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RESUMO

YOON, Jaewon. Desreplicação de metabólitos secundários de cianobactérias brasileiras
utilizando metabolômica. 2023. 48 f. Trabalho de Conclusão de Curso (Bacharelado em Bio-
tecnologia) - Escola de Artes, Ciências e Humanidades, Universidade de São Paulo, São Paulo,
2023.

Cianobactérias são seres fotossintetizantes capazes de produzir compostos com aplicações bi-
otecnológicas. O Brasil abriga uma grande diversidade de gêneros e espécies de cianobacté-
rias, porém a química desses organismos ainda é pouco estudada. Para a descoberta de novas
moléculas bioativas, a estratégia de desreplicação guiada por bioensaio acelera o processo de
quimioprospecção. Assim, nesse estudo foi avaliada a toxicidade de quatro linhagens de cia-
nobactérias brasileiras frente a Artemia salina. As moléculas associadas à bioatividade foram
desreplicadas por meio de ferramentas metabolômicas, incluindo DAFdiscovery, redes molecu-
lares GNPS e SIRIUS. Extratos e frações obtidos de três linhagens de cianobactérias brasileiras
se mostraram inativas frente à A. salina, enquanto frações de uma das linhagens demonstrou
toxicidade. A abordagem permitiu a desreplicação de metabólitos potencialmente associadas à
bioatividade.

Palavras-chave: Cyanobacteria. Bioensaio. Espectrometria de massas. Produtos naturais.



ABSTRACT

YOON, Jaewon. Secondary metabolite dereplication of Brazilian cyanobacteria using me-
tabolomics. 2023. 48 p. Undergraduate thesis (Bachelor of Biothecnology) - School of Arts,
Sciences and Humanities, University of São Paulo, São Paulo, São Paulo, 2023.

Cyanobacteria, as photosynthetic organisms, produce compounds with various biotechnological
applications. Brazil boasts a rich diversity of cyanobacterial genera and species; however, the
chemistry of these organisms remains poorly explored. While discovering novel bioactive com-
pounds, the strategy of bioassay-guided dereplication serves to accelerate the chemoprospection
process. In this study, we assessed the toxicity of four strains of Brazilian cyanobacteria against
Artemia salina. Metabolomic tools, including DAFdiscovery, molecular networks GNPS, and
SIRIUS, were employed for the dereplication of molecules associated with bioactivity. Extracts
and fractions obtained from three strains of Brazilian cyanobacteria exhibited no activity against
A. salina; however, fractions from one strain demonstrated toxicity. This approach facilitated
the dereplication of metabolites potentially linked to bioactivity.

Keywords: Cyanobacteria. Bioassay. Mass spectrometry. Natural products.
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1 INTRODUÇÃO

1.1 PRODUTOS NATURAIS

Produtos naturais são fontes de moléculas para o tratamento de doenças desde a medicina

tradicional até a contemporaneidade. É possível encontrar conhecimentos populares antigos que

descrevem as plantas e suas prescrições. Por exemplo, óleo de Cupressus sempervirens, popu-

larmente conhecido como cipreste-italiano, encontra-se registrado na civilização mesopotâmica

(Abdel-Razek et al., 2020; Huang; Lu; Ding, 2021).

Os produtos naturais são metabólitos de seres vivos, frutos de longo tempo de competição e

evolução, que auxiliam sua sobrevivência no meio ambiente. Muitos produtos naturais possuem

estruturas complexas e são de difícil síntese (Atanasov et al., 2021).

As plantas foram as principais fontes de produtos naturais até a descoberta de penicilina

a partir do Penicillium notatum em 1928. Desde então, produtos naturais derivados de mi-

crorganismos como bactérias, fungos e microalgas vêm sendo explorados em diversas áreas da

biotecnologia (Pham et al., 2019; Pinto et al., 2002).

Poucos produtos naturais encontrados no Brasil se desenvolveram em formato de medica-

mentos fora do país, apesar de o Brasil ser um grande detentor de biodiversidade (Valli; Russo;

Bolanzi, 2018). No Brasil, estão registrados mais de 8 milhões de plantas, 10 mil bactérias e 273

mil fungos, que podem ser fontes de novas descobertas (Calixto, 2019; Sistema de Informação

sobre a Biodiversidade Brasileira, 2023).

No Brasil, já foram relatadas mais de 400 espécies de cianobactérias, porém esse número é

considerado subestimado para a biodiversidade presente no país, por ser um país tropical com

domínios fitogeográficos diversificados. Ele possui um ambiente propício para o desenvolvi-

mento de cianobactérias de diversas espécies (Sant'Anna et al., 2011). Assim, no contexto em

que a descoberta de novos fármacos é uma demanda constante e considerando que mais da

metade das moléculas farmacêuticas são derivadas ou inspiradas em produtos naturais, a explo-

ração das cianobactérias brasileiras é uma alternativa promissora na diversificação da busca por

novas moléculas bioativas (Mohs; Greig, 2017; Arora; Banerjee, 2019; Newman; Cragg, 2020;

Pye et al., 2017).
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1.2 BIOLOGIA DAS CIANOBACTÉRIAS

As cianobactérias são os primeiros procariontes que realizam fotossíntese oxigênica que

surgiram na Terra. Evidências fósseis sugerem que seu surgimento ocorreu há pelo menos 3,5

bilhões de anos (Baumgartner et al., 2019). Com a capacidade de produzir oxigênio, esses

organismos foram responsáveis pelo evento da Grande Oxigenação na Terra, que resultou na

extinção em massa de seres anaeróbicos e possibilitou o desenvolvimento de seres multicelu-

lares que utilizam o oxigênio no processo de obtenção energética, permitindo a forma de vida

como a conhecemos (Sánchez-Baracaldo; Cardona, 2019).

Em sua estrutura morfológica, as células de cianobactérias possuem parede celular Gram-

negativa e podem ser englobadas por uma camada de mucilagem de polissacarídeo ou polipep-

tídeo, contendo uma ou mais células. Algumas cianobactérias apresentam motilidade vertical

e/ou horizontal. Vesículas de gás permitem que a célula diminua sua densidade e consiga se mo-

vimentar verticalmente para alcançar a intensidade luminosa ideal. Enquanto isso, movimentos

de deslizamento ou pendulares possibilitam o deslocamento horizontal (Boone; Castenholz;

Garrity, 2001). A coloração das cianobactérias é, em sua maioria, verde-azulada – corolação

ciano, em que origina seu nome –, sendo o reflexo da presença de clorofilas e ficobiliproteínas,

que absorvem comprimentos de ondas distintas da luz para realizar o processo de fotossíntese

(Saini; Pabbi; Shukla, 2018) (Figura 1).

As cianobactérias podem se dispor de forma individual, colonial ou filamentosa. Alguns

tipos de cianobactérias dispostas em filamento podem produzir células especializadas – como

acinetos e heterócitos. Acinetos são células de resistência formadas a partir da diferenciação

de células vegetativas em situações adversas – como baixa intensidade luminosa, baixa dispo-

nibilidade de nutrientes e temperaturas baixas. Geralmente possuem parede celular espessa e

extensa reserva de nutrientes, com baixo metabolismo (Garg; Maldener, 2021).

Heterócitos são células especializadas na fixação de nitrogênio atmosférico (Figura 1(d)).

A enzima nitrogenase é responsável por catalisar a redução do gás nitrogênio em amônia, sendo

inativada na presença de oxigênio. Devido a isso, o heterócito passa por metamorfose, perdendo

seus aparatos fotossintéticos e desenvolvendo a parede celular espessada que forma um ambi-

ente anaeróbico, propício para o funcionamento da enzima. Assim, perdida a capacidade de

metabolismo básico, ela recebe nutrientes de células vegetativas vizinhas por meio de plasmo-

desmos (Zhang et al., 2005).

Apesar de pertencer ao domínio Bactéria, devido à semelhança com plantas pela capaci-
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Figura 1 – Diversidade morfológica de cianobactérias

(a) Tricoma sem constrição celular. (b) Tricoma em desintegração. (c) Tricoma com células constritas. (d)
Filamento uniseriado heteropolar com mucilagem e heterócito (cor amarela-verde clara). Fonte: Jaewon Yoon,
2022.

dade fotossintética, as cianobactérias foram classificadas segundo dois diferentes códigos de

taxonomia – botânica e bacteriológica. As cianobactérias podem apresentar morfologia dife-

rente dependendo do ambiente e da fase de vida. Por exemplo, Nostoc é um gênero em que

o hormogônio possui células quadradas enquanto o indivíduo adulto tem células esféricas e

possui um fase de vida que se assemelha a um cocóide (Mateo et al., 2011). Outro exemplo é

Microcystis, que sem a associação de bactérias heterotróficas não é capaz de formar mucilagem

externa (Le et al., 2022).

O desenvolvimento da biologia molecular e sequenciamento genético incorporaram maior

assertividade à classificação das cianobactérias. O sistema de classificação moderno polifá-

sico divide as cianobactérias em oito ordens monofiléticas: Gloeobacterales, Synechococcales,

Spirulinales, Pleurocapsales, Chroococcidiopsidales, Chroococcales, Oscillatoriales e Nostoca-

les, baseado, na morfologia, no sequenciamento genético de 16S rRNA e na organização dos

tilacoides na célula (Komarek et al., 2014).

1.3 IMPORTÂNCIA ECOLÓGICA E APLICAÇÕES DAS CIANOBACTÉRIAS

As cianobactérias são conhecidamente agentes de desequilíbrio ambiental em águas eutro-

fizadas. Em florações – que consistem em proliferação de algas e cianobactérias em águas
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devido ao excesso de nutrientes –, é comum a produção de cianotoxinas que afetam plantas,

animais e seres humanos, como as hepatotoxinas (microcistina e nodularina) e neurotoxinas

(saxitoxina, anatoxina e aplisiatoxina) (Svirx̌ev et al., 2019; Tanvir et al., 2021) (Figura 2). A

exposição a cianotoxinas provoca sintomas como náusea, fraqueza e dor e pode levar à morte,

sendo importante medidas de controle de qualidade de águas de lagos e de reservatórios para

esses compostos (Ferrão-Filho; Kozlowsky-Suzuki, 2011; Sonobe; Lamparelli; Cunha, 2019).

Análises rotineiras de controle de qualidade visam à detecção e/ou quantificação das principais

cianotoxinas já descritas e ensaios biológicos contribuem para a determinação da bioatividade

de amostras contendo toxinas (Lawton et al., 2021; Janssen, 2019).

Figura 2 – Estruturas químicas de algumas cianotoxinas

Fonte: Jaewon Yoon, 2023.

Além disso, as cianobactérias e seus bioprodutos também são explorados por diversas in-

dústrias. Na indústria alimentícia, a biomassa de Spirulina sp. é utilizada como suplemento

devido à sua riqueza em nutrientes como vitaminas, proteínas e fibras (Moradi et al., 2019).

Os pigmentos advindos de cianobactérias também são uma alternativa aos corantes químicos

atualmente utilizados (Saini; Pabbi; Shukla, 2018).

Outra inovação biotecnológica em que as cianobactérias podem ser aplicadas é na área dos

biocombustíveis, uma vez que elas servem como fonte energética, devido ao baixo custo de

cultivo e facilidade em modificação genética (Farrokh et al., 2019). Elas também são fon-

tes promissoras de bioplásticos polihidroxibutirato (PHB), produzidas como reserva energética

(Figura 3) (Price et al., 2020).

Na área da pesquisa, as cianobactérias inspiram o desenvolvimento de novos fármacos,

sendo seus metabólitos secundários, fontes promissoras de novas moléculas com propriedade

antiviral, antifúngica, algicida, antioxidante e antitumoral (Kini et al., 2020; Burja et al., 2001;

Gheda; Ismail, 2020; Murakami et al., 1991; Jha; Zi-rong, 2004). Por exemplo, a dolasta-
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Figura 3 – Aplicações de cianobactérias em diversas áreas, dentre elas como fonte de corantes,
suplementos alimentares, biopolímeros, biocombustíveis e moléculas bioativas.

Fonte: Jaewon Yoon, 2023.

tina 10 (1), um peptídeo linear produzido pela Symploca sp., foi base para síntese do conjugado

anticorpo-droga brentuximabe vedotina, fármaco utilizado para tratamento de linfoma de Hodg-

kin clássico (Gao et al., 2021). Nesse contexto, ensaios biológicos contribuem para a determi-

nação da bioatividade de amostras contendo moléculas potencialmente inéditas e bioativas.

(1) Dolastatina 10

Na presente pesquisa por moléculas inéditas e bioativas, propusemos a investigação de li-

nhagens de cianobactérias dos gêneros Desertifilum, Calothrix, Leptolyngya e Anagnostidi-

nema.

Desertifilum tharense é uma cianobactéria bentônica de filamentos solitários, inicialmente

encontrada no Deserto do Thar (Índia), um habitat de altas temperaturas e baixa umidade

(Dadheech et al., 2012). Essa espécie demonstrou capacidade de remover de nutrientes e co-

rantes em efluentes e foi pouco explorada até o momento (Gul; Şenol; Taştan, 2021; Khemka;
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Saraf, 2017) (Figura 4(1)).

Calothrix é um gênero marinho e terrestre, com célula apical alongada e produtor de heteró-

citos basais. Até o momento, poucos produtos naturais foram descobertos a partir de linhagens

de Calothrix, dentre eles as calothrixamidas, calothrixinas, caloficina, sulcatol, eremofilona e

ionona (Crnkovic et al., 2018; Rickards et al., 1999; Moon et al., 1992; Hockelmann; Juttner,

2004; Hockelmann et al., 2009) (Figura 4(2)).

Figura 4 – Micrografia de (1) Calothrix sp. CCIBt3320, (2) Desertifilum tharense CCIBt3265,
(3) Leptolyngbya sp. CCIBt3338 e (4) Anagnostidinema amphibium CCIBt3231.
As barras de escala representam 20 µm

Fonte: Jaewon Yoon, 2023.

Extratos metanólicos de Desertifilum tharense CCIBt3265, isolado da lagoa salina em Pan-

tanal (caracterizado por elevado pH) e Calothrix sp. CCIBt3320, isolado de Parque Estadual do

Serra do Mar, possuem inibição reversível in vitro de acetilcolinesterase. Essa enzima está pre-

sente nos neurônios do sistema nervoso central e periférico e tem ação crucial na propagação do

impulso nervoso (Carvalho et al., 2013). A inibição da acetilcolinesterase aumenta a concentra-

ção do neurotransmissor acetilcolina nas fendas sinápticas e pode ser usada para tratamento de

sintomas comportamentais e cognitivos de doenças neurodegenerativas. No entanto, em altas

concentrações, o acúmulo de acetilcolina pode levar à fraqueza muscular, perda de consciência

e morte (Baek; Choi; Rhee, 2015; Colovic et al., 2013).

Leptolyngbya é um gênero que abrange um número grande e diversificado de espécies,

muito devido ao seu habitat cosmopolita, que abrange desde ambientes terrestres até fontes

termais (Figura 4(3)). Elas produzem metabólitos secundários diversificadas, como grassy-

peptolídeo, ibu-epidemethoxylyngbyastatina, coibamida, crossbyanol, kalkipyrona, leptazo-

lina, leptolyngbyalídeo, companeramida, honaucina, loggerpeptina, yoshinona e leptolyngbyo-

lídeo (Thornburg et al., 2011; Choi et al., 2010; Medina et al., 2008; Neupane et al., 2019a;

Helfrich et al., 2019; Neupane et al., 2019b; Vining et al., 2015; Choi et al., 2012; Al-Awadhi;

Paul; Luesch, 2018; Inuzuka et al., 2014; Cui et al., 2017).
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Anagnostidinema amphibium, anteriormente conhecida como Geitlerinema unigranulatum,

é uma espécie de cianobactérias motil e bentônica presente nos reservatórios do Brasil. Ela foi

pouco estudada e se mostra capaz de absorver e acumular arsênio (Komárek; Azevedo, 2000;

Braun et al., 2019). Além disso, essa espécie contém significativas porcentagens de proteínas

(Baracho; Lombardi, 2023; Silva, 2022).

1.4 BIOPROSPECÇÃO DE PRODUTOS NATURAIS

O processo de descoberta de moléculas bioativas a partir de cianobactérias em cultura quase

sempre envolve as seguintes etapas: coleta ambiental, obtenção de linhagem uniespecífica, cul-

tivo de linhagem para obtenção da biomassa seguida de liofilização, extração da biomassa,

pré-fracionamento, testes de bioatividade, desreplicação de moléculas guiado pela bioatividade

e, por fim, isolamento e elucidação estrutural dos compostos bioativos (Nothias et al., 2018)

(Figura 5). Os ensaios biológicos podem focar em estudar compostos específicos a determina-

dos alvos, como receptores e enzimas (target-based assay) ou em simular, in vitro, o ambiente

celular para investigar efeitos em cultivos celulares (cell-based assay), como mudança no me-

tabolismo, inibição de proliferação e citotoxicidade (Blay et al., 2020).

Figura 5 – Etapas do processo de descoberta de moléculas bioativas a partir de linhagens am-
bientais. As etapas de ensaio biológico e desreplicação, destacada em rosa, são o
foco desta pesquisa.

Fonte: Jaewon Yoon, 2023.

Um dos bioensaios utilizados para estudar a toxicidade preliminar de compostos é reali-

zado com Artemia salina, uma espécie de microcrustáceo que habita águas com concentrações

salinas elevadas de até 250 g/L (Epole et al., 2020).

Esse organismo também é utilizado como modelo em ecotoxicologia, devido à facilidade

em aquisição dos seus cistos, versatilidade de adaptação às diferentes condições abióticas, curto

ciclo de vida e baixo nível de biossegurança requerida (Okumu et al., 2021). Em comparação

com outros modelos de teste como camundongos e peixes, a artêmia possui uma sensibilidade
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menor. Essa característica pode ser uma desvantagem para detectar toxicidades baixas, porém

torna-se uma vantagem para diferenciar toxicidade alta de baixa, principalmente para investi-

gação de compostos bioativos (Figura 6) (Nunes et al., 2006).

Figura 6 – Náuplio de A. salina

Fonte: Hamidi, Jovanova & Panovska, 2014.

Uma outra aplicação consiste em seu uso em testes preliminares para priorizações poste-

riores em aos ensaios celulares, como o de redução de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- brometo

de difeniltetrazólio (MTT) (Solis et al., 1993). Esse ensaio com MTT avalia a viabilidade das

células expostas aos compostos por meio da avaliação da atividade de desidrogenases mitocon-

driais, sendo amplamente utilizado na prospecção de novos produtos naturais (Fadholly et al.,

2019; Elshafie et al., 2020).

1.5 METABOLÔMICA

As amostras biológicas contêm uma grande quantidade de diferentes moléculas em concen-

trações variadas. Dentre essa gama de moléculas a serem exploradas, pode haver compostos já

conhecidos, ou seja, previamente isolados, elucidados e descritos na literatura. Uma vez que

essas etapas demandam recursos e tempo, a desreplicação é uma etapa crucial. A desreplicação

consiste na rápida identificação de compostos conhecidos utilizando análises espectroscópicas

e espectrométricas com subsequente busca em bases de dados, evitando a redescoberta de com-

postos (Schrimpe-Rutledge et al., 2016).

Para a desreplicação, amostras de interesse são analisadas através de técnicas analíticas,

sendo as mais comuns a espectroscopia de ressonância magnética nuclear (NMR), a espec-

troscopia no infravermelho (IV), espectroscopia no ultravioleta-visível (UV-vis), cromatografia

gasosa acoplada à espectrometria de massas (GC-MS) e cromatografia líquida acoplada à es-

pectrometria de massas (LC-MS) (Wishart, 2016).
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Dentre essas, a espectrometria de massas é uma técnica de alta sensibilidade que utiliza

baixa quantidade de amostra e é acoplável a sistemas cromatográficos. A espectrometria de

massas de alta resolução (HRMS) gera dados que podem ser utilizados para o cálculo de fórmu-

las moleculares, que auxiliam no processo de desreplicação. Quando utilizada a espectrometria

de massas em tandem (MS/MS), os padrões de fragmentação são registrados como espectros

característicos que podem ser utilizados para alimentar buscas em bases de dados para a identi-

ficação de compostos (Demarque et al., 2020; Alvarez-Rivera et al., 2019).

Recentemente, plataformas de metabolômica têm contribuído de forma significativa para

acelerar o processo de desreplicação. A metabolômica combina técnicas analíticas com bi-

oinformática para a investigação de amostras biológicas complexas. Exemplos de plataformas

de metabolômica utilizadas para a descoberta de produtos naturais incluem Global Natural

Product Social Molecular Networking (GNPS), DAFdiscovery, SNAP-MS e SIRIUS (O’Shea;

Misra, 2020).

A plataforma GNPS, por meio da ferramenta de Classic Molecular networking, cria redes

moleculares baseadas na similaridade de espectros MS/MS, já que moléculas estruturalmente

semelhantes tendem a se fragmentar de forma semelhante. Espectros de massa MS/MS com

determinado grau de similaridade são alinhados gerando um “espectro consenso” (feature),

representado na rede na forma de um nodo. Diversos features espectralmente semelhantes são

unidos formando agrupamentos (clusters) (Figura 7) (Wang et al., 2016).

Figura 7 – Etapas do desenvolvimento de redes moleculares GNPS

Fonte: Quinn et al., 2017.

A ferramenta pode ser utilizada para a desreplicação através da anotação automática com

sua base de dados e/ou correlação dos dados experimentais com espectros gerados de moléculas

conhecidas que são “semeados” na rede molecular (Yang et al., 2013). Uma de suas limitações,
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porém, se deve ao fato de que sua base de dados contém um número reduzido de espectros

de produtos naturais de cianobactérias, sendo necessário realizar a desreplicação direcionada.

Sendo a desreplicação individual inviável para um grande número de compostos, essa requer

alguma estratégia para a priorização de features.

O Data Fusion-based Discovery (DAFdiscovery) é um pipeline de licença aberta que corre-

laciona resultados de bioensaios com dados de espectrometria de massas e/ou de espectroscopia

de ressonância magnética nuclear de amostras fracionadas. Por meio de cálculo de Espectros-

copia de Correlação Total Estatística (STOCSY), cada feature recebe uma medida de correlação

com os dados de bioatividade nas amostras. Essa ferramenta leva em consideração a concentra-

ção relativa dos sinais dentro das frações e é de grande utilidade para a priorização de features

para desreplicação in silico, quando existem os dados de bioensaio (Borges et al., 2022).

A desreplicação de compostos oriundos de cianobatérias pode ser feita por meio de cruza-

mento de dados em bases de dados como CyanoMetDB, ChemSpider, PubChem, METLIN e

NPAtlas (Sorokina; Steinbeck, 2020). Também pode ser acelerada com o uso de ferramentas

bioinformáticas in silico, como SIRIUS.

A plataforma SIRIUS auxilia a análise combinada de dados de HRMS e MS/MS, calculando

fórmulas moleculares putativas condizentes com os espectros de massa fornecidos, utilizando

massa acurada, perfil de fragmentação e padrão isotópico (Duhrkop et al., 2019). Além disso,

ela realiza buscas semi-automáticas em bases de dados e sugere as classes químicas mais pro-

váveis para os compostos de interesse através da ferramenta CANOPUS (Duhrkop et al., 2020).

Assim, o presente estudo realizou a avaliação de bioatividade contra A. salina de extratos

e frações de cianobactérias brasileiras, assim como a desreplicação de amostras de compostos

associados à bioatividade. Para isso, utilizou-se DAFdiscovery como ferramenta metabolômica

para a priorização de features, seguida de análise detalhada dos espectros através das ferramen-

tas GNPS e SIRIUS, além das buscas extensivas em bases de dados.



23

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de extratos e frações de cianobactérias brasileiras em bioensaio contra

Artemia salina e desreplicar compostos potencialmente associados à bioatividade utilizando

metabolômica baseado em espectrometria de massa.

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

1. Avaliar o potencial de extratos e frações de quatro linhagens de cianobactérias brasileiras

contra A. salina;

2. Identificar potenciais features associados à bioatividade utilizando DAFdiscovery;

3. Desreplicar features associados à bioatividade das linhagens por meio de GNPS, SIRIUS

e buscas em bases de dados.
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3 MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 CULTIVO, OBTENÇÃO DE EXTRATOS E FRAÇÕES

A atividade de acesso às linhagens da Coleção de Culturas de Algas, Cianobactérias e Fun-

gos do Instituto de Botânica estão cadastradas no Sistema Nacional de Gestão do Patrimô-

nio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o número de acesso

A531C68. Elas foram cultivadas em BG-11 para Oscillatoriales e BG-11 0% (BG-11 sem

NaNO3) para Nostocales (Tabela 1 e 2).

Tabela 1 – Dados de linhagens de cianobactérias utilizadas no estudo

Código Identificação Família Local de coleta Bioma

CCIBt3220 Calothrix sp. Rivulariaceae
Parque Santa
Virgínia, SP

Mata
Atlântica

CCIBt3231
Anagnostidinema
amphibium

Coleofasciculaceae
Pirassununga,
SP

Cerrado

CCIBt3265
Desertifilum
tharense

Coleofasciculaceae
Represa
Billings, SP

Mata
Atlântica

CCIBt3338 Leptolyngbya sp. Leptolyngbyaceae
Salina da
Ponta, MS

Pantanal

Fonte: Jaewon Yoon, 2023.

As linhagens foram cultivadas durante 2 meses sob aeração estéril contínua e sob fotope-

ríodo claro-escuro de 12h-12h com irradiância 40 µmol fótons m-2s-1 a uma temperatura média

de 25 ºC. Após o crescimento, as biomassas foram obtidas por centrifugação durante 10 minutos

a 15 ºC e 10.700g e liofilizadas.

Tabela 2 – Composição do meio BG-11

Componente Concentração
NaNO3 150 mg/L
K2HPO4·3H2O 40 mg/L
MgSO4·7H2O 75 mg/L
CaCl2·2H2O 36 mg/L
Ácido cítrico 6 mg/L
EDTANa2 1 mg/L
Na2CO3 20 mg/L
FeCl3·3H2O 12 mg/L
MnCl2·4H2O 2,86 mg/L
ZnSO4·7H2O 0,222 mg/L
Na2MoO4·2H2O 0,39 mg/L
CuSO4·5H2O 0,079 mg/L
Co(NO3)2·6H2O 0,0494 mg/L

pH do meio: 7,4. Fonte, Jaewon Yoon, 2023.
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A extração da biomassa liofilizada iniciou-se com maceração de 3 ciclos usando 200 mL de

diclorometano e metanol (DCM:MeOH) 1:1. Em seguida, as soluções extrativas foram filtradas

em lã de vidro e secas a uma temperatura média de 37 °C em rotaevaporador.

Os extratos obtidos foram pré-fracionados em manifold a vácuo utilizando coluna croma-

tográfica empacotada com o Diaion® HP-20SS. Foi usado um gradiente decrescente de pola-

ridade de isopropanol e água (IPA:H2O) para o fracionamento em proporções 0:100, 20:80,

40:60, 70:30, 90:10 e 100:0, obtendo 6 pré-frações, sendo a fração 1 mais polar e a fração 6

mais apolar.

3.2 BIOENSAIO DE ARTEMIA SALINA

O bioensaio de toxicidade frente à A. salina foi baseada na metodologia de Solis et al.

(1993). Para obtenção de náuplios, cistos de A. salina foram incubados em água do mar artificial

mantendo luminosidade e aeração constantes à temperatura de 30 °C durante 24 horas. Após

a eclosão dos náuplios, em cada um dos poços da microplaca de 96 poços foram transferidos

99 µL de solução contendo cerca de 15 náuplios de A. salina, acrescidos de 1 µL das amostras

teste, obtendo-se uma concentração final de 100 µg/mL. Todas as amostras foram testadas em

triplicata e acompanhadas de controles positivo (200 µg/mL de dicromato de potássio), negativo

(1% de dimetilsulfóxido) e branco (água do mar artificial). As placas com as amostras foram

incubadas a 25 °C na ausência de luz durante 18 h e foi calculada a mortalidade para cada

amostra, sendo considerado tóxica quando a mortalidade média > 50%.

3.3 LC-MS E METABOLÔMICA

Espectros em modo positivo e negativo de extratos e pré-frações foram obtidos por meio do

equipamento Waters Acquity UPLC H-class acoplado a um espectrômetro de massas Waters

Xevo G2-XS QToF com ionização por eletrospray (ESI) no modo full scan (varredura total

de íons) por data dependente analysis (DDA). Para obtenção de MS/MS, os 3 íons de maior

intensidade em cada MS1 sofreram fragmentação.

Para UPLC foi utilizada a coluna Kinetex C18 (2.1 × 50mm × 1.7 µm, Phenomenex) a 0,5

mL/min a 40 °C. Como fase móvel, foram utilizadas água (A) e acetonitrila (B) de grau analí-

tico, ambas acidificadas com ácido fórmico a 0,1%, sob gradiente de 10-100% B (7 min), 100%

(1 min), 100-10% B (0,1 min) e 10% B (1,9 min). Os parâmetros utilizados no equipamentos
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foram: voltagem do capilar de 1.200 V, voltagem do cone de 30 eV, temperatura da fonte de

100 °C, temperatura de dessolvatação de 450 °C, vazão de gás nitrogênio no cone de 50 L/h,

vazão do gás de dessolvatação de 750 L/h, intervalo de detecção de 100 a 2000 Da, tempo de

scan de 0,2s, energia de colisão em rampa de 15-30 eV e 60-80 eV.

A partir dos dados obtidos em UPLC-HRMS-MS/MS, os espectros foram convertidos para

a extensão .mzXML utilizando o ProteoWizard e o pré-processados com MZMine (Pluskal et

al., 2010) (Tabela 3).

Tabela 3 – Parâmetros utilizados para o pré-processamento dos dados

ProteoWizard

Mass detection
MS1 noise level 105

MS2 noise level 101

Chromatogram builder
Min time span 0,01 min
Min height 2.105

m/z tolerance 20 ppm

Chromatogram deconvolution
m/z range for MS2 scan pairing 0,5 Da
RT range for MS2 scan pairing 0,15 min

Isotopic peak grouper

m/z tolerance 20 ppm
RT tolerance 0,1 min
Maximum charge 3
Representative isotope Most intense

Fonte: Jaewon Yoon, 2023.

Para a criação de redes moleculares na plataforma GNPS, foram utilizados os parâmetros:

0,02 Da precursor ion mass tolerance; 0,02 Da fragment ion mass tolerance, 0,6 min pairs cos,

4 minimum matched fragment ions, 4; minimum. A rede molecular foi visualizada no software

Cytoscape (Shannon et al., 2003).

Os arquivos pré-processados, junto com os dados de mortalidade obtidos em bioensaio de A.

salina e normalizados entre 0 e 1, foram analisados pelo DAFdiscovery (Borges et al., 2022).

Os features com maior correlação com bioatividade e que foram fragmentados em MS/MS

foram priorizados para desreplicação (Figura 8).
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Figura 8 – Etapas para desreplicação de moléculas

A desreplicação se inicia com priorização de features (representado em azul na figura) e se finaliza com anotação
de moléculas (representado em rosa na figura). Fonte: Jaewon Yoon, 2023.

Para auxiliar a desreplicação, foi utilizada a ferramenta SIRIUS, em que pelo menos 2 ou

mais MS2 de mesma molécula com adutos diferentes foram analisados simultanemante (Tabela

4).

Tabela 4 – Parâmetros utilizados no SIRIUS 5.7.0

SIRIUS 5
MS/MS isotope scorer Score
Use DBs in formula only False
Fallback Adducts All
Search DBs All
Tag Lipids False
CANOPUS True

Fonte: Jaewon Yoon, 2023.

Os features priorizados foram desreplicados com auxílio da plataforma GNPS e SIRIUS

5.7.0, seguido por buscas em bases de dados CyanoMetDB, NPAtlas, CHEMnetBASE, Pub-

Chem e ChemSpider.
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES

4.1 BIOENSAIO DE ARTEMIA SALINA

Extratos e frações de Calothrix sp. CCIBt3320, D. tharense CCIBt3265 e Leptolyngbya sp.

CCIBt3338 não apresentaram bioatividade contra A. salina. Apenas a linhagem A. amphibium

CCIBt3231 demonstrou atividade, com resultados positivos para o extrato e as frações 4, 5 e 6

(Tabela 5). O bioensaio de A. salina se mostrou eficaz para priorizar amostras das linhagens

estudadas.

Tabela 5 – Resultados do bioensaio de A. salina para amostras da linhagem CCIBt3231

Amostra Mortalidade ± Desvio padrão
Controle positivo 100% ± 0,0%
Controle negativo 10% ± 6,4%
Extrato 51% ± 1,9%
Fração 1 0% ± 0,0%
Fração 2 7% ± 7,1%
Fração 3 14% ± 7,2%
Fração 4 89% ± 9,3%
Fração 5 55% ± 13,5%
Fração 6 62% ± 13,6%
n = 3; as frações bioativas foram destacadas em negrito. Fonte: Jaewon Yoon, 2023.

O extrato de A. amphibium CCIBt3231 se mostrou ativo em bioensaio, e o seu pré-fracionamento

dele possibilitou uma análise mais detalhada sobre a bioatividade. As frações 4, 5 e 6 apre-

sentaram níveis de bioatividade superiores aos do extrato, evidenciando a eficácia do pré-

fracionamento em aumentar a concentração das moléculas (Ozaki et al., 2019). Resultados

negativos das frações 1, 2 e 3 indicam que o composto ou os compostos responsáveis pela

bioatividade tem polaridade intermediária a baixa.

4.2 METABOLÔMICA E DESREPLICAÇÃO

A rede molecular clássica foi criada com os dados de MS/MS no modo positivo detectados

nas amostras de quatro linhagens, sendo grupo 1 (vermelho) A. amphibium CCIBt3231, grupo

2 (verde) D. tharense CCIBt3265, grupo 3 (azul escuro) Calothrix sp. CCIBt3320 e grupo 4

(lilás) Leptolyngbya sp. CCIBt3338. O branco analítico foi utilizado como G6 no GNPS para

remover contaminantes da rede molecular. A rede molecular foi visualizada com Cytoscape

(Figura 9).
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Figura 9 – Rede molecular das linhagens A. amphibium CCIBt3231 (vermelho), D. tharense
CCIBt3265 (verde), Calothrix sp. CCIBt3320 (azul escuro) e Leptolyngbya sp.
CCIBt3338 (lilás). Os features desreplicados estão destacados com fundo azul

Fonte: Jaewon Yoon, 2023.
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Ao todo, foram formados 372 nodos, sendo 47% (176) formados a partir dos dados detec-

tados em amostras da linhagem A. amphibium CCIBt3231. 70% (261) dos nodos formaram

clusters e 30% (111) dos nodos sendo single nodes. Dentre os clusters, 7 deles eram formados

por features exclusivos de CCIBt3231. Comparado com as outras três linhagens, a A. amphi-

bium CCIBt3231 apresentou maior produção de metabólitos exclusivos.

Os dados de MS1 da A. amphibium pré-processados em formato .csv e os dados de bioativi-

dade foram normalizados entre 0 e 1. A correlação entre esses dados foi realizada pelo pipeline

DAFdiscovery, utilizando a opção 4 (MS + Bioact). O resultado apontou 603 (68,68%) features

com correlação positiva e 275 (31,32%) features com correlação negativa. Em se tratando de

correlações acima de índice de correlação de 0,5 – na escala de 0,0 a 1,0, sendo 1 com maior

correlação –, houveram 107 (12,19%) features. Como ainda se trata de um número alto de

features para desreplicação detalhada, foram desreplicados de os cinco features com maiores

correlação (Figura 10).

Figura 10 – Gráfico de correlação gerado pelo DAFdiscovery para as frações da linhagem A.
amphibium CCIBt3231. Cinco features em destaque foram detalhadas.

Fonte: Jaewon Yoon, 2023.

Os features priorizados pelo DAFdiscovery pertencem ao mesmo cluster na rede molecular

(Figura 11). Apesar dos íons de m/z 711,4442 e 721,4902 não estarem diretamente represen-

tados na rede molecular, seus íons com adutos diferentes, m/z 695,4768 e 737,4612, respec-

tivamente, formam features na rede. O nodo de m/z 959,574 e tempo de retenção 7,16 min

foi anotado automaticamente pelo GNPS como digalactosildiglicerídeo (20:5/18:3) (Apêndice

1). Esse composto é um glicolipídeo presente na membrana, composto por galactoses ligados

ao glicerol através de ligações glicosídicas. Monogalactosildiacilglicerol (MGDG), digalac-
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tosildiacilglicerol (DGDG), sulfoquinovosildiacilglicerol (SGDG) e fosfatidilglicerol (PG) são

principais lipídeos que compõem as membranas de tilacóides, sendo um componente essencial

para fotossistemas I e II (Yoshihara; Kobayashi, 2022; Kobayashi; Yoshihara; Kubota-Kawai,

2023).

Figura 11 – Cluster em que os features priorizados pelo DAFdiscovery (destacados em azul)
pertencem. A. amphibium CCIBt3231 está representado com vermelho, D. tha-
rense CCIBt3265 com verde, Calothrix sp. CCIBt3320 com azul escuro e Lep-
tolyngbya sp. CCIBt3338 com lilás.

Fonte: Jaewon Yoon, 2023.

O íon de m/z de 913,5858 [M+Na]+ e tempo de retenção de 8,06 min foi correlacionada com

a bioatividade. Sua fórmula molecular putativa calculada com SIRIUS foi C47H86O15Na+, com

erro de - 0,10 ppm. A ferramenta também anotou a molécula como análogo de glicosildiagli-

cerol (Apêndice 2 e 9). Glicosildiaglicerol pertence à classe de glicolipídeos, a mesma classe

do íon no mesmo cluster anotada automaticamente pelo GNPS. Em bases de dados, foi encon-

trado DGDG com esta mesma fórmula molecular. Analisando-se manualmente o espectro, foi

possível identificar os íons característicos de de m/z 243 e 405, referentes respectivamente ao

grupo polar galactosil [C9H16O6 + Na]+ e grupo polar digalactosil [C15H26O11 + Na]+. Além

disso, foram identificadas perdas neutras de resíduos de hexose, caracterizado pela diferença de

massa de 162 Da. Assim, a molécula se trata de um glicolipídeo da família de DGDG (Kim

et al., 2013). Porém, devido às limitações da técnica utilizada, não foi possível identificar a

localização da insaturação. Alguns glicolipídeos de cianobactérias e microalgas apresentam
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atividade antiviral e antitumoral (Costa et al., 2016).

Além disso, a bioatividade também foi associado ao íon de m/z de 711,4442 [M+K]+ e

tempo de retenção de 7,73 min. Analisando através do cromatograma de íon extraído (EIC), foi

identificado que o íon de m/z 695,4768 [M+Na]+ possui o mesmo tempo de retenção, tratando-

se de diferente aduto do mesmo composto (Apêndice 3). O composto foi representado no

cluster com nodo de m/z 695,473. Sua fórmula molecular putativa calculada com SIRIUS foi

C37H68O15K+, com erro de -0,29 ppm. A ferramenta também indicou similaridade espectral com

o composto glicosildiaglicerol (Apêndice 4 e 10). Analisando-se o espectro de [M+Na]+, foi

possível identificar o íon fragmento de m/z 243 [C9H16O6 + Na]+, sem a presença do fragmento

de m/z 405 (Apêndice 5). A presença de perdas neutras de resíduos de hexose (162 Da), sem

o fragmento de m/z 405, indica ser um glicolipídeo da família de MGDG (Kim et al., 2013).

Em bases de dados foram encontrados compostos da família de MGDG não pertencente às

cianobactérias, corroborando com a análise manual.

Através da análise por EIC, identificou-se que os íons de m/z 737,4612 [M+K]+ e 721,4902

[M+Na]+ possuem o mesmo tempo de retenção de 7,73 min e são diferentes adutos de um

mesmo composto (Apêndice 3). Apesar disso, apenas o íon de m/z 737,4612 [M+K]+ fragmen-

tou em MS/MS. Sua fórmula molecular putativa calculada com SIRIUS foi C36H74O10SK+, com

erro de 0,98 ppm. A ferramenta também indicou similaridade espectral com o composto glico-

sildiaglicerol (Apêndice 7 e 11). Foi encontrada correspondência em base de dados PubChem,

porém não pertencente a cianobactérias. Glicolipídeos podem possuir atividade citotóxica e

antitumoral, por meio de inibição da replicação de DNA e indução à apoptose (Grabowska et

al., 2021; Maeda et al., 2011).

Por fim, o íon de m/z 883,5388 [M+Na]+ e tempo de retenção de 7,16 min também foi associ-

ado à bioatividade. Sua fórmula molecular putativa calculada com SIRIUS foi C45H80O15Na+,

com erro de 3,61 ppm. A ferramenta também anotou a molécula com similaridade espectral

com glicosildiaglicerol (Apêndice 8 e 12). Analisando-se manualmente o espectro, foi possí-

vel identificar os íons característicos de de m/z 243 e 405, referentes respectivamente ao grupo

polar galactosil [C9H16O6 + Na]+ e grupo polar digalactosil [C15H26O11 + Na]+. Além disso, fo-

ram identificadas perdas neutras de resíduos de hexose, caracterizado pela diferença de massa

de 162 Da. Somado com a existência de compostos da família de DGDG com esta mesma

fórmula molecular no PubChem, não pertencente às cianobactérias, a molécula se trata de um

glicolipídeo da família de DGDG.

A análise dos íons priorizados pelo DAFdiscovery levou à desreplicação de glicolipídeos
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produzidos por A. amphibium. A análise se mostra consistente uma vez que no mesmo cluster

estavam agrupados íons que puderam ser anotados através da propagação da anotação auto-

mática da plataforma GNPS e desreplicação detalhada pelo SIRIUS. Os resultados indicam a

presença de glicolipídeos possivelmente bioativos.



5 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste estudo, foram realizados bioensaios contra o microcrustáceo A. salina de 28 amos-

tras, que incluiam extratos e frações de 4 linhagens de cianobactérias brasileiras (Calothrix sp.

CCIBt3220, A. amphibium CCIBt3231, D. tharense CCIBt3265 e Leptolyngbya sp. CCIBt3338).

Na concentração de 100 µg/mL, somente as amostras da linhagem A. amphibium apresentaram

bioatividade, destacando-se as frações mais apolares. Esse resultado destaca a eficácia do bio-

ensaio de A. salina na seleção e priorização de amostras de cianobactérias.

A desreplicação subsequente dos features com correlação com bioatividade levou à anotação

de compostos análogos ao glicosildiaglicerol.

O uso de fracionamento guiado pela bioatividade e realização de outros bioensaios comple-

mentares serão fundamentais para avaliar potenciais impactos das moléculas em diversas áreas,

desde a biotecnologia até a descoberta de novos fármacos.
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