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RESUMO

As cianobactérias filamentosas sdo interessantes fontes de compostos bioativos de aplicacao
biotecnolégica. A espécie Capilliphycus salinus (Microcoleaceae) foi alvo de estudo para
obtencdo e caracterizacdo dos compostos do metabolismo especial (ME), e para avaliacdo da
atividade bioldgica frente a acetilcolinesterase (AChE). A biomassa foi coletada na praia de
Pedra do Sal, Salvador, Bahia, triada, liofilizada, pesada e submetida a extracdo dos MEs com
o solvente etanol 96%. O extrato hidroalcodlico foi particionado com os solventes hexano,
acetato de etila e 4dgua destilada e o extrato aquoso foi centrifugado e submetido a
fracionamento em coluna cromatogréfica de silica gel flash resultando em dez fra¢des. As
fracbes foram monitoradas em cromatografia de camada delgada (CCD), submetidas ao
ensaio de inibicdo frente a AChE com o método de Elmann. Analises por cromatografia a
liquido de alta eficiéncia acoplada a arranjo de diodo (CLAE-DAD), com as fases estaciondrias
coluna C18 e coluna quiral com vancomicina, em modo polar ibénico, e a espectrometria de
massas (EM/EM) foram realizadas. As CCDs reagiram com o ninhidrina apresentando machas
gue indicaram a presenca de compostos nitrogenados; o ensaio de inibicdo da AChE foi
positivo para todas as fragcdes; a melhor condicdo cromatografica foi com uso da coluna quiral,
com temperatura de 332 C e taxa de fluxo de 0,1 mL.min"t. Os cromatogramas apresentaram
picos em diferentes tempos de retencado e boa intensidade com melhores registros do UV-Vis
em 280 nm para a fracao 04, com absorbancias (Amax) em regides compativeis com compostos
fendlicos e aminoacidos semelhantes a micosporinas (MAAs), e em 360 nm para a fracdo 09,
com regioes do Amax compativeis com compostos da MAA. As andlises do EM/EM apresentou
pico com ion m/z 560 no modo positivo compativel com um MAA hibrido. Os resultados
demostram o potencial biotecnolégico de C. sallinus como produtora de ME.

PALAVRAS-CHAVES: Capilliphycus salinus, acetilcolinesterase, compostos nitrogenados,
cianobactérias, CLAE-DAD.



ABSTRACT

Filamentous cyanobacteria are interesting sources of bioactive compounds with
biotechnological application. The species Capilliphycus salinus
(Oscillatoriales:Microcoleaceae) was studied to obtain and characterize compounds of special
metabolism (SM), and to evaluate the biological activity against acetylcholinesterase (AChE).
The biomass was collected on the beach of Pedra do Sal, Salvador, Bahia, sorted, freeze-dried,
weighed, and submitted to extraction of the MEs with 96% ethanol solvent. The
hydroalcoholic extract was partitioned with the solvents hexane, ethyl acetate and distilled
water and the aqueous extract was centrifuged and subjected to fractionation on a silica gel
flash chromatographic column resulting in ten fractions. The fractions were monitored in thin-
layer chromatography (TLC), submitted to the inhibition test against AChE with the ElImann
method. Analyses by high-performance liquid chromatography coupled to diode-array (HPLC-
DAD), with stationary phases C18 column and chiral column with vancomycin, in ion polar
mode, and mass spectrometry (MS/MS) were performed. The CCDs reacted with ninhydrin
presenting maces that indicated the presence of nitrogen compounds; the AChE inhibition
assay was positive for all fractions; the best chromatographic condition was with the use of
the chiral column, with a temperature of 332 C and a flow rate of 0.1 mL.min'. The
chromatograms showed peaks at different retention times and good intensity with best UV-
Vis records at 280 nm for fraction 04, with absorbances (Amax) in regions compatible with
phenolic compounds and mycosporine-like amino acids (MAAs), and at 360 nm for fraction
09, with Amax regions compatible with MAA compounds. The MS/MS analyses showed peak
with ion m/z 560 in the positive mode compatible with a hybrid MAA. The results demonstrate
the biotechnological potential of C. sallinus as a producer of SM.

KEYWORD: Capilliphycus salinus, acetylcholinesterase, nitrogen componds, cyanobacteria,
HPLC-DAD.
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1 INTRODUGCAO

Os ecossistemas marinhos possuem uma diversidade de organismos estimada em cerca de
300 mil espécies descritas que esta acompanhada por uma ampla diversidade quimica, de
moléculas unicas (VIDAL et al. 2021). No contexto da biota marinha, os microrganismos
fotossintetizantes sdo destaque na producdo de compostos bioativos, matérias-primas
importantes para a obtencdo de farmacos utilizados nas mais diversas aplicacGes, com as
bactérias heterotréficas e as cianobactérias como protagonistas na producdo de compostos
do metabolismo especial (ME) (RASTOGI e SINHA 2009; AHMADI et al. 2015; RASTOGI et al.
2016a). Alguns ja sao utilizados na formulagao de farmacos ja aprovados ou em fase de testes
clinicos (VEGA et al. 2020; 2021; GERALDES e PINTO 2021).

As cianobactérias sdo um grupo diversificado de bactérias gram-negativas,
fotossintetizantes e cosmopolitas reconhecidamente produtoras de substancias bioativas com
acoes anti-HIV, anticancerigena, antifungica, antiprotozoaria e antibacteriana, apresentando
ainda atividades citotoxica, antiviral, antiobesidade, canabinomimética, inibidora enzimatica
e protetora contra radiacdo ultravioleta (UV) além do potencial uso como suplementos
alimentares para humanos e animais, ou ainda como base para produtos cosméticos por
serem ricas em vitaminas, minerais, lipidios, carboidratos e proteinas (DUFOSSE et al. 2005;
DA SILVA et al. 2017, MORONE et al. 2019; GERALDES e PINTO 2021; JACINAVICIUS et al.
2021). Muitos destes compostos estdo entre as substancias mais perigosas (cianotoxinas)
encontradas nas aguas superficiais oferecendo riscos a saude de humanos e dos demais seres
vivos expostos, por outro lado podem oferecer beneficios por apresentar atividades bioldgicas
com potencial aplicagdo na formulagdo de farmacos diversas (VAN APELDOORN 2007; ARAOZ
et al. 2010; CAIRES et al. 2018b).

A acdo inibitéria a determinadas enzimas, apresentadas por ME de origem
cianobacteriana, € uma das mais interessantes atividades apresentadas por estes seres.
Compostos que exibem inibicdo da AChE sdo importantes candidatos a farmacos para o
tratamento da doenga neurodegenerativas (DN), a exemplo da Doenca de Alzheimer (DA),
uma vez que, a AChE provoca a diminuicdo da atividade dos neurdnios colinérgicos
provocando os sintomas da DA e, a inibicdo desta enzima aumenta a quantidade do
neurotransmissor acetilcolina (ACh) favorecendo a passagem das informacdes nas regides

sindpticas (FALCO et al. 2016; CASTANEDA et al. 2021).
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Estudos confirmaram a acdo inibitéria da AChE por compostos do ME em extratos de
cianobactérias filamentosas pertencentes aos géneros Anabaena, Lyngbya, Phormidium,
Moycrocistis, Nostoc entre outros, mostrando inibicdo de forma transitéria ou reversivel.
Contudo, linhagens de cianobactérias filamentosas ainda sao pouco estudadas embora
despertem grandes interesses pela diversidade dos MEs que produzem e pelo amplo potencial
de aplicacdo dos mesmos (RASTOGI e SINHA 2009). Neste contexto, a ordem Oscillatoriales é
caracterizada por reunir organismos filamentosos e ocorrem predominantemente em
ambientes de praias com formacdes rochosas em todo o litoral brasileiro (CAIRES et al. 2018a)
com os géneros Oscillatoria, Phormidium e Moorea entre os mais citados como produtoras de
ME bioativos.

Recentemente dois novos géneros marinhos pertencentes a Oscillatoriales foram
desmembrados do complexo Lyngbya e descritos como Neolyngbya e Capilliphycus Caires et
al. (2018a) com duas novas espécies descritas para o ultimo género: C. tropicalis e C. salinus
Caires et al. (2018a) endémicas para o litoral baiano. C. salinus desperta interesse para a
investigacdo quanto a producdo de metabdlitos especiais e atividade bioldgica de inibicdo da
acetilcolinesterase (AChE), lacuna de conhecimento j& que ndo existem quaisquer outros
estudos além do registro para a nova espécie.

As linhagens de cianobactérias filamentosas de dguas tropicais marinhas sdao pouco
estudadas embora despertem grandes interesses por serem ricos e diversos arsenais de
metabdlitos especiais e com amplo potencial para as mais diversas aplicabilidades. Desta
forma, o presente estudo tendo como objetivo analisar a composi¢ao quimica dos metabdlitos
especiais do extrato aquoso da cianobactéria Capilliphycus salinus, coletada em ambiente
natural, com analises por cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE), e avaliar a atividade

de inibicdo destes compostos frente a enzima AChE.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CIANOBACTERIAS E A PRODUCAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS COM POTENCIAL
BIOTECNOLOGICO

As cianobactérias (Cyanophyceae) constituem um grupo bem definido de bactérias gram-
negativas fotossintetizantes constituido por organismos filamentosos, unicelulares, coloniais
ou multicelulares e estdo distribuidos nos mais variados ecossistemas, com registros fosseis
datados de 3,5 bilhGes de anos (VIDAL et al. 2021; JACINAVICIUS et al. 2023). A ampla
biodiversidade e capacidade fisiolégica adaptativa que estes organismos apresentam é reflexo
da diversidade de ambientes que colonizam, ocupando habitats terrestres, aquaticos (aguas
doce e salgada) e ambientes extremos (regides polares e alpinas) (RASTOGI et al. 2016a;
KOMAREK 2016; NOWRUZI et al. 2021). O habito cosmopolita favoreceu a ampliacdo da
capacidade de biossintese de grandes quantidades e diversidade de metabdlitos especiais
(ME), produtos naturais com funcbes especializadas para competir com sucesso pela
sobrevivéncia no planeta, favorecendo também para a alta capacidade de fixar nitrogénio (N2)
atmosférico (RASTOGI e SINHA 2009; AHMADI et al. 2015; RASTOGI et al. 2016a).

Os MEs pertencem a um amplo nimero de classes quimicas, incluindo alcaloides e
substancias derivadas de peptideos e a descoberta de novos compostos, em especial de
organismos marinhos, é um desafio crescente no campo da bioprospecc¢do. Nesse contexto,
as cianobactérias sdao promissoras fontes de novos compostos bioativos naturais podendo
ultrapassar outros organismos marinhos e liderar a lista de maiores produtores até 2024
(CARROLL et al. 2019; 2021). Investigagdes apontam um aumento de 71% na descoberta de
novos compostos cianobacterianos, com 48 compostos descritos apenas em 2017, sendo que
29 deles apresentam ao menos um grupo amida distribuidos em 11 peptideos ciclicos e 5
peptideos lineares em cianobactérias filamentosas (CARROLL et al. 2019).

Tais compostos podem ser considerados perigosos em todo o mundo, estando entre
as substancias mais toxicas encontradas nas aguas superficiais, podendo oferecer riscos
ecotoxicologicos e a saude humana em fungdao da exposicdo a algumas cianobactérias
produtora de determinados metabdlitos (RASTOGI e SINHA 2009; SILVA-STENICO et al. 2013;
JACINAVICIUS et al. 2023). Contudo, ainda sdo poucos os esclarecimentos a respeito da
constituicdo quimica destes compostos, embora os estudos venham sendo ampliados e

muitos potenciais biotecnoldgicos ja sdo comprovados.
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As atividades bioldgicas conhecidas das cianobactérias sdo de ampla versatilidade de
uso e aplicacdo, apresentando estabilidade e maior atividade do que muitos compostos de
origem terrestres (MIAN 2003; SINGH et al. 2011; SOARES 2014; Ml et al. 2017; CARROLL et
al. 2021). As formas de uso vao desde a formulacao de produtos farmacéuticos e aplicacdo na
industria alimenticia a producdo de remediadores ambientais e biocombustiveis, uma
alternativa segura em substituicdo aos produtos de origem sintética (DUFOSSE et al. 2005; DA
SILVA et al. 2017). A diversidade quimica destes produtos naturais sdo reconhecidos como
matéria prima em potencial para o desenvolvimento de produtos farmacéuticos e cosméticos
(Figura 1), embora grande parte dos MEs permaneca inexplorada (RASTOGI e SINHA 2009;
SVIRCEV et al. 2019; MORONE et al. 2019; GERALDES e PINTO 2021; JACINAVICIUS et al. 2021).

Inddstria FARMACEUTICA
(antibidtico, agente de
diagndstico) e

NUTRACEUTICA
Industria de COSMETICOS REM:]ZIADOi amlt)iental;
(batons, cremes , logoes Z Idrocarbonetos
etc.), CORANTES e CIANOBACTERIA (BIOCOMBUSTIVEIS) e
CONSERVANTES. producdo de

NANOPARTICULAS etc.

Inddstria ALIMENTICIA
(suplementos alimentares,
alimentos funcionais, fontes
de vitaminas, etc.)

Figura 1: Versatilidade de uso e aplicacdo de cianobactérias.
Fonte: Adaptado de DUFOSSE et al. (2005).

A maioria dos ME promissores de origem cianobacteriana tende a ser produzido por
organismos marinhos filamentosos, os quais detém cerca de metade dos 800 compostos
relatados na literatura até o ano 2016, incluindo lipopeptideos, alcaloides, sacarideos,
compostos inddlicos e aromaticos, sendo estes extraidos de espécimes pertencentes a ordem

Oscillatoriales (GERWICK et al. 2008; Ml et al. 2017). Os géneros Planktothrix, Oscillatoria,
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Lyngbya, Moorea e Okeania se destacam como bons produtores de MEs, com 58% dos
produtos naturais relatados para o género Oscillatoria e 35% para o género Lyngbya,
pertencentes as familias Oscillatoriaceae e Microcoleaceae, respectivamente, com os
compostos aplicados as mais variadas atividades produtivas (GERWICK et al. 2008; Ml et al.
2017; CARROLL et al. 2021; NOWRUZI et al. 2020; 2020a; GUIRY e GUIRY 2023).

As cianobactérias produtoras de toxinas sdo as mais estudadas nos organismos que
compdem o grupo. Espécies comuns a sistemas de dgua doce, com floragdes potencialmente
nocivas e produtoras de toxinas, ainda sdo priorizadas por apresentarem atividades
hepatotdxicas e neurotdéxicas a humanos e outros animais (PLAAS e PAERL 2020;
JACINAVICIUS et al. 2021; 2023). Neste universo de compostos toxicos, aqueles com potencial
aplicacdo biotecnoldgica sdo alvos de estudos pelo forte interesse para as industrias
farmacéutica e cosmética, a exemplo dos estudos aplicados as citotoxinas, para o tratamento
de doencas neurodegenerativas, e os aminoacidos semelhantes a micosporinas (micosporinas
ou MAAs, derivado do inglés mycosporine-like amino acid) e citoneminas, por apresentarem
potencial protecdo a pele humana contra os efeitos causados pela radiacdo ultravioleta (UV)

(KAGEYAMA e WADITEE-SIRISATTHA 2019; GERALDES e PINTO 2021).

2.2 COMPOSTOS DO METABOLISMO ESPECIAL COM BIOATIVIDADE EM CIANOBACTERIAS

As cianotoxinas podem causar efeitos agudos e cronicos em seres humanos e outros animais,
razdes pelas quais suas floragdes podem levar a impactos econdmicos com restricdo do
abastecimento de agua para os diversos usos, tais como restricdo para uso doméstico e
reducdo das atividades turisticas associadas a balneabilidade, por exemplo (VAN APELDOORN
2007; ARAOZ et al. 2010; CAIRES et al. 2018b). Produzidas na parede celular ou interior das
células cianobacterianas, as cianotoxinas possuem estruturas quimicas e toxicidades distintas
e a liberagdo na 4gua podem provocar desde irritagcdes cutaneas até a morte dos individuos
ap6s contato ou ingestdo de agua e/ou alimentos contaminados (GANTAR et al. 2008;
BOTANA et al. 2019).

As vias biossintéticas das cianotoxinas envolvem comumente a sintese de grandes
complexos modulares de peptideo sintetase nao ribossémica (NRPS) e policetideo sintase
(PKS) (FIORE 2011; CAIRES et al. 2018b) e estdo reunidas em trés classes de acordo com suas
estruturas quimicas: peptideos ciclicos (microcistina e nodularina), alcaloides (anatoxina-a,

anatoxina-a(s), saxitoxina, cilindrospermopsina, aplisiatoxinas, lyngbyatoxina-a) e
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lipopolissacarideos (Figura 2) (KAEBERNICK e NEILAN 2001; BORTOLI 2015; BOTANA et al.
2019).
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Figura 2: Estruturas quimicas de algumas das principais cianotoxinas produzidas por cianobactérias.
Fonte: Adaptado de Bortoli e Pinto (2015).

A maioria das cianotoxinas é classificada como hepatotoxinas ou neurotoxinas,
existindo ainda as dermatotoxinas (lyngbyatoxina e aplysiatoxinas) e sdo produzidas
principalmente por cianobactérias marinhas bentonicas. Apenas saxitoxina e anatoxinas sao
consideradas neurotoxinas a humanos e agem diretamente no sistema nervoso
desencadeando desequilibrio, fasciculagao, respiracao ofegante e convulsées como sinais de
intoxicacdo. As neurotoxinas sdao comumente produzidas por cepas dos géneros Anabaena,
Lyngbya e Oscillatoria, e em menor frequéncia por cepas dos géneros Aphanizomenon,
Raphidiopsis, Phormidium ou Planktotrhix (Tabela 1) (KAEBERNICK e NEILAN 2001; VAN
APELDOORN et al. 2007; GANTAR et al. 2008; RASTOGI E SINHA 2009; BORTOLI e PINTO 2015;
BLUNT et al. 2016; Ml et al. 2017; BOTANA et al. 2019; CARROLL et al. 2021; NOWRUZI et al.
2020; 2020a; GUIRY e GUIRY 2023).
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Tabela 1: Relagdo das cianotoxinas, suas classes quimicas, organismos produtores, mecanismo de ac¢do,

toxicidade e sintomatologia a exposi¢do aguda.

. Classe Principais Mecanismo . . Sintomatologia a
Toxina o o o Atividade .
quimica Géneros de agdo exposi¢ao aguda
Neurotoxinas
Aphanizomenon, . .
Paralisia progressiva
Anabaena, .
. dos musculos,
Phormidium, e
. diminuigdo dos
o . Lyngbya, Bloqueio dos .
Saxitoxina Alcaloide . . . movimentos,
L Cylindrospermopsis, canais de - -
(PSPs) neurotéxico . Ly exagerada respiragao
Planktothrix e sodio . .
, abdominal, cianose,
também algumas ~
, . convulsdo, parada
espécies de o
) respiratoria e morte.
dinoflagelados
Anabaena,
Oscillatoria, . Paralisia progressiva,
) Agonista s
. . Cylindrospermum, R forte respiragao
Anatoxina—A Alcaloide . nicotinico, L. . .
L. Aphanizomenon, Larvicidas abdominal, cianose,
(Antx-A) neurotoxico . . musculares ~
Microcystis, e neuronais convulsdo, morte por
Planktothrix e asfixia.
Raphidiopsis
Paralisia progressiva,
fraqueza muscular,
Inibicao diminuicdo da
Anatoxina-A . irreversivel frequéncia
Alcaloide .
(S) L. Anabaena da - respiratoria e
neurotoxico . ~ L
acetilcolines convulsées. Salivagdo
terase intensa. Morte
ocorre por faléncia
respiratoria.
. Paralisia progressiva,
Agonista P g ~
. o forte respiragdo
Homoanatox Alcaloide . nicotinico, . .
. .. Planktothrix abdominal, cianose,
ina-A neurotoxico musculares ~
) convulsdo, morte por
e neuronais -
asfixia.
Linopetide Bloquear canais de
Kalkitoxina P pop Lyngbya - Icthiotdxica sodio da célula
nervosa de peixes
Hepatotoxinas
Microcystis,
Anabaena, Prostracdo, pilo
Oscillatoria, Nostoc, I ereg¢do, anorexia,
; Inibi¢do das . .
Heptapentid Hapalosiphon, roteinas Algicida/ vomitos, dor
Microcistina P ,p 'p Nodularia, P Larvicida/ abdominal, diarreia,
eo ciclico . fosfatases 1 . . -
Planktothrix, 0 2A Herbicida choque hipovolémico
Synechocystis, e hemorragia intra-
Aphanocapsa, hepatica.
Anabaenopsis sp.,
Prostracdo, pilo
I erec¢do, anorexia,
Inibicdo das (’: .
Pentapeptid roteinas vémitos, dor
Nodularina Ip'p Nodularia. P - abdominal, diarreia,
eo ciclico fosfatases 1 . A
0 2A choque hipovolémico

e hemorragia intra-
hepatica.
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. Classe Principais Mecanismo - Sintomatologia a
Toxina .. A o Atividade .
quimica Géneros de agao exposi¢ao aguda
Hepatotoxinas
Desestruturagdo e
Cylindrospermopisis, necrose do figado,
- Policetideo Umezakia, Inibi¢do da danos em células
Cilindrosperm . . , - . ,
oosina alcaloidal Aphanizomenon, sintese Larvicida renais, cardiacas,
P toxico Raphidiopsis, protéica pulmonares e
Anabaena. também da mucosa
gastrica.
Dermatotoxinas
Aumento da secre¢ao
gastrica, promove a
. Efeitos inflamagdo, edema
Lyngbyatoxina . . S
‘A - Lyngbya gastrointesti - pulmonar, irritacdo
nais gastrointestinal e
promogao de tumor
dérmico.
Potentes
. romotores
. Stylocheilus, P -
. . Viclactona . . de tumor e Irritagao
Aplysiatoxina . Lyngbya, Schizothrix, . - . .
fendlica . . ativa a gastrointestinal
Oscillatoria ,
proteina
quinase C

Homoanatoxi
na-A

Lipopolissacari
deos

Antillatoxina

Debromoaplys
aitoxina

Outras Toxinas

Planktothrix -

Cianobactéria em

geral
Lyngbya -
Potentes
promotores
Schizotrix e de tumor e
Oscillatoria ativa a
proteina
quinase C

- Semelhante a Antx-A

Potencial irritante;
- afeta qualquer tecido
exposto
Ictiotoxina potente,
estimula os canais de
sodio dependentes
de tensao

Irritagao
gastrointestinal

Fontes: Kaebernick e Neilan (2001), Van Apeldoorn et al. (2007), Izaguirre et al. (2007), Rastogi e Sinha (2009),
Bortoli e Pinto (2015), Blunt et al. (2016), Botana et al. (2019), Nowruzi et al. (2020; 2020a).

A anatoxina-a (Antx-A) é um agonista dos receptores nicotinicos, com modos de a¢ao

tanto musculares quanto neuronais, ao passo que a anatoxina-a(S) possui potente efeito letal,

se tratando do Unico organofosforado produzido por cianobactérias até entdao conhecido

(VAN APELDOORN et al. 2007; AYALA et al. 2019), com acao semelhante ao agente nervoso

Sarin e dez vezes mais letal que o Antx- A e apresentando atividade irreversivel de inibicao da

AChE. As anatoxina-a(S) apresentam sintomatologias comuns as Antx- A apds exposicao

aguda, causando o bloqueio despolarizante neuromuscular com paralisia progressiva, forte

respiracao abdominal, cianose, salivacao intensa, convulsdo e a morte ocorre por faléncia
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respiratdria (Tabela 1) (RASTOGI e SINHA 2009; 2016a; BORTOLI e PINTO 2015; BLUNT et al.
2016; BOTANA et al. 2019; NOWRUZI et al. 2021).

Ja as hepatotoxinas atingem diretamente o figado e constituem o tipo mais comum de
intoxicacdo apresentando sinais de prostracdo, anorexia, vomitos, dor abdominal e diarreia
produzida principalmente por compostos associados aos géneros Microcystis, Anabaena,
Nodularia, Oscillatoria e Nostoc (Tabela 1). Ao passo que as dermotoxinas, produzidas
especialmente pelos géneros Lyngbya, Nodularia, Anabaena e Oscillatoria, sdo irritantes de
contato provocando dermatites e irritacdes nos olhos, febre, tontura, fadiga e gastroenterite
(KAEBERNICK e NEILAN 2001; BRIAND et al. 2003). A hepatotoxicose e a neurotoxicose sdo as
toxicidades mais comumente causadas pela ingestdo de cianotoxinas (Tabela 1) (KAEBERNICK
e NEILAN 2001; BORTOLI e PINTO 2015).

Apesar dos efeitos tdxicos muitas cianotoxinas, devido a sua natureza aleloquimica,
mostram-se fortes candidatos para a producdo de farmacos eficientes para uso no controle
da doenca de Alzheimer, por exemplo, devido a sua acdo inibitéria frente a enzima AChE,
responsavel pela hidrdlise da acetilcolina (ACh), com consequente interrupgdo dos impulsos
nervosos no sistema nervoso central e periférico (ARAUJO et al. 2016; SINGH et al. 2017). A
funcdo das cianotoxinas no ambiente natural ainda é bastante discutida entre os estudiosos.

Algumas linhas de pesquisa sobre a fun¢do destes compostos na natureza defendem
gue eles agem como mecanismo de defesa natural, outros estudos tentam evidenciar que as
toxinas sdao moléculas de sinalizagdo exercendo comunicagdo entre as cianobactérias ou
sugerem auxiliar para uma melhor captacdo da luz solar dos organismos que os produzem,
(BORTOLI e PINTO 2015). A realizagao da fotossintese oxigénica requer das cianobactérias a
exposicdo a UVR, a qual é potencialmente prejudicial para as células, necessitando assim de
estratégias de sobrevivéncia para atenuar os efeitos nocivos desta radiacdo (NOWRUZI et al.
2020a; BASU e MACKEY 2018; DEXTRO et al. 2023).

Em se tratando dos compostos fotoprotetores, estes sao importantes adaptagdes dos
organismos marinhos as exposicdes as quais estdo submetidos exibindo propriedades
fotoprotetoras sob estresse por radiacdo que previnem danos causados por exposicao a
radiacdo ultravioleta (UV) (SINGH et al. 2017). Diferentes estimulos ambientais podem
interferir na biossintese desses compostos, a exemplo da variagcdo da intensidade da luz, os
diferentes comprimentos de onda da radiacao UV, assim como a disponibilidade de nutrientes

(RASTOGI et al., 2010; SINGH et al. 2017). Dentre as substancias fotoprotetoras, a sintese de
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duas delas sdo importantes estratégias absorventes/de triagem: as micosporinas ou
aminodcidos semelhantes a micosporina (do inglés mycosporine-like amino acid) (MAAs) e as
citoneminas (CARRETO e CARINGAN 2011; LAWRENCE et al. 2018a; 2018b; BASU e MACKEY
2018; DEXTRO et al. 2023).

A familia de ME representadas pelos MAAs é constituida por metabdlitos comumente
presentes em uma ampla variedade de organismos com relagdes taxondmicas distantes que
vdo desde organismos procariontes (cianobactérias) a organismos eucariontes (tais como
fungos, algas eucaridticas e alguns animais marinhos) (SINHA et al. 2007; SIMENQV e
MICHAELIAN 2017). Comuns em cianobactérias, a maioria dos relatos existentes na literatura
para as espécies produtoras de MAAs sdo para cepas da ordem Nostocales (principalmente
para o género Nostoc), seguida por géneros de Chroococcales (Microcystis) e de Oscillatoriales
(Oscillatoria) com algumas citacdes para a ordem Gomontiellales, para o género
Chamaesiphon (RASTOGI et al. 2016a; BAIRWA et al. 2021; DEXTRO et al. 2023).

Derivados dos aminoacidos fendlicos, os MAAs formam uma familia de metabdlitos
baixo peso molecular (<400 Da), incolores e solUveis em agua, com croméforo de absorcdo da
radiacdo UV composto por um nucleo ciclohexenoma ou um nucleo ciclohexinimina (Figura 3
A e B) conjugado ao nitrogénio ou componente imino-alcool dos aminodacidos (RASTOGI e

INCHAROENSAKDI 2014; 2016a; DEXTRO et al. 2023).
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Figura 3: Estrutura basica de: (A) gadusol, 4-dexigadusol e oxo-micosporinas (ciclohexenoma); (B) ntcleo
de imino-micosporinas (ciclohexinimina) apresentando ressonancia no anel de seis membros e possiveis
regides de substituicGes —R. Fonte: Adaptado de Carreto e Carigman (2011).



24

Os MAAs apresentam absorbancia maxima (Amax) nas regiées UVB (280-315 nm) e UVA
(315-400 nm) de radiacdo solar possuindo papel fundamental contra os raios UV-A e UV-B.
Nas células, tais compostos atuam principalmente como sequestradores de espécies reativas
de oxigénio (ROS), previnem a oxidacao lipidica e extinguem as radiagdes UV-B (280—315 nm)
e UVA (315-360 nm) dissipando a radiacdo solar absorvida em forma de energia térmica sem
gerar produtos foto oxidativos (RASTOGI e MADAMWAR 2016; RASTOGI et al. 2014; 2016a3;
LAWRENCE et al. 2018a; PARAILLOUX et al. 2020; DEXTRO et al. 2023). A radiacdo UV-A é um
componente da radiacdo solar que penetra na derme causando ressecamento e rugas,
podendo provocar anormalidades dos pigmentos e podendo produzir também um excesso de
ROS que podem causar a destruicdo do DNA de forma indireta; os raios UV-B por sua vez, sdo
altamente citotéxico e mutagénico a camada mais externa da pele, levando a mutacdes e o
crescimento celular anormal, além de potencialmente suprimir as rea¢des imunoldgicas
afetando as vias de transducdo de sinal intracelular e a expressao génica (DERIKVAND et al.
2017; NOWRUZI et al. 2020a).

A provavel origem biossimbidtica dos MAAs seria a partir de uma cianobactéria, ou um
ancestral cianobacteriano, com transmissdo para organismos eucariontes por eventos de
endossimbiose e/ou de transferéncia lateral de genes (procariotos para eucariotos) durante o
processo evolutivo (SINGH et al. 2010; RASTOGI et al. 2016a; SIMENOV e MICHAELIAN 2017).
Ha evidencias de duas vias anabdlicas das micosporinas: a via da pentose fosfato e a via do
chiquimato, ambas possuindo como molécula precursora o 4-desoxigadusol (Figura 3)
(HARTMANN et al. 2015; WADA et al. 2015; D'AGOSTINO et al. 2016; TORRES et al. 2018;
LAWRENCE et al. 2018a; DEXTRO et al. 2023).

Os pesquisadores nao fazem uma distingdo quimica clara entre a microsporina e os
MAAs, ainda assim, as diferencas estruturais sdo observadas adicionando o aminodcido glicina
ao 4-desoxigadusol que origina a micosporina-glicina, espécie molecular com um anel de
amino-ciclohexenona (oxo-micosporinas), denominadas micosporinas “originais” (Figura 3 A),
enquanto as adi¢cdes de aminodcidos a micosporina-glicina dao origem a imino-MAAs
primarios, a exemplo da shinorina e porfira-334 que possuem os aminoacidos serina e
treonina, respectivamente (Figura 3, B). Modifica¢cdes adicionais nas cadeias laterais destes
aminoacidos originam as imino-MAAs secundarias, tais como micosporina-glicina-alanina e

shinorina (Tabela 2) (SIMEONOV e MICHAELIAN, 2017; TORRES et al. 2018; LAWRENCE et al.
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2018a; KAGEYAMA e WADITEE-SIRISATTHA 2019; GERALDES e PINTO 2021; DEXTRO et al.

2023).

Tabela 2: Uma visdo geral dos tipos mais comuns de micosporinas distribuidas nos diferentes grupos

(Filos/Géneros) de seres vivos.

Compostos Amax (nM) Férmula
fotoprotetor E’E"l\all’ﬁl 2::) molecular Estrutura molecular Principais Filos/Géneros
Pubchem CID ) Massa molecular
Micosporinas
Oxo-micosporina
icosporina H o]
-taurina 309 C10H17NO7S = N ~g Cnidaria, Cyanobacteria.
) 28,100 295,07 g ToH
HO “—OH
Arthropoda, Chlorophyta,
Chordata, Cnidaria,
e o} C b i
i ) H yanobacteria,
Mlccnl§por|na 310 C1oH1sNOg 0. N\_)J\OH Dinoflagellata,
-glicina 28,100 245.09 Echinodermata, Lichen,
4444486 .
HO “—OH Miozoa, Mollusca,
Ochrophyta, Phaeophyta,
Porifera, Rhodophyt
T
Mlcgs'f;:na 310 C12H20NOg & N\/\,)LOH Cyanobacteria,
B ) 28,900 273.12 Dinoflagellata
HO “—OH
Imino-micosporina
Micosporina hi 9 L o0
-glicina- 333 C13H20N,0- HO *E/“ﬁ ’“‘\j/”\)kou Cyanobacteria,
alanina - 316.13 Rhodophyta
102110164 HO “—0H
Arthropoda,
Bacillariophyta,

h o © L om Chlorophyta, Chordata,
Porphyra- 334 Ci14H25N,04 HO-JLVN\ = 'NI\J\ Cnidaria, Cyanobacteria,
91:6‘92335 42,300 346.14 Ho 0 Dinoflagellata, Miozoa,

HO “—OH Mollusca, Ochrophyta,
Phaeophyta, Porifera,
Rhodophyta
Athropoda, Bacillariophyta
0 Chlorophyta, Chordata,
H .
L HOLC. N~ N_ Cyanobacteria,
Shinorina 334 Ci13H20N,0g TOT O - ;
101926676 24,668 2391 IOH COH Dinoflagellata, Lichen,

Miozoa, Mollusca,
Ochrophyta, Phaeophyta,
Porifera, Rhodophyta
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Compostos Férmula
Amax (nm) . R
fotoprotetor £ (M.cm-) molecular Estrutura molecular Principais Filos/Géneros
Pubchem CID om Massa molecular
Imino-micosporina
Mi . o o 4o Bacillariophyta, Cnidaria,
|2cos,lpc?r|na 334 CiH1sN>05 o N AN Cyanobacteria,
-+-glicina - 302.11 Q Echinodermata, Mollusca,
23427657
HO “—OH Rhodophyta
HO ~o
H
Euhalothece 362 CiaHaaN-O HD:I%/NA &INR/
1417122IN2U7 .
-362 ) 330 14 E(;HOAO Cyanobacteria
102182144 HO “—oM
Micosporinas hibridas
QH
Ki y {0, . _OH
Hexose-
. ] 333 C19H30N2013 -"W'N-;b - ;wa i .
shinorina K 4941 HO L [ o Cyanobacteria
- HO g ™ “OH
HO “—0OH
M-320 320 9 PP
- - TS A TR o Dinoflagelado
- - 559 IOH dom &
HO oM HO “—OH
[
"E"']’D“ HO—, OH
)| Wy
Hnﬁ'v_h_H i” HCI.T_-_D A
O e, . s .,
AN S PE DS
1050-Da MAA 312/ 340 CasH70N4024 L ] Cyanobacteria
- 58,800 1050.44 kS
HZr =i
[ -
P o N
HO e
—, I oH
HZ OH HO

Fonte: La Barre e Kornprobst (2014), Geraldes e Pinto (2021), Dextro et al. (2023) e

<pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound>.

As caracteristicas do tipo coeficientes de absortividade molar (€), absor¢ées maximas do

UV entre 310 e 362 nm, a fotoestabilidade nas aguas doce e salgada, associadas as variaveis

ambientais como pH, temperatura, existéncia de varios solventes dissolvidos na agua e a

radiacdo UV (UVR) apontam o potencial dos MAAs como compostos fortemente
fotoprotetores (LA BARRE e KORNPROBST 2014; SINGH et al. 2017; KAGEYAMA ¢
WADITEE-SIRISATTHA 2019; VEGA et al. 2020; 2021; GERALDES e PINTO 2021).

Atualmente existem mais de 70 compostos da MAA ja identificados nos mais diferentes grupos

de seres vivos (Tabela 2) apresentando atividade bioldgicas com funcgdes filtros fotoprotetores
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da radiacdo UV e agente antioxidante, sendo considerados promissores constituintes de
produtos cosméticos com alta protecdo UV com formulacdes comerciais ja existentes em
composicGes farmacoldgicas (TORRES et al. 2018; VEGA et al. 2020; 2021; GERALDES e PINTO
2021).

As formulagdes comerciais, a exemplo dos protetores solares Helioguard 365°,
desenvolvido por Mibelle AG Biochemistry, e Helionori®, comercializado pela Gelyma, fazem
uso dos MAAs em suas composicGes farmacolégicas adicionando as suas formulacbes a
combinacdo dos MAAs porphyra-334 e shinorine e dos MAAs porphyra-334, shinorine e
asterina, respectivamente, extraidas de Porphyra umbilicalis (CARRETO e CARIGNAN 2011;
TORRES et al. 2018; VEGA et al. 2020; 2021; GERALDES e PINTO 2021). Os MAAs apresentam
ainda acdes antienvelhecimento, atividade antioxidante, atividade anti-inflamataria, inibicdo
da glicacdo de proteinas e inibicdo da atividade da colagenase (KAGEYAMA e WADITEE-
SIRISATTHA 2019; GERALDES e PINTO 2021).

No ambiente natural os MAAs desempenham papel nos sistemas bioldgicos na regulacdo
osmotica, como reguladores da esporulacdo, na germinacdo em fungos e na reproducdo de
invertebrados marinhos, e também como pigmentos acessorios da fotossintese; podendo
desempenhar ainda papel sobre a desseca¢do ou estresse térmico em certos organismos e
atuar como um reservatoério de N; intracelular ou mesmo proteger os consumidores primarios
e secundarios através da cadeia alimentar (CARRETO e CARIGNAN 2011; WADA et al. 2015;
SINGH et al. 2017; TORRES et al. 2018; VEGA et al. 2020; GERALDES e PINTO 2021).
Desempenhando fun¢do semelhante aos MAAs, as citoneminas sao excelentes fotoprotetores
naturais contra a radiacdo UV e, ao contrdrio daqueles, sdo compostos sintetizadas
exclusivamente por cianobactérias (PATHAK et al. 2016; 2019; SINGH et al. 2017; VEGA et al.
2020).

As citoneminas, por sua vez, sdo pigmentos de protecdo, lipofilico de cor amarelo-
acastanhado, formado por um dimero indol e subunidades fendlicas que se acumulam nas
bainhas extracelulares de algumas cianobactérias (Figura 4) conferindo as células
fotoprotecao contra a radiagdao UV, em especial na regidao UV-A-violeta-azul com absorc¢ao
maxima em 384 nm, e acdo antioxidantes que previnem danos celulares resultantes da
producdo de ROS de forma induzida (GIOVANNETTI et al. 2013; RASTOGI e INCHAROENSAKDI
2014; PATHAK et al. 2016; 2019; VEGA et al. 2020).
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Figura 4: Localizacdo da citonemina na bainha extracelular em filamentos de cianobactéria.
Fonte: Adaptado de Pathak et al. (2019).

Apesar de estarem associadas a bainha celular, as citoneminas ndo fazem parte
efetivamente dela e podem ser facilmente removidas, o que indica ndo estarem ligadas
covalentemente, apresentando-se em duas formas mais comuns: uma forma oxidada, com
coloracdo marrom-amarelada, insolivel em 4dgua e menos solivel em solventes organicos,
como piridina e tetra-hidrofurano; e, a forma reduzida que possui coloragdo caracterizada por
um vermelho brilhante e solivel em solventes organicos (Tabela 3) (RASTOGI e
INCHAROENSAKDI 2014; PATHAK et al. 2019; VEGA et al. 2020).

Tabela 3: Exemplos de citoneminas mais comuns e suas caracteristicas quimicas.
Férmula

Amax (nm) molecular
Massa molecular

Citoneminas
Pubchem CID

Estrutura Principais
molecular Géneros

Citonemina 252, 278, 300

idad C36H20N204
oxidada e 386 544.6
135473381 -
16 176 Lyngbya (Lyngbya sp.),
Citonemina y g seytonema (Scytonema
, 314,378, 474 )
Reduzida e 572 C36E52E204 *p- R77OH)
101366214 i
Dimethoxy- 316 ¢ 422 CagHasN20Oe
citonemina 1493023015 608.6

10461341
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Formula

Citoneminas Amax (M) molecular Estrutura Principais
Pubchem CID max olecula molecular Géneros
Massa molecular
Tetramethoxy-
) %Y 562 CaoH3aN0s
citonemina s 6707
10327140
sk K Lyngbya (Lyngbya sp.),
Tu""" Scytonema (Scytonema
“°7j K .j/'\ﬂ/uu\jw_)\ sp. R77DM")
Scytonemin-A Oy e L N o
y78325125 i Cr1H106N12021 ..D’C»{"\\ “N
%‘_..“):n o% A S
- 1463.7 =< "
-

Fontes: Rastogi et al. (2014), Pathak et al. (2017), Simeonov e Michaelian (2017), Pathak et al. (2019) e
<pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound>.

O mecanismo antigo de protecdo UVR, o composto é produzido em resposta aos
elevados niveis de radiagdo UV-A com perfil de absor¢do do UV/Vis que absorve fortemente
aradiacdo UV-A enquanto transmite os comprimentos de onda da luz que sdo absorvidos pelo
aparato fotossintético das cianobactérias sem sofrer fotodegradacdo (GARCIA-PICHEL e
CASTENHOLZ 1991; GIOVANNETTI et al. 2013; PATHAK et al. 2016; 2017). Além disso, a
citonemina promove o retardamento da fotodegradacdo da clorofila a pela radiagdao UVA nas
cianobactérias que as produz, observando-se ainda a existéncia de uma relagdo direta entre a
producao de citonemina em cianobactérias e a exposicao ao fluxo de UV, mantendo-se
altamente estdvel em resposta a diferentes estressores, como a forte radiacao UV, a
temperatura etc., realizando a atividade de triagem dos raios UV e evitando que até 90% da
radiacdo UV entre nas células sem qualquer investimento metabdlico adicional, mesmo apds
prolongados periodos em inatividade fisioldgica (SINGH et al. 2017; PATHAK et al. 2017; 2019;
FUENTES-TRISTAN 2019; VEGA et al. 2020; NOWRUZI et al. 2020; GAO et al. 2021).

A citonemina é um composto eficaz e nao téxico, com valiosa funcao fotoprotetora,
apresentando acdo antioxidante e fator de eliminador de radical em sua forma reduzida.
Frequentemente citadas em diversos estudos, as citoneminas sdao promissores compostos
para exploracdo biotecnoldgica por apresentar alta foto-estabilidade, sugerindo a utiliza¢ao
pelas industrias farmacéutica com inclusdo do composto como fotoprotetor organico em
locbes de produtos cosméticos para protecdo UVR, bem como por apresentar propriedades

anti-inflamatéria e antiproliferativa (PATHAK et al. 2019; FUENTES-TRISTAN 2019; VEGA et al.
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2020; GAO et al. 2021). Além disso, possui potencial farmacolégico como agente anti-
inflamatdrio, antiproliferativo e antioxidante, e atividade quinase relacionada ao ciclo celular,
interrompendo o processo inflamatdrio e a proliferacdo de células Jurkat, linhagem de células
T (ICso = 7,8 uM) da leucemia em humanos (SINGH et al. 2010b; DERIKVAND et al. 2017;
PATHAK et al. 2019; NOWRUZI et al. 2020). A ordem Oscillatoriales é reconhecida como
produtora de ME de forma geral, com destaque para os géneros Oscillatoria, Phormidium e

Moorea.

2.3 CIANOBACTERIAS PRODUTORAS DE COMPOSTOS BIOATIVOS: A ORDEM OSCILLATORIALES

As espécies de cianobactérias toxicas sdo as mais comumente estudadas devido a sua
prevaléncia em mananciais hidricos de agua doce, atencdo especial por serem potencialmente
nocivas e apresentar grave risco a salude de humanos e de outros animais pela producdo de
cianotoxinas nestes mananciais (RASTOGI e SINHA 2009a; SINGH et al. 2017; PLAAS e PAERL
2020; JACINAVICIUS et al. 2021; 2023). Em func¢do disso, estudos estdo sendo voltados para
as espécies marinhas e apontam as cianobactérias filamentosas como protagonistas para a
producdo de compostos do tipo lipopeptideos, amidas, aminoacidos, macrolideos e acidos
graxos, vitaminas e minerais (SINGH et al. 2011; RAJA et al. 2016), assim como para compostos
do metabolismo especial importantes para o desenvolvimento biotecnoldgico e industrial
(SINGH et al. 2017a; Ml et al. 2017; BOTANA et al. 2019; CARROLL et al. 2021; PLAAS e PAERL
2020; JACINAVICIUS et al. 2021; 2023).

A ordem Oscillatoriales é caracterizada por reunir organismos filamentosos que
ocorrem em diversos ambientes, como em praias com formacgdes rochosas por exemplo,
tendo amplo registro para todo o litoral brasileiro (RASTOGI et al. 2009; CAIRES et al. 2018a).
Potencialmente produtores de ME, tais como microcistina e anatoxina-a, os géneros
Oscillatoria, Phormidium e Moorea sdao os mais comumente citados como produtores de
cianotoxinas pertencentes a esta familia (Ml et al. 2017, BOTANA et al. 2019). Tais
cianotoxinas demonstraram inibicdo da proteina fosfatase PP1 e PP2A em estudos realizados
com os géneros Oscillatoria e Phormidium, ligando-se irreversivelmente aos receptores
nicotinicos da acetilcolina (Ml et al. 2017; BOTANA et al. 2019; CARROLL et al. 2021; NOWRUZI
et al. 2020a; 2020b; 2021). A

Tabela 4 apresenta uma visdo geral de metabdlitos especiais nitrogenados com

atividade bioldgica produzidos por géneros e espécies pertencentes a ordem Oscillatoriales.
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Tabela 4: Uma visdo geral de metabdlitos especiais nitrogenados com atividade bioldgica produzidos por
géneros e espécies pertencentes a ordem Oscillatoriales.

Género/ Classe Tipo de Bioatividade/ ..
. - .. Referéncia
Espécie quimica composto Aplicagdo
Oscillatoria
O. nigroviridis Aromatico Oscillatoxina Citotoxico/ Anticancer Nowruzi et al. (2020)
Toxicidade para
T .
O nigro ; Viridamide A fypanosoma cruz, Kini et al. (2020)
Leishmania mexicana,
Plasmodium falciparum
Acutificina e Composto para produtos
O. acutissima Lipopeptideo 20,21- coimétifos/ ap ente Nowruzi et al. (2020 e
’ popep didehidroacutifici . . g. .. Burja et al. 2001)
na antineoplastico e citotoxico
Agardhipeptina,
anabaenopeptina, _ s
.. . , . o Inibidor enzimatico, .
O. agardhii Lipopeptideo microcistina, roraor Zm.‘ I Burja et al. 2001
. . hepatotoxina
oscillatoriamida e
oscillapeptina
Biopterina Cromoforo absorvente de .
- . . (202
glicosada UV-A Nowruzi et al. (2020a)
Agentes inflamatodrios,
ativadores da proteina
quinase C; promove dilatagao
Alcaloide . do vaso linfatico e .
.- Dermatotoxinas e . Nowruzi et al. (2020a)
(fendlico Aplysiatoxinas congestionamento de e Singh et al. (2017)
bislactona) Py capilares; diarreia e g ’
deposicao de fibrina na
artéria pulmonar dilatada
seguida de sangramento.
Moléculas multifuncionais:
agentes antioxidantes,
Porphyra-334, fotopro'tetor('es' natura|§/
L micosporina-glicina suprime
Shinorina a ativacdo de genes Botana etal. (2019) e
Oscillatoria sp Micosporina Micosporina- . C' : . )
. - responsdveis pelo estresse  Nowruzi et al. (2020a)
glicina, Palitinol e . .
oxidativo e enzimas
Euhalothece-362 . .
antioxidantes, neutralizando
os radicais de oxigénio e
hidroxila
Heptapeptideo Microcistinas Inibicdo da proteina Botana etal. (2019) e
ciclico (hepatotoxina) fosfatase (PP1 e PP2A). Nowruzi et al. (2020a)
Pentalpgptl'deo Anatoxiné-a Inibicdo da proteina Singh et al. (2017)
ciclico (neurotoxina)

fosfatase (PP1 e PP2A).

Desenvolvimento de biocidas
gue servem como
antibidticos, agentes
anticancer e anti-
inflamatorios.

Nowruzi et al. (2020a),
Nowruzi et al. (2020) e
Singh et al. (2017)

Toxinas em geral
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" L . L. Tipo de e .. . A .
Género/Espécie  Classe Quimica composto Bioatividade/Aplicagdo Referéncia
Oscillatoria

Causa eritema (dermatite),
bolhas e necrose em
mamiferos; promotores de Singh et al. (2017)
tumores potentes/ agente
anticancerigeno

Lyngbyatoxina

Oscillatoria sp Alcaloide
Venturamide A Atlv!dade antlmalarlal.e Kini et al. (2020)
eB antiprotozoal (T. cruzi)
Phormidium
Relacionadosa  Swinholides A — Antiflingica e antitumoral
. swinholide | 294, 295-302 (pulm&o humano) / toxicidade Carroll etal. (2021) e
Phormidium sp L . .
(policetideos (macrolideo potente contra a linha celular Tao et al. (2018)
diméricos) citotoxico) H-460
. Liga-se irreversivelmente aos  Singh et al. (2017) e
. Neurotoxinas L ~
P. amoenum Alcaloide . receptores nicotinicos da Castafieda et al.
Anatoxina-a S
acetilcolina. (2021)
Potencialmente considerado
para usos farmacéutico e
nutricionais (aditivo no
preparo de alimentos
funcionais).
Com[:,)c?stos i Prgvine danos vasculares eN Singh et al. (2017)
Fendlicos cardiovasculares, e progressao
de doengas.
Fornece defesa eliminando os
P. foveolarum radicais livres.
Atua como um composto de
triagem UV-B.
Carotenoid
arotenoides, Protege PSII, complexos de
B-caroteno, .
. colheita leve e
Luteina, Centro de reagdo
zeaxantina, - > reagao. Singh et al. (2017)
Criotoxantina Agente antioxidante/
P ! Uso na industria de alimentos
a-caroteno, e para prevencgdo do cancer
Licopeno parap s ’
Acido graxo (sulfo)  Sulfolipideo Atividade anti HIV-1 Nowruzi et al. (2020)
Monogalactopi-
P. tenue . ranosil glicerol Atividade anti-HIV e Nowruzi et al. (2020)
Sulfolipideos . . A .
Digalactopirano anticancer e Burja et al. (2001)
- sil glicerol
. Hierridina, 2,4- . .
P. ectocarpi Derivados de dimetoxe-6- Antlpl:?\srrjo'dlal € Burja et al. (2001)
antibidtico

fendis heptadecylfenol
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Tipo de

Género/Espécie  Classe Quimica composto Bioatividade/Aplicagdo Referéncia
Moorea
, . Apratiramida Cicatrizacdo de feridas/
Peptideo linear 262 Estimula VEGE-A Carroll et al. (2021)
M. bouillonii , . Induz a diferenciagdo de
Pentapepti- Kakeromamide . .
Y células-tronco neurais em Carroll et al. (2021)
deo ciclico A 266 -
astrocitos.
M. producens - Malynge Atividade anti HIV-1 Carroll et al. (2021)

Oscillatoriales em geral

30-
methyloscillatox
Ester ina D, 31- Atividade citotoxica Burja et al. 2001
noroscillatoxina,
oscillatoxina

Aromaticos indois Scytonemin Fotoprote¢ao UVR Burja et al. 2001

Compostos 257 e 260 exibiram
calicreina 7 moderada a baixa,
quimase, caspase e inibicdo da

Brintonamidas quimiotripsina /Atuam no Carroll et al. (2021)

Peptideos

A 257-261 ~
processo de descamacao
epitelial (supressores
tumorais) - biomarcadores
Lipopolissa Endotoxinas Agente inflamatdrio, irritantes
P p lipopolissacaridi g . L Singh et al. (2017)
carideos gastrointestinais.

ca

Os compostos do ME que apresentam fungao fotoprotetora também chamam atencao
dos estudiosos devido as suas capacidades de dissipar o UVR com dois dos grupos de
moléculas fotoprotetoras mais importantes produzidas por cianobactérias como estratégias
absorventes/de triagem para a protecdo UVR, os MAAs e as citoneminas (presente apenas em
cianobactérias), apresentando ainda outras multifuncionalidades (LAWRENCE et al. 2018a;
2018b; VEGA et al. 2020; GERALDES e PINTO 2021). Os MAAs sao produzidos, em especial, por
organismos de ambientes com altos niveis de UVR e a composi¢ao varia de acordo com o
grupo taxondmico que a produz apresentando coexisténcia frequente entre os varios de MAAs
que apresentam diferentes Amax, permitindo uma fotoprotecdo mais eficiente (CHRAPUSTA et
al. 2017; GERALDES e PINTO 2021).

Os MAAs ndo sdo produzidos por plantas superiores (protecdao UV fornecida pelos
flavonoides) tdo pouco por vertebrados superiores (funcdo protetora executada pela

melanina) existindo a constatacdo de que os animais podem adquirir os MAAs através da



34

cadeia alimentar ou por processos de endossimbiose com consequente acumulacdo
(NEWMAN et al. 2000; GERALDES e PINTO 2021). Dentre as espécies de Oscillatoriales,
Oscillatoria sp é produtora dos mais diferentes metabdlitos especiais, a exemplo dos MAAs
micosporina-glicina, palitinol, shinorina e euhalothece-362, possuindo agao UV fotoprotetoras
e atividade antioxidantes (BOTANA et al. 2019; NOWRUZI 2020a). A micosporina-glicina por
exemplo (

Tabela 4), apresenta efeitos positivos na regeneracdo celular observados em
fibroblastos da pele humana, mostrando ser potenciais agentes cosméticos como supressor
da ativacdo de genes responsaveis pelo estresse oxidativo e enzimas antioxidantes (NOWRUZI
et al. 2020a).

A busca por novos farmacos é um trabalho incessante e os produtos naturais tém sido
cada vez mais estudados como promessas para a contribuicdo no tratamento/cura de doencas

dos mais variados tipos, a exemplo das doencas neurodegenerativas que ndo possuem cura.

2.3.1 A espécie Capilliphycus salinus

Linhagens de cianobactérias filamentosas de aguas marinhas tropicais sdo pouco
estudadas, embora despertem grandes interesses por serem ricos e diversos arsenais de
compostos do metabolismo secundario com amplo potencial para as mais diversas
aplicabilidades. Neste contexto, e considerando a inexisténcia de estudos relacionados a
caracterizagdo quimica de C. salinus (Microcoleaceae) até o presente, o investimento em
andlises para a descoberta de novos compostos quimicos em C. salinus e a sua potencial
aplicacdo biotecnoldgica, faz da espécie um importancia objeto de estudo.

De modo geral, a familia Microcoleaceae (Oscillatoriales) é caracterizada por reunir
organismos filamentosos que ocorrem em diversos ambientes, como em praias com
formacgGes rochosas, tendo amplo registro para todo o litoral brasileiro (CAIRES et al., 2018a).
O género marinho Capilliphycus (CAIRES et al., 2018a) foi recentemente descrito, sendo
desmembrado do complexo Lyngbya, e abarcando duas novas espécies, C. tropicalis e C.
salinus (Caires et al. 2018a). C. salinus, endémica da Bahia, possui o talo fasciculado (Figura 5,
A) contendo filamentos que medem entre 14 e 16,4 um de diametro, envoltos por bainha
polissacaridica hialina, delgada ou ligeiramente espessa e firme; com células discoides, com

1,7 a 2,5 um de comprimento e 5,8 a 7 vezes mais largas do que longas (CAIRES et al., 2018a).
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Figura 5: Capilliphycus salinus: (A) Talo fasciculado. (B-D) Fotomicrografias com aspecto geral dos filamentos.
Fonte: CAIRES, Taiara Aguiar.

A espécie apresenta ainda, conteudo celular de coloragao verde-escuro e granulado,
especialmente com granulos de cianoficina, uma reserva de nitrogénio para a espécie (CAIRES

etal., 2018a).

2.4 ATIVIDADE DE INIBICAO PARA ACETILCOLINESTERASE COMO TRATAMENTO DE DOENCAS
NEURODEGENARIVAS (DOENCA DE ALZHEIMER): O PROTAGONISMO DAS
CIANOBACTERIAS

As doencas neurodegenerativas (DNs) sdo condi¢des altamente debilitantes que envolvem
supostamente mecanismos inter-relacionados e desencadeiam a progressiva degeneragao e
morte dos neurdnios (GORMAN 2008; PARK 2014; CASTANEDA et al. 2021). Neste aspecto, a
Doenca de Alzheimer (DA) é uma DN que se desenvolve de forma gradual e progressiva, e é
considerada a mais comum e a principal causa de deméncia em idosos, afetando cerca de 47,5
milhdes de pessoas em todo o mundo (FRANCIS et al. 1999; CASTANEDA et al. 2021). O
comprometimento da capacidade cognitiva e da memdria das pessoas acometidas pela DA
interfere direta e negativamente em suas atividades didrias, incapacidade fisica e causando

dependéncia, acompanhando ainda distlrbios comportamentais, como agressao, depressao
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e perambulacdo, levando a morte do paciente em alguns anos (FRANCIS et al. 1999;
CASTANEDA et al. 2021).

Os fatores que causam a DA ainda sdo desconhecidos, entretanto sabe-se que o
desenvolvimento da doenca envolve complexos mecanismos que incluem fatores genéticos,
ambientais e o estilo de vida do paciente, levando a destruicdo gradual e progressiva dos
neurénios do Sistema Nervoso Central (SNC) (CASTANEDA et al. 2021). Algumas hipdteses
tentam explicar o desenvolvimento da DA: Hipdétese da Cascata Amiloide, Hipdtese
Glutaminérgica, Hip6tese da Tau, Hipotese da Inflamacdo e do Estresse Oxidativo e a Hipdtese
Colinérgica (HC) (CASTANEDA et al. 2021). A HC é bastante aceita pela comunidade médica e
a inibicdo da AChE para o controle dos sintomas da DA tem sido a primeira e mais relevante
estratégia de tratamento atual (CASTANEDA et al. 2021).

A HC se baseia na deficiéncia do sistema colinérgico sinalizado pela acetilcolina (ACh)
com a degeneracdo dos neurdnios colinérgicos levando a deficiéncia dos niveis de acetilcolina
e a perda da sinalizacdo e afetando, consequentemente, os processos cognitivos que
envolvem memoria, atencdo, aprendizado e regulacdo da funcdo do ciclo do sono
(CASTANEDA et al. 2021). As estratégias de terapia da DA incluem o aumento dos niveis de
acetilcolina através da inibicdo da acetilcolinesterase (IAChE), o uso de analogos de
acetilcolina e moduladores alostéricos dos receptores de acetilcolina (McGLEENON et al.
1999; CASTANEDA et al. 2021).

A acetilcolinesterase (AChE) pertence a classe das colinesterases, enzimas
responsaveis por hidrolisar o neurotransmissor acetilcolina (ACh) nas sinapses colinérgicas,
transformando-a em acido acético e colina, e permitindo que os neur6nios retornem ao
estado de repouso apds serem ativados, acdes importantes para a manutenc¢do de inUmeras
funcdes fisiolégicas humanas (FALCO et al. 2016; ARAUJO et al. 2016). Por sua vez, a ACh tem
sua biossintese no neurbénio pré-sinaptico como resultado da reagdo entre a colina e
acetilcoenzima A (Acetil-CoA) e, apds sua liberagdo na regido sindptica ela é captada por seus
receptores (muscarinicos e nicotinicos), finalizando sua acdo com a hidrdlise pela acdo da
AChE e produzindo o composto colina, que volta para o neurbnio pré-sinaptico reiniciando o
ciclo (McGLEENON et al. 1999; ARAUJO et al. 2016; CASTANEDA et al. 2021). Quando
bloqueada, a AChE perde a capacidade de hidrolisar a ACh permitindo que o neurotransmissor
permaneca ativo por mais tempo na fenda sindptica, melhorando a transmissdo colinérgica

(ARAUJO et al. 2016).
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Inibidores da AChE com acdo no SNC, como os farmacos colinérgicos donepezila,
galantamina e rivastigmina, considerados de primeira linha, sdo amplamente usados para o
tratamento de deméncias associadas as doengas de Alzheimer e Parkinson, em pacientes com
sintomas dos tipos leves a moderadas, sendo donepezila indicado para o tratamento de
sintomas severos (FALCO et al. 2016; CASTANEDA et al. 2021). A ac3o inibitdria exibidas por
metabdlitos de cianobactérias sobre certas enzimas esta entre as mais interessantes
atividades apresentadas por este grupo de seres. Neste sentido, as cianobactérias de agua
doce assumem protagonismo como fontes de inibidores de proteases e despertam o interesse
pela busca por compostos do ME oriundos de cianobactérias marinhas e que modulem esta
classe especifica de enzima, uma vez que, o ambiente marinho possui uma capacidade infinita
de producdo de ME e seu potencial ainda é pouco explorado (CARVALHO et al. 2013; Ayala et
al. 2019; CARROL et al. 2020).

Alguns estudos mostram a acdo de inibicdo da AChE por compostos do ME de
cianobactérias filamentosas. Os compostos isolados de Anabaena flos-aquae e A.
lemmermannii apresentaram potente inibicdo da AChE por uma anatoxina, anatoxina-A(S),
com acdo semelhante ao potente organofosforado, o agente nervoso Sarin, e com letalidade
dez vezes maior que o anatoxina-A; mostrando ainda a inibicdo da acetil e da
butirilcolinesterase realizada pelo metabdlito nostocarbolina, extraido de uma cianobactéria
do género Nostoc. (RASTOGI e SINHA 2009). Os ensaios in vitro e in vivo também mostraram
significativo potencial inibitdrio frente a AChE, de forma transitéria ou reversivel, a partir da
anadlise de extratos dos géneros Phormidium, Lyngbya e Leptolyngbya (CARVALHO et al. 2013;
AYALA et al. 2019).

A diversidade de metabdlitos especiais produzidos por cianobactérias é de amplo
espectro de possibilidades para a producdao de novos farmacos a serem explorados e com
potencial biotecnolégico para o desenvolvimento de novos medicamentos, com novas
possibilidades de tratamento e controle de doencgas neurodegenerativas, com especial

destaque para as deméncias, tais como a DA.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 REAGENTES E EQUIPAMENTOS

O georreferenciamento da regido de coleta usou GPS de campo (Garmin eTrex Legend® HCx)
e os dados ambientais de salinidade e temperatura foram registrados com refratébmetro
(Biobrix modelo 211, Sdo Paulo, Brasil) e term6metro (HTC-2 — Underbody), respectivamente.
Para a remocdo da cianobactéria das rochas foram utilizou-se espatulas de metal e
posteriormente armazenadas em sacos plasticos e dispostas em caixas térmicas. Para a
identificacdo morfoldgica da cianobactéria foi realizada no Lab. de Bioprospeccdo e
Biotecnologia (LaBBiotec) do Instituto de Biologia da Universidade Federal da Bahia e usou
microscépio éptico (Olympus®) acoplado a uma camera digital (Canon EQS).

Outras etapas do desenvolvimento metodoldgico foram realizadas no Laboratério
(Lab) de Fitoquimica e no Lab. de Toxicologia, vinculados ao Departamento de Saude da
Universidade Estadual de Feira de Santana, UEFS, e coordenados pelos Professores Dr.
Alexsandro Branco e Dra. Mariana Botura, respectivamente; e na Universidade Estadual Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, UENF, com equipe do Professor Dr. Ivo José Curcino Vieira.

Para a triagem do material foi utilizada bandeja plastica e pinca cirurgica, e o excesso
de agua foi retirado com papéis toalhas. A liofilizacdo do material usou Liofilizador Liotop -
L101 e a pesagem das amostras em balanga de precisdao (ELET. FA2104N). A extragao usou
etanol 96% (MODERNA) e o material foi disposto em Erlenmeyer (6L). O extrato foi filtrado
usando filtro de papel disposto em funil de Bucknner acoplado a kitassato e interligados a uma
bomba de vacuo Prismatec. O extrato bruto foi armazenado em béquer e mantido em capela
(Evolution/Permution) e posteriormente em estufa (TECNAL TE-394/1) para secagem.

A particao liquido-liquido usou os solventes hexano e acetato de etila, ambos da
MODERNA, e dgua (H,0) destilada em funil separador (1000 mL - Lab) apoiado em aro metalico
e acoplado ao suporte universal. O fracionamento em coluna de silica gel (CC-flash) utilizou
coluna cromatografica de fase normal com 3,0 cm de diametro por 75 cm de altura preenchida
com fase estacionaria em silica gel 60 (<0,063 nm) disposta sobre um tampao de algodao (1,5
cm de diametro) fechando a abertura inferior da coluna de vidro. A eluicdo ocorreu com os
solventes etanol e metanol (MODERNA) e agua ultrapura do sistema Milli-Q (Millipore
Corporation, Burlington, Estados Unidos). O monitoramento das fragcdes usou cromatografia

em camada delgada (TLC) silica gel 60 F254 (Merck®).
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Os reveladores e reagente utilizados nas analises em CCDs foram: irradiagdao UV (em
254 nm e 365 nm) em camara escura de UV da CIENLAB e solugdo de acido sulfurico e etanol
(H2S04 e EtOH, 2:8 v/v) seguida de aguecimento em placa aquecedora a 100° C; camara
saturada com iodo ressublimado; e reagente ninhidrina (0,2g de ninhidrina solubilizada em
100 mL de EtOH, concentracdo de 1 mM em solucdo estoque) seguida de aquecimento em
placa aquecedora a 100 °C. A pulverizacdo do reagente sobre a placa de CCD foi com
pulverizador de vidro (200 mL, Sigma-Aldrich).

As andlises por Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia em modo reverso (CLAE)
contou com um modelo Agilent (Infinity Il 1260) acoplado ao Detector de Arranjo de Diodo
(DAD) e uma bomba quaternaria de solventes (LPG 3400SD), com as fases estacionarias uma
coluna C18 (4.6x50 mm, 5 um, Agilent Infinity 300SB-C18) e uma coluna Quiral, composta por
vancomicina (4.6x150 mm, 2.7 um InfinityLab Poroshell 120 Chiral-V), em modo organico
polar e polar-ibnico. Experimentos de espectrometria de massa usou um espectrometro de
massa (ESI ME/ME) linear de armadilha de ions Thermo Scientific LTQ e os dados de foram
processados usando o software Data Analysis 4.4 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha).

Os eluentes foram os solventes metanol (MeOH) e acetonitrila (ACN) em grau HPLC da
LiChrosolv (Darmstadt, Alemanha), H20 ultrapura produzidas por sistema Milli-Q, acido acético
(CH3COOH) e hidroxido de amonia (NH4OH). As fases modveis foram filtradas em filtro do
sistema Millipore (Agilent Technologies, 13 mm X 0,2 um) apropriados para inje¢Ges em
sistemas HPLC, com amostras ressuspendidas em metanol grau HPLC e filtradas em filtro de
seringa do sistema Millipore. A desgaseificacdo dos solventes e solubilizagdo das amostras

ocorreram em Banho de Ultrassom da SolidSteel com capacidade de 3,8L.

3.2 COLETA E IDENTIFICAGAO DA ESPECIE

Os métodos de extracdo e andlises usaram biomassa da cianobactéria C. salinus obtidas em
ambiente marinho. Os espécimes de C. salinus formam extensos tapetes de cor marrom em
populagao epilitica nas piscinas de marés, armazenadas em sacos plasticos imersas em agua
do mar (Figura 6) e mantidas em resfriamento com gelo para manutencdo da temperatura e
preservacao das caracteristicas bioldgicas (CAIRES et al. 2018a), e armazenadas em freezer até

o momento da extracdo dos compostos.
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Figura 6: Capilliphycus salinus: (A-C) populagdo epilitica na piscina de marés; (D) Biomassa coletada e
armazenadas em sacos plastico\s - Nov. ALCB 114379. Fonte: Caires, Taiara Aguiar.
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Figura 7: Localizacdo da praia de Pedra do Sal, municipio de Salvador, litoral norte do estado da Bahia — BR,
regido de coleta da cianobactéria Capilliphycus salinus.
Fonte: Caires, Taiara Aguiar.
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A coleta da cianobactéria ocorreu no periodo de maré baixa de sizigia na regido
mesolitoranea da praia de Pedra do Sal, municipio de Salvador, estado da Bahia, Brasil,
localizada sob as coordenadas -12957'06"S e -38°20'42"W (Figura 7). Os parametros
ambientais de temperatura e salinidade foram registrados em 38,72 C e 34,2 respectivamente.
A identificacdo morfoldgica da espécie foi realizada pela Professora Dra. Taiara Aguiar Caires
usando como suporte microscépio éptico e camera digital e seguiu a classificacdo taxonémica
sugerida por Caires et al. (2018a). Uma porcao das amostras coletadas foi depositada no
Herbario Alexandre Leal Costa (ALCB) da Universidade Federal da Bahia, sob o registro
ALCB132755, e cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob o registro A259DC3.

O material coletado passou por triagem para remoc¢do de particulas de solo e
sedimentos, tais como restos de carapacas de gastréopodes, bivalves e outros pequenos
invertebrados, bem como de macroalgas associados aos filamentos. O excesso de agua foi
retirado com uso de papel toalha e o material foi disposto em sacos plasticos e armazenados
em freezer comum a uma temperatura aproximada de -4° C (CARRETO et al. 2001; 2005;
CARRETO E CARIGMAN 2011) até o preparo do extrato hidroalcodlico. O material foi liofilizado
obtendo-se 1153,0 g de biomassa seca que foi submetida a extracdo hidroalcodlica dos

compostos quimicos.

3.3 OBTENGAO E FRACIONAMENTO DO EXTRATO AQUOSO

A biomassa foi liofilizada por 60 horas, pesada (1153,0 g), submetida a maceracgdo e
posteriormente a extragao a frio. A extracao foi feita utilizando solvente organico etanol 96%
(EtOH), em volume aproximado de 2500 mL suficiente para cobrir toda a biomassa. O frasco
foi mantido fechado e armazenado ao abrigo da luz por seis dias, passando por agitacdes
didrias. Ao final do periodo de extracdo o material foi filtrado uma Unica vez e o volume,
apresentando rendimento de 8,2 %, foi disposto em capela para concentragdo e
posteriormente armazenados em freezer até a execugdo da particao liquido-liquido.

O extrato bruto foi submetido a particao liquido-liquido (Figura 8) com os solventes
organicos em polaridade crescente (hexano e acetato de etila) e H.O destilada, liquidos
imisciveis. O extrato bruto foi disposto em funil de separacao e submetido a trés extragdes
sequenciais para cada um dos solventes, usando de 100 mL de solvente organico em cada

momento de extracdo (Figura 8 A e B).
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Figura 8: Particdo liquido-liquido: (A-B) particionamento em hexano e em acetato de etila, respectivamente;
(C) extrato aquoso (CSEa), extrato de acetato de etila (CSAc) e extrato de hexano (CSHx) obtidos.

ApOds a extragdo em acetato de etila utilizou-se 50 mL de H,O destilada no segundo
momento com mais 100 mL do solvente num terceiro momento. Os extratos foram mantidos
em capela para concentragao e o extrato aquoso foi disposto em estufa com temperatura de
452 C para redug¢ao maxima do volume do solvente. Os extratos aquoso (CSEa), de acetato de
etila (CSAc) e hexanico (CSHx) (Figura 8, C), obtidos no particionamento, foram monitorados
por cromatografia de camada delgada (CCD), e os perfis quimicos foram observados. Os
extratos foram armazenados em freezer até o momento do fracionamento por coluna
cromatografica de CC-flash.

O CSEa, com rendimento de 8,27%, foi submetido a centrifugagao para separagdo de
debris celular e posterior fracionamento por CC-flash. O fracionamento do CSEa contou com
uma coluna cromatografica de fase normal preenchida com silica gel empacotada com sistema
de eluicdo isocratica e disposta em um tampao de algoddo com aproximadamente 1 cm de
didmetro. A amostra foi introduzida na coluna em forma liquida, escorrendo cuidadosamente

na parede da coluna (Figura 9 A e B).
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Figura 9: Coluna cromatografica em silica flash: (A-B) detalhes para o inicio da separagdo; (C-D) fragdes
obtidas e dispostas para concentragao.

No desenvolvimento da CC-flash, o fluxo continuo foi promovido com uma bomba de
vacuo mantendo a pressao positiva na abertura superior da coluna e forgando a passagem da
fase movel através da fase estacionaria. Dez fragdes (Figura 9, C e D) foram obtidas e
monitoradas por CCD usando elui¢des em diferentes polaridades, usando os solventes MeOH,
EtOH e H,0 destilada, e reveladas por irradiacdo UV, solu¢do de acido sulfurico e aquecimento
em placa aquecedora a 100° C, e camara saturada com iodo ressublimado. As fragdes foram
dispostas em capela para concentragao total dos compostos quimicos e armazenadas em
freezer para conservacgao e posterior aplicacdo dos diferentes ensaios.

As fragdes foram submetidas as analises por CCDs para deteccdo de compostos
nitrogenados usando como revelador o reagente ninhidrina. As CCDs foram preparadas nas
dimensdes de 6,5 cm X 6,0 cm depositado o CSEa e as dez fragdes. A fase mdével foi composta
por butanol (BuOH), CH3COOH e H20 ultrapura (6:2:2 v,v,v). A revelacdo da CCD foi com o
reagente ninhidrina preparado em concentracdo de 1 mM solubilizado em EtOH (PA) para a
solugdo estoque e ressolubilizada na concentragao de 0,1% em EtOH (PA). O reagente foi
vaporizado sobre a CCD e revelada com aquecimento em placa aquecedora a

aproximadamente 1002 C. As etapas do desenvolvimento metodoldgico que envolveram
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extracdo e andlise quimica dos compostos do ME de C. salinus estao apresentadas de forma

resumida na Figura 10.
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Figura 10: Resumo das etapas do desenvolvimento metodoldgico.
As fracbes foram mantidas em freezer para conservacdo e em seguida foram

submetidas as analise para inibicdo da AChE.

3.4 ENSAIO DE INIBIGAO DA ACETILCOLINESTERASE

O efeito do extrato aquoso e das dez fragGes de CSEa frente a atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE) foi avaliado de acordo com o método de Ellman (1961) modificado
por Tan et al. (2013). O método de Ellman baseia-se na conversdo da acetiltiocolina em
tiocolina, que é catalisada pelas colinesterases. O produto da reagdo (tiocolina) interage com
o DTNB, 4cido 5,5ditiobis (2nitrobenzoico), formando um anion amarelo cuja absorbancia é
medida em espectrofotometro em 405 nm.

A enzima AChE tipo VI-S, obtida de Electrophorus electricus, iodeto de acetiltiocolina
(ACTI), 5,5'-ditiobis-(acido 2-nitrobenzdico) (DTNB ou reagente de Ellman), eserina [(-)-
fisostigmina)] e o tampao fosfato 0,1M (pH 7,5) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St Louis,
MO, USA). Nos pogos de microplacas (96 pogos) foram adicionados 140 pL de solu¢ao tampao
fosfato contendo albumina sérica bovina (0,1%), 20 uL das amostras teste (concentracgao final
de 1 mg/mL) e 20 puL da enzima (0,15 U/mL). Apds preparacdo, a placa foi incubada a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Apds esse periodo, foram adicionados 10 plL de

DTNB (10 mM) e 10 uL de solucdo de iodeto de acetiltiocolina (0,125 mM).



45

O controle positivo utilizado foi eserina (50 uM) e as amostras foram solubilizadas em
um tampdo aquoso. Todas as amostras foram testadas em triplicatas. A absorbancia foi
medida a 405 nm em leitor de microplaca Skatn nos tempos de 0 minutos, 10 minutos e 30
minutos logo apds a adicdo do ACTI. A porcentagem de inibicdo das colinesterases foi
calculada através da comparacdo das leituras de reacdo das amostras em relacdo ao controle
negativo.

O calculo da porcentagem da atividade enzimatica foi feito conforme a férmula

descrita abaixo:

9% 1=[1-(AdaAmostra/A Controle)] x 100

Onde:
% | é a porcentagem de inibicdo de atividade enzimatica,
A da Amostra corresponde a diferenca da absorbancia da amostra no tempo 0
e no tempo 30 minutos

€,

A Controle é a diferenca da absorbancia do controle utilizado no tempo 0 e no

tempo 30 minutos.
Os dados de inibicao colinesterasica (% 1) foram submetidos ao Teste de Tukey e os
resultados plotados em grafico, considerando valor de P <0,05. Os dados forneceram subsidios
para o direcionamento das analises cromatograficas as fragGes pertinentes, o que possibilita

a otimiza¢dao do tempo e economia de recursos.

3.5 ANALISE QUIMICA POR CLAE-DAD E ESI-MS/MS
3.5.1 CLAE-DAD utilizando fase reversa C18

Nas analises por CLAE-DAD foi utilizada a fragdo 04 como amostra padrao para separagao dos
compostos e contou com fase estacionaria C18, em modo reverso, as fases méveis foram
filtradas em filtros apropriados para sistema HPLC (ver secdo 3.1). As fracbes foram
ressuspensas em MeOH (10 mg.mL?), homogeneizadas em banho de ultrassom por 10 min e
filtradas com filtro de seringa (ver se¢do 3.1). O modo de eluicdo utilizou as fases mdveis
formadas por MeOH modificado (0,1% de CH3COOH) em A e ACN em B. A corrida foi iniciada
com 95% de A descendo para 90% A em 10 min e atingindo 80% A em 15 min (baseado em

CARRETO et al. 2001; 2005; CARRETO e CARIGMAN 2011 com adaptacdes) (Tabela 5).



46

Tabela 5: Condigdes de eluicdo usando as fases moéveis MeOH modificado (0,1% de
CH5COOH) em A e ACN em B aplicado a fracdo 04.
Fases Moveis

Tempo (min) Vol. Injecdo (pL)

A (%) B (%)
0 95 5 20
10 90 10 20
15 80 20 20

O volume de injecdo foi de 20 pL e o tempo de andlise foi estabelecido em 15 min. O
tempo de retencdo, a absorbancia do UV-Vis e a intensidade dos picos apresentados nos
cromatogramas foram observados. Outras condicGes de eleicdo com diferentes solventes,

podem ser verificados no APENDICE 2.

3.5.2 CLAE-DAD usando fase estacionaria quiral

As analises também foram realizadas utilizando a fracdo 04 como padrao de separacdao dos
compostos. As analises por CLAE-DAD com fase estacionaria quiral, composta por vancomicina
(FEQ-v), ocorreram em modo polar iénico e as fases médveis foram filtradas em filtros
apropriados para sistema CLAE (ver se¢do 3.1) e desgaseificadas em ultrassom por 15 min. As
fracdes foram ressuspensas em MeOH (10 mg.mL™?), homogeneizadas em banho de ultrassom
por 10 min e filtradas com filtro de seringa do sistema Millipore (ver se¢do 3.1).

A eluigdo usou como fase mével a composicao de MeOH + CH3COOH (0,2%) + NH4OH
(0,05%) em A, variando a temperatura em 212 C, 232 C, 242 C, 272 C, 302 C e 332 C, e o fluxo,
em 0,1, 0,3, 0,5, 0,7, 0,9 mL.min"' de modo que as temperaturas pré-estabelecidas foram

aplicadas aos diferentes fluxos, totalizando 25 inje¢des (Tabela 6).

Tabela 6: Eluicdo em modo polar i6nico (isocratico) usando como fase mével MeOH modificado
(99,75%, 0,2% CH3;COOH e 0,05% NH40H) aplicado as fragGes 04 e 09.

Total de . P - Vol. Injegao
Corridas Tempo (min) Eluicdo isocratica ")
25 15* MeOH modificado em A 20

* corridas com fluxo de 0,1 mL.min™ ocorreram em 50 min.

O volume de injecdao e o tempo de corrida foram mantidos em 20 pL e 15 min para
todas as corridas, com excec¢do para as corridas com fluxo de 0,1 mL.min? que foram
executadas no tempo total de 50 min. Os mesmos parametros usados na execu¢ao do método
e composicao da fase mével foram repetidos para a fracdo 09. Outras condicdes de eleicdo

em FEQ-v com diferentes solventes podem ser verificadas no APENDICE 3.
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3.5.3 Analises por espectrometria de massas (ESI-EM/EM)

Experimentos de espectrometria de massa com ionizagdo por eletrospray (ESI- EM/EM) foram
realizados em parceria com a Universidade Estadual Norte Fluminense, Rio de Janeiro, Brasil.
As fragcdes 04 e 09 da cianobactéria foram analisadas por infusdo direta em ESI- EM/EM a uma
vazdo de 5 pl/min, usando pressdo de gas de 100 psi. A voltagem do spray foi ajustada para 4
kV e a temperatura capilar para 219° C. Os espectros de varredura completa das fracées foram
obtidos nos modos positivo e negativo usando uma faixa de massa de 100—-800 m/z. Uma
energia de 20 a 30% foi aplicada para realizar a fragmentacdo por espectrometria de massa

em varios estagios (MS") dos picos selecionados.
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4 RESULTADOS

O extrato hidroalcodlico passou por particao liquido-liquido e resultou em trés novos
extratos. Os dois extratos iniciais (CSHx e CSAc) ndo foram utilizados nas andlises devido aos
baixos rendimentos apresentados, sendo utilizado para tanto o extrato aquoso (CSEa). O CSEa
foi centrifugado e fracionado por CC-flash resultando em dez fragcdes que foram analisadas
por CCD, pulverizadas com solucdo saturada em ninhidrina (reagente especifico para
revelacdo de aminas, aminodacidos etc.) e reveladas com aquecimento em temperatura

aproximada de 85° C (Figura 11).
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Figura 11: Cromatografia em camada delgada do extrato aquoso (CSEa) e das fragdes (01-10). Rfs (fatores de
retencdo) foram registrados em 0,34, 0,46, e 0,54 corados em tons de rosa e purpura. Entre colchetes sdo
mostrados os Rfs das fragdes 04 e 09.

A reacgdo entre os analitos e a ninhidrina revelou as bandas cromatograficas em rosa
escuro e vermelho purpura (composto conhecido como Purpura de Rilehmann), indicativo da
presenca de compostos nitrogenados. As fracdes foram submetidas a ensaio ‘in vitro’ para

avaliacdo do potencial de inibicao da AChE.

4.1 ATIVIDADE DE INIBICAO DA ACETILCOLINESTERASE

Os resultados da atividade de inibicao frente a AChE foram positivos em todas as fra¢des. O
grafico da Figura 12 mostra a diferenca do percentual de inibicdo da AChE entre as dez fragdes
com destaque para a fragao 09 com aproximadamente 80% inibi¢cao seguido da fragdao 10, com

aproximadamente 61% de atividade inibitdria.
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Figura 12: Gréfico apresentando o percentual de inibigdo do extrato aquoso de Capilliphycus salinus e das
suas dez fragdes destacando a maior inibigao apresentada pelas fragdes 09 e 10.

A fracdo 09 ndo apresentou diferenca significativa em relagdo ao controle positivo. Os
resultados apresentados pelos ensaios de inibicdo para AChE e na revelacdo da CCD com

ninhidrina direcionaram a selecdo das fracdes 09 para a continuidade dos estudos

submetendo-as as analises por CLAE-DAD.

4.2 ANALISES CROMATOGRAFICAS E DOS DADOS ESPECTRAIS

4.2.1 Analise por CLAE-DAD com fase reversa C18

O melhor resultado de separagao dos compostos polares, por CLAE-DAD em C18, das fragdes
obtidas pelo fracionamento em coluna flash foi o da fragdo 04, usando as fases méveis MeOH
modificado (0,1% de CH3;COOH) em A e ACN em B. As condigdes cromatograficas de eluigdo,
taxa de fluxo, volume de injecdo e temperatura (Tabela 5) gerou cromatograma com maior
numero de picos e boa intensidade de absor¢do em diferentes tempos de reten¢des, embora

nao apresentando separacao da linha de base (Figura 13).
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Figura 13: Cromatograma da fragdo 04 obtido por CLAE-DAD, em fase reversa, usando como fases moveis
MeOH modificado (0,1% de CHsCOOH) em A e ACN em B. A concentrac¢do das amostras foi de 10 mg.mL?, a
taxa de fluxo em 1 mL.min™%, o volume de injec3o de 20 plL e a temperatura em 272 C. A melhor absorbancia foi
registrada no Amax 280 nm.

Outras condi¢des cromatograficas em C18 s3o apresentadas APENDICE 2. Os espectros
do UV-vis foram inconclusivos e os resultados mostraram a necessidade de analises por CLAE-
DAD com aplicagdo de técnicas que fornecam uma melhorar separacdo dos compostos
nitrogenados das fracdes do CSEa. A fase estacionaria quiral foi utilizada como alternativa para

a separagao dos compostos nitrogenados.

4.2.2 Analises por CLAE-DAD com Fase Estacionaria Quiral

A separagao dos compostos das fracao 04 e 09, com uso da FEQ-v, ocorreu em modo polar
ibnico, em eluicdo isocratica. As condi¢cdes cromatograficas de eluicdo, taxa de fluxo, volume
de injecdo e temperatura (Tabela 6) aplicadas a fragdo 04 gerou cromatograma com picos em
diferentes tempos de retengdes, boa intensidade de absor¢do e separagao da linha de base
(Figura 14).

A melhor absorbancia foi registrada no UV-Vis de 280 nm. As reten¢des com maior
intensidade de absor¢dao e maior definicdo dos picos foram observadas nos tempos de 22,12
min, 24,66 min, 26,26 min e 30,16 min, com os compostos A, B, C e D majoritarios,
respectivamente (Figura 14). Os espectros de UV-Vis dos respectivos compostos podem ser

observados na Figura 15.
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Figura 14: Cromatograma da fragdo 04 extraidos das analises em coluna quiral apresentando os picos A, B, Ce
D (majoritarios) e os picos a e b (minoritarios). A elui¢do ocorreu em modo polar-iénico e usou a fase moével
metanol modificado com 0,2% de acido acético e 0,05% de hidréxido de amonia em A, com temperatura de

332 C e taxa de fluxo de 0,1 mL.min™t. A melhor absorbancia foi no Amax 280 nm.
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Figura 15: Espectros com Amax em 214/265 nm em A, 220/260 nm em B, 215/227/282 nm em C e 212/260 nm
em D.

Os compostos minoritarios, picos a e b, foram retidos nos tempos 17.28 min e 18.39
min, respectivamente (Figura 14), apesar de ainda apresentar forte coeluicdo e sem definicao
da linha de base, apresentaram espectros de UV-Vis com bandas bem definidas e boa

intensidade absorcdo do UV-vis (Figura 16).
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Figura 16: Espectros de UV-Vis dos picos a e b extraidos do cromatograma da fragao 04, apresentando
Amax €m 334 nm e 333 nm, respectivamente.

O cromatograma da fracdo 09 apresentou separacdao dos compostos com baixa
intensidade (mAU). As reten¢des ocorreram nos tempos de 24,03 min, 27,48 min, 31,00 min

e 34,51 min, com os picos ¢, d, e e f respectivamente (Figura 17).
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Figura 17: Cromatograma da fragdo 09 apresentando quatro regides de retengao com picos ¢, d, e e f bem
definidos, retidos em 24,03 min, 27,48 min, 31,00 min e 34,51 min, respectivamente.

A melhor defini¢ao de picos foi registrada em UV-Vis de 360 nm. Os espectros de UV-
Vis dos respectivos compostos apresentaram bandas bem definidas e boa absorbancia, e

podem ser observados nos espectros de UV-vis dos picos ¢, d, e e f correspondentes (Figura
18).
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Figura 18: Espectros da fragdao 09 apresentando bandas de absor¢gao com Amax 346 nm em c e f, 347 nm,
363 nmemde 346 nmeme.

Os resultados comparativos entre os espectros extraidos do cromatograma da fracado
04 (Figura 14), identificados como os compostos A, B, Ce D, e os espectros do cromatograma
da fracdo 09, identificados como compostos a e b (Figura 16), foram comparados com dados
da literatura e estdo apresentados na Tabela 7 abaixo.

Tabela 7: Dados dos espectros de UV-vis obtidos por CLAE-DAD com coluna quiral das fragdes 04 e 09
apresentando os compostos caracterizados e possivel composto/classe quimica e grupo de organismos que
ocorrem segundo comparag¢ao com dados da literatura.

TR Bandas Amax (nm) Composto Gruoo de organismo Referéncia
(min) 1 2 3 sugerido up gani :
Fragao 04

Compostos majoritdrios

A 22,4 214 265 -

Cyanobacteria (com
Compostos fendlicos espectro amplo de
c 26,4 215 227 282 nao definidos ocorrenua.ent;e os seres
vivos

B 25,0 220 260
Rastogi e Sinha (2009)

D 30,8 212 260 -

Compostos minoritdrios
Bacillariophyta, Cnidaria,

Micosporina-2- Cyanobacteria, Geraldes e Pinto
glicina Echinodermata, Mollusca, (2021)
Rhodophyta
Arthropoda, Bacillariophyta,

Chlorophyta, Chordata,

. Carreto e Carignan
Cyanobacteria, &

Shinorina Dinoflagellata, Lichen, (2011), Lalegerie et
Miozoa Mollusca al. (2020), Geraldes
a 17,28 334 - - Ochrophyta, Porifera, e Pinto (2021)
Rhodophyta

Arthropoda, Bacillariophyta,
Chlorophyta, Chordata,
Cnidaria, Cyanobacteria,
Porfira-334 Dinoflagellata, Miozoa,
Mollusca, Ochrophyta,
Phaeophyta, Porifera,
Rhodophyta

Carreto e Carighan

(2011), Lalegerie et

al. (2020), Geraldes
e Pinto (2021)
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UL il B 117 Compeste Grupo de organismo Referéncia
(min) 1 2 3 sugerido P &
Fracao 04
Mlcosporm?-ghcma -Cyanobacteria, Rhodophyta Carreto e Car.lgnan
alanina (2011), Lalegerie et al.
b 18,65 333 - -
Hexose- shinorina Cyanobacteria (2020), Geraldes e
¥ Pinto (2021)
Fragao 09
Carreto e Carignan
c 24,06 346 - - MAA ndo definida Oscillatoriales (2011).
d 27,49 347 - - Inconclusivo -
Carreto e Carignan
e 31,04 362 - - Euhalothece-362 Cyanobateria (2011), Geraldes e
Pinto (2021)
f 3458 346 - - MAAndo definida Oscillatoriales Carreto e Carignan

(2011)

TR = Tempo de Retengdo; Myc = Microsporina; Gyc = Glicina

Os resultados das andlises por CLAE-DAD com uso da coluna quiral sera discutido na

secdo seguinte. As fracoes foram submetidas a analises por espectrometria de massas com

ionizacdo por eletrospray (ESI- EM/EM).

4.3 ANALISES POR ESI- EM/EM

As fracdes 04 e 09 foram analisadas por EM/EM por injecdo direta nos modos de ionizacdo

positivo e negativo. O cromatograma de ions totais da fragdo 09 exibiu um ion molecular

[M+H]* m/z 560,2 no modo de ionizagdo positivo (Figura 19).
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Figura 19: Cromatograma de ions totais da fracdo 09 obtido no modo de ionizagdo positivo exibindo o ion

molecular m/z 560,2 [M+H]".

O cromatograma de ions totais no modo de ionizacdao negativo [M-H] da fracao 09 nao

apresentou o ion correspondente.
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5 DISCUSSAO

A separacdo de espécies quimicas é uma atividade farmacoldgica antiga desenvolvida pelo
homem a fim de obter substancias que auxiliem nos processos de tratamento/cura de
enfermidades (HARBORNE 1984). Diferentes técnicas de separacdo de compostos quimicos
sdo amplamente utilizadas em todo o mundo e, neste sentido, as técnicas de cromatografia
apresentam amplo sucesso para a identificacdo e isolamento de compostos quimicos com
atividade bioldgica (HARBORNE 1984). Desta forma, as técnicas de cromatografias foram
aplicadas para o desenvolvimento deste estudo, o primeiro de caracterizacdo quimica dos
compostos nitrogenados presentes no extrato aquoso de Capilliphycus salinus (CSEa) e fez
uma avaliacdo da atividade inibitdria frente a acetilcolinesterase (AChE), existindo apenas o
trabalho propondo a descricdo desta nova espécie por Caires et al. (2018a).

A extracdo dos compostos a partir da biomassa de C. salinus coletada em ambiente
natural ocorreu a frio e usou como solvente EtOH 96%, considerado um bom solvente para
extracoes iniciais (HARBORNE 1984), em uma Unica extracao, adotando um tempo mais longo
de contato entre o solvente extrator e a biomassa. O extrato hidroalcodlico foi submetido a
particdo liguido-liquido (PLL) e o extrato aquoso (CSEa) foi selecionado para o fracionamento
em coluna cromatografica de silica flash (CC-flash).

A CC-flash é considerada por STILL et al. (1978) um método geral rapido e barato para
a separagdes preparativas de misturas que requerem resolugdes moderadas, otimizagao o
tempo de execugdo e o uso dos recursos materiais empregados na técnica. O fracionamento
em CC-flash se baseou nas indicagdes metodoldgicas de Fair e Kormos (2008), com
adaptacbes, que sugerem uma série de formulagGes preparativas desenvolvidas em
cromatografia de camada delgada (CCD) para desenvolvimento de uma CC-flash em sistema
preparativo. A técnica proporciona elui¢cdes rapidas, econdmicas e eficientes otimizando o
tempo e o uso dos recursos materiais.

O desenvolvimento das CCDs para o sistema preparativo considerou ainda as
indicacGes de Carreto e Carigman (2011) e Carreto et al. (2005), com modifica¢Ges, aplicados
a composicdes cianobacterianas polares. O sistema de solventes que forneceu melhor
separagdo entre os analitos apresentou alta polaridade (50%, 45% e 5% EtOH/ MeOH/ H20

ultrapura, respectivamente), e foi o mesmo utilizado para a execucdo da CC-flash. A amostra
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foi inserida na coluna na forma liquida por considerar as dificuldades para secagem total do
CSEa e a minimizacdo dos riscos de oxidacdo e perda de material.

Em todas as etapas do desenvolvimento dos métodos de PLL e CC-flash o extrato e as
fracbes foram monitoradas por CCD para a observacdo do comportamento quimico dos
compostos fornecendo informac¢ées quanto a polaridade e o grau de semelhanca quimica. O
CSEa chamou atencdo quanto ao perfil quimico por apresentar compostos com alta polaridade
guando revelados por irradiacdo UV e em acido sulfurico aquecido, considerados reveladores
universais. O CSEa foi ainda submetido a reacdo em iodo ressublimado revelou a presenca de
moléculas insaturadas com duplas e/ou triplas ligagdes ou ainda com anéis aromaticos.
Contudo, as revelacdes das CCDs com o reagente ninhidrina (1,2,3-Indantrione monohydrate)
foi determinante para a compreensdo da composicdo quimica das fragdes.

Hartmann et al. (2016) utilizou o reagente ninhidrina para identificacdo de um novo
MAA, ndo detectada em sistema de CLAE-DAD convencional, presente em extrato bruto de
Prasiola calophylla (Trebouxiophyceae, Chlorophyta) e usou a técnica em sistema de
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (HPTLC, do inglés high-performance thin
layer chromatography). Os resultados de Hartmann et al. (2016), com adaptacOes, serviram
de base para este estudo e as dez fragGes submetidas a reacdo na presenca da ninhidrina
apontaram para a presenga de compostos nitrogenados.

O aquecimento dos compostos em contato com a solugao saturada em ninhidrina
forcaram a reagao com moléculas de ninhidrina colorando em tons de rosa e vermelho mais
intenso (purpura) as bandas cromatograficas, forte indicativo da presenca de compostos do
ME com nitrogénio em suas constituicdes quimicas. Os resultados positivos para compostos
nitrogenados direcionou analises para o ensaio de inibicao frente a AChE.

Os resultados do ensaio ‘in vitro’ de inibicdo da AChE confirmaram a existéncia de
compostos do ME bioativos no CSEa e em todas as fragdes, com a mais baixa a¢do inibitoria
apresentada pelo CSEa, com apenas de 32% de inibigao. As fragdes 02, 04 e 05 tiveram inibigao
média de 52%, enquanto a fragao 09 apresentou melhor taxas, com aproximadamente 80%
de inibicdo, seguida da fragdo 10 que apresentou 61% de inibicdo (Figura 12). Diferentes
estudos mostraram a ac¢do de inibicdo da AChE por compostos do ME de cianobactérias
filamentosas. Em uma revisdo realizada de 2009, Rastogi e Sinha (2009) resume os varios

metabdlitos secunddrios sintetizados por cianobactérias, seu significado biotecnoldgico e
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industrial e citam alguns compostos inibidores de proteases, tais como cianopeptolinas,
micropeptina, oscilapeptina e anatoxinas, e sua seletividade para determinadas enzimas.

Rastogi e Sinha (2009) chamam atencdo para as anatoxinas por serem um grupo de
compostos altamente tdxicos para organismos aquaticos e terrestres, especialmente os
mamiferos, e por seu potencial de inibicdo enzimatica. O destaque é dado para a anatoxina-A
(S), isolada de Anabaena flos-aquae e A. lemmermannii, por ser um potente inibidor da AChE
relatada no estudo realizado por Matsunaga e seus colaboradores (1989) e a acdo do
composto semelhante com a atividade apresentada pelo agente nervoso ‘Sarin’ e com
potencial de letalidade dez vezes maior que a Antx-A. Rastogi e Sinha chamam ateng¢ao ainda
para a acao do metabdlito nostocarbolina, extraido de uma cianobactéria do género Nostoc,
por apresentar acdo de inibicdo tanto da acetil quanto da butirilcolinesterase.

Nos ensaios ‘in vitro’ e ‘in vivo’ realizados por CARVALHO e seus colaboradores (2013),
utilizando extratos metandlicos de cepas de cianobactérias coletadas em diferentes
ambientes tropicais do Brasil, que incluem duas cepas do género Phormidium (P. cf. amoenum
CCIBt 3412 e Phormidium sp. CCIBt 3265), eles confirmaram a presenca de compostos com
potencial inibicdo da AChE. No ensaio ‘in vitro’, de bioautografia para inibicdo da AChE,
Carvalho e seus colaboradores (2013) observaram os Rfs com manchas correspondentes a
compostos com agao de inibicdo para AChE; enquanto nos ensaios ‘in vivo’, os extratos
metandlicos foram aplicados a camundongos Swiss machos (com peso entre 19 e 21 g e 50
dias de vida), e as cepas de Phormidium apresentaram atividade inibitoria para AChE de forma
transitéria ou reversivel. CARVALHO e seus colaboradores (2013) relacionou os dados dos
ensaios ‘in vivo’ com respostas associadas a acao nos receptores muscarinicos (como dispnéia,
colicas abdominais e diarreia) e agdo nos receptores nicotinicos (tais como caibras musculares,
fragueza motora, paralisia, taquicardia e errecdo dos pelos), e sintomas associados ao SNC
(sistema nervoso central) do tipo tremores, ataxia e dificuldades de caminhar.

Ayala e seus pares (2019) também realizaram ensaios ‘in vivo’ aplicados aos artrépodes
Aedes aegypti e Artemia salina. Nesses ensaios foram observadas significativas inibicdes da
AChE apés utilizacdo dos extratos metandlicos dos géneros das cianobactérias filamentosas
Lyngbya, Phormidium e Leptolyngbya. As taxas de mortalidade foram apresentadas em 100%
e 97% pelas cepas de Lyngbya e Phormidium, respectivamente, quando aplicadas a A. aegypti,

enquanto as taxas de mortalidade dos extratos em A. salina foram em 56% e 63%,
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respectivamente. As taxas de mortalidade apresentadas pelo extrato de Leptolyngbya foram
mais baixas, com 40% e 6%, respectivamente.

Os resultados observados nas CCDs permite perceber o pouco sucesso da separacao
dos compostos com a aplicacdo da CC-flash, contudo, o ensaio de inibicdo foi possivel observar
uma diferenca significativa da atividade inibitdria apresentada pelo CSEa e pelas fracées 09 e
10, provavelmente possuindo uma pequena diferenca da concentracdo quimica desses
compostos em relacdo as demais. Os resultados permitiram direcionar as andlises por sistema
de cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE-DAD) voltando os esforgos para as fragdes
04 e 09 por terem apresentado atividade bioldgica intermedidria de 53% (fracdo 04) e
relevante atividade, com 80% de inibicdo da fracdo 09.

As fracGes foram submetidas a analise por CLAE-DAD, em fase estaciondria C18,
apropriada para separacdo de compostos polares (HARBORNE 1984). Contudo, os
cromatogramas ndo mostraram diferengas quimicas entre elas, com os compostos
mostrando-se altamente polares e com forte coelui¢cdo, com picos pouco definidos, alargados
e retidos no inicio da corrida, saindo entre 1 e 3 min. Os espectros de UV-Vis foram
inconclusivos. O grau de similaridade quimica entre as fracdes mostrou a necessidade de
aplicacdo de métodos que favorecam a separagao desses compostos e a fracdao 04 foi utilizada
como padrao de separagao em fungao da similaridade quimica apresentada e do maior
rendimento obtido favorecendo a otimizacdo no desenvolvimento das atividades com
economia de tempo e dos recursos materiais empregados.

As andlises em coluna C18 usando os eluentes MeOH e ACN favoreceu a melhor
separagdo. O cromatograma obtido (Figura 13) apresentou picos em diferentes tempos de
retencdo e consideravel absorc¢do, ainda assim com picos mal definidos e com baixa resolugao
da linha de base. Os espectros de absorgdao do UV-Vis mostraram baixa resolu¢cdao e foram
considerados inconclusivos. O perfil cromatografico da fracao 04 apresentado na C18 mostrou
clara necessidade da escolha de um método cromatografico mais elucidativo, que promovam
a separagao dos compostos nitrogenados de forma mais eficiente, com uso de técnicas mais
sensiveis e que também promovam a economia de materiais e a redugdo do tempo para a
obtencdo dos dados (STILL et al. 1978).

As dificuldades para separacdao de compostos altamente polares de cianobactérias sao
conhecidas e relatadas na literatura. O estudo de Carreto e Carigman (2011) fizeram uma

revisdo de métodos usados para separacao, isolamento e identificacdo desses compostos e
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relata a dificuldade de separacdo a partir de extratos de cianobactérias, com o uso de colunas
convencionais indicadas para compostos polares, como do tipo C18 e C8. No estudo, Carreto
e Carrigman (2011) relatam a separacdo de compostos polares (microsporinas e MAAs) de
cianobactérias e fungos terrestres por Volkman e Gorbushina (2006) e Dunlap e Chalker
(1986). Esses utilizaram a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em
colunas poliméricas C18 e diferentes sistemas de eluicdo, separando compostos de carater
mais basicos.

Parailloux e colaboradores (2020) também conseguiram separar MAAs de extrato de
algas e identificaram, além de MAAs relatadas na literatura, cinco novos MAAs usando o
acoplamento da cromatografia liquida de interacdo hidrofilica zwitterionica (HILIC, do inglés
Hydrophilic — Interaction Chromatography) com espectrometria de massa de eletrospray
multiestagio MS2/MS3, mostrando que a combinacdo das técnicas é apropriada para
separacdo de compostos altamente hidrofilicos. A separacdo de moléculas com alta
polaridade ndo é um trabalho simples e, em se tratando de moléculas até entdo
desconhecidas da literatura, o resultado das analises ndo permitiu estabelecer conclusGes
sobre os aspectos quimicos que envolvem as interagdes entre os analitos, as fases méveis e
as fases estacionarias de forma mais apropriada dificultando na escolha de uma fase
estaciondria adequada para aplicagdo na separagao de compostos quimicos de forma precisa
(CARDOSO et al. 2018; 2019).

As tentativas de separagdo dos compostos de C. salinus em C18 ndo foram satisfatérias
para o estudo, entretanto, os resultados das analises das reagGes entre as fragdes e o reagente
ninhidrina, associado aos resultados dos ensaios de inibicao da AChE, indicam a presencga de
compostos nitrogenados com bioatividade e foram determinantes para a aplicacdo de outra
alternativa de separacao, mudando a fase estacionadria, e tendo como alternativa de uso uma
fase estacionaria quiral com vancomicina (FEQ-v). Tais colunas sdo bastante utilizadas em
pesquisas e na industria farmacéutica por serem eficientes na separacao de diferentes tipos
de substancias, incluindo aquelas que possuem nitrogénio em sua composic¢ao.

A FEQ-v foi descrita por Desai e Armstrong, e Magalhdes e Bonato (ARMSTRONG et al.
1994; ARMSTRONG e ZHOU et al. 1994; CARDOSO et al. 2018; 2019) e possui alta capacidade
para a separacao de numerosas substancias, em especial enantioméricas, com simplicidade
de uso e precisdo dos resultados. Essas colunas sdo indicadas para a separacdo de

aminodcidos, aminas e compostos polares, dentre outros (ARMSTRONG et al. 1994;
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ARMSTRONG e ZHOU 1994; LOURENCO et al. 2010; CARDOSO et al. 2018; 2019). Cardoso e
seus pares (2018; 2019) consideram as colunas quirais flexiveis podendo ser utilizadas em
sistemas de LC e MS compativeis, e com alta sensibilidade para deteccdo dos analitos,
aumentando em até 10 vezes o tamanho dos picos e reduzindo o tempo de corrida em até 3,5
vezes, promovendo ainda a economia no uso de solventes.

Os compostos de C. sallinus foram entdo submetidos as analises por CLAE-DAD em
coluna quiral por considerar a presenca de moléculas nitrogenadas e as caracteristicas
guimicas potenciais do antibidético macrociclico vancomicina que compode a coluna em ampliar
as possibilidades de interacdes que envolvem seletor e analitos (CARDOSO et al. 2018). As
corridas com melhor resultado de separacdo ocorrem no modo polar ibnico, em eluicdo
isocratica, com a fase mével formada por MeOH modificado com 0,2% de CH3COOH e 0,05%
de NH4OH. Os cromatogramas apresentaram picos bem definidos em diferentes tempos de
retencdo, com boa intensidade e boa separacdo da linha de base (Figura 17).

Dentre os parametros utilizados nas corridas, a temperatura de 332 C e fluxo de 0,1
mL.min! mostraram os melhores resultados para separa¢do dos MEs presentes nas fragdes
04 e 09 de C. sallinus. Os cromatogramas apresentaram picos em diferentes tempos de
retencdo e boa intensidade de absorcdo. As corridas em baixo fluxo tiveram o tempo ajustado
para 50 min, uma vez que, o tempo de 15 min foi ineficiente para o desenvolvimento de uma
analise cromatografica satisfatdria, retardando o inicio da retengao dos analitos que ocorria
apenas no final da corrida.

Os picos majoritarios apresentados no cromatograma da fragdo 04 (Figura 14),
identificados como os compostos A, B, C e D, apresentaram espectros de UV-Vis com Amax
entre 212 nm e 282 nm (Figura 15, picos majoritarios) apresentando duas ou trés bandas de
absorc¢do. O composto A apresentou duas absorbancias, com Amax 214 nm e Amax 265 nm; B
apresentou o Amax 220 nm e Amax 260 nm; o composto C apresentou absorbancias nos Amax
215 nm, Amax 227 nm e Amax 282 nm; e D, com Amax 212 nm e Amax 260 nm (Tabela 7) faixas
de absorbancias caracteristicas de moléculas que possuem croméforos formados por anéis de
seis membros com ligacdes duplas, sugerindo pertencer a classe quimica dos compostos
fendlicos.

Os espectros dos picos minoritdrios, identificados como compostos a e b (Figura 16),
apresentaram uma Unica e bem formada banda de absor¢dao do UV-vis com Amax 334 nm e Amax

em 333 nm, respectivamente. A comparacao dos dados espectrais aos achados na literatura
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sugerem a presenca dos compostos pertencentes a familia da MAA que caracteristicamente
absorvem no UV-vis entre as faixas 310 nm e 368 nm. Dessa forma, o composto a apresenta
compatibilidade espectral com os MAAs micosporina-2-glicina ou porphyra-334 ou shinorina,
com Amax 334 nm, enquanto o composto b é compativel com os MAAs micosporina-glicina-
alanina ou hexose-shinorina, que apresentam Amax 333 nm (Figura 16 e Tabela 2) (CARRETO e
CARIGNAN 2011; LALEGERIE et al. 2020; GERALDES e PINTO 2021).

O cromatograma da fracdo 09 (Figura 17) apresentou quatro regides de retencdo com
picos expressivos e proeminentes (compostos ¢, d, e e f), boa intensidade de absorcdo (mAU)
e razoavel separacdo entre eles. Os espectros de absor¢ao do UV-vis apresentaram uma Unica
e bem formada banda cromatografica com absorbancias nos Amax 346 nm (em dois diferentes
tempos de retencdo), Amax 347 nm e Amdax 362 nm (Figura 18) e, em comparacdao dos
espectros de UV-vis com dados da literatura, apontam para a presenca de compostos da
familia dos MAAs (Tabela 7).

Desta forma, comparando com dados espectrais da literatura, os compostos c e f (Amax
346 nm) sdo relatados por Carreto e Carignan (2011) como ‘MAA ainda ndo identificado’ (ou
ndo definida) (Tabela 2) e ndo estdo presentes na relacio de MAAs no levantamento
bibliografico de Geraldes e Pinto (2021) com mais 70 tipos destes compostos. O composto e
(Amax 362 nm) trata-se possivelmente do MAA euhalothece-362, apresentado por Carreto e
Carignan (2011) e Geraldes e Pinto (2021) com Amax 362 nm (Tabela 2); ao passo que o
composto d (Amdax 347 nm), apesar de possuir caracteristicas espectrais compativeis com
compostos da MAA, nao foram encontrados relatos na literatura, até o presente momento,
para compostos com caracteristicas espectrais compativeis.

Os resultados obtidos mostraram o potencial de separa¢ao dos compostos das fragdes
04 e 09 (Figura 14 e Figura 17) com uso da FEQ-v, a variedade de ME do CSEa de C. salinus e o
potencial desses compostos para inibicao da AChE. Embora n3o tenham sido encontrados
estudos com uso de colunas quirais com vancomicina para a separagdao de compostos
nitrogenados polares oriundos de cianobactérias até o momento, o uso da FEQ-v se mostrou
uma interessante ferramenta cromatografica para a separacao dos compostos polares
nitrogenados de C. salinus com eficiéncia e simplicidade de uso, bem como o potencial para
separacao e caracterizacdo dos compostos nitrogenados.

Nos estudos de Lourengo (2010) e ILISZ (2013), e seus pares, eles concluiram que as

FEQ possuem excelente enantiosseletividade para uma alta variedade de compostos quirais,
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bem como, uma ampla versatilidade de diferentes modos de eluicdo possiveis para uma Unica
coluna, podendo adequar o uso para o modo normal, polar i6nico (com uso das fases
modificadas com acido ou base, ou acido e base), polar organico (com uso de solvente
organico) ou reverso (com uso de tampado em fase aquosa) sendo os dois ultimos considerados
mais eficientes para separacdo de compostos polares nitrogenados favorecendo aos
diferentes mecanismos de interacdo que envolvem seletor e analitos.

A determinacdo dos mecanismos de interacdo entre os analitos presentes nas fracoes
04 e 09 de C. salinus ndo é conclusiva por se tratar de compostos quimicos até entdo
desconhecidos da literatura. Ainda assim, é possivel presumir os mecanismos de interacao
gue envolvem tais separacdes considerando o potencial de formacdo de ligacGes de
hidrogénio pelo MeOH e que, o modo polar iénico tenha promovido uma maior interacdo
entre seletor e analito promovendo, consequentemente, a separacao dos analitos mesmo nao
se tratando de compostos enantioméricos.

As fracoes 04 e 09 foram submetidas a analises de espectrometria de massas (ME/ME)
por injecdo direta nos modos de ionizacdo positivo e negativo. O cromatograma de ions totais
da fracdo 09 (Figura 19) exibiu o ion m/z 560,2 no modo de ionizacdo positivo, compativel com
ion da MAA ‘M-320’. Carreto et al. (2001; 2005) detectaram uma série de MAAs hibridos
presentes em extratos de dinoflagelados do género Alexandrium, dentre elas a M-320 (559.5
Da) que apresentava espectro de UV-vis com formato assimétrica e Amax 320 nm. Os autores
sugeriram que tal molécula seja o resultado da condensagdo entre as MAAs shinorina (332.3
Da) e micosporina-glicina (245.2 Da) (Tabela 2) apresentando uma massa molecular 18
unidades menor que a massa calculada de shinorina e micosporina-glicina, produtos da
hidrdlise acida controlada de M-320.

A M-320 ([M+H]* m/z 560) foi caracterizada com base na analise comparativa entre o
cromatograma de ions moleculares de alta resolugdo, em modo positivo, comparando-o aos
dados apresentados por Carreto et al. (2001; 2005) e Wada et al. (2015). Os espectros do UV-
vis obtidos com as analises por CLAE-DAD em coluna quiral ndo apresentaram absorbancias
em Amax 320 nm. As micosporinas (ou MAAs) se apresentam comumente com tempos de
retencdo e absorbancia do UV muito préximas umas das outras, embora em picos distintos
(CARRETO e CARIGNAN 2011; LALEGERIE et al. 2020; GERALDES e PINTO 2021). Um

levantamento feito por Geraldes e Pinto (2021) conseguiu catalogar 74 tipos de MAAs



63

relacionando-os com dados de Amax, m/z e padrdo de fragmentacdo além dos dados de € e
féormula quimica, ndo apresentando entretanto moléculas com Amax 346 nm e Amax 347 nm.

Os MAAs (Tabela 2), além de serem moléculas fotoprotetoras, estao envolvidas ainda
em diversos processos bioldgicos na natureza, tais como atividade antioxidante, regulacao
osmética e protecdo contra estresse térmico e dessecacdo podendo também atuar como
pigmentos fotossintéticos acessdrios e como estoques de N intracelular (OREN e GUNDE-
CIMERMAN 2007; D’AGOSTINNO et al. 2016). Ao passo que as citonemina (Tabela 3) possuem
potencial farmacolégico com acdo anti-inflamatdrio, antiproliferativo, antioxidante,
aglutinante, e ainda propriedades emoliente e anti-irritante, além da funcdo bdsica de
fotoprotecdo, excelente candidato para a compor cremes anti-idade (NOWRUZI et al. 2020a).

Vale salientar que compostos nitrogenados, tais como cianotoxinas e compostos
protetores da radiacdo UV-A e UV-B (micosporinas e citoneminas), sdo comuns em
cianobactérias filamentosas (RASTOGI e SINGH 2009; CAIRES et al. 2018b; NOWRUZI et al.
2020a; GERALDES e PINTO 2021; DEXTRO et al. 2023) e os resultados dos espectros apontam
a producdo destes compostos por C. salinus. Contudo, ainda que os espectros obtidos com o
desenvolvimento da FEQ-v e o cromatograma de ions totais do EM/EM sejam compativeis
com os dados da literatura, possibilitando a caracterizacdo dos compostos como pertencentes
a classe dos compostos fendlicos (na fragdo 04) e da familia das MAAs (nas fragcdes 04 e 09)
(DOURADO 2008; RASTOGI e SINHA 2009; CARRETO et al. 2001; 2005; CARRETO e CARIGMAN
2011; WADA et al. 2015; KAGEYAMA e WADITEE-SIRISATTHA 2019; SAKAMOTO et al. 2019;
GERALDES e PINTO 2021; DEXTRO et al. 2023) os resultados ndo foram conclusivos para a suas
identificagOes exatas.

Estudos com o potencial uso de compostos do ME de origem cianobacteriana para a
producao de medicamentos sdao uma realidade e alguns desses compostos empregados na
producao de drogas antivirais, antiprotozoais, anticancer por exemplo (CARVALHO et al. 2013;
KAGEYAMA e WADITEE-SIRISATTHA 2019). As acdes inibitérias exibidas por metabdlitos de
cianobactérias sobre certas enzimas estd entre as mais interessantes atividades apresentadas
por este grupo de seres vivos e, casando com a identificacdo de proteases como fatores
importantes para o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas humanas, as
cianobactérias filamentosas de agua doce assumem protagonismo como fontes de inibidores
de compostos que modulam esta classe de enzima despertando o interesse também pela

busca por compostos do ME em cianobactérias filamentosas marinhas, uma vez que o
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ambiente marinho possui uma capacidade infinita de producdo de ME embora seu potencial
ainda seja pouco explorado (CARVALHO et al. 2013; AYALA et al. 2019; CARROL et al. 2020).
Os resultados dos estudos confirmam a presenca de compostos nitrogenados com
interessante grau de inibicdo da AChE e acende a possibilidade de ampliacdo dos estudos para
a confirmacdo das classes quimicas a que pertencem, assim como para a sua aplicacdao
biotecnolédgica. Ressalta-se, por tanto, a necessidade de estudos complementares de
separacao, isolamento, quantificacdo e elucidacdo estrutural dos compostos de C. salinus para
a confirmacdo dos resultados obtidos nas andlises da coluna quiral, com ampliacdo das
investigacdes com CLAE-DAD com coluna quiral acoplada a espectrometro de massas (LC-EM)

e ressonancia magnética nuclear (RMN).
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

As linhagens de cianobactérias filamentosas de aguas tropicais marinhas sdo pouco estudadas,
embora despertem grandes interesses para a ampliacdo dos estudos e descoberta de novos
compostos com potenciais biotecnolégicos, uma vez que se trata de organismos considerados
verdadeiros arsenais ricos e diversos em moléculas quimicas do metabolismo secundario com
amplo potencial para as mais diversas aplicabilidades (SINGH, 2022).

C. salinus apresentou compostos do metabolismo especial nitrogenados nas reagdes com
ninhidrina e nos ensaios in vitro para inibicdo da AChE, mostrando possuir potencial
biotecnoldgico para a producéo de compostos com bioatividade frente a AChE. A coluna quiral
mostrou-se uma boa estratégia para separacdo eficiente dos MEs de cianobactéria,
demonstrando facilidade de uso, rapidez das analises e economia dos solventes utilizados na
separacdo dos compostos altamente polares do CSEa de C. salinus.

As analises por CLAE-DAD com uso de uma fase estacionaria quiral, formada pelo
antibiotico vancomicina, é uma interessante e eficiente alternativa a separacdo de compostos
altamente polares de cianobactérias, possuindo vantagens em relacdo a coluna C18 devido a
versatilidade, facilidade de uso e otimizacéo do tempo e dos recursos materiais empregados nas
analises.

Estudos confirmando a fase estacionaria quiral para separacdo de compostos oriundos
de cianobactérias ndo foram encontrados até o presente momento. Desta forma, faz-se
necessaria a ampliacdo e o aprofundamento dos estudos sobre a potencialidade e a viabilidade
da fase estaciondria quiral para a separacao e isolamento de composto altamente polares de
cianobactérias, assim como a aplicacdo de novos testes, in vitro e in vivo para a confirmacéo
efetiva da atividade de inibitoria da AChE pelos compostos do CSEa de C. salinus. Além do
mais, é necessario o investimento em estudos relacionados a bioprospeccdes de produtos
naturais de origem cianobacterianos para a potencial aplicacdo em formulagdes de farmacos e

cosméticos em alternativa aos existentes atualmente.
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APENDICE 1

Os volumes obtidos com a aplicagdo da CC-flash variaram de 0,002 g (com a fragdo 06)

a 0,473 g (com a fracdo 04) e estdo apresentados na tabela abaixo.

Tabela de rendimento das fragdes do extrato aquoso..

Fragoes de C.

salinus Massa (g) Rendimento (%)
CSEa* 171,0 mL 14,83
01 0,017 0,068
02 0,105 0,418
03 0,424 1,697
04 0,473 1,890
05 0,380 1,521
06 0,002 0,007
07 0,171 0,682
08 0,107 0,427
09 0,053 0,212
10 0,255 1,019

*CSEa utilizado em estado liquido para evitar degradagdo dos
compostos devido as dificuldades para secagem do material.
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APENDICE 2
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Figura: Cromatograma da fragao 04 extraido da analise por CLAE-DAD em fase reversa com
coluna C18 usado como padrdo para nas tentativas de separa¢Ges dos analitos. A presenca de
um Unico e expressivo pico retido no inicio da corrida (entre 1,6 min e 3 min) confirma o
comportamento altamente polar dos compostos.

As eluicGes usaram como fases moveis H,0 ultrapura com 0,1% de acido acético
(CH3COOH) em A e 100% de MeOH em B, com gradiente de eluicdo iniciado em 90% de A e
10% de B, reduzindo gradativamente a concentragdo de A até atingir 100% de B que foi
mantida por mais 3 min, aumentando a concentragdo de A para 70% e mantendo até o fim
dos 32 min de corrida (CARRETO et al. 2005; CARRETO e CARIGNAN 2011, com adaptagdes). O
gradiente de elui¢do estd disposto na tabela abaixo:

Tabela de eluicdo do método de monitoramento das fragdes do CSEa por CLAE-DAD usando como
eluentes as fases maéveis H,0 ultrapura com 0,1% de acido acético em A e 100% de MeOH em B.

Fases Mdveis

Tempo (min) Vol. Injegdo (uL)
A (%) B (%)
0 90 10 20
5 70 30 20
15 50 50 20
20 30 70 20
25 0 100 20
28 0 100 20
30 70 30 20

32 70 30 20
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Figura: Cromatograma da fragao 04 extraido da analise por CLAE-DAD em fase reversa com coluna
C18, como tentativa separagdo dos analitos. A elui¢do usando agua e acetonitrila permitiu maior grau
de separagdo observadas pelos diferentes tempos de retengao, com dois picos mais expressivos em
1,8 min e 4,2 min, respectivamente.

As elui¢cdes usaram como fases moveis Ha0uitrapura €m A e 100% acetonitrila (ACN) em B.
O gradiente de elui¢do iniciou com 100% de B mantidos pelos primeiros 5 min e 80% de B em
10 min com tempo total de corrida de 15 min. As corridas tiveram os tempos reduzidos 15
min totais devido ao alto grau de polaridade apresentado pelos compostos retidos em tempo
inferior a 5 min e o gradiente de elui¢do esta disposto na tabela abaixo:

Tabela mostrando as condigdes de eluigdo usando as fases moveis Hz0uitrapura (A) € acetonitrila

(B) aplicado a fragdo 04 do CSEa na analise por CLAE-DAD analitica.
Fases Mdveis

Tempo (min) Vol. Injegdo (pL)

A (%) B (%)

0 0 100 20
5 0 100 20
10 20 80 20

15 20 80 20
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APENDICE 3
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Figura: Cromatograma e espectros de UV-Vis da fragdo 04: cromatograma extraido das analises por
CLAE-DAD em fase estacionaria quiral presentando boa separa¢do com quatro picos expressivos
identificados como compostos A, B, C e D; os espectros de UV-vis apresentam Amax entre 210 nm e
280 nm.

A eluicdo seguiu a indicacdo do guia de instrucdes da Agilent Technologies Inc. (2020),
em modo orgdnico polar (isocratico) e usou o solvente MeOH (100%) como fase mével. O

gradiente de elui¢do esta disposto na tabela abaixo:

Tabela mostrando o padrdo de eluigdo em modo organico polar usando como fase mével
MeOH, com taxa de fluxo de 1 mL.min™* e temperatura de 27 C.

Corrida Tempo (min) Fase Movel Vol. Injegdo (uL)

1 10 MeOH 20




mAU
B % D ™y Ny
300 N A B
8
<
201
E c 5
g
A "2}
20 C
T2}
150 E
s
g
1004
&
o
-
5]
g g )
o ) ~
2 : g
..
, .

T T T T T T T
2 a4 6 8 10 12 14 mir

Figura: Cromatograma e espectros de UV-Vis da fragcdo 04: cromatograma extraido das analises por CLAE-
DAD em fase estacionaria quiral presentando razoavel separagdo com cinco picos expressivos identificados
como compostos A, B, C, D e E, contudo sem boa separac¢do da linha de base. Os espectros de UV-vis
apresentaram Amax entre 210 nm e 270 nm, com o composto E apresentando trés bandas cromatograficas,
com a absorgao maxima em 330 nm.

As eluicGes foram feitas em modo ibnico polar e usou as fases moéveis MeOH
modificado (0,2% de CH3;COOH) em A e MeOH modificado (0,05% NH4sOH) em B executadas
em gradiente de eluicdo crescente, variando de 0% a 100% de A na corrida 1, e decrescente
iniciado em 100% até atingir 0% A na corrida 2. As corridas tiveram o tempo maximo de 15
min e foram executadas com taxa de fluxo de 0,5 mL.min™%, volume de injecdo de 20 uL e a

temperatura fixada em 272 C. O gradiente de elui¢do estd disposto na tabela abaixo:

Tabela mostrando as condig¢des de eluicdo das corridas 1 e 2 usando como fases méveis MeOH
modificado (0,2% de CH3;COOH) em A e MeOH modificado (0,05% NH,OH) em B aplicado as fra¢des 01,
02, 03 e 04 do CSEa na analise por CLAE-DAD analitica com fase estacionaria quiral.

Fases Mdveis

Corridas Tempo (min) A (%) B (%) Vol. Injegdo (uL)
0 0 100 20
! 15 100 0 20
5 0 100 0 20

15 0 100 20
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Figura: Cromatograma e espectros de UV-Vis da fracdo 04: cromatograma extraido das analises por CLAE-
DAD em fase estacionaria quiral apresentando razodvel separagao com trés picos com melhor definicdo e
separacdo da linha de base, identificados como compostos A, B e D. Os compostos forte coeluicdo sem boa
separacdo da linha de base. Os espectros de UV-vis apresentaram Amax entre 210 nm e 270 nm.

As eluicGes foram feitas em modo i6nico polar e as corridas executadas utilizando
como eluentes as fases mdveis MeOH modificado (0,2% de CHsCOOH) em A e MeOH
modificado (0,05% de NHsOH) em B que variaram o gradiente de eluigdo proporcionalmente
entre A e B em modo isocratico. As taxas de fluxo, os volumes de injegdo e os tempos das
corridas foram mantidos em 0,5 mL.min™%, 20 uL e 15 min, respectivamente, com temperatura

de 272 C. O gradiente de elui¢ao esta disposto na tabela abaixo:

Condicdes de eluicdo das corridas 1 a 5 usando como fases mdveis MeOH modificado (0,2%
de CH;COOH) em A e MeOH modificado (0,05% NH,OH) em B com variagcdo das propor¢ées
entre os eluentes.

Fases Mdveis

Corridas Tempo (min) A (%) B (%) Vol. Injegdo (uL)
1 15 90 10 20
2 15 70 30 20
3 15 50 50 20
4 15 30 70 20
5 15 10 90 20




