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Resumo

A medusa Phyllorhiza punctata desperta interesse crescente no contexto da biotecnologia
marinha devido a sua composi¢ao bioquimica e potencial fonte de compostos bioativos. Nesta
investigagdo, avaliou-se o impacto do fotoperiodo (regimes de iluminacdo) na variagdo
biométrica, composi¢do bioquimica e perfil lipidico desta espécie, cultivada em condigdes
controladas de laboratorio. Foram aplicados dois regimes de luz (12 h luz : 12 h escuro e 24 h
luz continua), sendo analisadas diferentes fracdes anatdmicas (campanula, bragos orais e

muco).

Os resultados demonstraram que o fotoperiodo ndo influenciou significativamente o
crescimento estrutural, avaliado pelo diametro da campanula. No entanto, observou-se um
aumento significativo da massa fresca sob iluminacao continua, indicando uma melhoria da
condi¢do corporal sem alteragio do tamanho. A composi¢do bioquimica demonstrou
diferengas entre fracdes, com maiores teores de proteina e colagénio nos bracos orais,

enquanto o muco apresentou maior conteudo de humidade e cinzas.

No perfil de dacidos gordos, verificou-se o predominio de acidos gordos saturados,
especialmente nos bracos orais, enquanto a campanula apresentou maiores proporgdes de
acidos gordos polinsaturados e da série n-3. A exposicdo a luz continua esteve associada a
uma reducdo destes compostos, sugerindo possiveis efeitos de stress oxidativo e alteragdes no

metabolismo lipidico.

De forma geral, os resultados indicam que o fotoperiodo atua como um fator modulador da
biomassa e da composi¢do bioquimica de P. punctata, promovendo maior acumula¢do de
massa sob luz continua, mas potencialmente comprometendo a qualidade bioquimica. Estes
resultados reforcam o potencial desta espécie como recurso biotecnologico, evidenciando a
importancia da otimizacao das condigdes de cultivo para maximizar a produgao de compostos

de interesse.

Palavras chave: Biotecnologia marinha, Phyllorhiza punctata, fotoperiodo, composi¢ao

bioquimica, acidos gordos.



Abstract

The jellyfish Phyllorhiza punctata is attracting growing interest in the field of marine
biotechnology due to its biochemical composition and potential as a source of bioactive
compounds. In this study, we evaluated the impact of photoperiod on the biometric variation,
biochemical composition, and lipid profile of this species, cultured under controlled
laboratory conditions. Two light regimes were applied (12 h light : 12 h dark and 24 h
continuous light), and different anatomical fractions (bell, oral arms, and mucus) were

analyzed.

The results demonstrated that the photoperiod did not significantly influence structural
growth, as assessed by bell diameter. However, a significant increase in fresh weight was
observed under continuous illumination, indicating an improvement in body condition
without a change in size. The biochemical composition showed differences between fractions,
with higher protein and collagen contents in the oral arms, while the mucus had higher

moisture and ash contents.

In the fatty acid profile, saturated fatty acids predominated, especially in the oral arms, while
the bell showed higher proportions of polyunsaturated and n-3 fatty acids. Exposure to
continuous light was associated with a reduction in these compounds, suggesting possible
effects of oxidative stress and alterations in lipid metabolism. Overall, the results indicate that

photoperiod acts as a modulating factor for biomass and composition.

Keywords: Marine biotechnology, Phyllorhiza punctata, photoperiod, biochemical

composition, fatty acids.
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1. Introducio

O presente capitulo tem como objetivo contextualizar teoricamente o estudo desenvolvido,
reunindo 0s principais conceitos e conhecimentos cientificos relacionados com a
biotecnologia marinha, a composi¢do bioquimica de organismos marinhos e o potencial
biotecnolégico dos cniddrios, com particular enfoque nas medusas. Adicionalmente, €
apresentado o estado da arte relativo a espécie Phyllorhiza punctata, bem como a influéncia
de fatores ambientais, nomeadamente a intensidade luminosa, no metabolismo ¢ na
composicdo bioquimica destes organismos, estabelecendo a base conceptual para a

abordagem experimental adotada neste trabalho.

1.1. Enquadramento tedrico

1.1.1 Biotecnologia marinha e diversidade bioquimica dos organismos marinhos

Organismos marinhos constituem uma fonte de metabolitos com atividades biologicas de
elevado interesse biotecnologico, abrangendo os potenciais citotdxico, antioxidante,
antimicrobiano, anti-inflamatorio, anticoagulante, analgésico e o desenvolvimento de agentes
anticancerigenos, pro-regenerativos, fotoprotetores e nutracéuticos (Gallimore, W. 2017). Ao
longo das ultimas décadas, mais de 20 000 metabolitos foram isolados a partir do ambiente
marinho, tendo os estudos cientificos sido intensificados a partir da década de 1970, devido
aos avangos tecnoldgicos € dos métodos de mergulhos além da introdugdo de veiculos

operados remotamente (ROVs) (Giugliano et al., 2023).

O ambiente marinho caracteriza-se por amplos gradientes de parametros fisicos, quimicos ¢
hidrologicos que incluem temperatura, salinidade, intensidade da luz e pressdo, o que resulta
numa eclevada diversidade de habitats ¢ formas de vida. Devido a estas condig¢des, os
organismos marinhos evoluiram ao longo dos anos e desenvolveram adaptacdes morfoldgicas
e funcionais essenciais para a sobrevivéncia e sucesso nestes ecossistemas (Rotter et al.,
2021). Estas adaptagdes refletem-se, frequentemente, na producdo de biomoléculas como
metabolitos secundarios, enzimas e biopolimeros, com propriedades bioativas relevantes para

aplicagdes biotecnologicas (Ragozzino et al., 2025).

A Dbiotecnologia marinha ¢ reconhecida como um setor de crescimento econdmico

globalmente significativo que oferece oportunidades para uma ampla gama de iniciativas de
1



interesse comercial. Compostos de origem marinha t€ém sido explorados em setores como a
industria  farmacéutica, biomédica, cosmética, nutrac€utica, alimentar e agricola,
destacando-se pela sua diversidade estrutural e funcional (Van den Burg et al., 2019;
Moutinho Cabral et al., 2024). Este potencial resulta, em grande parte, da elevada diversidade
bioquimica dos organismos marinhos, que continua a ser alvo de investigacdo cientifica

intensiva.
1.1.2 Biotecnologia marinha e principais classes de compostos

A vasta biodiversidade marinha, que abrange desde microrganismos unicelulares a
invertebrados complexos, constitui um dos mais promissores acervos de metabolitos da
atualidade. Estes organismos desenvolveram vias metabolicas especializadas em resposta as
condi¢des extremas do ambiente oceanico, resultando na sintese de moléculas extraidas de
diversos tecidos e 6rgdos com elevado valor funcional (Lobine et al., 2022). Tais compostos
apresentam propriedades bioldgicas distintas, como atividades antibacterianas, antivirais e
anticancerigenas, consolidando a biotecnologia marinha como um setor estratégico para as

industrias farmacéutica e alimentar (Zhao et al., 2018; Romano et al., 2022).

No ambito dos constituintes mais abundantes, os biopolimeros estruturais, em particular os
polissacarideos, assumem um papel preponderante devido a sua versatilidade e complexidade
quimica. Nas macroalgas, a composi¢ao destes hidratos de carbono varia significativamente
entre grupos taxondmicos: as algas castanhas (Phaeophyceae) destacam-se pela presenca de
laminarina, fucoidanos e alginatos, enquanto as algas vermelhas (Rhodophyceae) e verdes
(Chlorophyceae) sao fontes primordiais de carragenanas, agares e galactanas sulfatadas
(Majee et al., 2017; Dave & Senadheera., 2021). Além da sua funcdo como fibras alimentares,
estes polissacarideos sulfatados exibem caracteristicas fisico-quimicas tnicas que permitem a
sua aplicagdo como agentes estabilizadores e bioativos. Esta relevancia estrutural estende-se
aos invertebrados, como nos crustdceos, cujas carapagas representam uma fonte rica de
quitina e quitosana, polimeros com ampla aplicacdo no desenvolvimento de biomateriais e

produtos cosméticos (Simat et al., 2022).

Quanto ao metabolismo azotado, os organismos marinhos oferecem uma fonte de proteinas,
enzimas ¢ peptideos de elevado valor biologico. A versatilidade das microalgas tem

despertado um interesse crescente, uma vez que a sua diversidade metabolica permite a



obtencdo de enzimas inovadoras e peptideos com atividades terapéuticas comprovadas,
incluindo efeitos anti-hipertensivos e imunomoduladores (Cunha & Pintado., 2022). Esta
qualidade nutricional e funcional ¢ igualmente observada em moluscos e crustidceos, onde a
presenca de aminodcidos essenciais e proteinas de alta digestibilidade fundamenta a sua
utilizacdo no desenvolvimento de nutracéuticos e alimentos funcionais de nova geragdo

(Suleria et al., 2015).

A fragdo lipidica e os metabolitos secundarios especializados constituem outro ramo essencial
da investigagdo biotecnologica. Compostos como acidos gordos polinsaturados, esterois e
saponinas desempenham fun¢des reguladoras vitais; nos equinodermos, por exemplo, as
asterosaponinas sao reconhecidas pelas suas potentes propriedades citotdoxicas e antitumorais
(Stonik et al., 2020). No inicio da década de 1950, a exploragcdo de invertebrados como as
esponjas marinhas revelou-se um marco na farmacologia, conduzindo ao isolamento de
nucleosideos que serviram de base para farmacos quimioterdpicos como a citarabina,
desenvolvido a partir da espécie caribenha Cryptotheca crypta (atualmente Tectitethya
crypta). Desde entdo, a diversidade quimica destes organismos, que inclui alcaloides,
terpenoides e policetideos, continua a fornecer moléculas precursoras para o tratamento de

patologias (Liu et al., 2019).

Quanto a protecdo contra o stress oxidativo no meio marinho, esta ¢ mediada por uma vasta
gama de pigmentos e compostos fendlicos. As macroalgas e microalgas produzem
metabolitos com elevada capacidade antioxidante, capazes de neutralizar radicais livres e
prevenir danos celulares (Zhao et al., 2018). Entre estes, destaca-se a astaxantina, um
pigmento carotenoide abundante em crustaceos, cuja eficacia biologica tem impulsionado a
sua aplicacdo tanto na nutricdlo humana como em cosmecéuticos, refor¢ando o valor

econdmico e funcional dos subprodutos da pesca e aquicultura, a titulo de exemplo (Simat et

al., 2022).

1.1.3 O potencial dos cnidarios como recursos biotecnologicos

Os cnidarios constituem um grupo de invertebrados marinhos que tem atraido ateng¢do para
investigacdo devido ao seu potencial biotecnoldgico, nomeadamente pela capacidade de
produzir toxinas, proteinas e outros compostos bioativos (Vega-Tamayo et al., 2025). Este filo

inclui organismos como corais, anémonas ¢ medusas, apresentando uma diversidade



consideravel de metabolitos com interesse farmacoldgico e industrial (Rocha et al., 2011).
Apesar do crescente interesse, os cnidarios tém sido relativamente pouco explorados para a
obten¢do de produtos naturais quando comparado a outros grupos taxondmicos, sendo que a
maior parte dos compostos bioativos extraidos tem origem em cnidérios bentonicos. Em
contraste, o numero de moléculas isoladas a partir de cnidérios peldgicos, como as

hidromedusas e cifomedusas, permanece limitado (Carroll et al., 2019).

Entre os cnidarios bentdnicos, os corais moles destacam-se como fontes ricas em metabolitos
secundarios, como diterpenos, sesquiterpenos, furanoditerpenos, terpenoides, capnelenos e
esteroides (Rocha et al., 2011). Estes compostos apresentam atividades bioldgicas, tais como
propriedades antivirais, citotoxicas, anti-inflamatorias, anticancerigenas e antimicrobianas,
além de respostas cardiacas e vasculares, sendo também investigados como fonte de agentes

anti-incrustantes. (Zhang et al., 2025).

As gorgonias também se destacam entre os cnidarios bentdnicos, possuindo abundantes
compostos com elevada citotoxicidade contra diversas linhagens de células cancerigenas.
Neste contexto, tem-se verificado um enfoque crescente na identificacdo de terpenos e
esteroides bioativos, capazes de induzir apoptose em células tumorais, além de exibirem
outras propriedades anti-inflamatoria e alguns compostos de interesse para novos agentes
anti-incrustantes (Sheu et al., 2004; Lei et al., 2020). As anémonas representam outra fonte de
compostos bioativos, destacando-se pela produgdo de proteinas e polipeptideos
biologicamente ativos, como toxinas citolisinas, neuropeptideos, proteases e peptideos

antimicrobianos com aplicagdes terapéuticas relevantes (Barroso et al., 2025).

1.1.4 Medusas: constitui¢ao bioquimica e aplicagdes

As medusas sdo componentes naturais dos ecossistemas marinhos e desempenham um papel
relevante na prestacdo de diversos servigos ecossistémicos, incluindo o sequestro de carbono
através da transferéncia de biomassa para as zonas mais profundas do oceano apds a sua
morte, o fornecimento de habitats para peixes juvenis, uma associacao ecologica facultativa,
nas quais os peixes utilizam o corpo da medusa como abrigo temporario e a contribui¢do para
a biodiversidade marinha (Duarte et al., 2022). Estes organismos participam nas principais
categorias de servigos ecossistémicos: regulacdo, suporte, provisdo e servigos culturais (Doyle

et al., 2014). Para além da sua importidncia ecologica, as medusas demonstram um



significativo potencial para utilizagdo humana, o que tem impulsionado o aumento do seu

valor agregado (Duarte et al., 2022).

Consideradas um grupo polifilético de organismos com plano corporal caracterizado pelo alto
teor de dgua e baixo teor de carbono, podendo ter um ciclo de vida bipartido, uma fase de
polipo benténico e uma fase pelagica, as trés classes principais sdo: Hydrozoa, Cubozoa e
Scyphozoa, consideradas as verdadeiras medusas (Pitt & Lucas, 2014). A classe Hydrozoa
inclui sete ordens e quase 3500 espécies, algumas solitarias e outras coloniais, apesar do
grande numero de espécimes, apenas algumas delas tiveram produtos naturais marinhos

investigados nos ultimos anos (Barreca et al., 2020; Rocha et al., 2011).

A classe Cubozoa, ¢ considerada o menor grupo de medusas verdadeiras, com
aproximadamente 50 espécies reconhecidas. Os focos para investigagdes nessas espécies
estdo principalmente voltadas para toxicidade, uma vez que esta classe ¢ extremamente

venenosa (Andreosso et al., 2018; Brinkman & Burnell, 2009).

Ja a classe Scyphozoa possui a maioria das grandes medusas planctonicas, conta com
aproximadamente 200 espécies conhecidas e distinguem-se por ndo possuirem o véu, uma
estrutura muscular. Com ciclo de vida multimodal, geralmente apresenta fase de polipo
reduzida, o citéstoma, em seguida geram éfiras adentrando apos na fase medusa. As pesquisas
recentes focam na ecologia, devido aos crescentes eventos de blooms que impactam a pesca e

a infraestrutura costeira (Avian et al 2021 & Duarte et al., 2022).

O interesse biotecnoldgico das medusas estd associado, em grande parte, a sua composi¢ao
bioquimica, que inclui proteinas, em particular, colagénio, polissacarideos, aminoacidos e
acidos gordos (Upata et al., 2022). Para além do consumo alimentar, as medusas tém sido
exploradas em aplicagdes ndo alimentares e de alto valor acrescentado, abrangendo setores
como a industria farmacéutica, através da utilizagdo de coldgenio purificado, anticoagulantes,
peptideos anti-hipertensivos e antimicrobianos; a indlstria cosmética, pelas suas propriedades
hidratantes e antienvelhecimento; a agricultura, como fonte de fertilizantes e pesticidas
organicos; a aquicultura, na formulacdo de racdes; e a biotecnologia ambiental,
nomeadamente em processos de descontaminagao, que exploram as propriedades coagulativas
do muco para capturar nanoparticulas (Edelist et al., 2021). Destaca-se ainda o isolamento do
gene da proteina fluorescente verde (GFP) amplamente utilizada como marcador molecular

em investigacao cientifica (Edelist et al., 2021; Prommasith et al., 2024).



Apesar da sua relevancia ecoldgica e econdmica, as medusas tém vindo a ser associadas a
impactos negativos em determinados contextos. As alteragdes climdticas, juntamente com o
stresse antropogénico, como a sobrepesca e a degradacdo de habitats, bem como a elevada
capacidade de adaptacdo ambiental destes organismos, tém contribuido para o aumento da
frequéncia de blooms e para a proliferacdo de espécies invasoras e exoticas, com potenciais

consequéncias ecologicas e socioecondmicas (Bosch-Belmar et al., 2020; Rato et al., 2021).

1.1.5 Phyllorhiza punctata: biologia e interesse biotecnologico

A espécie Phyllorhiza punctata (Von Lendenfeld, 1884), pertencente a familia Mastigiidae,
classe Scyphozoa, constitui o objeto de estudo do presente trabalho e apresenta um conjunto
de caracteristicas biologicas que justificam o seu interesse cientifico e biotecnoldgico. Esta
medusa ¢ facilmente reconhecida pela presenca de pontos brancos na campanula sendo
vulgarmente denominada medusa de-pintas-australiana, e pode atingir um diametro entre os
45 ¢ 50 cm (Haddad & Nogueira Junior, 2006; Ferndndez-Alias et al., 2024). A coloragao
varia entre tons acastanhados, indicando a presenca de zooxantelas simbioticas, e azulado,
indicativo da auséncia ou a perda (Graham et al., 2003; Bolton & Graham, 2004; Verity et al.,
2011), refletindo a importancia da simbiose fotossintética no seu metabolismo (Verity et al.,

2011; Takauchi et al., 2024).

A espécie apresenta um ciclo de vida metagénico, alternando entre uma fase bentonica de
polipo e uma fase peldgica de medusa (Figura 1). A reproducdo sexuada ocorre entre
individuos adultos, originando larvas planctonicas que se fixam ao substrato e se transformam
em polipos (fase séssil). Estes reproduzem-se assexuadamente por gemulagdo ou por
estrobilagdo, sendo que, no caso de P. punctata, ocorre estrobilagdo monodisco, com a
producdo de uma uUnica éfira por evento (Arai, 1997; Jarms & Morandini, 2019; Helm &
Dunn, 2017). O desenvolvimento relativamente rapido desde a fase de éfira até a medusa
adulta, geralmente entre dois a trés meses, constitui uma vantagem para a produgdo de

biomassa em condig¢des controladas (Haddad & Nogueira Junior, 2006; Prieto et al., 2010).
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Figura 1. Representagdo esquematica do ciclo de vida de Phyllorhiza punctata, incluindo as fases
de polipo, estrobilacdo, éfira, medusa juvenil e medusa adulta. Fonte: Adaptado de Purcell et al.
2013, por Roso, 2022.

Originalmente descrita em regides tropicais e subtropicais do oceano Pacifico ocidental, P.
punctata apresenta atualmente uma ampla distribui¢do geografica, sendo considerada uma
espécie invasora em diversas regides do mundo, incluindo o oceano Atlantico, o Indico e o
mar Mediterrdneo (Bayha & Graham, 2013; Jarms & Morandini, 2019) (Figura 2). A sua
presenca fora da area nativa tem sido associada a impactos ecoldgicos, nomeadamente a
redu¢do da abundancia de mesozooplancton e interferéncias na atividade pesqueira, como a
obstrucao de redes (Gueroun et al., 2015; (Ocana-Luna et al., 2010). A dispersao das espécies
estd frequentemente relacionada com atividades antropogénicas, em particular o transporte
maritimo, através da agua de lastro e da incrustacdo de estagios bentdnicos em embarcagdes

(Larson & Arneson 1990; Bolton & Graham, 2004).



Figura 2. Distribuicdo conhecida da espécie Phyllorhiza punctata. Distribui¢ao global: area nativa
(azul), ndo- nativa (vermelho) e criptogénico (amarelo). (Fonte: Smithsonian Environmental
Research Center's National Estuarine and Marine Exotic Species Information System, NEMESIS).

Para além do seu impacto ecolodgico, Phyllorhiza punctata apresenta um elevado potencial
biotecnoldgico, o que tem impulsionado o interesse cientifico na sua valorizagdo sustentavel.
No entanto, ha uma notavel lacuna nos estudos das suas caracteristicas moleculares e
bioquimicas, com foco limitado na composicao lipidica e no perfil de acidos gordos. Embora
a sua toxicidade seja relativamente baixa quando comparada com outras medusas, as
proteinas identificadas mais abundantes sdo altamente valorizadas, como o colagénio que
pode servir como uma alternativa promissora ao colagénio de origem mamifera, oferecendo
baixa imunogenicidade e alta biocompatibilidade, uma vez que existem preocupacdes de
sauide como a encefalopatia espongiforme bovina e restrigdes culturais, podendo ser
explorado até mesmo para a produgao de plasticos altamente biodegradaveis. Para além disso,
a espécie tem sido tradicionalmente utilizada nas induastrias cosméticas e alimentar,
reforgando o seu interesse como recurso biotecnologico (Merquiol et al., 2019; Rodrigues et

al., 2025).

1.1.6 Luz/zooxantelas e impacto no metabolismo

Dentre os componentes vitais no ecossistema marinho, a intensidade luminosa constitui um
fator ambiental determinante, exercendo uma influéncia direta na dindmica das populagdes
bioldgicas. Nas medusas interfere, por exemplo, na manutencdo das que possuem
zooxantelas, as mesmas convertem carbono e azoto inorgéanicos disponiveis externamente em

formas organicas, predominantemente em hidratos de carbono, aminoacidos e 4cidos gordos.



A exposicdo a diferentes regimes de luz influencia a producdo e a composi¢do de acidos
gordos no sistema, devido ao facto de os acidos gordos, tal como outras formas organicas
sintetizadas pelas zooxantelas, sdo translocados para o hospedeiro, fazendo com que as
variagdes na exposi¢cdo luminosa alterem a produgdo e a composi¢do lipidica do sistema

simbidtico (Mortillaro et al., 2009).

Diante de sua relevancia bioldgica, a medusa Phyllorhiza punctata possui um conjunto
notavel de caracteristicas, incluindo sua adaptabilidade a diversas condi¢cdes ambientais, que
sugere a producdo de compostos bioativos em resposta ao stress, e alta capacidade
reprodutiva, que garante a rapida produg¢do de biomassa para a extracdo de compostos de

valor, por tanto justificam e favorecem a sua exploragao biotecnologica.

1.2 Objetivos do estudo

Esta investigacdo teve como objetivo principal investigar o impacto dos regimes de
iluminacdo no crescimento e composicdo bioquimica da medusa Phyllorhiza punctata. Para
alcangar o objetivo principal, este trabalho dividiu-se nos seguintes objetivos especificos: (1)
Produg¢dao de biomassa da espécie Phyllorhiza punctata em ambiente controlado no
laboratorio; (2) Padronizagdo e recolha das amostras dos espécimes adultos para
processamento analitico; (3) Registo de parametros biométricos; (4) Avaliagdo da composi¢ao
bioquimica: teor de lipidos totais (gorduras) e perfil de acidos gordos; proteina bruta,
colagénio e cinza (matéria mineral), de forma a comparar as variagdoes bioquimicas induzidas

pelos diferentes regimes de luz.

2. Material e Métodos

2.1 Cultivos Auxiliares

2.1.1 Cultivo de Artémia (Artemia franciscana)

A artémia foi utilizada como alimento em todas as fases do ciclo de vida de Phyllorhiza
punctata. A eclosdo dos nauplios foi realizada diariamente. Para cada ciclo, 5 g de cistos de
artémia foram inoculados numa garrafa de 2 L com agua salgada (34), sob arejamento intenso
e iluminagdo LED branca continua durante 24 horas, a 25 °C, para garantir elevadas taxas de

eclosdo.



Foram utilizados cistos revestidos com uma camada magnética ndo toxica, permitindo a
remocdo seletiva do corion. Apds 24 horas, o conteudo da garrafa foi transferido para um
recipiente de 2 L e o corion removido com o auxilio de um ima em formato de bastao,
repetindo-se o processo até ndo se observarem cistos residuais (Figura 3). Em seguida, a
artémia foi filtrada e concentrada por um crivo de 100 um e lavada com 4gua salgada a fim de
eliminar quaisquer resquicios de compostos indesejados ¢ mantida em agua salgada com

arejamento continuo até o momento de ser utilizada na alimentagao.

Para a padronizacdo da concentracdo de artémia necessaria nas alimentagdes variando apenas
os volumes consoante o estdgio do ciclo de vida, foram realizadas contagens, com o auxilio
de uma lupa binocular e um contador manual. A solucio inicial de artémia (0,5 L) foi diluida
com agua salgada até perfazer os 5 L. Deste recipiente retirou-se 1 mL para cada poco da
placa de contagem, apds 16 contagens no més, estabeleceu-se a concentragdo de 1112

individuos/mL.

A limpeza das garrafas de eclosdo foi realizada duas vezes na semana, sendo lavada com agua

de osmose ¢ o auxilio de uma escova para tubos (escovilhao).

Figura 3. (A) Garrafas de eclosdo das artémias, (B) Processo de remogao dos cistos com auxilio do

iman.
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2.1.2 Cultivo de Rotiferos

A espécie utilizada foi Brachionus plicatilis sendo fornecida para alimentagdo apenas nos
estagios do ciclo de vida, enquanto polipos e éfiras, na concentragdo de 175 individuos/mL. O
cultivo foi mantido em recipiente de 5 L com arejamento fraco e luz de LED branca
constante, na temperatura de 25 °C e salinidade 25 (Figura 4). A limpeza e renovagdo da agua

total foram realizadas duas vezes por semana com o auxilio de um crivo de 200 um.

Para alimentagdo dos rotiferos, utilizou-se uma mistura de duas microalgas Nannochloropsis
gaditana e Tetraselmis chui, num racio de 1:1. O procedimento de manutencdo consistiu na
remocdo de 1 L do cultivo, filtrado através de um crivo de 45 pm; em seguida, adicionou-se 1
L de suspensdo de microalgas, permitindo a recuperagdo dos rotiferos retidos no crivo e

assegurando a manuten¢ao do volume total de 5 L.

Figura 4. Cultivo de rotiferos.
2.2 Manutengao e cultivo de Phyllorhiza punctata para produgdo de biomassa
2.2.1 Polipos Phyllorhiza punctata

As medusas utilizadas nesta investigacdo foram obtidas a partir de uma coldénia de polipos
previamente estabelecida em laboratorio, a qual originou uma coldnia especifica para a
realizagdo deste trabalho. Esta foi mantida durante trés meses num aquario simples de 4 L

com arejamento fraco (Figura 5).

As condigoes fisico-quimicas do cultivo foram mantidas constantes, com temperatura de 20

°C (£ 1 °C), salinidade a 34, pH 8,0 e com periodo de luz 12h-12h. A alimentagdo dos pdlipos

11



consistiu na administracdo de artémia (20 mL, trés vezes por semana), e de rotiferos (10 mL,

duas vezes por semana).

As trocas de agua foram realizadas duas vezes por semana, com uma renovagdo da agua
salgada de 100%, de modo a assegurar a qualidade da agua. A 4gua salgada utilizada foi
previamente filtrada através de um crivo de 20 pum, ajustada para a salinidade pretendida com

agua de osmose reversa para 34 e aclimatada antes da reposi¢ao no sistema.

Durante o procedimento da troca de agua, os polipos que se libertavam do substrato ou nao
estavam fixos eram cuidadosamente recolhidos e devolvidos a colénia com o auxilio de uma
pipeta de Pasteur. A dgua removida foi filtrada por um crivo de 45 um para prevenir a perda

de polipos ndo observados.

Figura 5. (A) Aquério de cultivo contendo colonia de pdlipos de Phyllorhiza punctata mantida em
condig¢des controladas de laboratorio. (B) Polipo individual de Phyllorhiza punctata evidenciando a

morfologia tipica da fase bentonica.

2.2.2 Estrobilagdo Phyllorhiza punctata

A coldnia de poélipos foi induzida a estrobilagdo apds trés meses de manutengao em condigdes

controladas. A indugao foi realizada através do aumento da temperatura de 20 °C para 25 °C
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(£ 1 °C), mantendo-se todas as rotinas de cultivo (arejamento, trocas de agua e regime

alimentar) (Figura 6).

Treze dias apo6s o aumento da temperatura foram libertadas 93 ¢éfiras, as quais foram
transferidas para tanques cilindro-cénicos de 20 L. A coldnia foi mantida nestas condig¢des por
mais cinco dias, para obter o numero de éfiras necessarias para o estudo, apds o periodo.
Concluida esta fase, os polipos foram gradualmente aclimatados a temperatura de 20 °C,

interrompendo o processo de estrobilagao.

Figura 6. Colonia de polipos de Phyllorhiza punctata durante o processo de indugdo a estrobilagao

por aumento de temperatura.

2.2.3 Efiras de Phyllorhiza punctata

As ¢éfiras foram cultivadas em trés tanques cilindro-conicos com capacidade de 20 L, cada um

sujeito a um fotoperiodo distinto.

Tanque 0 h - auséncia total de luz (0 h: 24 h escuro);
Tanque 12 h - 12 h de luz e 12 h de escuridao;
Tanque 24 h - luz continua (24 h luz).

Dois dos tanques estavam equipados com iluminagdo LED branca individual, e todos foram
isolados superiormente com lona preta movel para garantir a manutencdo das condigdes
luminosas atribuidas. Em cada tanque foram introduzidas 162 ¢éfiras, totalizando 486
individuos. As condi¢des fisico-quimicas foram mantidas a 25 °C (= 1 °C), pH 8,0, salinidade

de 34 e arejamento continuo de intensidade média (Figura 7).
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A alimentacdo diaria consistiu em 200 mL de uma suspensao de rotiferos (Brachionus spp.) a
concentragdo de 175 individuos/mL, previamente enriquecidos com 20 mL de uma mistura
(1:1) de Nannochloropsis gaditana e Tetraselmis chui. Adicionalmente, foram fornecidas 100
mL de artémia (Artemia franciscana) concentracdo de 1112 individuos/mL, fracionada em

duas vezes ao dia.

As trocas de agua foram realizadas trés vezes por semana. A totalidade da 4gua de cada
tanque foi retirada juntamente com as éfiras, permitindo a higienizacdo adequada dos tanques.
Em seguida, 50% da 4gua original foi devolvida ao tanque com os organismos, € os restantes
50% repostos com agua salgada nova, previamente ajustada aos parametros de qualidade

estabelecidos.

Figura 7. (A) Tanques cilindro-conicos utilizados no cultivo das éfiras, cada um sujeito a um

fotoperiodo distinto. (B) Vista de cima do tanque contendo éfiras de Phyllorhiza punctata.

2.2.4 Pos-¢éfiras e medusas juvenis de Phyllorhiza punctata

Apb6s oito dias de crescimento, as primeiras pods-€firas (j4 com campanulas em
desenvolvimento e bragos orais incipientes) foram transferidas para aquarios do tipo kreisel
com capacidade de 300 L. Cada sistema estava equipado com sumps individuais, biobolas

com arejamento, bomba de recirculagio e aquecedor regulado para 25 °C (= 1 °C).

A configuracdo luminosa estabelecida na fase anterior foi mantida: dois aquarios foram
equipados com iluminacdo LED branca individual, permitindo a continuidade das trés
condi¢des experimentais de fotoperiodo (0 h, 12 h e 24 h de luz) (Figura 8). Para garantir a

integridade das condi¢des luminosas, os aquarios foram isolados com lonas pretas, deixando
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apenas uma abertura a fim de manter as condi¢gdes de luz individuais, possuindo apenas uma

abertura mével na parte superior permitindo a manutengado interna.

A alimentacdo consistiu exclusivamente em artémia (Artemia franciscana). O fornecimento
inicial foi de 1 L, fracionado em 250 mL, 4x ao dia. A medida que os organismos cresceram e

de acordo com a abundancia de alimento, o volume fornecido foi progressivamente ajustado:

- 1,6 L/dia (4 x 400 mL),
- 2 L/dia (4 x 500 mL),
- 3 L/dia (4 x 750 mL).

A manutencdo dos aqudrios incluia limpeza didria, com substitui¢ao total das sumps e
sifonamento do alimento depositado no fundo dos aquarios. Adicionalmente, realizaram-se
trocas de agua de 50% nos aqudrios trés vezes por semana, acompanhada de limpeza
completa das superficies internas, garantindo a manutencdo dos parametros fisico-quimicos:

pH 8,0, salinidade 34 e temperatura de 25 °C (= 1 °C).

Figura 8. (A) Aquarios do tipo kreisel com capacidade de 300 L utilizados para o cultivo das
pos-efiras e medusas juvenis de Phyllorhiza punctata; (B) Aquarios isolados individualmente de

acordo com as condi¢des de fotoperiodo; (C) Vista superior do interior do Kreisel.

2.3 Desenho Experimental

O estudo foi estruturado para avaliar o impacto de diferentes intensidades luminosas no
crescimento e composi¢ao bioquimica de Phyllorhiza punctata (Figura 9). Para tal, foram
definidos inicialmente trés tratamentos de fotoperiodo, aplicados desde a fase de éfira até ao

estagio adulto:
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® 0 h luz — auséncia total de iluminagao
e 12hluz/ 12 hescuro

e 24 h luz continua

Estes fotoperiodos foram aplicados em tanques independentes, com parametros ambientais

controlados (25 °C £ 1 °C, 34 ppt, pH 8,0), conforme descrito na Sec¢do 2.2.

E importante salientar que, medusas adultas muito deformadas (campédnula invertida ou
campanula com ma formagao) foram descartadas dos tanques 12 h luz/ 12 h escuro e 24 h luz

continua, de forma proporcional em ambos os tanques.

Contudo, o tratamento 0 h luz apresentou mortalidade extremamente elevada, ndo permitindo
a obtencdo de medusas adultas em quantidade suficiente para preparagdo das amostras. Este
comportamento ¢ coerente com a fisiologia da espécie, cuja simbiose com zooxantelas
fotossintéticas depende de luz para manter o metabolismo e o desenvolvimento normal.

Assim, o tratamento 0 h foi excluido das analises subsequentes.
O desenho experimental final incluiu, portanto, dois tratamentos:

- 12 h luz (fotoperiodo equilibrado)

- 24 h luz (iluminagao continua)
Fragdo anatdmica como unidade de andlise.

Para avaliar a composi¢do bioquimica de forma mais completa, cada medusa foi separada em

trés fragcdes anatomicas independentes:

- Campanula
- Bragos orais

- Muco

Estas fragdes ndo constituem fatores experimentais; tratam-se de compartimentos anatomicos
analisados separadamente para caracterizar diferengas internas na distribuicdo de lipidos,
proteinas total, cinza, acidos gordos e colagénio. A metodologia de recolha e fracionamento

encontra-se descrita detalhadamente nas Secgoes 2.4 ¢ 2.4.1.
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Figura 9. Representagdo esquematica do desenho experimental aplicado a Phyllorhiza punctata.
2.4 Preparacdo das amostras

A preparacao das amostras incluiu as etapas recolha, medicao, pesagem, extragdo do muco e
fracionamento anatomicos (campanula, bracos e muco) e posterior liofilizagao das fragdes.
Todas as amostras analisadas foram obtidas de medusas adultas provenientes dos tratamentos

de 12 h e 24 h de luz, conforme o desenho experimental descrito na Secgdo 2.3.
2.4.1 Dados Biométricos

As medusas adultas foram retiradas dos aquarios utilizando um camaroeiro € manuseadas com
luvas cirlirgicas para minimizar o stress e evitar contaminagdes. Cada individuo foi colocado
num gobelé contendo agua salgada e o comprimento da campanula (cm) foi medido com o
auxilio de uma régua sobre papel milimétrico (Figura 10), registando o maior didmetro

visivel. Os valores observados variaram entre 0,10 ¢ 4,60 cm.

Para caracterizar a estrutura de tamanhos da populacado, os individuos foram classificados em

trés classes de tamanho com base na distribuicdo empirica dos diametros. Os limites das
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classes foram definidos pelos tercis da distribuicdo, correspondendo aos percentis 33,3% e
66,6% do conjunto total de medicdes. Estes valores corresponderam a 1,2 cm e 2,1 cm,

respetivamente.

Assim, foram consideradas: classe pequena (< 1,2 cm), classe média (> 1,2-2,1 cm) e classe
grande (> 2,1 cm), permitindo descrever a estrutura de tamanhos da populacdo sem impor

limites arbitrarios, refletindo a variabilidade natural de crescimento observada em cultivo.

A seguir, cada medusa foi sujeita a trés ciclos de dessalinizagdo consecutivos, sendo imersa
em 300 mL de agua tipo III (dgua de osmose reversa) para remover o excesso de sal. Apos
cada lavagem, o excesso de agua superficial foi removido com papel absorvente até que o
organismo estivesse apenas humido. De seguida, a massa humida de cada organismo intacto
foi determinada numa balanga analitica Sartorius TE124S (capacidade maxima 120 g;

resolugdo d = 0,1 mg).

i B '.I'. (i

Figura 10. Exemplificacdo de como a medida do didmetro foi definida.

Cada medusa foi fracionada em trés compartimentos anatomicos, de acordo com os objetivos

do estudo: campanula, bragos orais € muco.

Trés tubos Falcon de 50 mL foram previamente identificados (1 — campanula; 2 — bragos; 3 —

muco) e pesados, registando-se a massa dos tubos vazios (F).
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Para a extragdo do muco a medusa foi suspensa com auxilio de uma pinga sobre o Falcon
correspondente durante 2 minutos, permitindo que o muco escorresse por gravidade. O Falcon

contendo o muco recolhido foi pesado novamente para calculo da massa obtida.

Posteriormente, procedeu-se a cisdo da campanula e bragos. A campanula e os bragos foram
separados com uma tesoura cirurgica sobre uma placa de Petri. Cada fracdo foi transferida

para o respetivo Falcon, que foi posteriormente pesado para determinagdo da massa humida.

Para cada tratamento experimental (12h e 24h), foram preparadas 3 réplicas bioldgicas
independentes. Cada réplica consistiu num pool de no minimo, duas medusas adultas, de
modo a obter massa suficiente para as analises subsequentes (entre 20g e 30g de massa
fresca). A preparagcdo dos pools seguiu as mesmas etapas descritas acima (dessalinizagdo,
recolha do muco e fracionamento) (Figura 11). O material de uma nova medusa (campanula,
bragos ou muco) era adicionado ao mesmo Falcon utilizado para a primeira medusa,
registando-se no final, o numero de individuos utilizados e a massa total hiimida dos pools

para cada fracdo corporal.

Figura 11. (A) Etapas de preparacdo das amostras, incluindo medigdo e fracionamento (B) Medusa

adulta de P. punctata sendo medida sobre papel milimétrico.
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As fragoes recolhidas foram mantidas em caixa térmica com gelo durante todo o processo de
preparacdo. Apods a recolha, os tubos foram armazenados a -80 °C até serem submetidos ao
ciclo completo de liofilizagao (liofilizador Labogene A/S, CoolSafe, Dinamarca), garantindo
a preservagao das amostras para as analises bioquimicas.

Ap0s a liofilizagdo, registou-se a massa de cada Falcon mais biomassa seca. Com base nos
dados recolhidos, determinou-se para cada pool e para cada fra¢do corporal, a massa humida;

massa seca e a percentagem de Humidade (3), por aplicacao das equagdes (1), (2) e (3):

° (1) m = mgF+BMH2_mF

H N

° (2) m = mgF+BM$2_mF
s N

e (3) Humidade (%) = " rmmm)"Fipus) %100

(F+BMH)

Sendo: my — massa hiimida média em gramas; my — massa do Falcon; mg — massa seca média
em gramas; BMH — biomassa humida total; BMS — Biomassa seca total; N — numero de

individuos usados em cada pool

2.5 Caracterizagao bioquimica
2.5.1 Quantificacdo de proteina

O teor de azoto total das amostras foi determinado pelo método de Kjeldahl (AOAC., 2016).
Este método baseia-se na conversao do azoto organico presente na amostra em azoto

amoniacal, permitindo a quantificagao por titulacdo 4cido-base.

Inicialmente, 100 mg de cada amostra foram pesados numa balanga analitica e transferidos
para tubos de Kjeldahl (Foss). Em cada tubo foram adicionados 15 mL de acido sulftrico
concentrado a 98% e uma pastilha catalisadora (Kjeltabs, Panreac), possibilitando a digestao
da matéria organica. O processo de digestdo foi realizado num digestor de blocos (Bloc Digest
6 P-Selecta, J.P. Selecta S.A., Barcelona, Espanha), consistiu no aquecimento a 180 °C

durante 20 minutos, seguido de um aumento para 380 °C durante 40 minutos, até a obtencao
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de uma solugdo limpida, indicando a completa digestdo da amostra. Durante esta etapa, todo o

azoto organico foi convertido em 10es amonio (NHx").

ApoOs a digestdo, ocorreu a etapa de destilagdo utilizando uma unidade de destilagao
semi-automatica (modelo UDK 139, Velp Scientifica, Monza-Brianza, Itdlia). A destilagdo foi
realizada em meio alcalino, adicionando-se 70 mL de hidréxido de sodio (NaOH) a 32% e 70
mL de 4gua desionizada aos tubos de Kjeldahl contendo as amostras digeridas, sendo
submetidas a destilacdo durante um periodo de 5 minutos. Em meio alcalino, o 130 amoénio
(NH+") ¢é convertido em amoniaco (NHs) caracterizado como volatil, que ¢ recolhido por

destilagdo na solugdo de 4cido borico (H;BO;)

O destilado foi recolhido num Erlenmeyer contendo 30 mL de acido borico a 4%, preparado
com os indicadores vermelho de metilo e verde de bromocresol. Durante esta etapa ocorre a

reagdo entre o amoniaco e o acido bérico, conforme a seguir representado:
NH3 + H3B03 - NH4+ + H2B03>

Posteriormente, a solucdo resultante foi titulada com uma solug¢ao padrao de acido cloridrico
(HCI) 0,1 M, até a mudanca de cor, de verde para roxo, indicando o ponto final da titulagcao. A

reacgao de titulagdao pode ser representada como:
H+ + H2B03_ — H3BO3

Para controlo, foram realizados trés ensaios em branco (sem amostra) e trés ensaios de
controlo utilizando o aminoacido glicina, preparados segundo a metodologia descrita
previamente. O teor de proteina total foi calculado a partir do teor de azoto determinado,

utilizando um fator de conversdo de azoto em proteina com o valor de 6,25 (Jones, 1931).

Fez-se o célculo da proteina total por aplicagdo da seguinte formula:

) [HCUX(V ,—V )X 14x6,25
roteina tota 0 =
(4) Proteina total(% MS) X100

My

Sendo: [HCI] concentragdo da solucdo padrao de 4cido cloridico (mol/L); V, e Vi — Volume

(mL) de HCI usado na titulagdo da amostra e do branco; m, — massa da amostra liofilizada

(mg).
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2.5.2 Quantificagdo do teor de colagénio

O conteudo de colagénio total foi estimado através da quantificacdo de hidroxiprolina,
utilizando o kit comercial Hydroxyproline Assay Kit (Merck/Sigma-Aldrich, ref MAK 463),
seguindo o protocolo do fabricante com as otimiza¢des para o estudo. As amostras de
campanulas, bragos e mucos, foram submetidas a uma hidrélise alcalina para a libertagdo da
hidroxiprolina a partir das cadeias de colagénio. A seguir, procedeu-se a reagdo de cor para a
quantificagdo da hidroxiprolina nas amostras hidrolisadas e finalmente fez-se uma estimativa
do colagénio total nas amostras, considerando que, nas medusas, o colagénio contém cerca de

4,3% de hidroxiprolina (Miki et al., 2015).

Para tal, foram pesados 10 mg de cada amostra em tubos Eppendorf de 2 mL, aos quais se
adicionaram 400 pL de hidroxido de s6dio (NaOH) 10 mol/L, em seguida os tubos foram

mantidos em estufa a 120 °C durante 2 horas.

Apos o arrefecimento, a mistura foi neutralizada com 400 uL de acido cloridrico (HCI) 10
mol/L e diluida com 800 uL de H:O ultrapura. Cada amostra foi homogeneizada em vortex
por 1 minuto e, posteriormente, centrifugada a 14.000 rcf durante 5 minutos a 15 °C, e o
sobrenadante foi recolhido. Para a quantificacao, preparou-se uma curva padrao de calibracao
a partir de uma solucdo mae de hidroxiprolina (1 mg/mL), diluindo-se 20 pL desta em 380 puL
de mistura de hidrélise (NaOH:HCI:H,0O, 1:1:2) para obter uma concentragdo de trabalho de
50 pg/mL. A partir desta solugdo, prepararam-se solu¢des diluidas de concentracdes de 37,5;

25;12,5;5e 0 pg/mL.

O ensaio colorimétrico foi realizado em placa de 96 pogos, onde se transferiram 20 uL de
cada padro, ou de amostra hidrolisada ou de mistura de hidrolise, seguidos da adi¢do de 90
uL do reagente Mix. Apds 10 minutos de incubagdo a temperatura ambiente, adicionou-se 90
uL do reagente B em cada poco, realizando-se homogeneizagdo por aspiragdo (up and down)
para assegurar a mistura da solucdo. A placa foi incubada a 37 °C durante 90 minutos e a
absorbancia foi medida a 560 nm num leitor de microplacas (Synergy H1 Hybrid Reader,
BioTek ® Instruments, EUA). Com base nos dados das solugdes padrao de hidroxiprolina,
construiu-se uma curva de calibragdo Abs versus concentragao, tendo-se obtido a seguinte

equagdo: Abs = 0,019836 x [Hidroxiprolina](ug/mL) + 0,0343 (R* = 0.999)
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O teor de colagénio das amostras (% MS) foi determinado por interpolacdo das respetivas

absorbancias na curva de calibragdo e posterior aplicacdao da seguinte formula:

o __[Hidroxiprolina]xV
(5) Colagénio (% MS) = T000x0,043xm, x100
Sendo [Hidroxiprolina] - concentracdo (pg/mL) resultante da interpolagdo da curva de
calibragdo; V - volume total da mistura de hidrolise (1,6 mL); m, — massa de amostra

liofilizada (mg)

2.5.3 Quantificacao da cinza

A determinagdo da massa de cinza, representando o contetdo de matéria mineral da amostra,
foi realizada pelo método de incineragdo direta em mufla (AOAC, 2016). Inicialmente, os
cadinhos de porcelana foram limpos, para garantir a remog¢do de possiveis contaminantes,
secos em estufa (Memmert, IF110, Alemanha) a 120 °C e transferidos para um exsicador para
arrefecer até a temperatura ambiente. Os cadinhos, foram identificados e manuseados
exclusivamente com luvas de prote¢do e pingas, enquanto vazios foram pesados numa balanca

de precisdo analitica e as suas massas registadas.

Em seguida, transferiu-se cerca de 50 miligramas (mg) de cada amostra liofilizada para o
respetivo cadinho e registou-se a massa exata de cada cadinho com a amostra. Depois os
cadinhos foram colocados na mufla (B170, Nabertherm, Alemanha), submetidos a um ciclo
de incinerag¢do. A temperatura maxima de 500 °C atingida progressivamente (em 2 horas) e
mantida pelo periodo de 4 horas e 30 minutos, tempo que permite a completa volatilizacao de

toda a matéria organica (Figura 12).

ApoOs o ciclo de incineragdo, os cadinhos foram transferidos para um exsicador para
arrefecimento a temperatura ambiente, evitando-se a absor¢do de humidade atmosférica pela
cinza. Uma vez arrefecidos, os cadinhos contendo o residuo mineral foram novamente
pesados e as massas finais registadas, o teor de cinza, expresso em percentagem de massa

seca (% MS) foi entdo calculado por aplicagdo da seguinte formula:
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(6) Cinza (% MS) = —cmmn Tcwan 40

m
(C+BMS)

Figura 12. (A)Amostras preparadas para ciclo na mufla, (B) Amostras apo6s ciclo arrefecendo.

2.5.4 Analise para determinagdo do perfil de acidos gordos — analise por GC-FID

O perfil de acidos gordos das amostras foi determinado através da cromatografia gasosa (CQG)
com detetor de Ionizacdo de Chama (FID) uma das técnicas mais utilizadas por sua elevada
sensibilidade na andlise de acidos gordos, inclusive em concentragdes vestigiais (Petrovi¢ et

al., 2010).

Inicialmente as amostras foram submetidas a transesterificagdo acida para a obtengao dos
esteres metilicos de acidos gordos (em inglés fatty acid methyl esther — FAME). Para isso, em
tubos de vidro roscados, colocaram-se aproximadamente 20 mg de cada amostra (balanca
analitica) e adicionaram-se 2 mL de solug@o de acido sulfurico (H2SO.) a 2% em metanol

(MeOH).

A seguir, as amostras foram colocadas em banho-maria, com temperatura controlada de 80 °C
durante 2 horas sendo monitoradas durante este periodo para se houvesse volume perdido por

evaporacdo ser reposto caso fosse necessario, para garantir uma reagdo eficaz. Apos o
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arrefecimento até & temperatura ambiente, foi adicionado 1 mL de Agua Ultrapura (Milli-Q)

aos frascos e em seguida 1 mL de Hexano como solvente extrator.

O conteudo de cada frasco foi agitado vigorosamente em vortex por 1 minuto e de seguida, as
amostras foram centrifugadas a 1500 X g durante 5 minutos para promover a separagao
eficiente das fases. Finalmente, transferiram-se 400 puL da fase organica superior para frascos
de vidro (vials) aos quais se adicionaram 50 uL de FAME C21:0 (padrdo interno) a 500

ug/mL em hexano.

A andlise das amostras foi feita num cromatografo gasoso Finnigan TRACE GC Ultra
(Thermo Electron Corporation,Waltham, Mildo, Italia), equipado com uma coluna capilar
Thermo TR-FAME (60 m x 0,25 mm DI, espessura de filme de 0,25 pum), um auto sampler
AS 3000 Thermo Electron Corporation e um detetor de ionizacao de chama (em inglés, Flame
ionizagdo detector - FID). O injetor (a operar em modo splitless) e o detetor, foram

programados para 250 °C, e 280 °C, respetivamente. Para a alimentagdo da chama do detetor,
utilizou-se Hidrogénio (H,) e Ar sintético fornecidos em caudais de 35 e 350 mL/min,

respetivamente. Utilizou-se Hélio (He) como gas de arraste (a 1,2 mL/min). A temperatura do
forno foi programada inicialmente para 100 °C durante 0,1 min, aumentando depois 10 °C
/min até atingir 150 °C (manteve-se neste patamar durante 1 min). De seguida, houve um
novo aumento de temperatura a 5 °C/min até atingir 200 °C (durante 15 min). Por tltimo,

fez-se um aumento de 2 °C/min até 235 °C (por 5 min).

A identificagdo dos FAMEs foi feita por comparacdo dos tempos de retencdo das amostras,
com os de misturas padrdo Supelco 37 e PUFA 1 (Sigma-Aldrich, EUA), analisadas nas
mesmas condi¢des das amostras. O teor de acidos gordos foi expresso em percentagem
relativamente a area total dos picos cromatograficos (% acidos gordos totais), e a quantidade
absoluta de cada 4cido gordo foi calculada através do método de padrao interno, por aplicagao

da seguinte formula:

AA(;X[PI]XVPI

A, xm(amostra) Hexano

g
(7) AG (2L

extrato
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Sendo: AG — o 4cido gordo a ser quantificado; PI — Padrdo interno (C21 FAME); VPI —
volume da solucdo de padrdo interno adicionado ao vial (50 pL); [PI]- concentra¢do do PI

(ng/mL); Vextrato — volume (puL) de extrato (fase organica) contendo os FAMEs adicionado
ao vial; Vyexano — Volume de hexano usado para extragdo dos FAMEs das amostras (1 mL);

ma — massa das amostras (mg).

2.6 Analise estatistica

Os valores sdo apresentados como média + desvio-padrdo, considerando trés réplicas

bioldgicas por tratamento.

A influéncia do fotoperiodo e da classe de tamanho no didmetro da campanula foi avaliada
através de uma ANOVA bifatorial, considerando como fatores o fotoperiodo (12 h luz : 12 h
escuro ¢ 24 h luz continua) e a classe de tamanho (pequena, média e grande). Para avaliar
diferengas especificas entre tratamentos dentro de cada classe de tamanho, foram realizadas
comparagdes independentes utilizando o teste ndo paramétrico de Wilcoxon, com correcao de

p-values pelo método de Holm.

A distribuicdo dos individuos pelas classes de tamanho entre tratamentos foi analisada através

de um teste exato de Fisher aplicado a tabelas de contingéncia.

Foi utilizado o teste t de Welch para a comparagao entre os regimes de iluminagdo (12 h e 24
h) nas diferentes fragdes anatdmicas nomeadamente para a massa fresca, massa seca,

humidade, proteina, colagénio e cinzas.

As comparagdes entre campanula e bragos orais foram realizadas através do teste t para
amostras emparelhadas, uma vez que ambas as fra¢des pertenciam ao mesmo pool de

medusas.

O perfil de &cidos gordos foi analisado através de PERMANOVA, sendo os padrdes de
ordenagdo visualizados por Principal Coordinates Analysis (PCO) e a contribui¢do dos

diferentes acidos gordos para a dissimilaridade entre grupos avaliada por SIMPER.

Todas as analises foram realizadas no software R (versao 4.5.2, R Core Team), considerando

um nivel de significancia de a. = 0,05.
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3. Resultados

As analises biométricas foram realizadas a nivel individual, enquanto as determinagdes de
composi¢ao bioquimica e perfil de acidos gordos foram efetuadas a partir de pools dos

individuos, garantindo assim biomassa suficiente para as analises laboratoriais.

3.1 Dados biométricos: Analise individual

Os diametros da campanula abrangeram todo o intervalo definido em Material ¢ Métodos,
confirmando a presenca simultanea de individuos pertencentes as trés classes de tamanho em

ambos 0s tratamentos.

O fotoperiodo nao teve efeito significativo no diametro da campanula (ANOVA bifatorial, p =
0,953). Como esperado, a classe de tamanho apresentou diferencas altamente significativas (p
< 0,001), validando a classifica¢ao dos individuos em classes pequena, média e grande. Nao
foi detetada interacdo entre fotoperiodo e classe de tamanho (p = 0,993), indicando que o

regime de luz ndo afetou o tamanho corporal dentro de cada classe (Figura 13).

Para confirmar este padrio, foram realizadas comparag¢des independentes entre tratamentos
dentro de cada classe de tamanho (teste de Wilcoxon). Em nenhuma das classes (pequena,
média ou grande) foram observadas diferencas significativas entre tratamentos (todas as p >
0,05 apos correcao para comparagdes multiplas), apresentando valores médios de didmetro
praticamente idénticos entre 12 h e 24 h. Estes resultados demonstram que o fotoperiodo nao

influenciou o crescimento corporal individual das medusas.
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Figura 13. Distribui¢do do didmetro da campanula (cm) de medusas cultivadas sob dois regimes de
fotoperiodo (12 h luz : 12 h escuro e 24 h luz continua), apresentada separadamente por classe de
tamanho (pequena, média e grande). Os boxplots representam a mediana e o intervalo interquartil;
os pontos correspondem a medigdes individuais.

Dado que ndo foram detetadas diferengas no tamanho individual, analisou-se a distribuicdo
dos individuos pelas classes de tamanho. A estrutura de tamanhos diferiu entre tratamentos
(Figura 14). No fotoperiodo 12 h luz : 12 h escuro, os individuos distribuiram-se de forma
relativamente equilibrada entre classes, correspondendo a 39% de individuos pequenos, 39%
médios e 22% grandes. Em contraste, no regime de luz continua verificou-se maior propor¢ao
de individuos na classe grande (40%), acompanhada por menor frequéncia de individuos

pequenos (30%) e médios (30%).

Apesar desta tendéncia consistente, as diferengas ndo atingiram significancia estatistica (teste
exato de Fisher, p = 0,074). Assim, o fotoperiodo ndo alterou o tamanho individual das

medusas, mas modificou a propor¢ao de individuos presentes em cada classe de tamanho.
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Figura 14. Estrutura de tamanhos da populagdo de medusas cultivadas sob dois regimes de
fotoperiodo (12 h luz : 12 h escuro e 24 h luz continua). Os individuos foram classificados em classes
pequena (< 1,2 cm), média (> 1,2-2,1 cm) e grande (> 2,1 cm) com base no diametro da campanula.
Apesar desta tendéncia consistente, as diferengas ndo atingiram significancia estatistica (teste
exato de Fisher, p = 0,074).

Estes resultados indicam que o fotoperiodo ndo alterou o tamanho individual das medusas,

mas influenciou a propor¢ao de individuos presentes em cada classe de tamanho.

Dado que o fotoperiodo ndo influenciou o didmetro da campanula, a massa fresca foi
analisada como indicador complementar da condi¢do corporal das medusas.

Considerando todos os individuos, a massa fresca média foi significativamente superior sob
iluminagdo continua (3,13 + 4,17 g; n = 67) comparativamente ao regime 12 h luz : 12 h

escuro (1,73 £ 1,92 g; n = 64) (ANOVA bifatorial, Fi,155 = 10,01; p = 0,0019; Figura 15).
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Figura 15. Massa fresca (média + desvio padrdo) de Phyllorhiza punctata cultivada sob dois regimes
de fotoperiodo (12 h luz : 12 h escuro e 24 h luz continua), apresentada por classe de tamanho
(pequena, média e grande).

Como esperado, a classe de tamanho teve um efeito altamente significativo na massa fresca (p
< 0,001), confirmando que individuos classificados como pequenos, médios e grandes
diferem claramente em biomassa (Figura 15). No entanto, ndo foi detetada interacdo
significativa entre fotoperiodo e classe de tamanho (p = 0,224), indicando que o efeito do
regime de luz ocorreu de forma consistente em todas as classes de tamanho.

A representacao grafica evidencia que, dentro de cada classe de tamanho, os individuos
mantidos sob ilumina¢do continua tendem a apresentar maior massa fresca, embora com
elevada variabilidade individual (Figura 15). Assim, embora o fotoperiodo nao tenha afetado
o tamanho estrutural das medusas, influenciou a sua biomassa individual.

Este padrao indica que as medusas ndo se tornaram maiores, mas tornaram-se mais pesadas.

A relagdo entre a massa fresca e o didmetro da campanula evidenciou um padrio consistente
entre tratamentos (Figura 16). Em ambos os fotoperiodos observou-se uma relagdo positiva
entre o didmetro e a massa fresca, indicando que medusas maiores apresentaram maior

biomassa corporal.
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Figura 16. Relacdo entre o didmetro da campanula (cm) e a massa fresca (g) em Phyllorhiza
punctata cultivada sob dois regimes de fotoperiodo (12 h luz : 12 h escuro e 24 h luz continua). As
linhas representam regressdes lineares para cada tratamento. Para um mesmo didmetro, as medusas
mantidas sob luz continua apresentaram maior massa fresca, indicando melhor condigao corporal
sem alteracdo do crescimento estrutural.

Contudo, para um mesmo didmetro da campanula, as medusas mantidas sob luz continua (24
h) apresentaram sistematicamente maior massa fresca do que as cultivadas sob fotoperiodo 12
h luz : 12 h escuro. Esta diferenca tornou-se mais evidente em individuos de maior dimensao,

onde a divergéncia entre as regressoes foi mais acentuada.

Este padrao demonstra que o fotoperiodo ndo influenciou o crescimento estrutural (didmetro),
mas afetou a massa corporal associada a esse tamanho. Assim, individuos com igual tamanho

externo apresentaram diferente biomassa interna consoante o regime luminoso.

3.1.1 Massa fresca (MF, g/ind)

A massa fresca das medusas apresentou diferencgas claras entre os tratamentos de 12 he 24 h
de luz em todas as fracdes analisadas. Na campanula, o MF médio aumentou de 1,78 = 1,24 g

em 12 h para 3,67 + 3,16 g em 24 h de luz. Nos bracos orais, observou-se igualmente um
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aumento da MF médio de 0,91 + 0,55 g (12 h) para 1,64 + 1,32 g (24 h) entre os dois regimes
luminosos. Em contraste, o muco apresentou valores inferiores de massa fresca e uma redugao

sob 24 h de luz (0,62 + 0,38 gem 12 h para 0,39 = 0,22 g em 24 h) (Figura 17).

W12 horas

MF (g)/ind
S

M 24 horas

Campanula Bragos Muco

Figura 17. Massa fresca (g) das diferentes fracdes anatomicas (campéanula, bragos orais e muco)

de Phyllorhiza punctata nos tratamentos de 12 h e 24 h de luz.

3.1.2 Massa seca (MS, g/ind)

A massa seca das medusas variou entre as fragdes anatomicas e entre os regimes de luz. Na
campanula, a MS média aumentou de 0,070 + 0,048 g no tratamento de 12 h para 0,145 +
0,127 g em 24 h de luz. Nos bragos orais, observou-se igualmente um aumento da massa seca
média de 0,039 + 0,024 g (12 h) para 0,062 + 0,047 g (24 h). Em contraste, o muco
apresentou valores residuais da massa seca em ambos os tratamentos, com 0,0144 = 0,0079 g
em 12 h e 0,0121 + 0,0066 g em 24 h de luz (Figura 18). Os valores médios de MS foram
superiores sob 24 h de luz nas fra¢des estruturais, acompanhando o padrdo observado para a

massa fresca.

32




0,3

0,25

0,2

0,15
W12 horas

MS (g)/ind

0,1 M 24 horas

0,05

Campanula Bragos Muco

Figura 18. Massa seca (g) das fragdes anatomicas de Phyllorhiza punctata sob diferentes regimes
deluz (12 h e 24 h).

3.2 Composicao bioquimica

3.2.1 Humidade (%)

A percentagem de humidade apresentou valores elevados em todas as fracdes anatdmicas e
em ambos os regimes de luz. Na campanula, observaram-se valores semelhantes, com 96,05 +
0,09% em 12 h e 95,9 + 0,3% em 24 h. Nos bracos orais, a humidade média foi de 95,7 +
0,1% em 12 h e 95,8 £ 0,8% em 24 h de luz. O muco apresentou os maiores teores de
humidade, com 97,6 £ 0,3% em 12 h e 96,9 £ 0,6% em 24 h de luz (Figura 19). De forma
geral, o muco destacou-se como a fragado com maior conteudo de agua, enquanto as diferengas

entre tratamentos foram reduzidas.
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Figura 19. Percentagem de humidade (%) nas fragdes anatomicas de Phyllorhiza punctata

cultivadas sob 12 h € 24 h de luz.

3.2.2 Proteina (%)

O teor de proteina, variou entre as fragdes anatomicas e entre os regimes de luz. Na
campanula, os valores médios de proteina foram inferiores aos observados nos bragos orais,
com 9,8 + 0,6% em 12 h e 7,4 £ 0,6% em 24 h. Nos bragos orais, a percentagem de proteina
foi de 21 + 2% em 12 h, diminuindo para 16 + 4% em 24 h de luz. (Figura 20). Indicando

maiores teores proteicos nas fracdes estruturais, particularmente sob o regime de 12 h de luz.
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Figura 20. Teor de proteina (%) nas fragdes anatomicas de Phyllorhiza punctata sob 12 h e 24 h de

luz.

3.2.3 Colagénio (%)

O colagénio apresentou uma distribui¢do diferenciada entre as fragdes anatomicas. Na
campanula, os valores foram mais estaveis entre os tratamentos, com 4,1 + 0,1% em 12 h e
4,1 £ 0,5% em 24 h. Nos bragos orais, o teor médio de colagénio foi de 14+ 7% em 12 h,
diminuindo para 4,4 £ 0,4% em 24 h de luz. O muco apresentou os menores teores de
colagénio, com 0,5 + 0,1% em 12 h e 0,6 £ 0,3% em 24 h de luz (Figura 21). O desvio padrao

foi mais elevado nos bragos orais, apresentando maior variabilidade entre réplicas.
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Figura 21. Teor de colagénio (% de matéria seca) nas fracdes anatomicas de Phyllorhiza punctata

nos tratamentos de 12 h e 24 h de luz.

3.2.4 Cinza (%)

O teor de cinza, indicador do conteiido mineral, variou entre as fragdes anatdomicas e o0s
regimes de luz. Na campanula, o teor de cinza foi de 67+ 5% em 12 h e 71+ 2% em 24 h. Nos
bracos orais, os valores médios de cinzas aumentaram de 52+ 9% em 12 h para 62 + 3,7% em
24 h de luz. O muco apresentou os valores mais elevados de cinzas em ambos os tratamentos,
com 77,4 + 0,5% em 12 h e 73,5 £ 0,8% em 24 h de luz (Figura 22). De forma geral, o muco
destacou-se pelo elevado contetido mineral, enquanto se observaram valores superiores de

cinzas sob 24 h de luz nas fra¢des estruturais.
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Figura 22. Contetdo de cinza (% massa seca) nas fracdes anatomicas de Phyllorhiza punctata sob

diferentes regimes de luz.

3.2.5 Perfil de acidos gordos

A distribuicao percentual das classes de acidos gordos revelou diferencas acentuadas entre as

fragdes anatomicas e entre os regimes de luz (Figura 23).

Nos bragos orais, os acidos gordos saturados (SFA) foram predominantes em ambos o0s
tratamentos, representando 88+1% sob 12 h de luz e 89+1% sob 24 h de luz. Os acidos gordos
monoinsaturados (MUFA) apresentaram valores de 12+1% em 12 h e 11+1% em 24 h. A
fragdo de acidos gordos polinsaturados (PUFA) apresentou valores reduzidos, com 0,27 +

0,43% no tratamento de 12 h e valores de zero no tratamento de 24 h.

Nas campanulas observou-se uma maior diversidade de 4cidos gordos € uma nitida influéncia
das condicdes de luz na composi¢do lipidica das amostras. Na condi¢do de 12 h de luz, os
SFA representaram 49 + 9%, os MUFA 20 + 4% e os PUFA 31 £+ 9%. Sob 24 h de luz,
observou-se um aumento de SFA para 66 + 9%, enquanto os MUFA diminuiram para 10 + 3%

e os PUFA para 24 + 9%.
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De forma geral, os bragos orais apresentaram um perfil lipidico predominante de SFA e com

reduzida presenca de PUFA, enquanto a campanula evidenciou maior diversidade na

composi¢ao das classes de acidos gordos.
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Figura 23. Classes de acidos gordos (% De Acidos Gordos totais) nas fragdes anatomicas de

Phyllorhiza punctata sob diferentes regimes de luz.

Na tabela I esta descrito o perfil de 4cidos gordos da campanula e bragos orais da Phyllorhiza

punctata cultivada nas condigdes de 12h e 24h de luz.

Tabela I — Perfil de acidos gordos das fragcdes corporais (campanula e bragos) da medusa Phyllorhiza

punctata cultivada nas condi¢des de 12h e 24h de luz.

V)
o A.G 12h campanula 24h campanula 12h bragos 24h bragos
Totais
C14:0 0,13 + 0,08 1,3 + 0,9 0,6 + 0,3 0,6 + 0,3
C15:0 29 £ 07 39 £ 07 21 £ 13 L5 = 1,7
C16:0 22 + 5 32 + 7 34 + 2 33 + 2
C17:0 1,9 + 0,3 2,2 + 0,5 52 + 0,4 54 + 0,3
C18:0 21 = 4 26 o+ 4 45 = 1 48 = 2
C20:0 0,2 + 0,1 0,1 + 0,1 0,6 + 0,1 0,4 + 0,1
C22:0 0,1 + 0,1 0,01 + 0,03 0,02 + 0,04 0,6 + 0,6
C23:0 n.d n.d 0.10 + 0.08 n.d.
Cl4:1

n5 0,3 + 0,2 0,1 + 0,1 1,1 + 0,1 0.7 + 0.2
Clé6.1

n9 0,25 + 0,05 0,05 + 0,09 n.d. n.d.
Cl6:1

n7 3 0+ 2 23 £ 09 76 £ 08 74 £ 06
Cl17:1

n7 0,6 + 0,1 n.d. 2.4 + 0,5 2,0 + 0,4
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C18:1

n9

trans 0,14 + 0,09 0,06 + 0,08 n.d. n.d.
C18:1

19 cis 106 + 28 56 + 24 002 + 004 n.d.
Cl18:1

n7 42 + 0,9 1,9 + 1,1 0,7 + 0,2 0,5 + 0,3
C20:1

n9 0,3 + 0,1 0,03 + 0,07 n.d. n.d.
C16:3

n4 n.d. 2.3 + 1,1 n.d. n.d.
Cl6:4

nl 12 + 03 22 £ 05 03 + 04 n.d.
C18:2

n6 3,7 + 0,8 1,8 + 1,3 n.d. n.d.
C18:3

n3

(ALA) 1+ 3 6 + 3 n.d. n.d.
C18:4

n3 1,6 + 0,8 0,7 + 0,5 n.d. n.d.
C20:2

n6 002 + 0,05 001 + 003 nd. n.d.
C20:3

n6 1,7 + 0,7 1,2 + 0,6 n.d. n.d.
C20:3

n3 0,7 + 0,3 0,2 + 0,2 n.d. n.d.
C20:4

n6

(ARA) 8 + 4 7 0+ 3 n.d. n.d.
C20:4

n2 0,9 + 0,4 0,4 + 0,3 n.d. n.d.
C20:5

n3

(EPA) 19 =+ 07 1,7 + 09 n.d. n.d.
C22:5

n3 0,2 + 0,1 0,2 + 0,1 n.d. n.d.
C22:6

n3

(DHA) 06 + 06 09 + 05 n.d. n.d.
SFA 49 + 9 66 + 12 88 1 89 1
MUFA 20 + 4 10 + 3 12 1 11 1
PUFA 31 + 9 24 + 9 0,3 0,4 n.d.
n-6 13 + 5 10 + - -
outros

PUFA 21 = 05 5 0+ ] - -
n-3/n-

6 1,3 + 0.4 1,0 + 0,3 - -
Total

(ug/mg

) 7 + 2 34 £ 09 50+ 15 47  + 16
nd.: ndo detetado; ALA: Acido o-linoleico; ARA: Acido Araquidonico; EPA: Acido

Eicosapentaenoico; DHA: Acido Docosaexaenoico; SFA: Total de acidos gordos saturados (Saturated
fatty acids); MUFA: Total de acidos gordos monoinsaturados (Monounsaturated fatty acid)s; PUFA:
Total de acidos gordos poliinsaturados (Poliunsaturated fatty acids); n-3: Total de acidos gordos

poliinsaturados 6mega 3; n-6: Total de 4cidos gordos poliinsaturados émega 6
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Em relagdo aos acidos gordos saturados (SFA) individuais, o 4cido palmitico (C16:0) foi o
mais abundante na campanula, apresentando valores de 22 + 5% em 12 he 32 + 7% em 24 h,
com valores proximos do acido estedrico (C18:0), que apresentou 21 =4% em 12 h e 26 £ 4%
em 24 h. Nos bragos orais, o C18:0 foi o acido gordo saturado predominante, com valores de
45 + 1% em 12 h e 48 + 2% em 24 h, superiores aos observados para o C16:0, que apresentou
34+2%em 12he 33 +£2% em 24 h.

Entre os restantes acidos gordos saturados identificados, o acido pentadecanoico (C15:0)
apresentou valores de 2,9 £ 0,7% em 12 h e 3,9 £ 0,7% em 24 h na campanula, enquanto nos
bragos orais foram registados 2,1 + 1,3% em 12 h e 1,5 = 1,7% em 24 h. O 4cido
heptadecanoico (C17:0) apresentou 1,9 + 0,3% em 12 h e 2,2 + 0,5% em 24 h na campanula,
enquanto nos bracos orais foram observados valores de 5,2 + 0,4% em 12 he 5,4 £0,3% em
24 h. Os restantes acidos gordos saturados foram detetados apenas em propor¢des reduzidas

no perfil lipidico total.

No que diz respeito aos acidos gordos monoinsaturados (MUFA) individuais, na campanula
os compostos mais abundantes corresponderam aos acidos gordos C18:1 (n-7 e n-9), seguidos
pelos C16:1 (n-9 e n-7). Nos bragos orais, os C16:1 constituiram os acidos gordos
monoinsaturados mais abundantes, enquanto os C18:1 ocorreram em propor¢des reduzidas.
Também foi detetado nos bragos orais o acido gordo C17:1, que nao foi identificado na fragdo

da campanula.

Na campanula, os acidos gordos polinsaturados (PUFA) apresentaram valores de 31 + 9% em
12 h, diminuindo para 24 + 9% em 24 h de luz, evidenciando uma reducdo do teor sob

iluminacao continua.

Nos bragos orais, os PUFA foram praticamente inexistentes, tendo sido detetado apenas um
acido gordo polinsaturado, C16:4 n-1, no tratamento de 12 h de luz, com valores reduzidos

(0,3 £0,4%), nao tendo sido detetados no tratamento de 24 h.

Os PUFA mais abundantes na campanula foram o 4cido a-linolénico (ALA, C18:3 n-3) (11 +
3%) e o acido araquidonico (ARA, C20:4 n-6) (8 = 4%).
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Em ordem de abundancia foram obtidos, os 4cidos gordos da série n-6, C18:2 n-6 (4 + 1%) e
C20:3 n-6 (2 £ 1%), os acidos gordos da série n-3, incluindo o EPA (C20:5 n-3) (2 = 1%), o
C18:4 n-3 (2 + 1%) e o DHA (C22:6 n-3) (1 = 1%). Foram ainda identificados outros PUFA,

como o C16:4 n-1 e 0 C20:4 n-2, em proporcdes reduzidas.

Os 4cidos gordos das séries n-3 e n-6 foram detetados exclusivamente na campanula. Com
valores representados em n-3 de 16 = 4% no regime de 12 h, diminuindo para 9 + 5% em 24
h, possibilitando observar uma redu¢dao do contetdo de &cidos gordos n-3 na campanula
associada ao aumento do periodo de luz. O contetdo de acidos gordos da série n-6
apresentaram valores de 13 + 5% em 12 h e 10 + 5% em 24 h, havendo também uma redug¢ao

sob iluminagao continua.

A razdo n-3/n-6 foi determinada apenas para a campanula, uma vez que somente nesta fragao
foram observados, com valores de 1,3 £+ 0,4 em 12 he 1,0 £ 0,3 em 24 h. Evidenciando uma
redugdo da razao n-3/n-6 sob iluminagdo continua, refletindo alteragdes no balango relativo

entre os acidos gordos das séries n-3 e n-6 na campanula (Figura 24).

1,8

1,6

@ 12 horas
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Campanula

Figura 24. Razio entre acidos gordos das séries n-3 e n-6 na campanula de Phyllorhiza punctata sob

diferentes regimes de luz (12 h e 24 h).

3.2.6 Teor absoluto de acidos gordos (total fatty acids - ng/mg)
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O teor absoluto de acidos gordos (ng/mg) foi utilizado como indicador indireto do contetido
lipidico das amostras, uma vez que ndo foi possivel quantificar o teor de lipidos totais das

amostras, devido a limitacao de biomassa disponivel.

O teor absoluto de acidos gordos (ng/mg) variou entre as fragdes anatdmicas e entre os
regimes de luz. Na campanula, o total de acidos gordos foi superior no tratamento de 12 h 7 +
2 pg/mg em comparagdo com 24 h de luz 3,4 + 0,9 ng/mg. Nos bragos orais, os valores
foram mais semelhantes entre tratamentos, com 5 = lpg/mg em 12 he 5 £2 pg/mg em 24 h.
Demonstrando reducao do contetdo lipidico total da campanula sob iluminagdo continua,
enquanto os bragos orais apresentaram valores relativamente estaveis entre os regimes (Figura

25).
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Figura 25. Contetudo total de acidos gordos (ng/mg) nas fragdes anatomicas de Phyllorhiza punctata

nos tratamentos de 12 h e 24 h de luz.

De forma a integrar os padrdes observados no perfil de acidos gordos e avaliar a influéncia

conjunta dos fatores analisados, foram aplicadas analises multivariadas.

A composigao de acidos gordos das diferentes fragdes anatomicas de Phyllorhiza punctata foi

analisada recorrendo a métodos multivariados, incluindo PERMANOVA, SIMPER e
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ordenagdo por PCO, de forma a avaliar os efeitos do tipo de tecido (campanula vs bragos

orais) e do fotoperiodo (12 h vs 24 h de luz).

A anélise PERMANOVA revelou diferencas significativas na composi¢ao de acidos gordos
em fun¢do do tipo de fragdo corporal e do regime de fotoperiodo, além de uma interacao
significativa entre estes fatores (iluminagdo: pseudo-F = 5,82; p = 0,0086; corpo: pseudo-F =
287,31; p = 0,0001; iluminagdo X corpo: pseudo-F = 5,71; p = 0,0068). A fracdo corporal
constituiu o principal fator de variacdao, apresentando um efeito altamente significativo e
explicando a maior propor¢do da variabilidade total (componente de variagdo = 866,94),
enquanto o efeito da iluminacdo foi significativamente inferior (14,6). A interacdo entre
iluminacdo e fragdo corporal apresentou também um contributo relevante (28,5), indicando

que o efeito do fotoperiodo depende da fracdo anatomica considerada.

Estes resultados demonstram que as diferengas na composi¢do de 4acidos gordos sdo
dominadas pelo tipo de tecido, refletindo perfis lipidicos distintos entre campanula e bragos
orais. No entanto, o regime de luz modula estes perfis de forma diferenciada entre fracdes,

nao sendo possivel interpretar o efeito do fotoperiodo de forma isolada.

De forma a identificar os compostos responsaveis pelas diferencas detetadas, foi realizada
uma analise SIMPER. Esta analise evidenciou que a dissimilaridade entre campanula e bragos
orais (42,10%) (Tabela II) foi substancialmente superior a observada entre os regimes de
fotoperiodo (8,83%) (Tabela III) , indicando que o tipo de tecido constitui o principal fator

estruturante do perfil lipidico.
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Tabela II — Analise SIMPER das diferengas no perfil de 4cidos gordos entre a campanula e os bragos
orais de Phyllorhiza punctata (cut-off = 70%).

Acidos gordos ~ Campanula  Bragos orais Dissimilitude Contribuigdo (%) Cumulativo (%)
média

C18:1 n-9 2,10 0,01 5,61 13,33 13,33

C20:4 n-6 2,04 0,00 5,61 13,32 26,64
(ARA)

C18:3n-3 2,09 0,00 5,57 13,24 39,89
(ALA)

C18:2 n-6 1,20 0,00 3,11 7,38 47,26

Cl17:1n-7 0,22 1,15 2,75 6,52 53,79

C20:5n-3 1,00 0,00 2,70 6,42 60,21
(EPA)

C16:1 n-7 1,26 2,14 2,48 5,90 66,11

C18:1 n-7 1,28 0,46 2,29 5,43 71,54
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Tabela I1I — Analise SIMPER das diferengas no perfil de acidos gordos entre os regimes de
fotoperiodo (12 h vs 24 h de luz).

Acidos gordos 24h 12h  Dissimilitude média Contribuicdo (%) Cumulativo (%)

C15:0 1,15 1,21 1,22 13,85 13,85
C18:1n-7 0,66 1,09 1,01 11,49 25,34
C17:1n-7 0,62 0,85 0,77 8,76 34,10

C18:3n-3 (ALA) 0,79 1,21 0,67 7,58 41,67
C18:1n-9 0,80 1,22 0,66 7,49 49,17
C18:2n-6 0,40 0,76 0,64 7,20 56,37
C16:1 n-7 1,70 1,77 0,63 7,17 63,54

C16:0 3,50 3,35 0,52 5,85 69,39
C18:4n-3 0,23 0,46 0,49 5,54 74,93

As diferengas entre fragdes corporais foram principalmente explicadas por acidos gordos
polinsaturados (PUFA), nomeadamente C18:1 n-9, C20:4 n-6 (ARA) e C18:3 n-3 (ALA), que
apresentaram elevada abundancia na campanula e valores residuais ou auséncia nos bragos
orais. Estes compostos contribuiram individualmente com mais de 13% para a dissimilaridade
total, destacando-se como os principais responsaveis pela separagdo entre tecidos.
Adicionalmente, outros acidos gordos como C18:2 n-6 e C20:5 n-3 (EPA) reforgaram este

padrao, evidenciando uma maior diversidade e complexidade lipidica na campanula.
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Em contraste, os bragos orais apresentaram um perfil mais homogéneo, dominado por acidos
gordos saturados e monoinsaturados, com menor contribuicdo de PUFA. Esta diferenca
estrutural entre tecidos € corroborada pela elevada similaridade interna observada nos bragos
orais (96,27%) (Tabela IV), comparativamente a campanula (88,60%) (Tabela V), indicando

menor variabilidade na composic¢do lipidica desta fragao.

Tabela IV — Analise SIMPER da similaridade dos bragos orais.

Acidos gordos  Abundancia média Contribui¢do (%) Cumulativo (%)
C18:0 3,86 28,86 28,86
C16:0 3,54 26,25 55,11

C16:1 n-7 2,14 15,66 70,77
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Tabela V — Analise SIMPER da similaridade da campanula.

Acidos gordos Abundancia média Contribuicdo (%) Cumulativo (%)
C16:0 3,32 16,56 16,56
C18:0 3,21 16,07 32,63

C18:1n-9 2,10 9,41 42,04
C18:3 n-3 (ALA) 2,09 9,10 51,14
C20:4 n-6 (ARA) 2,04 8,91 60,06

C15:0 1,48 7,17 67,23
C16:1 n-7 1,26 5,43 72,66

Relativamente ao efeito do fotoperiodo, as diferencas observadas foram mais subtis e
associadas a d4cidos gordos de menor contribuicdo relativa. Os principais compostos
responsaveis pela dissimilaridade entre 12 h e 24 h de luz incluiram C15:0, C18:1 n-7 ¢ C17:1
n-7, com contribui¢des individuais entre 8% e 14%. Foram também observadas variagdes em
alguns PUFA, como C18:3 n-3 (ALA) e C18:2 n-6, embora sem alterar o padrao global da

composi¢ao lipidica.

A ordenacao PCO (Figura 26) corroborou os resultados da PERMANOVA, evidenciando uma
clara separagdo entre as fragdes campanula e bragos orais ao longo do primeiro eixo principal.
O eixo PCO1 explicou 94,6% da variacao total, representando o principal gradiente de

diferenciagdo na composi¢ao de acidos gordos.
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As amostras de campanula agruparam-se no lado positivo do eixo PCO1, enquanto os bragos
orais se concentraram no lado negativo, indicando diferencas marcadas entre tecidos. O
segundo eixo (PCO2) explicou apenas 4,1% da variacdo total, evidenciando uma separacao
mais subtil associada ao regime de fotoperiodo, o que reforca o efeito secunddrio da

iluminagao na estrutura do perfil lipidico.

A projecao dos vetores dos acidos gordos indicou que a campanula se encontra associada a
acidos gordos polinsaturados (PUFA), incluindo C18:3 n-3 (ALA), C20:5 n-3 (EPA), C22:6
n-3 (DHA) e C20:4 n-6 (ARA), refletindo um perfil mais funcional e metabolicamente ativo.
Em contraste, os bracos orais foram caracterizados por maiores propor¢des de acidos gordos

saturados e monoinsaturados, como C16:0 e C18:0, evidenciando um perfil mais estrutural.
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Figura 26. Ordenagdo por analise de coordenadas principais (PCO) baseada em distidncias de
Bray-Curtis obtidas a partir de dados de composicao de acidos gordos transformados por log(x+1). O
primeiro eixo (PCOI1) explica 94.6% da variacdo total e separa claramente as fragcdes corporais
(campanula e bragos), enquanto o segundo eixo (PCO?2), responsavel por 4.1% da variacdo,
evidencia diferencas associadas ao regime de iluminagdo (24 h e 12 h). Os vetores representam os
acidos gordos com maior contribuigdo para a ordenacdo, indicando a associa¢do da campanula a
acidos gordos polinsaturados e dos bragos a acidos gordos saturados e monoinsaturados.

Em conjunto, os resultados das analises multivariadas indicam que o tipo de fragcdo corporal
exerce um efeito dominante na composi¢do de acidos gordos, enquanto o fotoperiodo atua

como um fator secundario, induzindo alteragdes mais discretas no perfil lipidico das medusas.

4. Discussao

Dados biométricos

Diametro

O diametro da campanula ndo apresentou diferencas significativas entre os regimes de luz,
indicando auséncia de efeito do fotoperiodo no crescimento estrutural de Phyllorhiza
punctata, este resultado sugere que o crescimento estrutural poderd ser menos sensivel ao
regime de luz do que outros parametros fisioldgicos, sendo possivelmente mais dependente da
disponibilidade alimentar ou de fatores energéticos. Em cifomedusas simbiodticas, a relacdo
entre crescimento corporal e disponibilidade de luz esta frequentemente associada a presenga
de zooxantelas, que realizam fotossintese e transferem compostos organicos para o hospedeiro

(Davy et al., 2012; Yellowlees et al., 2008; Medina et al., 2021).

A energia derivada da fotossintese contribui significativamente para o metabolismo do
hospedeiro, permitindo que uma fracao consideravel das necessidades energéticas seja suprida
por compostos como glicose e glicerol (Muscatine & Porter, 1977). Esta transferéncia de
carbono fotossintético tem sido observada em espécies como Cassiopea xamachana e
Mastigias papua, nas quais a atividade fotossintética dos simbiontes contribui diretamente

para o crescimento ¢ desenvolvimento (Freeman et al., 2016; Ohdera et al., 2018).

49



No entanto, os resultados obtidos nesta investigagdo sugerem que o aumento da
disponibilidade luminosa ndo se traduziu num aumento do crescimento estrutural, medido
através do didmetro da campanula. Este padrao pode indicar que a energia adicional
proveniente da fotossintese foi direcionada para outros processos fisiologicos, como a
acumulacdo de biomassa ou alteragdes metabodlicas, em vez de promover aumento do
tamanho corporal. Este redirecionamento energético pode refletir uma estratégia fisiologica na
qual o investimento em reservas energéticas ou manutengao celular ¢ prioritario diante do
crescimento estrutural, especialmente em condi¢cdes ambientais que nao limitam diretamente a

sobrevivéncia do organismo.

Entretanto, a relagdo entre intensidade luminosa e crescimento em cnidérios simbidticos nao ¢
linear, uma vez que niveis elevados de luz podem induzir stress fisiologico associado a
producdo de espécies reativas de oxigénio durante a fotossintese (Lesser, 2006). Este
fenémeno pode limitar a eficiéncia metabdlica da simbiose quando a irradiancia excede os
niveis fisiologicos 6timos, afetando o crescimento estrutural, reforcando o padrido de que
existe um Otimo de irradidncia para maximizar a eficiéncia da simbiose, sendo que tanto
niveis reduzidos como excessivos de luz podem comprometer o balango energético do sistema

hospedeiro-simbionte.

Massa fresca

Em contraste com o didmetro, a massa fresca das medusas apresentou diferencas entre os
regimes luminosos, com valores médios superiores sob iluminacdo continua, principalmente
na fracdo da campanula, demonstrando que os individuos ndo se tornaram maiores, mas
tornaram-se mais pesados, sugerindo um aumento da condi¢do corporal, este aumento pode
ndo refletir apenas crescimento em termos de biomassa organica, mas também alteragdes na
retengdo de agua nos tecidos, uma vez que pequenas variagdes na composicao da mesogleia

podem resultar em alteragdes significativas na massa fresca.

O aumento da massa fresca sob luz continua poderd indicar uma maior acumulagdo de
reservas ou alteragdes no conteudo de agua dos tecidos, possivelmente associadas a um
aumento da atividade metabolica mediada pelas zooxantelas, este efeito estd diretamente
relacionado com a intensificacdo da fotossintese sob maior disponibilidade luminosa, que

aumenta a producdo de compostos organicos, como glicose e lipidos, posteriormente
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utilizados pelo hospedeiro em processos anabdlicos (Falkowski et al., 1984; Muscatine et al.,
1981). Nas medusas, a massa fresca ¢ influenciada pela 4dgua e devido a estrutura da
mesogleia, que constitui a maior parte dessa biomassa corporal, tal fragdo ¢ composta
principalmente por agua, colagénio e glicoproteinas, podendo representar mais de 95% da

massa total destes organismos (Lucas, 2001).

No regime de 24 horas de luz este aumento pode refletir uma maior acumula¢ao de biomassa
associada ao aumento da atividade metabolica das zooxantelas. Em organismos simbioticos,
os produtos da fotossintese podem ser utilizados pelo hospedeiro para processos
biossintéticos, incluindo a producdo de componentes estruturais da matriz extracelular, como
observado também por Rédecker et al., 2021. Sendo assim, a maior disponibilidade de energia
metabolica derivada da fotossintese possibilita o crescimento tecidual e a expansdao da
mesogleia, para além disso, a expansdao da mesogleia pode representar uma estratégia de
armazenamento energético de baixo custo metabdlico, permitindo ao organismo acumular

reservas sem um aumento proporcional na atividade celular.

De acordo com Freeman et al., 2016 em estudo com Cassiopea, a produtividade fotossintética
dos simbiontes pode fornecer uma parte substancial da energia necessaria para a manutengao
metabolica e crescimento do organismo. Assim, o aumento da massa fresca observado no
presente estudo pode refletir um maior aporte energético proveniente da simbiose

fotossintética sob condi¢cdes de maior disponibilidade luminosa.

Massa seca

Com a massa seca representando a fragdo organica e mineral remanescente apds remocao da
agua, incluindo proteinas estruturais, colagénio, lipidos e outros componentes celulares. Os
resultados obtidos indicaram um aumento da massa seca nas fragcdes estruturais sob o regime
de 24 horas de luz, sugerindo que a disponibilidade luminosa pode influenciar a sintese de
biomoléculas estruturais em Phyllorhiza punctata, este aumento sugere uma maior
incorporagdao de carbono organico nos tecidos, refletindo uma intensificagdo dos processos
biossintéticos dependentes da energia fornecida pela simbiose fotossintética. Uma vez que, os
compostos organicos produzidos pelas zooxantelas podem ser utilizados pelo hospedeiro na

sintese de proteinas, lipidos e outros constituintes celulares (Davy et al., 2012).
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A transferéncia de metabolitos fotossintéticos entre simbionte e hospedeiro constitui um dos
mecanismos fundamentais que sustentam a produtividade metabdlica da simbiose. Segundo
Réadecker et al., 2021 a assimilagao de carbono derivado da fotossintese pode estimular a
sintese de biomoléculas no hospedeiro e influenciar diretamente o crescimento e a

composi¢ao bioquimica dos tecidos.

Desta forma, o aumento da massa seca observado sob iluminacdo continua pode refletir uma
maior incorporagdo de biomassa estrutural associada ao aumento da disponibilidade de
carbono fixado pelas zooxantelas. Entretanto, a variagdo constatada entre as fracdes
anatomicas sugere que diferentes tecidos podem responder de forma distinta as condi¢des
ambientais, refletindo diferencas funcionais na organizagdo estrutural e metabdlica do
organismo. Esta heterogeneidade funcional € consistente com a organizacdo nas quais,
diferentes regides anatomicas apresentam graus distintos de atividade metabdlica e

dependéncia da simbiose (Muscatine et al., 1981).

Composiciao bioquimica

Humidade

Os valores elevados de humidade correspondentes as diferentes fracdes anatdmicas sdo
consistentes com a composicdo tipica das medusas, cuja biomassa ¢ composta
predominantemente por agua (Jarms & Morandini, 2019). Podendo representar mais de
95-97% da massa total do organismo, sendo a fracdo restante composta principalmente por

proteinas estruturais, minerais e lipidos (Hsieh et al., 2001; Lucas, 2001).

A presenca da mesogleia, matriz extracelular gelatinosa que constitui a maior parte do corpo
desses organismos, estd associada a hidratacdo elevada, por ser composta essencialmente de
agua, fibras de colagénio e proteoglicanos (Parisi et al., 2021). Esta estrutura possibilita que
as medusas mantenham grandes dimensdes corporais com um investimento energético
relativamente reduzido em biomassa celular, desempenhando também papel importante na
ecologia destes organismos. Visto que, a baixa densidade corporal resultante da elevada
proporcao de agua facilita a flutuabilidade e permite que as medusas se mantenham na coluna

de 4gua com baixo custo energético (Arai, 1997; Lucas, 2001).
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Nesta investigacdo, o muco apresentou valores de humidade ligeiramente superiores as
restantes fragcdes anatomicas. Este resultado € consistente com a natureza altamente hidratada
do muco, por ser composto principalmente de glicoproteinas e mucopolissacarideos capazes
de reter grandes quantidades de dgua. Nas medusas, o muco desempenha diversas fungdes
ecoldgicas e fisiologicas, incluindo prote¢do contra predadores, captura de particulas e
interacdo com o ambiente circundante (Pitt & Purcell, 2009). Este elevado teor de agua
também implica que pequenas alteracdes na fracdo organica podem ter -efeitos
desproporcionais na composi¢do bioquimica relativa, devendo ser consideradas na

interpretacdo dos resultados.

Proteina

O teor de proteina apresentou diferengas entre as fragdes anatdmicas, com valores mais
elevados nos bracos orais em comparagdo com a campanula. Esta diferenga esta de acordo
com a organizagdo estrutural, uma vez que os bragos orais apresentam maior densidade
celular e estdo diretamente envolvidos em fungdes, tais como, captura de alimento, digestao e
transporte de particulas para a cavidade gastrovascular (Lucas & Pitt, 2010). Como
consequéncia, estes tecidos apresentam maior quantidade de proteinas estruturais e
enzimaticas associadas a atividade metabdlica destas regides, este padrio reforca a

especializacao funcional dos tecidos, sendo os bragos orais regides metabolicamente mais

ativas e diretamente envolvidas na aquisi¢ao e processamento de nutrientes.

Nas medusas, a composi¢ao proteica ¢ dominada principalmente por proteinas estruturais da
matriz extracelular, principalmente pelo colagénio e outras glicoproteinas associadas a
mesogleia. Estudos sobre composi¢ao bioquimica de diferentes espécies de medusas indicam
que as proteinas representam uma fracdo importante da matéria organica destes organismos,
podendo atingir valores elevados quando expressas em base de massa seca (Leone et al.,
2015). Em algumas espécies, como Rhizostoma pulmo e Cotylorhiza tuberculata, foi
observado que uma propor¢do significativa desta fracdo proteica corresponde a colagénio,
podendo representar até cerca de metade do contetido proteico total (Leone et al., 2015;

Khong et al., 2016).
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A distribui¢do das proteinas entre diferentes regides anatomicas também foi descrita na
espécie Aurelia aurita, nas quais os tecidos associados aos bragos orais apresentam
frequentemente maior teor proteico devido a presenga de musculos, cnidocitos e estruturas
digestivas especializadas (Lucas, 2001). Deste modo, os resultados observados neste estudo
refletem diferencas funcionais entre os tecidos da medusa Phyllorhiza punctata, com mais

proteinas estruturais e funcionais nas regides diretamente envolvidas na alimentacao.

Colagénio

O colagénio constitui um dos principais componentes estruturais da mesogleia e desempenha
um papel fundamental na manuten¢do da integridade mecanica e elasticidade do corpo das
medusas (Bergheim & Ozbek, 2019). As fibras de colagénio formam uma rede tridimensional
que permite um suporte estrutural aos tecidos gelatinosos e contribui para a resisténcia

mecanica do organismo (Lucas, 2001; Parisi et al., 2021).

Os valores de colagénio obtidos nesta investigacdo foram mais elevados nos bragos orais,
refletindo possivelmente diferencas na organizagdo estrutural entre as diferentes regides
anatomicas. Os bracos orais sdo estruturas que participam ativamente na captura e
manipulagdo de presas e podem requerer maior suporte estrutural para suportar forcas
mecanicas associadas a estas fungdes (Arai, 1997). Para além da fungdo mecéanica, a
organizagdo do colagénio pode também influenciar a difusdo de nutrientes e metabolitos

através da mesogleia, desempenhando um papel indireto na fisiologia do organismo.

A presenca de colagénio nas medusas, além da sua importancia estrutural, tem também
despertado interesse crescente devido ao seu potencial biotecnoldgico. O colagénio extraido
de cifomedusas apresenta propriedades estruturais semelhantes as de outros colagénios
marinhos e tem sido investigado para aplicacdes biomédicas, farmac€uticas e cosméticas
(Leone et al., 2015; Hoyer et al., 2014). A distribuicdo de colagénio observada nesta
investigagdo reflete a organizacdo estrutural do organismo e o potencial valor biotecnoldgico

destes compostos.

Cinza
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O teor de cinza representou a fracdo mineral da amostra e corresponde principalmente a
presenca de sais dissolvidos e outros compostos inorganicos. Em organismos gelatinosos
marinhos, o conteudo mineral pode ser relativamente elevado devido a elevada
permeabilidade dos tecidos e a presenca de dgua do mar retida na matriz da mesogleia (Hsieh

etal., 2001).

No presente estudo, 0 muco apresentou os valores mais elevados de cinzas em comparagao
com as restantes fracdes anatomicas. Este resultado pode estar relacionado com a capacidade

do muco em adsorver e acumular particulas e sais dissolvidos presentes na agua do mar.

O muco produzido por medusas desempenha diversas fungdes ecoldgicas, incluindo protecao
contra predadores, captura de particulas alimentares e interagdo com o ambiente circundante
(Pitt & Purcell, 2009). A sua composi¢ao quimica pode incluir além de mucopolissacarideos,
proteinas e diversos compostos minerais provenientes do meio. Assim, os valores elevados de
cinzas observados nesta fracdo refletem a natureza altamente interativa do muco com o
ambiente aquatico, este padrao sugere que o muco pode atuar como interface quimica entre o
organismo € o meio, acumulando ndo s6 particulas, mas também compostos dissolvidos

relevantes para a fisiologia da medusa.

Perfil de acidos gordos

Os acidos gordos saturados constituiram a fragdo dominante do perfil lipidico nas fragdes
analisadas, particularmente nos bragos orais, evidenciando diferencas claras na organizacao
metabolica e estrutural entre as regides anatomicas da medusa. A predominancia de SFA em
tecidos estruturais tem sido amplamente descrita em organismos marinhos gelatinosos e esta
associada ao papel destes compostos na estabilidade das membranas celulares, visto que ¢
particularmente relevante em condi¢des de stress ambiental, nas quais a integridade das

membranas celulares € essencial para a manuten¢ao da homeostase celular.

Devido a auséncia de ligagcdes duplas nas suas cadeias hidrocarbonadas, os SFA apresentam

[P

maior rigidez molecular, conferindo maior estabilidade estrutural e menor suscetibilidade

o

oxidagdo quando comparados com &cidos gordos insaturados (Parrish, 2009). Tal padrao

consistente com a andlise SIMPER, que identificou os dacidos gordos saturados e
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monoinsaturados como principais contribuintes para a similaridade interna dos bragos orais,
enquanto os acidos gordos polinsaturados foram determinantes na diferenciagao da

campanula.

Esta elevada proporcdo de SFA pode refletir uma maior contribui¢do de lipidos estruturais
associados as membranas celulares, particularmente em tecidos com elevada densidade
celular. Os bragos orais, sendo estruturas diretamente envolvidas na captura, manipulacio e
digestdo de alimento, apresentam maior complexidade funcional e maior quantidade de
células especializadas, o que implica em uma maior abundancia de membranas celulares e,
consequentemente, de fosfolipidos ricos em 4cidos gordos saturados. Este padrdo tem sido
descrito em outras medusas, como Cotylorhiza tuberculata e Rhizostoma pulmo, nas quais os
tecidos associados aos bracos orais apresentam perfis lipidicos dominados por SFA (Leone et

al., 2015).

Estudos em medusas como Cassiopea xamachana e Mastigias papua demonstraram que
tecidos associados a fungdes estruturais ou musculares apresentam maior proporg¢ao de acidos
gordos saturados, refletindo a necessidade de estabilidade mecanica e integridade estrutural
das membranas celulares (Freeman et al., 2016; Ohdera et al., 2018). Estes resultados
reforcam que a distribuicdo dos SFA ndo ¢ aleatoria, mas sim fortemente dependente da

funcao dos tecidos e da sua organizagao fisiologica.

Para além do seu papel estrutural, a elevada propor¢ao de SFA pode também estar associada a
mecanismos de prote¢do contra o stress oxidativo. Em organismos simbioticos expostos a luz,
a atividade fotossintética das zooxantelas pode levar a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), especialmente quando a irradiancia excede os niveis Otimos para o
funcionamento do sistema fotossintético (Lesser, 2006). Sendo assim, os acidos gordos
saturados, por serem menos suscetiveis a peroxidacao lipidica, podem contribuir para a

manutencdo da integridade das membranas celulares em condigdes de stress.

O aumento relativo de SFA pode ser interpretado ndo apenas como uma caracteristica
estrutural dos tecidos, mas também como uma possivel resposta adaptativa a condigdes
ambientais que promovem stress oxidativo, podendo ser interpretado como um mecanismo de
remodelacdo lipidica, no qual a composicdo das membranas ¢ ajustada para minimizar danos
oxidativos e preservar a funcionalidade celular. Este tipo de ajustamento tem sido descrito em

diversos organismos marinhos, nos quais alteracdes na composi¢ao lipidica das membranas
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refletem estratégias fisiologicas para aumentar a resisténcia celular a condigdes adversas

(Lesser, 2006; Hulbert, 2005).

Em medusas simbioticas, a composicao lipidica do hospedeiro pode ser parcialmente
modulada pela atividade metabdlica das zooxantelas. Embora estes simbiontes sejam
conhecidos por produzir predominantemente acidos gordos insaturados, o hospedeiro pode
metabolizar, modificar ou redistribuir estes compostos de forma diferenciada entre os tecidos,
contribuindo para variagdes regionais na composicao lipidica (Papina et al., 2003; Imbs &
Yakovleva, 2012). Desta forma, a elevada propor¢ao de SFA observada nos bragos orais pode
resultar ndo apenas da fung@o estrutural destes tecidos, mas também da interacdo metabolica
entre hospedeiro e simbionte. Refletindo uma combinagdo de fatores estruturais, funcionais e
fisiologicos, incluindo a organizacdo dos tecidos, a necessidade de estabilidade das
membranas celulares e possiveis mecanismos de adaptagdo ao stress oxidativo associado a

simbiose fotossintética.

Em contraponto com o predominio de acidos gordos saturados nos bragos orais, os acidos
gordos monoinsaturados (MUFA) apresentaram proporcoes relativamente mais elevadas na
campanula, evidenciando diferengas metabolicas e funcionais entre as regides anatomicas da
medusa. Esta distribui¢do sugere que, enquanto os bragos orais refletem predominantemente
fungdes estruturais e mecanicas, a campanula podera estar mais associada a processos

metabolicos dinamicos, influenciados pela presenca de simbiontes fotossintéticos.

Os MUFA possuem uma unica ligagdo dupla na cadeia carbdnica, o que lhes confere maior
flexibilidade estrutural em compara¢do com os acidos gordos saturados, contribuindo para a
regulacdo da fluidez das membranas celulares (Parrish, 2009).Esta propriedade ¢ fundamental
para a manutencdo da funcionalidade celular, permitindo que as membranas se adaptem a
variagdes ambientais, sendo assim, a maior propor¢do de MUFA na campanula pode refletir
uma necessidade de aumento na regulag¢do da fluidez membranar em tecidos mais expostos a
radiagdo luminosa e, consequentemente, sujeitos a maior variabilidade metabdlica, esta
regulacdo ¢ essencial para o funcionamento de proteinas de membrana, incluindo
transportadores e enzimas, cuja atividade depende diretamente das propriedades fisicas da

bicamada lipidica. Neste contexto, os MUFA desempenham um papel intermédio entre os

SFA e os PUFA, podendo participar tanto em fung¢des estruturais quanto em processos
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metabolicos associados ao armazenamento e mobiliza¢do de energia (Parrish, 2009; Los &

Murata, 2004).

A maior proporcdo de MUFA observada na campanula pode estar associada a uma maior
densidade de zooxantelas e a uma maior atividade fotossintética nesta regido, resultando
numa maior disponibilidade de compostos organicos derivados da fotossintese. Estes
compostos podem ser posteriormente convertidos ou integrados no metabolismo lipidico do
hospedeiro, contribuindo para a composi¢ao observada (Freeman et al., 2016; Sikorskaya et
al., 2022). Esta variagdo na propor¢cdo de MUFA entre fracdes anatomicas pode também
refletir diferengas na dindmica metabdlica entre tecidos. Enquanto os bragos orais apresentam
maior especializagdo estrutural e funcional, a campanula pode atuar como uma regido
metabolicamente mais ativa, integrando tanto processos autotroficos associados a simbiose

quanto processos heterotroficos.

Assim, os resultados obtidos sugerem que os MUFA desempenham um papel relevante na
adaptacdo metabolica de Phyllorhiza punctata, refletindo nao apenas a organizagdo funcional
dos tecidos, mas também a influéncia da simbiose fotossintética na modulagao da composicao
lipidica. Esta interacdo entre estrutura, metabolismo e simbiose refor¢a a complexidade do
sistema hospedeiro-simbionte e a sua importancia na regulacdo do metabolismo lipidico em

medusas simbiodticas (Papina et al., 2003; Freeman et al., 2016).

Em continuidade com o padrao observado para os acidos gordos monoinsaturados, os acidos
gordos polinsaturados (PUFA) apresentaram maior abundancia na campanula, reforcando a
ideia de que esta regido anatomica se encontra mais diretamente associada a atividade
metabodlica dos simbiontes fotossintéticos. Estes compostos desempenham fungdes
fundamentais na fisiologia celular, particularmente na manutencao da fluidez das membranas
celulares, na regulacdo de processos metabdlicos e na organizagdo estrutural das bicamadas

lipidicas (Parrish, 2009; Botana et al., 2025).

Devido a presenga de duas ou mais ligacdes duplas na sua estrutura, os PUFA apresentam
elevada flexibilidade molecular, o que os torna essenciais para a funcionalidade das
membranas celulares, mas simultaneamente mais suscetiveis a oxidagao, este processo ocorre
através de reacdes em cadeia de peroxidacdo lipidica, nas quais os radicais livres atacam as
ligacdes duplas dos PUFA, levando a formacao de hidroperéxidos lipidicos e a degradagdo

das membranas celulares (Halliwell & Gutteridge, 2015).
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Estes 4cidos gordos podem ter multiplas origens, incluindo a dieta heterotrofica, a sintese pelo
hospedeiro ou a produgdo pelas zooxantelas associadas. Em cnidarios simbidticos, diversos
estudos indicam que os dinoflagelados possuem vias metabodlicas capazes de sintetizar uma
ampla gama de PUFA, que podem posteriormente ser transferidos para os tecidos do

hospedeiro (Papina et al., 2003; Imbs & Yakovleva, 2012).

A maior abundancia de PUFA na campanula observada neste estudo esta, portanto, fortemente
associada a presenca de zooxantelas e a sua atividade fotossintética sendo reforcado pela
analise SIMPER, que identificou compostos como ALA (C18:3 n-3), ARA (C20:4 n-6) e EPA
(C20:5 n-3) como os principais responsaveis pela dissimilaridade entre campanula e bragos
orais. Este padrdo tem sido descrito em outras medusas simbidticas, como Cotylorhiza
tuberculata e Cassiopea, nas quais os tecidos mais expostos a radiacdo luminosa apresentam
maior propor¢do de acidos gordos insaturados, como ja citado, refletindo a contribuicdo

metabolica dos simbiontes (Leone et al., 2015; Freeman et al., 2016).

A influéncia do fotoperiodo revelou-se particularmente evidente na modulacdo destes
compostos. A predominancia de PUFA na campanula foi mais expressiva no regime de 12
horas de luz, enquanto sob 24 horas de iluminagdo continua se observou uma redugao
significativa destes acidos gordos. No entanto, este efeito deve ser interpretado em interacao
com a fragdo corporal, uma vez que a resposta ao fotoperiodo ndo foi uniforme entre tecidos,
conforme evidenciado pela PERMANOVA. Estes resultados sugerem que um regime de luz
moderado favorece a sintese e manutengdo de PUFA, enquanto a exposi¢cdo continua a luz
pode induzir alteragdes no metabolismo lipidico da medusa e dos seus simbiontes, esta
reducdo de acidos gordos polinsaturados pode estar associada a sua maior suscetibilidade a
oxidagdo, uma vez que estes compostos sdo particularmente vulneraveis a agao de espécies

reativas de oxigénio, que podem aumentar sob condi¢des de iluminacao continua.

Este efeito pode estar associado a fenomenos de fotoinibi¢do, que ocorrem quando a energia
luminosa absorvida excede a capacidade de processamento do sistema fotossintético das
zooxantelas, estd frequentemente associada a sobrecarga do fotossistema II, resultando em
fuga de eletrdes e aumento da formacao de espécies reativas de oxigénio. Nestas condigdes,
verifica-se um aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), resultando em
stress oxidativo e comprometimento da eficiéncia fotossintética (Lesser, 2006; Oakley &

Davy, 2018).
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Uma vez que os PUFA sdo particularmente suscetiveis a peroxidagdo lipidica devido a
presenca de multiplas ligacdes duplas, estes compostos tendem a ser preferencialmente
degradados em condi¢des de stress oxidativo. Como consequéncia, pode ocorrer uma
diminuicdo relativa da sua proporc¢do nos tecidos, acompanhada por uma reorganizagdo da
composicao lipidica das membranas celulares, favorecendo 4cidos gordos mais estaveis, como

os saturados e monoinsaturados (Parrish, 2009; Imbs & Yakovleva, 2012).

Assim, a redugdo de PUFA observada no regime de luz continua pode refletir um ajustamento
fisiologico tanto do hospedeiro como das zooxantelas, pode envolver ndo s6 a degradacdo
seletiva de PUFA, mas também a sua substituicao por acidos gordos mais estaveis, alterando a
composi¢do das membranas de forma adaptativa, no qual ocorre uma modificagdo da
composi¢ao lipidica das membranas celulares com o objetivo de aumentar a resisténcia ao
stress oxidativo, este tipo de resposta tem sido descrito em outros organismos fotossintéticos e

simbidticos (Imbs & Yakovleva, 2012; Oakley & Davy, 2018).

Enquanto no regime de 12 horas de luz seguido de 12 horas de escuro, parece proporcionar
condi¢gdes mais equilibradas para a atividade fotossintética, permitindo nao s6 uma producao
eficiente de compostos organicos, mas também a manutencao de 4dcidos gordos polinsaturados
nos tecidos da medusa. Este equilibrio entre producdo e estabilidade metabolica podera ser
fundamental para a manutengdo de um perfil lipidico mais diversificado e funcional (Ohdera
et al., 2018). Em conjunto, estes resultados indicam que os PUFA constituem um componente
altamente sensivel as condigdes ambientais, particularmente ao fotoperiodo, refletindo a
interacdo dinamica entre metabolismo lipidico, atividade fotossintética e mecanismos de

resposta ao stress em Phyllorhiza punctata.

Nos acidos gordos das séries n-3 e n-6 apresentaram padrdes de distribuicdo semelhantes,
sendo detetados exclusivamente na campanula. Esta distribuigdo refor¢a a associagdo destes
compostos com os tecidos onde ocorre maior atividade fotossintética, evidenciando a
influéncia direta das zooxantelas na composic¢do lipidica do hospedeiro (Ohdera et al., 2018;

Rédecker et al., 2021).

Os acidos gordos da série n-3 desempenham um papel fundamental na manutencgao da fluidez
das membranas celulares e na regulagdo de diversos processos metabolicos, sendo
particularmente relevantes em organismos marinhos devido a sua elevada insaturacao,

tornando-os particularmente vulneraveis a peroxidacao lipidica, o que pode explicar a sua
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reducdo mais acentuada sob condi¢des de stress oxidativo (Davy et al., 2012; Svetashev,
2025). Neste estudo, os valores de acidos gordos n-3 foram superiores no regime de 12 horas
de luz, enquanto sob iluminagdo continua se observaram valores mais reduzidos. Este padrao
¢ consistente com a resposta observada para os PUFA, sugerindo que condi¢cdes de
fotoperiodo equilibrado favorecem a produg@o e manutengdo destes compostos nos tecidos da

medusa.

De forma semelhante, os acidos gordos da série n-6 apresentaram distribuicdo restrita a
campanula e valores mais elevados no regime de 12 horas de luz. Estes compostos, para além
do seu papel estrutural nas membranas celulares, participam em processos de sinalizacdo
celular e na sintese de moléculas bioativas envolvidas em respostas fisioldgicas (Calder,
2015). A sua presenca nos tecidos mais expostos a luz refor¢a a sua ligagdo a atividade

metabolica das zooxantelas.

A redugdo simultdnea de n-3 e n-6 sob iluminagdo continua deve ser interpretada no contexto
da interagdo entre fotoperiodo e fracdo corporal, sugerindo que o efeito da luz na composi¢ao
lipidica depende do tecido analisado, atuando de forma abrangente sobre os acidos gordos
polinsaturados, afetando ndo apenas a sua abundancia, mas também o equilibrio entre

diferentes classes (Freeman et al., 2016; Oakley & Davy, 2018).

Desta maneira, a razdo n-3/n-6 constitui um indicador relevante do equilibrio lipidico ¢ do
estado metabolico dos tecidos. No presente estudo, esta razdo apresentou valores superiores
no regime de 12 horas de luz e diminuiu sob iluminagdo continua, refletindo uma alteracdo no
equilibrio entre estas duas classes de acidos gordos. A diminui¢cdo da razdo n-3/n-6 sob
condi¢des de luz continua pode indicar uma reducdo relativa dos acidos gordos mais
insaturados, particularmente os da série n-3, que apresentam maior nimero de ligagdes duplas
e, consequentemente, maior suscetibilidade a oxidagdo. Este resultado sugere que a exposicao
prolongada a luz pode favorecer a degradacdo seletiva destes compostos ou limitar a sua
sintese e incorporagdo nos tecidos. Alteracdes nesta razdo tém sido amplamente utilizadas
como indicadores de stress fisiologico e alteragdes metabdlicas em organismos aquaticos

(Parrish, 2009).

Em conjunto, os resultados indicam que o tipo de fragdo corporal constitui o principal fator
estruturante da composi¢do de acidos gordos, enquanto o fotoperiodo atua como um fator

modulador secundario. Este efeito do fotoperiodo depende da fragdo anatomica considerada,
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refletindo a interagdo significativa entre fatores evidenciada na PERMANOVA, que sugerem
uma relagdo dindmica entre atividade fotossintética, disponibilidade energética e mecanismos

de adaptagdo ao stress oxidativo em Phyllorhiza punctata.

Em sequéncia com as alteragdes observadas na composicao relativa dos acidos gordos, o teor
absoluto de acidos gordos forneceu uma perspetiva complementar sobre a dindmica do
metabolismo lipidico em Phyllorhiza punctata. De forma geral, os valores mais elevados
foram registados na campanula, particularmente no regime de 12 horas de luz, enquanto sob
luz continua se verificou uma reducdo do contetido lipidico total, podendo refletir
simultaneamente uma menor sintese de lipidos e um aumento da sua degradacio,

evidenciando um desequilibrio entre processos anabolicos e catabdlicos.

Em organismos gelatinosos como as medusas, os lipidos representam uma fracao
relativamente reduzida da biomassa total, uma vez que estes organismos sdo constituidos
maioritariamente por agua e apresentam baixa densidade celular (Lucas & Pitt, 2010). No
entanto, apesar da sua baixa propor¢do, os lipidos desempenham fung¢des essenciais,
nomeadamente na estrutura das membranas celulares, no armazenamento energético € na

regulacdo de processos metabdlicos.

A maior concentracdo de acidos gordos na campanula pode estar diretamente relacionada com
a presenga de zooxantelas nesta regido anatdmica. Em cnidarios simbidticos, uma fragao
significativa dos lipidos presentes nos tecidos do hospedeiro deriva do carbono fixado durante
a fotossintese pelos simbiontes, sendo posteriormente transferido e incorporado no
metabolismo do hospedeiro (Muscatine & Porter, 1977; Davy et al., 2012). Assim, tecidos
com maior densidade de simbiontes tendem a apresentar maior contetdo lipidico, refletindo a

contribui¢cao metabolica da simbiose.

O aumento do teor absoluto de 4cidos gordos no regime de 12 horas de luz sugere que
condi¢des de fotoperiodo equilibrado favorecem a eficiéncia fotossintética das zooxantelas e a
consequente produgdo e transferéncia de compostos organicos para o hospedeiro. Este padrao
esta de acordo com estudos que demonstram que regimes de luz moderados promovem uma
maior produtividade metabdlica em sistemas simbidticos, permitindo uma utilizagcdo mais

eficiente do carbono fixado (Yellowlees et al., 2008).
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Por outro lado, a reducdo do teor lipidico observada sob iluminacdo continua pode indicar
uma alteragdo no metabolismo energético associada a fenomenos de stress fotossintético. A
exposicao prolongada a luz pode comprometer a eficiéncia do sistema fotossintético das
zooxantelas, levando a uma diminuicdo na produgdo de compostos organicos e,
consequentemente, a uma menor disponibilidade de substratos para a sintese de lipidos no

hospedeiro.

Adicionalmente, condi¢des de stress oxidativo podem promover a degradacdo de lipidos
celulares através de processos de peroxidacdo lipidica, contribuindo para a diminui¢do do
conteudo total de dacidos gordos nos tecidos além de gera compostos secundarios
potencialmente toéxicos, que podem comprometer a integridade celular (Sies, 2017). Este
processo afeta particularmente os acidos gordos insaturados, podendo reforgar o padrdo

observado de reducdo de PUFA sob iluminagdo continua.

Assim, a variagdo no teor absoluto de acidos gordos observada neste estudo parece refletir
uma interacdo entre producdo fotossintética, transferéncia de carbono e mecanismos de
resposta ao stress. Enquanto o regime de 12 horas de luz favorece a acumulagao de lipidos
derivados da atividade fotossintética, a exposicao continua a luz parece induzir alteragdes
metabodlicas que comprometem tanto a quantidade como a qualidade dos lipidos presentes nos
tecidos, evidenciando que o fotoperiodo atua como um fator determinante na regulacao do
metabolismo lipidico em Phyllorhiza punctata, influenciando nao apenas a composi¢ao
relativa dos acidos gordos, mas também o conteudo lipidico total, destacando a importancia
do equilibrio do fotoperiodo para a manutencdo da homeostase metabolica em medusas

simbidticas.

O funcionamento biologico da medusa Phyllorhiza punctata, nomeadamente o papel das
zooxantelas, a forma como a luz pode influenciar o metabolismo e a composi¢ao bioquimica
fica evidente com o aumento da massa fresca observado sob condi¢des de luz continua sugere
uma melhoria da condi¢do corporal das medusas, ainda que sem alteragdes no crescimento
estrutural. Este padrdo pode estar associado a atividade das zooxantelas simbioticas, cuja
fotossintese ¢ diretamente dependente da disponibilidade de luz, contribuindo para a produgao

de compostos organicos posteriormente transferidos para o hospedeiro. Estudos classicos em

cnidarios demonstram que a fixagdo de carbono pelas zooxantelas pode representar uma fonte
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significativa de energia para o metabolismo do organismo, influenciando a acumulagio de

biomassa (Falkowski et al., 1984; Muscatine et al., 1981).

No entanto, a exposi¢do continua a luz podera também induzir efeitos adversos ao nivel
bioquimico, nomeadamente através do aumento da produgdo de espécies reativas de oxigénio.
Neste contexto, a reducdo observada nos acidos gordos polinsaturados pode refletir a sua
maior suscetibilidade a oxidagdo, uma vez que estes compostos desempenham fungdes
estruturais ¢ metabolicas essenciais, mas sdao particularmente vulneraveis ao stress oxidativo
(Halliwell & Gutteridge, 2015; Arts et al.,2001). Adicionalmente, a composi¢ado lipidica em
organismos marinhos ¢ reconhecida como altamente sensivel a alteragdes ambientais,
incluindo o regime de luz, podendo refletir ajustamentos metabolicos em resposta a condi¢des
de stress (Parrish, 2009). Estes resultados sugerem, assim, um compromisso entre o aumento
da biomassa promovido pela luz continua e a manuten¢do da qualidade bioquimica dos
tecidos, além de reforcar a importincia do equilibrio entre disponibilidade energética e

estabilidade bioquimica, evidenciando que condigdes ambientais aparentemente favoraveis,

como a luz continua, podem ter efeitos paradoxais ao nivel fisioldgico.
5. Conclusao

Esta investigacdo teve como objetivo avaliar o impacto do fotoperiodo na variagdo biométrica
e na composi¢ao bioquimica da medusa Phyllorhiza punctata, utilizando analise integrada de
parametros biométricos, composi¢do centesimal e perfil de acidos gordos em diferentes
fragdes anatomicas, o que permitiu uma caracterizagdo abrangente dos efeitos da luz neste

organismo.

Os resultados obtidos demonstraram que o fotoperiodo ndo exerceu influéncia significativa no
crescimento estrutural das medusas, visto que o didmetro da campanula se manteve
consistente entre os tratamentos (12 h luz : 12 h escuro e 24 h luz continua). No entanto,
verificou-se um aumento significativo da massa fresca e seca sob iluminagdo continua,
indicando que a disponibilidade luminosa promove alteragcdes na biomassa corporal sem

necessariamente haver um aumento do tamanho.

A andlise da composicao bioquimica evidenciou diferencas entre as fragcdes anatdmicas,
refletindo a especializagao funcional dos tecidos. Os bragos orais apresentaram maiores teores

de proteina e colagénio, associados a sua fungdo na captura e manipulagdo de alimento,
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enquanto o muco se destacou pelo elevado contetido de agua e cinzas, demonstrando o seu
papel na interagdo com o meio e na retencdo de particulas, tais resultados reforcam a
importancia da compartimentalizagdo anatomica na interpretacdo da bioquimica desses

organismos.

No que diz respeito ao metabolismo lipidico, observaram-se diferencas marcadas entre
fracdes e regimes de luz. Os acidos gordos saturados foram predominantes, particularmente
nos bragos orais, sugerindo um papel estrutural associado a estabilidade das membranas. Por
outro lado, a campanula apresentou maior diversidade lipidica, incluindo 4cidos gordos
polinsaturados, nomeadamente das séries n-3 e n-6, que estdo frequentemente associados a

atividade metabolica das zooxantelas.

A reducao dos acidos gordos polinsaturados, dos acidos gordos n-3 e da razdo n-3/n-6 sob
iluminagdo continua sugere a ocorréncia de alteragdes no metabolismo lipidico
potencialmente associadas a stress oxidativo e fotoinibi¢do. Estes resultados indicam que,
embora a exposicdo continua a luz possa favorecer o aumento da biomassa corporal, pode
simultaneamente comprometer a qualidade bioquimica dos tecidos, particularmente no que se

refere a compostos mais suscetiveis a oxidagao.

Os resultados suportam a hipétese de que regimes de fotoperiodo moderados promovem um
equilibrio mais favoravel entre crescimento, metabolismo e composi¢ao bioquimica, enquanto
a exposi¢do continua a luz pode induzir respostas fisiologicas associadas a desequilibrios
metabolicos. Este padrdo demonstra que a relagcdo entre luz e desempenho fisiologico em
organismos simbidticos ndo ¢ linear, sendo dependente de limiares de tolerancia associados a

atividade fotossintética dos simbiontes.

Este trabalho contribui para o aprofundamento do conhecimento sobre a fisiologia de medusas
simbioticas, particularmente no que diz respeito a influéncia de fatores ambientais na
modula¢do do metabolismo. Apresentando relevancia no contexto das alteragdes ambientais
globais, nomeadamente no aumento da intensidade luminosa e da temperatura associadas as
mudancas climéticas, fatores que podem influenciar a dinamica de populagdes de medusas e a
ocorréncia de blooms. Do ponto de vista biotecnoldgico, os resultados obtidos reforcam o
potencial de Phyllorhiza punctata como fonte de biomoléculas de elevado valor, evidenciando
que o fotoperiodo pode ser utilizado como uma ferramenta de modulagdo da sua composicao

bioquimica. A predominancia de colagénio e proteinas estruturais, particularmente nos
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bracgos orais, destaca a relevancia desta espécie como alternativa sustentavel para a producao
de biopolimeros com aplicagdes nas industrias biomédica, cosmética e alimentar. A variacao
no perfil lipidico, especialmente na abundancia de acidos gordos polinsaturados sob diferentes
regimes de luz, sugere a possibilidade de otimizagdo de condi¢des de cultivo para direcionar a
producdo de compostos especificos com interesse nutracéutico e funcional. Entretanto, os
efeitos negativos associados a exposi¢do continua a luz, incluindo a redugdao de PUFA e
potenciais sinais de stress oxidativo, evidenciam a necessidade de um equilibrio entre

maximizac¢do de biomassa e manuten¢do da qualidade bioquimica.

Como perspetivas futuras, recomenda-se a realizacdo de estudos que integrem outros fatores
ambientais, bem como a aplicagdo de abordagens moleculares e metabolomicas que permitam
aprofundar os mecanismos subjacentes as respostas observadas. A avaliacdo da atividade
antioxidante e de marcadores de stress oxidativo podera também contribuir para uma melhor

compreensdo dos efeitos da luz no sistema simbiotico.
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