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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. LEGEO06097, 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 uniqgue 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 LEGEO6097 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.



Resumo

Atualmente, a obesidade € uma das principais ameacas a saude humana, causando
mais de 4 milhdes de mortes por ano em todo o mundo, além disso, esta fortemente
associada a outras patologias. Como alternativa aos farmacos no mercado, a pesquisa
tem-se focado na descoberta de produtos de origem natural para o tratamento de doencas.
Compostos naturais tém mostrado propriedades promissoras anti-obesidade, sendo as
cianobactérias consideradas uma fonte desses compostos, denominados metabolitos

secundarios, com atividade biologica.

Neste trabalho, Cyanobium sp. LEGE06097, uma cianobactéria com atividade anti-
obesidade anteriormente descrita, foi exposta a varias condi¢des de luz e temperatura, e
testada para atividade redutora de lipidos, 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 condi¢des de crescimento e/ou os métodos de
extracdo de biomassa afetavam a producédo de metabolitos. O objetivo era descobrir as
condi¢des de cultura que potenciavam a atividade anti-obesidade e, consequentemente,
0s metabolitos responsaveis. Os perfis metabdlicos 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 ndo ativas para identificacdo de

metabolitos Unicos.

Os resultados das experiéncias da luz e temperatura sugeriram que os metabolitos
responsaveis ndo foram sintetizados nas condi¢cdes de stress escolhidas, mas que a
metodologia de extracao influenciou os resultados obtidos. A fracdo DM-B, pertencente a
cultura da estirpe LEGEO06097, com as condicbes do BOGA, proveniente da extragdo com
diclorometano e metanol, seguida de fracionamento ABC, revelou atividade anti-obesidade
significativa (p < 0,05). Em contraste, a extracdo de metanol efetuada com as mesmas
condigbes de cultura, ndo resultou em atividade anti-obesidade. Foram efetuadas duas
redes moleculares que permitiram a identificacdo putativa de varios picos de massa
MS/MS, exclusivos da amostra ativa. Alguns deles tinham correspondéncia nas bases de
dados de espectrometria de massa (12 analise: 63,16% e 22: 35,71%), enquanto outros
eram desconhecidos (12 analise: 36,84% e 22 64,29%) e podiam representar novas
moléculas. De todos os compostos identificados, apenas Pheophytin A pareceu ter ligagéo
a atividade anti-obesidade, podendo estar na origem da bioatividade observada, sendo que
qualquer outro dos compostos identificados, até os desconhecidos, também pode ser

responsavel pela mesma. Mais ensaios sdo necessarios para validar estes resultados.
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1.Introducao

A introducdo deste trabalho ir4 focar-se principalmente na problematica da
obesidade em todo o mundo e o potencial dos microrganismos, em particular das
cianobactérias, para produzir compostos secundarios naturais que podem ajudar na

superacao ou no melhoramento desta doenca croénica.

1.1. Obesidade

A obesidade é considerada uma epidemia mundial, visando ndo sé os adultos, mas
também os mais jovens. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), até 2016,
existiam 1,9 bilides de adultos com excesso de peso, dos quais 650 milhdes eram obesos
(39% e 13% da populagdo mundial, respetivamente). O excesso de peso também afeta a
populagdo mais jovem, sendo que, em 2020, 39 milhdes de criancas com menos de 5 anos
de idade apresentavam excesso de peso ou eram obesas (World Health Organization,
2021). Esta doenca afeta mais de 28% da populacao portuguesa, além de que quase 40%
da populacdo apresenta excesso peso (Gaio et al, 2018). Também apresenta
consequéncias econémicas, sendo que em Portugal a obesidade e as suas comorbidades
foram estimadas em mais de 199 milh&es de euros hum Unico ano, e o impacto econémico
global da obesidade foi estimado em 2,0 trilides de délares, 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 doenga metabolica complexa, caracterizada por
um acumulo anormal ou excessivo de gordura nos adipdcitos, seja pelo aumento em
namero (hiperplasia) ou pelo aumento do tamanho (hipertrofia) dos mesmos. Estas células
sao importantes reguladores do metabolismo e da homeostase de todo o corpo, produzindo
hormonas como a adiponectina, que regula o metabolismo da glicose e dos lipidos, ou
como a leptina que regula a ingestao de alimentos e a energia (Castro et al., 2016).

Um individuo é considerado com excesso de peso, se tiver um indice de massa
corporal (IMC) igual ou superior a 25 kg/m?, obeso com um IMC igual ou superior a 30
kg/m? e obeso mérbido caso tenha um IMC superior a 40 kg/m? (Mitchell et al., 2011).

A obesidade é uma das doencas que integra o grupo de doencgas cronicas nao-
transmissiveis (DCNT). As DCNT podem ser caracterizadas como doencas com historia
natural prolongada, multiplos fatores de risco complexos, interacdo de fatores etiol6gicos
desconhecidos, causa desconhecida, presenca ou auséncia de microrganismos entre 0s
determinantes da doenca, longo periodo de laténcia, longo periodo assintomatico,

manifestacdes clinicas com periodos de alivio momentaneo dos sintomas e posterior



agravamento dos mesmos, lesdes celulares irreversiveis e evolucdo para diferentes graus
de incapacidade ou até levar a morte (Pinheiro et al., 2004).

Nos mamiferos, existem dois tipos principais de gorduras que compdem o tecido
adiposo: os adipdécitos brancos, responsaveis pelo armazenamento de energia, € 0s
adipécitos castanhos, responsaveis pela termorregulacédo, permitindo a manutencdo da
temperatura corporal. Segundo Castro et al., 2016, a obesidade é uma doenca inflamatoria
cronica, caracterizada pela existéncia de uma acumulagdo anormal de adipdcitos, em
particular hiperplasia, o que se torna um sério risco para a saude, uma vez que estes tém
muitos outros papéis essenciais no organismo, tais como respostas imunitarias, regulagéo
enddcrina, lactacdo e fornecimento de energia. Portanto, varias doencas cronicas sao
consequéncia direta da obesidade, tais como hipertenséo, problemas respiratérios e
cardiovasculares, diabetes (Diabetes Mellitus Tipo 2 — DMT2), apneia do sono,
dislipidemia, perturba¢gbes musculo-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 Associacao 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 pecga-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
hipertensdo em individuos obesos, comparando com o nimero de casos hos individuos
com peso normal (Stamler et al., 1978).

Assim, a obesidade é uma perturbacdo metabdlica extremamente complexa que
ocorre devido a um balango energético positivo entre o consumo caldrico elevado e o baixo
consumo de energia (Gonzalez-Muniesa et al., 2017). No entanto, a obesidade n&o ocorre
apenas devido a um disturbio alimentar ou a um estilo de vida sedentario, mas pode, de
facto, ser influenciada por varios outros aspetos, tais como fatores biolégicos, ambientais,
de desenvolvimento, socioecondémicos e genéticos (Bluher, 2019; Gonzalez-Muniesa et al.,
2017; Hruby e Hu, 2015; Srivastava e Apovian, 2018).

Esta doenca ganhou uma maior importancia nos dltimos anos a medida que os
nameros estao a crescer e a solucao parece estar longe de ser alcancada. Nenhuma outra
tentativa feita, quer através de dieta, cirurgia ou mesmo medicamentos, esta a obter
resultados na resolucéo desta ameaca a saude, de forma permanente e saudavel, apesar
dos esforgos feitos pela comunidade médica e organizacdes privadas e governamentais
(Urbatzka et al., 2018). Sendo que é bom salientar que a melhor solucao para o combate
a esta doenca seria a mudanca prévia nos habitos alimentares e no estilo de vida, tendo
uma alimentacdo mais saudavel, auxiliada pela pratica de exercicio fisico regular. Portanto,

até hoje, nenhuma cura facil, rapida e Unica foi encontrada.



1.1.1. Tecido adiposo

O tecido adiposo dos humanos € subdividido em tecido adiposo branco (TAB) e
castanho (TAM). O TAB, localizado perifericamente nas regifes subcutanea e visceral,
armazena energia sob a forma de triglicerideos e participa na regulagdo do balanco
energético mediante processos de lipogénese e lipodlise. O TAM, que pode estar localizado
em diversas regifes do corpo apresenta funcao termogénica, € mais vascularizado, possui

maior nimero de mitocondrias e diminui com a idade (Leite et al., 2009).

O tecido adiposo passa por um processo de remodelacédo continuamente dindmico
gue mantém a saude do tecido e permite a adaptacdo as alteragbes no aporte de
nutrientes. Este processo no estado obeso é acelerado patologicamente a uma capacidade
quase ilimitada de expansao do tecido, por hiperplasia ou hipertrofia. Esta expansao pode
levar a diversos efeitos, incluindo redugdo da remodelacdo angiogénica (hipoxia),
superproducdo da matriz extracelular, infiltracdo de células imunes e subsequentes
respostas inflamatorias, caracterizando disfuncdo do tecido adiposo. Deste modo, a
obesidade pode transformar uma mera estratégia adaptativa numa sindrome metabdlica,
gue consiste numa agregagdo de fatores de risco cardiovasculares representada por
hipertenséo arterial, obesidade abdominal, hipertrigliceridemia, baixa concentracdo de
lipoproteinas de alta densidade e intolerancia a glicose, dando origem as chamadas
comorbidades associadas a obesidade, ja revisadas em varios artigos (Gustafson et al.,

2013; Lee et al., 2010; Sun et al., 2011).
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Figura 1- Imagem representativa da expanséao do tecido adiposo por hiperplasia e hipertrofia (adaptado de flores et al.,2011)



1.2 Estratégias de tratamento para obesidade e mecanismos

de acdo de drogas anti-obesidade

Estratégias complementares sdo cada vez mais necessarias para a superacao
desta problematica que é a obesidade, além de todas as a¢des ja existentes para minimizar
as complicagbes associadas, que hoje se centram praticamente no tratamento cirtrgico e
farmacologico.

Embora ultimamente se tenha observado uma mudancga gradual no estilo de vida
da populagéo, tal como nos seus habitos alimentares, e no aumento da atividade fisica,
tudo isto ndo combate a doenca, apenas pode ajudar na sua prevencdo. Em casos mais
urgentes tem sido realizada a cirurgia bariatrica, o que nédo tem sido suficiente para tratar
a obesidade e as comorbidades associadas (Jakobsen et al., 2018). A cirurgia bariatrica
deve ser considerada adequada para adultos obesos moérbidos, uma vez que as
complicacgdes cirdrgicas ou a necessidade de reoperacao sdo bastante frequentes. Estas
intervencbes sdo comprovadamente eficazes para a perda de peso e melhora das
comorbidades nesses casos e, por consequéncia, 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 a saude relacionados a obesidade e também para melhorar
a qualidade de vida, seja visando o consumo ou a absor¢éo de alimentos (Rodgers et al.,
2012; Yumuk et al., 2015). No entanto, os medicamentos anti-obesidade existentes séo
considerados um tratamento complementar, pois 0 seu sucesso a longo prazo é limitado.
Muitos efeitos colaterais adversos ja se observaram e, uma vez que o medicamento é
interrompido, existe uma forte possibilidade de recuperar o peso (Kang e Park, 2012). A
terapéutica farmacologica foi proposta como um adjuvante a dieta e as mudancas no estilo
de vida, de forma a melhorar a manutenc¢éo da perda de peso (Cannon e Kumar, 2009).

Os medicamentos anti-obesidade podem ser divididos em quatro grupos,
dependendo do mecanismo de ac¢do destes. Podem ser medicamentos que suprimem o
apetite, medicamentos que aumentam a sensibilidade a insulina, medicamentos que visam
co-transportadores de sodio/glicose e medicamentos que diminuem a absorcao de lipidos
(Castro et al., 2016).

No entanto, a principal questdo quando se fala em medicamentos anti-obesidade,
sdo os possiveis efeitos colaterais que podem ser problematicos e perigosos, e por isso as
principais agéncias reguladoras, EMA (Agéncia Europeia de Medicamentos) e FDA
(Administracdo 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 farmacologico da obesidade, até ao ano de 2016, apenas cinco

medicamentos foram aprovados pela FDA, incluindo trés deles pela EMA (Daneschvar et



al., 2016). Os medicamentos aprovados por ambas as agéncias foram a combinacado de
bupropiona/naltrexona, orlistat e liraglutida (Yumuk et al., 2015).

A combinacdo de naltrexona com bupropiona culminou em diversas vantagens,
sendo assim aceite tanto pela FDA quanto pela EMA (Kang e Park, 2012), sendo que
também ja foram aprovadas separadamente para outros tipos de tratamentos clinicos. No
entanto, apesar do modo de acdo destes medicamentos ainda ndo ser totalmente
compreendido, e de j4 terem apresentado diversos efeitos colaterais tais como nauseas,
dores de cabeca, tonturas, podendo até ter possiveis efeitos no coracdo e vasos
sanguineos e aumentar o risco de convulsdes, 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 absorcao de lipidos, por meio da inibicdo das lipases, a
absorcao gastrointestinal de lipidos sera diminuida, pois a hidrélise dos triglicerideos da
dieta sera evitada. Consequentemente, as gorduras serdo excretadas inalteradas em vez
de serem alteradas na forma de acidos gordos e monoglicerideos, que sédo posteriormente
absorvidos pelos enterécitos (Costa et al., 2009). Por este motivo, inibidores de lipase ja
tém sido utilizados como agentes anti-obesidade, como é o caso do orlistat, que € uma
droga sintética derivada da lipstatina, um produto natural isolado da bactéria Streptomyces
toxytricini (Castro et al., 2016). Este medicamento anti-obesidade aprovado, € um inibidor
potente e seletivo das lipases gastricas e pancreaticas. Previne a degradacgéo dos lipidos
da dieta, resultando na excre¢do de mais de 30% das gorduras ingeridas em ensaios
clinicos. No entanto, embora o orlistat tenha sido aprovado pela EMA em 2006, ja
demonstrou poder gerar lesdes renais agudas ocasionais, que podem ocorrer devido a
disturbios na absorgcdo de gordura (Castro et al., 2016; Kang e Park, 2012; Yumuk et
al.,2015). Por ultimo, o liraglutido aumenta a insulina e suprime o glucagon para controlar
o nivel de aglcar no sangue, que € 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 nduseas e pancreatites (Kang e Park,
2012; Srivastava e Apovian, 2018; Yumuk et al., 2015).

Apesar de alguns efeitos colaterais mais ameacadores associados ao uso
terapéutico destes farmacos para a perda de peso, eles foram aprovados devido a sua
relacdo risco-beneficio aceitavel. No entanto, é crucial e urgente desenvolver
medicamentos mais seguros como parte de uma estratégia abrangente para o controlo
desta doenca.

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 ndo descurar a complexidade desta doenca
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metabdlica para criar nutracéuticos 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 tém
aumentado nos ultimos anos e cada vez mais se centram em farmacos sintéticos ou
baseados em produtos naturais. Muitos dos compostos naturais j& estudados,
demonstraram possuir atividades para a prevencao ou tratamento da obesidade e outras
doencas como cancro e diabetes (Carrageta et al., 2018; Karri et al., 2019).

Os compostos naturais apresentam estruturas quimicas interessantes, porém, tais
compostos devem ser submetidos a testes toxicoldgicos, em laboratério, tal como os
compostos sintéticos (Khan et al.,, 2019). A maioria dos compostos haturais com
propriedades anti-obesidade descritos na literatura cientifica sdo fendis ou polifendis
(Ojulari et al., 2019). Os polifendis sdo compostos que possuem propriedades
antioxidantes conhecidas e estdo naturalmente presentes em plantas. Séo classificados
como flavonoide, nao flavonoide, acido fendlico, flavonol, flavona, isoflavona, flavanona,
antocianidina, flavanol e lignana (Ferreira, 2020) e a diferenca entre eles esta nas suas
estruturas quimicas, com a presenca de um ou mais anéis aromaticos, ligados a um ou
mais grupos hidroxila. Além de atuarem como antioxidantes, possuem ainda
propriedades anti-inflamatdrias, anti-cancerigenas, anti-envelhecimento e anti-obesidade
(Link et al., 2010; Bakker et al., 2010). Os efeitos anti-obesidade dos polifenéis tem sido
pesquisados, e estudos celulares in vitro e in vivo demonstraram que 0S compostos
polifendlicos reduzem a viabilidade dos adipécitos e a proliferacdo de pré-adipécitos,
suprimem a diferenciacdo dos adipécitos e o acumulo de triglicerideos, estimulam a
lipdlise e a B-oxidacdo de &cidos gordos, e reduzem ainflamacdo. Simultaneamente,
os polifen6is modulam vias de sinalizacdo que regulam a adipogénese (Wang et al.,
2014). Alguns dos compostos fendlicos foram descritos como tendo propriedades anti-
obesidade, por exemplo galato de epigalocatequina presente no cha verde, que promove
um aumento da oxidagdo de acidos gordos, estimulacdo da lipolise e melhora da
termogénese (Arraes e Funchal, 2017) e a catequina que auxilia no aumento do gasto de
energia e metabolismo, reducdo do peso e gordura corporal, aumento da oxidagéo
lipidica, melhora da atividade insulinica e aumento da atividade do sistema nervoso
simpético pela inibicdo de catecol-O-metil transferase, enzima responsavel 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 cha verde sobre

parametros relacionados com a obesidade, incluindo reducédo do peso corporal, massa



adiposa, lipidos totais, colesterol e triglicerideos no figado e no plasma, além de reducao
da resisténcia a 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 cha verde, nas formas de EGCG ou extrato
de cha verde, com ou sem cafeina, por individuos obesos, reduziu o peso corporal,
IMC, circunferéncia da cintura e do quadril, gordura corporal total e gordura abdominal
visceral e subcutanea (Wang et al., 2014).

Pesquisas recentes também provaram que extratos brutos e compostos isolados
como metabolitos secundarios de diferentes fontes naturais, como plantas, cianobactérias,
fungos ou fitoplancton, possuem atividades anti-obesidade, por exemplo patentearam (US
8247001 B2) o produto anti-obesidade e o método de preparacao do extrato alcodlico de
sementes de Cassia obtusifolia, que contém as antraquinonas aurantio-obtusina,
obtusifolina e seus glicosideos, para uso no tratamento da obesidade e doencas
metabdlicas e hepaticas relacionadas (Huang et al., 2013). Tzeng et al., 2012, na sua
investigacdo a cerca dos efeitos anti-obesidade e anti-hiperlipidémicos de emodin,
descobriram que esta antraquinona causou redugdes relacionadas a dose no triglicerideo
hepatico e conteudo de colesterol, e diminuicAo do acumulo de goticulas de lipidos
hepaticos 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 agéo
possivel é a inibicdo das lipases, que impede a absorcao 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 Ultima desempenha um importante papel no sistema
nervoso, com diversas fungbes, como a liberacdo de algumas hormonas, regulacédo do
sono, temperatura corporal, apetite, humor, atividade motora e fungBes cognitivas, posto
isto, alteragdes nos niveis de 5-HT (baixos niveis ou problemas na sinalizacdo com o
recetor) tém sido relacionadas ao aumento do desejo de ingerir doces e carboidratos. Com
guantidades normais de 5-HT, a pessoa atinge mais facilmente a saciedade e consegue
ter um maior controlo sobre a ingestdo de acuUcares. Os niveis adequados deste
neurotransmissor no cérebro dependem da ingestao alimentar de triptofano (aminoacido

precursor da serotonina) e de carboidratos (Naves e Paschoal, 2007; Lam et al., 2008).



1.4. Produtos naturais marinhos com atividade anti-obesidade

Organismos marinhos como € o caso de fungos marinhos, cianobactérias, algas e
esponjas, tém sido estudados como fontes de compostos com diversas acdes benéficas
aplicadas na medicina (atividade anticancerigena, anti-inflamatdria, antiviral, antibacteriana
e anticoagulante) ou na industria (cosméticos e nutracéuticos), biotecnologia e agricultura
(Kiuru et al., 2014). No entanto, a sustentabilidade e a seguranca sédo 0s conceitos chave
no processo de transformacao de compostos marinhos em produtos industriais (Kiuru et
al., 2014).

Algas e cianobactérias ja comecam a ganhar grande atencdo em relacdo aos
recursos organicos, o que pode ser explicado pela presenc¢a de uma quantidade abundante
de moléculas bioativas com estruturas quimicas interessantes (Heydarizadeh et al., 2013).

O consumo de organismos marinhos e compostos bioativos marinhos como é o
caso de peixes, tunicados, esponjas, crustaceos, fungos, cianobactérias e algas,
demonstrou ter a capacidade de reduzir a incidéncia de doengas cronicas, incluindo
obesidade (Hu et al., 2016; Suleria et al., 2016). Assim, os produtos naturais marinhos
podem reduzir a inflamacéo e a resisténcia a 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 diminuicdo 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 4gua quente de Gelidium amansii provaram em ensaios anteriores que
produzem efeitos benéficos na reducéo do peso corporal e do tecido adiposo, no colesterol
total no plasma, nos niveis de triglicerideos e no acumulo de lipidos hepéaticos em hamsters
obesos (Yang et al., 2017)

Um extrato metandlico de Eisenia bicyclis, uma alga marinha castanha, composta
principalmente por florotaninos, inibiu a lipase pancreatica e a diferenciacéo de adipdcitos,
reduzindo assim o acumulo de lipidos 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 € o
fucoidan, extraido da alga castanha Sargassum henslowianum. Este pertence a um grupo
de polissacarideos sulfatados que podem estimular a lipélise usada para mobilizar a
energia armazenada durante o jejum ou o exercicio (Castro et al., 2016). Este composto
pode também reduzir os niveis de colesterol e triglicerideos no sangue em ratos

alimentados com um dieta rica em gordura BALB / ¢ (Wan-Loy e Siew-Moi, 2016).



A macroalga verde Caulerpa okamurae € rica em minerais, fibras, vitamina A,
vitamina C, alcaloides, [-sitosterol e acidos gordos insaturados essenciais (Sharma et al.,
2017). Um estudo conduzido por Sharma et al. 2017, revelou que extratos desta alga
marinha diminuiram o peso corporal e o tecido adiposo, e os perfis de lipidos hepéaticos
plasméticos em ratos induzidos com uma dieta rica em gordura via regulacdo da
adipogénese, além de inibir fortemente o acimulo de lipidos nos adipécitos 3T3-L1 e
reduzir a expressao de PPAR-y e C/ EBPa.

Os alginatos sdo um polissacarideo gelificante extraido de algas marinhas
castanhas que também demonstraram poder controlar o apetite humano, produzindo uma
sensacao de saciedade pos-prandial, levando a uma ingestéo 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 sdo um grupo primitivo de procariontes fotossintéticos gram-
negativos, tanto plancténicos quanto bentdnicos, e estéo distribuidas mundialmente hum
amplo espectro de condi¢cdes ambientais (Brito et al., 2015; Sharma et al., 2011; Singh et
al., 2005). Estas devido a sua longa histéria evolucionaria, com seus primeiros registos
fésseis datados em 3,5 bilibes de anos, foram capazes de colonizar praticamente todos os
ecossistemas do planeta (Molica e Azevedo, 2009). Também possuem mecanismos que
permitem tolerar a incidéncia de raios ultravioleta (UV), concentracdes elevadas de metais
pesados, baixas concentracfes de oxigénio, temperaturas baixas e altas e podem até ser
encontradas em desertos (Whitton e Potts, 2000).

As cianobactérias conseguem desenvolver-se abundantemente em aguas doces e
marinhas, com elevadas cargas de nutrientes.

Embora algumas cianobactérias possam desencadear doengas gastrointestinais,
danos renais e hepaticos, estas também apresentam varias propriedades benéficas, como
atividade anticancerigena, antimicrobiana e anti-inflamatéria, por exemplo. Por essas
razdes, as cianobactérias tém diversos usos biotecnolégicos, farmacéuticos, cosméticos e
industriais (Mazard et al., 2016; Singh et al., 2017).

Possuem numerosas vias biossintéticas que levam a producdo de metabolitos
secundarios, estruturalmente diversos e biologicamente ativos, que estdo regularmente
envolvidos na causa ou no tratamento de doencas, como é o caso da obesidade, pois
contém componentes interessantes como carotenoides, ficocianina, fibras, acido y-linoleico

e esterdis vegetais que auxiliam na perda de peso (Dittmann et al., 2015).
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Extratos de cianobactérias contendo compostos bioativos, como € o caso de
proteinas, lipidos, polissacarideos, 6leos, vitaminas, terpenos, ésteres, polifendis, clorofilas
e carotenoides exibem também propriedades antibacterianas, antifungicas, antioxidantes
e anticancerigenas, e por isso que cada vez mais sdo procuradas para o desenvolvimento
de novos medicamentos (Michalak e Chojnacka, 2015).

Um exemplo conhecido é a Arthrospira (anteriormente conhecida como Spirulina),
pertencente a ordem Oscillatoriales, tem sido consumida mundialmente devido aos seus
efeitos benéficos para a saude, sendo que possui atividades anti-tumoral, anti-inflamatoria,
anti-hiperglicerolemia, anti-hipercolesterolemia e antiviral (Castro et al., 2016). As trés
principais espécies que possuem efeitos terapéuticos sdo Arthrospira platensis, Arthrospira
maxima e Arthrospira fusiformis. Atualmente esta cianobactéria esta disponivel para venda
ao publico e n&o requer receita médica. E utilizada como suplemento dietético, sendo que
demonstrou reduzir os niveis de colesterol e triglicerideos hepaticos em ensaios clinicos
em humanos, auxiliando assim na prevencéo 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 secundarios 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 secundarios 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 Kitzing (N.
commune) podem auxiliar no controlo do peso. N. commune tem potencial para reduzir a
absorcéo intestinal de colesterol e pode estimular a excrecéo de esterois, 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, caracterizacdo bioquimica e avaliacdo
toxicolégica, estudos anteriores descobriram frac6es promissoras de cianobactérias,
devido a presenca de compostos ndo identificados com potenciais efeitos anti-obesidade
(por exemplo, na reducédo de lipidos) (Costa el al., 2019). Descobriu-se que compostos
derivados da clorofila encontrados em cianobactérias marinhas, reduzem os lipidos nas
larvas de peixe-zebra (Freitas et al., 2019). Assim, as cianobactérias contém um forte
potencial de possuir outros compostos bioativos desconhecidos, ndo toxicos e com
propriedades anti-obesidade (Costa et al., 2019; Freitas et al., 2019).

O Centro Interdisciplinar de Investigacdo Marinha e Ambiental (CIIMAR) acolhe uma
colecdo de cultura de cianobactérias (LEGE-CC) com cerca de 400 estirpes de
cianobactérias - principalmente recolhidas em ambientes de &gua doce, estuarinos e

marinhos (Ramos et al., 2018). Uma pequena parte dessa diversidade quimica ja foi
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explorada para a identificacdo de atividades anticancerigenas (Costa et al., 2014), no
entanto, o potencial anti-obesidade sé ha pouco comecou a ser analisado.

As cianobactérias podem ser classificadas em cinco subsecc¢des principais, onde a
subseccao | (Chroococcales) e Il (Pleurocapsales) representam as bactérias unicelulares
e a subseccao Il (Oscillatoriales), IV (Nostocales) e V (Stigopnematales) compreendem as

estirpes filamentosas (Brito et al., 2012).

1.6. Organismos modelo fisiologicamente relevantes para o

estudo da obesidade: Peixe-zebra

Bioensaios sdo importantes para a triagem de bioatividades de amostras derivadas
de compostos naturais, bibliotecas de extratos ou fracées (Carten e Farber, 2009). Os
modelos experimentais cada vez mais se tornam uma ferramenta indispensavel para
estudar varios distarbios humanos, e existem diferentes abordagens possiveis para avaliar
a atividade anti-obesidade de produtos naturais, por exemplo, usando linhas celulares
estaveis in vitro. No entanto, as células ndo representam nem a complexidade de um
organismo inteiro, nem a sua interacdo entre diferentes tecidos ou 6rgdos, o que é
particularmente importante para a obesidade, sendo ela uma doenca complexa. Além
disso, muitos compostos ativos em sistemas in vitro, ndo se traduzem em farmacos

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

A utilizacdo de organismos aquéticos em investigagdo iniciou-se no século XVII,
mas foi h& cerca de 200 anos que a utilizacdo de peixes como organismos-modelo se
comecou a desenvolver. Nos ultimos anos, o peixe-zebra (Danio rerio), um pequeno
teledsteo de agua doce, tornou-se um organismo modelo atraente para a pesquisa em
véarias areas de investigacao, incluindo a biomédica, pois apresenta vantagens logisticas
consideraveis em relagdo aos modelos classicos de vertebrados, como é o caso do rato
(Giacomotto e Ségalat, 2010; Holtta-Vuori et al., 2010; Nguyen et al., 2013; Tabassum et
al., 2015).

O peixe-zebra apresenta alta homologia fisiolégica e genética com os mamiferos,
pois possui vias enddcrinas e neurais bem desenvolvidas, alta sensibilidade a alteragbes
ambientais, custo relativamente baixo de manutencdo, facilidade de manipulacdo
experimental, alta fecundidade, disponibilidade de modelos adultos e larvais, e por Gltimo
condi¢Bes de cultura compativeis com triagem de alto rendimento para larvas (Giacomotto
e Ségalat, 2010; Holtta-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 rapida a eficacia

e toxicidade dos compostos e desenvolve-se rapidamente nas primeiras 24 a 48 horas
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apos a fertilizacdo. O peixe-zebra tem mostrado ser um excelente modelo para estudar a
disfuncdo metabdlica, pois este organismo possui 0os 6rgados-chave que sdo importantes
para a regulacdo da homeostase energética e do metabolismo em mamiferos, incluindo
orgaos digestivos, tecido adiposo e musculo esquelético (Lieschke e Currie, 2007; Schlegel
e Stainier , 2007). Além disso, 0 seu corpo pequeno e transparente permite imagens nao
invasivas. Por todas estas razdes, o uso de larvas de peixe-zebra no estudo do
metabolismo lipidico humano é muito vantajoso. As fun¢des-chave como regulacdo do
apetite, regulacdo da insulina e armazenamento de lipidos também sao 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 a
medida que a tecnologia avanca, também existem algumas desvantagens no seu uso. E
importante lembrar que, embora 0 metabolismo deste organismo se assemelhe ao de um
mamifero (endotérmicos), o tipo de organismo ndo é o mesmo, pois nao possuem tecido
adiposo castanho e, portanto, o seu organismo ectotérmico e a duplicacdo do genoma
podem afetar o metabolismo e a regulacdo neuroenddcrina e, consequentemente, 0s
farmacos podem ser metabolizados de forma diferente, alterando a sua fungéo (Giacomotto
e Ségalat, 2010; Holtta-Vouri et al., 2010; Nguyen et al., 2013). Também a variabilidade
inerente esta associada a qualquer tipo de estudo in vivo, portanto, deve-se ter cautela
para minimizar a variabilidade biologica, tentando escolher larvas que apresentem fases
de desenvolvimento semelhantes e sem quaisquer sinais de doenca (Carten e Farber,
2009). Apesar de tudo, varios artigos tém sido publicados sobre o uso de D. rerio em
estudos de obesidade, e surpreendentemente, semelhangas significativas foram
observadas no metabolismo lipidico de peixes-zebra e mamiferos, o que permitiu
desenvolver um novo ensaio de triagem usando fluorescéncia do Vermelho de Nilo (Jones
et al., 2008). Esta ferramenta de triagem permite a identificacdo de novos compostos ativos
que podem ser posteriormente validados em mamiferos, e ajuda a reduzir a lista de
potenciais futuros alvos de farmacos para o tratamento clinico da obesidade. (Holtta-Vuori
et al., 2010; Jones et al., 2008; Oka et al., 2010; Tingaud-Sequeira et al., 2011). No nosso
laborat6rio, o ensaio do metabolismo lipidico com peixe-zebra corados com Vermelho de
Nilo j& foi aplicado com sucesso, para identificar compostos com atividades redutoras de
lipidos sem qualquer toxicidade geral de fungos marinhos, polifendis vegetais
quimicamente modificados, cianobactérias, actinobacterias e esponjas (Costa etal., 2019;
Santos et al., 2019).
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1.7. Objetivos

Este trabalho tem o propésito de contribuir para a descoberta de novos compostos
cianobacterianos que possam ajudar no combate a esta doenca ameacadora, que é a
obesidade, para que no futuro se desenvolvam nutracéuticos 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 lipidos promissoras, para a producao de
compostos e/ou metabolitos anti-obesidade, e analisar quais as melhores condi¢cbes de

crescimento que possam favorecer a produgéo de tais compostos.
Especificamente, este estudo foi constituido por varios objetivos especificos, sendo eles:

e Realizar ensaios em fotobiorreatores, manipulando as condi¢cdes de luz e da
temperatura;

e Realizar analises bioquimicas (contetdo de -carboidratos, proteinas, lipidos e
pigmentos) para verificar se a luz e mais tarde, a temperatura tém influéncia no perfil
metabdlico das estirpes em estudo;

e Analisar a bioatividade dos extratos obtidos através do ensaio de anti-obesidade
usando larvas de peixe zebra;

e Analisar o perfil metabédlico utilizando a Cromatografia Liquida Acoplada a
Espectrometria de Massas (LC-MS) e aplicar molecular networking;

¢ Filtrar os metabolitos responsaveis 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 a Cole¢éo de Culturas
de Biotecnologia e Ecotoxicologia (LEGE-CC), um centro de recursos biologicos localizado
no Centro Interdisciplinar de Pesquisas Marinhas e Ambientais (CIIMAR). Esta colegéo
contém mais de 400 estirpes de cianobactérias, principalmente recolhidas em ambientes
de &gua doce, estuarinos e marinhos (Ramos et al., 2018). Cyanobium sp. LEGE06097,
pertencente a ordem Synechococcales, foi isolada por Vitor Ramos e descoberta por Rui
Seabra na zona intertidal (zona entremarés), numa macroalga verde. De acordo com 0s
resultados de ensaios de triagem anteriores de compostos bioativos, conduzidos pela
equipa do BBE, esta cianobactéria demonstrou atividades redutoras de lipidos 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
gue o volume final pretendido era de pelo menos 100L. A cultura foi mantida a temperatura
do biotério, cerca de 20°C, com um fotoperiodo de 16 h de luz: 8 h de escuro, e intensidade

de luz cerca de 60-90 pmol m/s2.

As estirpes marinhas, como € o caso da utilizada neste estudo, séo cultivadas com
meio de cultura Z8 que integra macro e micronutrientes (Solugéo A, Solucédo 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 padrao denominado “scale up”, que serve para
aumentar a escala ja existente. O crescimento iniciou-se a partir de um frasco de cultura
de 50mL, sempre sob condi¢Bes estéreis, sendo que para isso utilizou-se a camara de
fluxo laminar Telstar Bio Il Advance (Telstar, Terrassa, Spain). De seguida, parte dessa
cultura foi retirada e transferida para outro frasco de 500mL, contendo agua destilada
(previamente autoclavada), meio Z8 e suplementagdo com sal e vitamina B12. No frasco
de 50mL, um volume de cultura é mantido sempre de reserva para o0 caso de existir

contaminacgdo nos volumes superiores.

A biomassa cianobacteriana foi obtida por centrifugacdo a 5000 g, a 4°C por 8
minutos (Thermo Scientific MEGAFIGE 16R). Em estirpes marinhas, pelo menos sédo
necessarios dois ciclos de lavagem iniciais com agua desionizada, para remover o sal
existente na biomassa. No final da centrifugacdo, obteve-se um pellet que foi mantido a -
20°C, e posteriormente liofilizado usando um Telstar LyoQuest. O pellet de biomassa

liofilizado foi armazenado a temperatura ambiente até a posterior extracao.
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2.1.1. Manipulacéo das condi¢cdes de cultura — Fotobiorreatores

Este processo de manipulacdo das condi¢cbes de crescimento de cianobactérias,
envolve vérias variaveis de interacdo que precisam ser avaliadas e otimizadas para o
rendimento maximo da molécula que fornece a atividade anti-obesidade previamente
descrita.

Com o objetivo de compreender como € que as condi¢des de luz e temperatura
afetam o perfil metabdlico e a bioatividade das cianobactérias, foi utilizado um

fotobiorreator a escala de laboratério, Algem® da Algenuity.

No CIIMAR estao disponiveis trés sistemas (sistema 1, 2 e 3), cada um com dois
fotobiorreatores individuais programaveis (fotobiorreator A e fotobiorreator B) (Fig. 2), que
permitem o estabelecimento e a escolha de condi¢des especificas, e 0 acompanhamento
das culturas ao longo do tempo do ensaio.

Os parametros controlaveis e programaveis incluem o controlo do ciclo da luz (16:8,
16h dia e 8h horas noite), medi¢cdo automatica da densidade 6tica (DO), controlo de pH via
COg, controlo do perfil de luz (incluindo luz branca, luz LED vermelha e azul) e controlo do
perfil da temperatura (aguecimento e arrefecimento ativos). Tudo isto é possivel devido a
prépria interface do usuario Algenuity’s, projetada de forma personalizada (Fig.3), que

exibe simultaneamente todos estes parametros principais e em tempo real.
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Uma quantidade de cultura do BOGA foi necesséria para atingir uma densidade
Otica inicial de 1 (por vezes recorreriamos a uma diluicdo necesséria para que a densidade
Otica 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 &gua desionizada com sal marinho tropical e a quantidade ajustada de
compostos do meio Z8, todo este procedimento foi realizado em condicbes estéreis,

usando a camara de fluxo laminar, Telstar Bio Il.

As culturas foram mantidas nos fotobiorreatores por um periodo de 21 dias, o que
permitiu que atingissem a fase estacionaria de crescimento. O pH era constante de 8,5, e
o fotoperiodo de 8 horas noturnas: 16 horas de dia (exceto para o fotobiorreator 2B no

ensaio da luz, com fotoperiodo de 24h dia).
As condigdes de cultura no ensaio da luz foram as seguintes:

e Fotobiorreator 1A: luz de intensidade baixa (15% vermelha, 85% LED branca), 50
umol m?2 s, 25°C

e Fotobiorreator 1B: luz intermédia, (15% vermelha, 85% branca), 150 umol m2 s?,
25°C

e Fotobiorreator 2A: luz forte, (15% vermelha, 85% branca), 500 pmol m2 s, 25°C

e Fotobiorreator 2B: luz continua, 24h dia (15% vermelha, 85% branca), 150 umol m-
21 25°C

e Fotobiorreator 3A: LED azul (85% azul, 15% branco), 150 umol m? s, 25°C

e Fotobiorreator 3B: LED vermelho (85% vermelho, 15% branca), 150 pmol m=2 s,
25°C

Quando o ensaio das diferentes intensidades de luz estava a iniciar, foi encontrado
um erro na sonda de pH do fotobiorreactor 1A, gue ndo permitiu o0 arranque deste reactor.
Como tal, foi decidido ndo dar seguimento a esta experiéncia neste fotobiorreactor, ficando

apenas com 5 fotobiorreatores em funcionamento.
As condigfes de cultura no ensaio da temperatura foram as seguintes:

e Fotobiorreator 1A: 10°C (15% vermelha, 85% branca), 150 pmol m? s
e Fotobiorreator 1B: 14°C, (15% vermelha, 85% branca), 150 umol m2 s
e Fotobiorreator 2A: 18°C, (15% vermelha, 85% branca), 150 umol m2 s
e Fotobiorreator 2B: 22°C, (15% vermelha, 85% branca), 150 pmol m2 s
e Fotobiorreator 3A: 26°C, (15% vermelha, 85% branca), 150 pmol m2 s
e Fotobiorreator 3B: 30°C, (15% vermelha, 85% branca), 150 pmol m2 s
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2.2. Caracterizacdo Bioquimica

Com o intuito de obter resultados preliminares sobre como diferentes condicdes de
luz e temperatura afetam o perfil bioquimico das cianobactérias e, portanto, o tipo de
metabolitos sintetizados, diversos parametros bioquimicos foram testados e apresentados

de seguida.

2.2.1. Biomassa Seca

Para este processo foram necessarios filtros redondos de celulose (Fisherbrand,
47MM, 1,2 UM), previamente pesados. Colocou-se 5 mL de amostra de cada cultura e 20
mL de agua destilada num falcon de 50 mL (diluicdo 1:5). Prepararam-se triplicados para
cada amostra, das diferentes condi¢cbes. De seguida filtraram-se as amostras com ajuda
da bomba de vacuo (VWR PM20405-86, mini laboratory pump). Por ultimo, colocaram-se
os filtros a secar na estufa, a cerca de 60°C, 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

normalizacdo para os outros parametros bioquimicos.

2.2.2. Conteudo 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 uL de agua destilada para cada um.

Numa placa de 96 pocos, adicionou-se a cada poco 50 pL de amostra (cultura), 150
puL de 98% p/p de H2SO4 e 30 pL de 5% p/v de fenol, colocados por esta ordem. De
seguida, preparou-se uma reta padréo de glicose, utilizando a solucéo stock a 1M (1,8 g
de glicose + 10 mL de agua destilada), dando origem a 8 standards, de 8 mM a 0,0625
mM, diluigdo em série (2 vezes). Para preparar o standard a 8 mM de glicose, num
eppendorf dissolveu-se 8 pL da solucédo stock em 1 mL de agua destilada. Em seguida, os
seguintes 7 Eppendorfs continham 0,5 mL de agua destilada e 0,5 mL do padrao anterior
(padrdo 4 mM: 0,5 mL de agua + 0,5 mL padrdo 8 mM; padrao 2 mM: 0,5 mL agua + 0,5
mL padrdo 4 mM; ...). Na mesma placa de 96 pocos, adicionou-se a curva padréo, ou seja,
50 uL de cada standard (em duplicado), 2 brancos compostos por 50 uL de agua destilada,
e a reta padréo e aos brancos adicionou-se também 150 pL de 98% p/p de H2SO4 e 30
pL de 5% p/v de fenol. A placa foi colocada na estufa por 10 min a 60°C . Seguidamente o

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

descobrir a qual a concentragéo de carboidratos presente em cada amostra, sendo que:
y=mXx+b

y = Absorvancia medida através do espetrofotdmetro

x - Concentracdo de carboidratos presente ha amostra

A concentracdo 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. Conteudo de Proteinas

Para obtencao do contetdo de proteinas, foram colocados 10 mL de cultura da
estirpe LEGEO06097, 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 4°C durante 8 min, e descartaram-se 0s sobrenadantes

(geralmente limpidos ou transparentes).

Adicionou-se 200 pL de tampdo 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 4°C , por 5 min. Transferiu-
se o sobrenadante para um novo Eppendorf e o pellet foi descartado. Para quantificacao,
utilizaram-se novos Eppendorfs para diluir o sobrenadante (diluicdo 1:10 em &gua
destilada), e o contetdo de proteinas foi obtido através do reagente Bradford. Numa placa
de 96 pocos, adicionou-se 195 pL de reagente de Bradford a todos 0s pocos necessarios
e adicionou-se 5 pL de cada amostra. Utilizou-se padrdes BSA (7 standards BSA
preparados em tampao RIPA, 20 mg/ml - 0,3 mg/ml, diluicdo em série 2 vezes), e de
seguida realizou-se a curva padréo em duplicado, colocando 5 pL de cada standard em
cada poco e dois brancos com 5 pL de tampé&o RIPA (1:10 diluido em &gua destilada),
acrescentou-se aos pocos da reta padréo e brancos, 195 pL de reagente de Bradford e
por fim mediu-se a absorvancia a 595 nm, no Cytation (Biotek Synergy HT). Com os dados
da absorvancia dos standards da reta padrdo, conseguimos descobrir a qual a

concentracdo/quantidade de proteinas presente em cada amostra, sendo que:
y=m.In(x)+b

y = Absorvancia medida através do espetrofotometro;

x = Concentracdo de proteinas existente em cada amostra (variavel dependente).
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A concentracdo de proteina foi entdo normalizada para a unidade g de proteina /g

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

2.2.4. Conteudo de Lipidos

O conteudo de lipidos foi determinado utilizando o método de Marsh e Weinstein
(1966). Foram adicionados 0,2 mL de cultura por po¢co numa placa de 96 pocos.
Realizaram-se triplicados para todas as amostras testadas. De seguida adicionaram-se 2
pL da solucdo stock de Vermelho de Nilo (500 pg / mL), concentracao final de 5 pg / mL.
Preparou-se uma amostra em branco em triplicado (meio Z8 + 2 L NR). Depois manteve-
se a placa 10 min a temperatura ambiente, e de seguida, leu-se a fluorescéncia do
Vermelho de Nilo, no Cytation (Biotek Cytation 5), através de um comprimento de onda de

excitacdo de 488 nm e de um comprimento de onda de emissdo de 640nm.

O conteudo lipidico foi entdo normalizado para UFI (unidade de intensidade de

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

2.2.5. Pigmentos

Adicionou-se 0,2 mL de cultura por po¢go numa placa de 96 pocos. Realizaram-se
triplicados para todas as amostras testadas. Seguidamente leu-se a absorvancia
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 podera ser realizado na mesma placa do procedimento do conteido de
lipidos, mas em pocos diferentes. Cada tipo de pigmento foi entdo normalizado por unidade

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

2.3. Extracdo Organica

As culturas da experiéncia dos diferentes tipos de luz foram extraidas utilizando
metanol (MeOH) como solvente orgénico. 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 utilizacdo de um
rotavapor sob vacuo, a 30°C. 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 condi¢cdes do BOGA, teve como um dos objetivos
perceber se o tipo extracdo afeta ou ndo a bioatividade da estirpe LEGEO6097, por isso,
realizaram-se dois tipos de extracdes organicas, uma apenas com metanol e a outra com

metanol e diclorometano.
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Na extracdo metanolica (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 entdo
exaustivamente extraida usando MeOH (5 x 15 mL) até que o liquido resultante da extracéo
ficasse incolor, garantido o sucesso da mesma. O solvente foi evaporado do extrato bruto
usando um rotavapor sob vacuo, a 30°C. Através desta extracdo, foram obtidos 82,07 mg
de extrato bruto. Na extragdo 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 trés
vezes utilizando o MeOH, seguido por mais quatro vezes utilizando o mesmo volume, 15
mL, de Diclorometano (CH.CL,), até que o liquido resultante da extracdo ficasse
transparente. Os solventes foram evaporados do extrato bruto usando um rotavapor sob
vacuo, a 30°C. Através desta extracao foram obtidos 43,73 mg de extrato bruto.

Por ultimo, as culturas do ensaio das diferentes temperaturas foram extraidas de
forma semelhante as culturas BOGA, utilizando MeOH e CH,CL,, 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 entdo extraida usando
também 10 mL de CH.CL,, varias 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 extragcao 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 podera ser diferente de
amostra para amostra, pois esse volume devera cobrir todo o pellet existente no falcon, e
os pellets ndo tém todos a mesma massa e/ou dimensédo. Normalmente colocamos entre

10-50 mL de solvente, por etapa.

2.4. Fracionamento com Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia — HPLC
A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é um procedimento que serve para

separar componentes de uma mistura de substancias quimicas: uma combinacdo de

separacdo, identificacdo, e medicbes 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 fracdes por extrato (A a H), para que assim essas fracbes fossem utilizadas no

bioensaio do metabolismo lipidico com peixe-zebra corados com Vermelho de Nilo.
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O gradiente do HPLC consistia em 10% Acetonitrilo, 90% de agua Ultrapura. Os
dois solventes utilizados foram, solvente C: Acetonitrilo (filtrado) e solvente D: Agua
Ultrapura (filtrada). Como branco foi utlizado o Metanol (de grau LC-MS). A seringa utilizada
foi a Waters 2500 uL, o LOOP Watters 1000 puL e a coluna de HPLC utilizada neste
procedimento foi ACE 10C8 50 x 10 mm.

A separac¢do do extrato metandlico por HPLC, é realizada através do sistema Watter
Alliance e2695. As 8 fracBes sdo separadas de forma automatizada, utilizando o médulo
coletor de fragcdes da Alliance. A recolha das fracfes é realizada numa placa de 48 pocos,

sendo o niumero minimo 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 0os nomes ou himeros pertencentes a cada amostra, para
depois conseguimos saber a que coluna/linha pertencem. Antes de correr o programa
devemos ainda verificar se tanto a pressdo como o gradiente estdo corretos, e se o tubo
coletor de ligacdo a dissipacdo de residuos ndo estd 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 nao for possivel, pode-se calcular
o volume de Metanol que produz uma concentracao final de 40 mg/mL e adicionar essa
quantidade de solvente de grau LC-MS ao vial que contém o extrato. Para homogeneizar
a amostra utilizou-se o sonificador (Bandelin Sonorex RK100H). Apds terminar o
fracionamento devem-se armazenar as fragfes obtidas a -20°C. Caso seja necessario
secar as fragbes, pode-se utilizar a bomba de alto vacuo (speedvac) ou entdo secar uma

a uma no rotavapor, até posterior utilizacao.

2.5. Fracionamento — ABC

Primeiramente montou-se o0 equipamento necessario para realizar o fracionamento,

como apresentado na figura 4.

Os estratos brutos das condicdes do BOGA, e da experiéncia das diferentes
temperaturas foram fracionados utilizando um protocolo de fracionamento sequencial
simples denominado extracdo de polaridade aumentada (ABC). Primeiramente, uma
coluna de silica 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 diluido em 1

mL de hexano é adicionado a coluna. As fracdes foram obtidas por extracdo sequencial
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com solventes de polaridade crescente, hexano - apolar - (fracdo A), acetato de etilo (fracdo
B) e metanol - polar - (fracdo C). No final do processo, resultam trés fracBes por cada
amostra fracionada (fracdo A, B e C) essas trés fraces, portanto, contém os compostos

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

Os solventes foram evaporados das fra¢g@es utilizando um rotavapor sob vacuo, a
30°C, seguido por um sistema de vacuo durante toda noite, para que assim as fracdes
ficassem totalmente secas até ao uso das mesmas nos ensaios anti-obesidade. Sendo
depois dissolvidas em 100% de dimetilsulféxido (DMSO), ficando com uma concentracao
final de 10 mg/mL. O DMSO é um solvente organico, amplamente utilizado em testes
toxicoldgicos aquaticos, tendo uma grande capacidade de solubilizacdo (Huang et al.,
2018)

— Coluna

Bomba de
E;? vacuo

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

2.6. Bioensaio do metabolismo lipidico com peixe-zebra

corados com Vermelho de Nilo

Os embriBes de peixe-zebra utilizados nos ensaios foram obtidos do BOGA, local
onde se mantém todos o0s organismos aquaticos 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 possivel descoberta de compostos com atividade anti-obesidade de
diversas fragfes produzidas ao longo deste trabalho.

Os embrides foram recolhidos no dia da fecundacéo (0 DPF), separam-se 0S 0voS
vidveis dos ndo viaveis, e também se descartaram todas as impurezas presentes.
Posteriormente foram colocados num aquério com agua desclorada e incubados a 28°C,
para sua aclimatacdo. No dia seguinte, que corresponde ao primeiro dia pos fertilizagédo
(1DPF), os ovos sdo novamente limpos e separados em placas de petri com 20 mL de egg
water, um meio com sal e feniltioureia (PTU), com uma densidade méxima de 40 embrides
por placa de petri, e novamente mantidos a 28°C. A egg water, previamente preparada,

consiste em agua salgada marinha com concentragéo final de 60 ug/ml e 200 uM de PTU,
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sendo que o PTU serve para suprimir a melanizacdo. No dia 3 DPF, 5 a 7 larvas de peixe-
zebra foram adicionadas aos poc¢os necessarios (em placas de 48 poc¢os), para iniciar o

ensaio.

As fracdes diluidas em DMSO foram testadas nas concentragdes finais de 10 ug/ml
e 25 pyg/ml. Em cada ensaio colocou-se na mesma placa 2 controlos positivos - REV
(resveratrol, concentracdo final de 50 uM) e 3 controlos de solvente - DMSO (0,1%
dimetilsulfoxido). No 4 DPF, os controlos e as fragbes foram renovados, e caso existissem
larvas mortas estas seriam removidas. Em 5 DPF, ultimo dia do ensaio, as larvas foram
anestesiadas com tricaina (MS-222, 0,03%), por 2 min, e analisadas num microscoépio de
fluorescéncia (Leica DM6000 M). A intensidade da fluorescéncia no saco vitelino/intestino
de cada larva foi quantificada através do programa ImageJ. A média da fluorescéncia das

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

2.7. Analise Estatistica

Os dados foram analisados quanto a diferencas estatisticas com o programa
GraphPad Prism 9.

A distribuicdo 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 variancias usando Bartletts's teste. Se a suposi¢cdo gaussiana fosse
atendida (distribuicdo normal ou paramétrica) e os dados tivessem variancia igual, as
diferencas eram analisadas pela One-Way ANOVA com o teste de comparagéo multipla de
Dunnetts (p < 0,05). Se a suposigdo gaussiana fosse atendida, mas os dados n&o tinham
variancia igual, aplicava-se a ANOVA de Brown-Forsythe e Welch com teste de
comparagdo mdltipla de Dunnett T3 (p < 0,05). Por outro lado, se os dados tivessem
distribuicdo ndo paramétrica, eram transformados através da transformacdo de raiz
guadrada, e testados novamente para a normalidade. Se a suposi¢cdo gaussiana fosse
atendida, os dados seriam tratados conforme mencionado acima. Caso contrério, as
diferencas seriam analisadas por Kruskal-Wallis através do teste de comparacao multipla
de Dunn (p valor < 0,05).

Os dados da caracterizagéo bioquimica foram representados através de gréaficos de
barras com desvio padréo, e as diferencas significativas entre os grupos foram indicadas
por letras diferentes (p < 0.05). Por ultimo, os dados dos bioensaios de peixe-zebra foram

representados através de diagramas de caixa ou Box-plot, e as fragbes com diferencas
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significativas em comparagédo com o controlo solvente foram indicadas pelo simbolo "*" =
p <0.05.

2.8. Perfil do Metabolito

2.8.1. Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massa (LC-
MS/MS)

Retirou-se uma quantidade de cada amostra escolhida para analise (cerca de 0.2
mg de cada amostra) do perfil do metabdlito, posteriormente estas foram secas e, em
seguida, ressuspensas em acetonitrilo grau LC-MS, a uma concentracdo de 1 mg/mL e
fitradas com uma seringa de 0,2 um de didametro (Millex Syringe Filter, Merck Milipore
Millex, Darmstadt, Germany) em vials de 2 mL (Merck Milipore Millex, Darmstadt,
Alemanha).

A analise 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 um ACE® UltraCoreTM, Aberdeen, Escécia), com fonte de ionizacao 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 pl e as amostras foram
eluidas com um gradiente de 99,5% da fase mével A (95% H,O + 5% MeOH + 0,1% de
acido formico), diminuindo a fase mével A para 10% e aumentando a fase mével B para
90% em 9,5 minutos, eventualmente subiu para 99,5% a fase mével A e diminuiu para
0,5% a fase mével B em 17 minutos. O gradiente foi estabelecido numa vazao de
0,35ml/min por 20 minutos. A temperatura de separacao foi mantida a 40°C para toda a

analise.

2.8.2. Redes Moleculares e Analise Metabolémica

Utilizando o programa de software MSConvert (pertencente ao ProteoWizard)
(versdo 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 tolerancia de massa de ibes precursores (PIMT) e a tolerdncia de massa de
fragmentos de ides (FIMT) foram definidas para 0,02 Da (equipamento de alta resolucéo
como gTOF ou Orbitrap). Os resultados obtidos da plataforma GNPS foram entdo

visualizados e analisados utilizando o programa de software Cytoscape 3.8.2.
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Realizaram-se duas analises moleculares, visando a identificacdo de potenciais
compostos conhecidos ou desconhecidos responsaveis pelas bioatividades observadas. A
primeira analise realizou-se com a Fracdo B BOGA extraida com diclorometano (DM) e
metanol (M) considerada a fracdo ativa e a Fragdo B BOGA extraida apenas com M (fracao
nao ativa), e a segunda analise realizou-se com 0s extratos brutos que deram origem as
fracBes da analise anterior, ou seja, extrato bruto BOGA DM + M vs Extrato bruto BOGA
M. Cada andlise além das fracdes ativa e ndo ativa possuia também um branco. Os
metabolitos presentes nas fragdes ativas foram entdo comparados com os das fracdes ndo
ativas. Os espectros MS/MS dos metabolitos presentes apenas nas fragbes ativas
(metabolitos de uma s6 cor) foram comparados com varios bancos de dados de espectros
MS/MS incluidos na plataforma GNPS, como é o caso do Dereplicator, Dereplicator Plus e
MolNetEnhancer (Wang et al., 2016). Esta comparacéo foi realizada na plataforma GNPS,
na secc¢ao " Analise 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 vém de equipamentos
de baixa resolucdo. Para picos nédo identificados nas bases de dados anteriores, foram
realizadas buscas manuais através de outras bases de dados, como o Dicionario de
Produtos Naturais Marinhos (DMNP, https://dmnp.chemnetbase.com) e Dicionario de
Produtos Naturais (DNP, https://dnp.chemnetbase.com). Por dltimo, o erro m/z foi

calculado em partes por milhao:

(m peak — L data base) x 10°
z Z

Zerror (ppm)
—error (ppm) =
z %peak
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3. Resultados

3.1. Experiéncia da Luz

Com o objetivo de perceber como a luz afeta o tipo de metabolitos produzidos por
Cyanobium sp. LEGE06097, varios parametros bioquimicos foram avaliados e analisados
quanto a possiveis diferencas entre as condi¢cdes de luz as quais as culturas foram
expostas (1B- luz intermédia; 2A- luz forte; 2B- luz continua; 3A- luz azul; 3B: luz vermelha).
Em seguida, as culturas foram extraidas e fracionadas, e as fracGes testadas quanto a

atividade anti-obesidade.

3.1.1. Biomassa Liofilizada

O volume de cultura necessério para a caracterizagao bioquimica foi retirado, e o
volume restante foi centrifugado e o pellet liofilizado para futura extracdo. As biomassas
liofilizadas foram pesadas, 0 que permitiu uma avaliagdo 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 normalizacdo para todos os outros parametros deste ensaio.

As culturas expostas as condigbes 1B (luz intermédia), 2A (luz forte), 2B (luz
continua) e 3B (luz vermelha) mostraram valores de biomassa seca semelhantes, e
nenhuma diferenga significativa foi encontrada entre essas condi¢des. Diferencas
significativas de crescimento foram encontradas entre as condi¢des 2B e 3A (luz azul),

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

Teoricamente, os resultados obtidos para biomassa liofilizada e biomassa seca ndo
devem ser muito diferentes. No entanto, a condicdo 3A (luz azul) aparece com forte
crescimento na biomassa liofilizada, ao contrario do que acontece na biomassa seca. Esta
cianobactéria tem tendéncia 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 parametros bioquimicos. Assim, a
biomassa seca normaliza-se para a densidade de um determinado volume, para assim ser

possivel avaliar o conteido de proteinas, carboidratos, lipidos e pigmentos.
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Figura 5- Biomassa liofilizada (a esquerda) e biomassa seca (a direita) obtidas para cada condigéo na experiéncia da luz
(1B - luz intermédia; 2A - luz forte; 2B - luz continua; 3A - luz azul; 3B - luz vermelha). A esquerda, os valores sdo0 expressos
em g de biomassa liofilizada / L de cultura (n = 1). A direita, os valores sdo expressos em g biomassa seca / L cultura (n =
3).As diferencgas significativas entre grupos foram analisadas pela One-Way ANOVA com o teste de comparagdes multiplas

de Dunnet’s. Diferencas significativas foram representadas com letras diferentes (p< 0.05).

3.1.3. Conteudo de Proteinas
Durante a colheita para a analise de proteinas, ocorreu um imprevisto e uma
das réplicas foi descartada, sendo que apenas ficaram duas réplicas, ndo sendo assim
possivel analisar diferengas significativas entre grupos. Mesmo assim parece que a luz
intermédia (1B) e forte (2A) apresentaram uma maior quantidade de proteinas,

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

3.1.4. Conteldo de Lipidos

A culturas expostas as condi¢cdes 1B (luz intermédia), 2A (luz forte), 2B (luz
continua) e 3B (luz vermelha) mostraram quantidades de lipidos semelhantes, nao
apresentando diferencas entre elas. Todas estas condi¢cdes, com a excec¢do da 3B,
apresentaram diferencas significativas em comparacdo com a condi¢cdo 3A (luz azul), a

condi¢do que apresentou a menor quantidade de lipidos (Fig.6).
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Figura 6- Contetdo de proteina (a esquerda) e contetido de lipidos (a direita) obtidos para cada condigdo na experiéncia da
luz (1B - luz intermédia; 2A - luz forte; 2B - luz continua; 3A - luz azul; 3B - luz vermelha). Os valores do contetido de lipidos
sdo expressos em unidades de intensidade de fluorescéncia (UFI) / g de biomassa seca. Cada condicéo teve 3 réplicas
(n=3). As diferencas significativas foram analisadas por Kruskal-Wallis através do teste de comparagao miltipla de Dunn.

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

3.1.5. Pigmentos
a) ClorofilaA

As culturas expostas as condigbes 1B (luz intermédia) e 2B (luz continua)
mostraram quantidades de Clorofila A semelhantes, sendo que ndo existiram diferencas
significativas entre essas condi¢des. Mas apresentaram diferencas significativas tanto em
comparagéo com cultura 2A (luz forte), cultura que apresentou uma menor quantidade de

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

As condi¢des 3A (luz azul) e 3B (luz vermelha), ndo apresentaram diferencas

significativas, sendo as que apresentaram a maior quantidade de Clorofila A, neste ensaio
(Fig.7)
b) ClorofilaB

No caso da quantidade do pigmento Clorofila B, as culturas expostas as condi¢cdes
2B (luz continua), 3A (luz azul) e 3B (luz vermelha) mostraram quantidades semelhantes,
sendo que ndo existiram diferencas significativas entre elas, mas apresentaram em
comparacdo com a condicdo 2A (luz forte), cultura que apresentou novamente a menor
guantidade de Clorofila B e apenas ndo mostrou diferengas significativas quando em
comparagdo com a condigdo 1B (luz intermédia). A cultura exposta a condi¢éo 3B (luz
vermelha) foi a que apresentou a maior quantidade de Clorofila B, apresentando diferencas

significativas quando em comparagéo com as condi¢des 1B e 2A (Fig.7).
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c) Carotenoides

No caso da quantidade de Carotenoides, as culturas expostas as condi¢fes 1B (luz
intermédia), 2B (luz continua), 3A (luz azul) e 3B (luz vermelha) apresentaram quantidades
semelhantes, sendo que néo existiram diferengas significativas entre elas. A cultura
exposta a condicdo 2A (luz forte), foi a que apresentou a menor quantidade de
Carotenoides, quando em comparagédo com as outras condi¢des, apresentado diferencas

significativas com todas (Fig.7).
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Figura 7- Contetido de pigmentos (Clorofila A, Clorofila B e Carotenoides) obtido para cada condigdo na experiéncia da luz
(1B - luz intermédia ; 2A - luz forte; 2B - luz continua; 3A - luz azul; 3B - luz vermelha). Os valores sdo expressos na unidade
Abs 652 nm / g de biomassa seca. Cada condi¢éo teve 3 réplicas (n = 3). As diferengas entre grupos foram analisadas pela
One-Way ANOVA com o teste de comparag6es multiplas de Dunnet’s. Diferengas significativas foram representadas com

letras diferentes (p < 0.05).

Resumindo, a condi¢éo de luz azul provou diminuir a quantidade de biomassa que
€ produzida e também o contetdo de lipidos. Em termos de quantidade de pigmentos, a
luz vermelha e azul mostraram ser as condi¢cdes mais favoraveis para a producao dos
mesmos (clorofilas e carotenoides), contrariamente, a luz forte provocou uma diminuicédo

na producao de todos os pigmentos.

Uma visao geral dos resultados é apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1- Visdo geral dos resultados obtidos para a caracteriza¢éo bioquimica da experiéncia da luz: + representa aumento,

- representa diminuicao.

Parametros Bioquimicos

Condicao Biomassa Proteinas Lipidos Pigmentos

1B (luz intermédia)
2A (luz forte) -
2B (luz continua)
3A (luz azul) - -

3B (luz vermelha)

3.1.6. Bioensaio em Peixes-Zebra — Experiéncia da Luz
Neste bioensaio foram testadas 40 fracdes diferentes (8 por extrato) obtidas através
do fracionamento por HPLC. Na figura 8, sdo representados os resultados de dois ensaios

independentes, com uma concentracgédo final de 10 pg/mL.

Duas fracOes obtiveram atividade estatistica significativamente diferente do
controlo, sendo que tanto a fragcdo 2A-D (fracdo D pertencente a condig&o luz forte) como
a 2A-E (fracdo E pertencente a condicdo luz forte) aumentaram significativamente a
intensidade de fluorescéncia vermelho, correspondente a quantidade de lipidos. As fragbes
2B-F (fracdo F pertencente a condigdo luz continua) e 3B-B (fragdo B pertencente a
condi¢cdo luz vermelha) reduziram a quantidade de lipidos em 12,8% + 19,0 e 25,4% +
43,2 respetivamente, mas nao foram significativamente diferentes em comparagéo com o

controlo DMSO, apresentando uma variabilidade grande entre réplicas.

O controlo positivo reduziu o contetdo lipidico 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 ug/mL). O controlo solvente tinha 0,1% de DMSO e o controlo positivo 50 uM de REV. Os valores foram expressos
como intensidade média de fluorescéncia (MFI) em relacéo 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 diferencas estatisticas foram analisadas por Kruskal-

Wallis com teste posthoc de Dunn e foram indicadas comparativamente ao controlo solvente, com o simbolos * p <0,05; ** p
<0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001.
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Figura 9- Imagens representativas do bioensaio do metabolismo lipidico com peixe-zebra corados com Vermelho de Nilo —

ensaio dos diferentes tipos de luz (10 ug / mL). Imagem A representa o controlo solvente do ensaio, DMSO (0,1%), a B
representa o controlo positivo, REV (50 uM), a C representa a fracéo 2B-F (10 ug / mL) e a D representa a fragcdo 3B-B (10
ug/ mL). A esquerda estédo representadas as imagens que mostram a fluorescéncia com contraste vermelho, e & direita as

imagens de contraste de fase de larvas de peixe-zebra.
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3.2. Bioensaio em Peixe-Zebra: Condi¢cbes do BOGA

Apés o término do ensaio com diferentes tipos de luz, e este néo 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 extracdo
organica usado, tal como as condi¢cdes de cultura. Para analisar o efeito destes dois
parametros realizaram-se dois tipos de extracao organica, 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 condicbes do biotério do CIIMAR
(BOGA) (temperatura: 20°C, intensidade de luz: 60-90 pmol m2 s?). A extragdo com M foi
utilizada no ensaio de luz (ensaio anterior), e a extragdo DM:M foi utilizada para este
ensaio, com as condi¢des do BOGA. Este procedimento teve como objetivo perceber se o
tipo de extracdo e as condi¢cdes de cultura, afetam ou ndo a bioatividade da estirpe
LEGE06097.

As fracOes utilizadas neste bioensaio foram obtidas através do fracionamento ABC,
resultando trés fracdes por cada condicdo a testar (do apolar para polar), sendo que as
fracbes M-A, M-B e M-C pertencem as fracdes obtidas através da extragdo metandlica, e
as fracdes DM-A, DM-B e DM-C pertencem a extragdo com os solventes diclorometano e

metanol. As fragdes foram testadas nos ensaios a uma concentracao final de 25 pg/mL.

Como podemos observar pela figura 10, a Unica fragdo que obteve diferencas
significativas quando comparada com o controlo DMSO, foi a fracdo DM-B (fragdo B da
extracdo com diclorometano e metanol - DM:M), que reduziu a quantidade de lipidos em
cerca de 45.1% + 26,90 (Tabela 2.). Também a fracdo DM-A (fracdo A da extracdo com
diclorometano e metanol - DM:M) mostrou diferengas em comparagdo com 0 controlo
(33,6% + 22,7), mas ndo foram significativas (p = 0.0917). Pelo contrario, as fracdes obtidas

a partir do extrato de metanol ndo mostraram quaisquer diferencas 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 condig6es

do BOGA (25 ug / mL). O controlo solvente tinha 0,1% de DMSO e o controlo positivo 50 uM de REV. Os valores foram

expressos como intensidade média de fluorescéncia (MFI) em relagdo 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 diferengas estatisticas foram analisadas

por Kruskal-Wallis com teste posthoc de Dunn e foram indicadas comparativamente ao controlo solvente, com o simbolos *

p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001.

Tabela 2- Atividade redutora de lipidos de todas as fracdes estudadas, de ambas as extragdes ( DM: M e M), obtidas através

das culturas com as condi¢cdes do BOGA, com a média e desvio padrao (SD) apresentados.

Fracdes Tipo de extracdo Reducéo
DM-A Fracdo A da extracdo DM: M
DM-B Frag&o B da extragdo DM: M 45,1 + 26,9
DM-C Frag&o C da extracdo DM: M 1,8+30,1
M-A Fracdo A da extracdo M 20,1+ 27,2
M-B Fracdo B da extracdo M 0,33+32,4
M-C Fracdo C da extracdo M 16,0 + 46,3
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Figura 11- Imagens representativas do ensaio do metabolismo lipidico com peixes-zebra corados com Vermelho de Nilo —
Condi¢Ges BOGA. Imagem A representa o controlo solvente do ensaio, DMSO (0,1%) , a B representa o controlo positivo,
REV (50 uM) e a C representa a fragdo DM-B (fracao B da extragdo com diclorometano e metanol) a 25 ug/mL, que possui
diferencas significativas em relagéo ao controlo. A esquerda estéo representadas as imagens da fluorescéncia com contraste

vermelho, e a direita as imagens de contraste de fase de larvas de peixe-zebra.

3.3. Experiéncia das diferentes temperaturas

Com o objetivo de entender como é que a producdo de metabolitos € afetada pela
temperatura nesta cianobactéria, uma faixa de temperaturas (1A- 10°C; 1B- 14°C; 2A-
18°C; 2B- 22°C; 3A- 26°C; 3B- 30°C) foi testada e diversos parametros bioquimicos foram
avaliados e analisados quanto a diferencas significativas. Posteriormente, as culturas
foram extraidas através da extracdo com DM:M e fracionadas com o método de
fracionamento ABC. As fracdes resultantes foram testadas quanto a atividade redutora de

lipidos, em peixes-zebra.

3.3.1. Biomassa Liofilizada

O volume de cultura necessario para a caracterizacdo bioquimica foi retirado, e
posteriormente o volume restante foi centrifugado, e o pellet obtido liofilizado para futura
extragdo. As biomassas liofilizadas foram pesadas, o que permitiu uma avaliagdo 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).
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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 normalizacéo para todos os outros parametros deste ensaio.

A culturas expostas as condigbes 1A (10°C), 1B (14°C) e 2A (18°C) mostraram
valores de biomassa seca semelhantes, e nenhuma diferenca significativa foi encontrada
entre elas, sendo as culturas que apresentaram um menor crescimento. As condi¢cdes 1A,
e 1B apresentaram diferengas significativas com as condigdes 2B (22°C), 3A (26°C) e 3B
(30°C), sendo esta ultima condigdo a que apresentou 0 maior crescimento neste ensaio e

apenas nao apresentou diferencas significativas com a condi¢do 3A (Fig.12).
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Figura 12- Biomassa liofilizada (a esquerda) e biomassa seca (a direita) obtidas para cada condigdo na experiéncia da
temperatura (1A- 10°C; 1B — 14°C; ; 2A — 18°C; 2B — 22°C; 3A — 26°C; 3B — 30°C). A esquerda, os valores S0 expressos
em g de biomassa liofilizada / L de cultura (n = 1) e a direita g biomassa seca / L cultura (n=3). As diferencas significativas
entre grupos foram analisadas pela One-Way ANOVA com o teste de comparagSes multiplas de Dunnet’s. Diferencas

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

3.3.3. Conteudo de Proteinas

A cultura exposta a condicdo 1B (14°C) foi a que mostrou o maior contetudo de
proteinas deste ensaio, sendo que ndo apresentou diferencas significativas com a condigéo
1A (10°C), mas apresentou diferencas significativas com todas as outras condi¢des, 2A
(18°C), 2B (22°C), 3A (26°C) e 3B (30°C), sendo esta ultima a que apresentou um menor

conteudo de proteinas (Fig.13).

3.3.4. Conteudo de Carboidratos
N&o foram encontradas diferengas significativas no contetdo de carboidratos entre

as diferentes condi¢des de temperatura testadas (Fig.13).
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3.3.5. Conteldo de Lipidos

A culturas expostas as condi¢des 1A (10°C), 1B (14°C), 2A (18°C), 2B (22°C), e 3A
(26°C) mostraram quantidades de lipidos semelhantes e ndo apresentaram diferencas
significativas entre elas. Pelo contrario, a condi¢cdo 2A, que obteve a maior quantidade de
lipidos, apresentou diferencas significativas em relagdo a cultura exposta a condicdo 3B

(30°C), que foi a condicdo que obteve a menor quantidade de lipidos (Fig.13).
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Figura 13- Contetido de proteinas (esquerda), carboidratos (meio) e lipidos (direita), obtidos para cada condicdo na
experiéncia da temperatura (1A 10° C; 1B 14° C; 2A18°C; 2B 22 ° C; 3A 26 ° C; 3B 30 ° C). Os valores sao expressos em
g proteina / g biomassa seca (esquerda), g hidratos de carbono / g biomassa seca (meio) e em unidade de intensidade de
fluorescéncia (UFI) / g biomassa seca (direita) (n 3).0Os dados foram apresentados em gréaficos de barras com desvio padréo.
As diferengas significativas do contetido de proteinas e carboidratos foram analisadas pela One-Way ANOVA com o teste
de comparagBes multiplas de Dunnet’s e do contetdo de lipidos foram analisadas por Kruskal-Wallis através do teste de

comparagao multipla de Dunn. Diferencas significativas foram representadas com letras diferentes

3.3.6. Pigmentos
a) ClorofilaA

A cultura exposta a condicao 1A (10°C), que obteve a menor quantidade de Clorofila
A, demonstrou ser significativamente diferente quando comparada com todas as outras
condi¢gbes estudadas, a excecdo da condi¢cdo 1B (14°C). A condi¢do 3B (30°C), foi a que

obteve a maior quantidade deste pigmento (Fig.14).

b) ClorofilaB
As culturas expostas as condigdes 1A (10°C) e 1B (14°C) mostraram quantidades
de Clorofila B semelhantes, sendo que nédo existiram diferencas significativas entre elas.
Também as culturas expostas as condicdes 2A (18°C), 2B (22°C) e 3A (26°C)
demonstraram quantidades de Clorofila B semelhantes, sendo que ndo existiram

diferencas significativas entre elas.
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A condicdo 1A, que obteve a menor quantidade de Clorofila B, demonstrou ser
significativamente diferente quando comparada com todas as outras condicfes estudadas,
a excecdo da condicdo 1B. A condicdo 3B (30°C), foi a que obteve a maior quantidade
deste pigmento, demonstrando diferencas significativas com todas as outras condicfes
(Fig.14).

c) Carotenoides

As culturas expostas as condigfes 1A (10°C), 1B (14°C) e 3A (26°C), mostraram
quantidades de Carotenoides semelhantes, sendo que nao existiram diferencas
significativas entre elas. Ocorreu 0 mesmo com as culturas expostas as condicdes 1B, 2A
(18°C) e 3A que demonstraram também quantidades de Carotenoides semelhantes, e por

isso, ndo apresentaram diferencas significativas entre elas.

A condicdo 1A foi a que obteve a menor quantidade deste pigmento, e a
condicdo 3B (30°C) obteve a maior quantidade, sendo significativamente diferentes entre
elas (Fig.14).
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Figura 14- Contetdo de pigmentos (Clorofila A, Clorofila B e Carotenoides), obtidos para cada condi¢do da experiéncia da
temperatura (LA 10°C; 1B 14°C; 2A18°C; 2B 22 ° C; 3A 26 ° C; 3B 30 ° C). Os valores sao 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 Carotenoides (n =3). As diferengas entre grupos foram analisadas pela One-Way ANOVA
com o teste de comparacdes multiplas de Dunnet’s. Diferencas significativas foram representadas com letras diferentes (p <
0.05).

Os resultados desta experiéncia mostraram que quanto mais alta é a temperatura,
maior é o crescimento, sendo que a maior producédo de biomassa foi a 30°C e a menor a
10°C. Em termos de contelido de proteinas, o maior contetdo foi obtido a temperaturas
mais baixas (10°C e 14°C), e o menor a temperaturas mais altas (26°C e 30°C). O contetudo

de lipidos apenas foi afetado, e negativamente, pela temperatura mais alta do ensaio, 30°C.
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Contrariamente, o maior conteudo de pigmentos foi obtido na condicdo a 30°C e o menor
pela condicdo a 10°C. Ou seja, quanto maior for a temperatura, menor sera a producao de

lipidos e maior sera a quantidade de pigmentos.

Uma viséo geral dos resultados é apresentada na Tabela 3.

Tabela 3- Vis&o geral dos resultados obtidos para a caracterizagao bioguimica da experiéncia da temperatura: + representa
aumento, - representa diminui¢éo.

Pardmetros Bioquimicos

Condicéao Biomassa | Proteinas | Carboidratos | Lipidos | Pigmentos
1A (10°C) - -

1B (14°C) -
2A (18°C)
2B (22°C)
3A (26°C) -
3B (30°C) - -

3.3.7. Bioensaio em Peixes-Zebra - Experiéncia da Temperatura

Neste bioensaio foram testadas 18 fracdes diferentes (3 por extrato) obtidas através
do fracionamento ABC e extraidas com os solventes diclorometano e metanol. Na figura
15 estdo representados os resultados de dois ensaios independentes (h= 10-12) referentes
as diferentes temperaturas testadas.

As fragBes obtidas foram analisados a uma concentragdo final de 25 pg/mL.
Nenhuma das fragdes testadas obteve atividade estatistica significativamente diferente do
controlo, ou seja, nenhuma apresentou atividade de reducao de lipidos. As fracbes 1B-B
(fracdo B, 14°C) e 3A-A (fracdo A, 26°C) apresentaram uma reducéo de 28,0% =+ 6,0 (valor
p = 0,8894) e 27,8% * 7,6 (valor p = 0,3027), respetivamente, mas nao apresentaram

diferencas significativas.
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Ensaio Peixe- Zebra - Temperatura
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Figura 15- Atividade redutora de lipidos no ensaio metabolismo lipidico com peixe-zebra corados com Vermelho de Nilo-
ensaio de exposicao da estirpe LEGE06097 crescida a diferentes temperaturas (25 ug / mL). O controlo solvente tinha 0,1%
de DMSO e o controlo positivo 50 uM de REV. Os valores foram expressos como intensidade média de fluorescéncia (MFI)
em relagdo ao grupo DMSO, e cada grupo de tratamento tinha 10-12 réplicas (n = 10-12). Os dados foram representados
com diagramas de caixa. As diferencas estatisticas foram analisadas por Kruskal-Wallis com teste posthoc de Dunn e foram

indicadas comparativamente ao controlo solvente, com o simbolos * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001.
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Figura 16- Imagens representativas do ensaio do metabolismo lipidico com peixe-zebra corados com Vermelho de Nilo —

Ensaio da exposi¢éo das culturas a diferentes temperaturas. A representa o controlo solvente do ensaio, DMSO (0,1%) , B
representa o controlo positivo, REV (50 uM), C representa a fracdo 1B-B (fracéo B, a 14°C) e D representa a fragcdo 3A-A
(fracdo A, a 26°C), ambas a uma concentracdo de 25 ug/mL, que nédo apresentaram diferencas significativas em relagéo ao
controlo. A esquerda est&o representadas as imagens da fluorescéncia com contraste vermelho, e a direita as imagens de

contraste de fase de larvas de peixe-zebra.
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3.4. Perfil do Metabolito

Para realizar a andlise através de LC-MS/MS, escolhemos as fracdes provenientes
do ensaio com as condigcbes do BOGA, em que realizamos duas extracdes diferentes
(DM:M vs M). O objetivo era identificar os metabolitos que foram extraidos com o tipo de

extracdo organica que alterou significativamente a bioatividade das fracGes obtidas.

Para tal, foram selecionadas duas fracbes bioativas (Fracdo B Diclorometano +
Metanol (DM:M) e extrato bruto de DM:M) e duas fracdes néo ativas (Fracdo B Metanol (M)
e extrato bruto M), sendo que todas as amostras pertenciam a mesma cianobactéria,
Cyanobium sp. LEGE 06097. Efetuaram-se duas analises diferentes, a primeira realizou-
se com a Fragcdo B extraida com DM e M (ativa), e a Fracdo B extraida apenas com M
(ndo ativa). A andlise comparativa do metaboloma permitiu a identificagdo de compostos
conhecidos ou desconhecidos, exclusivos das fra¢des bioativas (ativas). Na segunda
andlise foram comparados os extratos brutos, o extrato bruto extraido com DM:M e o

extrato bruto extraido com M.

As duas redes moleculares (Figura 17 e 18) foram enté&o obtidas através da analise

pela plataforma GNPS (Rede Global de Material Molecular de Produtos Naturais).

As redes moleculares sdo compostas por nodos, sendo que cada um representa
um pico de massa (valor m/z e tempo de retencdo). As ligagbes entre nodos (espectro a
espectro) sdo chamadas de aresta (Wang et al., 2016). Através de um nodo de cor no
programa Cytoscape, é possivel visualizar conjuntos de nodos (clusters) pertencentes a
ides de fragdes ativas, sugerindo estruturas moleculares bioativas comuns. Os nodos
representados por uma Unica cor indicam que ele pertence apenas a uma fracdo, ativa ou
nao ativa. No entanto, os nodos também podem conter varias cores, 0 que significa que
eles estdo presentes em varias fragOes, ativas e ndo ativas. No entanto, se 0s nodos
pertencerem a uma fracdo ativa especifica, os possiveis compostos encontrados seréo

provavelmente a causa da bioatividade observada, em rela¢do a outra (Olivon et al., 2017).
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3.4.1. 12 Andlise
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Figura 17- Rede molecular das fragdes B BOGA (Extragdo com DM:M vs extragdo com M) obtida pela plataforma GNPS e
visualizada com o programa Cytoscape. A azul-claro esté representada a fracéo ativa (fragcdo B DM:M), a vermelho esta

apresentada a fracéo néo ativa (fragdo B M) e a cinzento esta representado o branco da analise.

Através da figura 17, podemos observar a primeira analise molecular efetuada as
fracOes B BOGA, os nodos da fracdo B ativa (extraida com diclorometano e metanol) foram
representados a azul-claro. Os metabolitos constituintes da fracdo nao ativa (fracdo B
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extraida com metanol), também foram incluidos na analise, sendo esses 0s nodos
representados a vermelho e o branco da andlise foi representado a cinzento. Todos 0s
principais picos encontrados na fracdo ativa analisada, bem como todas as informacodes
obtidas pelas bases de dados (GNPS, DNP e Atlas) e o calculo do erro m/z dos mesmos,

em ppm, foram descritos na tabela 5, em anexo (Anexo ).

Na rede molecular da primeira analise foram encontrados 57 nodos exclusivos da
fracéo ativa e 6 nodos compartilhados entre a fracéo ativa e ndo ativa. Sendo que dos 57
nodos pertencentes exclusivamente a fracdo 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
verificamos qual a classificag@o dos clusters presentes, sendo que na maioria pertenciam

a lipidos/moléculas semelhantes e compostos organicos de nitrogénio.
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Figura 18- Rede molecular dos extratos brutos BOGA (Extracdo com diclorometano e metanol vs extragdo metandlica) obtida
pela plataforma GNPS e visualizada com o programa cytoscape. A azul-claro esta representada a fragéo ativa (extrato bruto
DM:M), a vermelho esta apresentada a fragdo ndo ativa (extrato bruto M) e a cinzento esté representado o branco da
analise.
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Na Figura 18, podemos observar a segunda andlise molecular efetuada aos
extratos que deram origem as fracbes analisadas primeiramente, sendo novamente
extraidos de forma diferente, um com diclorometano e metanol e o segundo apenas com
metanol. Os nodos do extrato DM:M (fracdo ativa) foram representados a azul-claro, os
metabolitos constituintes do extrato M (fracdo néo ativa) foram representados a vermelho

e o branco da andlise foi representado a cinzento.

Na rede molecular da segunda analise foram encontrados 14 nodos exclusivos da
fracdo ativa e 20 nodos compartilhados entre a fragcdo ativa e ndo ativa. Dos 14 nodos
pertencentes exclusivamente a fracdo 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% sdo desconhecidos, sendo que podem pertencer a
moléculas novas. Através do cytoscape verificamos qual a classificacdo dos clusters
presentes, sendo que ha maioria pertenciam a lipidos/moléculas semelhantes, compostos

organicos de oxigénio e benzenoides.

Os principais picos encontrados e ndo encontrados na analise do extrato ativo, bem
como todas as informacdes obtidas pelas bases de dados (GNPS, DNP e Atlas) e o calculo

do erro m/z dos mesmos, em ppm, estéo representados na Tabela 4.
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Tabela 4- Tabela representativa dos compostos Unicos identificados através da segunda analise molecular, no Cytoscape.

Compostos esses pertencentes exclusivamente ao extrato bruto com as condigdes BOGA, extraido com diclorometano e

metanol. Na tabela estdo representados os compostos identificados, e também os néo identificados (moléculas novas).

M+H RT Putative Adduct PPM Foérmula Fonte
identification
Haliclonamide_B_O- M+H
871,573 954,35 (2-Hydroxy-3-methyl- Dereplicato
3-butenyl) r
Pheophytin a M+H -0,8627 C55H74N405 DNP
893,542 828,05 Chlorophyll a -1,2806 | C55H72MgN40
5 DNP
Oscilol 0,5490 C52H76012
737,451 945,40 Antanapeptin A 2,7891 C41H60N408 DNP
819,530 110791 1,2-Diacylglycerol 6- 0,9395 C43H78012S DNP
sulfoquinovosides
764,470 954,82 Rolloamide A -1,4120 C41H61N707 DNP
817,514 1082,85 N&o identificado
792,502 1063,92 Nao identificado
761,452 916,16 N&o identificado
1425,02 767,41 N&o identificado
915,524 839,74 Né&o identificado
869,558 883,43 N&o identificado
869,558 868,98 Né&o identificado
1742,14 882,04 N&o identificado
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4. Discussao

As cianobactérias sdo organismos capazes de uma adaptacao incrivel ao meio
ambiente, conseguindo alterar as suas vias metabodlicas para produzir metabolitos
secundarios que Ihes permitem sobreviver e crescer em situacdes de stress (Mazard et al.,
2016). Esses metabolitos muitas vezes tém propriedades bioativas, que podem apresentar
potencial no tratamento de muitas doenc¢as, nomeadamente doengas metabdlicas, como é
0 caso da obesidade (Brito et al., 2015). Juntamente com os metabolitos secundarios, a
concentracdo de outros componentes das células cianobacterianas, como € o caso das
proteinas, carboidratos, lipidos e pigmentos, também sao alterados com essa adaptagéo
(Encarnacéo et al., 2015). Assim, modificacdes na composi¢ao bioquimica das células séo

um indicador de metabolismo alterado (Chen et al., 2017; Paliwal et al., 2017).

Como organismos fotoautotroficos, as cianobactérias necessitam de uma fonte de
luz para obter energia e converté-la em energia quimica como ATP e NADP, sendo que
tanto a quantidade, como a qualidade da luz, afetam o metabolismo celular e, portanto,

modulam a composi¢ao da biomassa (Choi et al., 2015; Sanchez-Bayo et al., 2020).

O fotoperiodo regula a divisao celular, que ocorre durante o periodo de luz, e é
acelerado sob condi¢des de iluminacao continua (Sanchez-Bayo et al., 2020). No entanto,
a fotossintese oxigenada leva ao fotodano do fotossistema Il (PSIl). Uma vez que o fluxo
fotossintético dos eletrées inicia com a reducdo da plastoquinona por eletrées libertados
pela oxidagdo da agua no PSIl, o acumulo de PSII fotodanificado diminui a atividade
fotossintética (Zavafer et al., 2015). Quando a taxa de fotodano ultrapassa a taxa de reparo
PSII, ocorre a fotoinibigdo e, quando severa, pode levar a diminuigdo do crescimento, ou
até a morte celular (Komenda et al., 2012). Tal acontecimento normalmente ocorre em
condi¢gbes de stress ambiental, como é o caso de quando as células de microalgas séo
submetidas a altas intensidades de luz ou a outras formas de stress, o excesso de eletroes
na cadeia de transporte de eletrBes fotossintéticos induz a producdo de numerosos ROS,
causando assim, a inibicdo da fotossintese, co-oxidacéo de pigmentos, peroxidagdo de
lipidos, destruicdo de membrana, ou até desnaturacdo de proteinas (He et al., 2015). Para
minimizar os efeitos do stress oxidativo nas células, as cianobactérias podem produzir
lipidos ou carboidratos, que podem servir como recetores para dissipar o excesso de
eletrbes, sendo que o tipo de composto produtor de energia que se acumula na célula
microalgal parece ser especifico de cada espécie (Ho et al., 2014). O conhecimento das
condic¢@es individuais de crescimento das cianobactérias permite a producao de biomassa
com uma composicdo precisamente definida, podendo utilizar a influéncia 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 o0 maximo crescimento e acimulo de biomassa, sendo
gue expostas a intensidades de luz muito baixas e muito altas, tendem a ndo crescer com
eficiéncia (Mata et al., 2010; Ye et al., 2012).

Um estudo utilizando Scenedesmus obliquus, no qual se expds microalga a 150
umol m2s? de luz branca sob fotoperiodo de 24 horas dia e 12 horas dia:12 horas noite,
revelou que condi¢cdes de luz continua levaram a uma acumulagdo de biomassa. No
entanto, no mesmo estudo observou-se que a luz continua diminuiu o contetdo de clorofila,
e o conteudo de proteinas (Vendruscolo et al., 2019). No presente estudo, com
LEGEO06097, a condicdo de luz continua ndo pareceu interferir negativamente no teor de
clorofilas e carotendides, porém provocou uma diminui¢do na producéao de proteinas. Ainda
assim, uma diminuicdo na quantidade de clorofilas com a longa exposicdo a luz é
consistente com a natureza deste pigmento, pois as duas principais enzimas envolvidas na
sintese bioldgica de clorofila A, glutamil-tRNA redutase (GIUTR) e glutamato 1-semialdeido
aminotransferase (GSA-AT), sdo sensiveis a luz e por isso, a sua atividade pode ser inibida
com a exposicdo excessiva a luz (Ma et al., 2017). Além disso, quando expostas as
condi¢cbes ideais de cultivo, as cianobactérias tendem a produzir mais proteinas para
manter a multiplicagdo celular e a producdo de biomassa (da Fontoura Prates et al., 2018),
por isso, 0 baixo teor de proteina sob luz continua pode indicar que as células ndo se
encontravam em condic¢des ideais e a longa exposicdo a luz possivelmente podia estar a
causar fotodano, sendo que o contetdo de pigmentos pode mostrar que foram acumulados
durante o crescimento ideal e ainda ndo tinham sido afetados por este processo no

momento em que 0 ensaio terminou.

O crescimento sob luz forte neste ensaio foi apenas ligeiramente inferior ao
verificado sob luz intermédia e continua. Além disso, estas trés condi¢des induziram a
producéo de lipidos, 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 ymol m-
2s1 ¢ 500 ymol m2s?. No estudo de He et al.,, 2015, as microalgas Chlorella sp. e
Monoraphidium dybowskii, expostas a 40, 200 e 400 ymol m2s™? de intensidade de luz,
verificou-se que a maior intensidade de luz levou a um crescimento rapido nos primeiros
dias, mas acabou por ser superada pela intensidade de luz intermédia, provavelmente
devido a fotoinibicdo. De acordo com Khatoon et al., 2018, o maior conteudo total de
ficobiliproteina foi encontrado no extrato aquoso de P. mucicola quando cultivado sob luz
intermédia (180 umolm=2s?). Foi relatado por Ojit et al., 2015, que o aumento da
disponibilidade de luz costuma levar a diminui¢&o do teor de clorofila A nas cianobactérias,

como estratégia para prevencao de danos foto-oxidativos causados pela producdo de
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radicais livres. No mecanismo de fotoinibicdo, a luz forte induz a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), o que inativa diretamente o centro de reacdo fotoquimica 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 ultima forneceu uma producao
semelhante a luz branca, sendo as condi¢cdes onde existiu maior quantidade de biomassa
a ser produzida. Por outro lado, a luz vermelha obteve uma menor quantidade de lipidos,
sendo que obteve um dos maiores crescimentos do nosso ensaio, com LEGE06097,
indicando que as células ndo se encontravam sob stress, pois a producao de lipidos nédo
foi estimulada (Ho et al., 2014). No estudo de Pagels et al., 2020, onde avaliaram a
acumulacdo de pigmentos em Cyanobium sp. LEGE06113, usando diferentes qualidades
de luz, os resultados mostraram a regulacdo positiva da producéo de carotenoides sob a

suplementacgdo de luz vermelha.

Jé& foi provado que LEDs azuis podem causar stress celular, resultando numa maior
producdo e consequente acumulacao de lipidos, 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 producdo de lipidos. Esta redugcdo com luz azul pode
acontecer devido a peroxidacgao lipidica induzida por essa qualidade de luz. Além disso, a
luz azul e a radiagdo UV foram sugeridas como principais fatores reguladores da
composicao lipidica em cianobactérias e microalgas (Schulze et al., 2014; Montero et al.,
2016). Tal como no presente estudo, uma diminuig&o no crescimento com luz azul também
foi observado por Katsuda et al., 2004, sendo que H. pluvialis apresentou maior
crescimento vegetativo guando exposta a LED vermelho, e quando submetida a LED azul,
foi observada uma supresséo no crescimento. Nas cianobactérias, a absorcao da luz azul
é feita de forma menos eficaz (Schulze et al., 2014), dando muitas vezes origem a uma
diminui¢cdo na producgdo de biomassa e no conteudo de lipidos (Duarte e Costa, 2018). A
luz azul ndo provocou assim stress celular, e por isso a producédo de lipidos nédo foi
estimulada (da Fontoura Prates et al., 2018). Esta condi¢cdo de luz, muito provavelmente
via fotorreceptores como as fototropinas, parece induzir a acumulacdo de pigmentos em
vérias espécies (Fu et al., 2013; Katsuda et al., 2004). Foi observada essa tendéncia nos
resultados do presente estudo, sendo que a condi¢cdo de luz azul, juntamente com a luz
vermelha, foram as que apresentaram maior conteddo de pigmentos. Além disso, como a
energia dos fotdes azuis é maior do que a necessaria para a fotossintese (Kommareddy e
Anderson, 2003), a luz azul pode resultar em extincdo ndo 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 Virdile, 2013; Fu et al., 2013).

No geral, a luz forte parece causar stress a Cyanobium sp. LEGE06097,
principalmente devido ao aumento da producao de lipidos. A luz vermelha surge como uma
condi¢cdo ideal para um crescimento robusto. A luz continua também induziu um forte
crescimento, no entanto, o conteudo de proteina diminuiu, o que pode sugerir fotoinibicao.
A luz intermédia foi a condicdo mais semelhante com as condi¢Bes existentes no BOGA, e
revelou tanto um dos maiores crescimentos, como também a maior producao de proteina
do ensaio, o0 que indica que as cianobactérias ndo se encontravam sob stress e as fungbes
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 nao induzir stress. Porém, o objetivo era otimizar as

condicdes de cultivo para producdo de metabolitos com propriedades anti-obesidade.

O bioensaio do metabolismo da gordura vermelha de Nilo em peixes-zebra,
realizado com as fragcfes obtidas na experiéncia da luz, mostrou que nenhuma das fragcbes
testadas apresentava a capacidade de reduzir os lipidos neutros em larvas de peixe-zebra,
ou seja, nenhuma demonstrou atividade anti-obesidade. Sendo que duas fracbes
mostraram aumentar significativamente a quantidade de lipidos (2A-D e 2A-E, fracdo D e
E pertencentes ao tratamento de luz forte), o que da a entender que o tratamento com luz
forte parece favorecer a acumulagdo de lipidos nas larvas. Muito provavelmente nesta
acumulacdo de lipidos esta involvido o recetor PPARy, que controla a regulacdo da
adipogenese e metabolismo dos lipidos. Agonistas do PPARYy sao utilizados no tratamento
da diabetes, mas ndo para a obesidade (Gross e Staels, 2007). A auséncia da esperada
atividade anti-obesidade como descrito num estudo anterior (Costa et al., 2019), mostrou
gue as proéprias condi¢des de luz podem estar a afetar a producdo de metabolitos, porque
embora as condi¢des de luz intermédia fossem semelhantes as condi¢fes existentes no
BOGA, existiam algumas disparidades importantes, homeadamente intensidade de luz
(150 pmol m2s? vs 60-90 ymol m2s?) e temperatura (25°C vs 20°C). Além disso, as
culturas da experiéncia da luz foram extraidas utilizando apenas o solvente metanol (M), e
a metodologia de extracdo original, aplicada na triagem inicial, foi realizada com
diclorometano e metanol (DM:M). Assim, as culturas extraidas usando diferentes
metodologias foram comparadas no bioensaio do peixe-zebra, e esses podem ter sido os
motivos para os resultados terem sido diferentes. S6 € possivel efetuar uma correta
separacdo, identificacdo e caracterizacdo de compostos bioativos, se 0 processo de

extragcdo 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 extraidas com as duas
metodologias. Os resultados revelaram gque a metodologia de extracdo teve um impacto
substancial nas bioatividades, sendo que utilizando a extra¢cdo organica apenas com o
solvente metanol ndo se observou bioatividade em nenhuma das fracbes testadas,
enguanto a extracdo com diclorometano e metanol ja revelou bioatividade, nomeadamente
na fracdo B com uma reducédo de cerca de 45% (45,1 + 26,9). Além disso, os resultados
obtidos com a extragdo diclorometano:metanol mostraram desvios padrdes menos
variaveis, sendo este método de extragdo escolhido para as culturas da experiéncia da

temperatura.

A temperatura é um dos fatores mais importantes no cultivo de microalgas, e esta
altamente correlacionado com a taxa de crescimento (Ho et al., 2014), também influencia
diretamente o0s processos bioquimicos, incluindo a fotossintese, e o fabrico de células, bem
como o tamanho da célula e as necessidades de nutrientes. Cada espécie tem sua propria
temperatura 6tima de crescimento (Pagels et al., 2020; Fatma, 2009), sendo que se
aumentarmos exponencialmente a temperatura para a faixa ideal ird aumentar também o
seu crescimento, mas um aumento ou diminuicdo na temperatura além do ponto ideal
retarda ou mesmo interrompe o crescimento e a atividade das algas (Béchet et al., 2017).
Em condic¢des supra-6timas de temperatura, a degradacgdo da proteina € induzida levando
a mortalidade celular. Além disso, o stress provocado pela temperatura afeta fortemente a
dinamica de ROS, causando dano oxidativo progressivo e, em Ultima instancia, morte

celular (Serra-Maia et al., 2016).

LEGEO06097 foi exposta a uma gama de temperaturas, nomeadamente 10°C, 14°C,
18°C, 22°C, 26°C e 30°C. Como esperado, a produgdo de biomassa aumentou
gradualmente com o aumento da temperatura. O crescimento celular foi semelhante e
particularmente alto a 26°C e 30°C, sugerindo que a temperatura ideal de crescimento para
esta cianobactéria esta em torno desta faixa. Observac¢des 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 € entre os 20°C e os 30°C, sendo que existem

estirpes que suportam temperaturas superiores (Singh et al., 2015).

Baixas temperaturas podem afetar a fotossintese, reduzindo a atividade de
assimilacéo de carbono, enquanto temperaturas muito altas reduzem a fotossintese ao
inativar as proteinas fotossintéticas e perturbar o equilibrio de energia na célula. O declinio
na fotossintese resulta numa diminuicdo da taxa de crescimento (Atkinson et al., 2003).

Em termos de proteinas produzidas pela cianobactéria em estudo, observou-se um
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decréscimo no conteldo das mesmas, a partir da temperatura 14°C, onde apresentou o
maior contetdo de proteinas, até aos 30°C, sendo a condicdo com 0 menor conteddo de
proteinas. No estudo de Pagels et al., 2019, foi observado o efeito negativo do aumento da
temperatura na producao de ficobiliproteina, uma proteina existente em Cyanobium sp., o
gue se opbe a tendéncia geral das cianobactérias, que costumam associar uma maior
producao de proteinas a altas temperaturas (= 30 ° C), também no estudo de Sakamoto e
Bryant, 1997, fixaram como condi¢cdo 6tima 22°C para a producdo de proteinas em
Synechococcus sp. PCC 7002, sendo que a temperaturas superiores observava-se uma
diminuicéo.

A temperatura também afeta diretamente o conteudo lipidico e a composicédo de
acidos gordos nos organismos, mas a natureza e a magnitude desse efeito ainda nao é
bem caracterizada (Pettitt et al., 1989; Guschina e Harwood, 2006). Véarias descricdes
distintas de como a temperatura afeta o acumulo de lipidos foram relatadas, por exemplo,
Synechocystis sp. O PCC6803 demonstrou um crescimento ideal entre 30-33°C, e inibigéo
da producéo de lipidos 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
acidos gordos insaturados, conferindo maior fluidez 8 membrana, enquanto a temperaturas
mais altas a membrana celular torna-se mais saturada, para aumentar a sua rigidez
(Hilditch e Williams, 1964). Tém sido documentados em vérios grupos funcionais de
microalgas, altos niveis de insaturacdo de lipidos a baixas temperaturas (Renaud et al.,
2002; Lynch e Thompson Jr, 1982), sendo importante lembrar que também existem
evidéncias que sugerem que essa tendéncia pode mudar de espécie para espécie
(Guschina e Harwood, 2006; Patterson, 1970). O conteudo de lipidos observado no nosso
ensaio, mostra-nos uma tendéncia decrescente a medida que a temperatura aumenta para
30°C, sendo esta Ultima a condi¢cao que apresenta uma menor quantidade de lipidos. No
entanto, geralmente é aceite que as propor¢des de lipidos mudam em situacfes de stress
(Chen et al., 2017; Ho et al., 2014). Em condi¢@es ideais de crescimento, os acidos gordos
séo sintetizados principalmente para esterificagdo em lipidos de membrana a base de
glicerol. Por outro lado, sob um ambiente desfavoravel ao crescimento, as vias
biossintéticas dos lipidos sédo alteradas em direcao a formacéo e acumulagéo de lipidos
neutros na forma de triacilglicerol (TAG), como um tipo de armazenamento de carbono e
energia (Roleda et al., 2013). No presente estudo, existiu um nitido aumento na produgéo
de lipidos a 10°C, o que é consistente com um maior acumulo de lipidos neutros em

condicdes de stress.

Ao contrario, altas temperaturas (26°C e 30°C) induziram a sintese de carboidratos,

isso sugere uma mudanga nas vias metabdlicas 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 sintese de carboidratos e de lipidos seriam duas vias concorrentes,
principalmente em estudos relacionados a deplecao 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 producédo de carboidratos e diminuiu a acumulacdo de lipidos com o
aumento da temperatura, confirmando ainda mais a relagédo entre a producao de lipidos 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 producéo de lipidos e a alta temperatura leva a acumulacdo de carboidratos.

Nesta experiéncia a quantidade de Clorofila A, B e Carotenoides aumentou a
medida que a temperatura também aumentava, a exce¢do da condicdo 3A (26°C), que
provocou em todos uma diminuigdo na quantidade de pigmentos produzidos. No estudo de
Pagels et al., 2020, a produgdo de pigmentos em Cyanobium sp., foi maior quando
expostos a 30°C, tal como nos resultados do nosso ensaio. Segundo Klodawska et al.,
2019, as células cultivadas a 15°C apresentaram as menores concentragfes de clorofilas
e de carotenoides, em Anabaena sp., e também observaram na mesma cianobactéria, uma
acumulacdo de clorofilas e carotenoides a temperatura de 23°C e 30°C, sendo que o
contetdo de carotenoides diminuiu a temperaturas baixas (15°C), e a temperaturas acima
de 30°C (37°C).

Os resultados obtidos na caracterizacéo bioquimica da experiéncia 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
producdo de lipidos a 10°C e a sintese de carboidratos acima de 26°C. Além disso, 0
razoavel crescimento de biomassa, contetido de proteinas e pigmentos a 22°C sugere que,
de todas as temperaturas testadas, esta é a que estimula um melhor rendimento de
biomassa, sem indugéo 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

condicBes mais proximas nesta experiéncia foram as culturas mantidas a 18°C e 22°C.

As fracOes obtidas através da experiéncia da temperatura também foram testadas
no bioensaio do metabolismo da gordura vermelha de Nilo em peixes-zebra, sendo que
nenhuma das fragdes testadas obteve atividade estatistica significativamente diferente do
controlo (DMSO), ou seja, nenhuma apresentou atividade de reducao de lipidos. Com isto
depreendemos que a causa para ndo existir bioatividade pode estar relacionada com a

intensidade de luz a que as culturas se encontravam expostas, sendo que na experiéncia
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da luz a intensidade era 150-500 ymolm2s?, no ensaio das diferentes temperaturas todas
se encontravam a 150 umolm2s?, e no BOGA a cultura estava exposta a uma intensidade
de luz 60-90 umolm=2s?, o que sugere que as condicdes para a producédo de metabolitos
anti-obesidade nesta estirpe sdo muito dependentes das condi¢cdes de luz a que esta
exposta, parecendo assim preferir condicbes de baixa intensidade, como é o caso das
existentes no biotério, pois foi 0 Unico ensaio anti-obesidade que demonstrou a existéncia
de bioatividade. No entanto mais ensaios sd0 necessarios para entender estas
inconsisténcias e compreender verdadeiramente o papel das condicdes de cultura no
potencial anti-obesidade desta cianobactéria, sendo que seria interessante testar o

crescimento da mesma sob intensidades de luz inferiores a 150 pmolm-2s,

Neste trabalho, frag6es de diversas condi¢cdes de luz e temperatura as quais a
cianobactéria Cyanobium sp. LEGE06097 foi exposta, foram testadas quanto a atividade
de reducao de lipidos. No bioensaio com as culturas do BOGA, a fragdo DM-B (fragédo B
pertencente a extracdo efetuada com diclorometano e metanol) demonstrou redugéo
lipidica estatisticamente significativa. Como tal, esta fracdo foi selecionada para a
realizacdo do perfil metabdlico (12 analise), juntamente com a fragdo que ndo apresentou
atividade redutora de lipidos (M-B: fracdo B da extragdo com metanol). Posteriormente,
numa 22 andlise do perfil metabdlico, foi selecionado o extrato bruto que deu origem a
fracdo B com bioatividade, extraido com diclorometano e metanol, juntamente com o
extrato bruto da condicdo que ndo apresentou atividade redutora de lipidos (extraido
apenas com metanol). A comparacao entre os perfis metabdlicos dos extratos ativos e nao
ativos, permitiu a descoberta de espectros MS / MS presentes apenas nos extratos ativos
(metabolitos Unicos), os quais foram identificados por meio de pesquisas em diversos
bancos de dados de espectrometria de massa. Considerando as informacdes obtidas pelos
bancos de dados e o céalculo do erro m / z, varios compostos foram sugeridos como
metabolitos Unicos na fracdo com atividade anti-obesidade e, portanto, potencialmente
envolvidos nesta bioatividade. Quanto menor for a diferenca entre o pico de massa no
banco de dados e nos dados da rede molecular (erro m / z mais préximo de 0), maior sera
a probabilidade do pico de massa coincidir com o composto. Na primeira analise, foram
identificados 57 picos pertencentes exclusivamente a fracao ativa, sendo que desses 36
foram efetivamente identificados através das bases de dados disponiveis, enquanto 0s
picos de massa ndo identificados podem representar novas moléculas, uma vez que
nenhuma correspondéncia foi encontrada em nenhum banco de dados. De seguida,
apenas irdo ser aprofundados aqueles que ja possuirem algum tipo de bioatividade
descrita, e com relevancia para o ambito deste trabalho. Nenhum metabolito identificado

foi associado a obesidade na literatura cientifica, 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
(C15H32N205), com um erro m/z de 3,270 ppm. Este é produzido por Streptomyces sp. e
considerado um inibidor de estromelisina (MMP11). A expressao de MMP11 é associada
a tumores, sendo produzida por fibroblastos estromais préximos ao mesmo, levando em
consideracdo o seu envolvimento com a progressao de alguns tipos de cancro. Ja existem
estudos sugerindo esta proteina como alvo de imunoterapia para o tratamento da doenca,
como é o caso de Peruzzi et al., 2009, que utilizaram a técnica de microarray, confirmando
a superexpressédo de mRNA de MMP11 num grande painel de amostras de tumor humano.
MMP11 induziu uma resposta imune mediada por células e anticorpos, e exerceu prote¢ao
anti-tumoral significativa em ratos com cancro do co6lon, em ambientes profilaticos e

terapéuticos.

O pico de massa [M + H]* 279,137, apresentou correspondéncia com 0 composto
Makaluvamine D (C1sH1sN30O2), com um erro m/z de -2,376 ppm, que em estudos anteriores
demonstrou atividade anticancerigena significativa, embora o seu limite de disponibilidade

tenha impedido avaliagbes farmacol6gicas mais completas (Sadanandan et al., 1995).

O pico de massa [M +H]* 309,147 foi associado ao composto Makaluvamine A
(C19H18N302), 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 célon
humano HCT 116, mostraram toxicidade diferencial contra a linha de células CHO sensivel
a topoisomerase Il xrs e inibiram a topoisomerase Il in vitro (Radisky et al., 1993; Barrows
et al., 1993). Makaluvamina A exibiu atividade anti-tumoral in vivo contra o carcinoma
ovarico humano Ovcar 3 implantado em ratos atimicos (Radisky et al., 1993; Barrows et
al., 1993; Matsumoto et al., 1999).

O pico de massa [M +H]* 571,235 apresentou correspondéncia com o composto
Staurosporine (STU) (CssHzoN4O4), 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 antifingica e hipotensiva pela primeira vez, mas
atraiu maior atencdo em 1986, quando mostrou ser um inibidor altamente potente da
proteina quinase C (PKC) e mostrou um forte efeito citotoxico nas células cancerigenas
(Tamaoki et al., 1986). Outras atividades incluem a inibicdo da agregacado plaquetaria,
inibicdo da contragdo do musculo liso, bloqueio de certas fases do ciclo de crescimento
celular e a reverséo da multirresisténcia (Omura et al., 1995; Beltran et al., 1997; Utz et al.,
1998).

53



O pico de massa [M +H]* 743,309, supostamente identificou 0 composto como
Stylostatin 1 na plataforma GNPS, mais propriamente através do banco de dados
Dereplicator (identificacbes baseadas em espectros de MS / MS), isolado da esponja
marinha Stylotella sp., e considerado um heptapéptido citotéxico (Bourne et al., 1999).
Segundo Forns et al., 2003, o cicloheptapéptido stylostatin mostrou uma inibicdo do

crescimento celular ED50 de 0,8 ug/mL contra células de leucemia linfocitica P388.

8 picos de massa foram identificados através da plataforma GNPS, mais
propriamente através do banco de dados Dereplicator® (identificacdes baseadas em
espectros de MS / MS). Estes compostos pertencem a superclasse dos lipidos ou
moléculas semelhantes a lipidos, classe glicerolipidos e subclasse triacilglicerol. Séo
variagdes de triglicerideos de &cido monoa-linolénico. Os triglicerideos (TGs ou TAGS)
também s&o conhecidos como triacilgliceréis ou triacilglicerideos, o que significa que séo
glicerideos nos quais o glicerol é esterificado com trés grupos de acidos gordos (Ghosh et
al., 1997). Os TAGs podem servir como depésitos de acidos gordos em todas as células,
mas principalmente nos adipdcitos 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
(identificacbes 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 cancerigenas e atividade anti-

inflamatéria (Alvarifio 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 (identificacbes
baseadas em espectros de MS / MS). Este composto pertence a uma classe de peptideos
ciclicos isolados da esponja marinha de Okinawa, Hymeniacidon sp. (Kobayashi et al.,
1993; Tsuda et al., 1994), sendo que até ao momento dez peptideos foram isolados,
compostos por poucos residuos de aminoacidos e apresentaram atividades antifngica,

citotdxica e inibidora de enzimas.

Por dltimo, o pico de massa [M+H]" 355,260 identificou o composto Glutamine
(C19H34N204) com um erro m/z de 0,881 ppm. Este composto possui atividade antiviral,
sendo que é um nutriente essencial para as fungfes dos leucécitos (linfocitos, macrofagos
e neutroéfilos), de pacientes infetados com virus. O desenvolvimento de medicamentos
antivirais que tém como alvo o metabolismo da glutamina devem entdo ser direcionados

especificamente as células hospedeiras infetadas por virus para evitar efeitos negativos
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nas funcdes imunoldgicas. Outro papel significativo da glutamina esta associado a sua
capacidade de modular as respostas de protecdo e resisténcia as lesdes, também
conhecidas como efeitos antioxidantes e citoprotetores (Cruzat et al., 2018). Este composto
é fornecido como um componente da suplementacdo nutricional clinica para pacientes de
pré e pés-operatoérios, e também para muitos atletas de elite com o objetivo de restaurar
as funcdes imunolégicas, mas embora haja uma crescente evidéncia de apoio aos efeitos
imunomediadores da suplementacdo de glutamina, varias questdes e consideracdes

especificas ainda permanecem (Cruzat., 2018).

Para perceber melhor as diferengas entre as duas metodologia da extragéo, foi
realizada uma segunda andlise metabolémica. Foram identificados 14 picos pertencentes
exclusivamente ao extrato bruto com as condi¢des do BOGA, extraido com diclorometano
e metanol, sendo que desses apenas 5 foram efetivamente identificados através das bases
de dados disponiveis, sendo apenas aprofundados aqueles que ja possuiam algum tipo de

bioatividade identificada, com relevancia para este trabalho.

O pico de massa [M+H]" 871,573 identificou o0 composto Pheophytin A (CssH74N4Os)
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 inibicdo de 12 a 27 mm. Também
no estudo de Gomes et al., 2015, o composto Pheophytin A exibiu acdo antimicrobiana
contra estirpes padrdo de fungos e bactérias. O composto 132-hidroxi-feofitina, € um
derivado da clorofila que esta presente em organismos marinhos e terrestres. A alta taxa
de producgéo dessa molécula em Spirulina pode possibilitar o desenvolvimento de um futuro
nutracéutico (Freitas et al., 2019). As proteinas-alvo de 132-hidroxi-feofitina a estdo
associadas a propriedades benéficas para a obesidade e comorbidades relacionadas a
obesidade. Os proximos passos para progredir em direcdo a uma aplicacao futura como
um possivel nutracéutico sera a realizacao 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
(CssH72MgN4Os) 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 tém sido muito procuradas devido as suas propriedades bioativas. Na
natureza, a clorofila A e B predominam nos organismos fotossintéticos (Zepka et al., 2019).
As atividades biologicas atribuidas as clorofilas e aos seus catabolitos consistem na
prevencdo do cancro, atividades antioxidantes, anti-mutagénicas, modulacdo do

metabolismo xenobibtico, inducdo de apoptose, propriedades antimicrobianas e atividades
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anti-inflamatdrias, sendo que a clorofila A apenas € responsavel pela atividade anti-
mutagénica, quimiopreventiva, antioxidante e anti-inflamatéria (Zepka et al., 2019;

Subramoniam et al., 2012).

Por ultimo, o pico de massa [M+H]* 764,470, identificou 0 composto Rolloamide A
(C41Hs1N7O7) 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 comparacdo aos medicamentos convencionais, além da atividade

moderada contra dermatofitos.

Apesar de muitos dos compostos em acima identificados apresentarem
bioatividades ja descritas (anti-inflamatérias, anticancerigenas, antimicrobianas..), apenas
um pareceu ter alguma ligacao com propriedades anti-obesidade, é o caso da Pheophytin
A, pois as proteinas-alvo de um dos seus derivados, 132-hidroxi-feofitina a, estdo
associadas a propriedades benéficas para a obesidade e comorbidades relacionadas,
podendo ser responsavel pela atividade redutora de lipidos observada nos bioensaios em
peixe-zebra. Sendo que também existiram muitos compostos que nédo foram identificados,
ou seja, que sao desconhecidos, mas que também podem estar relacionados com a
bioatividade observada. No entanto, mais ensaios sdo necessarios para validar estes
resultados, e esforcos adicionais também séo necessarios para fortalecer as identificaces

putativas.
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5. Conclusao

O principal objetivo deste trabalho centrou-se na manipulacdo das condi¢Bes de
crescimento de Cyanobium sp. LEGE06097, uma cianobactéria com atividade redutora de
lipidios relatada anteriormente, a fim de identificar e otimizar a producédo de metabolitos
secundarios responsaveis. Os efeitos das condi¢des de luz e temperatura foram analisados
através de varios parametros bioquimicos, e a bioatividade das fracdes foi testada no

bioensaio do metabolismo lipidico com peixe-zebra corados com vermelho de nilo.

As analises aos parametros bioguimicos comprovaram que as condi¢fes de luz e
temperatura afetaram o metabolismo da cianobactéria, dados os diferentes valores de
proteinas, carboidratos, lipidos e pigmentos, bem como o crescimento de biomassa obtido.

N&o obtivemos bioatividades nos ensaios anti-obesidade realizados em peixes-
zebra, com as fragBes provenientes das duas experiéncias (luz e temperatura). Sendo que
concluimos que tanto as condi¢des a que a cultura estava exposta, como também o tipo
de extragcdo organica utilizada no processo, podem afetar a bioatividade da estirpe, pois
apenas o0 ensaio realizado com a cultura proveniente do BOGA obteve bioatividade, sendo
gue essa cultura estava exposta a condi¢des diferentes das utilizadas nas experiéncias.
Assim, conseguimos otimizar o protocolo e pelos resultados obtidos, seria interessante
repetir o procedimento, mas utilizando intensidades de luz inferiores a 150 uymol m?2s?, e

com a utilizagcdo da extragdo com os solventes diclorometano e metanol.

Os resultados experimentais permitiram a criagdo de duas redes moleculares, com
foco na comparagdo das duas metodologias da extracdo, e consequentemente entre
amostras ativas e nao ativas, (extratos brutos condigcbes BOGA e fragdes B dos mesmos),
a fim de identificar compostos Unicos presentes nas amostras ativas. Muitos dos compostos
identificados putativamente nas duas analises ja possuiam bioatividades previamente
descritas. Sendo que apenas Pheophytin A, um dos compostos identificados na analise
dos extratos brutos, pareceu ter ligagdo com atividade-anti-obesidade, devido ao facto das
proteinas-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 nao foram identificados, ou seja, que sdo desconhecidos, mas que
também podem estar relacionados com a bioatividade observada. Posto isto, mais ensaios
sdo necessarios para validar estes resultados, e esforcos adicionais também séao

necessarios para fortalecer as identificagfes putativas.
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Anexos

Anexo |- Tabela com todos 0s compostos possiveis pertencentes aos principais picos encontrados na analise metabolémica da fracdo B com

as condi¢des do BOGA (extraida com DM:M)

Tabela 5- Compostos Unicos identificados através da primeira analise molecular, no Cytoscape. Compostos esses pertencentes exclusivamente a fragdo B extraida com diclorometano (DM) e metanol

(M), com as condi¢cGes BOGA. Na tabela estéo representados os compostos identificados, e também os néo identificados (moléculas novas).

. e S.
M+H RT Putative identification Adduct Peaks MQScore PPM Formula Source
Bicycloamide 2,114595742 | C11H18N204 DNP
243,135 533,07 Cyclo(glutamylleucyl) 2,114595742 C12H14N6 DNP
Parazoanthoxanthin A -3,403158744 | C12H14N6 DNP
2-(Hydroxynitrosoamino)-12-methyl-
321,240 | 539,70 1,3,12-tetradecanetriol 3,269513563 | C1OH32N205 DNP
425,410 750,13 1,2-Ethanediamine; N,N'-Didodecanoyl -1,668226199 | C26H52N202 DNP
441,405 673,05 Ostreogrycin_B_Oxime M+2H 7 GNPS
625,587 729.09 Destruxins_3-Isoleucine_analogue,_4'- M+H 3 GNPS
hydroxy
(R)-form, 11-Deoxy, 8,9,10,11-
251,142 563,85 tetradehydro(8E,10Z-) -3,08848348 C11H22N204S DNP
Makaluvamine D -2,37554434 | C18H18N302 DNP
279,137 512,90 1,14-Diisothiocyanato-1,13-
tetradecadiene 3,504922095 | C16H24N2S2 DNP
4-Chloro-10,11-epoxy-7(14)-bisabolene-

1,2,3,8-tetrol 0,36546619 C15H25CIO5 DNP
309,147 | 529,66 Makaluvamine A 2,286500356 | C19H18N302 DNP
Pantetheine (R)-form, S-Ac -4,448045723 | C13H24N205S DNP
323,163 543,52 Makaluvamine A -1,143180168 | C20H20N302 DNP
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335,199 586,73 Asperrubrol -4,090161497 C22H2403 DNP
Makaluvamine A -0,095189593 | C20H22N302 DNP
337,179 556,40 (2-Hydroxyethyl)phosphonic acid 1,808412056 | C16H3305P DNP
339,158 500,00 Xyloallenolide B -3.949191341 | C23H2403 DNP
349,179 554,69 1y17-?\155121;2%3?:;2-1,16- 3206865431 | C1OH3ON2S2 DNP
341157 38007 Anti.bi.oti.c FU 10 2001676532 | C12H24N209 DNP
Antibiotic SF 98 -1,026019384 | C13H20N605 DNP
399,162 348,27 Cryptolepicarboline 2571874693 C27H18N4 DNP
485,199 388,97 Roseotoxin_S M+H Dereplicator
Staurosporine 0,81371145 | C35H30N404 DNP
571,235 415,54 Cambodianin E 3,156646643 C34H3408 DNP
Tetronothiodin -2,755034755 | C31H3808S DNP
599,267 | 466,49 "58—245255;Cyc"’;’;‘.'memy"L'a'a”y"b' M+H Dereplicator
657,272 435,19 Arenamide_C M+H Dereplicator
671,288 | 456,15 N°T}Qif}i‘éf‘ffaﬂ’.‘Stg[.’g('fgsyr?axﬁc‘?;iggO' M+H Dereplicator +
729,293 428,45 Musaitinerin A 2595144021 | C41H44012 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(92)/18:4(6Z,9Z,12Z,15Z)) M+H %‘Z:‘Z‘;'I'i‘éztt%rrf
827,709 1031,13 TG(16:1(92)/16:0/18:3(92,12Z,157)) M+H Dereplicator+
839,709 1016,43 TG(15:0/18:1(112)/18:3(92,122,152)) M+H Dereplicator+
841,725 1056,49 TG(15:0/18:1(92)/18:3(92,12Z,157)) M+H Dereplicator+
853,725 1041,03 TG(16:0/18:4(62,92,122,152)/18:1(112)) M+H Dereplicator+
855,740 1084,62 TG(18:1(112)/16:0/18:3(92,127,152)) M+H Dereplicator+
867,741 1066,49 TG(17:0/18:1(92)/18:4(62,92,127,15Z)) M+H Dereplicator+
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679,349 257,93 Ervafolidene -0,834387699 | C40H46N406 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 | C19H34N204 DNP
230,248 468,76 N,N-Dimethyldodecylamine N-oxide M+H 0,8971 GNPS
269,209 602,80 N&o identificado

271,188 437,18 N&o identificado

313,235 580,02 N&o identificado

355,282 668,22 N&o identificado

425,410 750,13 N&o identificado

443,334 664,05 N&o identificado

351,194 558,34 N&o identificado

353,210 553,89 N&o identificado

427,194 423,48 N&o identificado

453,173 426,46 Nao identificado

471,184 358,75 N&o identificado

513,230 446,23 Nao identificado

729,293 428,45 Nao identificado

771,647 948,15 N&o identificado

799,678 986,11 N&o identificado

811,427 274,17 N&o identificado

855,455 277,27 Nao identificado

299,198 326,32 N&o identificado

327,229 408,65 N&o identificado

258,279 518,29 N&o identificado

319,284 650,10 N&o identificado
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