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RESUMO

GERALDES, V. Estratégias para identificacdo e quantificacdo de aminoacidos tipo micosporinas
(MAASs) em cianobactérias e outros organismos para aplicacdo em cosmética e farmacéutica. Tese
(Doutorado em Toxicologia) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo,
Sdo Paulo, 2019.

Os aminoacidos tipo micosporinas (MAAs) sdo compostos, produzidos por algumas espécies de
cianobactérias e outros microorganismos, principalmente quando sdo expostos a radia¢do ultravioleta
(UVR). Estes compostos, que vém demonstrando fungdes fotoprotetoras e antioxidantes, tém sido
pesquisados para aplicacdo em protetores solares e em produtos antienvelhecimento. O presente
estudo focou na caracterizacdo de cianobactérias e outros organismos quanto a producdo de MAAs
com potencial aplicacdo em cosméticos. Neste estudo foram desenvolvidos diversos métodos para
identificacdo (via HPLC-DAD-MS/HRMS), purificacédo (via HPLC-DAD) e quantificacdo de MAAs
(via LC-MS/MS). Pelo método de identificacdo de MAAs verificou-se que, das 75 cianobactérias
estudadas, 27 cepas (38%) sintetizam MAAs. A cepa Oscilatoria sp. CMMA 1600 produziu a maior
diversidade de MAAs. 10 MAAs diferentes foram identificados incluindo um MAA de massa
molecular 316 Da. Através de dados espectroscédpicos obtidos via HPLC-DAD-HRMS e RMN 1D e
2D confirmou-se que se tratava da micosporina-glicina-alanina. A biossintese natural deste composto
por cianobactérias foi relatada pela primeira vez neste estudo. Quanto a quantificacdo de MAAs, o
protocolo de extragdo otimizado possibilitou uma excelente recuperacdo dos compostos de interesse,
além de ser bastante simples e ndo utilizar solventes poluentes. As analises via LC-MS/MS foram
realizadas através de experimentos de MRM em modo positivo usando uma coluna de fase reversa.
O método validado permitiu determinar e quantificar com precisao os MAAs porphyra-334, shinorina
e micosporina-glicina-alanina em corridas de apenas 6 minutos, com limites de detec¢do inferiores a
0,005 pg.mg L. Aplicando o método de LC-MS/MS realizaram experimentos de indugdo de MAAs
através de exposicdo a UVR tendo-se observado um aumento da concentracdo de MAAS nas cepas
que ja sintetizam estes compostos e, outras cepas comecaram a produzir pelo menos um MAA. As
cepas de S. torques-reginae (ITEP-024 e ITEP-026) produziram a maior concentracdo de MAAs. A
cepa ITEP-024 foi ainda exposta a diferentes radiagdes tendo-se observado que a UVB é que mais
influencia a producdo de MAAs. Neste estudo foi demonstrado o potencial das cianobactérias como

produtores de MAAs gque podem ser utilizados como fotoprotores em protetores solares.

Palavras-chave: Radiacdo ultra-violeta; amoniécidos do tipo micosporinas; micosporina-glicina-
alanina (MGA); cianobactéria; validacdo; quantificacdo; HPLC-DAD-HRMS; LC-MS/MS.
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ABSTRACT

GERALDES, V. Identification and quantification methods of mycosporine-like amino acids (MAAS)
in cyanobacteria and other microorganisms for cosmetic and pharmaceutical application. Thesis (PhD
in Toxicology — Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of S&o Paulo, Sdo Paulo, 2019.

Mycosporines and mycosporine-like amino acids (MAAs) are UV-absorbing compounds produced
by cyanobacteria and other organisms, especially upon exposer to solar ultraviolet radiation (UVR).
These compounds are photoprotective and some have additional antioxidant functions useful to the
natural cosmetics market. This study aims to identify MAAs-producing cyanobacteria with potential
applications in cosmetics. A HPLC-DAD-MS/HRMS method for the identification of MAAs was
developed. Out of the 75 cyanobacteria studied, 27 strains (38%) synthesized MAAs. Oscilatoria sp.
CMMA 1600, from homocyte type, produced the greatest diversity of MAAs. 10 different MAAs
were identified including a MAA with molecular weight of 316 Da. The chemical structure of
mycosporine-glycine-alanine was confirmed by 1D/2D NMR and HRMS analyses. This compound
has never been reported from a natural source. In this study, a validated LC-MS/MS quantification
method for MAAs is also presented. An easy-to-handle and rapid extraction procedure was developed
which uses only water and volatile additives as the extractor solvents. The LC-MS/MS method was
performed using multiple reaction monitoring in positive mode with a reverse-phase column. The
method enabled the accurate determination and quantification of the MAAs porphyra-334, shinorine
and mycosporine-glycine-alanine in a 6 minutes running time, with limits of detection < 0.005
ng.mg?l. MAAs induction experiments were performed through UVR exposure. MAAs are
constitutively produced by some cyanobacteria and production was further enhanced following UV-
irradiance. Other strains start to produce at least one MAA after UV-irradiance. Sphaerospermopsis
torques-reginae strain (ITEP-024 and ITEP-026) produced the highest concentration of these
photoprotective compounds. S. torques-reginae ITEP 024 strain was further exposed to different
radiation compositions. MAAs were significantly influenced by UVB. In this study, the potential of
cyanobacteria as MAA producers, that can be used as photoprotectors in sunscreens, has been

demonstrated.

Key-words: Ultra-violet radiation; mycosporine-like amino acids; mycosporine glycine alanine
(MGA); cyanobacteria; validation; quantification; HPLC-DAD-HRMS; LC-MS/MS.
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C12H20N20s (-2.2 ppm; 5.5 msigma; TR 4.0 min) presentes no extrato de Porphyra sp. (ESI
+, 35.3 eV) utilizando os eluentes (A) 0,1 % (v/v) acido formico + 0,2 mM formiato de
amonio (pH =2,55) e (B) ACN/H20 (9:1) + 4cido formico 0,1 % (v/v) (pH =2.95) numa coluna
Synergi 4p Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) sob uma vazéo de 0,4 mL.min™. ................... 89
Figura 41. Cromatograma de UV (330 nm) e espectros de UV, Full Scan e MS/MS em HPLC-DAD-
HRMS de micosporina GABA - C12H19NOs (-6.8 ppm, 9.6 msigma; TR 1.3 min), palitina
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mm) sob uma vazao de 0,4 ML.MINT. ..ot 90
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Figura 42. Cromatograma de UV (330 nm) e espectros de UV, Full Scan e MS/MS em HPLC-DAD-
HRMS de shinorina - C13H21N20g (0.6 ppm, 2.5 msigma; TR 1.3 min) presentes no extrato de
Plocamium brasiliense (ESI +, 35.3 eV) utilizando os eluentes (A) 0,1 % (v/v) acido férmico
+ 0,2 mM formiato de amoénio (pH =2,55) ¢ (B) ACN/H20 (9:1) + &cido férmico 0,1 % (v/v)

(pH =2.95) numa coluna Synergi 4y Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) sob uma vazéo de

Figura 43. Cromatograma de UV (330 nm) e espectros de UV, Full Scan e MS/MS em HPLC-DAD-
HRMS da shinorina (x 5 ppm) presente em diversos extratos de S. torques-reginae ITEP-024
sujeitos a diferentes métodos de extracdo conforme descrito na Tabela 6 (ESI +, 35.3 eV)
utilizando os eluentes (A) 0,1 % (v/v) &cido formico + 0,2 mM formiato de amonio (pH =2,55)
e (B) ACN/H20 (9:1) + acido formico 0,1 % (v/v) (pH =2.95) numa coluna Synergi 4u Hydro-
RP 80 A (150 x 2,0 mm) sob uma vaz&o de 0,4 mL.Min™......c.cccovvvieiiiiceeeeeeeeens 91

Figura 44. Comparag&o dos resultados de varios metodos de extragdo de MAAs da biomassa de ITEP-
024 onde se variou a quantidade de biomassa utilizada (10 mg, 25 mg e 50 mg) e o solvente
utilizado (MeOH/H20 (1:1) € EtOH/H20 (L1:1). cooiovieiie e 92

Figura 45. Comparacao dos métodos de extracdo de biomassa de ITEP-024 onde se variou o solvente

utilizado (EtOH/H20 (1:1), H2O e Fase mdvel A - 0,2 % éacido formico (pH 3,15 com

Figura 46. Comparagdo dos métodos de extracao testados no extrato de S. torques-reginae ITEP-024
para cada MAA presente (shinorina, porphyra-334 e micosporina-glicina-alanina) onde se
variou o solvente utilizado (EtOH/H20 (1:1), H20 e Fase mdvel A - 0,2 % &cido formico (pH
3,15 COM NHAOH). ...ttt eenene e 93

Figura 47. Estrutura molecular dos MAAs (A) micosporina-glicina-alaning.............c.cc.coenvenenns 95

Figura 48. Cromatograma de ions extraidos de uma amostra de matriz bioldgica (spirulina)
enriquecida antes da extracdo com 10 uL. de uma solugdo de analito em um nivel médio

(shinorina — m/z 333: 600 pg.mL™, porphyra-334 — m/z 347: 300 ug.mL, micosporina-
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glicina-alanina — m/z 317: 150 pg .mL™?) e 10 pL de solucio padrio interno (aciclovir — m/z
226: 100 pg.mLY) obtido em LC-MS/MS utilizando os eluentes (A) 0,1 % (v/v) acido férmico
+ 0,2 mM formiato de amonio (pH =2,55) e (B) ACN/H20 (9:1) + &cido férmico 0,1 % (v/v)
(pH ~2.95) numa coluna Synergi 44 Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) sob uma vazéo de
0,4 mL.min"%. Cada composto ¢ exibido em uma cor diferente. Sdo apresentadas as transicoes
correspondentes ao ion produto quantificador e qualificador. .............ccccecevieiieiecic e, 96
Figura 49. Espectros de ions-produto dos MAASs de interesse (shinorina — m/z 333; porphyra-334 —
m/z 347; micosporina-glicina-alanina — m/z 317) e do padrdo interno (aciclovir — m/z 226)
obtido em LC-MS/MS utilizando os eluentes (A) 0,1 % (v/v) &cido férmico + 0,2 mM
formiato de amonio (pH =2,55) e (B) ACN/H20 (9:1) + 4cido formico 0,1 % (v/v) (pH =2.95)
numa coluna Synergi 4p Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) sob uma vazio de 0,4 mL.min*.97
Figura 50. Cromatogramas de MRM da matriz biologica (biomassa seca comercial de Arthrospira
platensis) ndo dopada. Estdo apresentadas as duas transi¢cGes analisadas para os analitos de
interesse (shinorina — m/z 333, porphyra-334 — m/z 347 e micosporina-glicina-alanina — m/z
317) obtido em LC-MS/MS utilizando os eluentes (A) 0,1 % (v/v) acido formico + 0,2 mM
formiato de amonio (pH =2,55) e (B) ACN/H20 (9:1) + 4acido formico 0,1 % (v/v) (pH =2.95)
numa coluna Synergi 4p Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) sob uma vaz&o de 0,4 mL.min*.98
Figura 51. Cromatograma de ions extraidos do 1-metil-trptofano (m/z 219 e TR = 5,32) nas transi¢Ges
correspondentes aos ions produto 160 (quantificador) e 132 (qualificador) e do aciclovir (m/z
226 e TR = 4,65) nas transi¢des correspondentes aos ions produto 152 (quantificador) e 135
(qualificador) obtido em LC-MS/MS utilizando os eluentes (A) 0,1 % (v/v) acido férmico +
0,2 mM formiato de amonio (pH =2,55) ¢ (B) ACN/H20 (9:1) + &cido férmico 0,1 % (v/v)

(pH =2.95) numa coluna Synergi 4u Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) sob uma vazéo de

Figura 52. Cromatograma de ions extraidos do padrdo interno aciclovir (m/z 226) para as duas

transicdes (135 e 152) analisadas no extrato da cianobactéria S. torques-reginae ITEP-024
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obtido em LC-MS/MS utilizando os eluentes (A) 0,1 % (v/v) &cido féormico + 0,2 mM
formiato de amonio (pH =2,55) e (B) ACN/H20 (9:1) + 4cido formico 0,1 % (v/v) (pH =2.95)

numa coluna Synergi 4p Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) sob uma vazao de 0,4 mL.min™.

Figura 53. Cromatogramas de ions extraidos dos MAAs (shinorina, porphyra-334 e micosporina-
glicina-alanina) nas solucdes padrdo e presentes no extrato de S. torques-reginae ITEP-024
obtidos em LC-MS/MS utilizando os eluentes (A) 0,1 % (v/v) acido férmico + 0,2 mM
formiato de amonio (pH =2,55) e (B) ACN/H20 (9:1) + acido formico 0,1 % (v/v) (pH =2.95)
numa coluna Synergi 4u Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) sob uma vazdo de 0,4 mL.min™.
Shinorina: linha azul; porphyra-334: linha verde; micosporina-glicina-alanina: lina vermelha.
Quantificador: linha continua; qualificador: linha tracejada. ...........cccccoevveviiicieciccienn, 102

Figura 54. Concentracdo dos MAAs - shinorina (SH), porphyra-334 (P-334) e micosporina-glicina-
alanina (MGA) — no extracto de S. torques-reginae ITEP-024 incubado por 5 h a diferentes
temperaturas (-18 °C, 4 °C, 22 °C, 38 °C, 50 °C e 80 °C). Diferengas significativas foram
reportados de acordo com os resultados da ANOVA de dois fatores: * p < 0.05; ** p < 0.01;
#3550 < 0,001, %% D < 0.00L. 1evvrverorereeeeeeeeerese s eseees e s eeseese s es et r e e 105

Figura 55. Cromatograma de ions extraidos do extrato de MAAs da cianobactéria S. torques-reginae
ITEP-024, dissolvido em solvente de extracdo e mantido a temperatura ambiente, obtido em
LC-MS/MS utilizando os eluentes (A) 0,1 % (v/v) acido formico + 0,2 mM formiato de
amonio (pH =2,55) e (B) ACN/H20 (9:1) + 4cido formico 0,1 % (v/v) (pH =2.95) numa coluna
Synergi 4p Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) sob uma vazéo de 0,4 mL.min. Shinorina: linha
azul; porphyra-334: linha verde; micosporina-glicina-alanina: lina vermelha. 0 h: linha
continua; 48 h: lINNa traCJAUA. .......ecveieieieieie et 106

Figura 56. Curva de correlagdo entre o peso seco (mg.mL™) e a densidade 6tica a 750 nm numa
cultura de S. torques-reginae ITEP-024...........c.coooi i 107

Figura 57. Sistemas de cultivo utilizados no ensaio experimental de otimizacao da producdo de MAAs
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— Condicdes de cultivo padrdo (A) Dia 0 - Inoculacao das culturas, (B) Dia 08, (C) Dia 18,
(D) Dia 45, (E) Dia 61 - Final do eXperimento. ........cecveieiieiierie e ese e 107
Figura 58. Peso seco (mg/mL) da cultura de S. torques-reginae ITEP-024 ao longo de um experimento
de 61 dias (calculado através da correlacdo da densidade optica com o peso seco) (n=3).108
Figura 59. Sistemas de cultivo da cianobactéria S. torques-reginae ITEP-024: (A) para producéo de
cultura em laboratério — culturas concentradas, prontas para o repique; (B) para 0s
experimentos de otimizacdo da producdo de MAAs — culturas no inicio do experimento.109
Figura 60. Concentracdo de MAAs (SH - shinorina, P-334 - porphyra-334 e MGA - micosporina-
glicina-alanina) na cultura de S. torques-reginae ITEP-024 (ug/mgbiomassa) a0 longo de um
EXPEriMeNt0 0 BL dI8S........c.ciieiiiiecie ettt et ars 110
Figure 61. Cromatograma de ions extraido do extrato de MAAs da cepa S. torques-reginae ITEP-024
antes da exposicdo (linha continua) e depois da exposicdo (linha tracejada) a radiacao
UVA+UVB. 1: shinorina, 2: porphyra-334, 3: micosporina-glicina-alanina.................... 112
Figura 62. Concentracdo de MAASs (SH - shinorina, P-334 - porphyra-334 e MGA - micosporina-
glicina-alanina) na cultura de S. torques-reginae ITEP-024 (ug/mgbiomassa) aNtes da exposi¢ao
(DO) e depois da exposicédo (D3) a diferentes composicOes de radiagdo. .........ccevvervennens 113
Figura 63. Distribuigcdo da concentragdo de MAAs nas linhagens de cianobactérias produtoras. SH —
shinorina; P-334 — porphyra-334, MGA - micosporina-glicina-alanina. Os dados sao
apresentados como médias £ desvio padrao (n=3). As diferencas significativas sdo reportadas
de acordo com os resultados obtidos pelo método t-student por comparagéo entre as mesmas
cepas e MAAs em diferentes dias: * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. DO - Dia 0, ap06s

inoculacdo; D3 - Dia 3, apds 72 h de exposi¢do a radiagcdao PAR, UVA e UVB com fotoperiodo
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1. INTRODUCAO

1.1. RADIACAO ULTRA-VIOLETA

A radiacdo solar que chega a Terra é constituida pela radiacdo infravermelha (> 800 nm), visivel
(radiagdo fotossinteticamente ativa, PAR, 400-750 nm) e ultravioleta (UVR, 200-400 nm). A
radiagdo ultravioleta divide-se em ultravioleta A (UVA, 320-400 nm), ultravioleta B (UVB,
280-320 nm) e ultravioleta C (UVC, 200-280 nm). Propor¢6es muito pequenas de UVR contribuem
para a irradiacdo total na superficie da Terra: 0 % de UVC (que é completamente absorvida pela
camada de ozonio), menos de 1 % de UVB e menos de 7 % de UVA. No entanto, esta parte do

espectro solar é altamente energética (Figura 1) *2.
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Figura 1. Espectro da irradiancia solar acima da atmosfera (verde) e a superficie terrestre (vermelho). Fonte:
Wikipedia 3.

Os ambientes terrestre e marinho sempre estiveram sujeitos a UVR. No entanto, com a diminuicao
da camada de ozbnio pela emissdo de poluentes atmosféricos, como clorofluorcarbonos,

organoclorados e organobromados, gerou um aumento no fluxo de UVR que atinge a superficie da
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Terra afetando negativamente os sistemas biologicos 24, Os danos causados pela exposicio
excessiva a UVR podem levar a uma diminuicao da biomassa fotossintetizante que podera refletir-se
numa diminuicdo da fixacdo do &cido carbonico atmosférico, da biodiversidade aquatica e,

consequentemente, de toda a cadeia alimentar "8,

1.2. CIANOBACTERIAS

As cianobactérias sdo microorganismos procariontes unicelulares e multicelulares que apresentam
grande variabilidade morfoldgica e podem ser encontrados em diversos ecossistemas *1°. Estima-se
que tenham surgido ha cerca de 2,4 bilhGes de anos, sendo provavelmente os primeiros produtores
primarios de matéria organica a liberarem oxigénio elementar na atmosfera primitiva 2. Ainda hoje
desempenham um papel essencial na oxigenacdo da atmosfera terrestre devido a sua atividade
fotossintética ** e sdo importantes produtores de biomassa tanto nos ecossistemas aquaticos como nos
terrestres, além de terem um papel importante nos ciclos biogeoquimicos *2. Como s&o organismos
predominantemente fotoautotréficos, a luz € um dos fatores determinantes para o seu crescimento e
metabolismo, sendo o seu principal pigmento de captacdo da luz solar a clorofila-a. As cianobactérias
utilizam a radiacdo PAR para converter luz em energia quimica, no entanto, este processo resulta
numa exposicdo prolongada a UVR, que pode incorrer diretamente em danos celulares devido a
reacdes fotoquimicas, ou indiretamente através do acimulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) 2.
De forma a atenuar os efeitos negativos da UVR, as cianobactérias e outros organismos aquaticos
desenvolveram diversas estratégias adaptativas, entre elas a movimentacao vertical na coluna de agua,
a producdo de antioxidantes, a reparacdo do DNA e a sintese de compostos fotoprotetores,

nomeadamente os aminoacidos tipo micosporinas (MAAS) e as scitoneminas 121415,
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1.3.  AMINOACIDOS TIPO MICOSPORINAS

1.3.1. Estrutura e propriedades
Os aminoé&cidos do tipo micosporinas (MAAS) sdo metabolitos secundarios pequenos, incolores e
soltveis em agua. Sdo moléculas altamente polares, de baixa massa molar (< 400 g.mol™?) e com alta
absortividade molar (e =28 100 - 50 000 Mt.cm™). Estes compostos sio capazes de dissipar
eficazmente a radiacéo absorvida como calor, sem a producéo de ROS 21618, Os MAAs absorvem a
radiacéo principalmente na regido UVA (320-400 nm), no entanto, alguns MAASs possuem absorcao
méaxima na regido UVB (280-320 nm), como a micosporina-glicina (310 nm). Os maximos de
absorcio dos MAAs conhecidos variam entre 309 e 362 nm 8. Em termos estruturais, 0s MAAS s0

compostos por um anel ciclohexenona ou ciclohexenimina (Figura 2) *°.

R= "C7 “SOH
Hy

R= 'C—COOH
Hy

R1 R2 R3
ooc H oo H ooe H P
B ooc - ooc - ooc . H . o0 .,
Hy ) /I\ )\ kCH H,
HsC HO™ “CH, HiC™ " CH, 3
,OOC\g/ 'OOC\E/ 'OOC\C/ HC‘/ HZC/ § __coo sy
‘ HO g CHa
" o) ‘ooc.__J kCH3 \/I\OH HO CHy

Figura 2. Estrutura geral dos aminoacidos do tipo micosporinas (MAAs): A) amino-ciclohexenona; B) amino-

ciclohexenimina. Adaptado de Carreto & Carignan, 2011 8,

Os derivados de amino-ciclohexenona possuem a ciclohexenona conjugada com um aminoécido e
incluem, por exemplo, a micosporina-glicina e a micosporina-taurina 2. Aqueles que sdo derivados
de ciclohexenimina geralmente possuem um aminoacido glicina ligado na posicdo C-3 e outro
aminoacido, um aminoalcool ou grupo amino ligado na posicdo C-1 8. Além disso, a glicina pode
ser substituida por uma metilamina °, e dentro do grupo imina podem ocorrer ligagoes glicosidicas
ou ésteres de sulfato 22, Este grupo inclui, por exemplo, a shinorina, a porphyra-334 e a palitina 2.

A diversidade estrutural entre MAASs é conseguida através da ligacdo de diferentes aminoacidos ao
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nucleo, que pode ser posteriormente modificado pela descarboxilacdo ou desmetilacdo, resultando
em alteracOes na absorcio da UVR 28, Até ao presente mais de 33 MAAs foram relatados em varios
organismos 222°, para além dos seus derivados glicosilados?>?%. A Tabela 1 apresenta a estrutura
molecular, o comprimento de onda de maximo de absorc¢do no UV, a massa molecular protonada e

os fragmentos majoritarios de alguns dos MAAs conhecidos.

Tabela 1 — Varios aminoéacidos do tipo micosporina, seu maximo de absor¢do, massa molecular protonada,

estrutura molecular e iGes produto majoritarios em modo positivo de ionizacéo.

Amax
MAAS (nm) [M+H]*  Fragmentos Estrutura molecular Ref.
nm
o
_ _ 57, 186, 236, ™ octts
Mycosporine-taurine 309 296.1 C1oH17NO-S 27.28
263, 277
HO NH
L_sosH
57, 85, o
100,118 " octts
Mycosporine-glycine 310  246.1 C10H1sNOs 2129
144, 171,
HO NH
232 COOH
o
OH OCH;
Mycosporine- 191, 235,
. 310 3032 267 Ci13H22N206 o ¥
ornithine o HMOH
NH,

(0]
OH OCH;4
Mycosporine-lysine 310  317.2 281 C14H24N20s NH, 0
HO M(OH

(0]

=z

0O, OH
C13H22N209S Ho\i\/w

Catenelline 320 383.1 OH | OCHj 31

o
¥
HO H OH
130, 137, NH
_ 168, 186, ™ OCHs
Palythine 320 245.1 CioH1sN205 27,2932
197, 199,
HO NH
209, 230 N coor
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Amax

MAAs (nm) [M+H]*  Fragmentos Estrutura molecular Ref.
nm
NH
Palythine-serine- oot
320 3551 CuHiN20sS o o, 20
sulfate :
HO NH
HOHQC)\COO'
NH
OH OCH,
Palythine-serine 320 275.1 260 C11H18N20s 33
HO NH
HOH,C COOH
O/
H (e}
Palythine—threonine 172, 230, CioHoN,0p N N on
321 289.1 19
256, 274 on
OH
OH
N/CH3
Mycosporine- oH OCH,
_ _ 325  290.1 274 Ci2H20N206 %
methylamine-serine
HO NH
HOH,C COOH
H3C\N
Mycosporine- OH | OCH;
methylamine- 327 304.2 C13H23N20¢ 34
threonine HO NH
H3Cﬁ)\COOH
OH
NH
OCH,
Palythine-threonine-
330 369.1 C12H20N200S  hos0 20
sulfate Ho NH
HO\E)\COO'
CH,
81, 124, 168, Sl
186, 198 I et
Asterina-330 330  289.1 T C12H20N206 203
209, 230,
HO NH
243, 274 CooH
CO,H CO,H
118, 176, Ay
Mycosporine- 192, 228, OH | OCHs
o _ 330 3751 C1sH22N20g 2129
glutamic acid-glycine 258, 297,
331 HO NH
kCOOH
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Amax
MAAs (nm) [M+H]*  Fragmentos Estrutura molecular Ref.
nm

N-methylpalythine
yipalyt 330  259.1 C11H1sN20s %

HO NH

HO\T/\N
N- OH ‘ OCHs
isopropanolpalythine 332 303.1 Ci3H22N206 36
HO NH

= Aplysiapalythine A

OH ‘ OCHj3
N-ethylpalythine
y? yiine 332 2731 C12H20N0s %
= Aplysiapalythine B HO NH

= Aplysiapalythine C

CH,
102, 150, (KN
; 186, 199, P OCH, 27,20,32,35
Palythinol 332 303.2 C13H22N206 OH e
230, 244,
288 HO NH
LCOOH
CO,H
Mycosporine-glycine- /KN
alanine 186, 214, | o
333 317.1 C1sH20N207 oH h ¥
(produto de expressao 258, 302
heterdloga) HO NH
COOH
CO,H
L\N
v - 151, 164, |
cosporine-2-
yeos 334  303.1 185,200,  CiHiN2O; o ocHs 28,38
glycine
244,288
HO NH
COOH
57,71, 137, COH
KK N
186, 230, oH |
OCH,
Shinorine 334 3331 241, 255, Ci13H20N20s OH 21.29.32,35
274, 298,
HO NH
303, 318 “coon
CO,H
HsC
186, 227, EH/K,“
Porphyra-334 OCH;,
334 347.1 288, 303, C14H22N,0s OH 29,3235
332 HO NH

COOH
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Amax

MAAs (nm) [M+H]"  Fragmentos Estrutura molecular Ref.
nm
CO,H
116, 118, HaC%N
Mycosporine-glycine- 131, 184, o | OCH,
_ 335 3452 C15H24N207 22
valine 198, 268,
295 HO NH
COOH
CO,H
138, 193, “y
. . 197, 205, OH | OCHg
Palythenic acid 337 329.1 C14H2N,07 29,3539
237, 268,
HO NH
283, 296 A oo
CH,
=
) 197, 226, o I oon
Usujirene
o 357 2851 241, 270, Ci13H20N20s foaL
(cis isomer)
285 HO NH
kCOOH
HBC%’N
139, 185,
Palythene O OCHs
. 360 285.1 197, 205, C13H20N205 27,2935
(trans isomer)
223, 241 HO NH
COOH
OH
X
213, 228, HO N
Euhalothece-362 362 3311 242, 272, C14H22N207 OH OCH, 38
316
HO NH
H,C” “COOH

1.3.2. Biossintese de MAAs
Diversos estudos de longa data sugerem que a biossintese dos MAAs ocorre pela via do acido
chiquimico ©*#2, O 3-deshidroquinato (3-DHQ) era convertido no precursor de MAAS,
4-desoxigadusol (4-DG), formando-se posteriormente ciclohexenonas (gadusol) dando origem aos
diferentes analogos de MAAs >243 Esta proposta biossintética é apoiada por experimentos
realizados mostrando que a producdo de MAAs é bloqueada apds a aplicacdo do glifosato, um
inibidor especifico da via do do &cido chiquimico 44, No entanto, esta area tem sido alvo de estudos

recentes e a biossintese de MAAs pela via do acido chiquimico tem sido questionada 34648, A
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expressao heterdloga dos clusters de genes biossintéticos de MAAs realizada por Balskus et al., 2010
e a utilizacdo de inibidores de via e delecdo de genes por Pope et al., 2015 revelaram que tanto a via
da pentose-fosfato quanto a via do acido chiquimico estdo envolvidas na biossintese de MAAs 4647,
De acordo com estes autores, a biossintese de MAAs comeca com o intermediario sedoheptulose-7-
fosfato (SH-7-P), produzido pela via da pentose-fosfato que é convertido em 4DG pelas enzimas
deshidroquinato sintase (DHQS) YP_324358 e O-metiltransferase (O-MT) YP_324357 464749 A
combinacdo destes dois genes (DHQS e O-MT) apenas foi encontrada em cianobactérias com
capacidade de sintese de MAAs estando ausente em espécies que ndo sintetizam estes compostos.
Analises filogenéticas de estudos anteriores revelaram que esses dois genes foram transferidos de
cianobactérias para dinoflagelados e, finalmente, para metazoarios por transferéncia horizontal de
genes *°. Este fato vem suportar o possivel envolvimento destes dois genes na biossintese de MAAs
uma vez que estes compostos também estdo presentes em outros organismos e pensa-se que tenham
sido passados pelas cianobactérias na linha plasmidica 2>*°. O 4-DG formado €, posteriomente, ligado
a uma glicina através do homologo de ATP YP_324356 (Ava_3856), uma enzima ATP-grasp,
formando a micosporina-glicina. Os trés genes das enzimas DHQS, O-MT e ATP-grasp sdo
considerados essenciais para a biossintese da micosporina-glicina, enquanto outros genes sdo

necessarios para produzir outros analogos de MAAs °! (Figura 3).

O ultimo passo na biossintese de MAAs, como a shinorina, consiste na adi¢do de um aminoécido a
micosporina-glicina e pode ocorrer através de dois tipos de enzimas, uma sintetase ndo ribossémica
(NRPS) YP_324355 (Ava_3855) que ¢ codificada pelo cluster "Anabaena-type"“ ou,
alternativamente, através de uma enzima D-Alanina-D-Alanina ligase codificada pelo cluster
"Nostoc-type” ¥4, No entanto, os genes responsaveis pela formagdo de muitos outros analogos de
MAA:s ainda nao foram identificados, sendo esta &rea muito importante na engenharia genética e no

desenvolvimento de protetores solares de préxima geragéo *2.
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YP 324354 (Ava 3854) T TYP 324360 (Ava 3860)

¥P 324355 (Ava 3855) YP 324359 (Ava 3859)
YP 324356 (Ava 3856) OCHg
o] OH
YP 324357 (Ava 3857) YP 324358 (Ava 3858)
HO OH
O-methyltranferase 3-dehydroquinate synthase-like OH
L | gadusol
OH OCH:} OCHB H
HO 2 o} OH <€ o) N
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. ra A
(o] Vol T~ >
HO NpR 5599, NpR5560 P
OH in N. pinctiforme OH o~ OH
OH OH OH
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sedoheptulose-7-phosphate 4-deoxy gadusol
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Ava_3856 ¥ glycine HO\/I‘/\ ) ‘ : \Cg_'
) OH 3
OH
OH
OCHj3 euhalothece-362

H -

o) N__CO;
OH
OH

mycosporine-glycine

Figura 3. Bissintese de MAAs, suas conversdes bioquimicas e o papel proposto dos genes. Adaptado de Carreto
& Carignan 2011 8,

Geralmente, a biossintese de MAAs ndo é especifica para cada espécie e é influenciada por diversos
fatores abidticos 3. Estes influenciam ndo so a sua concentragdo como também a diversidade dos
MAA s presentes nos organismos. A biossintese dos MAAs é regulada em particular pela distribuicao
espectral 425451 ¢ intensidade da radiacgéo solar ?2#252, No entanto, diversos estudos demonstram que
a inducdo dos MAAs também pode ser influenciada por outros fatores abidticos como a
temperatura °®, o fotoperiodo °8, a salinidade *>®1:% e a concentragdo de nutrientes #-54-%, Alguns
estudos referem ainda que a condi¢cdo de crescimento fotoheterotrofico também pode aumentar a

producdo de MAASs em cianobactérias °’.
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1.3.3. Ocorréncia e distribuicdo do MAAs no meio ambiente
Os MAAs estdo amplamente distribuidos pelo meio ambiente %8, A sua presenca foi detectada pela
primeira vez em cianobactérias e varias espécies de corais da Grande Barreira de Corais ®°. Estudos
indicaram que muitos grupos taxonomicamente variados de organismos marinhos e terrestres, de
latitudes tropicais a regibes polares, desenvolveram a capacidade de sintetizar, acumular e
metabolizar MAAs 1211822255470 05 MAAs estdo presentes particularmente em organismos que
vivem em ambientes com elevada radiacdo UV. A capacidade de producdo de MAAs foi observadas
em bactérias heterotroficas marinhas, cianobactérias, micro e macroalgas, fungos e liquenes 1152,
Diversos estudos descrevem que os MAAs também estdo presentes em diversos animais como
rotiferos, artrépodes, moluscos, equinodermatas e peixes >2425™1 Uma vez que a via do &cido
chiguimico esta ausente em animais, os autores que defendem esta via para a biossintese de MAAS
acreditam que estes organismos obtenham os MAAs por meio da dieta ou de simbiose, e,
posteriormente, 0s acumulem ou intraconvertam-nos a outras formas de MAAs para funcionar como
moléculas fotoprotetoras, adquirindo desta forma protecdo contra a UVR 5162572 No entanto,
Osborn et al., (2015) relataram que peixes sdo capazes de sintetizar gadusol e que as vias analogas
também ocorrem em anfibios, répteis e aves ">. MAAs foram jé localizados no tecido ocular, na pele,
especialmente na superficie dorsal, no muco externo, nos ovos, nos tecidos reprodutivos (ovarios) e
no rastro digestivo de peixes de recifes de guas rasas tropicais >3, Como referido, a concentragéo
e composicdo dos MAAs dependem de varios fatores, incluindo a dieta. Os animais carnivoros
acumulam niveis de MAAs muito mais baixos que os herbivoros 4. Quanto a diversidade dos MAAs,
esta varia dependendo do grupo taxonémico. Shinorina, palitina e asterina-330 s&o mais comuns em
algas, invertebrados e cordados, respectivamente . Além disso, foi identificada a coexisténcia
simulténea de varios MAAs com diferentes absorbancias méaximas nas regides UVA e UVB. Este
fendmeno permite uma fotoprotecdo mais eficaz do que com a presenca de apenas um desses
compostos. Até ao presente, a composicao mais rica de MAAs foi observada no coral Stylophora

pistillata ™.
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1.3.4. Funcoes
O papel dos MAAs nos seres vivos ainda se encontra em discussdo. A maioria dos estudos sobre
MAAs esta focada em sua capacidade fotoprotetora. No entanto, sdo metabolitos secundarios
multifuncionais que possuem muitas funcdes celulares, como atividade antioxidante, regulacédo

osmotica, controle da reproducao, reservatorios de nitrogénio °.

FOTOPROTECAO

A funcio mais estudada dos MAAs é a fotoprotecio >#27677 Diversos estudos demonstram que os
MAAs possuem eficientes propriedades de absor¢do da UVR, tanto na regido UVA (320-400 nm)
como UVB (280-320 nm). Em muitos organismos observou-se a sintese e o acumulo destes
compostos em concentracGes elevadas quando expostos & UVR, tanto em ambiente natural como em
condigbes experimentais 5°8787° Além disso, possuem altos coeficientes de extingdo molar e
resisténcia a varios fatores abidticos de stress o que 0s evidencia como compostos fotoprotetores
eficientes 718082, Esses compostos protegem a célula devido a sua capacidade de dispersar a UVR
em energia térmica que se dissipa no ambiente sem formar ROS "8%3, A eficiéncia fotoprotetora dos
MAAs depende da sua posicdo na célula. Estes compostos foram encontrados principalmente no
citoplasma de vérias espécies de cianobactérias, no entanto, em algumas espécies, 0s MAAs sdo
excretados e acumulados extracelularmente, resultando em uma protegdo mais efetiva contra a
UVR 2. A presenca de MAAs em animais marinhos confirma sua funcéo de fotoprotecdo ndo apenas

para os produtores, mas também para herbivoros e carnivoros .

ANTIOXIDANTE

Alguns MAAs podem ainda possuir fungdes antioxidantes, prevenindo danos celulares resultantes da
producdo de ROS "848 Sygere-se que certos MAAs, como a micosporina-glicina e a micosporina-
taurina, exibam uma forte atividade antioxidante 38384 A micosporina-glicina reduz efetivamente a
quantidade de oxigénio singlete formado e suprime os efeitos adversos da fotossensibilizacdo em
sistemas biologicos. Sua alta eficacia antioxidante esta provavelmente relacionada ao menor potencial
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de reducdo e maior capacidade de doar elétrons para estabilizar e inativar os radicais livres 8. A
asterina-330, em combinacdo com a palitina, também ¢é caracterizada por uma alta atividade
antioxidante, embora significativamente menor que a micosporina-glicina e acido ascérbico. Além
disso, inibe efetivamente a oxidagdo do f-caroteno, um indicador de protecdo da peroxidacéo lipidica.
Outras imino-micosporinas como shinorina e porphyra-334 mostram menos atividade ou sua

auséncia .

PROTECAO CONTRA FATORES ABIOTICOS

Alguns estudos demonstraram que 0s MAAs podem aumentar a tolerancia celular a fatores abiéticos,
como salinidade, dessecagdo e temperatura 2. Um ambiente hipersalino pode levar a desidratacio das
células e ao acuimulo de ROS, o que resulta na geracdo de estresse oxidativo. Assim, os MAAs
fornecem equilibrio osmatico para as células **1°>8, Os MAAs também contribuem para o aumento
da resisténcia dos organismos a condi¢cGes em que a agua se torna um fator limitante. Altas
concentrages de MAAs glicosilados foram relatadas na matriz extracelular ou bainha ao redor de
microorganismos. No entanto, a presenca apenas dessas substancias ndo oferece protegéo suficiente

contra o estresse hidrico &'.

OUTRAS FUNCOES

Além do descrito, varias outras funcdes sdo atribuidas aos MAAs. Sdo considerados metabolitos
reguladores da reproducdo em invertebrados marinhos >, Os MAAs sdo também considerados
reservatorios de nitrogénio intracelular. As moléculas de MAA contém um ou dois atomos de
nitrogénio, que podem ser liberados quando necessario . Outra fungdo proposta para 0os MAAs esta
relacionada com o seu papel tedrico como pigmentos acessorios na fotossintese. Assume-se que 0S
MAAs sdo compostos fluorescentes que convertem os raios UV em luz utilizada para a fotossintese,
0 que aumenta sua eficiéncia %8 No entanto, esta alegacéo ainda n&o foi verificada, porque os
MAAs exibem uma baixa fluorescéncia. Além disso, o estudo de Kicklighter, et al., 2011 demonstrou

que alguns MAAs, tais como a asterina-330, aplysiapalythine A e aplysiapalythine B, desempenham
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um papel na conectividade ecoldgica entre 0s organismos, como sinais de alarme intraespecificos
para lebres do mar (Aplysia californica), sugerindo que eles podem funcionar como moléculas de
importancia fundamental nos ecossistemas marinhos. A maior concentracdo de aplysiapalythine A e

B foi demonstrada nas secre¢des defensivas e na pele desses organismos .

1.3.5. Aplicacdo comercial dos MAAs
A pele atua como uma barreira aos efeitos nocivos da UVR e de substancias quimicas exégenas. A
UVR divide-se em UVA, UVB e UVC, porém devido ao 0zénio atmosférico que absorve a UVC, a
UVR atmosférica € predominantemente UVA (90% —95%) e UVB (5% —10%). A UVR que penetra
na pele é dependente do seu comprimento de onda. A UVA, com comprimento de onda mais longo,
penetra mais profundamente na pele atingindo a derme. Por outro lado, a UVB é quase completamente
absorvida pela epiderme, atingindo a derme apenas ligeiramente em comparacdo com a UVA (Figura

4).

RADIACAO SOLAR

A
v

UVA uvB uvc

400 nm 320 nm 280 nm 100 nm

CAMADA DE 0ZONIO
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Derme

=~ |

Figura 4. Espectro eletromagnético da radiacéo ultravioleta. Adaptado de D’Orazio et al., 2013 %,

2019 TeseDoutorado_Vanessa Geraldes 13



A UVA é eficiente na geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) que podem danificar o DNA
por meio de reacdes fotossensibilizadoras indiretas. A UVB € diretamente absorvida pelo DNA,
causando rearranjos moleculares e formando os fotoprodutos especificos . Os efeitos clinicos da
UVB incluem eritema (queimaduras solares), pigmentacdo (bronzeamento), edema, espessamento
das dobras cutineas, reagdes fototoxicas, fotossensibilidade e fotoimunossupressao . Outros efeitos
desta radiagdo incluem fotocarcinogénese e fotoenvelhecimento, também mediados pela UVA %,
Desta forma, o uso de protetores solares, que tém como funcdo proteger a pele da UVR, é
imprescindivel no dia-a-dia, principalmente em épocas de radiacdo solar mais forte. Segundo
Armstrong & Kricker, a protecdo solar tera maior efeito se estes habitos forem aplicados o mais cedo
possivel na vida ®. No Brasil, a maior consciencializacio da populacio em relagdo aos riscos da
exposicdo da pele ao sol impulsionou este mercado, tornando o pais no segundo maior consumidor
mundial destes produtos *-%. Em 2014, o pais respondeu por uma fatia de aproximadamente 20% do
mercado mundial e 82% do mercado na América Latina. Além dos protetores solares tradicionais este
mercado aposta ainda em novos produtos, nomeadamente maquiagem e hidratantes faciais com
protecdo solar e produtos que aliam protecdo e bronzeamento %. Estas inovagdes abrem espaco para
a biotecnologia neste setor estimulando a area de Pesquisa & Desenvolvimento no estudo de novas

formulagdes de produtos que apresentem mais beneficios para o consumidor.

Muitos produtos sintéticos e naturais com protecdo UVR estdo disponiveis no mercado. Nestes
produtos sdo utilizados, como ingredientes fotoprotetores, filtros organicos (p. e. oxibenzona,
avobenzona, acido aminobenzdico) ou filtros fisicos (p. e. didxido de titanio, 6xido de zinco). No
entanto, os dois tipos de filtros tém problemas, pois nenhum é totalmente eficiente contra as radiacdes

UVA e UVB, ou suficientemente estavel, sendo necessaria a combinacio de diversos filtros %.

Diversos estudos tém demonstrado que o uso regular de filtros orgénicos sintéticos pode afetar a

salide humana 829100 Estes filtros estfo associados a reagfes alérgicas ou foto-toxicidade, distdrbios
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enddcrinos, penetracdo cutanea, baixa fotoestabilidade e biodegradabilidade e falta de eficicia na
protecio da pele 89100 Estes filtros estdo também associados a problemas relacionados com a sua
acumulacio no organismo humano %1, Além disso, os filtros organicos ndo sio ambientalmente
sustentaveis causando um impacto negativo nos recifes de coral e outras formas de vida marinha 1%,
Estes filtros estdo se acumulando em &guas costeiras e continentais, induzindo um rapido e completo
branqueamento de corais duros mesmo em concentragdes extremamente baixas . Este fato, levou o
Havai a assinar um projeto-lei em 2018 que proibe oficialmente alguns tipos de filtros solares,

nomeadamente a oxibenzona ou octinoxato 1%,

Os filtros fisicos sdo considerados menos agressivos para o ser humano, no entanto, também estéo
associados ao impacto negativo sobre o ambiente marinho 1. Outra desvantagem destes filtros € o
fato de criarem uma pelicula branca e opaca quando aplicados sobre a pele, que leva o utilizador a
rejeitar o produto optando por outros com maior risco para a sua satde %, Além disso, a exposi¢io
a micro e nanoparticulas desses filtros pode produzir efeitos toxicos &. Devido a estes fatores, o
mercado esta recetivo a novas linhas de produtos de protecdo solar, mais naturais, que incorporem
filtros solares de alta protecdo contra a UVR utilizando baixas concentra¢des de filtros quimicos e
que sejam mais benéficos para a pele e para o ambiente. A descoberta de novos agentes ativos, como

os de origem marinha, é atualmente foco de intensa pesquisa .

Entre os diversos compostos naturais que absorvem UVR atualmente pesquisados, estdo 0s
flavondides como quercetina e rutina (compostos polifendlicos) presentes em morangos, uvas, magas
e vegetais, algumas isoflavonas como a genisteina e a daidzeina, e os aminodcidos do tipo
micosporinas 8. Os MAAs destacam-se pela sua capacidade fotoprotetora contra os efeitos adversos
tanto da radiagdo UVB como UVA *19113 pela alta estabilidade numa ampla faixa de temperatura e
pH 41:53.78:8082.106 ¢ nelas suas propriedades antioxidantes "848, de la Coba et al., 2019 demonstraram

que protetores solares contendo uma combinagdo de MAAs purificados em percentagens similares
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aos filtros solares quimicos (cerca de 5 %) apresentaram valores de FPS semelhantes e fornecem
excelentes capacidades fotoprotetoras in vitro contra as principais lesdes causadas pela UVR (Figura

5) 8,

Absorvancia relativa

Comprimento de onda (nm)

Figura 5. Espectro de absorcdo e comprimento de onda critico para os ingredientes fotoprotetores: (A)
Porphyra-334 + Shinorina (88:12) e Metil-Serina (OH) + MAA desconhecido (84:16); (B) Metil-Serina (OH)
+ MAA desconhecido (84:16) ; (C) Porphyra-334 + Shinorina (88:12); (D) butylmethoxydibenzoylmethane
(BMDM) and octylmethoxycinnamate (OMC). Fonte: de la Coba et al., 2019 .

Outros estudos demonstraram que os MAAs micosporina-glicina, shinorina e porphyra-334
apresentam fungdes protetora e proliferativa quando testados em células humanas de fibroblasto apds
irradiacdo com UV %7, Alguns MAAs tém também capacidade de proteger a pele humana contra o
envelhecimento prematuro %, Hartman et al., 2015 demonstraram recentemente que 0s MAAs
shinorina, porphyra-334 e palitina evitam o fotoenvelhecimento inibindo a atividade da enzima
colagenase por inibicdo competitiva 1%°. Devido as suas caracteristicas fotoprotetoras e antioxidantes
naturais os MAAs tém elevado potencial biotecnologico podendo ser aplicados nas industrias
farmacéutica e cosmética, em protetores solares e em produtos para prevencdo e tratamento de
problemas da pele como fotodermatites, queimaduras solares, fotoenvelhecimento e céncer de
pele 678110112 'No entanto, do ponto de vista econdmico, é necessario produzir uma elevada

quantidade de biomassa para produzir protetores solares apenas com MAAs, como filtro solar
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exclusivo. Dependendo do organismo utilizado o rendimento de producdo pode variar muito. de la
Coba et al., 2019 conseguiram um rendimento entre 40-50 % na purificacdo dos MAAs estudados .
Além disso, no Brasil a ANVISA exige a utilizacdo de filtros solares especificos em formulas de
protecdo solar 3. Neste caso, a combinagéo de diferentes filtros solares é sempre necessaria até que
haja uma alteracdo na legislacdo em vigor. Assim, os MAAs podem ser bons candidatos para serem

usados em conjunto com outros filtros solares comerciais.

O estudo de Colabella et al., 2015 apresenta uma lista de algumas patentes existentes para a utilizacao
de MAAs em produtos de fotoprotecéo 1. A maioria das patentes analisadas foi desenvolvida com
organismos de ambientes marinhos. Nas patentes analisadas, pode-se observar um claro predominio
das algas multicelulares como fonte de protetores solares naturais. Atualmente ja existem no mercado
mundial algumas empresas que comercializam extratos de MAASs para a producdo de produtos
cosméticos com fotoprotecdo. Na Suica, a Mibelle AG Biochemistry desenvolve compostos ativos
naturais. O Helioguard 365 e o Noriguard sdo as duas matérias-primas que esta empresa comercializa
que contém MAAs (principalmente porphyra-334, shinorina e palitina) da alga vermelha Porphyra
umbilicalis 1. Em Franca, a Gelyma, comercializa a matéria-prima Helionori que, tal como o
Helioguard 365, também é composta por trés MAAs (palitina, porphyra-334 e shinorina) da alga
vermelha Porphyra umbilicalis 6. E importante investir esforcos na exploragdo de MAAs em
diferentes tipos de ambientes, para aumentar a diversidade de fontes disponiveis como alternativas
de protecdo solar com potencial aplica¢do industrial. Claramente, hd muito trabalho ainda a ser feito,
uma vez que 0s microorganismos unicelulares apresentam véarias vantagens de producdo, como a taxa
de crescimento e a relativa simplicidade do cultivo que influenciam o custo da produgdo em escala

industrial 1%,

Outro processo que tem sido estudado para viabilizar a utilizacdo de MAAS nos protetores solares é

o desenvolvimento de analogos sintéticos. Diversos andlogos de MAAs foram desenvolvidos e
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testados para fins comerciais /. Entretanto, a sintese total destes compostos ¢ bastante dificil pois,
apesar de serem estruturalmente pequenos, os MAAs possuem um esqueleto carb6nico complexo.
Alguns estudos referem que as substancias obtidas ndo possuem a capacidade de absorver grandes
quantidades de energia, sendo necessaria a incorporacao de outros grupos funcionais a molécula de
modo a aumentar o seu potencial fotoprotetor 18, O analogo sintético da micosporina-glicina,
tetra-hidropiridina %12, foi considerado hidroliticamente e oxidativamente estavel para aplicacéo
comercial em protetores solares. Apesar disso, estes analogos sintéticos de MAAS apenas substituem
os ingredientes sintéticos atualmente utilizados em produtos fotoprotetores, ndo satisfazendo a lacuna

que existe no mercado para compostos fotoprotetores naturais.

1.4. METODOS DE ANALISE DE MAAS

1.4.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com deteccédo no UV-Visivel
O método mais utilizado para a detecgdo e isolamento de MAAs é a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) com deteccdo no UV-Visivel 19721217124 = A jdentificacdo geralmente é feita
comparando o perfil dos espectros de absor¢do no UV (geralmente entre 310 e 340 nm) e o tempo de
retencdo (TR) com padrées de MAAs. Embora este método seja bastante sensivel devido ao elevado
coeficiente de extingdo (¢) dos MA As, uma das principais desvantagens ¢ a falta de seletividade, uma
vez que outros MAAs coeluindo ou mesmo compostos interferentes podem influenciar facilmente a
quantificacdo dos compostos e este método ndo fornece qualquer informacdo em relacdo as
caracteristicas estruturais dos compostos que estdo sendo quantificados 2. Além disso, ndo existem
padrdes comerciais para estes compostos e poucos laboratérios em todo 0 mundo tém a capacidade
de fornecer material de referéncia?®. Devido a isto, a identificacdo e quantificacio de novos MAAs

para 0s quais ndo existem padrdes é dificultada.

1.4.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma técnica poderosa utilizada para a

elucidacdo estrutural de substancias organicas de origem sintética e natural, entre muitas outras
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aplicacdes. Os aparelhos atuais de RMN utilizam a técnica pulsada, na qual um campo magnético é
aplicado, obtendo-se os espectros de RMN de diferentes tipos de ndcleos (p. e. *H, 3C, °N) 126127,
Esta técnica tem sido utilizada para a identificacdo de aminoacidos do tipo micosporina
desconhecidos 3337128 Qg experimentos mais comuns de RMN baseiam-se na observacéo direta de
nicleos de 'H e 3C em solucdo. A elevada abundancia natural e elevada razdo giromagnética do
nucleo de *H possibilitam medicgdes de alta sensibilidade e baixo tempo de aquisicdo para este nlcleo
e sdo responsaveis pelo vasto numero de aplicacfes desta técnica. Os experimentos a uma dimensao
(1D) revelam informacdes sobre o tipo e a proporcao dos nacleos analisados, mas nem sempre dédo
informacdes sobre a forma como o0s nicleos estdo ligados uns aos outros dentro da molécula. Por
outro lado, os experimentos a duas dimensdes (2D), homo (*H,*H) e heteronucleares (*H,*3C; *H,'*N),
permitem correlacionar hidrogénios e/ou carbonos que possuam alguma relacdo escalar ou espacial
entre si. Desta forma, é possivel fazer um mapeamento estrutural mais preciso da molécula em estudo.
No entanto, apesar das suas vantagens, o tempo necessario para executar certos experimentos 2D
ainda é uma limitacdo 1%, A seguir estdo descritos alguns experimentos de RMN a duas

dimensoes 26:

COSY (HOMONUCLEAR CORRELATION SPECTROSCOPY) - ESPECTROSCOPIA DE CORRELAGAO

Este experimento permite estabelecer as correlagdes entre os hidrogénios com acoplamentos geminais
e vicinais (separados por duas ou trés ligacdes) e assim discernir a multiplicidade dos sinais
observados no espectro de RMN *H. Sinais de acoplamentos a longa distancia (raramente
mensuraveis no espectro 1D) também poderao ser visiveis.

HSQC (HETERONUCLEAR MULTIPLEQUANTUM COHERENCE) - ESPECTROSCOPIA HETERONUCLEAR
DE COERENCIA DE QUANTUM SIMPLES

Esta técnica correlaciona dois espectros com nucleos distintos, sendo possivel assinar os hidrogénios

(*H) ligados diretamente ao heteronticleo (p. e. *C).
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HMBC (HETERONUCLEAR MULTIPLEBOND COHERENCE) — ESPECTROSCOPIA HETERONUCLEAR DE
CORRELACAO ENTRE MULTIPLAS LIGACOES

Nesta técnica os nuicleos de *H e *C podem ser correlacionados em distancias de até 4 ligacdes. Estas
informac0es sdo extremamente Uteis para a determinagdo estrutural, principalmente para estabelecer

a posicao de carbonos néo hidrogenados.

1.4.3. Espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida
A espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida (LC-MS) tem sido cada vez mais
utilizada para avaliar a diversidade e abundancia de MAAs em ambientes aquaticos 1%, Esta técnica
analitica apresenta maior sensibilidade que outros métodos, sendo bastante poderosa na
caracterizacdo estrutural de biomoléculas. A espectrometria de massas € capaz de fornecer
informacdes acerca da massa precisa dos analitos e ainda informacdes sobre a sua fragmentacao, o
que é uma caracteristica singular de cada composto. Assim, permite obter a composic¢do elementar
dos analitos em estudo tornando-se uma ferramenta essencial para a identificacdo e quantificacao de
biomoléculas. O processo de andlise consiste na introdugdo da amostra no equipamento pelo sistema
cromatografico, os analitos séo ionizados pela fonte de ionizacdo através da perda ou do ganho de
carga. Os ions gerados sdo entdo separados no analisador de acordo com suas relacdes massa/carga
(m/z) e suas intensidades relativas sdéo medidas no detector. A aquisi¢ao e o processamento dos dados
geram o0s espectros de massas que sao produzidos em funcdo da intensidade de cada ion versus sua
razdo m/z. A espectrometria de massa em tandem também conhecida como MS/MS ou MS? é um
sistema em que dois analisadores sdo utilizados em sequéncia, separados por uma cadmara de colisao.
A amostra € injetada, eluida e ionizada. Os ions sdo entdo separados por carga no primeiro analisador
e seguem para a camara de colisdo, onde sdo fragmentados. Os fragmentos formados passam para o
segundo espectrébmetro, onde sdo analisados e identificados de acordo com a razdo m/z. Os
analisadores podem ser de baixa e alta resolucdo, dependendo da capacidade de separacao das m/z.
Os de baixa resolucéo, como triplo-quadrupolo (QgQ), conseguem detectar m/z com diferencas de 1

unidade de massa atdmica, enquanto os de alta resolucéo, como o quadrupolo time-of-flight (QToF),
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permitem obter massas moleculares com maior exatiddo. As anélises por MS? permitem um aumento
da sensibilidade, que esta relacionado a diminuicdo do ruido provocado por outros componentes da
amostra através da possibilidade de selecdo de um determinado ion gerando um ganho na relacao
sinal/ruido -1, O método de ionizagio é também um fator importante para aumentar a sensibilidade
e seletividade do método analitico. Compostos polares, como 0s MAAs, sdo mais bem ionizados em
fontes do tipo lonizacdo por electrospray (ESI). A espectrometria de massas acoplada a cromatografia
liquida com ionizacdo por electrospray permite distinguir os MAAs com base no seu tempo de
retencdo e massa molecular 3139130132 'Na Tabela 1 encontra-se a massa protonada de alguns dos
MAAs conhecidos. Com uma abordagem espectral de massa, os perfis de fragmentacdo comuns
podem eventualmente ser utilizados para examinar a diversidade estrutural dos MAAs, mesmo na

auséncia de padrdes bem definidos %3,

De acordo com Cardozo et al., 2006 na palitina (molécula protonada 1 - m/z 245) sdo observadas
perdas iniciais de 15 e 44 Da originando os ions produto A e B, respectivamente (Tabela 2 e Figura
6). Além dos mecanismos envolvendo a perda inicial do radical metil, observaram-se vias em que
houve eliminacdo neutra de agua produzindo o ion produto m/z 227 (ion produto C e D). Ambos 0s
fons produto podem perder outra molécula de adgua gerando o ion produto E de m/z 209. Para a
shinorina (molécula protonada 2 — m/z 333), a eliminacdo de 15 e 44 Da gera os ions produto m/z 318
e m/z 274, respectivamente (ion produto F e G). O ion produto F sofre duas descarboxilagdes gerando
M via ion produto G. Ap0s a perda da cadeia lateral de G, o ion produto, comum a todas as MAAS,
m/z 186 (ion produto B) pode ser observado *3. A caracterizacdo espectral por massa proporciona
um meio para catalogar MAAs e permite que inferéncias estruturais sejam feitas com base em seus

padrdes de fragmentagéo 3°:125:130133
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Figura 6. Mecanismos gerais de fragmentacdo propostos por Cardozo et al., 2006 para os MAAs analisados

no estudo de espectrometria de massas de alta resolugéo. A-M: ions-produto principais .

Tabela 2 — Principais ions-precursores e ions-produto propostos por Cardozo et al., 2006 na Figura 6 para 0s

MAAs palitina e shinorina 1%,

m/z
MAA

Molécula protonada A B C D E F G H | M
Palitina (1) 245 230 186 227 227 209
Shinorina (2) 333 186 318 274 212 212 230

Devido a semelhanca nas suas estruturas, os MAAs geram fragmentos caracteristicos, como 0s ions
m/z 230 e 186. A detec¢do de ions produto gerados pela eliminacdo de 15 Da (radical metil), 44 Da

(perda de CO;) e da cadeia lateral (C-1) é bastante comum. Assim, o monitoramento destes
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fragmentos usando ferramentas disponiveis via LC-MS (p.e. monitoramento de perda neutra e
monitoramento de reacGes mdltiplas - MRM) pode fornecer informacdes adicionais sobre a
ocorréncia de MAAs desconhecidos 1*. A realizagdo de experimentos de MRM permite que haja
quantificacdo dos compostos de forma seletiva. Nestes experimentos é selecionada a passagem de
fons com m/z especificos 0 que aumenta a seletividade uma vez que a probabilidade de duas moléculas

gerarem fjons precursores e fons produtos idénticos por MS? é muito baixa 4%2°,

1.4.4. Validacdo de métodos para quantificacdo de MAAs em cianobactérias
A validacdo de métodos analiticos é o processo sistematico de estabelecer que um método analitico
é aceitavel para o proposito pretendido. Por norma, o pesquisador que desenvolve o método gera
evidéncias sobre seletividade, linearidade, intervalo, limite de deteccdo e limite de quantificacéo,
precisdo e exatidao, efeito matriz, recuperacdo e estabilidade. O processo de desenvolvimento e
validacdo de métodos tem um impacto direto na qualidade dos dados acima. N&o existe um protocolo
especifico co normas definidas para a validacdo de métodos de quantificacdo de MAAs em LC-MS,
no entanto, existem algumas normas nacionais e internacionais que regulam o processo de validacao
em métodos analiticos e que poderdo servir como base para a validagdo deste método 3413
Chandran & Singh resumem algumas das diretrizes emitidas por diferentes agéncias para a validacéo
de métodos analiticos utilizados para analise de substancias medicamentosas na forma pura e em
formulacdes farmacéuticas 8. Atualmente ndo existe nenhum método de quantificacdo de MAAs
por LC-MS que tenha sido completamente validado. Hartmann et al., 2017 desenvolveram um
método para quantificacdo de MAAs por eletroforese capilar tendo-se baseado no guia do ICH para
a validagdo **1%, No entanto, este método tem pouca aplicabilidade, pois esta técnica ndo é
amplamente utilizada, e geralmente leva a falta de reprodutibilidade, limitando-se a compostos
altamente ionizaveis. Nesse sentido, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS) é uma boa alternativa para fornecer altos niveis de sensibilidade e seletividade na anélise
de MAAs. Whitehead & Hedges (2002) publicaram uma abordagem quantitativa para a analise

LC-MS de MAAs que permite distinguir varios MAAs conhecidos com base no seu tempo de
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retencdo, pesos moleculares e maximos de absorcdo de UV. Este método forneceu um mecanismo
rapido para caracterizar e quantificar sensivelmente MAAs '?°. No entanto, este método nio foi
validado. Em outro estudo, Hartmann et al., 2015 validaram um método de quantificagdo de MAAs
em cianobactérias usando cromatografia liquida de interagdo hidrdfila (HILIC) 3. Nesse trabalho
foram quantificados, de forma precisa, varios analitos com tempos de retencdo adequados em uma
Unica corrida. No entanto, embora este método apresente excelentes coeficientes de correlacao linear,
ele desconsidera a influéncia da matriz biolégica nas analises pois as curvas de calibragdo foram
obtidas por diluicdo em série dos analitos em agua. Além disso, alguns parametros importantes de
validacdo, como a recuperacdo, ndo foram descritos. Em seguida, sdo discutidos alguns parametros
importantes no desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos e os parametros apresentados sdo
baseados no guia para validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos da Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria (ANVISA) 13,

MATRIZ BIOLOGICA
A matriz bioldgica consiste num material distinto de origem bioldgica, que pode ser amostrado e
processado de modo reprodutivel e no qual nenhum analito dos analitos de interesse se encontra

presente. Esta matriz é utilizada para avaliar a especificidade do método bioanalitico 1%,

PADROES INTERNOS

O padrao interno (PI) € um composto, geralmente com caracteristicas estruturais similares ao analito,
adicionado aos padrdes de calibracdo e amostras em concentracGes conhecidas e constantes, para
facilitar a determinacdo do analito e compensar varios tipos de erros sistematicos e randdémicos,

nomeadamente variagdes nas condicdes instrumentais ou operacionais 3.

SELETIVIDADE

A seletividade corresponde a habilidade do método de quantificacéo de distinguir determinado analito

de outros compostos, fornecendo bandas puras, simétricas e bem resolvidas 1%°. A seletividade é
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avaliada analisando se as bandas cromatogréaficas de cada analito estdo separadas de outras bandas
presentes na matriz e comparando o espectro MS? dos analitos presentes na amostra com o espectro
MS? dos padrdes. Ndo havendo picos adicionais no espectro MS? correspondente a0 composto em
analise sugere-se que o método é seletivo. O tipo de experimento selecionado é também um fator
relevante que influencia a seletividade do método. Como referido anteriormente, a realizacdo de
experimentos de MRM permite que haja quantificacdo dos compostos de forma seletiva, pois a
probabilidade de duas moléculas gerarem ions precursores e fons produtos idénticos por MS? é muito

baixa 41,129

LIMITE DE DETECCAO E LIMITE DE QUANTIFICACAO

Os limites de deteccdo (LoD) e de quantificacdo (LoQ) sdo baseados no nivel de sinal/ruido. O LoD
é a menor concentra¢do de um analito que o método é capaz de diferenciar confiavelmente do ruido,
no entanto, este ndo pode ser quantificado. O LoD deve ser 2 a 3 vezes superior ao ruido. O LoQ
corresponde a menor concentracdo que € possivel quantificar com valores aceitaveis de precisao e
exatiddo e deve ser, no minimo, 5 vezes superior a qualquer interferéncia da matriz biolégica no

tempo de retengdo do analito 3¢,

CURVA DE CALIBRACAO E LINEARIDADE

A curva de calibracdo corresponde ao modelo matematico que estabelece uma relacéo entre a razéo
da &rea da banda cromatografica (analito/ padrdo interno) e a concentraco do analito. E necessario
realizar uma curva de calibracdo para cada analito em estudo e para cada corrida analitica **¢. Os
niveis deverdo contemplar o intervalo de valores esperados, desde o LoQ até 120 % da maxima
concentracdo. O coeficiente de correlacédo linear deve ser igual ou superior a 0,98 e o coeficiente de
variacdo deve ser menor ou igual a 20 % em relacdo a concentra¢do nominal para o LoQ e menor ou
igual a 15 % para as restantes concentraces 1*, No minimo quatro de seis niveis da curva de

calibracdo devem cumprir com este critério, incluindo o LoQ e a maior concentracéo.
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CONTROLES DE QUALIDADE

Os controles de qualidade (CQ) s@o usados para avaliar a precisdo, a exatidao e a recuperacdo do
método. Os CQs sdo preparados em trés niveis diferentes para cada analito (CQB - baixo, CQM -
médio e CQA - alto), cumprindo os seguinte critérios: CQB menor ou igual 3 x LoQ, CQM
aproximadamente a média entre CQB e CQA e CQA 75 a 90 % da maior concentracdo da curva de
calibracdo 1. Todas as amostras deverdo ser preparadas em cinco réplicas e o processo devera ser

repetido em 3 dias ndo consecutivos.

Preciséo

A precisdo corresponde a proximidade entre uma série de medidas obtidas de multiplas amostragens
de uma mesma amostra homogénea dentro de condi¢Ges determinadas e é calculada pelo coeficiente
de variacdo ou desvio padrao relativo. A precisao deve ser avaliada através da repetibilidade (precisdo

intra-dia) e da reprodutibilidade (precisio inter-dia) 3.

Exatid&o

A exatiddo representa o grau de concordancia entre a concentracdo medida e a concentra¢do nominal.
O coeficiente de variacdo para cada uma das concentracdes das amostras de controle de qualidade
deve ser menor ou igual a 20 % em relacdo a concentracdo nominal para o0 LoQ e menor ou igual a

15 % para as restantes concentragdes ¢,

RECUPERACAO

A recuperacdo avalia a eficiéncia do método de extracdo dos analitos e corresponde a relagdo entre a
concentracdo de cada analito nas amostras dopadas e, em seguida, sujeitas ao processo de extracéo e
nas amostras sujeitas ao processo de extracdo e posteriormente dopadas. Embora seja desejavel obter
elevados valores de recuperagdo, este parametro ndo necessita de ser 100 % desde que seja

consistente, preciso e reprodutivo 1%,
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EFEITO MATRIZ

O método de LC/MS em virtude da sua elevada seletividade quando na presenca de matrizes
bioldgicas, apresenta-se propenso a erros, uma vez que a presenca de substancias ndo monitoradas e
que coeluem com a matriz pode afetar a deteccdo dos analitos de interesse comprometendo a
eficiéncia de ionizagédo. O efeito matriz é avaliado comparando a resposta do analito de interesse na

matriz bioldgica apds extragdo e na auséncia da matriz bioldgica (em solvente) 140,

ESTABILIDADE

A estabilidade visa determinar se 0s analitos de interesse se mantém quimicamente inalterados numa
dada matriz sob condicbes especificas, em determinados intervalos de tempo. As condi¢des de
realizacdo dos ensaios de estabilidade devem reproduzir as reais condi¢des de manuseio e analise das
amostras. Deve ser avaliada a estabilidade do analito durante a coleta e manuseio da amostra, apds
armazenagem de longa duracdo e nas condices de andlise. Deve-se incluir também avaliacdo da

estabilidade do analito nas solugGes-padrao %,

Desta forma, este estudo tem como foco o desenvolvimento de estratégias para a identificacdo,
isolamento e quantificacdo destes compostos, que vém demonstrando suas capacidades fotoprotetoras
e antioxidantes. Estas estratégias podem ser aplicadas em cianobactérias e outros organismos, tanto
cultivados em laboratério como coletados do ambiente. A pesquisa de organismos produtores de
MAAs, em diversidade e abundéncia, serd extremamente valiosa para a ciéncia biotecnolégica pois
poderd facilitar e acelerar a utilizacdo destes compostos em protetores solares e em produtos

antienvelhecimento.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste projeto consistiu em definir estratégias para identificacdo e quantificacdo de
MAAs em cianobactérias e outros organismos. Para tal, foram definidos os seguintes objetivos
especificos:
e Identificar cepas de cianobactérias produtoras de MAAs.
o Triagem de cepas antes e apds exposicdo a radiacdo UV;
o Investigacdo da biossintese de MAAs em cianobacteérias.
e Testar e desenvolver métodos para a obtencdo de extratos de MAAs:
o Desenvolvimento de métodos de extracao e purificagdo de MAAS;
o Desenvolvimento de métodos de isolamento de MAAs em HPLC-DAD.
e Desenvolver métodos de detecdo, identificacdo e quantificacdo de MAAs:
o Desenvolvimento de método de identificacdo de MAAs em HPLC-DAD-HRMS;
o Elucidagéo estrutural de MAAs em cianobactérias;
o Desenvolvimento e validacdo de métodos de quantificacdo de MAAs em LC-MS.
e Avaliar a possibilidade de maximizar a producdo de MAASs em cepas de cianobactérias:

o Anaélise do efeito da radiacdo UV na sintese de MAAs.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. REAGENTES E PADROES

Os reagentes para os meios de cultura (&cido bdrico, &cido etilenodiamino tetra-acético, cloreto de
calcio, cloreto de cobalto, cloreto de magnésio, cloreto de manganés, cloreto de ferro, cloreto de
sodio, cloreto de zinco, fosfato de potéssio, fosfato de sddio, nitrato de sddio, sulfato de magnésio) e
para as extracOes (acetato de etilo, cloroférmio, diclorometano, etanol e metanol) séo de grau analitico
e foram adquiridos na Sigma-Aldrich. A &gua deionizada foi tratada pelo sistema Milli-Q da
Millipore. Os solventes para as analises cromatograficas e de espectrometria de massas (acetonitrila,
acido férmico, acido trifluoracético, formiato de aménio, hidroxido de amdnio, metanol) sdo de grau
cromatografico e, assim como o metanol deuterado, o 1-metil-triptofano e o aciclovir, também foram
adquiridos na Sigma-Aldrich. Os padrdes de shinorina, palitina e porphyra-334 foram gentilmente
cedidos pelo professor Paul Long do King’s College London. O Helioguard 365® foi adquirido
através da empresa Focus Quimica, revendedor de produtos Mibelle AG Biochemistry (Suiga). O
p6 comercial de cianobactéria Spirulina Havaiana® foi adquirido na loja de produtos naturais Mundo

Verde.

3.2. CIANOBACTERIAS

3.2.1. Cepas de cianobactérias selecionadas
Foram selecionadas diversas cepas de cianobactérias disponiveis no Banco de Culturas de
Cianobactérias do Laboratério de Toxinas e Produtos Naturais de Algas com o objetivo de identificar
espécies produtoras de MAAs (Tabela 3). Analisou-se um total de 75 linhagens: 71 cepas do Brasil,

3 do Japdo e 1 da Australia.
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Tabela 3 — Cepas de cianobactérias analisadas para identificacdo de espécies produtoras de MAAs.

Cddigo dacepa Nome

Local de isolamento

CCIBt 3106

CCIBt 3168

CCIBt 3180

CCIBt 3194

CCIBt 3214

CCIBt 3247

CCIBt 3265

CCIBt 3275

CCIBt 3289

CCIBt 3292

CCIBt 3307

CCIBt 3313

CCIBt 3320

CCIBt 3321

CCIBt 3324

CCIBt 3329

CCIBt 3330

CCIBt 3338

CCIBt 3343

Microcystis aeruginosa

Rhabdoderma sp.

Microcystis panniformis

Microcystis aeruginosa

Geitlerinema unigranulatum

Nostoc sp.

Desertifilum tharense

Desertifilum tharense

Calothrix sp.

Nostoc sp.

Komarekiella atlantica

Chlorogloepsis sp.

Calothrix sp.

Tolypothrix sp.

Leptolyngbya sp.

Nostoc sp.

Cyanosarcina sp.

Leptolyngbya sp.

Dolichospermum sp.
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Reservatério Americana, 22°44'S and 47°19'W. SP,
Brasil Mata Atlantica

Reservatdrio Billings, 23°47'S and 46°35'W. SP,
Brasil Mata Atlantica

Lago da Garca - I1Bt, 23°38'30"S and 46°37'14"W. SP,
Brasil Mata Atlantica

Reservatoério Billings, 23°47'S 46°35'W. SP, Brasil
Mata Atlantica

Reservatorio Billings, 23°47'S and 46°35'W. SP,
Brasil Mata Atlantica

Bromelia, I1Bt, 23°38'30"S and 46°37'14"W. SP, Brasil
Mata Atlantica

Salina da Ponta, 18°59'00"S and 56°39'35"W. MS,
Brasil, Pantanal

Salina da Ponta, 18°59'00"S and 56°37'26"W. MS,
Brasil, Pantanal

Parque Santa Virginia, 23°20'S and 45°09'W. SP,
Brasil Mata Atlantica

Parque Santa Virginia, 23°20'S and 45°09'W. SP,
Brasil Mata Atlantica

Parque Santa Virginia, 23°20'S and 45°09'W. SP,
Brasil Mata Atlantica

Parque Santa Virginia, 23°20'S and 45°09'W. SP,
Brasil Mata Atlantica

Parque Santa Virginia, 23°20'S and 45°09'W. SP,
Brasil Mata Atlantica

Parque da Ilha Cardoso, 25°04'12"S and 47°55'27"'W.
SP, Brasil Mata Atlantica

Parque da Ilha Cardoso, 25°04'12"S and 47°55'27"W.
SP, Brasil Mata Atlantica

Tronco de arvore, Pirassununga, 21°59'46"S and
47°25'33"W. SP, Brasil, Cerrado

Pirassununga, 21°59'46"S and 47°25'33"W. SP, Brasil,
Cerrado

Pirassununga, 21°59'46"S and 47°25'33"W. SP, Brasil,
Cerrado

Reservatorio Jaguari, 22°55'27"S and 46°25'30"W.
SP, Brasil Mata Atlantica
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Cddigo dacepa Nome

Local de isolamento

CCIBt 3454

CCIBt 3464

CCIBt 3496

CCIBt 3551

CCIBt 3607

CCIBt 3626

CCIBt 3172

CENA161

CENAZ21

CENA543

CENA-596

CMAA-1554

CMAA-1556

CMAA-1557

CMAA-1598

CMAA-1600

CMAA-1601

CMAA-1602

CMAA-1605

Microcystis aeruginosa

Scytonema sp.

Myxosarcina sp.

Brasilonema octagenarum

Gloecapsa sp.

Leptolyngbya sp.

Microcystis aeruginosa

Fischerella sp.

Nostoc piscinale

Nostoc sp.

Nodularia spumigena

Alkalinema sp.

Pantanalinema rosaneae

Planktothrix mougeotti

Cronbergia amazonenses

Oscillatoria sp.

Tolypothrix sp.

Amazoninema brasiliense

Aliinostoc sp.
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Reservatdrio Billings, 23°47'S 46°35'W. SP, Brasil
Mata Atlantica

Parque da Ilha Cardoso, 25°04'12"S and 47°55'27"W.
SP, Brasil Mata Atlantica

Estacdo ecologica Juréia - Itatins, 24°26'S and
47°04'W. SP, Brasil Mata Atlantica

Parque da Ilha Cardoso, 25°04'12"S and 47°55'27"W.
SP, Brasil Mata Atlantica

Prainha, 23°03'97"S and 43°50'53"W. RJ, Brasil Mata
Atlantica

Tubo de abastecimento de agua, 23°42'28"S and
46°43'24"W. SP, Brasil Mata Atlantica
Reservatério Riacho Grande, 23°52'03"S and
46°63'44"W. SP, Brasil Mata Atlantica

Barragem de concreto de agua de nascente, Fazenda
Capuava, Piracicaba, 22°39'25"S and 47°37'24"W. SP,
Brasil Mata Atlantica

Solo de varzea da ilha de Mari-Mari, Rio Solimdes,
02°45'00"S, 65°15'00"W. AM, Brasil, Amazonia
Lago da Salina 67 Mil, 19°27'42"S, 56°08'21"W. MS,
Brasil, Patanal

Lago da Salina 67 Mil, 19°27'42"S, 56°08'21"W. MS,
Brasil, Patanal

Rio Amazonas; 03°08'58"S and 58°31'11"W. AM,
Brasil, Amazbnia

Rio Amazonas; 03°08'58"S and 58°31'11"W. AM,
Brasil, Amaz6nia

Rio Solimdes; 03°14'34"S and 60°00'28"W. AM,
Brasil, Amazénia

Rio Solimdes; 03°14'34"S and 60°00'28"W. AM,
Brasil, Amazobnia

Rio Solimdes; 03°14'34"S and 60°00'28"W. AM,
Brasil, Amazdnia

Rio Amazonas; 03°08'58"S and 58°31'11"W. AM,
Brasil, Amazonia

Rio Solimdes; 03°14'33"S and 60°00'28"W. AM,
Brasil, Amazonia

Rio Amazonas; 03°08'58"S and 58°31'11"W. AM,

Brasil, Amazonia
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Cddigo dacepa Nome Local de isolamento
B Rio Amazonas; 03°08'15"S and 58°29'51"W. AM,
CMAA-1606 Aliinostoc sp. _ _
Brasil, Amazbnia
. Rio Solimbes; 03°14'34"S and 60°00'28"W. AM,
CMAA-1663 Tolypothrix sp. _ _
Brasil, Amazbnia
. Rio Solimdes; 03°14'33"S and 60°00'28"W. AM,
CMAA-1664 Tolypothrix sp. _ _
Brasil, Amaz6nia
i Rio Solimdes; 03°14'33"S and 60°00'28"W. AM,
CMAA-1668 Tolypothrix sp. _ _
Brasil, Amazo6nia
. Rio Amazonas; 03°08'58"S and 58°31'11"W. AM,
CMAA-1670 Calothrix sp. _ .
Brasil, Amazbnia
. Rio Solimdes; 03°14'33"S and 60°00'28"W. AM,
CMAA-1675 Tolypothrix sp. _ _
Brasil, Amazbnia
Rio Negro, 03°01'50"S and 60°09'07"W. AM, Brasil,
LTPNA-DBG-07 Leptolyngbya sp. .
Amazbnia
Rio Solimdes; 03°14'33"S and 60°00'28"W. AM,
LTPNA-DBG-08 Leptolyngbya sp. _ _
Brasil, Amazonia
. Rio Amazonas; 03°08'58.2"S and 58°31'11"W. AM,
LTPNA-DBG-12 Tolypothrix sp. ) .
Brasil, Amazbnia
3 Rio Solimdes; 03°14'33"S and 60°00'28.6"W. AM,
LTPNA-DBG-27 Aliinostoc sp.
Brasil, Amaz6nia
. Rio Solimdes; 03°14'33"S and 60°00'28"W. AM,
LTPNA-DBG-28 Aliinostoc sp.
Brasil, Amazonia
i Rio Solimdes; 03°14'34"S and 60°00'28"W. AM,
LTPNA-DBG-44 Tolypothrix sp. _ _
Brasil, Amazonia
Rio Amazonas; 03°08'58"S and 58°31'11"W. AM,
LTPNA-DBG-46 Leptolyngbya sp. _ _
Brasil, Amazonia
. Rio Solimdes; 03°14'33"S and 60°00'28"W. AM,
LTPNA-DBG-52 Aliinostoc sp.
Brasil, Amaz6nia
. Rio Solimdes; 03°14'33"S and 60°00'28"W. AM,
LTPNA-DBG-54 Calothrix sp. _ _
Brasil, Amazonia
. Rio Solimdes; 03°14'34"S and 60°00'28"W. AM,
LTPNA-DBG-55 Aliinostoc sp. ] _
Brasil, Amazbnia
. Rio Solimdes; 03°14'34"S and 60°00'28"W. AM,
LTPNA-DBG-62 Aliinostoc sp. ] )
Brasil, Amaz6nia
Rio Solimdes; 03°14'33"S and 60°00'28"W. AM,
LTPNA-DBG-72 Nostoc sp. ] ]
Brasil, Amazonia
Rio Negro; 03°01'50"S and 060°09'07"W. AM, Brasil,
LTPNA-DBG-83 Nostoc sp. .
Amazbnia
. Rio Amazonas; 03°08'15"S and 58°29'51"W. AM,
LTPNA-DBG-92 Tolypothrix sp.
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Cddigo dacepa Nome

Local de isolamento

LTPNA-DBG-94 Nostoc sp.

LTPNA-01

LTPNA-02

LTPNA-06

LTPNA-07

LTPNA-08

LTPNA-09

LTPNA-10

LTPNA-10A

ITEP-018

ITEP 24

ITEP 26

ITEP-030

CYP 011K

NIES-299

NIES-99

NIES-478

Microcystis aeruginosa

Microcystis aeruginosa

Limnothrix redekei

Limnothrix redekei

Microcystis aeruginosa

Microcystis sp.

Oscillatoria sp.

Planktothrix mougeotti

Cylindrospermopsis raciborskii

Sphaerospermopsis torques-reginae

Sphaerospermopsis torques-reginae

Cylindrospermopsis raciborskii

Cylindrospermopsis raciborskii

Microcystis aeruginosa

Microcystis aeruginosa

Microcystis aeruginosa

Rio Solimdes; 03°14'34"S and 60°00'28"W. AM,
Brasil, Amaz6nia

Reservatdrio Salto Grande, 22°44'S and 47°20'W. SP,
Brasil, Mata Atlantica

Reservatorio Salto Grande, 22°44'S and 47°20'W. SP,
Brasil, Mata Atlantica

Reservatdrio Billings (Taquacetuba) 23°48'26"S; 46°
37'29"W. SP, Brasil, Mata Atlantica

Reservatdrio Billings (Taquacetuba), 23°48'26"S;
46°37'29"W. SP, Brasil, Mata Atlantica

Reservatorio Salto Grande, 22°44'S and 47°20'W. SP,
Brasil, Mata Atlantica

Reservatério Salto Grande, 22°44'S and 47°20'W. SP,
Brasil, Mata Atlantica

Reservatdrio Billings (Taquacetuba), 23°48'26"S;
46°37'29"W. SP, Brasil, Mata Atlantica

Reservatorio Billings (Taquacetuba), 23°48'26"S;
46°37'29"W. SP, Brasil, Mata Atlantica

Reservatério Tabocas, 08°06'15"S and 36°13'23"W.
PE, Brasil, Caatinga

Reservatdrio Tapacura, 08°02'14"S, 35°09'46"W. PE,
Brasil, Caatinga

Reservatério Tapacura, 08°02'14"S, 35°09'46"W. PE,
Brasil, Caatinga

Lago ornamental - ITEP, 8°03'32"S and 34°56'53"W.
PE, Brasil, Caatinga

Lago Julius, 20°07'53"S 139°43'22"E. Australia

Lago Kasumigaura, 36°02'25"N, 140°23'39"E. Japdo

Lago Suwa, 36°02'54"N 138°05'03"E. Japdo

Lago Kasumigaura, 36°02'25"N, 140°23'39"E. Japao
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As cianobactérias do LTPNA foram caracterizadas por Bortoli et al., 2014 1. As restantes cepas
foram cedidas por pesquisadores parceiros do LTPNA, entre eles a Cole¢do de Culturas de
Cianobactérias do Instituto de Botanica (CCIBt), o Centro de Energia Nuclear na Agricultura da
Universidade de Sao Paulo (CENA), o Instituto de Tecnologia de Pernambuco (ITEP) e a Colecédo de
Microorganismos de Importancia Agricola e Ambiental (CMAA) da EMBRAPA. Além das
cianobactérias, analisaram-se ainda organismos de trés outros grupos: dinoflagelados (Amphidinium
sp. proveniente do Banco de Microoorganismos Aidar & Kutner do Instituto Oceanografico),
microalgas (Chlorella sp. e Desmodesmus sp. ROB4-G5 proveninente da coleccdo de culturas do
CENA) e macroalgas (Porphyrium sp. — Nori comercial e Plocamium brasiliense isolado do estado

de Espirito Santo).

Para o desenvolvimento dos métodos de extracdo e de analise, selecionou-se a cepa de cianobactéria
Sphaerospermopsis torques-reginae ITEP-024, anteriormente designada por Anabaena spiroides 142,
A espécie S. torques-reginae foi reclassificada por localizagéo filogenética baseado na sequéncia do
gene 16S rRNA e morfologicamente, pelos acinetos esfericos que se encontram em um ou em ambos
os lados do heterocisto e pela presenca de tricomas espiralados ou retos quando solitarios, com

presenca de aerGtopos 431#* (Figura 7).

Figura 7. Cianobactéria Sphaerospermopsis torques-reginae - aspectos gerais dos filamentos mostrando os

tricomas espiralados e o nimero e posi¢do dos acinetos. Fonte: Werner et al., 2012 43,
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3.2.1. Manutencéo dos cultivos de cianobactérias
As culturas foram mantidas no Banco de Culturas em meio ASM-1 liquido (Tabela 4) 4146 em tubos
de ensaio de 80 mL, pH inicial 8,0, sem aeracdo, temperatura de 24 + 2 °C, com ciclos luz/escuro
(12h:12h), sob baixa intensidade luminosa com luz PAR (20 umol.m2.s%) avaliada utilizando um

sensor quantico (QSL-100 Box, Biospherical Instruments Inc).

Tabela 4 — Composi¢do do meio liquido ASM-1 utilizado para o cultivo da cepa de cianobactéria ITEP-024.

Componentes Concentracdo pmol/L
NaNO3 2000
MgCl, 200
MgSO, 200
CaCl; 200
KH2PO,4 128
Na;HPO4 100
HsBOs 40
MnCl, 7
FeCls; 4
ZnCl, 2,2
CoCl, 0,08
CuCl; 0,014
EDTA.Na, 20
3.2.2. Condicgoes de cultivo laboratoriais

Para producédo de biomassa que permitisse a realizagcdo dos experimentos, as cepas foram cultivadas

em laboratdrio em Erlenmeyers de 2 L. As condigdes de cultivo estdo descritas na Tabela 5.
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Tabela 5 — CondicGes de cultivo das cepas de cianobactérias.

Condicdes de cultivo

Regime de crescimento Autotrofico

Meio nutritivo ASM-1 (2 mM de nitrogénio)

Tipo de cultivo Batch

Temperatura 24+2°C

Radiacéo (Fonte de iluminagéo) PAR (Luz branca fluorescente)

Intensidade luminosa 80 umol.m2.s!

Fotoperiodo 12h:12h

Fonte de carbono Aeragdo com ar ambiente, sem enriquecimento com CO,
3.2.3. Analises gendmica e filogenética

Realizaram-se analise genémicas e filogenéticas para identificar a presenca dos clusters génicos que
podem estar envolvidos na biossintese dos MAAs na cepa Sphaerospermopsis torques-reginae
ITEP-024. A extracdo do DNA e sequenciamento genémico destas espécies foram realizados no
ambito de outros projetos em colabora¢do com o grupo da Prof.2 Dr.2 Marli Fiorde do Centro de

Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de S&o Paulo 4.

A cultura foi cultivada em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio ASM-1 por 21
dias sob 14h:10h de ciclo luz/escuro com luz fluorescente (55 pmol fotons.m2.s?) a 22 +1 °C no
laboratorio do CENA. A biomassa foi coletada por centrifugagdo por 10 min a 7.690 g e as células
foram lavadas com agua ultrapura, 0,05% (p/v), Extran - solucdo de lavagem (50 mM NaCl, 10 mM
Tris-HCI pH 7,5, 2,5 mM EDTA pH 8,0 e 50% de etanol) e solucédo salina. O DNAg total foi isolado
a partir das células utilizando o Kit AxyPrep Bacterial Genomic DNA Miniprep (Axygen
Biosciences, EUA). A qualidade do DNA foi confirmada por eletroforese usando um gel de agarose
a 1% (p/v), e a quantidade e pureza do gDNA foi estimada usando um Fluorimetro Qubit 2.0 (Life

Technologies, EUA). Utilizou-se cerca de 1 pg de gDNA para preparar bibliotecas emparelhadas
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utilizando o Kit Nextera XT Sample Prep (Illumina, EUA).

A biblioteca foi sequenciada em uma plataforma MiSeq (Illumina) usando o kit MiSeq Reagent
v3 600 ciclos (Illumina) seguindo as instru¢des do fabricante. A qualidade das leituras da sequéncia
de Illumina bruta foi inicialmente verificada usando FastQC v0.10.1 48, Seqyclean 1.8.10 **° foi
usado para filtrar bases com menos de 30 pontos de Phred ( qualidade da identificacdo das
nucleobases geradas pelo sequenciamento automatizado de DNA). O sequenciamento do genoma foi
realizado usando SPAdes 3.5.0 **° e Platanus 1.2.1 1. O esbogo do genoma foi anotado com o Prokka
1.9 152, Comparou-se os clusters de genes ja descritos e disponiveis no GenBank *3 e o genoma da
cianobactéria de interesse através do programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) ** do
NCBI (National Center for Biotechnology Information). Foram realizadas pesquisas em Artemis
18.0.2 15156 e HHpred '* para a visualizacdo das sequéncias genéticas, anotagdo automatica e
confirmacédo dos genes envolvidos na producdo dos MAAs, utilizando também ferramentas BLAST.
O NRPSpredictor2 %81 foj utilizado para confirmar a auséncia de peptideo NRPS no cluster génico

de MAA:s.

Os dezassete clusters génicos de MAAs disponiveis no GenBank (Anabaena variabilis ATCC 29413,
Cylindrospermum stagnale PCC 7417, Chlorogloeopsis fritschii PCC 6912, Chlorogloeopsis fritschii
PCC 9212, Cyanothece sp. PCC 7424, Cyanothece sp. ATCC 51142, Cyanothece sp. CCY0110,
Crocosphaera watsonii WH 8501, Fisherella muscicola SAG 1427-1, Fisherella sp. PCC 9339,
Fisherella sp. PCC 9431, Lyngbya sp. PCC 8106, Mastigocoleus testarum BC 008, Microcystis
aeruginosa PCC 7806, Microcoleus chtononoplastes PCC 7420, Nostoc punctiforme PCC 73102,
Nodularia spumigena CCY 9414) foram alinhados com a sequéncia do cluster génicos da
cianobactéria em estudo utilizando o programa ClustalW *°. Os modelos evolutivos foram
selecionados usando ProtTest %1, e a arvore filogenética com genes concatenados foi construida pelo
método de inferéncia filogenética bayesiana com o programa MrBayes 2 usando quatro cadeias,

duas corridas separadas e 5 000 000 geracdes. A arvore filogenética foi visualizada com o programa
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Figtree 1.4.2 16 ¢ editada com o Inkscape 0.92.1 164,

3.3. METODOS DE ANALISE DE MAAS

3.3.1. Método de extracdo de MAAsS
Apos pesquisa bibliografica foram selecionados alguns métodos de extracdo de MAAs usados
habitualmente nas analises destes compostos. No final de cada cultivo a cultura foi centrifugada
durante 10 min a 10.000 rpm, 5 °C. Congelou-se a biomassa concentrada a -18 °C. Posteriomente
liofilizou-se a biomassa durante 48 h. A biomassa liofilizada foi pesada e sujeita aos diferentes
métodos de extracdo selecionados. Estes métodos foram testados de modo a verificar qual permitiria

a melhor extracdo dos analitos de interesse (Tabela 6).

Tabela 6 — Métodos bibliograficos testados para a extracdo de MAAsS.

Método A B C D

Solvente MeOH/H,0 (1:1) MeOH/H,0 (1:1) MeOH (100%) MeOH (100%)
Banho e ultra-som 30 mina T ambiente 30 mina T ambiente 30 min a T ambiente 30 min a 45 °C

Tempodeextragdo 12ha4°C 12ha4°C 12ha4°C 30 min. (banho)

Extracdo liquido- Cloroférmio/MeOH/ Acetato de etilo Cloroférmio  /H,O Cloroférmio
liquido H20 (7:6:3) /IMeOH/H0 (7:6:3)  (2:1) (2:1)

/H0

A: adaptado de Cardozo et al., 2006 **3, B: modificado de Cardozo et al., 2006 1*3, C e D: modificados de Rastogi et al.,
2014 %3,

As amostras foram analisadas em HPLC-DAD-HRMS e os resultados foram comparados tendo-se
selecionado o melhor método com base nos valores de integracdo das bandas cromatograficas
respectivas aos MAAS presentes nas amostras. O método selecionado foi posteriormente otimizado,
visando-se melhor sensibilidade para analises de quantificacdo dos compostos via LC-MS/MS.
Ajustaram-se 0s seguintes pontos: biomassa minima necessaria para a quantificacdo, solvente de
extracdo, reducdo dos volumes de solvente, reducdo do nimero de passos e do tempo total de
extracdo. Os parametros avaliados estdo descritos na Tabela 7. Todas as extracfes foram realizadas

em triplicata apds centrifugacdo e liofilizagdo da biomassa de cianobactéria.
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Tabela 7 — Pardmetros testados para otimizacdo do método de extracdo selecionado para a extragdo de MAAs.

Parametros testados

Biomassa

Volume total de solvente

Solvente de extracéo

Tempo de sonicador

Banho e ultra-som

Tempo de extracao

Centrifugacéo

Secagem apos extracao

Extrac¢do liquido-liquido

Secagem apls extracgdo

liquido-liquido

Preparacdo para analise

10; 25; 50; 100 mg
Entre 1 e 10 mL

MeOH (100 %), MeOH/H,0 (1:1), EtOH/H,0 (1:1), H,0; 0.2 % AF (pH 3,15
com NH;OH), 0,1 % AF + 0.2 mM formiato de aménio (NHsHCO,)

0 min; 2 min; 4 min e 5 min

Sem banho e ultra-som; 30 min a 45 °C; 30 min a temperatura ambiente
1h,4h,12h

10.000 rpm, 5 °C durante 15 min, 4 °C; 10.000 rpm, 5 °C durante 10 min
Sem secagem; Nitrogénio a 40 °C

Sem extracdo liquido-liquido; Solvente: Cloroférmio, Acetato de etilo,
Diclorometano; Proporc¢des de solventes de extracdo (2:1), (1:1), (1:2); N.° de

particdes: 1 ou 2
Nitrogénio, 40 °C

Solvente de ressuspensdo da amostra: MeOH; ACN; MeOH/H,O (1:1);
ACN/H;0 (1:1); EtOH/H.0 (1:1); H.0; 0.2 % AF (pH 3,15 com NH4OH);
,1 % AF + 0.2 mM NH;HCO>

3.3.2.

Metodo de detecgdo e identificacdo de MAAs em sistema HPLC-DAD-HRMS

Para a detecc¢do e identificacdo de MAAs, as amostras foram analisadas via cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de alta resolucdo (HPLC-HRMS), utilizando-se
um cromatégrafo liquido LC-20D (Shimadzu, Japdo) com detector de arranjos de diodos (DAD) -
SPD M20A em um espectrdmetro com analisador do tipo quadrupolo-tempo-de-voo (QToF),
MicroToF-QIl (Bruker Daltonics, EUA), equipado com fonte ESI, operando no modo positivo de
ionizacdo, via experimentos de MS e de Auto MS/MS. Os pardmetros de funcionamento do
equipamento durante as anélises foram: capilar 4500 V, gés nebulizador (nitrogénio) 60 psi, fluxo de

gés secante (nitrogénio) 9,0 mL/min, temperatura da fonte 200 °C. Para calibracéo interna do sistema
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foi utilizada uma solucdo de formiato de sédio 10 mM em isopropanol/agua (1:1 v/v). Para a
separacdo cromatogréafica utilizou-se uma coluna analitica Synergi 4 Hydro-RP 80 A (150 x 2,0
mm) (Phenomenex, EUA) mantida a 30 °C, sob uma vazio de 0,4 mL.min. Diferentes métodos
cromatograficos foram testados até optar-se pela utilizacao dos eluentes (A) 0,1 % (v/v) acido formico
+ 0,2 mM formiato de amonio e (B) ACN/H20 (8:2) + 0,1 % (v/v) acido formico. O gradiente de
eluicdo encontra-se descrito na Tabela 8. O cromatograma de UV foi monitorado a 330 nm (indicativo
para a maioria dos MAAs). O processamento de dados foi realizado pelo programa DataAnalysis 4.0

(Bruker Daltonics, EUA).

Tabela 8 — Condigdes de eluicdo do método de separacdo cromatografica de MAAs em HPLC-DAD-HRMS
utilizando os eluentes (A) 0,1 % (v/v) &cido formico + 0,2 mM formiato de amonio e (B) ACN/H20 (8:2) +
0,1 % (v/v) &cido férmico , numa coluna analitica Synergi 44 Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) mantida a 30 °C,

sob uma vazéo de 0,4 mL.min1.

Tempo (min) % Fase movel B
0 0

2 0

6 95

7,5 95

8 0

12 0

3.3.3. Método de isolamento e purificacdo de MAASs em sistema HPLC-DAD
As andlises de separacGes cromatograficas foram realizadas em equipamento de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) - LC-20AT - Prominence (Shimatzu, Japdo) dotado de detetor de arranjos

de diodos (DAD) - SPD-M20A - e coletor de fragdes - FRC-10A.

METODO ANALITICO
Para a otimizacdo do método cromatografico utilizaram-se os padrdes de shinorina e porphyra-334.
Diversos métodos cromatograficos foram testados para o isolamento de MAAs. Optou-se pela

2019 TeseDoutorado_Vanessa Geraldes 40



utilizacdo de uma coluna analitica Luna C18 (150x4,6 mm, 5 um) (Phenomenex, EUA) sob uma
vazdo de 0,5mL.min-1 usando os eluentes (A) 0,2 % acido formico (pH acertado a 3,15 com
hidroxido de amonio - NH40H), (B) H20/MeOH/ACN (80:10:10) + acido férmico 0,2 % - pH 2,2 e
(C) MeOH/ACN (1:1) + acido formico 0,1 %. O gradiente de eluicdo escolhido para a separacao

cromatografica dos compostos encontra-se descrito na Tabela 9.

Tabela 9 — CondicGes de eluicdo do método anétilico de separacdo cromatografica de MAAs selecionado em
HPLC-DAD semi-preparativo utilizando os eluentes (A) 0,2 % acido férmico (pH 3,15 com NH40OH), (B)
H20/MeOH/ACN (80:10:10) + &cido férmico 0,2 % - pH 2,2 e (C) MeOH/ACN (1:1) + acido férmico 0,1 %

numa coluna analitica Luna C18 (150x4,6 mm, 5 um) sob uma vazéo de 0,5 mL.min"%,

Tempo (min) % Fase movel B % Fase movel C
0 0 0

6 22 0

12 22 0

13 0 95

23 0 95

24 0 0

34 0 0

METODO SEMI-PREPARATVO

Foi desenvolvido um método para purificagdo dos compostos de interesse, nomeadamente do MAA
detetado na cepa de Sphaerospermopsis torques-reginae ITEP-024 para posterior elucidagdo
estrutural. Este MAA foi isolado a partir do extrato de biomassa da cepa S. torques-reginae ITEP-024
realizando-se processos de purificagdo sucessivos. Procedeu-se também a purificacdo dos MAAs
shinorine e porphyra-334 a partir da matéria-prima Helioguard 365®, uma vez que as quantidades
disponiveis destes padrées mostraram nao ser suficientes para todos os experimentos que se pretendia
realizar. O Helioguard 365® e 0 extrato de biomassa foram liofilizados, redissolvidos em &agua
deionizada e centrifugados (10.000 rpm) a 4 °C para posterior injecdo. Para a purificacdo dos MAAS

utilizou-se uma coluna semi-preparativa Luna C18 (2) (250x10,00 mm, 5 pum) (Phenomenex, EUA)
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sob vazdo de 3 mL.min-1 usando os eluentes (A) 0,2 % (v/v) acido formico (pH 3,15 com NH40H),
(B) H20/MeOH/ACN (80:10:10) + acido férmico 0,2 % (v/v) - pH 2,2 e (C) MeOH/ACN (1:1) +

acido formico 0,1 % (v/v). O gradiente de eluicdo esta descrito na Tabela 10.

Tabela 10 — Condicdes de elui¢do do método cromatografico de purificacdo de MAAs selecionado em HPLC-
DAD semi-preparativo utilizando os eluentes (A) 0,2 % acido férmico (pH 3,15 com NH,OH), (B)
H,O/MeOH/ACN (80:10:10) + &cido férmico 0,2 % - pH 2,2 e (C) MeOH/ACN (1:1) + acido formico 0,1 %

numa coluna semi-preparativa Luna C18 (2) (250x10,00 mm, 5 um) sob uma vazdo de 3 mL.min.

Tempo (min) % Fase movel B % Fase movel C
0 0 0

5 0 0

10 20 0

19 50 0

20 0 95

30 0 95

31 0 0

41 0 0

As bandas cromatograficas, com espectro de absorcdo UV caracteristico dos MAAs, foram coletadas
originando os compostos purificados. Estes foram secos em sistema de secagem a vacuo e submetidos

a analise de espectrometria de massas e ressonancia magnética nuclear (RMN).

3.34. Andlise via Ressonancia Magnética Nuclear
Para determinacdo estrutural do MAA desconhecido, isolado da cianobactéria Sphaerospermopsis
torques-reginae ITEP-024, este composto foi submetido a analise de ressonancia magnética nuclear.
Estes experimentos foram realizados no Centro Analitico de Instrumentagdo da Universidade de Sdo
Paulo - Central Analitica, em espectrometro de RMN BRUKER DPX 500 (Bruker, EUA) operando
em 500 MHz. A amostra pura (aproximadamente 2 mg) foi solubilizada em metanol deuterado
(CD30D) e transferida para um tubo capilar de 3 mm. Foram obtidos os espectros em uma dimensao

(1 D) de H e espectros em duas dimensdes (2 D), homo (*H, 'H) e heteronucleares (*H, *C)
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utilizando um espectrémetro Bruker DPX 500 MHz (125 MHz para 3C). Os experimentos 2 D
realizados foram os seguintes: espectroscopia de Correlacdo (COSY), espectroscopia heteronuclear
de coeréncia de quantum simples (HSQC) e espectroscopia heteronuclear de correlagdo entre
multiplas ligacdes (HMBC). Todos os experimentos de RMN foram realizados utilizando sequéncias
de pulsos padrdo. Os desvios quimicos sido relatados na escala & em relagdo ao sinal residual do
solvente (CD30OD).Os espectros de RMN foram processados utilizando o software NMRPipe 1% e

analisados utilizando o programa CcpNmr Analysis .

3.3.5. Quantificagéo de MAAs em sistema LC-MS
A quantificacdo de MAAS presentes nas amostras dos experimentos foi realizada em espectrometro
de massas com analisador do tipo triplo quadrupolo (QqQ) (6460 Triple Quad LC-MS, Agilent
Technologies, EUA) equipado com fonte ESI, operando em modo positivo de ionizagdo, acoplado a
um cromatografo liquido (1260 Infinity, Agilent Technologies, EUA). Ap6s liofilizacdo e pesagem
dopou-se cada amostra com 10 pL de padrdo interno. Apds 4 horas de interagdo entre o padrdo e a
biomassa, as amostras foram extraidas de acordo com o método de extragdo selecionado. Os extratos
centrifugados foram filtrados com filtro de 0.45 um e submetidos a analise para serem quantificados.
Os parametros de analise foram ajustados tendo em consideracdo as fases mdveis utilizadas e

procurando maximizar a intensidade dos ions presentes (Tabela 11).

Tabela 11 — Parametros da fonte utilizados nos experimentos de espectrometria de massas.

Parametro Valor
Temperatura do gas secante (N2) 300 °C
Fluxo do gas secante (N>) 12 L/min
Nebulizador 45 psi
Temperatura da fonte (N2) 350 °C
Fluxo da fonte (N2) 10 L/min
Voltagem capilar 3500 V
Voltagem do cone 500 vV
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Experimentos no modo MRM foram executados visando os estudos de quantificacdo de MAAs. Os
espectros de MS? obtidos foram comparados com os dados da literatura e com o perfil de
fragmentacdo dos padrdoes de MAAs. Os parametros de desempenho do espectrdmetro de massa,
incluindo a determinacdo do ion precursor e dos melhores ions produto, juntamente com as
correspondentes energias de colisdo e fragmentacdo, foram testados durante a injecdo das solucdes
padrdo. Para cada analito, as duas transicdes com maior abundancia foram selecionadas
correspondendo ao ion quantificador e ao ion qualificador. A Tabela 12 resume os parametros

otimizados para os analitos e para o padrao interno.

Tabela 12 —Transices selecionadas e parametros otimizados para as analises por MS2. F — fragmentador; EC
— energia de colisdo; TR — tempo de retencéo.

lon Produto Ilon Produto
lon Precursor

Composto Quantificador Qualificador F (V) EC (V) )
(m/z) (min)
(m/z) (m/z)
Aciclovir 226 152 135 135 20 4,63
MAA desconhecida 317 214 165 100 30 3,03
Shinorina 333 186 230 100 25 1,31
Porphyra-334 347 303 186 100 25 2,22

Para a separacao cromatografica foram testadas diversas colunas tendo-se optado pela utilizacao de
uma coluna analitica Synergi 4u Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) (Phenomenex, EUA) mantida a
30 °C, sob uma vazéo de 0,4 mL.min"%, Este tipo de colunas é especifico para retencdo de compostos
extremamente polares e melhoram o formato do pico para analitos acidos ¢7. Diferentes métodos
cromatograficos foram testados até optar-se pela utilizacdo dos eluentes (A) 0,1 % (v/v) acido férmico
+ 0,2 mM formiato de ambnio (pH =2,55) e (B) ACN/H20 (9:1) + acido férmico 0,1 % (v/v) (pH
~2.95). O gradiente de elui¢do encontra-se descrito na Tabela 13. Ap6s os 6 min o fluxo de eluente
foi direcionado para o descarte até ao final da analise. Antes de cada injecdo de amostra, a agulha foi
lavada com ACN/H20 (50:50, v/v) por 5 s. O volume de injecdo definido foi 10 pL de amostra
ressuspendida no eluente A, o que evitou instabilidades nos MAAs no momento da inje¢do e permitiu
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a obtencdo de bandas cromatograficas mais definidas. As andlises foram realizadas utilizando o

programa MassHunter Workstation B.04.01 (Agilent Technologies, EUA).

Tabela 13 — CondicGes de eluicdo do método de separacao cromatografica de MAAs em LC-MS utilizando os
eluentes (A) 0,1 % (v/v) &cido férmico + 0,2 mM formiato de aménio (pH ~2,55) e (B) ACN/H;0 (9:1) +
acido formico 0,1 % (v/v) (pH ~2.95) numa coluna analitica Synergi 4 Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) sob

uma vazéo de 0,4 mL.min.

Tempo (min) % Fase movel B
0 0

2 0

6 95

7,50 95

8 0

12 0

3.3.6. Validacao do método de quantificacéo
Uma vez que este trabalho foi desenvolvido no Brasil, e que os parametros de validagdo estabelecidos
pelo 6rgdo regulatério brasileiro (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA) sdo 0s
mesmos que os definidos por outros 6rgios internacionais **1% este estudo baseou-se nas normas
definidas pela ANVISA para a validagio do método de quantificagdo de MAAs em
cianobactérias *¢137, Este estudo foi focado em uma abordagem de validagdo interna. O método foi
validado em 3 dias para os seguintes parametros: especificidade, linearidade, precisdo (repetibilidade
e reprodutibilidade intralaboratorial), exatiddo, recuperacdo, efeito matriz e estabilidade. Além disso,

a faixa de trabalho, bem como os limites de deteccéo e quantificacdo foram avaliados.

SELECAO DA MATRIZ BIOLOGICA
Neste método de validacdo utilizou-se como matriz biolégica a biomassa seca da cianobactéria
Arthrospira platensis, anteriormente conhecida por Spirulina. Esta biomassa é comercializada em p6

para alimentacdo humana.
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SELECAO DOS PADROES INTERNOS

Um padrdo interno € um composto quimico adicionado a amostra em uma quantidade conhecida a
fim de verificar a execucdo correta do método analitico. O padrdo interno deve ser quimicamente
estavel e, tipicamente, mostrar o mesmo comportamento do analito alvo **2, Para a seleccio do padréo
interno foi realizada uma analise bibliografica dos padrdes habitualmente utilizados em estudos de
quantificacdo de MAAs. Apds analise dos padrdes utilizados, testaram-se outros dois compostos, 0

1-metil-triptofano e o aciclovir (Figura 8).

o)
° OH JtN
HN
>
HzN)\\N N
o

CHs OH
A B

Figura 8. Estrutura molecular dos padrdes internos testados (A) 1-metil-triptofano e (B) aciclovir.

Ambos os compostos foram selecionados com base na sua semelhanca estrutural com os MAAs. O
triptofano € um aminoacido que € sintetizado pelos mesmos percursores das MAAs numa rota
paralela. O 1-metil-triptofano consiste no triptofano metilado e é um composto quimico que ainda
nédo foi reportado como um produto natural o que sugere que este ndo seja encontrado em nenhuma
cultura de cianobactéria. O aciclovir, tal como o 1-metil-triptofano, também é um produto sintético
com uma estrutura bastante semelhante aos MAAS, constituido por aminas e hidroxila e valor de log
P semelhante (compostos hidrofilicos) 1. As solucdes de padrdo interno foram analisadas pelo
método de quantificacdo de forma a determinar o padrdo que melhor se adequa ao método

selecionado.

PREPARACAO DAS SOLUCOES PADRAO
Prepararam-se solucdes de trabalho dos padrdes de MAAs diluindo as solugdes stock em H2O em

diferentes concentracOes para cada MAA dependendo da gama da curva de calibracdo: Shinorina —
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100 pg.mL™?, 200 pg.mL?, 400 pg.mL?, 600 pg.mL?, 800 pg.mL™?, 1200 pg.mL?, 1600 pug.mL™;
porphyra-334 — 50 ug.mL™?, 100 pg.mL™, 200 pg.mL?, 300 pug.mL?, 400 ug.mL™%, 600 pug.mL™,
800 pug.mLY; micosporina-glicina-alanina — 25 pg.mL™, 50 ug.mL™%, 100 pg.mL?, 150 pg.mL7,
200 pg.mL?, 300 pg.mLt, 400 pg.mL1. A solugo stock do padrdo interno foi diluida em H,O a uma
concentracdo de 100 pg.mL™. As solucdes-estoque e de trabalho foram armazenadas a 4 °C. Antes

de cada utilizacao, as solucdes de trabalho foram colocadas a temperatura ambiente e agitadas.

ESPECIFICIDADE E SELETIVIDADE

A especificidade e a seletividade foram determinadas pela capacidade do método distinguir os
analitos de interesse de outras substancias. Avaliou-se o tipo de experimento selecionado para a
quantificacdo e a qualidade das bandas cromatograficas obtidas. A especificidade foi verificada
através da anélise de amostras reais e de solu¢des padrdo dos analitos de interesse para determinar
qualitativamente se continham quaisquer componentes de matriz que pudessem interferir com a
deteccdo e quantificacdo de qualquer dos MAAs. A simetria do pico foi definida usando o fator de
assimetria (As). O fator As representa um equilibrio entre os dois lados do pico, com um As de 1,0
indicando que o pico esta equilibrado. Valores < 1 indicam assimetria no lado direito do pico,
enquanto valores > 1 sugerem picos com cuada alongada. No entanto, picos com As > 15 sdo
aceitaveis 1'%, A resolucio (Rs) quantifica a seletividade no eixo do tempo em relagdo aos analitos
adjacentes pela separacao cromatografica. Valores de resolugdo > 1,5 representam uma separacao da
linha de base das substancias indicando uma boa separagdo cromatografica 1'X. O tempo de retencéo
é um parametro importante para a identificacdo de compostos. A variabilidade na precisdo do tempo

de retencdo foi avaliada pela anélise repetida em uma sequéncia analitica de extratos contendo MAAs.

LIMITE DE DETECGAO E LIMITE DE QUANTIFICAGCAO
O LoD foi definido como a menor concentracdo de analito injetada que originou uma banda
cromatografica que produziu uma gaussiana eluindo dentro de + 2 % do tempo médio de retencdo do

padrdo e pelo menos trés vezes superior ao nivel de ruido da linha de base ao redor do pico. O LoQ
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foi definido como a concentracdo de analito que deu origem a uma banda analitica com uma relagédo

sinal/ruido de 10:1 em relacdo as interferéncias da matriz bioldgica no tempo de retencao dos analitos.

CURVA DE CALIBRAGAO E LINEARIDADE

De modo a determinar a gama de concentracGes de MAAs sobre as quais 0 método de quantificacdo
pode ser aplicado, as solu¢Ges-padrdo de MAAs preparadas anteriormente foram adicionadas aos
extractos de matriz biologica. Foram adicionados 10 uL da solug¢do de padréo interno e 10 pL da
solucdo de trabalho de MAAs nos tubos contendo 5 mg de biomassa de matriz biologica. As amostras
dopadas foram extraidas com 1980 pL de solvente de extracdo. A linearidade foi avaliada com trés
repeticdes (n = 3) em sete niveis para a shinorina e para a micosporina-glicina-alanina e seis niveis

para a porphyra-334 (Tabela 14).

Tabela 14 — Niveis da curva de calibracao utilizados na validacdo do método de quantificacdo dos MAAs

analisados.

Shinorina Porphyra-334 Micosporina-Glicina-Alanina
(Mg.Mg-"biomassa) (Mg-Mg-"biomassa) (Mg.Mg-"biomassa)

Nivel 1 0,20 0,10 0,05

Nivel 2 0,40 0,20 0,10

Nivel 3 0,80 0,60 0,20

Nivel 4 1,20 0,80 0,30

Nivel 5 1,60 1,20 0,40

Nivel 6 2,40 1,60 0,60

Nivel 7 3,20 0,80

Foi também analisado um branco (matriz isenta de analitos e de padrdo interno) e um zero (matriz
biolégica dopada com o padréo interno). Todos os pontos foram analisados em triplicata. O método
foi validado atraves da elaboracédo de curvas de calibracéo para cada analito e foram geradas equagdes
de regressao linear. O coeficiente de correlagio (R?) foi utilizado para avaliar a linearidade da curva

de calibracdo para cada MAA analisado.
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CONTROLES DE QUALIDADE
Os CQs foram preparados em trés niveis diferentes para cada analito (baixo, médio e alto), conforme
descrito na Tabela 15. Todas as amostras foram preparadas em 4 réplicas (n = 4) e o processo foi

repetido em 3 dias ndo consecutivos (n = 12).

Tabela 15 — Concentracéo final dos controles de qualidade (baixo, médio e alto) para cada MAA analisado.

Shinorina Porphyra-334 Micosporina-Glicina-Alanina
(19.Mg-"biomassa) (g.Mg-"piomassa) (H9.Mg-"biomassa)

CQ baixo 0,40 0,20 0,10

CQ médio 1,20 0,60 0,30

CQ alto 2,40 1,20 0,60

Precisao

A precisdo foi calculada pelo coeficiente de variacdo (CV), ou desvio padrao relativo (DPR):

CV(%) = DRP = x100

media

Onde, DP corresponde ao desvio padrdo e Cmedia & cOncentragdo média determinada. Avaliou-se a
precisdo atraveés da repetibilidade (precisdo intra-dia) e da reprodutibilidade dentro do laboratorio
(preciséo inter-dia). A variabilidade na precisdo do tempo de retencdo foi também avaliada com a

analise repetida de uma sequéncia analitica de extratos contendo MAAs.

Exatidao

A exatidao foi calculada pela seguinte formula:

Cmedida

x100

Cnominal

Onde, Cedida COrreponde a concentragdo medida e Crominal COrresponde a concentragdo nominal.

RECUPERACAO
Na auséncia de materiais de referéncia de matriz certificados, rastreaveis a padrdes internacionais
com um nivel conhecido de incerteza, a recuperacdo foi realizada através da analise de matriz

bioldgica dopada com solugBes padrdo dos analitos e do padrdo interno antes e depois da extracao:
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Cdopa/extrai

Cextrai/dopa
Para amostras de matriz dopadas antes da extrag&o (Cdopaextrai), amostras de spirulina (5,00 £ 0,05 mg)
foram misturadas com 10 pL de solugdo de trabalho dos trés MAAs e 10 puL de solugdo padrao interna
antes da extracdo. As amostras dopadas foram armazenadas por 4h em temperatura ambiente para
atingir o equilibrio entre os analitos e a matriz. Posteriormente, foram extraidas com 1980 uL de
solvente de extracdo, de acordo com o protocolo de extracdo estabelecido neste trabalho. Para
amostras de matriz dopadas ap0s a extracdo (Cextrairdopa), fOram extraidas amostras de matriz em
branco (5,00 £ 0,05 mg de matriz biologica em 2000 uL de solvente de extragdo). Em seguida, uma
aliquota do extrato bruto (990 uL) foi combinada com 5 uL de solu¢do de trabalho dos trés MAAS e

5 uL de solucéo de trabalho do padréo interno.

EFEITO MATRIZ

Avaliou-se o efeito matriz comparando a resposta do analito de interesse na matriz bioldgica apds
extracdo e na auséncia da matriz biologica. O efeito matriz foi calculado como uma razdo percentual
das inclinagbes (m) de cada curva de calibragdo preparada nas amostras de matriz dopadas apos

extracdo e amostras dos analitos em solvente:

Mynatriz

EF =

Msovente

As amostras dos analitos em solvente foram preparadas com solucGes de trabalho ndo extraidas

reconstituidas no eluente A.

ESTABILIDADE

A insuficiente estabilidade dos analitos durante a analise pode dar origem a desvios significativos no
resultado da analise. Assim, a estabilidade das amostras reais foi verificada durante o tempo de
permanéncia no amostrador automatico. As aliquotas foram analisadas imediatamente a seguir a
extracdo, apos 4h, 8h, 12h, 24h e 48h. As amostras foram armazenadas a temperatura ambiente

durante todo o processo.
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34. CULTIVOS PARA INDUCAO DE MAAS

34.1. Sistema de cultivo
O sistema de cultivo selecionado para estes experimentos foi um frasco de cultura TPP estéril de
25 cm? (50 mL, TP90026 - Figura 9). Estes frascos sdo equipados com uma membrana de PTFE de

0,22 um de didmetro do poro que permite trocas gasosas estéreis através dos orificios da tampa 172,

Figura 9. Frasco de cultura TPP com membrana de didamtero de poro 0,22 um utilizado para os cultivos da
cianobactéria ITEP-024. Fonte: TPP Techno Plastic Products AG, 2017 172,

Nestes frascos a razdo superficie/profundidade é maximizada o que facilita a penetracdo da luz
aumentando a concentragdo celular das culturas. Além disso, a eficiéncia de penetracdo da UVR,
nomeadamente na regido UVB, é bastante superior em compara¢do com frascos de vidro ou outros

frascos descartaveis existentes no mercado (Figura 10).
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Figura 10. Espectro de penetracdo da radiagdo nos frascos de cultura TPP e em frascos de vidro de borosilicato.
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34.1. Determinacao do crescimento celular
O crescimento celular de uma cultura pode ser determinado através da sua curva de crescimento. Ha
cinco fases definidas para o crescimento de cianobactérias em meio liquido: a) fase de laténcia que é
a fase que se segue a inoculacdo da cepa e é caracterizada por ndo ocorrer crescimento; b) fase
exponencial que € a fase em que ocorre um aumento acentuado do numero de organismos na cultura;
c) fase de desaceleragdo em que ocorre um declinio no crescimento da cultura devido a um fator
necessario para a divisdo celular se ter tornado limitante; d) fase estacionaria que é caracterizada por
auséncia de crescimento; e) fase de morte que ocorre quando o metabolismo celular ja ndo pode ser
mantido. Nos experimentos de otimizagdo da producdo de MAAS, o crescimento celular das culturas
foi acompanhado através da realizacdo de peso seco das culturas (mg/mL) utilizando filtros Sartorius

Glass Microfibre Filter 13400 de didmetro 47 mm.

O peso seco foi calculado com base na seguinte fodrmula:

Pr — P; (mg)
V (mL)

Onde Ps € o0 peso final ap6s 2 dias de secagem a 70 °C, P; é o peso inicial e V é o volume filtrado.

Biomassa (g/L) =

Foram também realizadas analises espectrofotométricas a 750 nm. Esta analise foi realizada atraves
da leitura direta das amostras num espectrofotometro ultravioleta-visivel (UV-Vis) Evolution 260
BI1O (Thermo Scientific, EUA). Em relacéo determinacgéo da producéo de MAAsS, as amostras foram
liofilizadas e analisadas em LC-MS de acordo com os protocolos de extracdo e quantificacéo

definidos neste projeto.

34.2. Correlagéo entre parametros de crescimento para a cepa ITEP-024
Com os dados das anélises espectrofotométricas e do peso seco da cultura tragou-se uma curva de
correlacdo entre a biomassa/ mL de cultura e a densidade 6tica a 750 nm para a cepa ITEP-024. Em
alguns pontos foi realizada a contagem do namero de células por mL em cadmara Neubauer que

também permitiu tracar uma correlacao entre este parametro e 0 peso seco da cultura (mg/mL.).
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3.4.3. Producdo de MAAs nas condi¢des de cultivo padrao
Para quantificar a producdo de MAAs nas condicdes definidas para este estudo realizou-se um
experimento no qual foi acompanhado o crescimento celular das culturas e a concentracao de MAAsS

ao longo de um cultivo. Este estudo foi realizado nas condi¢bes definidas como padrdo para os

diversos experimentos que serdo realizados durante este projeto (Tabela 16).

Tabela 16 — Condiges de cultivo padréo definidas para os experimentos deste projeto.

Condicdes de cultivo padrao

Duracéo do experimento 45 dias
Meio nutritivo ASM-1 (2mM de nitrogénio)
Tipo de cultivo Batch

Regime de crescimento Autotrofico

Volume dos cultivos

Temperatura

Fonte de iluminacdo (Radiacéo)

30 mL

25+2°C

Lampadas brancas fluorescentes OSRAM L 36 W:32 Lumilux de luxe
PAR

Agitacdo Manual (duas vezes/dia)
Intensidade luminosa 80 + 10 umol.m-2.s-1
Fotoperiodo 12h:12h
Salinidade 0g/L

3.4.4. Inducdo de MAAs

Definidos e validados os protocolos de extracdo e quantificacdo de MAAs por LC-MS/MS em
cianobactérias, realizaram-se alguns experimentos de inducéo destes compostos na cepa S. torques-
reginae ITEP-024 e em outras cianobactérias. O objetivo destes experimentos foi avaliar o efeito da
UVR na produgdo dos MAAs. Para induzir a biossintese de MAAs, as cianobactérias foram irradiadas
com radiagdo UVA (méximo de iluminagdo nos 370 nm) fornecida por duas lampadas Philips TL -K
40W/10-R UV-A e radiacdo UVB (méximo de iluminacéo nos 290 nm) fornecida por duas lampadas
Philips TL 40W/12 RS SLV/25 (Figura 11), além de lampadas de radiacdo PAR (mé&ximo de
iluminagdo nos 550 nm) (Figura 12).
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Figura 11. Espectro de emissdo das lampadas de UVA e UVB.
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Figura 12. Espectro de emisséo das lampadas PAR.
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A concentracgdo celular inicial e final foi registrada através da medicao do peso seco das culturas. 30
ml de cultura foram irradiadas a uma distancia de 40 cm das lampadas a 24 °C £ 2 °C luz:escuro
(12h:12h) durante 3 dias. Aliquotas foram coletadas no inicio e no final do experimento para

comparacao de resultados através da analise em HPLC-MS.

INDUGAO DE MAAS NA CIANOBACTERIA S. TORQUES-REGINAE ITEP-024
Foram realizados diversos experimentos com a cianobactéria S. torques-reginae ITEP-024 com
combinag0es diferentes de radiagdo: escuro, PAR, PAR+UVA, PAR+UVB, PAR+UVA+UVB de

modo a determinar a influencia de cada regido do espectro na producdo dos MAAs.

34.1. Inducdo de MAAs na presenca de inibidores da via do acido chiquimico
Avaliou-se a producdo de MAAs pela cepa S. torques-reginae ITEP-024 na presenca de glifosato,
um inibidor da via do &cido chiquimico. A cepa foi cultivada em meio ASM-1 a 24 °C £ 2 °C sob
ciclo luz:escuro (12h:12h). O cultivo foi entdo suplementado com glifosato (2 mM) e incubado por

24 h. Para induzir a biossintese de MAAs, seguiu-se 0 método de indugdo de MAAs descrito (3.4.4).

INDUGAO DE MAAS EM OUTRAS CEPAS DE CIANOBACTERIAS
Realizou-se um experimento de indugdo de MAAs com UVR em algumas das cepas disponiveis no
LTPNA nas quais se detetou a presenca de MAASs via HPLC-MS. Na Tabela 17 sdo apresentadas as

cepas que foram analisadas.
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Tabela 17 — Cianobactérias analisadas para quantificacdo de MAAs em experimento de inducdo com UVR.

Cddigo da cepa Nome

CCIBt 3168 Rhabdoderma sp.
CCIBt 3180 Microcystis panniformis
CCIBt 3194 Microcystis aeruginosa
CCIBt 3214 Geitlerinema amphibium
CCIBt 3247 Nostoc sp.

CCIBt 3265 Desertifilum tharense
CCIBt 3275 Desertifilum tharense
CCIBt 3289 Calothrix sp.

CCIBt 3292 Nostoc sp.

CCIBt 3307 Komarekiella atlantica
CCIBt 3313 Chlorogloepsis sp.
CCIBt 3320 Calothrix sp.

CCiBt 3321 Tolypothrix sp.

CCIBt 3324 Leptolyngbya sp.

CCIBt 3329 Nostoc sp.

Cddigo da cepa

Nome

CCIBt 3330

CCIBt 3338

CCIBt 3343

CCIBt 3464

CCIBt 3496

CCIBt 3551

CCIBt 3607

CCIBt 3626

CENA-21

CENA-543

CENA-596

LTPNA-DBG-72

ITEP 24

ITEP 26

Cyanosarcina sp.

Leptolyngbya sp.

Dolichospermum sp.

Scytonema sp.

Myxosarcina sp.

Brasilonema octagenarum

Gloecapsa sp.

Leptolyngbya sp.

Nostoc piscinale

Nostoc sp.

Nodularia spumigena

Nostoc sp.

Sphaerospermopsis torques-
reginae
Sphaerospermopsis torques-

reginae
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https://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=24844

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. SPHAEROSPERMOPSIS TORQUES-REGINAE ITEP-024 (ARTIGO — ANEXO 1)

4.1.1. Selecdo da cianobactéria - objeto de estudo
Em trabalhos anteriores de screening de perfil quimico realizados no LTPNA com a cepa
Sphaerospermopsis torques-reginae ITEP-024, observou-se a presenca de metabdlitos exibindo
espectros de UV com absor¢do maxima nos 330 nm. Para confirmar a existéncia de MAAs, preparou-
se um extrato aquoso desta cepa e o perfil de absor¢do no UV foi monitorado em espectrofotdmetro
com caminho 6ptico de 1 cm observando-se um pico bastante significativo na regido do 330 nm que

corresponde ao comprimento de onda padrédo de absorcao dos MAAs (Figura 13).
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Figura 13. Espectros de absor¢do no UV do extrato de S. torques-reginae ITEP-024 obtido em

espectrofotdmetro com monitoramento entre 200-800 nm.

Desta forma, a cepa Sphaerospermopsis torques-reginae ITEP-024 foi selecionada como objeto de
estudo deste projeto para o desenvolvimento dos métodos de extracdo, identificacdo, isolamento e
quantificacdo de MAAS, uma vez que demonstrou produzir uma quantidade bastante significativa dos
compostos de interesse nas condi¢cdes de cultivo laboratoriais, ou seja, mesmo sem qualquer

exposicdo a UVR. A cepa S. torques-reginae ITEP-024 é uma cianobactéria filamentosa (Figura 7)
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que foi isolada de um reservatério no Nordeste do Brasil 142, Esta regio é conhecida pelo seu clima
seco e pela alta intensidade da luz solar 173, Isto sugere que a cepa S. torques-reginae ITEP-024 pode
estar naturalmente adaptado as condi¢bes do local de onde foi isolada ou ainda que os MAAs

produzidos poderdo servir para outras funcdes celulares e ndo apenas para protecdo solar .

4.1.2. Isolamento de MAAs via HPLC-DAD
Apos a realizacdo de varios métodos cromatograficos para detecgdo e separacdo de MAAs, 0 que
apresentou o melhor resultado foi o descrito na Tabela 9 do Capitulo 3.3.3 tendo-se obtido um
cromatograma com as bandas bem resolvidas e com boa separagdo cromatografica para os trés

padrbes de MAAs disponiveis — shinorina, palitina e porphyra-334 (Figura 14).

mAU
Shinorina
Palitina
Porphyra-334
Jl__ ]
/AN
0.0 | | | | 5.(|) | | | |10.|0 | | | |15.|0 | | | ‘20.|0 | | Iminl

Figura 14. Cromatograma de HPLC-DAD semi-preparativo a 330 nm dos padrdes de MAAs isolados do
composto Helioguard 365 utilizando os eluentes (A) 0,2 % é&cido férmico (pH 3,15 com NH40H), (B)
H20/MeOH/ACN (80:10:10) + &cido férmico 0,2 % - pH 2,2 e (C) MeOH/ACN (1:1) + acido férmico 0,1 %
numa coluna analitica Luna C18 (150x4,6 mm, 5 pm) sob uma vazéo de 0,5 mL.min mostrando o tempo de
retencdo dos 3 MAAs presentes no extrato (shinorina: 4,34 min; palitina: 5,44 min; porphyra-334: 8,50 min).

Em seguida, analisou-se o extrato aquoso de ITEP-024 onde se detectou anteriormente a presenca de

trés MAASs com pico de absor¢do maximo proximo dos 330 nm (Figura 15).
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Figura 15. Cromatograma de HPLC-DAD a 330 nm dos MAAs detectados no extrato de biomassa de ITEP-
024 (shinorina: 4,34 min; palitina: 4,53; porphyra-334: 8,50 min e MAA de m/z 317: 13.05 min) e espectros
de UV, obtidos utilizando os eluentes (A) 0,2 % &cido férmico (pH 3,15 com NH,OH), (B) H.O/MeOH/ACN
(80:10:10) + &cido férmico 0,2 % - pH 2,2 e (C) MeOH/ACN (1:1) + acido férmico 0,1 % numa coluna

analitica Luna C18 (150x4,6 mm, 5 um) sob uma vazdo de 0,5 mL.min.

Compararam-se os tempos de retencdo (TR) dos MAAs detectados com os padrées de MAAS
analisados. Os resultados sugeriram que o composto M1 com TR 4,34 poderia ser a shinorina e o
composto M2 com TR 8.50 poderia ser a porphyra-334. Em relagdo ao composto M3 com TR 13.05,

ndo foi possivel sugerir nenhum MAA pois o seu TR € diferente do TR dos padrdes disponiveis.

4.1.3. Andlise do extrato de S. torques-reginae ITEP-024 via HPLC-DAD-HRMS
Para confirmar a identidade dos MAAs presentes na cianobactéria S. torques-reginae ITEP-024,
analisou-se o0 extrato aquoso em sistema HPLC-DAD-HRMS. Mais uma vez, foram detectados os
compostos com caracteristicas espectroscopicas tipicas da classe biossintética alvo (MAAs). O

processamento de bandas cromatogréaficas presentes nos cromatogramas de BPC (cromatograma de
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pico base) do extrato avaliado revelou a presenca dos ions m/z 333.1299, 347.1456 e 317.1351,
correspondentes a substancias com absor¢cdo maxima do espectro de UV em cerca de 330 nm como

pode ser visualizado nas Figura 16 e Figura 17.
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Figura 16. Cromatograma de ions extraidos (ESI+) e espectro UV dos MAASs: 1 - shinorina CizH2N2Os
(0.0 ppm; TR 1.1 min), 2 - porphyra-334 C14H22N20g (-0.9 ppm; TR 2.2 min) e 3- micosporina-glicina-alanina
C13H20N207 (0.3 ppm, TR 3.1 min) do extrato de S. torques-reginae ITEP-024 obtidos via HPLC-DAD-HRMS
utilizando os eluentes (A) 0,1 % (v/v) acido formico +0,2 mM formiato de aménio (pH ~2,55) e (B) ACN/H,O

(9:1) + acido formico 0,1 % (v/v) (pH =2.95) numa coluna analitica Synergi 4 Hydro-RP 80 A (150 x 2,0
mm) sob uma vazao de 0,4 mL.min.
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Figura 17. Espectros Full Scan (ESI +) dos MAASs: (1) - shinorina C13H20N2Os (Erro: -0.3 ppm, mSigma 14.3),
(2) - porphyra-334 CisH2N2Og (Erro: -0.3 ppm, mSigma 24.0) and (3) - micosporina-glicina-alanina
Ci13H20N207 (Erro: -0.2 ppm, mSigma 16.1) presentes no extrato de S. torques-reginae ITEP-024, 35.3 eV,
obtidos via HPLC-DAD-HRMS utilizando os eluentes (A) 0,1 % (v/v) acido formico + 0,2 mM formiato de
amonio (pH ~2,55) e (B) ACN/H;0 (9:1) + acido formico 0,1 % (v/v) (pH =2.95) numa coluna analitica
Synergi 4 Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) sob uma vazao de 0,4 mL.min.

A busca das massas acuradas detectadas em bases de dados da literatura confirmou a identificacdo de
dois MAAs ja conhecidos, a shinorina e a porphyra-334 referentes as espécies de m/z 333.1298 e

347.1451, respectivamente (Figura 18) 1417,

CO.H CO.H
N N
OH ] OH ‘
OCHjs OCH;
OH OH
HO NH HO NH
kCOOH LC(Z)OH
Shinorina Porphyra-334

Figura 18. Estrutura molecular de A — shinorina (massa exata - m/z 333.1298) e e B — porphyra-334 (massa
exata - m/z 347.1454).
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Tais identidades foram também confirmadas pela comparacdo com os padrdes de MAAS em sistema
HPLC-DAD-HRMS (Figura 19). Como referido anteriormente, varios estudos demonstram que estes
MAAs apresentam funcdo fotoprotetora e evitam o fotoenvelhecimento, tendo elevado potencial

biotecnoldgico para aplicagdo na inddstria cosmética 10719,
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] J l El l ] 1770548 245.1118
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Shinorina Porphyra-334

Figura 19. Espectros de UV e de Full Scan dos padrdes de shinorina de m/z 333.1294 (Erro: -2.3 ppm, mSigma
12.4) e porphyra-334 de m/z 347.1441 (Erro: -2.0 ppm, mSigma 8.6) obtidos via HPLC-DAD-HRMS
utilizando os eluentes (A) 0,1 % (v/v) acido formico +0,2 mM formiato de amonio (pH ~2,55) e (B) ACN/H,O
(9:1) + acido formico 0,1 % (v/v) (pH =2.95) numa coluna Synergi 4p Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) sob
uma vazao de 0,4 mL.min".

Assim, observa-se a similaridade entre estes dois MAAS, presentes no extrato da cepa ITEP-024, e
os padrdes analisados, nomeadamente através da comparacao dos perfis do espectro UV, das massas
acuradas (Figura 17 e Figura 19), dos tempos de retencao visualizados nos cromatograma de ions
extraidos (Figura 20) e dos perfis de fragmentacdo que foram compativeis entre eles (Figura 21 e
Figura 22). Além do referido, o erro (inferior a 5 ppm) e os valores de mSigma das massas acuradas
destes ions indicam alta compatibilidade com a formula molecular dos MAAs shinorina e porpyra-

334.
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Figura 20. Cromatograma de ions extraidos com os tempos de elui¢do dos ions m/z 333.1299 (TR: 1.8 min),
347.1456 (TR: 2.7 min) e 317.1351 (TR: 3.6 min) presentes no extrato da cianobactéria ITEP-024 e dos
padrdes de shinorina (TR: 1.8 min) e porphyra-334 (TR: 2.7 min) obtidos via HPLC-DAD-HRMS utilizando
os eluentes (A) 0,1 % (v/v) &cido férmico + 0,2 mM formiato de aménio (pH ~2,55) e (B) ACN/H20 (9:1) +
acido férmico 0,1 % (v/v) (pH =2.95) numa coluna analitica Synergi 4 Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) sob
uma vazdo de 0,4 mL.min.
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Figura 21. Espectros de fragmentagdo (ESI +) dos MAAs (1) - shinorina CisH20N2Qs, (2) - porphyra-334
C14H22N20sg € (3) - micosporina-glicina-alanina Ci3H20N207 presentes na amostra de ITEP-024, 35.3 eV
obtidos via HPLC-DAD-HRMS utilizando os eluentes (A) 0,1 % (v/v) acido férmico + 0,2 mM formiato de
amonio (pH ~2,55) e (B) ACN/H;0 (9:1) + acido formico 0,1 % (v/v) (pH =2.95) numa coluna analitica
Synergi 4 Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) sob uma vazao de 0,4 mL.min.
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Figura 22. Espectros de fragmentacdo dos padrdes de MAAs shinorina CisHzoN2Os e porphyra-334
C14H22N20s, 35.3 eV obtidos via HPLC-DAD-HRMS utilizando os eluentes (A) 0,1 % (v/v) acido férmico +
0,2 mM formiato de aménio (pH ~2,55) e (B) ACN/H.0 (9:1) + acido formico 0,1 % (v/v) (pH ~2.95) numa
coluna analitica Synergi 4y Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) sob uma vazdo de 0,4 mL.min,

O ion de m/z 317.1351 teve sua identidade correlacionada com a micosporina-glicina-alanina, um
MAA reportado pela primeira vez em 2014, oriundo de um experimento de inducéo biossintética em
hospedeiros heter6logos que ndo produzem naturalmente MAAs ', De acordo com a elucidagéo
estrutural realizada, a micosporina-glicina-alanina forma-se a partir da substituicdo do aminoacido

serina (da shinorina) pelo aminoacido alanina (Figura 21 — (3)) *'.

12 12

COQH COQH

SN HO
E "\co F G H/\oo H
A B

Figura 23. Estrutura molecular das MAAs (A) micosporina-glicina-alanina e (B) shinorina. Fonte: Miyamoto
etal., 2014 %

Além do espectro de UV bastante caracteristico aos MAAs, foi possivel verificar grande semelhanca
no perfil de fragmentacao entre o ion m/z 317.1351 (Figura 21) e os espectros dos demais MAAS
encontrados no extrato de ITEP-024 (Figura 22), evidenciando que se trata de fato de um MAA,

potencialmente a micosporina-glicina-alanina. Assim, iniciou-se o isolamento deste composto para
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verificacdo da sua identidade quimica.

4.14. Purificacdo do MAA de 316 Da via HPLC-DAD semi-preparativo
Com o método cromatografico estipulado (ver capitulo 4.1.2), a etapa seguinte focou na purificacdo
do MAA de 316 Da (potencial micosporina-glicina-alanina) a partir de fracionamentos do extrato de
biomassa de ITEP-024 (Figura 24). Para tal utilizou-se uma coluna semi-preparativa Luna C18 (2)
(250x10,00 mm, 5 um) com caracteristicas semelhantes a coluna analitica utilizada no isolamento
dos MAAs. O método utilizado para a purificacdo do MAA de m/z 317 encontra-se descrito na

Tabela 10 do Capitulo 3.3.3.

N MAA de m/z 317

0 - AN
- T T T T T T T T T
5.0 10.0 15.0 20.0 min

Figura 24. Cromatograma de HPLC-DAD a 330 nm do extrato de ITEP-24 purificado para obtencdo do
composto de m/z 317 utilizando os eluentes (A) 0,2 % écido férmico (pH 3,15 com NH4OH), (B)
H,O/MeOH/ACN (80:10:10) + &cido férmico 0,2 % - pH 2,2 e (C) MeOH/ACN (1:1) + &cido férmico 0,1 %

numa coluna semi-preparativa Luna C18 (2) (250x10,00 mm, 5 um) sob uma vazao de 3 mL.min.

Destaca-se que embora a cepa ITEP-024 produza trés MAAS (shinorina, porphyra-334 e micosporina-
glicina-alanina), a proporc¢éo de shinorina produzida por esta cepa € consideravelmente superior a dos
outros MAAs, o que culminou em um rendimento baixo quanto a obtencdo de micosporina-glicina-
alanina. Assim, durante o periodo de purificacdo, foi possivel obter 2 mg de micosporina-glicina-
alanina que permitiu a realizacédo da elucidacdo estrutural do composto e da valida¢do do método de

quantificacéo.
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4.1.5. Elucidacao estrutural do MAA de 316 Da
A andlise dos dados de ressonancia magnética nuclear (RMN) em 1 e 2 dimensdes obtidos para a
substancia de massa molecular 316 Da, bem como a comparacdo com a literatura ¥, possibilitou a
confirmagdo quanto a sua identidade quimica, tratando-se do MAA micosporina-glicina-alanina
(Figura 23 - A). Os dados encontram-se resumidos e podem ser comparados através da Tabela 18,

sendo a determinacdo estrutural da molécula discutida a seguir.

Tabela 18 — Dados de RMN obtidos para micosporina-glicina-alanina isolada de ITEP 24 e comparagdo com
os dados da literutura. Fonte: Miyamoto et al., 2014 7. Dados obtidos em 500 MHz (*H), em CDs0OD, unidades
de J em Hz e deslocamento quimico em ppm. @ Dados obtidos através do espectro de projecdo de 3C no
experimento de HSQC (*) e HMBC (**).

Composto isolado Miyamoto et al., 2014 ¥
Posicéo

on (mult, J) @ oc? HMBC dn (mult, J) oc
1 - - 160.8
2 - 122 ** - 127.4
3 - 160 ** - 162.4
4a 2.88 (d, 17.4) 346 * - 2.85 345
4b 2.65 (d, 17.4) 346 * - 2.69
5 - 71 ** - 72.1
6a 2.95 (d, 17.3) 34.7* - 2.96 34.6
6b 2.73(d, 17.3) 347 * - 2.69
7 3.49 (s) 69 * C5,C6 3.47 69.1
8 3.66 (s) 59 * C2 3.64 59.8
9 3.95(s) 48 * C3,C10 4.16 46.1
10 - 173 ** - 172.3
11 4.16 (g, 6.9) 55 * - 4.45 53.6
12 - 174 ** - 175.0
13 1.48 (d, 6.9) n. o. C11, C12 1.53 19.9

De forma geral, o espectro de RMN de Hidrogénio (*H) do MAA estudado (Figura 25), apresentou
sinais de hidrogénios alifaticos metilénicos, metilicos, metinicos e oxi-metilicos. Como pode ser
visualizado na Figura 26, nenhum outro sinal foi detectado acima da regido correspondente a 6 4.5,

com excegdo do intenso sinal em 8 8.5, provavelmente oriundo de contaminag@o com acido férmico,
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que foi extensivamente utilizado durante o isolamento do composto.
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Figura 25. Ampliacéo da regido de interesse do espectro RMN de *H referente a micosporina-glicina-alanina isolada.
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Figura 26. Espectro RMN de ‘H referente a micosporina-glicina-alanina isolada (sinais em & 5.3 e & 8.6 correspondem a

residuos de &gua presente no solvente e acido formico, respectivamente).
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Quatro dupletos de metilenos diasterotopicos o+ 2.88 (H2-4a), 2.65 (H2-4b), 2.95 (H2-6a), 2.73 (H2-
6b) puderam ser observados com acoplamento dos nucleos H-4a e H-4b, assim como de H-6a e H-
6b, ambos com constantes de acoplamento de 17 Hz. Adicionalmente, completando os demais
nucleos metilénicos da estrutura, estdo presentes no espectro outros dois singletos mais desblindados
em on 3.49 (H2-7) e don 3.95 (H2-9), justificados por seus nacleos carbonicos conectados a
heteroatomos, um singleto com integracdo correspondente a trés hidrogénios também esta presente
em on 3.66 (H3-8), 0 que pode ser associado tipicamente a um ndcleo oxi-metilico. O quadrupleto
observado em 6n 4.16 (H-11) foi atribuido ao hidrogénio metinico conectado entre a por¢éo imino e
o carbono carboxilico C-12 (6¢ 122), ao passo que o dupleto correspondente a trés nucleos observado
em 6n 1.45 (Hz-13), foi compativel ao grupamento metilico vizinho, dada a constante de acoplamento
em 6.9 Hz. O acoplamento entre estes nicleos foi corroborado pelas correlagdes homonucleares *H -
'H bastante intensas entre H-11 e H-13 visualizadas no espectro de correlagdo (COSY) que identifica
como os hidrogénios estdo acoplados (Figura 27 e Figura 28). Da mesma forma, as correlagdes
visualizadas neste experimento entre os hidrogénios diasterotopicos geminais H-4a e H-4b, bem como

entre H-6a e H-6b sdo bastante notdrias, assistindo mais uma vez a atribuicdo de tais sinais.
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Figura 27. Espectro de COSY para a substdncia micosporina-glicina-alanina em CDsOD (500 MHz).

Correlacoes homonucleares *H - *H observadas no experimento de COSY encontram-se em destaque.
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Figura 28. Ampliacdo da regido do espectro COSY para a substancia micosporina-glicina-alanina em CD;OD

(500 MHz).

Ja os deslocamentos quimicos atribuidos aos nucleos carbénicos do MAA (Tabela 18) foram obtidos

através das projecdes dos nicleos de *C observadas nas correlagdes heteronucleares *H — 13C entre

nucleos diretamente ligados apresentados no espectro heteronuclear de coeréncia de quantum simples

HSQC) (Figura 29 e Figura 30), ou alternativamente através das projecdes dos ntcleos de 3C

encontradas a partir das correlagdes a longa distancia detectadas no espectro heteronuclear de

correlacédo entre maltiplas ligacdes (HMBC) (Figura 31).
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Figura 29. Espectro de correlagdo de HSQC da micosporina-glicina-alanina em CD3;OD (500 MHz).

Portanto, atraves da avaliacao do espectro de HSQC, os carbonos secundarios C-4, C-6, praticamente
coalescentes, foram pontuados em d¢c 34.6 e ¢ 34.7, enquanto que C-7, C-9 e C-11 puderam ser
atribuidos respectivamente aos sinais em dc 69, dc 48 e ¢ 55, novamente sendo coerente no que se

refere a carbonos sp? diretamente ligados a heteroatomos.
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Figura 30. Ampliagdo da regido de carbonos coalescentes no espectro de HSQC para micosporina-glicina-
alanina em CDs;OD (500 MHz).

Tal como os dados do espectro de HMBC, também foram confirmadas correlagdes a longa distancia
dos prétons H-8 e H-9 com carbonos sp? de hidrogénios vinilicos em d¢c 122 (C-2) e &¢c 160 (C-3)
respectivamente, e de H-9 com carbonos sp? carboxilico (derivado de unidade glicina) em ¢ 173 (C-
10). Por fim, as correla¢des a longa distancia destacadas na Figura 31, também contribuiram como
ponto-chave na confirmagéo da por¢édo derivada do aminoacido alanina na molécula em questdo. Isto
porque foram detectadas as correlagdes entre os hidrogénios de metila o4 1.48 (H-13) com o carbono
carboxilico C-12 em &c 173 e principalmente com o ndcleo carbénico terciario C-11 em dc 55,
diretamente ligado ao grupamento imino. Deve-se destacar que 0s sinais visualizados na regido de 1
ppm do espectro de *H foram considerados impurezas presentes na amostra ja que nio foi detectada
nenhuma correlagdo ou acoplamento desses nucleos visualizados na regido de mais alto campo do

espectro com nenhum dos sinais caracteristicos da micosporina-glicina-alanina.
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Figura 31. Espectro de HMBC da substancia micosporina-glicina-alanina em CDs;0D (500 MHz). CorrelacGes

homonucleares *H — 12C observadas no experimento de HMBC encontram-se em destaque na figura.

Além disso, todas as atribuicBes realizadas para o composto isolado como produto natural da
cianobactéria S. torques-reginae ITEP-024, encontraram-se em conformidade com os dados
espectroscépicos encontrados na literatura para o MAA quando este foi obtido por indugédo
genética 3. Assim, estes resultados confirmam a producéo de micosporina-glicina-alanina pela cepa
de cianobactéria Sphaerospermopsis torques-reginae ITEP-024 sendo esta a primeira vez que este

composto é descrito como produto natural em cianobactérias.

Como referido anteriormente, os dados adquiridos via execucdo de experimentos de ions produto
(HRMS/MS), também corroboraram para a confirmacdo da identidade do aminoacido em questdo.

Como reportado por Cardozo et al., 2008 tal classe biossintética apresenta um perfil de fragmentacéo
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bastante caracteristico, principalmente no que diz respeito a ocorréncia de perdas radicalares na
obtencéo dos ions produtos (no modo positivo de ionizacdo), fato menos comum quando compostos
sdo submetidos & ionizacdo por eletrospray (ESI) *°. Como esperado, 0 MAA isolado também
apresentou tal perfil. A partir do ion protonado de m/z 317 visualizado no espectro da Figura 21,
destaca-se a perda de uma metila radicalar, levando ao ion fragmento de m/z 302, bem como a
ocorréncia de sucessivas perdas de unidades CO», culminando no ion de pico base m/z 214. Por fim,
este ion perde a cadeia lateral originando o ion de m/z 186, considerado o ion diagnéstico dos MAAs.
Abaixo segue 0 mecanismo de fragmentacdo proposto, justificando as perdas associadas as por¢oes

derivadas de aminoacido (Figura 32).
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Figura 32. Mecanismo de fragmentag&o proposto para o composto de m/z 317.
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4.1.6.

Analises gendmica e filogenética

Vérias linhas sustentam que os MAAs sdo derivados da conversdo da via do acido

chiquimico >2%4347 Analisando a sequéncia protéica, confirma-se que o cluster génico de S.

torques-reginae ITEP-024 contém um agrupamento de quatro genes designados mysABCD, apoiando

que esses produtos génicos poderiam catalisar a biossintese de MAAs. As semelhangas com as

sequéncias disponiveis sao mostradas na Tabela 19 e na Tabela 20 e a organizacao do cluster genético

biossintético é apresentada na Figura 33. Todas as sequéncias de proteinas foram anotadas usando a

plataforma de homologia HHpred e predicio estrutural no MPI Bioinformatic Toolkit 7,

Tabela 19 — Funcdo proposta para as enzimas codificadas por mysA-D no aglomerado de genes biossintéticos

de S. torques-reginae ITEP-024. aa - Amino4cido.

) ) o Numero de
Gene aa Funcdo proposta Sequéncia Organismo Similaridade
acesso
3-dehydroquinate  3-dehydroquinate  Sphaerospermopsis
mysA 454 ) ) 96.92% GCL37085.1
synthase synthase reniformis
SAM-dependent  Sphaerospermopsis WP
mysB 277 Methyltransferase ) ) 93.50%
methyltransferase  kisseleviana 096566485.1
ATP-grasp .
. . o Sphaerospermopsis WP
mysC 423 ATP-grasp ligase  domain-containing ) 94.56%
) kisseleviana 096566487.1
protein
o D-alanine—D- Sphaerospermopsis WP
mysD 340 D-alanine ligase o ) ) 92.94%
alanine ligase kisseleviana 096566489.1

Tabela 20 — Comparagao baseada na similaridade protéica entre a proteina codificadora de mysA de S. torques-

reginae ITEP-024, trés classes de enzimas de elevada similaridade para as fun¢bes propostas. aa - Aminoacido.

Enzima

aa

Funcdo proposta

Organismo

Similaridade NuUmero de acesso

Sphaerospermopsis

3-DHQS 454 3-dehydroquinate synthase ) ) 96.92% GCL37805.1
reniformis

sedoheptulose 7-phosphate Sphaerospermopsis

EEVS 432 ) ) 96.76% WP_096572603.1
cyclase kisseleviana
Demethyl 4-deoxygadusol Richelia

4-DGS 423 ] ] 74.94% AUC61936.1
synthase intracellularis
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Figura 33. Estrutura dos agrupamentos génicos encontrados no banco de dados relacionados a biossintese de
MAASs em Sphaerospermopsis torques-reginae ITEP-024 e em outras cianobactérias. Os genes biossintéticos
sdo apresentados pela fungéo prevista de seus produtos: EEVS (verde), O-metiltransferase (amarelo), enzima

ATP-grasp (cinza) e enzima D-Alanina-D-Alanina ligase ( azul turquesa).

A filogenia de cianobactéria corroborou com a sequéncia proteica do cluster génico. Observando a
reconstrucdo filogenética baseada na sequéncia de proteinas concatenadas do cluster génico de MAAs
de todas as sequéncias completas que se encontram disponiveis, podemos avaliar que o cluster génico
de S. torques-reginae ITEP-024 foi colocado em um terceiro ramo, separado dos outros (Figura 34).
Isso pode inferir que o cluster génico de MAAs da ITEP-024 ¢ significativamente diferente do das
outras cepas. As analises filogenéticas mostraram-se robustas, uma vez que todas as outras cepas que
apresentaram o gene NRPS estdo agrupadas em um clado separado. Em relacdo a presenca da cepa
PCC 7424 separada das outras linhagens de Cyanothece sugere-se que esta pode ter recebido o gene

NRPS por transferéncia lateral.
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Figura 34. Arvore filogenética construida por inferéncia filogenética bayesiana com sequéncias concatenadas
de proteinas de dezoito agrupamentos génicos de MAAs. A linhagem de interesse encontra-se a negrito.

Probabilidades posteriores estdo apresentadas nos nés dos ramos.

Evidéncias bioinformaticas de que a biossintese de MAAs prossegue pela via da pentose fosfato 2046~
8 ganharam uma forca crescente nos Gltimos anos, com agrupamentos de genes homologos
encontrados em diversos organismos produtores de MAAs e por dados que apoiam fortemente a
biossintese de 4-desoxigadusol (4-DG) pela conversdo da enzima 2-epi-5-epivaliolona sintetase
(EVS) 3. Com base nas anlises e seguindo o esquema biossintético proposto por Balskus e Walsh °,
propbs-se que o0 4-DG, € originado pela conversdo de EEVS (codificada por mysA) e pela
O-metiltransferase (codificada por mysB). O produto do terceiro gene (mysC) no aglomerado, uma
enzima ATP-grasp, catalisa a adicdo de uma glicina ao grupo hidroxilo na posicdo C3 do 4-DG,
formando-se a micosporina-glicina. O cluster génico da ITEP-024 ndo possui 0 gene NRPS,
codificado pelo cluster “Anabaena-type”. No entanto, possui um quarto gene (mysD), que codifica
uma proteina muito semelhante a alanina ligase de cianobactérias conhecidas, apresentando-se como
um cluster génico de MAAs "Nostoc-type” 347, mysD é responsavel pela adicdo de um aminoacido
ao grupo cetona na posicao Cl da micosporina-glicina para produzir micosporina-glicina-alanina ou

0s outros MAAs detetados na S. torques-reginae ITEP-024 - shinorina, porphyra-334 (Figura 35).
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Figura 35. Via biossintética proposta da micosporina-glicina-alanina.

No entanto, nenhum estudo forneceu evidéncias de que os MAAs podem ser abolidos ap0s a exclusdo

de qualquer gene no cluster da via da pentose fosfato. O requisito universal de EVS na biossintese de

MAAs foi desafiado pela completa exclusdo genética do gene EVS (Ava_3858) em A. variabilis

ATCC 29413, que produz apenas shinorina #3176, Apos exposicdo & UVR, a shinorina foi produzida

em niveis quase equivalentes aos da cepa selvagem, sugerindo vias alternativas para a biossintese de

MAAs em A. variabilis. Posteriormente, usando inibidores especificos da via do acido chiquimico,

uma rota alternativa para a biossintese do MAAs foi proposta #'.
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EFEITO DO GLIFOSATO NA INDUGAO DE MAAS

Para determinar se a via do &cido chiquimico era uma rota alternativa a biossintese de MAA, a cepa
S. torques- reginae ITEP-024 foi cultivada na presenca e na auséncia do inibidor especifico dessa via,
o0 glifosato (2mM). O cromatograma de ions extraidos dos extratos MAAs de S. torques-reginae

ITEP-024, observado apés 3 dias de exposicdo a PAR + UVA + UVB, é apresentado na Figure 36.
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Figure 36. Cromatograma de ions extraido do extrato de MAAS da cepa S. torques-reginae ITEP-024 ap6s a
exposicdo a radiacdo PAR + UVA+UVB na presenca (linha tracejada) e na auséncia (linha continua) de

glifosato (2mM). 1: shinorina, 2: porphyra-334, 3: micosporina-glicina-alanina.

O cromatograma de ions extraido mostra uma elevada producdo de shinorina e uma producdo
moderada de porphyra-334 e micosporina-glicina-alanina (linhas continuas) na auséncia do glifosato.
Em comparacdo, a inducéo biossintética de MAAs foi inibida na cepa S. torques-reginae ITEP-024
quando cultivada na presenca de 2 mM de glifosato (linhas tracejadas) ndo havendo compensacao
pela via da pentose fosfato. Usando um inibidor especifico, demonstrou-se que a biossintese de MAA
ocorre em S. torques-reginae ITEP 024 através da via do acido chiquimico, apoiando o estudo de
Pope et al., 2015 em que o uso do glifosato aboliu a biossintese de MAA na cepa selvagem e no
mutante da cianobactéria Anabaena variabilis ATCC 2941324 no qual foi excluido o gene EVS 4.
No entanto, ndo se sabe se o glifosato pode estar reprimindo também os promotores dos genes
produtores de MAAs da via da pentose fosfato e, esteja desta forma impedindo a biossintese de MAAs

sendo necessario mais experimentacao nesta area.
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4.2. IDENTIFICACAO E DISTRIBUICAO DE MAAS EM CIANOBACTERIAS VIA
HPLC-DAD-HRMS (ARTIGO — ANEXO 2)

Foi realizada uma triagem com 75 linhagens de cianobactérias (71 cepas do Brasil, 3 do Japdo e 1 da
Australia) para identificar espécies produtoras de MAAs (ver Tabela 3 do capitulo 3.2.1). O método
de identificacdo de MAAs via HPLC-DAD-HRMS foi utilizado e dez MAAs foram identificados. Os
MAAs identificados com os respectivos maximos de absorcdo de UV, tempos de retencéo, valores
calculados de m/z e fragmentos sdo apresentados na Tabela 21, foram comparados com bases de dados

e com a literatura 1'417°,

Tabela 21 — Aminoécidos do tipo micosporinas encontrados nas cepas de cianobactérias analisadas e seus
comprimentos de onda maximos (nm), tempos de retengdo (TR - definidos neste estudo), massas calculadas

(m/z) e fragmentos.

MAAs hmax TR_ [M+H]"* Fragmentos Referéncias
(nm)  (min)
Micosporina-glicina 310 1.2 246.0972 57,84, 100,117, 143,171, 231 a
N-metilpalitina 330 2.0 259.1288 151, 171, 185, 200. 223 36
Palitina-serina 320 1.3 275.1238 172, 207, 216, 229, 242, 245, 257,260 52
Palitina-preonina 321 2.4 289.1394 172, 230, 256, 274 19
Micosporina-ornitina 310 2.1 303.1551 116, 188, 258 30
Micosporina-glicina-alanina 333 2.9  317.1343 186, 214, 258, 302 3
Shinorina 334 11 333.1292 186, 230, 274, 303 318 %
Porphyra-334 334 21 347.1449 186, 227, 288, 303, 332 %
Hexose palitina-serina 320 1.6 437.1766 142,171, 207, 241, 257, 275 52
Hexose palitina-treonina 322 27 451.1896 91, 185, 245. 289 26

Das 75 cepas de cianobacteérias brasileiras estudadas, 27 cepas (38%) sintetizaram MAAs (Tabela
22). Entre elas, 62% foram isoladas de agua doce, 19% de ambiente terrestre, 11% aerofitico e 8% de

agua salobra/marinha.
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Tabela 22 — Aminoécidos do tipo micosporinas identificados nas cepas de cianobactérias analisadas.

Hexose- Hexose-

Cddigodacepa Nome MG N-MePi PiS PIiT MO MGA SH P-334 pis biT
CCIBt 3289 Calothrix sp. X

CCIBt 3307 Komarekiella atlantica X X

CCIBt 3329 Nostoc sp. X

CCIBt 3330 Cyanosarcina sp. X

CCIBt 3343 Dolichospermum sp. X

CCIBt 3464 Scytonema sp. X X

CCIBt 3551 Brasilonema octagenarum X

CCIBt 3626 Leptolyngbya sp. X

CENA-161 Fischerella sp. X

CENA-596 Nodularia spumigena X X

CMAA-1600 Oscillatoria sp. X X X X X
CMAA-1605 Aliinostoc sp. X

CMAA-1606 Aliinostoc sp. X

CMAA-1668 Tolypothrix sp.

CMAA-1670 Calothrix sp.

CMAA-1675 Tolypothrix sp. X

LTPNA-DBG-07 Leptolyngbya sp. X

LTPNA-DBG-27 Aliinostoc sp. X
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Hexose- Hexose-
PiS PiT

Cddigo dacepa Nome MG N-MePi PiS PIiT MO MGA SH P-334

LTPNA-DBG-28 Aliinostoc sp. . . . . . . X

LTPNA-DBG-44 Tolypothrix sp. . . X X

LTPNA-DBG-52 Aliinostoc sp.

LTPNA-DBG-62 Aliinostoc sp.

LTPNA-DBG-72 Nostoc sp. . . X . . . . . X
LTPNA-DBG-92 Tolypothrix sp. . X

LTPNA-DBG-94 Nostoc sp. . . . X

ITEP-024 Sphaerospermopsis torques-reginae . . . . . X X X

ITEP-064 Sphaerospermopsis torques-reginae . . . . . X X X

MG — Micosporina-glicina; N-MePi — N-metilpalitina; PiS — Palitina-serina; PiT — Palitina-treonina; MO — Micosporina-ornitina; SH — Shinorina; P-334 — Porphyra-

334; Hexose-PiS — Hexose-palitina-serina; Hexose-PiT — Hexose-palitina-treonina.
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A maioria do conhecimento que se tem atualmente sobre as cianobactérias brasileiras foi adquirida
em ambientes aquaticos lénticos 1’7, e apenas recentemente, as cepas de ambientes terrestres,
aerofiticos e salobros/marinhos tém sido exploradas. Este estudo mostra a importancia de explorar
diferentes ambientes, uma vez que os MAAs foram identificados em todos os habitats analisados. O
Brasil esta geograficamente distribuido entre seis biomas terrestres (Amazdnia, Mata Atlantica,
Caatinga, Cerrado, Pantanal e Pampa) e um bioma marinho (Oceano Atlantico). Apesar da alta
diversidade de cianobactérias nos biomas brasileiros, as aplica¢fes biotecnoldgicas e a diversidade
de cianobactérias em ambientes tropicais ainda sio pouco exploradas 1’’. As cianobactérias isoladas
da Amazdnia mostraram ser a fonte mais promissora de MAAs quando comparados aos demais
biomas brasileiros. H4, no entanto, que ter em consideracdo que esses achados podem estar

influenciados pelo numero restrito de cianobactérias isoladas dos biomas remanescentes.

A maioria das espécies de cianobactérias produtoras de MAAs pode sintetizar os MAAS shinorina e
porphyra-334 14, Estes MAAs foram o0s mais comuns nas linhagens analisadas. As linhagens
Nodularia spumigena CENA-596, Chlorogloepsis sp. CCIBt3307 e as duas linhagens de
Sphaerospermopsis torques-reginae (ITEP-024 e ITEP-06) foram capazes de sintetizar estes dois
compostos simultdneamente. Observou-se que a Sphaerospermopsis torques-reginae ITEP-026, tal
como a cepa ITEP-024 também sintetiza a micosporina-glicina-alanina. Sinha et al., 2003 também

relataram a ocorréncia desses dois MAAs em uma cepa de Nodularia spumigena 178,

Em relacdo a identificacdo morfoldgica, todas as cepas de Aliinostoc, isoladas do bioma Amazonia,
sintetizaram shinorina, excepto a cepa Aliinostoc sp. LTPNA-DBG-55 que néo foi capaz de produzir
qualquer MAA. Por outro lado, nenhuma das cepas de Microcystis analisadas produziu MAAs. No
entanto, altas concentracfes de shinorina e outros MAAs ja foram relatados na cianobactéria
formadora de bloom Microcystis aeruginosa 1’°. Hu e colaboradores (2015) sugeriram um papel
estrutural dos MAASs na bainha de Microcystis, e enfatizaram que sua producdo € irregularmente
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distribuida dentro desse género. Observou-se que nas cepas de Microcystis existentes no laboratério
a bainha se encontra ausente (com excep¢éo das linhagens CCIBt 3106 e CCIBt 3454) o que é comum
acontecer em cepas deste género cultivadas por longos periodos em laboratorio 8. Esta pode ser uma
das causas para ndo se ter detetados nenhuma MAA nas cepas de Microcystis. Além disso, 0s
resultados apresentados, assim como a literatura, demonstram que as mesmas espécies de

cianobactérias isoladas dos mesmos ambientes podem ou ndo sintetizar MAAs 2.,

Embora a shinorina seja 0 MAA mais dominante nas cianobactérias, seguido pelo porphyra-334 8,
outros MAAs podem ser produzidos por cianobactérias 24, Alguns géneros promissores que produzem
outros MAASs sdo o Tolypothrix e o Calothrix. Todas as cepas de Tolypothix produtoras de MAAS
foram isoladas dos rios da Amazénia e produziram palitina-serina e palitina-treonina, excepto a cepa
LTPNA-DBG-92 que sintetizou uma MAA diferente: N-metilpalitina. Em relacdo as duas cepas de
Calothrix produtoras de MAAs, uma foi isolada da Mata Atlantica e a outra da Amazonia, e ambas

sintetizaram N-metilpalitina.

Em termos de abundancia, os géneros mais representativos para a producdo de MAAs foram os que
pertencem ao grupo formador de heterdcitos, como Sphaerospermopsis, Aliinostoc, Tolypothrix e
Calothrix. Um estudo mostrou que os MAAs podem atuar como um reservatério de nitrogénio
intracelular e sua sintese é regulada pela disponibilidade de nitrogénio 82, Embora os géneros do
grupo formador de heterdcitos tenham sido 0s mais representativos em termos de abundéncia de
MAA:s, a linhagem Oscilatoria sp. CMMA 1600, do tipo homacito, produziu a maior diversidade

deste grupo de compostos.

Os MAAs podem ser divididos em dois grupos: imino-micosporinas € oxo-micosporinas. Neste
estudo, as imino-micosporinas foram o principal grupo detectado (8 em 10 MAAs detectados). Este
grupo é o mais comum em cianobactérias 4. Dentre elas, a shinorina foi o principal MAA identificado

(encontrado em 12 cepas), seguido por N-metilpalitina (encontrado em 6 cepas). As 0x0-micosporinas
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aparecem exclusivamente em organismos terrestres, principalmente em fungos com apenas duas
excecdes: a micosporina-glicina ** e micosporina-taurina que foram encontradas em anémonas do
mar 1818, A micosporina-glicina foi detectada em duas linhagens de cianobactérias:
Cyanosarcina sp. CCIBt 3330 e Scytonema sp. CCIBt 3464, que também produz N-metilpalitina.
Além disso, o presente estudo demonstrou que duas cepas de cianobactérias foram capazes de
sintetizar micosporina-ornitina (Figura 37). A cepa Nostoc sp. CCIBt 3329 foi isolada do tronco de
uma arvore e a cepa Leptolyngbya sp. DBG 07 foi isolada da agua doce no rio Negro. Isto indicou
que a micosporina-ornitina, tal como a micosporina-glicina e a micosporina-taurina, nao é

exclusivamente de organismos terrestres e pode ser sintetizada por organismos aquaticos.
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Figura 37. Espectros de UV, Full Scan e MS/MS em HPLC-DAD-HRMS de micosporina-ornitina -
C13H22N206 em Nostoc sp. CCIBt 3329 (0.1 ppm, 6.2 msigma; TR 2.1 min) e Leptolyngbya sp. LTPNA-DBG-
07 (1.5 ppm, 10.5 msigma; TR 2.1 min) utilizando os eluentes (A) 0,1 % (v/v) &cido férmico + 0,2 mM
formiato de aménio (pH ~2,55) e (B) ACN/H;0 (9:1) + &cido férmico 0,1 % (v/v) (pH ~2.95) numa coluna
Synergi 4 Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) sob uma vazao de 0,4 mL.min.
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Dois MAAs glicosilados também foram encontrados neste estudo. Um MAA com um méaximo de
absorcdo a 320 nm e uma massa molecular de 436 Da foi identificado como um derivado de
palina-serina ligado a uma hexose. Outro MAA com maximo de absorc¢ao a 322 nm e massa molecular
de 450 Da foi identificado como um derivado de palatina-treonina ligado a uma hexose 262, A hexose
palitina-serina foi encontrada em duas cepas de cianobactérias, Nostoc sp. DBG 72 e Oscillatoria sp.
CMAA-1600. Além disso, Nostoc sp. DBG 72 também sintetiza a palitina-serina (Figura 38). A
hexose palitina-serina pode ser produzida pela glicosilacdo de palitina-serina. A hexose palitina-
treonina foi encontrada apenas em Oscillatoria sp. CMAA-1600, que produz simultaneamente outros
quatro tipos de MAAs: hexose palitina-treonina, palitina-serina, palitina-treonina e porphyra-334
(Figura 39). Como previamente sugerido, a hexose palitina-serina pode ser produzida pela
glicosilacdo de palitina-serina, e a hexose palitina-treonina pode ser sintetizada pela glicosilacéo de
palitina-treonina. No entanto, Nazifi e colaboradores (2013) propuseram uma outra via biossintética
para a sintese da hexose palitina-treonina 2. Estes autores propuseram que a glicosilagio de porphyra-
334 pode gerar o MAA 508-Da, e 0 MAA 450-Da pode ser formado através da eliminacdo de uma
porgédo de glicina do MAA 508-Da. No entanto, neste estudo o MAA 508-Da nédo foi detectado,
sugerindo que a via proposta neste estudo deve ser a mais provavel para a biossintese de hexose

palitina-treonina.
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Figura 38.Cromatograma de UV (330 nm) e espectros de UV, Full Scan e MS/MS em HPLC-DAD-HRMS de
palitina-serina - Ci1H1sN2Os (-1.4 ppm, 12.7 msigma; TR 1.3 min) e hexose-bound palitina-serina -
C17H28N2011 (-1.2 ppm; 5.1 msigma; TR 1.6 min) em Nostoc sp. LTPNA-DBG-72 utilizando os eluentes (A)
0,1 % (v/v) acido formico + 0,2 mM formiato de amdnio (pH =2,55) e (B) ACN/H.0 (9:1) + &cido férmico
0,1 % (v/v) (pH =2.95) numa coluna Synergi 4y Hydro-RP 80 A (150x 2,0 mm) sob uma vazdo de

0,4 mL.min7,
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Figura 39. Cromatograma de UV (330 nm) e espectros de UV, Full Scan e MS/MS em HPLC-DAD-HRMS
de palitina-serina - C11H1sN20s (-0.6 ppm, 12.6 msigma; TR 1.3 min), hexose palitina-serina - C17H2sN2011 (-
0.7 ppm; 2.9 msigma; TR 1.6 min) em ), porphyra-334 - C14H2,N20s (0.8 ppm; 14.3 msigma; TR 2.1 min),
palitina-treonina - C12H2N206 (1.5 ppm; 1.6 msigma; TR 2.4 min) e hexose palitina-treonina - CigH3oN2O11
(2.9 ppm; 1.9 msigma; TR 2.7 min) presentes no extrato de Oscillatoria sp. CMAA1600 utilizando os eluentes
(A) 0,1 % (v/v) acido férmico + 0,2 mM formiato de amonio (pH =2,55) e (B) ACN/H,0 (9:1) + acido férmico
0,1 % (v/v) (pH =2.95) numa coluna Synergi 4p Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) sob uma vazdo de

0,4 mL.mint.

Outros organismos como dinoflagelados (Amphidinium sp.), microalgas (Chlorella sp. e
Desmodesmus sp.) e macroalgas (Porphyrium sp. e Plocamium brasiliense) também foram testados
para producdo de MAAs utilizando o mesmo método HPLC-DAD-HRMS. A anélise dos dados
mostrou que o dinoflagelado Amphidinium sp. e as duas macroalgas sintetizaram diversos tipos de
MAAs (Figura 40, Figura 41 e Figura 42). Estes resultados demonstraram que o método de
identificacdo de MAAs desenvolvido em HPLC-DAD-HRMS pode ser uma ferramenta Util para a

descoberta de aminoacidos do tipo micosporinas em outros grupos de organismos.
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UV Chromatogram (330 nm) from Porphyra sp.
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Figura 40. Cromatograma de UV (330 nm) e espectros de UV, Full Scan e MS/MS em HPLC-DAD-HRMS
de shinorina - C13H21N20g (0.8 ppm, 2.7 msigma; TR 1.3 min), palitina C1oH16N20s (1.2 ppm; 6.3 msigma; TR
1.5 min), ), asterina-330 C12H20N2Og (0.7 ppm; 2.1 msigma; TR 1.7 min), porphyra-334 - C14H2»N2Os (-
0.9 ppm; 2.1 msigma; TR 2.1 min), e N-etilpalitina C12H20N20s (-2.2 ppm; 5.5 msigma; TR 4.0 min) presentes

no extrato de Porphyra sp. (ESI +, 35.3 eV) utilizando os eluentes (A) 0,1 % (v/v) acido férmico + 0,2 mM
formiato de amoénio (pH ~2,55) e (B) ACN/H20 (9:1) + &cido formico 0,1 % (v/v) (pH ~2.95) numa coluna
Synergi 4 Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) sob uma vazéo de 0,4 mL.min™.
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lrEI':’:’.-ILSIj UV Chromatogram (330 nm) from Amphidinium sp.
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Figura 41. Cromatograma de UV (330 nm) e espectros de UV, Full Scan e MS/MS em HPLC-DAD-HRMS
de micosporina GABA - Ci2H1sNOs (-6.8 ppm, 9.6 msigma; TR 1.3 min), palitina CioH1sN2Os (1.7 ppm;
6.1 msigma; TR 1.5 min), porphyra-334 - C14H22N>Og (-0.9 ppm; 62.7 msigma; TR 2.1 min), e &cido paliténico
- C14H20N207 (2.1 ppm; 4.1 msigma; TR 3.2 min) presentes no extrato de Amphidium sp. (ESI +, 35.3 eV)
utilizando os eluentes (A) 0,1 % (v/v) acido férmico + 0,2 mM formiato de aménio (pH =2,55) e (B) ACN/H,0
(9:1) + acido formico 0,1 % (v/v) (pH =2.95) numa coluna Synergi 4u Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) sob

uma vazdo de 0,4 mL.min7.
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UV Chromatogram (330 nm) from Plocamium brasiliense
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Figura 42. Cromatograma de UV (330 nm) e espectros de UV, Full Scan e MS/MS em HPLC-DAD-HRMS
de shinorina - C13H21N20s (0.6 ppm, 2.5 msigma; TR 1.3 min) presentes no extrato de Plocamium brasiliense
(ESI +, 35.3 eV) utilizando os eluentes (A) 0,1 % (v/v) &cido formico + 0,2 mM formiato de aménio (pH
~2,55) e (B) ACN/H20 (9:1) + acido formico 0,1 % (v/v) (pH =2.95) numa coluna Synergi 4 Hydro-RP 80

A (150 x 2,0 mm) sob uma vazdo de 0,4 mL.min.,

43. QUANTIFICACAO DE MAAS NO EXTRATO DE ITEP-024 (ARTIGO — ANEXO 3)

4.3.1. Otimizacéo do método de extracéo
Foram realizados diversos testes de extracdo em amostras de S. torques-reginae ITEP-024. Apo6s
analise dos resultados obtidos em HPLC-DAD-HRMS (Figura 43) foi definido o protocolo de
extracdo D, descrito na Tabela 6 do Capitulo 3.3.1, como aquele que seria utilizado para extracdo de

MAA:s.

Intens._
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0.0
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—— MetodoExtracdo A — MetodoExtracéo B MetodoExtracéo C = MetodoExtracdo D

Figura 43. Cromatograma de UV (330 nm) e espectros de UV, Full Scan e MS/MS em HPLC-DAD-HRMS

da shinorina (x 5 ppm) presente em diversos extratos de S. torques-reginae ITEP-024 sujeitos a diferentes

métodos de extracdo conforme descrito na Tabela 6 (ESI +, 35.3 eV) utilizando os eluentes (A) 0,1 % (v/v)
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acido formico + 0,2 mM formiato de aménio (pH =2,55) e (B) ACN/H,0 (9:1) + &cido formico 0,1 % (v/v)
(pH =2.95) numa coluna Synergi 4 Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) sob uma vazéo de 0,4 mL.min™,

Este método demonstrou ser 0 mais simples e de rapida execugdo em comparacao aos demais metodos
testados, além de permitir a melhor extracdo de MAAS, conforme pode ser comparado por exemplo,
para as bandas cromatograficas de ions selecionados para a shinorina (0 MAA presente em maior

concentracédo na cultura de S. torques-reginae ITEP-024).

No entanto, este processo foi sendo melhorado ao longo do projeto, de modo a maximizar as
condicdes de extracdo visando a quantificacdo dos MAAs, além da busca pela diminuicdo do impacto
ambiental e 0s custos com solventes utilizados para 0 método. Assim, reduziu-se a quantidade de
biomassa (mg) utilizada, o volume dos solventes utilizados e substituiram-se alguns solventes por

outros menos poluentes. Na Figura 44 séo apresentados os resultados de alguns dos testes realizados.

i B MeOH/H20 (1:1) (50 mg)

B EtOH/H20 (1:1) (50 mg)

- B MeOH/H20 (1:1) (25 mg)
—ﬁ B EtOH/H20 (1:1) (25 mg)

B MeOH/H20 (1:1) (10 mg)

mg MAAs/ g biomassa

B EtOH/H20 (1:1) (10 mg)
—_—t——
—__

Figura 44. Comparacdo dos resultados de varios métodos de extracdo de MAAs da biomassa de ITEP-024
onde se variou a quantidade de biomassa utilizada (10 mg, 25 mg e 50 mg) e o solvente utilizado (MeOH/H20
(1:1) e EtOH/H20 (1:1).

Verificou-se que quando se utiliza uma quantidade menor de biomassa, para 0 mesmo volume de
solvente, a extracdo é mais eficiente. Assim, optou-se por utilizar a menor quantidade de biomassa
testada, reduzindo os volumes de cultura produzidos em laboratério para a realizacdo dos
experimentos. Em relacdo a utilizagdo da sonda de ultra-sonda e do banho-maria a 45 °C com
ultra-som, ndo se observaram diferencas entre os resultados da extracdo na cepa S. torques-reginae

ITEP-024 (dados ndo apresentado). Assim, optou-se pelo método mais curto e mais simples (sem
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sonda e sem banho-maria). Quanto aos solventes, quando se compararam as misturas dos solventes
organicos (metanol e etanol) com agua, também ndo se observaram diferencas entre os resultados.
Assim, optou-se por selecionar 0 método com o solvente menos poluente. No entanto, apds o inicio
dos trabalhos de anélise cromatogréafica observou-se que todos os MAAS presentes nas amostras de
ITEP-024 sdo bastante polares. Assim, foram testados métodos de extracdo com dois solventes mais
polares: 100% H.0 e 0,2 % acido férmico (pH 3,15 com NH4OH) - Fase Movel A utilizada nos

métodos cromatogréaficos). Os resultados podem ser analisados na Figura 45.

—F

B EtOH/H20 (1:1)
H H20
M Fase Movel A

mg MAAs/ g biomassa

Figura 45. Comparagdo dos métodos de extracdo de biomassa de ITEP-024 onde se variou o solvente utilizado
(EtOH/H20 (1:1), H20 e Fase mdvel A - 0,2 % &cido féormico (pH 3,15 com NH4OH).

Analisando a extracdo total de MAAs (Figura 45) verificou-se que esta é mais eficiente em meios
mais &cidos. A utilizacdo de um solvente com 0,2 % acido formico (pH 3,15 com NH4OH) permitiu
extrair uma maior quantidade de MAAs por g de biomassa. Com este método também foi possivel

excluir os passos de particdo e secagem.

Shinorina Porphyra-334 Micosporina-glicina-alanina
a
©
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B EtOH/H20 (1:1) M H20 M Fase Mével A
Figura 46. Comparagdo dos métodos de extracao testados no extrato de S. torques-reginae ITEP-024 para cada
MAA presente (shinorina, porphyra-334 e micosporina-glicina-alanina) onde se variou o solvente utilizado
(EtOH/H20 (1:1), H20 e Fase mdvel A - 0,2 % acido formico (pH 3,15 com NH,OH).
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Analisando indivualmente cada MAA presente no extrats observou-se que a presenca de solventes
organicos na extracdo aumenta a quantidade extraida de porphyra-334 e de micosporina-glicina-
alanina. No entanto, a quantidade de shinorina extraida é bastante superior em solvente 100% aquoso
acidificado, como pode ser observado no cromatograma de HPLC-DAD a 330 nm da Figura 15.
Assim, optou-se pelo método com solvente acidificado visto que este extrai maior quantidade total

de MAAs. A Tabela 23 resume 0 método de extragdo otimizado até ao momento.

Tabela 23 — Parametros do método de extracdo de MAAs otimizado.

Parametros do método de extracao

Biomassa centrifugada e liofilizada 5mg

Solvente 0,1 % (v/v) éacido férmico + 0,2 mM formiato amonio (pH
~2.55)

Vol. Solvente (uL) 2000

Sonicagdo com sonda e banho-maria Passo excluido

Tempo de extracao 1 h & temperatura ambiente

Centrifugacéo 10.000 rpm, 10 min, 5 °C

Secagem apos extracao Passo excluido

Particdo Passo excluido

Preparacdo para analise Filtracdo com filtro 0.45 pum

4.3.2. Método de quantificacdo de MAAs via HPLC-MS
Um método LC-MS/MS para quantificacdo de MAAs foi desenvolvido através de experimentos
MRM. Estes expeirmentos monitoraram transi¢oes especificas de ions precursores e respectivos ions
produtos. Para a obtencdo de um método de quantificacdo seletivo e reprodutivel foram realizados
diversos testes nos quais se variaram as condi¢fes cromatograficas. Iniciaram-se os testes utilizando
a coluna analitica Luna C18 (150x4,6mm, 5 um) (Phenomenex, EUA) gue foi anteriormente utilizada
nos experimentos em HPLC-DAD-HRMS. Em uma primeira fase os resultados obtidos foram
bastante satisfatorios tendo-se obtido uma boa separacdo das bandas cromatograficas. No entanto,

verificou-se posteriormente que estes resultados ndo eram reprodutiveis, sendo necessaria nova
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otimizacdo do método cromatografico. A instabilidade dos compostos em analise dificultou a
obtencdo de uma resolucdo cromatogréafica satisfatoria, sendo necessaria a realizacdo de diversos

testes, ndo apenas com outras colunas, mas também com diferentes eluentes e gradientes de eluicdo.

Uma vez que os MAAs presentes nos extratos em analise sdo bastante hidrofilicos testou-se a
utilizacdo de eluentes mais polares variando-se também o gradiente de eluicdo para uma maior
percentagem de solventes aquosos no inicio das corridas. Verificou-se que a utilizacdo de eluentes
mais acidos com valores de pH inferiores a 3, melhorava a resolucdo das bandas cromatograficas.
Isto deve-se aos baixos valores de pKa dos grupos carboxilicos (COOH-10 e COOH-12 - Figura 47)
que tendem a ionizar-se em solucdo aquosa. Os valores de pKa foram estimados utilizando o

programa ACE & JChem pKa calculator (Tabela 24) 84,

12 12 12
CO,H COoH COH
/R HsC
N N N
l Ho | oo |
OCHjs OCHjz OCH3
OH OH OH
HO NH HO NH HO NH
[ 10 | 10 [ 10
"COOH COOH "COCH
A B C

Figura 47. Estrutura molecular dos MAAs (A) micosporina-glicina-alanina, (B) shinorina e (C) porphyra-334.

Tabela 24 — Valores estimados de pKa dos grupos carboxilicos COOH-10 e COOH-12 representados em vermelho nas

moléculas de MAAs da Figura 47.

pKa (valores estimados)

Atomo Micosporina-Glicina- o
) Shinorina Porphyra-334
Alanina
COOH-10 3.9 3.7 3.7
COOH-12 3.7 3.2 3.7

Seguiram-se os testes com outras fases estacionarias: ZIC®-HILIC (150x2.1 mm, 5um) e Synergi 4
Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) (Phenomenex, EUA). Apds todos os processos de otimizacao, optou-
se pela utilizacdo da coluna Synergi 4 Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) utilizando o método
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cromatografico descrito na Tabela 13 do capitulo 3.3.5. Esta coluna foi a que produziu melhores
resultados em relacdo a eficiéncia de separacdo e forma do pico, resultando em uma excelente
separacdo cromatografica em menos de 6 min (Figura 48). Esta coluna € muito estavel em fases
moveis 100% aquosas e fornece retencdo prolongada de compostos hidrofobicos e leve seletividade
para compostos polar %7, Embora tenha sido relatado que, em colunas de fase reversa, os MAAs
eluem proximo ao volume morto 3, neste estudo a capacidade de retencéo da coluna foi suficiente
para separar todos os analitos de interesse. De acordo com a informacdo do fabricante, e apds
confirmacédo em laboratério, verificou-se que, com um fluxo de 0,4 mL.min, o volume morto do
sistema com esta coluna sai até aos 0,8 min. Assim, confirmou-se a capacidade de retencdo da coluna
para todos os analitos de interesse. O curto tempo de separacdo também permitiu economias

consideraveis no uso de solventes.
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Figura 48. Cromatograma de ions extraidos de uma amostra de matriz bioldgica (spirulina) enriquecida antes
da extracdo com 10 uL de uma solugdo de analito em um nivel médio (shinorina — m/z 333: 600 pg.mL™,
porphyra-334 — m/z 347: 300 pg.mL, micosporina-glicina-alanina — m/z 317: 150 pg .mL?) e 10 pL de
solugdo padréo interno (aciclovir — m/z 226: 100 pg.mL?) obtido em LC-MS/MS utilizando os eluentes (A)
0,1 % (v/v) acido férmico + 0,2 mM formiato de amonio (pH ~2,55) e (B) ACN/H20 (9:1) + acido férmico
0,1 % (v/v) (pH =2.95) numa coluna Synergi 4y Hydro-RP 80 A (150x 2,0 mm) sob uma vazdo de
0,4 mL.min. Cada composto é exibido em uma cor diferente. Sdo apresentadas as transi¢cdes correspondentes

ao ion produto quantificador e qualificador.

A shinorina foi o composto que eluiu primeiro (1,49 min), seqguido pela porphyra-334 (2,50 min) e
pela micosporina-glicina-alanina (3,49 min). Este tipo de fase estacionaria é muito estavel em fases

moveis 100% aquosas e € especifico para retencdo de compostos extremamente polares melhorando
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a resolucio cromatografica de analitos acidos ¢’

As condig0es para a obtenc¢do dos cromatogramas de MRM foram otimizadas a partir da sele¢do dos

ions produtos mais intensos para cada MAA avaliado e para o padréo interno, conforme Figura 49.
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Figura 49. Espectros de ions-produto dos MAAs de interesse (shinorina — m/z 333; porphyra-334 — m/z 347;
micosporina-glicina-alanina — m/z 317) e do padrdo interno (aciclovir — m/z 226) obtido em LC-MS/MS
utilizando os eluentes (A) 0,1 % (v/v) acido férmico + 0,2 mM formiato de aménio (pH =2,55) e (B) ACN/H,0
(9:1) + acido formico 0,1 % (v/v) (pH =2.95) numa coluna Synergi 4u Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) sob
uma vazdo de 0,4 mL.min7.

Apos a selecdo das melhores transicfes, otimizaram-se os parametros do experimento de MRM,
nomeadamente energia de colisdo e tensdes de fragmentacdo, conforme apresentado na Tabela 12 do
capitulo 3.3.5. As condic¢des escolhidas foram aquelas que resultaram nos maiores valores de

integracao de area das bandas dos cromatogramas de MRM.
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4.3.3. Validagao do método analitico

O método de validacéo foi realizado para demonstrar que a metodologia analitica desenvolvida pode
ser aplicada na quantificacdo de MAAs garantindo que os valores obtidos sdo proximos do valor
presente em amostras reais *2. Neste trabalho, avaliamos a seletividade, precisdo (repetibilidade e
reprodutibilidade intralaboratorial), exatidao, linearidade, recuperacdo, efeito matriz e estabilidade
do método analitico para a quantificacdo de MAASs em cianobactérias. Adicionalmente, determinou-
se o intervalo de trabalho e os limites de deteccdo e quantificacdo. Para a determinacgédo dos parametros

foram utilizados os critérios definidos pela ANVISA 136137,

SELEGAO DA MATRIZ BIOLOGICA

Neste método de validacdo utilizou-se como matriz biologica a biomassa seca comercial da
cianobactéria Arthrospira platensis. Esta biomassa foi cuidadosamente analisada e nenhum MAA foi
detetado. Também ndo se observaram interferéncias notaveis dos componentes da matriz nos tempos

de retencéo dos analitos de interesse (Figura 50).
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Figura 50. Cromatogramas de MRM da matriz biolégica (biomassa seca comercial de Arthrospira platensis)
ndo dopada. Estdo apresentadas as duas transi¢cdes analisadas para os analitos de interesse (shinorina — m/z
333, porphyra-334 — m/z 347 e micosporina-glicina-alanina — m/z 317) obtido em LC-MS/MS utilizando os
eluentes (A) 0,1 % (v/v) &cido féormico + 0,2 mM formiato de aménio (pH ~2,55) e (B) ACN/H,0 (9:1) +
acido formico 0,1 % (v/v) (pH =2.95) numa coluna Synergi 4p Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) sob uma vazéo
de 0,4 mL.min.

SELECAO DO PADRAO INTERNO
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De acordo com a ANVISA, o padréo interno devera ser um composto, geralmente com caracteristicas
estruturais similares ao analito, adicionado aos padrfes de calibracdo e amostras em concentragdes
conhecidas e constantes, para facilitar a determinagdo do analito **. O uso de um padrio interno é
importante para avaliar a reprodutibilidade e garantir uma quantificaco confiavel 232, Os métodos
bioanaliticos por LC-MS usam idealmente analogos estaveis dos analitos marcados isotopicamente
como padrdes internos, porque estes tém quase as mesmas propriedades fisico-quimicas e respostas
quando ionizados *®°. Como n3o ha MAAs estaveis marcados isotopicamente disponiveis
comercialmente, em outros estudos usaram-se analogos estruturais para quantificar MAAs. Por
exemplo, Whitehead & Hedges (2002) desenvolveram um método quantitativo de LC-MS para a
analise de MAAs comparando-as com um padrdo interno de cloridrato de L-tiramina com precisdo
superior a 3% '?°. Mais recentemente, Chollet-Krugler et al., 2019 usaram a citosina como padrao
interno para quantificar micosporina glutaminol e micosporina glutamicol, com limites de deteccdo
de 1,41 pg.Lt e 4,49 pg.L?, respectivamente . No entanto, tanto a citosina como a tiramina s&o
metabdlitos enddgenos frequentemente presentes em organismos vivos. A citosina € uma base
encontrada nos acidos nucléicos e, embora seja muito mais comum como parte do DNA e do RNA
ou como parte dos seus analogos de nucleosideo ou nucleotideo, pode ser detectada em sua forma
livre em varios organismos 8187 Por outro lado, a tiramina é uma amina-traco que ocorre
naturalmente derivando do aminoéacido tirosina e é amplamente encontrada em animais e plantas,
incluindo espécies fitoplanctonicas 1%, Portanto, embora esses metabdlitos possam estar presentes
em pequenas quantidades, o uso desses compostos como padrdo deve ser evitado. Assim, neste
método testaram-se dois compostos (1-metil-triptofano e aciclovir) para serem utilizados como

padrdes internos (Figura 51).
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Figura 51. Cromatograma de ions extraidos do 1-metil-trptofano (m/z 219 e TR =5,32) nas transicoes
correspondentes aos ions produto 160 (quantificador) e 132 (qualificador) e do aciclovir (m/z 226 e TR = 4,65)
nas transi¢des correspondentes aos ions produto 152 (quantificador) e 135 (qualificador) obtido em LC-
MS/MS utilizando os eluentes (A) 0,1 % (v/v) &cido formico + 0,2 mM formiato de aménio (pH =2,55) e (B)
ACN/H20 (9:1) + acido férmico 0,1 % (v/v) (pH =2.95) numa coluna Synergi 4p Hydro-RP 80 A (150 x 2,0

mm) sob uma vazéo de 0,4 mL.min.

Selecionou-se o aciclovir como padréo interno para esta quantificagdo uma vez que, aléem de este
composto eluir na mesma faixa de polaridade que os analitos de interesse, é um produto sintético com
uma estrutura quimica bastante semelhante aos MAAs (constituido por aminas e hidroxila), que gerou
logPs proximos aos dos MAAs, calculados usando o programa SwissADME 8 e confirmados
experimentalmente por Meylan et al., 1995 para aciclovir 1, Este composto apresenta transicdes
especificas (152 e 135) e ndo co-elui com os MAAs que pretendemos quantificar (TR = 4,65 min)
(Figura 51). Verificou-se ainda a auséncia do padrdo interno no extrato de ITEP 024 tendo-se

confirmado que ndo existem interferentes no TR do aciclovir, nas transi¢es analisadas (Figura 52).
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Figura 52. Cromatograma de ions extraidos do padrao interno aciclovir (m/z 226) para as duas transi¢des (135
e 152) analisadas no extrato da cianobactéria S. torques-reginae ITEP-024 obtido em LC-MS/MS utilizando
os eluentes (A) 0,1 % (v/v) acido formico + 0,2 mM formiato de aménio (pH =2,55) e (B) ACN/H-0 (9:1) +
acido formico 0,1 % (v/v) (pH =2.95) numa coluna Synergi 4p Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) sob uma vazéo
de 0,4 mL.min,

ESPECIFICIDADE E SELETIVIDADE

Elevada especificidade e seletividade podem ser alcancadas usando este método LC-MS/MS, como
evidenciado a partir da analise de dados dos experimentos de monitoramento de rea¢Ges multiplas
(MRM). A realizacao de experimentos MRM permite que haja quantificacdo dos compostos de forma
seletiva, pois é selecionada a passagem de ions com m/z especificos 411%°, A simetria de pico aceitavel
foi alcancada de acordo com os valores do fator de assimetria (As) (Tabela 25). Também foram
obtidos excelentes valores de resolucdo (Rs) para todos os analitos, mostrando uma boa separacao

cromatogréafica de todos os picos com sobreposicdo total das transi¢des do quantificador e do

qualificador (Figura 48).

Tabela 25 — Pardmetros de especificidade e selectividade para cada MAA: Fator de assimetria (As), Resolucéo (RS),

Tempo de retencéo (TR), Precisdo do tempo de retencéo e Precisdo do tempo de retencéo inter-dia.

MAA SH P-334 MGA

As 14 1.6 11

Rs 2.2 (SH/P-334) 1.8 (P-334/MGA) 2.7 (MGA/ACV)
TR (min) 1.49 2.52 3.42

Precisdo do TR 0.3% 0.2% 04%

Precisdo do TR inter-dia 1.0% 0.9% 0.5%
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Confirmou-se ainda que os tempos de retencdo na matriz biolégica dopada sdo semelhantes aos

tempos de retencdo dos padrbes em solvente (Figura 53).
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Figura 53. Cromatogramas de ions extraidos dos MAAs (shinorina, porphyra-334 e micosporina-glicina-
alanina) nas solucbes padrdo e presentes no extrato de S. torques-reginae ITEP-024 obtidos em LC-MS/MS
utilizando os eluentes (A) 0,1 % (v/v) acido férmico + 0,2 mM formiato de aménio (pH =2,55) e (B) ACN/H,0
(9:1) + acido formico 0,1 % (v/v) (pH =2.95) numa coluna Synergi 4p Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) sob
uma vazdo de 0,4 mL.min. Shinorina: linha azul; porphyra-334: linha verde; micosporina-glicina-alanina:

lina vermelha. Quantificador: linha continua; qualificador: linha tracejada.
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PRECISAO, EXATIDAO, LINEARIDADE, RECUPERAGAO, EFEITO MATRIZ

Os intervalos da curva de calibracdo foram definidos com base na quantidade de cada MAA presente
numa amostra de S. torques-reginae ITEP-024 produzida nas condi¢cbes normalizadas para 0s
experimentos de quantificacdo. Este resultado representa o controle para os restantes experimentos.
Como tal é necessario que o método analitico permita quantificar de forma correta esta concentracdo
e as restantes concentragdes esperadas durante os experimentos de inducio de MAAs. E importante
referir que as concentracdes determinadas para as amostras controle encontram-se dentro do mesmo
intervalo publicado por outros autores 3182139191 Coeficientes de correlagio aceitaveis (Shinorina R2
= 0,987, porphyra-334 rR? = 0,988, micosporina-glicina-alanina R? = 0,994) foram obtidos dentro de
uma faixa de concentragdo de 0.2-3.2 pg.mg™ para shinorina, 0.1-1.6 pg.mg™ para porphyra-334 4, e
0.05-0.8 pug.mg™* para micosporina-glicina-alanina. Todos os dados de calibracéo estdo resumidos na

Tabela 26.

Tabela 26 — Parametros da curva de calibracdo para cada MAA: equacdo de regressdo, coeficiente de
correlacdo, intervalo, limite de deteccdo (LoD), limite de quantificacdo (LoQ), preciséo e precisdo inter-dia do

tempo de retencdo (TR) e efeito matriz.

MAA SH P-334 MGA

Equacdo de regressao y =0,7262x - 0,5909 y = 0,5468x - 0,3297 y = 0,3155x - 0,032

Coeficiente de correlagcdo 0,987 0,988 0,994
Intervalo (pg.mL?) 0.2-3.2 0.1-1.6 0.05-0.8
LoD (ug.mL?) 0.002 0.001 0.005
LoQ (ug.mL1) 0.2 0.1 0.05
Efeito matriz 52% 39% 51%

Os valores de LoD e LoQ foram definidos em 0.002 e 0.2 ug.mg™* para shinorina, 0.001 € 0.1 pg.mg™
para porphyra-334, e 0.005 e 0.05 pg.mg™* para micosporina-glicina-alanina, respectivamente. Ambos
se encontram acima de qualquer interferéncia detetada na matriz biolégica. Foram obtidos excelentes
resultados de recuperagdo para todos os analitos: shinorina 93%-102%, porphyra-334 96%-100% e

micosporina-glicina-alanina 95%-102%. As taxas de efeito de matriz observadas foram de 52% para
2019 TeseDoutorado Vanessa Geraldes 103



a shinorina, 39% para a porphyra-334 e 51% para a micosporina-glicina-alanina. Estes resultados
demonstraram que 0s componentes da matriz podem influenciar a resposta dos analitos. No entanto,
aqui apresentamos um método de quantificacdo totalmente desenvolvido na presenca da matriz
(linearidade e controles de qualidade) e esta é uma das formas mais confiaveis para avaliar todos 0s

efeitos da matriz em resultados quantitativos.

A precisdo e a reprodutibilidade (precisdo inter-dia) dos trés MAAs apresentaram coeficientes de

variacdo inferiores a 15% e a exatidao foi préxima a 100% (Tabela 27).

Tabela 27 — Precisdo, exatiddo e recuperacdo obtidas durante a validacdo do método de quantificacdo dos
MAAs shinorina, porphyra-334 e micosporina-glicina-alanina. CQA: controle de qualidade alto; CQM:

controle de qualidade médio; CQB: controle de qualidade baixo.

MAA SH P-334 MGA
) CQA 5% 1% 4%
Precisdo
COM 3% 7% 1%
(n=4)
CQOB 10% 8% 5%
o ) CQA 8% 4% 9%
Precisdo inter-dia
COM 11% 6% 12%
(n=12)
CcQB 10% 15% 14%
- CQA 98% 98% 99%
Exatidao
(n=4) CQM 107% 111% 102%
n:
CcQB 107% 97% 98%
y CQA 102% 100% 102%
Recuperacao
(n=4) CQM 93% 96% 95%
n=
CcQB 97% 96% 97%

Estes resultados indicam que o método desenvolvido € preciso e exato para a quantificacdo dos MAASs

quando a andlise € realizada no mesmo laboratorio (mesmo equipamento e padrdes).

ESTABILIDADE

A estabilidade de extratos de S. torques-reginae ITEP 024 (amostras reais) foi avaliada em curtos

2019 TeseDoutorado Vanessa Geraldes 104



periodos de tempo (5 horas), em longos periodos de tempo (90 dias) e durante o periodo de analise
(48 horas). Para estabilidade a curto prazo, os extratos de MAA de S. torques-reginae ITEP-024
foram incubados por 5 h em diferentes temperaturas (18 °C,4°C,22°C,38°C,50°Ce 80 ° C)

(Figura 54).
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Figura 54. Concentragdo dos MAAs - shinorina (SH), porphyra-334 (P-334) e micosporina-glicina-alanina
(MGA) — no extracto de S. torques-reginae ITEP-024 incubado por 5 h a diferentes temperaturas (-18 °C, 4 °C,
22 °C, 38 °C, 50 °C e 80 °C). Diferencgas significativas foram reportados de acordo com os resultados da
ANOVA de dois fatores: * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001, *** p < 0.001.

Todos os MAASs foram estaveis a temperaturas abaixo de 50 °C. No entanto, a estabilidade dos MAAs
diminuiu a temperaturas mais altas. Shinorina, porphyra-334 e micosporina-glicina-alanina
mostraram diferencas significativas na estabilidade apds a incubacdo a 80 °C (p < 0,001). Esses
resultados estdo de acordo com estudos anteriores >38%192 ¢ sygerem que os MAAs sdo altamente
estaveis em diferentes faixas de temperatura. Extratos de S. torques-reginae ITEP-024 também foram
avaliados quanto a estabilidade a longo prazo. Os resultados indicaram que os MAAS permaneceram
estaveis por 90 dias a 4 °C (p > 0,05). A estabilidade durante o periodo de analise foi determinada em
extratos de S. torques-reginae ITEP-024 durante o seu tempo de permanéncia no amostrador
automatico do equipamento (48 horas). As amostras foram mantidas a temperatura ambiente durante
todo o processo. Os cromatogramas de ions extraidos imediatamente apds a extracdo e 48 horas apos
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a extracdo sao mostrados na Figura 55. Todos os MAAs foram considerados altamente estaveis
durante o tempo de residéncia no amostrador automatico até 48 horas (p > 0,05) o que sugere que ndo

ocorre degradacao das amostras durante este periodo.
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Counts vs. Acquisition Time (min)
Figura 55. Cromatograma de ions extraidos do extrato de MAAS da cianobactéria S. torques-reginae ITEP-
024, dissolvido em solvente de extracdo e mantido a temperatura ambiente, obtido em LC-MS/MS utilizando
os eluentes (A) 0,1 % (v/v) &cido férmico + 0,2 mM formiato de aménio (pH ~2,55) e (B) ACN/H.0 (9:1) +
acido formico 0,1 % (v/v) (pH =2.95) huma coluna Synergi 4 Hydro-RP 80 A (150 x 2,0 mm) sob uma vaz&o
de 0,4 mL.min. Shinorina: linha azul; porphyra-334: linha verde; micosporina-glicina-alanina: lina vermelha.

0 h: linha continua; 48 h: linha tracejada.

Os resultados obtidos com a validacdo permitem confirmar que a quantificacao dos trés MAAS cujos
padrdes se encontravam disponiveis (shinorina, porphyra-334 e micosporina-glicina-alanina) é
precisa e exata, obtendo-se tempos de retencdo adequados em uma corrida de 6 min. O método
validado fornece uma ferramenta valiosa para a rapida extracdo e analise de cianobactérias e outros
microorganismos, permitindo a quantificacdo eficiente desses MAAs. Este método poderd ser
melhorado futuramente e completado se mais padrdes de MAAs estiverem disponiveis, realizando

pequenos ajustes cromatograficos.

44. PRODUCAO DE MAAS NA CEPA S. TORQUES-REGINAE ITEP-024

4.4.1. Correlagao entre parametros de crescimento
Tragou-se a curva de correlagao entre o peso seco (mg/mL) e a densidade ética a 750 nm (Figura 56)

para a cultura de S. torques-reginae ITEP-0.24.
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Figura 56. Curva de correlagéo entre o peso seco (mg.mL™?) e a densidade dtica a 750 nm numa cultura de S.
torques-reginae ITEP-024.

Verificou-se que a densidade 6tica a 750 nm pode ser relacionada com o peso seco da ITEP-024,
através da seguinte regressdo linear: PS = 1.7893xDO0 onde, PS é o peso seco (mg/mL) e DO ¢é a

densidade 6tica a 750 nm.

4.4.2. Producédo de MAAs nas condigdes de cultivo padréo
Apos selecdo da cepa de cianobactéria a utilizar nos experimentos previstos para este projeto,
iniciaram-se os trabalhos de otimizacdo do cultivo com o objetivo de maximizar a producdo dos
MAA:s. Realizou-se um experimento de cultivo de longa duragdo da cepa S. torques-reginae

ITEP-024 nas condicdes definidas como padréo para estes testes (Figura 57).

Figura 57. Sistemas de cultivo utilizados no ensaio experimental de otimizacdo da produgdo de MAAs — Condicdes de
cultivo padrdo (A) Dia 0 - Inoculagéo das culturas, (B) Dia 08, (C) Dia 18, (D) Dia 45, (E) Dia 61 - Final do experimento.
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O objetivo principal do experimento foi determinar qual a concentracao inicial ideal de cultura a
utilizar nos experimentos de inducdo de MAAs e ainda analisar a variacdo na producdo de MAASs ao

longo do cultivo (Lgmaas/MPbiomassa)-
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Figura 58. Peso seco (mg/mL) da cultura de S. torques-reginae ITEP-024 ao longo de um experimento de 61 dias

(calculado através da correlagdo da densidade optica com o peso seco) (n=3).

O crescimento celular de uma cultura pode ser determinado através da sua curva de crescimento. Ha
cinco fases definidas para o crescimento de cianobactérias em meio liquido: a) fase de laténcia que é
a fase que se segue a inoculacdo da cepa e € caracterizada por ndo ocorrer crescimento; b) fase
exponencial que é a fase em que ocorre um aumento acentuado do nimero de organismos na cultura;
c) fase de desaceleracdo em que ocorre um declinio no crescimento da cultura devido a um fator
necessario para a divisdo celular se ter tornado limitante; d) fase estacionéria que é caracterizada por
auséncia de crescimento; e) fase de morte que ocorre quando o metabolismo celular j& ndo pode ser
mantido. Este experimento teve a duracdo de 61 dias. No entanto, apesar do periodo prolongado de
experimento, ndo se observaram todas as fases da curva de crescimento para este tipo de culturas. Na
Figura 58 apenas se observa a fase exponencial e a fase de desaceleragdo. A fase estacionaria e a fase

de morte ndo foram registradas. No entanto, a nivel microscopico e macroscopico (Figura 57),
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observaram-se alteracdes na cultura, nomemadamente na sua coloracdo que ficou mais acastanhada
0 que indica uma alteracdo nos compostos produzidos pela cultura, nomeadamente na producéo de
pigmentos como a clorofila-a e a ficocianina. Este fato aponta que a cultura se encontrava em
condicgdes estressantes uma vez que nao apresentava o aspecto azul esverdeado esperado. Um dos
fatores provaveis para o estado em que a cultura se encontrava foi 0 excesso de luminosidade a que
esta foi sujeita pois a cultura foi transferida de frascos de 2 L para frascos de 30 mL nos quais a razao
superficie/profundidade foi maximizada facilitando a penetracdo da luz (Figura 59). Assim, nos testes
de variacdo dos fatores abioticos que se seguiram a concentracéo inicial da cultura foi aumentada para

evitar este efeito fotoinibidor (> 0,5 mg/mL).

Figura 59. Sistemas de cultivo da cianobactéria S. torques-reginae ITEP-024: (A) para producdo de cultura em laboratorio

— culturas concentradas, prontas para o repique; (B) para os experimentos de otimizagao da producdo de MAAs — culturas

no inicio do experimento.

A taxa especifica de crescimento média, calculada através da diferenca entre o ponto inicial e o ponto
final do experimento foi de 0,006 dia™*. Analisando apenas o periodo de crescimento exponencial a
taxa especifica de crescimento média, aumenta para 0,04 dia™, o que continua sendo uma taxa de
crescimento bastante baixa. No entanto, tendo em consideracdo o objetivo principal destes
experimentos que serd verificar a producdo de MAAs ao longo do crescimento a uma escala
laboratorial, este sistema demonstrou ser 0 mais adequado para as condi¢des existentes. Em
producdes industriais, outros fatores ja conhecidos por aumentar o crescimento celular, poderdo ser
adicionados, como a agitagdo da cultura (por aeragdo ou por bombas), a injecdo de CO», etc.
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Em relacdo a analise de MAAs, as amostras foram analisadas por LC-MS/MS para determinacdo da
producdo de MAAs em cada ponto (Figura 60). Registrou-se uma producdo média de MAAs de
3,4 ug/mgpiomassa @0 longo do experimento, dos quais cerca de 68 % séo shinorina, 19 % porphyra-334

e 15 % micosporina-glicina-alanina.
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Figura 60. Concentracdo de MAAs (SH - shinorina, P-334 - porphyra-334 e MGA - micosporina-glicina-

alanina) na cultura de S. torgques-reginae ITEP-024 (ug/MQbiomassa) a0 longo de um experimento de 61 dias.

Ao longo de todo o cultivo registraram-se variagOes ligeiras nos MAAs produzidos pela cultura.
Observou-se uma ligeira dimuicdo na concentracdo de shinorina durante a fase exponencial
(primeiros 4 dias de cultivo), no entanto, com o inicio da fase de desaceleracdo registrou-se um
aumento da concentragdo deste MAA. Como descrito anteriormente, nesta fase o crescimento da
cultura torna-se mais lento devido a existéncia de um fator limitante no cultivo. Assim, as células
comegam a armazenar metabdlitos secundarios, como os MAASs, que poderdo ser essenciais para a
sua sobrevivéncia futura. A partir do 19° dia observou-se uma diminuicdo da concentracdo de
shinorina. Em sequéncia observa-se um aumento na porphyra-334 cuja concentragdo se manteve
constante até esta data. De acordo com alguns estudos, ha evidéncias de que a porphyra-334 pode
atuar como um pigmento fotossintético acessorio 818319 Segundo Sivalingam et al., 1976 1%, ap6s a

excitacdo na faixa de UVA, a emissdo de fluorescéncia foi observada em comprimentos de onda
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proximos a absorvancia da clorofila-a, sugerindo que, teoricamente, seria possivel a transferéncia de
energia da porphyra-334 para a clorofila-a. Entretanto, como referido no mesmo estudo, os MAAs
sdo apenas fracamente fluorescentes e sdo geralmente mais abundantes em ambientes de alta
luminosidade, nos quais a energia luminosa ndo € o fator limitante para a fotossintese. Isto levou a
que estes estudos nio fossem continuados 2. No entanto, no experimento realizado, esta fase coincide
com a alteracdo microscopica e macroscépica observada na cultura que passou de verde azulado para
uma tonalidade acastanhada o que sugere uma diminui¢do na producdo dos pigmentos principais
produzidos por esta cianobactéria (clorofila-a e ficocianina). O aumento na concentracdo da
porphyra-334 pode estar diretamente relacionado com as alegacdes de Sivalingam et al., 1976 sendo
um mecanismo de defesa desta cianobactéria, que permite a continuacéo da realizacédo da fotossintese
pelas células e a sua sobrevivéncia em condicBes extremas. Esta constatacdo ndo sé justifica o
aumento da porphyra-334 nesta fase do crescimento como também da um novo sentido aos resultados
publicados por Sivalingam et al., 1976. No entanto, apesar da concentracdo deste composto ter
duplicado, em termos absolutos o aumento foi bastante ligeiro. Assim, serdo necessarios mais estudo
para concluir sobre a veracidade desta funcdo da porphyra-334. Em relagdo a micosporina-glicina-

alanina, a sua concentragdo manteve-se praticamente constante em todo o cultivo.

4.4.3. Inducéo de MAAs

EFEITO DA COMPOSIGAO DA RADIAGAO NA INDUGAO DE MAAS
Testou-se o efeito da radiacdo UV na indugdo da biossintese de MAAS na cepa S. torques-reginae
ITEP-024. O cromatograma de ions extraido do extrato de MAAs da cepa S. torques-reginae

ITEP-024, registrado apds 3 dias de exposi¢do a UVA + UVB, é apresentado na Figure 61.
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Figure 61. Cromatograma de ions extraido do extrato de MAAs da cepa S. torques-reginae ITEP-024 antes da
exposicdo (linha continua) e depois da exposicdo (linha tracejada) a radiacdo UVA+UVB. 1: shinorina, 2:
porphyra-334, 3: micosporina-glicina-alanina.

O cromatograma de ions extraidos apds exposicdo a UVA + UVB durante 3 dias confirma que a
radiagcdo UV tem um papel significativo na indugdo de MAAs. No entanto, a cepa S. torques reginae
ITEP-024 produz MAAs mesmo quando ndo é exposta a UVR (Figure 61 - linha continua). Como
referido anteriormente, este fato pode estar relacionado com uma adaptacdo natural desta cepa ao

local de onde foi isolada que é conhecido pelo seu clima seco e pela alta intensidade da luz solar 173,

Desenvolveu-se um experimento para analisar o efeito de diferentes composicdes da radiagdo na

inducdo da biossintese de MAAs na cepa S. torques reginae ITEP-024 (Figura 62).
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Figura 62. Concentracdo de MAAs (SH - shinorina, P-334 - porphyra-334 e MGA - micosporina-glicina-
alanina) na cultura de S. torques-reginae ITEP-024 (ug/MQbiomassa) antes da exposicao (D0) e depois da

exposicdo (D3) a diferentes composic¢Bes de radiagao.

Observando a Figura 62 é possivel verificar que mantendo a cultura no escuro ou exposta a radiagdo
PAR durante 3 dias a concentracdo total de MAAs se mantem praticamente constante entre 1,1 e
1,3 pg/mgniomassa. Quando a cultura é exposta a radiacdo PAR e UVA durante 3 dias, observa-se um
aumento de todos 0s MAAs passando de cerca de 0,9 ug/mQgpviomassa para 3.23 g/Mgbiomassa. O MesmMo
se observa quando a cultura é exposta durante 3 dias a radiacdo PAR e UVB, no entanto, nesta
situacdo o aumento é mais acentuado (1,4 pg/MQbiomassa Para 6,3 Pg/Mgpiomassa). ESte resultado
demonstra que a radiacdo UVB devera ter uma maior influencia na producdo dos MAAs do que a
radiacdo UVA. Sinha et al., 2003 relataram a presenca destes MAAs em trés linhagens de
cianobactérias filamentosas e heterocistadas de Nodularia e verificaram que a radiacdo UVB é mais
eficaz na indugio de MAASs nestas cianobactérias dos que a radiagdo UVA e PAR 18 Analisando a
concentracdo de MAAS no experimento que combina a radiacdo PAR, UVA, UVB observam-se

concentracOes finais de MAAs idénticas as obtidas no experimento de radiacdo UVB e PAR. No

2019 TeseDoutorado_Vanessa Geraldes 113



entanto, a concentracdo de MAASs no inicio do experimento com radiacdo PAR, UVA, UVB foi
ligeiramente mais baixa (0,9 Hg/MQbiomassa). ASSIM, observa-se um aumento de aproximadamente 7
vezes a concentracao total de MAAs em relacdo a concentracéo inicial. Comparando estes resultados
com os obtidos no experimento que combina a radiacdo UVA e UVB (sem radiacdo PAR), observa-
se que neste Ultimo experimento, apesar da concentracdo final de MAASs ser superior
(8,2 ng/MQbiomassa), 0 aumento proporcional dos MAAs é menor (aproximadamente 6 vezes). Isto
indica que a combinacdo da radiacdo PAR + UVA + UVB é a que gera um maior aumento na
concentracdo total dos MAAs. No caso da shinorina, ndo se observam diferencas na sua concentracao
combinando a radiacdo PAR com a UVR. Assim, pensa-se que a concentracdo de shinorina é
altamente influenciada pela radiacdo UVB. Por outro lado, a concentracdo de porphyra-334 e de
micosporina-glicina-alanina é influenciada tanto pela radiacdo UVB como pela UVA e é bastante
potenciada quando exposta em simultaneo a radiacdo PAR. A influéncia da UVA na producéo de

MAAs tem sido pouco explorada e devera ser mais investigada.

4.5. PRODUCAO DE MAAS POR OUTROS MICROORGANISMOS (ARTIGO —
ANEXO 3)

4.5.1. Inducdo de MAAs
Foi realizado um experimento de inducdo de MAAs em 29 cepas de cianobactérias disponiveis no
LTPNA. O método de quantificacdo por LC-MS/MS validado, que se encontra descrito no capitulo
4.3, foi utilizado para rastrear MAASs nos extratos destas cepas. Na Tabela 28 sdo apresentadas as
cepas nas quais se detetou a presenca dos MAAs shinorina, porphyra-334, e/ou micosporina-glicina-

alanina antes e/ou apos 3 dias de inducdo com radiacdo ultravioleta.
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Tabela 28 — Aminodcidos do tipo micosporinas identificados nas cepas de cianobactérias analisadas utilizando
0 método de quantificacdo de MAAs por LC-MS/MS.

] ) SH P-334 MGA
Cddigo de cepa Nome Dia
(Mg/mg)  (ug/mg)  (ug/mg)
. . DO
CCIBt 3214 Geitlerinema unigranulatum
D3 X X
DO X
CCIBt 3247 Nostoc sp.
D3 X 4.79 X
. DO X
CCIBt 3289 Calothrix sp.
D3 0.18
DO
CCIBt 3292 Nostoc sp.
D3 X X
. . DO X 0.50
CCIBt 3307 Komarekiella atlantica
D3 0.51 1.46
. DO X X
CCIBt 3320 Calothrix sp.
D3 X 0.31
. DO X
CCIBt 3321 Tolypothrix sp.
D3 X
CCIBt 3324 Leptolyngb o0
eptolyngbya sp.
ptolyngbya sp D3 X
. DO X
CCIBt 3343 Dolichospermum sp.
D3 0.41
. DO
CCIBt 3496 Myxosarcina sp.
D3 X
. DO X
CCIBt 3551 Brasilonema octagenarum
D3 X X
DO
CCIBt 3607 Gloeocapsa sp.
D3 X X
DO X
CENA 543 Nostoc sp.
D3 X
] } DO X 1.31
CENA 596 Nodularia spumigena
D3 1.48 5.22 X
. DO
CENA 21 Nostoc piscinale
D3 X
DO X
LTPNA DBG 72  Nostoc sp.
D3 X X X
. . DO 0.96 X X
ITEP 24 Sphaerospermopsis torques-reginae
D3 7.05 0.38 0.42
. . DO 0.17 X X
ITEP 26 Sphaerospermopsis torques-reginae
D3 8.17 0.85 0.35
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Ndo foram detectados shinorina, porphyra-334 ou micosporina-glicina-alanina em 11 cepas:
Microcystis aeruginosa (CCIBt 3194), Microcystis panniformis (CCIBt 3180), Rhabdoderma sp.
(CCIBt 3168), Desertifilum tharense (CCIBt 3265 e CCIBt75, CCIBt75) Chlorogloeopsis sp. (CCIBt
3313), Nostoc sp. (CCIBt 3329), Cyanosarcina sp. (CCIBt 3330), Leptolyngbya sp (CCIBt 3338 e
3626) e Scytonema sp. (CCIBt 3464). Embora a shinorina seja 0 MAA mais dominante nas
cianobactérias, seguido pela porphyra-334 8, outros MAAs podem ser produzidos por cianobactérias
24 Assim, no estudo realizado utilizando o método de identificagdo de MAAs por HPLC-DAD-
HRMS, outros MAAs foram detectados em algumas destas cepas, nomeadamente nas cepas terrestres
Nostoc sp. (CCIBt 3329), Cyanosarcina sp. (CCIBt 3330), Leptolyngbya sp. (CCIBt 3626) e

Scytonema sp. (CCIBt 3464) [40].

Seis cepas de cianobactérias produziram pelo menos 1 MAA em resposta a 3 dias de exposi¢cdo a
UVR, sugerindo que os MAAs foram produzidos como uma resposta fotoprotetora a exposicéo a esta

radiagdo, como foi demonstrado conclusivamente para outras cianobactérias anteriormente °’.

Surpreendentemente, 12 cepas produziram constitutivamente pelo menos 1 MAA (shinorine ou
porphyra-334 ou micosporina-glicina-alanina) sob condi¢des de luz ambiente, no entanto, o contetido
de MAAs nos extratos aumentou significativamente ap6s a exposicdo a UVR. As cepas nas quais 0s

MAAs foram quantificados sdo apresentadas na Figura 63.
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Figura 63. Distribuicdo da concentracdo de MAAs nas linhagens de cianobactérias produtoras. SH — shinorina;
P-334 — porphyra-334, MGA — micosporina-glicina-alanina. Os dados séo apresentados como médias + desvio
padrdo (n=3). As diferencas significativas sdo reportadas de acordo com os resultados obtidos pelo método t-
student por comparagdo entre as mesmas cepas € MAAs em diferentes dias: * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p
< 0.001. DO - Dia 0, ap6s inoculacdo; D3 - Dia 3, apds 72 h de exposicédo a radiacdo PAR, UVA e UVB com
fotoperiodo 12:12.

Nodularia spumigena CENA 596 produziu porphyra-334 (1,31 pug.mg™) e shinorina (acima do LoD)
antes da exposi¢cdo a UVR. Apds 72 h de inducdo, sua concentracdo aumentou significativamente
para 5,22 pug.mg1l de porphyra-334 e 1,48 pg.mg? de shinorina. Sinha et al., 2003 relataram a
ocorréncia desses dois MAAs em uma cepa de Nodularia spumigena e sugeriram que sua indugéo
pela radiacdo UVB pode fornecer protecdo as organelas internas e outros componentes celulares
sensiveis & UVR 178, Komarekiella atlantica CCIBt 3307 também produziu porphyra-334 (0,50
ug.mg?) e shinorina (acima do LoD) em condicdes de luz ambiente e apds exposi¢do a UVR, sua
concentragio também aumentou, para 1,46 pug.mg? de porphyra -334 e 0,51 pg.mg* de shinorina.
Por outro lado, Dolichospermum sp. CCIBt 3343 produziu apenas shinorina acima de LoD antes da

exposicdo & UVR e seu conteido aumentou para 0,41 pg.mg? apds irradiancia. Um aumento
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significativo na concentracdo de MAAs também foi observado na cepa Nostoc sp. (CCIBt 3247).
Apos 3 dias de exposicdo a UVR, seu contetdo aumentou significativamente para 4,79 pg.mg™.
Rastogi et al., 2016 relataram que a sintese de MAAs na cianobactéria Nostoc sp. R76DM foi
altamente notavel sob a radiagio UVB . Os MAAs também foram constitutivos nas linhagens
Nostoc sp. CENA 543 e LTPNA-DBG-72, mas sua concentracao foi muito baixa. As cepas Calothrix
sp. (CCIBt 3289 e CCIBt 3320) também sintetizaram MAAs acima do LoD antes da exposicédo a
UVR e seu conteddo aumentou levemente apos inducdo por UVR. Hartmann et al., 2015 nédo
encontraram MAAs na cepa de Calothrix sp. que analisaram pelo método HILIC 3. Além disso, no
estudo de identificacdo de MAAs por HPLC-DAD-HRMS realizado neste trabalho, ndo foram
encontrados shinorina e porphyra-334 em Calothrix sp. (CCIBt 3289). Isso sugere que 0 método de
quantificacdo por LC-MS/MS usando experimentos MRM que foi desenvolvido e validado neste

projeto é mais seletivo e permite detectar e quantificar MAAs mesmo em concentragcdes muito baixas.

Sphaerospermopsis torques-reginae ITEP-24 e ITEP-26 foram as Unicas cepas que produziram 0s
trés MAAs analisados (porphyra-334, shinorina e micosporina-glicina-alanina), independentemente
de as cepas terem sido expostas ou ndo a UVR. No entanto, apos a exposic¢do a UVR, a concentragdo
de MAA aumentou substancialmente de 0,96 pg.mg? para 7,85 pg.mg? na ITEP-024 e de

0,17 pg.mg* para 9,37 pg.mg* na ITEP-026.

Os MAAs habitualmente encontrados nas cianobactérias tém absorcdo méxima de UVR
predominantemente no espectro UVB e a indugdo da biossintese de MAA pela exposi¢do ao UVB foi
convincentemente demonstrada neste trabalho e em muitos outros estudos “*°"%, Como referido no
capitulo de biossintese de MAAs, o precursor dos MAAs é o 4-desoxigadusol (4-DG), que pode ser
sintetizado através da via do chiquimato e da via da pentose fosfato *’. Os genes que codificam uma
desmetil-4-desoxigadusol sintase e O-metiltransferase, essenciais para a biossintese de 4-DG,
encontram-se habitualmente localizados dentro de um operon em muitas cianobactérias “. Foi

demonstrado que esse operon é regulado transcricionalmente por uma proteina da familia LuxR sob
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radiagdo UVB . Uma pterina reduzida também foi proposta como fotorreceptor responsavel pela
inducio de UVB da sintese do MAA em Chlorogloeopsis PCC 6912 ¢, No entanto, outros
componentes de transducdo de sinal UVB que ligam o fotorreceptor a ativacao transcricional da
biossintese de MAA ainda ndo foram identificados. Aqui demonstramos que as cepas de S. torques-
reginae estudadas (ITEP-024 e ITEP-026) produzem constitutivamente trés MAAs bem acima do
LoD dos métodos de deteccdo, e que as concentracdes podem ser aumentadas de maneira sustentavel
apos a inducdo de UVB (Figura 62 e Figura 63). Recentemente, obtivemos a sequéncia do genoma
de S. torques-reginae ITEP 024. No futuro, a analise transcriptdmica e protedmica dessa espécie pode

fornecer informacao sobre os intermediarios para a sinalizacdo pela radiacdo UVB.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo desenvolveram-se diversas estratégias para identificacdo de MAAs (via HPLC-DAD-
HRMYS), purificacdo e isolamento de MAAs (via HPLC-DAD semi-preparativo) e quantificagdo de
MAAs (via LC-MS/MS).

Foram analisadas 75 cianobactérias por HPLC-DAD-HRMS das quais 27 cepas (38%) sintetizam
MAA:s. Essa triagem abrangente de cepas de cianobactérias para producdo de MAAs revelou que
diferentes géneros de cianobactérias isolados de diversos biomas e ambientes sdo uma fonte.
promissora para o isolamento de MAAs. A cepa Oscilatoria sp. CMMA 1600 produziu a maior
diversidade de MAAs, num total de 5 MAAs diferentes. Este método permitiu identificar 10 MAAs
diferentes que incluiram dois MAAs glicosilados e um MAA de massa molecular 316 Da. Através
dos dados espectroscopicos e de RMN 1D e 2D, confirmou-se que se tratava da micosporina-
glicina-alanina. Este composto nunca foi descrito em cianobactérias tendo apenas sido isolado, em
2014, por Miyamoto a partir de um experimento de expressao de genes. Assim, esta foi a primeira
vez que este composto foi descrito como produto natural. Foi desenvolvido e otimizado um método
de purificacdo de MAAs por HPLC-DAD. Este método possibilitou o isolamento de 0,2 mg de
micosporina-glicina-alanina a partir da cepa de Sphaerospermopsis torques-reginae ITEP-024. O
método HPLC-DAD-HRMS foi ainda testado em extratos de outros organismos, homeadamente
dinoflagelados, macroalgas e microalgas e demonstrou também ser aplicavel em outros grupos
taxondmicos. Assim, este método é uma ferramenta poderosa para identificacéo e triagem de diversos
MAAs conhecidos e ainda ndo identificados em linhagens de cianobactérias e outros organismos.
Em simultdneo desenvolveu-se um método de quantificacdo de MAAs via LC-MS/MS. Foram
realizados diversos testes para a otimizacdo do método e posterior validacao. Este método permite a
identificacdo e quantificacdo dos MAASs shinorina, porphyra-334 e micosporina-glicina-alanina, e
considera importantes parametros de validacdo, como especificidade, precisdo, recuperacéo, efeito
matriz e estabilidade. Definiu-se um protocolo de extracdo que possibilitou uma excelente
recuperagdo dos compostos de interesse. Este protocolo consiste num processo bastante simples que
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ndo requer a utilizacdo de equipamentos sofisticados, alem de ndo utilizar solventes poluentes, o que
permite a sua aplicacdo em processos industriais. Um novo método LC-MS/MS para a quantificacdo
de MAAs através de experimentos de MRM foi desenvolvido, fornecendo um mecanismo rapido para
detectar e quantificar MAAs com base em seus pesos moleculares, tempo de retencdo individual e
transices de massa especificas. O método de quantificacdo de MAASs permitiu reduzir o tempo de
analise, de 20 minutos 3! para 6 minutos, proporcionando ainda uma economia consideravel no
consumo de solventes. Além disso, este método oferece um sistema facil de usar por analistas ndo
especialistas, interessados na identificacdo e quantificacdo de MAAS, especialmente presentes em
baixas concentracdes.

Usando o método de LC-MS/MS foi possivel identificar MAAs em niveis acima do limite de detec¢édo
em 12 cepas de cianobactérias, mesmo em culturas cultivadas apenas com luz PAR. Os experimentos
de inducdo de MAAs através de exposicdo a UVR demonstraram um aumento da concentracdo de
MAA s nestas cepas, e outras 6 cepas de cianobacterias comecaram a produzir pelo menos um MAA
apos a exposicdo a UVR. As cepas de Sphaerospermopsis torques-reginae (ITEP-024 e ITEP-026)
produziram a maior concentracdo de MAAs antes e ap0s a exposi¢cdo a UVR. Um nivel quantitativo
de expressdo constitutiva de MAAs em cianobactérias nunca foi relatado anteriormente e oferece uma
oportunidade futura para se estudar os mecanismos que regulam a biossintese de MAA induzida por
UVR. Foram realizadas analises gendmica e filogenética da cepa S. torques-reginae ITEP-024 tendo-
se confirmado a presenca dos clusters que codificam os genes responsaveis pela sintese de MAAs. A
cepa S. torques-reginae ITEP-024 foi ainda exposta a diferentes composi¢Oes da radiacdo, tendo-se
observado que a radiacdo UVB é que mais influencia na produgdo de MAAs.

Assim, este estudo permitiu o desenvolvimento de ferramentas rapidas e de facil execucéo para a
identificacdo, purificagdo e quantificacdo de MAAS que permitem caracterizar cianobactérias e outros

organismos quanto a sua composicdo em relacdo a estas substancias fotoprotetoras.
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HIGHLIGHTS

e The MAAs composition of Sphaerospermopsis torques-reginae ITEP-024 was quantified.

e The rare MAA mycosporine-glycine-alanine was detected together with shinorine and
porphyra-334.

e The genome sequence of S. torques-reginae ITEP-024 encodes an operon linked with MAA
biosynthesis involving the pentose phosphate pathway.

e Glyphosate inhibited MAAs production suggesting that the shikimic acid pathway might

actually be responsible for MAAs biosynthesis in S. torques-reginae ITEP-024.
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ABSTRACT

Cyanobacteria have been widely reported to produce a variety of UV-absorbing mycosporine-like
amino acids (MAAs). Herein, mycosporine-glycine-alanine (MGA) was confirmed using an
UHPLC-DAD-MS/HRMS (ultra-high-performance liquid chromatography - diode array detection -
high resolution tandem mass spectrometry) based dereplication method to be produced by the
cyanobacterium Sphaerospermopsis torques-reginae ITEP-024, together with two other common
MAAs, shinorine and porphyra-334. MGA was previously identified in red algae, but until now has
never been reported in cyanobacteria. The chemical structure of MGA was confirmed from 1D/2D
NMR and HRMS data analyses. MAAs are constitutively produced by S. torques-reginae ITEP-024
and production was further enhanced following UV-irradiance. In previously studies has been
proposed that MAA biosynthesis proceeds in cyanobacteria from the pentose phosphate pathway
intermediate sedoheptulose 7-phosphate. Annotation of a gene cluster encoded in the genome
sequence of S. torques-reginae ITEP-024 supports these gene products could catalyse the
biosynthesis of MGA. However, addition of glyphosate to cultures of S. torques-reginae ITEP-024
abolished constitutive and UVR-enhanced production of MGA, shinorine and porphyra-334. This
finding supports involvement of the shikimic acid pathway in the biosynthesis of MAAs by this

species.

Key-words: Mycosporine-like amino acids (MAAS); Cyanobacteria; Sphaerospermopsis torques-

reginae; UV-induction; Mycosporine-glycine-alanine (MGA).
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Abbreviations: Ala: alanine; COSY: correlation spectroscopy; ESI: electrospray ionization; HMBC:
heteronuclear multiple-bond correlation; HSQC: heteronuclear single-quantum coherence; LTPNA:
Laboratory of Toxins and Natural Products of Algae and Cyanobacteria; MAAs: mycosporine-like
amino acids; MGA: mycosporine-glycine-alanine, MS: mass spectrometry; NMR: nuclear magnetic
resonance; PAR: Photosynthetically active radiation; P-334: porphyra-334; QTOF: quadrupole-time-
of-flight; SH:  shinorine; UHPLC-DAD-MS/HRMS: ultra-high  performance liquid
chromatography - diode array detection - high resolution tandem mass spectrometry; UVR: ultra-

violet radiation.
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1. Introduction

Cyanobacteria are photosynthetic prokaryotes that probably evolved during the Precambrian (around
2.9 Ma-) to create the oxygenic environment that supports current life of Earth [1,2]. Cyanobacteria
harness the sun’s photosynthetically active radiation (PAR) to convert light into chemical energy. An
obligate requirement for photosynthetically active radiation (PAR) results in prolonged exposure to
ultra-violet radiation (UVR) which can directly cause cellular damage due to photochemical reactions
such as dipyrimidine photodimers in DNA, or indirectly via the accumulation of reactive oxygen
species (ROS) [3]. In order to circumvent the harmful effects associated with exposure to ultra-violet
radiation (UVR), cyanobacteria and other aquatic organisms have evolved biochemical and
mechanical defences [4,5]. Among these is the ability to synthesize, or otherwise acquire,
mycosporine-like amino acids (MAAs); small (<400Da), colourless, water soluble metabolites,
comprised of either a cyclohexenimine or cyclohexenone UV-absorbing chromophore, conjugated to
the nitrogen or imino-alcohol component of an amino acid [4]. The absorption maxima of MAAS
(Amax) are within either UVB and UVA spectra of solar radiation [6], and MAAs have been
convincingly demonstrated to possess physiologically relevant photo-protective and antioxidant
properties [7] Thus, MAAs have been widely studied as natural alternatives to potentially toxic
synthetic sunscreens and for other biotechnological applications [8]. We undertook a screening
program to identify novel MAAs from cyanobacteria deposited in the culture collection of the
Laboratory of Toxins and Natural Products of Algae and Cyanobacteria (LTPNA) at the University
of Sao Paulo. S. torques-reginae strain ITEP-024 is a filamentous and heterocystous cyanobacterium
that normally occurs as dense freshwater blooms and in waters with low salinity throughout South
America [9,10]. Few secondary metabolites have been isolated from this strain, such as anatoxin-a(s),
namalides, spumigins [11-13] while the biosynthesis of MAAs has never been described. Herein, the
production of three MAAs by S. torques reginae ITEP-024 is reported, including MGA, which was

isolated for the first time from a natural source (Figure 1). Molecular biology studies, UVR induction
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experiments and the use of a shikimate pathway inhibitor (glyphosate) afforded biosynthetic insights

about MAAs production by the strain.

HO P HO P P
HO HO HO
NH NH NH
OH LTrOH OH LT(OH OH LTrOH
0 0 0
1 2 3

Figure 1. Structure of MAAs isolated from S. torques-reginae ITEP-024. 1: shinorine, 2: porphyra-334, 3: mycosporine-

glycine-alanine.

2. Materials and Methods

2.1. Reagents and matrix

Acetonitrile (J. T. Baker), formic acid and ammonium formate were LC-MS grade (Fluka). Water
was purified by a Milli-Q system (Millipore). Porphyra-334 and shinorine standards were kindly

provided by Prof. Kazuo Yabe. Glyphosate (96%) was purchased from Sigma-Aldrich.

2.2. Cyanobacterial cultures

Sphaerospermopsis torques-reginae strain ITEP-024 was isolated from a toxic bloom sample
collected in the Tapacura Reservoir, Recife, Brazil [10] S. torques-reginae was cultivated in ASM-1
medium [14] at 24 °C + 2 °C under a light:dark cycle (12h:12h) with PAR supplied by OSRAM L 36

W:32 Lumilux de luxe warm white lamps (80 pmol.m?2.s-1).
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2.3. MAAs extraction and partial purification

Cyanobacterial cells were harvest after 15 days growth by centrifugation at 10000 x g for 15 min at
5°C and lyophilized. Then, cells were extracted with 0.2 % (v/v) formic acid solution + 2 mM
ammonium formate. Cell debris was removed by centrifugation at 10000 x g for 15 min and the

supernatant was retained as the partially purified MAA fraction.

2.4. MAAs isolation via HPLC-DAD

MAAs were purified by semi-preparative Shimadzu Prominence liquid chromatograph (LC 20AT)
equipped with a photodiode array detector DAD (SPD M20A) and a fraction collector fitted to a Luna
C18 (2) column (250 x 10 mm, 5 pum, Phenomenex). Buffer A was 0.2 % (v/v) formic acid solution
+ ammonium hydroxide (pH 3.15), buffer B was Milli-Q water/acetonitrile/methanol (8:1:1) + formic
acid (pH 2.20), buffer C was acetonitrile/methanol (1:1) + 0.1 % (v/v) formic acid and the flow rate
was 0.5 mL/min. The gradient used for separation was 100 % A at the start of the run, 22 % B at 6
min, 95 % C at 13 min, where the gradient was held for 10 min, followed by a 10 min equilibration

at 100 % A prior to the next injection. Compound 3 was collected at 13.0 min in the run time.

2.5. UHPLC-DAD-MS/HRMS analysis

The UHPLC-DAD-MS/HRMS analyses were carried out on a Shimadzu Prominence system
(Shimadzu) coupled to a quadrupole time-of-flight mass spectrometer (MicroTOF-QII; Bruker
Daltonics) with an electrospray source. Sample extracts were injected (10 pL) onto a Synergi 4p Hydro-
RP 80 A column (150 x 2.0 mm) (Phenomenex) and eluted at a flow rate of 0.4 mL/min with 0.1 % (v/v)
formic acid solution + 2 mM ammonium formate (buffer A). Eluent B was acetonitrile/Milli-Q water
(8:2) + 0.1 % (v/v) formic acid. The gradient used for the separation was 100 % A at the start of the

run up 2 min, 95 % B at 6 min, where the gradient was held for 1.5 min, followed by a 4 min
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equilibration at 0 % B prior to the next injection. The ionization source conditions were as it follows:
positive ionization, capillary potential of 4500 V, temperature of drying nitrogen gas 200 °C at a flow
rate of 9 mL/min, nebulizer pressure of 60 psi. Mass spectra were acquired using electrospray
ionization in the positive mode over a range of m/z from 50 to 500. The QTOF instrument was
operated in scan and Auto MS/MS mode, performing MS/MS experiments on the three most intense
ions from each MS survey scan. The chromatogram was monitored at 330 nm (indicative of the
MAA:Ss shinorine and porphyra-334) and retention times of eluted peaks were compared shinorine and
porphyra-334 standards (kindly provided by Prof. Kazuo Yabe). Accurate mass data were processed

using Data Analysis 4.0 software (Bruker Daltonics).

2.6. NMR Analysis

1D and 2D NMR spectra were obtained using a 500 MHz (125 MHz for *3C) Bruker DPX
spectrometer. NMR experiments were all run using standard pulse sequences. Chemical shifts are

reported on the 4 scale relative to the residual solvent signal (CD30D).

2.7. Gene cluster identification and annotation

Prediction of genes encoding putative MAA biosynthetic enzymes was performed by mining the draft
S. torques-reginae ITEP-024 genome sequence [15] using TBLASTN [16]. Artemis 18.0.2 [17],
BLASTP and HHpred [18] searches against the GenBank database [19] were used for manual

annotation of putative gene clusters.

2.8. MAAs induction using UV radiation

To induce MAA biosynthesis, cells were irradiated using a UVA source (maximum illumination at

370 nm) provided by twin Philips TL-K 40W/10-R UV-A lamps, and a UVB source (maximum
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illumination at 290 nm) provided by twin Philips TL 40W/12 RS SLV/25 lamps in addition to the
PAR lamps (maximum illumination at 550 nm). Cell density were normalized to 0.4
Mg dry weight/ML cuiture, @and 30 mL of suspended cells were irradiated in 25 cm? tissue culture flasks
with a hydrophobic filter cap (TP90026, TPP) at a distance of 40 cm with lamps at 24 °C + 2 °C under
light/dark cycle (12h:12h) for 3 days. Cultures were harvest at the beginning and at the end of the
experiment, and MAAs were extracted for subsequent analysis of MAAs using the LC-MS/MS

method described by Geraldes et al., 2019 [manuscript under revision in this journal].

2.9. MAAs induction in the presence of glyphosate

Cells were grown with illumination for 15 days as previously described, before the culture medium
was supplemented with 2 mM glyphosate. Growth of the culture was allowed to proceed for a further

24 h, before MAASs were induced as described above.
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3. Results and Discussion

3.1. Distribution of MAAs in S. torques-reginae Strain ITEP-024

Bioprospecting for photoprotective compounds from the LTPNA cyanobacteria collection was
guided by UHPLC-DAD-HRMS biomass extracts data analysis. Extracts of S.torques-reginae
ITEP-024 presented likely MAA chemical features. The base peak chromatogram (BPC) of the
biomass extract gave 3 major peaks eluting at 1.3 min, 2.2 min and 3.1 min (Figure S1, Supporting
Information). The corresponding molecular formulae CisH20N20g (1), C1sH220N2Og (2) and
C13H20N207 (3) were calculated from the protonated ions [M+H]* to m/z 333.1298 (0.0 ppm), m/z
347.1451 (- 0.9 ppm) and m/z 317.1350 (0.3 ppm) (Figure S2, Supporting Information). Noteworthy,
all compounds showed loss of a methyl radical, followed by sequential CO2 eliminations [20]
according to the detected common losses of 15 Da and 44 Da (Figure S3, Supporting Information).
All UV spectra were very similar, suggesting the same conjugated chromophore with a maximum
absorption at 332 nm. Accurate masses were then used as databases queries to search the Dictionary
of Natural Products [21], Antibase [22] and MAA literature. Shinorine and porphyra-334 were
suggested as possible MAAs for compounds (1) and (2). The chemical identity of these compounds
was then confirmed using UV-HRMS data analyses in comparison to authentic reference standards.
Mycosporine-glycine-alanine (MGA) was suggested as the possible MAA for compound (3). This
MAA has been reported by Orfanoudaki et al., 2019 as a constituent of red algae [23]. However,
MGA has never been reported in cyanobacteria. To confirm that compound (3) was indeed MGA, the

metabolite was isolated and characterized by nuclear magnetic resonance (NMR) experiments.

3.2. Isolation and characterization of compound (3)

Biomass extract of S. torques-reginae ITEP-024 was separated by reversed phase chromatography,
allowing the isolation of mycosporine-glycine-alanine (3). The chemical structure of (3) was

established by 1D and 2D NMR, and MS/HRMS data analysis. The *H-NMR spectrum of (3) revealed
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the presence of one methyl group, four methylenes, one methyl and one methoxy group. The COSY
spectrum defined three spin systems including the coupling of the pairs of duplets from the
diasterotopic methylenes at on 2.65/2.88 (CH2-4) and on 2.73/2.95 (CH2-6) (Figure 2a) showing a
geminal constant coupling (J = 17 Hz for both), as well as the nuclei coupling from methyl group at
oH 1.48 (CHs-13) with methine protons at o 4.16 (CH-11), indicating the evidence of an alanine
moiety for (3). The methyl protons at 4 1.48 (CHs-13) were also confirmed through the long-range
correlation detected in the HMBC spectrum (Figure 2b) with the carboxylic carbon (COOH-12) at dc
173 and the carbon nucleus attached to the imino moiety (C-11) at dc 55. Moreover, 2J and 3J-bond
correlations from Jn (H-7) to oc (C-5) and Jc (C-6) were detected, supporting the oxymethylene
protons; while the 3J-bond correlation from Jn 3.66 (H-8) to the sp? carbon (C-2) at oc 122 allowed

the assignment of the methoxy group attached to the aminocyclohexenimine ring.

(a) (b)

Figure 2. Observed COSY couplings (a) and HMBC (b) correlations for mycosporine glycine-alanine.

Full NMR assignments are described in Table 1 and are in agreement with data reported for MGA

produced by heterologous expression [24]. The 1D and 2D spectra with main nuclei correlations are

depicted in Figures S4 to S9 (Supporting Information).
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Table 1. NMR chemical shifts (500 MHz, CD30D) of novel MAA. @ 3C chemical shifts were obtained from the indirect
dimensions of H-C HSQC(*) and H-C HMBC(**).

position dc? o (Jin Hz) HMBC?
1 - -

2 122 ** - -

3 160 ** - -

4a 346* 2.88 (d, 17.4) -

4b 34.6 * 2.65 (d, 17.4) -

5 71** - -

6a 34.7* 2.95(d, 17.3) -

6b 34.7* 2.73(d, 17.3) -

7 69 * 3.49 (s) C5, C6
8 59 * 3.66 (s) C2

9 48 * 3.95(s) C3,C10
10 173 ** - -

11 55 * 4.16 (g, 6.9) -

12 174 ** - -

13 n. o. 1.48 (d, 6.9) Cl1,C12

MS/HRMS data analysis also confirmed the structure of (3). The spectrum of (3), (Figure S3- (3),
Supporting Information) displayed the characteristic fragmentation pattern of a di-acidic MAA in
positive ionization mode [25]. In particular, as a first fragmentation step the loss of a methyl radical
from a protonated molecular ion m/z 317 was observed (Figure 3). As expected, the exit of two
sequential COz units from both carboxylic acid moieties occurs to give rise the product ions m/z 258
and m/z 214. The last loss of CO- represents the base peak ion which can undergo steps a, b and c.
Step a is highlighted and provides the neutral elimination of the remaining lateral substituent chain,
diagnostic for (3) from the chemical structure. Further loss of an amino unit is predicted in b, while
step ¢ presents the detection of m/z 199 which is afforded by another methyl radical loss prior to an

internal atom transfer.
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Figure 3. Plausible fragmentation mechanisms proposed to explain the product ions detected at MS/HRMS spectra from
mycosporine glycine-alanine (3).

3.3. MAAs induction using UV radiation

Several studies reported MAAs biosynthesis in cyanobacteria is induced by PAR and UVR radiation
[26-28]. The extract of S. torques-reginae ITEP-024 exposed to UV radiation for 3 days was analysed
using the LC-MS/MS validated method developed by Geraldes et al. 2019 [manuscript under revision
in this journal]. The extracted ion chromatogram of the extracts of S. torques-reginae ITEP-024 is

shown in Figure 4.
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Figure 4. Extracted ion chromatogram (ESI+) of a MAAs extract of S. torques-reginae ITEP-024 before exposure (full

line) and after exposure (dashed line) to UVA+UVB. 1: shinorine, 2: porphyra-334, 3: mycosporine-glycine-alanine.

The chromatogram showed a significant increase in peak intensities that corresponded to compounds
(1), (2) and (3). After UVR induction the concentrations of these MAAs increased substantially from
0.90 ug mg? to 6.14 ug mg*. MGA is present in S. torques-reginae ITEP-024 as a minor MAA
(<10 % of MAA vyield). Sinha et al., 2007 reported a database on MAAs in fungi, cyanobacteria,
macroalgae, phytoplankton and animals and MGA was not listed in this dataset [29]. S. torques-
reginae ITEP-024 produced MAAs even when not exposed to UVR. This observation suggested
constitutive MAA biosynthesis in a quantitative level which has not been previously reported in the
literature and might be a natural adaptation by S. torques-reginae ITEP-024 to extreme UVR-
irradiance conditions in Northeastern Brazil where this strain was isolated [10,30]. Further
experimentation using S. torques-reginae ITEP-024 are now warranted to determine how
environmental and molecular mechanisms converge to induce and then regulate MAA biosynthesis,

which currently remain elusive.

3.4. Genome annotations and protein predictions

Multiple lines of evidence support that MAAs are derived from conversion of the shikimic acid
pathway [4,5,31,32]. However, contrasting evidence suggests that in cyanobacteria, the parent core
structure of mycosporines (4-deoxygadusol) is derived from conversion of the pentose phosphate

pathway intermediate sedoheptulose-7-phosphate by the enzymes 2-epi-5-epivaliolone synthase
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(EVS) and an O-methyltransferase [32-35]. A cluster of four genes designated mysABCD were
identified in the S. torques-reginae ITEP-024 draft genome supporting that these gene products could
catalyse the biosynthesis of MGA. Similarities with publicly available sequences are shown in Table
2 and the organization of the biosynthetic gene cluster is illustrated in Figure 5. In addition, all protein
sequences were further annotated using the homology and structural prediction HHpred platform in
the MPI Bioinformatic Toolkit [18]. Based on these analyses and following the biosynthetic scheme
proposed by Balskus and Walsh [33], mysA was predicted to encode EVS, while mysB encodes the
enzyme OMT. Together, these gene products catalyse the biosynthesis of 4-deoxygadusol. The
product of gene mysC was an ATP-grasp amino acid ligase predicted to catalyses the addition of
glycine to the hydroxyl group at position C3 of 4-deoxygadusol yielding mycosporine-glycine. The
cluster also contains mysD, that encodes for a protein with high sequence similarity to cyanobacterial
alanine ligases to generate the final product, mycosporine-glycine-alanine. To our knowledge, the
function of these enzymes has not been experimentally proven. However, their amino acid sequences
share 100 % similarity to well characterised bacterial ligases (HHperd analysis) [18] which catalyse
carbon-nitrogen bond addition of two alanine residues during peptidoglycan biosynthesis. Given the
sequence homology between mysD and bacterial alanyl-alanine synthetases, we propose that mysD
catalyses a somewhat different reaction, with the addition of a single alanine residue to the ketone

group at position C1 of mycosporine-glycine to yield mycosporine-glycine-alanine.
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Table 2. Proposed function for mysA-D encoded enzymes in the mys biosynthetic gene cluster of S. torques-reginae ITEP-024. 2 Data represent

numbers of amino acids (aa).

Deduced Protein aa? Proposed Function Function of the closest sequence  Most similar  Similarity Accession Number
organism
) ) Sphaerospermopsis
mysA 454 3-dehydroquinate synthase 3-dehydroquinate synthase ] ) 96.92% GCL37085.1
reniformis
SAM-dependent Sphaerospermopsis
mysB 277 Methyltransferase ) . 93.50% WP_096566485.1
methyltransferase kisseleviana
. - . WP_096566487.1
) ATP-grasp domain-containing  Sphaerospermopsis -
mysC 423 ATP-grasp ligase . ) . 94.56%
protein kisseleviana
. WP_096566489.1
o ) o Sphaerospermopsis -
mysD 340 D-alanine ligase D-alanine—D-alanine ligase ) ) 92.94%
kisseleviana
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Figure 5. Organization of the MAASs biosynthetic gene cluster in S. torques-reginae ITEP-024.

Bioinformatic evidence that MAA biosynthesis proceeds by conversion of the pentose phosphate
pathway intermediate sedoheptulose 7-phosphate has gained increasing traction over recent years,
with homologous gene clusters found in many MAA producing organisms and, somewhat
surprisingly, bioinformatic and biochemical data strongly supporting biosynthesis of 4-deoxygadusol
in zebrafish [36]. However, none of these studies have provided evidence that MAA can be abolished
following deletion of any of the gene in the cluster. The universal requirement of EVS in the
biosynthesis of MAAs was challenged by complete in-frame gene deletion of the EVS gene
(Ava_3858) in A. variabilis ATCC 29413 which produces only shinorine [35,37]. Upon UV exposure,
shinorine was produced at levels nearly equivalent to that of the wild type strain, suggesting
alternative pathways for MAA biosynthesis in A. variabilis. Subsequently, by using pathway specific
inhibitors of the shikimate pathway, an alternative route to MAA biosynthesis has been proposed
(Figure 6) [32]. Constructing an in-frame deletion and screening for complete segregation of the
resultant mutant was beyond the scope of the current project, so we also used a pathway specific
inhibitor to determine if the shikimate pathway was an alternative route to MAA biosynthesis in S.

torques-reginae ITEP-024.
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Figure 6. Proposed mycosporine-glycine-alanine biosynthetic pathway in S. torques-reginae ITEP-024.

The extracted ion chromatogram of the culture extract from S. torques-reginae ITEP-024 recorded
after 3 days exposure to UVR in the presence of 2 mM glyphosate, a known shikimate pathway

inhibitor [38,39], is shown in Figure 7.
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Figure 7. Extracted ion chromatogram (ESI+) of a MAASs extract of S. torques-reginae ITEP-024 after exposure to
UVA+UVB in the presence (dashed line) or absence (full line) of glyphosate (2 mM). 1: shinorine, 2: porphyra-334, 3:

mycosporine-glycine-alanine.

The chromatogram showed a reduction in peak intensities (dashed lines) corresponding to compounds
(1), (2) and (3) compared to the control culture where the growth medium was not supplemented with
glyphosate (full lines). Hence, using a pathway-specific inhibitor, we demonstrated that MAA
biosynthesis occurs in S. torques-reginae ITEP-024 via the shikimate pathway, supporting the
forgoing study of Pope et al. whereby the use of glyphosate abolished MAA biosynthesis in the wild
type strain and EVS deletion mutant of the cyanobacterium Anabaena variabilis ATCC 29413 [32].
Whether glyphosate might repress the promoters of the MAA-producing gene cluster of the pentose
phosphate pathway and thereby also impede MAA biosynthesis is not known and warrants

experimentation.
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4. Conclusions

Shinorine, porphyra-334 and mycosporine-glycine-alanine were detected in S. torques-reginae ITEP-
024. Mycosporine-glycine-alanine is a rare mycosporine previously only reported in red algae and as
a shunt product during MAA biosynthesis in a heterologous host. Amounts of MAAS can be enhanced
after UV irradiance in S. torques-reginae ITEP-024 in agreement with the role of MAAs as natural
photo-protective sunscreens. A gene cluster encoded the genome of S. torques-reginae ITEP-024
suggested involvement of the pentose phosphate pathway in MAA biosynthesis. However, addition
of glyphosate inhibited all MAA biosynthesis, supporting a role for the shikimic acid pathway in the

MAAs biosynthesis in S. torques-reginae ITEP-024.

2019 TeseDoutorado_Vanessa Geraldes 164



Accession number

The genome nucleotide sequence region from the S. torques-reginae ITEP-024 was deposited in

GenBank under accession number MN401680.

Ethical statement

No animal or human subjects were used in the study encompassed by the manuscript titled “Genetic
and biochemical evidence for redundant pathways leading to mycosporine-like amino acid biosynthesis in the

cyanobacterium Sphaerospermopsis torques-reginae ITEP-024.”.

Conflict of interest statement

The authors declare that there are no conflicts of interest.

Author contributions

VG, LSM, STL, DOA, RG, PFL, MFF and EP have worked in the conception and design of the study;
VG and LSM have performed the UHPLC-DAD-MS/HRMS and RMN analyses; STL and DOA have
performed the gene cluster identification and annotation; VG has performed the experiments and
acquisition of data; VG, LSM. STL and EP have analysed the data and drafted the article. All authors
have made substantial contributions to conception of this manuscript, agree to authorship and approve

the final version for submission.

2019 TeseDoutorado_Vanessa Geraldes 165



Acknowledgments

This work was financially supported by Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico - CNPq (311048/2016-1, 141253/2018-5 and 439065/2018-6), Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - CAPES (Grant #23038.001401/2018-92), Fundag&o
de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo - FAPESP (2018/01563-2, 2015/22742-4 and

2014/50420-9) and University of Sdo Paulo Foundation - FUSP (Project #1979).

2019 TeseDoutorado_Vanessa Geraldes 166



REFERENCES

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

R.P. Rastogi, R.P. Sinha, S.H. Moh, T.K. Lee, S. Kottuparambil, Y.-J. Kim, J.-S. Rhee, E.-M.
Choi, M.T. Brown, D.-P. Hader, T. Han, Ultraviolet radiation and cyanobacteria, J.
Photochem. Photobiol. B Biol. 141 (2014) 154-160.

doi:https://doi.org/10.1016/j.jphotobiol.2014.09.020.

W.W. Fischer, Biogeochemistry: life before the rise of oxygen, Nature. 455 (2008) 1051.

Y.-Y. He, D.-P. Héder, Reactive oxygen species and UV-B: effect on cyanobacteria,

Photochem. Photobiol. Sci. 1 (2002) 729—-736. doi:10.1039/B110365M.

J.M. Shick, W.C. Dunlap, Mycosporine-Like Amino Acids and Related Gadusols:
Biosynthesis, Accumulation, and UV-Protective Functions in Aquatic Organisms, Annu. Rev.

Physiol. 64 (2002) 223-262. doi:10.1146/annurev.physiol.64.081501.155802.

S.P. Singh, S. Kumari, R.P. Rastogi, K.L. Singh, R.P. Sinha, Mycosporine-like amino acids
(MAAs): Chemical structure, biosynthesis and significance as UV-absorbing/screening

compounds, Indian J. Exp. Biol. 46 (2008) 7-17.

C.S. Cockell, J. Knowland, Ultraviolet radiation screening compounds, Biol. Rev. 74 (1999)

311-345.

K.P. Lawrence, R. Gacesa, P.F. Long, A.R. Young, Molecular photoprotection of human
keratinocytes in vitro by the naturally occurring mycosporine-like amino acid palythine, Br. J.

Dermatol. 178 (2018) 1353-1363.

K.P. Lawrence, P.F. Long, A.R. Young, Mycosporine-Like Amino Acids for Skin
Photoprotection, Curr. Med. Chem. 25 (2017) 5512-5527.

d0i:10.2174/0929867324666170529124237.

V.R. Werner, H.D. Laughinghouse IV, M.F. Fiore, C.L. Sant’Anna, C. Hoff, K.R. de Souza

Santos, E.B. Neuhaus, R.J.R. Molica, R.Y. Honda, R.O. Echenique, Morphological and

2019 TeseDoutorado_Vanessa Geraldes 167



[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

molecular studies of Sphaerospermopsis torques-reginae (Cyanobacteria, Nostocales) from

South American water blooms, Phycologia. 51 (2012) 228-238.

R.J.R. Molica, E.J.A. Oliveira, P.V.V.C. Carvalho, A.N.S.F. Costa, M.C.C. Cunha, G.L. Melo,
S.M.F.O. Azevedo, Occurrence of saxitoxins and an anatoxin-a (s)-like anticholinesterase in a

Brazilian drinking water supply, Harmful Algae. 4 (2005) 743-753.

F.A. Dorr, V. Rodriguez, R.J.R. Molica, P. Henriksen, B. Krock, E. Pinto, Methods for
detection of anatoxin-a (s) by liquid chromatography coupled to electrospray ionization-

tandem mass spectrometry, Toxicon. 55 (2010) 92-99.

M. Sanz, F.A. Dorr, E. Pinto, First report of spumigin production by the toxic

Sphaerospermopsis torques-reginae cyanobacterium, Toxicon. 108 (2015) 15-18.

M. Sanz, R.K. Salinas, E. Pinto, Namalides B and C and Spumigins K—N from the Cultured
Freshwater Cyanobacterium Sphaerospermopsis torques-reginae, J. Nat. Prod. 80 (2017)

2492-2501.

P.R. Gorham, J. McLachlan, U.T. Hammer, W.K. Kim, Isolation and culture of toxic strains
of Anabaena flos-aquae (Lyngb.) de Bréb: With Plate 7, 1 figure and 3 tables in the text, Int.

Vereinigung Fur Theor. Und Angew. Limnol. Verhandlungen. 15 (1964) 796-804.

S.T. Lima, D.O. Alvarenga, A. Etchegaray, D.P. Fewer, J. Jokela, A.M. Varani, M. Sanz, F.A.
Dorr, E. Pinto, K. Sivonen, Genetic organization of anabaenopeptin and spumigin biosynthetic
gene clusters in the cyanobacterium Sphaerospermopsis torques-reginae ITEP-024, ACS

Chem. Biol. 12 (2017) 769-778.

G.M. Boratyn, C. Camacho, P.S. Cooper, G. Coulouris, A. Fong, N. Ma, T.L. Madden, W.T.
Matten, S.D. McGinnis, Y. Merezhuk, BLAST: a more efficient report with usability

improvements, Nucleic Acids Res. 41 (2013) W29-W33.

T. Carver, S.R. Harris, M. Berriman, J. Parkhill, J.A. McQuillan, Artemis: an integrated

2019 TeseDoutorado_Vanessa Geraldes 168



[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

platform for visualization and analysis of high-throughput sequence-based experimental data,

Bioinformatics. 28 (2011) 464-469.

L. Zimmermann, A. Stephens, S.-Z. Nam, D. Rau, J. Kibler, M. Lozajic, F. Gabler, J. Séding,
A.N. Lupas, V. Alva, A completely reimplemented MPI bioinformatics toolkit with a new

HHpred server at its core, J. Mol. Biol. 430 (2018) 2237-2243.

E.W. Sayers, R. Agarwala, E.E. Bolton, J.R. Brister, K. Canese, K. Clark, R. Connor, N.
Fiorini, K. Funk, T. Hefferon, Database resources of the national center for biotechnology

information, Nucleic Acids Res. 47 (2019) D23.

K.H.M. Cardozo, V.M. Carvalho, E. Pinto, P. Colepicolo, Fragmentation of mycosporine-like
amino acids by hydrogen/deuterium exchange and electrospray ionisation tandem mass
spectrometry, Rapid Commun. Mass Spectrom. An Int. J. Devoted to Rapid Dissem. Up-to-

the-Minute Res. Mass Spectrom. 20 (2006) 253-258.

Taylor & Francis Group, Dictionary of Natural Products 28.1, CRC Press. (2017).

http://dnp.chemnetbase.com/faces/chemical/ChemicalSearch.xhtml.

H. Laatsch, AntiBase 2014: The Natural Compound Identifier, Wiley-Vch. (2014).

https://application.wiley-vch.de/stmdata/antibase.php.

M. Orfanoudaki, A. Hartmann, U. Karsten, M. Ganzera, Chemical profiling of mycosporine-

like amino acids in twenty-three red algal species, J. Phycol. 55 (2019) 393—403.

K.T. Miyamoto, M. Komatsu, H. Ikeda, Discovery of gene cluster for mycosporine-like amino
acid biosynthesis from Actinomycetales microorganisms and production of a novel
mycosporine-like amino acid by heterologous expression, Appl. Environ. Microbiol. 80 (2014)

5028-5036.

K.H.M. Cardozo, R. Vessecchi, S.E. Galembeck, T. Guaratini, P.J. Gates, E. Pinto, N.P. Lopes,

P. Colepicolo, A fragmentation study of di-acidic mycosporine-like amino acids in

2019 TeseDoutorado_Vanessa Geraldes 169



[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

electrospray and nanospray mass spectrometry, J. Braz. Chem. Soc. 20 (2009) 1625-1631.

R.P. Rastogi, A. Incharoensakdi, Occurrence and induction of a ultraviolet-absorbing
substance in the cyanobacterium F ischerella muscicola TISTR8215, Phycol. Res. 63 (2015)

51-55.

R.P. Rastogi, A. Incharoensakdi, UV radiation-induced biosynthesis, stability and antioxidant
activity of mycosporine-like amino acids (MAAS) in a unicellular cyanobacterium Gloeocapsa

sp. CU2556, J. Photochem. Photobiol. B Biol. 130 (2014) 287-292.

R.P. Rastogi, R.R. Sonani, D. Madamwar, A. Incharoensakdi, Characterization and antioxidant
functions of mycosporine-like amino acids in the cyanobacterium Nostoc sp. R76DM, Algal

Res. 16 (2016) 110-118.

R.P. Sinha, S.P. Singh, D.-P. Hader, Database on mycosporines and mycosporine-like amino
acids (MAAs) in fungi, cyanobacteria, macroalgae, phytoplankton and animals, J. Photochem.

Photobiol. B Biol. 89 (2007) 29-35.

G.F. Bassous, R.F. Calili, Analisys of Brazilian Solar Irradiance Data-Characteristic Curves of
Each National Grid Subsystem, in: New Energy Landsc. Impacts Lat. Am. 6th ELAEE/IAEE

Lat. Am. Conf. April 2-5, 2017, International Association for Energy Economics, 2017.

A. Portwich, F. Garcia-Pichel, Biosynthetic pathway of mycosporines (mycosporine-like
amino acids) in the cyanobacterium Chlorogloeopsis sp. strain PCC 6912, Phycologia. 42

(2003) 384-392.

M.A. Pope, E. Spence, V. Seralvo, R. Gacesa, S. Heidelberger, A.J. Weston, W.C. Dunlap,
J.M. Shick, P.F. Long, O-Methyltransferase Is Shared between the Pentose Phosphate and
Shikimate Pathways and Is Essential for Mycosporine-Like Amino Acid Biosynthesis in

Anabaena variabilis ATCC 29413, ChemBioChem. 16 (2015) 320-327.

E.P. Balskus, C.T. Walsh, The genetic and molecular basis for sunscreen biosynthesis in

2019 TeseDoutorado_Vanessa Geraldes 170



[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

cyanobacteria, Science (80-.). 329 (2010) 1653-1656.

M. Katoch, R. Mazmouz, R. Chau, L.A. Pearson, R. Pickford, B.A. Neilan, Heterologous
production of cyanobacterial mycosporine-like amino acids mycosporine-ornithine and

mycosporine-lysine in Escherichia coli, Appl. Environ. Microbiol. 82 (2016) 6167—6173.

E. Spence, W.C. Dunlap, J.M. Shick, P.F. Long, Redundant pathways of sunscreen

biosynthesis in a cyanobacterium, ChemBioChem. 13 (2012) 531-533.

A.R. Osborn, K.H. Almabruk, G. Holzwarth, S. Asamizu, J. LaDu, K.M. Kean, P.A. Karplus,
R.L. Tanguay, A.T. Bakalinsky, T. Mahmud, De novo synthesis of a sunscreen compound in

vertebrates, Elife. 4 (2015) e05919.

E. Spence, S.J. Bryan, M. Lisfi, J. Cullum, W.C. Dunlap, J.M. Shick, C.W. Mullineaux, P.F.
Long, 2-epi-5-epi-Valiolone synthase activity is essential for maintaining phycobilisome
composition in the cyanobacterium Anabaena variabilis ATCC 29413 when grown in the

presence of a carbon source, Photosynth. Res. 116 (2013) 33-43.

R. Bentley, E. Haslam, The shikimate pathway—a metabolic tree with many branche, Crit.

Rev. Biochem. Mol. Biol. 25 (1990) 307-384.

R. Bode, C. Melo, D. Birnbaum, Mode of action of glyphosate in Candida maltosa, Arch.

Microbiol. 140 (1984) 83-85.

2019 TeseDoutorado_Vanessa Geraldes 171



Supporting Information

|I'IlEI'IS. Intens.
[mAU] [maU] 331
x104 ] 11
47
6 - 2
0

200 250 300 350 [nm]

[mAL] 3
4 4 1.5 3
1
0.5
200 2507 300 380 [nm] ...
5 2 [mAL] 330
0,75
0.5
0,25

0
200 250 300 350 [nm]

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 Time [min]

Figure S1. Extracted ion chromatograms (ESI+) and UV spectra of target MAASs: 1 - shinorine C13H20N20g (0.0 ppm; RT
1.1 min), 2 - porphyra-334 CisH22N2Og (-0.9 ppm; RT 2.2 min) and 3- mycosporine-glycine-alanine CisH20N207
(0.3 ppm, RT 3.1 min) from S. torques-reginae ITEP-024 biomass extract.
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ABSTRACT

RATIONALE: Mycosporine-like amino acids (MAASs) are UV-absorbing compounds produced by fungi,
algae, lichens, and cyanobacteria when exposed to ultra-violet radiation (UVR). These compounds have a
photoprotective and an antioxidant function and have been widely studied for possible use in sunscreens and
anti-aging products. This study aims to identify MAAs-producing cyanobacteria with potential application in

cosmetics.

METHODS: A method for the identification of MAAs was developed using ultra-high-performance liquid
chromatography - diode array detection - quadrupole time of flight mass spectrometry (UHPLC-DAD-
QTOFMS). Chromatographic separation was carried out using a Luna C18 column (150 x 4.6 mm, 5 um) at
30 °C with 0.1% formic acid aqueous solution + 2 mM ammonium formate and acetonitrile/water (8:2) + 0.1 %

formic acid as a mobile phase.

RESULTS: Out of the sixty-nine cyanobacteria studied, twenty-six strains (37%) synthesized MAAs. Nine
different MAAs were identified in the UHPLC-DAD-HRMS. Imino-mycosporines were the major group
detected (7 in 9 MAAS). In terms of abundance, the most representative genera for MAAs production were
heterocyte-forming groups. Oscilatoria sp. CMMA 1600, from homocyte type, produced the greatest diversity

of MAAs.

CONCLUSIONS: The UHPLC-DAD-QTOFMS method is a powerful tool for identification and screening
of MAAs in cyanobacteria strains as well as in other organisms such as dinoflagellates, macroalgae, and
microalgae. The different cyanobacteria genera isolated from diverse Brazilian biomes and environments are

prolific source of MAA.

KEY-WORDS: UV-absorbing compound; Mycosporine-like amino acids (MAAs); Cyanobacteria;

Screening; UHPLC-DAD-QTOFMS.
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1 INTRODUCTION

Cyanobacteria are photosynthetic prokaryotes and therefore highly dependent on photosynthetically active
radiation (PAR). Due to the PAR requirement, cyanobacteria have prolonged exposure to ultra-violet radiation
(UVR). This exposure can directly incur cell damage due to photophysical and photochemical reactions or
indirectly through the accumulation of reactive oxygen species (ROS)2. In order to mitigate the negative effects
of UVR, cyanobacteria and other organisms, like macroalgae®, dinoflagellates* phytoplankton® and fungi® have
evolved several adaptive strategies’®. Among them, is the ability to synthesize or acquire photoprotective
compounds, namely mycosporine-like amino acids (MAAS). Mycosporine-like amino acids (MAAS) are UV-
absorbing compounds (310 to 362 nm), water-soluble, small compounds (generally <400) comprised of either
an aminocyclohexenone or an aminocyclohexenimine ring conjugated to a nitrogen or amino-alcohol
substituent’. The mycosporine-like amino acid synthesis is induced under UV radiation and osmotic stresses®
its regulation by environmental conditions is not fully understood®. Up to now, more than 20 MAAs are
known'!, The MAAs are capable of acting as photo-protective substances'?, and additionally can present other
roles such as antioxidant activity’® and osmotic functions!*1>. Due to their sun-protection ability, low
molecular-weight, water-solubility, and high light and heat stability these compounds have been an attractive
candidate for possible use in sunscreens and anti-aging products'®!’. Recently, some studies demonstrated that
the cyanobacteria are promising organisms with relevant secondary metabolites, including MAAs!-20,
Although cyanobacteria are promising, the detection of MAAs in the tropical strains, mainly isolated from
Brazilian environments, has rarely been explored. Hence, this study aimed to screen MAAs-producing

cyanobacteria isolated from different Brazilian environments with potential applications in cosmetics.
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2 EXPERIMENTAL

Chemicals

Acetonitrile (J. T. Baker, Xalostoc, Mexico), formic acid, and ammonium formate (Fluka, Seelze, Germany)
were LC-MS grade. Ultra-pure water was obtained from a Direct-Q8 water purification system (Millipore,
Milford, USA). MAAs standards (palythine, shinorine, and porphyra-334) were kindly provided by Prof. Paul

Long from King’s College, London.

Cyanobacterial cultures

Cyanobacteria strains were obtained from the culture collection of the Laboratory of Toxins and Natural
Products of Algae and Cyanaobacteria (LTPNA) at the University of Sdo Paulo (FCF-USP), from the Botanical
Institute Cyanobacterial Culture Collection at the Institute of Botany, So Paulo (CCIBt), from the Culture
Collection of the Centre for Nuclear Energy in Agriculture at the University of Sdo Paulo (CENA/USP), from
the Technological Institute of Pernambuco (ITEP) and from the Culture Collection of Agriculture and
Environmental Importance (CMAA) of the Brazilian Agriculture Research Corporation (EMBRAPA) at
Jaguaritna, Sdo Paulo. Altogether, 69 cyanobacterial strains were screened in our study for their MAAS
content. The strain codes, names and sources are presented in Table 1. Dinoflagellate (Amphidinium sp.),
microalgae (Chlorella sp. and Desmodesmus sp.) and macroalgae (Plocamium brasiliense) were also tested
using the same UHPLC-DAD-QTOFMS method to evaluate the efficiency of this method for MAAs

identification in other organisms.

Table 1. Diversity of the cyanobacteria screened for their MAAS content.

Strain code Name Source

Americana Reservoir, 22°44'S and 47°19'W

CCIBt 3106 Microcystis aeruginosa SP. Atlantic Forest

Billings Reservoir, 23°47'S and 46°35'W

CCIBt 3168 Rhabdoderma sp. SP, Atlantic Forest

. . . . Heron Lake - IBt, 23°38'30"S and 46°37'14"W
CCIBt 3180 Microcystis panniformis SP. Atlantic Forest
CCIBt 3194 Microcystis aeruginosa Billings Reservoir, 23°47'S 46°35'W

SP, Atlantic Forest
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Strain code

Name

Source

CCIBt 3214

CCIBt 3247

CCIBt 3265

CCIBt 3275

CCIBt 3289

CCIBt 3292

CCIBt 3307

CCIBt 3313

CCIBt 3320

CCIBt 3321

CCIBt 3324

CCIBt 3329

CCIBt 3330

CCIBt 3338

CCIBt 3343

CCIBt 3454

CCIBt 3464

CCIBt 3496

CCIBt 3551

CCIBt 3607

Geitlerinema unigranulatum

Nostoc sp.

Desertifilum tharense

Desertifilum tharense

Calothrix sp.

Nostoc sp.

Komarekiella atlantica

Chlorogloepsis sp.

Calothrix sp.

Tolypothrix sp.

Leptolyngbya sp.

Nostoc sp.

Cyanosarcina sp.

Leptolyngbya sp.

Dolichospermum sp.

Microcystis aeruginosa

Scytonema sp.

Myxosarcina sp.

Brasilonema octagenarum

Gloecapsa sp.
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Billings Reservoir, 23°47'S and 46°35'W
SP, Atlantic Forest

Bromeliad, IBt, 23°38'30"S and 46°37'14"W
SP, Atlantic Forest

Salina da Ponta, 18°59'00"S and 56°39'35"W
MS, Pantanal

Salina da Ponta, 18°59'00"S and 56°37'26"W
MS, Pantanal

Santa Virginia Park, 23°20'S and 45°09'W
SP, Atlantic Forest

Santa Virginia Park, 23°20'S and 45°09'W
SP, Atlantic Forest

Santa Virginia Park, 23°20'S and 45°09'W
SP, Atlantic Forest

Santa Virginia Park, 23°20'S and 45°09'W
SP, Atlantic Forest

Santa Virginia Park, 23°20'S and 45°09'W
SP, Atlantic Forest

Cardoso Island Park, 25°04'12"S and 47°55'27"W, Atlantic Forest

Cardoso Island Park, 25°04'12"S and 47°55'27"W, Atlantic Forest

Trunk, Pirassununga, 21°59'46"S and 47°25'33"W
SP, Cerrado

Pirassununga, 21°59'46"S and 47°25'33"W
SP, Cerrado

Pirassununga, 21°59'46"S and 47°25'33"W
SP, Cerrado

Jaguari Reservoir, 22°55'27"S and 46°25'30"W
SP, Atlantic Forest

Billings Reservoir, 23°47'S 46°35'W
SP, Atlantic Forest

Cardoso Island Park, 25°04'12"S and 47°55'27"W
SP, Atlantic Forest

Ecological Station Juréia - Itatins, 24°26'S and 47°04'W
SP, Atlantic Forest

Cardoso Island Park, 25°04'12"S and 47°55'27"W
SP, Atlantic Forest

Prainha, 23°03'97"S and 43°50'563"W
RJ, Atlantic Forest
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Strain code Name Source

Water pipe system supply, 23°42'28"S and 46°4324"W
SP, Atlantic Forest

Riacho Grande Reservoir, 23°52'03"S and
CCIBt 3172 Microcystis aeruginosa 46°63'44"W
SP, Atlantic Forest
Concrete dam of spring water, Capuava farm, Piracicaba

CCIBt 3626 Leptolyngbya sp.

CENAl61 Fischerella sp. 22°39'25"S and 47°37'24"W
SP, Atlantic Forest
Floodplain soil of Mari-Mari Island, Solim&es River, 02°45'00"S,
CENA21 Nostoc piscinale 65°15'00"W
AM, Amazon
CENA543 Nostoc sp. Lake Salina 67 Mil,19°27'42"S, 56°08'21"W
MS, Pantanal
CENA596 Nodularia spumigena Shrimp production pond,_ 32°12'19"S, 52°10'42"W
RS, Cassino Beach
. Amazonas river, 03°08'58"S and 58°31'11"W
CMAA 1554 Alkalinema sp. AM. Amazon
. Amazonas river, 03°08'58"S and 58°31'11"W
CMAA 1556 Pantanalinema rosaneae AM, Amazon
CMAA 1557 Planktothrix mougeotti Solimdes river, 03°14'34"S and 60°00'28"W

AM, Amazon

. . Solimdes river, 03°14'34"S and 60°00'28"W
CMAA 1598 Cronbergia amazonensis AM. Amazon
. . Solimdes river, 03°14'34"S and 60°00'28"W
CMAA 1600 Oscillatoria sp. AM, Amazon
. Amazonas river, 03°08'58"S and 58°31'11"W
CMAA 1601 Tolypothrix sp. AM, Amazon

CMAA 1602 Amazoninema brasiliense Solimdes river, 03°14'33"S and 60°00'28"W

AM, Amazon
CMAA 1605 Aliinostoc sp. Amazonas riverAOIa‘j(Eig'z'gnand 58°31'11"W
CMAA 1606 Aliinostoc sp. Amazonas fivef:Aoﬁfcf;rl]g;gnaﬂd 58°29'51"W
CMAA 1663 Tolypothrix sp. Solimdes river, X?I\’;,li?rfa;'zs(ﬁnd 60°00'28"W
CMAA 1664 Tolypothrix sp. Solimdes river,ﬁﬁ}i?ﬁ;zsoﬁnd 60°00'28"W
CMAA 1668 Tolypothrix sp. Solimdes river, AOSI\’/‘I’,lier;?,;ZSO?]nd 60°00'28"W
CMAA 1670 Calothrix sp. Amazonas river’AO,\?/’:(f;ﬁg;inand 58°31'11"W
CMAA 1675 Tolypothrix sp. Solimdes river, 03°14'33"S and 60°00'28"W
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Strain code Name Source
LTPNA DBG Negro river, 03°01'50"S and 60°09'07"W
07 Leptolyngbya sp. AM, Amazon
LTPNA DBG Lentolvnabva s Solimdes river, 03°14'33"S and 60°00'28"W
08 ptofyngbya sp. AM, Amazon
LTPNA DBG Tolvpothrix s Amazonas river, 03°08'58.2"S and 58°31'11"W
12 yp P- AM, Amazon
LTPNA DBG . Solimdes river, 03°14'33"S and 60°00'28.6"W
97 Aliinostoc sp. AM, Amazon
LTPNA DBG Aliinostoc s Solimdes river, 03°14'33"S and 60°00'28"W
28 P- AM, Amazon
LTPNA DBG Tolvoothrix s Solimdes river, 03°14'34"S and 60°00'28"W
44 yp P- AM, Amazon
LTPNA DBG Amazonas river, 03°08'58"S and 58°31'11"W
46 Leptolyngbya sp. AM, Amazon
LTPNA DBG . Solimdes river, 03°14'33"S and 60°00'28"W
52 Aliinostoc sp. AM. Amazon
LTPNA DBG Calothrix s Solimdes river, 03°14'33"S and 60°00'28"W
54 P AM, Amazon
LTPNA DBG . Solimdes river, 03°14'34"S and 60°00'28"W
55 Aliinostoc sp. AM. Amazon
LTPNA DBG . Solim@es river, 03°14'34"S and 60°00'28"W
62 Aliinostoc sp. AM. Amazon
LTPNA DBG NOStOC Solimdes river, 03°14'33"S and 60°00'28"W
72 P. AM, Amazon
LTPNA DBG NOStoC S Negro river, 03°01'50"S and 060°09'07"W
83 P- AM, Amazon
LTPNA DBG . Amazonas river, 03°08'15"S and 58°29'51"W
9 Tolypothrix sp. AM, Amazon
LTPNA DBG NOStOC Solimdes river, 03°14'34"S and 60°00'28"W
94 p- AM, Amazon
Cylindrospermopsis Tabocas Reservoir, e 08°06'15"S and 36°13'23"W
ITEP-018 : . .
raciborskii PE, Caatinga
Cylindrospermopsis Ornamental lake (ITEP), 8°03'32"S and 34°56'53"W
ITEP-030 - - .
raciborskii PE, Caatinga
. . . Salto Grande Reservoir, 22°44'S and 47°20'W
LTPNA-01 Microcystis aeruginosa SP. Atlantic Forest
. . . Salto Grande Reservoir, 22°44'S and 47°20'W
LTPNA-02 Microcystis aeruginosa SP. Atlantic Forest
LTPNA-06 Limnothrix redekei Billings Reservoir (Taquacetuba arm), 23°48'26"S; 46° 37'29"W
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Strain code Name Source

Billings Reservoir (Taquacetuba arm), 23°48'26"S; 46°37'29"W

LTPNA-07 Limnothrix redekei SP. Atlantic Forest

LTPNA-08 Microcystis aeruginosa Salto Grande gg?iﬁg:&g?gﬁ; and 47°20'W

LTPNA-09 Microcystis sp. Salto Grande SRF?,Si\t/IZinrt’icZ;iogrtsst and 47°20'W

LTPNA-10 Oscillatoria sp. Billings Reservoir (Ta%%a}c’ittllj:ri;r?g,riiimg26"S; 46°37'29"W
LTPNA-10A Planktothrix mougeotti Billings Reservoir (Taquacetuba arm), 23°48'26"S; 46°37'29"W

SP, Atlantic Forest

Extraction and sample preparation

Prior to LC/MS analyses, 5 mg of lyophilized material of each cyanobacterium was extracted with 0.1 % (v/v)
formic acid aqueous solution + 2 mM of ammonium hydroxide. No ultrasonic treatment of the lyophilized
cyanobacteria or any other approach to lyse or homogenize the cells were used. Cell debris was removed by
centrifugation at 10000 x g for 15 min, and the supernatant was filtered through a 0.45 pym PVDF syringe

filters (Analitica, Sdo Paulo, Brazil) into HPLC autosampler vials prior to LC/MS analyses.

UHPLC-DAD-HRMS conditions

Analyses were carried out on a LC-20D Shimadzu Prominence system (Shimadzu, Kyoto, Japan) equipped
with a diode-array detector (DAD) - SPD M20A coupled to a quadrupole time-of-flight mass spectrometer

(MicroTOF-QII; Bruker Daltonics, MA, USA) with an electrospray source.
Chromatography

Sample extracts were injected (10 pL) onto a Synergi 4u Hydro-RP 80 A column (150 x 2,0 mm)
(Phenomenex, USA). Analytes eluted at a flow rate of 0.4 mL/min with 0.1 % (v/v) formic acid solution +
2 mM ammonium formate (buffer A). Eluent B was acetonitrile/Milli-Q water (8:2) + 0.1 % (v/v) formic acid.
The gradient used for the separation was 100 % A at the start of the run up 2 min, 95 % B at 6 min, where the

gradient was held for 1.5 min, followed by a 4 min equilibration at 0 % B prior to the next injection.

Mass spectrometry
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The ionization source conditions were the following: positive ionization, capillary potential of 4500 V,
temperature of drying nitrogen gas 200 °C at a flow rate of 9 mL/min, and a nebulizer pressure of 60 psi. Mass
spectra were acquired using electrospray ionization in the positive mode over a range from m/z 50 to 500. The
QTOF instrument was operated in scan and auto MS/MS mode, performing MS/MS experiments on the three
most intense ions from each MS survey scan. The chromatogram was monitored at 330 nm. Accurate mass

data were processed using Data Analysis 4.4 software (Bruker Daltonics, Bremen, Germany).

3 RESULTS AND DISCUSSION

UHPLC-DAD-HRMS analysis of analytical standards

The standards palythine, shinorine and porphyra-334 were initially analysed by UHPLC-DAD-HRMS to
confirm the applicability of the method for MAAs identification and to discover their retention time. UV
absorption maxima and MS/MS spectra of the standards are shown in Figure S1 (supporting information) and
were compared with literature?!. The molecular formulae C10H16N20s (palythine), C13H20N2QOs (shinorine) and
C14H2N20s (porphyra-334) were measured at m/z 245,1132 (-0.1 ppm), m/z 333.1292 (1.0 ppm) and m/z

347.1441 (2.3 ppm) and they were eluted at 1.5 min, 1.3 min and 2.1 min respectively.

Screening of MAAs in cyanobacteria extracts

Nine different MAAs (mass error < 5ppm and msigma < 20 were considered) were identified in the
UHPLC-DAD-HRMS. The structures of the identified MAAs are shown in Figure 1, and UV absorption
maxima, retention times, calculated m/z values and fragmentation patterns are shown in Table 2. Assignments
were made by comparing the UV spectra, MS (exact mass and isotopic distribution) and MS/MS data with
data found in the literature for these compounds. Out of the sixty-nine cyanobacteria studied, twenty-six strains
(37%) synthesized MAAs (Table 3). Among them, 62%, were recovered from freshwater, 19% terrestrial, 11%
aerophytic, and 8% saline/marine water. Most of the knowledge from Brazilian cyanobacteria was acquired
from lentic aquatic environments??, and the terrestrial, aerophytic, and saline/marine forms have been explored
only recently. Thus, this work shows the importance of exploring different environments, because the MAAs
were identified from different habitats. Brazil is geographically distributed among six terrestrial biomes

(Amazon, Atlantic Forest, Caatinga, Cerrado, Pantanal, and Pampa) and one marine biome (Atlantic Ocean).
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Despite the high diversity of cyanobacteria in the Brazilian biomes, the biotechnological applications and
diversity of cyanobacteria in tropical environments are poorly explored?®. In this study, the cyanobacteria
isolated from Amazon proved to be the most promising source of MAAs when compared to the other Brazilian
biomes, followed by the Atlantic Forest. Although these findings are strongly supported, they could be biased
by the restricted number of cyanobacteria strains isolated from the remaining biomes. Most of the MAAs-
producing cyanobacteria species can synthesize both shinorine and porphyra-33424, The strains Nodularia
spumigena CENA 596 and Chlorogloepsis sp. CCIBt 3307 were able to synthesize these two compounds.
Regarding the morphological identification, all the Aliinostoc strains isolated from Amazon biome synthesized
shinorine, except for Aliinostoc sp. LTPNA DBG 55 which was not able to produce any MAA. On the other
hand, none of the Microcystis strains analysed showed MAAs production. However, high concentrations of
shinorine and several unknown MAAs were already reported in the bloom-forming cyanobacterium
Microcystis aeruginosa®. Hu and co-workers (2015) suggested a structural role of MAAs in the sheath of
Microcystis and emphasized that its production is irregularly distributed within this genus. This demonstrated
that same species of cyanobacteria isolated from the same environments may or may not synthesize MAAs?®,
Other promising MAAs producing genera are Tolypothrix and Calothrix. All the MAAs-producing Tolypothix
strains were recovered from Amazon rivers and produced palythine-serine and palythine-threonine except
LTPNA DBG92, which synthesized N-methyl palythine. Regarding the two MAAs-producing Calothrix
strains, one was isolated from the Atlantic Forest and the other from the Amazon and both synthesized N-
methyl palythine. In terms of abundance, the most representative genera for MAAs production were
heterocyte-forming groups such as Aliinostoc, Tolypothrix and Calothrix. One study showed that MAAs can
act as an intracellular nitrogen reservoir and their synthesis is regulated by nitrogen availability?’. Although
the heterocyte-forming groups were the most representative in terms of abundance MAAs synthesized, the
strain Oscilatoria sp. CMMA 1600, from homocyte type, produced the greatest diversity of compounds in this
group. The MAAs can be divided into two groups: imino-mycosporines and oxo-mycosporines. In this study,
imino-mycosporines were the major group detected (9 accounting for >77% of the total MAAS). This group is
the most common in cyanobacteria?*. These MAAs contain an amino-cyclohexenimine ring linked to an amino
acid, amino alcohol or amino group, with an absorption maximum between 320 and 360 nm?8, Within it,
shinorine was the major MAA identified (found in 10 strains), followed by N-methylpalythine (found in 6

strains). Oxo-mycosporines appear exclusively in terrestrial organisms, mainly in fungi with only two
2019 TeseDoutorado VanessaGeraldes 187



exceptions: mycosporine-glycine?* and mycosporine-taurine that have been found in sea anemones?2°. These
compounds possess a ciclohexenone ring system linked with an amino acid (oxocarbonyl-MAAS), with an
absorption maximum at 310 nm?. Mycosporine-glycine was detected in two strains: Cyanosarcina sp. CCIBt
3330 and Scytonema sp. CCIBt 3464 which also produces N-methylpalythine. Furthermore, the current study
demonstrated that two cyanobacterial strains synthesize mycosporine-ornithine. Nostoc sp. CCIBt 3329 was
isolated from a tree trunk, and Leptolyngbya sp. DBG 07 isolated from freshwater in Negro river (Figure S2,
supporting information). This indicated that mycosporine-ornithine, as mycosporine-glycine and mycosporine-
taurine, is not exclusively from terrestrial organisms and could be synthesized by aquatic cyanobacteria. Two
glycosylated MAAs were also found in this study. One MAA with an absorption maximum at 320 nm and a
molecular mass of 436 Da was identified as a hexose-bound palythine-serine derivative. Another MAA with
an absorption maximum at 322 nm and molecular mass of 450 Da was identified as a hexose-bound palythine-
threonine derivative®%3', Hexose-bound palythine-serine was found in two cyanobacterial strains, Nostoc sp.
DBG 72 and Oscillatoria sp. CMAA 1600. Besides that, Nostoc sp. DBG 72 also synthesizes palythine-serine
(Figure S3, supporting information). Hexose-bound palythine-serine can be produced by the glycosylation of
palythine-serine. The MAA hexose-bound palythine-threonine was found only in Oscillatoria sp. CMAA
1600, which simultaneously produces four types of MAAs: hexose-bound palythine-threonine, palythine-
serine, palythine-threonine and porphyra-334 (Figure S4, supporting information). As previously suggested,
hexose-bound palythine-serine can be produced by the glycosylation of palythine-serine, and hexose-bound
palythine-threonine can be synthesized by the glycosylation of palythine-threonine. However, Nazifi and co-
workers (2013) proposed another biosynthetic pathway for the hexose-bound palythine-threonine3. These
authors proposed that the glycosylation of porphyra-334 can generate the 508-Da MAA, and the 450-Da MAA
can be formed via the elimination of a portion of glycine from the 508-Da MAA. However, in this study, 508-
Da MAA was not detected, suggesting that the pathway proposed in this study should be the most likely for

the biosynthesis of hexose-bound palythine-threonine.
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Table 2. Mycosporine-like amino acids found in screened cyanobacteria and their UV absorption maxima, retention times

(this study), calculated m/z values, and fragmentation patterns (references and this study).

Amax

MAAs (nm) RT (min) [M+H]* Fragmentation patterns Reference
Mycosporine-glycine 310 1.2 246.0972 57, 84, 100,117, 143, 171, 231 %2
N-methylpalythine 330 2.0 259.1288 151, 171, 185, 200. 223 3
Palythine-Serine 320 1.3 275.1238 172,207, 216, é%% 242, 245, 257, 3
Palythine-Threonine 321 24 289.1394 172, 230, 256, 274 34
Mycosporine-Ornithine 310 2.1 303.1551 116, 188, 258 3%
Shinorine 334 1.3 333.1292 186, 230, 274, 303 318 *
Porphyra-334 334 2.1 347.1449 186, 227, 288, 303, 332 *
Hexose-bound Palythine-Serine 320 1.6 437.1766 142, 171, 207, 241, 257, 275 3
Hexose--bound Palythine-Threonine 322 2.7 451.1896 91, 185, 245. 289 31

Figure 1. Structure of mycosporine-like amino acids identified in this study. Hexose-bound palythine-serine and hexose-

bound palythine-threonine structures were proposed according to Nazifi et al. 2013,
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Table 3. Mycosporine-like amino acids identified in cyanobacterial strains.

Hexose- Hexose-

Strain code Name MG N-MePi PiS PIT MO Sh P-334 PiS PiT
CCIBt 3289 Calothrix sp. . X
CCIBt 3307 Komarekiella atlantica . . . . . X X
CCIBt 3329 Nostoc sp. . . . X
CCIBt 3330 Cyanosarcina sp. X
CCIBt 3343 Dolichospermum sp. . . . . . X
CCIBt 3464 Scytonema sp. X X
CCIBt 3551  Brasilonema octagenarum . X
CCIBt 3626 Leptolyngbya sp. . X
CENA 161 Fischerella sp. . . . . . X
CENA 596 Nodularia spumigena . : . : . X X
CMAA 1600 Oscillatoria sp. . . X X . . X X X
CMAA 1605 Aliinostoc sp. . . . . . X
CMAA 1606 Aliinostoc sp. . . . . . X
CMAA 1668 Tolypothrix sp. . . X X
CMAA 1670 Calothrix sp. . . X X
CMAA 1675 Tolypothrix sp. . X
LTPNA DBG 07 Leptolyngbya sp. . : . : X
LTPNA DBG 27 Aliinostoc sp. . . . : . X
LTPNA DBG 28 Aliinostoc sp. . . . . . X
LTPNA DBG 44 Tolypothrix sp. . . X X
LTPNA DBG 52 Aliinostoc sp. . : . : . X
LTPNA DBG 62 Aliinostoc sp. . . . . . X
LTPNA DBG 72 Nostoc sp. . . X . . . . X
LTPNA DBG 92 Tolypothrix sp. . X
LTPNA DBG 94 Nostoc sp. . . . X

MG - Mycosporine-glycine; N-MePi — N-methylpalythine; PiS — Palythine-serine; PiT — Palythine-threonine; MO —
Mycosporine-ornithine; Sh — Shinorine; P-334 — Porphyra-334; Hexose-PiS — Hexose-palythine-serine; Hexose-PiT —

Hexose-palythine-threonine
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Dinoflagellate (Amphidinium sp.), microalgae (Chlorella sp. and Desmodesmus sp.) and macroalgae
(Porphyra sp and Plocamium brasiliense) were also tested for MAASs production using the same UHPLC-
DAD-QTOFMS method. The data analysis showed that Amphidinium sp., Porphyra sp. and Plocamium
brasiliense synthetized diverse types of MAAs and other MAASs not detected in cyanobacteria (Figure S5-S7,
supporting information). In this direction, the method could be a useful tool for mycosporine-like amino acids

discovery in other groups of organisms.

4 CONCLUSIONS

The UHPLC-DAD-QTOFMS method described herein is feasible and showed to be fast, reliable and a
powerful tool for identification and screening of MAAs in cyanobacteria strains as well as in other organisms
such as dinoflagellates, macroalgae, and microalgae. This comprehensive screening of cyanobacterial strains
for MAA production revealed that different cyanobacteria genera isolated from diverse Brazilian biomes and
environments are prolific sources of various types of MAAs. Different biomes and environments were not

correlated with MAAs production in the cyanobacterial strains analysed.
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SUPPORTING INFORMATION

Figure S1. UHPLC-DAD-QTOFMS analysis (UV spectra and MS/MS spectra) of [M+H]" ions of shinorine - C13H20N20g
(0.1 ppm, 2.2 msigma; RT 1.2 min), palythine - C10H1gN2Os (-0.6 ppm, 1.9 msigma; RT 1.5 min), and porphyra-334 -
C14H22N20g (0.7 ppm, 7.5 msigma; RT 2.1 min) (ESI +, 35.3 V).
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l?mLSJ]E UV Chromatogram (330 nm) of porphyra-334 standard
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Figure S2. UHPLC-DAD-QTOFMS analysis (UV, MS and MS/MS spectra) of [M+H]* ions of mycosporine-ornithine -
C13H22N206 from Nostoc sp. CCIBt 3329 (0.5 ppm, 11.8 msigma; RT 2.1 min) and Leptolyngbya sp. LTPNA DBG 07
(1.7 ppm, 44.4 msigma; RT 2.1 min) (ESI +, 35.3 V).
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Figure S3. UHPLC-DAD-QTOFMS analysis (UV chromatogram (330 nm), UV, MS and MS/MS spectra) of [M+H]*
ions of palythine-serine - C11H1sN20s (-1.2 ppm, 13.2 msigma; RT 1.3 min) and hexose-bound palythine-serine
C17H28N2011 (-0.2 ppm; 1.3 msigma; RT 1.6 min) from Nostoc sp. LTPNA DBG 72 (ESI +, 35.3 eV).
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Figure S4. UHPLC-DAD-QTOFMS analysis (UV chromatogram (330 nm), UV, MS and MS/MS spectra) of [M+H]*

ions of palythine-serine - CiiH1sN2Os (0.1 ppm, 12.7 msigma; RT 1.3 min), hexose-bound palythine-serine

C17H2sN2011 (0.0 ppm; 16.0 msigma; TR 1.6 min), porphyra-334 - C14H2N20sg (-0.9 ppm; 20.0 msigma; RT 2.1 min),
palythine-threonine - CioH2N206 (1.1 ppm; 4.4 msigma; RT 2.4 min) and hexose-bound palythine-threonine -
C1sH30N2011 (2.8 ppm; 5.4 msigma; RT 2.7 min) from Oscillatoria sp. CMAA1600 (ESI +, 35.3 V).
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Figure S5. UHPLC-DAD-QTOFMS analysis (UV chromatogram (330 nm), UV and MS spectra) of [M+H]+ ions of
shinorine - C13H21N208 (0.8 ppm, 2.7 msigma; RT 1.3 min), palythine CIO0H16N205 (1.2 ppm; 6.3 msigma; RT
1.5 min), ), asterina-330 C12H20N206 (0.7 ppm; 2.1 msigma; RT 1.7 min), porphyra-334 - C14H22N208 (-0.9 ppm;
2.1 msigma; RT 2.1 min), and N-ethylpalythine C12H20N205 (-2.2 ppm; 5.5 msigma; RT 4.0 min) from Porphyra sp.
(ESI +, 35.3 V).
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Figure S6. UHPLC-DAD-QTOFMS analysis (UV chromatogram (330 nm), UV and MS spectra) of [M+H]+ ions of
mycosporine GABA - C12H19NO6 (-6.8 ppm, 9.6 msigma; RT 1.3 min), palythine CLOH16N205 (1.7 ppm; 6.1 msigma;
RT 1.5 min), porphyra-334 - C14H22N208 (-0.9 ppm; 62.7 msigma; RT 2.1 min), and palythenic acid - C14H20N207
(2.1 ppm; 4.1 msigma; RT 3.2 min) from Amphidium sp. (ESI +, 35.3 eV).
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Figure S7. UHPLC-DAD-QTOFMS analysis (UV chromatogram (330 nm), UV and MS spectra) of [M+H]+ ions of
shinorine - C13H21N208 (0.6 ppm, 2.5 msigma; RT 1.3 min) from Plocamium brasiliense (ESI +, 35.3 eV).

-3 UV Chromatogram (330 nm) from Plocamium brasillense

00 o5 10 15 20 25 30 35 40  Time[nin]
Intens. UV spectrum of Shinorine, RT 1,3 min. | Intens. MS/MS spectrum of Shinorine, RT 1,3 min.
[mAU] x104

i 277.0894
E 3
6 330

2
333.1391 [M+H]*

2 1 189.1225

A I B B W

200 250 300 350 400 450 500 miz

-t
200 250 300 350Wav elength [nm]

—
(23]
=T

2019 TeseDoutorado VanessaGeraldes 205



ANEXO 3

Development and validation of a rapid LC-MS/MS method for the quantification of
mycosporines and mycosporine-like amino acids (MAAs) from cyanobacteria
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HIGHLIGHTS

¢ Validated method for quantification of MAAs with lower limits of detection
e An easy-to-handle and rapid extraction procedure for MAAs

e An LC-MS method for detection and quantification of MAAS in 6 minutes

ABSTRACT

Mycosporines and mycosporine-like amino acids (MAAS) are ultra-violet radiation (UVR) absorbing
compounds produced by lichens, fungi, algae and cyanobacterial species, especially upon exposer to solar
ultraviolet radiation. These compounds are photoprotective and some have additional antioxidant functions
useful to the natural cosmetics market. Analysis is generally achieved by separation using reverse-phase
chromatography and, detection and quantification based upon characteristic absorption spectra and extremely
high molar extinction coefficients. Herein, a validated liquid chromatography coupled with tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS) quantification method for MAAs is presented. Additionally, an easy-to-handle and
rapid extraction procedure was developed which uses only water and volatile additives as the extractor
solvents. The LC-MS/MS method was performed using multiple reaction monitoring in positive mode with a
reverse-phase column. The method enabled the accurate determination and quantification of the MAAs
porphyra-334, shinorine and mycosporine-glycine-alanine in a 6 minutes running time, with detection limits
of 0.002 ugmg?, 0.001 pgmg? and 0.005 pgmg™ respectively. These methods provided a simple extraction
and rapid analysis procedure that efficiently identified and quantified MAAs produced by a collection of 29
cyanobacteria. MAAs could be detected at levels well above the limits of detection for the LC-MS/MS method
in 12 strains, irrespective of whether the cultures had been exposed to UVR. A quantitative level of constitutive
expression of MAASs in cyanobacteria has never been reported previously, and provides an opportunity to study

mechanisms that regulate UVR induced MAA biosynthesis in the future.

Keywords: Mycosporine-like amino acids (MAASs), validation, quantification, LC-MS/MS, cyanobacteria.
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Abbreviations: ACV: acyclovir, As: asymmetry factor, CCIBt: Cyanobacterial Culture Collection at the
Institute of Botany, CE: collision energy, CENA/USP: Culture Collection of the Centre for Nuclear Energy in
Agriculture at the University of Sdo Paulo, F: fragmentor voltage, HQC: higher quality control, HILIC:
hydrophilic interaction chromatography, ITEP: Technological Institute of Pernambuco, LC-MS: liquid
chromatography coupled with mass spectrometry, LC-MS/MS: liquid chromatography coupled with tandem
mass spectrometry, LoD: limit of detection, LoQ: limit of quantification, LQC: lower quality control, LTPNA:
Laboratory of Toxins and Natural Products of Algae and Cyanobacteria, MQC: medium quality control,
MAAs: mycosporine-like amino acids, MGA: mycosporine-glycine-alanine, MRM: multiple reaction
monitoring, P-334: porphyra-334, QqQ: Triple Quadrupole mass spectrometer, Rs: resolution, SH: shinorine,

UVR ultraviolet radiation, UVA: ultraviolet A, UVB: ultraviolet B.
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Introduction

Mycosporines and mycosporine-like amino acids are a family of some 50+ natural UV-absorbing sunscreens,
having evolved for protection against chronic UVR exposure in cyanobacteria, plants (algae, seaweeds) and
invertebrates, as well as in the skin, lenses and eggs of freshwater and marine teleost fish [1]. MAAS are water-
soluble, low molecular-weight (generally <400 Da) compounds composed of either an aminocyclohexenone
or an aminocyclohexenimine ring, carrying nitrogen or amino alcohol substituents [2]. These compounds have
photoprotective and antioxidant function, protecting skin from UVR damage [3,4]. Furthermore, MAAs are
purportedly involved in resistance to desiccation [5], osmotic regulation [6] and probably many other cellular
functions [1,7]. MAAs are highly stable chemically [1,8] and have been widely studied as possible alternatives
to synthetic sunscreens and anti-aging products, which are under increased scrutiny as potentially being
harmful to human health and the environment [1,9-11]. Analytical methods and validated procedures are
essential in the development of biotechnological products as they are reliable for monitoring the integrity,
purity, quality, stability, strength and potency of an active compound in manufactured products. Some previous
studies covering validation procedures for biotechnological products have been published [12,13]. The
methods most often used to purify, identify and quantify MAAs are by HPLC comparison of retention times
and UV spectra [14-16]. Although UV detection is sensitive because of high extinction coefficients (g) for
MAAs, a main drawback is a lack of selectivity since biosynthetic congeners can easily influence MAAs
guantification. Moreover, no commercial sources for standard compounds exist and few laboratories
worldwide have the capacity to provide reference material against which structural elucidation of MAAs can
be verified [17]. Capillary electrophoresis has also been used to quantify MAAs, however this technique is not
widely used because of it is limited to only high ionisable compounds [18]. In this sense LC-MS is a good
alternative to provide high sensitivity and selectivity for analysis of MAAs. Whitehead & Hedges (2002)
published a quantitative approach for LC-MS analysis of MAAs that allowed all MAAs known at that time to
be characterised based on individual retention times, molecular weights and UV absorption maxima [17].
Hartmann et al. (2015) published an LC-MS method that used hydrophilic interaction chromatography
(HILIC) to study MAAs in several marine species [19]. Although this method afforded good linear correlation
coefficients, it did not account for some important validation parameters such as recovery and matrix effects.
Using multiple reaction monitoring (MRM) instead of a full scan improved the selectivity and sensitivity of
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this method, allowing mass distinction of isomeric compounds [20]. Here we present a rapid and validated LC-
MS/MS method using a reversed phase column to quantify MAAs based upon individual retention times,
molecular weights and specific mass transitions by MRM experiments in the presence of a biological matrix
and internal standards. Additionally, a bioprospecting survey that induced MAASs in cyanobacteria by exposing

cultures to UVR was performed to evaluate the applicability of the method developed.
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Materials and Methods

Reagents and matrix

Acetonitrile (J. T. Baker), formic acid and ammonium formate were LC-MS grade (Fluka). Water was purified
by a Milli-Q system (Millipore). Porphyra-334 and shinorine standards were kindly provided by Prof. Kazuo
Yabe while a mycosporine-glycine-alanine standard was isolated as previously described [manuscript under
revision in another journal]. MAAs standards were dissolved in water to form stock solutions. The working
solution had the following concentrations: Shinorine — 100 pg mL?, 200 pg mL?, 400 pg mL?, 600 pg mL?,
800 pg mL*, 1200 pg mL*, 1600 pg mL*; porphyra-334 — 50 ug mL*, 100 pg mL*, 200 pg mL?, 300 pg
mL, 400 pug mL?t, 600 pg mL?, 800 pug mL*; mycosporine-glycine-alanine — 25 pg mL%, 50 pg mL*, 100 pg
mL*, 150 pug mL™*, 200 pg mL*, 300 pg mL?, 400 pg mL™. The concentration of the working solution was
100 pg mL2. The individual stock solutions and the working solutions were stored at 4 °C. Prior to use, the
working solutions were brought to room temperature and were mixed thoroughly. Acyclovir (Sigma Aldrich)

was used as the internal standard. Commercial spirulina (Arthrospira platensis) was used as a blank matrix.

Sample preparation

Lyophilized samples (5.00+0.05 g) were weighed into 2 mL polypropylene microcentrifuge tubes, (Merck,
Germany). Samples were spiked with 10 uL of the working solution and stored capped for 4 h at room
temperature to achieve equilibrium between the standard and samples. Then, extraction was performed with
1990 uL of water + 0.1 % (v/v) formic acid + 0.2 mM ammonium formate. Sample were mixed by vortex and
stored for 1 h at room temperature. No ultrasonic treatment of the lyophilized cyanobacteria or any other
approach to lyse or homogenize the cells were used. After extraction, the tubes were centrifuged for 10 min
(10,000 rpm) with an Eppendorf Centrifuge 5415 R. An aliquot (1000 pL) of the supernatant was filtered and

transferred into an HPLC vial (Agilent Technologies). 10 pL thereof was injected into the LC-MS/MS system.
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LC-MS/MS parameters

The analyses were carried out on a 1290 series LC system coupled to a 6460 Triple Quadrupole mass
spectrometer (QqQ) (Agilent Technologies) with an electrospray source. The QgQ instrument was operated
by a MassHunter Workstation B.04.01 software. Precursor and product ion selection as well as optimization
of collision energies were performed with flow injection of standard solutions using the MassHunter Optimizer
software. Chromatographic separation was performed at 30 °C using a Synergi 44 Hydro-RP 80 A column
(150 x 2,0 mm) (Phenomenex, USA). Sample extracts were injected (10 pL) and eluted at a flow rate of
0.4 mL/min water + 0.1 % (v/v) formic acid containing 2 mM ammonium formate (elluent A). Elluent B was
Acetonitrile/water (8:2, v/v) + 0.1 % (v/v) formic acid. The total run time for the chromatography was 12 min
comprising an initial hold time of 2 min at 100 % A and a linear gradient to 95 % B within 4 min. After a hold
time of 1.5 min at 95 % B, the starting composition of 100 % A was reached within 0.5 min and held for 4 min
to allow column re-equilibration prior to the next injection. The eluent flow from 6 min until the end of the
analysis was directed to the waste. Before sample injection, the needle was washed in the flush port with
acetonitrile/water (50:50, v/v) for 5 sec. Analysis was carried out monitoring two transitions (quantifier and
qualifier) using MRM in positive mode. The ionization source conditions were applied as follows: gas
temperature and gas flow (nitrogen) were 350 °C and 10 mL min, respectively; nebulizer pressure of 45 psi;
sheath gas temperature and sheath gas flow were 300 °C and 12 mL min, respectively; capillary voltage, 3500
V; and nozzle voltage, 500 V. Data were processed using Mass Hunter Qualitative Analysis Software and

Mass Hunter Quantitative Analysis Software (Agilent Technologies, USA).

Method Validation

The present study was focused on an in-house validation approach. The method was validated in 3 days for
the following parameters: specificity, linearity, precision (repeatability and within-laboratory reproducibility),
accuracy, extraction recovery, matrix effects and stability. Additionally, the working range as well as limits of
detection and quantification were evaluated. For the determination of all parameters, the guidelines of ICH

and EURACHEM were considered [21,22].
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2.4.1. Specificity and selectivity

Specificity was assessed with the analysis of matrix samples along-side MAAs calibration standards to
determine qualitatively whether test samples contained any matrix components which may interfere with the
detection and quantitation of the MAAs. Peak symmetry was defined using the asymmetry factor (As). The As
factor represents a balance between the back and front of the peak, with an As of 1.0 indicating that the peak
is balanced. Values <1 would indicate asymmetry and peak fronting, whereas values >1 suggest peak tailing.
However, peaks with As > 1.5 are acceptable [23]. Resolution (Rs) quantifies time-axis selectivity for adjacent
analytes due to chromatographic separation. Resolution values > 1.5 indicate a baseline separation of the
substances showing good chromatographic separation [24]. The retention time is an important parameter for
compound identification. Variability in retention time precision was assessed by repeated analysis over one

analytical sequence of extracts containing MAAs.

2.4.2. Linearity

In order to determine the range of MAAS concentrations over which the guantitation method could be applied,
MAAs standards were spiked into matrix extracts. Linearity was assessed using three replicates (n=3) with
seven different concentrations of shinorine and mycosporine-glycine-alanine and six different concentrations
of porphyra-334. The method was validated by constructing calibration curves of the three analytes (shinorine,

porphyra-334 and mycosporine-glycine-alanine) from which linear regression equations could be calculated.

2.4.3. Limit of detection (LoD) and limit of quantification (LoQ)

The limit of detection (LoD) was defined as the lowest injected amount of MAAs producing a Gaussian-shaped
peak eluting within +2 % of mean calibrator retention time and a minimum signal to noise (S/N) ratio of 3:1.
The limit of quantitation (LoQ) was defined as the concentration of analyte which gives rise to an analytical

peak with a minimum S/N ratio of 10:1.

2.4.4. Precision (repeatability and within-lab reproducibility) and accuracy

Precision (repeatability and within-lab reproducibility) and accuracy were evaluated with four replicates (n=4)
at three different concentrations (low, medium and high). Inter-assay precision and accuracy were evaluated

over three validation batches (n=12). Samples were extracted and analysed by LC-MS/MS, with quantitative
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concentration data used to calculate standard deviations around the calculated means over both single batches
and multiple batches. Precision was expressed as % coefficient of variation (standard deviation of the
concentrations divided by the mean concentration) and accuracy is the percentage of calculated to target
concentration. The variability in retention time precision was assessed with the repeated analysis over one

analytical sequence of extracts containing MAAsS.

2.4.5. Recovery extraction and matrix effect

Recovery experiments was performed by analysis of matrix samples spiked with working solutions of the
analytes and internal standard both before and after extraction. For matrix samples spiked before extraction,
accurately weighted samples of commercial spirulina samples (5.00£0.05 mg) were spiked with 10 uL. of
working solution of the three MAAs at three different concentrations, and 10 uL of internal standard solution
before extraction. Spiked samples were stored capped for 4 h at room temperature to achieve equilibrium
between the analytes and matrix. The samples were then extracted according to the protocol described in
section 2.2. For matrix samples spiked after extraction, blank matrix samples were extracted and thoroughly
mixed with an aliquot of the raw extract (990 uL) was combined with 5 uL. working solution of the three
MAAs at three different concentrations, and 5 pL working solution of the internal standard. Recovery
extraction was defined as a percentage ratio of the concentration in matrix samples spiked before and after
extraction. For LC-MS/MS analysis, the matrix components can influence the analyte ionization. Matrix effect
was calculated as a percentage ratio of the slopes (m) of each calibration curve prepared in both matrix samples
spiked after extraction and solvent standards (Mmarix/Msoivent). SOlvent standards were unextracted standards

reconstituted in eluent A.

2.4.6. Stability

It has been noted that poor stability of the analyte during analysis may give rise to significant deviations in
results. It is essential that extracts of MAAs are sufficiently stable to allow for routine testing where samples
can remain in the autosampler for several hours. It is also important to measure stability of the samples when
delays in analysis occur, such as instrument breakdowns or overnight analyses. Stability of MAAs in extracts

of S. torques-reginae ITEP-024 were investigated under 3 different conditions: short-term (5 h of exposure at
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room temperature -22 °C, 38 °C, 4 °C and -18 °C), long-term (storage in the refrigerator at 4 °C for 101 days)

and post-preparative (48 h in the autosampler at room temperature).

Bioprospecting for MAAs

2.5.1. Cyanobacterial cultures

Cyanobacteria strains were obtained from the culture collection of the Laboratory of Toxins and Natural
Products of Algae and Cyanobacteria (LTPNA) at the University of Sao Paulo (FCF-USP), from the Culture
Collection of the Centre for Nuclear Energy in Agriculture at the University of Sao Paulo (CENA/USP), from
the Cyanobacterial Culture Collection at the Institute of Botany (CCIBt), Sdo Paulo and from the
Technological Institute of Pernambuco (ITEP). (Table 1). These strains were cultivated in ASM-1 medium
[25] at 24 °C + 2 °C under light:dark cycle (12h:12h) with photosynthetically active radiation (PAR) OSRAM

L 36 W:32 Lumilux de luxe warm white lamps (80 pmol photons.um2.s?).
2.5.2. MAAs induction using UVA and UVB radiation

To induce MAAs biosynthesis, samples were irradiated with ultraviolet A (UVA) radiation provided by twin
Philips TL -K 40W/10-R UV-A lamps and ultraviolet B (UVB) radiation provided by twin Philips TL 40W/12
RS SLV/25 lamps in addition to PAR lamps. Suspended cells (150 mL) were irradiated in 75 cm?2 tissue culture
flasks with a hydrophobic filter cap (TP90076, TPP) at a distance of 40 cm from the lamps at 24 °C £ 2°C
under light:dark cycle (12 h:12 h) for 3 days. Cultures were harvest at the beginning and at the end of the
MAAs induction experiment, and were extracted using the protocol described in section 2.2 and analysed by

LC-MS/MS. Quantification of MAAs was calculated against the calibration curves of the respective standards.

Table 1. Cyanobacteria strains tested in UVR induction experiment for quantification of MAAs.

Strain code Name Source

Billings Reservoir, 23°47'S and 46°35'W
CCIBt 3168 Rhabdoderma sp.
SP, Atlantic Forest
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Strain code Name Source
Microcystis Heron Lake - IBt, 23°38'30"S and 46°37'14"W
CCIBt 3180
panniformis SP, Atlantic Forest
Microcystis Billings Reservoir, 23°47'S 46°35'W
CCIBt 3194
aeruginosa SP, Atlantic Forest
Geitlerinema Billings Reservoir, 23°47'S and 46°35'W
CCIBt 3214
amphibium SP, Atlantic Forest
Bromeliad, I1Bt, 23°38'30"S and 46°37'14"W
CCIBt 3247 Nostoc sp.
SP, Atlantic Forest
Desertifilum Salina da Ponta, 18°59'00"S and 56°39'35"W
CCIBt 3265
tharense MS, Pantanal
Desertifilum Salina da Ponta, 18°59'00"S and 56°37'26"W
CCIBt 3275
tharense MS, Pantanal
Santa Virginia Park, 23°20'S and 45°09'W
CCIBt 3289 Calothrix sp.
SP, Atlantic Forest
Santa Virginia Park, 23°20'S and 45°09'W
CCIBt 3292 Nostoc sp.
SP, Atlantic Forest
Komarekiella Santa Virginia Park, 23°20'S and 45°09'W
CCIBt 3307
atlantica SP, Atlantic Forest
Santa Virginia Park, 23°20'S and 45°09'W
CCIBt 3313 Chlorogloepsis sp.
SP, Atlantic Forest
Santa Virginia Park, 23°20'S and 45°09'W
CCIBt 3320 Calothrix sp.
SP, Atlantic Forest
CCIBt 3321 Tolypothrix sp. Cardoso Island Park, 25°04'12"S and 47°55'27"W, Atlantic Forest
CCIBt 3324 Leptolyngbya sp. Cardoso Island Park, 25°04'12"S and 47°55'27"W, Atlantic Forest
Trunk, Pirassununga, 21°59'46"S and 47°25'33"W
CCIBt 3329 Nostoc sp.
SP, Cerrado
Pirassununga, 21°59'46"S and 47°25'33"W
CCIBt 3330 Cyanosarcina sp.

SP, Cerrado
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Strain code Name Source
Pirassununga, 21°59'46"S and 47°25'33"W
CCIBt 3338 Leptolyngbya sp.
SP, Cerrado
Jaguari Reservoir, 22°55'27"S and 46°25'30"W
CClIBt 3343 Dolichospermum sp.
SP, Atlantic Forest
CCIBt 3464 Scytonema sp. Cardoso Island Park, 25°04'12"S and 47°55'27"W, Atlantic Forest
Ecological Station Juréia - Itatins, 24°26'S and 47°04'W
CCIBt 3496 Myxosarcina sp.
SP, Atlantic Forest
Brasilonema
CCIBt 3551 Cardoso Island Park, 25°04'12"S and 47°55'27"W SP, Atlantic Forest
octagenarum
Prainha, 23°03'97"S and 43°50'53"W
CCIBt 3607 Gloecapsa sp.
RJ, Atlantic Forest
Water pipe system supply, 23°42'28"S and 46°43'24"W
CCIBt 3626 Leptolyngbya sp.
SP, Atlantic Forest
Floodplain soil of Mari-Mari Island, Solimdes River, 02°45'00"S,
CENA21 Nostoc piscinale 65°15'00"W
AM, Amazon
Lake Salina 67 Mil, 19°27'42"S, 56°08'21"W
CENA543 Nostoc sp.
MS, Patanal
Nodularia Shrimp production pond, 32°12'19"S, 52°10'42"W
CENA596
spumigena RS, Cassino Beach
Solimdes river; 03°14'33"S and 60°00'28"W
LTPNA DBG 72 Nostoc sp.

ITEP 24

ITEP 26

Sphaerospermopsis
torques-reginae
Sphaerospermopsis

torques-reginae

AM, Amazon

Reservatério Tapacura, 08°02'14"S, 35°09'46"W
PE, Brasil, Caatinga

Reservatorio Tapacura, 08°02'14"S, 35°09'46"W

PE, Brasil, Caatinga
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Results and discussion

3.1. Method Validation

An LC-MS/MS method for quantification of MAAs was developed and validated by MRM experiments that
monitored specific transitions of precursor ions to corresponding selected product ions for each target MAAs
and an internal standard. Mass spectrometer performance parameters, including selection of the best precursor
and product ions, along with the corresponding optimized collision energies and fragmentor voltages, were
tested during flow injection of the standards solutions. For each analyte, the two mass transitions with highest
abundance were selected that corresponded to the quantifier, and to the qualifier ion in further analyses. Table

2 summarizes the optimized parameters for the analytes and the internal standard.

Table 2. Selected transitions and optimized ESI parameters for the analytes and the internal standard for MRM analysis.
F — fragmentor voltage; CE — collision energy; ACV — acyclovir; MGA — mycosporine-glycine-alanine; SH — shinorine;
P-334 — porphyra-334.

Precursor ion Product ion quantifier Product ion qualifier
Compounds F (V) CE (V)
(m/z) (m/2) (m/2)
ACV 226 152 135 135 20
MGA 317 214 165 100 30
SH 333 186 230 100 25
P-334 347 303 186 100 30

Optimization studies were conducted to develop a simple, fast and efficient extraction protocol, without the
need for pre-concentration procedures of cyanobacterial samples. Several extraction solvents were tested:
MeOH/H,0 (50:50); EtOH/ H,0 (50:50), 100 % H,0 and 0.1 % (v/v) formic acid aqueous solution + 0.2 mM
ammonium formate. MAAs extraction was found to be most efficient using aqueous acidic solvents. The use
of a 0.1 % (v/v) formic acid solution + 0.2 mM ammonium formate allowed greater amounts of MAAs to be
extracted and was selected as the solvent for MAAs extraction in this quantification method. For initial
screening, different stationary phases were also tested: a Luna C18 (150 x 4.5 mm, 5 pum) (Phenomenex, USA),
a ZIC®-HILIC (150 x 2.1 mm, 5um) and a Synergi 4 Hydro-RP 80 A (150 x 2.0 mm) (Phenomenex, USA).

The Synergi 4p Hydro-RP 80 A column gave the best results when separation efficiency and peak shape were
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considered, and allowed separation in less than 6 mins (Figure 1). Shinorine (1) eluted first (1.49 min),
followed by porphyra-334 (2: 2.50 min) and mycosporine-glycine-alanine (3: 3.49 min). This column is very
stable in 100 % aqueous mobile phase and provides prolonged retention of hydrophobic compounds and slight
polar selectivity [26]. Although it has been reported that MAAs elute close to the void volume of reverse phase
columns [19], in this study the retention capacity of the column was sufficient to separate all of the analytes of

interest. The short separation time also allowed for considerable savings in the use of solvents.
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Figure 1. Extracted ion chromatogram of a matrix sample (spirulina), in positive mode, spiked before extraction with 10
uL of a analyte solution at a medium level (shinorine 600 ug mL™, porphyra-334 300 pug mL™, mycosporine-glycine-
alanine 150 pug mL™) and 10 pL of internal standard solution (100 pg mL™). Each compound is displayed in a different

color. The transitions corresponding to the quantifier (full line) and qualifier (dashed line) are presented.

High sensitivity and specificity could be achieved using this HPLC-MS/MS method as evinced from analysis
of data from MRM experiments. Acceptable peak symmetry was achieved according to the asymmetry factor
values (Table 3). Excellent resolution values were also obtained for all analytes showing a good

chromatographic separation of all peaks with full overlap of the quantifier and the qualifier transitions (see

Figure 1).

Table 3. Parameters of specificity and selectivity for each MAA: asymmetry factor (As), resolution (Rs), retention time

(RT), retention time precision and retention time precision inter-day.

MAA SH P-334 MGA
As 14 16 11

Rs 2.2 (SH/P-334) 1.8 (P-334/MGA) 2.7 (MGA/ACV)
RT (min) 1.49 2.52 3.42
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MAA SH P-334 MGA

RT Precision 0.3% 0.2% 0.4%

RT Precision inter-day 1.0% 0.9% 0.5%

Commercial spirulina was chosen as a blank matrix for spiking experiments. This commercial cyanobacterium
was carefully analysed but no MAAs could be detected (as expected) and importantly, no interferences from
the matrix affected the detection and quantitation of the MAAs. The use of an internal standard is important to
assess reproducibility and to ensure reliable quantification [17,27]. Bioanalytical methods based on LC-MS-
ESI ideally use stable isotopically labelled analogues of the analytes as internal standards because they have
almost the same physical-chemical proprieties and responses when ionized in the ESI source [28]. However,
since there are no stable isotopically labelled MAAs commercially available as internal standards, structural
analogues have been used to quantify MAAs in other studies. For example, Whitehead & Hedges (2002)
provided a quantitative LC-MS method for the analysis of MAAs compared to an internal standard of L-
tyramine hydrochloride with precision of better than 3 % [17]. More recently, Chollet-Krugler et al. (2019)
used cytosine as an internal standard to quantify mycosporine glutaminol and mycosporine glutamicol, with
limits of detection of 1.41 pg/L and 4.49 ug/L, respectively [29]. Both cytosine and tyramine are endogenous
metabolites and although may only be present in trace amounts, use of these compounds as standards should
be avoided. In our method, synthetic acyclovir was adopted as the internal standard because of similarities in
log P values to MAAs [30,31]. Acceptable linear correlation coefficients (shinorine R? = 0.987, porphyra-334
R? = 0.988, mycosporine-glycine-alanine R? = 0.994) were obtained within a concentration range of 0.2-3.2 pg
mg* for shinorine, 0.1-1.6 ug mg* for porphyra-334 and 0.05 to 0.8 ug mg for mycosporine-glycine-alanine.
All calibration results are summarized in Table 4. LoD and LoQ values were found to be between 0.002 and
0.2 pug mg? for shinorine, from 0.001 to 0.1 ug mg* for porphyra-334 and from 0.005 and 0.05 ug mg* for
mycosporine-glycine-alanine. Observed matrix effect rates were 52 % for shinorine, 39 % for porphyra-334
and 51 % for mycosporine-glycine-alanine. These results demonstrated the matrix components could influence
the response of the analytes. However, excellent recoveries were obtained for all analytes: shinorine 93-102 %,
porphyra-334 96-100 % and mycosporine-glycine-alanine 95-102 %, and results for other validation

parameters such as linearity and quality controls obtained in the presence of the matrix were reliable.
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Table 4. Parameters of calibration curve for each MAA: regression equation, correlation coefficient, curve range, limit

of detection (LoD), limit of quantification (LoQ), retention time (RT), retention time precision and retention time

precision inter-day and matrix effect.

MAA

SH

P-334

MGA

Regression Equation
Correlation Coefficient
Range (ug mg™)

LoD (ug mg™)

LoQ (kg mg)

Matrix effect

y = 0,7262x - 0,5909

0,987
0.2-3.2
0.002
0.2

52 %

y = 0,5468x - 0,3297

0,988
0.1-1.6
0.001
0.1

39 %

y =0,3155x - 0,032
0,994

0.05-0.8

0.005

0.05

51 %

The precision was measured during and between days for all quality controls (low, medium and high) of the

three MAAs and were below 15% and the accuracy was nearly 100 % (Table 5). These results indicated that

this method was precise and accurate for MAAs quantification, when the analysis was performed in the same

laboratory (same equipment and standards).

Table 5. Accuracy, precision and recovery obtained during the validation of the quantification method for SH - shinorine,

P-334 - porphyra-334 and MGA - mycosporine-glycine-alanine. Higher quality control - HQC, medium quality control —
MQC, lower quality control — LQC.

MAA SH P-334 MGA

HQC 5% 1% 4%
Precision

MQC 3% 7% 1%
(n=4)

LQC 10% 8% 5%

HQC 8% 4% 9%
Precision inter-day

MQC 11% 6% 12%
(n=12)

LQC 10% 15% 14%

HQC 98% 98% 99%
Accuracy

MQC 107% 111% 102%
(n=4)

LQC 107% 97% 98%

HQC 102% 100% 102%
Recovery

MQC 93% 96% 95%
(n=4)

LQC 97% 96% 97%
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These results enabled the precise quantification of the three test MAAs (shinorine, porphyra-334 and

mycosporine-glycine-alanine) for which standards were available.

Extracts of S. torques-reginae ITEP-024 were evaluated over short periods of time (5hrs), long periods of time
(90 days) and following post preparative stability. For short-time stability MAA extracts of S. torques-reginae

ITEP-024 were incubated for 5 h at different temperatures (-18 °C, 4 °C, 22 °C, 38 °C, 50 °C and 80 °C)

(Figure 2).
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Figure 2. Concentration of MAAs - shinorine (SH), porphyra-334 (P-334) and mycosporine-glycine-alanine (MGA) - in
an aqueous extract of S. torques-reginae ITEP-024 incubated for 5 h under different temperatures (-18 °C, 4 °C, 22 °C,
38 °C, 50 °C and 80 °C). Significant differences are reported according to two-way ANOVA: * p < 0.05; ** p < 0.01;
*** n < 0.001, *** p <0.001.

All MAAs were stable at temperatures below 50 °C. However, the stability of MAAs decreased at higher
temperatures. Shinorine, porphyra-334 and mycosporine-glycine-alanine showed significant differences in
levels of stability following incubation at 80 °C (p < 0.001). These results are in accordance with previous
studies [32—34] and suggest that MAAs are highly stable at different ranges of temperature. Extracts of S.
torques-reginae ITEP-024 were also evaluated for long-term stability. The results indicated that MAAS were

stable for 90 days at 4 °C (p > 0.05). Post-preparative stability was determined for extracts of S. torques-

reginae ITEP-024 standing in the autosampler at room temperature for 48 hrs. The extracted ion
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chromatograms of MAAs determined immediately after extraction and 48 hrs following extraction are shown
in Figure 3. All the MAAs were found to be highly stable during transit time in the autosampler, even up to 48

h (p > 0.05).
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Figure 3. Extracted ion chromatogram, in positive mode, of an aqueous extract of S. torques-reginae ITEP-024, spiked
before extraction with 10 pL of internal standard solution ACV (100 pg mL™Y), immediately after extraction (full line)
and 48 h after extraction (dashed line). Each compound is displayed in a different color: blue- SH, shinorine, green - P-

334, porphyra-334, red - MGA, mycosporine-glycine-alanine, black - ACV, acyclovir.

3.2. Bioprospecting for MAAs

The methods developed for MAA extraction and analysis were used in a bioprospecting program to screen for
MAA:s in the extracts of 29 cyanobacteria exposed to UVA and UVB irradiance for 3 days. Although shinorine
is the most dominant MAA in cyanobacteria, followed by porphyra-334 [35], other MAAS could be produced
by cyanobacteria [1]. In a previous study, different MAAs were detected in terrestrial strains of Nostoc sp.
(CCIBt 3329), Cyanosarcina sp. (CCIBt 3330), Leptolyngbya sp (CCIBt 3626) and Scytonema sp. (CCIBt
3464) [36]. No shinorine, porphyra-334 or mycosporine-glycine-alanine were detected in 11 strains:
Microcystis aeruginosa (CCIBt 3194), Microcystis panniformis (CCIBt 3180), Rhabdoderma sp (CCIBt
3168), Desertifilum tharense (CCIBt 3265 and CCIBt 3275), Chlorogloeopsis sp. (CCIBt 3313), Nostoc sp.
(CCIBt 3329), Cyanosarcina sp. (CCIBt 3330), Leptolyngbya sp (CCIBt 3338 and 3626) and Scytonema sp.
(CCIBt 3464). Hu et al. 2015 reported that Microcystis aeruginosa PCC 7806 did produce shinorine when
isolated from an algal bloom and that the shinorine was located exclusively in the extracellular matrix [37].

When maintained under laboratory conditions, strains of Microcystis are known to lose the extracellular
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matrix [38] which might explain why no MAAs could be detected in the biomass extracts of these strains. Six
cyanobacterial strains only produced at least 1 MAA in response to 3 days irradiance (Table 6), suggestive that
MAAs were produced as a photoprotective response to UVR exposure as has been conclusively demonstrated
previously in other cyanobacteria [39]. Surprisingly, 12 strains constitutively produced at least 1 MAA
(shinorine or porphyra-334 or mycosporine-glycine-alanine) under ambient light conditions, but the content of

MAA:s in the cell extracts significantly increased following UVR irradiance (Table 6).

Table 6. Total concentration of MAAs in cyanobacteria strains, before UV induction (DO) and after 72 h of exposure to
UVR (D3). (X) MAAs detected > LoD. () No MAAs detected. Quantification results stated as g maas/Mg biomass. SH -
shinorine; P-334 - porphyra-334, MGA - mycosporine-glycine-alanine.

SH P-334 MGA
Strain code Name Days
(mg/mg)  (ug/mg)  (ug/mg)
DO
CCiBt 3214 Geitlerinema unigranulatum
D3 X X
Do X
CCIBt 3247 Nostoc sp.
D3 X 4.79 X
DO X
CCIBt 3289 Calothrix sp.
D3 0.8
DO
CCIBt 3292 Nostoc sp.
D3 X X
DO X 0.50
CCIBt 3307 Komarekiella atlantica
D3 051 1.46
DO X X
CCIBt 3320 Calothrix sp.
D3 X 0.31
DO X
CCIBt 3321 Tolypothrix sp.
D3 X
DO
CCIBt 3324 Leptolyngbya sp.
D3 . X
DO X
CCIBt 3343 Dolichospermum sp.
D3 041
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SH P-334 MGA
Strain code Name Days
(Mg/mg)  (ug/mg)  (Hg/mg)
DO
CCIBt 3496 Myxosarcina sp.
D3 X
DO X
CCIBt 3551 Brasilonema octagenarum
D3 X X
DO
CCIBt 3607 Gloeocapsa sp.
D3 X X
DO X
CENA 543 Nostoc sp.
D3 X
DO X 131
CENA 596 Nodularia spumigena
D3 1.48 5.22 X
DO
CENA 21 Nostoc piscinale
D3 X
DO X
LTPNA DBG 72 Nostoc sp.
D3 X X X
DO 0.96 X X
ITEP 24 Sphaerospermopsis torques-reginae
D3 7.05 0.38 0.42
DO 0.17 X X
ITEP 26 Sphaerospermopsis torques-reginae
D3 8.17 0.85 0.35
The strains in which MAAs were quantified are presented in Figure 4.
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Figure 4. Summary of quantification results stated as ug MAAs/mg biomass. SH — shinorine; P-334 — porphyra-334,
MGA — mycosporine-glycine-alanine. Data are presented as means * standard deviations (n=3). Significant differences
are reported according to t-student to comparisons between same strain and MAAs under different days: * p < 0.05; ** p
<0.01; *** p < 0.001. DO - day 0, before UV induction and D3 — day 3, after 72 h of exposure to PAR, UVA and UVB

radiation.

For example, Nodularia spumigena CENA 596 produced porphyra-334 (1.31 pg mg™) and shinorine (above
the limits of detection) before UV irradiance. After 72 h exposure to UVR, the concentrations increased
significantly to 5.22 ug mg* for porphyra-334 and 1.48 ug mg* for shinorine (Figure 4). Sinha et al. 2003
reported these two MAAs in a strain of Nodularia spumigena and suggested that biosynthesis could be induced
by UVB radiation to provide protection of organelles and other cellular components sensitive to UVR [40].
Komarekiella atlantica CCIBt 3307 also produced porphyra-334 (0.50 ug mg™) and shinorine (above the
limits of detection) under ambient light conditions, with concentrations increasing significantly after UV
irradiance to 1.46 ug mg™ for porphyra-334 and 0.51 ug mg* for shinorine. A significant increase in the
concentrations of MAAs was also observed in Nostoc sp. CCIBt 3247. After 3 days irradiance, the
concentration of porphyra-334 increased to 4.79 pug mg®. Rastogi et al. 2016 also reported a significant
increase in MAA biosynthesis in Nostoc sp. R76DM when exposed to UVB radiation [41]. MAAs were also
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constitutively biosynthesized in Nostoc sp. strains CENA 543 and LTPNA DBG 72, but at very low levels
(Table 6). Calothrix sp. strains CCIBt 3289 and CCIBt 3320 biosynthesized MAAs above the LoD under
ambient light exposure, with only a marginal increase after UV irradiance (Table 6). Hartmann et al. (2015)
did not detect MAAs in a Calothrix sp. strain analysed by HILIC [19]. Likewise, in a previous study that used
a UHPLC-DAD-QTOFMS method, no shinorine or porphyra-334 could be detected in Calothrix sp. CCIBt
3289 [36]. When taken together with the data presented in Table 6 supports that the validated method using
MRM experiments developed herein is more selective and allows MAAs to be detected and quantified even at

extremely low concentrations.

Sphaerospermopsis torques-reginae ITEP-24 and ITEP-26 were the only strains that produced all three MAAs
(porphyra-334, shinorine and mycosporine-glycine-alanine) irrespective of whether the strains had been
exposed to UVR or not. After UVR induction the concentrations of these MAAS increased substantially from
0.96 pg mg* to 7.85 pg mg* for strain ITEP-024 and from 0.17 pug mg™ to 9.37 pug mg™ for strain ITEP-026
(Figure 4). The chromatogram for the strain S. torques-reginae ITEP-024 is shown in Figure 5. The MAAs
commonly found in cyanobacteria have UVR absorption maxima predominantly in the UVB spectrum and
induction of MAA biosynthesis by exposure to UVB has convincingly been demonstrated herein and by many
other studies [39,42,43]. The core precursor of MAAs is 4-deoxygadusol (4-DG) which can be synthesized
through the shikimate pathway and pentose phosphate pathway [44]. Genes encoding a desmethyl-4-
deoxygadusol synthase and O-methyltransferase essential for 4-DG biosynthesis are commonly located within
an operon in many cyanobacteria [45]. This operon has been shown to be transcriptionally regulated by a LuxR
family protein called OrrA under UVB radiation [46]. A reduced pterin has also been proposed as the
photoreceptor responsible for UVB induction of MAA synthesis in Chlorogloeopsis PCC 6912 [47]. However,
other UVB signal transduction components linking the photoreceptor to transcriptional activation of MAA
biosynthesis have not yet been identified. Here we demonstrate that two strains of S. torques-reginae
constitutively produce three MAAs well above the LoD of the detection methods, and that concentrations can
be sustainably increased following UVB induction (Figures 4 and 5). We have recently obtained the genome
sequence for S. torques-reginae ITEP-024, transcriptomics and proteomics analysis of this species could
provide elucidate intermediates for UVB signalling in the future.
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and shinorine) and extracted ion chromatogram of a MAAs extract of S. torques-reginae ITEP-024. The transitions

corresponding to the quantifier (full line) and qualifier (dashed line) are presented.
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Conclusions

This study describes a method for the quantification of shinorine, porphyra-334 and mycosporine-glycine-
alanine, and considers important validation parameters such as specificity, accuracy, recovery, matrix effects
and stability. A rapid extraction method for MAAs was also developed which uses environmentally friendly
and inexpensive solvents. The LC-MS/MS method can detect and quantify MAAs in 6 minutes and offers an
easy-to-use system for non-specialist analyst interested in the identification and quantification of MAAs

especially present in low concentrations.
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