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RESUMO

YOON, Jaewon. Desreplicacdo de metabdlitos secundarios de cianobactérias brasileiras
utilizando metabolomica. 2023. 48 f. Trabalho de Conclusido de Curso (Bacharelado em Bio-
tecnologia) - Escola de Artes, Ciéncias e Humanidades, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo,
2023.

Cianobactérias sao seres fotossintetizantes capazes de produzir compostos com aplicacdes bi-
otecnoldgicas. O Brasil abriga uma grande diversidade de géneros e espécies de cianobacté-
rias, porém a quimica desses organismos ainda € pouco estudada. Para a descoberta de novas
moléculas bioativas, a estratégia de desreplicacdo guiada por bioensaio acelera o processo de
quimioprospeccdo. Assim, nesse estudo foi avaliada a toxicidade de quatro linhagens de cia-
nobactérias brasileiras frente a Artemia salina. As moléculas associadas a bioatividade foram
desreplicadas por meio de ferramentas metaboldmicas, incluindo DAFdiscovery, redes molecu-
lares GNPS e SIRIUS. Extratos e fracdes obtidos de trés linhagens de cianobactérias brasileiras
se mostraram inativas frente a A. salina, enquanto fracdes de uma das linhagens demonstrou
toxicidade. A abordagem permitiu a desreplicacdo de metabdlitos potencialmente associadas a

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 Sao Paulo, Sao Paulo, Sao 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 INTRODUCAO
1.1 PRODUTOS NATURAIS

Produtos naturais sdo fontes de moléculas para o tratamento de doengas desde a medicina
tradicional até a contemporaneidade. E possivel encontrar conhecimentos populares antigos que
descrevem as plantas e suas prescri¢coes. Por exemplo, 6leo de Cupressus sempervirens, popu-
larmente conhecido como cipreste-italiano, encontra-se registrado na civiliza¢gdo mesopotamica
(Abdel-Razek et al., 2020; Huang; Lu; Ding, 2021).

Os produtos naturais sao metabolitos de seres vivos, frutos de longo tempo de competi¢cdo e
evolucdo, que auxiliam sua sobrevivéncia no meio ambiente. Muitos produtos naturais possuem
estruturas complexas e sao de dificil sintese (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 entdo, produtos naturais derivados de mi-
crorganismos como bactérias, fungos e microalgas vém sendo explorados em diversas dreas 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 pafs, apesar de o Brasil ser um grande detentor de biodiversidade (Valli; Russo;
Bolanzi, 2018). No Brasil, estdo registrados mais de 8 milhdes de plantas, 10 mil bactérias e 273
mil fungos, que podem ser fontes de novas descobertas (Calixto, 2019; Sistema de Informacao
sobre a Biodiversidade Brasileira, 2023).

No Brasil, ja foram relatadas mais de 400 espécies de cianobactérias, porém esse nimero é
considerado subestimado para a biodiversidade presente no pais, por ser um pais tropical com
dominios fitogeogréficos diversificados. Ele possui um ambiente propicio para o desenvolvi-
mento de cianobactérias de diversas espécies (Sant'Anna et al., 2011). Assim, no contexto em
que a descoberta de novos farmacos € uma demanda constante e considerando que mais da
metade das moléculas farmacéuticas sao derivadas ou inspiradas em produtos naturais, a explo-
racdo das cianobactérias brasileiras € uma alternativa promissora na diversificagdo 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 CIANOBACTERIAS

As cianobactérias sdo os primeiros procariontes que realizam fotossintese oxigénica que
surgiram na Terra. Evidéncias fdsseis sugerem que seu surgimento ocorreu hd pelo menos 3,5
bilhdes de anos (Baumgartner et al., 2019). Com a capacidade de produzir oxigé€nio, esses
organismos foram responsdveis pelo evento da Grande Oxigenacdo na Terra, que resultou na
extingdo em massa de seres anaerdbicos e possibilitou o desenvolvimento de seres multicelu-
lares que utilizam o oxigénio no processo de obtencdo energética, permitindo a forma de vida
como a conhecemos (Sanchez-Baracaldo; Cardona, 2019).

Em sua estrutura morfolégica, as células de cianobactérias possuem parede celular Gram-
negativa e podem ser englobadas por uma camada de mucilagem de polissacarideo ou polipep-
tideo, contendo uma ou mais células. Algumas cianobactérias apresentam motilidade vertical
e/ou horizontal. Vesiculas de gis permitem que a célula diminua sua densidade e consiga se mo-
vimentar verticalmente para alcancar a intensidade luminosa ideal. Enquanto isso, movimentos
de deslizamento ou pendulares possibilitam o deslocamento horizontal (Boone; Castenholz;
Garrity, 2001). A coloracdo das cianobactérias é, em sua maioria, verde-azulada — corolacao
ciano, em que origina seu nome —, sendo o reflexo da presenca de clorofilas e ficobiliproteinas,
que absorvem comprimentos de ondas distintas da luz para realizar o processo de fotossintese
(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 heterdcitos. Acinetos sdo células de resisténcia formadas a partir da diferenciagdo
de células vegetativas em situacdes 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).

Heterdcitos sdo células especializadas na fixacdo de nitrogénio atmosférico (Figura 1(d)).
A enzima nitrogenase € responsavel por catalisar a redu¢@o do gas nitrogénio em amdnia, sendo
inativada na presenca de oxigénio. Devido a isso, o heterdcito passa por metamorfose, perdendo
seus aparatos fotossintéticos e desenvolvendo a parede celular espessada que forma um ambi-
ente anaerdbico, propicio para o funcionamento da enzima. Assim, perdida a capacidade de
metabolismo bdésico, ela recebe nutrientes de células vegetativas vizinhas por meio de plasmo-
desmos (Zhang et al., 2005).

Apesar de pertencer ao dominio Bactéria, devido a semelhangca com plantas pela capaci-
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Figura 1 — Diversidade morfol6gica de cianobactérias

(a) Tricoma sem constrigdo celular. (b) Tricoma em desintegrac@o. (c) Tricoma com células constritas. (d)
Filamento uniseriado heteropolar com mucilagem e heterdcito (cor amarela-verde clara). Fonte: Jaewon Yoon,
2022.

dade fotossintética, as cianobactérias foram classificadas segundo dois diferentes codigos de
taxonomia — botanica e bacterioldgica. As cianobactérias podem apresentar morfologia dife-
rente dependendo do ambiente e da fase de vida. Por exemplo, Nostoc € um género em que
0 hormogonio possui células quadradas enquanto o individuo adulto tem células esféricas e
possui um fase de vida que se assemelha a um cocéide (Mateo et al., 2011). Outro exemplo €
Microcystis, que sem a associagcdo de bactérias heterotréficas nao € capaz de formar mucilagem
externa (Le et al., 2022).

O desenvolvimento da biologia molecular e sequenciamento genético incorporaram maior
assertividade a classificacdo das cianobactérias. O sistema de classificagdo moderno polifa-
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 organizacio dos

tilacoides na célula (Komarek et al., 2014).
1.3 IMPORTANCIA ECOLOGICA E APLICACOES DAS CIANOBACTERIAS

As cianobactérias sdo conhecidamente agentes de desequilibrio ambiental em 4dguas eutro-

fizadas. Em floracdes — que consistem em proliferacdo de algas e cianobactérias em aguas
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devido ao excesso de nutrientes —, ¢ comum a producdo de cianotoxinas que afetam plantas,
animais e seres humanos, como as hepatotoxinas (microcistina e nodularina) e neurotoxinas
(saxitoxina, anatoxina e aplisiatoxina) (SvirXev et al., 2019; Tanvir et al., 2021) (Figura 2). A
exposi¢do a cianotoxinas provoca sintomas como nausea, fraqueza e dor e pode levar a morte,
sendo importante medidas de controle de qualidade de 4dguas de lagos e de reservatoérios para
esses compostos (Ferrdo-Filho; Kozlowsky-Suzuki, 2011; Sonobe; Lamparelli; Cunha, 2019).
Andlises rotineiras de controle de qualidade visam a deteccdo e/ou quantifica¢do das principais
cianotoxinas j4 descritas e ensaios bioldgicos contribuem para a determinagdo da bioatividade

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

Figura 2 — Estruturas quimicas de algumas cianotoxinas

-

Anatoxina Microcistina Nodularina Saxitoxina Aplisiatoxina

Fonte: Jaewon Yoon, 2023.

Além disso, as cianobactérias e seus bioprodutos também sao explorados por diversas in-
dustrias. Na industria alimenticia, a biomassa de Spirulina sp. é utilizada como suplemento
devido a sua riqueza em nutrientes como vitaminas, proteinas e fibras (Moradi et al., 2019).
Os pigmentos advindos de cianobactérias também sdo uma alternativa aos corantes quimicos
atualmente utilizados (Saini; Pabbi; Shukla, 2018).

Outra inovacgao biotecnoldgica em que as cianobactérias podem ser aplicadas € na area dos
biocombustiveis, uma vez que elas servem como fonte energética, devido ao baixo custo de
cultivo e facilidade em modificacdo genética (Farrokh et al., 2019). Elas também sdo fon-
tes promissoras de bioplasticos polihidroxibutirato (PHB), produzidas como reserva energética
(Figura 3) (Price et al., 2020).

Na area da pesquisa, as cianobactérias inspiram o desenvolvimento de novos farmacos,
sendo seus metabdlitos secundarios, fontes promissoras de novas moléculas com propriedade
antiviral, antifingica, 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 — Aplicacdes de cianobactérias em diversas dreas, dentre elas como fonte de corantes,
suplementos alimentares, biopolimeros, biocombustiveis e moléculas bioativas.

Moléculas
bioativas

Biocombustivel Corante

Suplemento
alimentar

Fonte: Jaewon Yoon, 2023.

tina 10 (1), um peptideo linear produzido pela Symploca sp., foi base para sintese do conjugado
anticorpo-droga brentuximabe vedotina, firmaco utilizado para tratamento de linfoma de Hodg-
kin cléssico (Gao et al., 2021). Nesse contexto, ensaios biologicos contribuem para a determi-

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

(1) Dolastatina 10

Na presente pesquisa por moléculas inéditas e bioativas, propusemos a investigacao de li-
nhagens de cianobactérias dos géneros Desertifilum, Calothrix, Leptolyngya e Anagnostidi-
nema.

Desertifilum tharense é uma cianobactéria bentonica de filamentos solitarios, inicialmente
encontrada no Deserto do Thar (fndia), 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; Senol; Tastan, 2021; Khemka;



18

Saraf, 2017) (Figura 4(1)).

Calothrix ¢ um género marinho e terrestre, com célula apical alongada e produtor de heterod-
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 um

Fonte: Jaewon Yoon, 2023.

Extratos metandlicos 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 inibi¢do reversivel in vitro de acetilcolinesterase. Essa enzima est4 pre-
sente nos neurdnios do sistema nervoso central e periférico e tem agao crucial na propagacao do
impulso nervoso (Carvalho et al., 2013). A inibi¢do da acetilcolinesterase aumenta a concentra-
¢do do neurotransmissor acetilcolina nas fendas sindpticas e pode ser usada para tratamento de
sintomas comportamentais e cognitivos de doengas neurodegenerativas. No entanto, em altas
concentracgdes, o acimulo de acetilcolina pode levar a fraqueza muscular, perda de consciéncia
e morte (Baek; Choi; Rhee, 2015; Colovic et al., 2013).

Leptolyngbya € um género que abrange um ndmero grande e diversificado de espécies,
muito devido ao seu habitat cosmopolita, que abrange desde ambientes terrestres até fontes
termais (Figura 4(3)). Elas produzem metabdlitos secunddrios diversificadas, como grassy-
peptolideo, ibu-epidemethoxylyngbyastatina, coibamida, crossbyanol, kalkipyrona, leptazo-
lina, leptolyngbyalideo, companeramida, honaucina, loggerpeptina, yoshinona e leptolyngbyo-
lideo (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,
€ uma espécie de cianobactérias motil e bentdnica presente nos reservatérios do Brasil. Ela foi
pouco estudada e se mostra capaz de absorver e acumular arsénio (Komarek; Azevedo, 2000;
Braun et al., 2019). Além disso, essa espécie contém significativas porcentagens de proteinas

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

1.4 BIOPROSPECCAO DE PRODUTOS NATURAIS

O processo de descoberta de moléculas bioativas a partir de cianobactérias em cultura quase
sempre envolve as seguintes etapas: coleta ambiental, obten¢do de linhagem uniespecifica, cul-
tivo de linhagem para obtencdo da biomassa seguida de liofilizagcdo, extracdo da biomassa,
pré-fracionamento, testes de bioatividade, desreplicacdo de moléculas guiado pela bioatividade
e, por fim, isolamento e elucidacdo estrutural dos compostos bioativos (Nothias et al., 2018)
(Figura 5). Os ensaios bioldgicos podem focar em estudar compostos especificos 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 mudanga no me-

tabolismo, inibi¢do de proliferacdo e citotoxicidade (Blay et al., 2020).

Figura S — Etapas do processo de descoberta de moléculas bioativas a partir de linhagens am-
bientais. As etapas de ensaio bioldgico e desreplicacdo, destacada em rosa, sdo o
foco desta pesquisa.

Coleta 2 Ot_)tengao 3 . Extracdo da S Pré-
: de linhagem Cultivo : :
ambiental ; A= biomassa fracionamento
uniespecifica
6 Ensaios 7 . . 8 )Isolamento de 9 Elucidacao \
o Desreplicagdo compostos )
biologicos Ao estrutural
bioativos - S

Fonte: Jaewon Yoon, 2023.

Um dos bioensaios utilizados para estudar a toxicidade preliminar de compostos € reali-
zado com Artemia salina, uma espécie de microcrustidceo que habita 4guas com concentragdes
salinas elevadas de até 250 g/L (Epole et al., 2020).

Esse organismo também € utilizado como modelo em ecotoxicologia, devido a facilidade
em aquisi¢cdo dos seus cistos, versatilidade de adaptacio as diferentes condi¢des abidticas, curto
ciclo de vida e baixo nivel de biosseguranga requerida (Okumu et al., 2021). Em comparacao

com outros modelos de teste como camundongos e peixes, a artémia possui uma sensibilidade
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menor. Essa caracteristica pode ser uma desvantagem para detectar toxicidades baixas, porém
torna-se uma vantagem para diferenciar toxicidade alta de baixa, principalmente para investi-

gacdo de compostos bioativos (Figura 6) (Nunes et al., 2000).

Figura 6 — Nduplio de A. salina

‘ 4

Fonte: Hamidi, Jovanova & Panovska, 2014.

Uma outra aplicag@o consiste em seu uso em testes preliminares para priorizagcdes poste-
riores em aos ensaios celulares, como o de reducdo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- brometo
de difeniltetrazélio (MTT) (Solis et al., 1993). Esse ensaio com MTT avalia a viabilidade das
células expostas aos compostos por meio da avaliagcdo da atividade de desidrogenases mitocon-
driais, sendo amplamente utilizado na prospeccao de novos produtos naturais (Fadholly et al.,

2019; Elshafie et al., 2020).
1.5 METABOLOMICA

As amostras bioldgicas contém uma grande quantidade de diferentes moléculas em concen-
tracOes variadas. Dentre essa gama de moléculas a serem exploradas, pode haver compostos ja
conhecidos, ou seja, previamente isolados, elucidados e descritos na literatura. Uma vez que
essas etapas demandam recursos e tempo, a desreplicacdo € uma etapa crucial. A desreplicacao
consiste na rapida identificacdo de compostos conhecidos utilizando andlises espectroscépicas
e espectrométricas com subsequente busca em bases de dados, evitando a redescoberta de com-
postos (Schrimpe-Rutledge et al., 2016).

Para a desreplicacdo, amostras de interesse sdo analisadas através de técnicas analiticas,
sendo as mais comuns a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (NMR), a espec-
troscopia no infravermelho (IV), espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-vis), cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) e cromatografia liquida acoplada a es-

pectrometria de massas (LC-MS) (Wishart, 2016).
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Dentre essas, a espectrometria de massas € uma técnica de alta sensibilidade que utiliza
baixa quantidade de amostra e é acoplavel a sistemas cromatograficos. A espectrometria de
massas de alta resolucao (HRMS) gera dados que podem ser utilizados para o cédlculo de férmu-
las moleculares, que auxiliam no processo de desreplicacao. Quando utilizada a espectrometria
de massas em tandem (MS/MS), os padrdes de fragmentacdo sdo registrados como espectros
caracteristicos que podem ser utilizados para alimentar buscas em bases de dados para a identi-
ficacdo de compostos (Demarque ef al., 2020; Alvarez-Rivera et al., 2019).

Recentemente, plataformas de metabolomica t€ém contribuido de forma significativa para
acelerar o processo de desreplicacdo. A metaboldmica combina técnicas analiticas com bi-
oinformdtica para a investigacdo de amostras bioldgicas complexas. Exemplos de plataformas
de metabolomica 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, ja que moléculas estruturalmente
semelhantes tendem a se fragmentar de forma semelhante. Espectros de massa MS/MS com
determinado grau de similaridade sdo alinhados gerando um “espectro consenso” (feature),
representado na rede na forma de um nodo. Diversos features espectralmente semelhantes sdo

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

Figura 7 — Etapas do desenvolvimento de redes moleculares GNPS
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Fonte: Quinn et al., 2017.

A ferramenta pode ser utilizada para a desreplicacdo através da anota¢do automdtica com
sua base de dados e/ou correlagdo dos dados experimentais com espectros gerados de moléculas

conhecidas que sdo “semeados” na rede molecular (Yang et al., 2013). Uma de suas limitacoes,
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porém, se deve ao fato de que sua base de dados contém um niimero reduzido de espectros
de produtos naturais de cianobactérias, sendo necessdrio realizar a desreplicacdo direcionada.
Sendo a desreplicacdo individual invidvel para um grande nimero de compostos, essa requer
alguma estratégia para a priorizacdo de features.

O Data Fusion-based Discovery (DAFdiscovery) € um pipeline de licenga aberta que corre-
laciona resultados de bioensaios com dados de espectrometria de massas e/ou de espectroscopia
de ressonancia magnética nuclear de amostras fracionadas. Por meio de cdlculo de Espectros-
copia de Correlacao Total Estatistica (STOCSY), cada feature recebe uma medida de correlacao
com os dados de bioatividade nas amostras. Essa ferramenta leva em consideragao a concentra-
cdo relativa dos sinais dentro das fracdes e € de grande utilidade para a priorizagdo de features
para desreplicacgdo in silico, quando existem os dados de bioensaio (Borges et al., 2022).

A desreplicacdo 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
bioinformaticas in silico, como SIRIUS.

A plataforma SIRIUS auxilia a andlise combinada de dados de HRMS e MS/MS, calculando
formulas moleculares putativas condizentes com os espectros de massa fornecidos, utilizando
massa acurada, perfil de fragmentacdo e padrdo isotdpico (Duhrkop et al., 2019). Além disso,
ela realiza buscas semi-automadticas em bases de dados e sugere as classes quimicas mais pro-
vaveis para os compostos de interesse através da ferramenta CANOPUS (Duhrkop et al., 2020).

Assim, o presente estudo realizou a avaliagdo de bioatividade contra A. salina de extratos
e fracdes de cianobactérias brasileiras, assim como a desreplicagdo de amostras de compostos
associados a bioatividade. Para isso, utilizou-se DAFdiscovery como ferramenta metaboldomica
para a priorizacdo de features, seguida de analise detalhada dos espectros através das ferramen-

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

2.1 OBIJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de extratos e fracdes de cianobactérias brasileiras em bioensaio contra
Artemia salina e desreplicar compostos potencialmente associados a bioatividade utilizando

metabolomica baseado em espectrometria de massa.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

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

contra A. salina;
2. Identificar potenciais features associados a bioatividade utilizando DAFdiscovery;

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

e buscas em bases de dados.
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3.1 CULTIVO, OBTENCAO DE EXTRATOS E FRACOES
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A atividade de acesso as linhagens da Colecao de Culturas de Algas, Cianobactérias e Fun-
gos do Instituto de Botanica estdo cadastradas no Sistema Nacional de Gestao do Patrimo-
nio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o nimero de acesso
A531C68. Elas foram cultivadas em BG-11 para Oscillatoriales e BG-11 0% (BG-11 sem
NaNOs;) para Nostocales (Tabela 1 e 2).

Tabela 1 — Dados de linhagens de cianobactérias utilizadas no estudo

Cédigo Identificacao Familia Local de coleta Bioma
. . . Parque Santa Mata

CCIBt3220 Calothrix sp. Rivulariaceae Virginia, SP Atlantica
CCIBt3231 Anagr.w.mdmema Coleofasciculaceae Pirassununga, Cerrado

amphibium Sp

Desertifilum . Represa Mata
CCIBt3265 harense Coleofasciculaceae Billings, SP Atlantica

Salina da

CCIBt3338 Leptolyngbya sp. Leptolyngbyaceae Ponta, MS Pantanal

Fonte: Jaewon Yoon, 2023.

As linhagens foram cultivadas durante 2 meses sob aeracdo estéril continua e sob fotope-

2-1

riodo claro-escuro de 12h-12h com irradiancia 40 umol f6tons m™“s™ a uma temperatura média
de 25 °C. Ap6s o crescimento, as biomassas foram obtidas por centrifugacio durante 10 minutos

a 15 °C e 10.700g e liofilizadas.

Tabela 2 — Composicao do meio BG-11

Componente Concentracao
NaNOs; 150 mg/L.
K2HPO4-3H20 40 mg/L
MgSO4-7TH,0 75 mg/L
CaCl,-2H,;0 36 mg/L
Acido citrico 6 mg/L
EDTANa, 1 mg/L
Na,CO3 20 mg/L
FeCl;-3H,0 12 mg/L
MnCl,-4H,0 2,86 mg/L
ZnSO4-7TH,0 0,222 mg/L
Na,MoO4-2H,O 0,39 mg/L
CuS04-5H,0 0,079 mg/L
Co(NO3)2-6H,0 0,0494 mg/L

pH do meio: 7,4. Fonte, Jaewon Yoon, 2023.



25

A extracdo da biomassa liofilizada iniciou-se com maceragdo de 3 ciclos usando 200 mL de
diclorometano e metanol (DCM:MeOH) 1:1. Em seguida, as solug¢des extrativas foram filtradas
em 12 de vidro e secas a uma temperatura média de 37 °C em rotaevaporador.

Os extratos obtidos foram pré-fracionados em manifold a vécuo utilizando coluna croma-
tografica empacotada com o Diaion® HP-20SS. Foi usado um gradiente decrescente de pola-
ridade de isopropanol e dgua (IPA:H,0O) para o fracionamento em proporcdes 0:100, 20:80,
40:60, 70:30, 90:10 e 100:0, obtendo 6 pré-fracdes, sendo a fragdao 1 mais polar e a fragdo 6

mais apolar.

3.2 BIOENSAIO DE ARTEMIA SALINA

O bioensaio de toxicidade frente a A. salina foi baseada na metodologia de Solis et al.
(1993). Para obtenc¢ao de nduplios, cistos de A. salina foram incubados em dgua do mar artificial
mantendo luminosidade e aeracdo constantes a temperatura de 30 °C durante 24 horas. Apds
a eclosdo dos nduplios, em cada um dos po¢os da microplaca de 96 pogos foram transferidos
99 uL de solugdo contendo cerca de 15 nauplios de A. salina, acrescidos de 1 uL. das amostras
teste, obtendo-se uma concentragdo final de 100 pg/mL. Todas as amostras foram testadas em
triplicata e acompanhadas de controles positivo (200 pg/mL de dicromato de potdssio), negativo
(1% de dimetilsulf6xido) e branco (d4gua do mar artificial). As placas com as amostras foram
incubadas a 25 °C na auséncia de luz durante 18 h e foi calculada a mortalidade para cada

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

3.3 LC-MS E METABOLOMICA

Espectros em modo positivo e negativo de extratos e pré-fracdes foram obtidos por meio do
equipamento Waters Acquity UPLC H-class acoplado a um espectrometro de massas Waters
Xevo G2-XS QToF com ionizagdo por eletrospray (ESI) no modo full scan (varredura total
de ions) por data dependente analysis (DDA). Para obtencdo de MS/MS, os 3 ions de maior
intensidade em cada MS1 sofreram fragmentacao.

Para UPLC foi utilizada a coluna Kinetex C18 (2.1 x 50mm x 1.7 um, Phenomenex) a 0,5
mL/min a 40 °C. Como fase mével, foram utilizadas dgua (A) e acetonitrila (B) de grau anali-
tico, ambas acidificadas com 4cido férmico 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 parametros 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 dessolvatacao de 450 °C, vazao de gas nitrogénio no cone de 50 L/h,
vazdo do gds de dessolvatacdo de 750 L/h, intervalo de deteccao de 100 a 2000 Da, tempo de
scan de 0,2s, energia de colisdo 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 extensdo .mzXML utilizando o ProteoWizard e o pré-processados com MZMine (Pluskal et

al., 2010) (Tabela 3).

Tabela 3 — Parametros utilizados para o pré-processamento dos dados

ProteoWizard

Mass detection MSI noise level 103
MS2 noise level 10!
Min time span 0,01 min

Chromatogram builder Min height 2.10°
m/z tolerance 20 ppm

m/z range for MS2 scan pairing 0,5 Da

Chromatogram deconvolution RT range for MS2 scan pairing 0,15 min

m/z tolerance 20 ppm
Isotopic peak grouper RT tglerance 0,1 min

Maximum charge 3

Representative isotope Most intense

Fonte: Jaewon Yoon, 2023.

Para a criacdo de redes moleculares na plataforma GNPS, foram utilizados os parametros:
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 O e 1, foram analisados pelo DAFdiscovery (Borges et al., 2022).
Os features com maior correlacio com bioatividade e que foram fragmentados em MS/MS

foram priorizados para desreplicacdo (Figura 8).



Figura 8 — Etapas para desreplicagao de moléculas
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A desreplicacdo se inicia com priorizacdo de features (representado em azul na figura) e se finaliza com anotacao
de moléculas (representado em rosa na figura). Fonte: Jaewon Yoon, 2023.

Para auxiliar a desreplicacdo, 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 — Parimetros utilizados no SIRIUS 5.7.0

SIRIUS 5

MS/MS isotope scorer
Use DBs in formula only
Fallback Adducts

Search DBs
Tag Lipids
CANOPUS

Score
False
All
All
False
True

Fonte: Jaewon Yoon, 2023.

Os features priorizados foram desreplicados com auxilio 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 DISCUSSOES
4.1 BIOENSAIO DE ARTEMIA SALINA

Extratos e fracdes de Calothrix sp. CCIBt3320, D. tharense CCIBt3265 e Leptolyngbya sp.
CCIBt3338 nao apresentaram bioatividade contra A. salina. Apenas a linhagem A. amphibium
CCIBt3231 demonstrou atividade, com resultados positivos para o extrato e as fracdes 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 padrao
Controle positivo 100% + 0,0%
Controle negativo 10% + 6,4%
Extrato 51% + 1,9%
Fragdo 1 0% + 0,0%
Fragdo 2 7% = 7,1%
Fracdo 3 14% +7,2%
Fracdo 4 89% +9,3%
Fracdo 5 55% *13,5%
Fracdo 6 62% +13,6%

n = 3; as fragdes bioativas foram destacadas em negrito. Fonte: Jaewon Yoon, 2023.

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

dele possibilitou uma andlise mais detalhada sobre a bioatividade. As fracdes 4, 5 e 6 apre-
sentaram niveis de bioatividade superiores aos do extrato, evidenciando a eficicia do pré-
fracionamento em aumentar a concentracdo das moléculas (Ozaki et al., 2019). Resultados
negativos das fracdes 1, 2 e 3 indicam que o composto ou 0s compostos responsaveis pela

bioatividade tem polaridade intermedidria a baixa.

4.2 METABOLOMICA E DESREPLICACAO

A rede molecular cléssica 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
(lilas) Leptolyngbya sp. CCIBt3338. O branco analitico 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 (lilas). Os features desreplicados estdo destacados com fundo azul
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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 trés linhagens, a A. amphi-
bium CCIBt3231 apresentou maior produ¢do de metabdlitos exclusivos.

Os dados de MS1 da A. amphibium pré-processados em formato .csv e os dados de bioativi-
dade foram normalizados entre O e 1. A correlagdo entre esses dados foi realizada pelo pipeline
DAFdiscovery, utilizando a opcao 4 (MS + Bioact). O resultado apontou 603 (68,68%) features
com correlag@o positiva e 275 (31,32%) features com correlacdo negativa. Em se tratando de
correlacdes acima de indice de correlacdo de 0,5 — na escala de 0,0 a 1,0, sendo 1 com maior
correlagdo —, houveram 107 (12,19%) features. Como ainda se trata de um nimero alto de
features para desreplicacdo detalhada, foram desreplicados de os cinco features com maiores

correlagdo (Figura 10).

Figura 10 — Gréfico de correlagdo gerado pelo DAFdiscovery para as fragdes da linhagem A.
amphibium CCIBt3231. Cinco features em destaque foram detalhadas.

Correlation plot of MS features

1200 .
corr_BioAct

I 0 ) 5
size=0 8310520358588778

0 row [D=517
cor_BioAct=0.8121140476162385

1000

800

row refention time=7.784336
row m/z=737 4616

600

row m/z

400

®
-

200

(=711 4455
size=0.8501844584100753
row ID=238

com_BioAct=0.9269220346987525

887
Isize=0 8020751600122211
row ID=44
jcorr_BioAct=0.88558649443379

Fonte: Jaewon Yoon, 2023.

Os features priorizados pelo DAFdiscovery pertencem ao mesmo cluster na rede molecular
(Figura 11). Apesar dos fons de m/z 711,4442 e 721,4902 ndo estarem diretamente represen-
tados na rede molecular, seus fons 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 retencdo 7,16 min
foi anotado automaticamente pelo GNPS como digalactosildiglicerideo (20:5/18:3) (Apéndice
1). Esse composto é um glicolipideo presente na membrana, composto por galactoses ligados

ao glicerol através de ligacdes glicosidicas. Monogalactosildiacilglicerol (MGDG), digalac-
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tosildiacilglicerol (DGDG), sulfoquinovosildiacilglicerol (SGDG) e fosfatidilglicerol (PG) sao
principais lipideos que compdem as membranas de tilacdides, 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 esta representado com vermelho, D. tha-
rense CCIBt3265 com verde, Calothrix sp. CCIBt3320 com azul escuro e Lep-
tolyngbya sp. CCIBt3338 com lilas.

Fonte: Jaewon Yoon, 2023.

O ion de m/z de 913,5858 [M+Na]* e tempo de retencao de 8,06 min foi correlacionada com
a bioatividade. Sua férmula molecular putativa calculada com SIRIUS foi C4;HgsO;sNa*, com
erro de - 0,10 ppm. A ferramenta também anotou a molécula como andlogo de glicosildiagli-
cerol (Apéndice 2 e 9). Glicosildiaglicerol pertence a classe de glicolipideos, a mesma classe
do fon no mesmo cluster anotada automaticamente pelo GNPS. Em bases de dados, foi encon-
trado DGDG com esta mesma férmula molecular. Analisando-se manualmente o espectro, foi
possivel identificar os fons caracteristicos de de m/z 243 e 405, referentes respectivamente ao
grupo polar galactosil [CoH;40¢ + Na]* e grupo polar digalactosil [C;sHsO;; + Na]*. Além
disso, foram identificadas perdas neutras de residuos de hexose, caracterizado pela diferenca de
massa de 162 Da. Assim, a molécula se trata de um glicolipideo da familia de DGDG (Kim
et al., 2013). Porém, devido as limitacdes da técnica utilizada, ndo foi possivel identificar a

localizac@o da insaturagdo. Alguns glicolipideos de cianobactérias e microalgas apresentam



32

atividade antiviral e antitumoral (Costa ef al., 2016).

Além disso, a bioatividade também foi associado ao fon de m/z de 711,4442 [M+K]* e
tempo de retencao de 7,73 min. Analisando através do cromatograma de fon extraido (EIC), foi
identificado que o fon de m/z 695,4768 [M+Na]* possui o mesmo tempo de retencio, tratando-
se de diferente aduto do mesmo composto (Apéndice 3). O composto foi representado no
cluster com nodo de m/z 695,473. Sua formula molecular putativa calculada com SIRIUS foi
C37Hg3015K*, com erro de -0,29 ppm. A ferramenta também indicou similaridade espectral com
o composto glicosildiaglicerol (Apéndice 4 e 10). Analisando-se o espectro de [M+Na]*, foi
possivel identificar o fon fragmento de m/z 243 [CoH ;606 + Na]*, sem a presenca do fragmento
de m/z 405 (Apéndice 5). A presenca de perdas neutras de residuos de hexose (162 Da), sem
o fragmento de m/z 405, indica ser um glicolipideo da familia de MGDG (Kim et al., 2013).
Em bases de dados foram encontrados compostos da familia de MGDG nao pertencente as
cianobactérias, corroborando com a analise manual.

Através da andlise por EIC, identificou-se que os fons de m/z 737,4612 [M+K]* e 721,4902
[M+Na]* possuem o mesmo tempo de retencdo de 7,73 min e sdo diferentes adutos de um
mesmo composto (Apéndice 3). Apesar disso, apenas o fon de m/z 737,4612 [M+K]* fragmen-
tou em MS/MS. Sua férmula molecular putativa calculada com SIRIUS foi C3H7,0,0SK™*, com
erro de 0,98 ppm. A ferramenta também indicou similaridade espectral com o composto glico-
sildiaglicerol (Apéndice 7 e 11). Foi encontrada correspondéncia em base de dados PubChem,
porém ndo pertencente a cianobactérias. Glicolipideos podem possuir atividade citotoxica e
antitumoral, por meio de inibi¢do da replicagdo de DNA e inducdo a apoptose (Grabowska et
al., 2021; Maeda et al., 2011).

Por fim, o ion de m/z 883,5388 [M+Na]* e tempo de retengdo de 7,16 min também foi associ-
ado a bioatividade. Sua férmula molecular putativa calculada com SIRIUS foi C4sHgyO5Na”,
com erro de 3,61 ppm. A ferramenta também anotou a molécula com similaridade espectral
com glicosildiaglicerol (Apéndice 8 e 12). Analisando-se manualmente o espectro, foi possi-
vel identificar os fons caracteristicos de de m/z 243 e 405, referentes respectivamente ao grupo
polar galactosil [CoH ;604 + Na]* e grupo polar digalactosil [C;5H,60;; + Na]*. Além disso, fo-
ram identificadas perdas neutras de residuos de hexose, caracterizado pela diferenca de massa
de 162 Da. Somado com a existéncia de compostos da familia de DGDG com esta mesma
férmula molecular no PubChem, ndo pertencente as cianobactérias, a molécula se trata de um
glicolipideo da familia de DGDG.

A andlise dos fons priorizados pelo DAFdiscovery levou a desreplicacdo de glicolipideos



33

produzidos por A. amphibium. A andlise se mostra consistente uma vez que no mesmo cluster
estavam agrupados fons que puderam ser anotados através da propagacdo da anotacdo auto-
matica da plataforma GNPS e desreplicacao detalhada pelo SIRIUS. Os resultados indicam a

presenca de glicolipideos possivelmente bioativos.



34

5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste estudo, foram realizados bioensaios contra o microcrustaceo A. salina de 28 amos-
tras, que incluiam extratos e fracdes de 4 linhagens de cianobactérias brasileiras (Calothrix sp.
CCIBt3220, A. amphibium CCIBt3231, D. tharense CCIBt3265 e Leptolyngbya sp. CCIBt3338).
Na concentracdo de 100 pg/mL, somente as amostras da linhagem A. amphibium apresentaram
bioatividade, destacando-se as fracdes mais apolares. Esse resultado destaca a eficicia do bio-
ensaio de A. salina na selecdo e priorizacdo de amostras de cianobactérias.

A desreplicagdo subsequente dos features com correlagdo com bioatividade levou a anotacao
de compostos andlogos ao glicosildiaglicerol.

O uso de fracionamento guiado pela bioatividade e realizacao de outros bioensaios comple-
mentares serdo fundamentais para avaliar potenciais impactos das moléculas em diversas areas,

desde a biotecnologia até a descoberta de novos farmacos.
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APENDICE

Apéndice 1 - Comparagio do espectro MS2 de m/z 959,5740, anotado como DGDG pelo GNPS

Top: mzspec:GNPS:TASK-0d8437335a23477894f7cc7b4184183a-spectra/specs_ms.mgf:scan:11961

Precursor m/z: 959.5740 Charge: 1

Bottom: mzspec:GNPS:GNPS-LIBRARY:accession:CCMSLIB00005723379

Precursor m/z: 983.6940 Charge: 0
Cosine similarity = 0.7784
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Apéndice 2 - Padrio de fragmentagdo do fon de m/z 913,5862 [M+Na]* de férmula molecular

C47HgsO;5Na*
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Apéndice 3 - Cromatograma de ions extraidos de features com m/z 711,4442 e 695,4768
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Apéndice 4 - Padriao de fragmentacdo do ion de m/z 711,4442 [M+K]* de férmula molecular
C37He3010K"
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Apéndice 5 - Padrio de fragmentagdo do fon de m/z 695,4768 [M+Na]* de férmula molecular

C37HesO19Na*
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Apéndice 6 - Cromatograma de fons extraidos de features com m/z 737,4616 e 721,4887
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Apéndice 7 - Padriao de fragmentacdo do ion de m/z 737,4612 [M+K]* de férmula molecular

C36H740,0SK™
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Apéndice 8 - Padrio de fragmentagdo do fon de m/z 883,5400 [M+Na]* de férmula molecular

C4sHgoOsNa*
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Apéndice 9 - Classificacdo da classe quimica realizada pelo SIRIUS do ion de m/z 913,5862

[M+Na]* apontando-o como um andlogo de glicosildiaglicerol

Main Classes
evel evel c ng
s = = = > - = | . e | = "
Gwcosyldlacylglycerolsl IGlycosyldlradylglycerolsl IGchosylg]ycerolsl Glycernllplds] |L|p|ds and lipid-like molecules Organic compounds
Description
This compound belongs to the class Glycosyldiacylglycerals, which describes diacylglycerols that carry a saccharide moiety linked to the glycerol.
Alternative Classes

[Lineolic acids and derivatives| [Fatty acyl glycosides of mono- and disaccharides| Disaccharides| o

ycosyl comp | [Fatty acid esters| [Dicarboxylic acids and derivatives| [Oxanes

[carboxylic acid esters| [secandary alcohols| [Acetals | [polyols | [Primary alcohols| [oxacyclic compounds] [carbonyl comp | [Hydrocarbon derivatives||| organic oxides|

Natural Product Classes

[lycosyidiacyigiycerots| [aiyceralipias) [Fatty acids|

Apéndice 10 - Classificagc@o da classe quimica realizada pelo SIRIUS do fon de m/z 711,4442
[M+K]* apontando-o como um andlogo de glicosildiaglicerol

Main Classes

evel evel bl I

. . ~ < B Superclas: .
[Glycosyldiacylglycerols] = [Gchosyldiradylglycerols] = [Glycosylglycerols] = Glycerolipids] =7 Lipids and lipid-like molecules =

Kingdo
Organic compounds

Description
This compound belongs to the class Glycosyldiacylglycerols, which describes diacylglycerols that carry a saccharide moiety linked to the glycerol
Alternative Classes

arnati alternativ. arnatis ernati

[Linenlic acids and derivatives] [Fatty acyl glycosides of mono- and disaccharidesl [HBXOSB:] Io-glycnsyl cnmpounds] [Fatty acid esters]
alternative alternativ alternativ alternativ alternativey ralternativ alternativ
’Dicarbuxylic acids and derivatives] Oxanes Carboxylic acid esters| |Secondary alcohols| |Acetals [Pnlyulsel Primary alcohols
alternativ alternativ alternativ alternativ
Oxacyclic compounds| [Carbonyl compounds| |Hydrocarbon derivatives| |Organic oxides

Natural Product Classes

perclas Pathwa:
’Glycosyldiacylglycerolsl [Glycerolipids Fatty acids

Apéndice 11 - Classificagdo da classe quimica realizada pelo SIRIUS do fon de m/z 737,4616
[M+K]* apontando-o como um andlogo de glicosildiaglicerol

Main Classes

evel bk

cl are N d
lGchosyldiradylglycerolsl s IGchosngcherolsI =7 Glycerolipids] = |Lipids and lipid-like moleculesl o Iorganic compounds
Description

This compound belongs to the class Glycosyldiradylglycerols, which describes glycosylglycerols that carry exactly two acyl chains attached to the glycerol moiety.
Alternative Classes

ternati alternativ. fternati e i alternativ.
[Fatty acyl glycosides of mono- and disaccharides] Hexoses lo-glycosyl compoundsl IFatty acid estersl Oxanes
rnative alternativ: rnative 1ative alternativ

[Organosulfonic acids and derivativesl [Sulfonyl:l ICarboxyIic acid esters] ISecondary alcuholsl [ACEIBIS [Polyols I IPrimary alcohols

[Oxacyclic cor‘npuundsl |Carbonyl cm;lpoundsl IHydrocarbon c;erivativesl IOrganic o'xidesl

Natural Product Classes

[Glycosyldiacylglycerolsl |Glyc:3ro;ipidsl IFatty ac;dsl

Apéndice 12 - Classificacdo da classe quimica realizada pelo SIRIUS do fon de m/z 883,5400
[M+Na]* apontando-o como um andlogo de glicosildiaglicerol

Main Classes

. \ Kingd
Glycosylglycerolsl = Gly:erolipids] = |Lipids and lipid-like 1 los] ‘Organi: compounds
Description
This compound belongs 10 the class which describes gl i by the presence of one or more Sugar residues attached to glycerol via a glycosidic linkage.

Alternative Classes

Alkyl gl‘vcosides‘ lDisaccharides‘ 0-glycosyl compounds |Falty acid estersl |0xane; | Icarbowlic acid esters‘ ‘Secondarv alcohols' |Acetals | ‘Polvols | |Drirr|arv alcohols

|0xawclic compounds| |[Monocarboxylic acids and derivativesl Carbonyl compounds| |Hydrocarbon derivatives| |Organic oxides

Natural Product Classes.

hway
Glycerolipids |Fatty acyl g_ly:nsides} |Fany acid_s‘




	Folha de rosto
	Dedicatória
	Agradecimentos
	Epígrafe
	Resumo
	Lista de abreviaturas e siglas
	Sumário
	Introdução
	Produtos Naturais
	Biologia das cianobactérias
	Importância ecológica e aplicações das cianobactérias
	Bioprospecção de produtos naturais
	Metabolômica

	Objetivos
	Objetivo geral
	Objetivos específicos

	Materiais e métodos
	Cultivo, obtenção de extratos e frações
	Bioensaio de Artemia salina
	LC-MS e Metabolômica

	Resultados e Discussões
	Bioensaio de Artemia salina
	Metabolômica e desreplicação

	Conclusões e perspectivas futuras
	REFERÊNCIAS
	  Apêndice


