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RESUMO

Efeito do exudado na autoregulacéo fisiolégica de Microcystis sp.

Quorum sensing é um processo de comunicagao celular que desempenha uma
funcdo central na fisiologia de microrganismos. Muitas bactérias utilizam este
sistema e coordenam suas atividades de forma semelhante a organismos
multicelulares. O presente estudo visou investigar se cianobactérias utilizam
moléculas sinalizadoras de quorum sensing, para regular sua fisiologia, bem
como a entrada da populacdo na fase estacionaria de crescimento, como ja
constatado em outras bactérias. Para a realizacdo deste estudo, uma cepa de
Microcystis sp.(MILJ-48) foi cultivada em meios previamente condicionados por
ela prépria (exudatos), obtidos a partir de diferentes estagios de crescimento.
Para avaliar o efeito de maiores concentracdes do exudato, foi realizado
também um experimento com a adicdo de exudatos concentrados em 100 e
50x aos cultivos. Os efeitos produzidos pelos exudatos foi verificado através de
avaliacbes: do crescimento celular, por meio de contagem de células; da
variacdo da concentracdo de clorofila a e da variacdo das concentracoes de
microcistinas, utilizando-se 0 método de imunoensaio enzimatico (ELISA) para
deteccdo das microcistinas totais e cromatografia liquida de alta performance
(HPLC), para deteccdo da microcistina intracelular. Foi demonstrada uma
inibicdo do crescimento celular com todos os exudatos testados, em relagéo ao
controle. O efeito mais acentuado foi obtido com exudato do 6° dia de
crescimento (fase esponencial). N&o foi verificado aumento do efeito através
da concentracdo deste exudato. Os cultivos ndo apresentaram inibicdo na
producdo de clorofila a. A adicdo de exudadto ao cultivo resultou em
agregacdo celular e clorose, fenébmenos tipicos de culturas em fase
estacionaria ou em limitacdo de nutrientes. Uma correlacdo positiva entre
producdo de toxina e inibicdo do crescimento é aparente. E sugerido que a
cepa de Microcystis sp.(MILJ-48) promove a liberagdo de um sinal ainda
desconhecido que interfere na sua propria divisdo celular; levantamos a
hip6tese da participacdo da microcistina nesta sinalizacéo.



ABSTRACT

Effect of exudates on the physiological self  Microcystis  sp.

Quorum sensing is a process of cell communication that plays a central role in the
physiology of microorganisms. Many bacteria use this system and coordinate their
activities in a manner similar to multicellular organisms. This study aimed to
investigate whether cyanobacteria use signaling molecules of quorum sensing to
regulate their physiology, and the entry of the population in stationary phase of
growth, as already observed in other bacteria. For this study, a strain of Microcystis
sp. (Milj-48) was grown in media previously conditioned by itself (exudatos),
obtained from different stages of growth. To evaluate the effect of higher
concentrations of exudato, was also an experiment with the addition of exudatos
focused on 100 and 50x for crops. The effects produced by exudatos was verified
by assessment: cell growth, by counting the cells, the variation of the concentration
of chlorophyll a and varying the concentrations of microcystins, using the method
of enzyme immunoassay (ELISA) for detection of total microcystins and High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) for detection of intracellular
microcystin. It demonstrated an inhibition of cell growth with all exudatos tested on
the control. The most pronounced effect was obtained with exudato the 6th day of
growth (phase exponencial). There was no effect by increasing the concentration
of this exudato. The cultures showed no inhibition in the production of chlorophyll
a. The addition of the exudato cultivation resulted in cell aggregation and chlorosis,
phenomena typical of cultures in stationary phase or in limitation of nutrients. A
positive correlation between production of toxin and inhibition of growth is
apparent. It is suggested that the strain of Microcystis sp. (Milj-48) promotes the
release of a yet unknown signal that interferes with their own cell division, we raise

the possibility of involvement of this signaling microcystin.



SUMARIO

1- INTRODUGAOD . ...ttt ettt 01
1.1- QUOIUM-SENSING . ciitiieeeeeeeeee ettt ettt e et e e e e e e e e e e e e s e s e s s e s nn b b sbn st s eenreeeeeeeeas 01
1.1.1- Modelos de qUOIUM SENSING.......ccceiiiiiieiieeiiriieeas e e e e e e e e e e e e eeeeeeaa s 05
1.1.1.1- Em bactérias gram-negativas: acil-homoserinas lactonas........................ 05
1.1.1.2- Em bactérias gram-positivas: peptideos CUroS.........ccccceeeeeeeeeeeiiiiiiicnnnns .06
1.1.2- Quorum-sensing e Limitagc8o de NULHENTES. ...........uuuiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeees 08
1.2- ClIANODACTEIIAS. .. .uveeiiiiiiiieeee ettt 10
IS T Y 1o o Tox 11 [ = T P PPPPPRRPRRPRR 11
1.4- Cianobactérias e limitag8o de NULMENTES...........cooiiiiiiiiiiiiiiiiee e 12
1.5- Quorum-sensing €m ClanNObACLEITA. ........coiuuviiiieeiiiiieieee e 14
1.6- Microcistinas e limitagao de NUIMENTES...........ooociiiviiiiiiiiiee e 16
1.7- Microcistinas: funcdo ecoldgica ou fisiologica?..........ccceeeeviieievieeiii, 18
1.8- Justificativa d0 @STUAO. .......ciiiiiiiieiee e 21
2-OBJETIVOS. ..ottt e e ettt e e e e e ettt e e e e e e s sbbeeaeeeeaannnnreeeaeaans 22
P2 R @ ] o] 1Y 1Y/ 0 I 1= = | S 22
2.2- ODJetiVOS ESPECITICOS.....ccc e i 22
3- MATERIAL E METODOS.......oouiieiieeieteete et eteee et ete ettt et eaennaneas 23
R O o T W U1 1] 172 T - U PUURUPSRR 23
3.2- CoNAICOES A€ CUILIVO.....ccee e e e e e e e e e 24
3.3- Avaliagéo do efeito dos exudatos de diferentes fases de crescimento sobre a
fisiologia de Microcystis Sp. (MILJ-48).......cccuiiiiiiiiiiiiee e 24
3.4- Avaliacdo do efeito de concentrados do exudato do 6° dia sobre a fisiologia de
MICroCyStiS SP. (MILJ-48)....cci it e e e e e e aaeaes 26
3.5- Parametros fisiol0gicos analiSados...........cccvveeeiiiiiiiiiiiiieeee e 30

3.5.1- Contagem de células para a determinacdo da taxa de crescimento, tempo
médio de duplicacdo, razdo maxima de crescimento e rendimento maximo das

o1V (0 | = L TR 30



3.5.2- Determinacgéo da concentracdo de clorofila a..........ccccceeveviieiieiiiiiiiivieeeeiins 31

3.6— Andlises da producao de mICroCIStiNAS........cccceveeeeeiiiiiieiiier e, 32
3.6.1- Método de imunoensaio enzimatico- ELISA..........ccccuvvviiiiiiiiiiiiieeees 32
3.6.2- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).........cccveeeieiiiiiiiiiieeeeeee 32
3.7- Tratamento estatiStiCo d0S dAdOS...........uuriiiiiiiiiiiiiiiiieee e 35
4- RESULTADOS E DISCUSSAOQ.......oiiiieieiiteieieiisisisisieiesesese s sesesesese s 36
4.1- Avaliagéao do efeito dos exudatos de diferentes fases de crescimento sobre a
fisiologia de MiIicrocystis SP. (MILJ-48)........uuuuuuiiiiiiiie e e e e 36
4.1.1-CresCimentO CeIUIAT.........ccuiiiiiiiiee e 36
4.1.2- Produc&o de microcCistina total...........cccuuiiiiiiiiiiiiiiiiceeeeeeee e 40

4.2- Avaliacdo do efeito de concentrados do exudato do 6° dia sobre a fisiologia de

MICIOCYSHS SP. (MILJ-48)....ceiiiiiiiiiieeiieii ettt e e 45
4.2.1- Crescimento CeIUIAN..........ooi i 45
4.2.2- AQregacan CEIUIAT.............ovviiieciei e e e e e e e e e, 49

4.2.3- Variagao na concentracao de Clorofila a.............cccccvvviiiiiiiiiiiiin 51
4.2.4-Concentragdo de microcistina intracelular...............cccoovviiiiie 53
4.3- Analise da concentracdo de microcistina no meio extracelular....................... 56
4.4- Microcistina como sinalizador de densidade populacional.............................. 60
5- CONCLUSOES. ...ttt ettt ettt ss e sesesese e e s e eeeesesenenens 67

6- PERSPECTIVAS FUTURAS. ...ttt eaaas 69
6.1- Experimento com adicdo de microcistina as culturas de Microcystis
5] O PP 69
6.2- Experimento utilizando os exudatos de uma cepa de Microcystis sp. nao
produtora de MICIOCISTING...........uuuuiiiiiii e e ee e e e e e e e 70
6.3- Investigacdo da possivel via de sinalizagdo da microcistina..........cccccceeeeeen.... 71

T-BIBLIOGRAFEIA. ..o 73




INDICE DE FIGURAS. .....voveeeeseeeteeeeee e eeeseeeeee s s seeseeseeeee et sse s sseseeseeesenees pag.

Figural- Representantes de autoindutores bacterianos ............ccccceeeiiiiviiiiiiiinnnes 04
Figura 2- Estratégias de autoiNAUGEOD............ceeees viiiiiiieeeeiiiiieeee e 07
Figura 3- Estrutura quimica geral da microcCistina .............cccceeeiiieeieeeeeeeeeeieeeeeeianns 12
Figura 4- Foto da Cepa de Microcystis Sp (MIJAC -1) .....oovvvrvviviviiiiiiiiiieeeeeeeeeee 23

Figura 5- Esquema representativo do experimento 1- Avaliacdo do efeito dos
exudatos de diferentes fases de crescimento sobre a fisiologia de Microcystis sp.
(MILJ=48). oeiieeei ittt e ekttt e e e e ettt e e e e e bbb e e e e e e anssbeeeeeeeeannrneeeas 26
Figura 6- Esquema representativo do experimento 2- Avaliacdo do efeito de

concentrados do exudato do 6° dia sobre a fisiologia de Microcystis sp.(MILJ-

Figura 7- Gréfico: curvas de crescimento dos cultivos de Microcystis sp.(MILJ-48)
(o [ =t o 1= 1 1= o1 (o 0 37
Figura 8 — Gréfico: variacdo do rendimento maximo de células em cultivos de
Microcystis sp. (MILJ-48) N0 eXperimento L.........ccoovueiiiiiiiiiiiiiiiieee e eeeeeeeeeeeieineeens 39
Figura 9 — Grafico: variagcdo da taxa de crescimento celular em cultivos de
Microcystis sp. (MILJ-48) N0 eXperimento L...........coevvuuivieiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeaeanannns 39

Figura 10(A)- Gréfico: variacdo temporal da concentracdo de microcistina total

(ng/10° células) em culturas de Microcystis sp.(MILJ-48) no experimentol........... 41
Figura 10(B)- Grafico: concentracdo de microcistina total (ng/10°> células) em

culturas de Microcystis sp. (MILJ-48) no experimento 1, de acordo com os dias
AIMOSEIAIS eeiiiiiieieeeee ettt et et ee e e e e e e e e s s s s s s e bbbt bbb bbb e b e eeeeeeeaaaaaaeeaaaeaaaans 42
Figura 11- Gréfico: porcentagem de microcistina: ng/10°células detectada nos
cultivos de Microcystis sp.(MILJ-48) no experimentol, em relacdo a condigcdo
(o0 11 £0] =TT 43
Figura 12- Grafico: curvas de crescimento de Microcystis sp. (MILJ-48) da
condi¢ao controle e dos cultivos em exudatos do 6°dia concentrados em 100x e

Figura 13- Grafico: variacdo do rendimento maximo de células dos cultivos de

Microcystis sp. (MILJ-48) N0 eXPENMENTO 2.........ccevvveirriiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenennanns 48



Figura 14- Gréfico: variacdo da taxa de crescimento celular dos cultivos de
Microcystis sp. (MILJ-48) N0 eXPErMENTO 2.........ccevveeviviiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenaaans 48

Figura 15- Foto: Efeito de agregacao celular observado no exxperimento 2, nos
cultivos em exudatos do 6°dia (A) e a condi¢do controle (B)........cccccceeeevviiiiiinnns 49
Figura 16- Grafico: variacdo da concentracdo de Clorofila a em cultivos de
Microcystis sp. (MILJ-48) N0 eXPENMENTO 2.........ccevevveriiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeannaens 52
Figura 17(A)- Gréfico: producdo de microcistina intracelular-pg/10°células em

cultivos de Microcystis sp. (MILJ-48), de acordo com os dias amostrais do
(23 01T 1141 (o T 54

Figura 17(B)- Grafico: variacdo da concentracdo de microcistina intracelular-

ng/10° células em cultivos de Microcystis sp. (MILJ-48), de acordo com as
condigdes experimentais do eXPEriMENTO 2..........ueeeeiiiiiiiiiiieeaieeee e 55
Figura 18- Gréfico: porcentagem da concentracdo de microcistina intracelular-
ng/10°células detectada nos cultivos crescidos em exudatos do experimento 2, em
relacdo a coNAiCAO0 CONMIOIE............vvuuiiiiii i e e e e e 56

Figura 19(A)- Grafico: variagdo da concentracdo de microcistina extracelular-

ng/mL da cepa MILJ-48 crescida em meio ASM-1..........uuuiiiiiiieiieeeeiieeieieeeeeeeninnens 57

Figura 19(B)- Gréfico: variacdo da concentracdo de microcistina extracelular-

ng/10° células da cepa MILJ-48 crescida em meio ASM-1.........cccoeceovreeveveeeeenn. 57



INDICE DE TABELAS

Tabela 1- Exemplos de sistemas de comunicacgao célula-célula em bactérias......03
Tabela 2- Descrigdo dos componentes do sistema HPLC utilizado (Shimadzu)...34
Tabela 3- Descricao das condi¢cdes de cromatografia analitica utilizadas............. 34
Tabela 4- Taxas fisiolégicas obtidas a partir da curva de crescimento do
(3 01T 41 a1 o] (o PP 38
Tabela 5- Taxas fisiologicas obtidas a partir da curva de crescimento do
(23 01T 1141 (0 2 47



%de/m&%& com a8 refpastas, pois elas sdo muitas.
@Www com a M/mymm/émym ela & tinéea.

Wirio Ohina



Dedtico dqueln que estd sempre ac meu lads, torcends, aconselhands,
confortands, animands, trabalhands, ojudands, abracands, rezands,
Fhucw vicew tem me ensinada muite mais gue as teses e trabalhos gue b.
Wew maior exemple de amizade

Wirka melhor medida de amar

WMinha mae.



1-INTRODUCAO

1.1- Quorum sensing

Muitos conceitos relacionados a vida bacteriana foram modificados nas ultimas
décadas. Anteriormente, as bactérias eram consideradas como populacdes de células
que agiam independentemente. Atualmente, sabe-se que existem diversas interagdes e
comunicacéo entre as células, gerando um comportamento coordenado. (Reading &
Sperandio, 2006; Waters & Bassler, 2005).

Quorum sensing € um processo de comunicagao celular que desempenha uma
funcdo central na fisiologia e no desenvolvimento de microrganismos. As bactérias,
mesmo sendo unicelulares, coordenam suas atividades de forma semelhante a
organismos multicelulares. Essa coordenag¢ao ocorre por meio da produgao e liberagéo
de moléculas sinalizadoras e o acumulo extracelular desses sinais ocorre com o
aumento da densidade populacional (Reading & Sperandio, 2006; Federle &
Bassler,2003; Waters & Bassler, 2005).

O primeiro relato do sistema quorum sensing foi reportado na bactéria Vibrio
fischeri (Eberherd et al., 1981). Quando esta bactéria se desenvolve livremente na agua
do mar, ndo se observa a formagao de luz (bioluminescéncia). No entanto, quando
crescida até altas concentracdes celulares, V.Fischeri produz bioluminescéncia com luz
azul-esverdeada. Normalmente, este microrganismo € encontrado em interagdes

simbidticas com peixes e moluscos, especialmente com a espécie Euprymna scolopes,



na qual a bactéria se desenvolve até altas concentragdes celulares, o que leva a
formacao de luz.

Quorum sensing € um fendmeno que favorece também o acesso a nutrientes ou
a nichos ambientais mais favoraveis, permitindo que as bactérias organizem respostas
defensivas contra hospedeiros eucarioticos, além de aumentar a sua capacidade de se
diferenciarem em formas mais adaptadas a sobreviverem em ambientes hostis, onde as
condigbes de crescimento sao restritivas (Waters & Bassler, 2005).

O sistema de quorum sensing regula uma série de caracteristicas fenotipicas
(tab.1), incluindo a produgdo de antibidticos, formagdo de biofilme, diferenciagcao
celular, competéncia genética, crescimento celular, produgdo de pigmento,
transferéncia de plasmideos, producdo de enzimas hidroliticas extracelulares,
esporulacdo, motilidade, producdo de toxina e expressao de fatores de viruléncia
(Waters & Bassler, 2005).

De acordo com Waters & Bassler (2005) dentre as moléculas sinalizadoras trés
classes estdo bem definidas (Fig.1): a) Derivadas de acidos graxos, N-acil homoserinas
lactonas (AHLs), utilizadas por bactérias gram-negativas para a comunicagao
intraespecifica; b) Pequenos peptideos utilizados por bactérias gram-positivas; c)
Furanonas (Al-2), produzidas por bactérias gram-negativas e gram-positivas, utilizadas
para comunicacao intra e interespecifica, sendo consideradas moléculas sinalizadoras
universais. Outros sistemas de sinalizacdo também existem como no caso de
estreptomicetos que utilizam y-butirolactonas como autoindutores. Além das moléculas

sinalizadoras citadas, dipeptideos ciclicos, como dicetopiperazinas (DKPs) (Degrassi et



al., 2002) e 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona (PQS), podem estar envolvidos em processos
de sinalizagao celular como € o caso em Pseudomonas (Pesci et al.,1999).

Entretanto, os tipos de moléculas sinalizadoras que as bactérias produzem e as
quais respondem para se adaptarem em seu ambiente, ainda estdo sendo explorados

(Keller eSurette,2006).

Tabela1- Exemplos de sistemas de comunicagao célula-célula em bactérias

Género Fendtipo Sinal molecular
Aeromonas hydrophila Formacéo de biofilme C4-HSL
Agrobacterium tumefaciens Conjugacao 3-ox0-C8-HSL
Bacillus sp. Competéncia genética Peptideos
Erwinia caratovora Producao de antibidtico 3-0x0-C6-HSL
Escherichia coli Divisao celular ?
Nitrosomonas europaea Emergéncia da fase lag 3-ox0-C12-HSL
Streptomyces Producéo de antibidticos y-Butirolactona
Streptococccus Viruléncia peptideos
Vibrio fischeri Bioluminescéncia 3-ox0-C10-HSL

(Gera & Srivastava, 2006).
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Figura 1: Representantes de autoindutores bacterianos. a) N-acil homoserinas lactonas (AHLs), utilizadas
por bactérias gram-negativas; b) Pequenos peptideos utilizados por bactérias gram-positivas; c) y-
butirolactonas utilizadas por estreptomicetos d) Furanonas (Al-2), produzidas por bactérias gram-

negativas e gram-positivas. ( Waters & Bassler, 2005).



1.1.1.- Modelos de Quorum sensing

1.1.1.1- Em bactérias gram-negativas: acil-homoserinas lactonas

Os mecanismos de quorum sensing (QS) mais estudados sdo os encontrados
nas bactérias gram-negativas, que usam os autoindutores conhecidos como
homoserinas lactonas aciladas como moléculas sinalizadoras. As proteinas que
sintetizam esses autoindutores constituem uma familia de homologos conhecidos como
sintetases de autoindutores Luxl. As proteinas receptoras do sinal formam uma outra
familia conhecida como reguladores transcricionais LuxR (Federle & Bassler,2003)

A molécula de AHL sintetizada se difunde livremente pela membrana da célula.
Assim, a concentracdo de AHL no meio intra e extracelular torna-se equivalente, sendo
que essa concentracdo aumenta proporcionalmente com o aumento da densidade
celular. Ao atingir uma concentragao critica, o autoindutor liga-se a proteina LuxR. Apos
a interagao com a AHL especifica, a proteina LuxR liga-se a promotores especificos do
DNA e ativa a transcricdo dos genes alvo (fig.2) (Federle & Bassler, 2003).

Existem dois tipos de enzimas capazes de inativar a sinalizacdo mediada por
AHL: AHL lactonases que hidrolizam uma das ligagdes do anel de lactona e inativam a
AHL e lactona acilases que clivam o anel de lactona a partir do grupamento acil

(Federle & Bassler, 2003).



1.1.1.2- Em bactérias gram-positivas: peptideos curtos

As bactérias Gram-positivas ndo fazem uso de AHLs para se comunicar, mas
produzem e transportam oligopeptideos autoindutores (AIPs) para o meio extracelular.
Além disso, a membrana plasmatica ndo € permeavel a AlPs, sendo necessaria a
existéncia de transportadores na superficie celular para que ocorra sua liberagdo no
meio externo (Federle & Bassler, 2003).

A deteccdo de AlPs é mediada por sistemas de dois componentes, que existem
em uma ampla variedade de bactérias gram-negativas e gram-positivas. Esses circuitos
sao responsaveis por detectar flutuacdées no ambiente externo e transferir a informacao
para o interior da célula (Federle & Bassler, 2003).

O sistema funciona por meio de uma cascata de fosforilagcdo e envolve um
sensor quinase e uma proteina regulatéria de resposta a qual pode ligar-se ao DNA e
regular a transcricdo dos genes alvo. Os AlIPs sao os ligantes para os sensores
quinases e a cascata de fosforilagdo transmite informacdo em cadeia para a célula
sobre a densidade populacional (fig.2). Como na sinalizagdo regulada por AHL, as
diferencas entre os ligantes e, nesse caso, a diferenga entre as sequéncias dos AlPs,

conferem especificidade a esse sistema de comunicagao (Federle & Bassler, 2003).
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Figura 2: Estratégias de autoindugdo em células gram-negativas. A) Estratégia baseada em Al-1
utilizando homoserinas lactonas (losangulo vermelho). Al-1 é sintetizado por Luxl e liberado para o
ambiente e ao se difundir para o interior da célula, interage com LuxR e resulta na resposta celular. B)
Estratégia baseada em Al-2 utilizando R-THMF (pentagono verde) ou furanosil borato diéster (pentagono
azul). Em Vibrio sp., furanosil borato diéster interage com LuxP no periplasma e inicia a cascata de
fosforilagdo, mas em outros organismos R-THMF é importado para a célula e fosforilado pelo sistema
LSR. C) Estratégia baseada em Al-3 utilizando um autoindutor de estrutura desconhecida (hexagonos
amarelos). O autoindutor é liberado para o ambiente e percebido por QseC ao retornar ao periplasma.
QseC entdo fosforila o regulador de resposta QseB. IM, membrana interna. OM, membrana externa.
(Parker & Sperandio, 2009).



1.1.2- Quorum sensing e Limitacao de Nutrientes

Uma curva de crescimento bacteriano em sistema fechado inclui quatro fases: a
fase de adaptacdo das células (fase lag), a fase em que ocorre um crescimento
exponencial (fase log), a fase estacionaria, onde o numero de células que morrem é
equivalente as que sao viaveis, e a fase de senescéncia, que se manifesta com o
declinio populacional. No periodo que antecede a fase estacionaria, ocorre um declinio
da taxa maxima de crescimento, resultante da diminuicdo da concentracido de um ou
mais nutrientes essenciais ao metabolismo celular e/ou do aumento da concentragao de
produtos toxicos resultantes do metabolismo (Foog & Take, 1987).

Na natureza, as bactérias podem sobreviver por longos periodos em estado
estacionario de crescimento. Algumas espécies sobrevivem pela formagao de esporos,
mas bactérias que nao esporulam sobrevivem entrando na fase estacionaria. A entrada
da populagdo nesta fase resulta em mudangas na fisiologia e morfologia que Ihe

conferem um aumento na resisténcia a estresses ambientais (Ishihama et al. 1997).

A transicao para a fase estacionaria € direcionada por fatores transcricionais,
cuja atividade ou produgdo é estimulada pela limitagdo de nutrientes. Em muitas
bactérias gram-negativas o principal fator de regulagao transcricional € o sigma S, uma
subunidade alternativa de reconhecimento de promotores da RNA polimerase. Em
Bacillus subtilis, dois fatores principais sdo SpoOA e sigma H, responsaveis pela

transcricdo de genes de esporulagao, entre outros (Haldenwang, 1995).



A limitacdo de nutrientes € o principal sinal que regula a entrada em fase
estacionaria. Este estado favorece a sobrevivéncia das células em escassez de
nutrientes. A sobrevivéncia na fase estacionaria também pode ser controlada por
moléculas sinalizadoras e assim, as bactérias sdo capazes de integrar os sinais para

QS e limitagao de nutrientes, como mostram os exemplos a seguir.

Em B. subitilis a produgéo do peptideo autoindutor CSF é regulada por limitagdo
de nutrientes. Isto ocorre porque a sua transcrigdo € controlada pelo fator sigma H,
cujos niveis e atividade sao estimulados por limitagao de nutrientes (Harris et al., 1998).
Em Ralstonia solanacearum, a produ¢ao de uma molécula sinalizadora AHL precisa de

um fator sigma S, maximamente ativo sob limitagdo de nutrientes (Flavier et al., 1998).

Por outro lado, moléculas sinalizadoras podem controlar a producido de fatores
transcricionais que percebem a limitagdo de nutrientes e regulam a entrada na fase
estacionaria (Lazassera, 2000). Em Bacillus subitilis a atividade do fator SpoOA, que
ativa genes de esporulagdo, é estimulada por peptideos sinalizadores, como CSF

(Ireton et al., 1993).

Em Rhizobium leguminosarum, a sobrevivéncia em fase estacionaria se mostrou
dependente da densidade celular na qual as células sofreram limitagao de nutrientes,
sendo favorecidas aquelas que perceberam a limitagao de nutrientes em alta densidade
celular (Thorne & Williams, 1999). Lazassera (2000) levanta a possibilidade de que este
tipo de resposta integrada regula a transicdo para a fase estacionaria. Para uma
populacdo numerosa que sofre escassez de nutrientes € interessante antecipar a

entrada na fase estacionaria (ou esporular). Quando os nutrientes voltarem a aparecer,
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em uma densidade celular baixa é maior a chance de poder utiliza-los com menor

competicao (Lazassera, 2000).

Portanto QS converge com a percepgao de limitagdo de nutrientes regulando a
entrada na fase estacionaria em diversas bactérias. E possivel que outras bactérias,
possam monitorar sua densidade celular como uma medida de adaptagao a limitagao
de nutrientes, regulando alguns genes envolvidos na transigcdo do inicio da fase

estacionaria.

1.2- Cianobactérias

Cianobactérias sdo microrganismos procarioticos, uni ou pluricelulares, aerébios,
fotoautotréficos, com reprodugédo assexuada. A grande flexibilidade fisiolégica, genética
e reprodutiva, permite a sobrevivéncia destes microrganismos em diversos
ecossistemas (Carmichael,1994).

Cianobactérias constituem um grupo muito antigo de microrganismos e sua
atividade metabdlica foi responsavel pela deplecao de didxido de carbono da atmosfera
durante o curso da evolugdo, e o concomitante acumulo de oxigénio resultante do
processo fotossintético realizado por esses microrganismos. (Chorus & Bartram, 1999).

Ecossistemas eutrofizados fornecem condicdes ao aumento excessivo do
numero de células de cianobactérias, fenbmeno denominado de floragdo. Esse
fendbmeno constitui um sério problema para a qualidade de agua, podendo trazer

consequéncias a saude publica.(Chorus & Bartram, 1999).
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A principal preocupagdo com o aumento da ocorréncia de floragdes de
cianobactérias € a capacidade desses microrganismos produzirem toxinas
(cianotoxinas). Estas substancias sao classificadas, de acordo com o0 seu mecanismo
de acdo, como: hepatotéxicas (microcistinas, nodularinas, cilindrospermopsina),

neurotéxicas (anatoxina-as, saxitoxinas) e dermatotéxicas (Chorus & Bartram, 1999).

1.3.- Microcistinas

As microcistinas sao hepatotoxinas produzidas por alguns géneros de
cianobactéria incluindo Microcystis, Anabaena, Anabaenopsis, Planktothrix, Nostoc,
Hapalosiphon, Radiocystis, Phormidium e Synechocystis (Metcalf et al., 2006).

A estrutura quimica das microcistinas (Fig.3), que séo heptapeptidios ciclicos, é
constituida por trés D-aminoacidos: B-eritro-p-metil acido aspartico, alanina e y-acido
glutdmico (D-BMeAsp, D-Ala e D-Glu) na porg¢ao invariavel da molécula, dois L-
aminoacidos variaveis e dois aminoacidos raros (Mdha e Adda). O Mdha é o N-
metildehidroalanina e o Adda (3-amino-9-metoxi-10-fenil-2,6,8,trimetildeca-4,6-acido
diendico), ao qual se atribui a hepatotoxidade das microcistinas (Chorus & Bartram,
1999). Ja foram caracterizados mais de 100 analogos de microcistinas, diferenciados
pela constituicdo dos L-aminoacidos nas posicoes 2 e 4 e pela presenca ou auséncia
de grupamentos metilados. Dentre os analogos mais frequentes e mais tdxicos,

destacam-se a microcistina-LR, com os aminoacidos leucina (L) e arginina (R), como L-
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aminoacidos, seguida da Microcistina—RR (arginina;arginina) e Microcistina-YR

(tirosina;arginina) (Falconer & Humpage, 2005).

(6) D-Glu (iso) (7) N-methyldehydroAla

COOH

(5) Adda

(4) L-Arg (3) D-erythro-B-methylAsp (iso)

Figura 3- Estrutura quimica geral da microcistina. (Wiegand e Pflugmacher, 2005)

1.4- Cianobactérias e Limitacdo de nutrientes

As cianobactérias estdo entre os microrganismos mais amplamente distribuidos
na biosfera e possuem um importante papel nos ciclos globais de nitrogénio e fésforo.

Sendo seu metabolismo baseado na fotossintese, o esgotamento de nutrientes
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essenciais é frequentemente o fator limitante no crescimento celular das cianobactérias
e a necessidade de adaptacdo a periodos de limitagcdo de nutrientes € a principal
pressao seletiva em diversos ambientes naturais (Schwarz & Forchhammer, 2005).

As cianobactérias unicelulares apresentam mudancas substanciais em resposta
a escassez de nutrientes e exibem estratégias que permitem sua sobrevivéncia por
longos periodos sob condicbes de estresse. Essas estratégias de sobrevivéncia
empregam um metabolismo energético reduzido e requerem uma alta regulagdo das
atividades celulares (Schwarz & Forchhammer, 2005).

E provavel que situagbes de escassez de nutrientes regulem o ciclo celular em
cianobactéria, como reportado para outros microrganismos. Contudo, o mecanismo
ainda é pouco conhecido. Durante prolongada limitagdo nutricional, as estruturas
intracelulares mudam consideravelmente. As mudangas mais 6bvias sado a degradagao
das membranas intracelulares do aparato fotossintético, os tilacdides, e o acumulo de
inclusées celulares (Schwarz & Forchhammer, 2005; Dagnino et al. 2006). Conforme
demonstrado por Hai et al. (2001), sob condigdes de caréncia de nitrogénio e enxofre,
granulos de glicogénio se acumulam. Em contraste, em condigdes de caréncia de
fésforo, a cianoficina (polimero de acido aspartico e arginina) é sintetizada em varias
cianobactérias como forma de estoque de nitrogénio e energia (Allen, 1984).

A cianobactéria nao-diazotréfica Synechococcus sp. adapta-se a limitagao de
nitrogénio diferenciando-se em células despigmentadas e dormentes, capazes de
sobreviver a periodos prolongados. A protedlise de ficobiliproteinas € uma fonte de

aminoacidos para sintese de proteinas necessarias para adaptacdo a condicdo de
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estresse. Culturas clorétidas podem suportar pelo menos 1 ano nessa condigao,
dependendo apenas de luz, e retomam o crescimento ao serem colocadas em meio rico
dentro de 5 dias (Sauer et al., 1999). Células desprovidas de nitrogénio por longo
periodo mostram uma gradual diminuigdo do conteudo de pigmentos e mantém um
nivel residual de fotossintese, 0.1% da atividade de células vegetativas. A sintese de
proteinas € muito reduzida assim como o conteudo de proteina total, indicando um
continuo turnover de proteinas durante a clorose (Sauer et al., 2001).

De forma similar, Microcystis PCC7806 cultivada por longo periodo em ASM-1
perde a cor verde caracteristica, tornando-se palida apds 30 dias. A maioria das células
permanece viavel nessa condicdo mesmo apos 1 ano se providas de luz. A composigao
ultraestrutural de células verdes e palidas mostrou que as ultimas perderam o arranjo
de membranas fotossintéticas caracteristico das células verdes (Dagnino et al., 2006).
Além disso, culturas mantidas em meio rico que receberam meio de cultivo de células
clorétidas e mostraram uma desorganizagao similar de estruturas de membranas
fotossintéticas, além de reduzido crescimento. Esses resultados sugerem a existéncia
de um sinal extracelular proveniente de células clorétidas capaz de coordenar uma

resposta da populagao de Microcystis sp.

1.5- Quorum sensing em Cianobactéria
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Sendo cianobactéria uma bactéria gram-negativa, os primeiros trabalhos sobre
comunicagado célula-célula nesse grupo tém sido voltados principalmente para a
detecgado de AHLs, bem como as enzimas que as degradam, AHL-acilases e AHL-
lactonases.

Em um estudo recente, a produgao de AHLs por cianobactéria foi confirmada
pela deteccdo de um C8-AHL em culturas axénicas da cianobactéria do género
Gloeothece (cepa PCC6909) (Sharif et al., 2008). Porém, nao foi verificada a presenca
de AHLs em condi¢des de cultivo de duas cepas de Microcystis (NPLJ-4 e PCC7806), o
que nao exclui a possibilidade que ocorra QS mediado por outros tipos de moléculas
nesse género (Meireles, 2003).

Com o objetivo de avaliar se a produgédo de cianotoxinas poderia ser controlada
por QS, Braun & Bachofen (2004) tentaram estabelecer uma correlagdo entre a
ocorréncia de cianotoxinas e de homoserina lactonas em ecossistemas naturais. Foram
investigados dois lagos, em um deles predominava Planctothrix rubesces e em outro
predominava Microcystis wesenbergii. Neste ultimo caso, as concentragdes de toxinas e
de lactonas mostraram tendéncias opostas, sugerindo que seu metabolismo pode ser
relacionado. Em concentragdes altas de microcistina, a concentragcao de AHL caiu e
quando a concentracao de toxina diminuiu a producdo de AHL aumentou de novo,
sugerindo que uma vez que a indugao se inicie a molécula sinalizadora seria degradada
e sua concentragao cairia. A estabilidade de microcistinas no ambiente é variavel e
nada se sabe sobre a estabilidade de AHLs em ambientes naturais. Quando se

adiciona AHLs a culturas de cianobactérias, este composto desaparece rapidamente,
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indicando que se liga fortemente a componentes celulares ou que haja uma alta
atividade de degradagao enzimatica deste composto. Finalmente os autores sugerem a
possibilidade de que a liberacdo de AHL no ambiente dispare a sintese de toxinas.
Assim, monitorar o nivel de AHLs no habitat poderia ser uma forma eficiente de
controlar floragdes de cianobactérias toxicas.

Contudo, no processo de comunicagao celular, além do AHL, algumas bactérias
produzem também enzimas que sido capazes de inativar AHLs, produzidos por elas
proprias ou por outras bactérias, e assim interferir nos processos mediados por QS.
Esse fenbmeno é conhecido como quorum quenching. Quorum quenching ja foi
observado na cianobactéria filamentosa fixadora de nitrogénio Anabaena sp. cepa
PCC7120. AHLs acumulam na biomassa desta cianobactéria durante a fase
exponencial e desaparecem rapidamente no inicio da estacionaria. De fato, sua
biomassa apresenta também uma atividade de degradagcdo de AHL do tipo acilase. A
enzima correspondente foi capaz de degradar uma grande variedade de AHLs, o que
pode representar um sistema modulador para controlar as respostas aos seus proprios
sinais ou estar envolvido na sinalizagdo de comunidades microbianas. (Romero et al.,

2008).

1.6- Microcistinas e limitacao de nutrientes

Segundo um estudo realizado por Orr & Jones (1998), o processo de divisdo

celular de Microcystis aeruginosa e a produgao de microcistina mostram uma correlagao
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linear sob limitagdo de nitrogénio, sugerindo que nos casos em que a produgao de
microcistina esta sujeita a limitagao de fatores ambientais (nutrientes,luz, temperatura),
por fatores ambientais, sua variacao esta de fato respondendo a alteracdo na taxa de
divisdo celular. Com base em uma analise de varios outros trabalhos, os autores
defendem que essa seria a idéia geral de controle ambiental da produgdo de
microcistina em diversas cianobactérias hepatotéxicas. Esses autores acrescentaram
ainda que segundo essa visdao a microcistina ndo seria um metabdlito secundario de
acordo com o atual conceito (compostos ndo essenciais para o metabolismo primario,
sintetizados em condi¢gdes em que o crescimento cessa), sugerindo que desempenhe
um papel essencial em cianobactérias toxigénicas. Mais tarde os mesmos autores
correlacionaram concentragao de microcistina por célula e massa de microcistina por
peso seco e confirmaram que estes valores aumentam com a taxa de crescimento,
mostrando que células de M. aeruginosa sob limitagdo de nitrogénio em crescimento
acentuado sdo menores e tem maior conteudo intracelular de microcistina que células
de crescimento lento (Long et al., 2001).

Em 2000, Oh et al. estudaram a produg¢ao de microcistina por M. aeruginosa sob
condicbes de limitacdo de fosforo e seus resultados confirmaram que a taxa de
producdo de microcistina € diretamente proporcional a taxa de crescimento. Foi
demonstrado ainda que ha um aumento no conteudo de microcistina sob limitacdo de
fésforo e producao da forma mais toxica, LR.

Adicionalmente, o trabalho de Lee et al., (2000) demonstraram que a

concentracao celular de microcistina exibiu uma alta correlacdo direta com o conteudo

17



de nitrogénio celular total em culturas de M. aeruginosa em que as concentragdes de
nitrogénio e fosforo foram fixadas.

Além disso, as investigagdes sobre o efeito da limitagdo de nitrogénio e fésforo
na produgdo de microcistina, em Microcystis aeruginosa sugerem a existéncia de um
mecanismo através do qual nitrogénio e fosforo interferem na sua sintese (Dai et al.,

2008).

1.7- Microcistinas: funcao ecolégica ou fisiologica?

Embora a fungao das microcistinas seja ainda desconhecida, é evidente que elas
promovem numerosos efeitos sobre toda comunidade aquatica, destacando-se o
fitoplancton e zooplancton. Esses efeitos dependem da particularidade de cada
organismo, bem como das varias vias de sinalizagao intra e extracelulares. (Valdor &
Aboal, 2007; Babica et al., 2006; Kearns & Hunter, 2001; Kaebernick & Neilan, 2001).
Algumas hipdteses a respeito das possiveis fungdes das microcistinas tem sido
levantadas na literatura, dentre elas, a hipotese da producdo de microcistina por
cianobactéria como uma defesa contra herbivoria pelo zooplancton (Carmichael, 1994).
No entanto, essa idéia coexiste com trabalhos que a contradizem como o de Rohrlack
et al.,, (1999), cujas investigacbes mostraram que tanto uma cepa produtora de
microcistina (Microcystis aeruginosa PCC7806) quanto a sua mutante, ndo produtora,

foram capazes de reduzir a taxa de ingestao por Daphnia galeata.
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Além disso, as sugestbes de que as microcistinas possam ter evoluido em
resposta a pressio exercida pelo zooplancton sdo questionaveis diante de evidéncias
filogenéticas. Rantala et al., 2004 mostraram que um ancestral comum das
cianobactérias produtoras de microcistinas precedeu a linhagem dos metazoarios, e
portanto, a producdo de microcistina pode preceder em 1,5 milhdes de anos a
existéncia do zooplancton.

Outra hipotese € a de que microcistinas podem ter efeitos alelopaticos. Contudo,
embora muitos estudos tenham testado os efeitos de microcistinas sobre varios
organismos, poucos estudos usaram microcistina em concentragdes tipicas do
ambiente. As concentragdes de microcistina ecologicamente relevantes, como as
encontradas nas floragdes de Microcystis, seriam muito baixas para promover efeitos
alelopaticos (Babica et al., 2006).

Além disso, alguns resultados de competicao entre cepas de Microcystis toxicas
e nao-toxicas contradizem a idéia de que a microcistina desempenhe um papel
ecologicamente importante como composto alelopatico (Kardinaal et al., 2007).

No entanto, é fato que microcistinas dissolvidas também influenciam na fisiologia
da cianobactéria produtora (Sedmak & Elersek, 2006; Valdor & Aboal, 2006 e Schatz et
al., 2007). Dessa forma, o papel das microcistinas nas células produtoras deve diferir do
seu papel no meio ambiente.

Em experimentos in vitro, a adicdo das microcistinas mais comuns: -LR, -RR, e -
YR, produziu mudangas morfolégicas e fisiolégicas em cepas de Microcystis aeruginosa

produtoras ou nao das toxinas testadas (Sedmak & Elersek, 2006).
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Um estudo de Valdor & Aboal (2006) demonstrou o efeito inibitério das
microcistinas: LR, -YR e -RR sobre o crescimento celular de cianobactérias
pertencentes as ordens Oscillatoriales, Nostocales e Croococales. Este efeito se
apresenta tanto com a exposicdo ao extrato celular, quanto a toxina purificada. No
entanto, com o uso da molécula purificada, o efeito € mais persistente. Além da inibicdo
do crescimento celular, em ambas situacdes houve a indugao de alteracdes estruturais
e morfolégicas das culturas das cianobactérias tratadas.

Schatz et al., (2007) verificaram que a lise de células de Microcystis aeruginosa
induziu o aumento da producdo de microcistinas nas células remanescentes de sua
cultura. Os autores sugerem que a microcistina sirva como uma molécula sinalizadora,
cuja presenga indique a extensdo da morte celular dentro de uma populagéo de
Microcystis e aumente a capacidade adaptativa das células sobreviventes, por
promover sua toxicidade.

Apesar dos estudos apresentados mostrarem o efeito da microcistina sobre a
fisiologia, tanto de Microcystis aeruginosa quanto de outros géneros de cianobactérias,
algumas questbes ainda nao foram respondidas. O fato da microcistina promover
alteragdes fisiolégicas nas préprias células potencialmente produtoras levanta a
suspeita de que, assim como em outras bactérias, as modificacbes apresentadas
possam representar adaptacdes da populacdo em face as condigdes ambientais. Diante
disso, a sugestao de mais uma hipotese merece ser considerada: a da participagédo da
microcistina como uma molécula sinalizadora no controle fisiolégico das células

produtoras.
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1.8- Justificativa do estudo:

Uma vez que a ocorréncia de floragdes de cianobactérias em mananciais de
abastecimento representa um sério problema tanto ecolégico quanto de saude publica,
devido a producido de compostos toxicos, sdo necessarias pesquisas que ampliem os
conhecimentos relativos aos mecanismos de controle fisiolégico, principalmente os que
regem o seu crescimento populacional e toxicidade.

Em condigdes de cultivo, cianobactérias frequentemente atingem altas
densidades celulares no inicio da fase estacionaria e, em tais situagdes, a
disponibilidade de nutrientes se torna um fator critico a sua sobrevivéncia. Nessas
circunstancias, como apresentado anteriormente, algumas bactérias sdo capazes de
perceber sua densidade através do sistema de quorum sensing e regular a propria

fisiologia.

Assim como em outros microrganismos, a proliferagdo de células em
cianobactéria obedece a curvas de crescimento com fases distintas, no entanto, até o
momento, ndo existem estudos mais extensos que demonstrem a capacidade de
autoregulacao fisiolégica da transicdo dessas fases por cianobactéria, como nos

microrganismos citados ao longo da introdug¢ao deste trabalho.

Dessa forma, este estudo visa contribuir para a investigacdo de um possivel
sistema de quorum sensing em cianobactéria que envolva a produgédo de moléculas
sinalizadoras para regular a entrada na fase estacionaria, como ja constatado em

outras bactérias.
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2- OBJETIVOS:

2.1- Objetivo geral:

o Investigar o efeito da adicdo de exudato de uma cepa de Microcystis sp. (MILJ-

48) em cultivos da prépria cepa, buscando avaliar alteragdes fisiolégicas que

indiguem uma autoregulagao.

2.2- Objetivos especificos:

o Testar os efeitos promovidos pelos exudatos de diferentes fases de crescimento

de Microcystis sp. (MILJ-48), a fim de avaliar alteracdes fisiologicas.

o Avaliar se o efeito do exudato pode ser aumentado através da adigcao de exudato

concentrado as culturas de Microcystis sp. (MILJ-48).
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Cepa utilizada

Neste estudo foi utilizada uma cepa téxica de cianobactéria do género Microcystis
sp. (MILJ-48), produtora de microcistina, isolada da Lagoa de Jacarepagua, RJ e
mantida no banco de culturas do Laboratério de Ecologia e Toxicologia de

Cianobactérias LETC (Fig.4).

Figura 4- Cepa de Microcystis sp (MILJ-48)
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3.2- Condicdes de cultivo:

Os experimentos foram realizados utilizando-se o meio de cultivo ASM-1
(Gorham et al., 1964) com pH ajustado para 8,0, em condicbes ndo axénicas, porém
com contaminacao bacteriana imperceptivel numa analise microscépica convencional,
sob intensidade luminosa de 100umoles.m?.s™., temperatura de 24+2°C, sem aeragao

e fotoperiodo de 12 horas.

3.3- Avaliacao do efeito dos exudatos de diferentes fases de crescimento sobre a

fisiologia de Microcystis sp. (MILJ-48)

Para a realizacdo deste experimento foram preparados previamente quatro
cultivos fechados da cepa MILJ-48, com 200ml cada, para a obtencdo dos exudatos.
Essas culturas foram iniciadas com 5,0x10° cél./ml, recebendo o indculo de células de
forma sincronizada a fim de se obter exudatos com as idades de 3, 6, 9 e 15 dias para o
inicio do experimento (fig.5).

Apds o periodo de crescimento, as células foram separadas do meio de cultivo
primeiramente por centrifugacdo e posteriormente foram filtradas em filtro de
borossilicato. Estes filtrados obtidos, constituidos do meio de cultivo acrescidos da

matéria organica excretada pelas células durante seu crescimento passaremos a
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denominar como exudatos. Aos exudatos obtidos foram adicionados os sais para a
reconstituicdo do meio ASM-1. A esterilizagao foi feita por meio de filtracdo em
membrana de poro 0.22um (Millipore - GV-PVDF - 47mm), em condi¢des assépticas.

Os exudatos de 3 ,6, 9 e 15 dias, obtidos apoés cultivo da cepa MILJ-48 , assim
como a condigado controle (ASM-1), foram subdivididos em triplicatas de 50 ml cada e
receberam um indculo de forma que todas as culturas iniciassem com um numero de
5,0 x10° cél/ml de Microcystis sp. (MILJ-48).

O experimento teve a duragao de 15 dias. Durante este periodo, a cada 3 dias
foram retiradas amostras para determinacao da densidade celular e nos dias 0, 6, 9 e

15 para a determinacéo da concentragcao de microcistina total.

A partir dos resultados obtidos, a condicdo do exudato de 6 dias (condigao de
maior efeito inibitério sobre o crescimento) foi escolhida para a realizacdo de um
segundo experimento, no qual o exudato foi previamente concentrado a fim de avaliar o
efeito de concentragdes superiores deste exudato sobre os parametros fisioldgicos e

produgao de toxina, como descrito a seguir.
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Cultivos da cepa MILJ-48 inoculados em diferentes dias para obten¢&o sincronizada dos exudatos

Obtencédo dos exudatos:
012 345 678 9 10 11 12 13 14 15 150, 9°, 6° e 3° dia

E de crescimento e sua reconstitui¢ao

In6culos de cultivos em exudatos de diferentes estagios de crescimento (5,0x1050éls/ml):
2 S 2 S 2 S 2 N

Controle (ASM-1)

- -
- -
- -

Os cultivos foram mantidos por 15 dias, com amostragens para determinacéo de densidade celular e

=)
e
O >

concentracdo de microcistinas.

Figura 5- Esquema representativo do experimento 1 - Avaliagdo do efeito dos exudatos de diferentes
fases de crescimento sobre a fisiologia de Microcystis sp. (MILJ-48). Em vermelho estdo representados
os dias em que os exudatos de 15, 9, 6 e 3 dias receberam o inéculo de células. Em verde esta o inicio

do experimento.

3.4- Avaliacdo do efeito de concentrados do exudato do 6° dia sobre a fisiologia

de Microcystis sp. (MILJ-48)
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Para a obtencdo dos exudatos concentrados, foi realizado um cultivo em um
volume de 10 litros de meio ASM-1 da cepa MILJ-48. Ao atingir o 6°dia de cultivo, as
células foram separadas do meio de cultivo através de centrifugacdo seguida de
filtragao em filtro de borossilicato. Obtido o exudato, o mesmo passou pelo processo de
liofilizagdo para a obtencao de exudatos concentrados em 100 e 50 vezes.

Para a obteng¢ao do exudato concentrado em 100 vezes, 2000ml do exudato do
6° dia foi liofilizado, ressuspenso em 20 ml de meio ASM-1 sendo ento filtrado em filtro
de poro 0,22um (TTP — 85x85x213mm — reservatério de 500mL), para sua esterilizagao.
O mesmo procedimento foi realizado para a obtengdao do exudato concentrado em 50
vezes, sendo neste caso, liofilizado o volume 1000ml do exudato.

O processo foi realizado com volume suficiente para a obtencéo de aliquotas dos
exudatos concentrados para adigao nas triplicatas experimentais, com suas respectivas
concentracdes.

As aliquotas de 20mL dos exudatos concentrados em 100 e 50x foram
reservadas e mantidas em freezer até sua utilizagdo no experimento.

Para a montagem do experimento foi inicialmente preparado um cultivo da cepa
MILJ-48 em 12L de meio (Fig.6) para a obtencdo do exudato do 6°dia, seguindo o
mesmo processo descrito no experimento 1.

O exudato obtido foi entdo dividido em 3 mariotes contendo 3,5L cada. A
condicdo controle foi mantida em 3 baldées contendo 1,5L de ASM-1 cada. No inicio do
experimento as condi¢cbes receberam um indculo de forma que todas as culturas

iniciassem com um numero de células de 5x10° cél/ml da cepa MILJ-48.
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Todos os cultivos foram mantidos até o 6°dia experimental. Nessa data os
cultivos com o exudato do 6° dia foram subdivididos para a adicdo das solucdes
concentradas em 100 e 50x. Dessa forma, cada mariote teste foi subdividido em 3
baldes contendo 1L da condicdo do exudato do 6° dia. A dois baldes foram entao
adicionadas as respectivas aliquotas concentradas e um deles permaneceu inalterado,
sem adicdo do exudato concentrado para fins comparativos. A condi¢cao controle deste
experimento (cultivo em meio ASM-1) permaneceu inalterada desde o t0 do
experimento.

Todas as condi¢cdes experimentais foram realizadas em triplicatas.

Apods a adigcao das solugdes do exudato concentrado, os cultivos foram mantidos
até o 15°%ia.

No decorrer do experimento, foram retiradas amostras a cada 3 dias para a
determinacao da densidade celular e concentracédo de clorofila-a, e nos dias 0, 6, 9, e

15 para a determinagéo da concentracao de microcistina.
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Cultivo da cepa (MILJ-48) para a obtencdo dos exudatos no 6° dia de crescimento

q Obtencéo do exudato do 6° dia

] [ e sua reconstituigao
l l llnéculos de 5,0x10°céls/ ml

121

L -

E
C le (ASM-1 ™
e R ey - - -

cultivos com exudatos do 6°dia
3,5L

6° dia de experimento - adicdo dos exudatos do 6°dia concentrados em 50 e 100 x:

Nt in

exudato

exudato concentrado 50x

- - w

- - -
www

PR AN

L
=

|

exudato concentrado 100x

Os cultivos foram mantidos por 15 dias com amostragem para determinacdo de densidade celular,

concentracdo de clorofila-a e microcistina. A condi¢cdo controle foi

acompanhou o periodo de 15 dias de cultivo.

mantida inalterada e

Figura 6- Esquema representativo do experimento 2: Avaliacdo do efeito de concentrados do exudato do

6° dia sobre a fisiologia de Microcystis sp. (MILJ-48)

3.5- Parametros fisioldgicos analisados
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3.5.1- Contagem de células para determinacdo da taxa de crescimento, tempo
médio de duplicacdo, razdo maxima de crescimento e rendimento maximo das

culturas:

O crescimento celular foi acompanhado por meio de contagem de células
realizada em microscopio 6tico, utilizando Hemocitdmetro de Fuchs-Rosenthal. Para
tanto, a cepa MILJ-48 foi submetida a um tratamento de digestdo da mucilagem que
consiste na adigcado de NaOH 1M na proporcao de 2:1 (amostra:solugéo) e aquecimento
em banho maria a 60°C por 10 minutos. Dessa forma as células perderam a forma
agregada de colbnia, permitindo assim a contagem individual das células.

A taxa de crescimeto (u) e tempo médio de duplicagdo(G) foram calculadas
segundo as equacdes descritas em Fogg & Thake (1987).

M = (In N2 - In N1)/(to-11)

Onde:

M = Taxa de crescimento

N2 e N1 = numero de células / mL nos tempos t; e 4.

A partir de p podemos calcular o tempo médio de duplicagao (G), G =1In 2/ u
Determinamos a razdo maxima de crescimento(R) dos experimentos, que

corresponde ao numero maximo de células/mL atingido durante a curva de crescimento

dividido pelo numero de células/mL do inéculo.

R=R1/Ro

Onde:
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R1 = NUmero maximo de células / mL Ry = Numero inicial de células / mL.

Também foi determinado o rendimento maximo das culturas (R), que corresponde
ao numero maximo de células atingidas ao final do cultivo subtraido do numero de

células no indculo inicial.

3.5.2- Determinacédo da concentracado de clorofila a

A extracdo da clorofila a foi realizada ap6s filtragdo de um volume conhecido de
amostras dos cultivos em filtro de borossilicato (13mm). Posteriormente, foi adicionado
a este filtro um volume determinado de Metanol 100%. As amostras foram incubadas
por 30 minutos no escuro. Apos incubagao, as mesmas foram centrifugadas a 1600g
por 15 min (Eppendorf - modelo 5403), sendo 3mL do sobrenadante utilizados para
determinar a concentragdo de clorofila a por espectrofotometria (Shimadzu - uv mini
1240). A leitura foi feita a 666 e a 750nm para corregao da turbidez. Para o calculo da
concentracdo de clorofila a, foi utilizado o coeficiente de extincdo determinado por
Mackinney (1941), onde:

Chla = c.v.coef/V.1

c= densidade 6ptica a 666 — densidade Optica a 750

v= volume de metanol100%

V= volume da amostra

1= trajeto 6ptico
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coef.= 13,4 (coeficiente de extingdo de Mackinney, 1941).

3.6 — Analises da producao de microcistinas:

3.6.1- ELISA

Para a determinacao das concentragdes totais de microcistina no experimento 1,
amostras de 2 ml da cultura foram retiradas nos tempos 0, 6, 9 e 15 dias, e submetidas
a um processo de rompimento celular, através de gelo e degelo para sua posterior
andlise através do método de imunoensaio enzimatico (ELISA), utilizando-se Kkits
comerciais da Beacon Analytical Systems (Portland, EUA) de acordo com o protocolo

determinado pelo fabricante.

3.6.2- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

A determinagao das concentragdes intracelulares de microcistina do experimento 2 foi
feita utilizando-se Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

Para a realizagdo das analises um volume conhecido do cultivo foi retirado de
cada condi¢cao experimental e filtrado em filtro de borossilicato (47mm). O material
retido nos filtros foi utilizado para analisar o conteudo de toxina intracelular.

Para a extracdo de microcistinas intracelulares os filtros foram picotados para

facilitar a extragédo, e em seguida foi adicionada uma solu¢do de metanol/ 0,1% de TFA
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(Barco et al., 2005) até cobri-los por inteiro. Apdés 1 hora em agitacdo constante, o
extrato foi centrifugado a 3000g por 15 min. O processo foi repetido por mais duas
vezes com o precipitado. Os sobrenadantes foram recolhidos ao final de cada
centrifugacdo e reunidos para evaporagao total sob fluxo de ar comprimido. Esse
material foi hidratado em 20 mL de agua MILLI-Q e passado em cartuchos de 1g de
ODS (Bakerbond - 7466-07 - Octadecyl - Polar Plus) para concentragao e purificagao do
extrato.

Os cartuchos foram previamente ativados com a passagem de 20mL de metanol
100%, seguido de 20 mL de agua MILLI-Q. Apds a passagem da amostra, foi feita a
lavagem com 10 mL metanol 10%, 10 mL metanol 20% e 10 mL metanol 30%,
respectivamente. Todas estas fracbes foram descartadas e o material retido no
cartucho foi eluido com 20mL de metanol/TFA (0,1%). Esta fracdo foi evaporada
totalmente sob fluxo de ar comprimido e ressuspensa em 1 mL de metanol/TFA (0,1%).
Apds 1 hora em agitagcdo constante para solubilizagdo, essa amostra foi filtrada em
filtros de celulose regenerada (0.45 ym, 13 mm) e analisadas por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (HPLC). O sistema de HPLC e as condicbes cromatograficas

utilizadas estao descritas nas tabelas 2 e 3, respectivamente.
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Tabela 2 — Descrigdo dos componentes do sistema HPLC utilizado (Shimadzu).

Componentes | Descricao

Detector U.V./Vis - Detector de diiodo - SPDM10Avp

Bomba LC-10AT VP

Loop 100uL

Coluna C+s, Lichrospher 100 RP (fase reversa) -18, 250 x 4 mm, 5 ym
Aplicativo LZ Workstation Class - vp

Tabela 3 — Descrigcao das condigdes de cromatografia analitica utilizadas

Parametros Condicéao
Fluxo 0.75mL/min

Volume injetado | 150uL

Uu.Vv. Espectro de absorcédo de 195 a 300nm

Fase movel Gradiente: Agua/TFA 0,05% e acetonitrila/TFA 0,05% (grau
HPLC)

Deteccao 238 nm

Tempo 60 min
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O espectro de absorgao de cada pico obtido nos cromatogramas foi analisado e
comparado com o espectro obtido a partir de uma solugcdo padrao de microcistina-LR.
Para calcular as concentracdes foram utilizadas as areas dos picos com similaridade
igual ou superior a 99% do padrao. A quantificagao foi feita com base numa curva,
previamente estabelecida, com concentracbes variaveis da microcistina padrao nas

mesmas condi¢gdes da cromatografia analitica utilizada.

3.7- Tratamento estatistico dos dados

O tratamento estatistico dos dados foi realizado através do teste de Kruskal-Wallis

(ANOVA), seguido pelo teste de Dunn, para comparagao entre a condigao controle e

cada tratamento. O valor de p<0,05 foi considerado significativo. O teste foi realizado

utilizando-se o programa GraphPad Instat, versao 3.06.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Avaliacao do efeito dos exudatos de diferentes fases de crescimento sobre a

fisiologia de Microcystis sp. (MILJ-48).

4.1.1- Crescimento Celular:

O cultivo nos exudatos obtidos a partir de diferentes fases de crescimento da
cepa de Microcystis sp (MILJ-48) (exudatos de 3, 6, 9 e 15 dias), promoveu um efeito
inibitoério no crescimento celular da prépria cepa (Fig.7).

O efeito se apresentou de forma mais acentuada nos cultivos em exudato obtido
do 6° dia de cultivo. No entanto, todos apresentaram uma reducgéo significativa no
crescimento celular (p<0,01) quando comparados com a condigdo controle (Fig. 7).

Além disso, ao comparar o rendimento maximo de células dos cultivos crescidos
nos diferentes exudatos, apds 15 dias de cultivo, os resultados apresentaram um
rendimento decrescente na ordem dos exudatos de 3, 9, 15 e 6 dias (Tab.4, Fig.8).

Os resultados mostraram que a fase de crescimento na qual o exudato foi obtido
interferiu na inducao da resposta. O maior efeito observado com o exudato obtido do 6°
dia de cultivo sugere a maior concentracdo de algum sinal que seria liberado
principalmente na fase exponencial. Apés esse momento, parece ter havido uma
diminuicao do efeito, ja que a inibigdo do crescimento induzida pelo exudato do 9° dia é
diminuida, voltando a aumentar nos cultivos em exudato do 15°dia, quando a cepa

atinge a fase estacionaria de crescimento (Fig.5, Tab.4, Fig.6). Nao se pode deixar de
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considerar que possam também ter havido variagdes qualitativas na composicao da

matéria organica excretada ao longo dos tempos amostrais.
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Fig.7- Curvas de crescimento da condigdo controle e dos cultivos de Microcystis sp.(MILJ-48) crescidos

em exudatos obtidos do 3°, 6°, 9° e 15° dia de cultivo. Os resultados representam a média + desvio

padrdo. O * indica que o valor ¢ significativo em relagao ao controle.

Esse efeito inibitério diferenciado de acordo com a fase de crescimento poderia ser
explicado como um autocontrole fisiolégico. Ao atingir um determinado numero critico
de células haveria a liberagcdo de algum fator que alteraria a taxa de divisdo celular. De
acordo com esta idéia, o efeito observado parece ser analogo aos mecanismos de
controle de quorum sensing ja observados em outras bactérias que liberam moléculas

37



sinalizadoras para diminuir a taxa de crescimento, como uma forma de se preparar para
a entrada da populagao na fase estacionaria (Lazazzera,2000) .

Parece ter sentido que no caso de uma sinalizagao celular, de prevengao as
condi¢des limitantes ou de estresse, a liberacdo do sinal ocorra em um momento
anterior a fase estacionaria (6°dia). Caso o propédsito dessa sinalizagao seja promover
alteragdes fisioldgicas que estendam a sobrevivéncia da populagdo, as alteragdes
precisam ocorrer antecipadamente a escassez de nutrientes ou fator de estresse, e nao
guando 0os mesmos se esgotam ou quando a situagao adversa ja € um fator critico no
meio.

A partir das curvas de crescimento obtidas foram calculadas a taxa de
crescimento, o rendimento celular, a taxa de duplicagdo e a razdao maxima de

crescimento para cada condi¢gao experimental (Tabela 4).

Tabela 4- Valores da razdo maxima de crescimento (R1), rendimento maximo (R2), taxa de crescimento
(4) e tempo de duplicagio (G), obtidos a partir da curvas de crescimento de Microcystis sp. (MILJ-48) por
um periodo de 15 dias, da condigdo controle e dos cultivos crescidos em exudatos obtidos do 3°, 6°, 9° e

15° dia de cultivo.

Cultivos R1 R2 M G

controle 56,6 2,6x10’ 0,42 1,65
exudato 3 34,9 1,6x10’ 0,36 1,92
exudato 6 16,2 7,3x10° 0,28 2,50
exudato 9 30,2 1,4x10’ 0,36 1,92
exudato15 24,3 1,1x10’ 0,38 1,80
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Para todos os parametros de crescimento analisados, evidenciou-se o maior efeito
inibitério do exudato do 6° dia sobre o crescimento celular, como pode ser observado

nas figuras 8, 9 e tabela 4.

0,0E+00 5,0E+06  1,0E+07 1,5E+07 2,0E+07 2,5E+07  3,0E+07

n°® de células/mL

I controle M@ exudato3 O exudato9 W exudato15 O exudato6 ‘

Fig.8- Variacao do rendimento maximo em cultivos de Microcystis sp. (MILJ-48): condigdo controle e
cultivos crescidos em exudatos obtidos do 3°, 6°, 9° e 15° dia de cultivo. Os resultados representam a

média + desvio padrdo. O * indica que o valor é significativo em relagdo ao controle.

0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50
Taxa de crescimento

@ controle M exudato15 O exudato9 B exudato3 O exudato6 ‘

Fig.9- Variagdo da taxa de crescimento em cultivos de Microcystis sp. (MILJ-48): condi¢cdo controle e
cultivos crescidos em exudatos do 3°, 6°, 9° e 15° dia de cultivo. Os resultados representam a média +

desvio padrao. O * indica que o valor é significativo em relagéo ao controle.
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Apesar de nao terem sido realizadas analises de pigmentos, os cultivos crescidos
com os exudatos do 6° e 15° dia apresentaram um estado visivel de clorose (dados nao
mostrados). Resultados semelhantes foram encontrados por Dagnino et al. (2006), que
ao adicionar meio de culturas clorétidas de Microcystis aeruginosa em culturas de
Microcystis sp. repletas de nutrientes observaram inibigado no crescimento, alteragdo de

pigmentos fotossintéticos e estado de clorose nas culturas tratadas.

4.1.2- Producao de microcistina total

Analisando a variagao da produc¢ao de microcistinas pela cepa MILJ-48, durante
o desenvolvimento das culturas verificou-se que, no 6° dia experimental, os cultivos
crescidos nos exudatos do 9° e 15° dia apresentaram um aumento significativo na
concentragdo total de microcistinas (p<0,01 e p<0,05, respectivamente) quando
comparados com a condi¢ao controle (Fig.10(B)).

No 9° dia do experimento, apenas o cultivo crescido em exudato do 9°dia
apresentou uma producao significativamente menor de microcistina em relacédo a
condicao controle (p<0,05). No ultimo dia experimental (15° dia) houve uma redugao na
concentracdo de microcistina total em todas as condi¢cbes, em relacdo aos tempos
anteriores. Contudo todos os cultivos crescidos em exudatos ainda apresentaram uma
concentragcao significativamente maior que a condigdo controle (p<0,01), sendo o
aumento nos cultivos crescidos em exudato do 6° e 15° dias considerados altamente

significativos (p<0,001) (Fig.10).
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Figura 10 (A)- Variagdo temporal da concentragdo de microcistina total (ng/105 células) em culturas de
Microcystis sp. (MILJ-48) na condig&o controle e nos cultivos crescidos em exudatos obtidos do 3°, 6°, 9°
e 15° dia de cultivo: t0, 6°, 9° e 15° dia. Os resultados representam a média + desvio padrdo. O * indica

que o valor é significativo em relagdo ao controle.
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Fig.10(B)- Concentracdo de microcistina total (ng/10° células) em culturas de Microcystis sp. (MILJ-48),
de acordo com os dias amostrais, da condigdo Controle e dos cultivos crescidos em exudatos obtidos do
3°, 6°, 9° e 15° dia de cultivo. Os resultados representam a média + desvio padrdo. O * indica que o valor

¢ significativo em relagédo ao controle.

Ao analisar a variagdo da producédo total de microcistina de acordo com os dias
amostrais, todas as condi¢cdes de exudato apresentaram uma tendéncia a um aumento
no 6° ou 9° dia com uma diminuicao no 15°ia de cultivo. Contudo, a condigao controle
apresentou uma variagao diferente dos cultivos em exudatos (Fig.10).

Assim, ao comparar a variacdo da producdo de microcistina nos cultivos em
exudatos com a condigado controle, parece que o exudato provoca uma antecipagao do

pico de producado da microcistina para o 6° dia de cultivo, 0 que ocorreria naturalmente
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na condicdo controle apenas no 9° dia de cultivo. Esse resultado poderia explicar a
antecipacdo da entrada na fase estacionaria dos cultivos em exudatos. Caso a
microcistina tenha alguma relagcdo com a regulagédo do crescimento, sua produgao
antecipada poderia induzir a redugao do crescimento da cepa ao ser cultivada nos

exudatos, como foi observado.
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Figura 11- Porcentagem da concentragao de microcistina ng/1 0°células detectada nos cultivos crescidos
em exudatos do 3°, 6°, 9° e 15° dia de cultivo, em relagédo a condigao controle nos tempos: 0, 6°, 9° e 15°

dias.

Ao analisar na Fig.11, os dados anteriores como porcentagem da variagdo da
concentragdo de microcistina dos cultivos crescidos em exudatos das diferentes fases
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de cultivo, em relagdo a variagdo da concentragdo de microcistina no cultivo controle,
verificou-se um aumento no 6° e no 15° dias de cultivo, com uma reducao intermediaria
no 9° dia experimental em todos os casos. E importante ressaltar que nessa analise,
todos os exudatos promoveram um mesmo padrdo de producdo de microcistinas,
parecendo que as células ja estdo programadas a reduzir ou aumentar a produgao de
microcistina em determinadas fases (6° e 9° dia) de crescimento, assim como mostrado
no caso do controle (fig.10 e 11).

As fases em que os cultivos crescidos em exudatos apresentaram uma maior
producao de microcistina em relagado a condigao controle (T6 e T15), coincidiram com
as fases em que os cultivos crescidos com os exudatos testados promoveram as
maiores inibicdbes no crescimento da cepa estudada (6° e 15° dias). Inversamente, a
fase onde ha uma redugédo na produgédo da microcistina em relagdo ao controle (T9)
coincidiu com a fase em que o cultivo crescido com o exudato testado promoveu uma
inibicdo um pouco reduzida (9° dia) (Fig.11).

Em outras palavras, dentre as fases de crescimento testadas, os exudatos que
promoveram a maior inibicdo no crescimento celular (6° e 15° dias), sao aqueles onde
se espera encontrar a maior concentracdo do sinal que promova esse efeito. Essas
fases coincidiram com aquelas (6° e 15°dia) em foram detectadas as maiores
concentracdes de microcistinas nos cultivos crescidos com os exudatos em relacdo ao
controle (fig.11). Dessa forma, os resultados apontam a possibilidade da participagéao
de microcistinas na promocgao do efeito inibitério sobre o crescimento de Microcystis

sp.(MILJ-48).
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4.2- Avaliacdo do efeito de concentrados do exudato do 6° dia sobre a fisiologia

de Microcystis sp. (MILJ-48)

4.2.1- Crescimento Celular

O crescimento celular dos cultivos de Microcystis sp. (MILJ-48) em exudato do 6°
dia, os quais foram acrescentados os concentrados de exudato 50 e 100 vezes, nao
sofreu aumento no efeito inibitério em relagdo ao exudato original. As condigbes em que
foram acrescentadas as solugcbes concentradas apresentaram a mesma curva de
crescimento celular quanto comparadas a condigdo original do exudato do 6° dia.
Contudo, as trés condi¢cbes de exudato testadas promoveram uma inibi¢do significativa

do crescimento, quando comparadas a condi¢ao controle (fig.12).
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Figura 12-Curvas de crescimento de Microcystis sp. (MILJ-48). Condigao controle, cultivos em: exudato,
exudato com adicdo de exudato concentrado 100x e exudato com adigdo de exudato concentrado 50x.
Todos os exudatos foram obtidos do 6°dia de cultivo da cepa MILJ-48.0s resultados representam a

média + desvio padrdo. O * indica que o valor é significativo em relagdo ao controle.

Existem trés possibilidades de explicacédo para esses resultados:

1) A molécula sinalizadora pode nao ter sido concentrada pelo método de
liofilizagdo; 2) A molécula sinalizadora pdde ser concentrada, no entanto, sua
concentragdo no exudato do 6°dia ja se encontra no ponto de saturagdo, ndo sendo
possivel uma maior percepgao da molécula pelas células; 3) A molécula pode ter sido
degradada durante o processo, uma vez que sua natureza quimica e estabilidade séo

desconhecidas.
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A partir das curvas de crescimento obtidas das condicbes testadas, foram
calculados o rendimento maximo (Fig.13), a taxa de crescimento (Fig.14), o tempo de
duplicagdo e a razdo maxima de crescimento, apresentados na Tabela 5. Esses
resultados confirmaram a igualdade do efeito inibitério promovido pelos exudatos
concentrados e o exudato original quando comparados a condigao controle.

O rendimento maximo de células alcancado pelos cultivos com exudatos
concentrados e com exudato original apresentou valores proximos de densidade
celular. O mesmo ocorreu com os valores da velocidade maxima de crescimento. O
tratamento estatistico de todas as condigbes confirmou uma inibicdo significativa

(p<0,05) do crescimento quando comparadas a condi¢ao controle.

Tabela.5- Valores da razdo maxima de crescimento, rendimento maximo, taxa de crescimento e tempo de
duplicagéo, obtidos a partir da curvas de crescimento de Microcystis sp. (MILJ-48) na condig&o controle e
dos cultivos crescidos em: exudato, exudato com adi¢do de exudato concentrado em 100x e exudato com
adi¢cdo de exudato concentrado em 50x. Todos os exudatos foram obtidos do 6°dia de cultivo da cepa
MILJ-48.

Razao . Taxa de
. . Rendimento . Tempo de
Cultivos max.de .. crescimento . .
crescimento maximo ) duplicacao(G)
controle 20,3 9,7x108 0,33 2,12
exudato
nao 7.3 3,5x10° 0,16 4,54
concentrado
exudato
concentrado 8.4 3,0x10° 0,16 4,54
em 50x
exudato
concentrado 6,3 4,1x10° 0,16 4,54
em 100x
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Figura 13- Variagao do rendimento maximo dos cultivos de Microcystis sp. (MILJ-48): controle, cultivo em

exudato, cultivo em exudato com adicdo de exudato concentrado 100x e cultivo em exudato com adicao

de exudato concentrado 50x.Todos os exudatos foram obtidos do 6°dia de cultivo da cepa (MILJ-48). Os

resultados representam a média * desvio padrdo. O * indica que o valor é significativo em relacdo ao

controle.
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Figura 14- Variagdo da taxa de crescimento dos cultivos de Microcystis sp. (MILJ-48): controle, cultivo em

exudato, cultivo em exudato com adigdo de exudato concentrado 100x e cultivo em exudato com adigcéo

de exudato concentrado 50x.Todos os exudatos foram obtidos do 6°dia de cultivo da cepa MILJ-48. Os
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resultados representam a média = desvio padrdo. O * indica que o valor é significativo em relagdo ao

controle.
4.2.2- Agregacao Celular:

Foi possivel observar que as células de Microcystis sp. crescidas nos exudatos
testados, apresentaram uma tendéncia a agregacao (Fig.15). Este comportamento foi
também observado por Sedmak & Elersek (2006) em cepas de Microcystis aeruginosa
cujas culturas foram expostas a agdo das microcistinas-LR, RR, e YR. Nessas
condigdes, as células exibiram uma tendéncia a formar pseudocolbnias com grandes
agregados de células. Os autores chamam atencéo ao fato do fenbmeno de agregacgéao
celular ser normalmente observado nas culturas utilizadas quando as mesmas atingem
uma fase estacionaria ou quando estdo “velhas”, o que reproduz igualmente o

comportamento da cepa MILJ-48, utilizada neste trabalho.

- - -

(A) | | | (B)
Fig.15- Efeito de agregacao celular observado nos cultivos em exudatos do 6°dia (A) e a condigao

controle (B).
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Paralelamente, comparando o fendmeno de agregacéao observado com cepas do
género Microcystis expostas a microcistina nos cultivos, com os resultados de um
estudo que envolve o sistema quorum-starvation em Pseudomonas aeruginosa,
mediante a adicdo de um AHL as suas culturas, podemos observar que as alteracoes
fisiologicas e morfolégicas promovidas sao similares (You et al.,, 1998). Dentre as
alteragdes morfolégicas induzidas em Pseudomonas aeruginosa, destacou-se aumento
no tamanho da célula e a agregacdo celular (You et al., 1998). E importante ressaltar
que essas foram as mesmas alteragbes observadas em células de Microcystis sp.
quando a microcistina foi adicionada (Sedmak & Elersek ,2006).

Dessa forma, se ao adicionar microcistina ou exudato, as culturas adquirem uma
morfologia tipica de culturas em fase estacionaria ou senescente, pode ser que esta
seja mais uma adaptagao para estender a sobrevivéncia provocada pelo sinal contido
no exudato. Assim, novamente os efeitos promovidos pela microcistina e pelo exudato
coincidem.

Em adi¢cao as modificagdes na morfologia externa, ao cultivar as células em meio
que contenha sinais que induzam quorum starvation, espera-se como resposta a
modificacdo de estruturas intracelulares. Portanto, em cianobactérias, sob limitacdo de
nutrientes, espera-se a indugdo de alteragbes tais como degradacao dos tilacoides,
inclusdes celulares e redugcédo de pigmentos fotossintéticos. Apesar de nao terem sido
realizadas analises de estruturas intracelulares no presente trabalho, Dagnino et al.
(2006) verificaram a degradacgao dos tilacéides em células de Microcystis sp. ao coloca-

las em meio condicionado obtido de culturas clorétidas (culturas em condigbes de
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limitagdo de nutrientes). Portanto, um sinal contido no meio induziu as caracteristicas
morfolégicas que sao observadas nas células quando as culturas estdo em situagdes
de escassez, mesmo que 0 meio esteja repleto de nutrientes. Apesar desse trabalho
apresentar indicios de que cianobactéria possa realizar quorum starvation, resta
investigar essas alteragdes diante da adicao de microcistina em culturas de Microcystis.

Valdor & Aboal (2006), também observaram um efeito inibitério sobre o
crescimento, com alteracbes de estruturas intracelulares, induzido pela adicdo das
microcistinas LR, YR e RR e de extratos celulares de cianobactérias em culturas de
outros géneros de cianobactéria, como Scytonema sp., Phormidium sp. e Geitlerinema
splendium. Dentre as alteragdes observadas sao apontadas: dilatagcdo e desagregacgéao
dos tilacdides; formagao de células de resisténcia nos géneros capazes de produzi-las;
descoloragao; alteragbes na agregacao das colonias; inclusdes celulares, deformagdes

e morte celular.

4.2.3- Variacdo na concentracao de Clorofila a:

Os cultivos crescidos em exudato obtido do 6°dia e em exudato do 6° dia com
adicao de exudatos concentrados (100x e 50x) da cepa MILJ-48 ndo promoveram
alteragdes na producdo de clorofila a em relagdo a condicdo controle (Fig.16),
mostrando que a adicdo das solu¢des dos exudatos concentrados nédo potencializou o

efeito do exudato do 6°dia sobre os cultivos testados.
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Fig.16- Variagdo da concentragao de Clorofila a em cultivos de Microcystis sp. (MILJ-48): controle, cultivo
em exudato, cultivo em exudato com adigao de exudato concentrado 100x e cultivo em exudato com
adigdo de exudato concentrado 50x.Todos os exudatos foram obtidos do 6°dia de cultivo da cepa (MILJ-
48). Os resultados representam a média + desvio padrao. O * indica que o valor é significativo em relagao

ao controle.

Os resultados confirmam o aspecto observado nas culturas, que neste
experimento ndo apresentaram estado de clorose como foi observado no experimento

1.
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4.2.4- Concentracéo de microcistina intracelular

A concentragao de microcistina intracelular se apresentou mais elevada no 6° dia
de crescimento da cepa MILJ-48 mostrando que nesta cepa, a produg¢ao de microcistina
€ mais acentuada durante a fase exponencial como ja foi observado em outros estudos
com 0 mesmo género de cianobactéria (Kearns e Hunter, 2001; Song et al. 2006,
Watanabe et al., 1989). Este resultado é diferente do observado no experimento 1,
onde o controle exibiu um pico de microcistina no 9° dia. Este fato poderia ser atribuido
a idade das células utilizadas como inoculo, ja que houve uma diferenca de 2 dias de
antecedéncia na idade das células utilizadas como indéculo neste experimento em
relacdo ao anterior. De acordo com Schatz et.al.( 2007) o efeito inibitério da microcistina
foi dependente da idade das células que foram submetidas a adigao de microcistina em
culturas de Microcystis sp.

Todas as condigdes testadas reproduziram um mesmo padrdao de producgao,
apresentando uma diminui¢gdo da concentracdo de microcistina intracelular apés o 9°
dia de cultivo (fig.17(A) e fig.17(B)).

O tratamento estatistico dos resultados de concentracdo de microcistina
intracelular ndo apresentou diferengas significativas, embora as condigbes testadas
com exudato tenham apresentado redugdes significativas de crescimento em relagéao a

condicao controle (Fig.13 e 14).
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Fig.17 (A)- Producdo de microcistina intracelular-ug/10°células em cultivos de Microcystis sp. (MILJ-48)
da condig¢ao controle, cultivo em exudato, cultivo em exudato com adigao de exudato concentrado 100x e
cultivo em exudato com adigao de exudato concentrado 50x, de acordo com os dias amostrais: inicio, 6°,
9° e 15° dia experimental. Todos os exudatos foram obtidos do 6°dia de cultivo da cepa (MILJ-48). Os

resultados representam a média £ desvio padréao.
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Fig.17(B)- Variagdo da concentragdo de microcistina intracelular-ug/10scélulas em cultivos de Microcystis
sp. (MILJ-48): condigdo controle, cultivo em exudato, cultivo em exudato com adicdo de exudato
concentrado 50x e cultivo em exudato com adicdo de exudato concentrado 100x, de acordo com as
condi¢cbes experimentais. Todos os exudatos foram obtidos do 6°dia de cultivo da cepa (MILJ-48). Os

resultados representam a média * desvio padréo.

Ao analisar a porcentagem da variacdo da concentragdo de microcistina
intracelular nos cultivos em exudatos em relagdo ao cultivo controle, verificou-se um
aumento no 6° e no 15° dia de cultivo, com uma reducao intermediaria no 9° dia

experimental, reproduzindo os resultados observados no experimento1 (fig.18).
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Figura 18- Porcentagem da concentragdo de microcistina intracelular-ug/10°células, detectada nos
cultivos crescidos em exudato, cultivo em exudato com adigdo de exudato concentrado 50x e cultivo em
exudato com adicdo de exudato concentrado 100x, no inicio, 6° 9° e 15° dia em relagdo a condicao
controle dos respectivos tempos amostrais. Todos os exudatos foram obtidos do 6°dia de cultivo da cepa
(MILJ-48).

4.3- Andlise da concentracdo de microcistina no meio extracelular:

Diante da suspeita da participagdo da microcistina na inibicdo do crescimento
observada nos experimentos anteriormente apresentados, foi necessaria uma avaliagao
da concentracdo de microcistina contida no meio extracelular (exudatos) nas fases
equivalentes. Para isso, foi feito um cultivo em meio ASM-1 e foram retiradas amostras
para analise de microcistina do exudato nos dias 0, 6 € 12. As analises foram realizadas

utilizando o método de imonoensaio enzimatico (ELISA)
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Fig.19- (A) Variagcéo da concentragao de microcistina extracelular-ng/mL da cepa MILJ-48 crescida em
meio ASM-1. (B) Variagdo da concentragdo de microcistina extracelular—ng/105 células da cepa (MILJ-48)

crescida em meio ASM-1. Os resultados representam a média + desvio padrao.

A diferenca observada no conteudo de microcistina no meio extracelular,
comparando sua concentragdo em ng/ml (Fig.19(A)) e em ng/10°células (Fig.19(B))
mostra que apesar da microcistina tender a acumular no meio, a sua liberagdo pela
célula parece decrescer a medida que a cultura envelhece. Contudo a producgao
intracelular por célula mostrada na figura 17(A) sugere uma tendéncia a um novo

aumento no 15°ia. Portanto, € necessario que seja realizado um acompanhamento

apos o 15° dia de cultivo para confirmar essa tendéncia.
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Essa tendéncia a um novo acréscimo na produg¢ao de microcistina possui suporte
nos resultados de Schatz et al. (2007), que demonstram uma maior expressao de
MycB, uma das enzimas envolvidas na produgdo de microcistina pelas células de
Microcystis sp., na fase estacionaria. Assim, pode ser que haja dois momentos distintos
onde a maior produgédo da microcistina seja necessaria para a regulagao fisiolégica da
cepa: na fase exponencial, pois apds esse periodo observa-se um declinio da
velocidade de crescimento fazendo com que a populacédo entre na fase estacionaria; e
na propria fase estacionaria, ja que se espera que neste periodo a densidade
populacional se mantenha constante, dessa forma as concentracdes de microcistina
precisariam manter-se altas a fim de regular o crescimento das células exercendo o
efeito inibitorio. Portanto, tanto os resultados de Schatz et al. (2007) quanto os obtidos
no presente trabalho, apoiariam a idéia de que a microcistina possa participar de uma
regulagéo do crescimento das células produtoras.

O acréscimo da concentragcdo de microcistina observado no meio extracelular
(Fig.19(A)) nédo é surpreendente ja que as condigdes em que foram mantidos os
experimentos nao propiciam a sua degradacao. Além disso, esse acumulo é compativel
com a possivel participagdo da microcistina como uma molécula sinalizadora, ja que
para que o0 processo de quorum sensing ocorra, precisa haver a percepg¢ao de um sinal
correspondente a uma densidade celular critica. Dessa forma, os resultados do
experimento 2 também contribuem para essa explicacdo mostrando que o ponto critico
da concentragdo de um sinal pode ter sido ja alcangado com a concentracédo do

exudato do 6° dia de cultivo.
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Além disso, o trabalho realizado por Schatz (2007), mostrou que a microcistina e
outros peptideos liberados de células de Microcystis sp. estimulam a expressao de
McyB e que concentragdes de microcistina superiores a 10ug/L ndo exerceram efeito
adicional, mostrando que parece haver um limite para a promocéo do efeito. O mesmo
autor mostra que a sensibilidade das células expostas as microcistinas se apresentou
dependente do estado fisiolégico e que as células em fase estacionaria sdo mais
sensiveis a exposicdo a microcistinas respondendo mais fortemente com a maior
expressao de McyB.

Como o que era de interesse para a analise dos experimentos nos quais foram
utilizados os exudatos era a concentracdo absoluta de microcistinas, que ficou contida
no meio de cultivo e ndo a sua proporgao de excreg¢ao por célula, foi considerado o
resultado absoluto de microcistina no exudato para correlacionar com os resultados das
concentracdes de microcistina dos experimentos 1 e 2.

As concentragdes de microcistina detectadas no experimento 1 demonstraram
uma producao diferenciada de acordo com as fases de crescimento da cepa. No
entanto, como a microcistina tende a aumentar sua concentracdo no meio extracelular
(Fig.19(A)), parece que as diferengas na produgdo de microcistinas totais (intra e
extracelular) observadas (Fig. 10) foram resultado principalmente das variagdes do
conteudo intracelular. Parece que as células estdo programadas a diminuir ou a
aumentar a produgao de microcistina em determinadas fases, o que contribui para a
sugestdo de que a microcistina desempenhe um papel fisiologico nas células

produtoras.

59



4.4- Microcistina como sinalizador de densidade populacional

Para avaliar a viabilidade da hipétese de a microcistina atuar como uma molécula
sinalizadora de densidade populacional, com participagao no controle da divisdo celular,

alguns requisitos precisam ser considerados:

1°) A producdo de microcistina precisaria ser infuenciada pelas flutuagdes do
meio, para assim aumentar ou reduzir de acordo com os fatores ambientais e promover
as respostas adequadas as diferentes situagoes.

Essa dindmica é apresentada em varios estudos que mostram variagdo na
producado de microcistina de acordo com a intensidade luminosa, salinidade, nutrientes
e temperatura (Jiang et al., 2007). Além disso, o conjunto de genes da microcistina
sintetase (mcyABCDEFGHIJ) gera dois transcritos policistronicos, mcyABC e
mcyDEFGHIJ, a partir de um promotor central localizado entre mcyA e mcyD. Ambos os
transcritos possuem dois sitios de inicio de transcricdo, usados alternadamente de
acordo com a intensidade luminosa em que a cianobactéria € cultivada (Kaebernick et

al., 2002).

2°) Por ser um polipeptidio pouco permeavel na membrana, para que a

microcistina possa ser considerada como um sinal, deveria também ser exportada pela

célula, ndo sendo sua liberagao apenas resultante da lise celular.
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O conjunto de genes mcy inclui o gene mcyH, cuja sequéncia apresenta alta
similaridade com transportadores do tipo ABC (ATP binding cassete), especialmente
com o subgrupo dessa familia de transportadores associado com a exportagdo de
peptideos nao ribossomais. A inativagdo do gene mcyH resultou na perda da produgao
de microcistina e ainda na auséncia de expressdo de pelo menos um dos outros
componentes do complexo mcy, sugerindo seu papel ndo apenas no transporte mas
também na biossintese de microcistina . Esses resultados reforcam questdes a respeito

do papel ecofisiolégico da microcistina (Pearson et al., 2004).

3°) A microcistina deveria promover algum efeito na propria célula produtora.

De fato, a adicdo das microcistinas mais comuns, microcistina-LR, microcistina-
RR, e microcistina-YR, produz mudangas morfolégicas e fisioldgicas em cultivos de
Microcystis aeruginosa, seja em cepas produtoras ou nao das toxinas testadas
(Sedmak & Elersek, 2006). Os autores ressaltam que o fato das microcistinas
dissolvidas exercerem efeito na fisiologia de cianobactérias produtoras de microcistina
leva a concluir que o papel dessa molécula na célula produtora é diferente de seu papel

no ambiente aquatico.

4°) A cepa produtora de microcistina deveria possuir alguma vantagem

adaptativa em relagdo a nao-produtora, uma vez que a sinalizacdo deveria exercer

alguma funcgéo na célula.

61



No entanto, a dinamica populacional entre cepas toxicas e nao-toxicas, tanto no
ambiente quanto em condi¢des de cultivo até agora estudadas, provam o contrario. As
cepas nao-produtoras de microcistina dominam os ambientes naturais (Welker et al.,
2003; Welker et al., 2007) e competitivamente excluem as cepas produtoras em
condigdes de cultivo (Kardinaal et al., 2007).

Embora o custo fisiolégico da producdo de toxina ainda ndo tenha sido
completamente elucidado, parece de fato que possui implicacdes nas cepas produtoras
de toxina, tornando-as menos eficientes.

Em experimentos de competicdo entre cepas toxicas e nao-toxicas de
Microcystis, as cepas téxicas foram competitivamente excluidas, mesmo com in6culo de
células muito superior em relagdo a nao-téxica (Kardinaal et al., 2007). Considerando o
custo-beneficio da produgdao de toxina, ao investir seus recursos na producado de
microcistina, a cepa pode ter menos recursos disponiveis para investir em outras
funcodes celulares.

Comparando a correlagdo entre microcistina e crescimento em Microcystis com
resultados similares, obtidos em um estudo com Vibrio harveyi, o crescimento celular
apresentou correlacdo com bioluminescéncia, sendo que a bioluminescéncia tendeu a
diminuir a taxa de crescimento. Nesse caso, os autores sugerem que a energia
canalizada para a emissao de luz compete com a energia utilizada para o crescimento
(Nackerdien et al., 2008).

A correlagao negativa entre crescimento e concentragdo de microcistina foi

também observada em ambientes naturais, onde foram acompanhadas floragcdes de
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Microcystis em lagos eutroficos. Com o aumento da biomassa de Microcystis, as
floracbes se apresentam, em média, menos téxicas, ou seja, quanto mais densa a
floracdo de células de Microcystis, menor a concentragdo de microcistina detectada
(Kardinaal et al., 2007; Welker et al., 2003).

Além disso, a média do conteudo de microcistina por célula é tipicamente alta no
inicio da floragdo de Microcystis, mas diminui consideravelmente no auge dessas
floragcdes (Welker et al., 2003; Welker et al., 2007; Kardinaal et al., 2007).

Essa variacao temporal entre a concentragdo de microcistina e a densidade
celular poderia ser explicada pela variacdo da propor¢cao das cepas produtoras e nao
produtoras que compdem a floracdo. A densidade de células ndo produtoras de
microcistina € maior que a das células produtoras, no auge das floragbes, ja que a
produgdo de microcistina parece prejudicar a capacidade de crescimento das cepas
produtoras (Kardinaal et al., 2007). Desse modo, do inicio ao auge da floragao, haveria
uma sucessao temporal entre as cepas toxicas e nao toxicas.

Pode ser que nos atuais estados de trofia dos ecossistemas aquaticos, que vem
cada vez mais se apresentando como eutroficos, essa funcido tenha se tornado pouco
util para as cepas produtoras, o que pode ser refletido pela dominancia das cepas nao-
toxicas nos ambientes naturais.

Rantala et al. (2004) prop6s a hipotese de que a capacidade de produzir
microcistina esteve presente em um ancestral comum a muitos géneros de
cianobactérias e foi herdada verticalmente ao longo da diversificagdo dos géneros

toxicos de cianobactéria, sendo repetidamente perdida. Todos os géneros que
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produzem microcistina contém linhagens que nao a produzem. A diferenca entre as
linhagens produtoras e ndo produtoras esta na auséncia de todos ou alguns genes do
complexo de microcistina sintetase. Dessa forma, para o género Microcystis, os genes
de microcistina sintetase estiveram originalmente presentes e as linhagens nao tdxicas
perderam a capacidade de produzir a toxina. Uma analise filogenética mostrou que a
maioria das linhagens toxicas de Microcystis aeruginosa fica agrupada enquanto que
linhagens nao toxicas se distribuem por toda a arvore filogenética (Tanabe et al., 2007).
Além disso, em um grupo de linhagens tdxicas sdo encontradas também linhagens nao
toxicas, o que indica que genes para a sintese da toxina podem ser perdidos ou
adquiridos.

Também no caso de Planktothrix, todas as linhagens nao téxicas isoladas na
Europa haviam perdido 90% do complexo de genes de microcistina sintetase
(Christiansen et al., 2008). Assim, a capacidade de uma cepa produzir microcistina
depende primeiro da presenga do complexo microcistina sintetase e em segundo lugar
da sua expressao, sob influéncia de fatores ambientais.

No entanto, caso a microcistina tenha relagdo com a regulagao fisiolégica, a
diminuicdo do metabolismo pode representar um ganho, ja que capacita a populagao a
uma autoregulagao, possibilitando que a populagdo mantenha-se por mais tempo sob
situacdes limitantes de recursos.

Também se deve considerar que a frequéncia observada da co-ocorréncia de
cepas toxica e ndo-toxicas pode ser interpretada como decorrente de processos

seletivos cujos fatores ndo estejam diretamente relacionados com a produgao de
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microcistina. Assim, a analise de custo-beneficio da produgdo de microcistina precisa
considerar que essa variagao pode ser devida também a outras caracteristicas

ecoldgicas, refletindo os processos de adaptagao aos respectivos ambientes.

5°) As cianobactérias precisariam possuir um sistema que fosse capaz de
perceber o sinal liberado.

Embora os estudos introdutérios sobre quorum sensing em cianobactéria tenham
sido voltados para a investigacdo da sinalizacdo por meio de AHL, cianobactérias
possuem o sistema sensorial de dois componentes, que consiste de uma proteina
transmembrana histidina quinase (HPK) e uma proteina reguladora de resposta (RR).
(Mann et al., 2000). O papel de HPK seria de direcionar a fosforilagao para sua proteina
cognata RR, em resposta a um sinal ambiental especifico. Essa fosforilagao regularia a
atividade de RR, geralmente envolvida na expressao génica (Mann et al., 2000).

A andlise do genoma de Synechocystis PCC6803 indica pelo menos 44
proteinas histidina quinase e 52 proteinas reguladoras de resposta (Kaneko et al.,
1996) e proteinas de cianobactérias contendo os moédulos HPK e RR estao envolvidas
em uma ampla faixa de respostas adaptativas (Mann et al., 2000).

O balanco entre a fosforilacdo e a desfosforilagcdo de proteinas € a base para o
controle de diversos eventos biolégicos disparados por sinais extracelulares como
horménios, carcindgenos, citocinas, neurotransmissores, substancias ou metabdlitos
téxicos (Jia, 1997). Em consequéncia a agao destes sinais, ocorre regulagao da diviséo,

diferenciagao, desenvolvimento e morte celular, regulagdo do metabolismo e expressao
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génica, contragao, transporte, locomogao celular, aprendizado e memoaria (Genoux et
al., 2002).

Portanto, considerando: (i) as alteragdes fisiolégicas, morfolégicas e moleculares
induzidas nas proprias células produtoras ao adicionar microcistina em seus cultivos;(ii)
as possibilidades de sinalizacdo pela microcistina suportadas pelos trabalhos
apresentados anteriormente; e (iii) os resultados verificados pelo presente trabalho, a
hipotese da participacdo da microcistina no controle fisiolégico das células produtoras

justifica ser considerada e investigada.
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5- CONCLUSOES:

1-

5-

O cultivo da cepa de Microcystis sp., MILJ-48 em exudato proveniente desta
cepa resultou em inibicdo da sua taxa de divisdo celular nas condicbes

experimentais utilizadas.

Exudatos de Microcystis sp.(MILJ-48) retirados das diferentes fases de
crescimento exerceram um efeito inibitério sobre o crescimento de forma

variavel.

A condicao de cultivo na qual foi observado um efeito inibitério maximo sobre
o crescimento foi aquela com exudato retirado do 6° dia de cultivo de

Microcystis sp.

Os cultivos em exudatos apresentaram clorose, fenbmeno observado em
culturas em condicdes de limitacdo de nutrientes, com reducdo nos
pigmentos fotossintéticos, o que pode significar uma redugcéo do metabolismo

da populagao.

As concentragdes de microcistina nos exudatos obtidos da prépria cepa
testada apresentaram uma correlagao positiva com o efeito inibitério sobre o

crescimento de Microcystis sp. (MILJ-48).
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6- Os efeitos dos exudatos incluiram agregacgao celular tipica de culturas em

fase estacionaria.

7- O fato de o exudato ter exercido efeito sobre as préprias células produtoras

sugere a existéncia de um sistema de autoregulagcdo sensivel a densidade

celular, como os que utilizam moléculas sinalizadoras - quorum sensing.

8- Esses resultados nos permitem levantar a hipotese da participacdo da

microcistina como um sinal regulatério da fisiologia das células produtoras.
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6- PERSPECTIVAS FUTURAS:

6.1- Experimento com adicdo de microcistina as culturas de Microcystis sp.

Para a comprovacdo da hipétese de ser a microcistina uma molécula
sinalizadora, faz-se necessaria uma investigagao na qual reuna em um so6 experimento
as evidéncias colhidas de varios trabalhos, uma vez que estes se complementam,
porém sozinhos ndo comprovam a questao.

Dagnino et al. (2006) demonstraram alteragbes estruturais internas, redugéao no
crescimento e clorose em culturas de Microcystis sp. que receberam meio condicionado
de culturas clorétidas de Microcystis sp. em que sugerem quorum-starvation. No
entanto, ndo adicionaram a prépria microcistina as culturas de Microcystis sp., e sim o
exudato da cepa estudada.

Sedmak & Elersek (2006) adicionaram microcistina em culturas de Microcystis
aeruginosa, porém nao avaliaram o efeito sobre o crescimento celular e alteragdes nas
estruturas intracelulares, demonstrando apenas algumas alteragées morfologicas.

Hu et al.,, (2004) observaram inibicdo no crescimento e clorose em culturas
tratadas com MC-RR, no entanto seu estudo avaliou seu efeito em Synechococcus
elongatus, uma cianobactéria ndo produtora de toxina.

Apesar de Valdor & Aboal (2006) demonstrarem o efeito inibitério das
microcistinas LR, YR e RR sobre o crescimento celular de alguns géneros de trés

ordens distintas de cianobactéria, ainda assim, o género Microcystis, nao foi testado.
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Schatz et al., (2007) verificaram que a lise de células de Microcystis aeruginosa e
a adicdo de microcistina as culturas da prépria cepa promoveram o aumento da
producao de microcistinas nas células remanescentes de sua cultura, sugerindo o seu
papel com info-quimico, porém a variagdo na produgdao de microcistina nao foi
correlacionada com o crescimento da cepa, o que é importante para a sugestao do seu
papel como reguladora da densidade populacional.

Portanto, surge a necessidade de testar a adigdo de microcistina a uma cultura
de Microcystis sp., verificando os paramentros fisioldgicos e morfolégicos (inibicao do
crescimento celular, alteragbes de estruturas internas: degradacédo de tilacdides,
inclusdes celulares, alteragées morfoldgicas externas: agregacao celular e tamanho da

célula) para a investigagao da fungao da microcistina.

6.2- Experimento utilizando os exudatos de uma cepa de Microcystis sp. néao

produtora de microcistina.

Adicionalmente ao experimento com adicdo de microcistina as culturas de
Microcystis sp., se faz necessario um experimento complementar, submetendo as
células ao crescimento em exudato de uma cepa de Microcystis sp. ndo produtora de
toxina, avaliando dessa forma seu efeito e a possivel participacdo de outras moléculas

contidas no exudato.
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Neste experimento seriam avaliados os mesmos parametros fisiolégicos e
morfolégicos verificados no experimento com adicdo de microcistina, para fins

comparativos.

6.3- Investigacdo da possivel via de sinalizacdo da microcistina

Caso o0s resultados dos experimentos anteriores sejam positivos, o0
aprofundamento dessa linha de pesquisa seria avaliar a possivel via de sinalizagao da
microcistina.

A possibilidade de microcistina funcionar como um inibidor de proteinas fosfatase
das préprias cianobactérias ja foi sugerida (Kaerbernick & Neilan, 2001). Tal sugestao
foi levantada com base na identificagdo dos genes que codificam proteinas quinases e
fosfatases tipo eucariéticas em Anabaena PCC7120 (Zhang & Libs,1998). No entanto, a
atividade das proteinas fosfatases encontradas em Microcystis sp. nédo foi inibida pela
microcistina testada (Shi et al., 1999).

Apesar da microcistina ndo exercer efeito sobre as fosfatases em cianobactéria,
seu efeito em outras proteinas envolvidas no processo de fosforilacdo nao foi ainda
pesquisado.

Sabe-se que o balango celular entre a atividade fosfatase e quinase é um
mecanismo crucial para as atividades celulares e PP2A desempenha um papel
importante mantendo o balango entre sobrevivéncia e morte celular. Em células de

mamiferos, a microcistina-LR induziu apoptose principalmente mediada pela inibicao de
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PP2A e consequente ativacao de MAPKs (mitogen-activated protein kinases) (Komatsu
et al., 2007).

Portanto, permanece a possibilidade da microcistina atuar na regulagéo do ciclo
celular em cianobactérias, atuando sobre vias de sinalizacdo dependentes de

fosforilagao.

Ao analisar o contexto:
= De que a microcistina promove inibicdo no crescimento celular e/ou mudancas
morfolégicas em alguns géneros de cianobactéria (Valdor & Aboal, 2006;
Sedmak & Elersek, 2006);
= Que a microcistina exerce efeito sobre as proteinas quinases e fosfatases, que
regem o ciclo celular em mamiferos (Komatsu et al., 2007);
= Que proteinas quinases tipo-eucaridticas tem sido descobertas em
cianobactérias (Zhang, 1993);
= Que proteinas quinases tipo-eucariéticas podem estar envolvidas em respostas
fisiolégicas em cianobactérias (Mann et al., 2000)
= e considerando o presente trabalho.
Pode ser sugerida mais uma hipétese: a de que a microcistina possa utilizar essas
proteinas como via de sinalizacdo em cianobactérias. Essa questdo € uma proposta a
ser considerada em trabalhos futuros e pode vir a complementar e confirmar as

sugestdes do presente trabalho.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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