UNIVERSIDADE DE LISBOA
FACULDADE DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA ANIMAL

C Ciéncias
ULisboa

Avaliacao das propriedades antibacterianas de cianobactérias
de agua doce para aplicacao em antibiéticos naturais

lara Raquel Lopes Dias

Mestrado em Biologia Humana e Ambiente

Dissertagéo orientada por:
Doutora Elsa Dias (INSA)
Professora Doutora Deodalia Dias (FCUL)

2021



Nota prévia

A componente do trabalho que envolveu os testes com as bactérias patogénicas foi realizado
no Laboratério Nacional de Referéncia da Resisténcia aos Antibidticos e InfecBes Associadas aos
Cuidados de Saude (LNR-RA/IACS), Departamento de Doencas Infeciosas do INSA.

A Mestre Carina Menezes foi responsavel pela coorientacdo desta dissertagao.

As referéncias bibliograficas desta dissertacdo estdo escritas de acordo com as normas da
revista Marine Drugs.

A escrita deste documento seguiu as regras do acordo ortografico em vigor.
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Abstract

The discovery of antibiotics revolutionized the treatment of infectious diseases. However, the
efficiency of antibiotics has been compromised by the worldwide spread of antibiotic resistance
mechanisms, and the research of new antibacterial compounds is needed. Cyanobacteria have been
studied for the production of secondary metabolites with antibacterial activity.

The aim of this study was to assess the antibacterial activity of twenty-five cyanobacterial
strains belonging to ESSACC collection. In that way, extracts of these cyanobacteria were prepared
with hexane, dichloromethane:methanol (2:1), methanol (70%) and water. Two sequential extractions
were performed: (I) non-polar to polar solvents; (I1) polar to non-polar solvents. The susceptibility
phenotype of nine pathogenic bacteria to these extracts was analyzed by the Disk Diffusion and the
Microdilution assays.

In the Disk Diffusion method, none of the cyanobacterial extracts completely inhibited the
growth of the studied bacteria. However, the bacterial growth of P. aeruginosa ATCC 27853
decreased when exposed to the extracts of hexane (1) of Aphanizomenon flos-aquae (LMECYA 088),
methanol (Il) of Oscillatoria limosa (SAG 42.87), dichlorometane:methanol (1)/ methanol (1) of
Arthrospira platensis (SAG 85.79) and dichlorometane:methanol (I)/(11) of Nostoc sp. (LMECYA
330). In the Microdilution method, only the methanolic extract (I) of A. platensis (SAG 85.79), at 25%
v/v, fully inhibited the growth of P. aeruginosa ATCC 27853. Additionally, the adjuvant activity of
those extracts on standard antibiotics for P. aeruginosa was analyzed, and all the extracts exacerbate
the antibacterial activity of aztreonam and piperacillin/tazobactam, except for the
dichlorometane:methanol extract (1) of A. platensis (SAG 85.79) that only exacerbate the activity of
aztraeonam. Furthermore, the dichlorometane:methanol extract (I) of Nostoc sp. (LMECYA 330)
exhibit synergic activity with ertapenem.

These results contributed to the identification of four cyanobacterial strains as potential
sources of antibacterial compounds, which might be employed to mitigate the current scenario of
antibiotic resistance.

Keywords: antibiotic resistance, natural bioactive compounds, cyanobacteria, antibacterial activity,
adjuvants



Resumo

A descoberta dos antibidticos revolucionou a medicina, mas a sua eficécia estd comprometida
devido a disseminacdo de mecanismos de resisténcia a antibidticos, sendo urgente pesquisar novos
compostos antibacterianos. As cianobactérias tém sido estudadas quanto a produgdo de metabolitos
secundarios com atividade antibacteriana.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade antibacteriana de vinte e cinco estirpes
de cianobactérias pertencentes a colecdo ESSACC. Para tal, foram produzidos extratos de hexano,
diclorometano:metanol (2:1), metanol 70% e agua destas estirpes, em duas extragcdes sequenciais com
estes solventes: (I) do menos polar para o mais polar; (II) do mais polar para 0 menos polar. O
fendtipo de suscetibilidade de nove bactérias patogénicas a esses extratos foi avaliado pelos métodos
da Difusdo em Disco e da Microdiluigao.

Pelo método da Difusdo em Disco nenhum dos extratos inibiu totalmente o crescimento
bacteriano. No entanto, houve um decréscimo do crescimento de Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 quando exposta aos extratos de hexano (I) de Aphanizomenon flos-aquae (LMECYA 088),
metanol (I1) de Oscillatoria limosa (SAG 42.87), diclorometano:metanol (I)/ metanol (1) de
Arthrospira platensis (SAG 85.79) e diclorometano:metanol (1)/(11) de Nostoc sp. (LMECYA 330).
Pelo teste da Microdiluicdo verificou-se que o extrato metandlico (1) de A. platensis (SAG 85.79), a
25% vlv, inibiu totalmente o crescimento de P. aeruginosa. Adicionalmente, analisou-se a atividade
adjuvante destes extratos em antibidticos de referéncia para a P. aeruginosa e observou-se que todos
potenciaram a atividade de aztreonam e piperaciclina/tazobactam, excetuando o extrato de
diclorometano:metanol (1) de A. platensis (SAG 85.79) que apenas potenciou a atividade de
aztreonam. O extrato de diclorometano:metanol (1) de Nostoc sp. (LMECYA 330) apresentou também
atividade sinérgica com o ertapenem.

Os resultados obtidos neste estudo permitiram identificar quatro estirpes cianobacterianas
como potenciais fontes de compostos antibacterianos, o que pode contribuir para a mitigacdo do
fendmeno da resisténcia a antibioticos.

Palavras-chave: resisténcia a antibidticos, compostos bioativos naturais, cianobactérias, atividade
antibacteriana, adjuvantes
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1 Introducéo

1.1 Antibidticos

Os antibidticos foram descobertos na primeira metade do século XX [1-4]. O
desenvolvimento destes farmacoterapéuticos revolucionou drasticamente a medicina humana, na
medida em que contribuiu para a melhoria dos cuidados de salde, impediu a ocorréncia de milhdes de
mortes por doengas infeciosas, e consequentemente promoveu 0 aumento da qualidade e da esperanca
media de vida [4-11]. A maior parte dos antibiéticos utilizados atualmente foram descobertos na
“Golden Age” dos antibidticos, entre 1940 e 1960, em organismos ambientais presentes no solo,
nomeadamente fungos, bactérias e plantas [1,10-17]. Uns dos primeiros antibi6ticos a serem
encontrados foram a penicilina, sintetizada pelo fungo Penicillium fungus, e a estreptomicina,
produzida pela bactéria Streptomyces griseus, que foram descobertos pelos investigadores Alexander
Fleming e Selman Waksman, respetivamente [4,15,18-24]. Efetivamente, o Filo das actinobactérias,
evidenciou-se como um dos grupos de organismos mais prolifico na producdo de antibi6ticos naturais
[18,20,23,24].

Na fase inicial do seu desenvolvimento, os antibi6ticos eram considerados compostos naturais
sintetizados por determinados microrganismos que pareciam atuar em defesa propria, inibindo o
crescimento de outros organismos e neutralizando a acdo de compostos toxicos, presentes no meio
envolvente [20,21,25,26]. Todavia, 0 avanco tecnoldgico permitiu compreender melhor a sintese e
atividade destas moléculas [10,25,27]. Os antibiéticos sdo moléculas complexas que apresentam
diferentes grupos funcionais na sua estrutura quimica, e que parecem ser produzidos no fim do ciclo
de vida do microrganismo produtor, ndo sendo essenciais para seu crescimento [25,27,28]. Como tal,
estes compostos sdo considerados metabolitos secundarios, cuja sintese ocorre em resposta a fatores
ambientais e interagBes intra e interespecificas, com o objetivo de garantir a sobrevivéncia dos
organismos gue os produzem [10,25,27]. Deste modo, estes metabolitos especializados auxiliam nas
fungbes fisioldgicas e ecoldgicas desempenhadas pelos organismos produtores, constituindo assim
uma vantagem adaptativa [20,25].

Atualmente, existem diferentes classes de antibiéticos, que apresentam modos de acgédo
distintos nas células bacterianas [2,4,18,24,29]. No que concerne a origem, estes antibiéticos podem
ser de origem natural, semissintética ou sintética, e ttm como func¢éo causar a morte de organismos ou
inibir a sua atividade [28]. Os antibiGticos de origem semissintética sdo desenvolvidos a partir da
modificagdo da estrutura quimica de antibiticos naturais e, por sua vez, os antibi6ticos de origem
sintética sdo totalmente produzidos laboratorialmente [10,24,29,30]. Nos altimos 30 anos, a maioria
dos antibiéticos desenvolvidos sdo semissintéticos e sdo derivados de classes de antibidticos ja
existentes [2,13,16,17,24]. As principais classes e subclasses de antibi6ticos que tém vindo a ser
utilizados e a respetiva origem encontram-se representados na Figura 1.1.



Actinobactérias

Aminoglicosideos
Anfenicois Monobactamos Oxazolidinonas
Ansamicinas Polimixinas Quinolonas
Carbapenemos Sulfonamidas
Estreptograminas Derivados do
Fosfomicinas Nitroimidazol
Glicopeptideos
Lincosamidas
Lipopeptideos
Macroélidos
Tetraciclinas

Figura 1.1 - Principais classes de antibiéticos e sua origem. Adaptado de [10].

As penicilinas, as cefalosporinas, os carbapenemos e os monobactamos sdo subclasses de
antibidticos naturais pertencentes a classe dos p-lactamicos [2,4,18]. Do mesmo modo, os antibiéticos
das classes dos aminoglicosideos, anfenicois, estreptograminas, glicopeptideos, lincosamidas,
lipopeptideos, macrolidos e tetraciclinas e polimixinas sao de origem natural [2,4,18,24,29]. Por outro
lado, os derivados do nitroimidazol, as oxazolidinonas, as quinolonas e as sulfonamidas representam
classes de antibidticos desenvolvidos sinteticamente [2,4,24,29]. Por fim, as ansamicinas e a
fosfomicina representam classes de antibidticos naturais mais recentes, descobertas entre os anos 70 e
80 [2,4,24,29].

No que diz respeito a atividade, os antibioticos podem ser bactericidas e causar diretamente a
morte da bactéria, podem ser bacteriostaticos e inibir a replicacdo das bactérias, ou podem ser
simultaneamente bactericidas e bacteriostaticos, consoante a concentracdo do composto antibacteriano
no organismo [1,12]. Relativamente a especificidade para as bactérias alvo, existem antibi6ticos de
espetro largo, que podem ser usados contra quase todas as bactérias, e antibidticos de espetro estreito,
cuja atividade antibacteriana é especifica para uma ou apenas algumas espécies bacterianas [4,6].
Grande parte dos antibioticos é eficaz contra infe¢Ges causadas por bactérias Gram positivas e Gram
negativas, contudo alguns antibiéticos apenas sdo eficazes contra Gram positivas [4]. Na célula
bacteriana, os antibiéticos podem atuar através de mecanismos fundamentais ao funcionamento da
mesma, através de diferentes modos de agéo [2,4,24,29,31], sendo estes:

Inibicdo da sintese da parede celular — através da ligacdo a enzimas e intermediarios
da sintese;

Inibicdo da sintese de proteinas — através da ligagdo as subunidades 30S ou 50S do
ribossoma;

Interferéncia na replicagdo e reparacdo do acido desoxirribonucleico (ADN) — através
da ligagdo a enzimas;

Interferéncia no metabolismo do acido félico;

Interferéncia na estrutura da membrana celular — através da ligagdo & membrana
celular [2,4,10,29].

A Tabela 1.1 apresenta informacdo detalhada sobre as classes de antibidticos acima
mencionados e respetivos modos de acdo, espetro e tipo de atividade antibacteriana. Na atualidade, a
classe de antibidticos mais utilizada na antibioterapia humana é a dos p-lactamicos [20].



Tabela 1.1 - Classes, modos de acdo, tipo e espetro de atividade dos principais antibiéticos usados na
antibioterapia. Na coluna “Espetro de atividade”, adiciona-se informacao relativa ao do tipo de bactérias para as quais 0s
antibidticos sdo usados: bactérias Gram positivas (G+) e/ou bactérias Gram negativas (G-). (*) Classes de antibidticos mais

recentes.

o Amoxicilina, - Inibicdo da sintese da Largo [2,4,10,18,24]
Penicilinas Meticilina A parede celular (G+IG-)
; Ceftazidima, - Inibicdo da sintese da Largo [2,4,10,18]
Cefalosporinas Cefepima Bactericida narede celular (G+/G-)
Meropenem, - Inibicdo da sintese da . [2,4,10]
Carbapenemos Imipenem Bactericida parede celular Largo (G-)
- Inibicdo da sintese da . i [4,10]
Monobactamos Aztreonam Bactericida parede celular Estreito (G-)
. T Gentamicina, - Inibicdo da sintese de Largo [4,10,18]
Aminoglicosideos Estreptomicina Bactericida oroteinas (G+/G-)
Anfenicois Cloranfenicol ~ Bacteriostatico Inibigdo da}smtese de Largo (G+) [2:4,10,24]
proteinas
: Interferéncia na [4]
ND_et:rl\(ad_(()js doI Metronidazol Bactericida replicacéo e (Iéir/%o_)
oo reparacdo do ADN
- Virginiamicina, Bacteriostatico Inibicdo da sintese de [10,24]
Estreptograminas Pristinamicina /Bactericida proteinas Largo (G+)
. . - - Inibicdo da sintese da Estreito [2,4,10,18,24]
Glicopeptideos Vancomicina Bactericida parede celular (G+)
e Clindamicina,  Bacteriostatico Inibicdo da sintese de Estreito [4,10]
Lincomicina /Bactericida proteinas (G+)
Interferéncia na [2,4,10,18]
Lipopeptideos Daptomicina Bactericida estrutura da Largo (G+)
membrana celular
Macrélidos Eritromicina,  Bacteriostatico Inibicdo da sintese de Estreito [2,4,10,18,24,
Claritromicina /Bactericida proteinas (G+) 29]
2 F Linezolida, o Inibicdo da sintese de [2,4,24]
Oxazolidinonas Tedizolida Bactericida oroteinas Largo (G+)
Interferéncia na [2,4,10,24,29]
Polimixinas Colistina Bactericida estrutura da Estreito (G-)
membrana celular
_ Ciprofloxacina Interferéncia na [4,24,29]
Quinolonas Levofloxacina Bactericida repllcagao e Largo (G-)
reparacdo do ADN
Mafenida Interferéncia no L [2,24,29]
Sulfonamidas Sulfametizol  Bacteriostatico me,ta_bolls,rr_\o do (G+G-)
acido folico
F Doxiciclina, C Inibicdo da sintese de Largo [2,4,10,18,24]
Tetraciclinas Tigeciclina Bacteriostatico oroteinas (GHG-)
Interferéncia na Larao [2,10]
Ansamicinas* Rifamicina Bactericida replicacdo e G+ /gG-)
reparacdo do ADN
. - - Inibicdo da sintese da Largo [24]
*
Fosfomicina Fosfomicina Bactericida parede celular (G+G-)




Para além da descoberta dos antibidticos ter revolucionado o tratamento das doengas causadas
por agentes infecciosos e ter possibilitado a sobrevivéncia de milhGes de pessoas [16,32-34], o
desenvolvimento e utilizagdo de compostos antibacterianos também promoveu a melhoria dos
cuidados de saude, na medida em que contribuiu para o aperfeicoamento de maltiplos procedimentos
médicos, tais como cirurgias, transplantes de érgaos, quimioterapia e tratamentos associados a doengas
cronicas [2,4,9,11,18,22,35,36]. Atualmente, os antibiéticos sdo amplamente usados ndo s6 na
medicina humana, mas também na medicina veterinaria, agropecudria, agricultura e aquacultura
[16,27,34]. Nestas areas, os antibidticos sao usados para fins profilaticos, como forma de prevencao no
aparecimento de doengas infeciosas, e como fatores promotores do crescimento de organismos [23,37—
39].

1.2 Resisténcia a antibioticos

Apesar do seu éxito nas varias areas referidas, a eficicia de antibioticos utilizados no combate
a doengas infeciosas tem vindo a ser comprometida devido ao aparecimento e disseminacéo de estirpes
bacterianas resistentes a antibidticos [2,9,15,40]. Na natureza, para além dos microrganismos
produtores de antibidticos, alguns microrganismos ambientais ndo produtores de antibidticos e
microrganismos patogénicos® apresentam um conjunto de genes de resisténcia a antibioticos (GRA)
[18]. Os organismos produtores parecem possuir GRA contra os antibi6ticos que produzem, de modo a
salvaguardarem-se da sua toxicidade, o que representa um fendmeno intrinseco de resisténcia a
antibidticos [21,22]. De semelhante modo, organismos nao produtores, tais como as bactérias
patogénicas, tém desenvolvido estratégias bioldgicas de resisténcia a acdo de compostos
antibacterianos presentes no meio ambiente, para garantirem a sua sobrevivéncia [29,41,42]. Estas
estratégias adaptativas apresentadas por estirpes bacterianas sdo denominadas de mecanismos de
resisténcia a antibiéticos (MRA) e constituem um processo evolutivo natural, que pode ocorrer em
resposta a fatores ambientais diversos [29,41,42].

A nivel celular, os MRA podem surgir através de mutacGes em genes cromossémicos, e como
tal serem inatos ao organismo [18,39,43]. Além disso, os MRA podem também resultar da ocorréncia
do processo de transferéncia horizontal de genes (THG), e conferir resisténcia a bactérias comensais
presentes na microbiota humana e animal [18,20,31,34,44,45]. Por outro lado, ao nivel da
comunidade, a resisténcia a antibiéticos pode ser adquirida através da transicdo de uma célula
bacteriana, na sua forma livre, para uma comunidade bacteriana estratificada [29,39,41,43]. Esta
associagdo de células bacterianas encontra-se envolta numa matriz de polissacéridos, proteinas e ADN
extracelular por ela produzida, formando um biofilme [29,32,41,46].

A presenca de GRA em elementos genéticos moveis (EGM) existentes no meio ambiente,
nomeadamente plasmideos, bacteriéfagos e transpos@es, [18,22,29,31,38,41,43], e sua disseminacgdo
pelas comunidades bacterianas através da THG, promove a ocorréncia do fendmeno de resisténcia a
antibidticos [18,22,29,31]. Os EGM sdo sequéncias de material genético e proteinas com capacidade
de se deslocar no genoma de um organismo ou entre células de organismos diferentes (Figura 1.2), e
que funcionam, simultaneamente, como veiculos de aquisicdo e propagacdo de genes de resisténcia
[20,29,47]. Assim, o processo de transferéncia horizontal de informagdo genética, que acontece de
uma célula bacteriana para outra, pode ocorrer através de trés vias distintas, mediante a presenca ou
auséncia de EGM, sendo estas [18,22,29,31,38,41,43,48]:

1 Qualquer agente bioldgico que cause doenca.



Transformagdo — Aquisi¢do, por uma célula bacteriana, de material genético presente
no meio envolvente proveniente de outra célula;

Transducdo — Passagem, de uma célula bacteriana para outra, de material genético
previamente incorporado por um bacteriéfago;

Conjugacdo — Transferéncia, de uma célula bacteriana para a outra, de informagéo
genética mediante a presenca de um plasmideo.

Transformacao

Libertagdo
de ADN
/'\
Célula dadora Gene de Célula recetora
resisténcia a
antibidtico
Transducao /§\
< Ei i gj Aberta(;ao d& >
Célula dadora infetada bacteriéfago Célula recetora
com um bacteriéfago
Conjugacao
>
Transposao Célula dadora Célula recetora

Figura 1.2 - Vias de transferéncia horizontal de material genético. Adaptado de [47].

No entanto, a conjuga¢do mediada por plasmideos é o processo de transferéncia genética pelo
qual grande parte dos GRA é propagada entre as diferentes espécies de bactérias, pelo facto de ser o
mais eficaz [18,41]. Neste processo pode existir transferéncia de varios GRA em simultaneo [18,41].
Deste modo, a THG possibilita a disseminacéo e o desenvolvimento de diferentes MRA nas bactérias,
gue podem ou ndo ocorrer simultaneamente [1,29]. Os principais MRA desenvolvidos pelas bactérias
encontram-se descritos na Tabela 1.2.



Tabela 1.2 - Mecanismos de resisténcia a antibi6ticos apresentados por bactérias.

Produgdo de enzimas que hidrolisam ou inativam o [2,18,22,29,41]
antibiético.

Inativacdo enzimatica do
antibiético

Interferéncia ou alteracdo do local de ligacdo do [2,18,22,29,41]
antibidtico, diminuindo ou anulando a afinidade do
mesmo.

3 . Reducdo da permeabilidade da membrana, pela [2,18,22,29,41]
Alteracdo da permeabilidade || mogificagio da sua estrutura ao nivel das proteinas
da membrana celular responsaveis pela passagem do antibiético.

Alteracédo do local de agéo do
antibiotico

Ativacdo de bombas de efluxo, proteinas presentes na [2,18,22,29,41]
membrana celular, responsaveis pela remoc¢do do

antibiético do interior da célula, transportando-o do

meio intracelular para o meio extracelular.

Ativacdo de bombas de efluxo

Na natureza existe um pool de GRA e de EGM [20,21,27,31]. Em conjunto com as bactérias
resistentes a antibiéticos, estes constituem o resistoma ambiental [20,21,27,31]. Numa comunidade
bacteriana, a transferéncia de GRA entre 0s microrganismos, através da THG, é um processo evolutivo
que lhes confere capacidades de adaptacdo e colonizacdo de novos nichos, pelo desenvolvimento de
MRA [20,31]. Neste contexto, a resisténcia a antibidticos é um fenémeno natural de evolucao
apresentado pelas bactérias [2,27,31]. Contudo, na atualidade, a ocorréncia de novos GRA em
populacdes bacterianas ndo se deve apenas a fatores ambientais de adaptabilidade e disperséo [18].

Em ecossistemas naturais, organismos resistentes a antibi6ticos e organismos sensiveis a
antibidticos coexistem e beneficiam-se mutuamente na presenca de concentracGes baixas de maltiplos
compostos antibacterianos [20,22]. Todavia, nas Ultimas décadas, o uso exacerbado de antibiéticos em
diferentes setores conduziu a acumulacdo destes compostos no meio ambiente e a emergéncia de um
fendmeno de pressdo seletiva [1,8,9,18,20,31,38]. A constante exposicdo das bactérias a diferentes
concentracdes de antibidticos desencadeou a emergéncia de um fenémeno de selecdo ambiental de
bactérias resistentes a antibidticos [1,8,18,29,37], através da transferéncia horizontal de GRA de
organismos produtores para bactérias comensais e patogénicas, existentes nas populagdes bacterianas
[18,31,34,44,45]. Desta forma, determinados grupos de bactérias resistentes a antibiéticos tém vindo a
ser selecionados durante o processo evolutivo [6,33,34,49].

No meio ambiente, existem reservatérios de GRA e EGM onde diferentes populagdes e
comunidades bacterianas interagem entre si, na presenca de concentracfes subinibitorias de
antibidticos e de compostos quimicos gerados por atividades antropogénicas, tais como metais pesados
e nanomateriais, que podem ser igualmente indutores de fendmenos de pressdo seletiva
[9,18,20,22,31,45]. Esses reservatorios sdo considerados reatores genéticos pelo facto de propiciarem
a emergéncia de fendmenos de resisténcia a antibiéticos em bactérias [20,23,35,38,39,45]. Nos
reatores genéticos ocorre troca genética entre espécies bacterianas ambientais e estirpes bacterianas
clinicas, que podem ou ndo ser patogénicas [11,18,20-22]. Posto isto, 0s principais reatores genéticos
promotores de resisténcia a antibidticos nas bactérias sédo [16,17,23,27,37-39,45]:

O Microbioma humano e animal, que sdo constituidos por diferentes populagdes de
bactérias;



Residuos bioldgicos provenientes da medicina humana e veterinaria, industria
farmacéutica, agropecuaria, agricultura e aquacultura;

Efluentes de estacdes de tratamento de &gua;

Solo e ambientes aquaticos.

Os ecossistemas aquaticos sdo os principais locais de transferéncia de GRA [20,31]. Nestes
locais, os residuos de antibidticos libertados pelos setores acima mencionados resistem a processos de
biodegradacéo [20,31]. A presenga destes compostos, mesmo que em concentracfes baixas, pode ter
consequéncias nefastas em organismos aquaticos, tais como peixes, principalmente durante periodos
longos de exposicao [20,27,31,50].

Como ja foi mencionado, o uso exacerbado de antibidticos, principalmente como profilaxia,
foi o fator determinante no aparecimento da resisténcia a antibiéticos [7,17,49]. A nivel clinico, a
administracdo de quantidades elevadas de antibiéticos e de varios antibi6ticos simultaneamente no
tratamento de infecbes bacterianas, de forma a prolongar a eficicia da terapéutica
[12,21,27,29,37,38,51], 0 uso inadequado de antibidticos em doencas ndo causadas por bactérias e
ainda a indisponibilidade de ferramentas de avaliacdo e diagnostico apropriados, também contribuiram
para o desenvolvimento desse fenémeno [2,4,8,27,29,40]. Por outro lado, a desinformacdo acerca do
uso de antibidticos, o acesso a antibi6ticos sem prescricdo médica e a automedicagdo por parte da
populacdo foram também fatores decisivos [4,8,21,24,35,37,52,53]. Contudo, neste cenario da
resisténcia a antibidticos, o mais alarmante é o insucesso da indUstria farmacéutica na descoberta e
producdo de novos antibidticos, apesar do investimento no processo de desenvolvimento de fArmacos
[2,15,21,51,54].

Assim, as bactérias tém desenvolvido, a escala global e de forma continua, mecanismos e
sistemas de adaptacdo a varios compostos antibacterianos [7,17,55,56]. O fenébmeno de resisténcia a
antibiodticos representa um dos principais e mais urgentes problemas de satde publica do século XXI
[1,10,11,15,19,36,57], com consequéncias ao nivel clinico, econdémico e social [5,8,32,46,53,58].

Devido a disseminacdo da resisténcia a antibiéticos, as taxas de morbilidade e mortalidade tém
vindo a aumentar, sobretudo na populagdo suscetivel [1,4,8,46,53,59-61]. Anualmente, ocorrem mais
de 700 000 mortes por doencas infeciosas causadas por bactérias resistentes [1,4,8,59], tendo sido ja
estimado que este nimero pode aumentar para 10 milhdes em 2050 [7,10,20,31,32,37,39,43]. Em
contexto clinico, para além de frequentemente causarem infe¢c6es nosocomiais, isto €, adquiridas no
hospital, e estarem associadas & administracdo de doses elevadas de antibiGticos e ao prolongamento
da estadia do paciente, o que tem custos associados [29,37,43,53,60,61], a presenca de estirpes
bacterianas resistentes a antibioticos pode impossibilitar a realizacdo de procedimentos hospitalares
[37,39]. Adicionalmente, estas bactérias tém-se mostrado cada vez mais resistentes a antibi6ticos da
classe dos carbapenemos, considerados “antibidticos de ultima linha” por serem os mais eficazes no
tratamento de infecOes causadas por estirpes multirresistentes, o que tem sido alarmante [1,4,8,59]. A
nivel econémico, a iminente crise de antibidticos pode vir a agravar o contexto atual de pobreza
mundial [1,8,29,37,39,59].

Ainda a nivel clinico, com a alteragdo gradual da composicdo e do tipo de populacdes
presentes nos ecossistemas tem-se verificado o aumento do numero de bactérias patogénicas
multirresistentes a um ou mais antibidticos e da viruléncia’? de algumas estirpes bacterianas
[5,20,21,27,31,46,62]. Deste modo, clinicamente as bactérias multirresistentes sdo divididas, de

2 Capacidade do agente biolégico em produzir efeitos graves ou fatais quando provoca doenca.



acordo com o grau de resisténcia que apresentam, isto €, consoante o nimero de antibidticos a que sdo
resistentes, em [4,15,18,52,61,63]:

Bactérias multirresistentes (multidrug resistant, MDR) — resistentes a pelo menos um
antibiotico de trés classes de antibiéticos diferentes;

Bactérias extensivamente resistentes (extremely drug-resistant, XDR) — resistentes a
quase todas as classes de antibidticos;

Bactérias pan-resistentes (pan-drug resistant, PDR) — resistentes a todas as classes de
antibioticos.

Em ambiente hospitalar, o nimero de bactérias resistentes dos tipos MDR e XDR tem vindo a
aumentar exponencialmente [32,52]. Atendendo a todo o cenario da resisténcia a antibiéticos, o
aparecimento e a disseminacdo de bactérias multirresistentes a varias classes de antibi6ticos apresenta-
se como uma questdo critica, ja que para a maior parte delas ndo existe tratamento [8].

Em 2017, a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) apresentou uma lista das principais
bactérias multirresistentes a antibi6ticos que sdo responsaveis pela emergéncia de doengas infeciosas
severas e gque, como tal, apresentam risco para a salde humana [15,54,63,64]. Esta lista foi elaborada
com o proposito de priorizar a pesquisa e 0 desenvolvimento de estratégias de producdo de
antibidticos que sejam eficazes no tratamento das mesmas de acordo com diferentes critérios, tais
como a prevaléncia de resisténcia, disponibilidade de tratamento e mortalidade associada
[2,11,15,64,65]. Assim sendo, estas bactérias multirresistentes patogénicas foram agrupadas em trés
categorias, critica, elevada e média, conforme o nivel de prioridade para investigacdo e
desenvolvimento de novos antibioticos [2,32,66] e sdo apresentadas na Tabela 1.3.



Tabela 1.3 - Lista das bactérias multirresistentes patogénicas prioritarias na investiga¢do e no desenvolvimento de
novos antibidticos. Esta lista foi criada pela OMS e inclui 12 familias de bactérias. (*) A familia Enterobacteriaceae inclui:
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus spp., Providencia spp. e Morganella spp.
Adaptado de [15,64].

Familia de bactérias Resistente a
Acinetobacter baumannii Carbapenemos
Prioridade 1: .
Critica Pseudomonas aeruginosa Carbapenemos
Enterobacteriaceae* Carbapenemos e cefalosporinas
Enterococcus faecium Vancomicina
Staphylococcus aureus Meticilina e vancomicina
Prioridade 2: Helicobacter pylori Claritromicina
Elevada Campylobacter Fluoroquinolonas
Salmonella spp. Fluorogquinolonas
Neisseria gonorrhoeae Cefalosporinas e fluoroquinolonas
o Streptococcus pneumoniage Penicilina
Prioridade 3: Lo -
‘o Haemophilus influenzae Ampicilina
Média i .
Shigella spp. Fluoroquinolonas

Estas bactérias patogénicas sdo resistentes a varios antibiéticos [2,63]. A criacdo desta lista
pela OMS evidenciou a existéncia de um conjunto de bactérias associadas ao aparecimento e
propagacdo de determinadas infe¢cGes nosocomiais de dificil tratamento, e desta forma particularmente
preocupantes [2,20,21,41,63]. Estas espécies bacterianas sdo Enterococcus spp., Staphylococcus
aureus, Klebsiella spp., Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp.
(ESKAPE) [20,21,41,63]. As bactérias ESKAPE sdo Gram negativas e multirresistentes [2,11].

A pesquisa e o desenvolvimento de novos antibiéticos seria a solugdo ideal para combater o
avancgo da resisténcia a antibiéticos, no entanto poucas ou nenhumas novas classes de antibidticos
foram desenvolvidas nas ultimas décadas, o que se deve principalmente ao facto de os antibiticos em
desenvolvimento ndo reunirem as condi¢des farmacoldgicas e biol6gicas pretendidas [16,17,45,46,51].
Porém, existem algumas solucdes mais imediatas, que podem contribuir para a mitigar o fenémeno da
resisténcia a antibidticos [1,12,24,41,51]. Deste modo, efetuar a prescricdo e administracdo racional de
antibidticos em contexto terapéutico, isto €, evitar a administragdes de doses de antibidticos maiores
do que o suposto e a prescricdo de antibi6ticos de largo espetro, bem como recorrer a terapias
alternativas, tais como a aplicacdo de bacteriofagos e probidticos na industria alimentar e
farmacéutica, sdo estratégias cuja utilizacdo pode atenuar o cenario da resisténcia a antibidticos
[8,12,24,27,67].

O desenvolvimento de compostos antibiofilme que possam interferir na estrutura do biofilme,
impedindo a adesdo das bactérias e, portanto, diminuindo a capacidade das bactérias produtoras de
biofilme de subsistir no meio ambiente e propagar GRA e MRA, também pode ser uma boa opcéo de
mitigacéo [1,20,24,41]. A monitorizagdo da libertacdo de residuos de compostos antibacterianos para o
meio ambiente também pode ser crucial na atenuagdo da ocorréncia e dispersdo de GRA e MRA
[13,22,31]. Por outro lado, considerar a multiterapia, ou seja, a combinacdo entre antibioticos
pertencentes a mesma classe ou a associagao entre antibidticos e outros compostos com propriedades
antibacterianas, tais como os compostos adjuvantes de antibidticos, pode ser uma forma de prevenir a



emergéncia de novas estirpes resistentes a antibiéticos e, consequentemente mitigar o cenario de
resisténcia a antibioticos [1,12,15,22,51]

Os adjuvantes sdo compostos naturais que, apesar de ndo terem atividade antibacteriana
comprovada, quando combinados com antibiéticos intensificam as suas propriedades, nomeadamente
a atividade bactericida e bacteriostatica, podendo aumentar a eficacia destes antimicrobianos
[1,25,37,51]. Os tipos de adjuvantes conhecidos incluem inibidores das f-lactamases, inibidores de
bombas de efluxo e estimuladores da permeabilidade da membrana [2,51]. Desta forma, os adjuvantes
dos antibidticos podem interagir com os antibiéticos, afetar os MRA desenvolvidos pelas bactérias,
prolongar a longevidade dos antibiéticos e minimizar o fendmeno de resisténcia aos mesmos
[2,37,51]. O écido clavulanico, o sulbactam e o tazobactam sdo exemplos de adjuvantes de antibiéticos
utilizados na antibioterapia moderna [2].

1.3 Pesquisa de novos antibioticos

Nos Ultimos tempos, apenas um numero reduzido de novas classes de antibidticos foi
desenvolvido, apesar da urgéncia de combater o cenario atual da disseminacdo de estirpes
multirresistentes e, como tal, de produzir novos antibiéticos [9,15,16,21,22]. Desde a descoberta do
primeiro antibiético natural, a penicilina, que comecou a ser investigada a presenca de outros
compostos com propriedades antibacterianas noutros microrganismos e, desta forma, foram
identificadas mais moléculas quimicas que se tornaram antibi6ticos naturais ou serviram para a
producdo de novos antibidticos [4,15,18-22,68]. Na atualidade, a maior parte dos antibidticos
utilizados deriva de compostos naturais, isolados de microrganismos ha algumas décadas atras [67].

A maioria dos antibidticos existentes sdo semissintéticos, ou seja, foram desenvolvidos através
da alteracdo e modificacdo de compostos antibacterianos naturais [12,30,65] e, consequentemente,
atuam contra mecanismos de resisténcia especificos [4,11,15,23,54]. A modificacdo quimica dos
antibidticos naturais existentes permitiu a diminuicdo da toxicidade bioldgica que frequentemente
apresentavam, a estabilizacdo da estrutura quimica e, portanto a melhoria da sua eficacia [21,24]. Por
seu turno, o desenvolvimento de antibiéticos sintéticos em contexto laboratorial permitiu ndo s6 a
introducdo de novas moléculas na antibioterapia, como também possibilitou a otimizacao da producéo
de antibidticos a uma escala industrial [10,21,24,29]. Apesar do desenvolvimento de versdes
semissintéticas de antibiGticos se apresentar como uma solugdo as limitagbes encontradas na
antibioterapia, os antibidticos semissintéticos favorecem o aparecimento de fendmenos de
multirresisténcia, na medida em que os modos de acdo sobre as bactérias permanecem 0S mMesmMos
[12,54].

Deste modo, é fundamental e urgente investir na descoberta de novos compostos
antibacterianos que ultrapassem todas as limitagdes encontradas [21,24,67] Assim, durante 0 processo
de desenvolvimento de antibidticos, devem ser explorados compostos que consigam [2,4,8,41,51,59]:

Impedir de forma eficaz o crescimento do agente patogénico e a proliferacdo dos
respetivos mecanismos de resisténcia;

Atuar especificamente em processos vitais do agente patogénico, sem prejudicar e
desequilibrar as populac¢des bacterianas comensais presentes no organismo humano;
Apresentar pouca ou nenhuma toxicidade sobre os restantes processos fisiologicos do
organismo humano;
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Possuir modos de acdo diferentes dos antibidticos existentes, de modo a evitar os
mecanismos de resisténcia presentes nas bactérias;
Exercer baixa pressdo seletiva no meio ambiente.

Tal como ja foi referido no ponto 1.1, os primeiros microrganismos a ser estudados como
fontes naturais de antibi6ticos foram fungos, bactérias e, em particular, organismos presentes no solo
[18,20,23,25,67]. Os compostos naturais sdo conhecidos por apresentarem uma variedade de
propriedades antimicrobianas [16,17,69]. Estes sdo metabolitos especializados que auxiliam o
organismo produtor no desempenho das suas funces fisiolégicas e ambientais [25]. O aparecimento
de novas doencgas infecciosas causadas por bactérias e a crescente evolugdo dos agentes patogénicos
multirresistentes vieram intensificar a pesquisa de novos compostos antibacterianos na natureza, ndo
s6 em grupos de organismos conhecidos pela sua produgdo, mas também em grupos de organismos
diferentes [1,10,25,63,70,71].

Atualmente, a pesquisa de novas moléculas naturais com propriedades antibacterianas contra
determinados microrganismos tem sido intensificada em organismos que ndo os tradicionais, tais
como plantas, macroalgas e microalgas [6,14,17,40,63,71,72], uma vez que estes organismos
constituem uma fonte vasta de metabolitos ativos com propriedades antimicrobianas [10,70-72].
Essencialmente, o processo tradicional de pesquisa de compostos antibacterianos naturais consiste no
isolamento dos compostos bioativos de culturas laboratorialmente produzidas, dos organismos de
interesse, e na subsequente avaliacdo desses compostos quanto a inibicdo do crescimento de
organismos alvo, as bactérias patogénicas [25]. Este procedimento compreende as fases

esquematizadas na Figura 1.3.

Amostragem ambiental

|

Isolamento e produgdo do organismo de interesse

Extracdo de compostos

|

Triagem de compostos

Analise quimica e purifica¢do de compostos
Composto bioativo puro

Caracterizagio biologica
Avaliacéio farmacologica
Otimizacdo

Controlo de seguranca
Ensaios clinicos

Antibidtico

Figura 1.3 - Processo de pesquisa de compostos antibacterianos naturais. Adaptado de [68].

Algumas plantas produzem metabolitos secundarios em resposta a fatores bidticos e abi6ticos
adversos, alguns dos quais com comprovada eficicia no tratamento de infe¢bes bacterianas [1,70,73].
Por outro lado, extratos vegetais, obtidos a partir de plantas podem ser também usados como
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adjuvantes de outros antibio6ticos [1,70]. Outro grupo de organismos que tém revelado interesse para a
pesquisa e desenvolvimento de antibidticos naturais sdo 0s organismos marinhos, nomeadamente
macroalgas e microalgas [9,68,72,74-76], principalmente pelo facto de existir a possibilidade dos
compostos bioativos produzidos por estes organismos serem altamente eficientes por estarem expostos
ao efeito de diluicdo presente no meio aquatico e mesmo assim manterem a sua bioatividade
[19,68,70,71]. Nos ultimos anos, tem sido dada particular atencdo a avaliacdo da producdo de
moléculas antibacterianas naturais em cianobacteérias [19,40,70,72,77].

Inicialmente, a atividade antibacteriana de compostos naturais era principalmente avaliada em
bactérias Gram positivas, nomeadamente em Staphylococcus aureus resistente a meticilina, em
Streptococcus pneumoniae, Bacillus subtilis, Listeria spp., Enterococcus faecium resistente a
vancomicina, Enterococcus faecalis e Clostridium difficile [25,78,79]. Contudo, mais recentemente 0s
compostos bioativos naturalmente produzidos tém sido principalmente avaliados em bactérias Gram
negativas, tais como Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Acinetobacter baumannii, Salmonella
enterica, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa [78,79], tendo sido dada especial aten¢do
as bactérias Gram negativas ESKAPE [78]. A necessidade de criar antibidticos eficazes contra estas
bactérias € particularmente urgente, visto que o nimero de bactérias Gram negativas multirresistentes
associadas a doencas infecciosas observadas em contexto clinico é elevado, e os antibi6ticos que
existem ndo tém sido suficientes para impedir a sua disseminagdo [2,4,11,37,65,78]. Isto deve-se
sobretudo a complexidade da estrutura celular que apresentam, com uma membrana externa
constituida por lipidos, e ao desenvolvimento de varios mecanismos celulares de resisténcia
especificos, como por exemplo a diminuicdo da permeabilidade da membrana externa a compostos
antibacterianos [4,11,15,19,37,78].

Apesar de crescente, a pesquisa de compostos antibacterianos naturais apresenta algumas
limitacGes, na medida em que é um trabalho intensivo, dispendioso e pouco rentavel [67,68,78,80]. A
producdo destes compostos em laboratorio requer a replicacdo de todas as condicBes a que oS
organismos produtores estdo expostos no meio ambiente, de modo a induzir corretamente a sintese dos
compostos de interesse, 0 que nem sempre é conseguido [67,68]. Por outro lado, alguns compostos
naturais acabam por ndo exibir a atividade bacteriana pretendida in vitro, e outros podem inclusive
apresentar toxicidade significativa [80].

Porém, a exposicdo das culturas de microrganismos a estimulos especificos, por forma a
induzir a producdo de determinados compostos em particular, através da alteracdo de parametros
quimicos e fisicos como o pH, a temperatura e a disponibilidade de nutrientes, constitui uma
abordagem utilizada para ultrapassar as limitagfes encontradas no processo de desenvolvimento de
compostos antibacterianos a partir de organismos naturais [25,67]. De igual modo, produzir co-
culturas de diferentes espécies de organismos (por exemplo associagfes bactérias/fungos) também
pode ser uma abordagem de interesse, uma vez que permite identificar novos compostos bioativos
resultantes dessa interacdo e as respostas fisioldgicas aos mesmos [25,67]. Presentemente, no processo
de desenvolvimento de compostos antibacterianos a partir de organismos naturais tém sido aplicadas
com sucesso varias técnicas e procedimentos, tais como a sequencia¢do de nova geracdo, ferramentas
bioinformaticas e espetrometria de massa [67,78].

12



1.4  Cianobactérias

As cianobactérias sdo um grupo de microalgas que surgiu ha cerca de 3,5 mil milhGes de anos
e gue apresenta uma longa histéria evolutiva [9,50,72,81-83]. Estes microrganismos procariéticos
fotossintéticos foram dos primeiros a colonizar o planeta, sendo os principais responsaveis pela
formagdo da atmosfera oxigénica que impulsionou o aparecimento de varias formas de vida [76,84—
90]. As cianobactérias sdo um grupo de microrganismos diversificado que representa mais de 70% da
comunidade do fitoplancton e desempenha fungbes ecoldgicas essenciais em Varios ecossistemas
[26,44,76,82,84,91-93]. Taxonomicamente este grupo de microrganismos divide-se em varias ordens,
sendo as trés mais reconhecidas a Oscillatoriales, Chroococcales e Nostocales [71,76,92,94]. A nivel
morfoldgico, as cianobactérias podem ser unicelulares ou coloniais [26,40,58,71,76,81,88,90]. As
células podem ser esféricas, em forma de bacilo e elipse [26,91]. Quando formam col6nias, as
cianobactérias podem estar envoltas numa mucilagem, que é uma estrutura que protege as células
contra condicOes adversas, e apresentar formas diversas, tais como filamentos ou col6nias esféricas
[76,90-92,94]. A maior parte destes microrganismos sao microscopicos, no entanto alguns podem ser
visiveis macroscopicamente quando formam colénias e crescem massivamente (blooms) [81]).

Algumas estirpes de cianobactérias filamentosas, pertencentes a ordem Nostocales, podem
possuir trés tipos de células, nomeadamente células vegetativas, heterdcitos e acinetos [26,71,76,91].
As células vegetativas sdo células fotossintéticas cuja formacdo ocorre em condicOes favoraveis
[26,50,71,76,91]. Os heterdcitos e os acinetos, por outro lado, sdo células especializadas que podem
ser desenvolvidas em resposta a fatores ambientais adversos [50,58,88,91]. Os heterdcitos séo células
responsaveis pela fixacdo de azoto, que sdo produzidas na presenca de niveis de azoto insuficientes
[50,58,76,84,88,91]. Por sua vez, os acinetos sdo células de resisténcia, capazes de acumular nutrientes
de reserva, que subsistem em condigbes adversas, tais como dessecacdo, baixas temperaturas,
congelacdo e niveis insuficientes de fdosforo [50,58,76,84,88,91]. Quando as condicBes de
desenvolvimento se tornam favoraveis estas células germinam, dando origem a uma nova populacdo
de cianobactérias [50,58,76]. Estas células especializadas conferem uma vantagem adaptativa as
espécies de cianobactérias desta ordem [50,88,91].

A estrutura e organizacdo celular das cianobactérias é tipicamente procaridtica, na medida em
qgue ndo possuem organelos como nucleo, cloroplastos e mitoc6ndrias, contrariamente as células
eucarioticas [17,50,76,84,90]. No entanto, as células cianobacterianas possuem sistemas
fotossintéticos similares aos das algas eucaridticas, e sdo capazes de realizar respiracdo celular e
fotossintese [50,76,84]. Isto deve-se ao facto do sistema membranar destes organismos
fotoautotréficos conseguir realizar o transporte de eletrdes envolvido nos dois processos
[17,71,76,81,84,95]. As cianobactérias sdo os principais organismos fixadores de didxido de carbono
(COy), sendo que utilizam estas moléculas para o seu crescimento, producdo de biomassa e de
oxigénio (O;) durante a fotossintese [45,50,76,84,85,88]. Sdo ainda capazes de fixar azoto
atmosférico, atraves de reagOes enzimaticas de conversdo de azoto atmosférico em formas de azoto
biologicamente acessiveis [50,83].

Pelo facto de realizarem fotossintese e fixacdo de azoto atmosférico, as cianobactérias
desempenham funcdes ecoldgicas importantes em varios ecossistemas [26,44,50,76,82,91]. Estes
organismos sdo particularmente essenciais nos ecossistemas aquaticos, locais onde sdo produtores
primarios [50,76,82,84,85,91]. Por vezes, as cianobactérias vivem em associacOes ecoldgicas
mutuamente benéficas com organismos ndo fotossintéticos, e que podem ser bactérias, fungos ou
plantas, fornecendo-lhes carbono ou azoto em troca de nutrientes e protegdo contra predadores
[9,26,50,76,91]. Além disto, as cianobactérias interferem na dindmica de algumas populagdes e
comunidades aquaticas, dado que produzem e libertam para o meio ambiente compostos com atividade
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alelopéatica, isto é, que influenciam de forma favordvel ou desfavordvel o crescimento,
desenvolvimento e reproducgéo de outros organismos [50,83,96]. Estes compostos podem ser fatores de
crescimento e promover o desenvolvimento dos organismos hospedeiros ou, por outro lado, auxiliar na
defesa contra ataques predatorios [74,82,83].

Geograficamente, as cianobactérias encontram-se distribuidas por vérias regifes, que variam
de tropicais a aridas, e por diferentes ecossistemas, que podem ser aquaticos e terrestres, o que se deve
ao facto de serem bastante eficazes na colonizagdo de variados nichos ecoldgicos
[9,26,40,50,71,86,88,89]. Deste modo, as cianobactérias podem ocupar ambientes marinhos, de agua
doce, como albufeiras e lagos, pantanos, solos, rochas, montanhas, desertos, e até habitats extremos
como fontes hidrotermais, solos vulcéanicos e glaciares [9,26,50,81,82,86,88,89,95]. Em ecossistemas
aquaticos, existem cianobactérias plancténicas, que ocupam toda a coluna de agua, e cianobactérias
bénticas, que aderem a superficies submersas, tais como sedimentos, rochas e plantas aquaticas
[50,82,88,91]. A colonizacdo eficaz de diferentes nichos ecoldgicos pelas cianobactérias deve-se as
capacidades de adaptagdo e aos mecanismos celulares e fisioldgicos que possuem
[14,26,40,50,72,81,91,95,96].

Assim, as cianobactérias sdo capazes de se adaptar a qualquer tipo de habitat e condicdo
ambiental, e podem estar expostas a diversos predadores e agentes patogénicos [9,14,26,40,50,71].
Embora apenas necessitem de radiacdo solar, CO,, agua e alguns nutrientes para o0 seu crescimento,
este pode ser influenciado por inimeros fatores ambientais, que podem ser bidticos e abi6ticos, tais
como, pH, stress oxidativo, presenca de compostos antibacterianos e de sider6foros (moléculas de
origem bacteriana que atuam na captacdo de ferro) [25,26,71,75,81,88,91]. Estes microrganismos
podem tolerar fatores de crescimento limitantes, nomeadamente condi¢Bes de hipersalinidade, stress
osmatico, auséncia de azoto e baixa intensidade luminosa [14,26,40,71,81,88,89]. Algumas espécies
de cianobactérias bénticas sdo capazes de crescer em condigdes heterotréficas, na auséncia de luz e
oxigénio, e realizar fermentacdo recorrendo a compostos organicos, tal como a glucose, como fonte de
carbono [26,58,76,88].

Em ecossistemas aquaticos, na presenca de condicdes favoraveis ao seu crescimento, as
cianobactérias crescem exponencialmente e formam blooms [26,50,89,91]. Um bloom cianobacteriano
¢ detetado pela alteracdo visivel da coloracdo da agua causada pelo crescimento massivo de
cianobactérias [85] (Figura 1.4). A formacdo de blooms de cianobactérias tem sido cada vez mais
frequente, devido ao aumento da temperatura, dos niveis de CO, atmosférico e da eutrofizacdo das
massas de agua, isto é, a elevada concentracdo de nutrientes, condicdes estas que tém sido
maioritariamente causadas por atividades antropogénicas e pelas alteracfes climaticas
[58,80,83,89,91,97]. Muitas vezes, a formacdo de blooms pode ter impactos negativos no ecossistema,
na medida em que pode conduzir & deplecdo de O, e dos nutrientes disponiveis, dificultar o acesso de
radiacdo solar nas camadas inferiores da coluna de &gua e, por outro lado, pode estar associada a
producdo de compostos toxicos e de compostos com odor e sabor, como as cianotoxinas e a geosmina
e 0 2-methilisoborneol (MIB), respetivamente [26,58,80,83,89,96]. Estes compostos quimicos podem
comprometer a qualidade das massas de &gua e a sua utilizagdo para fins recreativos e de consumo
[26,58].
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Figura 1.4 - Exemplos de blooms de cianobactérias. Imagens adaptadas de [98].

Tanto a geosmina e 0 MIB como 0os compostos téxicos produzidos pelas cianobactérias sdo
considerados metabolitos secundarios, uma vez que parecem ndo estar envolvidos no crescimento,
desenvolvimento e reprodugdo das cianobactérias [50,71]. Segundo alguns autores, estes e outros
metabolitos secundarios sdo especificamente sintetizados pelas cianobactérias, em resposta as
condi¢cdes ambientais existentes nos nichos ecolégicos que habitam [21,50,71,74,94]. Em particular,
os metabolitos secundarios cianobacterianos participam nas relacdes intraespecificas e interespecificas
que as cianobactérias estabelecem [83,96,99]. A sua segregacdo pode beneficiar ou prejudicar o
desenvolvimento de plantas, invertebrados e vertebrados, mesmo que se encontrem a baixas
concentracdes [30,74,82,83,96,99]).

As cianotoxinas sdo um conjunto de metabolitos secundarios produzidos por algumas estirpes
de cianobactérias, cuja sintese parece funcionar como um mecanismo de protecdo contra predadores
[58,75,80-82,95]. Todavia, estes metabolitos também podem ser altamente nocivos para outros
organismos mais distantes na escala evolutiva, como animais e plantas [85,91,97]. De acordo com o
efeito bioldgico que exercem nos animais, as cianotoxinas podem ser entdo classificadas em
neurotoxinas, hepatotoxinas, citotoxinas e dermatoxinas [14,71,89]. Alguns exemplos reconhecidos de
toxinas destes grupos sdo as microcistinas, saxitoxinas, anatoxinas e nodularinas, que foram
designadas consoante a espécie cianobacteriana de onde foram descobertas [14,71,89]. A producdo
destas toxinas pode representar um risco para a salde publica, sobretudo quando as estirpes toxicas
proliferam e formam blooms [71,81,91,95]. A exposic¢ao a cianotoxinas, aguda ou cronica, pode causar
efeitos tdxicos no sistema nervoso, rins, figado e aparelho gastrointestinal [50,89]. Acresce o facto de
gue algumas cianotoxinas (microcistinas, nodularina e cilindrospermopsina) sdo genotoxicas, sendo a
microcistina considerada possivelmente cancerigena [84]. Contudo, algumas cianotoxinas podem ser
usadas para fins terapéuticos, no desenvolvimento de farmacos e em estudos ecotoxicol6gicos
[26,71,81,82,85,89,95].

A distribuicdo ubiqua por quase todos os tipos de habitats, a capacidade de proliferacdo
elevada, a atividade fotossintética eficiente e a plasticidade metabolica sdo algumas das caracteristicas
evidenciadas pelas cianobactérias que podem fundamentar o facto de estes microrganismos
constituirem um grupo com elevada diversidade morfologica, bioguimica e fisioldgica
[14,19,50,71,76,81,95]. Para além disto, todas estas caracteristicas parecem estar relacionadas com a
sua producdo de metabolitos secundarios com diversas atividades bioldgicas [80,83,99,100]. A
producdo destes compostos bioativos e a facilidade de manuseamento e de adaptagdo das
cianobactérias em contexto laboratorial, por requererem condi¢cdes de crescimento elementares e
possuirem uma taxa de crescimento elevada, tornou as cianobactérias um alvo de interesse na
producdo industrial e biotecnologia [9,40,50,81,88,95]. Atualmente, as cianobactérias tém aplicacdes
biotecnoldgicas na industria alimentar e farmacéutica, na agricultura, na aquacultura, na producéo de

15



cosméticos e de biocombustiveis e em processos de biorremediacdo de poluentes ambientais, como
por exemplo no tratamento de aguas residuais (Figura 1.5) [9,40,50,58,72,81,82,86,95].

As cianobactérias sdo utilizadas na producgdo de suplementos alimentares, que podem vir a ser
essenciais para suprimir as exigéncias nutricionais populacionais decorrentes do cenario das alteracdes
climaticas [50,86]. Por outro lado, a biomassa que produzem pode ser um potencial recurso no
desenvolvimento de bioenergia e biocombustiveis [50,82]. Devido ao facto de serem capazes de
tolerar condicBes extremas, as cianobactérias podem ainda ser usadas em processos de
biorremediacdo, isto é, na remocdo de poluentes presentes no meio ambiente, tais como metais
pesados, herbicidas e pesticidas, e restaurar habitats degradados por fatores antropogénicos [26,50,91].
Todas estas potencialidades podem contribuir para o desenvolvimento sustentavel e para a preservacao
do meio ambiente [26,50,82,86,91].

Producdo de compostos com
propriedades antimicrobianas
(antibacterianas, antifiingicas

e antivirais)
Industria: '/
- Farmacéutica

- Alimentar )
- Cosmética Agricultura
Aquacultura
Ap licag;ﬁes das Biocombustiveis:
Cianobactérias - Bioetanol
- Biogas
Biopolimeros
Biofertilizantes
Biorremediacio: Biopesticidas

- Tratamento de
aguas residuais

Figura 1.5 - Aplicagdes das cianobactérias na biotecnologia.

A producdo de metabolitos secundarios por cianobactérias tem vindo a ser cada vez mais
estudada pela comunidade cientifica [84,93,97,101]. Estes compostos bioativos que apresentam uma
grande variedade de propriedades biologicas sdo produzidos intra e extracelularmente, na presenca de
diferentes condigdes ambientais [9,14,40,50,75,96]. Dos compostos até agora descritos, cerca de 58%
sdo produzidos por espécies de cianobactérias pertencentes ao género Oscillatoria, ao passo que 35%
deriva de estirpes do género Lyngbya [82]. Os compostos bioativos naturais produzidos pelas
cianobactérias podem pertencer a diferentes classes quimicas, nomeadamente alcaldides,
depsipeptideos, lipopéptidos, macrolidos, péptidos, terpenos, polissacaridos, lipidos e policetideos
[14,50,58,70,71,82,88,95,96]. Estes compostos possuem propriedades benéficas, tais como
[26,50,71,82]:

Fotoprotetoras - atuam contra a radiacdo solar;
Antioxidantes - previnem os efeitos nocivos das espécies reativas de oxigénio;
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Nutricionais, probidticas, antimicrobianas (antibacterianas, antifingicas e antivirais),
anticancerigenas, imunossupressoras, anti inflamatérias, e inibidoras de proteases —
melhoram a saude do organismo.

Durante as Ultimas décadas, os compostos bioativos produzidos pelas cianobactérias tém sido
essencialmente avaliados quanto as propriedades antimicrobianas contra bactérias e fungos
[69,101,102]. No entanto, devido a emergéncia e disseminacdo de GRA, MRA e bactérias
multirresistentes, tem sido atribuida particular relevancia a avaliagdo de compostos bioativos com
propriedades antibacterianas [69,76]. Tal como acontece para a maioria dos outros compostos
bioativos sintetizados pelas cianobactérias, estes compostos antibacterianos parecem ser produzidos
em resposta a fatores ambientais, bidticos e abi6ticos [10,74]. Porém, o facto de, em ecossistemas
aquaticos, as cianobactérias encontrarem-se frequentemente expostas a bactérias multirresistentes e
residuos de antibidticos provenientes de alguns dos reatores genéticos mencionados no ponto 1.2, a
producdo de compostos naturais com atividade antibacteriana nas cianobactérias parece ser
essencialmente um mecanismo de defesa [10,32,74,85,102].

A maior parte das cianobactérias que produzem compostos antibacterianos pertencem as
ordens Nostocales e Oscillatoriales [9,14,72], e parecem habitar principalmente ambientes marinhos,
de agua doce e solos [17,44,103,104]. Ao longo das Ultimas décadas, as espécies de cianobactérias
mais utilizadas para avaliar a producdo de compostos antibacterianos foram a Lyngbya majuscula, a
Fischerella ambigua e a Nostoc sp. [17,40,44,72,104]. Para além destas cianobactérias, a producédo de
compostos com atividade antibacteriana ja foi verificada em varias espécies dos géneros
Dolichospermum, Scytonema e Leptolyngbya [58,105]. A atividade antimicrobiana das cianobactérias
tem-se revelado eficaz contra bactérias Gram positivas e Gram negativas [71,72]. Em particular, a
atividade antibacteriana destes compostos foi principalmente verificada em estirpes de Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Mycobacterium tuberculosis
[9,17,40,44,72,104]. Os compostos cianobacterianos com propriedades antibacterianas pertencem a
diversas classes quimicas, tais como depsipeptideos, terpenos, macrdélidos, alcaloides, derivadas de
lactonas, policetideos, péptidos, lipidos, compostos fendlicos (polifendis e fendis), compostos
aromaticos e paraciclofanos [9,58,72,95]. Na Tabela 1.4 estdo descritos compostos sintetizados por
cianobactérias cuja atividade antibacteriana contra bactérias gram positivas e negativas ja foi
reportada.
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Tabela 1.4 - Atividade antibacteriana reportada em cianobactérias: compostos cianobacterianos com atividade antibacteriana, classe quimica a que pertencem, cianobactérias
produtoras e estirpes de bactérias alvo. Gram positivo (G+); Gram negativo (G-).

Malyngolide Lactonas Lyngbya majuscula Streptococcus pyogenes (G+); Pseudomonas aeruginosa (G-) [17,72,106]
Parsiguine - Fischerella sp. Staphylococcus epidermidis (G+) [44,107]
Ambigol A Polifenois Fischerella ambigua Bacillus subtilis (G+); Escherichia coli ATCC 25922 (G-) [17,72,108]

Tjipanazole D Alcal6ides Fischerella ambigua Bacillus subtilis (G+); Micrococcus luteus (G+) [108]
Kawag:cglpeptln Péptidos Microcystis aeruginosa Staphylococcus aureus (G+) [17,72,109]
. Staphylococcus aureus (G+); Pseudomonas aeruginosa (G-);

NeEEB Y Terpenos NESIEE CRmILTe Staphylococcus epidermidis (G+); Escherichia coli (G-) 00502
Comnostins A-E Terpenos Nostoc commune Escherichia coli (G-) [17]
Acido coridlico ) Limnothrix redekei Staphylococccus aureus ATCC 25923 (G+);Micrococcus [110]

luteus (G+)
Nostocyclin A Acetilenos Nostoc sp. Staphylococcus aureus (G+) [17,40,111]
Pahayokolide A Péptidos Lyngbya sp. Bacillus subtilis (G+); Bacillus megaterium (G+) [17,44,112]
Acido ‘. . Staphylococcus aureus ATCC 25923 (G+); Pseudomonas
gamalinolénico Acidos gordos ASEEE RS, aeruginosa ATCC 27853 (G-) [17.44,113]
Ambiguines H, | Alcal6ides Fischerella ambigua Staphylococcus epidermidis (G+); Bacillus subtilis (G+) [17,72,114]
Hapalindoles G, H Isonitrilos Fischerella ambigua Mycobacterium tuberculosis; Mycobacterium smegmatis (G+) [17,72,115]
Scytoscalarol Terpenos Scytonema sp. Staphylococcus aureus (G+); Escherichia coli (G-) [17,72,116]
Fischambiguine B Alcal6ides Fischerella ambigua Mycobacterium tuberculosis; Staphylococcus aureus (G+) [17,72,117]
_Carbamlda Policetideos Nostoc sp. Bacillus subtilis (G+); Staphylococcus aureus (G+) [40,72,104,118]
ciclofanos A-E

Carbamida Lo . .
ciclofanos H-L Policetideos Nostoc sp. MRSA (G+); Streptococcus pneumoniae (G+) [72,104,119]

_Carbamida Policetideos Nostoc sp Staphylococcus aureus (G+); Enterococcus faecalis (G+) [72,103,104]

ciclofanos F, G ' ’ e
Lagunamides A, B Depsipeptideos Lyngbya majuscula Pseudomonas aeruginosa (G-) [104,120]
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Pitipeptolides A, B

Tenuecyclamides
A-D

Anaephenes A-C

Cybastacines A, B

Lyngbyazothrins
A-D

Ficocianina C

Depsipeptideos
Péptidos
Policetideos
Terpenos
Péptidos

Pigmentos

Lyngbya majuscula
Nostoc spongiaeforme
Hormoscilla
Nostoc sp.
Lyngbya sp.

Arthrospira platensis

Mycobacterium tuberculosis
Bacillus subtilis (G+); Staphylococcus aureus (G+)

MRSA (G+)

Enterococcus faecalis (G+); Staphylococcus aureus (G+);
Staphylococcus epidermidis (G+)

Escherichia coli (G-); Pseudomonas aeruginosa (G-);

Escherichia coli (G-); Pseudomonas aeruginosa (G-); MRSA
(G+)

[9,72,104,121]
[40,122]
[72]
[123]

[9]

[124]
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A atividade antibacteriana de compostos produzidos pelas cianobactérias tem sido
principalmente avaliada através da preparacdo de extratos de cianobactérias e posterior exposi¢do das
bactérias alvo aos mesmos [19,70,74]. A extracdo de compostos bioativos nas cianobactérias depende
ndo s da espécie cianobacteriana em si, mas também é influenciada pelo método de extragdo e pela
polaridade dos solventes utilizados durante a extracdo, uma vez que estes podem interferir nas
propriedades quimicas e fisicas dos compostos extraidos [70,74]. Conforme a polaridade dos
solventes, podem ser extraidos compostos polares ou apolares [70,74]. Os solventes que tém sido mais
utilizados na preparagdo destes extratos sdo o metanol, o cloroférmio, o acetato de etilo e 0 hexano
[9,17,19,40,44,50,100,104]. A extracdo de compostos bioativos pode ainda ser realizada de modo
diferencial, isto é, aplicando cada um dos solventes separadamente, ou de forma sequencial, partindo
sempre da mesma biomassa e aplicando sucessivamente cada um dos solventes [17,44,100]. A
preparacdo de extratos cianobacterianos pode ainda incluir processos de liofilizacdo, a utilizacdo de
enzimas e a realizacdo de fermentacdo bacteriana [74]. Na literatura, os extratos cianobacterianos tém
sido avaliados nas bactérias alvo maioritariamente através do método da Difusdo em disco e da
Microdiluicdo [17,44,100,104,125].

A producdo de antibidticos a partir de culturas de cianobactérias € bastante promissora,
principalmente em cianobactérias marinhas ou de agua doce [17,40,58,84,92]. Isto deve-se ao facto de
estes microrganismos autotroficos e fotossintéticos se encontrarem amplamente disponiveis na
natureza e necessitarem apenas de luz e alguns nutrientes inorganicos simples [17,40,76,84,92].
Adicionalmente, as cianobactérias sdo capazes de produzir diferentes compostos bioativos por
alteracdo das condicOes de crescimento, o que possibilita a melhoria da bioatividade dos compostos e
da produtividade do processo biotecnolégico [40,84,102]. Porém, é necessario compreender melhor de
que forma ocorre a producdo destes compostos bioativos nas cianobactérias, e desenvolver métodos
gue permitam a obtencdo de quantidades suficientes de biomassa, visto que as concentracfes dos
compostos extraidos das cianobactérias sdo reduzidas [17,71]. Apesar de o potencial antibacteriano
das cianobactérias estar a ser cada vez mais estudado e de terem sido ja descritos alguns compostos
cianobacterianos com propriedades antibacterianas, no processo de desenvolvimento de farmacos
apenas alguns destes compostos alcancaram a fase de ensaios clinicos, e nenhum deles foi ainda
aprovado pelas autoridades competentes, nomeadamente a Food and Drug Administration
[17,58,76,84].
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2  Objetivos

Tendo em conta a problematica da disseminacdo e emergéncia de fendbmenos de resisténcia a
antibidticos e estirpes bacterianas multirresistentes, € essencial a pesquisa de novos antibiéticos. Neste
sentido, uma vez que ja foi reportado o potencial antibacteriano de metabolitos secundarios produzidos
por algumas estirpes de cianobactérias, a producdo de antibidticos naturais a partir de extratos
cianobacterianos surge como uma alternativa bastante promissora. Contudo, apenas um ndmero
restrito de estirpes de cianobactérias e compostos com propriedades antibacterianas produzidos por
estas foram avaliados e identificados.

A Colecdo de Culturas de Algas Estela Sousa e Silva (ESSACC), patriménio do Instituto
Nacional de Salde Doutor Ricardo Jorge (INSA), aloja cerca de 140 estirpes de cianobactérias
isoladas de recursos hidricos nacionais, pertencentes a diversos géneros como Nostoc, Oscillatoria,
Leptolyngbya, Planktothrix, Dolichospermum e Aphanizomenon. Algumas estirpes destes géneros
foram descritas na literatura como produtoras de compostos com atividade antibacteriana.

Nesta perspetiva, este trabalho teve como principal objetivo a avaliacdo da capacidade
antibacteriana de varias estirpes de cianobactérias da colecdo de culturas ESSACC. Para tal, foram
objetivos especificos deste trabalho:

Produzir extratos de estirpes cianobacterianas isoladas de albufeiras e recursos hidricos de
agua doce, mantidas na colecéo de culturas ESSACC;
Avaliar o fenétipo de suscetibilidade de bactérias patogénicas em relacao a esses extratos;

Identificar as estirpes de cianobactérias que podem constituir potenciais fontes compostos
antibacterianos, para a producdo de antibidticos naturais.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Reagentes e cuidados a ter na sua utilizacdo

No decorrer deste trabalho foram utilizados diversos reagentes (Tabela 3.1), nomeadamente
diclorometano, metanol e n-hexano, usados como solventes nos procedimentos de extracdo dos
compostos bioativos a partir da biomassa, e dimetilsulféxido (DMSO), para a dissolugdo dos extratos
das cianobactérias.

Tabela 3.1 - Reagentes usados no estudo.

Diclorometano
(D-8418) @ Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha

Metanol @ Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha
n-Hexano @ @ Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha

Substancia ou mistura nao
perigosa*

Dimetilsulféxido Sigma-Aldrich, Franga

(*) Classificado de acordo com o Regulamento (CE) No. 1272/2008

A utilizacdo destas substancias quimicas pode ter efeitos nocivos e, como tal, requer alguns
cuidados [126-130]. O diclorometano e o n-hexano sdo aqueles cuja manipulacdo pode apresentar
maior perigo, na medida em que, na sequéncia de um acidente, a gravidade dos sintomas e efeitos
provocados € mais elevada, uma vez que o diclorometano pode provocar irritagdo ocular grave ou ter
efeitos carcinogénicos, e 0 n-hexano pode afetar a fertilidade ou causar morte por exposi¢do das vias
respiratorias [126,128,129]. A exposic¢do por inalagio a DMSO pode provocar efeitos irritantes e
sintomas como cansago e nduseas, apesar deste ndo estar classificado como uma substéncia perigosa e
ser normalmente usado como solvente em estudos das propriedades farmacol6gicas de compostos,
designadamente de extratos naturais [130].

Tendo isto presente, os solventes foram manuseados numa Hotte, de maneira a assegurar
ventilacdo adequada e evitar a exposi¢do do operador. Adicionalmente, recorreu-se a utilizagdo de
equipamento de protegdo individual recomendado, nomeadamente ao uso de luvas de nitrilo.
Relativamente a condi¢Ges de armazenamento, estas substancias devem encontrar-se hermeticamente
fechadas e ser guardadas num local arejado e fechado, ao abrigo da luz.

3.2  Estirpes de bactérias patogénicas

O efeito antibacteriano das cianobactérias em estudo foi testado em nove estirpes de bactérias
patogénicas, seis gram-positivas e trés gram-negativas, descritas na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2 - Estirpes de bactérias patogénicas avaliadas. (+) Gram positiva. (-) Gram negativa.

Enterococcus faecalis ATCC 29212 +
Escherichia coli ATCC 25922 -
Escherichia coli NCTC 13846 -

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 -
Staphylococcus aureus ATCC 29213 +
Staphylococcus aureus URRA 872 +

Staphylococcus epidermidis URRA 958 +
Staphylococcus saprophyticus URRA 840 +
Staphylococcus saprophyticus URRA 867 +

Estas estirpes bacterianas foram cedidas pelo Laboratério Nacional de Referéncia da
Resisténcia aos Antibidticos e Infecdes Associadas aos Cuidados de Salde (LNR-RA/IACS), do
Departamento de Doencas Infecciosas (DDI) do INSA, local onde foi avaliado o seu fenétipo de
suscetibilidade aos extratos cianobacterianos [131,132].

As estirpes URRA sdo estirpes isoladas de amostras clinicas, no ambito do sistema de
Vigilancia Epidemioldgica das Resisténcia aos Antimicrobianos do LNR-RA/IACS [131,132]. Por
outro lado, as estirpes ATCC e NCTC sdo microrganismos usados para efeitos de controlo de
qualidade deste programa. As estirpes ATCC sdo estirpes de referéncia adquiridas na colecdo de
culturas de bactérias da “American Type Culture Collection” (ATCC), e as NCTC, por sua vez, sdo
estirpes de bactérias de relevancia clinica obtidas na colegdo de culturas da “National Collection of
Type Cultures” (NCTC) [133,134].

3.3 Estirpes de cianobactérias: origem e condigdes de cultura

Neste trabalho, foram avaliadas vinte e cinco estirpes de cianobactérias pertencentes aos
géneros Aphanizomenon, Arthrospira, Dolichospermum, Leptolyngbya, Limnothrix, Microcystis,
Nostoc, Oscillatoria, Planktothrix, Raphidiopsis e Synechococcus. Estas estirpes apresentam
caracteristicas morfoldgicas bastante distintas, tal como se exemplifica na Figura 3.1.
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Aphanizomenon Arthrospira

LMECYA 040 SAG 85.79

LMECYA 088
Leptolyngbya
LMECYA 161 LMECYA 165 LMECYA 180 LMECYA 079 LMECYA 173
Limnothrix Microcystis Nostoc
LMECYA 145 LMECYA 127 LMECYA 290 LMECYA 291
Nostoc Oscillatoria Planktothrix
LMECYA 330 LMECYA 333 SAG 42.87 LMECYA 256 LMECYA 257
Planktothrix Raphidiopsis Synechococcus
LEGE 06224 LMECYA 203 LMECYA 287 LMECYA 156 LMECYA 236

Figura 3.1 - Estirpes de cianobactérias estudadas, pertencentes a colecdo ESSACC. As cianobactérias analisadas
foram: Aphanizomenon flos-aquae (LMECYA 088), Aphanizomenon flos-aquae (LMECYA 089), Aphanizomenon gracile
(LMECYA 009), Aphanizomenon gracile (LMECYA 040), Arthrospira platensis (SAG 85.79), Dolichospermum flos-aquae
(LMECYA 165), Dolichospermum flos-aquae (LMECYA 180), Dolichospermum spiroides (LMECYA 161), Leptolyngbya
sp. (LMECYA 079), Leptolyngbya sp. (LMECYA 173), Limnothrix redekei (LMECYA 145), Microcystis aeruginosa
(LMECYA 050), Microcystis aeruginosa (LMECYA 127), Nostoc sp. (LMECYA 330), Nostoc sp. (LMECYA 290), Nostoc
commune (LMECYA 291), Nostoc sp. (LMECYA 333), Oscillatoria limosa (SAG 42.87), Planktothrix agardhii (LMECYA
256), Planktothrix agardhii (LMECYA 257), Planktothrix mougeotii (LEGE 06224), Planktothrix rubescens (LMECYA
203), Raphidiopsis mediterranea (LMECYA 287), Synechococcus nidulans (LMECYA 156) e Synechococcus nidulans
(LMECYA 236). Estes registos fotograficos foram realizados através de um microscopio Gtico Olympus PM-PB20, Téquio,
Japéo, a 400x e 1000x. Barra de escala = 10um (Fotografias de lara Dias, 2021).
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A maior parte destas estirpes foi isolada de albufeiras portuguesas, e integra a colecdo de
culturas de algas ESSACC do Laboratério de Biologia e Ecotoxicologia (ASBE) do INSA [135].
Todavia, foram ainda analisadas duas estirpes provenientes da cole¢do de culturas “Sammlung von
Algenkulturen” (SAG), alojada na universidade alemd de Gottingen, e uma estirpe provinda da
colecdo de culturas “Blue Biotechnology and Ecotoxicology” (LEGE-CC), alojada no Centro
Interdisciplinar de Investigagdo Marinha e Ambiental (CIIMAR) [136,137]. A descri¢do de todas as
estirpes estudadas encontra-se na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Estirpes de cianobactérias analisadas e respetiva origem.

Colegéo de culturas ESSACC

Aphanizomenon flos-aquae

Aphanizomenon flos-aquae

Aphanizomenon gracile

Aphanizomenon gracile

Dolichospermum flos-aquae

Dolichospermum flos-aquae

Dolichospermum spiroides

Leptolyngbya sp.

Leptolyngbya sp.

Limnothrix redekei

Microcystis aeruginosa

Microcystis aeruginosa

Nostoc sp.

Nostoc commune

Nostoc sp.

Nostoc sp.

Planktothrix agardhii

Planktothrix agardhii

Planktothrix rubescens

Raphidiopsis mediterranea

Synechococcus nidulans

Synechococcus nidulans

LMECYA 088
LMECYA 089
LMECYA 009
LMECYA 040
LMECYA 165
LMECYA 180
LMECYA 161
LMECYA 079
LMECYA 173
LMECYA 145
LMECYA 050
LMECYA 127
LMECYA 290
LMECYA 291
LMECYA 330
LMECYA 333
LMECYA 256
LMECYA 257
LMECYA 203
LMECYA 287
LMECYA 236
LMECYA 156

Albufeira de Montargil

Albufeira de Montargil

Albufeira do Peneireiro
Albufeiro do Crato
Albufeira de Magos

Rio Guadiana, Vitonogales/Espanha

Acude da Agolada de Baixo
Albufeira de Magos
Fonte hidrotermal
Albufeira de Magos
Albufeira do Roxo
Albufeira de Montargil
Calgada, Campo Grande
Canteiro, Lisboa
Canteiro, Lisboa
Calgada, Pinhal Novo
Albufeira de Sdo Domingos
Albufeira de Sdo Domingos
Albufeira do Beliche
Albufeira de Patudos
Lagoa da Vela
Lago, Porto

1999
1999
1996
1996
2003
1999
2003
1998
2003
2001
1997
2000
2012
2013

2014
2009
2009
2005
2012
2005
2001

Colecéo de culturas SAG

Arthrospira platensis

Oscillatoria limosa

SAG 85.79
SAG 42.87

Lago Natron, Tanzénia
Lago River, Suica

Colecéo de culturas LEGE

Planktothrix mougeotii

LEGE 06224

Etar de Febros
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As estirpes estudadas sdo mantidas na camara de culturas da ESSACC (Figura 3.2), em frascos
de cultura com meio Z8 [138], em condicdes controladas de intensidade luminosa (20 * 4 pmol/m?/s,
num ciclo de luz/escuriddo de 14/10 horas), e de temperatura (20 + 3 °C). Estas culturas nio axénicas®
sdo repicadas frequentemente, de modo a manter a sua viabilidade.

Figura 3.2 - Exemplo de culturas de cianobactérias nas instalagcdes da ESSACC.

3.4  Preparacdo dos extratos cianobacterianos

3.4.1 Producdo de biomassa

O passo inicial deste estudo foi a obtencdo da biomassa das estirpes cianobacterianas
mencionadas em 3.3. Para tal, as estirpes foram individualmente inoculadas em balGes de 6 L com 5 L
de meio Z8 [138], nas condi¢des de luz e temperatura referidas no ponto anterior. Cada baldo foi
colocado sob arejamento Figura 3.3, de modo a permitir as trocas gasosas e evitar a sedimentacdo das
células, ao manté-las em movimento. A fase exponencial de crescimento das estirpes foi atingida em
cerca de 30 dias.

Figura 3.3 - Acomodacéo dos baldes de cultura de cianobactérias nas instalacdes da colecdo ESSACC.

No fim daquele periodo, procedeu-se a recolha da biomassa, procedimento que se dividiu em
duas fases. A primeira corresponde & transferéncia do contedo do baldo onde cada estirpe foi
inoculada para ampolas de decantagdo, de modo a promover a separacdo entre 0 meio e a biomassa,
processo que decorre de um dia para o outro. Seria esperado observar-se uma separagao clara entre 0s
dois componentes, meio e biomassa (devido a presenca de vesiculas gasosas nas células
cianobacterianas), o que permitiria descartar grande parte do meio.

Contudo, para a maior parte das estirpes isso ndo foi possivel, o que acabou por dificultar a
segunda fase da recolha da biomassa por centrifugacéo sucessiva das culturas (centrifuga Beckman J2-

3 Culturas axénicas sdo culturas nfo contaminadas por qualquer outro microrganismo.
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14 MJ/E, Newton, CT, EUA), a 8000xg, durante 15 minutos, a 4 °C. No entanto, estas condic¢des
variaram consoante a eficacia da separacgdo entre o meio e a biomassa, requerendo nalguns casos maior
velocidade e/ou tempo de centrifugacao.

A biomassa concentrada obtida para cada estirpe foi armazenada a -20 °C. Depois de
congelada, a biomassa foi colocada num liofilizador (Thermo Scientific Savant Speedvac AES 1000,
Waltham, MA, EUA), cerca de uma semana, até eliminar todo o seu contetido aquoso. A liofilizacéo é
um procedimento que, através de um processo de sublimacéo do gelo a vacuo, conduz a diminuicdo da
quantidade de agua presente numa amostra congelada até esta ficar completamente desidratada [139—
141]. A biomassa liofilizada foi reduzida a po, e colocada em frascos de vidro, que foram previa e
posteriormente pesados numa balanga analitica (Mettler, H10w, Columbus, EUA) e armazenados a -
20 °C até posterior utilizagdo.

3.4.2 Extracdo dos compostos da biomassa com solventes

Apos a liofilizacdo do material biol6gico, seguiu-se a etapa final necessaria a obtengcdo dos
extratos cianobacterianos, a extracdo dos compostos da biomassa com solventes. Apds consulta de
bibliografia relativa a este procedimento, constatou-se que a extracdo poderia ser realizada de duas
formas distintas: sequencialmente ou diferencialmente [139-141]. Porém, verificou-se que a maior
parte dos autores realizava este processo de forma sequencial, isto é, aplicando sucessivamente cada
um dos solventes de extracdo na mesma biomassa. De igual maneira, constatou-se que o processo de
extracdo pode ocorrer de forma a serem extraidos compostos com polaridade crescente, ou seja,
partindo dos solventes menos polares para os mais polares, ou de forma contréria, isto €, partido dos
solventes mais polares para 0s menos polares [139-141].

Deste modo, optou-se por efetuar o processo de extragdo sequencial, com hexano, com a
mistura diclorometano:metanol (2:1), metanol 70% e dgua. No entanto, no que diz respeito a ordem de
aplicacdo dos solventes, estipulou-se que seriam realizadas para cada estirpe duas extrac6es, com duas
ordens de aplicacdo dos solventes, de acordo com a sua polaridade, (I) e (Il), representadas no
esquema seguinte:

() n-Hexano — Diclorometano:Metanol (2:1) — Metanol 70% — Agua
(1) Metanol 70% — Diclorometano:Metanol (2:1) — n-Hexano

Na ordem de extracdo descrita em (I) partiu-se do solvente menos polar para 0 mais polar, ao
passo que na ordem descrita em (Il) a aplicacdo dos solventes ocorreu de forma contraria, isto é, do
solvente mais polar para 0 menos polar. Apenas na primeira sequéncia se incluiu a agua como
solvente.

Inicialmente, pretendia realizar-se as duas extra¢fes para cada estirpe, cada uma partindo de
500 mg de biomassa liofilizada. Para tal, teria de se obter, pelo menos, 1 g de material liofilizado de
cada estirpe de cianobactéria. Todavia, so foi possivel realizar ambas as extragdes, (1) e (11), em 15 das
25 estirpes de cianobactérias, por indisponibilidade de biomassa liofilizada para as restantes 10
estirpes, assinaladas com (*) na tabela do rendimento de cada estirpe (Tabela I1.1, anexo Il). Estas 10
estirpes foram extraidas apenas de acordo com a ordem de extracdo (I), apés andlise dos primeiros
resultados de avaliagdo dos extratos em bactérias e constatacdo de que a maior parte dos extratos onde
se verificou eventual atividade antibacteriana tinha sido obtida através dessa ordem de extrac&o.
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O protocolo de extracdo da biomassa com solventes foi adaptado da bibliografia consultada
[139-141], e encontra-se pormenorizadamente descrito no anexo Ill. As 25 estirpes foram extraidas
em grupos de 5 estirpes, de cada vez. De um modo sucinto, cerca de 500 mg de material liofilizado de
cada estirpe foi sujeito a aplicacdo sucessiva dos solventes hexano, diclorometano:metanol (2:1),
metanol 70% e agua, de forma a extrair compostos com polaridade crescente ou decrescente,
dependendo da ordem de extracdo. Assim, o procedimento iniciou-se com a aplicacdo, a temperatura
ambiente, do primeiro solvente no frasco com a biomassa liofilizada, seguindo-se um ciclo de agitacdo
(30 min), sonicacdo em gelo (1 min) e nova agitacdo (30 min) do conteldo do frasco, de forma a
ocorrer a extracdo dos compostos. Findo o ciclo de agitacdo e sonicacdo, a solucdo obtida foi
transferida para um tubo de polipropileno (PP) e sujeita a duas centrifugacBes, em condicBes que
variaram de acordo com o solvente. Apds a segunda centrifugagdo, o sobrenadante obtido,
correspondente ao extrato, foi transferido para um novo tubo PP, que foi previamente pesado. A
biomassa residual resultante das centrifugacgdes foi recolhida, e repetiu-se o procedimento de extracdo
anterior para os outros solventes, de acordo com a ordem de extracao.

Depois de terminado o processo de extragdo, 0s extratos obtidos com os solventes hexano,
diclorometano e metanol foram colocados num evaporador com jato de azoto (TurboVap®LYV), de
modo a promover a secagem destes solventes, em condicBes que variaram de acordo com o tipo de
solvente (ver anexo Ill). Os extratos que continham a agua como solvente foram, por sua vez,
colocados no liofilizador, onde permaneceram por cerca de 3 dias. Apds a evaporacdo completa dos
solventes, os tubos PP com cada extrato foram pesados e a quantidade de extrato bruto foi calculada,
de acordo com a seguinte férmula:

PeSOExtrato bruto = PeSOTubo PP+Extrato — PeSOTubo PP

Posteriormente, cada extrato foi dissolvido com DMSO a 25%, centrifugado (a 8000 rpm, 5
min, 4 °C) e a solucdo obtida foi transferida para tubos eppendorf de 2 mL. O protocolo do
procedimento de dissolucdo dos extratos com DMSO a 25% encontra-se descrito detalhadamente no
anexo V. Os extratos finais foram conservados a -20 °C, para futura utilizacao.

3.5 Avaliacédo da toxicidade do DMSO usado na dissolugdo dos extratos cianobacterianos

Previamente a dissolucdo dos extratos cianobacterianos obtidos, o efeito do solvente DMSO
foi testado em algumas das bactérias em analise, nhomeadamente Escherichia coli ATCC 25922,
Escherichia coli NCTC 13846, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Staphylococcus aureus
ATCC 29213, de modo a evitar interferéncias deste nos resultados relativos ao efeito dos extratos no
crescimento das bactérias. Assim, foram testadas diferentes concentracbes de DMSO, nomeadamente
100%, 60%, 30%, 15%, 7,5% e 3,75%, nas bactérias mencionadas, com o objetivo de determinar a
concentragdo minima deste solvente a que ndo ocorre inibi¢do do crescimento das células bacterianas,
e que, portanto, pode ser usada para dissolver os extratos.

Para tal, foram dispostos discos em branco em placas de meio Mueller-Hinton sélido (MHA),
num numero equivalente ao namero de diferentes concentracdes de DMSO a testar. Em cada disco
foram aplicados 10 pL de uma concentracdo de DMSO em discos previamente colocados em cada
placa inoculada com uma das bactérias. As placas com as bactérias expostas ao DMSO foram
colocadas numa estufa a 37 °C, onde permaneceram 18 h + 2 h. Apds este periodo, observou-se se o
DMSO induziu halo de inibi¢do do crescimento das bactérias.

28



3.6 Avaliacio do efeito dos extratos cianobacterianos no crescimento de bactérias
patogénicas

As propriedades antibacterianas dos extratos das cianobactérias foram avaliadas nas bactérias
patogénicas mencionadas em 3.2. através do método da Difusdo em Disco, metodologia standard de
microbiologia que obedece a guidelines internacionais, de acordo com as normas do Comité Europeu
de Avaliacdo de Suscetibilidade Antimicrobiana (European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Test, EUCAST) [142,143]. Os extratos obtidos para cada cianobactéria foram avaliados em
simultaneo, de acordo com o esquema da Figura 3.4.

4 )

O O O O
O Disco com extrato

o O O O

Controlo negativo

O O O O Controlo positivo

\_ /

Figura 3.4 - Esquema da placa para avaliacio do efeito dos extratos das cianobactérias no crescimento das
bactérias (esq.) e placa exemplificativa do teste em Escherichia coli NCTC 13846 (dta.). Controlo negativo, disco com
DMSO a 25%. Controlo positivo, disco com o antibiético de referéncia para a estirpe bacteriana em estudo.

Deste modo, cada bactéria foi inoculada numa placa contendo meio MHA, numa densidade
correspondente a 0,5 McFarland, de acordo com os procedimentos EUCAST [142]. Em seguida,
foram colocados discos estéreis, para aplicacdo dos extratos e do controlo negativo (DMSO a 25%,
solvente usado para dissolver os extratos), como foi exemplificado na Figura 3.4. Usou-se também um
controlo positivo, um antibidtico de referéncia para cada bactéria. Os discos correspondentes aos
extratos cianobacterianos e ao DMSO a 25% foram impregnados com 10 pL de cada solucdo. As
placas com as bactérias inoculadas e expostas aos extratos foram mantidas durante 18 h £ 2 h numa
estufa, a 37 °C. Apés o periodo de incubagdo, procedeu-se & observacdo das placas e subsequente
medicdo dos halos de inibi¢do em torno dos discos, o que permitiu avaliar a sensibilidade das bactérias
aos extratos cianobacterianos.

A anélise dos controlos positivos foi feita com base na gama de valores de referéncia para
cada antibiotico, estabelecida pelo EUCAST [142]. Quanto ao controlo negativo, verificou-se a sua
validade pela auséncia de halos de inibicdo e ocorréncia de crescimento bacteriano até ao limite do
disco (contact disk). Para os extratos que evidenciaram ter efeito nas bactérias alvo o teste da difuséo
em disco foi realizado em triplicados, em duas experiéncias independentes.

3.7  Determinacao da Concentracéo Inibitéria Minima dos extratos de cianobacteérias

A suscetibilidade das bactérias aos extratos cianobacterianos observada pelo método da
difusdo em disco foi confirmada através da determinag&o da Concentrag&o Inibitoria Minima (CIM) de
cada extrato para a bactéria-alvo, isto é, a mais baixa concentracdo de extrato que inibe totalmente o
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crescimento bacteriano visivel a olho nu. O valor da CIM de cada extrato foi determinado pelo método
da Microdiluicdo, metodologia baseada nos procedimentos EUCAST que avalia, em meio de cultura
liquido, o crescimento celular de um microrganismo na presenca de diferentes diluicbes de um
antibiotico de referéncia [142]. Na microplaca, foram avaliadas trés concentrages de cada extrato.

Assim, procedeu-se a inoculacdo da suspensdo bacteriana a avaliar numa microplaca de 96
pocos de fundo cénico, a qual tinham sido previamente adicionados meio Mueller-Hinton liquido
(MHB) [143], os extratos a avaliar e os controlos positivos, negativos e de crescimento da bactéria em
analise (Figura 3.5), de acordo com o procedimento especificado no anexo VI.

Extratos 25% Extratos 12.5% Extratos 6.3%

| 1 |
r T L !

1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112

A E1 E1 El El1 El1 El ElI El E1 CSIHESICS]
B E2 E2 E2 E2 E2 E2 E2 E2 E2 CS2 CS2 CS2
C I E3JEESNE3" E3 E3 E3 E3 E3 E3 CS3 CS3 CS3
D E4 E4 E4 E4 E4 E4 E4 E4 E4 CC CC CC
E BRESERESSRESY ESSNESE5 ES E5 E5 CN CN CN
F E6 E6 E6 E6 E6 E6 E6 E6 E6 16 8 4
G 16 8 4 ONEEN05N0250,1250,06 2 W05
H 16 8 4 2 1 05 0250125006 0,250,125 0,06

Figura 3.5 - Esquema da microplaca usada para determinacéo do valor da CIM dos extratos. Os pocos E1, E2, E3,
E4, E5 e E6 contém os extratos cianobacterianos, em trés concentragdes diferentes: 25 pLextrato/ 100U Lvolume final (25% VIV,
colunas 1-3), 12,5 ULextrato/ 100 Lvolume final (12,5% V/v, colunas 4-6) e 6,25 JLextrato/100ULvolume final (6,3% V/v, colunas 7-9).
Os pogos CS representam o controlo do solvente (DMSO CS1-25%, CS2-12,5% e CS3-6,25%). Os pogos CC sdo o controlo
do crescimento da estirpe bacteriana em estudo. Os pocos CN referem-se ao controlo negativo (meio MHB). As solugdes
diluidas de Imipenem foram adicionadas aos pogos representados por numeros na fragdo azul da microplaca e que
correspondem ao valor da concentragdo de antibiético em mg/L.

Os controlos positivos do teste foram solugdes diluidas do antibidtico de referéncia para as
bactérias-alvo, conforme as gamas de valores dos antibiéticos de referéncia para o crescimento das
bactérias patogénicas alvo, estabelecidas pelo EUCAST [142]. Por sua vez, usaram-se como controlos
negativos solucdes do solvente usado na dissolugdo dos extratos, 0 DMSO a 25%, na mesma dilui¢cdo
dos extratos.

Foram também analisados o crescimento do indculo bacteriano e a esterilidade do meio MHB,
em placas com meio MHA [143]. A realizagdo do controlo do indculo bacteriano permitiu avaliar a
pureza e o nimero de coldnias da estirpe bacteriana. Para este controlo, o expectavel seria obter entre
20 a 80 coldnias na placa, dado que isto seria indicativo de viabilidade da bactéria. Quanto ao controlo
da esterilidade do meio, este teve como objetivo verificar a qualidade do mesmo e a auséncia de
contaminacdo por algum microrganismo. Neste caso, 0 esperado seria ndo obter nenhuma colonia.
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No que concerne a analise dos resultados deste método, o crescimento da bactéria patogénica
foi verificado por observacédo de turvacdo do meio e presenca de depdsito bacteriano no fundo do pogo
da microplaca, ap6s 18 h + 2 h de incubagdo com os extratos e controlos a 37 °C.

Complementarmente, para confirmar os resultados obtidos no teste da microdiluicdo, foram
efetuados os procedimentos indicados em 3.7.1 e 3.7.2.

3.7.1 Inoculacdo em placas de gelose simples

Logo apds a visualizagdo dos resultados do teste da microdiluicdo, realizou-se a inoculacdo de
aliquotas (33pL) dos pogos da microplaca onde se observava auséncia de crescimento da bactéria
patogénica exposta aos extratos cianobacterianos, em placas com meio gelose simples. As placas
foram analisadas 18 h + 2 h, depois de incubadas a 37 °C quanto a auséncia ou presenca de
crescimento da bactéria alvo.

3.7.2  Observacdo ao microscopio 6tico a 400x e a 1000x

Para confirmar os resultados obtidos no teste da microdiluicdo efetuou-se a observacdo de
preparacdes com aliquotas dos pocos ao microscopio 6tico a 400x e a 1000x (Olympus BX60, com
camara Olympus PM-PB20, Téquio, Japdo). Este procedimento permitiu ndo sé verificar a auséncia ou
presenca de crescimento bacteriano, como também possibilitou observar a morfologia das células
bacterianas.

3.8 Avaliacdo da atividade adjuvante de extratos cianobacterianos

Para além da avaliacdo do efeito antibacteriano dos extratos das cianobactérias, procedeu-se a
analise de um potencial efeito coadjuvante dos extratos nos antibidticos para os quais a suscetibilidade
das bactérias patogénicas em estudo é conhecida.

Fundamentalmente, o principio desta avaliacdo consistiu em verificar se a adicdo dos extratos
cianobacterianos aos discos impregnados de antibidticos de referéncia se traduzia num aumento da
eficicia desses antibidticos. A existéncia de atividade adjuvante foi apenas analisada nos extratos que
produziram um halo de inibicdo de crescimento das bactérias patogénicas considerado significativo,
isto é, maior que 10 mm, pelo teste da difusdo em disco.

Posto isto, esta avaliacdo baseou-se na realizagdo de Testes de Suscetibilidade aos
Antibioticos (TSA), pela inoculagdo das seguintes placas em meio MHA com a bactéria onde se
verificou efeito do extrato:

Placa com os discos dos antibi6ticos de referéncia (controlo positivo);

Placa com os discos dos antibiéticos de referéncia + 10 uL de DMSO a 25% (controlo
negativo);

Placa com os discos dos antibi6ticos de referéncia + 10 L de extrato cianobacteriano.
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As placas inoculadas foram mantidas numa estufa durante 18 h + 2 h, a 37 °C. No fim do
periodo de incubacdo, realizou-se a observagdo das placas, o registo dos didmetros dos halos formados
e a comparagdo com 0s controlos. De acordo com as normas EUCAST, existe um efeito sinérgico do
extrato no antibi6tico se o didmetro do respetivo halo formado na presenca do antibiético exceder em
mais de 3 mm (> 3 mm) o halo de inibicdo formado pelo controlo negativo [142], de acordo com a
seguinte equacao:

@ halo de inibi¢d0 g yextrato > @ halo de inibicdosgpmso 250 + 3 MM
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4  Resultados

4.1  Producdo e extracdo da biomassa das estirpes cianobacterianas

Para a maioria das vinte e cinco estirpes de cianobactérias analisadas, a fase exponencial do
crescimento foi alcancada ap6s cerca de 30 dias. Relativamente ao processo de decantagdo,
registaram-se diferencas entre as estirpes (Figura 4.1). Por exemplo, estirpes como a Nostoc sp.
(LMECYA 290), a Oscillatoria limosa (SAG 42.87) e a Planktothrix agardhii (LMECYA 257)
decantaram corretamente, isto é, ocorreu uma separagao clara entre 0 meio e biomassa, ao passo que
para outras estirpes ndo se registou uma separagdo evidente entre 0 meio e a biomassa. As estirpes
Microcystis aeruginosa (LMECYA 050) e Leptolyngbya sp. (LMECYA 079) ndo decantaram. Por sua
vez, as estirpes Dolichospermum spiroides (LMECYA 161) e Raphidiopsis mediterranea (LMECYA
287) formaram aglomerados na parte superior da ampola de decantacdo. Assim, para muitas das
estirpes, nao foi possivel descartar o meio de cultura, o que implicou centrifugar a totalidade da
cultura. Esta dificuldade no processo de decantacdo pode ter ocorrido devido a presenca de vesiculas
gasosas no meio de cultura. As cianobactérias produzem vesiculas gasosas que lhes conferem a
capacidade de controlar a sua flutuabilidade, caracteristica associada a sua migracdo ao longo da
coluna de agua, em ambientes aquaticos [26]. Por outro lado, as condi¢des de centrifugacdo variaram
entre as estirpes, umas requerendo mais tempo e velocidade de centrifugacdo do que outras, o que
também dificultou o processo de obtencdo de biomassa.

Figura 4.1 - Decantacdo da biomassa das estirpes cianobacterianas Nostoc commune (LMECYA 291) e
Dolichospermum flos-aquae (LMECYA 165).

O rendimento de biomassa liofilizada obtido para cada uma das estirpes de cianobactérias esta
descrito na tabela I1.1 do anexo Il. Obteve-se cerca de 1 g de biomassa liofilizada para a maior parte
das estirpes. Nas estirpes Arthrospira platensis (SAG 85.79), Leptolyngbya sp. (LMECYA 079) e
Oscillatoria limosa (SAG 42.87) obtiveram-se gquantidades de biomassa liofilizada de cerca de 3 g.
Contrariamente, para as estirpes Dolichospermum flos-agquae (LMECYA 165), Aphanizomenon flos-
aquae (LMECYA 089), Aphanizomenon gracile (LMECYA 040), Leptolyngbya sp. (LMECYA 173),
Nostoc sp. (LMECYA 291), Nostoc sp. (LMECYA 333), Planktothrix mougeotii (LEGE 06224),
Planktothrix rubescens (LMECYA 203), Raphidiopsis mediterranea (LMECYA 287), e
Synechococcus nidulans (LMECY A 156), obtiveram-se quantidades reduzidas de biomassa (entre 0,3
e 0,7 g).
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Para as 15 estirpes cujo rendimento de biomassa foi > 1 g, realizaram-se as duas sequéncias de
extracdo (I e Il), usando 500 mg de biomassa para cada uma. No entanto, pelos motivos acima
referidos, ndo se obteve biomassa suficiente para 10 estirpes, pelo que apenas foi possivel realizar uma
sequéncia de extracdo, tendo-se optado pela sequéncia I. De referir, ainda, que devido a um incidente
laboratorial, o extrato metandlico (I) de Planktothrix agardhii (LMECYA 256) ficou inviabilizado
para avaliacdo do efeito antibacteriano.

4.2  Avaliacdo da toxicidade do DMSO

O DMSO foi o solvente selecionado para dissolver os extratos cianobacterianos. Contudo,
uma vez que este reagente pode interferir com o crescimento bacteriano, foi realizada uma avaliagido
prévia da toxicidade de uma série de concentracdes deste solvente (100%; 60%; 30%; 15%; 7,5%;
3,75%) nalgumas das bactérias alvo. Constatou-se que ocorria inibi¢do do crescimento das bactérias
na presenca das concentracGes 100 e 60% do solvente, pelo que se optou por usar DMSO a 25% na
dissolucdo dos extratos das cianobactérias (Figura 4.2).

Figura 4.2- Avaliacdo do efeito de diferentes concentracbes do DMSO (100, 60, 30, 15, 7,5 e 3,75%) no
crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853.

4.3 Efeito antibacteriano dos extratos de cianobactérias

A potencial atividade antibacteriana dos extratos nas bactérias-alvo foi analisada através do
método da difusdo em disco, mediante a avaliacdo do didmetro do halo de inibicdo do crescimento
bacteriano em torno do disco impregnado com 10uL de extrato cianobacteriano.

Procedeu-se ainda & analise do controlo negativo, 0 DMSO a 25%, e do controlo positivo, o
antibidtico de referéncia para cada bactéria. O DMSO a 25% ndo apresentou atividade inibitoria no
crescimento das bactérias testadas, uma vez que, para todas, se observou crescimento bacteriano até ao
limite do disco. Relativamente aos controlos positivos, cada um foi analisado por comparagdo dos
valores dos halos de inibi¢do obtidos com a gama de valores de referéncia do EUCAST.

Analisando os resultados, verificou-se que grande parte dos extratos das cianobactérias ndo
teve qualquer efeito antibacteriano. Na Tabela 4.1 estdo representados os extratos para 0s quais se
registou alguma interferéncia no crescimento das bactérias alvo.
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Tabela 4.1 — Extratos cianobacterianos que induziram inibi¢do do crescimento de bactérias patogénicas e respetivos halos de inibi¢do. Os nimeros (1) e (II) indicados nos solventes
correspondem a sequéncia de extragdo da biomassa pela qual os extratos foram obtidos. O sinal (*) é indicativo de formacéo de halo ligeiro ndo significativo (& < 10 mm).

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Staphyloccocus aureus URRA 872

Staphylococcus epidermidis URRA 958

Enterococcus faecalis ATCC 29212

DCM:MeOH DCM:MeOH
Hexano (1) 1) (1) MeOH (1) H-0 (I) Hexano (I1) 1) (1) MeOH (I1)
SAG 85.79 (11 LMECYA 009 (%)
LMECYA 088 (11 mm) SAG 85.79 (11 LM(Ifg:;g)SSO SAG 85.79 (*)
mm) LMECYA 330 mm) LMECYA 101 (4 SAG4287
(11 mm) (12,5 mm)
SAG 85.79 (¥)
- LMECYA 290 (%) - LMECYA 127 (¥} LMECYA 290 (¥)
LMECYA 088 (%)
LMECYA 079 (%) .
LMECYA009 () -MECYA08 g*; LMECYA 088 (¥) LMECYA 088 (¥)
SAG4287() " [MECVIEI L) LMECYAOTS () SAG 4287 () LMECYAL4S (*) | \1ecun 236 (4
SAG 85.79 (¥) GhG a2 gr () SAGA287()"  SAGESTO() | \ecin i LMECYALSL() WECeZon ()
LMECYA127 (%) S2Ee00()  SAGE579()  LMECYAL27 () |Mecyno2et) LMECYA236 () | MECriedttd
LMECYA180 (9 | Gad B30, LMECYAL27 () LMECYAL80 (9 |viedun 50060 LMECYA290 () uecin 2 )
LMECYA 145 (¥) ) LMECYA 180 (*) LMECYA 145 (¥) ) LMECYA 050 (%) y
LMECYAl61(¥) MECVATES 8 LMECYA 330 () LMECYA236 () MECYAZ6() | viecyaos6 () LMECYAZ57(Y)
LMECYA236 (*)  \ecya 200 () LMECYA145 (%) LMECYA290 (%)
LMECYA 290 (¥)
LMECYA 050 (¥)
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De todas as bactérias patogénicas testadas, somente as estirpes Staphyloccocus aureus URRA
872, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus epidermidis URRA 958 e Enterococcus
faecalis ATCC 29212 apresentaram alguma resposta aos extratos das cianobactérias em avaliacao.
Salienta-se, porém, que os halos de inibicdo do crescimento formados foram muito ligeiros e que ndo
corresponderam a uma inibicdo total de crescimento, pois na zona do halo foi observada a presenga de
coldnias, ainda que em muito menor concentragcdo do que na zona exterior ao halo. Considerou-se,
portanto, corresponderem a halos de reducéo do crescimento e ndo de inibi¢do total do crescimento.
Apenas foram considerados significativos os halos com @ > 10 mm, o que somente foi observado com
a estirpe P. aeruginosa ATCC 27853, tal como indicado a negrito na Tabela 4.1. Os resultados foram
confirmados em triplicado e em duas experiéncias independentes, tal como se exemplifica na Figura
4.3.

Tal como esperado, 0 DMSO 25% ndo apresentou efeito inibitério no crescimento da P.
aeruginosa ATCC 27853 em ambas as avaliacGes, ao passo que o imipenem, antibiético de referéncia,
apresentou halos de inibicdo de 28 mm (Figura 4.3, A) e de 27 mm (Figura 4.3, B), de acordo com o
valor expectavel para esta espécie [142]. Verificou-se um decréscimo do crescimento da P. aeruginosa
em todos os extratos de todas as placas, todavia no disco E6 com o extrato de diclorometano:metanol
(1) de Nostoc sp. (LMECYA 330) esse decréscimo foi mais acentuado, para as trés placas, em cada
uma das avaliacGes.

Figura 4.3 - Avaliacdo do efeito de extratos cianobacterianos na estirpe P. aeruginosa ATCC 27853.(A)
Experiéncia 1; (B) Experiéncia 2; Extrato E1 — Hexano (l) / Aph. flos-aquae (LMECYA 088); E2 — MeOH (II) / O. limosa
(SAG 42.87); E3 — DCM:MeOH (2:1) (1) / A. platensis (SAG 85.79); E4 — MeOH (1) / A. platensis (SAG 85.79); E5 —
DCM:MeOH (2:1) (1) / Nostoc sp. (LMECYA 330); E5 — DCM:MeOH (2:1) (1) / Nostoc sp. (LMECYA 330); CN — DMSO
25%; CP — imipenem. As setas indicam a redugdo acentuada do crescimento bacteriano na presenga do extrato de
diclorometano:metanol (2:1) (1) da cianobactéria Nostoc sp. (LMECYA 330).
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4.4 Concentracdo Inibitoria Minima dos extratos cianobacterianos

Para confirmar os efeitos observados pelo teste da difusdo em disco procedeu-se a
determinacdo da CIM dos extratos E1, E2, E3, E4, E5 e E6 na estirpe P. aeruginosa ATCC 27853,
através do método da microdiluigdo, conforme referido no ponto 3.7 e no protocolo descrito no anexo
V.

Na Figura 4.4, estdo representados os controlos de crescimento da estirpe P. aeruginosa
ATCC 27853 e de esterilidade do meio MHB. No controlo de crescimento foi possivel verificar que
ocorreu crescimento da bactéria de acordo com o esperado, pela formacdo de 75 coldnias.
Relativamente ao controlo de esterilidade do meio MHB, observou-se auséncia de contaminacédo
microbiana, 0 que assegura que o teste foi realizado de acordo com as condi¢Ges de inoculacdo
adequadas.

Figura 4.4 - Controlo do indculo (A) e controlo da esterilidade do crescimento (B) em placas de meio MHA, no
ensaio da microdiluicdo em P. aeruginosa ATCC 27853.
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A representacdo esquematica da microplaca de 96 pocos usada para realizar o método da
microdiluicdo em P. aeruginosa ATCC 27853 com 0s seis extratos supracitados encontra-se na Figura
3.5enoanexo V. Os extratos E1, E2, E3, E4, E5 e E6 foram avaliados em 3 concentragdes: 25% vi/v,
12,5% viv e 6,25% vl/v, em triplicado e em duas experiéncias independentes, estando as microplacas
respetivas representadas na Figura 4.5.

Extratos 25% Extratos 12,5% Extratos 6,3%

i DMSO 25%
DMSO 12,5%

) Il DMSO6,3%

Controlo de
crescimento

Imipenem

Extratos 25% Extratos 12,5% Extratos 6,3%
\ I I}
[ ) [ ) [ |
: e v e o2, W —i
- Y
¥ OOO000000PO0) B
E2 [N MW NME Y ) o\ ﬁ*‘\}) (‘21‘) | DMSO 12.5%
E3 v -? Q ) DMSO 6,3%
m‘!\&’!’.& /1 |
Controlo de
E4 | crescimento
Controlo do
E5 meio de cultura
Imipenem
E6 P

Figura 4.5 - Determinacdo da CIM dos extratos cianobacterianos E1, E2, E3, E4, E5 e E6 em P. aeruginosa ATCC
27853 pelo método da microdilui¢do. A bactéria foi exposta a trés concentracdes diferentes de cada extrato: 25% v/v (colunas
1-3), 12,5% v/v (colunas 4-6) e 6,25% v/v (colunas 7-9). O teste incluiu o controlo do solvente (DMSO 25%, 12,5% e 6,25%,
colunas 10, 11 e 12, linhas A, B e C, respetivamente), o controlo do crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853 (colunas 10,
11 e 12, linha D), o controlo negativo (colunas 10, 11 e 1, linha E) e o controlo positivo (Imipenem, 0,006 — 16 mgl/L,
colunas 1-9, linhas G-H e colunas 10, 11 e 12, linhas F, G e H). (A) e (B) representam o resultado de duas experiéncias
independentes.
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No que diz respeito aos controlos do ensaio da microdiluicdo efetuados na microplaca, para o
controlo de crescimento da bactéria (pocos identificados por CC no esquema da microplaca) observou-
se crescimento bacteriano e para o controlo do meio MHB (pocos identificados por CN no esquema da
microplaca) observou-se a auséncia de crescimento bacteriano, em ambas as avaliagOes efetuadas,
conforme o esperado. Quanto ao controlo positivo, obteve-se valores de CIM de 2mg/L (Figura 4.5,
A) e 4 mg/L (Figura 4.5, B), o que esta de acordo com o esperado para esta estirpe [142].

Tal como foi referido no ponto 3.7, neste ensaio 0 crescimento bacteriano é demonstrado por
observacdo de turvacdo do meio e deposito bacteriano no fundo do pogo da microplaca. Tendo isto em
consideracdo, na primeira avaliacdo, ap6s analise da microplaca, os pocos das colunas 1-3 das linhas
B, D e F, com os extratos E2, E4 e E6, respetivamente, na concentracdo 25% v/v, pareceram
apresentar auséncia de crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853 (Figura 4.5, A). Na segunda
experiéncia, a inibicdo do crescimento da bactéria pareceu ocorrer apenas nos pogos D1-6, com o
extrato E4 na concentracdo 25% v/v (colunas 1-3) e 12,5% v/v (colunas 4-6).

No entanto, como a coloracdo final verde do meio presente nos pocos tanto podia
corresponder aos pigmentos dos extratos cianobacterianos como também podia ser indicativa do
crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853, este facto ndo facilitou a analise das microplacas e 0s
resultados tiveram de ser conferidos. Assim, procedeu-se a observacdo dos pocos das microplacas ao
microscopio 6tico, a 400x e 1000x, o que permitiu demonstrar a auséncia ou presenca de crescimento
da estirpe bacteriana, como ainda possibilitou analisar a morfologia das células bacterianas.

Desta forma, na primeira avaliacdo, verificou-se que os pocos das colunas 1-3 das linhas A, C,
E e F, com os extratos E1, E3, E5 e E6 na concentracdo 25% v/v, apresentaram uma densidade celular
inferior ao do controlo de crescimento e bastonetes morfologicamente diferentes dos observados com
o controlo, na medida em que eram mais alongados, pequenos e pouco maoveis. Ja 0s pocos das
colunas 1-3 das linhas B e D, com os extratos E2 e E4, extrato metandlico (1) de O. limosa (SAG
42.87) e extrato metandlico (1) de A. platensis (SAG 85.79), pareciam ndo apresentar crescimento da
bactéria.

Por seu turno, na segunda avaliacdo verificou-se que 0s pogos das colunas 1-3 das linhas A-C
e 0s pocos das colunas 4-6 da linha D apresentaram baixa densidade celular, com bastonetes
alongados, pequenos e pouco viaveis. Nos po¢os das colunas 1-3 das linhas D e F, com o0s extratos E4,
e EB6, extrato metandlico (1) de A. platensis (SAG 85.79) e extrato de diclorometano:metanol (I1) de
Nostoc sp. (LMECYA 330) pareceu ndo haver crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853.

Para além da observagdo ao microscopio oOtico, realizou-se a inoculagdo do contetdo dos
pocos da microplaca em meio solido (gelose simples na primeira avaliacdo e meio MHA na segunda
avaliacdo). Este procedimento possibilitou a validacdo dos resultados observados a olho nu na
microplaca e ao microscépio 6tico.

Assim, na primeira avaliagdo foi inoculada uma placa de gelose simples com um pool de 33
ML dos pogos das colunas 1-3, para cada um dos extratos E1, E2, E3, E4, E5 e E6. Apds o periodo de
incubacdo (18 * 2 h) e analise das placas, verificou-se o crescimento da estirpe P. aeruginosa ATCC
27853 em todas as placas, salvo na placa correspondente ao extrato E4, extrato metandlico (1) de A.
platensis (SAG 85.79), na qual ndo se observou qualquer crescimento bacteriano (Figura 4.6).
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Figura 4.6 - Placas de Petri com meio gelose simples inoculadas com aliquotas dos pogos 1-3 com os extratos E1,
E2, E3, E4, E5 e E6, das microplacas usadas no teste de determinagdo da CIM em P. aeruginosa ATCC 27853. Cada placa
foi identificada com o extrato correspondente.

Relativamente a segunda avaliacdo, retirou-se dos mesmos pocos das colunas 1-3 aliquotas de
10 pL, e de seguida fez-se uma diluicdo de 1:1000 das aliquotas em meio MHB para cada extrato, de
modo a poder-se distinguir eventuais diferencas entre as placas. Inoculou-se 100 pL da solucéo diluida
de cada extrato em placas com meio MHA. Nesta avaliacdo, também se inoculou os pogos da coluna
10 das linhas A-C, com o controlo do solvente (DMSO 25%), de modo a comparar os resultados.
Desta forma, apds analise das placas inoculadas, confirmou-se que as células bacterianas estavam
inviaveis e portanto que 0 extrato E4, extrato metandlico (I) de A. platensis (SAG 85.79) inibiu
totalmente o crescimento da estirpe P. aeruginosa ATCC 27853, pelo teste da microdilui¢do (Figura
4.7).

Figura 4.7 - Placas quadradas de meio MHA inoculadas com aliquotas dos pogos 1-3 com os extratos E1, E2, E3,
E4, E5 e E6. Cada placa foi identificada com o extrato correspondente.
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4.5 Andlise da atividade adjuvante dos extratos de cianobactérias

Dado que no ensaio da difusdo em disco apenas se observou efeito significativo (@ halo de
inibicdo > 10 mm) de alguns extratos na estirpe P. aeruginosa ATCC 27853, isto é, apenas esta
estirpe se revelou suscetivel aos extratos, determinou-se que o proximo passo seria avaliar a existéncia
de um efeito adjuvante desses extratos nos antibidticos para os quais a suscetibilidade da bactéria em
questdo € conhecida. Para tal, efetuou-se a comparacdo entre o efeito exclusivo dos antibidticos
referidos no crescimento da estirpe bacteriana, e o efeito desses mesmos antibidticos quando
adicionados de extratos cianobacterianos, nomeadamente o0s seis extratos mencionados no ponto
anterior (que produziram halos com @ > 10 mm). A avalia¢do do efeito no crescimento da bactéria foi
realizada através do método da Difusdo em Disco (TSA).

Os resultados obtidos para este ensaio s@o apresentados na Tabela 4.2. Os valores obtidos para o
TSA dos antibidticos de referéncia (controlo positivo) e o0 TSA dos antibi6ticos de referéncia com o
DMSO a 25% (controlo negativo) estavam de acordo com os breakpoints estabelecidos pelo EUCAST
para a P. aeruginosa ATCC 27853 (“Bp S” ¢ “Bp R” da Tabela 4.2). Assim, os valores obtidos para
cada um dos extratos avaliados foram comparados com os valores obtidos para 0 TSA com o DMSO a
25%, solvente usado na dissolucdo dos extratos.

Tabela 4.2 - Resultados da analise da atividade adjuvante de 6 extratos cianobacterianos (E1, E2, E3, E4, E5 e E6)
em 16 antibidticos de referéncia para a estirpe P. aeruginosa ATCC 27853. Os breakpoints (Bp) correspondem ao intervalo
de valores de referéncia dos halos de inibigdo, estabelecidos pelo EUCAST, para cada antibidtico em P. aeruginosa ATCC
27853. (Bp S) Intervalo de valores dos halos de inibi¢do para os quais a estirpe é considerada suscetivel. (Bp R) Intervalo de
valores dos halos de inibi¢do para os quais a estirpe P. aeruginosa ATCC 27853 é considerada resistente. (EI) Evidéncia
insuficiente quanto a eficacia do antibiético. (RN) Resisténcia natural da estirpe ao antibiotico. A amarelo assinala-se o efeito
estimulatério dos extratos de cianobactérias na atividade do antibi6tico, e a verde o efeito inibitorio.

Ciprofloxacina (5ug) >=50 <26 32 33 36 33 33 33 33 32
Tobramicina (10ug) >=18 <18 28 25 24 25 24 25 23 25

Gentamicina (10ug) El El 20 21 20 21 21 21 19 20
Amicacina (30ug) >=15 <15 24 26 25 25 25 25 25 24
Levofloxacina (5ug) >=50 <22 23 24 26 26 24 25 24 25
_ Ceftazidima (30ug) + - - 26 26 28 26 27 26 25 29
Acido Clavulanico (10uQ)
Ceftazidima (30uQ) - - 28 31 31 29 30 30 29 29
Netilmicina (10uQ) El El 19 19 20 19 18 19 19 18
Cefepima (30ug) >=50 <21 31 32 32 32 30 30 32 33
Doripenem (10pg) - - 35 36 36 36 36 34 34 35
Imipenem (10uQ) >=50 <20 28 29 29 28 23 22 28 29

Ceftazidima (10pg) >=50 <17 26 26 24 27 26 25 26 25

Piperaciclina (30ug) + >=50 <18 26 23 27 27 26 29 27 28
Tazobactam (6ug)

Meropenem (10ug) >=24 <18 30 32 32 31 30 32 30 32
Ertapenem (10ug) RN RN 22 20 23 22 21 19 21 22
Aztreonam (30p0) >=50 <18 29 27 31 33 32 33 34 32
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Como se concluiu pela Tabela 4.2, os 6 extratos cianobacterianos potenciaram a atividade do
antibidtico aztraeonam na estirpe P. aeruginosa ATCC 27853, uma vez que a adicdo dos extratos
induziu o aumento do halo de inibigdo desse antibidtico em pelo menos 4 mm. De semelhante modo,
todos os extratos potenciaram a eficAcia antibacteriana da associacdo entre a piperaciclina e o
tazobactam, & excecdo do extrato de diclorometano:metanol (I) de A. platensis (SAG 85.79).
Adicionalmente, o extrato de diclorometano:metanol (I) de Nostoc sp. (LMECYA 330) potenciou 0
antibidtico ertapenem (ERT). Em contrapartida, verificou-se que o extrato de diclorometano:metanol
(I) e o extrato metandlico (1) de A. platensis (SAG 85.79) reduziram a atividade antibacteriana do
imipenem.
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5 Discussao

Com este trabalho pretendia-se avaliar o efeito de extratos de cianobactérias no crescimento de
estirpes bacterianas de interesse clinico. Para tal, realizou-se a producdo de extratos de vinte e cinco
estirpes de cianobactérias mantidas na colecdo de culturas de microalgas ESSACC e avaliou-se o
fendtipo de suscetibilidade de nove bactérias patogénicas em relagdo a esses extratos. As estirpes de
cianobactérias analisadas pertencem aos géneros Aphanizomenon, Arthrospira, Dolichospermum,
Leptolyngbya, Limnothrix, Microcystis, Nostoc, Oscillatoria, Planktothrix, Raphidiopsis e
Synechococcus. Na literatura, ja é conhecida a produgdo de compostos bioativos com propriedades
antibacterianas por varias estirpes destes genéros [58,80,83,99,105]. Por seu turno, as estirpes
bacterianas testadas foram Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus e Enterococcus faecalis. De semelhante
modo, para algumas destas estirpes, a atividade antibacteriana de extratos cianobacterianos e
compostos bioativos isolados de cianobactérias ja foi reportada [70-72,74].

Neste estudo, das nove estirpes bacterianas analisadas somente se verificou efeito significativo
(@ > 10 mm) na estirpe Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Por sua vez, das vinte e cinco estirpes
de cianobactérias avaliadas apenas quatro tiveram efeito, nomeadamente Aphanizomenon flos-aquae
(LMECYA 088), Oscillatoria limosa (SAG 42.87), Arthrospira platensis (SAG 85.79) e Nostoc sp.
(LMECYA 330).

5.1 Producéo e extracdo da biomassa das estirpes de cianobactérias

Tal como referido no ponto 4.1, o rendimento relativo a produgdo de biomassa variou entre as
estirpes de cianobactérias. De facto, a obtencdo de quantidades insuficientes de biomassa é uma das
limitacbes encontradas nos processos de producdo de compostos bioativos naturais, e apesar de as
cianobactérias serem relativamente faceis de cultivar em condicBes laboratoriais, € dificil obter
guantidades significativas de biomassa e de compostos bioativos [82]. Neste estudo, a producdo
insuficiente de biomassa comprometeu o passo seguinte, a extracdo da biomassa com solventes, na
medida em que o objetivo inicial era realizar as duas sequéncias de extracdo, (1) e (Il), para todas as
estirpes de cianobactérias, e isto apenas foi possivel para quinze das vinte e cinco estirpes avaliadas.

Por outro lado, o facto de nao se ter verificado atividade antibacteriana em muitos dos extratos
cianobacterianos pode também dever-se a quantidade insuficiente de biomassa, uma vez que 0s
compostos bioativos com propriedades antibacterianas de interesse presentes nos extratos podem estar
muito diluidos. Melhorar as técnicas de cultura de cianobactérias, através da inoculagdo das estirpes
em biorreatores de elevada capacidade, ou pela alteracdo das condigdes abidticas a que estdo expostas
em laboratério, de modo a que estas se assemelharem as condicOes a que as estirpes estdo
habitualmente expostas no meio ambiente, pode permitir a obtencdo de rendimentos de biomassa mais
elevados, e como tal aumentar a atividade dos extratos das cianobactérias [17,67,71,144].

A extracdo da biomassa foi realizada de forma sequencial, partindo sempre da mesma
biomassa e aplicando sucessivamente cada um dos solventes hexano, diclorometano:metanol (2:1),
metanol a 70% e agua. Apesar de na literatura a sequéncia de extragcdo dos compostos bioativos
ocorrer frequentemente do menos polar para o mais polar [139-141], neste estudo optou-se por efetuar
a extracdo dos compostos de acordo com as sequéncias de extracdo: (I) polaridade crescente dos
solventes e (I1) polaridade decrescente dos solventes [excetuando as dez estirpes acima mencionadas,
cuja biomassa foi extraida apenas atraves da sequéncia de extracdo (I)]. Efetivamente, o tipo de
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extracdo e de solventes usados parece influenciar a atividade dos extratos cianobacterianos, extraindo
compostos com propriedades quimicas diferentes e, consequentemente, bioatividades diferentes.
Analisando os resultados, verificou-se que o nimero de extratos cianobacterianos com efeito mais
pronunciado obtidos através da sequéncia de extracdo (I) foi superior ao dos obtidos pela sequéncia
(I1). Por outro lado, nenhum dos extratos aquosos teve efeito nas bactérias avaliadas.

Na literatura, os solventes mais usados na extracdo de compostos bioativos em cianobactérias
sdo o metanol, o cloroférmio, o acetato de etilo, 0 hexano, o etanol, a acetona e o butanol
[9,17,40,44,104]. Porém a maioria destes solventes sdo toxicos, o que pode inviabilizar a sua aplicacdo
a nivel industrial [90,145,146], designadamente o hexano e o metanol [127-129]. Assim, serd mais
adequado usar misturas aquosas de solventes, tais como 0 metanol e 0 etanol, visto serem menos
toxicas e poderem ser aplicadas a nivel industrial. Atualmente existe um conjunto de procedimentos de
extracdo alternativos que, entre outras particularidades, ndo incluem a utilizagéo de solventes [90,145—
147]. Alguns destes procedimentos sao:

Extracdo por fluidos supercriticos (Supercritical fluid extraction, SFE) — processo de
separagdo de compostos dissolvidos de uma matriz através de fluidos de substancias
gasosas que se encontram em condicBes de pressdo e temperatura acima dos seus
parametros criticos;

Extracdo por liquidos pressurizados (Pressurized liquid extraction, PLE) - processo de
separacdo de compostos dissolvidos de uma matriz através de liquidos, sob condigdes
de temperatura elevada e pressao atmosférica;

(Subcritical water extraction, SWE) — processo de extracdo de compostos pouco
polares através da utilizacdo de agua;

Micro-ondas (Microwave-assisted extraction, MAE) — processo de extracdo de
compostos através de ondas eletromagnéticas (micro-ondas), indutoras do aumento da
temperatura, e consequentemente, de maior solubilidade dos compostos;

Campo elétrico pulsado (Pulsed electric field assisted extraction, PEF) — processo de
extracdo de compostos por aplicacdo de pulsos elétricos curtos, por forma a induzir
poros na estrutura da membrana celular do organismo;

Enzimas (Enzyme-assisted extraction, EAE) — processo de extracdo de compostos
através da utilizacdo de um ou varios enzimas, tais como as pectinases e as celulases,
de modo a promover a hidrélise de componentes resistentes, como por exemplo a
parede celular de organismos [90,145-147].

Estas técnicas sdo caracterizadas por requererem curtos periodos de operacdo, com taxas de
extracdo de compostos rentaveis [90,147]. De todas, a SFE é considerada a técnica com maior
potencial de aplicagdo a uma escala industrial, na medida em que o CO, é o solvente mais usado
durante o processo de extracdo [90,147].

Deste modo, e considerando que os processos de producdo de biomassa e de extragdo de
compostos bioativos interferem com a atividade dos extratos de cianobactérias, em estudos futuros
com as estirpes da ESSACC devera recorrer-se a procedimentos alternativos e partir de uma maior
quantidade de biomassa. A otimizacdo destes processos poderd permitir observar um efeito mais
acentuado dos extratos avaliados e confirmar o seu potencial antibacteriano, designadamente das
estirpes com as quais pareceu nao existir efeito, e numa gama mais alargada de bactérias alvo.
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5.2  Atividade antibacteriana dos extratos cianobacterianos

O fendtipo de suscetibilidade das estirpes de bactérias patogénicas aos extratos das
cianobactérias foi, numa primeira fase, avaliado através do método da difusdo em disco. Das nove
estirpes bacterianas analisadas apenas foi considerado efeito significativo (@ halo de inibigdo > 10
mm) na estirpe Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, pelas cianobactérias Aphanizomenon flos-
aquae (LMECYA 088), Oscillatoria limosa (SAG 42.87), Arthrospira platensis (SAG 85.79) e Nostoc
sp. (LMECYA 330). Contudo, apesar de se ter observado o efeito mencionado, neste teste os extratos
ndo induziram inibicdo total do crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853, dado que apenas houve
reducdo do crescimento da estirpe. Numa segunda fase de avaliacdo da atividade antibacteriana,
realizou-se 0 método da microdiluicdo com os extratos que tiveram efeito significativo na P.
aeruginosa ATCC 27853. Embora no método da difusdo em disco se tenha observado que o
decréscimo do crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853 foi mais acentuado na presenca do extrato
de diclorometano:metanol (11) de Nostoc sp. (LMECYA 330), no ensaio da microdiluicdo o extrato
metandlico (I) de A. platensis (SAG 85.79) foi o Unico que inibiu totalmente o crescimento da
bactéria.

Esta diferenca entre os resultados dos dois métodos pode dever-se ao facto de os compostos
bioativos com propriedades antibacterianas presentes nos diferentes extratos analisados atuarem de
modo diferente no organismo bacteriano. Através da observacdo microscépica da microplaca (teste da
microdilui¢do), verificou-se que, na concentragdo 25% v/v, tanto o extrato de diclorometano:metanol
(I1) de Nostoc sp. (LMECYA 330), como também os extratos de hexano (I) de A. flos-aquae
(LMECYA 088), de diclorometano:metanol (I) de A. platensis (SAG 85.79) e de Nostoc sp.
(LMECYA 330), pareceram provocar uma diminuicdo da densidade celular da estirpe P. aeruginosa
ATCC 27853, e induzir a alteracdo da morfologia tipica das células da bactéria (bastonetes mais
pequenos e alongados, comparativamente aos bastonetes visualizados no controlo de crescimento). Ou
seja, 0s compostos presentes nestes extratos podem ter apresentado atividade bacteriostatica e
interferido ou inibido a replicacdo das bactérias, ao passo que 0S compostos presentes no extrato
metanodlico (1) de A. platensis (SAG 85.79) podem ter apresentado atividade bactericida e causado
diretamente a morte da bactéria [1,12].

Por outro lado, a diferenca entre os testes pode estar relacionada com a quantidade de extrato
aplicado. No teste da difusdo em disco foram aplicados 10 pL de extrato cianobacteriano, enquanto no
teste da microdilui¢do foram avaliadas trés quantidades diferentes na microplaca, correspondendo a 25
ML, 12,5 pL e 6,25 pL. No teste da microdiluigdo os extratos cianobacterianos correspondentes a 12,5
ML ndo tiveram qualquer efeito no crescimento da bactéria, e esta concentragao de extrato aproxima-se
da quantidade de extrato que foi aplicado no teste da difusdo em disco. Porém, o extrato metandlico (1)
de A. platensis (SAG 85.79) numa quantidade mais elevada (25 uL) do que no teste da difusdo (10 uL)
inibiu o crescimento da estirpe bacteriana mencionada. Ou seja, 0 facto de o extrato estar mais
concentrado num teste (microdiluicdo) do que no outro (difusdo em disco) pode ter influenciado a
atividade antibacteriana dos compostos bioativos que continha.

Na literatura, 0 método da difusdo em disco e 0 método da microdilui¢do sdo as técnicas mais
utilizadas na avaliacdo das propriedades antibacterianas de extratos naturais, sendo que por norma o
método da microdilui¢do so é utilizado em extratos que tenham apresentado atividade no método da
difusdo em disco [100,104,125]. Assim, neste trabalho, seria esperado observar pelo método da
microdiluicdo a inibicdo do crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853 com o extrato de
diclorometano:metanol (I1) de Nostoc sp. (LMECYA 330), que foi o extrato que produziu um efeito
mais acentuado pelo método da difusdo em disco. Contudo, o crescimento da bactéria apenas foi
inibido na presenca do extrato metandlico (I) de A. platensis (SAG 85.79), que ndo tinha produzido
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um efeito tdo evidente no teste da difusdo em disco. Estes resultados sugerem que apesar de no teste
da difusdo em disco ndo se ter verificado efeito dos restantes extratos avaliados, tanto em P.
aeruginosa ATCC 27853 como nas outras estirpes bacterianas, as propriedades antibacterianas dos
mesmos poderiam ser evidenciadas no teste da microdiluicdo. A auséncia de formagdo de halo de
inibicdo no teste da difusdo em disco pode ser apenas indicativa de que ndo ocorreu difusdo completa
do extrato ao longo do disco, sem ser necessariamente indicativa de inatividade do extrato, tal como ja
foi reportado noutros estudos [148].

Em estudos futuros com as estirpes cianobacterianas, deveria ser ponderada a hipétese de
realizar o teste da microdiluicdo para todos os extratos de cianobactérias e estirpes bacterianas, até
porque este possibilita a obtencdo de dados semiquantitativos, podendo ser realmente 0 método mais
apropriado para analisar e determinar a atividade antibacteriana de extratos naturais. Contudo, para
além destes métodos, existem outras técnicas alternativas eficazes na avaliagdo de extratos naturais,
tais como método turbidimétrico em MHB, que é uma medida da contagem total de células
bacterianas, incluindo células vivas e as células mortas, e 0 método de difusdo em agar por Pour Plate
que, por sua vez, indica a contagem de células viaveis em torno de pogos em placas de agar [148,149].

Neste trabalho, as estirpes Nostoc sp. (LMECYA 330) e A. platensis (SAG 85.79) foram as
cianobactérias que tiveram efeito mais pronunciado numa das estirpes de bactérias patogénicas, apesar
de apenas a estirpe A. platensis (SAG 85.79) ter efetivamente inibido o crescimento de P. aeruginosa
ATCC 27853. Na literatura ja foi reportado o efeito antibacteriano de um composto isolado da espécie
Nostoc sp., 0 noscomin, contra P. aeruginosa [17,40,44,72]. Recentemente, foram ainda identificados
outros compostos produzidos por Nostoc sp. contra P. aeruginosa, 0s nostocyclopeptides [14]. De
facto, algumas espécies cianobacterianas do género Nostoc sdo bastante conhecidas pela producdo
prolifica de diversos compostos bioativos com propriedades antibacterianas, tais como carbamida
ciclofanos (A-L), cybastacines (A e B) e nostocyclin A, que evidenciaram ser ativos contra estirpes
bacterianas Gram positivas como Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
epidermidis e Bacillus subtilis [17,40,72,77,104,123,150]. Por sua vez, embora também seja conhecida
a producdo de compostos com propriedades antibacterianas por A. platensis, até ha data poucos foram
isolados desta espécie. A ficocianina C é um pigmento produzido pela A. platensis que ja teve efeito
antibacteriano ndo sé em P. aeruginosa, como também em E. coli e em S. aureus resistente a
meticilina [124].

Os resultados obtidos neste trabalho com a estirpe P. aeruginosa ATCC 27853 tém particular
relevancia, tendo em conta que se trata de uma bactéria Gram negativa ubiqua e capaz de se adaptar a
diversas condi¢cGes ambientais, e que em contexto clinico estd frequentemente associada a multiplas
doengas infecciosas [151,152]. Atualmente, esta bactéria € um dos principais agentes patogénicos a
causar infecdes severas, principalmente em pacientes imunocomprometidos [151-153]. Isto deve-se
ndo s6 ao facto de esta bactéria ser produtora de biofilme, como também ao facto de ter vindo a
desenvolver diversos mecanismos de resisténcia a antibiéticos [152,153]. Neste momento, diversas
espécies do género Pseudomonas sdo resistentes a maioria das classes de antibi6ticos, o que representa
uma adversidade no tratamento das doengas infeciosas causadas por esta bactéria [153]. Assim, tendo
em conta a necessidade de desenvolver antibidticos eficazes contra P. aeruginosa, a producdo de
antibidticos a partir organismos naturais como as cianobactérias Nostoc sp. e A. platensis pode ser uma
forma de mitigar o cenario de resisténcia observado para esta estirpe bacteriana [152]. Neste sentido,
estas estirpes de cianobactérias, e até outras avaliadas neste trabalho, podem vir a ser testadas noutras
estirpes clinicas de P. aeruginosa, em mais estirpes da mesma espécie P. aeruginosa e ainda noutras
espécies do género Pseudomonas.
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Tal como ja foi referido, a espécie P. aeruginosa pertence a um grupo de bactérias Gram
negativas multirresistentes, denominado ESKAPE, que tém estado envolvidas no aparecimento e
propagacédo de determinadas infe¢fes nosocomiais de dificil tratamento [2,20]. Muitos dos compostos
naturais produzidos por cianobactérias que ja foram identificados demonstraram ter efeito
antibacteriano contra algumas estirpes destas espécies [154]. Num estudo que avaliou o potencial de
extratos obtidos a partir de diferentes solventes na cianobactéria Oxynema thaianum, verificou-se
atividade antibacteriana de extratos de cloroférmio em estirpes de E. coli e K. pneumoniae, estirpes
ESKAPE que parecem apresentar mecanismos eficientes de resisténcia a antibioticos da classe dos -
lactdmicos [154].

A espécie Fischerella ambigua é uma das principais cianobactérias responsaveis pela sintese
de compostos antibacterianos, que demonstraram ter atividade ndo s6 em estirpes Gram negativas,
como também em estirpes Gram positivas [17,72,108,114,115,117]. Alguns destes compostos sao o
ambigol A, tjipanazole D, ambiguines (G e H), hapalindoles (H e 1) e fischambiguine B
[17,72,108,114,115,117]. Em estirpes cianobacterianas da espécie Lyngbya sp. também ja foram
identificados diversos compostos como o malyngolide, pahayokolide A, lagunamides (A e B),
pitipeptolides (A e B) e lyngbyazothrins (A-D), com efeito antibacteriano em bactérias como P.
aeruginosa, S. aureus, B. subtilis e E. coli [17,44,72,104,106]. Para além das cianobactérias ja
referidas, também em espécies dos géneros Hapalosiphon, Hormoscilla, Westiellopsis e
Cylindrospermum, foram identificados grande parte dos compostos cianobacterianos com atividade
antibacteriana [72]. Assim, em estudos futuros poderia alargar-se o espdlio das estirpes ESSACC a
estas espécies, bem como avaliar mais estirpes de bactérias, como B. subtilis e K. pneumoniae.

5.3  Atividade adjuvante dos extratos cianobacterianos

Este trabalho também teve como objetivo verificar se os extratos que tiveram efeito
significativo (@ halo de inibigdo > 10 mm) em P. aeruginosa ATCC 27853 apresentam atividade
adjuvante de antibioticos de referéncia para esta estirpe bacteriana. Para tal, efetuou-se a comparacao
entre o efeito exclusivo dos antibidticos de referéncia com o efeito dos mesmos antibidticos
adicionados dagueles extratos. Todos os extratos, nomeadamente o extrato de hexano (I) de A. flos-
aquae (LMECYA 088), o extrato metanélico (II) de O. limosa (SAG 42.87), os extratos de
diclorometano:metanol (I) e extrato metanolico (I) de A. platensis (SAG 85.79), e os extratos de
diclorometano:metanol (1) e (I1) de Nostoc sp. (LMECYA 330) potenciaram a atividade do antibiético
AZT. De semelhante modo, verificou-se que, excetuando o extrato de diclorometano:metanol (1) de A.
platensis (SAG 85.79), todos os extratos potenciaram a eficacia antibacteriana da associacdo de
penicilinas PIP/TAZ. Adicionalmente, o extrato de diclorometano:metanol (I) de Nostoc sp.
(LMECYA 330) potenciou o antibiético ERT. Deste modo, é possivel concluir que extratos
produzidos pelas cianobactérias A. flos-aquae (LMECYA 088), O. limosa (SAG 42.87), A. platensis
(SAG 85.79), e Nostoc sp. (LMECYA 330) podem ter atividade adjuvante dos antibi6ticos AZT,
PIP/TAZ e ERT.

O AZT e a associagdo de penicilinas PIP/TAZ pertencem a classe de antibioticos dos B-
lactdmicos, mas 0 AZT esté incluido na subclasse dos monobactamas e a associa¢do PIP/TAZ integra
a subclasse das penicilinas [2,4,10,18,24]. Mesmo pertencendo a subclasses de antibidticos diferentes,
ambos os antibi6ticos atuam no organismo bacteriano atraves da inibi¢do da sintese da parede celular
[2,4,10,18,24]. O facto dos extratos cianobacterianos terem potenciado a eficacia do AZT e da
associacdo PIP/TAZ sugere que a atividade antibacteriana dos compostos bioativos que os extratos
contém pode manifestar-se através da interferéncia ou inibicdo da sintese da parede celular das
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bactérias. Por outro lado, o extrato de diclorometano:metanol (1) de Nostoc sp. (LMECYA 330)
potenciou a atividade do AZT, da associacdo PIP/TAZ e ainda do antibiético ERT, que pertence a
subclasse dos carbapenemos (classe dos B-lactdmicos). Apesar de apresentarem o0 mesmo modo de
acdo, o mecanismo de resisténcia a estes antibioticos é diferente (ERT — carbapenemases; AZT - -
lactamases de espetro largo; PIP/TAZ - B-lactamases). Assim, este extrato em particular pode,
eventualmente, ser um adjuvante de antibiéticos eficaz em estirpes com suscetibilidade reduzida ou
resistentes aos antibioticos p-lactdmicos [2,4,10].

Na antibioterapia, a combinacdo de antibiéticos favorece a atividade sinérgica entre eles, e tem
como propésito a otimizacdo da eficAcia da sua atividade antibacteriana contra aos agentes
patogénicos [37,51]. Porém, a associagdo entre antibiGticos e compostos com reduzida ou até
inexistente atividade antibacteriana ¢ uma estratégia inovadora que tem sido cada vez mais explorada,
principalmente no combate ao fendmeno de resisténcia a antibiéticos [25,37,51]. Estes adjuvantes de
antibidticos potenciam a atividade antimicrobiana dos antibiéticos ao intervirem diretamente em
mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelas bactérias patogénicas resistentes, o que pode
amplificar o espetro de atividade dos antibiGticos [37]. A atividade adjuvante de compostos
naturalmente produzidos por diversos organismos ja foi reportada [25]. Por outro lado, alguns estudos
também ja verificaram que a combinacdo de diferentes extratos que contenham compostos com
propriedades antibacterianas pode apresentar atividade sinérgica entre si [31,75]. Esta combinacdo
entre extratos de diferentes cianobactérias também pode vir a ser analisada em estudos futuros de
avaliacdo da atividade antibacteriana de cianobactérias.

Os resultados obtidos podem ser sugestivos quanto aos mecanismos subjacentes a atividade
antibacteriana dos compostos bioativos presentes nos extratos das cianobactérias avaliadas. Contudo,
para obter informacdo relativa aos mecanismos de acdo destes compostos, é elementar proceder a
caracterizacdo quimica dos extratos [149]. A aplicacdo de técnicas como a cromatografia liquida de
alta eficiéncia permite determinar a composicdo destes extratos e auxiliar a identificar as propriedades
e mecanismos de acdo nas bactérias [149]. No entanto, ainda que a pesquisa de compostos com
propriedades antibacterianas tenha aumentado nas U(ltimas, décadas devido a emergéncia e
disseminacao de estirpes bacterianas resistente a antibioticos (e respetivos mecanismos de resisténcia),
e muitos destes compostos bioativos ja terem sido isolados e identificados, poucos concluiram a etapa
de ensaios clinicos e nenhum destes compostos foi aprovado para produgdo industrial
[90,146,152,153]. Isto deve-se principalmente aos processos de extracdo intensivos que recorrem
frequentemente a solventes toxicos, e que sdo pouco rentaveis e dispendiosos [146]. Porém se as
limitagbes encontradas na produgdo de compostos antibacterianos naturais produzidos por
cianobactérias forem ultrapassadas, estes compostos podem ter aplicagdo no desenvolvimento de
novos antibidticos.
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6  Conclusdes e Perspetivas Futuras

Em suma, foram cumpridos os objetivos propostos e identificaram-se estirpes de
cianobactérias com potencial efeito no crescimento bacteriano, podendo estas estirpes serem
promissoras para estudos de compostos antibacterianos naturais. Embora apenas extratos de A.
platensis (SAG 85.79) tenham inibido totalmente o crescimento da estirpe P. aeruginosa ATCC
27853, verificou-se a reducdo do crescimento desta estirpe e alteragdo morfoldgica das respetivas
células quando esta bactéria foi exposta a extratos das cianobactérias A. flos-aquae (LMECYA 088),
O. limosa (SAG 42.87) e Nostoc sp. (LMECYA 330). Adicionalmente, verificou-se também que
alguns extratos destas cianobactérias potenciaram a atividade antibacteriana de antibidticos de
referéncia para a bactéria P. aeruginosa ATCC 27853, isto é, evidenciaram atividade adjuvante destes
antibidticos. Dado o atual cenario de resisténcia a antibiéticos, que se tem traduzido na perda de
eficacia de varios antibidticos e ainda na escassez de novos antibiéticos, estes resultados podem ser
importantes uma vez que sugerem a hipétese de utilizar componentes destes extratos para, de certo
modo, prolongar a atividade de varios antibiGticos e até de “reativar” a acdo de determinados
antibidticos que atualmente possam ser considerados ineficazes.

Ainda que so6 se tenha verificado efeito significativo de alguns extratos cianobacterianos em P.
aeruginosa ATCC 27853, estes resultados obtidos para esta estirpe em particular sdo bastante
relevantes, uma vez que esta estirpe tem importancia em contexto clinico. Em conjunto com outras
estirpes Gram negativas, a bactéria P. aeruginosa tem estado associada ao aparecimento de varias
infecBes hospitalares de dificil tratamento, devido aos mecanismos de resisténcia eficientes aos
principais antibioticos que apresenta. A producdo de novos antibidticos eficazes contra esta espécie a
partir de compostos naturais sintetizados pelas cianobactérias identificadas pode ser uma alternativa
promissora.

Neste estudo, verificou-se que a quantidade de biomassa extraida, o tipo de extracdo e solvente
de extracdo utilizados, a quantidade de extrato avaliada e o método de avaliacdo do fendtipo de
suscetibilidade das bactérias usado, sdo fatores que podem influenciar a detecdo da potencial atividade
antibacteriana dos extratos das cianobactérias. Em ensaios futuros, otimizar as condi¢es de producéo
e extracdo da biomassa, avaliar mais estirpes de cianobactérias e testar mais estirpes de bactérias
patogénicas, analisar e identificar os mecanismos de acdo dos compostos bioativos presentes nos
extratos cianobacterianos e, de um modo geral, ultrapassar as limitagcGes encontradas na producdo de
compostos antibacterianos naturais por cianobactérias, pode impulsionar a utilizagdo destes
organismos e seus compostos no desenvolvimento de novos antibiéticos.

A producdo de antibidticos a partir de extratos de cianobactérias é, efetivamente, bastante
promissora, ndo sé pela sintese de compostos bioativos com propriedades antibacterianas por estes
microrganismos, mas também pela disponibilidade destes na natureza e pelo fato de requererem
condigdes de crescimento elementares. A avaliacdo da atividade antibacteriana de compostos
cianobacterianos e o desenvolvimento de antibiéticos naturais a partir das cianobactérias pode ajudar a
mitigar a problematica da dispersdo de genes e mecanismos de resisténcia a antibidticos entre estirpes
bacterianas multirresistentes.
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8 Anexos

Anexo |
Preparacdo de meio Z8

Tabela I.1 — Composicéo das solucdes usadas na preparagéo de meio de cultura Z8 [138].

Solucéo stock | Quantidade (mL/L)

Solucdo A
Solucéo B
Solucéo Fe-EDTA
Solugéo de micronutrientes

Composto |

NaNOs
Ca(N O3)24H20
MgSO47H20

Composto
K>HPO4

NaCOs

10

Quantidade (g/L)

59

Quantidade (g/L)

Composto Quantidade (mL/L)

FeCl:6H:0 (dissolugdo de 2,8 g do composto em 100
mL de HCI 0,1 M &gua bidestilada)

EDTA-Na: (dissolucao de 3,9 g do composto em 100
mL de HCI 0,1 M 4gua bidestilada)

Composto | Quantidade (g/100mL)

9,5

Na:WO42H:20 0,033
(NH4)Mo07024H-0 0,088
KBr 0,12
Ki 0,083
ZnSO47TH20 0,287
Cd(NOs)24H20 0,155
CO(N 03)26H20 0,146
CuSO45H0 0,125
NiSO«(NH4):S0:6H.0 0,198
Cr(N O3)39H20 0,041
V20s 0,0089
Al(S04):K250424H-0 0,474
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H;BO:s 0,31

MnS0O44H:0 0,223

Nota: As quantidades dos compostos para cada solugdo stock foram adicionadas a 1 L de agua
ultrapura. Durante a preparacdo dos 5 L de meio Z8 usados para inocular as cianobactérias nos baldes
de 6 L, foram adicionados 50 mL de cada uma das solucdes stock A, B e Fe-EDTA, e 5 mL da solucdo

de micronutrientes a 5 L de &gua ultrapura.
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Anexo Il

Biomassa liofilizada das estirpes de cianobactérias

Tabela 11.1 — Quantidade de biomassa obtida ap6s liofilizagdo para cada estirpe.

Aphanizomenon flos-aquae

Aphanizomenon flos-aquae

Aphanizomenon gracile

Aphanizomenon gracile

Arthrospira platensis

Dolichospermum flos-aquae

Dolichospermum flos-aquae

Dolichospermum spiroides

Leptolyngbya sp.

Leptolyngbya sp.

Limnothrix redekei

Microcystis aeruginosa

Microcystis aeruginosa

Nostoc sp.

Nostoc commune

Nostoc sp.

Nostoc sp.

Oscillatoria limosa

Planktothrix agardhii

Planktothrix agardhii

Planktothrix mougeotii

Planktothrix rubescens

Raphidiopsis mediterranea

Synechococcus nidulans

Synechococcus nidulans

LMECYA 088
LMECYA 089
LMECYA 009
LMECYA 040
SAG 85.79
LMECYA 165
LMECYA 180
LMECYA 161
LMECYA 079
LMECYA 173
LMECYA 145
LMECYA 050
LMECYA 127
LMECYA 330
LMECYA 290
LMECYA 291
LMECYA 333
SAG 42.87

LMECYA 256
LMECYA 257
LEGE 06224
LMECYA 203
LMECYA 287
LMECYA 156
LMECYA 236

1,8113
0,6551 (*)
1,7499
0,7153 (*)
3,4006
0,7105 (*)
1,4406
1,0835
3,554
0,6094 (*)
1,3363
0,9713
1,5378
1,0347
0,7678
0,5447 (*)
0,3997 (*)
3,31
0,8521
1,0178
0,7489 (*)
0,733 (%)
0,5875 (*)
0,4128 (*)
0,809

Nota: Os valores destacados com (*) correspondem as estipes para as quais foram obtidas as menores

quantidades de biomassa liofilizada.
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Anexo |l
Protocolo de extragdo da biomassa com solventes (Adaptado de [139-141])

A extragdo da biomassa de cianobactérias foi realizada com o equipamento e material
indicados na tabela I11.1.

Tabela I11.1 - Material e equipamento utilizados para a extragdo da biomassa com solventes.

Frascos de Schott Hotte
Frascos de vidro com biomassa liofilizada Placa de agitacdo magnética
Solventes: n-hexano, metanol, diclorometano, agua Ultrassons
ultrapura
Tubos PP Centrifuga
Tampas com septo de borracha Balanca analitica (MEeltJt'IAei)r, H10w, Columbus,
Pipetador automatico Evaporador por gas inerte (TurboVap®LV)
Pipetas de vidro de 2 mL, 5 mL, 10 mL e 20 mL Liofilizador
Seringa e agulhas
Gelo

As 25 estirpes foram extraidas em grupos de 5, de acordo com o procedimento a seguir
detalhado.

Sequéncia de Extracao:

()] n-Hexano — Diclorometano:Metanol (2:1) — Metanol 70% — Agua
(m Metanol 70% — Diclorometano:Metanol (2:1) — n-Hexano

Procedimento:

Na Hotte, preparar 60 mL* das misturas de solventes metanol 70% e diclorometano:metanol
(2:1):

- Para 0 metanol 70% = Adicionar 42 mL de metanol e 18 mL de agua ultrapura a um frasco
de Schott;

- Para a solucéo diclorometano:metanol (2:1) = Adicionar 40 mL de diclorometano e 20 mL
metanol a um frasco de Schott.

Colocar 500 mg de biomassa num frasco de vidro e adicionar 2 mL do 1°solvente da ordem de
extracdo em cada um dos frascos de vidro, através de do sistema seringa-agulha® representado
na figura seguinte:

4 Para cada estirpe sdo necessarios 10 mL de solvente.
5 Para evitar a aspiragdo da biomassa pelo sistema de ventilagdo da Hotte, com a consequente perda de material liofilizado, o
primeiro solvente é adicionado através de uma seringa (Figura 111.1). Para tal, antes da adicdo do solvente, trocar as tampas
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Adicdo de 2 mL do 1° solvente Adicdo de 8 mL do 1° solvente
500 mg de biomassa
liofilizada

Figura I11.1 — Representacdo esquematica do sistema criado para a colocagdo do primeiro solvente.

Apos agitacdo magnética, acrescentar 8 mL do mesmo solvente, de modo a perfazer 10 mL de
solvente adicionado.

Repetir a agitagdo magnética durante 30 min, de forma a promover a extragdo de compostos, a
temperatura ambiente.

Colocar os extratos em gelo e sonicar (30%; 9,0 on; 2,0 off) durante 1 min.

Repetir a agitacdo magnética, para extracdo adicional dos compostos da biomassa, durante 30
min, a temperatura ambiente.

Transferir a solucio obtida aps extracdo para um tubo PP e centrifugar®.
Recolher o sobrenadante e centrifugar novamente, nas mesmas condig6es.

Recolher o sobrenadante, correspondente ao extrato final, e transferi-lo para um tubo PP,
previamente pesado.

Recolher o pellet de biomassa residual e repetir os passos anteriores com o0s solventes
seguintes’, de acordo com a ordem de extragao.

Colocar os extratos obtidos para cada solvente num evaporador até a secagem total dos
solventes hexano, diclorometano e metanol. Este processo ocorre a pressao controlada mas as
condicdes® de temperatura para cada solvente variam, sendo de 35 °C para o diclorometano e
50 °C para 0 hexano e o metanol.

Colocar os extratos que contenham a agua como solvente no liofilizador, para desidratacdo
completa dos mesmos.

Pesar os tubos PP com cada extrato, e calcular a quantidade de extrato bruto obtido:

PeSOExtrato bruto = PeSOTubo PP+Extrato — PeSOTubo PP

Armazenar os tubos PP com os extratos brutos a -20 °C até sua dissolug&o.

de plastico dos frascos de vidro por tampas com um septo de borracha para permitir a introducdo da seringa. Ap6s dissolugéo
com o primeiro solvente, voltar a colocar as tampas de plastico.

6 Condicdes de centrifugacio para cada solvente: 5000xg, 5 min, 4 °C (hexano); 6000xg, 8 min, 4 °C (diclorometano:metanol,
metanol 70% e &gua ultrapura).

7 Apos a extracdo da hiomassa com o primeiro solvente, os 10 mL de cada um dos préximos solventes sdo adicionados de

8 CondigGes estabelecidas considerando o ponto de ebulicio de cada solvente: hexano (69 °C), diclorometano (39 °C) e
metanol (64 °C).
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Anexo IV
Protocolo de Dissolucgdo dos extratos com DMSO a 25% (Adaptado de [139-141])

Tabela IV.1 — Material e equipamento usado para a dissolugdo dos extratos com DMSO.

Micropipeta e pontas Camara de fluxo laminar
Tubos eppendorf de 2 mL Densitometro
DMSO (D-8418, Sigma-Aldrich) Vortex
Agua ultrapura Centrifuga
Tubos PP com os extratos

Procedimento:

Adicionar 500 uL de DMSO a cada tubo PP com o extrato.
Agitar vigorosamente no vortex cada tubo.

Manter os tubos com os extratos e DMSO em repouso durante 1 h, a temperatura ambiente,
para ocorrer a dissolugéo.

Adicionar 500 pL de agua ultrapura a cada tubo e repetir agitacdo no vortex.

Juntar 1000 pL de agua ultrapura a cada tubo, de modo a obter uma solu¢gdo com DMSO a
25%.

Agitar novamente no vortex e centrifugar tubos com a solucédo obtida a 8000xg, 5 min, 4 °C.
Recolher os sobrenadantes obtidos para tubos eppendorf de 2 mL.

Conservar cada extrato dissolvido a -20 °C.
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Anexo V

Tabela V.1 — Pesos dos tubos PP sem extrato (A), pesos dos tubos PP com extrato (B) e pesos dos extratos brutos (C), obtidos para cada estirpe apds extracdo da biomassa com solventes, de acordo com
a ordem de extraco | (n-Hexano — Diclorometano:Metanol (2:1) — Metanol 70% — Agua). (**) Extratos ndo obtidos devido a dano acidental do material bioldgico.

B C A B c | A B C A B C

Aphanizomenon flos-aquae LMECYA 088  6,7569 6,7797 0,0228 6,9541 6,9807 0,0266 6,9542 7,0254 0,0712 6,7294 6,9886 0,2592
Aphanizomenon flos-aquae LMECYA 089  6,7398 6,7585 0,0187 6,6979 6,7616 0,0637 6,8102 6,8544 0,0442 6,7075 6,7329 0,0254
Aphanizomenon gracile LMECYA 009 69341 6,9561 0,022 69106 6,9695 0,0589 6,9384 6,9735 0,0351 6,7716 6,9316 0,16
Aphanizomenon gracile LMECYA 040  6,6789 6,7016 0,0227 6,7428 6,805 0,0622 6,8282 6,8615 0,0333 6,7741 6,7943 0,0202
Arthrospira platensis SAG 85.79 6,9379 6,9609 0,023 69297 6,9423 0,0126 7,0036 7,1232 0,1196 6,7716 6,9647 0,1931
Dolichospermum flos-aquae || LMECYA 165  6,9107 6,9373 0,0266 6,9074 7,0159 0,1085 6,9625 7,0017 0,0392 6,9385 6,9576 0,0191
Dolichospermum flos-aquae || LMECYA 180  6,9017 6,925 0,0233 6,8968 6,9628 0,066 6,8904 6,9202 0,0298 6,9319 6,9502 0,0183
Dolichospermum spiroides LMECYA 161  6,8934 6,9161 0,0227 6,8702 6,9321 0,0619 6,9275 6,9845 0,057 6,9135 6,9397 0,0262
Leptolyngbya LMECYA 079  6,9626 6,9873 0,0247 6,8598 6,9463 0,0865 7,0115 7,0434 0,0319 6,7361 6,9411 0,205
Leptolyngbya LMECYA 173  6,7263 6,7426 0,0163 6,7118 6,7744 0,0626 6,7096 6,7431 0,0335 6,7544 6,7902 0,0358
Limnothrix redekei LMECYA 145  6,8774 6,904 0,0266 7,0036 7,0948 0,0912 6,92 69534 0,0334 6,936 6,963 0,027
Microcystis aeruginosa LMECYA 050  6,9466 6,9721 0,0255 6,9492 7,02 0,0708 6,9017 6,9361 0,0344 6,9306 6,9442 0,0136
Microcystis aeruginosa LMECYA 127  6,9218 6,9475 0,0257 6,9151 6,9968 0,0817 6,8568 6,8851 0,0283 6,8518 6,8633 0,0115
Nostoc sp. LMECYA330 69511 6,9726 0,0215 6,9457 6,9741 0,0284 6,9132 6,9248 0,0116 6,9328 6,9357 0,0029
Nostoc sp. LMECYA 290 6,93 6,9445 0,0145 6,9404 6,9897 0,0493 6,8971 6,9333 0,0362 6,9758 6,9971 0,0213
Nostoc sp. LMECYA 291  6,8997 6,9217 0,022 6,9489 7,0119 0,063 6,932 6,9586 0,0266 6,9016 6,9208 0,0192
Nostoc sp. LMECYA 333  6,9348 6,9555 0,0207 6,9315 6,9852 0,0537 6,956 6,9955 0,0395 6,9215 6,9352 0,0137
Oscillatoria limosa SAG 42.87 6,9811 7,0047 0,0236 6,997 7,0486 0,0516 6,9383 6,9867 0,0484 6,7382 6,928 0,1898
Planktothrix agardhii LMECYA 256  6,9643 6,986 0,0217 6,9903 7,058 0,0677 6,9209  ** **k 60448 *x *k
Planktothrix agardhii LMECYA 257  6,9584 6,9828 0,0244 6,8922 6,9516 0,0594 6,8791 6,9052 0,0261 6,9415 6,9719 0,0304
Planktothrix mougeotii LEGE 06224  6,8846 6,9079 0,0233 6,9065 6,9892 0,0827 6,9585 6,9908 0,0323 6,9079 6,933 0,0251
Planktothrix rubescens LMECYA 203  6,8648 6,8881 0,0233 6,9554 7,0511 0,0957 6,9365 6,9774 0,0409 6,9204 6,9564 0,036
Raphidiopsis mediterranea LMECYA 287  6,7244 6,7414 0,017 6,713 6,7848 0,0718 6,8207 6,8569 0,0362 6,7164 6,7415 0,0251
Synechococcus LMECYA 156  6,6985 6,7154 0,0169 6,7588 6,8098 0,051 6,7124 6,7345 0,0221 6,7611 6,7735 0,0124
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Synechococcus nidulans || LMECYA236 59473 6,9714 0,0241 6,9568 7,021 0,0642 6,8829 6,9062 0,0233 6,9039 6,928 0,0241|

Tabela V.2 — Pesos dos tubos PP sem extrato (A), com extrato (B) e dos extratos brutos (C), obtidos para cada estirpe apds extracdo da biomassa com solventes, de acordo com a ordem de extragdo Il
(Metanol 70% — Diclorometano:Metanol (2:1) — n-Hexano). Os campos da tabela que ndo apresentam valores correspondem as estirpes que ndo foram extraidas segundo esta ordem de extracao.

A B c [ A B C A B C

Aphanizomenon flos-aquae LMECYA 088 6,9047 6,9727 0,068 69784 7,0673 0,0889 6,9458 7,0112 0,0654
Aphanizomenon flos-aquae LMECYA 089 -

Aphanizomenon gracile LMECYA 009 6,9261 6,9405 0,0144 6,9643 7,0325 0,0682 6,9016 6,9306 0,029
Aphanizomenon gracile LMECYA 040 -

Arthrospira platensis SAG 85.79 6,9392 6,893 -0,0462 7,0063 7,0664 0,0601 6,8869 6,9958 0,1089
Dolichospermum flos-aquae LMECYA 165 -

Dolichospermum flos-aquae LMECYA 180 6,9542 6,9679 0,0137 6,8928 16,9662 0,0734 16,8742 6,9054 0,0312

Dolichospermum spiroides LMECYA 161 6,8736 6,8881 0,0145 6,9117 7,074 0,1623 6,9475 6,9932 0,0457

Leptolyngbya LMECYA 079 6,9726 6,9819 0,0093 6,8633 6,9185 0,0552 16,9161 6,956 0,0399
Leptolyngbya LMECYA 173 -

Limnothrix redekei LMECYA 145 6,9009 6,9167 0,0158 6,9522 7,0056 0,0534 16,8447 6,879 0,0343
Microcystis aeruginosa LMECYA 050 6,9167 6,9335 0,0168 6,9102 6,9743 0,0641 6,9164 6,945 0,0286
Microcystis aeruginosa LMECYA 127 6,9335 6,9467 0,0132 6,8757 6,9233 0,0476 6,9047 6,9742 0,0702

Nostoc sp. LMECYA 330 6,9007 6,9157 0,015 6,9441 16,9875 0,0434 16,9094 6,9301 0,0207
Nostoc sp. LMECYA 290 6,876 6,8883 0,0123 16,9108 6,9329 0,0221 6,9114 6,9472 0,0358
Nostoc sp. LMECYA 291 -
Nostoc sp. LMECYA 333 -

Oscillatoria limosa SAG 42.87 6,9088 6,9228 0,014 6,9296 16,9843 0,0547 6,9578 7,0019 0,0441
Planktothrix agardhii LMECYA 256 6,9443 6,9603 0,016 6,8932 6,9328 0,0396 16,9332 6,9513 0,0181
Planktothrix agardhii LMECYA 257 6,9483 6,9666 0,0183 6,885 6,9247 0,0397 6,935 6,9716 0,0366

Planktothrix mougeotii LEGE 06224 -
Planktothrix rubescens LMECYA 203 -
Raphidiopsis mediterranea LMECYA 287 -
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Synechococcus

Synechococcus nidulans

LMECYA 156
LMECYA 236

6,8646 6,8772

0,0126

6,9256 6,9657 0,0401

6,897

6,9108 0,0138
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Anexo VI

Protocolo de Determinagdo da Concentracao Inibitria Minima de extratos de cianobactérias pelo
método da Microdilui¢do (Adaptado dos procedimentos EUCAST [142])

Considerando que, de entre as bactérias avaliadas, apenas se verificou efeito de alguns extratos
no crescimento da bactéria Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, o procedimento que se segue foi
delineado para esta estirpe bacteriana. O material e 0 equipamento necessarios estdo indicados na
Tabela VI.1.

Tabela V1.1 — Material bioldgico, reagentes e equipamentos usados para a determinacéo da CIM dos extratos pelo
método da Microdiluigo.

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
El- LMECYA 088 Hexano (1)
E2 - SAG 42.87 MeOH 70% (I1)

E3 - SAG 85.79 DCM:MeOH (2:1) (1)
E4 - SAG 85.79 MeOH 70% (1)

E5 - LMECYA 330 DCM:MeOH (2:1) (1)
E6 - LMECYA 330 DCM:MeOH (2:1) (1)
Imipenem (16-0,06 mg/L)

Meio MHB
Meio MHA
Solucéo salina 0,9%
Microplacas de 96 pogos de fundo conico
Micropipetas e pontas
Pipetas de Pasteur
Ansas

Céamara de fluxo laminar
Densitémetro
Vortex

O esquema da microplaca usada para determinacdo da CIM dos extratos E1-E6 em P.
aeruginosa esta representado na Figura V1.1.
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Extratos 25% Extratos 12.5% Exfratos 6.3%
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Figura VI.1 — Esquema da microplaca usada para determinacdo da CIM dos extratos E1-E6 em P. aeruginosa
ATCC 27853. Os pogos E1, E2, E3, E4, E5 e E6 contém os extratos cianobacterianos, em trés concentragdes diferentes: 25%
VIV (25 HLextrato/ 100U Lvolume finat, colunas 1-3), 12,5% v/v (12,5 ULextrato/ 100 Lvoiume finai, cOlunas 4-6) e 6,25% v/v (6,25
MLextrato/ LOOULvowume final, colunas 7-9). Os pogos CS representam o controlo do solvente (CS1 - DMSO 25%; CS2 — 12,5%;
CS3 - 6,25%). Os pogos CC representam o controlo do crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853. Os pogos CN sdo o
controlo negativo (meio MHB). As solugdes diluidas de Imipenem foram adicionadas aos pogos representados por ndmeros
na fragdo azul da microplaca, que representam a concentragéo do antibiético em mg/L.

Procedimento:

Na camara de fluxo laminar, preparar uma solucdo stock de imipenem 128 mg/L em tampéo
fosfato (pH = 7,23; 0,01 mol/L).

Preparar solucGes com dilui¢Ges sucessivas de imipenem (controlo positivo) em meio MHB,
nas concentrac@es 64 mg/L, 8 mg/L e 1 mg/L, a partir da solucdo stock.

Nos pocos 1-9 (A-F) e 10-11 (A-E) adicionar 50 pL de meio MHB.

Nos pogos Al, 2 e 3 colocar 50 pL do extrato E1. Proceder de forma igual para os pogos 1, 2 e
3 das linhas B/E2, C/E3, D/E4, E/E5, F/ES6.

Transferir 50 pL dos pocos 1 (A-F) para os pogos 4 (A-F), e destes para os pocos 7 (A-F).
Efetuar o mesmo para os pogos 2—>5—>8 (A-F) e 3569 (A-F). No fim deste passo,
descartar 50 puL dos pocos 7-9 (A-F).

Nos pogos 1-9 (G-H) e 10-12 (F-H) adicionar meio MHB, de acordo com a Tabela VI.2. De
seguida, adicionar aos mesmos pogos (assinalados a azul na Figura VI.1) os volumes das
soluces diluidas do imipenem descritos na tabela mencionada.

Nos pogos A10, 11 e 12 (CS1) colocar 50 pL de DMSO a 25% (controlo do solvente).
Transferir 50 pL dos pogos A10, 11 e 12 para o0s pogos B10, 11 e 12 (CS2), e destes para 0s
pocos C10, 11 e 12 (CS3). No fim deste passo, descartar 50 puL dos pocos C10, 11 e 12.

Nos pogos E10, 11 e 12 adicionar 50 pL de meio MHB (controlo negativo).

Preparar a suspensdo bacteriana de P. aeruginosa, numa densidade correspondente a 0,5
McFarland (correspondente a 1x10% UFC/mL).
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Diluir a suspensdo bacteriana 1:100 (80 pL de suspensdo bacteriana + 7920 pL de meio
MHB).

Numa nova microplaca (B), nos pocos 1-4 (A-H) adicionar 250 pL da suspenséo bacteriana.
Transferir 50 pL da suspensdo bacteriana da microplaca (B) para todos os pogos da
microplaca (A) previamente preparada, exceto aos pocos E10, 11 e 12 (controlo negativo), de
acordo com a Figura VI.2.

Incubar a 37 °C durante 18 h £ 2 h e analisar os resultados. A turvacdo do meio e a presenca
de precipitado branco indicam crescimento bacteriano.

Tabela V1.2 — Descricdo dos volumes das solug@es diluidas do imipenem (64 mg/L, 8 mg/L e 1 mg/L) a pipetar
para a microplaca.

Stock inicial (mg/L) e 8 1

Volume a pipetar dasolugao || o 155 go5 | 25 125 25| 25 125 625
stock de Imipenem (uL)

Volume a pipetar de meio
MHB (uL) 25 375 438 | 25 375 438 | 25 375 438

Stock final (mg/L) 16 8 4 2 1 05 | 025 0,125 0,06

As principais etapas do protocolo de determinacdo da CIM dos extratos E1-6 estdo
representadas esquematicamente na Figura VI.2.
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Adicdo das solugdes diluidas do

i) Adico de 50 pL de meio MHB i) Adigéo de 50 L dos extratos E1-6 ) antibiético de referéncia
1 23 456 7 8 9 101112 123 456 78 9101112 1 2 3 456 7 8 9 101112
A A (E1[El|El|ElI|El[El)EI|ElEl A
B B (E2)E2|E2 {E2 [E2 (E2 [E2 VE2 |E2 B
C C (E3 |E3 E3 YE3 |E3 (E3 |E3 |E3 | E3 C
D D (E4 YE4 VE4 YE4 |E4 (E4 (E4 E4 |E4 -.- D
E E (E5YE5YES YE5 |ES (E5 | E5 |ES5 |ES E
F F (E6 (E6 (E6 Y E6 E6 |E6 (E6 (E6 [ E6 F 1o
G G l I ’ G| IGEEEEN 2 1 05 0250025006 2 1 05
H H Lh —t_._) 3 1 H 16 8 4 2 1 0,5 0250125006 025 0,125 0,06
Stock inicial (mg/L) 8 1
Volume apipetar dasoluglo || s 55 a5 | 25 125 625 [ 25 125 625
stock de Imipenem (uL) . : "
Volume apipetardemeio || o5 395 435 95 375 a3z | 25 35 a3
iv) Adicdo de 50 pL de DMSO a 25% . Smchlfll‘:fa?;lr;l}gjn 16 8 4 | 2 1 05025 0125 006
1 23 456 7 8 9 101112 yiy Adigdo de 250 L de
suspensao bacteriana )
A A CS.I:C_S.I:C?.L 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12
B N A Y .A El EIl El E1 EL E1 El El E1 CSLESICSI
C ) ) B B Ez E2 E2 E2 E2 E2 E2 E2 E CS2 C52 CS2
D ce pee e c vil) C E3 E3 E3 E3 E3 E3 E3 E3 E3 CS3 CS3 CS3
E SIS D [D E4 E4 E4 E4 E4 E4 E4 E4 E4 CC CC CC
c ) e adigiodesopLda | KT T
; Adicio de 50pL F ) suspens&o bacterlanaa} E0 D 2 &
de meio MHB G m|cr(-)p|aca (A),apartir |G 16 8 4 2 1 050250125006 2 1 05
H da microplaca (B) H 16 8 4 2 1 05 0250125006 0.250.125 0,06

Figura VI.2 — Esquema das principais etapas do procedimento de determinagdo da CIM dos extratos E1-E6 em P. aeruginosa ATCC 27853. (i) Adi¢do de 50 puL de meio MHB. (ii)
Adicéo de 50 pL dos extratos E1-E6. (iii) Adicdo das solugdes diluidas do antibidtico de referéncia. (iv) Adicéo de 50 pL de DMSO a 25 % aos pogos CS. (v) Adicdo de 50 pL de meio MHB
aos pogos CN. (vi) Adicao de 250 pL de suspensdo bacteriana aos pogos 1-4 (A-H) da microplaca (B). (vii) Adicdo de 50 pL da suspensdo bacteriana a microplaca (A), a partir da microplaca

(B).
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Anexo VII

Exemplos de placas representativas da avaliacdo do efeito dos extratos das cianobactérias em cada
uma das nove bactérias patogénicas, analisadas através do método da difusdo em disco

Avaliagdo de extratos (II) das cianobactérias Aph.
flos-aquae (LMEYCA  088), Aph. gracile
(LMECYA 009), Leptolyngbya sp. (LMECYA 079),
A. platensis (SAG 85.79) e O. limosa (SAG 42.87)
em S. aureus ATCC 29213.

Avaliagdo de extratos (I) das cianobactérias R.
mediterranea (LMECYA 287), N. commune
(LMECYA 291), P. mougeotii (LEGE 06224) e
LMECYA 333 em E. coli ATCC 25922.

Avaliagdo de extratos (I) das cianobactérias R.
mediterranea (LMECYA 287), N. commune
(LMECYA 291), P. mougeotii (LEGE 06224) e
LMECYA 333 em S. aureus URRA 872.

Avaliagdo de extratos (I) das cianobactérias R.
mediterranea (LMECYA 287), N. commune
(LMECYA 291), P. mougeotii (LEGE 06224) e
LMECYA 333 em E. coli NCTC 13846.
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Avaliagdo de extratos (I) das cianobactérias D. flos- Avaliagdo de extratos (I) das cianobactérias P.
aquae (LMECYA 165), Leptolynbya sp. (LMECYA agardhii (LMECYA 256) e Nostoc sp. (LMECYA
173), P. rubescens (LMECYA 203) e LMECYA 290) em S. epidermidis URRA 958.

333 em P. aeruginosa ATCC 27853.

Avaliacdo de extratos (1) das cianobactérias Aph. Avaliagdo de extratos (I) das cianobactérias Aph.
flos-aquae (LMEYCA 088), Aph. gracile flos-aquae  (LMEYCA  088), Aph. gracile
(LMECYA 009), Leptolyngbya sp. (LMECYA 079), (LMECYA 009), Leptolyngbya sp. (LMECYA 079),
A. platensis (SAG 85.79) e O. limosa (SAG 42.87) A. platensis (SAG 85.79) e O. limosa (SAG 42.87)
em S. saprophy‘[icus URRA 840. em S. saprophyticus URRA 867.
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Avaliacdo de extratos (II) das cianobactérias D.
spiroides (LMECYA 161), M. aeruginosa
(LMECYA 050), P. agardhii (LMECYA 256), S.
nidulans (LMECYA 236) e Nostoc sp. (LMECYA
290) em E. faecalis ATCC 29212.
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