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Artigo

MICROGININS SCREENING IN CYANOBACTERIA BY LC-MS. Cyanobacteria produce a wide variety of bioactive compounds,
making them a highly promising group in the search for novel molecules with pharmacological and biotechnological properties.
Among these, microginins attract attention for being peptides which inhibit angiotensin-converting enzyme, turning them into
potential targets for hypertension and congestive heart failure treatment. This work describes a rapid and sensitive method for untarget
screening of microginins in cyanobacteria extracts by LC-QqQ-MS/MS. These compounds are mostly characterized by containing
3-amino-2-hydroxy-decanoic acid at the N-terminus, which often could be chlorinated, dichlorinated or methylated. Based on
the fragment ion arising from this decanoic acid derivative, a precursor ion scan (PIS) strategy has been proposed. This approach
identified suspect microginins in cyanobacterial strains and environmental samples that were later confirmed by LC-QTOF-MS/MS.
Eight new microginins structures were characterized based on the obtained fragmentation spectra from a total of 19 variants detected.
This study highlights the applicability of PIS mode acquisition for untarget screening, detecting a wide variety of microginins with
amino acids modifications, produced mainly by Microcystis aeruginosa strains. This method is a useful tool for the identification and

environmental monitoring of molecules with conserved molecular substructures that possess similar fragmentation pattern.
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INTRODUCAO

A eutrofizagdo dos corpos d’dgua € um dos principais fatores que
influenciam a proliferacdo de cianobactérias nas dguas superficiais.
Os efeitos das mudancas climaticas (aquecimento global, mudanga
nos padrdes de precipitagdo, secas mais intensas) intensificaram os
episddios toxicos de floragdes de cianobactérias, tornando-as mais
frequentes e persistentes.' Essas floracdes podem afetar negativamente
0 ecossistema aqudtico e a qualidade da dgua e sdo consideradas um
problema de satide piblica.’

Além das cianotoxinas conhecidas, as cianobactérias produzem
uma ampla gama de metabdlitos secundérios biologicamente ativos,
muitos dos quais permanecem inexplorados.’* A variedade quimica
e estrutural dos metabdlitos reflete em atividades bioldgicas distintas,
tais como atividades citotoxica, antitumoral, antiviral, antibacteriana,
antimaldrica, antifiingica, anti-inflamatéria e imunossupressoras, o
que as tornam alvos em potencial para aplicacdes farmacéutica e
biotecnoldgica.’

A maioria desses metabdlitos compreende peptideos ciclicos
e lineares, conhecidos como cianopeptideos, em sua maioria
produtos da biossintese ndo-ribossomal ou de vias mistas de sintese
nao-ribossomal e sintese policetidica, mediadas por complexos
enzimdticos como NRPS (Nonribossomal Peptide Synthetase)
e NRPS/PKS (Polyketide Synthase).>** Os cianopeptideos sdo
comumente agrupados de acordo com similaridades estruturais,
com vias de biossintese compartilhadas, como as aeruginosinas,
anabaenopeptinas, cianopeptolinas, ciclamidas, microgininas,
microviridinas e microcistinas.®’

Microgininas (MG) (Figura 1) sdo peptideos lineares nao
ribossomicos contendo o dcido 3-amino-2-hidroxi-decanoico (Ahda)
na por¢do N-terminal.® Em geral, apresentam de 4 a 6 aminoécidos
em sua composi¢do,”'’ mas variantes com apenas 3 aminodcidos
também foram identificadas.!' Mais de 100 variantes de microgininas
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foram identificadas em culturas isoladas e floracdes de cianobactérias,
principalmente em espécies do género Microcystis, Dolichospermum
e Plaktothrix." Destas, apenas 46 foram isoladas e estruturalmente
caracterizadas por ressonancia magnética nuclear (RMN). As
sequéncias peptidicas das demais microgininas foram propostas com
base na elucidag@o estrutural realizada por métodos de espectrometria
de massas sequencial (MS/MS). A ocorréncia de N- metilacdo e
clorag@o (mono e dicloragdo) alifdtica no Ahda sdo frequentemente
relatadas em microgininas.!'*!* Variagdes no residuo Ahda, como a
perda de um grupo hidroxila (-OH) na por¢do N-terminal, gerando o
anidroAhda (Ada) foi reportada para as variantes cloradas MG 99-A
e MG 99-B," bem como congéneres contendo o dcido 3-amino-2-
hidroxi-octanoico (Ahoa)'®!” ¢ seus derivados N-MeAhoa,'® CI-Ahoa
e Cl,-Ahoa."”

As microgininas sdo inibidoras de metaloproteinases dependentes
de zinco tais como a enzima conversora de angiotensina (ECA)3!1
e algumas aminoproteinases (AMP), como as aminopeptidase M,'+%
aminopeptidase N'®?! e leucina aminopeptidase.!®?? A inibi¢do da
ECA desempenha um papel importante no tratamento da hipertensao
e insuficiéncia cardfaca congestiva, transformando as microgininas em
candidatos de interesse para o desenvolvimento de novos inibidores da
ECA para o tratamento de doengas cardiovasculares.'® Elas também
sdo consideradas alvos potenciais para terapia do cancer devido ao
papel que as AMP desempenham na promog¢do da angiogénese,
crescimento tumoral e metastase.?

Do ponto de vista toxicolégico, evidéncias de atividade bioldgica
contra crustdceos de dgua doce (Thamnocephalus platyurus),”
nematédeos (Caenorhabditis elegans)* e peixes em fase larval
(Astyanax altipaeanae)® foram observadas para substancias puras
e extrato bruto contendo microgininas. Recentemente, estudos in
vitro empregando uma linhagem celular de hepatocarcinoma humano
(HepG2), demonstraram o potencial genotéxico das microgininas.?
A espectrometria de massas (Mass spectrometry - MS) baseada
na ionizagdo por eletrocspray (ESI) ou na dessorgdo/ionizagao
a laser assistida por matriz (Matrix Assisted Laser Desorption/
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Figura 1. Estrutura geral das microgininas® e esquema das possiveis combinacoes de aminodcidos

lonization — MALDI) tem sido comumente empregada para detectar
e caracterizar cianopeptideos.'>?? As microcistinas sdo de longe
a classe de cianopeptideos mais amplamente estudada e muitas
abordagens que descrevem o uso de cromatografia liquida em
combinacdo com espectrometria de massas (LC-MS ou LC-MS/
MS) foram relatadas.* Por outro lado, poucos estudos tém sido
empregados para o monitoramento das concentragdes ambientais de
outros cianopeptideos, além das microcistinas, em dguas superficiais.
Até o presente momento, apenas dois trabalhos quantificaram
concentracdes absolutas de uma tinica variante de microginina (MG
690) em amostras ambientais.?!*?

Entre os diferentes modos de aquisi¢do em que um sistema
LC-MS/MS pode operar, o modo de varredura por fons precursores
(precursor ion scan — PIS) € especialmente til para a triagem de
classes de compostos que geram o mesmo {on fragmento, permitindo
a deteccdo de compostos conhecidos e desconhecidos com 0 mesmo
perfil de fragmentagéo caracteristico.*® Apds a triagem por PIS, os
fons precursores candidatos devem ser submetidos a experimentos
de fragmentacdo (ou seja, varredura de fons do produto) para
confirmar os fragmentos e gerar informacdes adicionais para
caracterizagdo estrutural. Experimentos de PIS podem ser realizados
em equipamentos com analisadores hibridos do tipo triplo quadrupolo
(QqQ), quadrupolo-armadilha de ions (Quadrupole lon-Trap — Q-IT)
ou ainda quadrupolo-armadilha linear de ions (Quadrupole Linear
Ion-Trap — Q-LIT).* Além dos modos de varredura de fon produto,
fon precursor e perda neutra, os analisadores do tipo QqQ podem
operar no modo de monitoramento de reagdes miltiplas (MRM),
que consiste em selecionar uma ou mais reacdes de fragmentagao,
permitindo a quantificagdo de miltiplos analitos a0 mesmo tempo.**

Equipamentos do tipo QqQ sdo amplamente utilizados na
detecgdo e quantificagdo de substincias em matrizes complexas como
amostras bioldgicas®® e ambientais,* oferecendo alta seletividade,
sensibilidade e reprodutibilidade. Sdo inclusive empregados pelas

agéncias de monitoramento de potabilidade de dgua para a deteccdo
e quantificacdo das mais diversas substancias (como cianotoxinas,
por exemplo), cujos limites maximos permitidos estdo definidos em
Portarias estabelecidas pelo Ministério da Sadde.”’

O desenvolvimento de um método de PIS por LC-QqQ-MS/
MS para deteccdo de MG trata-se de uma ferramenta bastante
util do ponto de vista toxicoldgico e de saude publica, dado que
¢é capaz de detectar de forma simples e rdpida esses compostos
potencialmente t6xicos em amostras ambientais. As MG, assim
como outras substancias bioativas produzidas por cianobactérias,
estdo envolvidas na inibi¢do de enzimas que participam de vias
metabdlicas importantes. No entanto, pouco se sabe sobre o seu
potencial risco ecotoxicoldgico, sendo poucos os trabalhos que
avaliaram os efeitos nocivos dessa classe de cianopeptideos em
modelos animais e culturas celulares.

O trabalho teve como objetivo estabelecer um método rapido e
sensivel para o rastreamento nio direcionado de microgininas em
extratos de cianobactérias por LC-QqQ-MS/MS através da estratégia
de PIS. Até onde sabemos, ainda ndo foram relatados métodos
analiticos utilizando essa abordagem para a detec¢do dessa classe
de cianopeptideos.

PARTE EXPERIMENTAL
Solventes e reagentes

Todos os solventes (metanol, acetonitrila e isopropanol) e demais
reagentes (formiato de amonio, formiato de sédio, dcido férmico e
hidréxido de amonio) utilizados para as analises cromatograficas e
de espectrometria de massas apresentavam pureza minima de grau
HPLC. Os reagentes utilizados para o preparo do meio de cultura
liquido ASM-1°® eram de grau analitico. A dgua ultrapura foi obtida
em sistema Milli-Q® Direct 8 (Millipore Corporation, EUA).
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Selecdo e cultivo das linhagens de cianobactérias

O Laboratério de Toxinas e Produtos Naturais de Algas (LTPNA)
mantém um banco de culturas de cianobactérias, com linhagens
isoladas por pesquisadores do grupo e cedidas por colaboradores ou
ainda adquiridas comercialmente.

As culturas foram cultivadas em tubos de ensaio com meio
ASM-1 liquido, sob intensidade luminosa de 20 umol fétons m= s,
temperatura de 23 + 2 °C, pH 8,0 e fotoperiodo de 12:12 horas
(claro/escuro). Para a obtencdo de biomassa para isolamento e
purificacdo das microgininas, as linhagens LTPNA 08 e NIES-299
foram cultivadas em sistema de cultivo em batelada, sob aeracio
constante e intensidade luminosa de 70 pmol fétons m? s'. Ap6s 30
dias de cultivo, o material celular das culturas foi concentrado por
centrifugacdo (10.000 x g, 10 min, 4 °C, Eppendorf 5804R), liofilizado
e mantido a -20 °C até o momento da extracao.

Isolamento e purificacdo das microgininas

Os padrdes gravimétricos de microgininas utilizados para o
desenvolvimento e otimiza¢do do método analitico de varredura de fon
precursor foram obtidos conforme metodologia proposta em trabalhos
anteriores do grupo de pesquisa, com pequenas modificacoes.'**

O material liofilizado de LTPNA 08 e NIES-299 foi extraido
trés vezes com metanol 70% (1 g/40 mL) e submetido a probe
de ultrassom (intensidade 30%, pulso de 10, por 10 min — Sonic
Omni Disruptor). O material foi centrifugado (8500 x g, 4 °C, 10
min, Eppendorf 5804R) e o sobrenadante coletado e submetido ao
sistema rotaevaporador (Modelo B-491 — Biichi) para a remog¢do
do solvente. O extrato reconstituido em 100 mL de metanol 5% foi
aplicado em cartucho de extracio em fase sdlida (Waters Sep Pak
C18 Vac 6 cc, 500 mg) e eluido com gradiente de 20 a 100% de
metanol acidificado contendo 0,1% de 4cido férmico, para a obtengao
de 5 fragdes (60 mL). Os eluatos foram concentrados sob fluxo de
nitrogénio e reconstituidos em acetonitrila:dgua (30:70, v/v). As
amostras foram filtradas em filtros de seringa de PVDF de 0,22 um e
submetidas a andlise por LC-HR-QTOF-MS/MS. As fragdes de 60 e
80% foram submetidas a purificaciio em escala semi-preparativa por
HPLC-DAD, utilizando uma coluna semi-preparativa de fase reversa
(Luna C18, 250 x 10 mm, 5 pm — Phenomenex) e fases méveis (A)
dgua e (B) acetonitrila ambos contendo 0,1% de acido férmico, auma
vazdo de 3,0 mL min’', empregando um gradiente linear de eluicdo
de 30 — 60% de B em 20 min.

Extracao e preparo de amostras

66 linhagens de cianobactérias mantidas no banco de culturas do
LTPNA e 7 amostras ambientais provenientes de reservatérios e lagos
brasileiros foram utilizadas para a busca de variantes conhecidas e
inéditas de microgininas. O material liofilizado das linhagens e das
amostras ambientais foi pesado (10 mg), extraido com metanol:dgua
(50:50, v/v) e submetido a probe de ultrassom (intensidade de 30%,
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pulso de 10, por 2 min - Omni Sonic Disruptor). Em seguida, o
material foi centrifugado (8500 x g, 4 °C, 15 min, Eppendort 5415R)
e o sobrenadante coletado e filtrado em filtros de seringa de PVDF
de 0,22 um para a andlise cromatografica.

Triagem de microgininas por LC-QqQ-MS/MS em modo de
varredura de ion precursor (Precursor ion scan)

A busca por espécies produtoras de microgininas e a triagem
rapida desses compostos em amostras ambientais, foi realizada por
LC-MS/MS através do método de precursor ion scan. O método
foi desenvolvido em sistema cromatografico Agilent 1260 Infinity
acoplado a espectrdmetro de massas do tipo triplo quadrupolo
(QqQ - 6460 Triple Quad LC/MS, Agilent Technologies, EUA), com
ionizagdo por electrospray (ESI). O espectrometro foi operado no
modo positivo de ioniza¢@o, com potencial capilar de 3500V, pressao
do gds nebulizador (nitrogénio) de 35 psi, temperatura e vazdo do
gds secante (N,) de 9 L. min"' a 300 °C, temperatura e vazao do gas
de bainha (N,) de 11 L. min™ a 325 °C e voltagem do cone de 500 V.

Os padrdes gravimétricos analiticos das microgininas MG 299-A,
MG 299-B, MG 770, MG 756 e MG 299-C (Tabela 1S) foram pesados
utilizando uma balancga analitica de legibilidade 0,01 mg (Cubis®,
Modelo MSU, Sartorius, EUA) e reconstituidos em metanol (1 mg
mL"). Os padrdes analiticos foram utilizados para definir e otimizar
os parametros de ionizago, colisdo e separacao.

Uma varredura (full scan) foi realizada para cada variante de
microginina, separadamente, na faixa de m/z 100-2000 antes da
escolha do fon precursor para experimentos de dissocia¢do induzida
por colisdo (CID). Pardmetros como voltagem do acelerador de
células (cell accelerator voltage - CAV) e energias de fragmentagado
(fragmentor voltage - FV) e colisdo (Collision Energy - CE)
foram otimizados injetando solugdes individuais dos padrdes de
microgininas, em que foram selecionadas as condi¢des mais
favordveis para a formacao dos fons produtos de interesse (Tabela 1).

O espectrometro de massas foi operado no modo varredura
de fon precursor para o monitoramento dos fons precursores que
originam os {ons produtos de m/z 128, 142, 162 e 196, referentes
aos fragmentos ndo-metilado, metilado, clorado e diclorado,
respectivamente, resultantes da clivagem da cadeia lateral do residuo
Ahda. Esses fragmentos sdo considerados fons diagndsticos da classe
das microgininas.

A separacdo cromatografica foi obtida em uma coluna
Luna C18 (2) (150 x 2,0 mm, 4 u— Phenomenex), protegida com uma
pré-coluna de mesma fase estaciondria, e mantida a 40 °C. Os eluentes
utilizados como fase mével foram: (A) H,O contendo 5 mmol. L
de formiato de amdnio e 0,1% de 4cido férmico e (B) acetonitrila,
a uma vazdo de 0,25 mL min™'. O gradiente de elui¢do foi de 25 a
55% de B (0-10 min), de 55 a 90% de B (10-10,5 min), mantido
a 90% de B (10,5 — 13,5 min) para a limpeza da coluna, e de 90
a 25% de B (13,5-20 min) para reequilibrio da coluna. Antes de
cada injecdo de amostra (5 uL), a agulha do injetor foi lavada com
isopropanol:metanol:dgua (80:10:10, v/v).

Tabela 1. Pardmetros de aquisi¢do em modo de varredura de fon precursor otimizados para as andlises de microgininas

Nome do fon Produto MS1 de MS1 até Tempo de FV(V) CE(V) CAV (V) Polaridade
segmento varredura (ms)

ClAhda 196 400 1000 200 140 65 2 Positivo
ClAhda 162 400 1000 200 140 65 2 Positivo
MeAhda 142 400 1000 200 140 65 5 Positivo
Ahda 128 400 1000 200 140 65 2 Positivo

FV: energia de fragmentagdo, CE: energia de colisdo, CAV: voltagem do acelerador de células.
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As amostras consideradas positivas foram analisadas
posteriormente por LC-QTOF-MS/MS para a identificacdo e
caracterizac@o das microgininas suspeitas.

Identificacao das microgininas por LC-QTOF-MS/MS

A deteccdo, identificacdo e caracterizagdo estrutural das
microgininas suspeitas foram realizadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de alta resolug¢do.

As andlises cromatogréficas foram realizadas em sistema cromato-
gréfico Shimadzu Prominence (Shimadzu, Kyoto, Japao) com detector
de arranjos de diodos (SPD-M20A) acoplado a um espectrometro de
massas com analisador do tipo quadrupolo-tempo-de-voo (QTOF)
(MicroTOF-QII, Bruker Daltonics, MA, EUA), equipado com fonte
electrospray (ESI). O equipamento foi operado no modo positivo de
ioniza¢do, com potencial capilar de 3500V, pressdo do gds nebulizador
(nitrogénio) de 35 psi e temperatura e vazao do gds secante (nitrogénio)
de S mL mina 300 °C. Uma solug@o de formiato de sédio 10 mmol L!
em isopropanol:dgua (1:1, v/v) foi utilizada como calibrante externo. O
instrumento foi operado em modo de varredura (full scan) e em modo
Auto MS/MS, na faixa de 50 a 2000 m/z, realizando experimentos de
MS/MS sobre os 3 {fons mais intensos obtidos no modo MS scan. Os
parametros de separacdo cromatogréfica foram os mesmos utilizados
no método de precursor ion scan por LC-QqQ-MS/MS.

O processamento dos dados foi realizado no software Data
Analyses 4.0 (Bruker Daltonics). A composicdo elementar, o desvio
entre a massa medida e a massa teérica em [ppm] (err) e a comparagao
do valor do padrio isotépico tedrico e medido do pico de interesse,
por meio de score (mSigma), foram calculados usando Smart Formula
Editor. A confirmagdo da férmula molecular foi baseada nos limites
amplamente aceitos de 5 ppm e 20 mSigma.

Os residuos de aminodcidos foram determinados através do
calculo da diferenca de massa entre uma série de fons fragmentos
sucessivos, identificando fons das séries -a, -b e -y. Além da busca
por perdas neutras de CO (-28 u) por parte de um fon -b (fon -a) e
perdas neutras de moléculas de H,O (-18 u) e NH; (-17 u) a partir de
fons -b e -y, a busca por fons imonio na regido de baixas massas do
espectro também pdde fornecer informacdes inerentes a composicio
dos aminoécidos dos peptideos.*’

RESULTADOS E DISCUSSAO

Triagem de microgininas pelo método de varredura do ion
precursor (Precursor ion scan)

O método de precursor ion scan por LC-MS/MS (QqQ) foi
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testado em linhagens de cianobactérias mantidas em laboratério e
amostras ambientais coletadas de lagos e reservatdrios brasileiros
(Tabela 2S). As amostras positivas para a triagem de microgininas
estdo compiladas na Tabela 2 e identificadas com os {ons precursores
que deram origem aos respectivos fons produto selecionados (ions
diagnoésticos).

A triagem suspeita detectou possiveis variantes de MG em 7
amostras de linhagens de cianobactérias e em 2 amostras ambientais,
sendo alguns fons detectados compativeis com fons de MG ja
identificados na literatura (Tabela 3S). Os analisadores de massas
do tipo QqQ permitem analises rapidas e sensiveis de compostos em
misturas complexas, no entanto, os experimentos realizados nesse tipo
de analisador geram dados de baixa resolucgdo e acuricia. Por essa
razdo, para obten¢@o de espectros de massas de alta resolucdo, que
pudessem fornecer dados acerca da composicio elementar exata dos
analitos e, assim, auxiliar na identificag@o dos compostos suspeitos,
as amostras consideradas positivas foram também analisadas por
LC-QTOF-MS/MS.

A elucidacdo estrutural por técnicas de espectrometria de
massas sao baseadas em comparagdes com perfis de fragmentacio
de compostos similares jd identificados e pelo estabelecimento
da férmula molecular, por meio da precisdo de massas (m/z) e
do padrao isotépico obtido por técnicas espectrométricas de alta
resolucdo.”*! A identificacdo das microgininas foi baseada nos
fragmentos diagnésticos de m/z 128 Da (fragmento Ahda), m/z
142 Da (fragmento MeAhda), m/z 162 Da (fragmento Cl-Ahda)
e m/z 196 Da (fragmento Cl,-Ahda). Como a maioria das MG
descritas apresenta residuos de tirosina (Tyr), homotirosina (HTy),
N-metil tirosina (N-MeTyr) ou prolina (Pro) na porcao C-terminal,
os fragmentos gerados a partir das perdas neutras correspondentes
a esses aminodcidos auxiliaram na identificacdo da sequéncia
peptidica, assim como a busca por fons imdnio, considerados
fons diagndstico, podendo indicar a presenga ou auséncia de
determinados aminodcidos na sequéncia peptidica.

A busca pelos fons detectados no método de PIS permitiu a
identificagdo de 19 variantes de MG. Dessas, 8 apresentaram massa
molecular e perfil de fragmentacio diferentes daquelas j4 reportadas
na literatura, indicando a possibilidade de ser um novo congénere
de MG. Algumas apresentaram perfil de fragmentagcdo semelhante
aquelas ja descritas, mas com diferenca de unidade de massas de 14
Da (-CH,), 34 Da (-Cl) ou 16 Da (-O), referente a metilacio, cloracdo
ou desidroxilacdo na molécula, respectivamente. As MG detectadas
que ndo apresentaram correspondéncia com nenhuma das listadas
na Tabela 3S, através das informagdes de massa exata e féormula
molecular e perfil de fragmentagdo, foram consideradas moléculas
inéditas e sua estrutura proposta.

Tabela 2. Amostras positivas para a triagem de microgininas por LC-QqQ-MSMS em modo precursor ion scan

fons Precursores [M+H]*

Identificacio (Cédigo) Espécie

128 142 162 196
CCIBt 3106 Microcystis aeruginosa 754,2 - 788.,2 822.4
LTPNAO8 Microcystis aeruginosa 742,2/756,2 607,4/756,4/770,4/784.,4 - -
LTPNAO9 Microcystis aeruginosa 742,2/756,2 607,4/756,4/770,4/784,0 - -
NPCD-1 Microcystis aeruginosa 7424 - - -
NIES-99 Microcystis aeruginosa 738,2 7704 594,4/772,2/804,4 806,4
NIES-299 Microcystis aeruginosa 690,0/853,2 - 724,4/804,4/887,4 724,4/804,4/887,4
NIES-478 Microcystis aeruginosa 593,2/756,0 770,4/607,2 - -
AMERICANA - SP Amostra ambiental 754,2/738,2 - 788.,2 8222
FUNIL - RJ Amostra ambiental 7544 605,4/768,4 788,2 -
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Na Tabela 3 estdo listados os congéneres de MG identificados
nas amostras apds confirmagdo por espectrometria de massas de alta
resoluc@o e na Tabela 4 a sequéncia de aminodcidos proposta para
as variantes consideradas inéditas. Os espectros MS obtidos por
LC-ESI-QqQ-MS/MS no modo PIS e os espectros obtidos via LC-
HR-ESI-QTOF-MS/MS das microgininas identificadas nas amostras
estdo representados nas Figuras 1S — §S.

A maioria das sequéncias peptidicas de MG identificadas continha
residuo de tirosina (Tyr) na por¢do C-terminal, indicada pela perda
neutra de 181 Da, resultando no fragmento de fon [M+H-181]* ou
a presenca de prolina (Pro), indicada pela perda neutra de 115 Da
do fon precursor, resultando no fragmento de fon [M+H-115]".
Fragmentos com perda neutra de 278 Da e 358 Da e a presenga
dos fons fragmentos correspondentes de m/z 279 e m/z 359 foram
atribuidos a sequéncia de aminodcidos Pro — Tyr e MeTyr/Hty — Tyr,
respectivamente. A deteccdo dos {fons imonio de m/z 100 (N-MeLeu
ou N-Melle), m/z 136 (Tyr) e m/z 150 (Hty ou N-MeTyr) também
auxiliaram na determinac@o dos aminodacidos presentes nas moléculas.
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A MG 742 (m/7742,4396), por exemplo, apresentou equivaléncia
com 3 MG da lista de suspeitos, no entanto, os fragmentos gerados
nos espectros MS/MS ndo foram compativeis com as estruturas
propostas. As variantes contendo N-MeAhda, MG FR2/FR4,743
quando fragmentadas por CID, geraram fons fragmentos de m/z 142.
A MG 742, ao ser fragmentada, gerou um fon intenso de m/z 128,
indicando a presenca do residuo Ahda, ndo metilado. A Nostoginina
BN 741'¢ possui, além do residuo Ahda (m/z 128), um residuo de
MeTyr na por¢do C-terminal que, ao ser fragmentada, gera um
fragmento com perda neutra de 195 Da do fon precursor. O fragmento
gerado na MG 742, por outro lado, indica a presenca de Tyr na
por¢do C-terminal, correspondente a perda neutra de 181 Da do fon
precursor. Comparando os espectros das outras variantes produzidas
pela linhagem LTPNA 08, verificou-se diferenca de unidade de massa
de 14 Da emrelacdo a MG 755 e de 28 Da em relagdo a MG 770. Jd a
MG 784B apresentou um incremento de 14 Da em relagdao a MG 770,
sugerindo uma metilagdo adicional na molécula. Levando em
consideragdo todos os outros fragmentos formados, como a auséncia

Tabela 3. Informagdes obtidas por LC-ESI-QTOF-MS/MS e identificacdo das microgininas detectadas em extratos de cianobactérias e amostras ambientais

Férmula Mo-

Linhagem TR (min)  m/z experimental  m/z tedrica lecular Erro (ppm) mSigma Identificacao Referéncia
CCIBL3106 6,9 754,4406 754,4386 C,Hs5oN;0, -2,7 21,1 Cyanostatin B 22
6,8 788,3983 788,3996 C,Hs,CIN;Oq -1,6 254 MG KR787 14
6,0 742,4396 742,4399 C;0H4oN;0, -1,4 15,7 MG 742D Este estudo
6,2 756,4552 756,4542 C,HgN;O, -14 5,1 MG 756 42
LTPNA 08 6,5 770,4722 770,4699 C, Hi:N;O, -3,0 5,0 MG 770 42
6,8 784,4847 784,4855 C,,HgsN;O, 1,0 3,6 MG 784 29
7,0 784,4846 784,4855 C,,HsN;O, 1,2 13,6 MG 784B Este estudo
6,0 742,4386 742,4386 C;0HoN;0, -0,1 18,1 MG 742D Este estudo
6,3 756,4539 756,4542 C,HgN;O, 0,5 2,8 MG 756 42
LTPNA 09 6,5 770,4724 770,4699 C, He,N;O, -3.3 4,5 ﬁg 471;2 ﬁ
6,8 784,4854 784,4855 C,,HgsN;O, 0,1 6,7 MG 784 29
7,0 784,4854 784,4855 C,,HsN;O, 0,1 24,6 MG 784B Este estudo
NPCD-1 7.9 742,4401 742,4386 C;0HoN;O, -2,1 8,7 MG FR2/FR4 7
6,3 738,4448 738,4436 C,Hs5oN;O4 -1,5 38 MG 738A Este estudo
NIES-99 6,7 806,3660 806,3657 C,H5,CLN,Oq -0,3 9,4 MG-99B 15
6,0 853,5077 853,5070 C,oHgsNgO g -0,8 9,8 MG-299A 10
NIES-299 59 887,4698 887,4680 C,sHg;CIN,O,, -2,0 17,9 MG-299C 15
6,5 921,4318 921,4290 C,sHgCLNGO, -3,0 6,1 MG-299B 10
6,0 607,3899 607,3854 C35H; NLO; -14 18,1 MG 607C Este estudo
NIES.478 6.2 756,4550 756,4542 C,Hg N0, -1,0 22 MG 755 29
6,4 740,4607 740,4593 C,oHgN;Oq4 -1,9 7,6 MG 740C Este estudo
6,5 770,4503 770,4487 C, HgN;O, -6,9 34 MG 478 13
55 788,4020 788,3996 C,H5,CIN;O, -3,0 7,1 MG KR787 14
Americana.SP 5,7 754,4416 754,4386 C,Hs5oN;0, -4,0 34 Cyanostatin B 22
5.8 822,3641 822,3606 C,H5sN;O,Cl, -4,2 15,1 MG 822 Este estudo
6,0 738,4460 738,4436 C,Hs5oN;O4 -3,2 10,0 MG 738B Este estudo
5.5 788,4025 788,3996 C,H5oN;O,Cl1 -3,7 17,0 MG KR787 14
) 5,8 754,4405 754,4386 C,,H5,N;0, -2,6 10,7 Cyanostatin B 22
Fumil-RI 5,8 605,3923 605,3909 C;,H,,N,O; -2,3 14,5 MG KR604 14
6,1 768,4546 768,4542 C, HgN;O, 24 0,7 MG KR767 14




1390 Teramoto et al.

do fon m/z 86 (ion imdnio de Leu, Ile ou MeVal) na MG 742 e do fon
m/z 72 (fon imonio de Val) na MG 784B, foram propostas as seguintes
sequéncias de aminodcidos para as MG 742 e MG 784B: Ahda-Val-
Val-N-MeTyr-Tyr e N-MeAhda-MeVal-MeVal-N-MeTyr-Tyr.

Por meio de comparacdes dos tempos de retencio e dos espectros
de fragmentacdo das MG 770 e MG 478, detectadas nas amostras
LTPNA 08 (LTPNA 09) e NIES-478, respectivamente, e os valores de
mSigma e erros experimentais (ppm) em concordincia com a férmula
molecular proposta, foi possivel concluir que ambas se tratavam da
mesma molécula. A elucidagdo estrutural da MG 478 foi realizada
em estudos anteriores, empregando técnicas espectrométricas de
RMN e HRFABMS, com determinacdo da conformac@o estrutural
da molécula e atividade inibitéria sobre a ECA."

Trés variantes foram propostas contendo o dcido anidroAhda
(Ada) em vez do aminoacido Ahda, as MG 740C, MG 738 e MG
738A. Esse aminodcido € resultado da desidroxilacdo do aminoacido
Ahda e, quando fragmentado, também gera um ion de m/z 128,
resultante da quebra entre C2 e C3 do residuo N-terminal Ahda. O
Ada ja foi reportado em trabalhos anteriores, sendo identificado nas
MG 99-A e MG 99-B, produzidas pela linhagem de Microcystis
aeruginosa NIES-99.'5

Na amostra Americana — SP foi possivel detectar duas variantes
cloradas de MG. A presenca de cloro na molécula € facilmente
identificada devido ao seu perfil isotdpico caracteristico. A abundancia
do isétopo *'Cl (24.23%) na natureza € de mais ou menos 1/3 do
isétopo ¥Cl (75.77%). Assim, quando o cloro estd presente na
molécula, o pico M+2 € bastante evidenciado. Na presenga de dois
cloros, um pico M+4 também vai ser evidenciado. Fragmentos de
m/z 128, 142, 162 e 198 foram observados para os fons protonados
de m/z 754,4416, m/z 738,4460, m/z 788,4020 e m/z 822,3641
respectivamente. Uma busca na literatura identificou apenas 2
desses compostos, Cyanostatina B (m/z 754,4364) e MG KR 787
(m/z 788,3994). No entanto, todos eles compartilham um mesmo
padrdo de fragmentacdo com diferenca de unidade de massas
associadas a ganho ou perda de cloro e de perda de um grupo hidroxi,
no caso do composto MG 738B. A atribui¢do da sequéncia de
aminodcidos foi dada entdo a partir das MG previamente descritas.'**

Apesar de serem coletadas de diferentes reservatorios, inclusive
de Estados diferentes, as duas amostras ambientais analisadas
(Americana — SP e Funil — RJ) apresentaram perfil de producdo de
MG semelhantes, com a deteccdo de variantes cloradas e ndo cloradas.
A maioria dessas variantes foi isolada de floragdes de Microcystis
coletadas de um reservatério em Israel.'* A ampla distribuicio
geogréfica desses compostos pode estar relacionada com o carater
cosmopolita das cianobactérias do género Microcystis, principal
produtor dessa classe de compostos. E interessante notar que todas
as amostras positivas para a triagem de microgininas pertenciam a
espécie de cianobactérias M. aeruginosa e que, mesmo dentro de
uma mesma espécie, os congéneres produzidos foram variados.
Essa capacidade de produzir diferentes cianopeptideos pode estar
relacionada com os genes envolvidos na via biossintética desses
compostos. Dentro de uma espécie existem cepas nao produtoras,
que carecem do gene envolvido na biossintese de um determinado
cianopeptideo, assim como cepas que carregam o gene, mas que nem
sempre sdo expressos.* Devido a essa regulagio genética, a produgio
de cianopeptideos ¢ altamente varidvel entre as cianobactérias e
pode ser influenciada por fatores biéticos e abidticos.*> Microgininas
foram detectadas em diferentes floragdes ao redor do mundo, 143146
inclusive no trato alimentar de carpas® e isoladas de cianobactérias
cultivadas em laboratério!*? para elucidagio estrutural de novos
peptideos.

Apesar do grande sucesso da espectrometria de massas para o
sequenciamento de peptideos e pequenas proteinas, aminodcidos
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isobdricos como a leucina (Leu), isoleucina (Ile), ou metil valina
(MeVal), sdo dificilmente distinguidos por MS porque suas massas
moleculares sdo exatamente as mesmas.” O mesmo ocorre para 0s
aminodcidos Hty e MeTyr, dificultando a correta caracterizagdo de
novas moléculas, sendo necessdrio o emprego de técnicas como
RMN para o correto assinalamento dos aminodcidos e a atribuicio
das conectividades e orientacdes entre residuos de aminodcidos.
No entanto, miligramas de material puro sdo necessdrios para as
andlises, o que muitas vezes € impraticdavel de se obter se tratando
de um produto natural.®

As intimeras possibilidades de combinacdo e variacdo de
aminodcidos dentro da molécula, além de modificagdes que incluem
metilagdo, cloragdo, hidroxilacdo e sulfatacdo, refletem a elevada
variabilidade estrutural das MG e de outras classes de peptideos. Isso
reflete também no nivel ou tipo de atividade bioldgica exercida por
uma determinada molécula. Estudos mostraram que a sequéncia de
aminodcidos que compreende a estrutura de uma microginina e até
mesmo a sua conformagao estereoquimica estdo diretamente ligadas a
capacidade de inibigdo enzimadtica.'*!* Os grupos amino e hidroxil do
Ahda e a porcio C-terminal da molécula composta por dois residuos
de Tyr desempenham um papel importante na inibi¢do da ECA,"
assim como os dipeptideos formados por aminodcidos aromaticos
ou Pro na por¢do C-terminal e os aminodcidos Val ou Ile na por¢io
N-terminal.*® Resultados dos ensaios de inibi¢do da aminopeptidase
M revelaram que o 4cido carboxilico terminal e a N-metilacdo do
aminodcido Ahda estdo diretamente relacionados com a atividade
inibitéria da AMP."

Embora se saiba que as MG sdo biologicamente ativas, dados
referentes aos seus efeitos e impactos ambientais ainda sdo
escassos. Os poucos estudos que avaliaram a toxicidade aguda de
microgininas em modelos de organismos aqudticos sio bastante
recentes e reportaram efeitos negativos sobre os animais testados.?*
A toxicidade aguda da MG FR3 foi avaliada em larvas de T.
platyurus (crusticeo) e observou-se atividade bioldgica com elevada
taxa de mortalidade dos animais ap6s 48 h de exposicdo, obtendo-
se uma CLy,de 7,78 ug mL'.» Lenz et al.** avaliaram o efeito
toxico de diferentes classes de cianopeptideos (anabaenopeptinas,
cianopeptolinas, MG 690 e MC-RR), na reprodugdo, tempo de
incubagdo, taxa de crescimento, expectativa de vida e integridade
vulvar relacionada a idade do nematédeo Caenorhabditis elegans.
Apesar de ser considerada a menos téxica entre 0os compostos
testados (na concentragdo de 10 ug L"), a MG 690 afetou de forma
negativa quase todos os parametros avaliados. O mais recente dos
estudos avaliou os efeitos toxicos de 4 congéneres de MG (MG
FR3, MG GH787, Cyanostatin B e MGL 402) em linhagem celular
humana de carcinoma hepatocelular (HepG2).?® Todas as variantes
testadas induziram dano ao DNA apds 4 e 24 h de exposi¢do, em
concentragdes entre 0,01 e 1 ug mL". Este foi o primeiro estudo
a fornecer evidéncias do potencial genotéxico das MG e o risco
associado a exposicdo desses compostos. A exposi¢do humana aos
compostos genotdxicos estd associada com o desenvolvimento de
diversas doengas cronicas, incluindo o cancer, e nos organismos
aquaticos afeta principalmente a reprodugio.?

Apesar de sua ampla ocorréncia, a fun¢do ecolégica de MG ainda
permanece incerta. A complexidade estrutural desses metabodlitos
secunddrios produzidos por cianobactérias e os dados bioldgicos
disponiveis ainda ndo sdo suficientes para afirmar a sua verdadeira
funcdo e relevancia ecoldgica. Ainda assim, dados acerca da
toxicidade de alguns compostos dessa classe, que podem representar
riscos ao meio ambiente ou a saide humana, reforcam a necessidade
de maior investigacio desses cianopeptideos. Com os eventos de
floracdes de cianobactérias cada vez mais frequentes e persistentes, a
deteccdo analitica padronizada e sensivel desses compostos em dguas
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destinadas ao abastecimento puiblico se mostra relevante, podendo
o seu monitoramento ser incluso futuramente em andlises de rotina
atendendo aos padrdes de potabilidade de dgua.

CONCLUSOES

Foram propostas diversas microgininas com base na elucidaco de
seus espectros de fragmentagdo. O método de triagem desenvolvido
para a detec¢do de microgininas por LC-QqQ-MS/MS em modo
precursor ion scan foi capaz de detectar compostos suspeitos em 9
amostras de cianobactérias. A confirmagio desses compostos foi feita
por LC-HR-QTOF-MS/MS, identificando as mesmas microgininas
nas 9 amostras analisadas, mostrando a boa correlacido entre os
métodos. No total foram identificadas 19 variantes de MG, das
quais 8 foram consideradas moléculas inéditas por ndo apresentarem
equivaléncia com microgininas conhecidas descritas na literatura. As
estruturas das novas MG foram propostas com base nos espectros de
fragmentagdo obtidos por espectrometria de massas de alta resolucao.
Algumas apresentaram perfil de fragmentagdo semelhante ao de MG
conhecidas, com diferenca de massas referentes as modificacdes
quimicas tais como metilagdo, cloracdo e desidroxilagdo. O método
de triagem em modo precursor ion scan se mostrou uma andlise rapida
e sensivel na busca por microgininas conhecidas e desconhecidas,
demonstrando ser uma ferramenta analitica potencialmente ttil na
deteccdo e monitoramento ambiental de compostos que apresentam
perdas caracteristicas de um grupamento quimico, como as
microcistinas e microgininas.

MATERIAL SUPLEMENTAR

A lista de microgininas, os espectros de MS e MS? dos compostos,
assim como outros materiais de apoio, estdo disponiveis em http://
quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo PDF, com acesso livre.
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