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RESUMO

Aminoacidos tipo micosporinas (MAAs) sdo compostos de baixa massa
molecular solUveis em agua, cuja biossintese, pensava-se ocorrer pela via do acido
chiquimico em bactérias, fitoplancton e macroalgas. Recentemente, evidéncias
mostram sua biossintese pela via das pentoses em uma cianobactéria. Devido seu alto
coeficiente de extincdo molar na regidao do UV, proporcionam protecdo contra os
efeitos deletérios da radiacdao ultravioleta tendo potencial para a utilizacgio em
protetores solares. Em trabalhos anteriores foi descrito um cluster biossintético para
chinorina que consistia nas enzimas Dehidroquinato sintase, presente na via do
chiguimato, O-metiltransferase, uma enzima assimiladora de ATP e um homdlogo de
NRPS. Foi verificado ainda que a enzima 2-epi-5-epi-valiolona sintase, enzima que
interligaria a via das pentoses, poderia formar o intermedidrio ciclico 4-desoxigadusol,
precursor dos MAAs. Neste trabalho foi feita uma abordagem gen6mica para a busca
destes genes, de modo a investigar o potencial de producdao de MAAs nas
cianobactérias da Colecdo Amazébnia de Cianobactérias e Microalgas, CACIAM 14,
CACIAM 53, CACIAM 54 e CACIAM 57, bem como uma andlise por cromatografia
liquida capilar acoplada a espectrometria de massas com fonte de ionizacdo de
Electrospray dos metabdlitos em CACIAM 14. Os genes da Dehidroquinato sintase e da
O-metiltransferase foram encontrados em todas as linhagens estudadas. Os genes da
via das pentoses Ribulose-fosfato-3-epimerase e Transcetolase foram detectados nas
linhagens CACIAM 14, CACIAM 53 e CACIAM 57, o que sugere que nestas linhagens os
MAAs podem ser produzidos por ambas as vias enquanto que na linhagem CACIAM 54
gque os MAAs podem ser produzidos apenas pela via do chiquimato. Na linhagem
CACIAM 14, foram detectados os fragmentos de relagdo massa/carga 186 e 197 no
mesmo tempo de retencdo de um ion precursor de m/z 333, valor esse sugestivo da
presenca de chinorina. Dessa forma, as linhagens CACIAM 53, 54 e 57 sdo
potencialmente produtoras de MAAs por possuirem os genes biossintéticos, e a

linhagem CACIAM 14 é produtora de chinorina.

Palavras-chave: Cianobactérias, aminoacidos tipo micosporinas, amazonia



ABSTRACT

Mycosporine-like amino acids (MAAs) are low molecular weight water soluble
compounds wuich biosynthesis was thought to occur via shikimate pathway in
bacteria, phytoplankton and macroalgae. Recently evidences show its biosynthesis via
the pentose pathway in a cyanobacterium. Due to its high extinction molar coefficient
in UV region, they provide protection against the damaging effects of UV radiation and
have potential for use in sunscreens. In previous works it was described a biosynthetic
cluster for shinorine with the enzymes dehydroquinate synthase, present in the
shikimate pathway, O-methyltransferase, and ATP-grasp and NRPS-like enzymes. It
was observed that the enzyme 2-epi-5-epi-valiolone synthase, which link the pentose
pathway with MAAs production would lead to formation of 4-deoxygadusol, precursor
of MAA:s. In this work a genomics approach was carried out so find these genes so that
MAAs production potential in Amazonian cyanobacteria of the Colecao Amazonica de
Cianobactérias e Microalgas, CACIAM 14, CACIAM 53, CACIAM 54 and CACIAM 57
strains was assessed, as well as an analysis through capillary chromatography coupled
to electrospray mass spectrometryof the metabolites in CACIAM 14. The genes
Dehydroquinate synthase and o-methyltransferase were found in all the strains
studied. The genes of pentose pathway Ribulose-phosphate-3-epimerase and
transketolase were detected in the strains CACIAM 14, CACIAM 53 and CACIAM 57,
what may suggest that in these strains MAAs could be produced by both pathways
while in CACIAM 57 MAAs could be produced by shikimate pathway only. In CACIAM
14 strain, fragments of mass to charge relationship 186 and 197 were found in the
same retention time of a precursor ion of m/z 333, what could be related to shinorine.
Therefore, the strains CACIAM 53, 54 and 57 are potentially producers of MAAs due to

possessing biosynthetic genes and CACIAM 14 is shinorine producer.

Keywords: cyanobacteria, mycosporine-like aminoacids, amazon
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1. Introducao

Surgidos a 3,9 bilhGes de anos, os microrganismos foram os primeiros seres
vivos da terra, onde foram a forma de vida predominante pela maior parte da sua
historia. Nos dois primeiros bilhGes de anos, a atmosfera da terra era andxica, e
somente microrganismos com metabolismo anaerdbico eram capazes de sobreviver
nessas condi¢des. Um bilhdo de anos depois surgiram os primeiros microrganismos
fototréficos, que realizavam fotossintese anoxigénica, os quais existem até hoje
distribuidos em ambientes andxicos. As cianobactérias evoluiram dos microrganismos
fototréficos anoxigénicos, e devido ao oxigénio como produto de seu metabolismo,
prepararam a atmosfera terrestre para o desenvolvimento de formas mais complexas
de vida como plantas e animais (MADIGAN et al., 2012).

Outrora conhecidas como Cyanophyceae, Cyanophyta, Cyanoprocariota,
Cyanochloronta, Cyanophycophyta, algas azuis ou algas verde azuladas devido sua
coloracdo (MELCHER, 2007), as cianobactérias sdo bactérias gram-negativas que
colonizam uma grande variedade de ambientes, como oceanos, corpos de agua doce,
rochas, desertos, placas de gelo, bem como apresentam relagdo simbidtica com
plantas, liquens e protozoarios (ABED; DOBRETSOV; SUDESH, 2009). Em ambientes
marinhos, as cianobactérias podem representar cerca de 40% da biomassa (SINHA;
HADER, 2008). Elas realizam fotossintese (ABED; DOBRETSOV; SUDESH, 2009) na
presenca de luz e, no escuro, fermentacdo (STAL; MOEZELAAR, 1997).

As cianobactérias podem se apresentar, morfologicamente, como estruturas
unicelulares, coloniais, filamentosas simples ou ramificadas (Figura 1). Também
existem células vegetativas unicelulares, que variam de cerca de 0,4 a mais de 40 um
de diametro. O termo tricoma é utilizado apenas para o conjunto de células dispostas
linearmente e filamento para o conjunto da bainha mucilaginosa mais o tricoma
(Figura 1). Os filamentos sdo constituidos em sua maioria de células vegetativas e
podem ou ndo apresentar células especializadas chamadas de acinetos e heterdcitos,
qgue funcionam como esporos de resisténcia durante condicdes ambientais nao
favoraveis, e como células fixadoras de nitrogénio atmosférico, respectivamente.

Para a realizacdo da fotossintese, as cianobactérias possuem pigmentos, isto é,
a clorofila e as ficobiliproteinas, que as permitem converter a energia solar em ATP.

Tais microrganismos realizam fotossintese oxigénica e algumas espécies podem



realizar também a fotossintese anoxigénica, com alternancia entre elas (MADIGAN et
al., 2012).

Na fotossintese anoxigénica, o principal pigmento é a bacterioclorofila A, que
se associa a bacteriofeofitina, quinonas e carotenoides. O fotocomplexo consiste de
duas moléculas de bacterioclorofila A, chamados de par especial, duas
bacterioclorofilas A adicionais, que funcionam como fluxo fotossintético de elétrons,
duas moléculas de bactériofeofitina (moléculas de bacterioclorofila sem o magnésio),
duas moléculas de quinona e um pigmento carotenoide. Todos esses pigmentos sdo
integrados de forma que possam interagir na rdpida transferéncia de elétrons nos
primeiros estagios na conversao de energia fotossintética (MADIGAN et al., 2012).

Na fotossintese oxigénica, os pigmentos presente sdo a clorofila A e as
ficobiliproteinas ficocianina, aloficocianina, e ficoeritrina. Estes estdo organizados em
estruturas chamadas Fotossistema | e Fotossistema Il. Cada um tem um centro de
reacao espectralmente distinto de clorofila A. No fotossistema |, a clorofila absorve em
comprimentos de onda mais distantes do vermelho, e no fotossistema I, em
comprimento de onda mais préximo. Além destes, também s3o encontrados
carotendides como agentes fotoprotetores que impedem a oxidacdo de componentes

do sistema fotossintético, os quais estdo localizados intracelularmente nos tilacdides.

Figura 1: Diversidade Morfoldgica de cianobactérias: Morfologia filamentosa (acima) e unicelular (abaixo
a esquerda). Tricoma em cianobactéria filamentosa (abaixo a direita)

Foto de Fabio Daniel Floréncio da Silva



Através de seu metabolismo, as cianobactérias produzem diversas substancias
de importancia ecoldgica (LEAO et al., 2012), sanitaria (CODD; MORRISON; METCALF,
2005) e biotecnoldgica (ABED; DOBRETSOV; SUDESH, 2009; RASTOGI; SINHA, 2009a).
Tais metabdlitos permitem sua interacdo com o ambiente e/ou com os organismos
presentes nesses ambientes.

As cianotoxinas, alguns dos metabdlitos secundarios de cianobactérias - MSCs,
tém implicagGes para a saude humana devido sua toxicidade e, com base nos seus
efeitos toéxicos, podem ser classificadas como: hepatotoxinas, neurotoxinas,
citotoxinas, dermatotoxinas e toxinas com potencial irritante (lipopolissacarideos), que
atuam também no sistema gastrointestinal (CODD; MORRISON; METCALF, 2005).

Dentre os exemplos dessa classe de compostos estao as cilindrospermopsinas
(Figura 2a), que possuem atividade mutagénica e carcinogénica e as saxitoxinas (Figura
2b) e as anatoxinas (Figura 2c), que possuem atividades neurotdxicas. As cianotoxinas
relacionadas a hepatoxicidade em mamiferos e outros vertebrados sdo as
microcistinas (Figura 2d) (RASTOGI; SINHA, 2009b).

As cianotoxinas sdo produzidas por varias espécies de cianobactérias, por
exemplo, as anatoxinas e saxitoxinas podem ser produzidas por Aphanizomenon sp.,
Anabaena sp. e Lyngbya sp. As anatoxinas podem ser produzidas também por
Planktothrix sp. e Cilindrospermum sp. As microcistinas sdao produzidas por espécies
dos géneros Microcystis, Anabaena, Planktothrix (Oscillatoria), Anabaenopsis, Nostoc e

Hapalosiphon, enquanto as cilindrospermopsinas, por cianobactérias de dgua doce.
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Figura 2 — Estruturas de alguns metabdlitos toxicos de cianobactérias: a) Cilindrospermopsina, b)

saxitoxina, c) anatoxina e d) microcistina-LR.

As cianotoxinas, em particular as microcistinas, podem estar confinadas dentro
das células bacterianas e/ou dissolvidas na agua, dependendo da natureza da toxina e
do estagio de crescimento da cianobactéria (APELDOORN et al., 2007). A concentracao
exata de cianotoxinas em formas dissolvidas e no interior das células pode variar em
relacdo a seu nivel total produzido por individuo, assim algumas cianotoxinas podem
estar em maior nivel na forma dissolvida do que no interior das células e vice-versa
(APELDOORN et al., 2007; WELKER et al., 2005).

Devido a diversidade de hdbitats onde se encontram, seu metabolismo
adaptou-se de modo a produzir uma gama de substancias com potencial
biotecnoldgico (ABED; DOBRETSOV; SUDESH, 2009; RASTOGI; SINHA, 2009b). Assim, as
cianobactérias tém sido utilizadas na pesquisa de biocombustiveis (GAO et al., 2012),
na bioremediacdo de areas degradadas por vazamento de petrdleo, na producdo de
bioplasticos (ABED; DOBRETSOV; SUDESH, 2009).

Essas e outras aplicagdes se devem a uma gama de MSCs cuja maioria apresenta
enorme potencial para o desenvolvimento de novas drogas devido sua acdo de
imunossupressao, antibacteriana, antifungica, antiviral, anticancerigena,

antiplasmodial e algicida (Tabela 1).



Tabela 1 — Alguns metabdlitos secunddrios de cianobactérias(ABED; DOBRETSOV; SUDESH, 2009).

Organismo Produto Atividade REFERENCIA
FAMILIA OSCILLATORIACEAE
Lyngbya majuscula Curacina A Antimitdtico GERWICK 1994
L. lagerheimii Sulfolipidio anti-hiv RAJEEV & XU (2004)
Oscillatoria raoi sullfoglico-lipidio anti-viral RESHEF et al. (1997)
acacetilado
Phormidium ténue Galactosildiacilglicerol Algicida MURAKAMI et al.
anti-hiv (1991)
RAJEEV & XU (2004)
Spirulina platensis Espirulana Antiviral HAYASHI et al. (1991)
FAMILIA HYELLACEAE
Hyella caespitose Carazostatina Antifungico BURJA et al. (2001)
FAMILIA NOSTOCACEAE
Nostoc nostocina A Algicida HIRATA ET AL. (1996)
spongiaeforme
N. commune Nostodiona Antifungico BHADURY & WRIGHT
(2004)
N. sp Nostociclamida Antifungico MOORE et al. (1988)
N. sphaericum Norharmane antibacteriano VOLK & FURKERT

Anabaena circinalis indolocarbazoles

anatoxina-a
FAMILIA SCYTONEMACEAE
Scytonema Cianobactericina
hofmanni
S. ocellattum Tolitoxina
Fitoalexina

S. pseudohofmanni Scytophycins
FAMILIA MICROCHAETACEAE
Tolypothrix tenuis Toiocamicina

T. tjipanasensis Tjipanazoles

FAMILIA STIGONEMATACEAE
Fischerella muscicola Fischerelina

Hapalosiphon Hapalindol
fontinalis

FAMILIA MERISMOPEDIACEAE
Gomphosphaeria Aponina

aponina

FAMILIA CHROOCOCCACEAE
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Como em outros microrganismos, a sintese natural de produtos bioativos de
cianobactérias ocorre principalmente pela acao de enzimas multifuncionais, chamadas
de peptideo sintetase ndo-ribossémica - NRPS, policetideo sintase - PKS ou por um
misto dos dois sistemas enzimaticos. Semelhante a uma linha de produgao, cada uma
delas possui um dominio funcional individual, organizado em maddulo, que é
responsavel por uma transformacdo especifica na substancia que ela gera (Figura 3).

O conjunto minimo necessdrio para um ciclo de extensao consiste em dominios
de adenilagdo (A), tiolagdo (T ou PCP, de proteina carreadora de peptidila) e
condensagdo (C) (LAMBALOTI et al., 1996; MARAHIEL; STACHELHAUS; MOOTZ, 1997;
MOOTZ; SCHWARZE; MARAHIEL, 2002). Durante o processo de sintese, a cadeia
peptidica permanece ligada a enzima por meio do ultimo dominio T. Sua liberagdo
depende de um dominio de tioesterificacdo ou clivagem (TE ou CV), presente na
porgdo C-terminal da NRPS e que é crucial para sua funcionalidade. Baseado no ataque
nucleofilico de um sitio com serina a peptidila-tioéster preso no ultimo dominio T, o
peptideo pode ser liberado ou por hidrélise na forma de um peptideo linear ou ainda
sofrer uma reacdo intramolecular originando um peptideo ciclico (SCHWARZER;
MOOTZ; MARAHIEL, 2001). Além dos dominios A, T, C e TE basicos para todas as NRPS,
outros dominios adicionais, como por exemplo, os de epimerizacdo (E) e o de
metilacdo (NMT), podem compor a estrutura de um ou mais mddulos de acordo com o
produto final. O dominio E catalisa a racemizacdo dos L-aminodcidos, permitindo a
presenca de D-aminoacidos nos peptideos formados (LUO et al., 2002), enquanto o

NMT metila a substancia nascente (MARAHIEL; STACHELHAUS; MOQOTZ, 1997).

Médulo de Médulo de Terminacao
Iniciagdo Médulo de Elongacéo

Figura 3 — Representacdo esquematica da Peptideo sintase ndo-ribossomal (CHALLIS; NAISMITH, 2004)

A: Dominio de Adenilacdo MT: Dominio de Metilagdo
T: Dominio de Tiolagao E: Dominio de Epimerizagdo
C: Dominio de Condensagdo TE: Dominio de Esterificacdo ou clivagem

Cy: Dominio de ciclizagdo



Outra via biossintética presente em algumas cianobactérias é aquela mediada
pelas enzimas policetideos sintases - PKS. Até o momento foram descritos trés tipos de
PKS: (i) a PKS tipo 1, que sdo enzimas multifuncionais organizadas em maddulos que
possuem atividades ndo iterativas e sintetizam policetideos reduzidos, como
macrolideos, poliésteres e polienos (CORTES et al., 1990; DONADIO et al., 1991); (ii) a
PKS tipo 2, que é um complexo multienzimatico com um Unico conjunto de atividades
que agem iterativamente que sintetiza policetideos aromaticos (MALPARTIDA;
HOPWOOD, 1984; MOTAMEDI; HUTCHINSON, 1987), e (iii) a PKS tipo 3, que é uma
enzima homodimérica com dominios agindo iterativamente, que também sintetiza
policetideos aromaticos (FUNA et al., 1999). Distintamente da peptideo-sintetase nao-
ribossomal que adiciona aminodcidos, a policetideo sintase adiciona unidades
derivados de acil-CoA (SHEN, 2003).

As PKs possuem dominios acil-transferase (AT), ceto-sintase (KS), ceto-redutase
(KR), Desidratase (DH), enoil-redutase (ER) e Tioesterase (TE). O dominio acil-
transferase catalisa a transferéncia de um grupo acil-CoA para um residuo tiol,
localizado no sitio ativo de uma proteina transportadora de acila (ACP) (KHOSLA et al.,
2007). A figura 4 mostra a representacdo esquematica da policetideo sintase. Por sua
caracteristica nucleofilica, o acil-CoA acoplado na ACP ataca a ligagao eletrofilica
tioéster no dominio KS onde ocorre uma descarboxilacdo e condensagao, formando
um beta-cetoéster. Devido sua reatividade, a beta-carbonila é reduzida em um grupo
hidroxila no dominio KR. No proximo passo, que ocorre no dominio DH, o grupo
hidroxila previamente formado é eliminado como agua, formando uma dupla ligagao
naquela regido. Subsequentemente, no dominio ER, a dupla ligacdo é removida. Este
grupo formado sera adicionado de outro grupo acetato ou derivado, que sofrera
novamente as rea¢des nos dominios dos outros médulos, durante o elongamento do
policetideo e ao final do ultimo mddulo, no dominio TE, é liberado o policetideo
(KHOSLA et al., 2007). Na PKS, os mddulos nem sempre terdo todos os dominios
cataliticos. E possivel que em um médulo existam todos os dominios e no préximo
maodulo, ja ndo existird, o dominio desidratase, e ndo havera a perda de 3agua, por
exemplo. Em outro, j3 ndo havera a ceto-reducdo, e assim sucessivamente. Isto
permitira uma variedade estrutural muito grande aos policetideos (KHOSLA et al.,

2007; SHEN, 2003).
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Figura 4 — Representagdo Esquematica da Policetideo-sintase (SHEN, 2003)
AT: Dominio Acil transferase

ACP: Proteina transportadora de acila

KS: Dominio ceto-sintase

KR: Dominio ceto-redutase

DH: Dominio desidratase

Outras vias biossintéticas em cianobactérias incluem a via do chiquimato, a
qual liga o metabolismo de carboidratos a biossintese de compostos aromaticos
(HERRMANN; WEAVER, 1999). Um dos metabdlitos produzidos ao longo desta via é o
3-dehidroquinato que pode entrar em outra via metabdlica, ainda ndo completamente
elucidada, levando a produgdo de micosporinas e aminodcidos tipo micosporinas -
MAAs, metabdlitos secundarios que tém como uma de suas principais funcbes a
protecdo contra a radiacdo ultravioleta (BANDARANAYAKE, 1998). Adicionalmente,
Dunlap & Yamamoto (1995) sugerem que a micosporina-glicina pode funcionar como

um anti-oxidante biolégico em organismos marinhos .

1.1 MAAs: Aspectos estruturais

As micosporinas e os aminodcidos tipo micosporinas (MAAs) Sdo compostos de
baixa massa molecular (< 400 Da), incolores, sollveis em dagua. As micosporinas
diferem dos MAAs por conterem cromdéforos aminociclohexenona conjugados com um
nitrogénio substituinte de um aminodcido ou um aminodlcool, enquanto que os MAAs
possuem um cromoforo aminociclohexenimina. Dois cromdforos foram descritos
diferenciando micosporinas (2-OMe,) e nor-micosporina (2-OH,) (Figura 5)

(BANDARANAYAKE, 1998; SINHA; HADER, 2008; SINHA; SINGH; HADER, 2007). Alguns



MAAs também contém ésteres de sulfato ou ligacGes glicosidicas. As variacées nos
grupos laterais e nos substituintes do nitrogénio causam diferengas nos espectros de
absorcdo dos MAAs (SINGH et al., 2008a).

As micosporinas sdo consideradas bases de Schiff (enamino cetonas) que
possuem em comum o sistema de anel aminociclohexenona ligado a um aminoacido
ou a um aminoalcool. Em ambos os grupos, as estruturas variam de acordo com a
porcdo amino. Nas micosporinas fungicas, com exce¢do da micosporina-alanina (Figura
6d), isolada da mucilagem conidial de Colleotrichum graminicola, o Unico aminoacido
envolvido é a serina e seu alfa-aminoalcool correspondente serinol, e os pares
relacionados glutamina/glutaminol e acido glutdmico/glutamicol. A primeira
substancia desse grupo que teve sua estrutura elucidada foi a micosporina-1, também
chamada de micosporina-serinol, isolado dos carpdéforos do basidiomiceto Stereum
hirutum (FAVRE-BONVIN; ARPIN; BREVARD, 1976), caracterizado por um anel
ciclohexenona ligado a uma porcdo de serina reduzida. A micosporina-2, isolada de
Botrytis cinera, possui um derivado de acido glutamico e parece ser mais distribuido
entre os fungos e possui cadeia aberta, formando também um anel. A micosporina-2
ocorre in vivo como glicosideo, e as micosporinas glicosideos descobertas até agora
sdo descritas em fungos. A nor-micosporina-glutamina, a Unica nor-micosporina, é
descrita como a principal substancia que absorve UV no fungo Pyronema omphalodes

(BANDARANAYAKE, 1998).

|| R1: O - micosporinas; N - aminoacidos tipo micosporinas;
OR2 R2: Me - micosporinas; H - Nor-micosporinas

HO HO k

COOH

Figura 5: Estrutura basica das micosporinas e MAAs.

Com apenas duas excec¢des, os metabdlitos que absorvem UV em organismos
marinhos sdo derivados imino de micosporina ou MAAs que contém sistemas de anel

aminociclohexeninima com absorcdao maxima de UV entre 310 e 360 nm. A glicina é o



aminoacido mais comum presente em todos os MAAs, geralmente acoplado no
terceiro carbono (SINHA; HADER, 2008). Uma excecdo é a imino-micosporina
micosporina-metilamina-treonina, isolada de recifes de corais de Pocillopora
damicornis e Stylophora pistillata onde a glicina é substituida pela metilamina. Outras
excecoes incluem dois ésteres sulfatos de micosporinas palitina-treonina-sulfato e
palitina-serina-sulfato do coral Stilophora pistillata, onde a glicina é substituida pela
treonina e serina, respectivamente, e a anémona Anthopleura elegantissima que
contém micosporina-taurina (BANDARANAYAKE, 1998).

A micosporina-glicina, que foi o primeiro MAA estruturalmente caracterizado
(ITO; HIRATA, 1977), e a micosporina-taurina sdo os Unicos MAAs do tipo
aminociclohexenona de fontes marinhas. O usujireno é um aminomicosporina de
algas. Até 1998, 17 aminociclohexeniminas e 15 aminociclohexenonas tinham sido
identificadas de organimos marinhos e terrestres (BANDARANAYAKE, 1998). Algumas
substancias induzidas por UV nos comprimento de onda entre 312 e 355 nm tém sido
descritos ligados covalentemente a oligossacarideos na cianobactéria terrestre Nostoc
commune (BANDARANAYAKE, 1998; SINGH et al., 2008a). Compostos espectralmente
similares e solluveis em d4gua tém sido isolados em outras cianobactérias
(BANDARANAYAKE, 1998).

Os MAAs quando presentes em invertebrados marinhos que apresentam
relacdes simbidticas com algas, como no caso do coral Acropora formosa em simbiose
com o molusco gigante Tridachna formosa, sao livremente difusos, mas nao associados
com proteinas, enquanto que em invertebrados sem algas simbidticas, como no caso
da estrela do mar Acanthaster planci e em simbiose com peixes teledsteos, os MAAs
estdo associados a proteinas oculares (BANDARANAYAKE, 1998).

Nesses invertebrados, as proteinas associadas aos MAAs se localizam nos
tecidos epidérmicos externos, enquanto nos peixes teledsteos a interacdao dos MAAs
com proteinas formam complexos nas lentes oculares que podem ser estdveis ou
instaveis BANDARANAYAKE (1998). Os exemplos destes complexos incluem aquele da
asterina-330 (A = 330 nm) em associacdo com uma proteina de 80 a 100 kDa (A = 280
nm), formando um complexo altamente instdvel com absorcdo de 330 nm e do

gadusol, um composto precursor de MAAs (Anax = 268 nm) que se associa a uma
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proteina de 20 - 30 KDa (Amax = 280 nm), formando um complexo relativamente estavel
com absorg¢do de 323 nm (BANDARANAYAKE, 1998).

As massas moleculares das proteinas destes dois complexos sdo caracteristicos
de B- e y-cristalinas, que constituem duas das trés principais proteinas cristalinas
soliveis presentes nas lentes oculares de peixes (BANDARANAYAKE, apud
BANDARANAYAKE, 1998). A associa¢cdo de y-cristalina com o gadusol é de natureza
similar a associacdo do pigmento visual rodopsina, uma base de schiff que contém 11-
cis-retinal, um grupo prostético e uma lipoproteina opsina (Amax = 280 nm)

(BANDARANAYAKE, 1998; SHICK; DUNLAP, 2002).
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1.2 MAAs como fotoprotetores

As micosporinas e os MAAs s3ao considerados compostos captores de energia
ou transdutores de comprimentos de onda na regido do ultravioleta para
comprimentos de onda Uteis em fotossintese ou precursores biossintéticos para outros
compostos ou pigmentos. Um nimero de MAAs tem seu maximo de absorcdo na
regidao do UVB enquanto outros absorvem no UVA. Sua forte absor¢dao entre os
comprimentos de onda 310 a 360 nm, seu alto coeficiente de extingdo molar (g =
28,100 - 50,000 M™*cm™) e fotoestabilidade em dgua doce ou salgada apoiam a idéia
de que eles tém papel fotoprotetor (KLISCH; HADER, 2008; RASTOGI; SINHA, 2009a;
SINGH et al., 2008a, 2010; SINHA; HADER, 2008; WHITEHEAD; HEDGES, 2005).

OYAMADA et al. (2008) relataram os efeitos protetores de chinorina, porphyra-
334 e micosporina-glicina, que protegiam fibroblastos humanos da morte celular
induzida por radiagdo UV. (SCHMID; SCHURCH; ZULLI, 2006) observaram que uma
mistura de porphyra-334 e chinorina apresentou efeito anti-idade na pele humana,
enquanto MISONOU et al. (2003) observaram que os MAAs podem bloquear a
producdo do fotoproduto 6-4 e a formacdo do dimeros de pirimidina.

Desde que podem dissipar a radiagdo absorvida como calor sem produzir
espécies reativas de oxigénio (CONDE; CHURIO; PREVITALI, 2000; SUH et al., 2003),
estes compostos tém sido biotecnologicamente explorados, tendo como principal
exemplo o produto comercial Helioguard 365, que é baseado em MAAs oriundos da
alga vermelha Porphyra umbilicalis. De fato, os MAAs s3ao verdadeiros compostos
multipropdsito, que podem ser explorados biotecnologicamente em varias formas,
com grande potencial de uso na industria de cosméticos e produtos de higiene pessoal
como filtro solar e ativador da proliferacao celular.

Os MAAs parecem ser altamente resistentes aos estresses abidticos como
temperatura, radia¢gdo UV, solventes e varia¢des de pH (SINGH; HADER; SINHA, 2012;
SINGH et al., 2008a). Alguns MAAs aumentam em concentracdo durante a exposicao a
raios UV, mas isso ndo parece ser uma resposta direta da radiagdo UV, mas sim do
acumulo de mudancas sazonais, reprodutivas ou de dieta (SINGH et al., 2008a).

No ambiente marinho, os efeitos deletérios dos raios UV tém sido detectados
em organismos que habitam profundezas de 20 a 30 m e incluem efeitos diretos de

UVB e efeitos indiretos de UVA. Os efeitos dos altos niveis solares da radiacao incluem
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inibicdo do crescimento, da calcificacdo de corais, do crescimento de esqueletos, da
fotossintese, reducao da motilidade e sobrevivéncia, redugdo da concentragdo de
pigmentos fotossintéticos e sua destruicdo, fotoinibicdo, diminuicdo da fixacdo de
carbono e captacao de nitrogénio, diminui¢dao do potencial reprodutivo, e danos do
DNA e proteinas (BANDARANAYAKE, 1998).

Enquanto as micosporinas e os MAAs conferem protecao aos organismos que
os produzem, acredita-se que animais marinhos se protegem da radiacdo UV
adquirindo-os estes compostos através de sua dieta, pois estes conferem prote¢ao
solar ndo somente nos organismos produtores, mas também aos seus consumidores
primarios e secundarios ao longo da cadeia alimentar (CARRETO; CARIGNAN, 2011;
FERRONI et al., 2010; SINHA; SINGH; HADER, 2007).

Acredita-se que alguns organismos fitoplanctonicos e dinoflagelados, que sao
de longe os maiores produtores de biomassa dos oceanos e formam a base da cadeia
alimentar, produzam os MAAs através da via do chiquimato, fornecendo assim
protecdo contra a radiacdao UV a organismos que vivem em rela¢des simbidticas com
eles (SHICK; DUNLAP, 2002; SINGH et al.,, 2011). Como a via do chiquimato estd
presente somente em algas, fungos, bactérias e alguns protozoarios, a dieta é tida
como evidéncia da bioacumulacigo de MAAs em organismos marinhos.
Adicionalmente, é possivel que bactérias heterotréficas presentes em algum desses
organismos realizem a sintese de novo dos precursores desses compostos, fornecendo-
os a seus hospedeiros (SHICK; DUNLAP, 2002).

Singh et al. 2008, observaram que no dinoflagelado Alexandrinum excavatum a
mudanca de ambiente com baixo nivel de radiacdo fotossintética ativa — PAR (do
inglés, Photosynthetically Active Radiation) para um ambiente de altos niveis de PAR
causou uma mudanca na composicdo de MAAs, bem como um aumento geral na
absorcdo UV. O Prorocentrum micans produziu elevadas concentracbes de MAA
guando cultivado na presenca de radiacdo UV (SINGH et al., 2008a).

Quando cultivados sob PAR, dinoflagelados que formam floracdes tendem a ter
a grande capacidade de acumular MAAs e quando estimulado pela mudanca na
irradiacdo pode alterar seus complementos de MAA e assim seu espectro de absorc¢ao
na ordem de horas (SHICK; DUNLAP, 2002). No dinoflagelado Gyrodinium dorsum o
acumulo de MAAs foi estimulado pela PAR e pela radiacdo UV (SINGH et al., 2008a),
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enquanto que em Phaeocystis Antarctica a inducdo da sintese de MAAs ocorre
somente pela radiagdo UVA e UVB (SINGH et al., 2008a).

As macroalgas sdo os principais produtores de biomassa ao longo da costa e
das plataformas continentais. Sdo exploradas comercialmente em larga escala e sdo
utilizadas como alimento por estagios larvais de animais economicamente
importantes. Exposi¢cdes a curto ou longo prazo a radiagao solar inibe o crescimento
para as fases adultas de muitas espécies de macroalgas devido a destruicdo de
cloroplastos e mitocéndrias e da ocorréncia de metabdlitos produzidos sob estresse
por UV (SINGH et al., 2008a).

O papel fotoprotetor de compostos que absorvem UV foi descrito em
macroalgas pela primeira vez em 1961. Desde entdo, os estudos qualitativos e
guantitativos tém sido feitos para avaliar a distribuicdo dos MAAs em algas
comercialmente importantes, que variam entre classes, profundidade e latitude
(SINGH et al., 2008a). Como resultado destes estudos, observou-se que, enquanto,
poucas algas verdes produzem MAAs, a maioria das macroalgas produtoras de MAAs
pertencem a familia Rodophycea, que sdo seguidas daquelas da familia Phaeophycea
(SINGH et al., 2008a). Ha evidéncias de que a exposicdao a luz azul e a radiagdao UV
possa induzir a producdo de MAAs em macroalgas da espécie Chondrus crispus
(FRANKLIN; KRABS; KUHLENKAMP, 2001).

As simbioses constituem um arranjo heterogéneo de MAAs, onde sua
concentracdo pode variar de acordo com a profundidade do habitat de forma que as
simbioses tém sido estudadas relacionando os determinantes ambientais para os
niveis de MAAs (SHICK; DUNLAP, 2002). Os recifes de Corais (Scleractinia) sdo
particularmente bem estudados e coletivamente utilizam pelo menos 13 MAAs
diferentes que sdo produzidos pelos organismos simbidticos (SHICK; DUNLAP, 2002).
Corais e moluscos gigantes do indo-pacifico se sobrepdem em seus complementos de
MAAs, porgue eles formam simbioses com o mesmo filotipos de Symbiodinium (SHICK;
DUNLAP, 2002).

Os MAAs s3ao mais concentrados nos hospedeiros que nos simbiontes frescos
isolados deles, sugerindo que por causa da sua alta concentracdo de MAAs e
relativamente longo caminho ético os tecidos do hospedeiro conferem a primeira linha

de defesa contra a radiacdao UV (SHICK; DUNLAP, 2002). Células pequenas tém sua
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capacidade de absorc¢do limitada porque a absorcdo do UV é uma funcdo tanto da
concentragdo do croméforo como do tamanho da célula, ou seja, o comprimento do
caminho 6ético, com a diminuicdo do fator de protecdo solar (SHICK; DUNLAP, 2002).
Em células grandes os MAAs s3ao mais eficientes devido a grande area de superficie,
enguanto as células menores compensam a menor drea formando densas populacées
celulares (SINGH et al., 2008a).

Como filtros solares convenientes, os MAAs sao mais concentrados nos tecidos
superficiais de moluscos tridacnidos e o ascidio Lissoclinum patella que nas camadas
subjacentes dos tecidos onde as algas residem (SHICK; DUNLAP, 2002). Da mesma
forma na anémona do mar Anemonia viridis os MAAs s3o mais concentrados no
ectoderma tentacular que no endoderma, onde as zooxantelas estdo localizadas
(SHICK; DUNLAP, 2002). O achado de que as zooxantelas no hospedeiro apresentam
padrdo de expressao de proteinas diferentes da alga in vitro, é um indicio de que o
hospedeiro pode alterar a bioquimica do endosimbionte, o que pode explicar as
diferencas de MAAs sintetizados em cultura e nas algas em simbiose (SHICK; DUNLAP,
2002)

Dois dos MAAs encontrados nos olhos de peixes, paliteno e palitinol, além de
chinorina também ocorrem nos olhos do mulosco cefalépode Sepia officinalis, onde o
espectro de absor¢dao dos MAAs oculares esta na faixa de 332 a 360 nm e o pigmento
visual ndo associado em torno de 490 nm, o que sugere que os MAAs em Sepia

officinalis provavelmente ndo afetam sua sensibilidade visual (SHICK; DUNLAP, 2002).

1.3 MAAs em cianobactérias

Acredita-se que compostos que absorvem radiacdo UV como os MAAs
permitiram a sobrevivéncia das cianobactérias quando ndo havia a acamada de oz6nio
estratosférica (SINGH et al., 2008a). O acumulo de grandes quantidades de MAAs em
cianobactérias foi descrita pela primeira vez em 1969 (SHIBATA, 1969). A localizacdo
exata dos MAAs nas cianobactérias ndo é exatamente conhecida, porém, em Nostoc
commune é extracelular e ligada a oligossacarideos da bainha (BOHM et al., 1995).

Segundo Rastogi & Sinha (2009), cianobactérias produtoras de MAAs sdo
abundantes em ambientes hipersalinos. Dois MAAs foram obtidos de uma linhagem de

Euhalothece sp. oriunda de uma crosta de gesso em uma lagoa hipersalina sob
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luminosidade intensa. O primeiro, deles, identificado como micosporina-2-glicina, foi
descrito pela primeira vez em cianobactérias, e o segundo, foi identificado como
Euhalothece-362 permitindo a inferéncia de que a linhagem cianobacteriana
supracitada utilizava micosporina-2-glicina e euhalothece 362 para proteger sua
magquinaria celular dos efeitos danosos da radiacdo UV (KEDAR; KASHMAN; OREN,
2002).

Trés MAAs foram identificados a partir da cianobactéria Synechocystis sp. PCC
6803, o desidroxiusujireno e o M-343, que sdo induziveis por radiagdo UVA, e a
micosporina-taurina, que é induzida tanto pela radiacdo UVA como pela UVB (ZHANG;
LI; WU, 2007). Segundo SINGH et al. (2008a), a presenga de chinorina e porphyra-334
(Figura 8g) em Microcystis aeruginosa, talvez explique sua habilidade de desenvolver e
manter floracdes superficiais mesmo em grandes quantidades de radiacdo solar
(SINGH et al., 2008a).

Uma colonia de Leptolygbya da Antartica foi significantemente inibida sob UVB
suplementar enquanto a inibicdo de Phormidium sp. foi menos proeminente devido
seu conteudo 25 vezes maior de MAAs que em Leptolygbya (SINGH et al., 2008a). A
inducdo da sintese de MAAs dependente de UVB em Anabaena sp., Nostoc commune e
Scytonema sp. resultou na sintese de chinorina somente (SINHA; HADER, 2008). Sinha
et al. (2003) relataram a presenca de chinorina e porphyra-334 em trés espécies de
Nodularia (N. bdltica, N. harveyana e N. spumigena). De acordo com SOMMARUGA;
GARCIA-PICHEL (1999) os MAAs asterina-330, chinorina, palitinol e micosporina-glicina
foram descritos como tendo um papel fotoprotetor em cianobactérias epiliticas em
lagos de agua doce.

Singh et al. (2010), avaliaram a habilidade de Anabaena variabilis PCC 7937,
Anabaena sp. PCC 7120, Synechocystis sp. PCC 6803 e Synechococcus sp. PCC 6301 em
sintetizar MAAs, bem como, objetivaram identificar os genes que podem estar
envolvidos em sua biossintese, realizaram uma analise genémica e filogenética nestas
linhagens. A deteccdo de MAAs foi observada somente em Anabaena variabilis PCC
7937 e como resultado da mineracdo genémica, Singh et al. (2010) propuseram que o
produtos dos genes YP_324358 (uma DHQ sintetase predita [DHQS]) e YP_324357
(uma O-metiltransferase [O-MT]) estdo envolvidos na biossintese do core comum, o

deoxiguadusol, de todos os MAAs.
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1.4  Biossintese de MAAs

Acreditava-se que a biossintese dos MAAs ocorria pela via do acido chiquimico
(Figura 9), sem evidéncias conclusivas em sua maior parte. Entretanto, estudos de
biologia molecular e especialmente de bioinformdtica em cianobactérias trouxeram
novas informagdes que sugerem outras vias envolvidas em sua biosintese (BALSKUS;
WALSH, 2010; SPENCE et al., 2012). Contudo, na via do acido chiquimico o 3-
dehidroquinato age como precursor para a sintese de micosporinas flngicas e MAAs
via gadusodis (BANDARANAYAKE, 1998; SHICK; DUNLAP, 2002). O primeiro MAA,
micosporia-glicina, é sintetizado pela via do chiquimato e é transformado por
conversdes quimicas ou bioquimicas em outros MAAs. Favre-Bonvin et al. (1987)
demonstraram que em Trichothecium roseum, um fungo fitopatégenico, o 3-
dehidroquinato é o precursor de anéis carbdnicos de cinco membros comuns as
micosporinas fungicas.

A sintese de micosporinas provavelmente ocorre a partir do 3-dehidroquinato
via gadusdéis (BANDARANAYAKE, 1998). O bloqueio da sintese de MAAs no coral
Stylophora pistillata por N-fosfonometilglicina (glifosato) um blogueador especifico da
via do chiquimato, forneceu evidéncia direta de que os MAAs sdo formados por esta
via (SHICK et al.,, 1999). O DHQ é formado pelo 3-desoxi-D-arabinoheptulosinato-7-
fosfato (DAHP) no segundo passo da via do chiquimato, pela enzima 3-dehidroquinato
sintase (DHQS). Esta, que é uma isoenzima de DAHP sintase, que cataliza a primeira
reacao da via, a condensacdao do fosfoenolpiruvato e eritrose-4-fosfato, exige cobalto
(Co*) e a qguelacdo desse metal pelo glifosato pode ser a base de sua inibicdo (Figura

10) (SHICK; DUNLAP, 2002).

20



Eritrose-4-fosfato

DAHP /lciz
H,PO30 COOH Fosfoenolpiruvato
2
0 0 OH ATP  ADP OPO,H, OPO3H,
| OH || OH OH OH OH
3 4 5 6 CH,
_— J\
Ho™ “OH HOOC "OH HoOC "/OH HOOC "OH HOOC 07" “cooH
HOOC \11
3-Dehidro- i ; iqaui P EPSP
‘1’ quinato 3-Dehidrochiquimato Chiquimato Chiquimato-3-fosfato ;
OH
Desoxigadusol R=H C|H2
Gadusol R=0OH Ra. *
o N HOOC O COOH
| Corismato
OMe OMe
OH glicina RoNH; / \
_———— NH ————% NH .
R CHs = HoHO HO HO Fenilalanina Isoprendides
. (R=H) Tirosina Quinonas
HO COOH COOH Triptofano Cofatores
N0 Tautomerosde Micosporina-glicina Imino-MAAs de folato

HyC Ressonancia

Figura 9: Via do Chiquimato e sua relagdao com a biossintese de MAAs. Enzimas: 1, DAHP sintase; 2, DHQ sintase; 3, DHQ desidratase; 4, chiquimato
desidrogenase; 5, chiquimato cinase; 6, EPSP sintase; 7, corismato sintase. As setas tracejadas representam as relagdes biossintéticas putativas entre 3-
dehidroquinato (DHQ), gadusdis, e MAAs. R2, aminoacidos e amino alcodis caracterizando MAAs individuais (SHICK; DUNLAP, 2002)



O glifosato na concentracdo de 1 uM é um inibidor competitivo com o PEP da 5-
enoilpiruvilchiquimato-3-fosfato-sintase (EPSP), a sexta enzima na via. Isso é
importante porque se a sintese dos MAAs na verdade prossegue a partir do DHQ e a
inibicdo do EPSP sintase somente pode ndo bloquear o acimulo de MAAs (SHICK;
DUNLAP, 2002).

A analise genomica de dinoflagelados, cianobactérias e fungos, mostrou que as
regioes de leitura aberta que codificam a DHQS e um outro gene, o-metiltransferase
(O-MT) nao relacionado a via do chiquimato, eram acompanhada de uma terceira ORF
conservada, usualmente anotada como uma proteina hipotética (SINGH et al., 2010).
Uma busca por dominios conservados usando esse gene revelou homologia a
superfamilia de assimilacdo de ATP (SINGH et al., 2010). Como essas enzimas catalizam
a formacdo de ligacdes peptidicas BALSKUS; WALSH (2010) sugerem elas podem estar
envolvidas na inclusdo de aminoacidos. Adicionalmente, BALSKUS; WALSH (2010),
comparando os clusters génicos dessa classe de enzimas de cianobactérias e de fungos
notaram variagdes genéticas consistentes com as diferencgas estruturais entre os MAAs
de cianobactérias e as micosporinas de fungos (BALSKUS; WALSH, 2010).

Segundo BALSKUS; WALSH (2010), enquanto fungos contém enzimas adicionais
ou dominios anotados como redutases, as cianobactérias apresentam uma segunda
enzima putativa formadora de ligagdo amida, que pode ser tanto uma enzima
assimiladora de ATP (ATP-grasp sintase) quanto um homadlogo de peptideo sintase ndo
ribossomal (NRPS). Na analise do cluster génico produtor de MAAs em Anabaena
variabilis (ATCC) 29413, linhagem produtora de chinorina que contém um gene
putativo consistindo em quatro ORFs (do inglés, Open Reading Frame), foi sugerido
gue o homodlogo de DHQS e O-MT poderia formar 4-desoxigadusol, e que o homdlogo
assimilador de ATP e a enzima tipo NRPS pode ser responsavel por acoplar glicina e
serina ao 4-desoxigadusol via liga¢cdes imina (BALSKUS; WALSH, 2010).

Adicionalmente, BALSKUS & WALSH (2010), demonstram uma ligacdo direta
desses genes quatro genes (DHQS, O-MT, ATP-grasp sintase e NRPS) a biossintese de
MAAs clonando, em Escherichia coli, todo o cluster (6,5 Kb) biossintético de chinorina,
assim como dois clusters truncados, isto é, um que ndo continha os genes para a
enzima tipo NRPS outro que ndo continha tanto a enzima tipo NRPS quanto o gene

codificador do homoélogo assimilador de ATP. Apds a inducdo da expressao geénica,
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BALSKUS & WALSH (2010) detectaram a producdo de chinorina somente na linhagem
que abrigava o cluster génico inteiro. A linhagem que continha os clusters truncados
produziram micosporina-glicina (sem a enzima tipo NRPS) e 4-desoxigadusol (sem a
enzima tipo NRPS e a assimiladora de ATP). Esse achado sugere que o referido cluster
esta associado a producgdo de MAAs (BALSKUS; WALSH, 2010).

Buscando entender a quimica da forma¢dao dos MAAs BALSKUS & WALSH
(2010), perceberam que ndo era produzido o 4-desoxigadusol quando adicionado 3-
dehidroquinato com as enzimas DHQS (NpR5600) e a O-MT (NpR5599) de Nostoc
punctiforme em E. coli, juntamente com os cofatores S-adenosilmetionina (SAM)
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD*) e cobalto (Co®). Uma observacdao mais
refinada entre NpR5600 e a DHQS candnica, enzima com a sequéncia mais comum,
revelou que os residuos dos sitios ativos das enzimas associadas com a biossintese de
micosporinas se assemelham a um homdlogo de DHQS, 2-epi-5-epi-valiolona sintase
(EVS) do que com a DHQS canbnica, o que sugere que essas enzimas podem partilhar
um substrato comum, o intermediario sedoheptulose-7-fosfato (SH-7P) da via das
pentoses. Quando SH-7P foi adicionada ao experimento no lugar do DHQ nas mesmas
condicOes, foi observada a producdao de 4-DG. Esse resultado contradiz o que se
conhecia até entdo, de que as micosporinas eram biossintetizadas somente pela via do
chiquimato (BALSKUS; WALSH, 2010).

Investigando os passos finais da biossintese de chinorina, que é o acoplamento
de uma glicina e de uma serina, BALSKUS & WALSH (2010) sugeriram um mecanismo
distinto de biossintes de micosporinas, como a micosporina-glicina que ndo vai
sofrercondensacdo para formar MAAs. Ao clonar as enzimas assimiladoras de ATP
(Ava_3856) e a enzima tipo NRPS (Ava_3855) de Anabaena variabilis em E. coli, foi
percebido a capacidade de Ava_3856 de produzir 4-DG na presenca de ATP e de Mg*".
Dois mecanismos potenciais para essa formacao sdo a fosforilacdo do do 4-DG seguida
de adicdo 1,4 no nitrogénio do aminoacido a ciclohexenona ativada (Figura 11), e outro
que requer a fosforilacdo da glicina para fornecer um acil fosfato que poderia ser
atacado pelo 4-DG. O enol acilado poderia entdo sofrer rearranjo de O para N dirigido
por uma adicdo 1,4 intramolecular do aminogrupo da glicina (Figura 12) (BALSKUS;

WALSH, 2010).
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Spence (2012) testou na linhagem de Anabaena variabilis ATCC 29133 onde o
gene EVS havia sido removido, comparando sua produgao de MAAs a linhagem onde
ndo havia ocorrido sua remocdo, e observou que a linhagem mantinha sua capacidade
de produzir chinorina através do intermedidrio 4-DG, sugerindo assim que as vias do
chiquimato e das pentoses sdo redundantes na producdo desse MAA (Figura 13).

Os MAAs entdo, surgiram da linhagem plastidea, onde algas eucaridticas
produzem um grupo de MAAs que se sobrepde e é mais abrangente que em
cianobactérias indicando a diversidade evolucionaria das vias biossintéticas de MAAs
em eucariotos fotossintéticos (SHICK; DUNLAP, 2002). A ocorréncia de simbioses
fototroficas de endosimbiontes que perdem MAAs e de cianobactérias em cultura
podem indicar bioconversdo de MAAs primarios ou sintese de novo pelos hospedeiros
dos simbiontes (SHICK; DUNLAP, 2002).

Com relagdo ao custo energético da biossintese de MAAs, com base em
estequiometria e coeficientes de acoplamento de ATP, HASLAM (1993) diz que a custo
de 60 equivalentes de ATP para sintetizar um mol de corismato. Presumivelmente, o
custo para sintetizar um mol de MAA seria similar se ele prosseguisse a partir do DHQ
(Figura 10), mas com o custo de ATP correspondente para condensar os aminoacidos
com a estrutura basica ciclohexenona. Isso é ao redor do dobro do custo para a
sintese mais direta da maioria dos aminoacidos nao aromaticos através dos
intermediarios do ciclo glicolitico e do acido citrico. RAVEN (1984) estima um custo de
300 moles de fétons capturados na fotossintese por mol de MAA sintetizado, o que é
em torno do mesmo custo de sintetizar clorofila e um décimo do custo de produzir o
complexo de captura de luz de clorofila ll, proteinas e pigmentos acessorios. Porque os
MAAs s3o de 5 a 10 vezes mais concentrados que a clorofila em células de microalgas e
de cianobactérias (SHICK; DUNLAP, 2002). O custo da sintese de MAAs é consideravel:
Talvez 19% do custo total da produgao celular. Assim, apesar de que a biossintese de
MAAs em fotétrofos é acoplado a fotossintese, a necessidade frequentemente
observada de estimulos de UV pode posteriormente verificar a operacdo de um
processo anabdlico custoso que pode competir com outra demanda de energia e de
material. Em particular, a biossintese de novo de MAAs exige nitrogénio, (escasso em
aguas oligotroficas) e pode desviar esse nutriente limitante para as necessidades de

crescimento e reproducdo.
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Figura 12: Vias redundantes da biossintese de chinorina (SPENCE et al., 2012)

1.5 Isolamento e Identificacdo de MAAs

Dentre as técnicas utilizadas para analisar compostos organicos estdo os
métodos cromatograficos e espectrométricos, que tém permitido o estudo de
amostras complexas de origem variada e natureza fisico-quimica diversa, devido a
facilidade com que realizarem separacdo, identificacdo e quantificacdo de espécies
quimica presentes nas amostras em questdo (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Para a andlise de metabdlitos de cianobactérias, técnicas cromatograficas
envolvendo colunas de permeacao em gel, resinas de troca idnica, norito A, carbono e
celulose e placas preparativas de cromatografia em camada delgada de silica gel tém
sido utilizadas, tendo como amostras de extratos hidrometandlicos ou hidroetandlicos
de amostras frescas ou liofilizadas (BOUILLANT et al., 1981; DUNLAP; CHALKER;
OLIVER, 1986; NAKAMURA; KOBAYASHI, 1982; TAKANO et al., 1979). A eluicdo com
etanol, agua, HCI diluido e varios tampdes resultou em micosporinas como 6éleos, pds
amorfos ou cristalinos. Entretanto, HPLC de fase reversa em escala preparativa com
deteccdo de UV parece ser o método mais popular empregado na separagdo e

guantificacido desses metabdlitos (FAVRE-BONVIN; ARPIN; BREVARD, 1976;
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NAKAMURA; KOBAYASHI, 1982; WU WON; CHALKER; RIDEOUT, 1997). Uma solugao
aquosa de dacido acético na concentragao de 0,1% é usada como fase moével para
separar compostos menos polares, enquanto que esta fase mével contendo metanol é
usada para a separagao de componentes mais polares (BANDARANAYAKE, 1998).

Até 2005, poucos métodos de HPLC para separacdo de MAAs tinham sido
desenvolvidos (CARRETO; CARIGNAN; MONTOYA, 2004). Destes nenhum método foi
capaz de separar misturas de mais de 20 MAAs como nas mais complexas amostras de
organismos marinhos. As técnicas de separacdao de MAAs incluem aquelas de
NAKAMURA (1982), DUNLAP & CHALKER (1986) e suas modificacdes (SHICK et al.,
1999; STOCHAJ; DUNLAP; SHICK, 1994 CARRETO et al, 2001). Os métodos classicos
foram baseados em colunas de fase reversa octadecilsilano (C-18) com baixo nivel de
grupos silandis livres e eluicdo isocratica com acido acético 0,02% (NAKAMURA;
KOBAYASHI, 1982). Sob estas condi¢des, 7 dos 9 MAAs conhecidos até entdo foram
separados com base em suas propriedades hidrofébicas esse método tem a
desvantagem de que nao elui os compostos mais hidrofébicos como o usujireno e
paliteno e muitos dos complexos de MAAs descritos (CARRETO, 2001).

DUNLAP & CHALKER (1986) introduziu pela primeira vez as colunas
monomeéricas octilsilano (C8). O método original foi baseado em coluna de fase reversa
C8 ndo encapado e eluigao isocratica com acido acético 0,1% e 10% de metanol. Sob
essas condigdes, os compostos mais fracamente acidicos (micosporina-glicina, palitina,
asterina-330, palitinol e paliteno) foram eluidos separadamente. Entretanto isso ndo
foi capaz de separar claramente os fortemente acidicos chinorina e porphyra-334
(DUNLAP; CHALKER, 1986). Apds a descoberta de micosporina-2-glicina e micosporina-
taurina na anémona do mar Anthopleura elegantissima (STOCHAJ; DUNLAP; SHICK,
1994) uma nova desvantagem foi adicionada, j& que o método ndo foi capaz de
separar micosporina-2-glicina de porphyra-334 e micosporina-glicina de micosporina-
taurina.

STOCHAJ (1994) mostrou que a separacdao cromatografica dos compostos
acidicos poderia ter sido melhorada se o conteludo de metanol fosse aumentado para
mais de 75%. Nessa condigcdo, os compostos altamente polares interagiram com as
propriedades fracas de troca idnica dos grupos silandis para melhorar a separacao

cromatogafica desses compostos. Apesar de que esses métodos e suas modificacdes
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posteriores usando a mesma fase estaciondria conseguiram boa separac¢do de varios
compostos (SHICK et al., 1999), nenhum foi capaz de segurar em uma Unica corrida os
MAAs mais fortemente e mais fracamente acidicos. A separacdo destes compostos s6
foi possivel pela eluigdo isocratica com duas fases moveis diferentes (HELBLING et al.,
1996 ADAMS & SHICK, 2001; SHICK et al, 2002). Entretanto, a resolucdo pra alguns
pares criticos como micosporina-glicina e micosporina-taurina, os ésteres sulfatados de
MAAs e a mistura isomérica usujireno e paliteno foi insuficiente. Mesmo as mais
recentes modificacdes destes métodos nao resolveram completamente estas misturas
de MAAs. A resolucdo de micosporina-glicina e a mistura de ésteres de MAAs
sulfatados foi recentemente melhorada com o uso de cromatografia de troca i6nica
com coluna de amino com fase ligada (WU WON; CHALKER; RIDEQUT, 1997).

DIONISIO-SESE et al. (1997) foram os primeiros a usar colunas de fase reversa
(C18) e eluicdo gradiente em metanol aquoso, mas suas aplicacdes foram bem
sucedidas apenas para a separacao de quatro MAAs. Carreto (2001) mostrou que
usando eluentes com acetonitrila e colunas poliméricas com duplo revestimento (C18),
uma mistura de MAAs extremamente acidicos e neutros poderia ter sido separadas em
uma unica corrida. Essa técnica também resolveu o par isomérico critico usujireno e
paliteno e sua aplicagcao revelou a ocorréncia de muitos MAAs atipicos de baixa
polaridade ndo descritos previamente na literatura. Nao obstante, esse método e suas
modificacGes posteriores (CONDE et al., 2003) falhou em separar certos MAAs
altamente polares como chinorina de micosporina-2-glicina e palitina-serina,
caracteristicas de alguns corais escleractianos (SHICK et al., 1999; TEAI et al., 1997;
TEAI et al., 1998; WU WON; CHALKER; RIDEQUT, 1997).

O método mais usual para deteccdo e quantificacdo de MAAs por HPLC, era o
ultravioleta com base nas suas propriedades espectrais com comprimentos de onda
entre 310 a 340 nm, ou varreduras por deteccdo de arranjos de diodo (WHITEHEAD;
HEDGES, 2002). Uma dificuldade neste método é a inexisténcia de padrdes
comercialmente disponiveis, cuja preparacao é onerosa e laboriosa. Adicionalmente, é
comum a ocorréncia de dificuldades na identificacdo dos MAAs, especialmente devido
possiveis alteracdes pela dieta, degradacdo quimica ou bacteriana (SHICK; DUNLAP,
2002). Finalmente, existem condicdes onde compostos proximamente relacionados

compartilham espectros de absorcdo similares e tempos de retencdo (RT), como por
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exemplo, a chinorina [A = 334 nm, RT= 3,5 min] e porphyra-334 [A = 334 nm, RT = 3,7
min], o que posteriormente dificulta o processo de identificagdo (WHITEHEAD;
HEDGES, 2002).

A caracterizagdao de compostos pelo UV, era limitada por obter unicamente os
tempos de retencdo e o comprimento de onda mdaximo, sem informacdes adicionais
relacionadas as suas caracteristicas estruturais (WHITEHEAD; HEDGES, 2002).
WHITEHEAD (2002) sugeriu que para melhor avaliar a diversidade e concentragbes de
MAAs nos ambientes aquaticos seria necessdrio usar uma abordagem por
espectrometria de massas, pois sua fragmentacdo caracteristica, pode eventualmente
ser utilizada para avaliar a diversidade estrutural mesmo na auséncia de padrées bem
definidos, possibilitando inclusive identificar novos MAAs e permitindo inferéncias
estruturais com base em seus padrdes de fragmentacao.

Uma abordagem por espectrometria de massas foi desenvolvida para
caracterizacdo de MAAs usando cromatografia liquida acoplada com ionizacdo por
electrospray (WHITEHEAD; HEDGES, 2002). Com a excessdao do par isomérico
usujireno/paliteno, essa abordagem permite a identificagdo de MAAs individuais sem
necessidade de alta resolugdo cromatografica (WHITEHEAD; HEDGES, 2002;
WHITEHEAD; KARENTZ; HEDGES, 2001). A abordagem de WHITEHEAD E HEDGES
(2002) foi pioneira em analisar MAAs por espectrometria de massas (WHITEHEAD;
HEDGES, 2002)os MAAs chinorina (MH™= m/z 333), Porphyra-334 (MH"= m/z 347),
Acido Paliténico (MH™= m/z 329), Palitina (MH*'= m/z 245), Paliteno (MH"'= m/z 285),
Palitinol (MH"™= m/z 303) e Asterina-330 (MH™= m/z 289) através da técnica de
ionizacdo por electrospray. Com a aplicacdo desta técnica Whitehead (2002) péde
detectar os fons MH"™ com sensibilidade até 100 vezes maior gue a absorgdao no UV, e
uma boa ionizacdo usando uma voltagem de cone de 40 eV com minima fragmentacao
dos ions MH*!. A palitina em especial ndo fragmentou. Compostos mais polares como
a chinorina e a porphyra-334 mostraram uma diminuicdo em sensibilidade. Numa
voltagem de cone maior, a extensdo da fragmentacdo foi mais pronunciada
(WHITEHEAD; HEDGES, 2002).

O padrao de fragmentacao para cada MAA reflete variacbes em seus grupos
laterais. A perda de grupos metila, hidroxila (desidratacdo) e carboxila foi observada

por WHITEHEAD & HEDGES (2002). Uma vez que as perdas iniciais do ion molecular
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parecem ser originadas dos substituintes imino, os padrées de fragmentacdo pode ser
utilizado para caracterizar MAAs desconhecidos ou produtos de degradagdo. Além
disso, WHITEHEAD & HEDGES (2002) observou muitos fragmentos em comum dos
MAAs estudados como os de m/z 137, 186 e 197 (Tabela 2), que podem servir como
ions diagndstico dos mesmos em fragmentacdes. Cada MAA exibiu uma sensibilidade
diferente a ionizagdo, onde o paliteno foi o mais sensivel. O grau de ionizagao parece
ter correlacdo com a polaridade do substituinte imino do anel ciclexenimina. A
chinorina e a porphyra-334, dois MAAs altamente polares foram os menos sensiveis
enguanto que a palitina e o paliteno, os menos polares foram mais facilmente
ionizados (WHITEHEAD; HEDGES, 2002).

No estudo de CARDOZO et al. (2006), sugeriu mecanismos de fragmentacdo de
MAAs, em que foi possivel detectar os fragmentos m/z 186 e 197. Em particular,
CARDOZO et al. (2006) sugere que o fragmento de m/z 186, que sofre desmetilagdo
(15 Da) seguido de descarboxilacdo (44 Da) seja utilizado como ion diagndstico, apesar
de que caso eliminag¢des laterais ndo ocorram, este fragmento nao é observado, como
ocorre com paliteno e dacido paliténico que tem uma dupla na cadeia lateral

(WHITEHEAD; HEDGES, 2003).

Tabela 2: Dados espectrais de massa em WHITEHEAD & HEDGES (2002).

MAA Massa Massa Fragmentos Referéncia
molecular Protonada
(MH’)
Micosporina- 245 246 [MH'] 246, 228, 210, 200, 182, 168,
glicina 146
Palitina 244 245 [MH"] 245, 230, 209, 199, 186, 184,
162, 155, 150, 137
Palitinol 302 303 [MH+] 303, 288, 243, 231, 199, 197,
186, 168, 150, 137.
Asterina-330 288 289 [MH+] 289, 273, 243, 230, 213, 199, (WHITEHEAD;
197, 186, 168, 150, 137
Chinorina 332 333 [MH+] 333, 255, 241, 230, 211, 197, HEDGES,
186, 185, 168, 137 2002)
Porphyra-334 346 347 [MH'] 347, 303, 243, 231, 199, 197,
186, 168, 151, 137
Paliteno 284 285 [MH+] 285, 241, 223, 205, 197, 195,
193, 179, 166, 149, 137
Acido Paliténico 328 328 [MH"] 329, 314, 296, 283, 268, 251,
241, 237, 225, 197, 193, 182, 175, 150,
138

32



2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral
Prospectar aminoacidos tipo micosporinas (MAAs) em cianobactérias de agua

doce isoladas da Amazonia Oriental.

2.2 Objetivos especificos
- Prospectar genes envolvidos na biossintese de MAAs;
- Prospectar MAAs através da reproducao de Métodos de Extragao e andlise ja

existentes na literatura.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Amostragem

As amostras utilizadas constaram das linhagens CACIAM 14, CACIAM 53,
CACIAM 54 e CACIAM 57 da Colecdo Amazobnica de Cianobactérias e Microalgas
(CACIAM) do Laboratério de Tecnologia Biomolecular/UFPA, isoladas de dgua doce.

As linhagens foram cultivadas em meio BG-11 (ALLEN, 1968) em estufa de
fotoperiodo com a programacao de 13 horas claro e 11 horas escuro, com uma
temperatura de 282C, durante 49 dias. Foram utilizados 50 mL para a obtencdo de DNA
para a andlise gendmica e dois frascos com 2 L de cultura para analise de metabdlitos

(MAA:s).

3.2 Analise GenGmica

Os dados genOmicos das linhagens CACIAM 53, CACIAM 54 e CACIAM 57 foram
obtidos da analise de apenas um Unico cultivo. As amostras de DNA oriundas de
culturas ndo axénicas de biomassa das cianobactérias CACIAM 53, CACIAM 54 e
CACIAM 57 foram sequenciadas na plataforma GS FLX 454 (Roche Life Sciences®),

utilizando bibliotecas de fragmentos.

Os dados obtidos foram processados de acordo com Nederbragt et al., 2010,
sendo montados, separadamente, com o software gsAssembler (pacote Newbler 2.6)

executado com parametros padroes.

As sequéncias montadas (contigs) acima de 500 pb com cobertura acima de 10
vezes foram submetidas a ferramenta BLASTX (ALTSCHUL et al., 1990) utilizando os
parametros especificados no pipeline (NEDERBRAGT et al., 2010). O arquivo de saida
foi dado como entrada para o programa MEGAN, versao 4 (HUSON et al., 2007). O
valor de corte adotado para o bit score foi de 100 para todas as cepas. Somente os

contigs pertencentes ao né Cianobactéria foram recuperados.

As sequéncias obtidas foram anotadas com o servidor RAST (AZIZ et al., 2008)
gerando um arquivo de saida que foi visualizado com a ferramenta Artemis

(RUTHERFORD et al., 2000).
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As sequéncias obtidas para a cianobactéria CACIAM 14 foram submetidas ao
PGAP (ANGIUOLI et al., 2008) para a anotagao estrutural. A visualizagdo dos arquivos
de anotacdo foi realizada no programa Artemis. A busca pelos clusters de rRNA foi feita
pela ferramenta RNAmmer (LAGESEN et al., 2007), enquanto a identificagdo molecular
de cada foi realizada com base no rRNA 16S (CACIAM 53, CACIAM 54 e CACIAM 57) ou

nas subunidades alfa e beta do operon da ficocianina (CACIAM 14).

3.3 Extracdo de MAAs

As culturas dedicadas a andlise de metabdlitos foram centrifugadas em
condicGes estéreis numa rotacdo de 5500 rpm a 20°C. Apds desprezo do
sobrenadante, a biomassa precipitada foi, entdo, adicionado 5 mL de metanol (grau
HPLC). Esta mistura foi sonicada com uso do sonicador Unique DES500 por 60
segundos e armazenada a 4°C por 12 h. Em seguida, apds centrifugacdo durante 5
minutos e 5500 rpm a 20°C o sobrenadente foi retirado e monitorado
espectrofotometricamente entre 310 e 360 nm, com uso do espectrofotdmetro
Biospectro SP-220. A biomassa foi adicionado um novo volume de 5 ml de metanol
(grau HPLC), seguida de mistura em vortex por 1 min. Apds nova centrifugacao por 5
minutos e 5500 rpm a 20°C, o sobrenadante foi novamente monitorado como descrito
acima. Estas extracdes com metanol foram repetidas até a ndo absorcdo
espectrofotométrica. Os volumes de sobrenadante coletados foram misturados até um
total de 50 mL de extrato bruto.

Esse extrato bruto (50 mL) foi particionado liquido liquido de acordo com a
seguinte proporcdo: 50 mL de extrato bruto, 20 mL de metanol (grau HPLC), 60 ml de
cloroférmio (pureza), e 30 mL de agua ultrapura. Com auxilio de um funil de
decantacdo, a fase superior foi transferida para um novo frasco Erlemeyer. A fase
inferior (do funil de decantacdo) foram adicionados mais 60 mL de cloroférmio, 40 mL
de metanol e 10 mL de dgua. Essa mistura foi mais uma vez particionada, com
recolhimento da fase superior, que foi adicionada aquela coletada anteriormente.

As amostras obtidas foram secas em speedvac a 30°C e redissolvidas em 1 mL

de acido acético 0,02%.
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3.4 Analise de MAAs por LC/MS

Cem microlitros da amostra obtida na etapa anterior foram diluidos para 1 mL
de acido acético 0,02% em Metanol grau cromatografico. Uma analise preliminar foi
feita por infusdo direta num espectrometro de massas AB Sciex QTRAP 5500 com
analisador triplo quadrupolo, de baixa resolugcdo. A seguir, as amostras foram
analisadas com auxilio de um HPLC Agilent 1200 series com bomba capilar binaria,
injetor automatico e coluna em temperatura ambiente (17°C). A programacdo da fase
movel constou de um sistema isocratico com tempo de corrida de 20 minutos, sendo o
solvente A solucdo de acido acético na concentracao de 0,02% e o solvente B, metanol
grau cromatografico. Utilizou-se uma coluna Zorbax 300SB-C8 150 x 0,3 com tamanho
de particula de 3,5 micrémetros. O fluxo utilizado foi de 10 uL/min.

Para a deteccdo dos metabdlitos foram programados experimentos de MS1,
que detectam os ions moleculares e MS2, que fragmentam os ions, numa mesma
corrida, sendo o MS1 os valores de voltagem do ionspray igual a 4000, baixa pressao
de colisdao, voltagem do cone igual a 60 eV e energia de colisdo igual a 5 eV. Para o
experimento de MS2 os valores da voltagem do ionspray foram de 4000, alta pressao
de colisdao, voltagem de cone de 60 eV e energia de colisdo de 20 eV. As aquisi¢cdes
dependentes de informacdo selecionaram 5 dos ions mais abundantes que excederam
a intensidade de 10000. Os valores de massa analisadas foram os valores protonados
de palitina, micosporina-glicina, paliteno, asterina-330, palitinol, chinorina, acido
paliténico e porphyra-334, conforme a tabela 3. Desses valores os que estiveram
dentro dos critérios da aquisicao dependente de informac¢ao foram selecionados para

o experimento de MS2.

Tabela 3: Valores de relagdo massa/carga monitoradas no primeiro quadrupolo

MAA m/z
Micosporina-glicina 246
Palitina 245
Palitinol 303
Asterina-330 289
Chinorina 333
Porphyra-334 347
Paliteno 286
Acido Paliténico 329

Fonte: (WHITEHEAD; HEDGES, 2002)
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4 Resultados
4.1  Analise Genbmica

Para a primeira e segunda corrida de CACIAM 14 foram geradas,
respectivamente, 660.228 (~255 Gb) e 815. 325 (~356 Gb) leituras. Apds a montagem
dos dados, foram obtidos respectivamente para a primeira e segunda corrida, 3.654 e
3.256 contigs de tamanho superior a 1 Kb, apresentando N50 de 2.149 e 37.998 bases,
com 86.9% (~7,2 Gb) e 97.26% (~20,5 Gb) das bases com qualidade acima de 40 pontos
na escala phred.

O draft recuperado apresenta 71 contigs (~3,2 Mb), variando de 5.275 a
403.256 bases, conteudo GC de 68,56%, cobertura média de 25X e N50 igual a 61.937
bases.

O pipeline utilizado para a montagem do genoma estabelece o uso de 107
Modelos Ocultos de Markov para genes essenciais presentes em cépia Unica em 95%
de todas as bactérias. O draft do genoma que foi obtido apresentou 104 genes Unicos
mais uma duplicacdo de cada um dos seguintes genes TIGR0O0436 (que é considerada
normal) e TIGR02350, totalizando 108 genes essenciais encontrados.

Foram anotadas 2.935 CDS e 40 tRNA. Nenhum gene de rRNA 16S foi
encontrado na anotacdo pelo PGAP ou predicdo pelo RNAmmer, logo a identificacdo
da linhagem, pelo menos a nivel de género foi realizada através dos genes que
codificam as subunidades alfa e beta da ficocianina, que apresentaram,
respectivamente, 93% e 88% de identidade com os mesmos genes de Cyanobium
gracile PCC 6307.

Para as demais linhagens (CACIAM 53, CACIAM 54 e CACIAM 57), a tabela 4,
apresenta os resultados obtidos, isto é, numero de leituras, quantidade de contigs

montados e recuperados, etc..
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Tabela 4 — Dados do sequenciamento e montagem das linhagens CACIAM 53, 54 e 57

CACIAM 53 CACIAM 54 CACIAM 57

N2 de leituras 742.679 281.605 617.553
N2 de contigs (> 500 pb) 7.084 4.247 7.076
N50 13.637 2.885 7.339
N2 de contigs recuperados 95 158 125
(cianobactéria)

N50 contigs recuperados 79.729 30.921 78.488

A andlise genO6mica revelou que as quatro linhagens cianobacterianas foco
deste estudo possuem os genes DHQS e O-MT. Contudo, os os gene das enzimas
assimiladoras de ATP, bem como o tipo NRPS ndo foi observado para nenhuma delas.
Com relacdo aos genes da via das pentoses, foram encontrados genes de Ribulose-
fosfato-3-epimerase e transcetolase em todas as linhagens, exceto na linhagem
CACIAM 54 entretanto, em nenhuma linhagem foi encontrado o gene 2-epi-5-epi

valiolona sintase, que converteria a sedoheptulose-7-fosfato em 2-epi-5-epi valiolona.

Tabela 5 - Prospeccdo de genes relacionados a biossintese de MAAs em cianobactérias da
Amazonia.

Genes CACIA14 CACIAM 53 CACIAM 54 CACIAM 57
Dehidroquinato Sintase + + + +
Ribulose-fosfato-3-epimerase + + - +
Transcetolase + + - +

2-epi-5-epivaliolona sintase - - - -

O-Metiltransferase + + + +
ATP-grasp - - - -
NRPS-like - - - -
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4.2 Andlise de MAAs da linhagem CACIAM 14

O resultado da analise por infusdo direta, no experimento de MS1 mostrou a
presenca de ions precursores com m/z variando de aproximadamente 300 a 600. A
figura 13a apresenta o resultado da analise na faixa de m/z 50 a 1000, e a figura 13b
um zoom na regiao entre 300 a 600. Neste experimento de MS1 nao foram observados
ions de relagdo massa/carga sugestiva de MAAs (ver tabela 3). Entretanto, ao
configurar o equipamento para o experimento de fragmentacdo (MS2) de ions com
m/z referentes a MAAs (ver tabela 3), foi possivel detectar um ion com m/z 186 (Figura
14), quando da selecdo do ion precursor m/z 333, o qual é sugestivo da presenca de
chinorina. Adiconalmente, o espectro de fragmentac¢do do ion de m/z 333, mostrou
outros ions filhos (Figura 14).

A figura 15, 16 e 17 mostram os resultados da analise cromatrografica do
extrato obtido para a linhagem CACIAM 14, sendo estes: cromatrograma de ions totais
(Figura 16), extratos de ions precursores com m/z 333, resultantes do experimento de
MS1 (Figura 16), e extrato de fragmentos dos ions precursores com m/z 333,
resultante do experimento de MS2 (Figura 17). Na figura 18 é possivel observar o
fragmento de m/z 186 (azul) e 197 (vermelho), com tempo de retencdo igual a 9
minutos, o qual coincide com o mesmo tempo de retencdo, isto é 9 minutos

observado para o ion m/z 333 (Figura 16).
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5 Discussao
5.1  Analise Gendmica

Singh (2010), analisando as cianobactérias Anabaena variabilis PCC 7937
comparada com Anabaena sp. PCC7120, Synechocystis sp. PCC 6803 e Synechococcus
sp. PCC 6301, verificaram que Anabaena variabilis PCC 7937 foi a Unica a sintetizar
MAAs provavelmente devido possuir os genes DHQS e O-MT. Adicionalmente, segundo
Singh (2010), o arranjo de O-MT downstream ao gene DHQS seria responsavel por
formar o nucleo comum dos MAAs, o 4-Desoxigadusol, que tem um grupo metil em
sua estrutura.

De acordo com Balskus (2010), o cluster génico responsavel pela biossintese de
chinorina em Anabaena variabilis ATCC 29413, inclui, além dos genes DHQS e O-MT os
genes ATP grasp e NRPS-like. No presente estudo, foram detectados somente os genes
DHQS e O-MT. Com relagdo aos genes da via das pentoses, foram encontrados genes
de Ribulose-fosfato-3-epimerase e transcetolase em trés das quatro linhagens foco
deste estudo. Entretanto, em nenhuma das quatro foi encontrado o gene 2-epi-5-epi
valiolona sintase (EVS), que converteria a sedoheptulose-7-fosfato em 2-epi-5-epi
valiolona. Como parte da fase ndao oxidativa ou recicladora da via das pentoses, os
genes ribulose-fosfato-3-epimerase e transcetolase, junto com a transaldolase ira
formar novamente glicose6-fosfato. A sedoheptulose-7-fosfato entraria no
metabolismo secunddrio dos aclcares e dependendo do organismo formaria
compostos como o hipoglicemiante acarbose (WU et al., 2007), ou o antifungico
validamicina (YU et al., 2005), bem como MAAs (BALSKUS; WALSH, 2010).

Segundo Spence (2012) a cianobactéria Anabaena variabilis ATCC 29413
poderia produzir MAAs tanto pela via do chiquimato como pela via das pentoses. Este
pode ser o caso das quatro linhagens do presente estudo visto que em todas elas
foram encontrados genes de ambas as vias. A ndo identificacdo dos genes EVS (via das
pentoses) bem como dos genes ATP-grasp e NRPS-like que foram sugeridos por
Balskus (2010) como necessarios para a biossintese de chinorina, pode ser um artefato
técnico, isto é, nenhuma das linhagens foco deste estudo teve seu genoma
completamente montado, logo a presenca destes genes pode estar incluida nos
contigs que nao foram representados no produto final da analise gendmica dessas

linhagens.
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Nesse contexto, e considerando que das quatro linhagens cianobacterianas
analisadas por Singh (2010), somente uma possuia o potencial para a biossintese de
MAAs, um dos resultados mais interessantes deste estudo é a identificacdo de genes
de pelo menos uma das vias envolvidas na biossintese de MAAs nas quatro linhagens
cianobacterianas isoladas de ambientes amazdnicos. Isto pode refletir uma provavel
adaptacdo a este ambiente. Singh et al. (2013) analisando duas espécies de Anabaena
isoladas de campos de arroz da India também observaram a presenga de MAAs em
ambas. Assim, a forte influencia da radiacdo UV em ambientes préximos a linha do
Equador, como é o caso da India e da Amazonia, pode ser um fator de selecdo de
linhagens cianobacterianas detentoras de mecanismos de mitigacdo dos efeitos
deletérios da radiacdo UV. Vale ressaltar que o ambiente amazonico compreende
aguas barrentas, e a maioria dos dados sobre analise de MAAs ocorreu em amostras
provenientes do mar, uma vez que o a luz pode penetrar nas dguas barrentas em até

10 metros de profundidade e na dgua do mar até 30 m.

5.2 Extracdo de MAAs

A maioria dos métodos descritos na literatura mostram extragdes com metanol
em diversas amostras. Em cianobactérias foram descritas extracdes com metanol 20%
em agua (FERRONI et al.,, 2010; KEDAR; KASHMAN; OREN, 2002) e metanol 100%
(BALSKUS; WALSH, 2010; SINGH et al., 2008b, 2010; SINHA et al.,, 2003) em
temperaturas de 4°C (SINGH et al., 2008b, 2010; SINHA et al., 2003) 45°C (KEDAR;
KASHMAN; OREN, 2002) e ambiente (BALSKUS; WALSH, 2010; FERRONI et al., 2010).
Podemos inferir que a extracdo em temperatura de 4°C e a utilizacdo de metanol,
como solvente extrator é uma condi¢do que auxilia a extracdo de MAAs, uma vez que
foi detectada chinorina neste trabalho.

O preparo de amostras para a analise de MAAs em cianobactérias descrita na
literatura pode compreender extracao liquido-liquido (SINGH et al., 2008b, 2010),
filtracdo em MWCO (KEDAR; KASHMAN; OREN, 2002), centrifugacdo (SINHA et al.,
2003) ou ndo foi feito nenhum preparo (BALSKUS; WALSH, 2010; FERRONI et al., 2010).
Neste trabalho, a combinacdo do método de preparo de amostra de Cardozo (2006)
com Whitehead (2002), utilizada neste trabalho permitiu que pudéssemos detectar

chinorina. Ainda, foi possivel observar no espectro de massas da figura 13, que o
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método de preparo de amostra forneceu uma amostra com substancias dentro de uma
faixa de massas estreita (300 a 650 Da), que pode ser algo restrito a Cyanobium sp.
CACIAM 14, ou pode ser um resultado esperado a outras cianobactérias. Nao existe na

literatura informagdes detalhadas com relagdo ao enriquecimento de amostras.

5.3  Analise de MAAs

A cromatografia liquida acoplada a arranjo de fotodiodos tém sido utilizada em
varios trabalhos como método de analise (FERRONI et al., 2010; SINGH et al., 2008b,
2010; SINHA et al., 2003), bem como e espectrometria de massas (BALSKUS; WALSH,
2010). Neste trabalho, a andlise foi feita por HPLC com detecgdo de espectrometria de
massas. Os trabalhos foram em sua grande maioria utilizaram HPLC analitico. A
presente abordagem utilizou HPLC capilar, que utiliza colunas de dimensdes de até 0,5
mm e fluxos de fase mével de até 10 pL/min, bem como utiliza um quantidade muito
pequena de amostra, da ordem de 10 pg. Foi o primeiro relato desta modalidade de
cromatografia na andlise de MAAs. Houve compardvel desempenho. Como a detec¢do
foi feita por espectrometria de massas com fonte de aspersdo de elétrons (ESI), que
tem seu desempenho étimo em fluxos de 1 a 10 pL/min, o HPLC capilar é facilmente
acoplavel, e seu fluxo de trabalho vai ao encontro desse maximo desempenho (DE
HOFFMAN; STROOBANT, 2007). A disponibilidade de amostra ndo foi um desafio neste
trabalho, entretanto, em trabalhos futuros envolvendo andlise de MAA, menor
guantidade de amostra disponivel, ndo sera problema. A fase mével utilizada foi
adaptada de Cardozo (CARDOZO, 2007).

N3o foram pesquisados adutos de sddio ou potdssio das substancias em
questdo, o que pode ser uma informacdao perdida, ainda que nao tenham sido
relatadas na literatura adutos de MAAs. Ainda que maioria das referéncias utiliza como
método de andlise a cromatografia acoplada a detec¢do de arranjos de fotodiodo, e
gue este tém deteccdo seletiva de acordo com o comprimento de onda escolhido, este
ndo detecta substancias que ndo absorvam no comprimento estabelecido, que podem
coeluir. Na espectrometria de massas, pode ser feito uma varredura mais abrangente
dentro de uma faixa de raz6es massa/carga e subsequentemente selecionar as razdes

massa/carga de interesse.
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Os resultados da andlise de MAAs indicaram a provavel producdo de de
chinorina pela linhagem Cyanobium sp. CACIAM 14.

Na andlise por infusdo direta no experimento de MS1, ndo foram observados os
ions precursores sugestivos de MAAs (Figura 13), contudo a presenca de ions mais
concentrados podem mascarar a de outros menos concentrados. No presente estudo,
no espectro de MS2 (Figura 14) foi detectado o pico de m/z 333 com intensidade de
10° cps, e no espectro de MS1 da figura 13 foi observado que o sinal minimo esta em
torno de 10°, uma diferenca de 10 vezes para a quantidade apontada no espectro de
MS2. Em suma, isso sugere que a presenca de alguns ions em menor concentracao
pode ndo ter sido detectada no espectro MS1. De fato, no experimento de MS2
detectou-se a fragmentacdo do ion de m/z 333, sugestivo de chinorina.

Nesse espectro MS2, varios ions de fragmentos foram observados, dentre eles
o fragmento de m/z 186, o qual de acordo com Whitehead & HEDGES (2002) é
diagnédstico da presenca de MAAs. Os outros ions sugerem a presenca de isdbaros
(Figura 14). Vale ressaltar que se tratando de isébaros, a intensidade do sinal é relativa
a todas as substancias do referido m/z, uma vez que o sinal analitico no espectrémetro
de massas ndo distingue compostos de mesmo m/z. Apesar de se tratar de um
espectro resultante da fragmentacdo de varios isébaros, além do fragmento de m/z
186 é possivel observar fragmentos de m/z 255, 241, 230 e 211, também reportados
por Whitehead & Hedges (2002), que reforcam a presenca de chinorina.

A presenca desses is6baros pode ser confirmada pela detec¢do de varios ions
de m/z 333 em diferentes tempos de retencdo (Figura 16) na analise cromatografica.
Nesta andlise a intensidade dos ions de m/z 333 estd em torno de 10* cps. No
cromatograma de ions totais (Figura 15), ndo foi observado alta intensidade de sinal no
tempo de retencdo 9 minutos, o que é consistente com os dados de MS2 (Figura 16).

Na Figura 18, onte tém-se o extrato de fragmentos oriundos dos dos ions de
m/z 333, no tempo de retencdo 9 minutos, é possivel observar os fragmentos 186 e
197, que tanto Whitehead & HEDGES (2002) quanto Cardozo (2006) sugerem como
diagndstico para a presenca de MAAs. No presente estudo, estes ions fragmentos (m/z
= 186 e 197) apareceram no mesmo tempo de retengdo de m/z 333 (Figura 16),
sugerindo a producdo de chinorina, cuja m/z = 333, pela linhagem Cyanobium sp

CACIAM 14, contudo sdo necessarios mais experimentos no sentido de aumentar o
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volume ou a concentra¢do de amostra injetada, uma vez que existem recomendacdes
de até 10 pug de amostra no sistema cromatografico utilizado.

No estudo de Singh et al. (2013), a chinorina foi o MAA mais comum nas duas
espécies de Anabaena analisadas, enquanto porphyra-334 e micosporina-glicina foi
observado apenas em uma delas, a Anabaena doliloum. Este resultado levou Singh et
al. (2013) a sugerir que a chinorina desempenhe um papel chave na prote¢ao contra os
danos causados pela radiacdo UV-B.

Para testar esta hipdtese, a analise aqui realizada apenas para a cianobactéria
Cyanobium sp. CACIAM 14 deve ser realizada para as outras linhagens que também

apresentaram os genes das vias biossintéticas de MAAs.
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6 CONCLUSAO

Como conclusdes deste trabalho, tem-se que:
- A linhagem CACIAM 14 é potencialmente produtora de MAAs pela via do chiquimato
ou pela via das pentoses devido apresentar os genes biossintéticos O-MT, DHQS, bem
como os genes da via das pentoses Ribulose-fosfato-3-epimerase e transcetolase, bem
como por ter identificado o MAA chinorina por espectrometria de massas.
- As linhagens CACIAM 53 e 57 sdo potencialmente produtoras de MAAs, pela via do
chiquimato como pela via das pentoses por apresentar os genes O-MT, DHQS, e os
genes da via das pentoses Ribulose-fosfato-3-epimerase e transcetolase.
- A linhagem CACIAM 54 ¢ potencialmente produtora de MAAs pela via do chiquimato
por possuir os genes O-MT e DHQS.
- A cromatografia capilar é uma técnica que pode ser utilizada para andlise de MAAs
especialmente acoplada a espectrometria de massas com fonte de ionizacdo de
Electrospray, devido sua alta sensibilidade, e necessitar de pouquissima quantidade de
amostra.
- As cianobactérias da Amazbnia podem ser fontes de MAAs para aplicacdes

biotecnoldgicas.
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