UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA )
CURSO DE BACHARELADO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

GABRIEL JOSIAS SILVA DE SOUZA

SALINIDADE E RADIACAO UV COMO MODULADORES DA PRODUCAO DE
FICOBILIPROTEINAS, CAROTENOIDES E CITONEMINA EM CIANOBACTERIAS
DO COMPLEXO Nostoc

RECIFE,
2025



GABRIEL JOSIAS SILVA DE SOUZA

SALINIDADE E RADIA(;AO uUv COMO MODULADORES DA PRODUC;AO DE
FICOBILIPROTEINAS, CAROTENOIDES E CITONEMINA EM CIANOBACTERIAS DO
COMPLEXO Nostoc

Monografia apresentada para o
cumprimento parcial das exigéncias
para obtencédo do titulo de Bacharel em
Ciéncias Biologicas pela Universidade
Federal Rural de Pernambuco.

Orientador: Prof. Dr. Watson Arantes
Gama.

RECIFE
2025



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicagao (CIP)
Sistema Integrado de Bibliotecas da UFRPE
Biblioteca Central, Recife-PE, Brasil

S729s Souza, Gabriel Josias Silva de.
Salinidade e radiagdo UV como moduladores da produgédo de
Ficobiliproteinas, carotenoideses e citonemina em cianobactérias do complexo
Nostoc / Gabriel Josias Silva de Souza. — Recife, 2025.
59 f.oil.

Orientador(a): Watson Arantes Gama Junior.
Trabalho de Conclusido de Curso (Graduagdo) — Universidade Federal de
Pernambuco, Departamento em Ciéncias Biologicas, Recife, BR-PE, 2025.
Inclui referéncias.

1. Cyanobacteria 2. Fotoprotetores 3. FPS I. Gama Junior, Watson
Arantes, orient. II. Titulo

CDD 574




GABRIEL JOSIAS SILVA DE SOUZA

SALINIDADE E RADIACAO UV COMO MODULADORES DA PRODUCAO DE
FICOBILIPROTEINAS, CAROTENOIDES E CITONEMINA EM CIANOBACTERIAS
DO COMPLEXO Nostoc

Comissao Avaliadora:

Presidente: Prof. Dr. Watson Arantes Gama
Universidade Federal Rural de Pernambuco

Titular: Bel. Yanara Alessandra Santana Moura

Titular: Dra. Anamaria Silva Diniz

Suplente: Me. Jefferson Vitor Melo Cabral

RECIFE
2025



Dedico este trabalho ao meu avd Amaro (in
memoriam) e a minha avoé Zilda.



AGRADECIMENTOS

O sonho de cursar Biologia me salvou diversas vezes. Ele surgiu quando eu nao fazia
ideia do que é ser um biélogo, quando o unico contato que tive com a biologia foram
as aulas de ciéncias no ensino fundamental. Foi esse sonho que me manteve lutando
quando nada parecia dar certo, e foi essa jornada que me permitiu conhecer pessoas

maravilhosas. Por isso, venho aqui agradecer:

Ao meu orientador, Prof. Watson, que me recebeu de bragos abertos no CyA, mesmo
sem me conhecer. Agradego por todo o ensinamento compartilhado, por todas as
broncas e pelos momentos descontraidos que passamos juntos. Sou grato por ter sido

toda contribuicdo ao meu desenvolvimento pessoal e académico.

Gostaria também de agradecer a todes que fazem parte do CyA, pelo
companheirismo, pelas colaboragdes, pelas brincadeiras e por todo o conhecimento
partilhado. A Luana, por ter sido a primeira a me acolher no laboratério, pela paciéncia
em me ensinar diversas coisas e pela amizade que construimos nesse caminho. A
Mota, por me escutar em momentos dificeis, por tudo que me ensinou e por sempre
me incentivar a buscar crescimento. Ao Vitor, por compartilhar um unico neurénio

comigo.

Agradeco a Profa. Ariadne Moura por me fazer apaixonar pelas cianobactérias, por
me apresentar ao Prof. Watson, por todas as palavras de carinho e incentivo, e por

sempre disponibilizar seu laboratério quando necessario.

Agradeco a Profa. Carmen Zickel, que me orientou durante o periodo como monitor,

compartilhando todo o seu conhecimento.

Sou grato as professoras Laurici e Luciana, que despertaram em mim o desejo de ser

bidlogo.

Agradeco a UFRPE e, especialmente, a todo o corpo docente do curso de
Bacharelado em Ciéncias Bioldgicas. Carrego comigo um pouco do que aprendi com

cada um de voceés.

Agradeco a FACEPE pelo fomento dessa pesquisa e

a CNPQ pela concesséao da bolsa.



Agradeco por fazer parte da turma SB1 2020.2, que, ao contrario do que imaginava
ao entrar na graduagao, se tornou um grupo de verdadeiros amigos, tornando a
experiéncia mais leve e divertida. Agradeco a Malaura, por todo o cuidado que sempre
teve comigo; ao Kelvin, por tudo o que passamos juntos; a Livia, pelos conselhos,
pelos trabalhos que fizemos juntos e até pelas brigas; e a Malu, por ser uma pessoa

incrivel e por ter uma luz que eu nunca enxerguei em outra pessoa.

E impossivel falar da SB1 sem mencionar os superiores. Rafael e eu nos sentamos
perto no primeiro dia de aula presencial e nunca mais nos afastamos. Ele foi a primeira
pessoa com quem conversei na faculdade, a primeira a almogar comigo no R.U. e
gquem mais me ajudou, mesmo sem saber, durante a graduagéo. Ja eu e Saulo, nos
aproximamos um pouco mais tarde, mas parece que sempre fomos amigos. Ele
esteve disposto a me escutar nos momentos mais dificeis e sempre melhorou meus
dias. Agradego imensamente por ter conhecido vocés e sempre vou lembrar com
muito carinho de todos os nossos momentos juntos, tanto os que ja passaram quanto

0S que virao.

Agrade¢o a Adryelle, uma das pessoas mais importantes que ja conheci. Nossa
amizade comegou ha 7 anos, no momento mais improvavel, mas da forma mais
natural possivel. Sempre senti que conhego Adryelle a vida inteira, nenhuma outra
pessoa me completa como ela. Agradego por tornar nossos dias no IF mais faceis, por

me incentivar a seguir meus sonhos e por estar sempre ao meu lado.

Agradeco ao Gabriel, que acompanhou de perto meus piores momentos na faculdade,
mas nunca deixou de acreditar em mim. Agradecgo por ver em mim algo que eu nunca
enxerguei, e talvez nunca enxergue. Sou grato por vocé ter escolhido dividir sua vida

comigo.

Por fim, agradeco a toda minha familia por todo o incentivo. A minha avé Zilda, minha
primeira apoiadora, € ao meu avé Amaro (in memoriam), o exemplo de homem que
eu quero ser. Nao tenho palavras para expressar minha gratiddo a minha mae,
Zilmara, por todos os sacrificios que fez para que eu chegasse até aqui, por todas as
boas memoarias de infancia e por alugar e assistir comigo o DVD de "Irmao Urso".
Agradeco por nunca ter me cobrado nada além dos estudos e por sempre me

proporcionar o conforto necessario para que eu pudesse focar apenas nisso.



Agradeg¢o ao meu pai, André, por todo o amor que sempre me deu. Agradeco as

minhas tias, Zilene, Zilka e Zenilda, por todo o carinho e apoio.

Agradeco a todas as pessoas que fizeram parte deste longo caminho.



“l grew up in the shoes they told me | could fill
Shoes that were not made for running up that
hill

And | need to run up that hill

[...]

I will”

(Fetch the Bolt Cutters — Fiona Apple)



RESUMO

As cianobactérias s&o os unicos organismos procariontes capazes de realizar a
fotossintese oxigénica. Devido ao seu complexo metabolismo, elas sdo capazes de
produzir diferentes metabdlitos secundarios com diversas atividades biologicas. Com
0 objetivo de conhecer e avaliar os efeitos da radiagcdo UV e estresse salino na
producao de ficobiliproteinas, carotenoides e citonemina em cianobactérias, foram
selecionadas trés cepas identificadas como do género Nostoc da CCAPE (Colegao de
Cultura de Cianobactérias e Algas de Pernambuco), previamente isoladas de
ambientes terrestres e dulcicolas do estado de Pernambuco. As cepas foram mantidas
e cultivadas em condi¢cdes padrées da CCAPE, em meio ASM-1, sob agitacédo
constante, visando a otimizagao do crescimento de biomassa. Apds esse periodo, as
cepas foram expostas a dois tratamentos, um com irradiacédo UVA e UVB e outro com
NaCl (na concentracao de 200 mM) adicionado ao meio, além do controle (irradiado
com luz branca e sem adigao de sal no meio). Apos 72 horas, a biomassa foi colhida,
liofilizada e a extragdo se deu pelo método de maceracgao, utilizando os solventes
tampao fosfato (ficobiliproteinas) e acetona (demais compostos). A concentragdo dos
pigmentos de interesse e a determinacdo do FPS foram avaliadas por
espectrofotometria. Ao analisar os dados estatisticamente (ANOVA one-way), foi
observado que todas as cepas utilizadas apresentaram concentragdo dos compostos
avaliados em todos os tratamentos propostos. Contudo, a cepa CCAPE 85 produziu
significativamente mais citonemina apds ser exposta a irradiagdo UVA e UVB (em
comparagao com a luz branca) e apresentou maiores concentragdes significativas de
ficobiliproteinas (i.e., ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina) apds ser exposta ao
estresse salino. O FPS (Fator de Protecédo Solar) dos extratos cianobacterianos foi
baixo para a maior parte dos extratos das cepas (<3). Apesar disso, o extrato de
tampao fosfato da cepa CCAPE 85 apresentou altos valos de FPS (entre 20 e 30
FPS), assim demonstrando o seu potencial como um ingrediente ativo em formulagdes
fotoprotetoras. Em vista disso, com esse estudo foi possivel comprovar o efeito do
estresse salino e do estresse relacionado a radiagao UV como potenciadores da
producao de pigmentos, ficobiliproteinas e citonemina, respectivamente, com grande
potencial bioativo. Além disso, destaca-se o a importancia da cepa CCAPE 85 para

estudos biotecnoldgicos.

Palavras-chave: Cyanobacteria, Fotoprotetores, FPS.



ABSTRACT

Cyanobacteria are the only prokaryotic organisms capable of performing oxygenic
photosynthesis. Due to their complex metabolism, they can produce different
secondary metabolites with various biological activities. To understand and evaluate
the effects of UV radiation and saline stress on the production of phycobiliproteins,
carotenoids, and scytonemin in cyanobacteria, three strains identified as Nostoc
belonging from the CCAPE (Culture Collection of Cyanobacteria and Algae of
Pernambuco) were selected, which were previously isolated from terrestrial and
freshwater environments in the state of Pernambuco. The strains were maintained and
cultivated under standard CCAPE conditions in ASM-1 medium, under constant
agitation, to optimize biomass growth. After this period, the strains were exposed to
two treatments, one with UVA and UVB irradiation and another with NaCl (at a
concentration of 200 mM) added to the medium, along with a control (irradiated with
white light and without the addition of salt to the medium). After 72 hours, the biomass
was collected and lyophilized, and the extraction was performed using the maceration
method, with phosphate buffer (for phycobiliproteins) and acetone (for the other
compounds) as solvents. The concentration of the pigments of interest and the
determination of SPF were evaluated by spectrophotometry. Statistical analysis of the
data (ANOVA-one way) revealed that all strains showed concentrations of the
compounds being assessed in all proposed treatments. However, strain CCAPE 85
produced significantly more scytonemin after exposure to UVA and UVB irradiation
(compared to white light) and showed significantly higher concentrations of
phycobiliproteins (i.e., phycocyanin, allophycocyanin, and phycoerythrin) after
exposure to saline stress. The Sun Protection Factor (SPF) of the cyanobacterial
extracts was low for most of the strain extracts (<3). Despite this, the phosphate buffer
extract of strain CCAPE 85 exhibited high SPF values (between 20 and 30 SPF), thus
demonstrating its potential as an active ingredient in photoprotective formulations.
Therefore, this study demonstrated the effect of saline stress and UV radiation stress
as enhancers of the production of pigments, phycobiliproteins, and scytonemin,
respectively, with significant bioactive potential. Furthermore, the importance of strain
CCAPE 85 for biotechnological studies is highlighted.

Keywords: Cyanobacteria, Photoprotectors, SPF.
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1. INTRODUGCAO

Cyanobacteria representa o grupo mais basal de procariontes capazes de
realizar fotossintese oxigénica, podendo ser encontrados em uma grande variedade
de ambientes, variando entre terrestre, marinho e dulcicola (HE; CHEN; TAO; ZHOU
et al., 2024). Além disso, as cianobactérias sao altamente adaptadas a sobrevivéncia
em ambientes extremos, como desertos, fontes termais e as regides polares do
planeta, devido a sua capacidade de tolerar diversas variaveis severas — como
irradiagdo UV, dessecacdo e salinidade (MARTIN-ANDRES; SOBRADO;
CAVALCANTE; QUESADA, 2024).

O aparato fotossintético das cianobactérias € composto por trés sistemas
primarios de captacao de luz, nos quais dois desses sistemas sdo comuns a outros
organismos fotossintéticos e um é exclusivo das cianobactérias, rodoéfitas e
glaucdfitas: os ficobilissomos — complexos de antenas que capturam energia luminosa
na faixa de 450-650 nm (JHA; SINGH; SINGH; GUPTA et al., 2024). Estruturalmente,
os ficobilissomos sdo compostos por subcomplexos de hastes e nucleos, em que as
hastes sao ligadas radialmente as proteinas do nucleo (MIZUHO; TAKESHI; KAISEI,
MAI et al., 2024). As proteinas que compdem os ficobilissomos sao conhecidas como
ficobiliproteinas, proteinas pigmentadas, altamente soluveis em agua, que podem ser
classificadas em trés categorias: ficoeritrina (Amax = 540 - 570 nm), ficocianina (Amax
=610 - 620 nm) e aloficocianina (Amax = 650 - 655 nm) (MA; HU; SHA; MENG et al.,
2024).

A grande biodiversidade desses organismos reflete, diretamente, em um amplo
espectro de metabdlitos secundarios biossintetizados pelas mais variadas vias e,
consequentemente, possuindo um extenso conjunto de diferentes atividades
biologicas (RODRIGUES; MORONE; HENTSCHKE; VASCONCELOQOS et al., 2024).
Sao conhecidas mais de 1.600 moléculas derivadas de cianobactérias, e esses
compostos exibem uma ampla gama de atividades bioldgicas — antifungicas, antivirais,
fotoprotetoras, antibacterianas e antioxidantes, o que coloca as cianobactérias como
organismos de bastante interesse para as mais diversas industrias, principalmente
biomédica e farmacolégica (BOUYAHYA; BAKRIM; CHAMKHI; TAHA et al., 2024).

E sabido que a radiacdo UV pode exercer efeitos letais em sistemas bioldgicos,

uma vez que € absorvida por biomoléculas. Assim, as cianobactérias adaptaram-se
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aos altos niveis de radiacdo solar por meio da produgdao de compostos, como
citoneminas, que possuem propriedades fotoprotetoras e antioxidantes (RUCOVA;
VILKOVA; SOVOVA; VARGOVA et al., 2023). Citonemina & um pigmento amarelo-
marrom, soluvel em lipidios, encontrado exclusivamente na bainha extracelular das
cianobactérias, onde age como um escudo contra radiagao UV, absorvendo cerca de
90% de radiacao incidente (KUMARI; PANDEY; GUPTA; MISHRA et al., 2023).

Os Carotenoides sdo pigmentos, que também s&o sintetizados pelas
cianobactérias, que podem apresentar uma grande variedade de cores, variando entre
amarelo, laranja, vermelho e roxo (CHINI ZITTELLI; LAUCERI; FARALONI; SILVA
BENAVIDES et al., 2023). Essa classe de pigmentos é bem disseminada em
cianobactérias, macrofitas aquaticas e plantas vasculares (PUDDICK; NAEHER,;
PEARMAN; PAGE et al., 2023). Sao pigmentos intracelulares geralmente encontrados
em membranas celulares e auxiliam na montagem e fungdo dos complexos
fotossintéticos. Nas cianobactérias, esse pigmento ndo atua apenas como pigmento
acessorio para captura de luz, mas também como agentes fotoprotetores quando as
células estdo expostas ao estresse luminoso, como alta intensidade de luz e radiagao
ultravioleta (NATESUNGNOEN; PONGRAKHANANON; LINDBLAD; JANTARO,
2023).

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Cyanobacteria

As cianobactérias foram, e continuam sendo, um dos organismos mais
importantes a habitar a Terra e o alvo de diversos estudos biolégicos, biotecnoldgicos,
ecolégicos e evolutivos (GARCIA-PICHEL; ZEHR; BHATTACHARYA; PAKRASI,
2020). Seus ancestrais desenvolveram a capacidade de fotossintese oxigénica, assim
tornando possivel a oxigenagao primaria da atmosfera e dos oceanos terrestres. Além
disso, acredita-se que cianobactérias endossimbiontes originaram a fotossintese em
organismos eucariontes (SANCHEZ-BARACALDO; BIANCHINI; WILSON; KNOLL,
2022), o que embasado pela Teoria da Endossimbiose. A fotossintese oxigénica € um
dos metabolismos mais importantes a ter evoluido na Terra, pois permitiu o surgimento
de formas de vida mais derivadas (SANCHEZ-BARACALDO; CARDONA, 2020).

Acreditam-se que as cianobactérias estejam presentes no planeta Terra a cerca
de 3,5 bilhdes de anos (KHALIFA; SHEDID; SAIED; JASSBI et al., 2021) e essa
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datacao é possivel gracas aos estromatélitos, os registros fésseis mais antigos da vida
na Terra que sdo formados através de interagbes complexas entre comunidades
microbianas e seu ambiente geoquimico (POPALL; BOLHUIS; MUYZER; SANCHEZ-
ROMAN, 2020). Eles sd0 um dos marcos da biosfera primitiva da Terra e dominaram
o ecossistema do Pré-cambriano, no inicio do Arqueano (HUANG; CHEN; WU; FENG,
2022).

Devido ao seu longo periodo de evolugao, o grupo Cyanobacteria consegue
habitar uma grande variedade de ambientes, desde agua doce e marinha até
ecossistemas terrestre; também s&o capazes de suportar e viver em habitats
extremos, incluindo ambientes geotérmicos, sistemas congelados e ambientes
hipersalinos (MEHDIZADEH ALLAF; PEERHOSSAINI, 2022). Dentro dos grupos
procaridticos, as cianobactérias sdo um dos grupos mais morfologicamente
diversificados, com formas de crescimento que vao de unicelulares a filamentosas,
multicelulares ou coloniais (SANCHEZ-BARACALDO; CARDONA, 2020), como

mostrado na Figura 1.
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Figura 1. Representacédo das diferentes formas das cianobactérias: A - unicelulares esféricas e
elipticas; B — coloniais; C - filamentosas; D - espiralada; E - tricoma sem bainha; F - tricoma com
bainha; G - ramificagdo falsa; H - ramificagdo verdadeira; | - diferentes tipos de células em
cianobactérias filamentosas (heterdcito — célula especializada para fixagado do nitrogénio atmosférico;
acineto — célula de resisténcia). Imagem adaptada de MEHDIZADEH ALLAF e PEERHOSSAINI (2022).
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As cianobactérias evoluiram durante um periodo em que a auséncia da camada
de ozénio permitia a penetragado de radiagcao UV nociva (UVC e UVB) na atmosfera
do planeta, tornando os ambientes aquaticos e terrestres extremamente estressantes
(BROWNE; OTERO; MURRAY; SAHA, 2023). Logo, um dos mecanismos adaptativos
para tolerar esse stress abidtico foi a sintese de compostos absorvedores de UV, como
as citoneminas (RUPALI; SHARMA, 2021). Ademais, como o O2 é altamente reativo,
€ provavel que as cianobactérias primarias - os primeiros produtores de O2 biogénico
- tenham sofrido pressao seletiva, resultando na evolugdo de antioxidantes mais
eficientes (BODEN; KONHAUSER; ROBBINS; SANCHEZ-BARACALDO, 2021).

A ampla distribuicdo das cianobactérias se da a sua capacidade de lidar com
diversos tipos de fatores como privacao de nutrientes, flutuagdes de luz e temperatura,
e estresses oxidativos, térmicos e osmaéticos (RACHEDI; FOGLINO; LATIFI, 2020),
esse sucesso evolutivo € intimamente ligado a produgédo de metabdlitos secundarios
(NOWRUZI; SARVARI; BLANCO, 2020), com propriedades antioxidantes,
fotoprotetoras, hidratantes, alelopaticas e toxicas, que incluem pigmentos,
polissacarideos, acidos graxos e peptideos. Esses compostos bioativos encontrados
em cianobactérias tém grande potencial para serem utilizados na formulagdo ou
producgao de farmacos (PERERA; HERATH; SANJEEWA; JAYAWARDENA, 2023).

2.2. Complexo Nostoc

Nostoc € um género de cianobactérias, primeiramente descrito por BORNET e
FLAHAULT (1888), que pode ocorrer em habitats aquaticos de &agua doce,
hidroterrestres e euterrestres em todo o mundo (REHAKOVA; JOHANSEN;
CASAMATTA; XUESONG et al., 2007). Nostoc ¢ identificado morfologicamente pela
presenca de filamentos unisseriados isopolares nado ramificados com cadeias
diferenciadas de acinetos e heterdcitos terminais e intercalares incorporados em
material mucilaginoso, formando coldénias (SINGH; SNOKHOUSOVA; SARAF;
SURADKAR et al., 2020).

Sua taxonomia é considerada complicada e problematica, porém com o
advento de abordagens polifasicas, alguns géneros foram separados do complexo
Nostoc na tentativa de tornar este género menos polifilético, incluindo Mojavia,
Desmonostoc, Halotia, Aliinostoc, Komarekiella e Desikacharya (CAl; YU; LIU; SUN

et al., 2021). A abordagem polifasica multidisciplinar integra ciclo de vida, morfologia
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e ultraestrutura, dados genéticos, ecologicos e bioquimicos, levando ao
estabelecimento de uma taxonomia sélida para as cianobactérias (PECUNDO; CHEN;
DELA CRUZ; GRIFFITH et al., 2023).

Segundo JASSER; KHOMUTOVSKA; SANDZEWICZ; LACH et al. (2024), as
cianobactérias do complexo Nostoc sao conhecidas por produzirem varios tipos de
compostos biologicamente ativos. O género Nostoc é reconhecido pelas suas
aplicagbes ambientais e biotecnologicas, sendo considerado um dos grupos de
cianobactérias mais promissoras, pois € capaz de produzir substancias anti-UV, como
citoneminas e aminoacidos do tipo micosporina (MAAs), dentre outras aplicagdes —
como a promogao do aumento do crescimento de plantas derivadas (MOUGA,;
PEREIRA; MOREIRA; AFONSO, 2024). Além de algumas espécies, como Nostoc
commune, poderem ser usadas, com éxito, na restauragao de terras sodicas e areas
salinas devido a sua alta tolerancia ao estresse salino (YADAV; SINGH; ALODAINI;

HATAMLEH et al., 2023).

2.3. Radiagao UV

A Terra tem sido irradiada pela luz solar desde sua formac&o. A medida que as
formas de vida evoluiram no oceano, elas foram expostas a luz solar e a energia do
sol foi eficientemente utilizada pelos primeiros fitoplanctons na produgdo de
carboidratos como sua fonte de energia (MICHAEL F, 2016). A luz solar € um espectro
continuo de radiacdo eletromagnética que € dividido em trés espectros de
comprimento de onda principais: ultravioleta, Iluz Vvisivel e infravermelho
(NARAYANAN; SALADI; FOX, 2010).

O fator externo mais prejudicial que ameaca a pele é a radiagao ultravioleta
(UV) (GROMKOWSKA-KEPKA; PUSCION-JAKUBIK; MARKIEWICZ-ZUKOWSKA;
SOCHA, 2021), cada componente da radiagdo UV pode exercer uma variedade de
efeitos sobre tecidos, células e moléculas (ORAZIO; JARRETT; AMARO-ORTIZ;
SCOTT, 2013). A energia UV pode ser subdividida em trés classes: UVA, UVB e UVC,
com base em propriedades eletrofisicas. Os fotons UVC possuem os comprimentos
de onda mais curtos (A = 100-280 nm) e a maior energia, UVA apresenta os mais
longos (A = 315-400 nm) porém os fétons sdo menos energéticos e UVB apresenta o
meio termo (A =280-320 nm) (GROMKOWSKA-KEPKA; PUSCION-JAKUBIK;
MARKIEWICZ-ZUKOWSKA; SOCHA, 2021; ORAZIO; JARRETT; AMARO-ORTIZ;
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SCOTT, 2013). Aproximadamente cerca de 90 a 99% da energia UVR solar que atinge
a superficie terrestre é UVA, enquanto apenas 1 a 10% é UVB (NARAYANAN;
SALADI; FOX, 2010). A radiacdo UVC, ao contrario da radiacdo UVA e UVB, é
completamente absorvida pela camada de ozénio (GROMKOWSKA-KEPKA;
PUSCION-JAKUBIK;  MARKIEWICZ-ZUKOWSKA; SOCHA, 2021), como

demonstrado na Figura 2.
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Figura 2. Esquema representando como diferentes tipos de radiagdo UV penetram ou interagem com
a camada de oz6nio. Adaptado de ZIELINSKA-DABKOWSKA (2014).

Cianobactérias sado organismos fotossintéticos, ou seja, esses organismos
utilizam a radiacao solar fotossinteticamente ativa na conversao da luz em energia
quimica (JACINAVICIUS; GERALDES; CRNKOVIC; DELBAJE et al., 2021). A procura
por radiacao solar expde as cianobactérias a doses nocivas de radiacdo UVB e UVA,
simultaneamente, em seus habitats naturais (SINGH; JHA; RANA; MISHRA et al.,
2023). A radiagéo UV (especialmente UVB) pode afetar as respostas fisioldgicas e
bioquimicas das cianobactérias. Ademais, acredita-se que as cianobactérias sdo mais
suscetiveis ao estresse causado pela radiacdo UVB do que as algas eucaridticas, pois

21



sofrem mais danos relacionados ao DNA (EL-SHEEKH; ALWALEED; IBRAHIM;
SABER, 2021).

A radiacdo UVB ¢é considerada potencialmente perigosa pois afeta
biomoléculas e estruturas celulares, além de poder bloquear reagdes enzimaticas e
interferir em processos fisioldgicos, como motilidade e orientagédo. UVB também pode
desencadear a formagédo de espécies reativas de oxigénio dentro da célula. Em
relagao a fotossintese, ela € especialmente sensivel ao dano causado por radiagao
UVB. Dentre outros alvos, a radiagdo danifica a proteina D1 na cadeia transportadora
de elétrons do fotossistema Il e também afeta pigmentos secundarios que atuam na
captagdo de energia, como as ficobiliproteinas (HADER; WILLIAMSON; WANGBERG;
RAUTIO et al., 2015). Em contrapartida, a radiagao UVA nao € absorvida diretamente
pelo DNA, mas ainda pode induzir danos a essa molécula. A radiacao UV é capaz de
afetar o DNA e suas caracteristicas morfolégicas, bem como a diferenciacéo celular,
propriedades elasticas, composicdo de ficobiliproteinas, perfil de proteinas,
desenvolvimento, sobrevivéncia, pigmentagao, orientagdo, processos metabdlicos e
captura de *COz2 (SINGH; JHA; RANA; MISHRA et al., 2023). Na Figura 3 é possivel

observar outros possiveis efeitos da radiacdo UV nas cianobactérias.
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Figura 3. Representagédo esquematica dos possiveis efeitos da irradiagdo UV em cianobactérias. UVR:
Radiacao UV; FSII: Fotossistema Il; ssDNA: DNA fita simples. Adaptado de SINGH; JHA; RANA;
MISHRA et al. (2023).

Como uma forma de mitigar os efeitos nocivos da radiagdo UV, as
cianobactérias desenvolveram estratégias adaptativas. Uma dessas estratégias se
caracteriza pela biossintese de metabdlitos secundarios, como MAAs e os pigmentos
conhecidos como citoneminas, que atuam como um escudo anti-UV (JACINAVICIUS;
GERALDES; CRNKOVIC; DELBAJE et al., 2021).

2.4. Estresse Salino

Salinidade € um dos fatores abidticos mais importantes em diversos habitats
naturais de microrganismos, flutuando bastante em decorréncia de mudangas
geograficas — como o fluxo de marés — e climaticas, como chuva e dissecagéao (LIANG;
ZHANG; WANG; ZHANG et al., 2020). Cianobactérias, em particular, se distribuem
por uma ampla gama de ambientes com diferentes concentracbes salinas e varias
espécies podem se adaptar a condi¢cdes de salinidade variaveis, com a habilidade de
prosperar em ambientes extremos (ROCHA; ESTEBAN LUCAS-BORJA; PEREIRA,;
MUNOZ-ROJAS, 2020).

Estresse significa a interrupgdo da homeostase, resultando em mudangas no

metabolismo celular que, em alguns casos, podem induzir a superproducédo de
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metabolitos secundarios desejaveis durante a aclimatacdo e a restauragdo da
homeostase (SHEIBANI MADRAHI; NAEIMPOOR, 2023a). Baixas concentragdes de
Na* auxiliam na regulagdo do pH em cianobactérias, além de contribuirem na fixagao
de nitrogénio e de diéxido de carbono (YANG; WANG; LIU; SUI, 2020), enquanto a
alta salinidade € um estresse abidtico critico, pois causa efeitos prejudiciais no
crescimento das cianobactérias, podendo desencadear estresses idnicos, osmaoticos
e oxidativos, que podem interferir no processo fotossintético, quebrar os grupos
funcionais de enzimas e proteinas, entre outros. Logo, estudos que se concentrem
nos mecanismos de tolerancia ao sal sdo necessarios nas cianobactérias (CUI; SUN;
CHEN; ZHANG, 2020).

As cianobactérias evoluiram diversos mecanismos fisiologicos para lidar com o
estresse salino (YANG; WANG; LIU; SUI, 2020). A tolerancia a salinidade em muitas
cianobactérias pode ser devido a operacao de diferentes tipos de antiportadores
Na*/H*, que desempenham um papel fundamental na manutencdo de baixas
concentracbes de sbédio na célula ou até mesmo ao aumento da atividade
fotossintética e a acumulagdo de solutos compativeis (GR; YADAV; CHATRATH;
GERARD et al., 2021). A salinidade também é considerada efetiva na regulacédo da
producao de citonemina (SHEIBANI MADRAHI; NAEIMPOOR, 2023a), além de atuar
na biossintese de carotenoides, importante no combate a espécies reativas de
oxigénio (GR; YADAV; CHATRATH; GERARD et al., 2021).

2.5. Ficobiliproteinas

As cianobactérias, por serem capazes de realizar fotossintese oxigénica,
compartilham com as algas eucarioticas os mesmos pigmentos basicos e pigmentos
acessorios (clorofila a e carotenoides, respectivamente). Ademais, as cianobactérias
apresentam um sistema fotossintético unico, com a presenga de pigmentos proteicos
denominados ficobiliproteinas (HOTOS; ANTONIADIS, 2022), que conseguem
transferir energia de forma muito eficiente para clorofila a (GOVINDJEE; SHEVELA,
2011). Essas proteinas absorvem luz em regides do espectro visivel onde a clorofila
a tem baixa absorg¢ao, principalmente nas zonas verde e amarela do espectro de luz,
representando cerca de 50% do total de proteinas celulares nas cianobactérias
(PAGELS; GUEDES; AMARO; KIJJOA et al., 2019)

24



As ficobiliproteinas formam os ficobilissomos, que sao grandes complexos
hidrossoluveis capazes de absorver energia solar e transferir energia para o
fotossistema | e o fotossistema |l, absorvendo principalmente a luz visivel na faixa de
490-650 nm (KAWAKAMI; HAMAGUCHI; HIROSE; KOSUMI et al., 2022). Identificado
primeiramente na década de 1960 (ADIR; BAR-ZVI; HARRIS, 2020), a unidade basica
dos ficobilissomos € um heterodimero de uma subunidade a e uma subunidade 3
(frequentemente chamado de monémero af) (ZHENG; ZHENG; LI; WANG et al.,
2021). As ficobiliproteinas que formam os ficobilissomos s&o principalmente
categorizadas em trés tipos: ficoeritrinas nas extremidades distais das hastes (que
absorvem luz de alta energia); ficocianinas nas por¢des adjacentes ao nucleo das
hastes (que absorvem luz de energia intermediaria); e aloficocianinas, os principais
componentes do nucleo (que absorvem luz de baixa energia) (SUI, 2021), como

mostrado na Figura 4.
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Figura 4. Organizacéo estrutural do ficobilissomo. A — Etapas do transporte de energia dentro do
complexo de antena; B — Pigmentos, e seus respectivos picos de absorg¢do, que fazem parte desse
complexo. Adaptado de GOVINDJEE e SHEVELA (2011).

Estudos sobre o potencial bioativo das ficobiliproteinas vem crescendo em
diferentes areas, incluindo as industrias alimenticia, cosmética, téxteis e

farmacéuticas. As vantagens do uso das ficobiliproteinas € que elas séo obtidas de
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fontes renovaveis e abundantes, possuem boa estabilidade, biocompatibilidade e
bioatividade (KOVALESKI; KHOLANY; DIAS; CORREIA et al, 2022). As
ficobiliproteinas, especialmente a ficoeritrina, produzidas por varias espécies de
cianobactérias, exibem uma grande variedade de atividades farmacoldgicas, como
antioxidante, anticancerigena, neuroprotetora, anti-inflamatéria, hepatoprotetora e
hipocolesterolémica (PANDEY; PANDEY; VIBHU, 2013). Além da ficoeritrina, as
ficocianinas extraidas de cianobactérias sdo usadas como pigmento para produtos
alimenticios (uma das poucas opgdes para corantes naturais de cor azul claro), e
apresentam atividades antioxidantes, anti-inflamatérias e anticancerigenas
(JAESCHKE; TEIXEIRA; MARCZAK; MERCALI, 2021).

E visto que ao passar dos anos as ficobiliproteinas sdo cada vez mais usadas
como corantes naturais em alimentos e cosméticos, principalmente devido aos riscos
a saude humana oferecidos pelos corantes sintéticos, como a toxicidade e
carcinogenicidade encontradas nesses compostos, enquanto os corantes naturais sao
mais saudaveis e apresentam menos efeitos colaterais (JI; QIU; WANG; ZHAO et al.,
2023). A ficocianina e a ficoeritrina sao as duas proteinas mais essenciais nas
ficobiliproteinas, com cores azul e vermelha, respectivamente, que conferem apelo
visual direto a alimentos como queijo, iogurte, sorvete e chiclete (MA; HU; SHA; MENG
etal., 2024).

E sabido que as ficobiliproteinas possuem um forte potencial antioxidante, pois
sdo capazes de eliminar espécies reativas de oxigénio e aumentar a quantidade de
enzimas antioxidantes. Apresentando, assim, potencial para o tratamento de uma
variedade de doencgas causadas pelo estresse oxidativo (LI; SU; PU; CHEN et al.,
2019).

2.6. Citonemina

Citonemina é um pigmento lipossoluvel, com coloragéo que vai do amarelo ao
marrom, sintetizado exclusivamente por cianobactérias em resposta, principalmente,
ao estresse causado por radiagao ultravioleta A (UVA) — atuando como um composto
fotoprotetor (PATHAK; PANDEY; MAURYA; RAJNEESH et al., 2020). Esse pigmento
se acumula na bainha extracelular das cianobactérias, onde atua como um escudo
anti-UV, podendo absorver até 90% da radiagéo incidente (PANDEY; PATHAK;
SINGH; AHMED et al., 2020). NAGELI (1849) foi o primeiro pesquisador a relatar a
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presenga de citonemina em cepas de cianobactérias terrestres, porém evidéncias
fésseis e moleculares estimam que a idade minima para o surgimento das citoneminas
€ por volta de 2 bilhdes de anos (LARA; DEMOULIN; VANSTEENKISTE; JAVAUX,
2023).

Esse composto € um dimero constituido por uma subunidade inddlica e uma
subunidade fendlica, ligadas por uma ligagado carbono-carbono. A citonemina possui
uma forma oxidada (com coloragdo amarela e peso molecular de 544 Da) e uma forma
reduzida (apresenta coloracdo vermelha e peso molecular de 546 Da), e trés
derivados: dimetoxiscitonemina, tetrametoxiscitonemina e scyt (GAO; JING; LIU;
LINDBLAD, 2021). As citoneminas sdo consideradas moléculas relativamente
pequenas, com forma molecular CssH20N204 e peso molecular de 544,566 g/mol
(PATHAK; PANDEY; MAURYA; RAJNEESH et al.,, 2020). A Figura 5 apresenta a
estrutura quimica da citonemina. Esse alcaloide apresenta pico de absorcao in vivo
em UVA (Amax = 370 nm) e UVC (Amax = 250 nm), além de absorg&o substancial na
regido de UVB (280-320 nm) (SHEIBANI MADRAHI; NAEIMPOOR, 2023b).

OH

HO

Figura 5. Estrutura quimica da citonemina. Fonte: KANG; JO; LEE; YOON et al. (2020).

Tapetes microbianos em regides entremarés, biofilmes aderidos a rochas,
monumentos, cascas de arvores e superficies de solo com crostas de cianobactérias
em ecossistemas aridos ou semiaridos sido habitats bem conhecidos para
cianobactérias capazes de biossintetizar citonemina (SHEIBANI MADRAHI;
NAEIMPOOR, 2023a). Além da irradiacao UV, a presenga e a interagao de varios

outros fatores abidticos podem influenciar a sintese desse fotoprotetor em
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cianobactérias. Por exemplo, a concentragao de sal, dessecacao, disponibilidade de
nutrientes como nitrogénio, ciclo claro-escuro, estresses osmoéticos e fotooxidativos, e
temperatura (SEN; MALLICK, 2022). Abiossintese desse composto pode ser regulada
como parte de uma via bastante complexa de resposta a estresse, estimulada por
diversos fatores ambientais (SHEIBANI MADRAHI; NAEIMPOOR, 2023a). Cepas de
cianobactéria dos géneros Nostoc, Scytonema, Calothrix, Lyngbya, Rivularia, e
Chlorogloeopsis sao conhecidas pela produgcdo de citonemina (GAO; JING; LIU;
LINDBLAD, 2021).

Citonemina é um agente fotoprotetor UV bem conhecido, e cada vez mais vem
sendo sugerido o uso desse pigmento no desenvolvimento de novos cosmecéuticos
(KANG; JO; LEE; YOON et al., 2020). Além da protecado UV, a citonemina também
apresenta propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e antiproliferativas (GAO;
YUAN; ZHENG; JI, 2023). A propriedade hidrofébica desse composto permite a facil
combinagao com bases oleosas, hidratantes bifasicos, cremes anidros e ceras, muitos
dos quais, sendo a prova d'agua, tendem a ter maior eficiéncia na protegdo solar
(SHEIBANI MADRAHI; NAEIMPOOR, 2023a). As propriedades inerentes da
citonemina, como fotoestabilidade e absorgéao eficaz de UV, a tornam um possivel
protetor solar natural e ecologicamente amigavel, em oposigdo aos abidticos
atualmente disponiveis (SHEIBANI MADRAHI; NAEIMPOOR, 2023b). Isso demonstra
que citonemina pode ser potencialmente utilizada como protetor solar e antioxidante
na industria cosmética (PATHAK; PANDEY; MAURYA; RAJNEESH et al., 2020).

2.7. Carotenoides

Carotenoides sao pigmentos tetraterpenos, que exibem coloracdo que varia
entre amarelo, laranja, vermelho e roxo. Esses pigmentos sdo considerados os mais
bem distribuidos na natureza, encontrados em bactérias fotossintetizantes, algumas
espécies de archaea e fungos, plantas e animais (MAOKA, 2020). Carotenoides séo
pigmentos essenciais na fotossintese, principalmente na captura de luz
(FABROWSKA; MESSYASZ; SZYLING; WALKOWIAK et al., 2018), mas também
possuem papel importante na fotoprotecao (PANDEY; PATHAK; SINGH; AHMED et
al., 2020). Eles absorvem luz na regido do espectro visivel, em comprimentos de onda
em que a clorofila ndo consegue absorver (SAINI; PABBI; SHUKLA, 2018). Esses
pigmentos lipossoluveis absorvem luz no comprimento de onda de 400-550 nm

(NOVOVESKA; ROSS; STANLEY; PRADELLES et al., 2019).
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Baseado em sua estrutura quimica, os carotenoides sao classificados em
carotenoides primarios e carotenoides secundarios. Os pigmentos fotossintéticos sao
considerados carotenoides primarios, com papel vital na fotossintese (NABI; ARAIN;
RAJPUT, ALAGAWANY et al., 2020), enquanto os carotenoides secundarios sao
produzidos apenas quando o organismo é submetido a situagdes especificas, como
alta incidéncia luminosa (NOVOVESKA; ROSS; STANLEY; PRADELLES et al., 2019).
Os carotenoides também podem ser subdivididas em carotenos, que apresentam
moléculas lineares ou ciclizadas com um ou dois anéis em suas extremidades, sem
atomos de oxigénio, e xantofilas, que sdo derivados oxigenados dos carotenos
(PAGELS; VASCONCELOS; GUEDES, 2021), a Figura 6 apresenta a estrutura

quimica de alguns representantes dos carotenos e das xantofilas.

Carotenos
M A I XXX I X
Betacaroteno Licopeno
Xantofilas

_\\OH
HO' T o
Beta-criptoxantina Luteina

o
OH

OH
S e T T e T T
e 1 1 1 1 1 T
& HO
HO

Zeaxantina

= Astaxantina

OH

0.
e Xry

- 2 b 1 1 Y T

(o}

K(
HO

Peridinina

Figura 6. Estrutura quimica de representantes das classes dos carotenos e das xantofilas. Adaptado
de MAOKA (2020).

Cianobactérias podem sintetizar uma grande variedade de carotenoides, com
0 B-caroteno e os seus derivados, como zeaxantina, equinenona e nostoxantina,
sendo os mais comumente encontrados nesses procariontes (SUGIYAMA; TAKAICHI,
2020). Nesses organismos, as etapas iniciais da biossintese visam produzir o produto
intermediario chamado fitoeno, que possui 40 carbonos em sua cadeia. Uma vez

produzido esse precursor comum, um numero consideravel de processos quimicos e
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enzimaticos ocorrem varias vezes e, combinados alternadamente, podem resultar em
uma ampla gama de arranjos estruturais dos diferentes carotenoides (PEREZ-
GALVEZ; VIERA; ROCA, 2020).

Pigmentos sintetizados por microalgas e cianobactérias sdo conhecidos por
suas propriedades altamente atrativas para uso industrial em alimentos, ragdes,
produtos farmacéuticos, nutracéuticos e cosméticos, principalmente devido a sua cor
e propriedades bioativas, além de serem componentes naturais e ecologicamente
amigaveis (PAGELS; PEREIRA; VICENTE; GUEDES, 2021). Carotenoides séao
compostos bioativos com potencial antioxidante, anti-inflamatdrio, antitumoral, e
antimicrobiano, que podem ser utilizados na alimentagdo animal e na fabricagao de
cosméticos antioxidantes e antienvelhecimento, por exemplo (PAGELS;
VASCONCELOS; GUEDES, 2021), e também sao usados comercialmente como
corantes naturais e ingredientes em suplementos nutricionais (GONZALEZ-PENA;
ORTEGA-REGULES; ANAYA DE PARRODI; LOZADA-RAMIREZ, 2023).

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral:
Conhecer e avaliar a producao de ficobiliproteinas, carotenoides e citonemina

por cianobactérias do tipo-Nostoc expostas a radiacdo UV e estresse salino.

3.2. Objetivos Especificos:
e Otimizar o crescimento das cepas selecionadas para obtencao de biomassa;
o Conhecer as melhores condicdes para producdo dos metabdlitos de interesse;
e Avaliar a cepa com maior produgao dos metabdlitos de interesse;

e Avaliar o fator de protecao solar (FPS) dos extratos.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Selecao das Cepas

As cepas de cianobactérias foram obtidas da Colegdo de Cultura de
Cianobactérias e Algas de Pernambuco (CCAPE). Foram selecionadas trés cepas de
cianobactérias, sendo duas isoladas de ambientes terrestres do dominio Mata
Atlantica e outra de um acude, todas do estado de Pernambuco, conforme
apresentado na Tabela 1. As cepas foram selecionadas por pertencerem ao complexo
Nostoc, grupo de cianobactérias com possivel potencial de producdo de compostos

bioativos.
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Tabela 1. Lista das cepas selecionadas, incluindo o seu cédigo, local de coleta, substrato de onde foi
isolada e identificagdo. CCAPE: Colecao de Cultura de Cianobactérias e Algas de Pernambuco.

Cddigo da Cepa Local de Coleta Substrato Identificacdo
Estagéo ecoldgica de ) )
CCAPE 77 . Banco de madeira Nostoc interbryum
Tapacura/PE
Estacéo ecoldgica de ) )
CCAPE 85 . Estipe de coqueiro Nostoc sp.1
Tapacura/PE
Acude de
CCAPE 102 . Acude-Fitoplancton Nostoc sp.2
Apipucos/PE
4.2. Cultivo

O cultivo foi baseado nas recomendacdes de JACINAVICIUS; GAMA JUNIOR;
AZEVEDO e SANTANNA (2013) em que as cepas sdo mantidas em meio ASM-1 a
24+2 °C e irradiancia de cerca de 30 pymmol.fétons.m?2.st, com lampadas led
brancas/frias, com um ciclo de luz/escuro (14h/10h). As cepas sdo submetidas a

agitacao constante para otimizar o crescimento e a obtencéo de biomassa.

4.3. Desenho experimental para Estresse Salino

Primeiramente, a biomassa fresca das cianobactérias foi centrifugada,
concentrada e pesada para obtencao do peso fresco. Entdo, a biomassa foi distribuida
uniformemente entre todas as réplicas de todos os tratamentos, em garrafas de
plastico contendo 150 mL de meio ASM-1 em ftriplicatas, destinados ao experimento
de salinidade em dois tratamentos: concentragdo de NaCl em 200 mM e meio ASM-1
sem adigdo de sal como controle (Figura 7). A salinidade final de cada réplica foi
analisada utilizando refratdmetro. As cepas foram expostas aos tratamentos por 72

horas.

Por ultimo, a biomassa de cada tratamento foi liofilizada, pesada e usada na

extracdo e analise dos pigmentos de interesse.
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Figura 7. Fluxograma representando o desenho experimental para estresse salino. FCB:
Ficobiliproteinas; CIT: Citonemina; CAR: Carotenoides; CLO: Clorcfila a.

4.4. Desenho Experimental para Irradiagao UV

A biomassa fresca foi distribuida da mesma forma que o tratamento salino. Para
avaliar a produgao de ficobiliproteinas, citonemina e carotenoides, as cepas foram
expostas a dois tratamentos: o primeiro tratamento (T1/C) consiste em exposi¢cao
apenas a luz branca, considerada como radiacao fotossinteticamente ativa, enquanto
o segundo tratamento (T2) consiste em exposicdo a uma composi¢cao mista entre
radiacdo UVA (lampada actinica — 400 a 320 nm), radiagao UVB e luz branca, como
apresentado na Figura 8. Em ambos os tratamentos as cepas foram expostas por 72
horas. Ao fim desse periodo, a biomassa de cada tratamento foi liofilizada, pesada e

usada na extragao e analise dos pigmentos de interesse.
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Figura 8. Fluxograma representando o desenho experimental para irradiagdo UV. T1: Luz Branca; C:
Controle; T2: Luz Branca, radiagbes UVA e UVB,; FCB: Ficobiliproteinas; CIT. Citonemina; CAR:
Carotenoides; CLO: Clordfila a.

4.5. Extracao e Analise de Ficobiliproteinas

A extragcdo e analise de ficobiliproteinas foram realizadas de acordo com
KOVACIK; JEZBEROVA; KOMARKOVA; KOPECKY et al. (2011). Para tanto, a
biomassa liofilizada foi submetida a maceragcado, em pistilo e almofariz de agata,
utilizando 6 mL de tampao fosfato 0,1 M (pH= 7,4) — feito com 20,214 g de fosfato de
sédio heptahidratado dibasico e 3,394 g de fosfato monobasico monohidratado para
1 L de agua deionizada, com pH posteriormente ajustado para 7,4 utilizando HCI 1N
ou NaOH 1N - para o rompimento das células. Em seguida, os extratos foram
centrifugados, por 5 minutos a 4.000 rpm, e o sobrenadante foi recolhido com cuidado

€ a biomassa reservada para extragdes posteriores.

A producao de ficobiliproteinas foi avaliada por método espectrofotométrico,
utilizando o espectrofotdmetro Bel UV-M51 UV-VIS, no qual os extratos de tampao
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fosfato foram lidos nos pontos de absorbancia nos seguintes comprimentos de onda:
562, 615 e 652 nm. Para calcular a concentragao de ficobiliproteinas serao utilizadas
as equacdes: Cpc=(A615—0,474"A652)/5,34 para ficocianina, Capc=(Ass2—
0,208*A615)/5,09 para aloficocianina e Cpe=(As62-2,41*(Crc)-0,849*(Carc))/9,62 para

ficoeritrina.

4.6. Extracao e Analises de Carotenoides, Clorofila a e Citonemina

A extracdo e analise de carotenoides, clorofila a e citonemina foram baseadas
em GARCIA-PICHEL; SHERRY e CASTENHOLZ (1992); GARCIA-PICHEL e
CASTENHOLZ (1991). A biomassa reservada (pos-extracdo com tampao fosfato) foi
ressuspendida em 6 mL do solvente acetona 100%. Em seguida, o extrato foi
centrifugado a 4.000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi recolhido

cuidadosamente.

O extrato foi lido no espectrofotdmetro Bel UV-M51 UV-VIS nos comprimentos
de ondas de 384, 490 e 663 nm para avaliar a produ¢cado e acumulo de citonemina,
carotenoides e clorofila a, respectivamente. Para calcular o acumulo de citonemina
fora utilizada a seguinte equagao: Assa=1,04A384-0,79A663-0,27 A490. A equacgao para o
calculo do acumulo de carotenoides e clorofila a sao, respectivamente: A490=1,02A490-
0,08A384-0,026A663 € As63=1,02A663-0,027 A3s4+0,01A490 (GARCIA-PICHEL; SHERRY,;
CASTENHOLZ, 1992; GARCIA-PICHEL; CASTENHOLZ, 1991).

4.7. Determinagao do Fator de Protecao Solar (FPS) dos Extratos Obtidos
Seguindo as recomendacdes de DUTRA; OLIVEIRA; KEDOR-HACKMANN e
SANTORO (2004), os dados de absorbancia dos extratos foi registrada na faixa de
290 a 320 nm, com intervalos de 5 em 5 nm. Apds obtencédo dos dados, o FPS foi
calculado de acordo com a equacao sugerida por MANSUR; BREDER; MANSUR e
AZULAY (1986):
320
FPS = FC x z EE(2) x I(2) X Abs(1)
290
Sendo: EE — Efeito eritemogénico da radiacédo de comprimento de onda (A); | —
Intensidade do sol no comprimento de onda (A); Abs — Absorbancia da amostra no

comprimento de onda (A); FC — Fator de correcado (=10). Os valores de EEXxI| séo
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constantes e foram determinados por SAYRE; AGIN; LEVEE e MARLOWE (1979),

apresentados na Tabela 2.
Tabela 2. Fungdo de produto normalizada utilizada no calculo do FPS (SAYRE; AGIN; LEVEE;

MARLOWE, 1979). EE - Efeito eritemogénico da radiagdo de comprimento de onda (A); | - Intensidade
do sol no comprimento de onda (A)

Comprimento de onda (A nm) EE (A) x 1 (A)

290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180
Total 1

4.8. Analises Estatisticas

Os dados de produgédo de pigmentos entre os tratamentos foram avaliados
quanto a normalidade, pelo teste de Shapiro-Wilk, e quanto a homoscedasticidade, e
entdo comparados por ANOVA one-way e teste a posteriori de Tukey para observar a
diferenca entre os tratamentos quanto a producao de ficobiliproteinas, carotenoides,
citonemina e clorofila a (ou correspondente ndo paramétrico, casos os dados nao
tenham distribuicdo normal). Foram considerados significativos os valores de p<0,05.

As analises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism®.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Identificagdo Taxonomica

As cepas de cianobactérias utilizadas nesse projeto foram previamente
isoladas e identificadas, e estdo mantidas na Colegao de Cultura de Cianobactérias e
Algas de Pernambuco (CCAPE). As trés cepas foram identificadas como do género
Nostoc; uma delas (CCAPE 77) foi identificada em nivel especifico como Nostoc
interbryum, uma espécie tipica de casca de arvore. As cianobactérias escolhidas estéo
apresentadas na Figura 9. O sistema de classificacdo empregado foi o proposto por
STRUNECKY; IVANOVA e MARES (2023).
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Figura 9. Cianobactérias utilizadas no estudo. A-B: Nostoc interbryum CCAPE 77; C-D: Nostoc sp.1

CCAPE 85; E-F: Nostoc sp.2 CCAPE 102. Seta vermelha: Filamento unisseriado sem ramifica¢des;
Seta branca: Heterdcito terminal; Seta preta: Heterdcito intercalar. Barra de escala: 10 pm

5.2. Crescimento e rendimento da biomassa

Foi possivel observar que a agitagdo constante das culturas aumentou
visualmente o volume da biomassa das cepas selecionadas. A cepa CCAPE 85 foi a
que apresentou o maior volume de biomassa ao final do periodo de crescimento (cerca
de 6 meses). O peso fresco final, apds o periodo total de cultura, da biomassa de cada

cepa se encontra na Tabela 3.
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Tabela 3. Peso fresco (em g) das cepas utilizadas. CCAPE: Colecao de Cultura de Cianobactérias e
Algas de Pernambuco.

Coédigo da cepa Peso fresco (g)
Nostoc interbryum CCAPE 77 1,869 g
Nostoc sp.1 CCAPE 85 25,4015 ¢g
Nostoc sp.2 CCAPE 102 2,9843 g

5.3. Efeito dos estresses na concentragao de pigmentos

ApoOs as analises, foi possivel observar o efeito dos estresses avaliados (salino
e irradiacdo UV) na produgcdo de pigmentos de interesse (e.g., carotenoides,
citoneminas e ficobiliproteinas) por cianobactérias pertencentes ao complexo Nostoc.
Para o estresse de irradiacao UV, as cepas foram expostas a uma combinacgao entre
radiacdo UVA, radiacdo UVB e luz branca (comprimentos de luz fotossinteticamente
ativos). Ja para o estresse salino, as cepas foram expostas ao meio de cultura onde
fora previamente adicionado 200 mM de NaCl, a salinidade final do meio adicionado
com sal foi de 10%. A concentragdo de pigmentos também foi avaliada em
cianobactérias expostas a condi¢ées normais de cultivo da CCAPE (i.e., meio sem
adicdo de NaCl e irradiadas com lampadas led brancas), considerado o controle do

experimento.

Como mostrado na Figura 10 e Figura 11, as cepas CCAPE 77 Nostoc
interbryum e CCAPE 102 Nostoc sp.2 apresentaram concentragdes de todos os
pigmentos investigados, em todos os tratamentos a que foram expostas, mesmo que
em baixas concentragdes. Contudo, ndo foi observada diferenga significativa entres
os tratamentos para nenhum dos pigmentos analisados. A baixa concentragdo dos
pigmentos para essas duas cepas pode estar relacionada a baixa quantidade de

biomassa utilizada na extragao.

Em cianobactérias é visto um relagéo sinérgica entre carotenoides e clorofila a,
em que a sintese de clorofila € diminuida em favorecimento da sintese de
carotenoides como resposta a estressores ambientais (YU; XU; LIU; YAN et al., 2024).
O metabolismo de carotenoides é fundamental para a fotossintese, a captacao de luz
e a fotoprotecdo em organismos fotossintéticos, e € visto que a sua sintese é
aumentada em cianobactérias sob condigdes estressantes (ALVAREZ; YANG; SAITO;
BALAKRISHNA et al.,, 2024). Para além disso, os carotenoides derivados de

cianobactérias tém recebido atengdo especial devido a sua diversidade,
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acessibilidade e abundancia, isso pode ser devido as células de cianobactérias
apresentarem caminhos biossintéticos mais complexos para formar alguns
carotenoides exclusivos (e.g., mixoxantofila) (HUANG; XU; LIN; CHEUNG, 2024).
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Figura 10. Valores médio e desvio padrdo da concentragéo de clorofila a, carotenoides, citoneminas,
ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina para a cepa Nostoc interbryum CCAPE 77 quando exposta a
diferentes tratamentos.
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Figura 11. Valores médio e desvio padréo na concentracao de clorofila a, carotenoides, citoneminas,
ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina para a cepa Nostoc sp.2 CCAPE 102 quando exposta a
diferentes tratamentos.

A cepa Nostoc sp.1 CCAPE 85 (Figura 12) também exibiu concentragdo dos
metabdlitos de interesse para todos os tratamentos. Todavia, a concentragédo do
pigmento citonemina foi significativamente maior (p= 0,0227) no tratamento de
exposicao a radiagao UV (UVA e UVB) em relagéo ao tratamento controle (luz branca).
E visto que a citonemina atua de forma passiva e demonstra proteger a maquinaria
fotossintética dos danos causados pela irradiacdo UVA, especialmente quando a
atividade metabdlica nado é possivel (SOULE; STOUT; SWINGLEY; MEEKS et al.,
2007). A producao significativa de citonemina no tratamento de exposi¢ao a radiagao

UV, em comparagdo com o controle, comprova, ainda mais, que a sintese de
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citonemina esta diretamente relacionada com a exposi¢ao a radiagcdo UVA, faixa em
que absorve mais radiagao incidente (Amax= 384 nm). Também é visto que a citonemina
pode absorver cerca de 90% da radiagdo UVA total que incide sobre as células
(BALSKUS; WALSH, 2008) e pode absorver energia nas regides UVC (250 nm) e UVB
(280-320 nm) (MISHRA; TANDON; KESARWANI; SINGH et al., 2015). Além da
radiacao UV, o estresse salino também é capaz de induzir a sintese de citonemina
(RATH; MANDAL; ADHIKARY, 2012), como pb&de ser observado para a cepa CCAPE
85 (Figura 12). A citonemina apresenta importancia ecologica e econémica, além de
seu potencial para ser utilizado em varios ramos da biologia, incluindo a farmacologia
e a astrobiologia (PATHAK; PANDEY; MAURYA; RAJNEESH et al., 2020). As
industrias farmacéutica e cosmética podem utilizar a citonemina isolada de
cianobactérias no combate e prevencgao ao fotoenvelhecimento e aos danos a pele,
criando produtos fotoprotetores e cosmecéuticos (FUENTES-TRISTAN; PARRA-
SALDIVAR; IQBAL; CARRILLO-NIEVES, 2019).
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Figura 12. Valores médio e desvio padrdo na concentragéo de clorofila a, carotenoides, citoneminas,
ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina para a cepa Nostoc sp.1 CCAPE 85 quando exposta a diferentes
tratamentos. Letras diferentes representam diferencgas significativas.

Além da citonemina, a concentracio da ficocianina — uma das ficobiliproteinas

com coloragao azul — foi significativamente maior (p= 0,0063) apds exposi¢cao a
salinidade, em comparacao com o tratamento de irradiacdo UV para a cepa CCAPE
85. Ainda em relagao as ficobiliproteinas, a proteina com pigmentacéo avermelhada
(ficoeritrina) e a aloficocianina igualmente foram significativamente mais produzidas
no tratamento salino do que nos tratamentos controle (sem salinidade) (p= 0,0307 e
p= 0,0385, respectivamente) e irradiacdio UV (p= 0,0045 e p= 0,0054,
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respectivamente) (Figura 12). A maior concentragdo de ficobiliproteinas apdés
exposicao ao estresse salino, em relagcéo ao estresse UV, pode ser devido ao fato de
que pigmentos proteicos sdo os alvos primarios da radiagao UV (PATHAK; KUMAR,;
SINGH; AHMED et al., 2022). Nao obstante, por mais que a salinidade tenha sido
descrita como um fator danoso para cianobactérias isoladas de ambientes néao
hipersalinos (CASERO; HERRERO; DE LA ROCHE; QUESADA et al., 2024), nao foi
observado nenhum efeito negativo nas cepas analisadas nesse presente estudo

(isoladas de ambientes terrestres e dulcicolas).

As cianobactérias sdo consideradas como uma das principais fontes naturais
de ficobiliproteinas, juntamente com as algas vermelhas, que podem ser utilizados
como matéria prima para valorosos produtos de base biolégica (BELLVER;
ALTAMIRA-ALGARRA; GARCIA; FERRER et al., 2024). PAGELS; GUEDES; AMARO;
KIJJOA et al. (2019) defendem que condigdes de alta salinidade, geralmente, inibem
a atividade fotossintética e a producao de ficobiliproteinas em cianobactérias. Porém,
diversos estudos recentes apontam que a producao de ficobiliproteinas pode ser
estimulada em espécies especificas sob condicbes de alta concentragbes de
salinidade (LEE; NOH; HONG; LEE et al., 2021), comportamento comprovado pelos
dados aqui apresentados. As ficobiliproteinas desempenham um papel importante no
complexo de captagao de luz, direcionando energia através da clorofila a e dos centros
de reacéo fotossintéticos (ASSUNCAO; AMARO; TAVARES; MALCATA et al., 2023).

Além disso, essas proteinas sdo usadas na industria alimenticia como corantes
naturais (para balas, geleias e sorvetes), para aplica¢gdes cosméticas (em maquiagem
e produtos de cuidados pessoais) e para aplicagdes biomédicas (e.g., reagente de
marcacao fluorescente para citometria de fluxo, imunoensaio fluorescente
imunohistoquimica) (LIJASSI; ARAHOU; KOUDI; WAHBY et al., 2024). Diversas
organizagdes ao redor do mundo comegaram a restringir o uso de corantes artificiais
nos alimentos, visto que esses corantes sintéticos aumentam o risco de cancer e
reagdes alérgicas (MA; HU; SHA; MENG et al., 2024), logo, é essencial a busca por

pigmentos de origem natural, como as cianobactérias.

Como visto nesse estudo, as cianobactérias do complexo Nostoc possuem um
grande potencial de producdo e acumulagcdo de metabdlitos secundarios com

atividade bioldgica, que podem ser utilizados nas mais diversas industrias. As

42



cianobactérias sdo organismos autétrofos de crescimento relativamente mais rapido,
passiveis de manipulacdo genética e que requerem requisitos nutricionais minimos
para seu crescimento (SRIVASTAVA; SHUKLA, 2022). Essas caracteristicas as
tornam uma fabrica microbiana ideal e conferem a elas uma vantagem sobre outros
autétrofos (algas e plantas derivadas) e organismos heterotroficos (SRIVASTAVA;
THAPA; CHAKDAR; BABELE et al., 2024).

5.4. Fator de Protecao Solar (FPS) dos Extratos Analisados

O Fator de Protegcao Solar (ou FPS) representa a eficacia de agentes
fotoprotetores contra radiagdo UVB. Quanto maior o seu valor, maior o tempo que o
composto é capaz de proteger a pele de danos relacionados a irradiagdo UVB. Os
extratos da cepa Nostoc interbryum CCAPE 77 (Figura 13) apresentaram valores
médios de FPS que vao de 0 a 2, aproximadamente. Os extratos aquosos
apresentaram maior FPS, porém sem diferenca significativa entre os tratamentos.
Para os extratos acetbnicos, a amostra exposta a irradiacdo UV apresentou
significativamente maior FPS que as amostras expostas ao controle e a salinidade (p=
0,0042 e p= 0,0141, respectivamente. Isso evidencia que a exposigao a radiagao UV
(nesse caso, uma mistura entre radiacdo UVA e UVB) favoreceu a producdo de
compostos capazes de proteger a pele contra essa radiagcdo. Mesmo com valores
baixos, € possivel o uso dessa cepa na elaboragcao de produtos fotoprotetores,
principalmente como elemento sinérgico a outros compostos mais potentes para a
protecao solar (PINHEIRO; ALVES; CAMPOS; FURTADO et al., 2020).
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Figura 13. Valores médio e desvio padrdo no FPS de diferentes extratos (acetona e tampao fosfato)
da cepa Nostoc interbryum CCAPE 77 exposta a diferentes tratamentos. Letras diferentes representam
diferencgas significativas.

Para a cepa Nostoc sp.1 CCAPE 85 (Figura 14), foi possivel observar que os
extratos obtidos através de extracdo com o solvente tampéao fosfato 7,4 apresentaram
altos valores, entre 20 e 30, de FPS. Ademais, foi possivel constatar que o estresse
salino foi significativamente mais favoravel (p= 0,0272) para o Fator de Protecéo Solar
do que o estresse UV. Em contrapartida, os extratos de acetona apresentaram valores
baixos de FPS, entre 0,5 e 1, sem nenhuma diferenga significativa entre os

tratamentos.
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Figura 14. Valores médio e desvio padrdo no FPS de diferentes extratos (acetona e tampéao fosfato)
da cepa Nostoc sp.1 CCAPE 85 exposta a diferentes tratamentos. Letras diferentes representam
diferencgas significativas.

Em relagdo a cepa Nostoc sp.2 CCAPE 102, para os extratos de acetona, o
tratamento salino apresentou um FPS significativamente maior que os tratamentos
controle (p < 0,0001) e UV (p= 0,0003), exibindo valor, aproximadamente, de 3 FPS.
O tratamento de irradiagdo UV apresentou 1 FPS, fazendo-se significativamente
diferente do controle (p= 0,0125). Em contrapartida, os extratos aquosos
apresentaram FPS constante de cerca de 1 FPS, sem nenhuma diferencga significativa

entre os tratamentos.
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Figura 15. Valores médio e desvio padrdo no FPS de diferentes extratos (acetona e tampao fosfato)
da cepa Nostoc sp.2 CCAPE 102 exposta a diferentes tratamentos. Letras diferentes representam
diferencgas significativas.

Compostos naturais que sao filtros de UV seguros e eficazes sdo potenciais
ingredientes de produtos fotoprotetores, pois eles apresentam maior assimilagcao de
UV e capacidade antioxidante quando comparados aos produtos sintéticos (HE; LI; LI,
TANG et al., 2021). A busca por compostos fotoprotetores se d4a, principalmente, ao
fato de que a exposicdo excessiva a radiacdo UV causa um impacto negativo,
podendo danificar as células e aumentar o risco de doengas cutaneas, como
queimaduras solares, fotoenvelhecimento e cancer de pele (MOROCHO-JACOME;
FREIRE; DE OLIVEIRA; DE ALMEIDA et al., 2021). Devido a importancia dos
protetores solares, muitos extratos naturais vém sendo testados para determinar seu
potencial fotoprotetor, com isso € possivel observar que muitos desses extratos
apresentam compostos com atividade fotoprotetora ou sinérgica em associagdo com
filtros solares (PINHEIRO; ALVES; CAMPOS; FURTADO et al., 2020).

A determinacao in vivo do FPS tem sido utilizada ha muitos anos e, embora util

e precisa, consome muito tempo, sendo um processo demorado, caro € que envolve
voluntarios humanos. Portanto, diversos pesquisadores defendem o uso de métodos
in vitro para avaliar a eficacia dos compostos na protegdo solar (RUCOVA; VILKOVA;
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SOVOVA; VARGOVA et al., 2023). A maior parte dos extratos avaliados nesse estudo
apresentaram baixo FPS, variando entre 0 e 3. Segundo a ANVISA (2012), o fator de
protecado solar minimo aceito € de FPS=6, assim, esses extratos ndo podem ser
utilizados na formulagdo de protetores solares como principios ativos, apenas em
conjunto com outros compostos. Ademais, ainda assim podem ser utilizados na
formulacao desses produtos como coadjuvantes a outros compostos com maior FPS.
Mais ainda, os extratos aquosos da cepa Nostoc sp.1 CCAPE 85 apresentaram um
fator de protecao solar excepcionalmente alto, por volta de 30 FPS. Logo, mostrando
ser viavel o uso dessa cepa como produto principal na formulagdo de produtos
fotoprotetores. O alto potencial dessa cepa como um filtro solar pode estar relacionada
a metabdlitos secundarios diferentes ao que foram analisados nesse estudo, assim se
fazendo a necessidade de novos estudos para caracterizar esses possiveis

compostos.

6. CONCLUSAO

Com o objetivo de avaliar a producdo de ficobiliproteinas, carotenoides e
citonemina por cianobactérias do tipo-Nostoc expostas a radiagao UV e estresse
salino, foram utilizadas trés cepas mantidas previamente na CCAPE. As cepas
identificadas como Nostoc interbryum CCAPE 77, Nostoc sp.1 CCAPE 85 e Nostoc
sp.2 CCAPE 102, apresentaram concentracao de todos os pigmentos analisados em
todos os tratamentos a que foram expostas, com destaque para a cepa CCAPE 85
que, além de apresentar um 6timo crescimento, produziu significativamente mais
citonemina apods ser exposta a irradiagdo UVA e UVB (em comparagdo com aquelas
que foram exposta somente a luz branca) e apresentou concentragdes significativas
de ficobiliproteinas (i.e., ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina) apds ser exposta ao
estresse salino. Outro objetivo aqui avaliado foi a determinacédo do FPS dos extratos
cianobacterianos, onde foi visto que a maior parte dos extratos das cepas exibiram
um FPS baixo (<3). Apesar disso, o extrato de tampéao fosfato da cepa CCAPE 85
apresentou altos valos de FPS (entre 20 e 30 FPS), assim demonstrando o seu

potencial como um ingrediente ativo em formulagdes fotoprotetoras.

Em vista disso, com esse estudo foi possivel comprovar o potencial de cepas
pertencentes ao complexo Nostoc como produtoras de metabdlitos secundarios que
apresentam potencial de aplicacdo em diferentes areas.
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