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Resumo



Neste trabalho, a técnica Matrix Assisted Laser Dersoption/lonization — Mass
Spectrometry (MALDI-MS) foi utilizada em diferentes aplicacdes para a analise de
peptideos produzidos por cianobactérias. Esta técnica € extremamente rapida, possui
alta resolucdo, requer pouquissimo preparo de amostra e ndo permite que possiveis
contaminantes presentes na amostra interfiram na analise. Por estes motivos MALDI-
MS tem sido amplamente utilizada ndo somente na detecgéo de diferentes variantes
de cianopeptideos, mas também para quantificacdo das cianotoxinas. Este trabalho
utilizou um sistema binario de matriz para a quantificacdo de microcistinas, utilizando
as matrizes acido a-ciano-4-hidroxicinamico e o acido sinapinico (50/50, v/v) para
obter uma mistura homogénea de matriz/analito, superando a baixa
reprodutibilidade inerente da técnica MALDI-MS.

Paralelamente, foi realizado o imageamento de espécies de cianobactérias de
agua doce cultivadas em meio sélido por MALDI-TOF-MS. Os resultados obtidos
apresentaram novas perspectivas com relacao a distribuicdo espacial dos peptideos
produzidos pelas espécies de cianobactérias estudadas, como a nodularina-R (m/z
825) e nodularina-[Har] (m/z 839) produzida pela espécie Nodularia harveyana PCC
7804, os peptideos MC-LR (m/z 995) produzidos pela espécie Microcystis aeruginosa
PCC 7820, e o sideroforo anaquelina (m/z 761.3) produzidos pela espécie Anabaena
Cylindrica PCC 7122.

Além disto, amostras da floracao de cianobactérias, que ocorre na Represa Salto
Grande, localizada na cidade de Americana — SP, foram analisadas e nelas foram
identificados onze cianopeptideos de quatro classes diferentes, sendo quatro
microcistinas (MC-LR, MC-YR, MC-Hil e MC-RR), quatro aeruginosinas (602, 298
A, 644 e 646), duas cianopeptolinas (972 e 986), e uma variante de microviridina
(1707).

Palavras Chaves: MALDI-MS. Espectrometria de Massas. Cianobactérias.
Microcistinas. Cianopeptideos.



Abstratc

In this work, the technique Matrix Assisted Laser Dersoption/lonization — Mass
Spectrometry (MALDI-MS) were used in different application for analysis of peptides
produces by cyanobacteria. This technique is extremely fast, has high resolution,
requires very little sample preparation and does not allow any contaminants present in
the sample to interfere with the analysis. For these reasons, MALDI-MS has been
widely used not only in the detection of different variants of cyanopeptides, but also for
the quantification of cyanotoxins. This work utilized a matrix binary system for the
guantification of microcystins, using the a-cyano-4-hydroxynamic matrix and sinapinic
acid (50/20, v/v) to obtain a homogeneous matrix/analyte mixture, overcoming the low
reproducibility inherent to the MALDI-MS technique.

Simultaneously, we performed the imaging of freshwater cyanobacteria cultivated
in solid medium by MALDI-TOF-MS. The results obtained presented new perspectives
regarding the spatial distribution of the peptides produced by the studied cyanobacteria
species, for exemple the nodularin-R (m/z 825), nodularin-[Har] (m/z 839) for the
species Nodularia harveyana PCC 7804, MC-LR peptides (m/z 995) for the species
Microcystis aeruginosa PCC 7820, and the siderophore anaquelin (m/z 761.3) for the
species Anabaena cylindrica PCC 7122.

In addition, samples of cianobacteria’s bloom, present in Salto Grande Lagoon,
located in Americana-SP, were analyzed and were identified some peptides, being four
microcystins (MC-YR, MC-YR, MC-Hil and MC-RR), four aeruginosins (602, 298 A,
644 and 968), two cyanopeptolins (972 and 986), and one variant of microviridin(1707).
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Preféacio

Cianobactérias s@o consideradas fosseis vivos, com origem a
aproximadamente 3.5 bilhdes de anos, habitando diversos ecossistemas,
principalmente ecossistemas aquaticos. A facilidade de adaptacao das cianobactérias
deve-se a producdo de uma enorme variabilidade de metabdlitos secundarios, que
sdo em sua maioria oligopeptideos com uma grande diversidade estrutural. Estes
peptideos podem ser agrupados de acordo com suas caracteristicas estruturais
como aeruginosinas, cianopeptolinas, nodularinas, microviridinas e microcistinas.
A populacdo de células de cianobactérias em corpos de agua varia sazonalmente
podendo alcancar um crescimento exacerbado aumentando sua densidade celular
em até 500%. Este fenbmeno é denominado de floracdo de cianobactérias, sendo
uma preocupacdo mundial recorrente, pois geram custos socioeconémicos e
ecologicos. Algumas espécies de cianobactérias presentes nestas floracdes
produzem metabdlitos toxicos que causam efeitos agudos ou crbnicos na saude
humana e de outros organismos vivos. Tais toxinas sdo denominadas de
cianotoxinas e a classe das microcistinas € a mais toxica e recorrente nas
floracBes de cianobactérias presentes em todo mundo.

Neste contexto, torna-se necessario o monitoramento de microcistinas e suas
concentracdes em reservatérios de agua para abastecimento publico. Além disto, a
deteccdo e o estudo das diferentes classes de peptideos produzidos pelas
cianobactérias presentes nestas floracdes sdo de interesse econémico e ecoldgico, ja
que estes peptideos podem apresentar diferentes bioatividades.

Uma técnica eficiente para a analise de cianopeptideos presentes nas
floracdes, é a Matrix Assistided Laser Dersoption/lonization — Mass Spectrometry
(MALDI-MS). Esta técnica é extremamente rapida, possui alta resolugdo, requer
pouquissimo preparo de amostra e ndo permite que possiveis contaminantes
presentes na amostra interfiram na analise. Por estes motivos MALDI-MS foi utilizada
neste trabalho ndo somente na deteccdo de diferentes variantes de cianopeptideos,
mas também para quantificacdo de diferentes variantes de microcistinas. Sendo 0s
objetivos gerais desta tese aplicar a técnica MALDI-MS no desenvolvimento de um
método de quantificacdo de microcistinas avaliando o uso de diferentes matrizes e
misturas binarias das mesmas; a aplicacdo de MALDI-IMS para o imageamento de

cianobactérias de agua doce, afim de verificar a dispersao espacial das cianotoxinas
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produzidas pelas mesmas, e por fim, a andlise de cianopeptideos presentes em uma
floracdo de cianobactérias da Represa Salto Grande (Americana-SP).
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