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RESUMO

Cianobactérias sao microrganismos procaridticos fotossintetizantes que ocorrem em
ecossistemas aquaticos e terrestres. Alguns géneros de cianobactérias produzem metabdlitos
secundarios que sdo toxicos para a biota aquatica e para os mamiferos terrestres. De especial
interesse entre esses compostos, sao as cianotoxinas: pequenas moléculas com agédo
hepatotoxica, neurotdxica, citotéxica ou dermatotdxica que representam um sério problema de
saude publica quando presentes em reservatérios destinados ao abastecimento publico.
Microcystis aeruginosa € uma espécie de cianobactéria presente em varios paises e
frequentemente relacionada a episodios de intoxicagcdo animal devido ao fato de ser
potencialmente produtora da cianotoxina microcistina. Apesar de haver extensa literatura sobre a
estrutura e os efeitos da microcistina, pouco se sabe a respeito do processo de sua producéo pela
cianobactéria. Assim, este trabalho teve como objetivo comparar, por meio da protedmica, duas
cepas da espécie M. aeruginosa contrastantes para toxicidade. Foram escolhidos 47 diferentes
spots de ambos os géis. Foram obtidas identificagcdes para 30 deles, sendo 9 exclusivos da cepa
téxica, 6 exclusivos da cepa ndo tdxica, 11 super expressos na toxica e 4 super expressos na nao
toxica. As 30 identificacdes correspondem a 20 proteinas diferentes. Cerca de 53% das proteinas
sequenciadas estdo relacionadas ao metabolismo energético. Elas foram expressas em maior
guantidade pela cepa tbxica, o que indica que maior capacidade energética esta diretamente
relacionada com a capacidade de produzir microcistina em relacao a cepa nao produtora. Sugere-
se gque a producdo da microcistina também esteja relacionada com proteinas envolvidas
indiretamente em sua producgéo. Propde-se que a produgdo da microcistina, além de relacionar-se
com condi¢des nutricionais e ambientais especificas, também dependa da expressdo em niveis
mais elevados de proteinas relacionadas ao metabolismo energético, considerando-se o gasto

necessario para sua producéo e armazenamento intracelular.

Palavras-chave: floracdo, Microcystis aeruginosa, microcistina, protedbmica comparativa,

metabolismo energético.



ABSTRACT

Cyanobacteria are photosynthetic prokaryotic microorganisms that occur in aquatic and
terrestrial ecosystems. Some cyanobacteria genera produce secondary metabolites that are
usually toxic to aquatic biota and terrestrial mammals. Among these compounds, cyanotoxins are
of special interest. Cyanotoxins are small molecules that act as hepatotoxins, neurotoxins,
cytotoxins or dermatotoxins, what represents a serious public health problem when it is present in
reservoirs designated to public supply. Microcystis aeruginosa is a cyanobacteria species present
in several countries and frequently related to animal intoxication episodes due to its capacity to
produce the cyanotoxin microcystin. Despite the vast literature concerning microcystin structure
and their effects, little is known about its synthesis in cyanobacteria. Therefore, the goal of the
present work was to compare two M. aeruginosa strains contrasting for toxicity by proteomic tools.
Forty seven spots were chosen from both gels. Identification was obtained for 30 of them, being 9
exclusive of toxic strain, 6 exclusive of non toxic strain, 11 up-regulated in toxic strain and 4 up-
regulated in non toxic strain. The 30 identifications correspond to 20 different proteins. Around 53%
of the sequenced proteins were related to energetic metabolism, being these proteins up-regulated
in the toxic strain. These data indicate that a most efficient energetic production could be directly
related to microcystin assembly in comparison to the non-toxic strain. Moreover, it is suggested
that the production of microcystin could also be related to other proteins than those directly
involved in its production. Besides the dependency of nutritional and environmental specific
conditions for microcystin production, it is proposed that its synthesis is dependent on expression
in higher levels of proteins related to energetic metabolism, considering the amount of energy

consumed in its production and intracellular storage.

Key words: bloom, Microcystis aeruginosa, microcystin, proteomics tools, energetic
metabolism.
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1 Introducéo

1.1 Cianobactérias

Cianobactérias sdo organismos procariontes, aflagelados, com estrutura de parede
baseada em camada de peptideoglicano (semelhante & das bactérias gram-negativas). S&o
microrganismos capazes de realizar fotossintese oxigénica (Stainer & Cohen-Bazire, 1977) — ou
seja, com liberacdo de oxigénio molecular para a atmosfera — devido a presenca dos pigmentos
para captacdo da energia luminosa (clorofila-a e ficobiliproteinas). Seu aparato fotossintético esta
localizado nos tilacoides.

Nas células vegetativas cianobacterianas, existem quatro classes de inclusfes: granulos
fosfato, granulos de glicogénio, granulos de cianoficina e os carboxissomos (Stainer & Cohen-
Bazire, 1977) (Figura 1). Além destas, algumas cianobactérias apresentam ainda inclusées
conhecidas como vesiculas de gas. Estas sdo altamente permedaveis a todos os tipos de gases
(N, O, CO,, CO, Hy, Ar, CHy) e impermeaveis a moléculas de agua, contribuindo, assim, para
regular a profundidade da célula na coluna d’agua (Walshy, 1972). Alguns géneros apresentam
uma célula modificada chamada heterocito. Nesse compartimento separado, ocorre a fixagdo de
nitrogénio atmosférico sob condicbes anaerdbicas. Uma vez fixado, o heterocito transfere o
nitrogénio para as células vegetativas. Algumas espécies produzem estruturas denominadas
acinetos. Estes também séo células modificadas, diferenciadas pela formacdo de um envelope
fino com multicamadas. Os acinetos constituem uma estrutura de resisténcia (Stainer & Cohen-
Bazire, 1977).

Morfologicamente, as cianobactérias podem ser unicelulares, como no género
Synechocystis, coloniais, no qual as células se mantém unidas devido a presenca de mucilagem,
como Microcystis, ou filamentosas, consistindo em células alinhadas em série, separadas por uma
membrana em comum, como nos géneros Cylindrospermopsis e Anabaena. O Unico modo de
reproducdo conhecido entre elas é a reproducédo assexuada — por fissdo binaria ou hormogdnia

(Stainer & Cohen-Bazire, 1977).
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A ocorréncia das cianobactérias é ampla e diversificada. Em ecossistemas de agua doce,
marinhos, e até mesmo nos solos e em outros habitats terrestres, podemos encontrar esses
microscopicos organismos. As cianobactérias sdo particularmente importantes na comunidade
fitoplanctbnica de ambientes dulcicolas, diferenciando-se de outros grupos fitoplanctdnicos por

sua organizagao celular procarionte.

I i/
ap 1=
Ly
L . I
E
L)
o
C
C :
0
s
L]
D \
M

Figura 1. Representagdo esquematica da célula vegetativa de cianobactéria. (A) Membrana celular; (B) Membrana
tilacoidal; (C) Vis&o frontal dos ficobilissomos presos ao tilacdide adjacente; (D) Viséo lateral dos ficobilissomos; (E)
Granulos de glicogénio (glicogénio é o principal material de reserva organico ndo-nitrogenado); (F) Granulos de
cianoficina (cianoficina é a reserva de material organico nitrogenado); (G) Vesiculas de gas; (H) Ribossomos 70S; (1)
Carboxissomos; (J) Granulos de polifosfato; (L) Ampliacdo do envelope celular (membrana externa, camadas de
peptideoglicano e membrana celular); (M) Parte do tilacéide ampliado (unidades de membrana pareadas com os

ficobilissomos presos). Stainer & Cohen-Bazire, 1977.

Algumas espécies de cianobactérias possuem importancia econémica — valor nutritivo em

geral alto. Elas tém sido usadas na dieta humana desde civilizacbes antigas como suplemento
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alimentar ou fonte de proteinas (Campanella et al., 1998), pois sao ricas em vitaminas. O género
Spirulina, por exemplo, € consumido em cerca de 70 paises do mundo (Gantar & Svircev, 2008).
Outras, quando capazes de fixar nitrogénio atmosférico, contribuem para a fertilidade do solo e da
agua (Chorus & Bartram, 1999). No entanto, outras espécies de cianobactérias, especialmente as
aguaticas — tanto as marinhas quanto as dulcicolas —, apresentam caracteristicas que podem ser
prejudiciais aos demais organismos, como a producéo e liberacdo de toxinas. Mesmo quando as
toxinas nado sdo produzidas, o simples fato de esses organismos reproduzirem-se
demasiadamente, formando florag&o, j& é prejudicial ao ambiente.

Entre as espécies capazes de produzir toxinas, Microcystis aeruginosa € uma das mais
estudadas, pois tem ocorréncia cosmopolita e representa impacto negativo em varios
ecossistemas aquaticos do mundo por ser potencialmente produtora da cianotoxina microcistina
(Visser et al., 2005). Microcystis € um género de cianobactéria formador de colbnia, ou seja, varias
células que ocorrem agrupadas, envolvidas por uma bainha de mucilagem. O tamanho da col6nia
varia de poucas a centenas de células. Suas células sado esféricas, possuem membrana tilacoidal,
membrana citoplasmética, parede celular com uma nitida camada de peptideoglicano, membrana
externa e uma camada de glicocalice. Seu citoplasma contém corpos de polifosfato, granulos de
cianoficina e inUmeras vesiculas de gas (Caiola & Pellegrini, 1984). Esse género foi descrito por
Kiitzing no inicio do século XX. Em ambientes eutrofizados, o género Microcystis € capaz de
formar floracdes com potencial para producdo de microcistinas — peptideos extremamente téxicos,
descritos a seguir —, configurando um género de enorme impacto econdmico e social devido aos

problemas de saude humana gerados.

1.2 Cianobactérias, agua e problemas de saude

A agua € um elemento essencial para que a vida exista na Terra, pois henhum processo
metabdlico ocorre sem sua acgédo direta ou indireta. A qualidade da &gua, portanto, € de extrema
importancia para o0 consumo humano, para 0 consumo animal ou para a manutengdo da biota

aguatica. Tanto para uso pelos animais quanto pelos seres humanos, a agua deve ser de boa
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gualidade da agua, preenchendo condi¢des minimas para que possa ser ingerida (di Bernardo,
1995).

Existem determinados fatores que s&@o responsaveis pela diminuicdo da qualidade da
agua, entre eles, a eutrofizacdo. Eutrofizacdo € o aumento da producdo primaria em sistemas
aquéticos como consequéncia da elevagdo dos niveis de nutrientes, principalmente compostos
nitrogenados e fosfatados. A entrada desses nutrientes pode ser reconhecida como um problema
de poluicdo. Varios ecossistemas dulcicolas apresentam-se em estado eutréfico (ex. Hee-Jin et
al., 2005; Baldia et al., 2003; Bonnet et al., 2002; Borics et al., 2000) devido, entre outras causas,
ao rapido e desordenado crescimento e a ocupacao populacional em suas proximidades. Uma das
consequéncias da eutrofizagdo € o crescimento exacerbado de cianobactérias nos corpos d’agua,
fendbmeno conhecido como florac&o (Tonietto et al., 2008).

As floracdes de cianobactérias representam um dos impactos negativos sobre a qualidade
da agua, podendo causar gosto e odor desagradaveis, liberacdo de toxinas e alteracdo do
equilibrio ecoldgico do sistema aquatico (Yunes et al.,, 2005; Bittencourt-Oliveira et al., 2001).
Como as floracdes de cianobactérias comumente resultam de processos de eutrofizacdo e a
pressédo antropica é cada vez maior, floragdes toxicas tendem a aumentar em tamanho e duracao,
0 que também aumenta o risco de exposicdo a niveis que podem causar toxicidade aguda
(Carmichael, 1992). Assim, a ocorréncia de floracGes toxicas representa um grave risco a saude
publica, principalmente quando se da em reservatérios destinados ao abastecimento de agua
potavel para a populagao.

Uma vez perdidas para o meio aquatico, as cianotoxinas permanecem ali por até trés
meses, devido a sua alta estabilidade quimica (Funari & Testai, 2008). Além disso, essas toxinas,
guando dissolvidas, ndo sdo removidas pelo sistema de tratamento convencional da agua
(Lambert et al., 1996). Outro problema é o seu bioacimulo na teia trofica aquatica, fator de
magnificacdo dos seus efeitos tdxicos (Sivonen & Jones, 1999). Em casos de ingestédo de agua ou
de animais aquaticos contaminados — como peixes —, ou nos casos de hemodialise realizada com
agua contaminada, as toxinas — presentes na agua ou bioacumuladas em animais — atingem o

homem, causando principalmente problemas renais, hepaticos, neuroldgicos e gastrintestinais
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(Carmichael, 1992; Azevedo et al., 2002). Por esse motivo, as cianobactérias foram incluidas
entre 0s microrganismos patogénicos emergentes, mesmo ndo havendo colonizacdo ou invasao
em um hospedeiro (OECD, 2005).

Em humanos, a exposicdo cronica a baixos niveis de microcistina pode levar a
carcinogénese e a promogao do crescimento do tumor. Ja nos casos de exposigao recreacional,
podem ocorrer irritagbes cutaneas e problemas gastrintestinais (Kuiper-Goodman et al., 1999).
Mas foi em 1996 que ocorreu o caso de intoxicagdo humana por cianotoxinas mais grave ja
documentado. Dos 131 pacientes de hemodialise tratados em Caruaru-PE, 116 apresentaram
distarbios visuais, nduseas e vomito apos o tratamento. Posteriormente, 100 deles apresentaram
faléncia hepatica aguda e 76 morreram. Das 76 mortes, 52 foram atribuidas a “Sindrome de
Caruaru”. Andlises da agua usada no tratamento, do tecido hepatico e do soro dos pacientes
atribuiram as mortes a presenca da hepatotoxina microcistina (Carmichael et al., 2001; Azevedo et
al., 2002).

O tragico incidente em Caruaru no ano de 1996, além de estimular um numero cada vez
maior de pesquisas sobre a relacdo entre as cianobactérias e a qualidade da agua, teve reflexos
também na legislacdo brasileira relacionada aos recursos hidricos. A Portaria n.° 518/2004, do
Ministério da Saude, estabelece os procedimentos e as responsabilidades relativos ao controle, a
vigilancia e ao padrao de qualidade da agua para o consumo humano. A partir de entdo, a fim de
evitar outros acidentes semelhantes, instituicdes responsaveis pelo sistema de abastecimento de
agua sdo obrigadas a monitorar as cianobactérias e as cianotoxinas. Devem ser monitoradas, na
agua tratada, as cianotoxinas cilindrospermopsina, saxitoxina e microcistina, sendo os valores
maximos permitidos iguais a 15 pg.L™?, 3 ug.L™ e 1 pg.L™?, respectivamente. Também fica proibida,
por lei, a aplicacdo de algicidas nas situacfes em que a densidade de cianobactérias ultrapassar
20.000 células.mL™, considerando-se os elevados riscos que a aplicacdo desse produto
representa a saude publica.

O controle de cianotoxinas nos reservatorios destinados ao abastecimento de 4gua para a
populacdo é realizado mensalmente, exceto em situacdes de alta densidade de cianobactérias,

guando o0 monitoramento passa a ser semanal. Geralmente, 0 monitoramento para microcistinas é
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realizado por deteccdo imunoldgica, por ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay), ou por
métodos analiticos, como HPLC (High Performance Liquid Chromatography) e LC-MS (Liquid
Chromatography/Mass Spectrometry), enquanto saxitoxinas sdo monitoradas por HPLC (Harada
et al., 1999).

As cianobactérias, portanto, interferem em nossas vidas por meio da alteragdo da
gualidade da agua com potencial risco de intoxicacdo por cianotoxinas. Nesse aspecto, é
alarmante o nimero de reservatérios em estado eutréfico no Brasil — por exemplo, o Reservatério
de Gargalheiras-RN (Chellapa & Costa, 2003), a Lagoa da Pampulha-MG (Figueiredo & Giani,
2001), o Lago das Garcas-SP (Crossetti & Bicudo, 2005), o Reservatério de Guarapiranga-SP
(Beyruth, 2000) e o Reservatério Billings-SP (Carvalho et al., 1997) — fato que pede a atengéo da
comunidade cientifica e da populagéo brasileira como um todo, pois a eutrofizacao traz o risco de
floracdo que, consequentemente, traz o risco de liberacao de toxinas para os ambientes dulcicolas

do pais.

1.3 Cianotoxinas

A capacidade de produzir metabdlitos secundarios toxicos a outros organismos é comum
entre as cianobactérias. Cerca de 40 géneros sdo potencialmente téxicos, mas 0s principais sédo
Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Lyngbya, Microcystis, Nostoc, e Oscillatoria
(Planktothrix) (Carmichael. 2001). No Brasil, Sant’/Anna et al. (2008), ao compilarem dados de
varios autores, verificaram que as cianobactérias toxicas sdo representadas por 32 espécies
distribuidas em 3 familias: 12 Chroococcales, 10 Oscillatoriales e 10 Nostocales. Microcystis (7
espécies) e Anabaena (6 espécies) sdo 0s géneros com 0 maior humero de espécies toxicas.
Microcystis aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskii sdo as espécies de cianobactérias toxicas
mais amplamente distribuidas, ocorrendo em diferentes partes das regides brasileiras tropicais e
subtropicais.

Toxinas sdo compostos secundarios com efeito nocivo em tecidos, células ou organismos.
Geralmente, metabdlitos secundarios sdo assim chamados por incluirem apenas aqueles

compostos ndo usados pelo organismo em seu metabolismo priméario, como divisdo celular



7

(Carmichael, 1992). As cianotoxinas sdo metabdlitos secundarios formados em todos 0s estagios
de desenvolvimento da cianobactéria, permanecendo no interior das células até que a idade ou o
estresse (aplicacdo de algicida, por exemplo) cause sua liberacdo para a dgua devido a lise
celular (Sivonen & Jones, 1999). Uma vez liberadas para o meio, as cianotoxinas permanecem na
agua por meses. As microcistinas e nodularinas, por exemplo, podem permanecer na agua por até
mais de 6 meses (Jones et al., 1995).

As cianotoxinas séo classificadas em trés grandes grupos — peptideos ciclicos, toxinas
alcaldides e lipopolissacarideos (Sivonen & Jones, 1999). Codd e colaboradores (2005),
entretanto, apresentam a classificacdo das cianotoxinas em funcdo dos efeitos biolégicos nos
sistemas e 6rgaos que elas preferencialmente afetam — hepatotoxinas, neurotoxinas, citotoxinas,
toxinas irritantes e gastrintestinais. Existem, ainda, as cianotoxinas com perfil toxicolégico ou
ecotoxicologico parcialmente conhecidos (por exemplo, microviridina J e [-N-metilamino-L-
alanina, ou BMAA). Neste trabalho, a classificacdo adotada é a de Sivonen & Jones (1999), por
ser a que considera a estrutura quimica da toxina, pois algumas cianotoxinas podem afetar mais
de um érgdo ou sistema.

Os peptideos ciclicos s@o as cianotoxinas mais fregentemente encontradas em floracdes
de agua doce (Sivonen & Jones, 1999). Os dois aminoacidos terminais do peptideo linear — um
em cada extremidade — juntam-se para formar o composto ciclico. Esse grupo de toxinas atua
bloqueando a acdo das proteinas serina/treonina fosfatase PP1 e PP2A das células hepaticas, o
gue causa morte por hemorragia hepatica em poucas horas ap6s dose aguda (Kuiper-Goodman et
al., 1999). Essas toxinas apresentam massa molecular entre 800 e 1.100 Da e néo séo capazes
de penetrar diretamente a membrana lipidica das células animais, vegetais ou bacterianas
(Sivonen & Jones, 1999). Sua incorporacao é realizada por transportadores de membrana que
também capturam nutrientes essenciais. Uma vez dentro da célula-alvo, essa classe de
cianotoxinas desempenha seus efeitos toxicos.

Microcistinas e nodularinas sdo familias de toxinas pertencentes ao grupo dos peptideos
ciclicos. Microcistina € a toxina mais frequentemente encontrada em floragdes toxicas, sendo

produzida por espécies dos géneros Anabaena, Microcystis, Oscillatoria (Planktothrix), Nostoc e
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Anabaenopsis. Nodularina foi descrita apenas na espécie Nodularia spumigena (Sivonen & Jones,
1999).

As toxinas alcaléides sdo, em sua maioria, compostos organicos heterociclicos
nitrogenados. Em geral, apresentam massa molecular inferior a 1000 Da. Elas séo subdivididas
em alcalbéides neurotdxicos (toxinas alcal6ides ndo-sulfatadas) e alcalbides citotoxicos (toxinas
alcaldides sulfatadas). Fazem parte do primeiro subgrupo anatoxinas e saxitoxinas. Anatoxina-a
pode inibir a transmisséo de impulso nervoso na juncdo neuromuscular pelo mimetismo molecular
do neurotransmissor acetilcolina. E produzida por Anabaena, Oscillatoria (Plaktothrix) e
Aphanizomenon. Homoanatoxina-a é produzida por Oscillatoria (Planktothrix) e também mimetiza
o efeito da acetilcolina. Anatoxina-a(S) € uma anticolinesterase, ou seja, é capaz de inibir a
atividade da acetilcolinesterase. E produzida por Anabaena (Sivonen & Jones, 1999). As
saxitoxinas bloqueiam os canais de sédio neuronais, 0 que resulta em inibicdo dos impulsos
nervosos (Carmichael, 1994). As saxitoxinas também sdo conhecidas como paralitic shelfish
poison (PSP) — veneno de mexilhdo que causa paralisia — por ser o principal componente téxico
presente em dinoflagelados associado a paralisia quando mexilhdes contaminados sé&o
consumidos (Codd et al., 1999).

Os alcaldides citotdxicos tém acdo semelhante a acdo dos peptideos ciclicos, agéo
hepatotdxica, bloqueando a sintese de proteinas das células do figado (Sivonen & Jones, 1999).
Fazem parte desse grupo as cilindrospermopsinas. As cilindrospermopsinas sao alcaldides
citotéxicos que inibem a sintese de proteinas. Em mamiferos, tem-se como resultado um quadro
de necrose generalizada (Shen et al., 2002). Também podem ter acdo genotdxica. Nesse caso,
existe a perda cromossomal e a quebra da fita de DNA (Humpage et al., 2000). E produzida pelos
géneros Cylindrospermopsis, Aphanizomenon e Anabaena (Sivonen & Jones, 1999; Spoof et al.,
2006).

As toxinas lipopolissacaridicas, ou dermatotoxinas, localizam-se na membrana externa da
parede celular das cianobactérias, formando complexos com proteinas e fosfolipideos (Sivonen &
Jones, 1999). Sao agentes inflamatdrios que podem causar irritabilidade nos tecidos animais por

meio do contato direto com a pele ou respostas alérgicas devido a ingestdo de agua contaminada
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ou inalacdo de aerosdis da agua contaminada. O acido graxo é a molécula que desencadeia a
resposta alérgica. A maioria das cianobactérias produz toxinas do grupo dos lipopolissacaridios
(Funari & Testai, 2008).

A Tabela 1 mostra, de maneira esquemaética, os diferentes grupos de cianotoxinas, seu

efeito tdxico e qual género é capaz de produzir as respectivas toxinas.

Tabela 1. Toxinas de cianobactérias e caracteristicas gerais (adaptada de Katircioglu et al. 2004 e Svreck & Smith,
2004).

Grupo da Toxina Estrutura Género produtor Efeito toxico

Microcistina Peptideo ciclico Anabaena, Anabaenopsis, Hepatotdxico
Aphanocapsa, Microcystis,

Nostoc, Oscillatoria

Nodularina Peptideo ciclico Nodularia Hepatotdxico

Anatoxina-a Alcaléide Anabaena, Aphanizomenon,  Neurot6xico
Oscillatoria

Anatoxina-a(S) Alcalbide Anabaena, Oscillatoria Neurotdxico

Saxitoxina Alcaléide Anabaena, Aphanizomenon,  Neurot6xico

Cylindrospermopsis,

Lyngbya
Cilindrospermopsina  Alcal6ide Cylindrospermopsis Citotoxico
Lipopolissacarideos  Acido graxo A maioria 0s géneros Resposta

alérgica

1.4 Microcistina

Microcistina é a toxina mais frequentemente encontrada nos ambientes de 4gua doce. Sua
acdo hepatotdxica consiste em romper os componentes do citoesqueleto dos hepatdcitos,
causando hemorragia no figado (Dittmann et al.,, 1997; Katircioglu et al., 2004). Para as
cianobactérias que a produzem, sua funcao intracelular ainda ndo é conhecida. Imagina-se que
esse metabdlito secundario esteja envolvido em processos celulares primarios, pois as células

gue produzem microcistina apresentam maior diametro (Dittman et al., 1997).
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A quantidade intracelular de microcistina, geralmente, € muito maior do que a dissolvida no
meio externo (van Apeldoorn et al., 2007; Ibelings & Chorus, 2007). Apesar de a liberacdo da
microcistina estar associada a lise celular, essa toxina também é parcialmente perdida para o
meio externo devido, provavelmente, ao transporte ativo, porém, em menor proporcdo (Rapala et
al., 1997).

No interior da célula de Microcystis, microcistina pode ser acumulada em altas
concentracdes. Entretanto, sua baixa solubilidade em 4gua nao permite a solubilizacdo de altas
guantidades dessa toxina no citoplasma. Assim, microcistina estad localizada na membrana
tilacoidal de Microcystis, mais precisamente ligada as ficobilinas (Juttner & Luthi, 2007).

A estrutura quimica geral da microcistina é ciclo(-D-Ala’-X?-D-MeAsp?-Z*-Adda’-D-Glu®-
Mdha’), sendo D-MeAsp acido D-eritro-B-metilaspartico, Adda acido (2S, 3S, 8S, 9S)-3-amino-9-
metoxi-2,3,8-trimetil-10-fenildeca-4,6-diendico e Mdha N-metildehidroalanina (Figura 2). Pode
haver variacdo dos aminoacidos que a compdem, principalmente nas posi¢cdes X e Z, chamadas
de L-aminoéacidos variaveis. Metilacdes e demetilagbes também sdo comuns (Sivonen & Jones,
1999). Tais varia¢des séo responsaveis por cerca de 70 variantes conhecidas dessa cianotoxina
(Katircioglu et al., 2004; Svrcek & Smith, 2004). A microcistina-LR contém os aminoacidos leucina
(L) e arginina (R) nas posicdes X e Z, respectivamente. E a variante da familia das microcistinas
frequentemente mencionada como a mais comum em ambientes dulcicolas (Oudra et al., 2002;
Baldia et al., 2003; Svreck & Smith, 2004; Lehman et al., 2005), embora tais observacdes possam
estar baseadas no fato de o padrao quimico para as analises de microcistina-LR ter sido o
primeiro a estar comercialmente disponivel (Sivonen & Jones, 1999).

As microcistinas atingem as células hepéticas, ligando-se covalentemente as proteinas
fosfatase tipo-1 e tipo-2A, proteinas que atuam na regulacéo de processos intracelulares por meio
da desfosforilagdo de vérias proteinas e enzimas na célula (MacKintosh et al., 1995). A regido
Adda, residuo de aminoacido mais incomum da microcistina, é crucial para a interagdo com a
proteina fosfatase, sendo a regido crucial para a toxicidade desse tipo de cianotoxina. Também é

necessaria a ligagcéo entre o residuo Mdha e a proteina fosfatase (Sivonen & Jones, 1999).



11

O bloqueio das fosfatases gera uma situacéo de hiperfosforilagdo nos hepatdcitos e tem
como resultado a ruptura dos microfilamentos do citoesqueleto, danificando a arquitetura hepética.
A perda da estrutura do figado provoca sua retragdo e 0 consequente aumento dos espagos
intercelulares, permitindo que o sangue extravase e penetre por entre o parénquima hepatico

(Carmichael, 1994). Dependendo de suas propor¢des, essa hemorragia hepatica pode ser letal.
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Figura 2. Estrutura geral da microcistina. 1- D-alanina, 2- X (variavel), 3- acido D-eritro-B-metilaspartico (D-MeAsp),
4- Z (variavel), 5- &cido (2S, 3S, 8S, 9S)-3-amino-9-metoxi-2,3,8-trimetil-10-fenildeca-4,6-diendico (Adda), 6- D-
glutamato, 7- N-metildehidroalanina (Mdha).

Fonte: Svrcek & Smith, 2004.

A microcistina também favorece a liberacdo de espécies reativas de oxigénio devido a
ruptura das membranas mitocondriais (Chen et al., 2005). Nesse caso, ocorre apoptose. Em 2003,
Mikhailov e colaboradores identificaram 3 proteinas alvo da microcistina: duas delas relacionadas
as proteinas fosfatase PP1 e PP2A, mas a terceira correspondente a um novo alvo: a subunidade
B da ATP-sintase, que pode estar relacionada ao potencial indutivo de apoptose demonstrado
pela microcistina.

Em situacdes de exposicdo crbnica a baixas doses de microcistina, ocorre supressado da
apoptose e promocdo da divisdo celular, resultando em tumor no figado (Pegram et al., 2008).
Isso se da porque a inibicdo da PP2A resulta em desequilibrio das proteinas quinase ativadas por
mitogenases (MAPK — mitogen-activated protein kinases), proteinas que regulam a transcricdo de

genes necessarios a proliferacéo celular (Gehringer, 2004).
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A microcistina também é capaz de induzir danos no DNA (Lankoff et al., 2004). Nesse
caso, embora nenhum estudo a respeito do efeito da microcistina-LR no reparo de DNA esteja
disponivel, supbe-se que a ligacdo da microcistina as proteinas fosfatase PP1 e PP2A seja a
chave para se conhecer esse efeito, uma vez que essas proteinas regulam a atividade de varias
familias de quinases envolvidas no reparo do DNA, incluindo a DNA-PK (proteina quinase
dependente de DNA), enzima necesséria para o reparo de DSBs (double strand break ou quebras
duplas no DNA). E importante ressaltar que o grau de toxicidade tem relacéo direta com a rota de
contaminacéo (oral, intraperitoneal — ou intravenosa — e por inalacdo). A maior toxicidade ocorre
guando a microcistina € incorporada via intraperitonial (Kuiper-Goodman et al., 1999).

Os operons relacionados a biossintese de cianotoxinas até entdo caracterizados sao o
relacionado a producdo de microcistina nos géneros Microcystis, Anabaena e Planktothrix
(Pegram et al., 2008) e o responsavel pela producdo de cilindrospermopsina em
Cylindrospermopsis raciborskii (Mihali et al., 2008). A literatura que aborda os aspectos genéticos
relacionados a biossintese de cianotoxinas, portanto, € muito rica.

A quantidade de estudos sobre a caracterizacdo dos genes envolvidos na producédo da
microcistina € relativamente grande (ex.: Stachellaus & Marahiel, 1995; Meifner et al., 1996;
Kaebernick et al., 2002; Mikalsen et al., 2003). O pequeno tamanho, a estrutura ciclica e a
guantidade de aminoacidos incomuns indicam que a microcistina é sintetizada de maneira néo
ribossomal (Meifner et al., 1996). Nas espécies do género Microcystis, 0 operon microcistina
sintetase, envolvido na producdo da toxina, apresenta 10 moédulos assim constituidos:
mcyABCDEFGHIJ (Figura 3). Esse operon é o responsavel por codificar peptideo sintetases nédo
ribossomais (NRPS), poliquetideo sintases (PKS) e complexos multienziméticos de natureza mista
NRPS/PKS. O mecanismo de producdo da microcistina é chamado thiotemplate, mecanismo por
meio do qual a producao de peptideos lineares e ciclicos é realizada por peptideo sintetases com
multidominios, no qual os residuos periféricos de cisteina funcionam como aceptores aminoacil

(Sivonen & Jones, 1999; Kleinkauf & von Dohren, 1996).
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Figura 3. Organizacdo do cluster génico microcistina sintetase. Esse operon apresenta transcricdo bidirecional —
mcysA-C para a direita e mcysD-J para a esquerda. Em preto, ORFs contendo regides homdlogas a peptideo sintetases

ndo ribossomais. Em azul, ORFs contendo regides homdlogas a poliquetideo sintases (Tillet et al., 2000).

Os genes peptideo sintetases ndo ribossomais consistem em modulos que sao
construidos por dominios, onde cada mdédulo codifica sistemas multienzimaticos. As multienzimas
catalisam a condensacdo sequencial de aminoécidos, incluindo sua ativagdo e modificagdo. A
ativacdo de cada aminoacido ocorre em seu grupo carboxil pela formacdo de aminoacil adenilato
e a subsequente formacao de éster. Cada aminoacido ativado vai sendo incorporado a crescente
cadeia polipeptidica. A ordem de incorporacao € determinada pelo arranjo espacial dos dominios
cataliticos, pela ordem em que os mdédulos estdo organizados. A maioria dos médulos contém
dominios de adenilacdo, tiolagdo e condensacdo (Figura 4). O dominio de adenilacdo é
responsavel pelo reconhecimento do aminoacido especifico. A formacéo da ligacdo peptidica
entre dois amino&cidos ativados é mediada pelo dominio de condensacao (Marahiel et al., 1997;
Kleinkauf & von Déhren, 1996).

O fato de modulos particulares das microcistina sintetases exibirem especificidade
relaxada em relacdo ao substrato (Dittmann et al., 1997), juntamente com a variacdo na metilagdo
das isoformas da microcistina (Mikalsen et al., 2003), também influencia a existéncia de cerca de
70 variantes de microcistina.

As cepas néo téxicas de Microcystis aeruginosa, entretanto, também podem apresentar os
genes que codificam para microcistina sintetase. A ndo producédo da toxina deve-se a auséncia de
parte do operon mcy (MeiBner et al., 1996). Segundo Mikalsen et al. (2003), as cepas de
Microcystis, por eles avaliadas, que nao possuem 0s genes mcyA e mcyB ndo produzem

microcistina. O fragmento mcyA é responsavel pela produgdo dos aminoacidos N-metil-D-hidro-
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Alanina e D-Alanina, e o fragmento mcyB é responsavel pela produgdo dos aminoacidos X
(variavel) e acido D-eritro-B-metil-iso-aspartico (Mikalsen et al., 2003). O fato de algumas cepas
nao téxicas de M. aeruginosa apresentarem 0s genes que codificam para microcistina sintetase
indica que a producdo da toxina parece ser uma caracteristica ancestral (Otsuka et al., 1999).

Assim, é provavel que as cepas ndo toxicas tenham sofrido eventos de dele¢cdo nesse operon.
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Figura 4. Modelo proposto para a biossintese da microcistina-LR. Observar a organiza¢do do cluster génico mcyA-J e a
microcistina-LR. A biossintese ocorre via um complexo multienzimatico que consiste de médulos peptideo sintetase e
poliquetideo sintase. Os circulos numerados indicam a ordem dos aminoacidos incorporados a crescente cadeia
peptidica pelos genes NRP (mcyA, B, C, Ep e GP). Os mcysA e B contém dois modulos, AL/A2 e B1/B2,
respectivamente. A1l também codifica o dominio N-metiltransferase. Os retangulos numerados mostram a ordem da
sintese poliquetidica e a formagéo do Adda (mcyGk,Ek, D). ORFs adicionais da fungdo “putative microcystin tailoring”
estdo indicados por T. O mcyH mostra alta identidade com genes de trasportadores ABC. O tamanho relativo do operon
é de cerca de 55kb (Kaebernick & Neilan, 2001).
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Moffitt & Neilan (2004) propuseram que as hepatotoxinas em cianobactérias
provavelmente se originaram a partir da microcistina-LR, isoforma mais comum da microcistina.
Em seu trabalho, eles propem que a estrutura da nodularina, assim como as demais variantes da
microcistina, evoluiu da microcistina sintetase via delecdo do segundo e do terceiro mddulos
NRPS das proteinas McyA e McyB, respectivamente.

Também é importante ressaltar que a constituicdo gendmica do cluster génico para
microcistina sintetase € diferente entre os géneros de cianobactérias. Por exemplo, em M.
aeruginosa, a organizacdo do cluster génico mcy, que vai do mcyA ao mcyJ — apresentando
leitura bidirecional (operon mcyABC e operon mcyD-J) (Tillet et al., 2000) —, é totalmente diferente
da estrutura do cluster génico mcy de Plaktothrix agardhii. Nesta Ultima, o cluster génico mcy néo
apresenta 0s genes mcyF e mcyl, presentes em M. aeruginosa, mas apresenta o gene mcyT, ndo
presente em M. aeruginosa (Christiansen et al., 2003).

A questdo da producdo da microcistina é intrigante. Microcistinas sdo produzidas por
cianobactérias completamente diferentes, incluindo géneros unicelulares, coloniais e filamentosos
e géneros heterocitados e nao-heterocitados. Muitas cepas produzem diversas microcistinas
simultaneamente, embora apenas uma ou duas delas sejam dominantes naquela cepa. Além
disso, fatores ambientais podem induzir mudancas na toxicidade ou na concentracdo da toxina.
Fatores como idade da cultura, temperatura, luz, nutrientes, salinidade, pH e concentracédo de
micronutrientes afetam a quantidade de microcistina em M. aeruginosa, Anabaena flos-aquae, e
Phlanktothrix agardhii (Oscillatoria) (Chorus & Bartram, 1999). Entretanto, o fato de se usar
diferentes condicBes de cultura e diferentes métodos de analise dificulta a comparacado dos
resultados, de maneira que ndo existem dados conclusivos a respeito dos fatores ambientais que
regulam a producdo da toxina. Assim, a biossintese da microcistina passa pela identificacdo do
gene microcistina sintetase nos diferentes géneros de cianobactérias capazes de produzir a
toxina, uma vez que as cepas produtoras s6 o fazem por possuirem o gene responsavel pela sua

producao.
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1.5 Analises protedbmicas em cianobactérias

Existem muitos estudos sobre a fisiologia de cianobactérias (Burns et al., 2006; Dowing et
al., 2005; Coles & Jones, 2000; Brookes et al., 1999; Badger & Price, 1992; Price et al., 1992),
mas sO recentemente voltou-se a atengéo para o estudo de cianobactérias por meio de técnicas
protebmicas, principalmente das técnicas de eletroforese em gel bidimensional (2-DE) associadas
a identificacao por espectrometria de massa (Herranen et al., 2004; Ekman et al., 2006; Klint et al.,
2006; Anderson et al., 2006; Barrios-Llerena et al., 2007).

A maioria dos trabalhos com protedmica de cianobactérias tem sido realizada utilizando-se
a espécie Synechocystis sp. PCC 6803 (Pisareva et al., 2007; Kurian et al., 2006; Suzuki et al.,
2006; Herranen et al., 2004; Huang et al., 2002; Kashino et al., 2002; Fulda et al., 2000). Essa € a
cianobactéria modelo para estudos bioquimicos e fisioldgicos — particularmente para analise da
fotossintese oxigénica —, porque essa cepa naturalmente transformavel é capaz de crescer
fotoheterotroficamente (Grigorieva & Shestakov, 1982). Géneros filamentosos, como Nostoc
(Anderson et al., 2006; Klin et al., 2006) e Anabaena (Barrios-Llerena et al., 2007; Sazuka, 2003),
estdo, aos poucos, sendo analisados por ferramentas proteémicas.

Os trabalhos que usam proteémica para o estudo de cianobactérias, de um modo geral,
avaliam as proteinas dos diferentes compartimentos desses organismos, tais como proteinas
periplasmicas (Fulda et al., 1999), proteinas citoplasmaticas (Ran et al., 2007; Kurian et al., 2006),
proteinas da membrana plasmatica (Pisavera et al., 2007; Huang et al., 2002), proteinas da
membrana tilacoidal (Srivastava et al., 2005) e proteinas da membrana externa (Huang et al.,
2004) e sao, essencialmente, voltados para a prote6mica constitutiva.

Com relacdo as proteinas periplasmicas, cianobactérias dos géneros Synechocystis (Fulda
et al., 2000), Anabaena (Sazuka et al., 2003) e Nostoc (Ran et al., 2007), por exemplo, foram
avaliadas para o entendimento das proteinas produzidas em resposta a salinidade, para o
entendimento dos sinais de processamento pés-traducional e sequéncias nucleotidicas na
iniciacdo da traducao e para o entendimento do padréo protéico do estagio de vida que antecede
a associacdo simbibntica cianobactéria-planta, respectivamente. Fulda et al. (1999) usaram a

cepa Synechocystis sp. PCC 6803 como modelo de estudo para avaliar a funcdo do periplasma
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na adaptacao da cianobactéria em condi¢cdes de salinidade, uma vez que esse compartimento €
particularmente responsavel por mudancas na salinidade e responde as condigcbes ambientais
mais rapidamente que o citoplasma. Em maior concentragdo salina, as células de Synechocystis
sp. PCC 6803 acumularam, em altas quantidades, duas proteinas periplasmicas codificadas pelos
genes sIr0924 e slIrl485. Entretanto, essas proteinas ndo apresentaram similaridade com
nenhuma proteina de funcdo conhecida, o que inviabilizou conclusfes sobre suas fungdes durante
a adaptacdao as condicdes de salinidade.

Com relagéo as proteinas de membrana, Herranen et al. (2004) avaliaram a dindmica dos
complexos proteicos de membrana das células de Synechocystis sp. PCC 6803 crescidas em
elevadas concentragfes de dioxido de carbono, deplecéo de ferro, estresse salino ou quando seu
modo de crescimento muda de fotoautotréfico para mixotréfico ou fotoheterotrofico. Em condigdes
de crescimento fotoautotréficas, foram identificadas proteinas dos centros de reacdo do
fotossistema | (PSI) e do fotossistema Il (PSII) e quatro subunidades do complexo NDH-1.

Os trabalhos com protedmica comparativa avaliam as proteinas diferencialmente
expressas em condicbes de estresse por salinidade (Fulda et al., 2000), estresse por acidez
(Kurian et al., 2006), estresse em funcéo da concentracao de diéxido de carbono (CO,) e ferro
(Herranen et al., 2004), bem como proteinas diferencialmente expressas em associagado
simbiéntica em relacdo a mesma espécie quando de vida livre (Ekman et al., 2006). Mais uma
vez, a maioria dos estudos foi realizada com a espécie Synechocystis sp. PCC 6803. Condicbes
como maior ou menor salinidade, maior ou menor acidez, variagdes na concentracdo de CO; e
ferro estdo diretamente relacionadas com o desenvolvimento das cianobactérias no ambiente.
Portanto, é importante entender como as cianobactérias respondem a essas mudancas
ambientais para melhor entender os processos de formacao de floragdo. Além disso, as condicdes
ambientais séo particularmente importantes para cianobactérias produtoras de toxinas, pois
variaveis abidticas tém influéncia direta sobre a producéo da toxina e a variante produzida (Amé &
Wunderling, 2005; Tonk et al., 2005; Katircioglu et al., 2004; Song et al., 1998).

A maioria dos estudos de protebmica de cianobactérias é realizada com uso da ferramenta

2-DE. Entretanto, uma abordagem para a analise protedbmica de cianobactérias que vem
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ganhando espaco é a técnica shotgun (Anderson et al., 2006; Barrios-Llerena et al., 2006). Essa
técnica consiste na andlise direta de uma amostra protedmica complexa — ja fragmentada por
digestdo triptica — por meio de cromatografia liquida uni- ou multidimensional seguida por
espectrometria de massa em tandem (Cargile et al., 2005). Com essa abordagem, existe uma
representacdo significativamente maior das proteinas basicas (aquelas situadas no intervalo de
pH de 7-10), das proteinas pequenas e das proteinas hidrofébicas em relagdo a abordagem 2-DE,
pois a técnica shotgun permite o0 acesso a proteinas dificeis de serem resolvidas por eletroforese.
Barrios-Llerena et al. (2007) analisaram as proteinas totais de Anabaena variabilis ATCC
29413 pela abordagem 2-DE. A grande diferenca entre esse estudo e outros de protebmica de
cianobactérias é 0 uso de strips com intervalo de pl maior (3-10 em relagdo ao intervalo mais
comumente usado, 4-7), 0 que permite maior cobertura das proteinas basicas, e o uso de tampéao
de extracdo baseado em detergentes zwitteribnicos para aumentar a solubilizacdo de proteinas
hidrofébicas, o que favorece maior representacdo dessa classe de proteinas no gel. Segundo os
autores, pelo menos 1/3 do proteoma tipico da cianobactéria é perdido quando se usa strip de
extensao reduzida (pl 4-7). Entretanto, o proteoma de Anabaena variabilis ATCC 29413 ja havia
sido analisado pela abordagem shotgun (Barrios-Llerena et al., 2006). O método shotgun foi mais
efetivo para a deteccdo de proteinas de baixo peso molecular (<10KDa). Cerca de 13% das
proteinas identificadas para A. variabilis foram encontradas apenas pela abordagem shotgun
contra apenas 3% encontradas via 2-DE. Entretanto, nenhuma diferenca foi observada para
proteinas identificadas com massas moleculares maiores que 100 kDa. As propor¢cbes de
proteinas acidas (77-79%) e béasicas também foram similares na avaliagdo por ambos 0s métodos.
A comparagéo entre proteinas identificadas por 2-DE e proteinas identificadas por métodos
gue ndo usam gel indica a natureza complementar desses métodos. Em Barrios-Llerena et al.
(2007), por exemplo, 30% das proteinas identificadas por 2-DE nao foram encontradas na
abordagem shotgun (Barrios-Llerena et al., 2006). Essa significativa porcentagem de proteinas
identificadas por 2-DE reforca a importancia dessa ferramenta para avaliacées proteébmicas, ainda
gue essa abordagem possa sub-representar certos grupos de proteinas (especialmente as

hidrofébicas, basicas, grandes (>100kDa), pequenas (<10kDa) ou de baixa abundancia).
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Anderson et al. (2006) também optaram por fazer protedbmica de cianobactéria sem o uso
da ferramenta 2-DE. Eles analisaram o genoma funcional de Nostoc punctiforme ATCC 29133
pela definicdo do proteoma em culturas especificamente cultivadas na fase estacionéaria e na fase
de transicao, em condi¢cfes de luz continua e amdnia como fonte de nitrogénio. Primeiramente, foi
realizada filtracdo em gel para separagdo das proteinas sollveis e, posteriormente,
sequenciamento peptidico por shotgun 2D LC/MS/MS obtido de cada fracdo para a identificagéo
proteica. O uso da técnica 3D LC/MS/MS resultou na identificacdo de 1.574 proteinas, as quais
foram agrupadas em 5 diferentes categorias: proteinas do metabolismo central (46% do proteoma
solavel), proteinas de transporte (4% do proteoma), proteinas de adaptacdo metabdlica (11% do
proteoma), proteinas préprias (1% do proteoma) e proteinas sem assinatura (39% do proteoma).
A quantidade de proteinas identificadas por essa técnica indica seu potencial para analises em
larga escala devido a alta sensibilidade do equipamento (fentomols) (Anderson et al., 2006). A
condicdo de luz continua resultou na redundancia de proteinas relacionadas ao metabolismo de
espécies reativas de oxigénio (3 superdxido dismutase, 5 peroxirredoxinas, peroxidase, 5
glutationa-S-transferase) e fotorreparo do dano causado ao DNA (2 fotoliases) — proteinas
pertencentes a categoria “metabolismo central”. A redundancia dessas proteinas revela um
mecanismo de prevencdo ao desencadeamento de tais estados de estresse, uma vez que N.
punctiforme é um organismo fototréfico. Isso significa que N. punctiforme apresenta uma
capacidade genbmica extraordinaria de responder rapidamente aos sinais ambientais (Anderson
et al., 2006).

No que diz respeito aos géneros coloniais, como Microcystis, pouco se conhece a respeito
da protedmica desses organismos. Especificamente no caso do género Microcystis, S0 escassos
os trabalhos sobre seu padréo de expresséo de proteinas, embora esse género seja amplamente
estudado devido a sua capacidade de producdo de toxinas (Dowing et al., 2005; Azevedo et al.,
2002; Magalh&es et al., 2001; Chorus & Bartram, 1999; Dittman et al., 1997). Os trabalhos
geralmente detém-se a determinacdo de oligopeptideos (cianopeptolinas, micropeptinas,

aeruginopeptinas, anabaenopeptinas e microcistinas) por meio da técnica MALDI-TOF. Erhard et
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al. (1997), por exemplo, demonstraram o potencial da espectrometria de massa para a deteccéo
direta de metabdlitos secundarios em células intactas de M. aeruginosa.

Em 2001, Dittmann e colaboradores identificaram uma proteina relacionada a producéo da
microcistina (MrpA). Em seu trabalho, eles avaliaram extratos proteicos da cepa M. aeruginosa
PCC 7806 selvagem e seu mutante (knockout do mcyB) por 2-DE, usando tiras com intervalo de
pl de 4,5-7, e verificaram a expressao da proteina MrpA apenas pela cepa mutante. Segundo esse
trabalho, essa proteina, com cerca de 30 kDa, é muito semelhante a proteina RhiA, de Rhizobium
leguminosarum, proteina com expressdo dependente da densidade celular e que envolve
mediadores quorum-sensing. As analises gendmicas mostraram a presenca das ORFs mrpA e
mrpB em M. aeruginosa, embora a proteina MrpB néo tenha sido detectada no 2-DE. Assim, para
analisar a influéncia da microcistina na producdo da MrpAB, eles avaliaram a resposta dos
transcritos mrpAB a diferentes quantidades e qualidades de luz (luz branca, vermelha e azul e
intensidades de 16, 68 e 400 pmol de fétons.m?s™). Houve grande aumento do nivel de
transcritos sob luz azul, e a quantidade de transcritos observada em 16 pmol de fétons.m?.s™ foi
praticamente zero nas outras duas intensidades luminosas na cepa selvagem. A cepa mutante
nao apresentou diferenca significativa na quantidade de transcritos. Assim, é possivel que os
genes mrpA e mrpB sejam regulados pela luz, e sua expresséo seja drasticamente reduzida no
mutante. Em Rhizobium, a expresséo do RhiA, B e C é regulada pela proteina RhiR (regulador do
tipo LuxR). Esses reguladores de quorum-sensing regulam a expressao de varios genes, inclusive
genes de peptideo sintetases. Assim, € possivel que o contato célula-célula no ambiente natural
desempenhe uma funcdo importante para Microcystis e um tipo de quorum-sensing seja
necessario para a formacao da floracdo. Embora ndo existam evidéncias da microcistina como
sinalizador extracelular, a existéncia de um transportador ABC putativo ligado & microcistina
reforgca a proposta de um mecanismo de efluxo ativo para a microcistina.

Considerando-se a imensa importancia que a espécie Microcystis aeruginosa apresenta no
gue se refere a qualidade da agua dos ecossistemas de agua doce — por ser uma espécie
potencialmente tdxica —, principalmente aqueles destinados ao abastecimento publico, é

surpeendente a caréncia de trabalhos na é&rea protedbmica com énfase para protedmica
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comparativa relacionada a biossintese da microcistina, embora existam trabalhos que
caracterizam os genes relacionados a sua biossintese (Tillet et al., 2000). Nesse aspecto, este
trabalho visa preencher parte dessa caréncia. O entendimento de proteinas envolvidas na
producdo da toxina, independentemente de quais sejam os fatores ambientais que funcionem
como estimulo, é fundamental para o desenvolvimento de pesquisas futuras. Tais estudos visam
medidas de remediacdo em reservatérios de abastecimento publico nos quais os episédios de
floracdo sejam frequentes, como é o caso dos reservatérios de agua doce do Norte e Nordeste
brasileiros. Essas medidas devem garantir a qualidade da agua para a populag¢édo, uma vez que o

tratamento convencional da agua néo elimina completamente a microcistina (Lambert et al., 1996).
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2 Justificativa

Conhecer a biologia e a ecologia das espécies e variedades de cianobactérias
potencialmente téxicas é de extrema importancia, uma vez que diversos paises do mundo,
inclusive o Brasil, ttm experimentado muitos episédios de floracéo, principalmente de espécies do
género Microcystis. Como apresentado anteriormente, M. aeruginosa € uma espécie capaz de
produzir a toxina microcistina. O aumento dos processos de eutrofizacdo e o aquecimento global
favorecem o aumento da ocorréncia de floracdes de cianobactérias toxicas, o que enfatiza a
necessidade de se entender os mecanismos de producédo da toxina pela cianobactéria.

Percebe-se, pelo que ja se explanou, que muito se sabe sobre os genes envolvidos na
biossintese da microcistina. Porém, a quantidade de estudos relacionados a sua producdo que
utiliza ferramentas protebmicas ainda € escassa. Analises protedmicas fornecem informacdes
valiosas que podem levar a maior entendimento das vias metabdlicas, das respostas fisioldgicas e
da sua regulacdo. Relativamente poucas espécies de cianobactérias foram objeto de
investigacdes protebmicas, sendo a maioria dos estudos protedmicos por 2-DE restrita a
cianobactéria unicelular Synechocystis sp. PCC 6803. Dessa maneira, tornam-se particularmente
interessantes os estudos proteémicos de outras espécies de cianobactéria, em especial daquelas
potencialmente produtoras de microcistina, visando ao entendimento das vias de sua biossintese
por meio da protedmica comparativa. Além disso, o uso da protedmica comparativa entre cepas
toéxicas e cepas nao toxicas naturais pode esclarecer porque as cianobactérias produzem
metabolitos secundarios e como estes sao transportados, estocados na célula ou liberados para o
meio extracelular.

Assim, a identificacdo de proteinas envolvidas na producdo da microcistina pode levar,
futuramente, ao desenvolvimento de compostos que ajudem a evitar a sua liberagdo em
ecossistemas dulcicolas, principalmente em se tratando de reservatérios destinados ao
abastecimento de 4gua para a populacao. O desenvolvimento de tais compostos funcionaria como

tentativa de amenizar esse sério e amplamente distribuido problema de saude publica.
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3 Objetivos

Este trabalho objetiva comparar, por meio da abordagem prote6bmica, as proteinas
diferencialmente expressas por duas cepas de Microcystis aeruginosa, sendo uma téxica — M.

aeruginosa PCC 7806 — e a outra ndo toxica — M. aeruginosa NIVA CYA 43.

3.1 Objetivos especificos

v' Desenvolver método de extracdo proteica para M. aeruginosa que seja
particularmente eficiente para a extracdo das proteinas citoplasmaticas;

v Visualizar o padrédo proteico de uma espécie de cianobactéria toxica mundialmente
importante entre faixa de pl de 3 a 11;

v Buscar proteinas expressas exclusivamente em condi¢éo de toxicidade;

v' Elucidar a provavel participacdo dessas proteinas na diferenciacdo entre cepas
téxicas e ndo toxicas e em outros processos metabdlicos que possam estar envolvidos, direta ou

indiretamente, na producédo de toxinas.
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4 Material e Métodos

4.1  Organismos e condigdes de cultivo

Os microrganismos M. aeruginosa PCC 7820 (padréo para toxicidade) e NIVA CYA 43
(padrdo para ndo toxicidade com toxicidade abaixo dos niveis de deteccdo) foram adquiridos do
CSIRO (Commonwealth Scientific and Industrial Research Organization) Marine Laboratories
culture collection, na Tasmania, Australia. Cada cepa foi cultivada em trés frascos distintos
(triplicata) contendo 200 mL meio MLA modificado (MgS0,4.7H,O 200 mM, NaNOz; 1M, K,HPO,4 40
mM, H3;BO3; 40 mM, NaHCO; 200 mM, CaCl,.2H,O 200 mM, vitaminas e micronutrientes, pH =
7,5) (Bolch & Blackburn, 1996), temperatura 22 °C * 0,5°C, luminosidade correspondente a 322
lux e fotoperiodo 12h:12h. Para as repicagens das culturas, foi mantido o padrdao 1 mL :10 mL
(cultivo/meio), como recomendado pelo CSIRO. A cada 48h, durante 38 dias, 3 aliquotas de 1 mL
de cada frasco foram coletadas e tiveram sua absorbéncia medida a 680nm — espectro de
absorcdo da clorofila. Assim, foram delineadas as curvas de crescimento e definidas as

absorbancias correspondentes a fase logaritmica (log) de crescimento de ambas as cepas.

4.2 Medicédo das células

Para viabilizar correlagBes entre os resultados protedmicos e caracteristicas fenotipicas
das cepas, foram realizadas medicdes de didmetro das células. Para isso, ambas as cepas foram
observadas em microscopio de luz transmitida na modalidade campo claro em aumento 100x
(Axiophot, Zeiss, Alemanha). Foram montadas duas laminas: uma para cada cepa. De cada
lamina, foram obtidas 17 fotografias. A captura das imagens foi realizada pelo programa
Axiovision versao 4.7 (Zeiss, Alemanha), e as células foram medidas pelo programa Axiovision
Release versédo 4.8 (Zeiss, Alemanha).

Para a medicdo, foram consideradas células sozinhas, que visualmente ndo aparentavam

estar em processo de divisdo celular. Mais de 100 células de cada cepa foram medidas, sendo
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pelo menos 4 de cada imagem obtida. Depois, foi feita a média aritmética entre as células
medidas, valor considerado como tamanho celular médio. Também foram considerados os valores

de desvio padréo.

4.3  Analise da presenca datoxina

Aliquotas de 1 mL de meio de cada cepa foram coletadas durante a fase log de
crescimento (M. aeruginosa PCC 7820 DOggonm= 0,164 e M. aeruginosa NIVA CYA 43 DOggonm=
0,252) para avaliacdo. As aliquotas foram congeladas e descongeladas 3 vezes em freezer
- 20 °C e 4gua morna e centrifugadas a 12.100 x g por 5 minutos. A quantidade de proteinas foi
determinada por Qubit™, como sera descrito no topico 4.4. Cada aliquota foi separadamente
analisada em cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Foram injetados 100 yL de cada
amostra (M. aeruginosa PCC 7820 = 256 uyg.mL™ e M. aeruginosa NIVA CYA 43 = 297 ug.mL™),
separadamente, em uma coluna analitica C18 de fase reversa (Vydac 218PT), poro de 5um e
fluxo de 1 mL.min?. A corrida teve duracdo de 35 minutos e seguiu variacdo ndo linear de
gradiente de 35% a 95% de acetonitrila/TFA 0,1%. A absorbancia foi monitorada em densidade
Optica de 238 nm, comprimento de onda absorvido pela microcistina. Antes da aplicacdo de cada
amostra, foi realizado um branco com o mesmo tempo de duracdo e as mesmas condicbes de
corrida. As fragbes coletadas foram concentradas em speed vacuum (Labconco) para,

posteriormente, serem analisadas por espectrometria de massa.

4.4 Identificacdo das toxinas via MS

As andlises por espectrometria de massa foram realizadas com um espectrbmetro de
massa do tipo MALDI-TOF/TOF (Matrix-assisted laser desorption time of flight) Ultraflex 11l (Bruker
Daltonics). As fragBes cromatogréficas foram ressuspendidas em 20 pyL de TFA 0.1% e
misturadas em uma razdo de 1:3 v/v com solugao saturada de acido a-ciano-4-hidroxicindmico.
Dessa mistura, 1 uL foi depositado sobre uma placa de MALDI. Os espectros foram adquiridos em

modo refletido positivo. ions com intensidade suficiente foram selecionados para clivagem por
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MS/MS. O padréao de fragmentacdo das microcistinas foi gerado no modo LIFT de aquisi¢do com

calibracdo externa.

4.5 Extracdo proteica

Ao atingir a fase log de crescimento, as culturas foram centrifugadas a 3.000 x g, 4°C, por
30 minutos. As células foram ressuspendidas em tampao de extracdo (Tris-HCI 5 mM, CaCl,.2H,0
5 mM, triton-X-100 0,01% e inibidor de proteinase 1 mM — Proteinase Inhibitor Cocktail for General
Use, GE - contendo inibidores competitivos e ndo competitivos para as proteases serinicas,
cisteinicas e calpaina — pH 7,3) em uma proporc¢ao 1:5 (g:v), congeladas e descongeladas 5 vezes
em nitrogénio liguido. As amostras foram novamente centrifugadas a 3.000 x g, 4°C, por 30
minutos. O sobrenadante foi recolhido para as analises proteicas e o precipitado foi descartado.
Apo6s a extracdo, a concentracdo proteica das amostras foi determinada por fluorimetria Qubit™
(Invitrogen, Eugene, Oregon, USA), seguindo-se o0s passos indicados pelo fabricante. Para a
quantificagdo, 199 pL de tamp&do Qubit™ s&o, primeiramente, misturados com 1 pL de fluoréforo
Qubit™. A partir desses 200 uL de solugdo, 199 pL foram aliquotados em microtubo apropriado e
1 gL da amostra a ser quantificada foi, entdo, acrescentada. A reacdo durou 15 minutos em
temperatura ambiente. Apds esse tempo, a amostra foi lida no leitor Qubit™. Esse leitor mede a
fluorescéncia e fornece diretamente a concentragdo em ug.mL™, sem a necessidade de se realizar
uma curva padrdo. Apos a quantificacdo proteica, aliquotas das amostras contendo 50 pug.mL™ e
600 pg.mL™* foram precipitadas com 200 pL de &cido tricloroacético (TCA) 75% para SDS-PAGE e
gel bidimensional, respectivamente. A reacdo com TCA ocorreu no gelo por 30 min. Apos esse
tempo, as amostras foram centrifugadas a. 12.100 x g por 20 min. O sobrenadante foi descartado
e os precipitados foram lavados 3 vezes com 1 mL de acetona gelada 100%. Para a realizacdo do
gel bidimensional, ap6s as lavagens com acetona, os precipitados foram submetidos ao kit de
limpeza 2-DE Cleaning-up Kit (Amersham Biosciences) conforme as instru¢des do fabricante. Aos
precipitados, foram adicionados 300 uL de solugdo precipitante. A mistura foi agitada
vigorosamente e deixada em gelo por 15 minutos. Entdo, foram adicionados 300 pL de solugéo

coprecipitante. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 12.100 x g por 5 minutos e 0s
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sobrenadantes foram descartados. Mais 40 pL de solugdo coprecipitante foram adicionados com
reagdo de 5 minutos no gelo. As amostras foram novamente centrifugadas e os sobrenadantes
descartados. Foram adicionados 25 pL de agua ultrapura seguidos de agitacéo vigorosa. Por fim,
foram adicionados 1 mL de Chilled Wash Buffer e 5 yL de Wash Additive. As amostras foram
agitadas vigorosamente mais uma vez, a cada 10 minutos, por 3 vezes, totalizando-se 30 minutos.

Os precipitados foram armazenados em freezer — 20 °C.

4.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi realizada conforme descrito por
Laemmli (1970), a temperatura ambiente, para analises preliminares da composi¢do proteica das
cepas analisadas. Foram aplicados 50 pug.mL™ de proteina de cada cepa, em triplicata, em SDS-
PAGE, com gel de empilhamento (acrilamida 5%, tampao Tris-HCI 1,5 M pH=6,8, persulfato de
amoénio 0,1% e temed 0,012%) e gel de corrida a 15% (acrilamida 15%, tamp&o Tris-HCI 1,5 M
pH=8,8, persulfato de amoénio 0,1% e temed 0,006%). Para comparacdo das massas moleculares,
foram aplicados 5 pL de marcador de massa molecular (Unstained Protein, Fermentas) contendo
B-galactosidase (E. coli), albumina sérica bovina (plasma bovino), ovoalbumina (clara de ovo de
galinha), lactato desidrogenase (musculo de porco), enzima de restricdo Bsp981 (E. coli), B-
lactoglobulina (leite bovino) e lisozima (clara de ovo de galinha). Para visualizacdo durante a
corrida, as amostras foram misturadas com azul de bromofenol. Apds a corrida (200 V, 200 mA,

10 W, 1h30m), o gel foi corado com Coomassie G-250.

4.7 Eletroforese bidimensional (2-DE)

Para a realizacdo do gel bidimensional, 600 pyg.mL™ de proteina de cada cepa, em
triplicata (3 amostras bioldgicas de M. aeruginosa PCC 7820 e 3 amostras biolégicas de M.
aeruginosa NIVA CYA 43), foram ressuspendidos em tampao de re-hidratacdo (uréia 8 M, tiouréia
2 M, CHAPS 2%, tampé&o IPG 3-10 1%, dithiothreitol (DTT) 65 mM e tracos de azul de bromofenol)

e aplicados em tiras néo lineares de 13 cm (Amersham Biosciences) com pl variando de 3 a 11.
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As tiras foram re-hidratadas por 16 horas, a 20 °C. A focalizacdo isoelétrica foi realizada no
IPGphor (General Electrics) seguindo os seguintes passos: (i) 500 V, por 1h; (ii) 1.000 V, por 2h;
(iii) 3.500 V, por 5h30m e (iv) 3.500 V, por 10h, até a focalizacdo acumular 40.000 Vh. Apés a
focalizacdo, as tiras foram armazenadas em freezer — 80 °C até a realizagdo da segunda
dimenséo. Antes da realizacdo da segunda dimens&o, as tiras foram equilibradas com tamp&o de
equilibrio (Tris-HCI 1,5 M, uréia 6 M, glicerol 30%, SDS 2%, e tracos de azul de bromofenol)
contendo DTT 1% por 15 minutos e, em seguida, com mesmo tampao de equilibrio, porém,
contendo iodoacetamida 1% em vez de DTT, por mais 15 minutos. Depois de equilibradas, as tiras
foram inseridas sobre 0 SDS-PAGE 12% para a realizacdo da segunda dimenséao (400 V, 400 mA,
100 W). Para comparagcdo das massas moleculares, foram aplicados 10 pL de marcador de
massa molecular (Benchmarker protein leader, Invitrogen). Apés 8 h de corrida, os géis foram
colocados em solucdo descorante e, apds 24 horas, foram corados com solu¢cdo contendo

Coomassie G-250.

4.8  Analise dos mapas proteicos

Os géis foram analisados pelo programa BioNumerics versao 4.6. Primeiramente, 0s spots
de cada gel foram detectados manualmente. Em seguida, foi feita a calibragem de cada gel para
gue o programa detectasse a intensidade dos spots. A massa molecular e o ponto isoelétrico
também foram ajustados. Para a comparacao, foi escolhido um gel de referéncia para o grupo dos
géis de M. aeruginosa PCC 7820 (padrao para toxicidade) e outro gel de referéncia para aquele
de M. aeruginosa NIVA CYA 43 (padrdao de nao toxicidade). Os géis foram, entdo, comparados
entre si, primeiramente dentro de cada padréo (géis da cepa téxica comparadas entre si e géis da
cepa nao toxica comparadas entre si) e, posteriormente, entre os padrdes (géis da cepa tdxica
comparados com geéis da cepa néo téxica). No primeiro caso, 0S spots que representam a mesma
proteina foram correlacionados. Com isso, as analises estatisticas foram realizadas com base na
intensidade dos spots (valor de volume fornecido pelo programa para cada spot). Foram usadas
duas variaveis: volume e volume relativo dos spots. A primeira consiste em uma busca por

significancia, selecionando-se aqueles spots com base na regresséo entre pares de géis. A Ultima
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busca baseia-se na informacédo de cada spot em relacdo a todos os outros no gel. Os valores de
volume foram usados para calculos de correlacdo entre os géis, dado que informa a
reprodutibilidade entre eles. Os valores de volume relativo foram usados para selecédo dos spots
diferencialmente expressos. Finalmente, os géis de referéncia de cada grupo foram comparados
entre si e sobrepostos. Baseado no valor do volume relativo e na presenga ou auséncia de
determinado spot, foram escolhidos os spots de interesse para posterior identificacdo por

espectrometria de massa.

4.9 Identificacdo proteica por espectrometria de massa

A digestdo dos spots foi feita de acordo com Shevchenko et al. (1996). Os spots foram
cortados com o auxilio de uma lamina de bisturi e colocados em microtubos. Foram adicionados
300 pL de solugdo descorante. Os tubos foram colocados em agitador por 16 horas, até a retirada
completa do corante Coomassie. Apds esse tempo, a solucao descorante foi descartada e foram
realizadas 3 lavagens com etanol 50%, com duracéo de 15 minutos cada uma. Foram adicionados
300 pL de acetonitrila 100% por 10 minutos. Apdés a desidratacdo dos pedacos de gel, a
acetonitrila foi descartada, 50 pL de DTT 10 mM em NH4HCO3; 100 mM foram adicionados e as
amostras foram incubadas em banho-maria a 56 °C durante 30 minutos. A solucdo de DTT foi
substituida por 50 pL de iodoacetamida 55 mM em NH4HCO; 100 mM, seguido de incubacao por
1h30min, no escuro, em temperatura ambiente. Os spots foram novamente lavados com 100 pL
de NH4HCO; 100 mM por 10 minutos. Foram adicionados 100 pL de acetonitrila até a
desidratacdo dos pedagos de gel. A acetonitrila foi descartada e a re-hidratag&o foi feita com 50
pL de NH4HCO; 50 mM, CaCl, 5 mM e 600 ng de tripsina (Trypsin Golg-Mass Spectrometry
Grade, Promega) em gelo durante 45 minutos. Em seguida, os tubos foram colocados em estufa
37°C, a 135 rpm, por 24 horas. Apdés a tripsinizacdo, 1 YL de cada tubo foi coletado para analises
preliminares. O restante foi transferido para tubos novos e os tubos contendo os pedacos de gel
foram descartados. As amostras foram colocadas em speed vaccum até que ficassem

completamente secas, entdo, foram estocadas em — 20 °C até a realizacdo das analises.
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Os spots de interesse foram identificados por peptide mass fingerprinting (PMF) e por
sequenciamento de novo. No caso do PMF, as massas encontradas foram comparadas com
dados depositados em bancos de dados ndo redundantes do NCBI utilizando-se o software
MASCOT (MASCOT versdo 2.1.0, Matrix Science, Londres). O sequenciamento de novo foi
executado manualmente, subtraindo-se as massas dos ions encontrados nos espectros a partir
das séries y e b. O valor da diferenca foi comparado as massas dos aminoacidos e a sequéncia
foi anotada. Em seguida, uma procura no banco de dados Swiss-Prot (www.expasy.org) foi feita
utilizando-se a ferramenta MPSearch do European Intitute of Bioinformatics — EBI — comparando-
se o fragmento encontrado com as proteinas armazenadas no banco. Foram anotadas proteinas
cujo momento hidrofébico e ponto isoelétrico eram semelhantes as observadas nas técnicas
previamente utilizadas e cujo ponto de corte do fragmento encontrado era equiparavel a um

fragmento triptico.

4.10 Andlise dos dados

As massas encontradas por peptide mass fingerprinting (PMF) foram comparadas com
dados depositados em bancos de dados ndo redundantes do NCBI (National Center for
Biotechnology Information), utilizando-se o software MASCOT (Perkins et al.,, 1999). Foram
assumidos como parédmetros de busca: modificagdo fixa devido a carbamidometilacdo de
cisteinas, modificacdo variavel devido a oxidacdo de metioninas, uma mis-cleavage da tripsina e
80 p.p.m. (partes por milhdo) de acuracia de massa. Acertos com probabilidade baseada em
MOWSE scores maiores que 50 foram obtidos, o que indica que os acertos foram significantes
(p<0,05). Ainda assim, as sequéncias de aminoacidos obtidas com score maior que 50 foram
analisadas também pelo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para maior confiabilidade do
resultado (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Sequéncias obtidas pelo Mascot, porém, que nédo
apresentaram proteina associada, foram analisadas pelo BLAST. Para a maioria desses casos, 0s
resultados do BLAST resolveram a proteina. Aquelas que ficaram sem resultado por Mascot, que
foram analisadas pelo BLAST e, que, ainda assim, permaneceram nao resolvidas, foram

sequenciadas manualmente pelo programa PepSeq (Waters).
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5 Resultados e discussao

51 Cepas e seu crescimento

As cepas M. aeruginosa PCC 7820 (padréo toxico) e M. aeruginosa NIVA CYA 43 (padréo
nao toxico) foram adquiridas do centro CSIRO, na Australia (Figura 5). Ao chegarem, passaram
por um periodo de adaptagdo as condi¢cdes de cultivo do Centro de Analises Protedbmicas e
Bioquimicas da Universidade Catdlica de Brasilia, equivalente a 45 dias. Inicialmente, andlises
morfolégicas por microscopia mostraram que a cepa M. aeruginosa PCC 7820 apresenta
coloracao mais clara que a cepa M. aeruginosa NIVA CYA 43, caracteristica refletida nos valores
de absorbéancia correspondentes a fase log de crescimento, que diferem para ambas as cepas.
Esses valores sdo mostrados nas Figuras 6 e 7. MedigBes das células a partir das imagens
obtidas por microscopia mostram que as células da cepa PCC 7820 apresentam menor diametro —
3,66 um (desvio padrao = 0,18) — (Figura 5A) em relacdo as células da cepa NIVA CYA 43 — 4,44

pum (desvio padréao = 0,21) — (Figura 5B).

Epm, A : o

Figura 5. Células de Microcystis aeruginosa observadas em microscopio de luz transmitida — modalidade campo claro
—aumento de 100x. (A) M. aeruginosa PCC 7820. (B) M. aeruginosa NIVA CYA 43.

Dittmann e colaboradores (1997) prop6em, em seu trabalho, que a cepa toxica de M.
aeruginosa PCC 7806 apresenta maior diametro em relagdo a seu mutante — transformado por

knock-out do gene mapepl (envolvido na producdo de microcistina) —, sugerindo possivel
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participacao da microcistina em processos celulares primarios. Neste trabalho, observou-se que a
cepa naturalmente toxica — PCC 7820 — apresenta menor didmetro celular em relagdo a cepa
naturalmente nado téxica — NIVA CYA 43. Provavelmente, o gasto energético envolvido na
producdo das proteinas que sintetizam a microcistina e na sintese da toxina em si estaria
relacionado com menor disponibilidade energética para o investimento em tamanho celular.

Apls o periodo de adaptacdo, a curva de crescimento de ambas as cepas foi postulada
como descrito na sessdo 4.1 deste trabalho. Com o grafico das curvas de crescimento, foi
possivel determinar a absorbancia na qual as proteinas deveriam ser extraidas. Para extracao, foi
escolhido o meio da fase log de crescimento, uma vez que, nesse periodo, as células estdo em
constante divisdo celular, o que garante células jovens e, consequentemente, maior vigor celular e
maior probabilidade de ndo serem encontradas proteinas envolvidas em apoptose e morte celular.
Embora a quantidade de toxina intracelular seja tipicamente maior no final da fase log de
crescimento (Carmichael, 2001), nesse ponto da fase log e na fase estacionaria, as células
apresentam diminuicdo da taxa de divisdo celular e é nesse periodo que ocorre degradacéo
proteica. Por tais razfes, as células de ambas as cepas foram extraidas no meio da fase log de
crescimento, sendo em DOggonm=0,3 para M. aeruginosa PCC 7820 (Figura 6) e em DOggonm=0,7

para M. aeruginosa NIVA CYA 43 (Figura 7).
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Figura 6. Curva de crescimento apresentada pela cepa M. aeruginosa PCC 7820 durante 38 dias de monitoramento em
espectrofotometria usando comprimento de onda igual a 680nm. As barras verticais indicam o desvio padrdo entre as

triplicatas de cada ponto de medi¢do. OD = densidade Optica.
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Figura 7. Curva de crescimento apresentada pela cepa M. aeruginosa NIVA CYA 43 ap6s 38 dias de medicdo da
absorbancia em comprimento de onda igual a 680nm. As barras na vertical indicam o desvio padrdo entre as triplicatas

de cada ponto de medicdo. OD = densidade dptica.

A cepa téxica M. aeruginosa PCC 7820 apresentou valores de absorbancia menores em
relacdo a cepa nao téxica M. aeruginosa NIVA CYA 43, como mostrado nas respectivas curvas de
crescimento. O comprimento de onda usado foi de 680 nm, valor proximo ao pico de absorbancia
da ficocianina. E provavel que a cepa ndo toxica possua esse pigmento em quantidade muito
superior a cepa toxica. Cepas toxicas e ndo tdxicas de Microcystis apresentam diferengcas na
composicdo dos pigmentos acessorios. Cepas toxicas possuem pigmentos acessorios que
desempenham fun¢éo de protecdo contra UV (luz ultravioleta) (absorcdo entre 350 e 400 nm),
ficoeritrina (absorcdo a 570 nm) e uma concentracdo relativamente baixa de ficocianina. Cepas
nao téxicas nao possuem ficoeritrina, mas spresentam uma quantidade de ficocianina muito maior
(pico de absorbancia a 627 nm) (Kardinaal et al., 2007). Essa observagdo também € valida para
explicar a diferenca na coloracédo das cepas. A cepa nao toxica tem coloracdo verde azulada, bem
tipica de cianobactérias, o que também indica maior quantidade de ficocianina. A cepa toxica

possui coloracdo menos azulada, o que indica concentracao relativamente baixa de ficocianina.
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5.2  Anédlise da presenca da toxina

As culturas foram analisadas por HPLC de fase reversa para confirmagdo dos dados
fornecidos pelo CSIRO a respeito da producdo da microcistina. A metodologia usada foi
semelhante a previamente descrita por Harada et al. (1999). Para essa analise, 1 mL de cada
cepa foi congelado e descongelado 3 vezes, centrifugado, e 100 uL do sobrenadante de cada
cepa foram injetados, separadamente, em coluna C18 de cromatografia de fase reversa
(concentragdo protéica correspondente a 256 ug.mL™ para a cepa PCC 7820 e 297 ug.mL™ para

a cepa NIVA CYA 43). O cromatograma obtido para ambas as cepas pode ser visualizado na

Figura 8.
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Figura 8. Analise do extrato das amostras de M. aeruginosa PCC 7820 (linha vermelha) e M. aeruginosa NIVA CYA
43 (linha azul) em HPLC — coluna C18 de fase reversa — e detec¢do a 238 nm. A fracdo indicada pela seta foi
sequenciada por MALDI-TOF/TOF. A corrida teve duracdo de 35 minutos e seguiu variacdo ndo linear de gradiente de
35% a 95% de acetonitrila/ TFA 0,1%.

Como observado na Figura 8, ndo foi eluida henhuma fracdo cromatografica do extrato de

M. aeruginosa NIVA CYA 43. A fracdo coletada foi eluida apenas do extrato de M. aeruginosa
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PCC 7820 ap6s 7 minutos e 48 segundos de corrida. Para identificacdo, as fragGes coletadas
foram concentradas em speed vaccum, ressuspendidas em matriz de acido a-ciano-4-
hidroxicindmico e analisadas por MALDI-TOF/TOF. Os espectros de massa (Figura 9) mostraram
gue a fracdo indicada com uma seta na Figura 8 contém mais de uma variante de microcistina,

confirmando que a cepa M. aeruginosa PCC 7820 é toxica.
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Figura 9. Espectro de massa obtido por MALDI-TOF/TOF da fragéo eluida em cromatografia por HPLC do extrato de

M. aeruginosa PCC 7820 (fracdo indicada na figura 8) e as respectivas identificacdes das variantes de microcistina.

A partir do espectro MS obtido, foram escolhidos os ions de massa monoisotépica [M+H]"
859, 949, 981 e 995 m/z para obtenc¢&o dos espectros de fragmentacdo por MS/MS. Por néo ser o
foco deste trabalho, a identificacdo das microcistinas foi realizada apenas pela comparacdo das
massas desses 4 ions e do ion 1009 m/z (ndo fragmentado) com dados da literatura (Tabela 2).

O fato de haver cinco variantes de microcistina sendo produzidas simultaneamente néo é
surpresa, pois, assim como cada cianotoxina pode ser produzida por mais de uma espécie de

cianobactéria, a mesma espécie de cianobactéria € capaz de produzir mais de uma variante da
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toxina. Além disso, em 50 a 75% das floragBes de cianobactérias, a toxicidade esta associada

com a produgéo simultdnea de diversas cianotoxinas (An & Carmichael, 1994).

Tabela 2. Identificagdo, por MALDI-TOF/TOF, das microcistinas presentes na fracdo coletada ap6s 7 minutos e 48
segundos de corrida em HPLC de fase reversa. As massas obtidas foram comparadas com dados da literatura para

determinacdo da variante de microcistina.

Tempo de Massa monoisotopica Variante de microcistina Referéncia
eluicdo identificada [M+H]"
859 [D-Asp®,Dha’] Yuan et al., 1999
7min48seg microcistina-RR
949 [D-Asp3, ADMAdda5] Oksanen et al., 2004
microcistina-LR
981 [Dha]microcistina-LR Bateman et al., 1995
995 microcistina-LR Bateman et al., 1995
1009 microcistina-LW Bateman et al., 1995

53 SDS-PAGE

Ao atingirem a metade da fase log de crescimento (M. aeruginosa PCC 7820 DOggonm=0,3
M. aeruginosa NIVA CYA 43 DOggonm=0,7), as culturas foram devidamente processadas para a
extracdo proteica. Minigéis (SDS-PAGE) foram realizados para avaliar a compatibilidade do
tamp&o de extracdo para amostras de Microcystis e a reprodutibilidade da separacdo das
proteinas soltveis (Figura 10).

Como observado na Figura 10, o protocolo de extracdo protéica apresentado demonstrou
baixa degradacdo proteica bem como alta reprodutibilidade entre as réplicas técnicas. O gel
mostrado na Figura 10A mostra 15 bandas bem resolvidas com massa molecular entre 10 e 116
kDa. Entretanto, a maioria das bandas apresentou massa molecular abaixo de 50 kDa. O gel
mostrado na Figura 10B mostra 18 bandas bem resolvidas com massa molecular entre 5 e 116
kDa. A cepa M. aeruginosa NIVA CYA 43 apresenta claramente maior quantidade de proteinas
com massa molecular maior que 50 kDa e menor que 14 kDa em relacao a cepa M. aeruginosa

PCC 7820. Essas diferencas no padréo protéico entre as cepas podem refletir ndo apenas
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diferencgas constitutivas, sugerindo que a expressao proteica diferencial pode estar relacionada ao
estado produtor da microcistina e ao estado ndo produtor dela, mas também apontar proteinas
envolvidas em diversas caracteristicas fenotipicas previamente observadas — como a cor diferente
entre as culturas e as diferentes taxas de crescimento entre as cepas. Fulda e colaboradores
(1999) verificaram, por SDS-PAGE, a expressao diferencial de proteinas de extratos celulares de
Synechocystis sp. PCC 6803 em culturas-controle e em culturas adaptadas a salinidade. Os géis
mostraram o acumulo de 2 proteinas periplasmicas em células crescidas na presenca de 342 mM
de NaCl (cloreto de calcio) que sdo expressas em menores quantidades nas culturas-controle

(crescidas em 2 mM de NacCl).
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Figura 10. SDS-PAGE 15% corado com Coomassie G-250. Aplicagdo de 50 pg.mL™ de proteina e 5 pL de marcador
molecular Fermentas. (A) Réplicas técnicas das proteinas extraidas de M. aeruginosa PCC 7820. (B) Réplicas técnicas
das proteinas extraidas de M. aeruginosa NIVA CYA 43. Os nimeros 1, 2 e 3 correspondem aos pontos de aplicacdo da

amostra, constituindo as réplicas. M indica marcador molecular.

Apos verificar a eficiéncia do método de extracdo e quantificacdo proteica e para melhor
averiguar a expressao protéica diferencial visualizada por SDS-PAGE, foram realizados os géis
bidimensionais, que seguiram o0 mesmo protocolo de extracdo e tratamento das amostras feito

para o SDS-PAGE.
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5.4 Analises eletroforéticas bidimensionais

Cada cepa foi cultivada em triplicata, constituindo-se as réplicas biolégicas. De cada
cultivo, foram extraidas as proteinas para a realizacdo dos géis bidimensionais. Os géis de ambas
as cepas apresentaram spots expressos em niveis detectaveis e suscetiveis a tripsinizacdo apos
desnaturacédo, reducédo e alquilacdo (Figuras 11 e 12).

A cepa M. aeruginosa PCC 7820 apresentou 220 spots bem resolvidos (Figura 11). A
maioria dos spots situou-se no gel na faixa de pl entre 4 e 7. As espécies de cianobactérias ja
analisadas por protedbmica, como Anabaena variabilis e Synechococcus sp. PCC 7942,
apresentam esse padrdo de distribuicdo de proteinas no gel (Koksharova et al., 2006; Barrios-
Llerena et al., 2007). Entretanto, deve-se considerar que a maioria dos estudos com proteémica
de cianobactérias usou tiras com extensao reduzida de pl, apenas de 4 a 7 (Ekman et al., 2006;
Klint et al.,, 2006; Huang et al., 2002; Fulda et al., 2000). Esses estudos, por usarem tiras de
reduzida extensdo, deixam de considerar proteinas que podem ser proteinas-chave no
metabolismo ou estrutura da célula cianobacteriana. Em nosso estudo, a extenséo de pl foi maior,
incluindo as proteinas basicas. A expansao da extensdo do pl fornece um padrdo mais global e
permite um melhor entendimento do proteoma do organismo.

A cepa M. aeruginosa NIVA CYA 43 apresentou 202 spots bem resolvidos (Figura 12).
Assim como a cepa M. aeruginosa PCC 7820, a maioria dos spots situou-se no gel na faixa de pl
entre 4 e 7. Entretanto, a cepa NIVA CYA 43 apresentou varias proteinas na faixa de 3 a 4 nao
observadas no mapa proteémico de M. aeruginosa PCC 7820. Essas proteinas diferencialmente
expressas nao foram identificadas por espectrometria de massa, como explicado mais adiante, e,

por tal razao, ndo estdo marcadas na Figura 12.
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Figura 11. Mapa protedmico de Microcystis aeruginosa PCC 7820. Strips ndo lineares de 13 cm, pl 3-11. Gel a 12% e
corado com Coomassie G-250. As setas pretas indicam 0s spots diferenciais, as setas vermelhas indicam os spots com
menor intensidade em relagdo a M. aeruginosa NIVA CYA 43 (sub expressas) e as setas amarelas indicam os spots com
maior intensidade em relagdo a M. aeruginosa NIVA CYA 43 (super expressas). A seta branca indica spot que nao

apresentou expressao diferencial.
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Figura 12. Mapa protedmico de Microcystis aeruginosa NIVA CYA 43. Strips ndo lineares de 13cm, pl 3-11. Gel a
12% e corado com Coomassie G-250. As setas pretas indicam os spots diferenciais, as setas vermelhas indicam os spots
com menor intensidade em relacdo a M. aeruginosa PCC 7820 (sub expressas) e as setas amarelas indicam os spots com
maior intensidade em relagdo a M. aeruginosa PCC 7820 (super expressas). A seta branca indica spot que ndo

apresentou expressao diferencial.
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Os trabalhos com protedmica de cianobactérias que usam tiras com intervalo de pl 4-7
relatam cerca de 200 spots (Huang et al., 2002). Os géis reportados aqui apresentaram
quantidade semelhante de spots, embora o intervalo de pl tenha sido maior (3-11). O trabalho de
Barrios-Llerena et al. (2007), utilizando tiras com intervalo de pl semelhante ao usado neste
trabalho (p! 3-10), obteve cerca de 500 spots de extracdes proteicas de A. variabilis.
Provavelmente, a quantidade de spots visualizados nos géis de M. aeruginosa em relacdo ao
intervalo de pl escolhido deve-se a metodologia de processamento das amostras e ao fato de
serem espécies diferentes, pertencentes a géneros completamente distintos. A mesma
metodologia pode apresentar resultados diferentes quando aplicada em diferentes espécies de
cianobactérias. A metodologia de fracionamento celular desenvolvida para Synechocystis, quando
aplicada para Anabaena, fornece resultado ndo satisfatério (Moslavac et al., 2005). Da mesma
maneira, a metodologia de extracdo proteica descrita em Barrios-Llerena et al. (2007) nédo
funcionou para as cepas de M. aeruginosa deste estudo. O tampéao de extracdo usado para A.
varibilis (Barrios-Llerena et al., 2007) foi incompativel com a etapa de focalizacao isoelétrica das
tiras e, como resultado, causou seu rompimento. Provavelmente, o tampéo de extracdo usado
resultou em grande acumulo de sal no precipitado. Em funcdo da grande resisténcia, a voltagem
na etapa de focalizagéo isoelétrica ndo alcangou o valor programado e, como consequéncia, o gel
da tira rompeu-se (dados nao mostrados). Esses dados mostram que o método de extracao
proteica usado neste trabalho foi eficiente para amostras de M. aeruginosa, a0 passo que 0
método usado por Barrios-Llerena et al. (2007) para amostras de A. variabilis ndo funcionou para
as amostras de M. aeruginosa.

Para detec¢do e sele¢cdo dos spots de interesse, as imagens dos géis foram analisadas
pelo programa BioNumerics versdo 4.6. Apos a detec¢cdo dos spots, 0 programa gera um gréfico
tridimensional para a imagem analisada. A Figura 13 mostra os graficos tridimensionais fornecidos
pelo programa.

Os trés géis obtidos para cada cepa (réplicas bioldgicas) foram comparados entre si pelo
programa BioNumerics. Ao final da analise, o programa forneceu os valores do volume de cada

spot. Com os valores do volume, foram realizadas as andlises de regressao linear, usando-se
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recursos do Excel 2003, para obtencéo dos valores de r®. As triplicatas dos géis de M. aeruginosa
PCC 7820 apresentaram r? = 0,75, e as triplicatas de M. aeruginosa NIVA CYA 43 apresentaram
r? = 0,70 (Figura 14). Andlises de regressdo linear realizadas entre réplicas técnicas de géis
mostram, comumente, correlacdes superiores a 0,80 (Degrelle et al., 2009; Richardson et al.,
2009). Neste trabalho, os géis comparados entre si representam réplicas biolégicas, e néo
técnicas. Portanto, os valores de r? tendem a ser menores. Assim, os valores de r® obtidos

mostram que houve reprodutibilidade entre os géis.

Value

Figura 13. Mapas protedmicos em visdo tridimensional fornecidos pelo programa BioNumerics versdo 4.6 ap06s analise
dos géis bidimensionais. (A) Mapa protedmico da cepa M. aeruginosa PCC 7820 em visdo tridimensional. (B) Mapa
protedmico da cepa M. aeruginosa NIVA CYA 43 em visdo tridimensional. Eixo X corresponde aos valores de pl e

eixo Y aos valores de massa molecular.
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Figura 14. Anéalise de dispersdo obtida da comparagdo dos géis entre si. (A) Comparacéo entre os géis da cepa M.
aeruginosa PCC 7820. A correlacéo apresentou r* = 0,75. (B) Comparacdo entre os géis da cepa M. aeruginosa NIVA
CYA 43. A correlagdo apresentou r* = 0,70. p < 0,05.
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Os géis da cepa M. aeruginosa PCC 7820 foram comparados com os géis da cepa M.
aeruginosa NIVA CYA 43 para deteccao dos spots diferencialmente expressos e, posteriormente,
sobrepostos, para visualizagdo da semelhanca entre eles. Assim como as comparagdes feitas
dentro de cada cepa, os valores de volume fornecidos pelo BioNumerics para ambas as cepas
foram correlacionados, gerando um gréfico de dispersdo com r? igual a 0,37 (Figura 15). Valores
baixos de r? (entre cerca de 0,3 e 04) representam diferencas significativas no padrdo de
expressao proteica em gel. Essas diferencas estao relacionadas tanto a presenca de um spot em
um gel e sua auséncia no outro, quanto a diferengas na intensidade de expresséo dos spots que

aparecem em ambos 0s géis.
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Figura 15. Analise de dispersdo da correlacdo dos valores de volume gerados pelo programa BioNumerics para os géis
da cepa M. aeruginosa PCC 7820 e M. aeruginosa NIVA CYA 43. r’=0,37.

ApoOs a escolha das proteinas de interesse, elas foram tripsinizadas e misturadas em uma
razao de 1:3 v/v com solugado saturada de acido a-ciano-4-hidroxicinamico para identificacéo por
MALDI-TOF/TOF. Foram 33 spots de interesse do gel de M. aeruginosa PCC 7820 e 31 spots do
gel de M. aeruginosa NIVA CYA 43, que, no fim, corresponderam a 47 diferentes spots. Desses
47, 30 foram identificados (Tabela 3), sendo 9 exclusivos da cepa téxica, 6 exclusivos da cepa nao
téxica, 11 super expressos ha toxica e 4 super expressos na nao toxica (Figura 17).

Foram adquiridos 100 espectros de MS/MS. Para a maioria dos spots, foram adquiridos
pelo menos 2 espectros. Os spots que apareceram em ambos os géis foram identificados como

sendo a mesma proteina, o que aumenta a confiabilidade dos dados. Nao foi possivel identificar
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26% dos spots devido a baixa intensidade de sinal de alguns dos espectros e, para estes, ndo
foram gerados dados pelo Mascot. A baixa intensidade do sinal também inviabilizou o
seqlienciamento manual, que, para ser correto, requer espectros com intensidade de sinal de 10*
ou mais, como observado durante a realizacéo dos trabalhos.

As 30 identificacdes proteicas correspondem a 20 proteinas diferentes. Quatro dessas 20
proteinas foram encontradas em mais de um spot no gel. Entre elas estdo incluidas as enzimas
ribulose bifosfato carboxilase (spots m01, m02, mll), frutose-1,6-bifosfato aldolase classe Il
(spots m05, m21), fosforribuloquinase (spots m08, m09, m29) e porina (spots m12, m13, m14,
m23). Essa redundancia de proteinas relacionadas a fotossintese e ao transporte transmembrana
€ um indicativo de que esses produtos génicos estao presentes como isoformas com modificagfes
pés-traducionais. A proteina ribulose bifosfato carboxilase aparece como isoforma em 3 spots
diferentes, com variacdo apenas do pl. A proteina frutose-1,6-bifosfato aldolase classe Il também
aparece em 3 spots diferentes que apresentam variacao de pl na cepa toxica. Entretanto, essa
proteina aparece em apenas 2 spots na cepa nao toxica. A proteina fosforribuloquinase aparece
em 2 spots diferentes que também apresentam variacdo apenas no pl. No entanto, a cepa tdxica
possui essa mesma proteina com valor de massa inferior as outras duas. A proteina porina
aparece em 4 diferentes spots no gel da cepa néo tdxica, sendo 3 isoformas e o outro spot com
valor de pl e massa molecular diferentes dos outros 3.

As identificacBes proteicas mostraram que 53,33% das proteinas estdo relacionadas ao
metabolismo energético, 20% delas correspondem a proteinas de membrana, 6,66% sé&o
proteinas periplasmicas, 10% sdo proteinas citoplasméaticas e 6,66% delas foram identificadas

como proteinas hipotéticas (Figura 16).

m Metabolismo Energético
m Membrana

o Periplasmicas

O Citoplasmaticas

O Hipotéticas

Figura 16. Porcentagem de proteinas relacionadas ao metabolismo energético e porcentagem de proteinas de acordo

com a localizagao celular calculadas a partir das identificages protéicas.
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Tabela 3. Proteinas diferencialmente expressas identificadas a partir de extratos celulares de culturas axénicas de Microcystis aeruginosa ap6s digestdo triptica e analise por
MALDI-TOF/TOF.

Spotn.  Sequéncia Accession no  Espécie Proteina ID Cobertura da Mowse Funcéo Tedrico Experimental
seqliéncia (%) score pl/M;, (kDa) pl/M; (kDa)
mO01 KTFQGPPHGITVERD 166367530 M. aeruginosa ribulose bisofosfato 5 82 Fixacdo CO, (Ciclo 6.76 /53,195 6,4/53,86
carboxilase, de Calvin) e
GIHIHR - . S
subunidade maior fotorrespiracéo
m02 KTFQGPPHGITVERD 166367530 M. aeruginosa ribulose bisofosfato 9 92 Fixacdo CO, (Ciclo 6.76 / 53,195 6,2 /53,84
AVTMGEVDLMR carbo>_<|lase, ) de Calvm_) e i
subunidade maior fotorrespiracao
KTFEGPPHGIQAERD
mO03 KIAAEFPDNFRL 166363998 M. aeruginosa ferredoxina-NADP 5,5 44 Oxidagdo e reducdo 6,07 /44,807  6,94/35,61
IAAEFPDNFR oxidorredutase (flcoblllssor_no, _
membrana tilacoidal)
mO04 KGILEYNDLPLVSSDYRG 166365244 M. aeruginosa gliceraldeido-3- 53 101 Processo metabélico 36,643 6,61 /38,49
fosfato desidrogenase da glicose
dependente de (fosforilacéo)
NAD(P)
mO05 RKPTGEILAISRI 166365988 M. aeruginosa frutose-1,6-bifosfato 49 74 Glicolise 6,00/ 39,156 5,58 /43,01
aldolase
YAGENFLR classe 1l (FBA)
RKPTGEILAISRI
KYAGENFLRH
mO06 KNIADHVAVEAMRE 159029605 M. aeruginosa Frutose-1,6- 10,15 78 Processo metabdlico 4,68 /37,663  5,13/42,99
SIEELVVVVMDRPR bisfosfatase do glicerol
(FBPase)
FFHGGAR
mO07 LQEMGITNPDR 166365743 M. aeruginosa D-frutose-1,6- 6,6 Biossintese de 4,37/37,116  4,95/43,12
bifosfatase classe Il / carboidrato (Ciclo de
FVDTVHLFDQPK sedoheptulose  1,7- Calvin)
bisfosfatase (FBPase
classe 2/SBPase)
mO08 RKPDFSAYIDPQRQ 159027237 M. aeruginosa Fosforribuloquinase 18 107 Processo metabdlico  5,45/38,036 5,00/ 40,88

KVIVIEGLHPLYDERV

(PRK)

do carboidrato
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mO09

m10

mll

m12

m13

ml4

RKPDFSAYIDPQRQ
KVIVIEGLHPLYDERV
RKPDFSAYIDPQRQ
KVIVIEGLHPLYDERV
RGHTYDDVMAAINSRK
RKPDFSAYIDPQRQ
KVIVIEGLHPLYDERV
VLSVLLGMTIGQIHR
TLPDLIHSAPR

KTFQGPPHGITVERD
RGITMGFVDLMRE
KNHGIHFRV
TFQGPPHGITVER
RDNDVTIDDLFYRA
KFADINFVYVRS
RLQAGNFNNTFNQSGPTRT
KFADINFVYVRS
LQAGNFNNTFNQSGPTR
QSQTPAHQSRANQR
RDNDVTIDDLFYRA
LQAGNFNNTFNQSGPTR
RDVSPTAWAYEALRS
KFADINFVYVRS
LQAGNFNNTFNQSGPTR
KFADINFVYVRS
RLQAGNFNNTFNQSGPTRT

159027237

196257787

166367530

166365540

166365540

166365540

M. aeruginosa

Cyanothece sp.

PCC 7822

M. aeruginosa

M. aeruginosa

M. aeruginosa

M. aeruginosa

Fosforribuloquinase
(PRK)

Piridina nucleotideo
dissulfeto
oxidorredutase
dependente de FAD

Ribulose bisofosfato
carboxilase,
subunidade maior

Porina principal da
membrana externa

Porina principal da
membrana externa

Porina principal da
membrana externa

27,3

2,6

10,6

15,7

10,4

8,6

112

91

106

96

61

Processo metabélico
do carboidrato

oxidorredutase

Fixacdo CO, (Ciclo
de Calvin) e
fotorrespiracao

Transporte (proteina
integral de
membrana)

Transporte (proteina
integral de
membrana)

Transporte (proteina
integral de
membrana)

5,45/ 38,036

6,41 /46,870

6,76 / 53,195

4,14 /60,143

4,14 /60,143

4,14 /60,143

4,86 /40,77

8,41/42,98

6,57 /54,67

4,78 /50,125

4,64/50,1

4,48 /50,425
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m15

m16

ml17

m18

m19

m20

m21

m22

m23

m24

m25

ITESGKYIIR
RNFRSILRR

QYFGETDETVNLR

RPDYISDFLTK
YLDYQNR
IVQASTGLEVLSDSILVQKL
R

FLIATPLLLALMR
DMDYYLR

YLSPGELDR
RVPAEIVFDQGLGDLFVCR
v

KYAGENFLRH
RKPTGEILAISRI

RSIEELVVVVMDRPRH
FFHGGAR
FVDTVHLFDQPK

DVSPTAWAYEALR
DVERALTAPHLTR

RQYFGETDETVNLRV

RTFTEVAPQPAPEPSVSPIRG
RGEPQLNPGDYVLGRV

166365764

166363870

166368140

220908731

166363768

166364254

166365988

166365743

166365540

166363870

166367494

M.

M.

M.

Cyanothece sp.

aeruginosa

aeruginosa

aeruginosa

PCC 7425

M.

M.

aeruginosa

aeruginosa

. aeruginosa

. aeruginosa

. aeruginosa

. aeruginosa

. aeruginosa

Peptidase

Triosefosfato
isomerase

Superéxido
dismutase (SOD)

Proteina relacionada
ao transportador
ABC

Aloficocianina,
subunidade alfa

Anidrase  carbonica
periplasmica do tipo
beta (CA)

Frutose-1,6-
bisfosfato aldolase
classe 1l (FBA)

D-frutose 1,6-
bisfosfatase classe
2/sedoheptulose 1,7-
bisfosfatase (FBPase
classe 2/SBPase)

Porina principal da
membrana externa

Triosefosfato
isomerase

Proteina hipotética
MAE_47530

12,4

6,5 62
9

5,75

10

8,3 130
6,4 59
10,15 51
4,6

6,5 62
30,8 69

Prote6lise

Atividade triose
fosfato isomerase
(gluconeogénese e
glicolise)

Fotossintese
(ficobilissomo)

Utilizag8o de carbono

Glicélise

Processo metabdlico
do glicerol (ciclo de
Calvin)

Transporte (proteina
integral de
membrana)

Atividade triose
fosfato isomerase
(gluconeogénese e
glicolise)

16,553

4,141 25,208

5,83/21,715

6,07 / 64,520

4,21/17,188

8,45/ 26,102

6,00/ 39,156

4,37 /37,679

4,14 160,143

4,141 25,208

5,32/ 13,009

4,68 /25,39

4,85/27,01

46/215

4,99/18,61

3,79/18,09

7,5/21,93

5,39/43,1

4,95/ 45,86

3,94 /57,46

4,85/27,01

8,39/17,08
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m26

m27

m28

m29

m30

FQQCLVQTR
RETPVMSQAEIHSR
LVSLGLLK

KKILLLLVLIVAVLNFGKT

KPDFSAYIDPQR

QAGSIVCISSISGDR

166368149

159028959

15642898

166366586

166367746

M. aeruginosa

M. aeruginosa

Thermotoga
maritima MSB8

M. aeruginosa

M. aeruginosa

Proteina hipotética
MAE_54080

Transportador ABC
de cobalto,
subunidade ChiQ,
membrane interna

Transportador ABC
de zinco, proteina
periplasmica que se
liga ao zinco

Fosforribuloquinase
(PRK)

Acetoacetil-CoA
redutase especifica
do PHA

2,13

3,11

7,11

3,6

6,3

72

61

Transporte
transmembrana do
fon cobalto (processo
biossintético da
cobalamina)

Transporte de metal 6,25/30,12
Quinase e transferase 5,12/ 37,85
ATP binding

Oxidorredutase 5,66 /25,18

5,51/29,88

5,18 /37,08

4,85/52,85

4,42 /36,73

5,89/27,19




49

A Figura 17 apresenta as proteinas identificadas agrupadas por funcdo ou localizacéo
celular e suas respectivas intensidades relativas para ambas as cepas. E interessante observar
gue o protocolo usado para extracdo proteica era destinado a extracdo das proteinas citosdlicas.
Entretanto, grande parte das proteinas diferencialmente expressas identificadas (16 spots
correspondendo a 9 proteinas) estad relacionada ao metabolismo energético (Figura 17A).
Também foram identificadas proteinas de membrana externa e interna (6 spots correspondendo a
3 proteinas) com expresséo diferencial entre as cepas — 1 spot exclusivo da cepa téxica (m18), 2
exclusivos da cepa ndo téxica (m23 e m27) e 3 mais expressos pela cepa nédo téxica (ml12, mi13 e
m14) (Figura 17B), 2 proteinas periplasmicas (m20 e m28) (Figura 17C) e 4 proteinas
citoplasmaticas (m10, m15, m17 e m30) (Figura 17D). Também foram identificadas duas proteinas

hipotéticas (m25 e m26) expressas apenas pela cepa nao téxica (Figura 17E).
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Figura 17. Expressdo relativa das proteinas identificadas em Microcystis aeruginosa PCC 7820 e Microcystis

aeruginosa NIVA CYA 43. Os valores foram fornecidos pelo programa BioNumerics versdo 4.6 e plotados como

intensidades relativas dos spots indicados nas figuras 11 e 12. (A) Proteinas relacionadas ao metabolismo energético —
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ciclo de Calvin, fotorrespiracdo, ficobilissomo, glicdlise e gliconeogénese. (B) Proteinas de membrana (externa e

interna). (C) Proteinas periplasmicas. (D) Proteinas citoplasmaticas. (E) Proteinas hipotéticas.

5.4.1 Proteinas do metabolismo energético

As reagfes bioquimicas envolvidas na fotossintese sdo basicamente divididas em dois
estagios: fluxo de elétrons e de hidrogénio dirigido pela luz e converséo redutora do CO, com
consumo de energia. O primeiro estagio ocorre por meio dos complexos multiproteicos ligados a
membrana, levando a reduc@o do sistema ferredoxina/tiorredoxina e a producdo de ATP e
NADPH. Esses produtos, ATP e NADPH, sdo usados no segundo estagio, ou seja, na conversao
de CO, em carboidrato, usado para a sintese de amido na presenca de luz (Wedel & Soll, 1998).

Algumas das proteinas diferencialmente expressas pelas cepas estudadas neste trabalho
sdo enzimas que atuam no ciclo de Calvin, ou seja, na fixacdo de CO, para a producdo de
carboidratos. Entretanto, como mencionado anteriormente, esse ciclo precisa de ATP e NADPH
para funcionar. A proteina ribulose bifosfato carboxilase (spots m01, m02 e m11), mais conhecida
como RuBisCO, catalisa 0 passo inicial de fixacdo do CO, no ciclo. O mecanismo envolve uma
reacao de carbamilacédo entre o0 CO, e o0 grupo g-amino de um residuo de lisina no sitio ativo da
subunidade maior da RuBisCO (Martin et al., 2004). Essa enzima se apresenta sob dois tipos
estruturalmente diferentes: classe | e classe Il, resultado de duplicacbes génicas ancestrais
(Martin et al., 2004). RuBisCO classe | é composta por 8 subunidades maiores de 55 kDa cada
uma e 8 subunidades menores de 15 kDa cada uma, resultando em uma holoenzima de cerca de
560 kDa (Martin & Schnarrenberger, 1997). Cianobactérias — e demais organismos
fotossintetizantes — possuem RuBisCO classe I. RuBisCO classe Il € encontrada apenas em
proteobactérias (Martin & Schnarrenberger, 1997). As proteinas identificadas como RuBisCO
(Figura 17A) apresentaram intensidade relativa de expresséo 2 a 3 vezes maior na cepa toxica do
gue na nao toxica, sugerindo que a cepa PCC 7820 possui maior capacidade de fixar CO, que a
cepa NIVA CYA 43.

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (m04) também atua no ciclo de Calvin.
Essa enzima converte o glideraldeido-1,3-bifosfato em gliceraldeido-3-fosfato (GA3P) em um

passo de reducdo reversivel (Martin et al., 2004). GAPDH é dependente de NADP?,
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preferencialmente, e também de NAD®, esse Ultimo podendo desempenhar fungdo importante
durante a sintese de ATP no escuro (Martin et al., 2004). A enzima aqui identificada é a
dependente de NADP*. A GAPDH também é encontrada nas formas classe | e classe Il. Ambas
sdo tetrameros com subunidades de aproximadamente 37 kDa e massa total de cerca de 150 kDa
(Martin & Schnarrenberger, 1997). Cianobactérias possuem GAPDH classe | (Martin et al., 2004).
Essa enzima apresentou intensidade relativa de expressao 10 vezes maior na cepa téxica em
relacdo a ndo toxica (Figura 17A), o que possivelmente confere maior eficiéncia na fixacdo do
CO..

Triosefosfato isomerase catalisa a isomerizacdo da hidroxiacetona fosfato (DHAP) em
gliceraldeido-3-fosfato (GA3P). A enzima nativa € um homodimero com subunidades de
aproximadamente 27 kDa (Martin et al., 2004). Para essa enzima, ndo existem descrigcbes de
classe | e classe Il. Essa enzima apareceu em ambas as cepas — spot m16 no gel da cepa téxica
e m24 no da ndo téxica — com pequena diferenca de pl e expressao estatisticamente igual (Figura
17A).

Frutose-1,6-bifosfato aldolase (FBA) (m05 e m21) catalisa a condensacao aldol reversivel
de dihidroxiacetona fosfato e de GA3P no ciclo de Calvin, glicélise e gliconeogénese para produzir
frutose-1,6-bifosfato (Gefflaut et al.,, 1995; Haake et al., 1998; Martin et al.,, 2004). Em
Synechocystis sp. PCC 6803, ela participa do ciclo de Calvin (Nakahara et al., 2003). Para essa
enzima, também foram descritas as classes | e I, entretanto, sdo enzimas muito distintas entre si,
diferindo até em sua atividade catalitica (Martin et al., 2004). FBA classe | € um homotetramero,
ao passo que FBA classe Il € um homodimero. As subunidades de ambas as classes possuem
cerca de 40 kDa de massa, embora seus mondmeros ndo compartiihem similaridade de
sequéncia detectavel (Martin & Schnarrenberger, 1997). As aldolases classe | formam uma base
de Shiff com o substrato durante a catalise e, assim, ndo precisam de ions para sua atividade. As

FBAs classe Il requerem cations bivalentes — zZn*, Fe?* e Ca*

— como co-fatores para
desempenharem sua atividade (Martin et al., 2004). Entre os ions bivalentes testados na literatura,
FBA classe Il apresentou a maior atividade quando tratada com Co®" (Nakahara et al., 2003).

Neste trabalho, foi identificada a FBA classe Il. Essa enzima foi 2,2 vezes mais expressa pela
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cepa toxica no spot m05 e 3,6 vezes mais expressa pela cepa téxica no spot m21 (Figura 17A).
Novamente, € provavel que a cepa PCC 7820 seja mais eficiente na fixacdo de carbono por
apresentar mais proteinas envolvidas no ciclo de Calvin e em maior quantidade de expresséo,
como também observado para RuBisCO e GAPDH.

A enzima frutose-1,6-bifosfatase (FBPase) (m06) de cianobactérias é um tetrdmero com
subunidades de cerca de 40 kDa. Essa enzima catalisa uma reagao exergbnica irreversivel, um
dos alvos-chave para a regulacdo do ciclo de Calvin, e é especificamente ativada pela tiorredoxina
f (Martin et al., 2004). FBPase foi identificada apenas na cepa toxica e com alta intensidade
relativa de expressdo (Figura 17A). A identificacdo dessa proteina como diferencial, expressa
apenas pela cepa toxica, € mais um indicativo de maior capacidade de fixacdo de carbono
apresentada pela cepa PCC 7820.

D-frutose 1,6-bisfosfatase classe Il/sedoheptulose 1,7-bisfosfatase (FBPase classe
2/SBPase) (m07 e m22) também esta vinculada ao ciclo de Calvin. Em cianobactérias, essa Unica
enzima desempenha ambas as funcfes por possuir especificidade dupla pelos dois agucares
fosfato (Martin & Schnarrenberger, 1997). O spot m07 foi exclusivo da cepa téxica e 0 m22 foi
exclusivo da cepa nao toxica (Figura 17A). Entretanto, o spot m07 apresentou intensidade relativa
2 vezes maior em relagcdo ao spot m22. Mais uma vez, observa-se que a cepa toxica PCC 7820
aparentemente possui maior capacidade de producéo de energia em relacdo a cepa nao toxica
NIVA CYA 43.

Fosforribuloquinase (PRK) (m08, m09 e m29) regenera o aceptor primario de CO, para a
RuBisCO, completanto o ciclo de Calvin (Martin & Schnarrenberger, 1997). Ela catalisa uma
reacao altamente exergbnica e é fortemente regulada pelo sistema tiorredoxina (Martin et al.,
2004). Também sao descritas as formas classe | e classe Il. A PRK de cianobactérias é um
tetramero com subunidades de aproximadamente 44 kDa e pertencente a classe Il (Martin et al.,
2004). Os spots m08 e m09 apareceram em ambas as cepas, porém, o spot m08 apresentou
intensidade relativa 2,5 vezes maior, e 0 spot mQ9, intensidade relativa 4 vezes maior na cepa

toxica em relacdo a nao téxica (Figura 17A). O spot m29 foi exclusivo da cepa tdéxica. Novamente,



54

perceberam-se mais proteinas — e em maior quantidade — relacionadas a fixacdo de carbono na
cepa téxica PCC 7820.

Ferredoxina-NADP" oxidorredutase (FNR) (m03) é uma enzima envolvida do processo de
respiracdo, portanto, localizada na membrana tilacoidal. E uma proteina periférica da membrana
(Schmetterer, 1994). Essa enzima é um polipeptideo de 43 a 55 kDa que catalisa a transferéncia
de elétrons da ferredoxina reduzida (ou da flavodoxina reduzida) para o NADP*, mas precisa do
FAD como cofator (Morand et al., 1994). Devido a dificuldade de isolamento e a resisténcia ao
ataque proteolitico, acredita-se que a FNR € protegida da protedlise, desde que os ficobilissomos
estejam intactos, fato que indica a localizacdo dessas proteinas dentro dos ficobilissomos (Morand
et al., 1994). A identificacdo de Ferredoxina-NADP" oxidorredutase como diferencial, expressa
apenas pela cepa toxica (Figura 17A), sugere que a cepa toxica PCC 7820 possui eficiéncia na
respiracdo provavelmente maior em relacéo a ndo toxica.

Ficobilissomo € um complexo proteico que funciona como a principal antena captadora de
luz em cianobactérias e localiza-se preso na membrana tilacoidal. Ele é composto pelas
ficobiliproteinas: ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina. Nesta pesquisa, foi identificada a
subunidade a da aloficocianina (m19) (Figura 17A). Essa proteina também foi expressa apenas
pela cepa toxica, sugerindo capacidade extra de absor¢cdo luminosa. Embora Kardinaal et al.
(2007) tenham observado que a cepa nao téxica M. aeruginosa V145 apresenta quantidade de
ficocianina bastante superior em comparacdo com a cepa téxica M. aeruginosa V163, é possivel
gue a presenca de um spot diferencial expresso exclusivamente pela cepa téxica M. aeruginosa
PCC 7820 esteja relacionada com a transferéncia direta da energia de excitacdo dos elétrons
diretamente para o PSI. Normalmente, as ficobiliproteinas transferem a energia da excitacao dos
elétrons para o PSIl, mas, quando essa transferéncia é direta — o que € possivel — ela é
dependente da aloficocianina (Gantt, 2004).

Assim como a variedade da microcistina produzida é diferente em diferentes intensidades
luminosas (Tonk et al., 2005), parece que a capacidade fotossintética € aumentada na presenca

da toxina. Além disso, a luz tem efeito direto sobre a expressdo da microcistina sintetase. A
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qgualidade da luz esta diretamente relacionada com maior ou menor expressdo do operon
(Kaebernick et al., 2000).

Por um lado, as proteinas diferencialmente expressas entre as cepas apontam maior
eficiéncia metabdlica da cepa toxica PCC 7820 em relacdo a cepa nao téxica NIVA CYA 43.
Proteinas envolvidas no ciclo de Calvin, fotorrespiracdo, glicélise e gliconeogénese foram
expressas em quantidades superiores ou exclusivamente pela cepa téxica (m01, m02, m04, mO05,
mO06, m07, m08, m09, m11l, m16, m21 e m29). A maior disponibilidade energética apresentada
pela cepa toxica PCC 7820 provavelmente é uma necessidade para a producdo da microcistina,
uma vez gque a producdo da toxina parece depender da expressao em niveis mais elevados de
proteinas relacionadas ao metabolismo energético.

Por outro lado, a maior eficiéncia metabdlica observada nos resultados da avaliacédo
protebmica comparativa entre as cepas sugerem maior gasto energético pela cepa toxica.
Provavelmente, produzir microcistina seja sindbnimo de maior gasto energético — gasto com a
expressao das proteinas necessarias a sua biossintese, com a biossintese em si e com o
armazenamento da microcistina —, sugerindo que maior eficiéncia metabdlica seja condi¢do
necessaria para a sua producao.

Os resultados protedmicos mostrados neste trabalho explicam, em parte, porque a maioria
das florac6es de cianobactérias € composta por cepas téxicas. Isso acontece porque floragées de
cianobactérias toxicas normalmente ocorrem em ambientes eutréficos, ambientes com grande
disponibilidade de nutrientes. Nao havendo limitagao nutricional, a célula cianobacteriana produz e
estoca mais energia. A grande disponibilidade energética permite que a célula invista na
expressao em niveis mais elevados de proteinas relacionadas a producao de energia e, assim,
mantenha o estoque energético intracelular. A sobra energética pode, entdo, ser usada para a
producdo de microcistina, metabolito secundario sem funcao intracelular descrita que, no entanto,

parece inibir a predagéo (Lampert, 1982; Jungmann & Benndorf, 1994).
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5.4.2 Proteinas de membrana

Em cianobactérias, a membrana externa, a membrana plasmatica e a membrana tilacoidal
representam as trés membranas estrutural e funcionalmente distintas (Gantt, 1994). A membrana
externa exerce importante funcao fisiologica, pois permite o transporte de nutrientes e metabdlitos
para dentro e para fora da célula (Hoiczyk et al., 2000; Benz, 1988).

Basicamente, sdo reconhecidos trés tipos de canais: (i) canais de difusdo passiva, como
porinas que permitem a passagem de ions e pequenas moléculas de nutrientes, (ii) canais com
sitios de ligacdo especificos que facilitam a difusdo de compostos que penetram mais lentamente,
e (iii) canais concentradores, que funcionam no sequestro de vitaminas e quelantes e de outras
pequenas moléculas (Gantt, 2004). Em cianobactérias, a barreira mecanica em funcédo das
membranas e da parede celular afeta a permeabilidade de varias moléculas grandes (Hoiczyk et
al., 2000). As porinas permitem a passagem de ions hidrofilicos por difusdo, entretanto,
apresentam poro pequeno em relacdo as porinas de bactérias, o que reflete o estilo de vida
fotoautotrofico. O tamanho do poro permite a entrada apenas de ions, provavelmente porque 0s
compostos organicos séo sintetizados pela propria cianobactéria (Hoiczyk et al., 2000), mas a
expressao das porinas € influenciada pela osmolaridade do meio de cultivo (Benz, 1988).

Duas porinas isoladas de Synechococcus PCC 6301 mostraram organizacao
homotrimérica, tendo as subunidades cerca de 52 kDa e massa molecular total de 140 kDa
(Hansel & Tadros, 1998). Neste trabalho, quatro spots foram identificados como porinas da
membrana externa, evidenciando a redundancia dessa proteina em Microcystis aeruginosa.
Surpreendentemente, 0s spots m12, m13 e m14 foram cerca de 2 vezes mais expressos em M.
aeruginosa NIVA CYA 43 em relacao a cepa téxica PCC 7820 e o spot m23 foi exclusivo da cepa
M. aeruginosa NIVA CYA 43 (Figura 17B). Considerando o suposto maior requerimento energético
pela cepa tbxica, era de se esperar que ela apresentasse mais mecanismos de captura de ions,
importantes para o funcionamento de muitas enzimas. Provavelmente, a expressdo dessas
proteinas em maior quantidade pela cepa nao téxica pode representar maior capacidade de
capturar ions e pode estar relacionada com o maior tamanho celular apresentado por ela.

Entretanto, nenhuma relacdo dessa proteina com toxicidade pdde ser tracada até o momento.
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O spot m18 apareceu apenas na cepa toxica (Figura 17B) e apresentou alta similaridade
de sequéncia com transportador do tipo ABC (ATP-Binding Cassette) de Cyanothece sp. PCC
7425. Transportadores ABC constituem uma familia de proteinas de membrana que realizam
transporte de moléculas, preferencialmente ions, e estdo envolvidos em varios processos
fisiologicos (Hanikenne et al., 2005). Transportadores ABC tipicos possuem duas dobras
conservadas de ligacdo a nucleotideos, responsaveis pela hidrélise do ATP, e dois dominios
altamente hidrofébicos, que especificam os substratos a serem transportados. Funcionam como
homo- ou heterodimeros (Holland et al., 2003).

Neste trabalho, foi identificada a subunidade CbiQ do transportador ABC de cobalto (m27)
apenas no gel da cepa néo téxica (Figura 17B). O modelo topolédgico para a proteina ChiQ prevé a
existéncia de quatro hélices transmembrana. Apesar da preferéncia pelos ions cobalto, essa
proteina também é capaz de transportar ions niquel (Rodionov et al., 2006). Ambos os ions séo
fundamentais como cofatores para enzimas envolvidas em varios processos metabdlicos
(Mulrooney & Hausinger, 2003; Kobayashi & Shimizu, 1999). A atividade da enzima superéxido
dismutase, por exemplo, € dependente de niquel (Eitinger et al., 2005). O ion cobalto também é

importante para a sintese da cobalamina — relacionada a vitamina B, (Taranto et al., 2003).

5.4.3 Proteinas periplasmicas

Entre a membrana externa e a membrana plasmatica, existe o espaco periplasmico. Esse
espaco contém proteinas envolvidas em atividade de transporte, bem como canais ou complexos
transportadores que facilitam a passagem de solutos e de pequenas moléculas entre a membrana
externa e a membrana plasmatica (Gantt, 2004).

Em ambientes aquéticos, a taxa de difusdo do CO, é cerca de 10* vezes menor em
relacdo ao ar. Além disso, valores de pH acima de 7 fazem que o carbono inorganico esteja
disponivel preferencialmente na forma de acido carbbnico (HCOj3) (Coleman, 2004). Assim,
microrganismos aquaticos fotossintetizantes desenvolveram mecanismos de concentracdo de

carbono (CCM) para a formacéo de um pool de carbono inorganico intracelular.
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Anidrase carbbnica (CA) é uma enzima que participa do mecanismo de concentracdo de
carbono (CCM). O CCM em cianobactérias parece ser o mais eficiente entre os organismos
fotossintéticos, podendo concentrar o CO, em até mais de 1.000 vezes ao redor do sitio ativo da
RuBisCO (Badger & Price, 2003). O acumulo intracelular de carbono inorgénico (C;) pelo CCM é
induzido, principalmente, pela deplecéo do pool de C; intracelular (Woodger et al., 2005).

Existem, basicamente, dois tipos de CAs: CA tipo a e CA tipo B. CAs tipo B estao
associadas aos carboxissomos, o principal sitio da fixacdo do CO, em cianobactérias. CAs tipo a
parecem funcionar mais como sensores ambientais do que como elementos cataliticos, ou seja,
funcionariam como componente inicial de uma via de transducdo de sinal que permite a
cianobactéria responder rapidamente as mudangas extracelulares de carbono inorganico
(Coleman, 2004).

A proteina presente no spot m20 foi identificada como anidrase carbénica tipo (3. Essa
proteina foi 1,8 vezes mais expressa pela cepa téxica em relagdo a nao toxica (Figura 17C).
Assim, provavelmente, para manterem a produ¢do da microcistina, as cepas toxicas precisam de
um pool de carbono inorgénico interno maior em relagdo as células ndo produtoras de
microcistina. Segundo Jahnichen et al. (2007), a variacdo das condi¢cbes de carbono inorganico
intracelular tem influéncia na produgdo da microcistina. Entretanto, de acordo com os resultados
obtidos por esses autores, condicbes de deficiéncia de carbono inorganico intracelular levam ao
aumento da producado da microcistina.

Entre as proteinas diferencialmente expressas, a identificacdo do spot m28 apareceu
apenas no gel da cepa toxica (Figura 17C) e apresentou alta similaridade com o transportador
ABC de zinco de Thermotoga maritima MSB8. O zinco é um metal requerido pelo sitio ativo da
anidrase carbénica, portanto, tem funcao central na fixacdo do carbono para a fotossintese (Cavet
et al., 2003). Aguas enriquecidas com zinco e que apresentam pH alto favorecem a abundancia de
cianobactérias de forma geral e, eventualmente, que elas se tornem 0s organismos dominantes
(Cavet et al.,, 2003). A existéncia de transportadores especificos para zinco em aguas
enriquecidas com esse metal esta relacionada a esse fendmeno. A expressdo de uma proteina

com alta similaridade de sequéncia a um transportador de zinco apenas pela cepa téxica sugere
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sua vantagem em rela¢do a ndo téxica. Como mencionado, o zinco é cofator fundamental para a
atividade da CA. A expressdo em niveis mais elevados de CA pela cepa tdxica e a existéncia de
um spot diferencial identificado como transportador ABC de zinco apenas na cepa toxica podem
estar relacionadas ao fato de floragbes de cianobactérias serem compostas predominantemente

por cepas téxicas em ambientes enriquecidos com zinco.

5.4.4 Proteinas citoplasmaticas

A proteina identificada no spot m10 apresentou alta similaridade com uma enzima da
familia flavoproteina piridina nucleotideo-dissulfeto oxidorredutase dependente de FAD (FAD-
dependent pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase), presente em Cyanothece sp. As
proteinas dessa familia sdo homodiméricas. Cada mondémero possui um grupo prostético FAD, um
sitio de ligacdo ao NADPH e um sitio ativo contendo um dissulfeto redox ativo (Muistacich &
Powis, 2000).

Essa proteina foi expressa por ambas as cepas em niveis estatisticamente iguais (Figura
17D). A enzima oxidorredutase dependente de FAD (m10) atua nos processos de homeostase
redox celular e oxidacdo e reducao, portanto, sua funcdo molecular é desempenhar as atividades
oxidorredutase e carreadora de elétrons. Para desempenhar sua funcdo, ela depende dos
cofatores ferro (Fe) e enxofre (S) (Welsh et al.,, 2008). Essa classe de proteinas parece
desempenhar um importante papel em situacdes de floracdo, pois é frequentemente encontrada
em cianobactérias coletadas de densas florac6es naturais, onde comumente ocorre deficiéncia de
ferro e cobre. Esse fato pode ser explicado pela capacidade que as flavoproteinas apresentam de
substituir as ferredoxinas em algumas cianobactérias quando estas sofrem deficiéncia de Fe, pois
essas duas classes de proteinas sao semelhantes no que diz respeito ao conjunto de cargas e
propriedades redox (Morand et al., 1994).

Superéxido dismutases sdo enzimas redox que protegem as células dos danos causados
pelos radicais superdxidos. A enzima superoxido dismutase (SOD), em cianobactérias, pode estar

associada ao manganés (Mn) ou ao ferro (Fe). O metal associado esta diretamente relacionado a
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localizagcdo da enzima na célula, de modo que MnSOD est4 associada & membrana, e FeSOD é
solavel, presente no citoplasma (Regelsberger et al., 2004).

A enzima MnSOD protege tanto o PSI quanto o PSIl devido a sua localizagcdo
membranosa. Cepas de Anabaena PSS 7120 que ndo a expressam apresentam crescimento mais
lento, maior peroxidacdo de lipideos e maior susceptibilidade a fotoinibicdo (Zhao et al., 2007). A
enzima FeSOD parece ter funcdo essencial na manutencao dos baixos niveis de superoxidos,
pois a maioria dos radicais superéxidos é produzida no sitio citosolico do PSI (Regelsberger et al.,
2004). Cepas de Synechococcus sp. PCC 7942 mutantes que ndo possuem FeSOD, apesar de
nao apresentarem mudancas nas taxas de crescimento, quantidade de clorofila e de carotenos,
apresentam maior sensibilidade ao estresse por resfriamento (Thomas et al., 1999).

A enzima superéxido dismutase (SOD) (m17) de M. aeruginosa identificada neste trabalho
nao apresentou expressao diferencial estatisticamente relevante entre as cepas (Figura 17D),
indicando que, provavelmente, sua expressdo ndo possui relagcdo com a producdo ou ndo da
microcistina. Entretanto, ndo foi possivel identificar a qual metal a enzima se liga, nem, portanto,
prever sua exata localizagdo celular. Essa enzima foi enquadrada dentro das proteinas
citoplasméticas porque o tampao de extracdo de proteinas descrito na metodologia se destinava,
principalmente, a extragcdo de proteinas soluveis.

Peptidases sdo enzimas que causam degradacao especifica de proteinas e de agregados
proteicos formados sob o efeito de condi¢cdes de estresse (Panichkin et al.,, 2001). Em células
mutantes de Synechocystis sp. PCC 6803 (gene clpP2 inativado), foi observada a incapacidade
de essas células crescerem em condicfes fotoautotréficas. O gene inativado é responsavel por
codificar a subunidade proteolitica da peptidase dependente de ATP. Assim, esses autores
relacionaram essa proteina a protecado das células contra a fotoinibicdo, pois, provavelmente, ela
controla a fotossensibilidade (Pacichkin et al., 2001).

O spot m15 foi cerca de 2,5 vezes mais expresso pela cepa néo toxica (Figura 17D). E
sabido que cepas téxicas de Microcystis apresentam desvantagem na competicdo por luz
(Kardinaal et al., 2007). Assim, em alguns ambientes, é observada uma sucessdo onde a

dominancia por cepas toxicas cede lugar a dominancia por cepas nédo téxicas de Microcystis. A
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presenca de proteinas diferenciais em cepas nao tdxicas com funcdo de protecdo contra a
fotoinibicdo (spot m15) pode estar relacionada a essa caracteristica de sucessdo em ambientes
naturais. Portanto, considerando a expresséo, em maior quantidade, de proteinas do metabolismo
energético pela cepa toxica observada no presente trabalho, supfe-se que, inicialmente, essas
cepas apresentem vantagem em relagdo as ndo toxicas na composi¢cdo dominante da floragéo.
Porém, possivelmente em funcdo da fotoinibicdo, as cepas téxicas de Microcystis tendem a
colapsar mais rapido, uma vez que cepas hdo toxicas apresentam expressdo, em maior
guantidade, de proteinas relacionadas a protecdo contra a fotoinibi¢ao.

A enzima acetoacetil-CoA redutase especifica do PHA (polihidroxialcanoato) foi
identificada no spot m30, exclusivo da cepa téxica (Figura 17D). Em Synechocystis sp. PCC 6803,
essa proteina tem funcdo de acumular PHA na célula e, juntamente com a enzima quetotiolase-8
especifica do PHA, forma a primeira via completa de biossintese do PHA conhecida em
cianobactéria (Taroncher-Oldenburg et al., 2000). Polihidroxialcanoatos sao poliésteres
biodegradaveis, compostos de estoque de carbono e energia, sintetizados e depositados no
citoplasma como inclusées insoliveis (Taroncher-Oldenburg et al., 2000).

O fato de essa proteina ter aparecido apenas na cepa toxica indica que, para manter o
estado produtor de microcistina, M. aeruginosa PCC 7820 (tdxica) precisa ter acesso as reservas
de energia. Pode-se considerar que, tendo a cepa toxica niveis de expressao mais elevados das
proteinas relacionadas ao metabolismo energético em relacdo a cepa ndo tdxica, existe a
necessidade de se produzir proteinas responsaveis pelo acumulo intracelular da energia
produzida. A expressdo do spot m30 apenas pela cepa tdxica sugere que produzir microcistina
significa maior gasto energético — raz8o da necessidade do acumulo de carbono e energia

mostrado pela cepa tdéxica M. aeruginosa PCC 7820.

5.5 Consideracdes Finais

Entre as sequéncias identificadas, ndo foram observadas sequéncias correspondentes a
polipeptideos com funcéo de peptideo sintetase ndo ribossomal (NRPS) e poliquetideo sintase

(PKS), como proposto putativamente por Tillet et al. (2000). Seriam proteinas do tipo L-quetoacil
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sintase, aciltransferase, L-quetoacil redutase, desidratase, proteina acil carreadora,
aminotransferase, aspartato racemase, acetil-CoA sintetase, O-metiltransferase, dominios de
adenilagdo, condensacgao, tiolacdo e epimerizacdo e dominio tioesterase. Supde-se que ambas as
cepas possuam 0 operon microcistina sintetase, sendo a producdo desses polipeptideos com
funcdo NRPS, PKS e NRPS/PKS comum a ambas as cepas. Entretanto, € possivel que a
expressao dessas proteinas seja tdo baixa que a visualizagédo delas em gel de poliacrilamida ndo
seja possivel.

A existéncia de genes que codificam peptideo sintetases ja foi documentada tanto em
cepas toxicas quanto em cepas nao toxicas (Meipner et al., 1996). Assim, peptideo sintetases em
cepas toxicas estdo relacionadas a producdo da hepatotoxina, ao passo que peptideo sintetases
em cepas ndo toxicas teriam outros propositos, como a sintese de peptideos ndo toxicos.
Aeruginosina, microginina e anabaenopeptina, por exemplo, sao peptideos néo téxicos produzidos
por dompinios NRPS ou PKS em Microcystis (Welker & von Déhren, 2006).

Dittmann et al. (1997) verificaram que, entre cepas téxicas e néo toxicas, existe diferenca
na quantidade de genes que codificam a peptideo sintetase especifica que produz microcistina.
Entretanto, nenhum experimento para a deteccdo desse operon no genoma da cepa nao téxica
NIVA CYA 43 foi realizado, o que inviabiliza conclusbes mais precisas com relacdo a esse
aspecto. Para se ter certeza, seria necessario procurar, entre as proteinas que ndo apresentaram
expressao diferencial, proteinas relacionadas aos dominios NRPS e PKS possivelmente
expressas pela cepa ndo tdxica. Ja que elas estdo no banco de dados e sua massa e pl podem
ser determinados, esses dados forneceriam um indicativo de onde elas estariam no gel.

E certo que as cepas podem apresentar diferencas em seu genoma, que, por sua vez,
podem se refletir em seu proteoma. Assim, ndo foi descartada a possibilidade de algumas das
proteinas diferencialmente expressas serem resultado das diferengas genéticas, ndo havendo
portanto, relacdo com a presenca ou auséncia da microcistina. Entretanto, mesmo sem a
sequéncia genbmica, a protedmica pode fornecer informacbes valiosas que, posteriormente,

podem ser associadas as informacg6es gendmicas.
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Além disso, dos 47 spots diferencialmente expressos, selecionados de ambos os géis para
0 sequenciamento, ndo foram obtidas identificacBes para todos eles devido a supressao de sinal
dos espectros obtidos por MALDI-TOF/TOF. Dos 47 diferentes spots, 30 foram identificados. Para
delinear mais proposicdes, seria necessario identificar as proteinas nos outros 17 spots
diferenciais.

Entre as proteinas identificadas, os spots m25 e m26, expressos apenas pela cepa nao
téxica, foram identificados como proteinas hipotéticas, também chamadas de proteinas putativas
ndo caracterizadas, portanto, ndo apresentaram similaridade de sequéncia com nenhuma proteina
de funcéo conhecida. O spot m25 foi identificado como proteina hipotética MAE_47530, e o spot
m26 como proteina hipotética MAE_54080. Para essas proteinas, nao é possivel propor nenhuma
relagdo com toxicidade.

A expressao em altos niveis de proteinas como RuBisCO, FBA, FBPase, PRK, acetil-CoA
redutase especifica do PHA pela cepa téxica M. aeruginosa PCC 7820 indica que a producédo da
microcistina demanda fixacdo de CO, em maior quantidade e maior estoque de carbono como
garantia energética. Parece que, para ser capaz de produzir microcistina e se manter produtora,
além de possuir o gene microcistina sintetase, é necessario estocar carbono em maior
guantidade, para que haja energia para a expressao, em maior quantidade, das proteinas
relacionadas ao metabolismo energético e, novamente, maior eficiéncia no estoque de carbono,
completando o ciclo. E possivel que a incapacidade de expressar algumas dessas proteinas em
maior quantidade esteja relacionada com o estado ndo produtor da microcistina.

Os resultados apresentados abrem perspectivas para o entendimento das razfes pelas
quais Microcystis aeruginosa produz microcistina em determinadas condicbes ambientais e
porque ela para de produzi-la — ou perde essa capacidade — em outro contexto ambiental. E
possivel que a expresséo de proteinas relacionadas ao metabolismo energético seja otimizada em
condicBes ambientais e, principalmente, nutricionais especificas, o que pode favorecer a producgéo

da microcistina.
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6 Conclusdes

A biossintese da microcistina ainda é um assunto ndo compreendido. Apesar da
caracterizacdo do cluster génico envolvido na sua producdo, estudos que levem a uma melhor
compreenséo das vias de producdo desse metabdlito secundéario ainda séo necessarios. O fato de
uma cepa ndo produzir a toxina, por exemplo, ndo significa necessariamente que ela seja nédo
téxica, pois é possivel possuir 0 operon microcistina sintetase e, devido a diversas variaveis, ndo
produzir a toxina.

Os resultados apresentados sugerem que o estado de producdo da microcistina também
depende de proteinas outras que ndo aquelas diretamente envolvidas em sua producéo. Entre as
proteinas diferencialmente expressas por ambas as cepas, ndo foram observadas expressdes
diferenciais de proteinas diretamente envolvidas na biossintese da microcistina. Portanto, nao fica
descartada a possibilidade de a cepa ndo toxica apresentar essas proteinas em seu proteoma.
Assim, a presenca de outras proteinas, alheias aos polipeptideos com funcéo peptideo sintetase
nao ribossomal (NRPS) e poliquetideo sintase (PKS), pode estar relacionada a determinacédo do
produto final — microcistina —, uma vez que NRPS e PKS também atuam na producdo de
peptideos ndo téxicos, como aeruginosinas, microgininas e cianopeptolinas.

Como visto, parece que a producdo da microcistina, além de estar associada a condi¢cdes
nutricionais e ambientais especificas, depende da expressdo, em niveis mais elevados, de
proteinas relacionadas principalmente ao metabolismo energético, considerando-se o gasto

necessario para sua producao.
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[ Perspectivas

A partir dos dados obtidos neste trabalho, ficou clara a importancia de se conhecer as
proteinas produzidas por Microcystis aeruginosa. Casos de floragdes com espécie de Microcystis
acontecem no mundo inteiro. Analises protedbmicas podem ser uma ferramenta poderosa para
melhor se compreender como a microcistina é produzida, devido ao potencial de producdo da
toxina demonstrado por M. aeruginosa.

Para entender mais profundamente essa questdo, € necessario identificar os spots
diferenciais que nao puderam ser sequenciados devido a baixa intensidade de sinal dos espectros
gerados para eles. Além da identificacdo por MALDI-TOF, também sera feita a purificacdo dos
peptideos tripticos por cromatografia. Dessa forma, os peptideos purificados poderdo ser
analisados individualmente por MALDI-TOF de forma a evitar problemas com supressao de sinal,
0 que impediu a identificacdo de parte das amostras preparadas.

Em um trabalho futuro, sera interessante a identificacdo de todas as proteinas do gel,
inclusive daquelas que néo apresentam expressao diferencial. Conhecer todas as proteinas que
compdem o proteoma de Microcystis aeruginosa, ainda que em condi¢cdes laboratoriais
determinadas, abrird caminho para o delineamento de novas estratégias de pesquisa e podera
contribuir para o entendimento de como as microcistinas sdo produzidas. E possivel que sejam
identificadas proteinas poliquetideo sintase nao ribossomal e peptideo sintetase em ambas as
cepas, 0 que confirmaria que mesmo cepas em estado de ndo producdo da microcistina
expressam o operon. Também € interessante sequenciar o genoma de ambas as cepas e
associar as caracteristicas genéticas ao padrao de expressao de proteinas.

Em suma, entender o funcionamento protebmico de M. aeruginosa podera fornecer
informacbes valiosas para o desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos que bloqueiem a
producao da toxina. Assim, mesmo em situacdes de floracdo, a qualidade da agua para consumo

ndo serd, como atualmente, tdo drasticamente afetada.
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