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RESUMO

O L-BMAA ¢ um aminoécido nio proteinogénico produzido como metabdlito secundario por
algumas plantas e por espécies de cianobactérias, ganhando destaque por ser associado ao
elevado indice de doengas neurodegenerativas na ilha de Guam na década de 80. Sua relagao
com processos neurodegenerativos foi associada a hiperestimulagao de receptores ionotropicos
de L-Glu, interferindo na homeostase do calcio e induzindo morte celular. Mais tarde estudos
comprovaram através de modelos in vitro que a toxicidade deste ¢ dependente do ion carbonato,
capaz de formar addutos com L-BMAA em condigdes fisiologicas. Em trabalhos anteriores, foi
identificado um possivel marcador com m/z 145, o qual foi relacionado a formagdo de um ciclo
guanidinico (4cido 1-metil-2-oxoimidazolina-4-carboxilico) — BMAA ciclico. Da mesma
forma, outros compostos enddgenos e exdgenos sao relacionados a hiperestimulagao de iGluRs
e, consequentemente, processos neurodegenerativos. Inicialmente foi realizada uma ampla
revisdo abordando o potencial neurotdxico e relagdo estrutura-atividade de cinco agonistas de
iGluRs, incluindo L-BMAA, B-ODAP, &cido domoico, acido quinolinico e dacido L-
homocisteico. Ainda, foi proposta uma rota de sintese para 0o BMAA ciclico e sua toxicidade
avaliada em modelos in vitro frente a linhagem microglial BV-2 através dos ensaios de MTT,
avaliagdo de ROS, potencial de membrana mitocondrial ¢ mecanismo de morte celular por
fluorescéncia. Como resultado, o composto foi sintetizado com pureza de 86% e teve sua
estrutura quimica confirmada por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Espectrometria de
Massas de Alta Resolugdo (EMAR). Foram definidas as concentragdes de 0.21 +0.12 ¢ 0.8
0.09 mM como DLos e DLso para células BV-2, respectivamente. Tanto o ensaio MTT quanto
a analise morfologica das células apos 24 de tratamento demonstraram efeito dose-dependente.
Ensaios de fluorescéncia ainda revelaram os efeitos agudos do BMAA-ciclico como indugao
de apoptose e aumento de ROS. Em resumo, este trabalho demonstra a possibilidade deste
composto ter um efeito inédito de toxicidade, o qual pode ser a pega-chave para responder pelos
efeitos demonstrados a mais de 40 anos, relacionados ao maior indice de neurodegeneragdo
conhecido no mundo.

Palavras-chave: Cianotoxinas; L-BMAA; Célula Microglial; Acido  2-amino-
3(metilamino)propidnico; Aminoacidos Excitatérios; Glutamato.



ABSTRACT

L-BMAA is a non-proteinogenic amino acid produced as a secondary metabolite by some plants
and cyanobacteria species, gaining prominence for its association with a high incidence of
neurodegenerative diseases on the island of Guam in the 1980s. Its relationship with
neurodegenerative processes was linked to the hyperstimulation of ionotropic L-Glu receptors,
interfering with calcium homeostasis and inducing cell death. Later studies, using in vitro
models, confirmed that its toxicity is dependent on the carbonate ion, capable of forming
additives with L-BMAA under physiological conditions. In previous work, a possible marker
with m/z 145 was identified, which was related to the formation of a guanidine ring (1-methyl-
2-oxoimidazoline-4-carboxylic acid) — cyclic BMAA. Similarly, other endogenous and
exogenous compounds are related to the hyperstimulation of iGluRs and, consequently,
neurodegenerative processes. Initially, a comprehensive review was conducted addressing the
neurotoxic potential and structure-activity relationship of five iGluR agonists, including L-
BMAA, B-ODAP, domoic acid, quinolinic acid, and L-homocysteic acid. Furthermore, a
synthesis route for cyclic BMAA was proposed, and its toxicity was evaluated in vitro against
the BV-2 microglial cell line using MTT assays, ROS assessment, mitochondrial membrane
potential, and fluorescence-based cell death mechanism analysis. As a result, the compound
was synthesized with 86% purity, and its chemical structure was confirmed by Nuclear
Magnetic Resonance (NMR) and High-Resolution Mass Spectrometry (HRMS).
Concentrations of 0.21 £ 0.12 and 0.8 + 0.09 mM were defined as the LD25 and LD50 for BV-
2 cells, respectively. Both the MTT assay and morphological analysis of cells after 24 hours of
treatment demonstrated a dose-dependent effect. Fluorescence assays further revealed the acute
effects of cyclic BMAA, such as induction of apoptosis and increased ROS. In summary, this
work demonstrates the possibility of this compound having a novel toxicity effect, which may
be the key to explaining the effects demonstrated for over 40 years, related to the highest known
rate of neurodegeneration in the world.

Kewwords: Cyanotoxins; L-BMAA; Microglial Cell; 2-amino-3(methylamino)propionic acid;
Excitatory Amino Acids; Glutamate.



