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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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Capitulo 1

Desenvolvimento de método de quantificacéo de
microcistinas por MALDI-TOF-MS, utilizando

matrizes binarias.
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CAPITULO 1: Desenvolvimento de método de quantificagdo por MALDI-TOF-MS,

utilizando matrizes binarias.

1. Introducéo

1.1. Cianobactérias: fésseis vivos

As Cianobactérias, descritas como uma das formas mais antigas de vida
presentes no planeta Terra, sdo consideradas como fosseis vivos e foram encontradas
em rochas do Periodo Cambriano, com idade de aproximadamente 3,5 bilhdes de
anos (PERISSINOTTO et al., 2014). Estas rochas, denominadas de estromatolitos sdo
formadas pela deposicédo laminar de carbonato de calcio e outros sedimentos, que
foram aprisionados durante os processos metabolicos e de crescimento das
cianobactérias (RISHWORTH et al., 2017). Assim, a estrutura de um estromatdlito

apresenta camadas alternadas de células e sedimento (FIGURA 1).

FIGURA 1 - Estromatdlito encontrado no Lago Innes - Sul da Austrdlia. Fonte: Falconer, |. R. Cyanobacterial Toxins
of Drinking Water Supplies (FALCONER, 2003a) .
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1.2.Estrutura celular das cianobactérias
Cianobactérias sdo micro-organismos procariontes fotossintetizantes

(SANT’ANNA et al., 2006). A FIGURA 2 apresenta a estrutura basica de uma célula

de cianobactéria e seus componentes principais.
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FIGURA 2 - Estrutura celular basica de uma cianobactéria. Fonte: http://reasonandscience.heavenforum.org/t1551-

cyanobacteria (adaptado)

As células de cianobactérias possuem apenas um Unico cromossomo circular.
No entanto, além deste cromossomo, algumas espécies possuem plasmideos,
pequenos filamentos de DNA circulares, espalhados em seu citoplasma (SCHWABE
et al., 1988). As Cianobactérias possuem parede celular e sucessivas camadas de
membranas fotossintetizantes, paralelas umas as outras, denominadas de tilacoides.
Nestas membranas estédo presentes os pigmentos: clorofila-a e a ficocianina, que sao
responsaveis pela fotossintese e pela coloracdo verde que a maioria das espécies
possuem (WHITTON; POTTS, 2000). Outros pigmentos, tais como carotenoides e
ficoeritrinas podem estar presentes, no entanto estes oferecem uma forte coloragéo
vermelha as cianobactérias (FALCONER, 2003a).

Algumas espécies de cianobactérias possuem vacuolos de gas, que permitem
as ceélulas controlar sua posicao vertical dentro da coluna de agua, facilitando a
locomocdo das mesmas quando estdo em busca de luminosidade e nutrientes

necessarios para sua sobrevivéncia (GANF; OLIVER, 1982).
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Quanto a sua morfologia, as cianobactérias sdo encontradas na forma de cocos
unicelulares como, por exemplo, a espécie Microcystis aeruginosa, ou na forma de
filamentos como as espécies Nostoc sp. e Anabaena cillindrica.

As Cianobactérias unicelulares possuem uma bainha ou envoltorio
mucilaginoso, evidenciando a individualidade metabdlica de cada célula quando as
mesmas estdo em suas colbnias (FABBRO, 2002). A FIGURA 3 apresenta colonias e
células da espécie Microcystis aeruginosa PCC 7820.
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FIGURA 3 — Microscopia 6tica para visualizagdo da espécie Microcystis aeruginosa PCC 7820. A) Vizualizagédo
das colbnias (aumento 40x), B) Visualizagdo das células (aumento de 100x).

As espécies de cianobactérias filamentosas podem possuir células
diferenciadas, com fun¢des especificas (FALCONER, 2003a). Estas células possuem
parede celular, no entanto ndo possuem tilacéides. Por exemplo, os heterocistos,
células especializadas na fixacdo de nitrogénio, sdo maiores que as células comuns
e podem estar presentes entre as células fotossintetizantes, no meio do filamento, ou
até mesmo no final do mesmo (FIGURA 4) (FALCONER, 2003a).

Outro tipo de célula diferenciada € o acinete, com formato de uma grande esfera
€ geralmente encontrado no final do filamento. O acinete tem a finalidade de
armazenar nutrientes e material genético, pois, uma vez que a célula morre, ele é a
célula que fica em estado vegetativo, sendo responsavel por regenerar um novo
filamento quando as condicdes de vida se tornarem novamente favoraveis
(FALCONER, 2003a). A FIGURA 4 apresenta as imagens de microscopia 6tica das
espécies A) Anabaena cylindrica PCC7122 e B) Nostoc sp. PCC9237, sendo

destacados o heterocisto e o0 acinete, respectivamente.
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A B -
Heterocisto 4 Aclinete : - 7-;_7;‘-"
Anabaena cilyndrica PCC7122 Nostoc sp. PCC9237

FIGURA 4 — Microscopia 6tica (aumento 100x) das espécies A) Anabaena cilyndrica PCC 7122, célula em

destaque heterocisto e B) Nostoc sp. PCC 9237, célula em destaque acinete.

1.3.Nomenclatura e Classificacdo das Cianobactérias

As Cianobactérias sao pertencentes ao Reino Monera e ao Filo Cyanobacteria.
A classificacdo taxon6mica quanto a Ordem destas espécies sdao realizadas de
diferentes maneiras, sendo que as duas principais sao: a classificacdo Botanica
(KORMAREK; ANAGNOSTIDIS, 1999), e a classificacdo bacteriologica
(CASTENHOLZ, 1988).

Desta maneira, segundo a classificacdo botanica, as espécies de
cianobactérias estdo divididas em quatro Ordens diferentes: Chroococcales,
Oscillatoriales, Nostocales e Stigonematales (FESSER, 2010). Segundo a
classificacéo bacterioldcica, cada uma destas ordens esta dividida e representada em
subsecoes.

Tanto a classificacdo botanica quanto a classificacdo bacterioldégica séo
realizadas de acordo com a morfologia e reproducédo das espécies de cianobactérias.
A Tabela 1 apresenta as principais caracteristicas de cada uma destas Ordens
(Classificagdo Botanica), e sua subsecdo correspondente na classificacao
bacteriologica (FESSER, 2010).
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Tabela 1 - Classificagdo de Ordens de cianobactérias de acordo com a classificacéo boténica e suas subsecdes
correspondentes pela classificacdo bacteriologica. Fonte: Chemical and Biological Investigations of Vietnamese

Cyanobacteria.

Classificacao Classificacao Caracteristicas Exemplos de
Botanica bacterioldgica morfologicas e Géneros
ocorréncia no

ambiente

Ordem Croococcales | Subsecéo | Cianobactérias Microcystis
unicelulares. Sua
reproducdo  ocorre
em um ou mais
planos, ou por
brotamento. Suas
coldénias se mantem
unidas por uma
bainha de
mucelagem. Suas
espécies podem
possuir vacuolo de
gas. Vivem em éagua
doce ou em &gua

salgada.

Subsecéo Il Cianobactérias Pleurocapsa
unicelulares, suas
colénias mantem-se
unidas por gel-like
matrix. As células se
reproduzem por
multiplas divisbes da
célula mae.
Geralmente  vivem
em ambientes

aquaticos.

Ordem Oscillatoriales | Subsecéo Il Cianobactérias Oscillatoria
existentes na forma | Planktothrix
de tricomas. N&o | Spirulina

possuem células
diferenciadas. Seus

tricomas nao

possuem




ramificagoes.

Algumas  espécies
possuem vacuolos de
gas. Adivisao celular
ocorre sempre no
plano perpendicular
ao eixo longitudinal
do tricoma. Suas
espécies vivem em

ambientes aquaticos

diversos.

Ordem Nostocles Subsecéo IV Cianobactérias Anabaena
filamentosas, Nostoc
possuem células | Nodularia
diferenciadas, como
acinetes e
heterocistos. A
reproducdo  celular
ocorre por divisdo
binéria. Suas
espécies vivem
desde ambientes
aquaticos até
ambientes terrestres.

Ordem Subsecgéo V Cianobactérias  na | Ficherella

Stigonematles forma de tricomas,

possuem ou nhao
ramificacbes
verdadeiras. Se
reproduzem por
divisdo binaria, que
geralmente  ocorre
em mais de um
plano. Podem possuir
células
diferenciadas.
Ocorrem em
ambientes aquaticos

ou terrestres.
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1.4. A ecologia das cianobactérias

No aspecto ecoldgico, as cianobactérias sao consideradas uma das formas
mais bem-sucedidas de vida (ROHRLACK; CHRISTIANSEN; KURMAYER, 2013),
uma vez que, suas espécies podem ser encontradas em ecossistemas extremos, tais
como as areias de desertos até rochas na Antartica. No entanto, a maior parte das
espécies de cianobactérias habitam ecossistemas aquaticos, podendo também viver
em condi¢cBes extremas, como por exemplo em fontes termais, onde as temperaturas
podem chegar até 77°C (WHITTON; POTTS, 2000). A FIGURA 5 apresenta imagens
de cianobactérias encontradas em fontes termais e desertos.

Figura 5 - Imagens de cianobactérias em A) Fonte Termal (Yellowstone National Park) e B) Deserto.

Fonte: A) http://www.webexhibits.org/causesofcolor/5D.html, B) http://www.kavlifoundation.org/science-

spotlights/microbiome-astrobiology-how-search-life-other-worlds#.WL1UcPnyuUk

Além disto, as cianobactérias sdo encontradas em ambientes aquaticos com
diferentes graus de salinidade, desde agua doce, até ambientes com hipersalinidade
com concentragdes entre 3 e 4 mol/L (REED et al., 1984).

A populacdo de células de cianobactérias em corpos de agua varia
sazonalmente de acordo com a temperatura da agua, irradiacdo solar e com a
concentracdo de nutrientes presentes no ecossistema aquatico (FALCONER, 2003b).
O pico de maior concentracdo celular ocorre do meio ao final do veréo, quando a
temperatura da agua e a luminosidade que incide sobre sua superficie sdo maiores.
Somado a estas condi¢cdes, o0 crescimento celular das cianobactérias esta
intimamente ligado as concentracbes de fosforo e nitrogénio presentes na agua
(DOLMAN et al.,, 2012), e quando estas chegam a alcangar numeros extremos
induzem o crescimento exacerbado das cianobactérias, podendo aumentar a
densidade celular em até 500% (SANT’ANNA et al., 2007), este fenbmeno é

denominado de floracdo de cianobactérias. A FIGURA 6 apresenta a extensdo de uma


http://www.webexhibits.org/causesofcolor/5D.html
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floragdo, mostrando algumas imagens de floragbes de cianobactérias obtidas por
satélites da NASA.

O Lago Erie, localizado na Regido dos Grandes Lagos, apresenta uma floracao
de cianobactérias recorrente, como nos mostra a figura abaixo. A Regido dos Grandes
Lagos, representa aproximadamente 20% da agua doce superficial presente no
mundo e 84% da &gua superficial que abastece cerca de 35 milhdes de pessoas da
Ameérica do Norte (CARMICHAEL; BOYER, 2016).

£ 28

Golfo do Mexico Costa da Argentina

FIGURA 6 - Imagens de Flora¢des de Cianobactérias obtidas por satélites. Lago Eire (EUA), Mar de Bering
(Alasca), Golfo do México e Costa da Argentina. Fonte: NASA Goddard Space Flight Center/Flickr

Desta forma, a maioria das floracdes de cianobactérias € uma preocupacao
mundial recorrente, gerando custos socioecondmicos e ecoldgicos altissimos
(IBELINGS et al., 2016), uma vez que o abastecimento publico de 4gua, o turismo (em
areas de recreacdo) e a pesca sao amplamente prejudicados. Além disto, estas
floracbes causam o desequilibrio da cadeia alimentar, pois 0 excesso de matéria
organica contribui para a anoxia e morte dos peixes (IBELINGS et al., 2016). Ademais,
um dos maiores perigos é que algumas espécies de cianobactérias, presentes na
maioria destas flora¢des, produzem metabdlitos toxicos, denominados cianotoxinas,
gue causam efeitos agudos ou cronicos na saude humana e de outros organismos
vivos (GUPTA et al., 2001).
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1.5. Cianotoxinas

As cianotoxinas sdo mundialmente conhecidas por prejudicar a saide humana.
Estas toxinas podem causar irritacdes na pele através do contato com as mesmas, ou
até intoxicacbes gastrointestinais cronicas e agudas, quando ingeridas, levando a
morte dos individuos intoxicados. Além disto, as cianotoxinas sdo responsaveis por
causarem adoecimento ou a morte de animais domésticos e selvagens
(CARMICHAEL, 1997).

As cianotoxinas geralmente sao agrupadas de acordo com seus principais
efeitos toxicolégicos, sendo classificadas em: neurotoxinas, dermatotoxinas,

citotoxinas e peptideos hepatotoxicos (MEREL et al., 2013).
1.5.1. Neurotoxinas

As neurotoxinas sao alcaloides, que atuam como potentes bloqueadores
neuromusculares que promovem a obstrucdo dos impulsos nervosos, causando a
fasciculagdo muscular, diminuicdo da circulacdo sanguinea, cianose, paralisia e
asfixia, provocando a morte do individuo em minutos ou horas, dependendo da
quantidade de toxina ingerida (ARAOZ; MOLGO; TANDEAU DE MARSAC, 2010).

Os principais géneros de cianobactérias responsaveis pela producdo das
neurotoxinas sé@o: Anabaena sp., Oscillatoria sp., Planktothrix sp., Aphanizomenon,
entre outras (DITTMANN; FEWER; NEILAN, 2013).

A FIGURA 7 apresenta estruturas das neurotoxinas anatoxina-a, anatoxina-a
(s) e a saxitoxina.
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FIGURA 7 - Estrutura quimica das neurotoxinas Anatoxina, Anatoxina-a (s) e Saxitoxina.



31

1.5.2. Dermatotoxinas

As dermatotoxinas causam irritagcdo e respostas alérgicas quando entram em
contato com a pele de humanos ou animais. Se ingeridas, podem causar neutropenia,
trombocitopenia e mudancas metabdlicas como alcalose e acidose (KAUSHIK;
BALASUBRAMANIAN, 2013).

As primeiras espécies estudadas quanto a produc¢do destas cianotoxinas foram
dos géneros Microcystis, Anabaena e Anacystis (RZYMSKI; PONIEDZIALEK, 2012).

As dermatotoxinas sao lipossacarideos (LPS), componentes da parede celular
das cianobactérias. Essas moléculas possuem em sua estrutura carboidratos
(geralmente hexoses) e lipideos, com cadeias de 14 a 18 carbonos (FIGURA 8)
(RZYMSKI; PONIEDZIALEK, 2012).

FIGURA 8 - Estrutura quimica de um lipossacarideo (LPS)

1.5.3. Citotoxinas

As citotoxinas agem diretamente na sintese de proteinas, causando a inibicao
da producdo proteica. Além disto, provocam a quebra das cadeias de DNA das
células, acarretando problemas na divisédo celular, o que pode levar a genotoxidade,
hepatotoxidade e citotoxidade das células do individuo intoxicado (WESTRICK et al.,
2010).
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Um exemplo de citotoxina € a cilindrospermopsina (FIGURA 9). Esta citotoxina
pode ser produzida pelas espéries: Cylindrospermopsis raciborskii, Umezakia natans e
Aphanizomenon ovalisporum (ZEGURA; STRASER; FILIPIC, 2011).

FIGURA 9 - Estrutura quimica da cilindrospermopsina

1.5.4. Peptideos Hepatotoxicos

As nodularinas e as microcistinas sdo as principais classes de peptideos
hepatotoxicos presentes nas floracdes de cianobactérias (RUNNEGAR; FALCONER,;
SILVER, 1981). Estas toxinas chegam ao figado pelo transporte dos &cidos
produzidos pela bile. Uma vez no citoplasma dos hepatdcitos, os peptideos
hepatotoxicos inibem as atividades das enzimas serina/treonina fosfatases PP1 e
PP2, induzindo a concentragcédo de proteinas fosforiladas, resultando no descontrole
da diviséo celular, acarretando a promocéo tumoral do figado. A exposi¢do aguda as
microcistinas pode conduzir a necrose e a hemorragia intra-hepatica, levando a morte
dos individuos intoxicados, enquanto que a exposicdo crénica pode ocasionar
neoplasia intestinal ou hepéatica (RUNNEGAR; FALCONER; SILVER, 1981).

A FIGURA 10 apresenta dois hepatécitos isolados, incubados por 30 minutos,
em duas solucdes sendo uma na auséncia e na presenca de microcistinas. Podemos
observar, na FIGURA 10(a), que o hepatdcito que ndo entrou em contato com a
microcistina, apresenta-se normal. Ja o hepatdcito da FIGURA 10(b) que foi
submetido a presenca de microcistinas sofreu severa degeneracdo e necrose
(RUNNEGAR; FALCONER; SILVER, 1981).
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(@) (b)

FIGURA 10 - Hepatdcitos isolados incubados na auséncia ou presenca de microcistina: (a) hepatdcito controle; (b)

hepatdcito incubado por 30 minutos na presenca de microcistina. Fonte: Microcystin Toxicity - Cyanobacterial
Toxins of Drinking Water Supplies.

1.5.4.1. Microcistinas

A classe das microcistinas (MC’s) € a mais toxica e mais recorrente toxina
presente nas floracGes de cianobactérias (PUDDICK et al., 2013), sendo produzida
por inUmeros géneros, como: Microcystis, Anabaena, Nostoc, Plantothrix, Oscillatoria
(PRAKASH; LAWTON; EDWARDS, 2009)(YANG et al., 2014).

As MC'’s sao heptapeptideos ciclicos, que possuem em sua estrutura: quatro D-
aminodcidos, dois L-aminoacidos variaveis (nas posicdes 2 e 4), e um amino acido
nao usual, o Adda (acido 2S,3S,8S,9S)-3-amino-9-meto6xi-2,6-trimetil-8,10-deca-4,6-
diendico), apresentado na FIGURA 11.
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FIGURA 11 - Estrutura da microcistina-LR (MC-LR). Em azul: L-amino&cidos, posi¢do 2, L e posi¢do 4 R. Em

vermelho: Adda, em preto: os quatro D-aminoacidos, posi¢éo 1, 3,6 e 7.
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A nomenclatura das MC’s é baseada em suas principais variagdes estruturais.
Os aminoéacidos presentes na posicao 2 e 4, definem parte de sua nomenclatura, por
exemplo, a MC-LR possui 0 aminoacido leucina (L) na posicdo 2 e a arginina (R) na
posicdo 4 (FERRANTI et al., 2013). Outros exemplos de estruturas de variantes de
MC'’s e suas nomenclaturas estdo apresentadas na FIGURA 12. Por exemplo, a [D-
Asp?] Microcistina-LR, ndo possui a metila no aminoacido asparagina, na posicéo 3.
Assim como a [D-Asp3, ADMAdda®] Microcistina-RR, que possui acetilacdo no
aminoacido Adda, na posicéo 5. Dentre todas as modificacfes possiveis, atualmente,
aproximadamente 100 variantes de MC’s foram caracterizadas (CARMICHAEL,
BOYER, 2016).
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FIGURA 12 - Estruturas de algumas microcistinas e sua homenclatura.

A toxicidade de cada microcistina varia de acordo com a sua estrutura. Por
exemplo: a [(6Z)-Adda5] MC-LR, possui dose letal (LDso) >1200 pg/kg. No entanto, a
MC-LR, considerada a mais toxica das MC’s, possui LDso=50ug/kg (HOWARD;
BOYER, 2007). Devido a alta toxicidade desta MC, a Organiza¢cdo Mundial da saude
recomenda que a concentracdo de MC-LR em agua potavel ndo exceda 1,00 pg/L
(EPA, 2015). Considerando tal fato, a informacdo de quais variaveis de MC’s estédo
presentes nas floracdes de cianobactérias é de extrema importancia, sendo entéao

necessario o uso de técnicas capazes de realizar ndo somente a deteccdo das MC'’s,
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mas também com a capacidade de identifica-las de acordo com suas varidveis

estruturais.

1.5.4.2. Nodularinas

Assim como as microcistinas, as nodularinas também séo peptideos ciclicos, no
entanto possuem cinco aminoacidos em sua estrutura (SARMA, 2013). Apresenta o
aminoacido Adda, e apenas um aminoacido variavel, na posicdo 4. A nomenclatura
deste peptideo também é baseada de acordo com este aminoacido variavel e de
acordo com os diferentes graus de metilacdo que a estrutura pode conter (PAERL,;
OTTEN, 2013). A FIGURA 13 apresenta duas estruturas diferentes de nodularinas e
sua nomenclatura. A nodularina-R apresenta o aminoacido arginina (R) na posicao 4,
e a nodularina-Har possui 0 aminoacido homoarginina nesta mesma posi¢céo. Sete
variantes desta classe de cianotoxinas foram caracterizadas até o momento
(SANT’ANNA et al., 2007).

Nodularina- R Nodularina- Har

FIGURA 13 - Estururas e nomenclatura da nodularins- R e nodularina-Har.
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1.6. Quantificacdo de Microcistinas: a importancia, métodos utilizados e seus
desafios

O lancamento do esgoto das cidades em rios e lagos é um dos maiores
responsaveis pela formacao das floracfes de cianobactérias em todo o mundo. A falta
de tratamento ou o tratamento inadequado do esgoto no Brasil carreia 0os nutrientes
fésforo e nitrogénio para os corpos d’agua, o que induz o crescimento exacerbado das
cianobactérias (DOLMAN et al., 2012). Com o crescimento demografico, o aumento
da producéo industrial e desenvolvimento da agricultura, onde o uso de agroquimicos
é utilizado, a partir da década de 90 as florag6es de cianobactérias comecaram a ser
frequentes em algumas regifes do pais (CARNEIRO et al., 2012).

No inicio de 1996, ocorreu um caso de extrema relevancia no Estado de
Pernambuco. Na cidade de Caruaru, 126 pacientes renais cronicos passaram a
apresentar um quadro clinico de hepatotoxitose apos terem sido submetidos as
sessfes de hemodialise (CARVALHO et al., 2016)(LONE; KOIRI; BHIDE, 2015).
Destes, 60 pacientes vieram a 6bito. Com o conhecimento prévio da ocorréncia de
floragcdes de cianobactérias em mananciais de abastecimento de 4gua da regido, foi
conjecturada a hip6tese dessas intoxicacdes terem sido causadas por hepatotoxinas
presentes na agua utilizada durante as sessfes de hemodialise (LONE; KOIRI,
BHIDE, 2015). As analises confirmaram a presenca de MC’s na agua utilizada na
clinica, especificamente as MC-LR, MC-YR e MC-AR (POURIA et al., 1998), bem
como em amostras de sangue e figado dos pacientes intoxicados (CARMICHAEL et
al., 2001).

Os niveis de MC’s em amostras ambientais sao geralmente monitorados através
diferentes técnicas analiticas. Ensaios bioquimicos, como testes imuno enzimaticos
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay - ELISA) (QIAN et al., 2015) ou de inibicdo da
proteina fosfatase (PPIA) (LAMBERT et al., 1994) sdo amplamente utilizados para
deteccdo e quantificagdo de MC’s, devido a alta sensibilidade que apresentam. No
entanto estas técnicas podem obter resultados falso positivos, ou falso negativos,
além disto, ndo sdo capazes de identificar as diferentes variaveis estruturais de cada
MC. Atualmente, outras metodologias tém sido relatadas na literatura, tais como o
desenvolvimento de imuno sensores eletroquimicos nao-enzimaticos, que utiliza

nanoparticulas de Ag (ZHAO et al., 2016), ou também imuno ensaios colorimétricos,
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baseado em contas magnéticas usando anti-corpos conjugados com nano particulas
de ouro (NEUMANN et al., 2016).

Além disso, técnicas hifenadas, tais como eletroforese capilar (VASAS et al.,
2006), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (CONG et al., 2006) ou ultra-
cromatografia liquida de alta eficiéncia (UPLC) (LI et al., 2011) também tém sido
estudadas. No entanto, estas técnicas requerem muito tempo para manipulacao das
amostras, tais como extracdo e pré-concentracdo das mesmas. E os tempos das
eluicbes cromatograficas para analises de MC, quando se utiliza a técnica HPLC, sao
demasiadamente longos, com tempo de aproximadamente de trinta minutos (RAMOS
et al., 2000).

Alguns avancos foram obtidos usando UPLC, em que o tempo de execuc¢ao da
analise durou cerca de oito minutos para a quantificacdo de MC-LR em agua de
torneira (LI et al., 2011). Para a analise de MC’s, HPLC ou UPLC comumente sdo
acoplados a UV-vis, Espectrometria de Massas (MS) ou Tandem Mass Spectrometry
(MS/MS ou MS?). Diferentes das andlises por UV-vis, as andlises realizadas por MS
podem identificar diferentes variantes de MC’s, fornecendo informacdes de MC ja
conhecidas, de acordo com os sinais de m/z caracteristicos de cada uma delas, ou
ainda pode auxiliar na elucidagdo de novas estruturas, utilizando analises de MS/MS
como ferramenta.

Uma técnica eficiente para a analise de MS de MC’s presentes em floraces de
cianobactérias, é a Matrix Assistided Laser Dersoption/lonization — Mass Spectrometry
(MALDI-MS) (QUESADA, 2014).

A técnica MALDI-MS é extremamente rdpida, possui alta resolugdo e requer
pouquissimo preparo de amostra. Além disto, ndo permite que possiveis
contaminantes presentes na amostra interfira na analise e possui baixo consumo de
reagentes (QUESADA, 2014). Por estes motivos MALDI-MS tem sido amplamente
utilizada ndo somente na detecgao de diferentes variantes de MC’s, mas também para
quantificacdo das mesmas, pois possui alta detectibilidade e é capaz de identificar as
MC’s diretamente de amostras ambientais de floragdes, sem a necessidade da
extracdo destas substancias em laboratorio (WEHR et al., 2015). Os detalhes dos
principios da técnica MALDI-MS serao descritos no proximo topico desta tese.
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1.6.1. Matrix Laser Assisted Desorption/lonization (MALDI)

A fonte de ionizacdo MALDI foi desenvolvida pelos pesquisadores Michel Karas
e Franz Hillenkamp, na Universidade de Munster, Alemanha. Em 1987, foi publicado
o0 artigo que descreveu por completo os principios desta técnica que recebeu grande
destaque, pois MALDI-MS tornou possivel a ionizacdo de moléculas com massa
molecular acima de 10.000 Da, termo labeis e ndo volateis (KARAS; HILLENKAMP,
1988). Com o passar dos anos, os principios que foram detalhados neste artigo
tiveram nenhuma ou pouquissimas adi¢cdes e corre¢des. No entanto, a configuracdo
dos equipamentos e as aplica¢des da técnica aumentaram exponencialmente.

O processo de ionizagdo por MALDI-MS, apresentado na FIGURA 14, ocorre
pela incidéncia de um laser em uma mistura sélida, co-cristalizada de matriz/analito.

7

Esta mistura é realizada sobre uma placa de metal (geralmente aco). Apos a
cristalizacdo matriz/analito a placa de MALDI-MS é levada para dentro do
espectrometro de massas, onde a ioniza¢do ocorre em alto vacuo.

A ionizacdo por MALDI-MS ocorre a partir da incidéncia do laser sobre a mistura
matriz/analito. A matriz absorve a energia do laser no comprimento de onda utilizado,
fazendo com que ocorra a dessorgéo e a ionizacdo do analito (GREAVES; ROBOZ,

2014). Os detalhes dos principios da técnica serao descritos a seguir.
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FIGURA 14 - Representacéo da fonte de ionizacdo MALDI-MS. Fonte: Milagre, H.M.S.
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1.6.1.1. Principais componentes da fonte de ionizagdo MALDI: o comprimento de
onda do laser

O comprimento de onda do laser utilizado é um importante parametro na
técnica MALDI-MS. A escolha das matrizes de MALDI-MS que serdo utilizadas esta
intimamente ligada ao tipo de lazer que o equipamento possui.

Existem inUmeros tipos de laser, que variam sua natureza quimica e
principalmente o comprimento de onda que emitem. A grande maioria dos
equipamentos de MALDI-MS utilizam o laser de nitrogénio, com comprimento de onda
utiizado de 337 nm. Neste caso consideramos a técnica como UV-MALDI,
comumente utilizada com as matrizes a-ciano-4-hidroxicinamico e o acido 2,5-
dihidroxibenzdico, compativeis com a absorcdo de energia no comprimento de onda
utilizado (HILLENKAMP; PETER-KATALINIC, 2007).

No entanto, outros comprimentos de onda podem ser utilizados, como por
exemplo 2,79 um, referente ao laser Er:YSSG, considerados como IR-MALDI
(HILLENKAMP; PETER-KATALINIC, 2007).

1.6.1.2. Principais componentes de MALDI — Matrizes, suas estruturas e fungdes

A fonte de ionizacdo MALDI, como o préprio nome define, utiliza uma matriz que
assiste a ionizacdo. A matriz possui o principal papel de absorver a energia do laser,
para entdo, dessorver e ionizar o analito.

As matrizes de MALDI-MS geralmente sdo compostos organicos de baixa massa
molecular, e possuem a capacidade maxima de absorcao de energia no comprimento
de onda do laser utilizado. Estas matrizes devem apresentar algumas caracteristicas,
tais como: ser estaveis nas condi¢des de vacuo utilizadas pelo equipamento e néo
podem reagir com o analito (HOSSAIN; LIMBACH, 2010).

Apesar de toda versatilidade da técnica MALDI-MS ainda nado foi possivel o
desenvolvimento de uma matriz universal que seja aplicavel aos diferentes analitos e
aos diversos propositos analiticos designados para MALDI-MS. O que existem séo
matrizes distintas de primeira escolha para determinadas classes de compostos
(HILLENKAMP; PETER-KATALINIC, 2007). Como por exemplo, o &cido 3-hidroxi-
picolinico, utilizado nas analises de acidos nucleicos, ou os &cidos a-ciano-4-

hidroxicinamico e o 2,5-diidroxibenzéico que geralmente sdo empregados nas
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andlises de peptideos e proteinas. As estruturas destes compostos estao
apresentadas na FIGURA 15.

o COOH
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acido a-ciano-4-hidroxicinamico acido 2,5-dihidroxibenzoico 3-hidroxi-picolinico

FIGURA 15 - Principais matrizes utilizadas em UV-MALDI.

1.6.1.3. Mecanismos de ionizacéo por MALDI

Os mecanismos de dessorcao/ionizagdo sdo complexos e ainda nao foram
totalmente elucidados (HILLENKAMP; PETER-KATALINIC, 2007). Portanto, inUmeros
sao os trabalhos que discutem tais processos.

Os espectros gerados por MALDI-MS apresentam preferencialmente ions
monocarregados, com sinais de m/z de ions do analito carregados por protons [M+H]*,
ou por adutos metélicos como, por exemplo, com sodio [M+Na]* ou potassio [M+K]*.
Para explicar o mecanismo de formacado destes ions monocarregados, dois modelos
diferentes foram propostos, ‘lucky survivor' e ‘Gas phase protonation’, que serao

detalhados abaixo.

a) ‘Lucky survivors’ (KARAS, 2000)

O modelo ‘lucky surviviors’ explica a formacdo de ions monocarregados,
[M+H]*. M. Karas e colaboradores (2000) detalharam tal modelo, que é baseado desde
0 preparo da amostra, até a ionizagcao dos analitos.

Neste modelo, considera-se que inicialmente, ha uma mistura solida de
matriz/analito, na qual as moléculas do analito estdo isoladas uma das outras. Isto
ocorre devido a alta concentracdo da matriz, considerada muito maior que a
concentracéo do analito.

Além disto, é considerado que as moléculas dos analitos mantém o estado de
carga que possuem quando as mesmas estdo em solucdo. Entdo o pH é

aproximadamente conservado dentro dos cristais da matriz. Desta maneira, 0 excesso
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de carga positiva presente em torno do analito é contrabalanceada com contra-ions,
sendo eles os anions da matriz, ou contaminantes da mesma, tais como ClI-.

A incidéncia do pulso do laser, que ocorre sobre a mistura matriz/analito, faz
com que ocorra a absorcdo da energia do laser pela matriz, possibilitando a
ablacao/dessorgéo de pequenos clusters de matriz/analito.

O excesso de energia absorvida pela matriz permite que ocorra uma série de
reacoes de neutralizacdo, que resultam em espécies mais estaveis. Ou entéo, tal
energia gera a dessolvatacao e a evaporacao de moléculas neutras e espécies ibnicas
presentes nestes clusters, de tal forma que a maioria das moléculas sédo neutralizadas
e, 0 estado de carga dos ions de analito pré-formados em solu¢éo sdo mantidos. Estes

ions monocarregados, sdo denominados de ‘lucky survivors’.

b) ‘Gas phase protonation’ (KARAS; KRU, 2003; KNOCHENMUSS; ZENOBI, 2003)

Diferentemente do ‘Lucky survivors’, o modelo ‘Gas phase protonation’
considera que as moléculas dos analitos estdo neutras em solug¢do sélida com a
matriz.

Entdo, ap6s a absorcdo da energia do laser pela matriz ocorre a
ablacédo/dessorcao destes compostos. O excesso de energia absorvida é dissipado
provocando sucessivas colisdes das moléculas de analito com as moléculas de matriz,
resultando na transferéncia de proton da matriz para o analito, gerando assim, ions

monocarregados.

Em 2011, os pesquisadores M.Karas e T. W. Jaskolla, publicaram um estudo
mais aprofundado sobre como ocorre a formacdo de ions por MALDI-MS, neste
trabalho conseguiram concluir que os dois modelos ‘Lucky survivors’ e ‘Gas phase
protonation’ contribuem para o processo de ionizacdo por MALDI-MS, entéo
formularam o ‘Mecanismo unificado de ionizagdo do analito por MALDI-MS’
(JASKOLLA; KARAS, 2011), apresentado na FIGURA 16.

Neste trabalho, os pesquisadores verificaram que alguns parametros, tais
como a influéncia do laser, a afinidade por prétons tanto do analito quanto o da matriz;
assim como a composi¢cao e o tamanho dos cristais formados no preparo de amostra,
podem influenciar no mecanismo de ionizagcdo do analito. Por exemplo, 0 processo
‘Gas phase protonation’ preferencialmente ocorre quando matrizes com maior

reatividade e menor afinidade por protons séo utilizadas, como por exemplo a-ciano-
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4-clorocindmico. Entretanto, peptideos de maior massa molecular, analisados com
CHCA como matriz, sdo 90% ionizados de acordo com o processo ‘Lucky
survivors'(JASKOLLA; KARAS, 2011).
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FIGURA 16 - Mecanismo Unificado de ionizag&o do analito por MALDI-MS.

1.6.1.4. Metodologias de preparo de amostra para analise por MALDI-MS.

Para uma amostra ser analisada por MALDI-MS apenas um pequeno volume da
solucdo de analito e matriz é necessario. A solugcdo de analito, com concentracdo em
torno de 10°® mol/L, geralmente é misturada com a solugcdo da matriz com
concentracdo proxima a saturacédo, 0,10 mol/L (HILLENKAMP; PETER-KATALINIC,
2007). Essa mistura pode ser realizada de diversas maneiras dependendo do modo
de preparo escolhido.

O preparo de amostra, que envolve a homogeneizacao da mistura matriz/analito
e a cristalizacdo da mesma, € considerado a etapa mais importante em uma analise
por MALDI-MS, pois a qualidade deste preparo teré influéncia direta na qualidade dos
espectros obtidos (HOSSAIN; LIMBACH, 2012).

Os métodos de preparo de amostras para analise por MALDI-MS visam a
reducdo da complexidade da mesma, minimizando ou eliminando sinais que podem
interferir na andlise a ser realizada. Tais métodos devem ser altamente reprodutiveis
e ndo podem introduzir contaminantes na amostra, resultando em uma maior
variabilidade nas intensidades dos sinais dos analitos (DUNCAN; RODER;
HUNSUCKER, 2008).
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Devido a versatilidade da técnica MALDI-MS, existem inUmeros protocolos de
preparo de amostra relatados na literatura que podem ser utilizados de acordo com o

objetivo a ser atingido. Alguns exemplos destes protocolos serdo descritos a seguir.

1) Dried droplet: este preparo de amostra foi originalmente publicado pelos
pesquisadores Karas e Hillekamp no ano de 1988.

Nesta técnica, a matriz e a amostra sdo preparadas em um mesmo sistema de
solventes. Em seguida, 1,00 yL de cada uma destas solu¢des sdo misturadas, e
adicionadas sobre a placa de MALDI e entéo, esta mistura é cristalizada a temperatura
ambiente (KARAS; HILLENKAMP, 1988).

2) Vacuum-drying: este método de preparo de amostra € apenas uma variacao do
Dried droped. A mistura matriz/amostra também ocorre antes da aplicacdo da mesma
na placa de MALDI, no entanto, a gota € cristalizada dentro de um dessecador, sob
vacuo. Isto ocorre com a finalidade de reduzir o tamanho dos cristais, e
consequentemente aumentar a homogeneidade matriz/amostra (PAPAC; WONG,;
JONES, 1996).

3) Vacuum-drying adaptado: método adaptado no grupo Milagre de pesquisa.
Nesta técnica o preparo de amostra é baseado no método Vaccum-drying. A diferenca
€ gue no Vaccum-Drying adaptado a amostra e a matriz sdo adicionadas na placa de
MALDI em momentos distintos, de modo que 1,50 uL de amostra é depositada na
placa, e é secada em um dessecador sob vacuo. Em seguida, a matriz é adicionada
sobre a amostra, e a placa novamente é colocada sob vacuo, para que a mistura
matriz/amostra cristalize (SANDONATO. B. B, 2013).

A cristalizacdo e a homogeneiza¢éo da mistura matriz/amostra sédo variaveis que
devem ser observadas durante o preparo de amostra. Cristaliza¢Ges rapidas geram
cristais menores e uma incorporagcdo mais homogénea do analito na estrutura
cristalina da matriz, ao passo que uma cristalizagdo demorada resulta em cristais
maiores e a incorporacdo do analito na amostra pode ocorrer de forma altamente
variavel (DUNCAN; RODER; HUNSUCKER, 2008).

O resultado da formac&o e deposicdo dos cristais sobre a placa de MALDI
depende intimamente da matriz escolhida e da tenséo superficial criada pelo sistema
matriz/analito/solvente, que pode acarretar a distribuicdo ndo uniforme dos cristais
formados sobre o spot (HILLENKAMP; PETER-KATALINIC, 2007).
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Os espectros obtidos com melhor qualidade, claramente séo gerados onde a
incidéncia do laser ocorre sobre os locais do spot onde h& maior concentracdo de
cristais. Entdo, quando ndo ha homogeneidade na cristalizacdo a qualidade das
analises realizadas requer a interferéncia manual do analista que controla o
experimento. Alguns equipamentos possuem um microscopio, que torna capaz a
observacédo do sistema e auxilia na aquisicdo dos espectros. No entanto, em alguns
casos, a aquisicdo ocorre de maneira subjetiva, pois ndo ha meios de observar os
locais que possuem maior concentracdo de cristais (HILLENKAMP; PETER-
KATALINIC, 2007). A FIGURA 17 apresenta nitidamente as irregularidades que
podem ocorrer na cristalizacdo da mistura matrizamostra e a variabilidade dos

espectros obtidos.

Abundancia
Abundéancia

‘ L. |
m/z m/z

FIGURA 17 - Representagéo da formagéo de ‘hot-spots’ e a variabilidade dos espectros obtidos, dependendo do
local onde o laser incide. Fonte: Bronzel, 2015 - adaptado.

A irregularidade na cristalizagdo matriz/analito faz com que a baixa
reprodutibilidade shot-to-shot (referentes aos pulsos do laser que incide sobre a
mistura analito/matriz) e ‘spot-to-spot’ (devido a dificuldade de obter cristalizacbes
iguais para diferentes spots) sejam problemas inerentes da técnica MALDI-MS.
Resultando num grande desafio que leva os pesquisadores da area buscar e criar
novas metodologias para resolver estes problemas, desde criar e adaptar novos

protocolos de preparo de amostra, até testar e desenvolver diferentes matrizes.
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Estes incovenientes foram solucionados, em parte, pelo uso de um padrdo
interno. Para a quantificagcdo de microcistinas, o padrao interno utilizado pelos
pesquisadores é a Angiotensina | ou a Bradicinina (PUDDICK et al.,, 2012). Para
melhorar a homogeneidade na cristalizacdo da matriz, este capitulo apresenta o
desenvolvimento de um método de quantificacdo de MC’s possibilitando uma melhor
homogeneidade de cristais por todo o spot, assim como sua reprodutibilidade em

outros spots, como mostram os resultados gerados.

1.6.2. A aplicagdo de MALDI-MS como ferramenta para a quantificacdo de

microcistinas

A partir das informacdes relatadas na introducdo deste capitulo, temos que a
identificacéo e quantificagao dos diferentes tipos de MC’s sdo de extrema importancia
e de grande interesse. No entanto, a técnica MALDI-MS possui alguns inconvenientes
quando utilizada para quantificacdo, devido a baixa reprodutibilidade shot-to-shot e
spot-to-spot. Para solucionar esse problema, varias abordagens estao descritas na
literatura, como por exemplo, procedimentos empiricos como a selecdo matriz e
otimizacdo do protocolo de preparacéo de amostras (PUDDICK et al., 2012). Outra
alternativa utilizada é a combinacdo de diferentes matrizes para aumentar a
homogeneidade da distribuicdo da amostra ao longo da superficie do spot e aumentar
a reprodutibilidade spot-to-spot (PAPAC; WONG; JONES, 1996). Neste contexto, este
capitulo tem o objetivo de desenvolver um método para a quantificagdo de MC’s e
diferentes peptideos por MALDI-TOF-MS, utilizando uma combinacdo de duas
matrizes de MALDI.
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2. Objetivos

Este capitulo tem como objetivo o desenvolvimento de um sistema de matrizes
binarias para a quantificacdo de microcistinas por MALDI-MS. A metodologia
desenvolvida visa a homogeneidade matriz/amostra ao longo de todo o spot, afim de
reduzir ao maximo os desafios inerentes a esta técnica de ionizacao.

Além disto, este capitulo visa o desenvolvimento de um método extremamente
rapido e eficiente para a quantificacdo de diferentes variantes de MC’s e outros

peptideos utilizando MALDI-TOF-MS, testanto diferentes matrizes e sistemas binario.
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3. Materiais e Métodos

3.1.Padrbes quimicos, solventes e matrizes

As matrizes acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA), acido a-ciano-4-
benziloxicindmico, acido a-ciano-4-fenilcindmico, acido cafeico, &cido cumarico, acido
ferulico, acido sinapinico (SA), acido 2,5-dihidroxi-benzoico (DHB) e acetato de
angiotensina | humana < 90%, MC-LR, MC-RR, MC-YR, foram obtidas pela empresa
Sigma-Aldrich. O acido a-ciano-4-clorocinamico foi obtido pela Santa Cruz
Biotechnology (Dallas, USA). Agua ultrapura (com resistividade>18MQ_cm) e os

solventes (HPLC grade) foram utilizados para o preparo de todas as solucdes.

3.2.Parametros utilizados pelo Equipamento

As analises foram realizadas no equipamento MALDI-TOF-MS Micromass-
Waters (M@LDI-LR, Manchester, Reino Unido). Os espectros foram adquiridos no
modo reflecton e positivo, com as voltagens do equipamento conforme descritas na
Tabela 2. O laser utilizado foi o de nitrogénio (A =337 nm). O equipamento foi calibrado
com polietilenoglicol (PEG) no intervalo entre m/z 600-1250, para resolucdo acima de
10000.

Para realizar as analises utilizou-se uma placa de MALDI de aco inoxidavel de
96 spots (Micromass®, Manchester, Reino Unido). Cada um dos spots possui a
capacidade de 1.50 uL, e a placa possui 4.00x5.50 cm de dimensé&o.

Todos os espectros obtidos foram tratados no software Masslynx 4.0 (Waters,

Manchester, Reino Unido).

Tabela 2 - Parametros utilizados para as analises por MALDI-TOF.

Parédmetros Voltagens (V)
Tensé&o de pulso 2500
Tens&o do reflecton 2000
Tens&o da fonte 15000

Tenséo do MCP (microchannel plate - detector) 18000
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3.3. A energia do laser utilizada

Com o objetivo de obter os melhores e reprodutivos espectros possiveis,
primeiramente a energia 6tima do laser foi avaliada para cada matriz, e entéo fixada
para todas as andlises que foram realizadas posteriormente.

No equipamento utilizado existe trés op¢bes de niveis de energia de laser
fornecidos para a analise: alta, média e baixa, e cada um destes niveis, possuem o
ajuste fino representado em porcentagem (%), em um intervalo de 0-100% para cada
um deles.

Entdo, para as matrizes: CHCA, acido a-ciano-4-cloro-cindmico, acido a-ciano-
4-benziloxicindmico, acido a -ciano-4-fenil-cinamico e acido sinapinico o laser foi
definida em baixa poténcia; para a matriz de acido ferulico e acido cumarico, a

poténcia do laser foi definida no médio, e para o acido cafeico, em alta poténcia.

3.4. Preparo das solucdes de matriz

Matriz individual: todas as solu¢bes de matriz foram preparadas em 70% de
acetonitrila, 30% de &gua deionizada e 0,10% de acido trifluoroacético. Todas as
solucdes de matriz foram preparadas na concentracao de 20,00 mg/mL.

3.5. Sistemas de Matrizes Binarias

Com o objetivo de otimizar o método de preparo de amostra para a analise
guantitativa de MC’s por MALDI-TOF-MS foram utilizados diversos sistemas de
matrizes binarias combinando as matrizes a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA), acido
gentisico (DHB), &cido a-ciano-4-clorocindmico, acido a-ciano-4-benziloxicindmico e

acido sinapinico (SA).

3.6. Solucgbes Padrao

Todas as solu¢des padréo foram preparadas em metanol/agua 40% (v/v). Cada
uma delas foram misturadas na proporcao 9:1 (v/v) com uma solugéo de contendo
Angiotensina | (Padréo Interno) e ZnSO4, de modo que a concentragao final destes

compostos eram de 2,50 ymol/L e 5,00 mmol/L respectivamente.



49

Para medir a precisdo das matrizes avaliadas, foi calculado o coeficiente de
variacéo para cada uma delas, utilizando 2,50 ymol/L de MC-RR. A matriz individual
e matriz binaria que apresentaram melhores dados de precisdo foram selecionadas
para construir curvas de calibracdo para uma delas, utilizando como padrdes as MC-
RR, MC-LR e MC-YR, nas concentra¢bes 10,00, 7,00, 5,00, 2,50, 1,00, 0,50, 0,10
pmol/L.

3.7.Preparo de amostra

O método de preparo de amostra utilizado foi o Vaccum Drying Modificado
(SANDONATO. B. B, 2013). Inicialmente 1,00 uL de amostra foi aplicado sobre um
spot da placa de MALDI, em seguida foi realizada a secagem da amostra em um
dessecador acoplado a uma bomba de vacuo (Tecnal, modelo TE-058). ApGs a
secagem da amostra, 1,50 pL de solugéo da matriz foi adicionado por cima da amostra
seca, e entdo a placa foi novamente levada para a o vacuo, onde ocorreu a

cristalizacdo da mistura matriz/amostra.

3.8. Tratamento estatistico dos dados obtidos

Foram testados neste capitulo, dois métodos diferentes para a quantificacdo de
microcistinas, o primeiro utilizando diferentes matrizes de MALDI-MS e o outro
utilizando sistemas de matrizes binarias. Para avaliar a precisdo destes métodos o
coeficiente de variacéo (CV) foi calculado para cada deles. Os CVs foram calculados
com base nas andlises, realizadas em quadruplicata, a partir da relacao entre o desvio
padrdo e a média, obtidos pela razéo entre as intensidades dos sinais das analises de
MC-RR (2,50 pmol/L) e do padréo interno, Angiotensina | (2,50 pmol/L), de acordo

com a equacgao:

CV= (s/X)*100

O limite de deteccéo (LD) foi calculado utilizando a equacéo abaixo.

__ (3,14xs)-b
m

LD
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Todos os fatores desta equacdo foram obtidos através de uma curva de
calibracéo, construida no intervalo de xo a xs, sendo xo 0 branco, e xsuma amostra de
concentracédo igual a 0,10 pmol/L.

Os valores de m e b sao os respectivos coeficientes angular e linear desta curva,
e S é o valor obtido do desvio padréo de sete replicatas de xs. 3,14 é o valor de one-
tailed-t-test com 99% de confianca. O limite de quantificacdo do método (LQ) é
calculado com estes mesmos valores, no entanto o fator de multiplicacédo é 10 ao em
vez de 3,14.
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4. Resultados e Discussoes

Até o presente momento, os métodos de quantificacéo de microcistinas descritos
na literatura foram desenvolvidos a partir de diferentes protocolos de preparo de
amostra ja descritos em estudos anteriores (PUDDICK et al., 2012). Entretanto, este
€ o primeiro trabalho no qual diferentes matrizes, e diferentes sistemas de matrizes
binarias foram avaliadas, fixando o preparo de amostra.

Neste trabalho as matrizes foram selecionadas com base na estrutura da matriz
de MALDI-MS do acido a-ciano-4-hidroxi-cinamico, amplamente utilizada nas analises
de peptideos, sendo a principal matriz utilizada para analise de MC’s (Tabela 3). Os
acidos a-ciano-4-fenil-cinamico, acido a-ciano-4-benziloxi-cindmico, acido a-ciano-4-
cloro-cinamico, diferem pelo grupo ligado na posi¢cao R2. Os acidos ferulico, cafeico e
cumarico, ndo possuem o grupo ciano ligado na posi¢ao a a carboxila, e tém grupos
diferentes ligados nas posi¢cdes R1, R2 e Rs. A matriz DHB foi escolhida para ser
testada neste trabalho por ser amplamente utilizada nas analises de peptideos por
MALDI-TOF-MS.

Rs

R1

Tabela 3 - Estruturas das matrizes de MALDI-MS utilizadas neste trabalho.

Matriz R1 R2 Rs R4

Acido a-ciano-4-hidréxi-cinamico H OH H CN
Acido a-ciano-4-cloro-cinamico H Cl H CN
Acido a-ciano-4-benziloxi-cinamico H Benziloxi H CN
Acido a-ciano-4-fenil-cinamico H Ph H CN
Acido sinapinico CH30 OH CHsO H

Acido ferdlico CHsO OH H H

Acido cafeico OH OH H H

Acido cumarico H OH H H
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Para avaliar o desempenho de cada matriz testada, foram realizadas analises que
utilizaram a MC-RR (m/z 1038.62), obtida comercialmente, como analito, e
Angiotensina | (m/z 1296.71) como padrao interno. A FIGURA 18 apresenta um
espectro obtido em uma destas analises. Neste espectro estdo apresentados o0s sinais

de m/z de cada padrao e abaixo, a respectiva intensidade obtida para cada um deles.

MCRR2.5_ANG2.5 f1_a 3 (0.108) Sb (1,40.00 ); Cm (2:9) TOF LD+
100~ 1296.71 2.36e3
2364
1297.72
1739
1038.62
1553
BN 1039.62 1298.72
977 914
1040.61
342 1299.73
258
1041.63;80 J
0 ”\I‘““w”” e T T T TP e ittt M2
1020 1040 1060 1080 1100 1120 1140 1160 1180 1200 1220 1240 1260 1280 1300 1320 1340

FIGURA 18 - Espectro MALDI-(+)-TOF/MS obtido pela analise de MC-RR (2.50 umol/L) e da Angiotensina | (2.50
pumol/L).
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A Tabela 4 apresenta as imagens de microscopia Optica das cristalizacfes

obtidas para cada uma das matrizes utilizadas e os CV’s obtidos para cada uma delas.

Tabela 4 - Imagens de microscopia 6tica (aumento 40x) da cristalizagdo para as diferentes matrizes utilizadas, e
seus respectivos coeficientes de varia¢édo na analise de MC-RR (2,5 umol/L) e Angiotensina | (2,5 umol/L).

Matriz Coeficiente de
variacao (%)

1 Acido ferdlico 10,50

2 Acido sinapinico 4,90

3 Acido cij|Ar;1n<_)—4—cIoro- 12,00
cinamico

4 Acido cx—m_arlo-fl-benznoxr 7.00
cinamico

5 Acido cx_—clan_o—4—fen|l- 34,60
cinamico

6 Acido cafeico 19,30

7 Acido cumaérico 7,10

8 Acido gentisico 10,00
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Assim a homogeneidade matriz/amostra também € diferenciada, e diferentes
valores de coeficientes de variagédo (CV’s) sao obtidos. Consequentemente, o uso de
uma matriz distinta pode tornar um método mais preciso que o outro, podendo gerar

maior homogeneidade dos dados, e menores valores de CV'’s.

Nas imagens dos spots apresentados na Tabela 4, fica clara a existéncia de
irregularidades na cristalizacdo das matrizes, o que provoca a formacdo dos
conhecidos ‘hot-spots’(FIGURA 17), locais no spot onde h4 maior concentracdo de
mistura analito/matriz resultando em grandes variagdes nas intensidades dos sinais
obtidos do analito e do padrao interno. Isso pode ocorrer uma vez que o laser pode
incidir onde ha maior concentracéo de cristais de matriz/analito, o sinal obtido sera de
alta intensidade, diferentemente do que ocorre quando o laser incide em locais onde
h& baixa concentracdo ou nenhuma concentracao de cristais, gerando sinais de baixa
intensidade. Estes fatos aumentam consideravelmente os coeficientes de variagéao
obtidos para cada matriz utilizada.

As cristalizacfes irregulares ndo sdo adequadas para métodos que tem como
objetivo a quantificacéo, devido a baixa reprodutibilidade que apresentam. Exemplos
disto sdo as matrizes: acido ferulico, acido a-ciano-4-cloro-cinamico, acido a-ciano-4-
fenil-cinamico, acido cafeico e acido gentisico, que obtiveram CV’s entre 10,00-
39,00%.

A matriz ideal para quantificacdo por analise MALDI-TOF-MS deve possuir uma
cristalizacdo uniforme e ter uma distribuicdo homogénea de matriz/amosta ao longo
de todo spot. Assim serédo gerados espectros reprodutivos, e baixos valores de CV’s
serdo obtidos.

Ao observar os cristais de CHCA e SA pode-se constatar que 0S mesmos Sao
pequenos e estdo uniformemente distribuidos ao longo de todo o spot, portanto, essas
matrizes sdo apropriadas para a quantificacdo de MC. As andlises utilizando as
matrizes CHCA e SA obtiveram valores de CV iguais a 4,80 e 4,90%; respectivamente.
Apontando que o objetivo de obter uma co-cristalizagcdo de matriz/amostra
homogénea, apresentando uma boa reprodutibilidade foi alcangado. Tais resultados
comprovam que o uso de CHCA para a quantificacdo de MC's € eficiente e também
demonstrou que o uso de SA é outra opgdo viavel de matriz para quantificagdo de
MC'’s.

Além disso, ao utilizar CHCA e SA como matrizes de MALDI-MS, aplicando o
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‘vacum drying adapted’ como protocolo de preparagdo da amostra, os CV obtidos
foram menores do que os relatados na literatura onde o método ‘thin layer’ foi utilizado
com CHCA como matriz (PUDDICK et al., 2012).

Devido aos resultados satisfatérios de CV’s obtidos pelo método que utiliza as
matrizes CHCA e SA individualmente, curvas de calibracdo foram construidas para
avaliacdo dos parametros de linearidade e do limite de deteccao obtidos para cada

uma destas matrizes. Os resultados alcancados estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Resultados de CV (para o ponto de concentracédo de 2,5 pmol/L), limite de deteccao (LD), limite de

quantificagdo (LQ), obtidos utilizando o sistema binéario acido sinapinico: acido a-ciano-4-hidroxi-cindmico (50:50,

viv).
MDL Curva de
CV (%) _ R?
(umol/L) calibracédo
CHCA 4,80 0,011 y = 0,281x + 0,083 0,98
SA 4,90 0,070 y =0,073x + 0,015 0,89

Ao analisar os valores apontados na Tabela 5, pode-se concluir que o valor de
MDL foi menor do que o valor publicado na literatura, 0,031 pmol/L, quando o CHCA
é utilizado como matriz. No entanto, o valor de R? é semelhante, 0,99, o que indica
uma boa linearidade. Contudo, na literatura ndo ha informacdes sobre qualquer
avaliagcao do uso de SA como matriz que objetiva a quantificacdo de MC’s, mas neste
trabalho a curva de calibracéo para esta matriz foi construida e o valor de LD calculado
foi promissor.

Uma estratégia que tem sido utilizada para aumentar a homogeneidade da
cristalizacdo é o uso da combinacdo de duas matrizes de MALDI-MS, que pode ser
preparada de diferentes maneiras, empregando propor¢cdes de massa/massa ou
volume/volume (LASTOVICKOVA; CHMELIK; BOBALOVA, 2009; LAUGESEN;
ROEPSTORFF, 2003). O uso desta combinacdo de matrizes aumenta a qualidade
das analises realizadas por MALDI-MS com relacdo a reprodutibilidade dos espectros
gerados, assim como a resolugédo dos sinais (JACKSON; ATTALLA, 2010). Entao,
com o objetivo de melhorar a homogeneidade da mistura matriz/zamostra e otimizar
nossos coeficientes de variacdo foram testadas diversas matrizes binarias,
modificando as combinacbes de matrizes e a propor¢cado volume/volume entre as
mesmas.

De acordo com a homogeneidade da mistura matriz/analito, e o coeficiente de
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variacdo obtido pelas andlises supracitadas na Tabela 4, as matrizes selecionadas
para serem testadas em conjunto foram: &cido gentisico, acido a-ciano-4-cloro-
cindmico e acido a-ciano-4-benziloxi-cindmico, acido sinapinico, acido a-ciano-4-
hidroxi-cinamico.

Assim, todas as combinacdes de matrizes bindrias acido a-ciano-4-hidroxi-
cinamico: acido gentisico, acido a-ciano-4-cloro-cindmico: acido sinapinico, acido a-
ciano-4-cloro-cinamico: acido a-ciano-4-benziloxi-cindmico, acido sinapinico: acido a-
ciano-4-hidroxi-cindmico, acido a-ciano-4-hidroxi-cinamico: acido a-ciano-4-cloro-
cinamico, foram preparadas em quadruplicata e analisadas para o célculo de CV’s.

A Tabela 6 apresenta as imagens das cristalizacbes obtidas para uma das

matrizes utilizadas, assim como os valores de CV’s obtidos para cada uma delas.
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Tabela 6 - Imagens de microscopia 6tica (aumento 40x) da cristalizacdo para as diferentes matrizes binarias, e
seus respectivos coeficientes de varia¢édo na analise de MC-RR (2,5 umol/L) e Angiotensina | (2,5 pmol/L).

Matriz binaria 50:50 (v/v) 75:25 (vIv) 25:75 (viv)
- I . __

AN o

acido a-ciano-4-
1 cloro-cinamico:

acido sinapinico

acido a-ciano-4-

cloro-cinamico:

2
acido a-ciano-4-
benziloxi-cindmico
CV =49,4%
acido a-ciano-4-
3 hidréxi-cinamico:

acido a-ciano-4-

cloro-cinamico
CV =42.2% CV =23,7%

acido a-ciano-4-

4 hidroxi-cinamico:

acido gentisico _ b .
CV=11.1% CV =10.8% CV = 30.6%

acido sinapinico:

5 acido a-ciano-4-

hidroxi-cinamico A -
CV =4,66% CV =17,2% CV =13,8%

Para todas as combinagBes de matrizes binarias foram utilizados sistemas de
propor¢cdes volume/volume de 25/75, 50/50 e 75/25. O sistema de proporgéao 50/50
(v/v) resultou nos melhores coeficientes de variacdo para todos os sistemas de
matrizes binarias quando comparamos as analises utilizando apenas uma matriz,
Tabela 4.

Além disto, ao observarmos a entrada 5 da Tabela 6, que apresenta as
cristalizagGes obtidas utilizando a mistura de CHCA e SA como matrizes, tem-se que

todos os spots possuem cristalizacdo homogénea. No entanto, o que apresenta a
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melhor homogeneidade matriz/analito ocorre quando utiliza-se o acido sinapinico:
acido a-ciano-4-hidréxi-cinamico (50/50, v/v), que gera um excelente valor de CV,
4,6%. Essa homogeneidade da matriz/analito em todo o spot evita formacgao de ‘hot-
spots’, sendo que em qualquer local onde o laser incide a relacdo dos sinais entre a
MC-RR e Angiotensina | é constante. Entéo, devido aos resultados obtidos, o método
foi aplicado também para as MC-LR e MC-YR, e os parametros obtidos estédo
apresentados na Tabela 7.

Para avaliar os resultados gerados neste trabalho, os mesmos foram
comparados com os dados ja relatados na literatura para a quantificacdo de MC'’s, que

encontram-se na Tabela 8.

Tabela 7 - Resultados de CV (para o ponto de concentragcdo de 2,5 pumol/L), limite de detec¢do (MDL), limite de
guantificagdo (LDQ), obtidos utilizando o sistema binario acido sinapinico: acido a-ciano-4-hidroxi-cinamico (50:50,

viv).

i LD LQ Curva de
Peptideos CV (%) _ R?
(umol/L) (umol/L) calibracédo
MC-LR 55 0,045 0,25-10.0 y = 0,25x + 0.068 0,99
MC-RR 4,6 0,010 0,13-10.0 y =0,34x + 0.16 0,98
MC-YR 52 0,045 0,33-10.0 y = 0,25x + 0.099 0,98

Tabela 8 - Dados obtidos por Puddick, 2007 utilizando acido a-ciano-4-hidroxi-cinamico como matriz.

LD LQ Curvade
CV (%) _ R?
(umol/L) (umol/L) calibracédo
MC-LR 9,5 0,087 0,28-10,0 y =0,129x + 0,015 0,99
MC-RR 6,2 0,031 0,12-10,0 y=0,075x +0,0034 0,99
MC-YR 6,8 0,056 0,18-10,0 y =0,170x + 0,064 0,98

Ao comparar os resultados apresentados nas TABELAS 7 e 8, pode-se concluir
gue os CVs obtidos quando o sitemas de matrizes binarias séo utilizados para as
analises de MC-LR (5,5%) e M-YR (5,2%) sao proximos aos valores de CV’s
anteriormente publidados.

Entretanto, os valores de MDLs medidos foram melhores do que os resultados
obtidos na literatura. Além disto, as curvas de calibragdo construidas para cada MC
apresentaram boa linearidade no intervalo de concentragao de 0,10 ymol/L — 10,00

umol/L, com valores de R? de 0,98 e 0,99.
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Devido ao sucesso do método otimizado para a quantificagdo das MC-RR, MC-
LR e MC-YR, que s&o peptideos ciclicos com arginina nas suas estruturas, decidiu-se
entdo, ampliar a aplicacdo deste método, aplicando o mesma na quantificacdo de
outros peptideos, que também contém arginina, contudo, que apresentam estruturas
lineares e com diferentes m/z. Para tal finalidade foram escolhidos: a bradicinina
(BRAD) (m/z 1061,21) e fibrilopeptideo humano B (FIBRI) (m/z 1570,57), para
avaliacdo dos parametros obtidos pelas curvas de calibracdo contruidas (Tabela 9).

Este método mostrou excelente reprodutibilidade para ambos os peptideos, com
valores de CV de 2,90% e 3,60%, para BRAD e FIBRI, respectivamente. Além disso,
foram obtidos baixos valores de MDL, 0,039 umol/L para BRAD e 0,084 umol/L para
FIBRI, apontando que este método € sensivel para estes peptideos.

A linearidade obtida também foi muito satisfatéria para brad, com valor R? de
0,99, melhor que a obtida para FIBRI, com R?igual a 0,92 (Tabela 9). Estes resultados
mostraram que o método desenvolvido por este grupo de pesquisa, pode ser utilizado
tanto para quantificacdo de MCs quanto para outros peptideos com diferentes

estruturas.

Tabela 9 - Resultados de CV, limite de detec¢éo (MDL), limite de quantificagéo (LDQ), obtidos utilizando o
sistema binario 4cido sinapinico: 4cido a-ciano-4-hidréxi-cindmico (50:50, v/v).
MLD LDQ Curvade

CV (%) R?
(umol/L) (umol/L) calibracéo

BRAD 29 0,039 0,31-10,0 y =0,29x + 0,027 0,99
FIBRI 3,6 0,084 0,66-10,0 y =0,15x + 0,010 0,92
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5. Conclusbes

O método para quantificacdo de microcistinas, desenvolvido neste capitulo,
minimizou ao maximo os problemas de reprodutibilidade inerente a técnica MALDI-
MS.

O uso da combinacdo das matrizes CHCA e SA (50/50, v/v), otimizou a
cristalizacdo e homogeneizag¢do matriz/amostra por todo o spot, tornando o método
mais reprodutivo e mais sensivel que os métodos ja descritos na literatura.

Além disto, o método desenvolvido € um método rapido, de baixo custo, que
utiliza muito pouco solvente, além de proporcionar a quantificagdo dos diversos
congéneres de microcistinas que podem estar presentes em uma floracédo téxica de

cianobactérias.
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Capitulo 2
Imageamento de Cianobactérias de agua doce
por MALDI Imaging Mass Spectrometry:
Distribuicao espacial de toxinas e outros

metabalitos.
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CAPITULO 2: Imageamento de Cianobactérias de agua doce por MALDI Imaging
Mass Spectrometry: Distribuicdo de toxinas e outros metabdlitos.

1. Introducéo

Atualmente, a humanidade enfrenta desafios com relacdo ao meio ambiente,
producdo de alimentos e fontes de energia. O aumento da producado agricola, assim
como a producdo massiva de alimentos para a populacéo, entre outros produtos de
consumo diario, leva-nos a preocupacao sobre a capacidade da biosfera regenerar
suas fontes primarias, assim como o equilibrio ecolégico dos ecossistemas. Para o
auxilio destas questdes, a biotecnologia conta com o grande potencial microbiologico
para o fornecimento de aditivos alimenticios, tanto quanto na producao de alimentos
e de energia. Neste contexto, as cianobactérias sdo de particular interesse para
inUmeras aplicacdes biotecnoldgicas (JACKSON; ATTALLA, 2010).

Por um longo periodo, as cianobactérias foram utilizadas somente pela
agricultura como bio-fertilizantes, devido sua capacidade de fixacdo de N2 (JACKSON,;
ATTALLA, 2010). No entanto, com a evolucéo dos estudos cientificos, as aplicacdes
das cianobactérias passaram a ser inumeras, podendo ser utilizadas em suplementos
alimentares, fontes de protetores de raios ultra-violeta (UV), até como produtoras de
biocombustiveis.

Por exemplo, a espécie Spirulina fusiformis (FIGURA 19) € amplamente
utilizada como suplemento alimentar para animais e seres humanos. Além de ser
considerada uma espécie nao toxica, a Spirulina fusiformis € um potente nutracéutico,
sendo uma fonte de vitaminas, sais minerais e antioxidantes (NICOLETTI, 2016). Além
disto, a Spirulina possui baixa caloria e gorduras, poucos carboidratos, e é uma fonte
rica em proteinas e aminoacidos essenciais (BENT, 2008). O seu uso prolongado
ajuda regular a gordura corpérea, a circulacado sanguinea e a diminuir o colesterol ruim
(LDL — lipoproteinas de baixa densidade) do organismo (JUAREZ-OROPEZA et al.,
2009). A Spirulina também mostrou-se ser eficaz no tratamento de diabetes, e
doencas vasculares, sem provocar alteracdes fisioldgicas, bioquimicas e patolégicas.
Outras propriedades desta espécie de cianobactérias é ter poder anti-inflamatério e
anticancer (VIDE et al., 2015).



63

2 "‘( V. J‘:{: ¥ .;f
él‘ ’ S 4 4 4 <
57 &’ 7 g
- 20 ym

FIGURA 19 - Filamento de Spirulina. Fonte: Jerine, P. S, Kadar, B. S, Giridharan, R., Udhaya, L. B, Sabina, E. P.
(2017).

Outra aplicagéo das diferentes espécies de cianobactérias, é 0 seu uso como
fonte de compostos de interesse para a producédo de produtos de cuidado pessoal
(PCP’s). Atualmente, as industrias de cosméticos depositam no mercado iniumeros
PCP’s, tais como hidratantes corporais, fotoprotetores, utilizados com grande
frequéncia (DERIKVAND; LLEWELLYN; PURTON, 2017). Os residuos destes
produtos sdo carreados para 0 ecossistema aquatico, causando danos ao meio
ambiente, podendo atuar no sistema hormonal de organismos aquaticos e insetos
(CHRISTEN; ZUCCHI; FENT, 2011). Devido a preocupacdo com a saude do meio
ambiente, os departamentos de Pesquisa e Desenvolvimento das empresas
buscaram produtos naturais como alternativas para estes compostos sintéticos, pois
0S mesmos, além de ser uma alternativa segura, sdo produzidos de maneira
sustentavel, pois sdo uma fonte renovavel destes compostos (MAHAJAN, U. &
WASULE, 2008).

Estes produtos naturais foram buscados, primeiramente nas plantas. No
entanto, sua producao possuem alguns obstaculos, tais como: crescimento demorado,
cultivo sazonal, além da baixa concentracdo dos produtos produzidos, o que interfere
diretamente nos custos da producéao e do produto final (KOLE et al., 2005). Como
alternativa interessante, as cianobactérias sdo produtoras de inUmeros compostos de
interesse, com elevada taxa de reproducdo e aumento de biomassa, quando
comparado ao crescimento das plantas. Além disto, as cianobactérias necessitam
apenas de nutrientes basicos para seu crescimento, podendo ser cultivadas em
sistemas fechados. Sendo assim, seu cultivo ndo compete com o sistema agricola
convencional (QUINTANA et al., 2011).

Outra vantagem do uso das cianobactérias como fonte de produtos naturais, €
que varias de suas espeécies vivem em desertos hiper-aridos, produzindo assim

metabolitos que lhes ddo a capacidade de lidar com radiagdo UV elevada e
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dessecacao grave. Estas cianobactérias extremofilas tém, portanto, grande potencial
como fonte de produtos cosméticos para serem utilizadas em protetores solares e
hidratantes (QUESADA, 2014). Entre os compostos fotoprotetores estdo as
micosporinas (MMASs), e as scytoneminas (DERIKVAND; LLEWELLYN; PURTON,
2017).

As micosporinas (FIGURA 20) sdo um grupo de mais de 20 metabdlitos
sollveis em agua, capazes de absorver luz UV, fornecendo alta protecéo contra fétons
no comprimento de onda UV-A. Cianobactérias da espécie terrestre Nostoc comune
€ um exemplo de produtores destes compostos (DERIKVAND; LLEWELLYN;
PURTON, 2017).

Ja as scytoneminas (FIGURA 20) possuem maximo de absor¢cdo em 380 nm,
sdo encontradas nos polissacarideos da bainha das cianobactérias, agindo como
protetores de radiacdo UV de curto comprimento de onda. Este pigmento lipossolivel
€ uma pequena molécula dimérica (544 Da), que € o Unico entre os produtos naturais
que é composto de subunidades indolicas e fendlicas ligadas por um atomo de
carbono olefinico. Esses compostos sao produzidos, por exemplo, pela espécie
Chroococcidiopsis sp. (DERIKVAND; LLEWELLYN; PURTON, 2017).

Scytonemina Mycosporina-2-glicina

FIGURA 20 - Estruturas quimicas da Scytonemina e Mycosporina-2-glicina.

Aléem das aplicacbes supracitadas, as cianobactérias tém sido utilizadas na
producdo de biocombustiveis por ser capazes de produzir hidrocarbonetos com
diferentes tamanhos de cadeia, entre outros combustiveis como: etanol, 2,3-
butadienol, etileno etc. Pela primeira vez, o etanol foi produzido com sucesso pela
cianobactéria S. elongatus PCC 7942, introduzindo os genes que codificam as
enzimas piruvato descarboxilase e alcool desidrogenase I, codificados pela bactéria
Zymomona mobilis. Entretanto, a modificacdo genética da espécie Synechocystis sp.
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PCC 6803, com a inser¢cao dos mesmos genes, obtiveram melhores resultados na
producéo deste combustivel (JOHNSON et al., 2016).

Dentre os inGmeros compostos produzidos pelas cianobactérias, encontram-se
uma enorme variabilidade de oligopeptideos, denominados de cianopeptideos. Nos
altimos vinte anos foram isolados e caracterizados aproximadamente 600
cianopeptideos (QUESADA, 2014). Este admiravel nUmero de compostos despertou
a curiosidade dos pesquisadores, 0 que gerou inumeros estudos em diversos
aspectos como, por exemplo, a bioatividade destas substancias e suas possiveis
aplicacBes farmacologicas, assim como os efeitos toxicolégicos das cianotoxinas, e
principalmente sobre importancia ecolégica da producdo destes metabdlitos
(QUESADA, 2014).

1.1. Cianopeptideos

Como ja descrito no Capitulo 1, as cianobactérias sdo encontradas em uma
vasta gama de ecossistemas do nosso Planeta Terra. A grande capacidade de
adaptacdo de suas espécies é atribuida, em parte, pela enorme variabilidade de
metabdlitos secundarios produzidos pelas mesmas (QUESADA, 2014). A FIGURA 21
apresenta as diferentes classes estruturais dos metabdlitos secundarios produzidos

pelas cianobactérias.

o 2.30% 5-20%

6.30% \‘
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3.50

64.70%

FIGURA 21 — Metabolitos secundarios produzidos pelas cianobactérias classificados de acordo com a classe
estrutural. Fonte: Chipala, G. E., Mo, S., Orjala, J., 2011 (adaptado).
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Nesta figura, pode-se observar que aproximadamente 65% dos metabdlitos
secundérios produzidos pelas cianobactérias sdo peptideos. Estes cianopeptideos
possuem uma enormidade de variantes estruturais. No entanto, a grande maioria
mantém um padréo estrutural, que os caracterizam. Desta forma, sao classificados
entre:  aeruginosinas, microcistinas  (MC’s), nodularinas,  microviridinas,
cianopeptolinas etc (FIGURA 22) (WELKER et al., 2006).



HO

Aeruginosina 645
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Nodularina-R

}JQ Cianopeptolina 973
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Microviridina 1707

FIGURA 22 - Exemplos de diferentes classes de cianopeptideos.
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Ao observar as classes de cianopeptideos apresentados na FIGURA 22, pode-se
verificar a presenca de aminoacidos ndo proteinogénicos em suas estruturas, assim
como alguns de seus residuos. Isto se deve ao fato que a biossintese dos
cianopeptideos ocorrere predominantemente por vias nao ribossomais, sendo que
somente as microviridinas sdo sintetizadas pelas vias ribossomais (QUESADA, 2014).

Uma via ribossomal ocorre através dos ribossomos das células, que sao capazes
de traduzir milhares de proteinas e peptideos, que possuem em sua estrutura
aminoacidos proteinogénicos. No entanto, as vias ndo ribossomais ocorre através de
complexos enziméticos multifuncionais capazes de produzir apenas peptideos com
poucas unidades de aminodcidos (que podem ser proteinogénicos ou nao
(QUESADA, 2014)), assim como os apresentados na FIGURA 23.
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FIGURA 23 - Amino &cidos e derivados de aminoacidos ndo usuais presentes nas estruturas dos cianopeptideos.

Os cianopeptideos séo sintetizados em sua maioria pelas Peptideos Sintetases
N&o Ribossomais (NRPS - non-ribosomal peptide syntetases) (QUESADA, 2014), que

consistem em um agrupamento de modulos, nos quais cada um deles sé&o
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responsaveis pela incorporacdo de apenas um aminodcido na cadeia de peptideos
final (RANTALA et al., 2004). A producédo das NRPS séo reguladas e organizadas
através de uma arquitetura modular de genes, que € utilizada pelas cianobactérias
para a producdo novos metabdlitos secundarios com o minimo de alteracdes
genéticas possiveis. Um exemplo disto, é a biossintese das nodularinas, na qual o
clusters de genes que codificam a NRPS das nodularinas sdo os mesmos que
codificam as NRPS das MC’s com apenas dois modulos a menos (FIGURA 24)
(RANTALA et al., 2004). Acredita-se que a producéo dos oligopeptideos pelas vias
ndo ribossomais foram conservadas e exploradas pelas inumeras linhagens de
cianobactérias existentes (MOFFITT; NEILAN, 2004).
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FIGURA 24 — Esquema da biossintese da Nodularina-R. Fonte: Moffitt, M. C., Neilan, B. J. (2004) (RANTALA et
al., 2004).

Um unico cluster de genes pode ser responsavel pela sintese de inUmeros
compostos de uma mesma classe, sendo que um mesmo complexo enzimatico pode
sintetizar multiplos oligopeptideos. Além disto, as modificacdes pos-traducionais,
como metilacdo, halogenacéo e sulfonacao, resultam em centenas de congéneres da
mesma classe de peptideos, 0 que justifica a producéo desta enorme variabilidade de
cianopeptideos (LIFSHITS; CARMELI, 2012). A seguir serdo descritas as classes de

cianopeptideos estudadas neste trabalho.
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1.1.1. Aeruginosinas

As aeruginosinas sao tetrapeptideos lineares caracterizadas pela presenca do
aminoacido 2-carboxi-6-hidroxioctaidroindol (Choi), na posi¢cdo 3 (FIGURA 25). Na
posicdo 1, as estruturas das aeruginosinas possuem o acido hidroxi-fenillatico (Hpla),
que pode conter Br ou ClI ligados ao anel benzénico, substituindo o grupo hidroxila
(ISHIDA et al., 2009). Na segunda posi¢cdo, o aminoacido é variavel, podendo ser
isoleucina (lleu), pentleucina (PentLeu), metilhomotirosina (mHty) ou tirosina (Try)
(FUKUTA et al., 2004). O terceiro amino &cido, Choi, pode ter seu grupo hidroxila
modificado pela substituicdo de NHz, Cl ou Su. Na quarta posi¢céo, as aeruginosinas
possuem 0 aminodcido arginina ou derivados do mesmo, como agmatina, Aeap,
Argininol ou AcArginina.

As variantes de aeruginosinas tém sido isoladas das espécies Microcistis
aeruginosa, Oscillatoria sp., Microcistis viridis e Nodularia supumigina entre outras.
Atualmente, foram caracterizados mais de trinta e nove congéneres de aeruginosinas
destas espécies (WELKER; VON DOHREN, 2006).

HQ 3

FIGURA 25 — Estrutura quimica da Aeruginosina 298A.

1.1.2. Cianopeptolinas

As cianopeptolinas sdo hexa-depsipeptideos ciclicos, ou seja, sdo peptideos
ciclizados através de uma ligacdo éster (FIGURA 26) (FASTNER; ERHARD; VON
DOHREN, 2001). No caso das cianopeptolinas, a ciclizacdo do anel ocorre com a
formacado da ligagdo éster entre os aminoacidos da posicdo 1 (Ser) e da posicao 6.
Na estrutura das cianopeptolinas existe a estrutura do aminoacido néao

proteinogénicos: 3-amino-6-hidroxi-2-piperidona (QUESADA, 2014) (posicdo 3 —
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FIGURA 26). Na posicdo 1, as modificagBes séo varidveis com a presenca de outros
aminoacidos. Além disto, na posicédo 3 pode ocorrer a adi¢cdo de diferentes cadeias
alifaticas (S1 e S2 — FIGURA 26).

As cianopeptolinas produzidas pelas espécies Microcistis sp., Oscillatoria sp,
Nostoc sp. e Symploca sp., Planktrothrix agardii, entre outras. Atualmente foram
isoladas mais de 120 variantes desta classe de cianopeptideos (FASTNER; ERHARD;
VON DOHREN, 2001).
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FIGURA 26 - Estrutura quimica da Cianopeptolina 1083.

1.1.3. Microviridinas

As microviridinas sé@o peptideos ciclicos, que possuem de treze a quatorze
aminoécidos proteinogénicos em sua estrutura (FIGURA 27). A biossintese da
estrutura primdria desta classe de peptideos ocorre pelas vias ribossomais (WELKER,;
VON DOHREN, 2006). No entanto, esta sequéncia pode passar por algumas
modificacdes pos-traducionais, de modo que as microviridinas podem ser ciclizadas
em até trés pontos de sua estrutura. A formacéo de ligacdes ésteres podem ocorrer
entre os aminoacidos treonina (posicao 4) e acido aspartico (posicédo 10), ou entre a
serina (posicao 9) e acido glutdmico (posicdo 12). Outro ponto de ciclizagdo possivel
é a formacéo de uma ligagdo amida, que ocorre entre a lisina (posicao 6), e o acido
glutdmico ou &cido aspartico (posicdo 13). As microviridinas podem ser encontradas

com diferentes pontos de ciclizag&o, sendo triciclicas ou biciclicas.
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Outras modificacdes poés traducionais caracterizadas até o momento, sdo as
esterificacbes nos aminoacidos com cadeia lateral acida, que sdo modificadas a
ésteres de metila. Ou entdo, também ocorre a acetilacdo na cadeia lateral do
aminoacido N-terminal (WELKER; VON DOHREN, 2006).

OH

FIGURA 27 - Estrutura de uma microviridina. As ligagbes em destaque podem ocorrer apos a traducdo da
sequéncia primaria de aminoécidos.

1.1.4. Nodularinas e Microcistinas

As Nodularinas e Microcistinas, com suas estruturas ja detalhadas no Capitulo
1, também sdo consideradas classes de cianopeptideos. Ambas séo cianopeptideos
ciclicos, no entanto, a classe das nodularinas possuem cinco aminoacidos, e as

microcistinas sédo heptapeptideos ciclicos.

1.1.5. Cianopeptideos como fontes de novos farmacos
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Inimeros estudos apontam as classes de cianopeptideos como fonte de novos
farmacos. A maioria das classes de aeruginosinas, cianopeptolinas e microviridinas
caracterizadas séo inibidoras de proteases do tipo trombina, plasmina e serina. Desta
maneira, estas substancias podem agir como novos e potentes medicamentos
utilizados nos tratamentos de trombose, infarto do miocéardio e acidente vascular
cerebral, gerando assim maior valor agregado aos cianopeptideos produzidos pelas
cianobactérias (WELKER; VON DOHREN, 2006). Além das classes de
cianopeptideos acima descritas, as classes das microcistinas e nodularinas, foram
detalhadas no Capitulo 1 desta tese.

Desta forma, com base na quantidade de variaveis estruturais destes
cianopeptideos, assim como a importancia da bioatividade de cada um deles, somado
ao fato que uma Unica espécie de cianobactéria pode produzir diferentes classes de
cianopeptideos, e diferentes cianopeptideos de uma mesma classe, torna-se
necessario o uso de uma técnica de andlise capaz de caracterizar e identificar estes
peptideos de uma maneira rapida, facil e eficiente. Assim, a técnica MALDI-MS tem
sido amplamente utilizada em andlises de fingerprint de metabdlitos de micro-
organismos, pois além de possuir 0s requisitos acima citados, € uma técnica capaz
de determinar constituintes intracelulares diretamente das células, sem a necessidade
da prévia extracao dos mesmos (WEHR et al., 2015).

Outra ferramenta complementar a MALDI-MS, é a técnica MALDI-IMS (Imaging
Mass Spectrometry), que incorpora o poder de visualiza¢do da distribuicdo espacial

dos diferentes ions sobre as culturas analisadas (SANDONATO et al., 2017).

1.2. MALDI-IMS

Como citado anteriormente, MALDI-MS € considerada uma técnica bastante
versatil, podendo ser aplicada em diversas analises de amostras biolégicas como, por
exemplo, peptideos, proteinas, lipideos, dentre outros (CAPRIOLI; FARMER; GILE,
1997). Esta técnica é capaz de analisar centenas de analitos de uma s6 vez, sem a
necessidade do conhecimento prévio da existéncia dos mesmos (SHIH et al., 2014).

As andlises de imageamento circundam toda a amostra a ser analisada, de
modo que 0s compostos sao rastreados em mais de 1000 pontos de coleta de dados,

0 que torna a técnica MALDI-IMS capaz detectar padrdoes de distribuicao i6nica e
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fendtipos ocultos, que ndo podem ser detectados em analises morfolégicas a olho nu
(SHIH et al., 2014).

As etapas experimentais importantes para a visualizacdo de compostos
guimicos ou biomoléculas diretamente de culturas de micro-organismos séo: a cultivo
das células em meio solido e a fixagdo da amostra na placa que seguira para dentro
do equipamento, assim como a escolha e aplicagcao da matriz e a secagem da mesma.
Todos estes procedimentos devem ser controlados cuidadosamente para a obtencao
de dados cientificos significativos (YOSHIMURA et al., 2016).

Em um experimento que utiliza IMS, a &rea total da amostra é subdividida em
pixels (FIGURA 28b), que séo individualmente escaneados por um espectrometro de
massas. Um Unico espectro de massas ou a média de varios espectros de massas
sdo obtidos para cada pixel e combinados em conjunto com as suas respectivas
coordenadas espaciais (FIGURA 28c). Apés a varredura de toda a regido de interesse,
pode-se criar um espectro de massas médio de toda a amostra (FIGURA 28d). Entao,
a distribuicdo dos ions especificos pode ser organizada visualmente como uma
imagem adicionando um gradiente de cores que representa a intensidade normalizada
de ions particulares. A FIGURA 28 apresenta as etapas realizadas para a realizacao

da imagem de uma cultura de micro-organismos.
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FIGURA 28 — Etapas realizadas para realizagdo do imageamento por IMS. a) Amostra inserida na placa de MALDI-
MS, b) analise por MALDI-TOF-MS (varredura de toda &rea por pixels), ¢) cada pixel possui um espectro de
massas, d) associacdo dos sinais selecionados, com suas respectivas coordenadas no espago, formando a
imagem.

A capacidade de realizar o imageamento de uma amostra de modo a obter
detalhes sobre a disposicdo espacial ordenada e detalhada dos compostos em
diferentes tipos de amostras, pode ser de enorme valia em investiga¢cfes biologicas.
Um mapa de superficie de ions selecionados de tais amostras, podem fornecer
detalhes de compartimentacdo de compostos, processos metabdlicos especificos de
locais especificos de cada tecido ou célula, e dominios de ligacdes seletivas para uma
grande variedade de compostos naturais ou sintéticos (CAPRIOLI; FARMER; GILE,
1997). Assim, em 1997 Caprioli et al, introduziram a técnica MALDI-IMS para a
criacdo de imagens 2D, apresentando a distribuicdo de peptideos e proteinas em
superficies intactas de tecidos biol6gicos. Desde entdo, esta técnica foi amplamente
difundida, fornecendo a distribuicdo de biomoléculas em diferentes tecidos bioldgicos,
com inimeros objetivos (SANDONATO et al., 2017). Além disto, MALDI-IMS tem sido
aplicada em analises de culturas de micro-organismos, sendo aplicada para este fim,
pela primeira vez em 2008 para identificacao e distribuicdo de produtos naturais (SHIH
et al., 2014), assim como a analise de intera¢cdes microbiologicas, e o perfil metabdlico
dos micro-organismos. Inimeros artigos reportam a analise de peptideos especificos
em células intactas, através da analise de MALDI-MS (FASTNER; ERHARD; VON
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DOHREN, 2001). Desta maneira, neste capitulo foram realizadas imagens de
diferentes espécies de cianobactérias por MALDI-IMS.
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2. Objetivos

Este capitulo, teve como objetivo o imageamento das culturas de Microcistis
aeruginosa PCC 7820, Nodularia hayerviana PCC 7804 e Anabaena cylindrica PCC
7122 cultivadas em meio sélido. O imageamento destas espécies, diretamente no
meio em que foram cultivadas, foi realizado para melhor compreender a producéo de
cianotoxinas, e verificar a dispersao espacial dos cianopeptideos produzidos por estas
espécies. Verificando se estes metabdlitos sdo mantidos dentro das células, ou se
estes podem ser liberados através da membrana celular e difundidos pelo meio no

qual as espécies estao cultivadas.
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3.Materiais e Métodos

3.1. Esterilizagdo dos materiais

Os materiais utilizados para manipulacdo e crescimento dos micro-organismos
foram esterilizados em autoclave vertical da marca Phoenix modelo AV-75, a 120°C e
1,0 Kgf/lcm?, por 15 min. Materiais ndo autoclavados foram esterilizados em uma
capela de fluxo laminar, PACHANE modelo PA0O50 série 329/10, sob luz visivel (400

nm).

3.2. Cultivo das espécies de cianobactérias

As espécies de cianobactérias utilizadas neste trabalho foram obtidas em
colaboragcédo com o Instituto Pasteur — Franca. Estas espécies foram cultivadas em
75,0 mL de meio liquido mineral (Tabela 10 e 11), de acordo com as instrucdes
proporcionadas pelo Instituto Pasteur. As culturas sédo incubadas em uma camara de
germinacao (Tecnal, TE-401) a 25°C com radiacao fotossinteticamente ativa (PAR) de

5 umol de fétons m2.s* por um foto periodo de 12h.

Tabela 10- Espécies de cianobactérias e seus respectivos meios de cultivo.

Cianobactéria Meio de cultivo
Microcystis aeruginosa PCC 7820 BG-110+ NaNOs (2 mmol/L) + NaHCO3
(10 mmol/L)
Nodularia harveyana PCC 7804 BG-11o

Anabaena cylindrica PCC 7122 BG-11o




Tabela 11- Meios de cultivo BG-110+ NaNOsz (2mM) + NaHCOs (10mM).

BG-110+ NaNO3 (2mM) + NaHCO; (10mM)

Agua destilada 1000 mL
Na2CO3 0,0400 g
NaNO3 1,7000 g
NaHCOs 0,8400 g
K2HPO4. 3H20 0,0400 g
MgSOa. 7H20 0,0750 g
Citric acid 0,0060 g
EDTA Kz Mg. 2H20 0,0010 g
CaClz. 2H20 0,0360 g
Citrato de ferro e aménio 0,0060 g
Solug&o metais traco 1,00 mL
pH 7,0
Tabela 12- Meios de cultivo BG-110 e solugdo de metais tragos.
BG-11,
Agua destilada 1000 mL
NaNO3 1,7000 g
K2HPOa4. 3H20 0,0400 g
MgSOa4. 7H20 0,0750 g
Citric acid 0,0060 g
EDTA K2 Mg. 2H20 0,0010 g
CaClz. 2H20 0,0360 g
Citrato de ferro e aménio 0,0060 g
Solucéo metal traco 1,00 mL
pH 7,0

Solucé&o de metais traco A5+Co

Agua destilada
HsBO3
MnCl2.4H20
ZnS04.7H20
Na2M004.2H20
CuS04.5H20
Co(NOs3)2.6H20

1000 mL
2,8600 g
1,8100 g
0,2220 g
0,3900 g
0,0790 g
0,0494 g
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3.3. Preparo de amostra para as analises de cianobactérias cultivadas no laboratério
e amostras ambientais por MALDI-TOF-MS.

Primeiramente, para a confirmacéo da producdo dos cianopeptideos produzidos
para cada uma das espécies utilizadas neste trabalho, as cianobactérias cultivadas
em meio liquido foram analisadas por MALDI-MS. Para isto, foi utilizado o métodos
Vaccum Drying Modificado, ja detalhado no Capitulo 1. Neste método, primeiramente
a matriz é preparada com uma solugao supersaturada de CHCA (acido a-ciano-4-
hidroxicindmico) dissolvida em 70% acetonitrila, 30% agua ultrapura e 0.10% de TFA
aquoso. Aplica-se 1.00 pL de amostra sobre um spot da placa de MALDI, em seguida
€ realizada a secagem da amostra em um dessecador acoplado a uma bomba de
vacuo, marca Tecnal, modelo TE-058. ApGs a secagem da amostra, 1.00 pyL de
solucéo supersaturada da matriz € adicionada por cima da amostra seca e a placa é
novamente levada para a o vacuo, onde é esperada a cristalizacdo dessa mistura
(FIGURA 29).

Amostraeli:ianobactéria%I;‘Q:{T
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1,0mnL@ef@imaBolucdoBaturadal
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N

L /
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FIGURA 29 - Método de analise de cianobactérias por MALDI-TOF-MS.
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3.4. Imageamento das culturas de cianobactérias Microcystis aeruginosa PCC 7820,
Nodularia harveyana PCC 7804 e Anabaena cylindrica PCC 7122.

As andlises para o imageamento das culturas de cianobactérias foram realizadas
em colaboracdo com o Laboratério ThoMSon de Espectrometria de Massas da
Universidade de Campinas (UNICAMP).

As imagens foram obtidas utilizando o equipamento Autoflex Il MALDI-
TOF/TOF (Bruker Daltonics, Alemanha) com laser de N2 (337 nm), no modo
positivo. As imagens foram geradas pelo programa Fleximaging 3.0 (Bruker
Daltonics, Alemanha). O didmetro do laser foi de ~ 50 ym e rastreou ao longo
do eixo x e y, selecionando regides de 150 um de resolugédo. Cada espectro foi
adquirido a partir de 500 laser shots em um uUnico spot. A faixa de massa
monitorada entre m/z 600 a 2500, e a poténcia do laser ajustada de 30 a 50%
antes do experimento de imageamento para que o0s resultados fossem
otimizados. MALDI Imaging foi operado utilizando as condi¢des a seguir: ion
sourcel = 19.00 kV, ion source 2 = 16.72 kV, lens voltage = 8.30 kV, reflector
voltage = 21.00 kV, reflector voltage 2 = 9.70 kV, pulsed ion extraction time =10
ns, e suppression = 500 Da. As imagens foram criadas e normalizadas
utilizando o software FlexImaging.

As cianobactérias foram cultivadas sobre a lamina de vidro (propria para MALDI-
IMS) que foi utilizada para realizacdo das analises. Entdo, a mesma foi colocada
dentro de uma placa de petri, e imersa sobre aproximadamente 10.00 mL de meio de
cultura (Agar), este volume foi suficiente para formar um filme fino sobre lamina. Em
seguida, as col6nias de cianobactérias foram inoculadas e cultivadas sobre a lamina.
Entdo, esta foi retirada da placa de petri, e sobre ela a matriz (acido ciano-4-
hidroxicinamico) foi pulverizada através de um spray e a amostra foi seca sob vacuo.
Em seguida, a mesma foi posicionada no equipamento para que as analises fossem
realizadas (FIGURA 30) (SANDONATO et al., 2017).
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FIGURA 30 - Passo a passo para o imageamento das culturas de cianobactérias. Fonte: Sandonato, B. B. et al,

2017 (adaptado) (SANDONATO et al., 2017).
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4. Resultados e Discussao

4.1. Identificacdo dos cianopeptideos produzidos pelas espécies Micocystis
aeruginosa PCC 7820, Nostoc sp. PCC 9237, Nodularia harveyana PCC 7804 e
Anabaena cylindrica PCC 7122 por MALDI-TOF-MS

O nosso grupo de pesquisa adquiriu trés espécies de cianobactérias em
colaboragdo com Instituto Pasteur. Essas espécies sdo de ordens distintas, com
morfologias diferentes, e caracterizadas por produzirem diferentes cianopeptideos.

Na FIGURA 31 estdo apresentadas as espécies investigadas neste trabalho.
Podemos observar que a espécie Micocystis aeruginosa PCC 7820, pertencente a
Ordem Chroococcales, é unicelular sendo a unica encontrada na forma de cocos. As
outras espécies: Nodularia harveyana PCC 7804 e Anabaena cylindrica PCC 7122,
pertencentes a ordem Nostocales, sendo filamentosas.

P - < B>

Microystis aeruginosaPCC7820  Nodullaria harveyana PCC 7804 Anabaena cylindricaPCC 7122

FIGURA 31 - Imagem por microscopia éptica (aumento 100X) das espécies: Micocystis aeruginosa PCC 7820,
Nodularia harveyana PCC 7804 e Anabaena cylindrica PCC 7122

Estas espécies foram escolhidas com base nos peptideos produzidos pelas
mesmas. As espécies Microcystis aeruginosa PCC 7820 foi escolhida para o estudo,
pois produzem diferentes variantes de microcistinas. Além disto, esta espécie € capaz
de produzir diferentes aeruginosinas e é a espécie de cianobactérias mais comum nas
floracoes (SANDONATO et al., 2017).

A espécie Nodularia haveryana PCC 7804 foi selecionada por ser a Unica espécie
do género Nodularia do tipo bentdnica (LYRA et al.,, 2005), capaz de produzir
nodularinas. A espécie Anabaena cylindrica PCC 7122, foi escolhida por produzir a
anaguelina, um sideré6foro, responsavel por tornar os ions Fe3*, presentes no meio em

gue vivem, disponivel para as células. Desta maneira, as analises realizadas por
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MALDI-TOF-MS tiveram como finalidade de confirmar a presenca destes
cianopeptideos produzidos por estas espécies.

Os espectros obtidos estdo apresentados nas FIGURAS 33, 34 e 35. Os
cianopeptideos identificados e seus respectivos sinais de m/z obtidos estdo

apresentados na TABELA 13, e suas estrururas estdo apresentadas na FIGURA 32.

Tabela 13 - Espécies de cianobactérias e o0s respectivos m/z relativos aos cianopepitideos identificados.

Espécie m/z Cianopeptideo
Microcystis aeruginosa PCC 7820 995,45 MC-LR
981,45 [D-Asp3]MC-LR
603,12 Aeruginosina 602
Nodularia harveyana PCC 7804 839,45 Nod-Har
825,42 Nod-R
Anabaena cylindrica PCC 7122 761,24 Anaquelina

Com base nos peptideos produzidos pelas espécies Microcystis aeruginosa
PCC 7820, Nodularia haveryana PCC 7804 e Anabaena cylindrica PCC 7122, estas
espécies foram selecionadas para o experimento MALDI-IMS, com o objetivo de

observar a distribuicéo espacial dos peptideos produzidos por cada uma delas.
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FIGURA 33 — Espectro de MALDI-(+)-TOF-MS obtido pela analise da espécie Microcystis aeruginosa PCC7820.
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FIGURA 34 - Espectro de MALDI-(+)-TOF-MS obtido pela andlise da espécie Nodularia harveyana PCC7804.
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4.2. Imageamento das espécies Micocystis aeruginosa PCC 7820, Nostoc sp. PCC
9237, Nodularia harveyana PCC 7804 e Anabaena cylindrica PCC 7122 por MALDI-
TOF-IMS

Neste trabalho foram realizadas diferentes imagens destas culturas.
Primeiramente, foi realizado o imageamento das espécies cultivadas isoladamente,
com objetivo de verificar a producédo e distribuicdo dos metabdlitos individuais e
caracteristicos das mesmas. Posteriormente as imagens do cultivo destas espécies
em conjunto foram realizadas para observar a dinamica da producdo dos
cianopeptideos de interesse e a possivel interacdo quimica que ocorre entre as
colbnias.

Como citado anteriormente, a espécie Microcistis aeruginosa foi selecionada pela
sua importancia ecoldgica, estando presente em grande parte das floracdes de
cianobactérias que ocorrem por todo o mundo. Na FIGURA 36a, temos a imagem da
lamina de cultivo contendo a espécie Microcistis aeruginosa PCC 7820. Nas FIGURAS
36b e 36¢c, estdo apresentadas a distribuicdo dos ions de m/z 995.6, referente a
hepatotoxina MC-LR, e do ion de m/z 603.3, referente ao peptideo linear aeruginosina
602. Levando em consideracao que a intensidade dos sinais de m/z € representada
pela escala de cores, que vai das tonalidades de azul (sinal menos intenso) e de
vermelho (sinal mais intenso). Podemos observar que os ions de m/z 995.6, estédo
localizados em sua grande maioria, sobre a cultura, possuindo maior intensidade
também sobre as mesma, condizente com os relatos da literatura, que afirmam que
as microcistinas sao produzidas, e mantidas dentro das células das cianobactérias,
sendo liberadas somente quando ha a senescencia das mesmas.

Os ions de m/z 603.3, relativos a aeruginosina 602 encontram-se sobre as culturas
e em torno das mesmas, possuindo menor intendidade aos redores da cultura, e maior
intensidade sobre as mesmas, indicando que a aeruginosina é capaz de atravessar

as paredes das células, saindo para o meio na qual elas vivem.
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m/z 603.3 m/z 995.6

FIGURA 36 - MALDI-IMS slide com coldnias de Microcistis artuginosa PCC 7820 com a area scaneada delimitada
pelo retangulo em vermelho. Imagem MALDI-IMS gerada para: (b) ion m/z 603.3 correspondente a aeruginosina
602 e m/z 995.6 correspondente a molécula protonada de MC-LR.

Outro experimento realizado foi o co-cultivo das espécies N. harveyana PCC 7804
e A. cylindrica PCC 7122 em uma mesma lamina, sendo que a cultura de A. cylindrica
PCC 7122 se encontra do lado esquerdo e a N. harveyana PCC 7804 se encontra do
lado direito da lamina (FIGURA 37a).

Ao observarmos a FIGURA 37 que apresenta as imagens obtidas pela analise
deste cultivo, temos que o ion de m/z 761.3 referente a anaquelina produzido pela A.
cylindrica PCC 7122, este sideroforo se encontra totalmente distribuido pela lamina,
pois como citado anteriormente, este metabdlito € capaz de atravessar a membrana
celular, e migrar para o meio de cultura.

J& os peptideos nodularina-R (m/z 825), nodularina-[Har] (m/z 839) encontram-se
dentro das células da N. harveyana PCC 7804, assim como as MC’s que sao
encontradas somente dentro das células de M. aeruginosa PCC 7820.
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m/z 825.5

m/z 839.5

FIGURA 37 - a) MALDI-IMS slide com as colénias de cianobactérias N. harveyana PCC 7804, no lado direito do
slide e A. Cylindrica PCC 7122 do lado esquerdo, b) imagem gerada por MALDI-IMS da distribuicdo do sider6foro
anaquelina (m/z 761), c e d) imagens geradas por MALDI-IMS dos peptideos ciclicos nodularina-R (m/z 825),
nodularina-[Har] (m/z 839).

As imagens obtidas reforcam a hipdtese de que cada espécie de cianobactérias
produz peptideos caracteristicos, que podem caracterizar as mesmas nestas
imagens, sendo que os peptideos nodularina-R (m/z 825), nodularina-[Har] (m/z 839)
sdo produzidos somente pela N. harveyana PCC 7804, a MC-LR (m/z 995) é
produzida pela Microcistis aeruginosa PCC 7820, e a anaquelina (m/z 761.3) é
produzido pela espécie A. cylindrica PCC 7122.

O terceiro experimento foi realizado em uma lamina na qual foram cultivadas as
trés espécies simultaneamente, onde cada uma das espécies foi inoculada em
diferentes pontos da mesma: a N. harveyana PCC 7804, foi inoculada do lado
esquerdo, a A. cylindrica PCC 7122, no lado direito, e a Microcistis aeruginosa PCC
7820 foi inoculada entre as duas espécies. Este experimento foi realizado para a
confirmacédo dos resultados acima citados, e para a analise da producdo de outros
possiveis metabdlitos, quando estas espécies estdo em contato uma com as outras.

Desta maneira, na FIGURA 38 temos a imagem da lamina com o co-cultivo das trés

cianobactérias, e podemos observar claramente o que foi relatado anteriormente, ja
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gue o sinal de m/z 839.5 aparecem somente sobre as culturas de N. harveyana PCC
7804, o0 m/z 995.6, somente na espécie Microcistis aeruginosa PCC 7820, e a m/z
761.3, na espécie A. cylindrica PCC 7122.

Além destes ions caracteristicos, outros ions sdo detectados, como o sinal de m/z
638.5 (FIGURA 38c), que é encontrado somente na cultura da N. harveyana PCC
7804, o ion m/z 619.1(FIGURA 38c), detectado somente ao redor das coldnias, assim
como os ions m/z 989.4 (FIGURA 38d), e 1276.3 (FIGURA 38e), em destaque o0s ion
1643.6 (FIGURA 38f), e 1971 (FIGURA 38g), fortemente concentrado entre as

coldnias e podem estar correlacionadas com o processo de ‘cross talking’.

m/z 839.5 m/z 995.6 m/z 761.3

f,.‘_ 3 ’
K m/z 638.5

m/z 989.4 ndid m/z 1276.3
f)

d)

m/z 1643.6 m/z 19715

FIGURA 38 - MALDI-IMS imagem para as trés espécies de cianobactérias N. harveyana PCC 7804, M. aeruginosa
PCC 7820 e A. cylindrica PCC 7122. Imagem (a) para os biomarcadores nodularina Nod-[Har] (m/z 839.5),
microcistinas MC-LR (m/z 995.6) e anaquelina (m/z 761.3). Imagens (b) a (g) para os ions desconhecidos m/z
619.1, 638.5, 989.4, 1276.3, 1643.6 e 1971.5.
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5. Conclusodes

Os experimentos de MALDI-MS foram capazes de identificar diferentes
peptideos das diferentes espécies analisadas. Estas analises foram base para a
escolha das espécies utilizadas para o imageamento das culturas no meio sélido.
Assim, este trabalho, apresenta pela primeira vez na literatura, imagens do perfil de
distribuicdo de cianopeptideos produzidos pelas espécies estudadas.

Os resultados obtidos apresentaram novas perspectivas com relacdo a
distribuicdo espacial dos peptideos produzidos pelas espécies de cianobactérias
estudadas, confirmando que os peptideos nodularina-R (m/z 825), nodularina-[Har]
(m/z 839) produzidos somente pela N. harveyana PCC 7804 e a MC-LR (m/z 995) é
produzida pela Microcistis aeruginosa PCC 7820 ndo séo capazes de atravessar a
membrana das células, no entanto a anaquelina (m/z 761.3) produzido pela espécie
A. Cylindrica PCC 7122 atravessa a membrana celular e se encontra por toda lamina
de cultivo.

Além disto, foi observada a presenca de outros sinais, que foram detectados
somente entre as coldnias, indicando que podem ser moléculas que participam como

‘cross-talking’.
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CAPITULO 3: Identificagdo de cianopeptideos presentes na floracdo de
cianobactérias presente na Represa Salto Grande.

1. Introducéo

1.1. Floracéo de Cianobactérias presente na Represa Salto Grande (Americana —
SP)

As floracdes de Cianobactérias ocorrem como consequéncia do carreamento de
excesso de nutrientes para os corpos d’agua, tornando a superficie dos mesmos uma
‘densa sopa verde’ (IBELINGS et al., 2016) (FIGURA 39). No entanto, estas floracbes
acarretam em inumeros problemas hidrologicos e ecoldgicos. Ha registro de morte de
animais por envenenamento através do consumo de aguas contaminadas com
cianobactérias, quando o Rio Murray, localizado na Australia, passou por longa
estiagem (FRANCIS, 1878). Contudo, o histérico das tentativas de controle destas
floracdes iniciou-se um século depois, nas décadas de 70 e 80, quando as
consequéncias negativas das floragdes ndo poderiam ser mais ignoradas, uma vez
que o abastecimento de agua comecou a ser prejudicado (IBELINGS et al., 2016).
Além disto, com o aumento da producao industrial e desenvolvimento da agricultura,
e, como consequéncia, o amplo crescimento demografico urbano, a partir da década
de 90 os relatos de floracdes de cianobactérias passaram a ser mais frequentes no
mundo todo (SANT’ANNA et al., 2007).
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FIGURA 39 - Imagens de Floragdo de Cianobactérias, Americana -SP. Fonte: arquivo pessoal do autor.

A partir do ano de 1997, a literatura apresenta estudos sobre as floragdes de
cianobactérias que ocorriam na bacia do Rio Tiéte (Sao Paulo — Brasil). Neste periodo,
os problemas gerados em virtude da eutrofizacéo tornaram-se agravantes, pois desde
esta época, a regido do Alto Tiéte ja fornecia agua para milhares de pessoas nesta
regido (SANT’ANNA et al., 2007).

Desde entdo, a floracdo de cianobactérias que ocorre na cidade de Americana-
SP, na Represa Salto Grande, foi constatada e despertou o interesse dos
pesquisadores sobre a recorréncia da mesma (SANT’ANNA et al., 2007).

A cidade de Americana encontra-se no Estado de Sao Paulo, pertencente a regiao
Metropolitana de Campinas, possui uma populacdo de aproximadamente 230 mil
pessoas (FRANCIS, 1878). Economicamente, Americana possui um polo industrial
importante, sendo a maior produtora de tecidos de fibras artificiais e sintéticas da
América Latina. Além disto, 0 municipio se destaca nas areas de metalurgia, borracha,
industria alimenticia e de plasticos, sendo registradas cerca de 1.684 industrias de
todos os ramos e portes (AMERICANA, 2017a).

Quanto a hidrografia, a cidade de Americana possui como principais rios e
cOrregos: o rio Piracicaba, Ribeirdo Quilombo, rio Jaguari e rio Atibaia. Sendo que este
altimo possui suas aguas represadas nesta regido, formando a Represa Salto Grande
(AMERICANA, 2017b). A FIGURA 40 apresenta o0 mapa de hidrografia da cidade.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Metalurgia
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FIGURA 40 - Mapa de Hidrografia da cidade de Americana -SP. Fonte:

http://www.americana.sp.gov.br/v6/images/perfil_municipio/perfil_2011_mapa_hidrografico.jpg

A Represa Salto Grande nasceu em 1949, com o represamento das aguas do
Rio Atibaia para a construcdo da Hidrelétrica de Americana. Consequentemente, na
margem oeste nasceram dois lugares de lazer: a Praia dos Namorados e a Praia Azul,
amplamente utilizados pela populacdo. No entanto, atualmente, além da producao
energética e recreacao, a represa € utilizada para outros fins tais como irrigacao e
suprimento de agua. A represa possui aproximadamente 17 Km de comprimento, 64
Km de perimetro, area especifica de 11.5 Km e volume aproximado de 106 106 m3 de
agua, variando de acordo com os periodos de chuva (AMERICANA, 2017b).

A bacia hidrogréfica do rio Atibaia possui cenarios contrastantes, variando entre
areas preservadas até grandes centros urbanos. Esta bacia esta relacionada a dois
grandes centros urbanos e econdmicos do pais, que sdo as regides metropolitanas
de Campinas e Sao Paulo. Estima-se que a densidade demografica, na bacia, no ano
de 2013 foi de aproximadamente 398,38 habitantes/Km?, o que afeta diretamente a
gualidade da agua desta Bacia. Além disto, a mesma recebe esgoto doméstico das
cidades Campinas e Paulinia, além de outros dejetos de dezoito cidades vizinhas
menores e das atividades agricolas que ocorrem em torno da bacia (SILVA; JARDIM,
2007), que consequentemente causaram o aumento dos niveis de nutrientes (nitrato,

nitrito, amoénia e fosfato total dissolvido) na agua do reservatério, o que acarretou um
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nivel avancado de eutrofizagcdo da represa, e consequentemente, a floracdo de
cianobactérias (LEITE, 1998).

Na literatura estdo apresentadas as espécies de cianobactérias que foram
encontradas nesta floragdo: durante o ano de 2004: Microcistis sp., Microcistis
aeruginosa, Pseudoanabaena mucicocla e Anabaena spiroids [9], em 2004 e 2005:
Microcystis sp. CENA120, Cyanobium sp. CENA122, Calothrix sp. CENA127,
Chroococcidiopsis sp. CENA124, Romeria victoriae CENA123, Microcystis
panniformis CENA121, Synechococcus nidulans CENA132, Synechococcus
elongatus CENA126, Microcystis sp. CENA133, Lyngbya sp. CENA128, Leptolyngbya
sp. CENA131, Leptolyngbya sp. CENA129, and M Cyanobium sp. CENA118
(GENUARIO et al., 2016). No ano de 2014, foi reportado pela primeira vez, a presenca
da espécie Phanktothrix isothrix e do género Komvophorum nesta represa
(FONSECA, 2014). A FIGURA 41 apresenta imagens de algumas das espécies de
cianobactérias encontradas na Represa Salto Grande.

FIGURA 41 — Espécies de cianobactérias encontradas na floragdo da Represa Salto Grande. A) Microcystis sp.
CENA120, B) Cyanobium sp. CENA122, C) Romeria victoriae CENA123. Fonte: Genuario( 2016), adaptado.

Além de pesquisas sobre as espécies de cianobactérias presentes nesta floracéo,
foram realizados estudos sobre as cianotoxinas e a concentragcdo das mesmas na
Represa Salto Grande. No ano de 2004, a concentragao total de microcistinas foram
quantificadas, apresentando uma concentragcdo no més de fevereiro de 0,205 pg/L.
As microcistinas detectadas nesta floracdo até o momento foram MC-LR, MC-RR, MC-
YR e MC-LA (FERREIRA et al., 2005). Outras toxinas detectadas foram anatoxina e
saxtoxina. Em amostras coletadas em 2007, foram encontradas duas variantes de
microgininas (CARNEIRO et al., 2012).

No ano de 2013 a midia noticiou em rede nacional esta floragdo, mostrando
imagens da represa e a contaminacao visual de manchas verdes, nas plumas de aves

(“Estiagem gera ‘boom’ de algas e pato fica com plumagem verde em represa”, 2014).
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Atualmente, um movimento ‘Vamos salvar a Represa Salto Grande’ foi criado (“Vamos
salvar a represa Salto Grande”), e ha uma grande discusséo entre os 6rgdos como
Departamento de Agua e Esgoto (DAE), Companhia de Tecnologia de Saneamento
Ambiental (Cetesb), e prefeituras sobre a interdicdo da Represa Salto Grande, pois a
mesma ainda é utilizada por pescadores e outras pessoas (“Grupo quer interdicao da
represa do Salto Grande”).

Neste contexto, de modo a colaborar com a sociedade, este trabalho tem como
objetivo de identificar, de forma rapida e eficiente, as diferentes variantes de
microcistinas, assim como os diferentes cianopeptideos presentes na floracdo de
cianobactérias da Represa Salto Grande, uma vez que somente as classes de
microcistinas e microgininas foram identificadas. Para este fim, as analises foram
realizadas primeiramente por MALDI-TOF-MS. No entanto, para confirmacdo das
estruturas detectadas foram necessarios experimentos de MS/MS, os quais tiveram
que ser realizados em outro equipamento disponivel em nosso Instituto de Quimica:
ESI-gQTOF-MS/MS, pois que o equipamento de MALDI-TOF-MS presente em nosso
grupo de pesquisa ndo possui configuracdo para a realizacdo de experimentos de
MS/MS.

1.2. Eletrospray

A fonte de ionizacédo eletrospray (ESI) foi desenvolvida por John Fenn em 1988
(HOFFMAN, E. AND STROOBANT, 2007), o qual foi laureado pelo prémio Nobel em
Quimica no ano de 2002, pelo desenvolvimento desta fonte de ionizagdo. Assim como
a MALDI-MS desenvolvida por Karas e Hillenkamp, a fonte de eletrospray também é
capaz de ionizar macromoléculas, tornando viavel a andlise das mesmas por
Espectrometria de Massas (DASS, 2007). No entanto, diferentemente a MALDI-MS, a
fonte de eletrospray realiza analises de moléculas em amostras em fase liquida, como
sera explicado adiante.

O eletrospray € formado pela aplicacdo de uma diferenga de potencial (2-6 kV), a
pressdo ambiente, em um liquido que passa atraves de um fino capilar, em baixo fluxo
(~ 1-10 pL/min). Entdo, um campo elétrico é obtido entre o capilar e um contra
eletrodo, que ficam separados por cerca de 0,3-2 cm. A formacgao deste campo induz
0 acumulo de cargas opostas no liquido localizado no final do capilar, formando o cone

de Taylor, e um spray de goticulas altamente carregadas. Um gas, injetado co-


http://g1.globo.com/sp/campinas-regiao/noticia/2015/12/laudo-da-cetesb-atesta-que-agua-da-represa-de-salto-grande-e-impropria.html
http://g1.globo.com/sp/campinas-regiao/noticia/2015/12/laudo-da-cetesb-atesta-que-agua-da-represa-de-salto-grande-e-impropria.html
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axialmente a este capilar, auxilia na pulverizacdo da amostra. Entdo, as gotas
formadas passam através de uma cortina de gas aquecido, geralmente N2, para que
0 solvente seja evaporado, e as cargas de mesmo sinal, cada vez mais préoximas, se
repelem acarretando em sucessivas explosdes coulombicas, até que haja somente
ions do analito, que seguem para os analisadores (DASS, 2007). A FIGURA 42
apresenta o esquema basico de uma fonte de eletrospray.
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FIGURA 42 - Esquema basico da Fonte de ionizac¢do por eletronspray.

Para que uma amostra seja submetida a uma andlise pela fonte de ionizacdo
eletronspray, a mesma deve ser preparadas preferencialmente, em misturas de
solventes: agua, acetonitrila e metanol, levemente acidificadas (em caso de anélises
em modo positivo), contendo aproximadamente < 0,1% de &cido acético (DASS,
2007). Diferentemente de MALDI-MS, para o eletrospray as amostras, necessitam de
um rigido preparo de amostra, para que ndao haja nenhum tipo de particulas, ou
resquicios solidos da mesma que possam seguir no capilar de ionizacdo. Além disto,
as amostras precisam estar diluidas, o suficiente para que os analitos possam ser

detectados e analisados.
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1.3. Tandem Mass Spectrometry (MS/MS ou MS?)

As fontes de ionizagdo MALDI-MS e eletronspray, séo técnicas que oferecem a
ionizacdo branda dos analitos, ou seja, 0s espectros possuem sinais dos ions da
molécula inteira, sem oferecer dados estruturais da mesma. Desta forma, para obter
maiores informagdes sobre a estrutura das moléculas de interesse, é necessario que
a mesma seja fragmentada. Para que isto ocorra, o ion de interesse € selecionado e
0 mesmo € submetido a uma energia de colisdo, assim, com excesso de energia, 0
ion é fragmentado, gerando outros ions menores.

Neste contexto, primeiramente ocorre o experimento de full scan, onde todos os
ions gerados sédo separados pelo analisador, de acordo com seu valor de m/z, em
seguida, no experimento de MS/MS o ion de interesse € selecionado e isolado em
uma camara de colisdo, gerando ions secundarios, que serdo separados, novamente
de acordo com seu valor de m/z, no analisador seguinte. Entéo, para que ocorra um
experimento de MS/MS sédo necessarios dois analisadores em série, para que 0s ions
gerados na ionizacdo sejam separados, e entdo os ions secundarios, formados pela
fragmentacao do ion selecionado, sejam também separados. A FIGURA 43 apresenta
um experimento de MS/MS a molécula do verapramil, na FIGURA 43a, 0 experimento
de Full scan foi realizado, e o espectro obtido apresentou o ion de m/z 455.2, referente
a molécula protonada [M+H]*, entdo em uma segunda etapa este ion foi selecionado
e submetido ao experimento de MS/MS, e o espectro obtido (FIGURA 43b) possui 0
sinal do ion da molécula protonada, e dosa ions produtos, gerados pela fragmentacao

da molécula do verapramil.
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2. Objetivos

Este capitulo tem como objetivo identificar os cianopeptideos presentes na
floracdo de cianobactérias da Represa Salto Grande, localizada na cidade de
Americana — SP. Diferentemente das espécies estudadas no Capitulo 2 desta tese,
as cianobactérias presentes em floracdes crescem em ecossistema aberto, sem
nenhum tipo de controle de luminosidade, temperatura e nutrientes. Neste contexto,
ao cianopeptideos serdo primeiramente identificados de maneira rapida por MALDI-
TOF-MS, e em seguida suas estruturas serdo confirmadas em experimentos por ESI-
qQTOF-MS/MS.



104

3. Materiais e Métodos

3.1. Coleta de amostras ambientais de floracdo toxica de cianobactérias.

A coleta das amostras foi realizada na cidade de Americana- SP (FIGURA 44) em
seis pontos. Para a coleta foram utilizados sacos plasticos estéreis (Whirl-pak) que
foram armazenados em caixa térmica até a chegada ao laboratorio onde foram feitas

andlises por MALDI-TOF-MS e microscopia optica.

a)

FIGURA 44 - a) Imagem da floragao de cianobactérias presente em Americana-SP, Brasil vista por satélite. Fonte:
Google Maps. b) Imagem do Ponto de Coleta 1: 22°42.350’ S 047°16.058" W. c) Imagem do ponto da margem da
Represa na Associacdo Barco Escola. Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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3.2. Andlise das amostras ambientais por MALDI-TOF-MS

As analises foram realizadas no equipamento MALDI-TOF-MS Micromass-
Waters (M@LDI-LR, Manchester, Reino Unido). Os espectros foram adquiridos no
modo reflecton e positivo, com as voltagens do equipamento apresentadas na Tabela
14. O laser utilizado foi o de nitrogénio (A =337 nm). O equipamento foi calibrado com
polietilenoglicol (PEG) no intervalo de massas moleculares (m/z 600-1250), e as
analises tiveram resolucéo acima de 10000.

Para realizar as andlises foi utilizada uma placa de MALDI de aco inoxidavel de
96 spots (Micromass®, Manchester, Reino Unido). Cada um dos spots possui a
capacidade de 1.50 uL, e a placa possui 4.00x5.50 cm de dimensé&o.

Todos os espectros obtidos foram tratados no software Masslynx 4.0 (Waters,

Manchester, Reino Unido).

Tabela 14 - Parametros utilizados para as andlises por MALDI-TOF.

Parametros Voltagens (V)
Tensao de pulso 2500
Tens&o do reflecton 2000
Tens&o da fonte 15000
Tenséo do MCP (microchannel plate - detector) 18000

O preparo de amostra utilizado foi 0 mesmo mencionado no Capitulo 2, no qual
primeiramente a matriz € preparada com uma solucéo supersaturada de CHCA (&cido
a-ciano-4-hidroxicinamico) dissolvida em 70% acetonitrila, 30% agua ultrapura e
0,10% de TFA aquoso. Aplica-se 1,00 uL de amostra sobre um spot da placa de
MALDI, em seguida foi realizada a secagem da amostra em um dessecador acoplado
a uma bomba de vacuo (Tecnal TE-058). ApGs a secagem da amostra, 1,00 uL de
solucéo supersaturada da matriz é adicionada por cima da amostra seca e a placa é

novamente levada para a o vacuo, onde é esperada a cristalizagdo dessa mistura.



106

3.3. Anadlise das amostras ambientais de floragédo toxica de cianobactérias por ESI-
qQ-TOF-MS/MS.

Como mencionado na Introducéo deste Capitulo, o uso da técnica ESI-qQ-TOF-
MS/MS requer um rigido preparo de amostra para que as analises sejam realizadas
com eficiéncia e com todo o cuidado que o equipamento requer. A FIGURA 45

apresenta um fluxograma do procedimento realizado.

[ Coleta da floragdo da Represa Salto Grande ]

x 4
[ Amostra para analise de células ] [ Amostra para andlise de cianopeptideos por MALDI—TOF—MS]

1

[Identificagéo dos cianopeptideos por MALDI-TOF-MS (Erro < 10 ppm) ]

]

[Liofilizagéo das amostras]

:

[Lise celular através de ultrassom de alta poténcia]

Adigdo de Metanol

[Extra(;éo dos cianopeptideos com ultrassom de alta poténcia ]

:

[Separagéo dos pellets e do solvente por centrifugagéo]

K A

[ Analise dos pellets por MALDI—TOF—MS] [Anélise do Extrato por MALDI—TOF—MS]
. . 4 <
Presenca de cianopeptideos - - -
NAO Fim da extragéo

Fim da extragdo

[Anélise por ESI—qQTOF—MS/MS]

FIGURA 45 — Fluxograma do procedimento experimental realizado para identificacdo dos cianopeptideos
encontrados na floragéo de cianobactérias da Represa Salto Grande.

Para realizar este preparo, primeiramente foi necessario a extrair 0s
cianopeptideos de dentro das células das cianobactérias. Desta maneira, a primeira
etapa realizada foi liofilizar 12,50 mL de amostra, no liofilizador Enterprise |
(Equipamentos Terroni Cientificos). Entdo, na amostra seca foram adicionados 12,50
mL de metanol e a mesma foi submetida a ultrassom de alta poténcia (Ultrasonic
Homogenizers HD 2070 — HD 2200, Bandelin Sonoplus) com o objetivo de promover
a lise celular. Para este fim, foram utilizados 4 ciclos de 30 segundos cada, com 50

W de poténcia.



107

Em seguida, a amostra foi centrifugada, e entédo o extrato, assim como o material
celular foram analisados por MALDI-TOF-MS. Este processo foi repetido para cada
extracdo dos cianopeptideos, até 0 momento em que o equipamento nédo fosse capaz
de detectar sinais na faixa de massa de interesse (500-2000 Da). Para isto, 0 processo
de extracao por ultrassom e centrifugagéo foram realizados por quatro vezes.

Apés a lise celular e extracéo dos cianopeptideos, o solvente referente a extracao
namero 3 foi seco totalmente em rotaevaporador, ressuspendido em 1,00 mL de
metanol: agua (20%, v/v). O fracionamento deste extrato foi realizada em cartucho de
extracdo em fase sélida Sep-pak Cis, 500 mg, 3cc, Waters®. Para ativacdo do
cartucho foram utilizados 6,00 mL de metanol e em seguida 6,00 mL de agua ultra
pura, entdo o extrato (7,10 mg) foi ressuspendido em 1,00 mL metanol:agua (2:8, v/v)
foi aplicado no cartucho e a eluicdo dos compostos de interesse foi realizada utilizando
eluentes com ordem decrescente de polaridade, sendo que cada eluente continha
6,00 mL de mistura de solvente metanol:agua (2:8, 4:6, 6:4, 8:2, v/v). Cada 1,00 mL
de eluente foi coletado em um eppendorf, resultando em 30 eppendorfs, sendo seis
de cada eluente. Todos estes foram analisadas por MALDI-TOF-MS, afim de averiguar
o perfil de peptideos eluidos em cada um, e assim agrupar as fracdes semelhantes e
selecionar as quais seriam submetidas as analises por ESI-qQTOF-MS/MS.

Para a confirmacéo estrutural dos ions de m/z detectados em andlises diretas de
floracdo de cianobactérias por MALDI-TOF-MS, realizou-se a analise de MS/MS
destes ions em um equipamento ESI-Qg-TOF-MS Bruker® Maxis Impact. Os
espectros foram adquiridos no modo positivo, e as condi¢cdes de analise encontram-
se a sequir:

* Faixa de Aquisi¢cao: m/z 50 - 1500

* Voltagem da fonte de ESI: 3,5kV

* Pressao do gas nebulizador: 0,4 Bar

» Vazdo do gas de secagem: 3,0 L min-1

» Temperatura do capilar de transferéncia: 180°C

Otimizou-se a energia de colisdo (CID) para cada ion de interesse.
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4. Resultados e Discussodes

Primeiramente, as amostras foram observadas por microscopia Optica para
analisar as diferentes espécies de cianobactérias presentes nesta floracdo, (FIGURA
46). Ao verificar a morfologia celular em forma de cocos, e comparando a
concentracdo celular com as imagens ja apresentadas na literatura, pode-se inferir
gue a maior parte da populacdo de cianobactérias presentes nesta floracdo sédo do
género Microcistis sp. Além disso, existe outras células de espécies filamentosas,

também ja relatadas na literatura.

FIGURA 46 - Imagem das cianobactérias vistas ao microscépio 6ptico, zoom de 100x. A) Células em forma
filamentosas, B e C) Células em forma de cocos de diferentes tamanhos, tais como Microcistis sp.

Todas as amostras coletadas desta floracdo de cianobactérias foram
analisadas por MALDI-TOF-MS para identificar os cianopeptideos presentes de modo
rapido e eficiente. Nos espectros apresentados na FIGURA 47 podemos verificar que
em diferentes pontos de um mesmo reservatério pode ocorrer a presenca de uma
grande variedade de metabdlitos. No espectro a) ressaltamos a presenca de sinais na
faixa de m/z 600 e 900, que ndo aparecem nos espectros b) e c). Isto pode ocorrer
pela distribuicdo espacial desigual das espécies de cianobactérias presentes nos

diferentes pontos da floracé&o.
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FIGURA 47 - Espectros MALDI-(+)-TOF/MS das amostras coletadas em diferentes pontos: a) Ponto de coleta 1;
b) Ponto de coleta 2; c) Ponto de coleta 3.

Nesta floracdo foram detectados sinais de m/z referentes a quatro variantes de
MC'’s, quatro variantes de aeruginosinas, duas variantes de cianopeptolinas, e uma
variante de microviridina. Todos os erros calculados e obtidos foram abaixo do valor
de 10 ppm, aceitavel pelo equipamento utilizado. A Tabela 15 apresenta os sinais dos
ions de m/z referentes aos cianopeptideos encontrados. A estrutura de cada um foi
confirmada por experimentos de MS/MS, e/ou andlise de alta resolu¢éo por MALDI-
TOF-MS.
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Tabela 15- m/z referentes aos peptideos identificados na floragdo por MALDI-TOF-MS. *Valores descritos na

literatura.

Cianopeptideo [M+H]* Tedrica MALDI-MS Erro(ppm)
Form. Mol. m/z [M + H]* m/z [M + H]*
Aeruginosina 602 C30H47NsO7 603.35007 603.3510 1.54
Aeruginosina 298A C30H49NsO7 605.36572 605.3663 0.95
Aeruginosina 644 C32H49N6Os 645.36064 645.3586 -3.16
Aeruginosina 646 C32H51N6Os 647.37620 647.3776 2.03
Cianopeptolina 972 Ca6H73N10013 973.53530 973.5425 7.39
Cianopeptolina 986 A C47H75N10013 987.55096 987.5488 -2.18
MC-LR Ca9H75N10012 995.55604 995.5626 6.59
MC-HilR Ca9H73N10013 1009.53000 1009.5429 7.52
MC-RR Ca9H76N13012 1038.57309 1038.5757 251
MC-YR Cs2H73N10013 1045.53531 1045.5437 8.03
Cianopeptolin 1071 -- 1072* 1072.6240 -
Microviridin 1707 -- 1707.75* 1707.6777 -

A confirmacdo das estruturas propostas utilizando MALDI-TOF-MS foram
realizadas por ESI-qQ-TOF-MS/MS. Uma analise realizada por ESI-qQ-TOF-MS exige
gue a amostra esteja extremamente pura, livre de contaminantes tais como residuos
celulares que possam danificar o equipamento. Como parte dos cianopeptideos esta
presente dentro das células das cianobactérias, foram realizadas as seguintes etapas
para que as analises de MS/MS dos mesmos pudessem ser obtidas.

As lavagens dos pellets das células foram acompanhadas por MALDI-TOF-MS
para avaliar a eficiéncia da extracdo, até que ndo houvesse mais sinais na regido de
m/z de interesse. Para cada etapa, foram analisados o solvente e os pellets das
células, a FIGURA 48 e FIGURA 49 apresentam o0s espectros obtidos para cada

andalise.
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FIGURA 48- Espectros MALDI-(+)-TOF/MS das andlises das células referentes as extragfes realizadas utilizando
metanol, a) analise referente as células restantes da extracdo 1, b) andlise referente as células restantes da
extracdo 2,c) andlise referente as células restantes da extracdo 3, d) andlise referente as células restantes da
extragéo 4.

Foram realizadas quatro extracdes, sendo que nas duas primeiras (FIGURAS
45a e 45b; respectivamente) foi extraido preponderantemente as cianopeptolinas (m/z
987 e 983) e compostos referentes aos pigmentos das cianobactérias (m/z 871). Ainda
na segunda extracdo, FIGURA 49c, podemos verificar a presenca de sinais referentes
a MC’s e também da microviridina presente na amostra, esta extracdo ainda
apresentava coloracdo verde clara, apontando que ainda havia presenca de
pigmentos nesta amostra. Na terceira extracdo, FIGURA 49c, podemos observar
sinais dos ions na faixa de m/z 600, referentes as aeruginosinas, assim como, sinais
dos ions na faixa de m/z 900, referentes a cianopeptolinas, e sinais dos ions na faixa
de m/z 1000 referentes as MC’s, e na faixa de m/z 1700, referente a microviridina. Na
quarta extracdo, podemos verificar a baixa intensidade de sinais obtido pela analise

das células (FIGURA 49d), apontando que a extragao foi efetiva.
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FIGURA 49 - Espectros MALDI-(+)-TOF/MS das analises dos solventes das extracdes realizadas utilizando metanol.
a) analise referente ao solvente de extracéo 1, b) analise referente ao solvente de extracéo 2, c) analise referente ao
solvente de extracdo 3, d) andlise referente ao solvente de extracao 4.

Ao observarmos os espectros obtidos na FIGURA 49, podemos verificar que 0s
cianopeptideos de interesse (cianopeptolinas, aeruginosinas, MC’s e microviridinas)
estavam presentes no solvente da terceira extracao (FIGURA 49c) entdo o mesmo foi
utilizado para purificacao.

O volume de solvente desta extra¢ao foi reduzido por rota-evaporacéao, obtendo
7,1 mg de extrato, que foi purificado utilizando uma coluna Sep-pak Cis. Utilizando um
gradiente de metanol: agua (2:8, 4:6, 6:4, 8:2, (v/v)). A cada 1,0 mL de eluente foi
retirado um eppendorf, resultando em 30 fragbes coletadas, sendo seis de cada
mistura de solvente. Todas estas fracdes foram analisadas por MALDI-TOF-MS para
verificar o perfil dos peptideos eluidos em cada um, e entdo as fracdes com o mesmo
perfil foram agrupadas e posteriormente, estas foram submetidas a analises por ESI-
gQTOF-MS/MS. A FIGURA 50 apresenta os espectros obtidos para as analises por
MALDI-TOF-MS das frag6es em que foram detectados cianopeptideos.

A ordem de eluicdo, como podemos observar na FIGURA 50 ocorreu de
maneira que as aeruginosinas 644 e 646, as variantes de MC'’s, a cianopeptolina 973
e a microviridina 1707 presentes na amostra foram eluidas na fragdo com 40% MeOH:
agua (4:6, (v/v)) (FIGURA 50d); sendo assim mais polares que a cianopeptolina 987,
as aeruginosinas 602 e 298A, que eluiram na fracdo 60% MeOH: agua (6:4, (V/v)),
como mostra a FIGURA 50.
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FIGURA 50 - Espectros MALDI-(+)-TOF/MS obtidos das andlises das fracdes; a) espectro referente a andlise da
fracdo 20% MeOH, b) espectro referente a andlise da fragdo 40% MeOH, c) espectro referente a andlise da fragéo
60% MeOH, d) espectro referente a analise da fragdo 80% MeOH, e) espectro referente a analise da fracdo 100%

MeOH

Para confirmacéo das estruturas propostas por MALDI-TOF-MS, as fracdes que

continham os cianopeptideos foram analisadas por ESI-qQTOF-MS/MS, gerando

assim espectros com fragmentagcfes que tornaram capazes de comprovar a

idenficacao

realizada pelas analises por

MALDI-TOF-MS. As classes de

cianopeptideos caracterizadas nesta floracdo de cianobactérias estdo descritas a

sequir.
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Aeruginosinas:
Nesta floragcdo de cianobactérias foram detectadas as aeruginosinas 602,

298A, 645 e 646, com variacdes nos aminoacidos nas posicoes 1 e 4.

HO HOQ,

LYo o

N o N 20
SRR OON. A LS ESOYP”
o N.__NH OH e} 2
HO OH O 07N 2 Ho ° H/\/\/]:\ g
NH
NH o
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- N 0 ; N _OH
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NH NH

aeruginosin 602 aeruginosin 298A

FIGURA 51 - Estrutura das aeruginosinas identificadas na floragdo de Americana.

Os espectros obtidos das andlises por ESI-gQTOF-MS/MS desta classe de
compostos apresentam m/z referentes as moléculas protonadas. A TABELA 15
apresenta os sinais referentes as fragmentacdes obtidas nos espectros de MS/MS

gerados pelas analises por ESI-gQTOF-MS/MS.
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Tabela 16 - Fragmentacdes obtidas nos espectros de MS/MS gerados pelas analises por ESI-gQTOF-MS/MS
das aeruginosinas detectadas e identificadas nesta floracao.

Aeruginosina 602 - Hpla-Leu-Choi-Argal

Fragmento Tipo de ion m/z
M+H 603.3611
M-H,0+H 585.3396
M-CH;3N,+H 543.3179
M-Argal+H by 4452337
Choi-Argal-NH,+H 309.1914
Choi-Argal-NH,-H,0+H 291.1816
Choi-Argal-CH3;NH,-H,0+H 266.1854
Hpla-Leu-CO+H a, 250.1432
Leu-Choi-fragmento +H 221.1642
Choi imonio +H 140.1066
Argal-fragmento +H 100.0754
Leu-imonio +H 86.0961

Aeruginaosina 298A - Hpla-Leu-Choi-Argol

Fragmento Tipo de ion m/z
M+H 605.3710
M-H,0+H 587.3408
M-CH3N,+H 545.3661
M-Hpla+H Y3 441.3166
Choi-Argol-NH,+H 311.2073
Choi-Argol-NH2-H;0+H 293.1956
Choi-Argol-CH3;NH,-H,0+H 266.1857
Hpla-Leu-CO+H a, 250.1447
Leu-Choi-fragmento+H 221.1642
Choi imonio+H 140.1066
Argoel-fragmento+H 100.0754
Leu-imonio+H 86.0983

Aeruginosina 644 - Hpla-Leu-Chai-AcArgal

Fragmento Tipo de ion m/z

M+H 645.2745
M-H,O+H 627.3509
M-CH3N,+H 585.3354
Choi-AcArgal-NH,+H 311.2078
Choi-AcArgal-NH,-H,0+H 293.193
Choi-AcArgal-CH3NH2-H20+H 266.188
Hpla-Leu-CO+H as 250.1432
Leu-Choi-fragmento+H 221.1642
Choi imonio+H 140.1066
Argol-fragmento+H 100.0754
Leu-imonio+H 86.0961

Aeruginosina 646 - Hpla-Leu-Chai-AcArgol

Fragmento Tipo de ion m/z
M+H 647.3744
M-Hpla+H Y3 483.3294
Choi-AcArgol-NH,+H 311.0000
Choi-AcArgol-NH,-H,0+H 293.1955
Choi-AcArgol-CH3NH,-H,0+H 266.1880
Hpla-Leu-CO+H a, 250.1432
Leu-Choi-fragmento+H 221.1642
Choi imonio+H 140.1066
Argol-fragmento+H 100.0754

Leu-imonic+H 86.0961
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Cianopeptolinas:

Nesta floracdo de cianobactérias foram detectadas as seguintes variantes
cianopeptolina 972 (m/z 973) e 986 (m/z 987). Os ions de m/z 959 e 1072 também
sdo sinais referentes a esta classe de compostos. No entanto na literatura ndo €
reportado a estrutura e a férmula molecular destas substancias, sendo somente
citados os valores dos sinais de m/z. A TABELA 16 apresenta os fragmentos
referentes a elucidacao estrutural das cianopeptolinas 972 e 986. Para os ions 959 e
1072 também foram realizados experimentos de MS/MS (apresentados no apéndice
deste capitulo), no entanto os mesmos ndo foram conclusivos para a confirmacédo das

estruturas dos mesmos.
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FIGURA 52 - Estruturas das cianopeptolinas identificadas na floragdo de Americana.
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Tabela 17 - Fragmentagfes obtidas nos espectros de MS/MS gerados pelas andlises por ESI-qQTOF-HRMS/MS
das cianopeptolinas detectadas e identificadas nesta floragao.

Cianopeptolina 972 - [Arg-Ahp-Leu-Val-O- Thr]-Asp-HA

Fragmento m/z
M+H 973.5389
Ahp-Leu-H,0O 209.1288
(Ahp-Leu)-H,O-CO+H 181.1337
MeTry imonio 150.0916
Leu/lleu imonio 86.0598
Arg-fragmento 70.0646

Cianopeptolina 986 - [Arg-Ahp-Leu-MeTry-Val-O-Thr]-Glu-HA

Fragmento m/z
M+H 987.5593
M-H,O+H 969.5413
M-CO,H+H 941.5457
Arg-Ahp-Leu+Me 400.2255
Ahp-Leu-H,O 209.1294
Leu/lleu imonio 86.0965
Arg-fragmento 70.0646

Microcistinas:

Nesta floracdo de cianobactérias foram identificadas quatro variantes de MC'’s,
sendo elas MC-LR, MC-RR, MC-YR e MC-HIilIR (Hil-homoisoleucina) . Na TABELA 17
estdo representados os sinais de m/z referentes os fragmentos obtidos que
caracterizam cada variante. A ocorréncia concomitante de cianopeptolinas com
diferentes variantes de MC’s em outras flora¢des de Microcistis sp. foram reportadas

por outros pesquisadores.

2 = Leu, Arg, Tir, Hil (homoisoleucina)

FIGURA 53 - Estrutura das MC’s encontradas na floracdo de Americana.
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Tabela 18 - Fragmentagfes obtidas nos espectros de MS/MS gerados pelas andlises por ESI-qQTOF-HRMS/MS
das MC’s detectadas e identificadas nesta floracéo.

MC-LR [Ala-Leu-MeAsp-Arg-Adda-Glu-Mdha]

Fragmento m/z

M+ H 995.5536
M-fragmento Adda+H 861.4828
Glu-Mdha + H 213.0866
Adda + H 163.1111
Mdha-Ala + H 155.0807
Arg+H 157.1071
Adda cadeia lateral 135.0802
Arg fragmento 112.0853
Leu imonio 86.0954

MC-YR [Ala-Tir-MeAsp-Arg-Adda-Glu-Mdha]

fragmento m/z

M+ H 10455389
Adda-Glu-Mdha-Ala + H 432.1862
Adda-Glu-Mdha + H 375.1919
(Me)Asp-Arg + H 286.1519
Glu-Mdha + H 213.0869
Arg+H 1571077
Adda cadeia lateral 135.0803

MC-HilR [Ala-Hile-MeAsp-Arg-Adda-Glu-Mdhal

Fragmento m/z
M+ H 1009.5716
Arg-Adda-Glu-Mdha + H 724.4018
(Me)Asp-Arg + H 286.1502
Mdha-Ala-Hil + H 269.1279
Mdha-Ala-Hil-NH2CH3 + H 253.0788
Adda+ H 163.1121
Adda cadeia lateral 86.0965

MC-RR [Ala-Arg-MeAsp-Arg-Adda-Glu-Mdha]

fragmento m/z

M+H 1045.5389
Adda-Glu-Mdha-Ala + H 432.1862
Adda-Glu-Mdha + H 375.1919
(Me)Asp-Arg + H 286.1519
Glu-Mdha + H 213.0869
Arg+H 167.1077

Adda cadeia lateral 135.0803




119

Microviridinas:

Na floracdo de Americana foi identificada a Microviridina 1706, de m/z 1707,75,
na literatura ha relatos sobre este oligopeptideo (PEREIRA; PIMENTA; GIANI, 2012),
mas sua sequéncia primaria de aminoacidos ainda ndo foi caracterizada. Foram
realizados experimentos de MS/MS para elucidagcédo desta estrutura, no entanto, 0s
mesmos ndo foram conclusivos, sendo necessarios mais experimentos para concluir

a estutura da mesma.
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5. Conclusodes

Das amostras coletadas da floracdo de cianobactérias da
Represa Salto Grande foram identificadas uma microcistina (MC-HIilR), quatro
aeruginosinas (298A, 602, 644 e 646), duas cianopeptolinas (959, 972, 986 e 1072),
e uma variante de microviridina (1707), identificadas pela primeira vez nesta floracao,
totalizando dez cianopeptideos em quatro diferentes classes. Além disto, as
microcistinas: MC-LR, MC-YR e MC-RR também foram detectadas, assim como ha
relatos da presenca das mesmas nesta represa. Desta maneira, este capitulo possui
contribuicdo positiva e com relacdo a informagdes adicionais sobre os cianopeptideos
produzidos pelas espécies de cianobactérias presentes neste ecossistema aquatico.
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Apéndice:

Espectros de MS/MS dos cianopeptideos
identificados na floracao de cianobactérias.
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