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CIANOBACTERIAS: AVALIACAO DE METABOLITOS PRIMARIOS,
TOXINA (MICROCISTINA), CITOTOXICIDADE E ATIVIDADE ANTI-
LEISHMANIA

RESUMO

Cianobactérias, conhecidas também como alga verde-azulada, sdo bactérias capazes de
realizar fotossintese e produzir oxigénio sendo organismos promissores para uma gama
de aplicacBes biotecnoldgicas. Este trabalho teve como objetivo realizar ensaios
laboratoriais de producdo de biomassa com cepas de cianobactérias dulcicolas do banco
de microalgas do Laboratério de Ambientes Recifais e Biotecnologia com Microalgas —
LARBIM/UFPB, para caracterizacdo dos niveis de toxicidade, metabdlitos primarios e
das atividades inibidora de Leishmania amazonensis. Ensaios de producdo de biomassa
foram realizados em mariotes de vidro de 20L em meio de cultura Zarrouk, em camara
climatizada (24°+1° C) com sistema de iluminacdo de fotoperiodo de 12 horas. O
acompanhamento dos cultivos foi feito por fluorescéncia e contagem celular sendo
interrompidos na fase estacionaria. A biomassa produzida foi liofilizada e armazenada
até a realizacdo das analises. Além disto, foram determinados os teores de carboidratos,
proteina, lipidios e a caracterizagcdo dos niveis de toxicidade através do teste de Elisa.
Foi realizada também a caracterizacdo genotipica da cianobactéria D502Z e ainda foi
avaliada a atividade anti-Leishimania através do método MTT. Dentre as linhagens
cultivadas, estdo as especies Arthrospira platensis, Stanieria sp. e uma até o0 momento
ndo identificada. Em relacdo a composicdo nutricional, as biomassas apresentaram altos
teores de proteinas (50,6% e 54,46%), exceto a D39Z (12,32%) e altos teores lipidicos
(de 19,6 a 24,6%). Nessas linhagens os valores de microcistina foram detectadas em
niveis abaixo do valor minimo de deteccdo do Kit Abraxis® (0,15ppb) para A. platensis
e Stanieria sp., quanto que na cepa nao identificada ndo foi identificado em nenhum
nivel. A caracterizagdo genotipica da cepa D502Z estd em processo, tendo sido
realizado até a etapa de PCR. Apesar de nenhum dos extratos testados terem
apresentado atividades contra a Leishmania amazonensis, eles ndo apresentaram
citotoxicidade, portanto corroborado com outras pesquisas cujo houve atividade, fica
claro que as cianobactérias sdo uma promissora fonte de pesquisa para o descobrimento
de novos compostos de interesse biotecnoldgico capaz de agir contra agentes
patogénicos.

Palavras-Chave: Caracterizacdo genotipica. Cianobactérias dulcicolas. Leishmania
amazonensis. Metabolitos primarios. Microcistina.



CYANOBACTERIAS: PRIMARY METABOLITES EVALUATION, TOXIN
(MICROCYSTIN), CYTOTOXICITY AND ANTI-LEISHMANIA ACTIVITY

ABSTRACT

Cyanobacterias, also associated as blue-green algae, are bacterias capable of perform
photosynthesis and oxygen production, being promising organisms for a range of
biotechnological applications. The objective of this work was to perform laboratory
assays of biomass production with freshwater cyanobacteria from the microalgae bank
of the Laboratory of Reef Environments and Microalgae Biotechnology - LARBIM /
UFPB, to characterize the levels of toxicity, primary metabolites and Leishmania
amazonensis activity. Biomass production assays were performed in 20L glass flasks
in Zarrouk culture medium, in a climate chamber (24° + 1° C) with a 12-hours
photoperiod illumination system. Cultivation follow-up was done by fluorescence and
cell count being interrupted at the stationary phase. The biomass produced was
lyophilized and stored until the analyzes were performed. Furthermore, carbohydrate,
protein and lipid levels were characterized as well the toxicity levels through the Elisa
test. A genetic characterization of cyanobacteria D502Z was also performed and an
anti-Leishimania activity was evaluated by the MTT method. Among the cultivated
strains are the species Arthrospira platensis, Stanieria sp. and one so far unidentified.
Regarding the nutritional composition, as biomass presented high protein contents
(50.6% and 54.46%), except D39Z (12.32%) and high lipid contents (from 19.6 to
24.6%). In these lines the microcystin values were detected at levels below the
minimum detection value of the Abraxis® Kit (0.15ppb) for A. platensis and Stanieria
sp., whereas the unidentified strain was not identified at any level. Genetic
characterization of the D502Z strain is in process and performed until the PCR step.
Although none of the extracts tested have activities against Leishmania amazonensis,
they are not citotoxic, so corroborating with other research on the activities that take
place, it is clear that cyanobacteria are a promising source of research for the discovery
of new biotechnologies. interest capable of acting against pathogens.

Keywords: Freshwater cyanobacteria. Genotypic characterization. Leishmania
amazonensis. Microcystin. Primary metabolites
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1 INTRODUCAO

Cianobactérias, conhecidas também como alga verde-azulada, sdo bactérias
capazes de realizar fotossintese e produzir oxigénio, constituindo o grupo mais antigo
de produtores primarios de fotossintese, acarretando no acumulo de oxigénio na
atmosfera proporcionando condi¢des para o surgimento de seres mais complexos como,
as algas eucaridticas, macro e microalgas, porém devido a diversidade desses
organismos o termo “alga” nao possui valor taxonomico (LOURENCO, 2006).

Esses microrganismos constituem de uma grande diversidade de espécies
existentes, devido a essa pluralidade, ha diversas aplicacfes biotecnoldgicas possiveis,
dependendo da composicdo bioquimica (ANANYA; AHMAD, 2014). Algumas
espécies sdo capazes de apresentar metabdlitos secundario toxicos a humanos e animais
(GERWICK et al, 2008). Sendo mudancas de fatores abioticos a razdo para
eutrofizacdo desses organismos com carga toxicoldgica, caracterizando sérios
problemas de salde publica (CARMICHAEL et al., 2001; SIQUEIRA; OLIVEIRA
FILHO, 2008).

A investigacdo do potencial da biomassa cultivada, quando voltada para a area
da saude, traz novas formas de tratar e combater infeccbes por microrganismos
patogénicos como, bactérias, fungos, protozoarios, parasitas, e até casos inflamatorios e
cancerigenos (FAULKNER, 2001). A aplicacdo biotecnologica desse trabalho, tem o
intuito de contribuir com os dados sobre a utilizacdo de cianobactérias com atividade
anti-Leishmania, visto que os medicamentos disponiveis no mercado Sdo escassos e
toxicos. Aliado ao fato dessa doenca atingir populacdes carentes de paises
subdesenvolvidos, devido a forma de transmissdo através da picada de mosquitos
contaminados com esse parasita, configurando entre as doencas classificadas como
negligenciadas pela OMS (WHO, 2019a).
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORIA

2.1 CIANOBACTERIAS

Cianobactérias sdo  seres  microscopicos,  unicelulares, procariotos
fotossintetizantes, que surgiram na Terra ha cerca de 3,5 bilhGes de anos, e este fato foi
indispensavel para a conversao da atmosfera primitiva a atual. Tal persisténcia explica a
elevada capacidade de adaptacdo das cianobactérias a diferentes tipos de habitats e a
enorme dispersdo e colonizacdo do grupo em diferentes ambientes, tais como 0s
ecossistemas aquaticos dulcicolas, estuarinos e marinhos, além dos ecossistemas
terrestres (SINHA; HADER, 2008; MILANO et al., 2016). Elas ocupam papel chave no
ciclo global do carbono e no ciclo do nitrogénio de diversos ecossistemas aquaticos,
inclusive no meio marinho (SINHA; HADER, 2008; CAPONE et al., 2005).

As cianobactérias exibem diversidade de formas podendo ser cocoides ou
filamentosas, com os seguintes morfotipos: filamentosas sem ramificacao, filamentosas
com falsa ramificacdo e filamentosas com ramificacdo verdadeira, podendo ainda ser
unisseriadas ou multisseriadas (SANT’ANNA 2006 et al. 2004). Tanto as formas
cocoides como as filamentosas podem ocorrer individualmente ou em agrupamentos,
caracteristicas estas que contribuem para sua classificacdo taxonémica. Os filamentos
sdo formados a partir dos tricomas (uma cadeia de células que podem ou ndo estar
envoltas por uma bainha de polissacarideos). Ja os grupos coloniais ndo filamentosos
estdo imersos em uma bainha que confere a célula um contorno irregular ou esférico
(CHORUS; BARTRAM 1999).

Estima-se que existam cerca de 150 géneros de cianobactérias e
aproximadamente 2.000 espécies, sendo que cerca 40 géneros sdo conhecidos por
produzirem metabolitos secundarios com propriedades biotoxicas, genericamente
chamadas de cianotoxinas (CARMICHAEL, 1994; GERWICK et al., 2008), que
podem impactar organismos terrestres e aquaticos, e muitos desses efeitos também
podem ser letais a humanos (BORGES et al., 2015). No Brasil sdo conhecidas 32
espécies toxicas de cianobactérias, sendo que apenas dois géneros (Microcystis e
Anabaena) contribuem com 40% desse total; o primeiro, com 7 espécies toxicas, € 0
segundo, com 6 (SANTANNA Et al., 2004). Os principais géneros de cianobactérias

toxicas encontradas nas regides tropicais e subtropicais sdo: Microcystis, Radiocystis,
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Planktothrix, Anabaena, Aphanizomenon e Cylindrospermopsis (SANT’ANNA et al.,
2004).

2.2 CIANOTOXINAS

As cianotoxinas sdo classificadas conforme o seu modo de agdo, em:
Neurotoxinas, Dermatotoxinas e Hepatotoxinas. A primeira atua como agentes
bloqueadores nas transmissfes neuromusculares causando a morte de animais por
paralisia dos musculos respiratérios (CARMICHAEL, 1994); as dermatotoxinas, estdo
associadas a irritacio na pele e mucosa e intoxicacBes gastrintestinais, e as
hepatotoxinas, promovem danos as células do figado e outros 6rgéos, além de fraqueza,
anorexia, inchago das membranas mucosas e vomito, levando os animais e 0s seres
humanos a morte em poucas horas ou em poucos dias por choque hemorrégico
(CARMICHAEL, 1994; MORENO et al., 2005; SANCHES et al. 2012).

As hepatotoxinas (microcistina e nodularina; e cilindrospermopsina) sdo as mais
detectadas em ambientes dulcicolas e elas podem ser bioacumuladas nas cadeias
alimentares (ZHAO et al, 2015). Diversos organismos aquaticos, incluindo
zooplancton, moluscos, camardes e peixes acumulam essas cianotoxinas seja através da
alimentacdo direta de células cianobacterianas ou indiretamente, por meio da ingestdo
de alimentos cianotdxicos mediados pela teia alimentar (GURBUZ et al., 2016).

Floracdes de cianobactérias planctonicas sdo globalmente registradas em corpos
d'agua lénticos (lagos, lagoas, acudes, barragens, etc.) e loticos (rios e riachos), e séo
consideradas um risco para a salde dos seres humanos e animais (CHORUS;
BARTRUM, 1999). O aparecimento de floracdes de cianobactérias toxicas em lagos
eutroficos, reservatdrios e aguas de recreacdo é um problema mundialmente difundido
e, entre as cianotoxinas que sdo comumente produzidas, as microcistinas e
cilindrospermopsina sdo consideradas 0s grupos mais perigosos, devido suas atividades
hepatotdxicas e carcinogénicas (GURBUZ et al., 2016). Mas existem cianobactérias que
produzem a saxtoxina e anatoxina-a causadoras de distdrbios neurolégicos, em varios
organismos inclusive nos seres humanos, e que por isso também sdo consideradas um
risco a satude humana (SANCHES et al., 2012; BORGES et al., 2015). Os sintomas em
humanos, provocados pela ingestdo de agua com a presenca de cianotoxina, vao desde

vomitos, diarreias e dor de cabeca, até a paralizacdo de 6rgéos e/ou morte do individuo.

16



As cianotoxinas quando provenientes de casos de floragdo constituem graves
casos de saude publica, sendo o caso brasileiro mais grave e conhecido datado da
década de 90 em Pernambuco, causado pela contaminacdo da &gua utilizada por
pacientes de hemodialise (AZEVEDO et al., 2002). Esse caso serviu de gatilho para
investigagdo da correlacdo de cianotoxinas na microcefalia causada pelo virus da Zika,
sendo descoberto que a saxitoxina agrava a ma formacéo cerebral, ocasionando casos
mais severos de microcefalia (PEDROSA et al., 2019).

2.3 APLICACOES BIOTECNOLOGICAS

Embora se saiba da toxicidade das cianobactérias muitos grupos tém sido
considerados como organismos promissores para varias aplicacdes biotecnologicas
tendo em vista que essas microalgas também sdo produtoras de metabolitos primarios,
tais como carboidratos, lipidios e proteinas além de produzir diversos grupos de
carotenoides que tém sido utilizados como aditivo alimentar de ragdes de salmao
visando intensificar sua coloracdo, e como antioxidantes naturais (DREW; DEMAIN,
1977; SANCHEZ; DEMAIN, 2008). Diante disto, o grupo vem sendo alvo de estudos
para a obtencdo de compostos quimicos uteis, tanto para alimentacdo humana como
racdo animal, além de produtos farmacéuticos, biofertilizantes, entre outras aplicacoes
(SPOLAORE et al.,2006). Ha registro, por exemplo, do uso de cianobactérias para
producdo de biodiesel e bioquerosene (CHU et al. 2010; PARMAR et al. 2011), como
fonte de enriquecimento de alimento humano e racdo animal, como fonte de producéo
de corantes naturais, producdo de produtos de alto valor comercial, a exemplo de
O0mega-3 e 6mega-6, entre outros (WIJFFELS 2007; AMBROSI et al. 2008; CHU et al.
2010). A vasta aplicacdo biotecnoldgica das cianobactérias vai desde a utilizacdo como
fonte de nutrientes alimentares e ativos para medicamentos, até como provedor de
substratos para utilizacdo em biocombustiveis e biorremediadores ambientais
(SPOLAORE et al., 2006).

Na area de alimentos, por exemplo, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) libera a utilizacdo da cianobactéria da espécie Arthrospira platensis,
conhecida popularmente como Spirulina, como fonte de suplementos alimentares ja que
possuem altos teores de nutrientes como carboidratos, proteinas, vitaminas, minerais

etc. e sdo facilmente digeriveis, sendo aplicados na alimentacdo humana e animal, em
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diferentes formas, como cépsulas, comprimidos, p6 (biomassa seca e/ou liofilizada),
flocos e xaropes, sendo comercializados em todos os continentes. (VARANDAS, 2016;
ABED et al., 2009; PRIYADARSHANI; RATH, 2012).

Na é&rea de producdo de biocombustiveis tem sido utilizado cepas de
cianobactérias produtoras de altas taxas de lipideos. Ja para producdo do bioetanol, tem
sido selecionado cepas que produzem altos teores de carboidratos. Sendo esses teores
passiveis de aumento através do processo de cultivo em condigdo de estresse, ou seja,
fora dos seus pardmetros ideais de crescimento. Como por exemplo, alteracdo no
fotoperiodo e na composicdo dos nutrientes do meio de cultura mediante a depressdo ou
suplementacdo de nutrientes em especifico (MARKOU et al., 2012).

Outra importante forma de utilizacdo das cianobactérias € no tratamento de
efluentes industriais. Por exemplo, existem grupos de cianobactérias que se destacam
como biorremediadoras pelas vantagens em relacdo a outros microrganismos, pelo fato
de serem fotoautotroficas e capazes de fixar altas taxas de nitrogénio atmosférico (EL-
BESTAWY et al., 2007, DUBEY et al., 2011). E no campo da agricultura,
cianobactérias potentes fixadoras de N2 sdo exploradas como biofabrica para produzir
biofertilizante para enriquecer a fertilidade do solo (VIJAYAKUMAR; MENAKHA,
2015).

Na area da salde também existem diversas pesquisas utilizando cepas de
cianobactérias que apresente atividade biologica, como antibacteriana (BARBOZA et
al., 2017), antifungica (SHERWANI et al., 2015), anticancerigena (FELCZYKOWSKA
et al., 2015), entre outros como, anti-Leishmania. Envolvendo a investigacdo dessa
atividade desde extratos até compostos bioativos extraidos da biomassa. Por exemplo,
Broniatowska et al. (2011) encontrou atividade anti-Leishmania de extrato das
cianobactérias Nostoc commune e Rivularia biasolettiana em Leishmania donovani. Ja
Simmons et al. (2008) extraiu viridamida A (lipodepsipeptideo) da cianobactéria

Oscillatoria nigro-viridis que apresentou atividade em Leihsmania mexicana.
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2.4 LEISHMANIOSE

A leishmaniose faz parte do grupo de doencas tropicais classificada como
negligenciada pela OMS (Organizacdo Mundial da Saude), sendo transmitido através da
mordida de fémeas infectadas da subfamilia de insetos flebotomineos (WHO, 2019a).
Leishmania spp. é um parasita de mais de 20 espécies com varia¢do geografica da sua
distribuicdo, tendo em comum paises tropicais com populacdo carente (PACE, 2014).
Sendo o Brasil, o pais do continente americano em que ha mais casos registrados de
leishmaniose, cerca 25.000 casos anualmente, registrados em todos os estados, sendo a
regido Nordeste a mais afetada, apresentando um grave problema de satde publica no
Brasil (CARVALHO et al., 2015; MACHADO, 2014). Em 2017 foi reportado 22.145
novos casos, sendo 94% (20.792) provenientes de 7 paises, sendo o Brasil um deles,
enquanto em Bangladesh programas de erradicagdo estdo em satisfatério progresso,
diminuindo os casos de mais de 9.000 em 2006, para 192 novos casos em 2017 (WHO
2019b).

A manifestacdo clinica da doenca é dividida em forma visceral, cutanea e/ou
mucocutanea. A leishmaniose cutanea (CL) é geralmente caracterizada por uma ulcera
na pele, podendo afetar a mucosa, e a visceral (VL) é o estabelecimento da infeccdo nos
orgaos internos como, baco e figado. (SCOTT; NOVAIS, 2016). Sendo a Leishmania
amazonensis uma das principais espécies do continente americano, e no Brasil € uma
das causadoras da forma tegumentar americana (lesdes na pele e/ou mucosas) (BRASIL,
2007).

O inseto previamente contaminado ao realizar repasto sanguineo com sangue
infectado transmite para o hospedeiro mamifero através de um novo repasto sanguineo,
caracterizando assim um ciclo infinito de transmissdo. Devido a essa forma de
contaminacdo, o controle do vetor é a forma ideal de prevencdo da doenca,
(KAMHAWI, 2006).

Porém uma vez infectado, os tratamentos disponiveis além de escassos sao de
alto custo, e apresentam uma elevada carga toxicolégica causando efeitos colaterais
(SINGH et al., 2016). Por ser uma doenca que afeta predominantemente pessoas com
baixas condigdes socioecondmicas, 0 desenvolvimento de novas drogas ndo é prioridade
da industria farmacéutica. Com tudo, laboratdrios de pesquisa académica procuram por

novas formas de combater a Leishmaniose (MARTIN et al., 2003), através de produtos
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naturais derivados de plantas (SILVA et al., 2016), bem como de cianobactérias
(NOWRUZI et al., 2018)

Tendo em vista esses entraves no tratamento da leishmaniose, estudos de
bioprospeccdo de novas drogas utilizando microrganismos de facil cultivo, faz-se
necessario (CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2010). Foi com essas informagdes em mente
que este trabalho buscou encontrar cepas de cianobactérias dulcicolas capazes de serem
utilizadas como inibidora das atividades de Leishmania amazonensis e caracterizar

essas cepas quanto aos aspectos cianotdxicos e dos metabdlitos primarios.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar ensaios laboratoriais de producdo de biomassa com cepas de
cianobactérias dulcicolas do banco de microalgas do Laboratério de Ambientes Recifais
e Biotecnologia com Microalgas — LARBIM/UFPB, para caracterizagdo dos niveis de
toxicidade, metabdlitos primarios e das atividades inibidora de Leishmania amazonensis

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar ensaios laboratoriais de producdo de biomassa em condi¢fes controladas
de cultivo e meios de culturas apropriados, com trés cepas de cianobacterias
dulcicolas.

e Determinar os niveis de toxicidade de microcistina das trés cepas de cianobactérias
selecionadas, mediante teste Elisa.

e Caracterizar as cepas de cianobactérias selecionadas quanto aos teores dos
metabolitos primarios (carboidrato, lipideo e proteina);

e Realizar a caracterizacdo genotipica da cepa D502Z que € a Unica das selecionadas
que ndo esta identificada taxonomicamente, no banco de cultura do
LARBIM/UFPB

e Avaliar o potencial do extrato das cepas de cianobactérias selecionadas em relacao

a atividade anti-Leishmania.
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4 METODOLOGIA

4.1 SELECAO DAS CIANOBACTERIAS DO BANCO DE CULTURA DE
MICROALGAS DO LARBIM/UFPB

O Banco de Cultura de Microalgas do LARBIM/UFPB (Figura 1) possui cerca
de 727 linhagens de microalgas isoladas principalmente das regides Nordeste e Norte do
Brasil, e algumas cepas isoladas de amostras de agua trazidas do Arquipélago do Cabo
Verde e de Israel. Dentre as microalgas isoladas da regido Nordeste a maioria é
procedente de ambientes dulcicolas (69,0%) e marinhos (31,0%). Dentre as dulcicolas,
52,28% s&o cloroficeas e 42,50% sdo cianobactérias e dentre as marinhas e estuarinas, a
maioria (63,11%) sdo cianobactérias, seguidas por bacilarioficeas (28,44%), com
predominancia de isolados de amostras de plancton (54,66%), seguidos por isolados de
invertebrados bénticos (43,55%) como ascidias, esponjas, corais e zoantideos de recifes
costeiros e locais de até 18 m de profundidade, do estado da Paraiba, principalmente. As
culturas unialgais sdo mantidas em tubos de ensaio com meio de cultura especifico em
camara de germinacdo com sistema de iluminacdo e fotoperiodo de 12 horas e
temperatura de 25° £ 1° C, e também nas estantes dentro da sala de cultivo do

LARBIM/UFPB, com repicagens mensais.

Figura 1: Sala do banco de cultura de microalgas do LARBIM/UFPB. (A= Céamaras de

germinacéo)

Para o desenvolvimento deste trabalho foram selecionadas do banco de cultura
do LARBIM/UFPB trés cepas de cianobactérias dulcicolas (D39Z, D112Z e D5022),
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cujas informagdes morfoldgicas, procedéncia da coleta e isolamento, codigo de depdsito
no banco de cultura do LARBIM/UFPB, e identificacdo taxondmica sdo apresentadas

abaixo:

Cepa D39Z (Arthrospira platensis Gomont 1892)

Arthrospira platensis é uma cianobactéria filamentosa plancténica composta por
células individuais com cerca de 8um de comprimento. A morfologia das células é
caracterizada por apresentarem filamentos solitarios, raramente reunidos que se
desintegram facilmente. S&do livremente flutuantes, podendo ser retos ou levemente
ondulados (Figura 2A). Essa cianobactéria foi coletada no Acude de Acaud,
oficialmente chamado de Acude Argemiro de Figueiredo, localizada no municipio de
Itatuba - PB e incorporada ao banco de cultura do LARBIM/UFPB no ano de 2009.
Através dos caracteres morfologicos esta cepa foi classificada inicialmente como
Plankthrotrix isothrix, porém apds a caracterizacdo genotipica realizadas por
pesquisadores do LARBIM/UFPB e sequenciamento genético, ela foi redescrita como

sendo Arthrospira platensis.

Cepa D112Z (Stanieria sp. (Komarek & Himdak) Komarek & Anagnostidis 1986).
As celulas dessa cianobactéria apresentam morfologia cilindrica levemente
alongadas que podem atingir 3um de comprimento (Figura 2B). A divisdo celular
ocorre por fissdo bindria em um plano perpendicular ao eixo maior da célula. Essa
cianobactéria foi coletada e isolada do Acgude de Quixaba, localizado no municipio de
Quixaba — Paraiba incorporada ao banco de cultura do LARBIM/UFPB no ano de 2012,
Através dos caracteres morfologicos esta cepa foi classificada inicialmente como
Synechococcus nidulans, porém apds a caracterizacdo genotipica realizadas por
pesquisadores do LARBIM/UFPB e sequenciamento genético, ela foi redescrita como

sendo Stanieria sp.

Cepa D502Z (N&o identificada)

As células dessa cianobactéria apresentam morfologia cilindrica alongadas e
podem atingir 4um de comprimento (Figura 2C). Essa cianobactéria foi coletada e
isolada no Acude da Fazenda Panati, localizado no municipio de Taperod — PB e
depositada no banco de cultura do LARBIM/UFPB no ano de 2014. Até a presente data

esta cepa encontra-se sem identificacdo taxondmica no banco de cultura do
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LARBIM/UFPB. Diante disto a caracterizacdo genotipica da mesma foi realizada nessa
pesquisa.

Figura 2: Fotografias das trés cepas de cianobactérias dulcicolas selecionadas do banco de
cultura do LARBIM/UFPB para o desenvolvimento deste trabalho. (N1=Né&o identificado)

. ° - - = -
S A0 o 3 N O = «:o,

D39Z (Arthorspira platensis) D112Z (Stanieria sp.) D502Z (NI)

4.2 ENSAIOS LABORATORIAIS DE PRODUCAO DE BIOMASSA DAS CEPAS
DE CIANOBACTERIAS SELECIONADAS PARA ESTUDO

Os ensaios para producdo de biomassa foram realizados em camara de cultura
climatizada (25° + 1°C), e fotoperiodo ajustado para 12 horas, em mariotes de 20 litros
com o meio Zarrouk (ZARROUK, 1966) cujas formulagdes estdo descritas na tabela 1.
O meio de cultura foi constituido com agua destilada autoclavada e deixada em
repouso por 24 horas em temperatura ambiente para a re-oxigenacdo. Apds este tempo,

foram adicionados dentro dos baldes os macronutrientes, micronutrientes e vitaminas.
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Tabela 1: Composigdo do meio Zarrouk (ZARROUK, 1966), utilizado para o cultivo das cepas
de cianobactérias selecionadas do Banco de cultura do LARBIM/UFPB.

1- KNO; 15,0 em 200 MI de &gua destilada
2- NaCl 33,0 em 200 MI
3- MgS04.7H:0 1,5 em 200 Ml
4- KoHPO4 1,5 em 200 Ml
5- CaCl,.2H,0 0,58 em 200 MI
6- Na;EDTA 6,4 em 100 Ml
7- FeS04.7H0 0,5em 100 Ml
8- H3BO3 1,142 em 100 M
9- Solugéo mista (*) Quantidade
Co(NO3)2.6H.0 0,049¢
MnCl2.4H.0 0,144qg
ZnS04.7H0 0,882g
CuS04.5H.0 0,0157g
MoOs 0,071g

*Solugdo mista. Dissolver os cinco sais em 100 ml de 4gua destilada

Apobs a constituicdo do meio de cultura, foram feitos os indculos das cepas

selecionadas para estudo, sendo o cultivo mantido em mariotes de 20 litros contendo

18 litros de meio de cultura Zarrouk, com aeracdo fornecida por um minicompressor

de membrana Resun AOC2 (Figura 3).

Figura 3: Fotos dos cultivos das cepas de cianobactérias selecionadas para estudo.
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O crescimento das espécies foi acompanhado por meio de contagens celulares
em camaras de Fuchs Rozenthal (para as cepas D112Z e D502Z) e em cémaras de
Sedgewick-Rafter (para a cepa filamentosa D39Z), em microscopio binocular Leica, e
através de medidas da fluorescéncia “in vivo” usando um fluorometro Turner Design,
em triplicatas. As curvas de crescimento de cada cepa cultivada foram tracadas
utilizando os parametros das contagens celulares e da fluorescéncia, a partir das quais
foi possivel determinar o tempo de cultivo, a duragdo da fase exponencial, a velocidade
de crescimento (k), e o rendimento final em biomassa. A velocidade de crescimento (k),
a qual representa o nimero de divisGes celulares da populagdo em estudo por unidade de
tempo (dia), foi determinada através da seguinte equacdo proposta por Stein et al.
(1973):

3,322 N,
= —Tz _TlxlogN—1
Onde:
3,322: corresponde ao fator de conversdo do logaritmo base 2 a base 10;
T1 e T2: compreendem o inicio e o final da fase exponencial de crescimento;
N1e No: referem-se a densidade celular inicial e final dessa fase, respectivamente.

Os experimentos foram interrompidos na fase estaciondria. A biomassa
produzida das cepas D112Z e D502Z foi concentrada em centrifuga refrigerada a 18°C,
congelada em ultrafreezer a -40°C, liofilizada usando um liofilizador (Marca: Terroni,
Modelo: LD1500). A biomassa da cepa D39Z foi concentrada mediante o uso de uma
rede de plancton de 20um de didmetro de abertura de malha, sendo posteriormente
congeladas em ultrafreezer a -40°C, liofilizadas. A biomassa seca obtida de cada cepa
cultivada (rendimento maximo final dos cultivos) foi determinada em balanca analitica
e armazenada em sacos ziplock, devidamente identificado, em refrigerador, para as

posteriores analises.
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4.3 CARACTERIZACAO DOS NIVEIS DE TOXICIDADE
(MICROCISTINA/NODULARINA) DAS CIANOBACTERIAS SELECIONADAS
ATRAVES DO TESTE ELISA

Nessas analises, 5 mg da biomassa liofilizada de cada cepa foi pesada em
balanca analitica de precisdo e colocada em tubos criogénicos com 1,5mL de agua
Milli-Q autoclavada. Posteriormente, as amostras foram lisadas mediante trés ciclos
alternados de congelamento em banhos em nitrogénio liquido (5 segundo cada banho) e
descongelamento em temperatura ambiente. Apo6s a lise celular as amostras foram
transferidas para tubos de eppendorf de 1,5mL e centrifugadas a 3000rpm durante 5
minutos a 18°C. Posteriormente o sobrenadante foi cuidadosamente transferido para
novos tubos de eppendorf e as amostras assim preparadas foram usadas diretamente
para analise de microcistina, utilizando o Kit Abraxis® o qual ler microcistiana e
nodularina, seguindo as instrucdes do fabricante.

As leituras foram efetuadas a 450nm de absorbancia em uma leitora de placa
modelo Multiskan Fc (Thermo SCIENTIFIC), com o programa Skanlt Software 3.1.0.4
RE for Multiskan FC, do LARBIM/UFPB (Figura 4). Os limites maximos e minimos de
deteccdo para microcistina sdo de 5,0 e 1,0ppb, respectivamente. Segundo as
recomendacdes do fabricante Abraxis®, amostras com concentraces menor que
0,015ppb devem ser reportadas como contendo <0,015 ppb de microcistina, ou seja,

como ndo detectada.

Figura 4: Realizacdo das leituras dos niveis de microcistina das cepas de cianobactérias

selecionadas para estudo.
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4.4 ANALISE DOS METABOLITOS PRIMARIOS DAS ESPECIES CULTIVADAS

4.4.1 Anélise de Carboidrato totais

Os teores de carboidrato total foram determinados pelo método de Kochert
(1987), adaptado por Derner et al. (2006) mediante a adicdo de 4mL de hidroxido de
sodio (NaOH) 1N em 5mg da biomassa das cepas de cianobactérias liofilizadas. Em
seguida, cada amostra foi aquecida em banho-maria a 100°C por 1 hora, depois resfriada
em temperatura ambiente e centrifugada a 3.000rpm por 10min. Posteriormente, foi
adicionado 0,5mL do sobrenadante (extrato alcalino) em trés tubos falcon de 15mL,
adicionando-se em cada um 1,0mL de NaOH 1N e 5mL de Fenol 4%, sendo em seguida
agitado em vortex e deixado em repouso por 30min. Apods esse periodo adicionou-se
2,5mL de acido sulfdrico (H2SO.) concentrado em cada amostra, agitando-se em vortex
novamente, deixando para esfriar em temperatura ambiente. As amostras assim
preparadas foram lidas em espectofotometro UV-vis (marca Thermo Fisher Scientific,
modelo Evolution 60S) no comprimento de onda de 485nm. Para calibracdo dos dados,
uma curva padrdo com glicose anidra foi preparada com gradiente de concentracédo de 0
- 400pg/mL.

4.4.2 Andlise de Proteinas hidrossollveis

Os teores de proteinas hidrossoliveis foram determinados pelo método de
Lowry et al. (1951), adaptado por Derner et al. (2006) mediante a adicdo de 4mL de
NaOH 1N em 5mg da biomassa liofilizada das cepas selecionadas, aquecida em banho-
maria a 100°C por 1 hora, depois resfriada em temperatura ambiente, e em seguida
centrifugada a 3.000rpm por 30min. Posteriormente, em trés tubos falcon de 15mL foi
adicionado 0,5mL do sobrenadante (extrato alcalino) e 5,0mL da solugdo de carbonato
de sddio a 2,0% em NaOH 1N, da solucdo de sulfato de cobre Il pentahidratado a 0,5%
e da solucdo de tartarato de sodio e potassio 1,0% na propor¢do de 100:1:1, sendo em
seguida agitado em vortex e deixado em repouso por 10min. Apos esse periodo em cada
tudo contendo as amostra foi adicionado 0,5mL da solucdo 1:1 de Folin-Ciocalteu e

agua destilada, agitado em vortex novamente e deixado em repouso por 30min, sendo
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todo esse processo realizado no escuro. As amostras assim preparadas foram lidas em
espectofotdbmetro UV-vis (marca Thermo Fisher Scientific, modelo Evolution 60S) no
comprimento de onda de 750nm. Para calibragdo dos dados obtidos, uma curva padrdo
com proteina de soro bovino (albumina) foi preparada com gradiente de concentracdo
de 0 - 400pg/mL.

4.4.3 Anélise de Lipidios totais

Os teores de lipideos totais foram determinados pelo método de Bligh; Dyer
(1959) mediante a adicdo de 3mL de uma mistura de cloroférmio:metanol (1:2) com 2
mL de agua em 50mg das amostras e entdo levadas ao sonicador (marca Unique,
modelo USC-1400A). Adicionou-se 1mL de cloroférmio e 1mL de uma solugéo de
cloreto de potassio a 1,5%, sendo centrifugado a 4.000 x g por 10 min. As amostras
formaram duas fases em que a parte superior foi descartada. As amostras foram entéo
filtradas com papel de filtro e essa solugdo transferida para frascos de vidros pré-
pesados em balancga analitica para determinacéo dos lipidios totais por gravimetria apos

a evaporacao total do solvente em estufa a 80 °C.

4.5 CARACTERIZACAO GENOTIPICA DA CEPA DE CIANOBACTERIA D502Z

4.5.1 Extracdo do DNA

A extracdo do DNA gendémico foi realizada conforme o método descrito em
Morin et al. (2010) com modificacbes. Para isso 30 mg de biomassa liofilizada foram
colocadas dentro de tubos criogénicos e ressuspendida em 0,5 ml de tampéo de lise
(NaCl a 0,15M e EDTA a 0,1M), sendo os tubos invertidos suavemente por cinco
segundos. Em seguida, a biomassa ressuspendida sofreu trés ciclos de descongelamento
e congelamento, alternando em congelamento em nitrogénio liquido (5 segundos de
imersdo) e descongelamento em banho maria a 37°C. Ap0s esse procedimento, as
amostras foram centrifugadas por 10 min, & 8.000rpm e 24°C, sendo em seguida
descartado o sobrenadante. Apds o descarte do sobrenadante as células foram
ressuspendidas em 500 pL de tampdo TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8); em

seguida foi adicionado 100 uL de lisozima a 50 mg/mL, e incubado por 30 min a 37°C.
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Apos a lise, acrescentou-se 5 pL de proteinase K, agitou suavemente por inversao e
adicionou-se SDS a 2%, e incubado por 1h a 37°C.

Para se obter uma melhor pureza do DNA, adicionou-se na amostra 150 pL de
NaCl & 5M e 0,1 v/v de CTAB a 10%, os tubos foram homogenizados levemente por
inversdo, em seguida foi incubado durante 10 min a 65°C. Depois desse procedimento,
os é&cidos nucleicos foram extraidos adicionando 1 v/v na proporcdo de 24:1 de
cloroférmio:alcool isoamilico, sendo em seguida incubado em banho de gelo por 30 min
e depois centrifugado por 10 min a 8000 rpm.

O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de eppendorf, acrescentou-se
0,6 volume de isopropanol e agitou suavemente por inversao até o DNA precipitar.
Apos esse procedimento, as amostras foram centrifugadas por 10 min a 15000 rpm a
4°C, o sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 1 mL de etanol 70% gelado.
As amostras foram novamente centrifugadas por 5 min a 15000 rpm a 4°C, depois da
centrifugacdo foram submetidos ao fluxo para secagem, durante 20 min. Por fim, o
pellet foi ressuspendido em 50 pL de tampdo TE com adicdo de 1 puL de RNAse,

incubou por 30 min a 37°C.

4.5.2 Quantificacéo e determinacdo da pureza do DNA

A quantificacdo e a determinacdo da pureza do DNA extraido foram acessadas por
espectrofotometria usando o NanoDrop (marca Thermo Scientific, modelo 2000/2000c
Spectrophotometers). As absorbancias de 230, 260 ¢ 280 nm foram medidas em 2uL de
DNA da amostra. A concentracio do DNA foi estimada por quantificacdes
espectrofotométricas na absorbancia de 260nm. A pureza total foi calculada pela taxa da
absorbancia de 260/230. Altos valores para ambas as taxas (260/280 >1.8; 260/230>2)
foram aceitas como bom indicador da pureza do DNA. Em contraste, uma baixa razdo
de 260/280 destaca uma contaminacdo de proteina e/ou fenol dentro da amostra,
enquanto que uma baixa razdo de 260/230 ir4 indicar a presenca de compostos
organicos, tal como, fenolato tiocianatos, hidratos de carbono, sais no extrato
(MANCHESTER, 1995).
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4.5.3 Condigdes da PCR (= Polymerase Chain Reaction)

A amplificagdo do DNAr 16S da cepa D502Z foi realizada usando os
iniciadores: (forward) 27 (5-AGAGTTTGATCCTGGTCAG-3") e (reverse) 907 (5'-
CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3") seguindo Nubel et al. (1997) e Amacher et al.
(2013). A amplificacdo do DNA foi feita em volume de 50ul usando o Mater Mix
(promega), com 100ng de DNA (5ul da amostra diluida), 5ul de cada iniciador, 25ul do
tampdo de PCR 10x (1,5 mM MgCl,) e 10ul. de 4gua Milli-Q. A amplificacdo do gene
DNAr 16S foi realizada em um termociclador (marca Biocycler, modelo MGL96G)
com as seguintes condigdes: desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos, 15 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por i minuto; anelamento a 55°C por 1minuto e extensdo a 72°C
por 1 minuto e trinta segundos. Sendo feito um segundo ciclo de 15x, com as seguintes
condigdes: anelamento a 57°C por 1minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto e trinta
segundos e extensdo final a 72°C por 10 min. A homogeneidade dos produtos de PCR
sera verificada em gel de agarose 0,8% (80V, 80A), corado com Gelred Nucleic Acid
Gel Stain 10.000x (1ug/ml), utilizando como marcador de peso molecular o Ladder

100pb (marca Ludwig Biotec).

4.6 POTENCIAL DO EXTRATO DAS CIANOBACTERIAS PARA AVALIAR
ATIVIDADE ANTI-LEISHMANIA

4.6.1 Obtencéo dos extratos

O extrato bruto de cada uma das cepas das cianobactérias selecionadas para a
pesquisa foi obtido conforme o método descrito em Niedermeyer et al. (2014) com
modificacdes. Para isso, 50g de biomassa seca liofilizada de cada cepa foi colocado
dentro de erlenmeyer de 1L e ressuspendido com 750mL de solucdo de MeOH:H20
(metanol:agua) a 50%, sendo a amostra sonicada em 3 ciclos de 30 minutos em banho
de ultrassom (Sanders medical, SoniClean6) e extraidas em agitador magnético de
bancada (Solab, SL - 91) por 2 horas e 30 minutos e deixado decantar overnight. Apds
decantagéo, o sobrenadante foi cuidadosamente transferido para novo erlenmeyer de 1L
e reservado. O pellet restante foi ré-extraido em 750mL de solu¢do de MeOH:H20 a

80%, e novamente sonicado em 3 ciclos de 30 minutos em banho de ultrassom (Sanders
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medical, SoniClean6) e extraido em um agitador magnético de bancada (Solab, SL — 91)
durante 2 horas e 30 minutos e deixado decantar. Apds decantacdo, o sobrenadante foi
cuidadosamente transferido para dentro do erlenmeyer do primeiro sobrenadante e o
pellet foi descartado. Em seguida o conjunto do sobrenadante de cada cepa estudada foi
filtrado a vécuo, secado a vacuo (para a cepa D39Z) e, para as cepas D112Z e D502Z,
ele foi liofilizado em um liofilizador (Terroni, LD1500).

4.6.2 Ensaio de lise de globulos vermelhos

Foi realizada a coleta de sangue por pun¢do de individuos voluntarios adultos
saudaveis (n=3). Utilizando material estéril adquirido comercialmente (agulhas e
seringas BD Plastipak® — BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) e colhidos em tubos a
vacuo (Greiner bione, Vacuette, Americana, SP, Brasil) contendo solucdo
anticoagulante EDTA (Etilenodiamino Tetra-Acético). Apds a coleta, os eritrocitos
foram diluidos em 80 puL de PBS, ajustando a concentragdo do sangue para 5% de
hemécias. Foram realizadas dilui¢ces dos extratos obtendo as concentragdes de 3,12 ug/
mL, 6,25ug/mL ,12,5ug/mL, 25ug/mL, 50ug/mL, 100,ug/mL, 200ug/mL,400ug/mL.
Em seguida foram adicionados os extratos em concentracfes pre-estabelecidas diluidos
em um volume de 20 uL de PBS (Tampé&o Fostato Salino).Em seguida, foram incubados
durante 1 h a 37°C e a reagdo foi interrompida pela adicdo de 200 pL de PBS. Em
seguida, as suspensdes foram centrifugadas a 1000rpm, por 10 min. a temperatura
ambiente e o sobrenadante foram coletados e transferidos para placas de 96 pocos e
mensurado em leitora de microplaca (550 nm). A auséncia (controle negativo) e 100%
de hemolise (controle positivo) foram determinadas, substituindo a solu¢do de amostra
testada com igual volume de PBS e agua Milli-Q estéril (lise por choque hipotdnico),
respectivamente (JAIN et al., 2015).

4.6.3 Determinacéo de atividade anti-Leishmania pelo método do MTT

O teste do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-zil)-2,5-difeniltetrazolio (MTT —
Amresco, Ohio, EUA), foi utilizado para analisar a atividade anti-Leishmania dos
extratos sobre formas promastigotas de L. amazonensis na quantidade de 1 x 10°

Leishmanias por poco, os parasitos foram cultivados em placas de cultivo celular com
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96 pocos contendo 50uL de meio Schneider® pH 7,00 suplementado a 20% de
SFB(Soro Bovino Fetal), 2% de urina estéril humana e 1% de antibiotico (penicilina
200U/mL e estreptomicina 0.1 mg/mL). As formas promatigostas dos parasitos foram
entdo expostas as concentracBes pré-estabelecidas dos extratos e dos farmacos de
referéncia. As placas foram incubadas em estufa B.O.D na temperatura de 26°C por 72
h. Ao final da incubacdo foram adicionados 10 pL de MTT diluido em PBS, atingindo
uma concentragdo final de 5mg/mL e incubadas por mais 4 h. Em seguida foram
adicionados 50 pL de uma solucdo de PBS a 10% de dodecil sulfato de sodio (DSS) e
deixado overnight para completa dissolucdo do formazan. Por dltimo, foi realizada a
leitura em espectrofotdmetro (Biotek modelo ELx800) a 570 nm. O controle negativo
foi realizado com meio Schneider® e considerado como 100% de viabilidade dos
parasitas (RODRIGUES et al., 2015).
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 ENSAIOS DE PRODUCAO DE BIOMASSA

Os ensaios de producéo de biomassa de todas as cepas selecionadas para estudo,
revelaram que a cepa D502Z (cianobactéria ndo identificada) teve a maior taxa de
divisdo celular (0,89+0,23), atingindo a fase exponencial do cultivo em oito dias, e a
cepa D39Z (Arthorspira platensis) teve a menor (0,33+0,12), muito embora a mesma
atingiu a fase exponencial em apenas 4 dias (Tabela 2), isso demonstra o rapido
crescimento da mesma em condicdes controladas de cultivo. A cepa em que se obteve a
maior quantidade de biomasa foi a D39Z com 0,63g/L de cultivo, e as cepas D112Z
(Stanieria sp.) e D502Z (cianobactéria ndo identificada) tiveram a menor com 0,609/L
de cultivo cada uma. Devido ao alto rendimento dos cultivos de todas as cepas

estudadas, as mesmas se mostram eficientes para estudo de bioprospeccgéo.

Tabela 2: Constante de crescimento k (divisdes celulares/dia), duragdo da fase exponencial de

cultivo (dias), rendimento em biomassa (g/L). (NI= Cianobactéria ndo identificada).

Cadigo k (d?) Duracéo da Biomassa
fase Log (dias) (g/L)
D39Z (Arthorspira platensis) 0,33+0,12 4 0,63
D112Z (Stanieria sp.) 0,71+0,45 6 0,60
D502Z (NI) 0,89+0,23 8 0,60

Comparando os dados sobre constante de crescimento, tempo de duracdo da fase
exponencial e com a Arthorspira platensis (cepa D39Z) com a literatura, observa-se

uma similaridade nos dados, conforme dados apresentados por Varandas (2016).

5.2 CARACTERIZACAO DOS NIVEIS ~ DE TOXICIDADE
(MICROCISTINA/NODULARINA) DAS CIANOBACTERIAS SELECIONADAS
ATRAVES DO TESTE ELISA

As andlises dos niveis de microcistina/nodularina efetuadas nas cepas de
cianobactérias selecionadas para estudo revelaram que nenhuma delas apresentou teste
positivo para essas toxinas, visto que os valores obtidos foram abaixo do limite de

deteccdo do kit (padrdo 0,15), conforme apresentado na tabela 3.
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Tabela 3: Concentracdo de microcistina/nodularina (ug.g de células liofilizadas) das cepas de
cianobactérias dulcicola selecionadas do banco de cultura do LARBIM/UFPB. (NI=
Cianobactéria ndo identificada)

Amostras Microcistina/Nodularina
Padrdo 0,15 0,017
Cepa D39Z (Arthrospira platensis) 0,004
Cepa D112Z (Stanieria sp.) 0,013
Cepa D502Z (NI) Né&o detectado

Ndo ha relatos na literatura de estudos com a Stanieria sp. relacionados a
cianotoxinas a ndo ser o trabalho de Santana (2019) que também constatou que esta
espécie ndo mostra toxicidade para microcistina/nodularina. Este é o segundo relato da
analise de microcistina nessa espécie e os dados obtidos convergem com a Unica fonte
de comparacéo disponivel.

A cianobactéria Arthrospira platensis (D39Z) estudada neste projeto apresenta
filamentos lineares, conforme mostrado na figura 2A. Usualmente A. Platensis tem
filamentos espiralados, sendo essa uma variacdo encontrada. Wu et al., (2005)
consideram que fatores ambientais como radiacdo solar e temperatura podem acarretar
mudancas morfologicas. A forma da célula ndo afeta, entretanto, a producdo de
microcistina cujos valores obtidos estiveram abaixo dos padrdes de deteccdo. O fato de
A. platensis ndo mostrar nenhuma toxicidade reforca o fato de que esta espéecie €
considerada um alimento seguro e nutritivo, sendo certificado pelo FDA (Food and
Drugs Administration) como GRAS (Generally Recognized as Safe), sendo

mundialmente utilizada na indUstria de alimentos.

5.3 ANALISE DOS METABOLITOS PRIMARIOS DAS ESPECIES CULTIVADAS

Segundo os trabalhos de Rajeshwari; Rajashekhar (2011); Becker et al. (1994) e
Hays et al. (2014) foi estabelecido que sob condi¢des ideais de cultivo, as cianobactérias
tendem a ser compostas de 10-30% de carboidrato, 40-79% de proteina, e 5-10% de

lipideo.
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5.3.1 Anélise de Carboidrato totais

As analises obtidas demonstraram diferencas nos teores de carboidrato entre as
cepas estudadas, sendo que as cepas D502Z (cianobactéria ndo identificada) e D112Z
(Stanieria sp.) apresentaram 0s maiores teores de carboidrato (21,41+0,49% e
18,85+0,30%, respectivamente) e dentro da faixa estabelecida na literatura, por outro,
lado a cepa D39Z (A. platensis) apresentou 0 menor teor de carboidrato (7,94+0,86%),
corroborando dados de outros autores (HUANG, 2006; DONATO, 2010; BARROS,
2016).

5.3.2 Andlise de Proteinas hidrossoluveis

Em relacdo ao teor de proteina os resultados revelaram mais uma vez que as cepas
D502Z (cianobactéria ndo identificada) e D112Z (Stanieria sp.) apresentaram oS
maiores teores desse metabdlito primario (50,69+1,02% e 54,46+0,33%
respectivamente) e dentro da faixa estabelecida na literatura; por outro lado, a cepa
D39Z (A. platensis) apresentou o menor teor (12,32+0,38%). A. platensis é
mundialmente reconhecida como uma espécie que apresenta altos valores de proteina,
razdo pela qual é muito utilizada na industria de alimentos. Dados da literatura mostram,
para esta espécie, valores de 48,25% a 60,68% (SASSI, 2016), 59,65% (DONATO et
al., 2010), 62,43% (HUANG, 2006), evidenciando esses registros que a linhagem
estudada nesta pesquisa pode ser uma variante da espécie com menor capacidade de

sintese para este metabolito.

5.3.3 Analise de Lipidios totais

Em relacdo ao teor de lipidios totais todas as espécies estudadas apresentaram
teores muito acima da faixa estabelecida na literatura, sendo assim consideradas como
promissoras para aplicacbes biotecnoldgicas. Os dados revelaram que a linhagem
D502Z (Cianobactéria ndo identificada) foi a que apresentou o maior teor de lipidios
totais (24,6+1,10%) e as cepas D112Z (Stanieria sp.) e D39Z (A. platensis) os menores
(22,704£1,05% e 19,60+1,62%, respectivamente). Esses valores indicam que elas tém

potencialidades para serem utilizadas na producéo de biodiesel, por exemplo.
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A andlise da relacéo dos trés metabolitos primarios
(carboidratos/proteinas/lipidios) revelou valores em torno de 96% para as linhagens
D502Z (cianobactéria ndo identificada) e D112Z (Stanieria sp.), evidenciando baixa
quantidade de residuos minerais e baixa umidade nas celulas, enquanto que a somatoria
desses trés metabolitos na espécie Arthrospira platensis (D39Z) foi de 39,86% de
metabdlitos primérios, evidenciando que essa linhagem possui elevada quantidade de

residuos minerais e/ou umidade em sua composicao centesimal (Tabela 4).

Tabela 4: Metabdlitos primarios das trés linhagens de cianobactérias dulcicolas selecionadas do
banco de cultura do LARBIM/UFPB. (NI= Cianobactéria nao identificada)

Amostras Carboidratos  Proteinas Lipideos Total

(%) (%) (%) (%)

D39Z (A. platensis) 7,94+0,86 12,32+0,38 19,60+1,62 39,86
D112Z (Stanieria sp.) 18,85+0,30 54,46+0,33 22,70+1,05 96,01
D502Z (NI) 21,41+0,49 50,69+1,02 24,6+£1,10 96,70

Registros efetuados por Varandas (2016) para a mesma linhagem de A. platensis
(D39Z) previamente identificada como Plankthrotrix isothrix, mostraram valores
similares para carboidrato 3,80% e lipideo 22,70% na mesma condicdo de cultivo,
porém os valores de proteina foram mais elevados por se tratarem de proteinas totais.

N&o ha relatos na literatura de estudos com a Stanieria sp. relacionada ao teor de
metabolitos primarios (carboidrato, proteina e lipideo), a ndo ser o trabalho de Santana
(2019), em que os dados obtidos foram 13,3% de carboidrato, 36,7% de proteina e 6%

de lipideo, muito inferiores aos obtidos neste trabalho.

5.4 CARACTERIZACAO GENOTIPICA DA LINHAGEM DE CIANOBACTERIA
D5027

A biomassa da linhagem de cianobactéria D502Z apresentou bom indice de
pureza, tanto para a absorbancia 260/280 que verifica a contaminacdo de proteinas e/ou
fenol; como para absorbancia 260/230 que verifica a possivel contaminacdo por
compostos organicos, a exemplo de fenolato, tiocinatos, hidratos de carbono, etc.
(Tabela 1). Além disso, a concentracdo de DNA foi extremamente alta (6.554,5ng/pL),

evidenciando uma necessidade de diluicdo da amostra para as subsequentes etapas da
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caracterizacdo gendmica (tabela 5), as quais se acham em andamento. Os dados aqui
obtidos evidenciam a eficiéncia do protocolo utilizado para a extragdo do DNA.

Tabela 5: Resultado da extragdo do DNA 16S da linhagem de cianobactéria D502Z do Banco
de Cultura do LARIM/UFPB. (NI= Cianobactéria ndo identificada)

Amostra Dosagem de Grau de pureza
DNA ng/uL 260/280 260/230
D502Z (NI) 6554,5 2,11 2,21

5.5 POTENCIAL DO EXTRATO DAS CIANOBACTERIAS PARA AVALIAR
ATIVIDADE ANTI-LEISHMANIA

5.5.1 Citotoxicidade dos extratos

Nenhum extrato testado apresentou citotoxicidade aos sangues coletados, ou
seja, 0s extratos ndo causam o rompimento da membrana das hemécias, fato que tornou

0s extratos aptos para serem testados contra L. amazonensis.

Gréfico 1- Resultado da citotoxicidade dos extratos frente aos sangues coletados
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Legenda: Citotoxicidade do extrato da cepa D39Z.
C+ = controle positivo, C- = controle negativo
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5.5.2 Atividade Anti-Leishmania

Os extratos ndo apresentaram atividade contra L. amazonensis em nenhum nivel
passivel de ser mensurado. Sendo dados novos em relacdo as espécies A. plantensis e
Stanieria sp. em que ndo ha relatos anteriores de atividade anti-Leishmania, sendo o
primeiro registro de atividade em L. amazonensis.

A espécie A. platensis possui uma vasta forma de aplicacdo, porém ndo
apresentou atividade contra L. amazonensis, apesar de apresentar atividade contra outros
microrganismos como, bactéria (Staphylococcus aureus), fungo (Aspergillus fumigatus)
e leveduras (Candida albicans e Candida parapsilosis) conforme Santana (2019).

Os dados na literatura sobre Stanieria sp. é escasso e até entdo apenas Santana
(2019) tem investigado a atividade bioldgica contra microrganismo, constatando a
inibicdo do crescimento de bacteria (S. aureus), fungo (A. fumigatus) e levedura (C.
albicans).
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6 CONCLUSAO

As cianobactérias sem davidas sdo uma promissora fonte de aplicacbes
biotecnoldgicas devido a sua vasta gama de compostos bioativos, e trabalhos de
bioprospeccdo de novas espécies para tais aplicacdes continuam sendo relevantes
devido a grande quantidade de espécies existentes do grupo.

Apesar do potencial demonstrado na literatura sobre as cepas trabalhadas em
relacdo a outros microrganismos, nenhuma delas apresentou atividade contra L.
amazonensis.

Devido a auséncia de toxina (microcistina/nodularina) e de citotoxicidade, essas
cepas devem continuar sendo testadas em relacdo a outras atividades biologicas.

A caracterizagdo genomica da linhagem D502Z revelou alta concentragdo de
DNA, evidenciando a eficiéncia do protocolo utilizado para extracdo do seu DNA. O

que agregara confiabilidade em relacéo a espécie trabalhada.
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