estirpe de cianobactérias utilizada neste estudo, pertence à  Coleção de Culturas 

de Biotecnologia e Ecotoxicologia (LEGE-CC),  um centro de recursos biológicos localizado 

no Centro Interdisciplinar de Pesquisas Marinhas e Ambientais (CIIMAR). Esta coleção 

contém mais de 400 estirpes de cianobactérias, principalmente recolhidas em ambientes 

de água doce, estuarinos e marinhos (Ramos et al., 2018). Cyanobium sp. LEGE06097, 

pertencente à ordem Synechococcales, foi isolada por Vitor Ramos e descoberta por Rui 

Seabra na zona intertidal (zona entremarés), numa macroalga verde. De acordo com os 

resultados de ensaios de triagem anteriores de compostos bioativos, conduzidos pela 

equipa do BBE, esta cianobactéria demonstrou atividades redutoras de lípidos promissoras 

- atividade anti-obesidade (Costa et al., 2019). Portanto, esta estirpe foi selecionada para 

cultivo em larga escala, ou seja, foi cultivada numa manga no biotério do CIIMAR, sendo 

que o volume final pretendido era de pelo menos 100L. A cultura foi mantida à temperatura 

do biotério, cerca de 20ºC, com um fotoperíodo de 16 h de luz: 8 h de escuro, e intensidade 

de luz cerca de 60-90 μmol m/s2. 

 As estirpes marinhas, como é o caso da utilizada neste estudo, são cultivadas com 

meio de cultura Z8 que integra macro e micronutrientes (Solução A, Solução B e Ferro) e 

suplementadas com 25g /L NaCl e 20 ug / L de vitamina B12 (Kotai, 1972). O crescimento 

da estirpe foi realizado através um processo padrão denominado “scale up”, que serve para 

aumentar a escala já existente. O crescimento iniciou-se a partir de um frasco de cultura 

de 50mL, sempre sob condições estéreis, sendo que para isso utilizou-se a câmara de 

fluxo laminar Telstar Bio II Advance (Telstar, Terrassa, Spain). De seguida, parte dessa 

cultura foi retirada e transferida para outro frasco de 500mL, contendo água destilada 

(previamente autoclavada), meio Z8 e suplementação com sal e vitamina B12. No frasco 

de 50mL, um volume de cultura é mantido sempre de reserva para o caso de existir 

contaminação nos volumes superiores. 

 A biomassa cianobacteriana foi obtida por centrifugação a 5000 g, a 4ºC por 8 

minutos (Thermo Scientific MEGAFIGE 16R). Em estirpes marinhas, pelo menos são 

necessários dois ciclos de lavagem iniciais com água desionizada, para remover o sal 

existente na biomassa. No final da centrifugação, obteve-se um pellet que foi mantido a -

20ºC, e posteriormente liofilizado usando um Telstar LyoQuest. O pellet de biomassa 

liofilizado foi armazenado à temperatura ambiente até à posterior extração. 
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2.1.1. Manipulação das condições de cultura – Fotobiorreatores 

 Este processo de manipulação das condições de crescimento de cianobactérias, 

envolve várias variáveis de interação que precisam ser avaliadas e otimizadas para o 

rendimento máximo da molécula que fornece a atividade anti-obesidade previamente 

descrita.  

 Com o objetivo de compreender como é que as condições de luz e temperatura 

afetam o perfil metabólico e a bioatividade das cianobactérias, foi utilizado um 

fotobiorreator à escala de laboratório, Algem® da Algenuity.  

 No CIIMAR estão disponiveis três sistemas (sistema 1, 2 e 3), cada um com dois 

fotobiorreatores individuais programáveis (fotobiorreator A e fotobiorreator B) (Fig. 2), que 

permitem o estabelecimento e a escolha de condições específicas, e o acompanhamento 

das culturas ao longo do tempo do ensaio. 

  Os parâmetros controláveis e programáveis incluem o controlo do ciclo da luz (16:8, 

16h dia e 8h horas noite), medição automática da densidade ótica (DO), controlo de pH via 

CO2,  controlo do perfil de luz (incluindo luz branca, luz LED vermelha e azul) e controlo do 

perfil da temperatura (aquecimento e arrefecimento ativos). Tudo isto é possível devido à 

própria interface do usuário Algenuity’s, projetada de forma personalizada (Fig.3), que 

exibe simultaneamente todos estes parâmetros principais e em tempo real. 

 

 

Figura 2- Fotobiorreatores utilizados no ensaio (sistema 

Algem®, Algenuity) 

                                                                                  

 

                                                                                                  Figura 3- Software programável do sistema Algem®, Algenuity 
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 Uma quantidade de cultura do BOGA foi necessária para atingir uma densidade 

ótica inicial de 1 (por vezes recorreriamos a uma diluição necessária para que a densidade 

ótica fosse de 1) medida a 750 nm (Biotek, Synergy HT plate reader). Essa cultura foi 

transferida para um Erlenmayer Algem® de 600 mL, previamente autoclavado, e colocou-

se também água desionizada com sal marinho tropical e a quantidade ajustada de 

compostos do meio Z8, todo este procedimento foi realizado em condições estéreis, 

usando a câmara de fluxo laminar, Telstar Bio II. 

 As culturas foram mantidas nos fotobiorreatores por um período de 21 dias, o que 

permitiu que atingissem a fase estacionária de crescimento. O pH era constante de 8,5, e 

o fotoperíodo de 8 horas noturnas: 16 horas de dia (exceto para o fotobiorreator 2B no 

ensaio da luz, com fotoperíodo de 24h dia). 

As condições de cultura no ensaio da luz foram as seguintes: 

• Fotobiorreator 1A: luz de intensidade baixa (15% vermelha, 85% LED branca), 50 

µmol m-2 s-1, 25ºC 

• Fotobiorreator 1B: luz intermédia, (15% vermelha, 85% branca), 150 µmol m-2 s-1, 

25ºC 

• Fotobiorreator 2A: luz forte, (15% vermelha, 85% branca), 500 µmol m-2 s-1, 25ºC 

• Fotobiorreator 2B: luz contínua, 24h dia (15% vermelha, 85% branca), 150 µmol m-

2 s-1, 25ºC 

• Fotobiorreator 3A: LED azul (85% azul, 15% branco), 150 µmol m-2 s-1, 25ºC 

• Fotobiorreator 3B: LED vermelho (85% vermelho, 15% branca), 150 µmol m-2 s-1, 

25ºC 

 Quando o ensaio das diferentes intensidades de luz estava a iniciar, foi encontrado 

um erro na sonda de pH do fotobiorreactor 1A, que não permitiu o arranque deste reactor. 

Como tal, foi decidido não dar seguimento a esta experiência neste fotobiorreactor, ficando 

apenas com 5 fotobiorreatores em funcionamento. 

As condições de cultura no ensaio da temperatura foram as seguintes: 

• Fotobiorreator 1A: 10°C (15% vermelha, 85% branca), 150 µmol m-2 s-1 

• Fotobiorreator 1B: 14°C, (15% vermelha, 85% branca), 150 µmol m-2 s-1 

• Fotobiorreator 2A: 18°C, (15% vermelha, 85% branca), 150 µmol m-2 s-1 

• Fotobiorreator 2B: 22°C, (15% vermelha, 85% branca), 150 µmol m-2 s-1 

• Fotobiorreator 3A: 26°C, (15% vermelha, 85% branca), 150 µmol m-2 s-1 

• Fotobiorreator 3B: 30°C, (15% vermelha, 85% branca), 150 µmol m-2 s-1 
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2.2. Caracterização Bioquímica 

 Com o intuito de obter resultados preliminares sobre como diferentes condições de 

luz e temperatura afetam o perfil bioquímico das cianobactérias e, portanto, o tipo de 

metabolitos sintetizados, diversos parâmetros bioquímicos foram testados e apresentados 

de seguida. 

2.2.1. Biomassa Seca 

 Para este processo foram necessários filtros redondos de celulose (Fisherbrand, 

47MM, 1,2 UM), previamente pesados. Colocou-se 5 mL de amostra de cada cultura e 20 

mL de água destilada num falcon de 50 mL (diluição 1:5 ). Prepararam-se triplicados para 

cada amostra, das diferentes condições. De seguida filtraram-se as amostras com ajuda 

da bomba de vácuo (VWR PM20405-86, mini laboratory pump). Por último, colocaram-se 

os filtros a secar na estufa, a cerca de  60ºC, por pelo menos 24h. No dia seguinte pesaram-

novamente os filtros (Método adaptado de Bradford, 1976). 

 A biomassa seca expressa-se em g / L de cultura, e foi usada como um fator de 

normalização para os outros parâmetros bioquímicos.  

2.2.2. Conteúdo de Carboidratos 

 Um volume de 5 mL de cada cultura foi colocado em tubos falcon de 15 mL. Foram 

preparados triplicados para cada amostra. Os tubos falcon foram centrifugados a 5000 g, 

a 4°C por 8 minutos (Centrifuga Thermo Scientific Megafuge 16R) e o sobrenadante foi 

descartado. O pellet existente em cada falcon foi misturado com ajuda de um vortéx e de 

seguida pipetou-se 200 µL de água destilada para cada um. 

 Numa placa de 96 poços, adicionou-se a cada poço 50 µL de amostra (cultura), 150 

µL de 98% p/p de H2SO4 e 30 µL de 5% p/v de fenol, colocados por esta ordem. De 

seguida, preparou-se uma reta padrão de glicose, utilizando a solução stock a 1M (1,8 g 

de glicose + 10 mL de água destilada), dando origem a 8 standards, de 8 mM a 0,0625 

mM, diluição em série (2 vezes). Para preparar o standard a 8 mM de glicose, num 

eppendorf dissolveu-se 8 µL da solução stock em 1 mL de água destilada. Em seguida, os 

seguintes 7 Eppendorfs continham 0,5 mL de água destilada e 0,5 mL do padrão anterior 

(padrão 4 mM: 0,5 mL de água + 0,5 mL padrão 8 mM; padrão 2 mM: 0,5 mL água + 0,5 

mL padrão 4 mM; ...). Na mesma placa de 96 poços, adicionou-se a curva padrão, ou seja,  

50 µL de cada standard (em duplicado), 2 brancos compostos por 50 µL de água destilada, 

e à reta padrão e aos brancos adicionou-se também 150 µL de 98% p/p de H2SO4 e 30 

µL de 5% p/v de fenol. A placa foi colocada na estufa por 10 min a 60°C . Seguidamente o 

conteúdo de carboidratos foi medido a 490 nm, no Cytation (Biotek Synergy HT). 
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 Com os dados da absorvância dos standards da reta padrão, conseguimos 

descobrir a qual a concentração de carboidratos presente em cada amostra, sendo que: 

𝑦 = 𝑚. x + 𝑏 

𝑦 = Absorvância medida através do espetrofotómetro 

x - Concentração de carboidratos presente na amostra 

 A concentração de carboidratos presentes em cada amostra, foi normalizada para 

g de carboidratos / g biomassa seca (Método adaptado de Papadopoulos et al., 2020).  

2.2.3. Conteúdo de Proteínas 

 Para obtenção do conteúdo de proteínas, foram colocados 10 mL de cultura da 

estirpe LEGE06097, num tubo falcon de 15 mL e foram preparados triplicados para todas 

as amostras testadas. De seguida centrifugaram-se as amostras (centrifuga MEGAFUGE 

16R) a alta velocidade 5000 g, a 4ºC durante 8 min, e descartaram-se os sobrenadantes 

(geralmente límpidos ou transparentes).  

 Adicionou-se 200 µL de tampão RIPA aos pellet´s, dissolveu-se com ajuda do 

vortéx, e pipetou-se para Eppendorfs de 2 mL. O pellet foi dissolvido por ultrassons (Vibra 

Cell VC50 Sonics & Materials Inc. Danbury, CT. USA), 10 vezes (1x pulso com intervalo de 

1 seg). De seguida colocaram-se os Eppendorfs num recipiente com gelo durante 30 min. 

Posteriormente centrifugaram-se a alta velocidade 17.000 g, a 4ºC , por 5 min. Transferiu-

se o sobrenadante para um novo Eppendorf e o pellet foi descartado. Para quantificação, 

utilizaram-se novos Eppendorfs para diluir o sobrenadante (diluição 1:10 em água 

destilada), e o conteúdo de proteínas foi obtido através do reagente Bradford. Numa placa 

de 96 poços, adicionou-se 195 µL de reagente de Bradford a todos os poços necessários 

e adicionou-se 5 µL de cada amostra. Utilizou-se padrões BSA (7 standards BSA 

preparados em tampão RIPA, 20 mg/ml - 0,3 mg/ml, diluição em série 2 vezes), e de 

seguida realizou-se a curva padrão em duplicado, colocando 5 µL de cada standard em 

cada poço e  dois brancos com 5 µL de tampão RIPA (1:10 diluído em água destilada), 

acrescentou-se aos poços da reta padrão e brancos, 195 µL de reagente de Bradford  e 

por fim mediu-se a absorvância a 595 nm, no Cytation (Biotek Synergy HT). Com os dados 

da absorvância dos standards da reta padrão, conseguimos descobrir a qual a 

concentração/quantidade de proteinas presente em cada amostra, sendo que: 

𝑦 = 𝑚. ln(𝑥) + 𝑏 

𝑦 = Absorvância medida através do espetrofotómetro; 

𝑥 =  Concentração de proteinas existente em cada amostra (variável dependente). 
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 A concentração de proteína foi então normalizada para a unidade g de proteína / g 

de biomassa seca (Método adaptado de Bradford, 1976). 

2.2.4. Conteúdo de Lípidos 

 O conteúdo de lípidos foi determinado utilizando o método de Marsh e Weinstein 

(1966). Foram adicionados 0,2 mL de cultura por poço numa placa de 96 poços. 

Realizaram-se  triplicados para todas as amostras testadas. De seguida adicionaram-se 2 

µL da solução stock de Vermelho de Nilo (500 µg / mL), concentração final de 5 µg / mL. 

Preparou-se uma amostra em branco em triplicado (meio Z8 + 2 µL NR). Depois manteve-

se a placa 10 min à temperatura ambiente, e de seguida, leu-se a fluorescência do 

Vermelho de Nilo, no Cytation (Biotek Cytation 5), através de um comprimento de onda de 

excitação de 488 nm e de um comprimento de onda de emissão de 640nm.  

 O conteúdo lipídico foi então normalizado para UFI (unidade de intensidade de 

fluorescência) / g de biomassa seca  (Método adaptado de Alboresi et al., 2016). 

2.2.5. Pigmentos 

 Adicionou-se 0,2 mL de cultura por poço numa placa de 96 poços. Realizaram-se 

triplicados para todas as amostras testadas. Seguidamente leu-se a absorvância 

diretamente no leitor Cytation (Biotek Cytation 5), sendo que a clorofila A se mediu a um 

comprimento de onda de 652,4 nm, clorofila B a 665,2 nm e carotenoides a 470 nm. Este 

procedimento poderá ser realizado na mesma placa do procedimento do conteúdo de 

lípidos, mas em poços diferentes. Cada tipo de pigmento foi então normalizado por unidade 

de absorvância/g biomassa seca (Método adaptado de Duarte e Costa, 2018). 

 

2.3. Extração Orgânica  

 As culturas da experiência dos diferentes tipos de luz foram extraídas utilizando 

metanol (MeOH) como solvente orgânico. Todas as biomassas liofilizadas - 1B (125,68 

mg); 2A (291,05 mg); 2B (286,19 mg); 3A (366,3 mg) e 3B (266,11 mg) - foram sonicadas 

primeiramente em 50 mL de MeOH,  usando um sonificador (Bandelin Sonorex RK100H) 

por 10 minutos, para lisar as células. Este processo foi repetido mais duas vezes usando 

25 mL de MeOH. O solvente foi evaporado do extrato bruto com a utilização de um 

rotavapor sob vácuo, a 30ºC. A massa de extratos brutos obtidos foi de 1B (100,25 mg); 

2A (116,23 mg); 2B (124,09 mg); 3A (114,6 mg) e 3B (122,92 mg).  

 O ensaio com as culturas com as condições do BOGA, teve como um dos objetivos 

perceber se o tipo extração afeta ou não a bioatividade da estirpe LEGE06097, por isso, 

realizaram-se dois tipos de extrações orgânicas, uma apenas com metanol e a outra com 

metanol e diclorometano.  
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 Na extração metanólica (M) a biomassa liofilizada de Cyanobium sp. LEGE06097 

(183,3mg) foi primeiramente sonificada em 15 mL de MeOH usando um sonificador 

(Bandelin Sonorex RK100H) por 15 min para lisar as células. A biomassa foi então 

exaustivamente extraída usando MeOH (5 x 15 mL) até que o líquido resultante da extração 

ficasse incolor, garantido o sucesso da mesma. O solvente foi evaporado do extrato bruto 

usando um rotavapor sob vácuo, a 30ºC. Através desta extração, foram obtidos 82,07 mg 

de extrato bruto. Na extração com diclorometano e metanol (DM), a biomassa liofilizada 

185,6 mg, foi  primeiramente sonificada em 15 mL de MeOH usando o sonificador (Bandelin 

Sonorex RK100H) por 15 min para lisar as células. Este processo foi repetido mais três 

vezes utilizando o MeOH, seguido por mais quatro vezes utilizando o mesmo volume, 15 

mL, de Diclorometano (CH2CL2), até que o líquido resultante da extração ficasse 

transparente. Os solventes foram evaporados do extrato bruto usando um rotavapor sob 

vácuo, a 30ºC. Através desta extração foram obtidos 43,73 mg de extrato bruto. 

 Por último, as culturas do ensaio das diferentes temperaturas foram extraídas de 

forma semelhante às culturas BOGA, utilizando MeOH e CH2CL2, como solventes. Todas 

as biomassas liofilizadas 1A (127,6 mg), 1B (296,8 mg), 2A (379,1 mg), 2B (400,9 mg), 3A 

(447,8 mg), 3B (370,4 mg) - foram sonicadas 3 vezes em 10 mL de MeOH utilizando o 

sonificador (Bandelin Sonorex RK100H) por 15 min. A biomassa foi então extraída usando 

também 10 mL de CH2CL2, várias vezes (3 vezes para 1A; 5 vezes para 1B; 4 vezes para 

2A; 3 vezes para 2B; 5 vezes para 3A e 3 vezes para 3B), até que a mistura se tornasse 

transparente. Através desta extração foram obtidos - 1A (43,73 mg); 1B (82,07 mg); 2A 

(111,73 mg); 2B (116,2 mg); 3A (140,74 mg) e 3B (124,52 mg). 

 O volume de solvente que colocamos em cada etapa poderá ser diferente de 

amostra para amostra, pois esse volume deverá cobrir todo o pellet existente no falcon, e 

os pellets não têm todos a mesma massa e/ou dimensão. Normalmente colocamos entre 

10-50 mL de solvente, por etapa. 

 

2.4. Fracionamento com Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência – HPLC 

 A cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) é um procedimento que serve para 

separar componentes de uma mistura de substâncias químicas: uma combinação de 

separação, identificação, e medições quantitativas. 

 Este procedimento foi realizado para os extratos do ensaio das diferentes 

intensidades de luz, com o objetivo de fracionar os extratos brutos existentes, dando origem 

a 8 frações por extrato (A a H), para que assim essas frações fossem utilizadas no 

bioensaio do metabolismo lipídico com peixe-zebra corados com Vermelho de Nilo. 
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 O gradiente do HPLC consistia em 10% Acetonitrilo, 90% de água Ultrapura. Os 

dois solventes utilizados foram, solvente C: Acetonitrilo (filtrado) e solvente D: Água 

Ultrapura (filtrada). Como branco foi utlizado o Metanol (de grau LC-MS). A seringa utilizada 

foi a Waters 2500 µL, o LOOP Watters 1000 µL e a coluna de HPLC utilizada neste 

procedimento foi ACE 10C8 50 x 10 mm. 

 A separação do extrato metanólico por HPLC, é realizada através do sistema Watter 

Alliance e2695. As 8 frações são separadas de forma automatizada, utilizando o módulo 

coletor de frações da Alliance. A recolha das frações é realizada numa placa de 48 poços, 

sendo o número mínimo de extratos para executar uma placa 6, e o ideal 12. 

 Para garantir que tudo corre como esperado, primeiro deve-se deixar correr no 

sistema uma placa “falsa”, ou seja, sem as amostras do ensaio. Deve-se também identificar 

a placa que vamos utilizar com os nomes ou números pertencentes a cada amostra, para 

depois conseguimos saber a que coluna/linha pertencem. Antes de correr o programa 

devemos ainda verificar se tanto a pressão como o gradiente estão corretos, e se o tubo 

coletor de ligação à dissipação de resíduos não está a dificultar o processo de 

fracionamento.  

 O ideal para utilizarmos este tipo de procedimento, era conseguir raspar cerca de 

40 mg/mL de cada extrato e colocar em outro vial, mas se não for possível, pode-se calcular 

o volume de Metanol que produz uma concentração final de 40 mg/mL e adicionar essa 

quantidade de solvente de grau LC-MS ao vial que contêm o extrato. Para homogeneizar 

a amostra utilizou-se o sonificador (Bandelin Sonorex RK100H). Após terminar o 

fracionamento devem-se armazenar as frações obtidas a -20ºC. Caso seja necessário 

secar as frações, pode-se utilizar a bomba de alto vácuo (speedvac) ou então secar uma 

a uma no rotavapor, até posterior utilização. 

 

2.5. Fracionamento – ABC  

 Primeiramente montou-se o equipamento necessário para realizar o fracionamento, 

como apresentado na figura 4.  

 Os estratos brutos das condições do BOGA, e da experiência das diferentes 

temperaturas foram fracionados utilizando um protocolo de fracionamento sequencial 

simples denominado extração de polaridade aumentada (ABC). Primeiramente, uma 

coluna de sílica de 2 g ou 5 g, dependendo da massa do extrato bruto (pelo menos 30 - 40 

vezes a massa do extrato), é ativada usando hexano e, em seguida, o extrato diluído em 1 

mL de hexano é adicionado à coluna. As frações foram obtidas por extração sequencial 
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com solventes de polaridade crescente, hexano - apolar - (fração A), acetato de etilo (fração 

B) e metanol - polar - (fração C). No final do processo, resultam três frações por cada 

amostra fracionada (fração A, B e C) essas três frações, portanto, contêm os compostos 

(de acordo com sua polaridade) presentes na biomassa liofilizada. 

 Os solventes foram evaporados das frações utilizando um rotavapor sob vácuo, a 

30°C, seguido por um sistema de vácuo durante toda noite, para que assim as frações 

ficassem totalmente secas até ao uso das mesmas nos ensaios anti-obesidade. Sendo 

depois dissolvidas em 100% de dimetilsulfóxido (DMSO), ficando com uma concentração 

final de 10 mg/mL. O DMSO é um solvente orgânico, amplamente utilizado em testes 

toxicológicos aquáticos, tendo uma grande capacidade de solubilização (Huang et al., 

2018) 

 

 

 

 

 

Figura 4- Esquema de montagem do sistema de fracionamento abc (retirado do protocolo fornecido pelo BBE). 

 

2.6. Bioensaio do metabolismo lipídico com peixe-zebra 

corados com Vermelho de Nilo  

 Os embriões de peixe-zebra utilizados nos ensaios foram obtidos do BOGA, local 

onde se mantêm todos os organismos aquáticos que se utilizam no CIIMAR. O 

procedimento original foi publicado por Jones et al., 2008, e otimizado pela equipa do BBE. 

Foi aplicado visando a possível descoberta de compostos com atividade anti-obesidade de 

diversas frações produzidas ao longo deste trabalho.  

 Os embriões foram recolhidos no dia da fecundação (0 DPF), separam-se os ovos 

viáveis dos não viáveis, e também se descartaram todas as impurezas presentes. 

Posteriormente foram colocados num aquário com água desclorada e incubados a 28ºC, 

para sua aclimatação. No dia seguinte, que corresponde ao  primeiro dia pós fertilização 

(1DPF), os ovos são novamente limpos e separados em placas de petri com  20 mL de egg 

water, um meio com sal e feniltioureia (PTU), com uma densidade máxima de 40 embriões 

por placa de petri, e novamente mantidos a 28ºC. A egg water, previamente preparada, 

consiste em água salgada marinha com concentração final de 60 μg/ml e 200 μM de PTU, 
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sendo que o PTU serve para suprimir a melanização. No dia 3 DPF, 5 a 7 larvas de peixe-

zebra foram adicionadas aos poços necessários (em placas de 48 poços), para iniciar o 

ensaio. 

 As frações diluídas em DMSO foram testadas nas concentrações finais de 10 μg/ml 

e 25 μg/ml. Em cada ensaio colocou-se na mesma placa 2 controlos positivos - REV 

(resveratrol, concentração final de 50 µM) e 3 controlos de solvente - DMSO (0,1% 

dimetilsulfóxido). No 4 DPF, os controlos e as frações foram renovados, e caso existissem 

larvas mortas estas seriam removidas. Em 5 DPF, último dia do ensaio, as larvas foram 

anestesiadas com tricaína (MS-222, 0,03%), por 2 min, e analisadas num microscópio de 

fluorescência (Leica DM6000 M). A intensidade da fluorescência no saco vitelino/intestino 

de cada larva foi quantificada através do programa ImageJ. A média da fluorescência das 

frações testadas (MFI) foi normalizada para a média do valor do controlo DMSO (100%). 

 

2.7. Análise Estatística 

 Os dados foram analisados quanto a diferenças estatísticas com o programa 

GraphPad Prism 9.  

 A distribuição gaussiana foi testada através de testes de normalidade, 

nomeadamente pelos testes de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov (valor P <0,05), e para 

homogeneidade de variâncias usando Bartletts's teste. Se a suposição gaussiana fosse 

atendida (distribuição normal ou paramétrica) e os dados tivessem variância igual, as 

diferenças eram analisadas pela One-Way ANOVA com o teste de comparação múltipla de 

Dunnetts (p < 0,05). Se a suposição gaussiana fosse atendida, mas os dados não tinham 

variância igual, aplicava-se a  ANOVA de Brown-Forsythe e Welch com teste de 

comparação múltipla de Dunnett T3 (p < 0,05). Por outro lado, se os dados tivessem 

distribuição não paramétrica, eram transformados através da transformação de raiz 

quadrada, e testados novamente para a normalidade. Se a suposição gaussiana fosse 

atendida, os dados seriam tratados conforme mencionado acima. Caso contrário, as 

diferenças seriam analisadas por Kruskal-Wallis através do teste de comparação múltipla 

de Dunn (p valor < 0,05).  

 Os dados da caracterização bioquímica foram representados através de gráficos de 

barras com desvio padrão, e as diferenças significativas entre os grupos foram indicadas 

por letras diferentes (p < 0.05). Por último, os dados dos bioensaios de peixe-zebra foram 

representados através de diagramas de caixa ou Box-plot, e as frações com diferenças 
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significativas em comparação com o controlo solvente foram indicadas pelo símbolo "*" = 

p < 0.05. 

 

2.8. Perfil do Metabolito    

2.8.1. Cromatografia Líquida Acoplada à Espectrometria de Massa (LC-

MS/MS) 

 Retirou-se uma quantidade de cada amostra escolhida para análise (cerca de 0.2 

mg de cada amostra) do perfil do metabólito, posteriormente estas foram secas e, em 

seguida, ressuspensas em acetonitrilo grau LC-MS, a uma concentração de 1 mg/mL e 

filtradas com uma seringa de 0,2 µm de diâmetro (Millex Syringe Filter, Merck Milipore 

Millex, Darmstadt, Germany) em vials de 2 mL (Merck Milipore Millex, Darmstadt, 

Alemanha).  

 A análise LC/MS foi realizada por Orbitrap Exploris 120 Mass Spectrometer 

(Thermo ScientificTM), acoplado a uma coluna ACE UltraCore 2.5 SuperC18 (50x2,1 mm; 

5 µm ACE® UltraCoreTM, Aberdeen, Escócia), com fonte de ionização por eletrospray 

(ESI), operando em modo positivo e controlado por Xcalibur 4.4.16.14 (Thermo 

ScientificTM). Cada amostra foi injetada com um volume de 5 µl e as amostras foram 

eluídas com um gradiente de 99,5% da fase móvel A (95% H2O + 5% MeOH + 0,1% de 

ácido fórmico), diminuindo a fase móvel A para 10% e aumentando a fase móvel B para 

90% em 9,5 minutos, eventualmente subiu para 99,5% a fase móvel A e diminuiu para 

0,5% a fase móvel B em 17 minutos. O gradiente foi estabelecido numa vazão de 

0,35ml/min por 20 minutos. A temperatura de separação foi mantida a 40ºC para toda a 

análise. 

2.8.2. Redes Moleculares e Análise Metabolómica 

 Utilizando o programa de software MSConvert (pertencente ao ProteoWizard) 

(versão 3.0.21225), os dados foram convertidos do formato original RAW para o formato 

mzML (Chambers et al., 2012). Em seguida, redes moleculares foram criadas na 

plataforma online do GNPS, um banco de dados de acesso aberto com o objetivo de 

compartilhar dados de espectrometria de massa em tandem (MS / MS) (M. Wang et al., 

2016). 

 A tolerância de massa de iões precursores (PIMT) e a tolerância de massa de 

fragmentos de  iões (FIMT) foram definidas para 0,02 Da (equipamento de alta resolução 

como qTOF ou Orbitrap). Os resultados obtidos da plataforma GNPS foram então 

visualizados e analisados utilizando o programa de software Cytoscape 3.8.2.  
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 Realizaram-se duas análises moleculares, visando a identificação de potenciais 

compostos conhecidos ou desconhecidos responsáveis pelas bioatividades observadas. A 

primeira análise realizou-se com a Fração B BOGA extraída com diclorometano (DM) e 

metanol (M) considerada a fração ativa e a Fração B BOGA extraída apenas com M (fração 

não ativa), e a segunda análise realizou-se com os extratos brutos que deram origem às 

frações da análise anterior, ou seja, extrato bruto BOGA DM + M vs Extrato bruto BOGA 

M. Cada análise além das frações ativa e não ativa possuía também um branco. Os 

metabolitos presentes nas frações ativas foram então comparados com os das frações não 

ativas. Os espectros MS/MS dos metabolitos presentes apenas nas frações ativas 

(metabolitos de uma só cor) foram comparados com vários bancos de dados de espectros 

MS/MS incluídos na plataforma GNPS, como é o caso do Dereplicator, Dereplicator Plus e 

MoINetEnhancer (Wang et al., 2016). Esta comparação foi realizada na plataforma GNPS, 

na secção " Análise de dados " - "Biblioteca de Pesquisa" com PIMT e FIMT de 2,0 e 0,5, 

respetivamente, porque muitos dados em bancos de dados MS/MS vêm de equipamentos 

de baixa resolução. Para picos não identificados nas bases de dados anteriores, foram 

realizadas buscas manuais através de outras bases de dados, como o Dicionário de 

Produtos Naturais Marinhos (DMNP, https://dmnp.chemnetbase.com) e Dicionário de 

Produtos Naturais (DNP, https://dnp.chemnetbase.com). Por último, o erro m/z foi 

calculado em partes por milhão: 
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3.  Resultados 

3.1. Experiência da Luz 

 Com o objetivo de perceber como a luz afeta o tipo de metabolitos produzidos por 

Cyanobium sp. LEGE06097, vários parâmetros bioquímicos foram avaliados e analisados 

quanto a possíveis diferenças entre as condições de luz às quais as culturas foram 

expostas (1B- luz intermédia; 2A- luz forte; 2B- luz contínua; 3A- luz azul; 3B: luz vermelha). 

Em seguida, as culturas foram extraídas e fracionadas, e as frações testadas quanto à 

atividade anti-obesidade. 

3.1.1. Biomassa Liofilizada 

 O volume de cultura necessário para a caracterização bioquímica foi retirado, e o 

volume restante foi centrifugado e o pellet liofilizado para futura extração. As biomassas 

liofilizadas foram pesadas, o que permitiu uma avaliação do crescimento da cultura. As 

massas obtidas foram: 1B (125,68 mg); 2A (291,05 mg); 2B (286,19 mg); 3A (366,3 mg) e 

3B (266,11 mg) (Fig.5). 

3.1.2. Biomassa Seca 

 A biomassa seca é considerada uma medida para o crescimento de cianobactérias 

e foi usada como fator de normalização para todos os outros parâmetros deste ensaio. 

 As culturas expostas às condições 1B (luz intermédia), 2A (luz forte), 2B (luz 

contínua) e 3B (luz vermelha) mostraram valores de biomassa seca semelhantes, e 

nenhuma diferença significativa foi encontrada entre essas condições. Diferenças 

significativas de crescimento foram encontradas entre as condições 2B e 3A (luz azul), 

sendo que a condição 3A apresentou o menor crescimento (Fig.5). 

 Teoricamente, os resultados obtidos para biomassa liofilizada e biomassa seca não 

devem ser muito diferentes. No entanto, a condição 3A (luz azul) aparece com forte 

crescimento na biomassa liofilizada, ao contrário do que acontece na biomassa seca. Esta 

cianobactéria tem tendência a sedimentar, especialmente em densidades mais altas. Como 

resultado, as amostras recolhidas para a biomassa seca contabilizam apenas a biomassa 

suspensa, bem como as amostras recolhidas para os parâmetros bioquímicos. Assim, a 

biomassa seca normaliza-se para a densidade de um determinado volume, para assim ser 

possível avaliar o conteúdo de proteínas, carboidratos, lípidos e pigmentos. 
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Figura 5- Biomassa liofilizada (à esquerda) e biomassa seca (à direita) obtidas para cada condição na experiência da luz 

(1B - luz intermédia; 2A - luz forte; 2B - luz contínua; 3A - luz azul; 3B - luz vermelha). À esquerda, os valores são expressos 

em g de biomassa liofilizada / L de cultura (n = 1). À direita, os valores são expressos em g biomassa seca / L cultura (n = 

3).As diferenças significativas entre grupos foram analisadas pela One-Way ANOVA com o teste de comparações múltiplas 

de Dunnet´s. Diferenças significativas foram representadas com letras diferentes (p< 0.05). 

 

3.1.3. Conteúdo de Proteínas 

  Durante a colheita para a análise de proteínas, ocorreu um imprevisto e uma 

das réplicas foi descartada, sendo que apenas ficaram duas réplicas, não sendo assim 

possível analisar diferenças significativas entre grupos. Mesmo assim parece que a luz 

intermédia (1B) e forte (2A) apresentaram uma maior quantidade de proteinas, 

comparativamente com a luz contínua (2B), azul (3A) ou vermelha (3B) (Fig.6). 

3.1.4. Conteúdo de Lípidos 

 A culturas expostas às condições 1B (luz intermédia), 2A (luz forte), 2B (luz 

contínua) e 3B (luz vermelha) mostraram quantidades de lípidos semelhantes, não 

apresentando diferenças entre elas. Todas estas condições, com a exceção da 3B, 

apresentaram diferenças significativas em comparação com a condição 3A (luz azul), a 

condição que apresentou a menor quantidade de lípidos (Fig.6). 
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Figura 6- Conteúdo de proteína (à esquerda) e conteúdo de lípidos (à direita) obtidos para cada condição na experiência da 

luz (1B - luz intermédia; 2A - luz forte; 2B - luz contínua; 3A - luz azul; 3B - luz vermelha). Os valores do conteúdo de lípidos 

são expressos em unidades de intensidade de fluorescência (UFI) / g de biomassa seca. Cada condição teve 3 réplicas 

(n=3). As diferenças significativas foram analisadas por Kruskal-Wallis através do teste de comparação múltipla de Dunn. 

Diferenças significativas foram representadas com letras diferentes (p< 0.05). 

 

3.1.5. Pigmentos 

a) Clorofila A 

 As culturas expostas às condições 1B (luz intermédia) e 2B (luz contínua) 

mostraram quantidades de Clorofila A  semelhantes, sendo que não existiram diferenças 

significativas entre essas condições. Mas apresentaram diferenças significativas tanto em 

comparação com cultura 2A (luz forte), cultura que apresentou uma menor quantidade de 

Clorofila A, como com a cultura 3B que tinha maior quantidade. 

 As condições 3A (luz azul) e 3B (luz vermelha), não apresentaram diferenças 

significativas, sendo as que apresentaram a maior quantidade de Clorofila A, neste ensaio 

(Fig.7) 

b) Clorofila B 

 No caso da quantidade do pigmento Clorofila B, as culturas expostas às condições 

2B (luz contínua), 3A (luz azul) e 3B (luz vermelha) mostraram quantidades semelhantes, 

sendo que não existiram diferenças significativas entre elas, mas apresentaram em 

comparação com a condição 2A (luz forte), cultura que apresentou novamente a menor 

quantidade de Clorofila B e apenas não mostrou diferenças significativas quando em 

comparação com a condição 1B (luz intermédia). A cultura exposta à condição 3B (luz 

vermelha) foi a que apresentou a maior quantidade de Clorofila B, apresentando diferenças 

significativas quando em comparação com as condições 1B e 2A (Fig.7). 
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c) Carotenoides 

 No caso da quantidade de Carotenoides, as culturas expostas às condições 1B (luz 

intermédia), 2B (luz contínua), 3A (luz azul) e 3B (luz vermelha) apresentaram quantidades 

semelhantes, sendo que não existiram diferenças significativas entre elas. A cultura 

exposta à condição 2A (luz forte), foi a que apresentou a menor quantidade de 

Carotenoides, quando em comparação com as outras condições, apresentado diferenças 

significativas com todas (Fig.7). 

 

 

   

Figura 7- Conteúdo de pigmentos (Clorofila A, Clorofila B e Carotenoides) obtido para cada condição na experiência da luz 

(1B - luz intermédia ; 2A - luz forte; 2B - luz contínua; 3A - luz azul; 3B - luz vermelha). Os valores são expressos na unidade 

Abs 652 nm / g de biomassa seca. Cada condição teve 3 réplicas (n = 3). As diferenças entre grupos foram analisadas pela 

One-Way ANOVA com o teste de comparações múltiplas de Dunnet´s. Diferenças significativas foram representadas com 

letras diferentes (p < 0.05). 

 

 Resumindo, a condição de luz azul provou diminuir a quantidade de biomassa que 

é produzida e também o conteúdo de lípidos. Em termos de quantidade de pigmentos, a 

luz vermelha e azul mostraram ser as condições mais favoráveis para a produção dos 

mesmos (clorofilas e carotenoides), contrariamente, a luz forte provocou uma diminuição 

na produção de todos os pigmentos. 

 Uma visão geral dos resultados é apresentada na Tabela 1. 

 

 

 

 

 



30 
 

Tabela 1- Visão geral dos resultados obtidos para a caracterização bioquímica da  experiência  da  luz: + representa aumento, 

- representa diminuição. 

 

 

Parâmetros Bioquímicos 

Condição Biomassa Proteínas Lípidos Pigmentos 

1B (luz intermédia)     

2A (luz forte)    - 

2B (luz contínua)     

3A (luz azul) -  -  

3B (luz vermelha)    + 

 

 

3.1.6. Bioensaio em Peixes-Zebra – Experiência da Luz 

 Neste bioensaio foram testadas 40 frações diferentes (8 por extrato) obtidas através 

do fracionamento por HPLC. Na figura 8, são representados os resultados de dois ensaios 

independentes, com uma concentração final de 10 μg/mL.  

 Duas frações obtiveram atividade estatística significativamente diferente do 

controlo, sendo que tanto a fração 2A-D (fração D pertencente à condição luz forte) como 

a 2A-E (fração E pertencente à condição luz forte) aumentaram significativamente a 

intensidade de fluorescência vermelho, correspondente à quantidade de lípidos. As frações 

2B-F (fração F pertencente à condição luz contínua) e 3B-B (fração B pertencente à 

condição luz vermelha) reduziram a quantidade de lípidos em 12,8% ± 19,0  e 25,4% ± 

43,2 respetivamente, mas não foram significativamente diferentes em comparação com o 

controlo DMSO, apresentando uma variabilidade grande entre réplicas.  

 O controlo positivo reduziu o conteúdo lipídico em 80%, validando a qualidade do 

ensaio. 
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Figura 8- Atividade anti-obesidade observada em peixes-zebra corados com Vermelho de Nilo – ensaio dos diferentes tipos 

de luz (10 μg/mL). O controlo solvente tinha 0,1% de DMSO e o controlo positivo 50 μM de REV. Os valores foram expressos 

como intensidade média de fluorescência (MFI) em relação ao grupo DMSO, e cada grupo de tratamento tinha 6 a 8 réplicas 

(n = 6-8). Os dados foram representados com diagramas de caixa. As diferenças estatísticas foram analisadas por Kruskal-

Wallis com teste posthoc de Dunn e foram indicadas comparativamente ao controlo solvente, com o símbolos * p <0,05; ** p 

<0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001.                        

 

 

    

Figura 9- Imagens representativas do bioensaio do metabolismo lipídico com peixe-zebra corados com Vermelho de Nilo – 

ensaio dos diferentes tipos de luz (10 μg / mL). Imagem A representa o controlo solvente do ensaio, DMSO (0,1%), a B 

representa o controlo positivo, REV (50 μM), a  C representa a fração 2B-F (10 μg / mL) e a D representa a fração 3B-B (10 

μg / mL). À esquerda estão representadas as imagens que mostram a fluorescência com contraste vermelho, e à direita as 

imagens de contraste de fase de larvas de peixe-zebra. 

A B 

C D 
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3.2. Bioensaio em Peixe-Zebra: Condições do BOGA 

 Após o término do ensaio com diferentes tipos de luz, e este não ter obtido qualquer 

bioatividade anti-obesidade como era de esperar, considerando os resultados anteriores, 

resolvemos rever o procedimento utilizado. Posto isto, verificou-se o tipo de extração 

orgânica usado, tal como as condições de cultura. Para analisar o efeito destes dois 

parâmetros realizaram-se dois tipos de extração orgânica, uma utilizando diclorometano e 

metanol (DM:M) como solventes e a outra apenas utilizando metanol (M), a partir da 

biomassa da estirpe LEGE06097 que cresceu nas condições do biotério do CIIMAR 

(BOGA) (temperatura: 20ºC, intensidade de luz: 60-90 µmol m-2 s-1). A extração com M foi 

utilizada no ensaio de luz (ensaio anterior), e a extração DM:M foi utilizada para este 

ensaio, com as condições do BOGA. Este procedimento teve como objetivo perceber se o 

tipo de extração e as condições de cultura, afetam ou não a bioatividade da estirpe 

LEGE06097.  

 As frações utilizadas neste bioensaio foram obtidas através do fracionamento ABC, 

resultando três frações por cada condição a testar (do apolar para polar), sendo que as 

frações M-A, M-B e M-C pertencem às frações obtidas através da extração metanólica, e 

as frações DM-A, DM-B e DM-C pertencem à extração com os solventes diclorometano e 

metanol. As frações foram testadas nos ensaios a uma concentração final de 25 μg/mL. 

 Como podemos observar pela figura 10, a única fração que obteve diferenças 

significativas quando comparada com o controlo DMSO, foi a fração DM-B (fração B da 

extração com diclorometano e metanol - DM:M), que reduziu a quantidade de lípidos em 

cerca de 45.1% ± 26,90 (Tabela 2.). Também a fração DM-A (fração A da extração com 

diclorometano e metanol - DM:M) mostrou diferenças em comparação com o controlo 

(33,6% ± 22,7), mas não foram significativas (p = 0.0917). Pelo contrário, as frações obtidas 

a partir do extrato de metanol não mostraram quaisquer diferenças vs controlo solvente.   
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Figura 10- Atividade anti-obesidade com peixes-zebra corados com Vermelho de Nilo- Ensaio das culturas com as condições 

do BOGA (25 μg / mL). O controlo solvente tinha 0,1% de DMSO e o controlo positivo 50 μM de REV. Os valores foram 

expressos como intensidade média de fluorescência (MFI) em relação ao grupo DMSO, e cada grupo de tratamento tinha 6 

a 8 réplicas (n = 6-8). Os dados foram representados com diagramas de caixa. As diferenças estatísticas foram analisadas 

por Kruskal-Wallis com teste posthoc de Dunn e foram indicadas comparativamente ao controlo solvente, com o símbolos * 

p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001. 

 

Tabela 2- Atividade redutora de lípidos de todas as frações estudadas, de ambas as extrações ( DM: M e M), obtidas através 

das culturas com as condições do BOGA, com a média e desvio padrão (SD) apresentados.          

 

 

 

 

 

 

 

 

                     

 

Frações Tipo de extração Redução 

DM-A Fração A da extração DM: M 33,6 ± 22,7 
 

DM-B Fração B da extração DM: M 45,1 ± 26,9 

DM-C Fração C da extração DM: M 1,8 ± 30,1 

M-A Fração A da extração M 20,1 ± 27,2 
 

M-B Fração B da extração M 0,33 ± 32,4 
 

M-C Fração C da extração M 16,0 ± 46,3 
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Figura 11- Imagens representativas do ensaio do metabolismo lipídico com peixes-zebra corados com Vermelho de Nilo – 

Condições BOGA. Imagem A representa o controlo solvente do ensaio, DMSO (0,1%) , a B representa o controlo positivo, 

REV (50 μM) e a  C representa a fração DM-B (fração B da extração com diclorometano e metanol) a 25 μg/mL, que possui 

diferenças significativas em relação ao controlo. À esquerda estão representadas as imagens da fluorescência com contraste 

vermelho, e à direita as imagens de contraste de fase de larvas de peixe-zebra.      

 

3.3. Experiência das diferentes temperaturas 

 Com o objetivo de entender como é que a produção de metabolitos é afetada pela 

temperatura nesta cianobactéria, uma faixa de temperaturas (1A- 10ºC; 1B- 14ºC; 2A- 

18ºC; 2B- 22ºC; 3A- 26ºC; 3B- 30ºC) foi testada e diversos parâmetros bioquímicos foram 

avaliados e analisados quanto a diferenças significativas. Posteriormente, as culturas 

foram extraídas através da extração com DM:M e fracionadas com o método de 

fracionamento ABC. As frações resultantes foram testadas quanto à atividade redutora de 

lípidos, em peixes-zebra. 

3.3.1. Biomassa Liofilizada 

 O volume de cultura necessário para a caracterização bioquímica foi retirado, e 

posteriormente o volume restante foi centrifugado, e o pellet obtido liofilizado para futura 

extração. As biomassas liofilizadas foram pesadas, o que permitiu uma avaliação do 

crescimento das culturas. As massas obtidas 1A (127,6 mg), 1B (296,8 mg), 2A (379,1 mg), 

2B (400,9 mg), 3A (447,8 mg), 3B (370,4 mg) (Fig.12). 

 

A B 

C 
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3.3.2. Biomassa Seca 

 A biomassa seca é considerada uma medida para o crescimento de cianobactérias 

e foi usada como fator de normalização para todos os outros parâmetros deste ensaio.  

 A culturas expostas às condições 1A (10ºC), 1B (14ºC) e 2A (18ºC) mostraram 

valores de biomassa seca semelhantes, e nenhuma diferença significativa foi encontrada 

entre elas, sendo as culturas que apresentaram um menor crescimento. As condições 1A, 

e 1B apresentaram diferenças significativas com as condições 2B (22ºC), 3A (26ºC) e 3B 

(30ºC), sendo esta última condição a que apresentou o maior crescimento neste ensaio e 

apenas não apresentou diferenças significativas com a condição 3A (Fig.12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12- Biomassa liofilizada (à esquerda) e biomassa seca (à direita) obtidas para cada condição na experiência da 

temperatura  (1A- 10ºC; 1B – 14ºC; ; 2A – 18ºC; 2B – 22ºC; 3A – 26ºC; 3B – 30ºC). À esquerda, os valores são expressos 

em g de biomassa liofilizada / L de cultura (n = 1) e à direita g biomassa seca / L cultura (n=3). As diferenças significativas 

entre grupos foram analisadas pela One-Way ANOVA com o teste de comparações múltiplas de Dunnet´s. Diferenças 

significativas foram representadas com letras diferentes (p < 0.05). 

 

3.3.3. Conteúdo de Proteínas 

 A cultura exposta à condição 1B (14ºC) foi a que mostrou o maior conteúdo de 

proteínas deste ensaio, sendo que não apresentou diferenças significativas com a condição 

1A (10ºC), mas apresentou diferenças significativas com todas as outras condições, 2A 

(18ºC), 2B (22ºC), 3A (26ºC) e 3B (30ºC), sendo esta última a que apresentou um menor 

conteúdo de proteínas (Fig.13). 

3.3.4. Conteúdo de Carboidratos  

 Não foram encontradas diferenças significativas no conteúdo de carboidratos entre 

as diferentes condições de temperatura testadas (Fig.13). 
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3.3.5. Conteúdo de Lípidos 

 A culturas expostas às condições 1A (10ºC), 1B (14ºC), 2A (18ºC), 2B (22ºC), e 3A 

(26ºC) mostraram quantidades de lípidos semelhantes e não apresentaram diferenças 

significativas entre elas. Pelo contrário, a condição 2A, que obteve a maior quantidade de 

lípidos, apresentou diferenças significativas em relação à cultura exposta à condição 3B 

(30ºC), que foi a condição que obteve a menor quantidade de lípidos (Fig.13). 

 

 

 

 

 
 

Figura 13- Conteúdo de proteínas (esquerda), carboidratos (meio) e lípidos (direita), obtidos para cada condição na 

experiência da temperatura (1A 10 ° C; 1B 14 ° C; 2A 18 ° C; 2B 22 ° C; 3A 26 ° C; 3B 30 ° C). Os valores são expressos em 

g proteína / g biomassa seca (esquerda), g hidratos de carbono / g biomassa seca (meio) e em unidade de intensidade de 

fluorescência (UFI) / g biomassa seca (direita) (n 3).Os dados foram apresentados em gráficos de barras com desvio padrão. 

As diferenças significativas do conteúdo de proteínas e carboidratos foram analisadas pela One-Way ANOVA com o teste 

de comparações múltiplas de Dunnet´s e do conteúdo de lípidos foram analisadas por Kruskal-Wallis através do teste de 

comparação múltipla de Dunn. Diferenças significativas foram representadas com letras diferentes  

 

3.3.6. Pigmentos 

a) Clorofila A 

 A cultura exposta à condição 1A (10ºC), que obteve a menor quantidade de Clorofila 

A, demonstrou ser significativamente diferente quando comparada com todas as outras 

condições estudadas, à exceção da condição 1B (14ºC). A condição 3B (30ºC), foi a que 

obteve a maior quantidade deste pigmento (Fig.14). 

b) Clorofila B 

 As culturas expostas às condições 1A (10ºC) e 1B (14ºC) mostraram quantidades 

de Clorofila B semelhantes, sendo que não existiram diferenças significativas entre elas. 

Também as culturas expostas às condições 2A (18ºC), 2B (22ºC) e 3A (26ºC) 

demonstraram quantidades de Clorofila B semelhantes, sendo que não existiram 

diferenças significativas entre elas.  
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 A condição 1A, que obteve a menor quantidade de Clorofila B, demonstrou ser 

significativamente diferente quando comparada com todas as outras condições estudadas, 

à exceção da condição 1B. A condição 3B (30ºC), foi a que obteve a maior quantidade 

deste pigmento, demonstrando diferenças significativas com todas as outras condições 

(Fig.14). 

c) Carotenoides 

 As culturas expostas às condições 1A (10ºC), 1B (14ºC) e 3A (26ºC), mostraram 

quantidades de Carotenoides semelhantes, sendo que não existiram diferenças 

significativas entre elas. Ocorreu o mesmo com as culturas expostas às condições 1B, 2A 

(18ºC) e 3A que demonstraram também quantidades de Carotenoides semelhantes, e por 

isso, não apresentaram diferenças significativas entre elas.  

 A condição 1A foi a que obteve a menor quantidade deste pigmento, e a 

condição 3B (30ºC) obteve a maior quantidade, sendo significativamente diferentes entre 

elas (Fig.14). 

 

 

 

 

 

 

Figura 14- Conteúdo de pigmentos (Clorofila A, Clorofila B e Carotenoides), obtidos para cada condição da experiência da 

temperatura (1A 10 ° C; 1B 14 ° C; 2A 18 ° C; 2B 22 ° C; 3A 26 ° C; 3B 30 ° C). Os valores são expressos em unidade Abs 

652 nm / g de biomassa seca para Clorofila A, unidade Abs 665 nm / g de biomassa seca para Clorofila B e Unidade Abs 

470 nm / g de biomassa seca para Carotenóides (n =3). As diferenças entre grupos foram analisadas pela One-Way ANOVA 

com o teste de comparações múltiplas de Dunnet´s. Diferenças significativas foram representadas com letras diferentes (p < 

0.05). 

 

 Os resultados desta experiência mostraram que quanto mais alta é a temperatura, 

maior é o crescimento, sendo que a maior produção de biomassa foi a 30ºC e a menor a 

10ºC. Em termos de conteúdo de proteínas, o maior conteúdo foi obtido a temperaturas 

mais baixas (10°C e 14ºC), e o menor a temperaturas mais altas (26ºC e 30ºC). O conteúdo 

de lípidos apenas foi afetado, e negativamente, pela temperatura mais alta do ensaio, 30ºC. 
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Contrariamente, o maior conteúdo de pigmentos foi obtido na condição a 30ºC e o menor 

pela condição a 10ºC. Ou seja, quanto maior for a temperatura, menor será a produção de 

lípidos e maior será a quantidade de pigmentos. 

 Uma visão geral dos resultados é apresentada na Tabela 3. 

 

Tabela 3- Visão geral dos resultados obtidos para a caracterização bioquímica da experiência da temperatura: + representa 

aumento, - representa diminuição. 
 

Parâmetros Bioquímicos 

Condição Biomassa Proteínas Carboidratos Lípidos Pigmentos 

1A (10ºC) - +   - 

1B (14ºC) - +    

2A (18ºC)      

2B (22ºC)      

3A (26ºC) + -    

3B (30ºC) + -  - + 

 

 

3.3.7. Bioensaio em Peixes-Zebra - Experiência da Temperatura 

 Neste bioensaio foram testadas 18 frações diferentes (3 por extrato) obtidas através 

do fracionamento ABC e extraídas com os solventes diclorometano e metanol. Na figura 

15 estão representados os resultados de dois ensaios independentes (n= 10-12) referentes 

às diferentes temperaturas testadas.  

 As frações obtidas foram analisados a uma concentração final de 25 μg/mL. 

Nenhuma das frações testadas obteve atividade estatística significativamente diferente do 

controlo, ou seja, nenhuma apresentou atividade de redução de lípidos. As frações 1B-B 

(fração B, 14ºC) e 3A-A (fração A, 26ºC)  apresentaram uma redução de 28,0% ± 6,0 (valor 

p = 0,8894) e 27,8% ± 7,6 (valor p = 0,3027), respetivamente, mas não apresentaram 

diferenças significativas. 
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Figura 15- Atividade redutora de lípidos no ensaio metabolismo lipídico com peixe-zebra corados com Vermelho de Nilo- 

ensaio de exposição da estirpe LEGE06097 crescida a diferentes temperaturas (25 μg / mL). O controlo solvente tinha 0,1% 

de DMSO e o controlo positivo 50 μM de REV. Os valores foram expressos como intensidade média de fluorescência (MFI) 

em relação ao grupo DMSO, e cada grupo de tratamento tinha 10-12 réplicas (n = 10-12). Os dados foram representados 

com diagramas de caixa. As diferenças estatísticas foram analisadas por Kruskal-Wallis com teste posthoc de Dunn e foram 

indicadas comparativamente ao controlo solvente, com o símbolos * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001. 

                     

 

           

       

 

 

 

        

 

 

 

 

 

Figura 16- Imagens representativas do ensaio do metabolismo lipídico com peixe-zebra corados com Vermelho de Nilo – 

Ensaio da exposição das culturas a diferentes temperaturas. A representa o controlo solvente do ensaio, DMSO (0,1%) , B 

representa o controlo positivo, REV (50 μM), C representa a fração 1B-B (fração B, a 14ºC) e D representa a fração 3A-A 

(fração A, a 26ºC), ambas a uma concentração de 25 μg/mL, que não apresentaram diferenças significativas em relação ao 

controlo. À esquerda estão representadas as imagens da fluorescência com contraste vermelho, e à direita as imagens de 

contraste de fase de larvas de peixe-zebra. 
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3.4. Perfil do Metabolito 

 Para realizar a análise através de LC-MS/MS, escolhemos as frações provenientes 

do ensaio com as condições do BOGA, em que realizámos duas extrações diferentes 

(DM:M vs M). O  objetivo era identificar os metabolitos que foram extraídos com o tipo de 

extração orgânica que alterou significativamente a bioatividade das frações obtidas.  

 Para tal, foram selecionadas duas frações bioativas (Fração B Diclorometano + 

Metanol (DM:M) e extrato bruto de DM:M) e duas frações não ativas (Fração B Metanol (M) 

e extrato bruto M), sendo que todas as amostras pertenciam à mesma cianobactéria, 

Cyanobium sp. LEGE 06097. Efetuaram-se duas análises diferentes, a primeira realizou-

se com a Fração B extraída com DM e M (ativa), e a  Fração B extraída apenas com M 

(não ativa). A análise comparativa do metaboloma permitiu a identificação de compostos 

conhecidos ou desconhecidos, exclusivos das frações bioativas (ativas). Na segunda 

análise foram comparados os extratos brutos, o extrato bruto extraído com DM:M e o 

extrato bruto extraído com M.  

 As duas redes moleculares (Figura 17 e 18) foram então obtidas através da análise 

pela plataforma GNPS (Rede Global de Material Molecular de Produtos Naturais). 

 As redes moleculares são compostas por nodos, sendo que cada um representa 

um pico de massa (valor m/z e tempo de retenção). As ligações entre nodos (espectro a 

espectro) são chamadas de aresta (Wang et al., 2016). Através de um nodo de cor no 

programa Cytoscape, é possível visualizar conjuntos de nodos (clusters) pertencentes a 

iões de frações ativas, sugerindo estruturas moleculares bioativas comuns. Os nodos 

representados por uma única cor indicam que ele pertence apenas a uma fração, ativa ou 

não ativa. No entanto, os nodos também podem conter várias cores, o que significa que 

eles estão presentes em várias frações, ativas e não ativas. No entanto, se os nodos 

pertencerem a uma fração ativa específica, os possíveis compostos encontrados serão 

provavelmente a causa da bioatividade observada, em relação a outra (Olivon et al., 2017). 

 



41 
 

3.4.1. 1ª Análise 
 

 

 

Figura 17- Rede molecular das frações B BOGA (Extração com DM:M  vs extração com M) obtida pela plataforma GNPS e 

visualizada com o programa Cytoscape. A azul-claro está representada a fração ativa (fração B DM:M), a vermelho está 

apresentada a fração não ativa (fração B M) e a cinzento está representado o branco da análise.  

  

 Através da figura 17, podemos observar a primeira análise molecular efetuada às 

frações B BOGA, os nodos da fração B ativa (extraída com diclorometano e metanol) foram 

representados a azul-claro. Os metabolitos constituintes da fração não ativa (fração B 

Lípidos e moléculas 
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nitrogénio  
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extraída com metanol), também foram incluídos na análise, sendo esses os nodos 

representados a vermelho e o branco da análise foi representado a cinzento. Todos os 

principais picos encontrados na fração ativa analisada, bem como todas as informações 

obtidas pelas bases de dados (GNPS, DNP e Atlas) e o cálculo do erro m/z dos mesmos, 

em ppm, foram descritos na tabela 5, em anexo (Anexo l). 

 Na rede molecular da primeira análise foram encontrados 57 nodos exclusivos da 

fração ativa e 6 nodos compartilhados entre a fração ativa e não ativa. Sendo que dos 57 

nodos pertencentes exclusivamente à fração ativa, apenas 36 foram efetivamente 

identificados através das bases de dados disponiveis, ou seja, identificaram-se 

putativamente 63,16% dos metabolitos e cerca de 36,84% eram considerados 

desconhecidos, sendo que podem pertencer a moléculas novas. Através do cytoscape 

verificámos qual a classificação dos clusters presentes, sendo que na maioria pertenciam 

a lípidos/moléculas semelhantes e compostos orgânicos de nitrogénio. 

3.4.2.  2ª Análise  

 

Figura 18- Rede molecular dos extratos brutos BOGA (Extração com diclorometano e metanol vs extração metanólica) obtida 

pela plataforma GNPS e visualizada com o programa cytoscape. A azul-claro está representada a fração ativa (extrato bruto 

DM:M), a vermelho está apresentada a fração não ativa (extrato bruto M) e a cinzento está representado o branco da 

análise. 

Lípidos e moléculas 

semelhantes a lípidos 
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 Na Figura 18, podemos observar a segunda análise molecular efetuada aos 

extratos que deram origem as frações analisadas primeiramente, sendo novamente 

extraídos de forma diferente, um com diclorometano e metanol e o segundo apenas com 

metanol. Os nodos do extrato DM:M (fração ativa) foram representados a azul-claro, os 

metabolitos constituintes do extrato M (fração não ativa) foram representados a vermelho 

e o branco da análise foi representado a cinzento.  

 Na rede molecular da segunda análise foram encontrados 14 nodos exclusivos da 

fração ativa e 20 nodos compartilhados entre a fração ativa e não ativa. Dos 14 nodos 

pertencentes exclusivamente à fração ativa, apenas 5 foram efetivamente identificados 

através das bases de dados disponiveis, ou seja, identificaram-se putativamente 35,71% 

dos metabolitos e cerca de 64,29% são desconhecidos, sendo que podem pertencer a 

moléculas novas. Através do cytoscape verificámos qual a classificação dos clusters 

presentes, sendo que na maioria pertenciam a lípidos/moléculas semelhantes, compostos 

orgânicos de oxigénio e benzenoides. 

 Os principais picos encontrados e não encontrados na análise do extrato ativo, bem 

como todas as informações obtidas pelas bases de dados (GNPS, DNP e Atlas) e o cálculo 

do erro m/z dos mesmos, em ppm, estão representados na Tabela 4. 
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Tabela 4- Tabela representativa dos compostos únicos identificados através da segunda análise molecular, no Cytoscape. 

Compostos esses pertencentes exclusivamente ao extrato bruto com as condições BOGA, extraído com diclorometano e 

metanol. Na tabela estão representados os compostos identificados, e também os não identificados (moléculas novas). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M+H RT Putative 

identification 

Adduct PPM Fórmula Fonte 

 

871,573 

 

954,35 

Haliclonamide_B_O-

(2-Hydroxy-3-methyl-

3-butenyl) 

M+H 
  

 

Dereplicato

r 

Pheophytin a M+H -0,8627 C55H74N4O5 DNP 

893,542 828,05 Chlorophyll a 
 

-1,2806 C55H72MgN4O

5 

 

DNP 

Oscilol 
 

0,5490 C52H76O12 

737,451 945,40 Antanapeptin A 
 

2,7891 C41H60N4O8 DNP 

819,530 1107,91 1,2-Diacylglycerol 6-

sulfoquinovosides 

 
0,9395 C43H78O12S DNP 

764,470 954,82 Rolloamide A 
 

-1,4120 C41H61N7O7 DNP 

817,514 1082,85 Não identificado     

792,502 1063,92 Não identificado     

761,452 916,16 Não identificado     

1425,02 767,41 Não identificado     

915,524 839,74 Não identificado     

869,558 883,43 Não identificado     

869,558   868,98 Não identificado     

1742,14 882,04 Não identificado     
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4.  Discussão 

 As cianobactérias são organismos capazes de uma adaptação incrível ao meio 

ambiente, conseguindo alterar as suas vias metabólicas para produzir metabolitos 

secundários que lhes permitem sobreviver e crescer em situações de stress (Mazard et al., 

2016). Esses metabolitos muitas vezes têm propriedades bioativas, que podem apresentar 

potencial no tratamento de muitas doenças, nomeadamente doenças metabólicas, como é 

o caso da obesidade (Brito et al., 2015). Juntamente com os metabolitos secundários, a 

concentração de outros componentes das células cianobacterianas, como é o caso das 

proteínas, carboidratos, lípidos e pigmentos, também são alterados com essa adaptação 

(Encarnação et al., 2015). Assim, modificações na composição bioquímica das células são 

um indicador de metabolismo alterado (Chen et al., 2017; Paliwal et al., 2017).  

 Como organismos fotoautotróficos, as cianobactérias necessitam de uma fonte de 

luz para obter energia e convertê-la em energia química como ATP e NADP, sendo que 

tanto a quantidade, como a qualidade da luz, afetam o metabolismo celular e, portanto, 

modulam a composição da biomassa (Choi et al., 2015; Sánchez-Bayo et al., 2020). 

 O fotoperíodo regula a divisão celular, que ocorre durante o período de luz, e é 

acelerado sob condições de iluminação contínua (Sánchez-Bayo et al., 2020). No entanto, 

a fotossíntese oxigenada leva ao fotodano do fotossistema II (PSII). Uma vez que o fluxo 

fotossintético dos eletrões inicia com a redução da plastoquinona por eletrões libertados 

pela oxidação da água no PSII, o acúmulo de PSII fotodanificado diminui a atividade 

fotossintética (Zavafer et al., 2015). Quando a taxa de fotodano ultrapassa a taxa de reparo 

PSII, ocorre a fotoinibição e, quando severa, pode levar à diminuição do crescimento, ou 

até à morte celular (Komenda et al., 2012). Tal acontecimento normalmente ocorre em 

condições de stress ambiental, como é o caso de quando as células de microalgas são 

submetidas a altas intensidades de luz ou a outras formas de stress, o excesso de eletrões 

na cadeia de transporte de eletrões fotossintéticos induz a produção de numerosos ROS, 

causando assim, a inibição da fotossíntese, co-oxidação de pigmentos, peroxidação de 

lípidos, destruição de membrana, ou até desnaturação de proteínas (He et al., 2015). Para 

minimizar os efeitos do stress oxidativo nas células, as cianobactérias podem produzir 

lípidos ou carboidratos, que podem servir como recetores para dissipar o excesso de 

eletrões, sendo que o tipo de composto produtor de energia que se acumula na célula 

microalgal parece ser específico de cada espécie (Ho et al., 2014). O conhecimento das 

condições individuais de crescimento das cianobactérias permite a produção de biomassa 

com uma composição precisamente definida, podendo utilizar a influência combinada da 

luz e da temperatura (Khan et al., 2018). As espécies de cianobactérias variam em termos 
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das suas necessidades de luz para o máximo crescimento e acúmulo de biomassa, sendo 

que expostas a intensidades de luz muito baixas e muito altas, tendem a não crescer com 

eficiência (Mata et al., 2010; Ye et al., 2012).  

 Um estudo utilizando Scenedesmus obliquus, no qual se expôs microalga a 150 

μmol m-2s-1 de luz branca sob fotoperíodo de 24 horas dia e 12 horas dia:12 horas noite, 

revelou que condições de luz contínua levaram a uma acumulação de biomassa. No 

entanto, no mesmo estudo observou-se que a luz contínua diminuiu o conteúdo de clorofila, 

e o conteúdo de proteínas (Vendruscolo et al., 2019). No presente estudo, com 

LEGE06097, a condição de luz contínua não pareceu interferir negativamente no teor de 

clorofilas e carotenóides, porém provocou uma diminuição na produção de proteínas. Ainda 

assim, uma diminuição na quantidade de clorofilas com a longa exposição à luz é 

consistente com a natureza deste pigmento, pois as duas principais enzimas envolvidas na 

síntese biológica de clorofila A, glutamil-tRNA redutase (GluTR) e glutamato 1-semialdeído 

aminotransferase (GSA-AT), são sensíveis à luz e por isso, a sua atividade pode ser inibida 

com a exposição excessiva à luz (Ma et al., 2017). Além disso, quando expostas às 

condições ideais de cultivo, as cianobactérias tendem a produzir mais proteínas para 

manter a multiplicação celular e a produção de biomassa (da Fontoura Prates et al., 2018), 

por isso, o baixo teor de proteína sob luz contínua pode indicar que as células não se 

encontravam em condições ideais e a longa exposição à luz possivelmente podia estar a 

causar fotodano, sendo que o conteúdo de pigmentos pode mostrar que foram acumulados 

durante o crescimento ideal e ainda não tinham sido afetados por este processo no 

momento em que o ensaio terminou.  

 O crescimento sob luz forte neste ensaio foi apenas ligeiramente inferior ao 

verificado sob luz intermédia e contínua. Além disso, estas três condições induziram a 

produção de lípidos, o que sugere que as células se encontravam sob stress (Ho et al., 

2014). No estudo desenvolvido por Guyon et al.,2018, a estirpe OTTH595 de Ostreococcus 

mostrou um crescimento similar ao ser exposta a uma intensidade de luz de 150 μmol m-

2s-1 e 500 μmol m-2s-1. No estudo de He et al., 2015, as microalgas Chlorella sp. e 

Monoraphidium dybowskii, expostas a 40, 200 e 400 μmol m-2s-1 de intensidade de luz, 

verificou-se que a maior intensidade de luz levou a um crescimento rápido nos primeiros 

dias, mas acabou por ser superada pela intensidade de luz intermédia, provavelmente 

devido à fotoinibição. De acordo com Khatoon et al., 2018, o maior conteúdo total de 

ficobiliproteína foi encontrado no extrato aquoso de P. mucicola quando cultivado sob luz 

intermédia (180 μmolm-2s-1). Foi relatado por Ojit et al., 2015, que o aumento da 

disponibilidade de luz costuma levar à diminuição do teor de clorofila A nas cianobactérias, 

como estratégia para prevenção de danos foto-oxidativos causados pela produção de 
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radicais livres. No mecanismo de fotoinibição, a luz forte induz a produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS), o que inativa diretamente o centro de reação fotoquímica do 

PSII (Murata et al., 2007).  

 Além disso, também a luz vermelha potencializou um forte crescimento, tal como 

no estudo de Olaizola e Duerr, 1990, em avaliaram o potencial de A. platensis cultivado 

sob luzes branca, azul e vermelha, provaram que esta última forneceu uma produção 

semelhante à luz branca, sendo as condições onde existiu maior quantidade de biomassa 

a ser produzida. Por outro lado, a luz vermelha obteve uma menor quantidade de lípidos, 

sendo que obteve um dos maiores crescimentos do nosso ensaio, com LEGE06097, 

indicando que as células não se encontravam sob stress, pois a produção de lípidos não 

foi estimulada (Ho et al., 2014). No estudo de Pagels et al., 2020, onde avaliaram a 

acumulação de pigmentos em Cyanobium sp. LEGE06113, usando diferentes qualidades 

de luz, os resultados mostraram a regulação positiva da produção de carotenoides sob a 

suplementação de luz vermelha.  

 Já foi provado que LEDs azuis podem causar stress celular, resultando numa maior 

produção e consequente acumulação de lípidos, sendo que neste trabalho aconteceu o 

oposto, tal como no estudo de Singh et al., 2010, onde a cianobactéria estudada quando 

exposta a luz azul, diminuiu a produção de lípidos. Esta redução com luz azul pode 

acontecer devido à peroxidação lipídica induzida por essa qualidade de luz. Além disso, a 

luz azul e a radiação UV foram sugeridas como principais fatores reguladores da 

composição lipídica em cianobactérias e microalgas (Schulze et al., 2014; Montero et al., 

2016). Tal como no presente estudo, uma diminuição no crescimento com luz azul também 

foi observado por Katsuda et al., 2004, sendo que H. pluvialis apresentou maior 

crescimento vegetativo quando exposta a LED vermelho, e quando submetida a LED azul, 

foi observada uma supressão no crescimento. Nas cianobactérias, a absorção da luz azul 

é feita de forma menos eficaz (Schulze et al., 2014), dando muitas vezes origem a uma 

diminuição na produção de biomassa e no conteúdo de lípidos (Duarte e Costa, 2018). A 

luz azul não provocou assim stress celular, e por isso a produção de lípidos não foi 

estimulada (da Fontoura Prates et al., 2018). Esta condição de luz, muito provavelmente 

via fotorreceptores como as fototropinas, parece induzir a acumulação de pigmentos em 

várias espécies (Fu et al., 2013; Katsuda et al., 2004). Foi observada essa tendência nos 

resultados do presente estudo, sendo que a condição de luz azul, juntamente com a luz 

vermelha, foram as que apresentaram maior conteúdo de pigmentos. Além disso, como a 

energia dos fotões azuis é maior do que a necessária para a fotossíntese (Kommareddy e 

Anderson, 2003), a luz azul pode resultar em extinção não fotossintética (NPQ), gerando 

espécies reativas de oxigénio (ROS) (Fu et al., 2013), e portanto, para proteger o aparelho 
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fotossintético contra ROS, as algas e plantas acumulam pigmentos fotoprotetores (por 

exemplo, xantofilas) (Olle e Viršile, 2013; Fu et al., 2013).  

 No geral, a luz forte parece causar stress a Cyanobium sp. LEGE06097, 

principalmente devido ao aumento da produção de lípidos. A luz vermelha surge como uma 

condição ideal para um crescimento robusto. A luz contínua também induziu um forte 

crescimento, no entanto, o conteúdo de proteína diminuiu, o que pode sugerir fotoinibição. 

A luz intermédia foi a condição mais semelhante com as condições existentes no BOGA, e 

revelou tanto um dos maiores crescimentos, como também a maior produção de proteína 

do ensaio, o que indica que as cianobactérias não se encontravam sob stress e as funções 

celulares estavam a funcionar normalmente. Se o objetivo fosse produzir uma grande 

quantidade de biomassa, a luz vermelha seria a melhor escolha, pois apresenta um dos 

maiores crescimentos, e parece não induzir stress. Porém, o objetivo era otimizar as 

condições de cultivo para produção de metabolitos com propriedades anti-obesidade.  

 O bioensaio do metabolismo da gordura vermelha de Nilo em peixes-zebra, 

realizado com as frações obtidas na experiência da luz, mostrou que nenhuma das frações 

testadas apresentava a capacidade de reduzir os lípidos neutros em larvas de peixe-zebra, 

ou seja, nenhuma demonstrou atividade anti-obesidade. Sendo que duas frações 

mostraram aumentar significativamente a quantidade de lípidos (2A-D e  2A- E, fração D e 

E pertencentes ao tratamento de luz forte), o que dá a entender que o tratamento com luz 

forte parece favorecer a acumulação de lípidos nas larvas. Muito provavelmente nesta 

acumulação de lípidos esta involvido o recetor PPARy, que controla a regulação da 

adipogenese e metabolismo dos lípidos. Agonistas do PPARy são utilizados no tratamento 

da diabetes, mas não para a obesidade (Gross e Staels, 2007). A ausência da esperada 

atividade anti-obesidade como descrito num estudo anterior (Costa et al., 2019), mostrou 

que as próprias condições de luz podem estar a afetar a produção de metabolitos, porque 

embora as condições de luz intermédia fossem semelhantes às condições existentes no 

BOGA, existiam algumas disparidades importantes, nomeadamente intensidade de luz 

(150 μmol m-2s-1 vs 60-90 μmol m-2s-1) e temperatura (25°C vs 20°C). Além disso, as 

culturas da experiência da luz foram extraídas utilizando apenas o solvente metanol (M), e 

a metodologia de extração original, aplicada na triagem inicial, foi realizada com 

diclorometano e metanol (DM:M). Assim, as culturas extraídas usando diferentes 

metodologias foram comparadas no bioensaio do peixe-zebra, e esses podem ter sido os 

motivos para os resultados terem sido diferentes. Só é possível efetuar uma correta 

separação, identificação e caracterização de compostos bioativos, se o processo de 

extração for bem realizado, e se o solvente for o mais apropriado (Azmir et al., 2013). 
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 De seguida, culturas do biotério do CIIMAR (BOGA) foram extraídas com as duas 

metodologias. Os resultados revelaram que a metodologia de extração teve um impacto 

substancial nas bioatividades, sendo que utilizando a extração orgânica apenas com o 

solvente metanol não se observou bioatividade em nenhuma das frações testadas, 

enquanto a extração com diclorometano e metanol já revelou bioatividade, nomeadamente 

na fração B com uma redução de cerca de 45% (45,1 ± 26,9). Além disso, os resultados 

obtidos com a extração diclorometano:metanol mostraram desvios padrões menos 

variáveis, sendo este método de extração escolhido para as culturas da experiência da 

temperatura.  

 A temperatura é um dos fatores mais importantes no cultivo de microalgas, e está 

altamente correlacionado com a taxa de crescimento (Ho et al., 2014), também influencia 

diretamente os processos bioquímicos, incluindo a fotossíntese, e o fabrico de células, bem 

como o tamanho da célula e as necessidades de nutrientes. Cada espécie tem sua própria 

temperatura ótima de crescimento (Pagels et al., 2020; Fatma, 2009), sendo que se 

aumentarmos exponencialmente a temperatura para a faixa ideal irá aumentar também o 

seu crescimento, mas um aumento ou diminuição na temperatura além do ponto ideal 

retarda ou mesmo interrompe o crescimento e a atividade das algas (Béchet et al., 2017). 

Em condições supra-ótimas de temperatura, a degradação da proteína é induzida levando 

à mortalidade celular. Além disso, o stress provocado pela temperatura afeta fortemente a 

dinâmica de ROS, causando dano oxidativo progressivo e, em última instância, morte 

celular (Serra-Maia et al., 2016). 

 LEGE06097 foi exposta a uma gama de temperaturas, nomeadamente 10°C, 14°C, 

18°C, 22°C, 26°C e 30°C. Como esperado, a produção de biomassa aumentou 

gradualmente com o aumento da temperatura. O crescimento celular foi semelhante e 

particularmente alto a 26ºC e 30ºC, sugerindo que a temperatura ideal de crescimento para 

esta cianobactéria está em torno desta faixa. Observações semelhantes foram relatadas 

por muitos outros pesquisadores, Ranjitha e Kaushik, 2005, relataram que a maior 

biomassa em Nostoc muscorum foi obtida a 30°C. A faixa de temperatura ideal para a 

maioria das espécies de cianobactérias é entre os 20ºC e os 30°C, sendo que existem 

estirpes que suportam temperaturas superiores (Singh et al., 2015).  

 Baixas temperaturas podem afetar a fotossíntese, reduzindo a atividade de 

assimilação de carbono, enquanto temperaturas muito altas reduzem a fotossíntese ao 

inativar as proteínas fotossintéticas e perturbar o equilíbrio de energia na célula. O declínio 

na fotossíntese resulta numa diminuição da taxa de crescimento (Atkinson et al., 2003). 

Em termos de proteínas produzidas pela cianobactéria em estudo, observou-se um 
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decréscimo no conteúdo das mesmas, a partir da temperatura 14ºC, onde apresentou o 

maior conteúdo de proteínas, até aos 30ºC, sendo a condição com o menor conteúdo de 

proteínas. No estudo de Pagels et al., 2019, foi observado o efeito negativo do aumento da 

temperatura na produção de ficobiliproteína, uma proteína existente em Cyanobium sp., o 

que se opõe à tendência geral das cianobactérias, que costumam associar uma maior 

produção de proteínas a altas temperaturas (≥ 30 ° C), também no estudo de Sakamoto e 

Bryant, 1997, fixaram como condição ótima 22°C para a produção de proteínas em 

Synechococcus sp. PCC 7002, sendo que a temperaturas superiores observava-se uma 

diminuição.  

 A temperatura também afeta diretamente o conteúdo lipídico e a composição de 

ácidos gordos nos organismos, mas a natureza e a magnitude desse efeito ainda não é 

bem caracterizada (Pettitt et al., 1989; Guschina e Harwood, 2006). Várias descrições 

distintas de como a temperatura afeta o acúmulo de lípidos foram relatadas, por exemplo, 

Synechocystis sp. O PCC6803 demonstrou um crescimento ideal entre 30-33°C, e inibição 

da produção de lípidos a 18°C, 22°C e 40°C (Sheng et al., 2011). A temperaturas mais 

baixas, as células frequentemente modificam a sua membrana celular para incorporar mais 

ácidos gordos insaturados, conferindo maior fluidez à membrana, enquanto a temperaturas 

mais altas a membrana celular torna-se mais saturada, para aumentar a sua rigidez 

(Hilditch e Williams, 1964). Têm sido documentados em vários grupos funcionais de 

microalgas, altos níveis de insaturação de lípidos a baixas temperaturas (Renaud et al., 

2002; Lynch e Thompson Jr, 1982), sendo importante lembrar que também existem 

evidências que sugerem que essa tendência pode mudar de espécie para espécie 

(Guschina e Harwood, 2006; Patterson, 1970). O conteúdo de lípidos observado no nosso 

ensaio, mostra-nos uma tendência decrescente à medida que a temperatura aumenta para 

30ºC, sendo esta última a condição que apresenta uma menor quantidade de lípidos. No 

entanto, geralmente é aceite que as proporções de lípidos mudam em situações de stress 

(Chen et al., 2017; Ho et al., 2014). Em condições ideais de crescimento, os ácidos gordos 

são sintetizados principalmente para esterificação em lípidos de membrana à base de 

glicerol. Por outro lado, sob um ambiente desfavorável ao crescimento, as vias 

biossintéticas dos lípidos são alteradas em direção à formação e acumulação de lípidos 

neutros na forma de triacilglicerol (TAG), como um tipo de armazenamento de carbono e 

energia (Roleda et al., 2013). No presente estudo, existiu um nítido aumento na produção 

de lípidos a 10°C, o que é consistente com um maior acúmulo de lípidos neutros em 

condições de stress.  

 Ao contrário, altas temperaturas (26°C e 30°C) induziram a síntese de carboidratos, 

isso sugere uma mudança nas vias metabólicas para o armazenamento de carbono na 
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célula quando a temperatura aumenta e excede a temperatura de crescimento ideal. Foi 

proposto que a síntese de carboidratos e de lípidos seriam duas vias concorrentes, 

principalmente em estudos relacionados à depleção de nitrogénio (Fan et al., 2012; Li et 

al., 2015). No entanto, num estudo realizado por Chokshi et al., 2015, foi demonstrado que 

a microalga Acutodesmus dimorphus exposta a 25°C, 35°C e 38°C, aumentou 

gradualmente a produção de carboidratos e diminuiu a acumulação de lípidos com o 

aumento da temperatura, confirmando ainda mais a relação entre a produção de lípidos e 

carboidratos sob stress. Para LEGE06097, parece que o caminho preferido para o 

armazenamento de carbono depende da temperatura, sendo que a baixa temperatura 

induz a produção de lípidos e a alta temperatura leva à acumulação de carboidratos.  

 Nesta experiência a quantidade de Clorofila A, B e Carotenoides aumentou à 

medida que a temperatura também aumentava, à exceção da condição 3A (26ºC), que 

provocou em todos uma diminuição na quantidade de pigmentos produzidos. No estudo de 

Pagels et al., 2020, a produção de pigmentos em Cyanobium sp., foi maior quando 

expostos a 30°C, tal como nos resultados do nosso ensaio. Segundo Kłodawska et al., 

2019, as células cultivadas a 15°C apresentaram as menores concentrações de clorofilas 

e de carotenoides, em Anabaena sp., e também observaram na mesma cianobactéria, uma 

acumulação de clorofilas e carotenoides à temperatura de 23°C e 30°C, sendo que o 

conteúdo de carotenoides diminuiu a temperaturas baixas (15ºC), e a temperaturas acima 

de 30ºC (37ºC). 

 Os resultados obtidos na caracterização bioquímica da experiência da temperatura 

revelaram que abaixo da temperatura de 14°C e acima da temperatura de 22°C, as 

cianobactérias passam a gerar respostas ao stress, nomeadamente aumentando a 

produção de lípidos a 10ºC e a síntese de carboidratos acima de 26°C. Além disso, o 

razoável crescimento de biomassa, conteúdo de proteínas e pigmentos a 22°C sugere que, 

de todas as temperaturas testadas, esta é a que estimula um melhor rendimento de 

biomassa, sem indução de stress (He et al., 2015; da Fontoura Prates et al., 2018; Serra-

Maia et al., 2016). Considerando que as culturas do BOGA se encontravam a 20°C, as 

condições mais próximas nesta experiência foram as culturas mantidas a 18°C e 22°C.  

 As frações obtidas através da experiência da temperatura também foram testadas 

no bioensaio do metabolismo da gordura vermelha de Nilo em peixes-zebra, sendo que 

nenhuma das frações testadas obteve atividade estatística significativamente diferente do 

controlo (DMSO), ou seja, nenhuma apresentou atividade de redução de lípidos. Com isto 

depreendemos que a causa para não existir bioatividade pode estar relacionada com a 

intensidade de luz a que as culturas se encontravam expostas, sendo que na experiência 
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da luz a intensidade era 150-500 μmolm-2s-1, no ensaio das diferentes temperaturas todas 

se encontravam a 150 μmolm-2s-1, e no BOGA a cultura estava exposta a uma intensidade 

de luz 60-90 μmolm-2s-1, o que sugere que as condições para a produção de metabolitos 

anti-obesidade nesta estirpe são muito dependentes das condições de luz a que está 

exposta, parecendo assim preferir condições de baixa intensidade, como é o caso das 

existentes no biotério, pois foi o único ensaio anti-obesidade que demonstrou a existência 

de bioatividade. No entanto mais ensaios são necessários para entender estas 

inconsistências e compreender verdadeiramente o papel das condições de cultura no 

potencial anti-obesidade desta cianobactéria, sendo que seria interessante testar o 

crescimento da mesma sob intensidades de luz inferiores a 150 μmolm-2s-1. 

 Neste trabalho, frações de diversas condições de luz e temperatura às quais a 

cianobactéria Cyanobium sp. LEGE06097 foi exposta, foram testadas quanto à atividade 

de redução de lípidos. No bioensaio com as culturas do BOGA, a fração DM-B (fração B 

pertencente à extração efetuada com diclorometano e metanol) demonstrou redução 

lipídica estatisticamente significativa. Como tal, esta fração foi selecionada para a 

realização do perfil metabólico (1ª análise), juntamente com a fração que não apresentou 

atividade redutora de lípidos (M-B: fração B da extração com metanol). Posteriormente, 

numa 2ª análise do perfil metabólico, foi selecionado o extrato bruto que deu origem à 

fração B com bioatividade, extraído com diclorometano e metanol, juntamente com o 

extrato bruto da condição que não apresentou atividade redutora de lípidos (extraído 

apenas com metanol). A comparação entre os perfis metabólicos dos extratos ativos e não 

ativos, permitiu a descoberta de espectros MS / MS presentes apenas nos extratos ativos 

(metabolitos únicos), os quais foram identificados por meio de pesquisas em diversos 

bancos de dados de espectrometria de massa. Considerando as informações obtidas pelos 

bancos de dados e o cálculo do erro m / z, vários compostos foram sugeridos como 

metabolitos únicos na fração com atividade anti-obesidade e, portanto, potencialmente 

envolvidos nesta bioatividade. Quanto menor for a diferença entre o pico de massa no 

banco de dados e nos dados da rede molecular (erro m / z mais próximo de 0), maior será 

a probabilidade do pico de massa coincidir com o composto. Na primeira análise, foram 

identificados 57 picos pertencentes exclusivamente à fração ativa, sendo que desses 36 

foram efetivamente identificados através das bases de dados disponiveis, enquanto os 

picos de massa não identificados podem representar novas moléculas, uma vez que 

nenhuma correspondência foi encontrada em nenhum banco de dados. De seguida, 

apenas irão ser aprofundados aqueles que já possuírem algum tipo de bioatividade 

descrita, e com relevância para o âmbito deste trabalho. Nenhum metabolito identificado 

foi associado à obesidade na literatura científica, mas foram encontrados picos com 
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actividade anti-cancro e antiviral. O pico de massa [M + H]+ 321,240, supostamente 

identificou o composto 2-(Hydroxynitrosoamino)-12-methyl-1,3,12-tetradecanetriol 

(C15H32N2O5), com um erro m/z de 3,270 ppm. Este é produzido por Streptomyces sp. e 

considerado um inibidor de estromelisina (MMP11). A expressão de MMP11 é associada 

a tumores, sendo produzida por fibroblastos estromais próximos ao mesmo, levando em 

consideração o seu envolvimento com a progressão de alguns tipos de cancro. Já existem 

estudos sugerindo esta proteína como alvo de imunoterapia para o tratamento da doença, 

como é o caso de Peruzzi et al., 2009, que utilizaram a técnica de microarray, confirmando 

a superexpressão de mRNA de MMP11 num grande painel de amostras de tumor humano. 

MMP11 induziu uma resposta imune mediada por células e anticorpos, e exerceu proteção 

anti-tumoral significativa em ratos com cancro do cólon, em ambientes profiláticos e 

terapêuticos.  

  O pico de massa [M + H]+ 279,137, apresentou correspondência com o composto 

Makaluvamine D (C18H18N3O2), com um erro m/z de -2,376 ppm, que em estudos anteriores 

demonstrou atividade anticancerígena significativa, embora o seu limite de disponibilidade 

tenha impedido avaliações farmacológicas mais completas (Sadanandan et al., 1995).  

 O pico de massa [M +H]+ 309,147 foi associado ao composto Makaluvamine A 

(C19H18N3O2), com um erro m/z de -2,287 ppm, isolado de Zyzzya fuliginosa. 

Makaluvamines exibiram citotoxicidade in vitro contra a linha de células de tumor do cólon 

humano HCT 116, mostraram toxicidade diferencial contra a linha de células CHO sensível 

à topoisomerase II xrs e inibiram a topoisomerase II in vitro (Radisky et al., 1993; Barrows 

et al., 1993). Makaluvamina A exibiu atividade anti-tumoral in vivo contra o carcinoma 

ovárico humano Ovcar 3 implantado em ratos atímicos (Radisky et al., 1993; Barrows et 

al., 1993; Matsumoto et al., 1999).  

 O pico de massa [M +H]+ 571,235 apresentou correspondência com o composto 

Staurosporine (STU) (C35H30N4O4), com um erro m/z de 0,814 ppm, um alcaloide 

indolocarbazol que foi isolado pela primeira vez de Streptomyces staurosporeus, em 1977 

(Omura et al., 1977) e, subsequentemente, de outros actinomicetes (Takahashi et al., 

1989). STU demonstrou possuir atividade antifúngica e hipotensiva pela primeira vez, mas 

atraiu maior atenção em 1986, quando mostrou ser um inibidor altamente potente da 

proteína quinase C (PKC) e mostrou um forte efeito citotóxico nas células cancerígenas 

(Tamaoki et al., 1986). Outras atividades incluem a inibição da agregação plaquetária, 

inibição da contração do músculo liso, bloqueio de certas fases do ciclo de crescimento 

celular e a reversão da multirresistência (Omura et al., 1995; Beltran et al., 1997; Utz et al., 

1998).   
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 O pico de massa [M +H]+ 743,309, supostamente identificou o composto como 

Stylostatin 1 na plataforma GNPS, mais propriamente através do banco de dados 

Dereplicator (identificações baseadas em espectros de MS / MS), isolado da esponja 

marinha Stylotella sp., e considerado um heptapéptido citotóxico (Bourne et al., 1999). 

Segundo Forns et al., 2003, o cicloheptapéptido stylostatin mostrou uma inibição do 

crescimento celular ED50 de 0,8 μg/mL contra células de leucemia linfocítica P388.  

 8 picos de massa foram identificados através da plataforma GNPS, mais 

propriamente através do banco de dados Dereplicator+ (identificações baseadas em 

espectros de MS / MS). Estes compostos pertencem à superclasse dos lípidos ou 

moléculas semelhantes a lípidos, classe glicerolípidos e subclasse triacilglicerol. São 

variações de triglicerídeos de ácido monoa-linolénico. Os triglicerídeos (TGs ou TAGs) 

também são conhecidos como triacilgliceróis ou triacilglicerídeos, o que significa que são 

glicerídeos nos quais o glicerol é esterificado com três grupos de ácidos gordos (Ghosh et 

al., 1997). Os TAGs podem servir como depósitos de ácidos gordos em todas as células, 

mas principalmente nos adipócitos do tecido adiposo (Simons e Toomre, 2000; Watson, 

2006; Sethi e Vidal-Puig, 2007; Gunstone, 2007). 

 O pico de massa [M+H]+ 723,375 identificou o composto Tiahuramide A, identificada 

através da plataforma GNPS, mais propriamente pelo banco de dados Dereplicator 

(identificações baseadas em espectros de MS / MS). Este composto foi isolado da 

cianobactéria marinha Lyngbya majuscula. Os compostos de Lyngbya majuscula 

mostraram citotoxicidade contra linhagens de células cancerígenas e atividade anti-

inflamatória (Alvariño et al., 2016).  

 O pico de massa [M+H]+ 767,401 identificou Hymenamide F, identificado através da 

plataforma GNPS, mais propriamente pelo banco de dados Dereplicator (identificações 

baseadas em espectros de MS / MS). Este composto pertence a uma classe de peptídeos 

cíclicos isolados da esponja marinha de Okinawa, Hymeniacidon sp. (Kobayashi et al., 

1993; Tsuda et al., 1994), sendo que até ao momento dez peptídeos foram isolados, 

compostos por poucos resíduos de aminoácidos e apresentaram atividades antifúngica, 

citotóxica e inibidora de enzimas.  

 Por último, o pico de massa [M+H]+ 355,260 identificou o composto Glutamine 

(C19H34N2O4) com um erro m/z de 0,881 ppm. Este composto possui atividade antiviral, 

sendo que é um nutriente essencial para as funções dos leucócitos (linfócitos, macrófagos 

e neutrófilos), de pacientes infetados com vírus. O desenvolvimento de medicamentos 

antivirais que têm como alvo o metabolismo da glutamina devem então ser direcionados 

especificamente às células hospedeiras infetadas por vírus para evitar efeitos negativos 
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nas funções imunológicas. Outro papel significativo da glutamina está associado à sua 

capacidade de modular as respostas de proteção e resistência às lesões, também 

conhecidas como efeitos antioxidantes e citoprotetores (Cruzat et al., 2018). Este composto 

é fornecido como um componente da suplementação nutricional clínica para pacientes de 

pré e pós-operatórios, e também para muitos atletas de elite com o objetivo de restaurar 

as funções imunológicas, mas embora haja uma crescente evidência de apoio aos efeitos 

imunomediadores da suplementação de glutamina, várias questões e considerações 

específicas ainda permanecem (Cruzat., 2018).  

 Para perceber melhor as diferenças entre as duas metodologia da extração, foi 

realizada uma segunda análise metabolómica. Foram identificados 14 picos pertencentes 

exclusivamente ao extrato bruto com as condições do BOGA, extraído com diclorometano 

e metanol, sendo que desses apenas 5 foram efetivamente identificados através das bases 

de dados disponiveis, sendo apenas aprofundados aqueles que já possuíam algum tipo de 

bioatividade identificada, com relevância para este trabalho.  

 O pico de massa [M+H]+ 871,573 identificou o composto Pheophytin A (C55H74N4O5) 

com um erro m/z de -0,863 ppm, isolado de Brachystelma togoense. Este composto, no 

estudo de Ekalu et al., 2019, mostrou possuir atividade antimicrobiana contra S. aureus, E. 

coli, S. pneumonia, S. typhi e C. albicans, com zona de inibição de 12 a 27 mm. Também 

no estudo de Gomes et al., 2015, o composto Pheophytin A exibiu ação antimicrobiana 

contra estirpes padrão de fungos e bactérias. O composto 132-hidroxi-feofitina, é um 

derivado da clorofila que está presente em organismos marinhos e terrestres. A alta taxa 

de produção dessa molécula em Spirulina pode possibilitar o desenvolvimento de um futuro 

nutracêutico (Freitas et al., 2019). As proteínas-alvo de 132-hidroxi-feofitina a estão 

associadas a propriedades benéficas para a obesidade e comorbidades relacionadas à 

obesidade. Os próximos passos para progredir em direção a uma aplicação futura como 

um possível nutracêutico será a realização de pesquisas adicionais a fim de validar os alvos 

in vivo, num contexto de organismos mais complexos (Carrasco del Amor et al., 2019).  

 O pico de massa [M+H]+ 893,542 identificou o composto Chlorophyll A 

(C55H72MgN4O5) com um erro m/z de -1,281 ppm. Além deste composto possuir moléculas 

fundamentais para a vida e provavelmente ser o pigmento natural mais importante de 

todos, as clorofilas têm sido muito procuradas devido às suas propriedades bioativas. Na 

natureza, a clorofila A e B predominam nos organismos fotossintéticos (Zepka et al., 2019). 

As atividades biológicas atribuídas às clorofilas e aos seus catabolitos consistem na 

prevenção do cancro, atividades antioxidantes, anti-mutagénicas, modulação do 

metabolismo xenobiótico, indução de apoptose, propriedades antimicrobianas e atividades 
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anti-inflamatórias, sendo que a clorofila A apenas é responsável pela atividade anti-

mutagénica, quimiopreventiva, antioxidante e anti-inflamatória (Zepka et al., 2019; 

Subramoniam et al., 2012).   

 Por último, o pico de massa [M+H]+ 764,470, identificou o composto Rolloamide A 

(C41H61N7O7) com um erro m/z de -1,412 ppm. Este foi isolado da esponja marinha 

dominicana Eurypon laughlini. Rolloamide A, exibiu atividade supressora de crescimento 

contra um painel de linhas de células cancerosas histologicamente diversas (Williams et 

al., 2009). Também no estudo de Dahiya et al., 2019, foi observada uma atividade 

antimicrobiana promissora deste composto, contra C. albicans, P. aeruginosa e K. 

pneumonia, em comparação aos medicamentos convencionais, além da atividade 

moderada contra dermatófitos. 

 Apesar de muitos dos compostos em acima identificados apresentarem 

bioatividades já descritas (anti-inflamatórias, anticancerígenas, antimicrobianas..), apenas 

um pareceu ter alguma ligação com propriedades anti-obesidade, é o caso da Pheophytin 

A, pois as proteínas-alvo de um dos seus derivados, 132-hidroxi-feofitina a, estão 

associadas a propriedades benéficas para a obesidade e comorbidades relacionadas, 

podendo ser responsável pela atividade redutora de lípidos observada nos bioensaios em 

peixe-zebra. Sendo que também existiram muitos compostos que não foram identificados, 

ou seja, que são desconhecidos, mas que também podem estar relacionados com a 

bioatividade observada. No entanto, mais ensaios são necessários para validar estes 

resultados, e esforços adicionais também são necessários para fortalecer as identificações 

putativas.  
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5.  Conclusão 

 O principal objetivo deste trabalho centrou-se na manipulação das condições de 

crescimento de Cyanobium sp. LEGE06097, uma cianobactéria com atividade redutora de 

lipídios relatada anteriormente, a fim de identificar e otimizar a produção de metabolitos 

secundários responsáveis. Os efeitos das condições de luz e temperatura foram analisados 

através de vários parâmetros bioquímicos, e a bioatividade das frações foi testada no 

bioensaio do metabolismo lipídico com peixe-zebra corados com vermelho de nilo. 

 As análises aos parâmetros bioquímicos comprovaram que as condições de luz e 

temperatura afetaram o metabolismo da cianobactéria, dados os diferentes valores de 

proteínas, carboidratos, lípidos e pigmentos, bem como o crescimento de biomassa obtido.  

 Não obtivemos bioatividades nos ensaios anti-obesidade realizados em peixes-

zebra, com as frações provenientes das duas experiências (luz e temperatura). Sendo que 

concluímos que tanto as condições a que a cultura estava exposta, como também o tipo 

de extração orgânica utilizada no processo, podem afetar a bioatividade da estirpe, pois 

apenas o ensaio realizado com a cultura proveniente do BOGA obteve bioatividade, sendo 

que essa cultura estava exposta a condições diferentes das utilizadas nas experiências. 

Assim, conseguimos otimizar o protocolo e pelos resultados obtidos, seria interessante 

repetir o procedimento, mas utilizando intensidades de luz inferiores a 150 μmol m-2s-1, e 

com a utilização da extração com os solventes diclorometano e metanol. 

 Os resultados experimentais permitiram a criação de duas redes moleculares, com 

foco na comparação das duas metodologias da extração, e consequentemente entre 

amostras ativas e não ativas, (extratos brutos condições BOGA e frações B dos mesmos), 

a fim de identificar compostos únicos presentes nas amostras ativas. Muitos dos compostos 

identificados putativamente nas duas análises já possuíam bioatividades previamente 

descritas. Sendo que apenas Pheophytin A, um dos compostos identificados na análise 

dos extratos brutos, pareceu ter ligação com atividade-anti-obesidade, devido ao facto das 

proteínas-alvo de um dos seus derivados, 132-hidroxi-feofitina a, estarem associadas a 

propriedades benéficas para a obesidade e comorbidades relacionadas. Também existiram 

muitos compostos que não foram identificados, ou seja, que são desconhecidos, mas que 

também podem estar relacionados com a bioatividade observada. Posto isto, mais ensaios 

são necessários para validar estes resultados, e esforços adicionais também são 

necessários para fortalecer as identificações putativas. 
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Anexos 

Anexo l- Tabela com todos os compostos possíveis pertencentes aos principais picos encontrados na análise metabolómica da fração B com 

as condições do BOGA (extraída com DM:M) 

Tabela 5- Compostos únicos identificados através da primeira análise molecular, no Cytoscape. Compostos esses pertencentes exclusivamente à fração B extraída com diclorometano (DM) e metanol 

(M), com as condições BOGA. Na tabela estão representados os compostos identificados, e também os não identificados (moléculas novas). 

 

M+H 
RT Putative identification Adduct 

S. 
Peaks 

MQScore 
PPM 

Formula Source 

243,135 533,07 

Bicycloamide        2,114595742 C11H18N2O4 DNP 

Cyclo(glutamylleucyl)       2,114595742 C12H14N6 DNP 

Parazoanthoxanthin A       -3,403158744 C12H14N6 DNP 

321,240 539,70 
2-(Hydroxynitrosoamino)-12-methyl-

1,3,12-tetradecanetriol 
      

3,269513563 
C15H32N2O5 DNP 

425,410 750,13 1,2-Ethanediamine; N,N'-Didodecanoyl       -1,668226199 C26H52N2O2 DNP 

441,405 673,05 Ostreogrycin_B_Oxime M+2H   7     GNPS 

625,587 729,09 
Destruxins_3-Isoleucine_analogue,_4'-

hydroxy 
M+H   3 

  
  GNPS 

251,142 563,85 
(R)-form, 11-Deoxy, 8,9,10,11-

tetradehydro(8E,10Z-) 
      

-3,08848348 
C11H22N2O4S DNP 

279,137 512,90 
Makaluvamine D       -2,37554434 C18H18N3O2  DNP 

1,14-Diisothiocyanato-1,13-
tetradecadiene        3,504922095 C16H24N2S2 DNP 

309,147 529,66 

4-Chloro-10,11-epoxy-7(14)-bisabolene-
1,2,3,8-tetrol       0,36546619 C15H25ClO5 DNP 

Makaluvamine A       -2,286500356  C19H18N3O2 DNP 

Pantetheine (R)-form, S-Ac       -4,448045723 C13H24N2O5S DNP 

323,163 543,52 Makaluvamine A        -1,143180168 C20H20N3O2 DNP 
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335,199 586,73 
Asperrubrol       -4,090161497 C22H24O3 DNP 

Makaluvamine A       -0,095189593 C20H22N3O2   DNP 

337,179 556,40 (2-Hydroxyethyl)phosphonic acid       1,808412056 C16H33O5P DNP 

339,158 500,00 Xyloallenolide B        -3,949191341 C23H24O3 DNP 

349,179 554,69 
1,17-Diisothiocyanato-1,16-

heptadecadiene  
      

3,226865431 
C19H30N2S2 DNP 

341,157 380,07 
Antibiotic FU 10       2,901676532 C12H24N2O9 DNP 

Antibiotic SF 98       -1,026019384 C13H20N6O5 DNP 

399,162 348,27 Cryptolepicarboline        2,571874693 C27H18N4 DNP 

485,199 388,97 Roseotoxin_S M+H         Dereplicator 

571,235 415,54 

Staurosporine       0,81371145 C35H30N4O4 DNP 

Cambodianin E       3,156646643 C34H34O8 DNP 

Tetronothiodin       -2,755034755 C31H38O8S DNP 

599,267 466,49 
"SB_245255;Cyclo(N-methyl-L-alanyl-b-

al" 
M+H     

  
  Dereplicator 

657,272 435,19 Arenamide_C M+H         Dereplicator 

671,288 456,15 
Nomilinic_acid_Ring_D_hydroxyacid,_O-

de-Ac,_17-O-?-D-glucopyranoside  
M+H     

  
  Dereplicator + 

729,293 428,45 Musaitinerin A       2,595144021 C41H44O12 DNP 

743,309 453,10 Stylostatin_1 M+H         Dereplicator 

829,346 467,89 Amphibactins_Amphibactin_S M+H         Dereplicator 

813,694 1007,47 TG(15:0/16:0/18:3(9Z,12Z,15Z))  M+H         Dereplicator+ 

825,694 995,14 TG(15:0/17:1(9Z)/18:4(6Z,9Z,12Z,15Z)) M+H     
  

  
Dereplicator e 
Dereplicator+  

827,709 1031,13 TG(16:1(9Z)/16:0/18:3(9Z,12Z,15Z)) M+H         Dereplicator+ 

839,709 1016,43 TG(15:0/18:1(11Z)/18:3(9Z,12Z,15Z))  M+H         Dereplicator+ 

841,725 1056,49 TG(15:0/18:1(9Z)/18:3(9Z,12Z,15Z)) M+H         Dereplicator+ 

853,725 1041,03 TG(16:0/18:4(6Z,9Z,12Z,15Z)/18:1(11Z)) M+H         Dereplicator+ 

855,740 1084,62 TG(18:1(11Z)/16:0/18:3(9Z,12Z,15Z)) M+H         Dereplicator+ 

867,741 1066,49 TG(17:0/18:1(9Z)/18:4(6Z,9Z,12Z,15Z)) M+H         Dereplicator+ 
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679,349 257,93 Ervafolidene       -0,834387699 C40H46N4O6 DNP 

723,375 267,52 Tiahuramide_A M+2H         Dereplicator 

767,401 270,57 hymenamide_F M+2H         Dereplicator 

355,260 473,87 Glutamine       0,880729325 C19H34N2O4 DNP 

230,248 468,76 N,N-Dimethyldodecylamine N-oxide M+H 6 0,8971     GNPS 

269,209 602,80 Não identificado             

271,188 437,18 Não identificado             

313,235 580,02 Não identificado             

355,282 668,22 Não identificado             

425,410 750,13 Não identificado             

443,334 664,05 Não identificado             

351,194 558,34 Não identificado             

353,210 553,89 Não identificado             

427,194 423,48 Não identificado             

453,173 426,46 Não identificado             

471,184 358,75 Não identificado             

513,230 446,23 Não identificado             

729,293 428,45 Não identificado             

771,647 948,15 Não identificado             

799,678 986,11 Não identificado             

811,427 274,17 Não identificado             

855,455 277,27 Não identificado             

299,198 326,32 Não identificado             

327,229 408,65 Não identificado             

258,279 518,29 Não identificado             

319,284 650,10 Não identificado             

 


