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RESUMO 
 

Cianobactérias são microrganismos procarióticos fotossintetizantes que ocorrem em 

ecossistemas aquáticos e terrestres. Alguns gêneros de cianobactérias produzem metabólitos 

secundários que são tóxicos para a biota aquática e para os mamíferos terrestres. De especial 

interesse entre esses compostos, são as cianotoxinas: pequenas moléculas com ação 

hepatotóxica, neurotóxica, citotóxica ou dermatotóxica que representam um sério problema de 

saúde pública quando presentes em reservatórios destinados ao abastecimento público. 

Microcystis aeruginosa é uma espécie de cianobactéria presente em vários países e 

frequentemente relacionada a episódios de intoxicação 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 produção pela 

cianobactéria. Assim, este trabalho teve como objetivo comparar, por meio da proteômica, duas 

cepas da espécie M. aeruginosa contrastantes para toxicidade. Foram escolhidos 47 diferentes 

spots de ambos os géis. Foram obtidas identificações para 30 deles, sendo 9 exclusivos da cepa 

tóxica, 6 exclusivos da cepa não tóxica, 11 super expressos na tóxica e 4 super expressos na não 

tóxica. As 30 identificações correspondem a 20 proteínas diferentes. Cerca de 53% das proteínas 

sequenciadas estão relacionadas ao metabolismo energético. Elas foram expressas em maior 

quantidade pela cepa tóxica, o que indica que maior capacidade energética está diretamente 

relacionada com a capacidade de produzir microcistina em relação à cepa não produtora. Sugere-

se que a produção da microcistina também esteja relacionada com proteínas envolvidas 

indiretamente em sua produção. Propõe-se que a produção da microcistina, além de relacionar-se 

com condições nutricionais e ambientais específicas, também dependa da expressão em níveis 

mais elevados de proteínas relacionadas ao metabolismo energético, considerando-se o gasto 

necessário para sua produção e armazenamento intracelular.  

 

Palavras-chave: floração, Microcystis aeruginosa, microcistina, proteômica comparativa, 

metabolismo energético. 
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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 Introdução 
 

1.1 Cianobactérias 

Cianobactérias são organismos procariontes, aflagelados, com estrutura de parede 

baseada em camada de peptideoglicano (semelhante à das bactérias gram-negativas). São 

microrganismos capazes de realizar fotossíntese oxigênica (Stainer & Cohen-Bazire, 1977) – ou 

seja, com liberação de oxigênio molecular para a atmosfera – devido à presença dos pigmentos 

para captação da energia luminosa (clorofila-a e ficobiliproteínas). Seu aparato fotossintético está 

localizado nos tilacóides. 

Nas células vegetativas cianobacterianas, existem quatro classes de inclusões: grânulos 

fosfato, grânulos de glicogênio, grânulos de cianoficina e os carboxissomos (Stainer & Cohen-

Bazire, 1977) (Figura 1). Além destas, algumas cianobactérias apresentam ainda inclusões 

conhecidas como vesículas de gás. Estas são altamente permeáveis a todos os tipos de gases 

(N2, O2, CO2, CO, H2, Ar, CH4) e impermeáveis a moléculas de água, contribuindo, assim, para 

regular a profundidade da célula na coluna d‟água (Walsby, 1972). Alguns gêneros apresentam 

uma célula modificada chamada heterocito. Nesse compartimento separado, ocorre a fixação de 

nitrogênio atmosférico sob condições anaeróbicas. Uma vez fixado, o heterocito transfere o 

nitrogênio para as células vegetativas. Algumas espécies produzem estruturas denominadas 

acinetos. Estes também são células modificadas, diferenciadas pela formação de um envelope 

fino com multicamadas. Os acinetos constituem uma estrutura de resistência (Stainer & Cohen-

Bazire, 1977). 

Morfologicamente, as cianobactérias podem ser unicelulares, como no gênero 

Synechocystis, coloniais, no qual as células se mantêm unidas devido à presença de mucilagem, 

como Microcystis, ou filamentosas, consistindo em células alinhadas em série, separadas por uma 

membrana em comum, como nos gêneros Cylindrospermopsis e Anabaena. O único modo de 

reprodução conhecido entre elas é a reprodução assexuada – por fissão binária ou hormogônia 

(Stainer & Cohen-Bazire, 1977). 
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A ocorrência das cianobactérias é ampla e diversificada. Em ecossistemas de água doce, 

marinhos, e até mesmo nos solos e em outros habitats terrestres, podemos encontrar esses 

microscópicos organismos. As cianobactérias são particularmente importantes na comunidade 

fitoplanctônica de ambientes dulcícolas, diferenciando-se de outros grupos fitoplanctônicos por 

sua organização celular procarionte. 
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Figura 1. Representação esquemática da célula vegetativa de cianobactéria. (A) Membrana celular; (B) Membrana 

tilacoidal; (C) Visão frontal dos ficobilissomos presos ao tilacóide adjacente; (D) Visão lateral dos ficobilissomos; (E) 

Grânulos de glicogênio (glicogênio é o principal material de reserva orgânico não-nitrogenado); (F) Grânulos de 

cianoficina (cianoficina é a reserva de material orgânico nitrogenado); (G) Vesículas de gás; (H) Ribossomos 70S; (I) 

Carboxissomos; (J) Grânulos de polifosfato; (L) Ampliação do envelope celular (membrana externa, camadas de 

peptideoglicano e membrana celular); (M) Parte do tilacóide ampliado (unidades de membrana pareadas com os 

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

 

Algumas espécies de cianobactérias possuem importância econômica – valor nutritivo em 

geral alto. Elas têm sido usadas na dieta humana desde civilizações antigas como suplemento 
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alimentar ou fonte de proteínas (Campanella et al., 1998), pois são ricas em vitaminas. O gênero 

Spirulina, por exemplo, é consumido em cerca de 70 países do mundo (Gantar & Svircev, 2008). 

Outras, quando capazes de fixar nitrogênio atmosférico, contribuem para a fertilidade do solo e da 

água (Chorus & Bartram, 1999). No entanto, outras espécies de cianobactérias, especialmente as 

aquáticas – tanto as marinhas quanto as dulcícolas –, apresentam características que podem ser 

prejudiciais aos demais organismos, como a produção e liberação de toxinas. Mesmo quando as 

toxinas não são produzidas, o simples fato de esses organismos reproduzirem-se 

demasiadamente, formando floração, já é prejudicial ao ambiente. 

Entre as espécies capazes de produzir toxinas, Microcystis aeruginosa é uma das mais 

estudadas, pois tem ocorrência cosmopolita e representa impacto negativo em vários 

ecossistemas aquáticos do mundo por ser potencialmente produtora da cianotoxina microcistina 

(Visser et al., 2005). Microcystis é um gênero de cianobactéria formador de colônia, ou seja, várias 

células que ocorrem agrupadas, envolvidas por uma bainha de mucilagem. O tamanho da colônia 

varia de poucas a centenas de células. Suas células são esféricas, possuem membrana tilacoidal, 

membrana citoplasmática, parede celular com uma nítida camada de peptideoglicano, membrana 

externa e uma camada de glicocálice. Seu citoplasma contém corpos de polifosfato, grânulos de 

cianoficina e inúmeras vesículas de gás (Caiola & Pellegrini, 1984). Esse gênero foi descrito por 

Kützing no início do século XX. Em ambientes eutrofizados, o gênero Microcystis é capaz de 

formar florações com potencial para produção de microcistinas – peptídeos extremamente tóxicos, 

descritos a seguir –, configurando um gênero de enorme impacto econômico e social devido aos 

problemas de saúde humana gerados. 

 

1.2 Cianobactérias, água e problemas de saúde 

A água é um elemento essencial para que a vida exista na Terra, pois nenhum processo 

metabólico ocorre sem sua ação direta ou indireta. A qualidade da água, portanto, é de extrema 

importância para o consumo humano, para o consumo animal ou para a manutenção da biota 

aquática. Tanto para uso pelos animais quanto pelos seres humanos, a água deve ser de boa 
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qualidade da água, preenchendo condições mínimas para que possa ser ingerida (di Bernardo, 

1995). 

Existem determinados fatores que são responsáveis pela diminuição da qualidade da 

água, entre eles, a eutrofização. Eutrofização é o aumento da produção primária em sistemas 

aquáticos como consequência da elevação dos níveis de nutrientes, principalmente compostos 

nitrogenados e fosfatados. A entrada desses nutrientes pode ser reconhecida como um problema 

de poluição. Vários ecossistemas dulcícolas apresentam-se em estado eutrófico (ex. Hee-Jin et 

al., 2005; Baldia et al., 2003; Bonnet et al., 2002; Borics et al., 2000) devido, entre outras causas, 

ao rápido e desordenado crescimento e à ocupação populacional em suas proximidades. Uma das 

consequências da eutrofização é o crescimento exacerbado de cianobactérias nos corpos d‟água, 

fenômeno conhecido como floração (Tonietto et al., 2008). 

As florações de cianobactérias representam um dos impactos negativos sobre a qualidade 

da água, podendo causar gosto e odor desagradáveis, liberação de toxinas e alteração do 

equilíbrio ecológico do sistema aquático (Yunes et al., 2005; Bittencourt-Oliveira et al., 2001). 

Como as florações de cianobactérias comumente resultam de processos de eutrofização e a 

pressão antrópica é cada vez maior, florações tóxicas tendem a aumentar em tamanho e duração, 

o que também aumenta o risco de exposição a níveis que podem causar toxicidade aguda 

(Carmichael, 1992). Assim, a ocorrência de florações tóxicas representa um grave risco à saúde 

pública, principalmente quando se dá em reservatórios destinados ao abastecimento de água 

potável para a população. 

Uma vez perdidas para o meio aquático, as cianotoxinas permanecem ali por até três 

meses, devido à sua alta estabilidade química (Funari & Testai, 2008). Além disso, essas toxinas, 

quando dissolvidas, não são removidas pelo sistema de tratamento convencional da água 

(Lambert et al., 1996). Outro problema é o seu bioacúmulo na teia trófica aquática, fator de 

magnificação dos seus efeitos tóxicos (Sivonen & Jones, 1999). Em casos de ingestão de água ou 

de animais aquáticos contaminados – como peixes –, ou nos casos de hemodiálise realizada com 

água contaminada, as toxinas – presentes na água ou bioacumuladas em animais – atingem o 

homem, causando principalmente problemas renais, hepáticos, neurológicos e gastrintestinais 
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(Carmichael, 1992; Azevedo et al., 2002). Por esse motivo, as cianobactérias foram incluídas 

entre os microrganismos patogênicos emergentes, mesmo não havendo colonização ou invasão 

em um hospedeiro (OECD, 2005). 

Em humanos, a exposição crônica a baixos níveis de microcistina pode levar à 

carcinogênese e à promoção do crescimento do tumor. Já nos casos de exposição recreacional, 

podem ocorrer irritações cutâneas e problemas gastrintestinais (Kuiper-Goodman et al., 1999). 

Mas foi em 1996 que ocorreu o caso de intoxicação humana por cianotoxinas mais grave já 

documentado. Dos 131 pacientes de hemodiálise tratados em Caruaru-PE, 116 apresentaram 

distúrbios visuais, náuseas e vômito após o tratamento. Posteriormente, 100 deles apresentaram 

falência hepática aguda e 76 morreram. Das 76 mortes, 52 foram atribuídas à “Síndrome de 

Caruaru”. Análises da água usada no tratamento, do tecido hepático e do soro dos pacientes 

atribuíram as mortes à presença da hepatotoxina microcistina (Carmichael et al., 2001; Azevedo et 

al., 2002). 

O trágico incidente em Caruaru no ano de 1996, além de estimular um número cada vez 

maior de pesquisas sobre a relação entre as cianobactérias e a qualidade da água, teve reflexos 

também na legislação brasileira relacionada aos recursos hídricos. A Portaria n.º 518/2004, do 

Ministério da Saúde, estabelece os procedimentos e as responsabilidades relativos ao controle, à 

vigilância e ao padrão de qualidade da água para o consumo humano. A partir de então, a fim de 

evitar outros acidentes semelhantes, instituições responsáveis pelo sistema de abastecimento de 

água são obrigadas a monitorar as cianobactérias e as cianotoxinas. Devem ser monitoradas, na 

água tratada, as cianotoxinas cilindrospermopsina, saxitoxina e microcistina, sendo os valores 

máximos permitidos iguais a 15 μg.L-1, 3 μg.L-1 e 1 μg.L-1, respectivamente. Também fica proibida, 

por lei, a aplicação de algicidas nas situações em que a densidade de cianobactérias ultrapassar 

20.000 células.mL-1, considerando-se os elevados riscos que a aplicação desse produto 

representa à saúde pública. 

O controle de cianotoxinas nos reservatórios destinados ao abastecimento de água para a 

população é realizado mensalmente, exceto em situações de alta densidade de cianobactérias, 

quando o monitoramento passa a ser semanal. Geralmente, o monitoramento para microcistinas é 
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realizado por detecção imunológica, por ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay), ou por 

métodos analíticos, como HPLC (High Performance Liquid Chromatography) e LC-MS (Liquid 

Chromatography/Mass Spectrometry), enquanto saxitoxinas são monitoradas por HPLC (Harada 

et al., 1999). 

As cianobactérias, portanto, interferem em nossas vidas por meio da alteração da 

qualidade da água com potencial risco de intoxicação por cianotoxinas. Nesse aspecto, é 

alarmante o número de reservatórios em estado eutrófico no Brasil – por exemplo, o Reservatório 

de Gargalheiras-RN (Chellapa & Costa, 2003), a Lagoa da Pampulha-MG (Figueiredo & Giani, 

2001), o Lago das Garças-SP (Crossetti & Bicudo, 2005), o Reservatório de Guarapiranga-SP 

(Beyruth, 2000) e o Reservatório Billings-SP (Carvalho et al., 1997) – fato que pede a atenção da 

comunidade científica e da população brasileira como um todo, pois a eutrofização traz o risco de 

floração que, consequentemente, traz o risco de liberação de toxinas para os ambientes dulcícolas 

do país. 

 

1.3 Cianotoxinas 

A capacidade de produzir metabólitos secundários tóxicos a outros organismos é comum 

entre as cianobactérias. Cerca de 40 gêneros são potencialmente tóxicos, mas os principais são 

Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Lyngbya, Microcystis, Nostoc, e Oscillatoria 

(Planktothrix) (Carmichael. 2001). No Brasil, Sant‟Anna et al. (2008), ao compilarem dados de 

vários autores, verificaram que as cianobactérias tóxicas são representadas por 32 espécies 

distribuídas em 3 famílias: 12 Chroococcales, 10 Oscillatoriales e 10 Nostocales. Microcystis (7 

espécies) e Anabaena (6 espécies) são os gêneros com o maior número de espécies tóxicas. 

Microcystis aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskii são as espécies de cianobactérias tóxicas 

mais amplamente distribuídas, ocorrendo em diferentes partes das regiões brasileiras tropicais e 

subtropicais. 

Toxinas são compostos secundários com efeito nocivo em tecidos, células ou organismos. 

Geralmente, metabólitos secundários são assim chamados por incluírem apenas aqueles 

compostos não usados pelo organismo em seu metabolismo primário, como divisão celular 
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(Carmichael, 1992). As cianotoxinas são metabólitos secundários formados em todos os estágios 

de desenvolvimento da cianobactéria, permanecendo no interior das células até que a idade ou o 

estresse (aplicação de algicida, por exemplo) cause sua liberação para a água devido à lise 

celular (Sivonen & Jones, 1999). Uma vez liberadas para o meio, as cianotoxinas permanecem na 

água por meses. As microcistinas e nodularinas, por exemplo, podem permanecer na água por até 

mais de 6 meses (Jones et al., 1995). 

As cianotoxinas são classificadas em três grandes grupos – peptídeos cíclicos, toxinas 

alcalóides e lipopolissacarídeos (Sivonen & Jones, 1999). Codd e colaboradores (2005), 

entretanto, apresentam a classificação das cianotoxinas em função dos efeitos biológicos nos 

sistemas e órgãos que elas preferencialmente afetam – hepatotoxinas, neurotoxinas, citotoxinas, 

toxinas irritantes e gastrintestinais. Existem, ainda, as cianotoxinas com perfil toxicológico ou 

ecotoxicológico parcialmente conhecidos (por exemplo, microviridina J e β-N-metilamino-L-

alanina, ou BMAA). Neste trabalho, a classificação adotada é a de Sivonen & Jones (1999), por 

ser a que considera a estrutura química da toxina, pois algumas cianotoxinas podem afetar mais 

de um órgão ou sistema. 

Os peptídeos cíclicos são as cianotoxinas mais freqentemente encontradas em florações 

de água doce (Sivonen & Jones, 1999). Os dois aminoácidos terminais do peptídeo linear – um 

em cada extremidade – juntam-se para formar o composto cíclico. Esse grupo de toxinas atua 

bloqueando a ação das proteínas serina/treonina fosfatase PP1 e PP2A das células hepáticas, o 

que causa morte por hemorragia hepática em poucas horas após dose aguda (Kuiper-Goodman et 

al., 1999). Essas toxinas apresentam massa molecular entre 800 e 1.100 Da e não são capazes 

de penetrar diretamente a membrana lipídica das células animais, vegetais ou bacterianas 

(Sivonen & Jones, 1999). Sua incorporação é realizada por transportadores de membrana que 

também capturam nutrientes essenciais. Uma vez dentro da célula-alvo, essa classe de 

cianotoxinas desempenha seus efeitos tóxicos. 

Microcistinas e nodularinas são famílias de toxinas pertencentes ao grupo dos peptídeos 

cíclicos. Microcistina é a toxina mais frequentemente encontrada em florações tóxicas, sendo 

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

1999). 

As toxinas alcalóides são, em sua maioria, compostos orgânicos heterocíclicos 

nitrogenados. Em geral, apresentam massa molecular inferior a 1000 Da. Elas são subdivididas 

em alcalóides neurotóxicos (toxinas alcalóides não-sulfatadas) e alcalóides citotóxicos (toxinas 

alcalóides sulfatadas). Fazem parte do primeiro subgrupo anatoxinas e saxitoxinas. Anatoxina-a 

pode inibir a transmissão de impulso nervoso na junção neuromuscular pelo mimetismo molecular 

do neurotransmissor acetilcolina. É produzida por Anabaena, Oscillatoria (Plaktothrix) e 

Aphanizomenon. Homoanatoxina-a é produzida por Oscillatoria (Planktothrix) e também mimetiza 

o efeito da acetilcolina. Anatoxina-a(S) é uma anticolinesterase, ou seja, é capaz de inibir a 

atividade da acetilcolinesterase. É produzida por Anabaena (Sivonen & Jones, 1999). As 

saxitoxinas bloqueiam os canais de sódio neuronais, o que resulta em inibição dos impulsos 

nervosos (Carmichael, 1994). As saxitoxinas também são conhecidas como paralitic shelfish 

poison (PSP) – veneno de mexilhão que causa paralisia – por ser o principal componente tóxico 

presente em dinoflagelados associado à paralisia quando mexilhões contaminados são 

consumidos (Codd et al., 1999). 

Os alcalóides citotóxicos têm ação semelhante à ação dos peptídeos cíclicos, ação 

hepatotóxica, bloqueando a síntese de proteínas das células do fígado (Sivonen & Jones, 1999). 

Fazem parte desse grupo as cilindrospermopsinas. As cilindrospermopsinas são alcalóides 

citotóxicos que inibem a síntese de proteínas. Em mamíferos, tem-se como resultado um quadro 

de necrose generalizada (Shen et al., 2002). Também podem ter ação genotóxica. Nesse caso, 

existe a perda cromossomal e a quebra da fita de DNA (Humpage et al., 2000). É produzida pelos 

gêneros Cylindrospermopsis, Aphanizomenon e Anabaena (Sivonen & Jones, 1999; Spoof et al., 

2006). 

As toxinas lipopolissacarídicas, ou dermatotoxinas, localizam-se na membrana externa da 

parede celular das cianobactérias, formando complexos com proteínas e fosfolipídeos (Sivonen & 

Jones, 1999). São agentes inflamatórios que podem causar irritabilidade nos tecidos animais por 

meio do contato direto com a pele ou respostas alérgicas devido à ingestão de água contaminada 
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ou inalação de aerosóis da água contaminada. O ácido graxo é a molécula que desencadeia a 

resposta alérgica. A maioria das cianobactérias produz toxinas do grupo dos lipopolissacarídios 

(Funari & Testai, 2008). 

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

efeito tóxico e qual gênero é capaz de produzir as respectivas toxinas. 

 

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

2004). 

Grupo da Toxina Estrutura Gênero produtor Efeito tóxico 

Microcistina Peptídeo cíclico Anabaena, Anabaenopsis, 

Aphanocapsa, Microcystis, 

Nostoc, Oscillatoria 

Hepatotóxico 

Nodularina Peptídeo cíclico Nodularia Hepatotóxico 

Anatoxina-a Alcalóide Anabaena, Aphanizomenon, 

Oscillatoria 

Neurotóxico 

Anatoxina-a(S) Alcalóide Anabaena, Oscillatoria Neurotóxico 

Saxitoxina Alcalóide Anabaena, Aphanizomenon, 

Cylindrospermopsis, 

Lyngbya 

Neurotóxico 

Cilindrospermopsina Alcalóide Cylindrospermopsis Citotóxico 

Lipopolissacarídeos Ácido graxo A maioria os gêneros Resposta 

alérgica 

 

1.4 Microcistina 

Microcistina é a toxina mais frequentemente encontrada nos ambientes de água doce. Sua 

ação hepatotóxica consiste em romper os componentes do citoesqueleto dos hepatócitos, 

causando hemorragia no fígado (Dittmann et al., 1997; Katircioglu et al., 2004). Para as 

cianobactérias que a produzem, sua função intracelular ainda não é conhecida. Imagina-se que 

esse metabólito secundário esteja envolvido em processos celulares primários, pois as células 

que produzem microcistina apresentam maior diâmetro (Dittman et al., 1997). 
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A quantidade intracelular de microcistina, geralmente, é muito maior do que a dissolvida no 

meio externo (van Apeldoorn et al., 2007; Ibelings & Chorus, 2007). Apesar de a liberação da 

microcistina estar associada à lise celular, essa toxina também é parcialmente perdida para o 

meio externo devido, provavelmente, ao transporte ativo, porém, em menor proporção (Rapala et 

al., 1997). 

No interior da célula de Microcystis, microcistina pode ser acumulada em altas 

concentrações. Entretanto, sua baixa solubilidade em água não permite a solubilização de altas 

quantidades dessa toxina no citoplasma. Assim, microcistina está localizada na membrana 

tilacoidal de Microcystis, mais precisamente ligada às ficobilinas (Jüttner & Lüthi, 2007). 

A estrutura química geral da microcistina é ciclo(-D-Ala1-X2-D-MeAsp3-Z4-Adda5-D-Glu6-

Mdha7), sendo D-MeAsp ácido D-eritro-β-metilaspártico, Adda ácido (2S, 3S, 8S, 9S)-3-amino-9-

metoxi-2,3,8-trimetil-10-fenildeca-4,6-dienóico e Mdha N-metildehidroalanina (Figura 2). Pode 

haver variação dos aminoácidos que a compõem, principalmente nas posições X e Z, chamadas 

de L-aminoácidos variáveis. Metilações e demetilações também são comuns (Sivonen & Jones, 

1999). Tais variações são responsáveis por cerca de 70 variantes conhecidas dessa cianotoxina 

(Katircioglu et al., 2004; Svrcek & Smith, 2004). A microcistina-LR contém os aminoácidos leucina 

(L) e arginina (R) nas posições X e Z, respectivamente. É a variante da família das microcistinas 

frequentemente mencionada como a mais comum em ambientes dulcícolas (Oudra et al., 2002; 

Baldia et al., 2003; Svreck & Smith, 2004; Lehman et al., 2005), embora tais observações possam 

estar baseadas no fato de o padrão químico para as análises de microcistina-LR ter sido o 

primeiro a estar comercialmente disponível (Sivonen & Jones, 1999). 

As microcistinas atingem as células hepáticas, ligando-se covalentemente às proteínas 

fosfatase tipo-1 e tipo-2A, proteínas que atuam na regulação de processos intracelulares por meio 

da desfosforilação de várias proteínas e enzimas na célula (MacKintosh et al., 1995). A região 

Adda, resíduo de aminoácido mais incomum da microcistina, é crucial para a interação com a 

proteína fosfatase, sendo a região crucial para a toxicidade desse tipo de cianotoxina. Também é 

necessária a ligação entre o resíduo Mdha e a proteína fosfatase (Sivonen & Jones, 1999). 
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O bloqueio das fosfatases gera uma situação de hiperfosforilação nos hepatócitos e tem 

como resultado a ruptura dos microfilamentos do citoesqueleto, danificando a arquitetura hepática. 

A perda da estrutura do fígado provoca sua retração e o consequente aumento dos espaços 

intercelulares, permitindo que o sangue extravase e penetre por entre o parênquima hepático 

(Carmichael, 1994). Dependendo de suas proporções, essa hemorragia hepática pode ser letal. 

 

Figura 2. Estrutura geral da microcistina. 1- D-alanina, 2- X (variável), 3- ácido D-eritro-β-metilaspártico (D-MeAsp), 

4- Z (variável), 5- ácido (2S, 3S, 8S, 9S)-3-amino-9-metoxi-2,3,8-trimetil-10-fenildeca-4,6-dienóico (Adda), 6- D-

glutamato, 7- N-metildehidroalanina (Mdha). 

Fonte: Svrcek & Smith, 2004. 

 

A microcistina também favorece a liberação de espécies reativas de oxigênio devido à 

ruptura das membranas mitocondriais (Chen et al., 2005). Nesse caso, ocorre apoptose. Em 2003, 

Mikhailov e colaboradores identificaram 3 proteínas alvo da microcistina: duas delas relacionadas 

às proteínas fosfatase PP1 e PP2A, mas a terceira correspondente a um novo alvo: a subunidade 

β da ATP-sintase, que pode estar relacionada ao potencial indutivo de apoptose demonstrado 

pela microcistina. 

Em situações de exposição crônica a baixas doses de microcistina, ocorre supressão da 

apoptose e promoção da divisão celular, resultando em tumor no fígado (Pegram et al., 2008). 

Isso se dá porque a inibição da PP2A resulta em desequilíbrio das proteínas quinase ativadas por 

mitogenases (MAPK – mitogen-activated protein kinases), proteínas que regulam a transcrição de 

genes necessários à proliferação 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 

disponível, supõe-se que a ligação da microcistina às proteínas fosfatase PP1 e PP2A seja a 

chave para se conhecer esse efeito, uma vez que essas proteínas regulam a atividade de várias 

famílias de quinases envolvidas no reparo do DNA, incluindo a DNA-PK (proteína quinase 

dependente de DNA), enzima necessária para o reparo de DSBs (double strand break ou quebras 

duplas no DNA). É importante ressaltar que o grau de toxicidade tem relação direta com a rota de 

contaminação (oral, intraperitoneal – ou intravenosa – e por inalação). A maior toxicidade ocorre 

quando a microcistina é incorporada via intraperitonial (Kuiper-Goodman et al., 1999). 

Os operons relacionados à biossíntese de cianotoxinas até então caracterizados são o 

relacionado à produção de microcistina nos gêneros Microcystis, Anabaena e Planktothrix 

(Pegram et al., 2008) e o responsável pela produção de cilindrospermopsina em 

Cylindrospermopsis raciborskii (Mihali et al., 2008). A literatura que aborda os aspectos genéticos 

relacionados à biossíntese de cianotoxinas, portanto, é muito rica. 

A quantidade de estudos sobre a caracterização dos genes envolvidos na produção da 

microcistina é relativamente grande (ex.: Stachellaus & Marahiel, 1995; Meiβner et al., 1996; 

Kaebernick et al., 2002; Mikalsen et al., 2003). O pequeno tamanho, a estrutura cíclica e a 

quantidade de aminoácidos incomuns indicam que a microcistina é sintetizada de maneira não 

ribossomal (Meiβner et al., 1996). Nas espécies do gênero Microcystis, o operon microcistina 

sintetase, envolvido na produção da toxina, apresenta 10 módulos assim constituídos: 

mcyABCDEFGHIJ (Figura 3). Esse operon é o responsável por codificar peptídeo sintetases não 

ribossomais (NRPS), poliquetídeo sintases (PKS) e complexos multienzimáticos de natureza mista 

NRPS/PKS. O mecanismo de produção da microcistina é chamado thiotemplate, mecanismo por 

meio do qual a produção de peptídeos lineares e cíclicos é realizada por peptídeo sintetases com 

multidomínios, no qual os resíduos periféricos de cisteína funcionam como aceptores aminoacil 

(Sivonen & Jones, 1999; Kleinkauf & von Döhren, 1996). 
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Figura 3. Organização do cluster gênico microcistina sintetase. Esse operon apresenta transcrição bidirecional – 

mcysA-C para a direita e mcysD-J para a esquerda. Em preto, ORFs contendo regiões homólogas a peptídeo sintetases 

não ribossomais. Em azul, ORFs contendo regiões homólogas a poliquetídeo sintases (Tillet et al., 2000). 

 

Os genes peptídeo sintetases não ribossomais consistem em módulos que são 

construídos por domínios, onde cada módulo codifica sistemas multienzimáticos. As multienzimas 

catalisam a condensação sequencial de aminoácidos, incluindo sua ativação e modificação. A 

ativação de cada aminoácido ocorre em seu grupo carboxil pela formação de aminoacil adenilato 

e a subsequente formação de éster. Cada aminoácido ativado vai sendo incorporado à crescente 

cadeia polipeptídica. A ordem de incorporação é determinada pelo arranjo espacial dos domínios 

catalíticos, pela ordem em que os módulos estão organizados. A maioria dos módulos contém 

domínios de adenilação, tiolação e condensação (Figura 4). O domínio de adenilação é 

responsável pelo reconhecimento do aminoácido específico. A formação da ligação peptídica 

entre dois aminoácidos ativados é mediada pelo domínio de condensação (Marahiel et al., 1997; 

Kleinkauf & von Döhren, 1996). 

O fato de módulos particulares das microcistina sintetases exibirem especificidade 

relaxada em relação ao substrato (Dittmann et al., 1997), juntamente com a variação na metilação 

das isoformas da microcistina (Mikalsen et al., 2003), também influencia a existência de cerca de 

70 variantes de microcistina. 

As cepas não tóxicas de Microcystis aeruginosa, entretanto, também podem apresentar os 

genes que codificam para microcistina sintetase. A não produção da toxina deve-se à ausência de 

parte do operon mcy (Meiβner et al., 1996). Segundo Mikalsen et al. (2003), as cepas de 

Microcystis, por eles avaliadas, que não possuem os genes mcyA e mcyB não produzem 

microcistina. O fragmento mcyA é responsável pela produção dos aminoácidos N-metil-D-hidro-
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Alanina e D-Alanina, e o fragmento mcyB é responsável pela produção dos aminoácidos X 

(variável) e ácido D-eritro-β-metil-iso-aspártico (Mikalsen et al., 2003). O fato de algumas cepas 

não tóxicas de M. aeruginosa apresentarem os genes que codificam para microcistina sintetase 

indica que a produção da toxina parece ser uma característica ancestral (Otsuka et al., 1999). 

Assim, é provável que as cepas não tóxicas tenham sofrido eventos de deleção nesse operon. 

 

 

Figura 4. Modelo proposto para a biossíntese da microcistina-LR. Observar a organização do cluster gênico mcyA-J e a 

microcistina-LR. A biossíntese ocorre via um complexo multienzimático que consiste de módulos peptídeo sintetase e 

poliquetídeo sintase. Os círculos numerados indicam a ordem dos aminoácidos incorporados à crescente cadeia 

peptídica pelos genes NRP (mcyA, B, C, Ep e GP). Os mcysA e B contêm dois módulos, A1/A2 e B1/B2, 

respectivamente. A1 também codifica o domínio N-metiltransferase. Os retângulos numerados mostram a ordem da 

síntese poliquetídica e a formação do Adda (mcyGk,Ek, D). ORFs adicionais da função “putative microcystin tailoring” 

estão 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 propõem que a estrutura da nodularina, assim como as demais variantes da 

microcistina, evoluiu da microcistina sintetase via deleção do segundo e do terceiro módulos 

NRPS das proteínas McyA e McyB, respectivamente. 

Também é importante ressaltar que a constituição genômica do cluster gênico para 

microcistina sintetase é diferente entre os gêneros de cianobactérias. Por exemplo, em M. 

aeruginosa, a organização do cluster gênico 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 gênico mcy de Plaktothrix agardhii. Nesta última, o cluster gênico mcy não 

apresenta os genes mcyF e mcyI, presentes em M. aeruginosa, mas apresenta o gene mcyT, não 

presente em M. aeruginosa (Christiansen et al., 2003). 

A questão da produção da microcistina é intrigante. Microcistinas são produzidas por 

cianobactérias completamente diferentes, incluindo gêneros unicelulares, coloniais e filamentosos 

e gêneros heterocitados e não-heterocitados. Muitas cepas produzem diversas microcistinas 

simultaneamente, embora apenas uma ou duas delas sejam dominantes naquela cepa. Além 

disso, fatores ambientais podem induzir mudanças na toxicidade ou na concentração da toxina. 

Fatores como idade da cultura, temperatura, luz, nutrientes, salinidade, pH e concentração 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 condições de cultura e diferentes métodos de análise dificulta a comparação dos 

resultados, de maneira que não existem dados conclusivos a respeito dos fatores ambientais que 

regulam a produção da toxina. Assim, a biossíntese da microcistina passa pela identificação do 

gene microcistina sintetase nos diferentes gêneros de cianobactérias capazes de produzir a 

toxina, uma vez que as cepas produtoras só o fazem por possuírem o gene responsável pela sua 

produção. 
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1.5 Análises proteômicas 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 só recentemente voltou-se a atenção para o estudo de cianobactérias por meio de técnicas 

proteômicas, principalmente das técnicas de eletroforese em gel bidimensional (2-DE) associadas 

à identificação 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 proteômica 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 é a 

cianobactéria modelo para estudos bioquímicos e fisiológicos – particularmente para análise da 

fotossíntese oxigênica –, porque essa cepa naturalmente transformável é capaz de crescer 

fotoheterotroficamente (Grigorieva & Shestakov, 1982). Gêneros filamentosos, como Nostoc 

(Anderson et al., 2006; Klin et al., 2006) e Anabaena (Barrios-Llerena et al., 2007; Sazuka, 2003), 

estão, aos poucos, sendo analisados por ferramentas proteômicas. 

Os trabalhos que usam proteômica para o estudo de cianobactérias, de um modo geral, 

avaliam as proteínas dos diferentes compartimentos desses organismos, tais como proteínas 

periplásmicas (Fulda et al., 1999), proteínas citoplasmáticas (Ran et al., 2007; Kurian et al., 2006), 

proteínas da membrana plasmática (Pisavera et al., 2007; Huang et al., 2002), proteínas da 

membrana tilacoidal (Srivastava et al., 2005) e proteínas da membrana externa (Huang et al., 

2004) e são, essencialmente, voltados para a proteômica constitutiva. 

Com relação às proteínas periplásmicas, cianobactérias dos gêneros Synechocystis (Fulda 

et al., 2000), Anabaena (Sazuka et al., 2003) e Nostoc (Ran et al., 2007), por exemplo, foram 

avaliadas para o entendimento das proteínas produzidas em resposta à salinidade, para o 

entendimento dos sinais de processamento pós-traducional e sequências nucleotídicas na 

iniciação da tradução e para o entendimento do padrão protéico do estágio de vida que antecede 

a associação simbiôntica cianobactéria-planta, respectivamente. Fulda et al. (1999) usaram a 

cepa Synechocystis sp. PCC 6803 como modelo de estudo para avaliar a função do periplasma 
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na adaptação da cianobactéria em condições de salinidade, uma vez que esse compartimento é 

particularmente responsável por mudanças na salinidade e responde às condições ambientais 

mais rapidamente que o citoplasma. Em maior concentração salina, as células de Synechocystis 

sp. PCC 6803 acumularam, em altas quantidades, duas proteínas periplásmicas codificadas pelos 

genes slr0924 e slr1485. Entretanto, essas proteínas não apresentaram similaridade com 

nenhuma proteína de função conhecida, o que inviabilizou conclusões sobre suas funções durante 

a adaptação às condições de salinidade. 

Com relação às proteínas de membrana, Herranen et al. (2004) avaliaram a dinâmica dos 

complexos proteicos de membrana das células de Synechocystis sp. PCC 6803 crescidas em 

elevadas concentrações de dióxido de carbono, depleção de ferro, estresse salino ou quando seu 

modo de crescimento muda de fotoautotrófico para mixotrófico ou fotoheterotrófico. Em condições 

de crescimento fotoautotróficas, foram identificadas proteínas dos centros de reação do 

fotossistema I (PSI) e do fotossistema II (PSII) e quatro subunidades do complexo NDH-1. 

Os trabalhos com proteômica comparativa avaliam as proteínas diferencialmente 

expressas em condições de estresse por salinidade (Fulda et al., 2000), estresse por acidez 

(Kurian et al., 2006), estresse em função da concentração de dióxido de carbono (CO2) e ferro 

(Herranen et al., 2004), bem como proteínas diferencialmente expressas em associação 

simbiôntica em relação à 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. Condições 

como maior ou menor salinidade, maior ou menor acidez, variações na concentração de CO2 e 

ferro estão diretamente relacionadas com o desenvolvimento das cianobactérias no ambiente. 

Portanto, é importante entender como as cianobactérias respondem a essas mudanças 

ambientais para melhor entender os processos de formação de floração. Além disso, as condições 

ambientais são particularmente importantes para cianobactérias produtoras de toxinas, pois 

variáveis abióticas têm influência direta sobre a produção 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 proteômica de cianobactérias é realizada com uso da ferramenta 

2-DE. Entretanto, uma abordagem para a análise proteômica de cianobactérias que vem 
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ganhando espaço é a técnica shotgun (Anderson et al., 2006; Barrios-Llerena et al., 2006). Essa 

técnica consiste na análise direta de uma amostra proteômica complexa – já fragmentada por 

digestão tríptica – por meio de cromatografia líquida uni- ou multidimensional seguida por 

espectrometria de massa em tandem (Cargile et al., 2005). Com essa abordagem, existe uma 

representação significativamente maior das proteínas básicas (aquelas situadas no intervalo de 

pH de 7-10), das proteínas pequenas e das proteínas hidrofóbicas em relação à abordagem 2-DE, 

pois a técnica shotgun permite o acesso a proteínas difíceis de serem resolvidas por eletroforese. 

Barrios-Llerena et al. (2007) analisaram as proteínas totais de Anabaena variabilis ATCC 

29413 pela abordagem 2-DE. A grande diferença entre esse estudo e outros de proteômica de 

cianobactérias é o uso de strips com intervalo de pI maior (3-10 em relação ao intervalo mais 

comumente usado, 4-7), o que permite maior cobertura das proteínas básicas, e o uso de tampão 

de extração baseado em detergentes zwitteriônicos para aumentar a solubilização de proteínas 

hidrofóbicas, o que favorece maior representação dessa classe de proteínas no gel. Segundo os 

autores, pelo menos 1/3 do proteoma típico da cianobactéria é perdido quando se usa strip de 

extensão reduzida (pI 4-7). Entretanto, o proteoma de Anabaena variabilis ATCC 29413 já havia 

sido analisado pela abordagem shotgun (Barrios-Llerena et al., 2006). O método shotgun foi mais 

efetivo para a detecção de proteínas de baixo peso molecular (<10KDa). Cerca de 13% das 

proteínas identificadas para A. variabilis foram encontradas apenas pela abordagem shotgun 

contra apenas 3% encontradas via 2-DE. Entretanto, nenhuma diferença foi observada para 

proteínas identificadas com massas moleculares maiores que 100 kDa. As proporções de 

proteínas ácidas (77-79%) e básicas também foram similares na avaliação por ambos os métodos. 

A comparação entre proteínas identificadas por 2-DE e proteínas identificadas por métodos 

que não usam gel indica a natureza complementar desses métodos. Em Barrios-Llerena et al. 

(2007), por exemplo, 30% das proteínas identificadas por 2-DE não foram encontradas na 

abordagem shotgun (Barrios-Llerena et al., 2006). Essa significativa porcentagem de proteínas 

identificadas por 2-DE reforça a importância dessa ferramenta para avaliações proteômicas, ainda 

que essa abordagem possa sub-representar certos grupos de proteínas (especialmente as 

hidrofóbicas, básicas, grandes (>100kDa), pequenas (<10kDa) ou de baixa abundância). 
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Anderson et al. (2006) também optaram por fazer proteômica de cianobactéria sem o uso 

da ferramenta 2-DE. Eles analisaram o genoma funcional de Nostoc punctiforme ATCC 29133 

pela definição do proteoma em culturas especificamente cultivadas na fase estacionária e na fase 

de transição, em condições de luz contínua e amônia como fonte de nitrogênio. Primeiramente, foi 

realizada filtração em gel para separação das proteínas solúveis e, posteriormente, 

sequenciamento peptídico por shotgun 2D LC/MS/MS obtido de cada fração para a identificação 

proteica. O uso da técnica 3D LC/MS/MS resultou na identificação de 1.574 proteínas, as quais 

foram agrupadas em 5 diferentes categorias: proteínas do metabolismo central (46% do proteoma 

solúvel), proteínas de transporte (4% do proteoma), proteínas de adaptação metabólica (11% do 

proteoma), proteínas próprias (1% do proteoma) e proteínas sem assinatura (39% do proteoma). 

A quantidade de proteínas identificadas por essa técnica indica seu potencial para análises em 

larga escala devido à alta sensibilidade do equipamento (fentomols) (Anderson et al., 2006). A 

condição de luz contínua resultou na redundância de proteínas relacionadas ao metabolismo de 

espécies reativas de oxigênio (3 superóxido dismutase, 5 peroxirredoxinas, peroxidase, 5 

glutationa-S-transferase) e fotorreparo do dano causado ao DNA (2 fotoliases) – proteínas 

pertencentes à categoria “metabolismo central”. A redundância dessas proteínas revela um 

mecanismo de prevenção ao desencadeamento de tais estados de estresse, uma vez que N. 

punctiforme é um organismo fototrófico. Isso significa que N. punctiforme apresenta uma 

capacidade genômica extraordinária de responder rapidamente aos sinais ambientais (Anderson 

et al., 2006). 

No que diz respeito aos gêneros coloniais, como Microcystis, pouco se conhece a respeito 

da proteômica desses organismos. Especificamente no caso do gênero Microcystis, são escassos 

os trabalhos sobre seu padrão de expressão de proteínas, embora esse gênero seja amplamente 

estudado devido à sua capacidade de produção de toxinas (Dowing et al., 2005; Azevedo et al., 

2002; Magalhães et al., 2001; Chorus & Bartram, 1999; Dittman et al., 1997). Os trabalhos 

geralmente detêm-se à determinação de oligopeptídeos (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 detecção 

direta de metabólitos secundários em células intactas de M. aeruginosa. 

Em 2001, Dittmann e colaboradores identificaram uma proteína relacionada à produção 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 

pI de 4,5-7, e verificaram a expressão da proteína MrpA apenas pela cepa mutante. Segundo esse 

trabalho, essa proteína, com cerca de 30 kDa, é muito semelhante à proteína RhiA, de Rhizobium 

leguminosarum, proteína com expressão dependente da densidade celular e que envolve 

mediadores quorum-sensing. As análises genômicas mostraram a presença das ORFs mrpA e 

mrpB em M. aeruginosa, embora a proteína MrpB não tenha sido detectada no 2-DE. Assim, para 

analisar a influência da microcistina na produção da MrpAB, eles avaliaram a resposta dos 

transcritos mrpAB à diferentes quantidades e qualidades de luz (luz branca, vermelha e azul e 

intensidades de 16, 68 e 400 μmol de fótons.m-2.s-1). Houve grande aumento do nível de 

transcritos sob luz azul, e a quantidade de transcritos observada em 16 μmol de fótons.m-2.s-1 foi 

praticamente zero nas outras duas intensidades luminosas na cepa selvagem. A cepa mutante 

não apresentou diferença significativa na quantidade de transcritos. Assim, é possível que os 

genes mrpA e mrpB sejam regulados pela luz, e sua expressão seja drasticamente reduzida no 

mutante. Em Rhizobium, a expressão do RhiA, B e C é regulada pela proteína RhiR (regulador do 

tipo LuxR). Esses reguladores de quorum-sensing regulam a expressão de vários genes, inclusive 

genes de peptídeo sintetases. Assim, é possível que o contato célula-célula no ambiente natural 

desempenhe uma função importante para Microcystis e um tipo de quorum-sensing seja 

necessário para a formação da floração. Embora não existam evidências da microcistina como 

sinalizador extracelular, a existência de um transportador ABC putativo ligado à microcistina 

reforça a proposta de um mecanismo de efluxo ativo para a microcistina. 

Considerando-se a imensa importância que a espécie Microcystis aeruginosa apresenta no 

que se refere à qualidade da água dos ecossistemas de água doce – por ser uma espécie 

potencialmente tóxica –, principalmente aqueles destinados ao abastecimento público, é 

surpeendente a carência de trabalhos na área proteômica com ênfase para proteômica 
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comparativa relacionada à biossíntese da microcistina, embora existam trabalhos que 

caracterizam os genes relacionados à sua biossíntese (Tillet et al., 2000). Nesse aspecto, este 

trabalho visa preencher parte dessa carência. O entendimento de proteínas envolvidas na 

produção da toxina, independentemente de quais sejam os fatores ambientais que funcionem 

como estímulo, é fundamental para o desenvolvimento de pesquisas futuras. Tais estudos visam 

medidas de remediação em reservatórios de abastecimento público nos quais os episódios de 

floração sejam frequentes, como é o caso dos reservatórios de água doce do Norte e Nordeste 

brasileiros. Essas medidas devem garantir a qualidade da água para a população, uma vez que o 

tratamento convencional da água não 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 tóxicas é de extrema importância, uma vez que diversos países do mundo, 

inclusive o Brasil, têm experimentado muitos episódios de floração, principalmente de espécies do 

gênero Microcystis. Como apresentado anteriormente, M. aeruginosa é uma espécie capaz de 

produzir a toxina microcistina. O aumento dos processos de eutrofização e o aquecimento global 

favorecem o aumento da ocorrência de florações de cianobactérias tóxicas, o que enfatiza a 

necessidade de se entender os mecanismos de produção da toxina pela cianobactéria. 

Percebe-se, pelo que já se explanou, que muito se sabe sobre os genes envolvidos na 

biossíntese da microcistina. Porém, a quantidade de estudos relacionados à sua produção que 

utiliza ferramentas proteômicas ainda é escassa. Análises proteômicas fornecem informações 

valiosas que podem levar a maior entendimento das vias metabólicas, das respostas fisiológicas e 

da sua regulação. Relativamente poucas espécies de cianobactérias foram objeto de 

investigações proteômicas, sendo a maioria dos estudos proteômicos por 2-DE restrita à 

cianobactéria unicelular Synechocystis sp. PCC 6803. Dessa maneira, tornam-se particularmente 

interessantes os estudos proteômicos de outras espécies de cianobactéria, em especial daquelas 

potencialmente produtoras de microcistina, visando ao entendimento das vias de sua biossíntese 

por meio da proteômica comparativa. Além disso, o uso da proteômica comparativa entre cepas 

tóxicas e cepas não tóxicas naturais pode esclarecer porque as cianobactérias produzem 

metabólitos secundários e como estes são transportados, estocados na célula ou liberados para o 

meio extracelular. 

Assim, a identificação de proteínas envolvidas na produção da microcistina pode levar, 

futuramente, ao desenvolvimento de compostos que ajudem a evitar a sua liberação em 

ecossistemas dulcícolas, principalmente em se tratando de reservatórios destinados ao 

abastecimento de água para a população. O desenvolvimento de tais compostos funcionaria como 

tentativa de amenizar esse sério e amplamente distribuído problema de saúde pública.
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3 Objetivos 

 

Este trabalho objetiva comparar, por meio da abordagem proteômica, as proteínas 

diferencialmente expressas por duas cepas de Microcystis aeruginosa, sendo uma tóxica – M. 

aeruginosa PCC 7806 – e a outra não tóxica – M. aeruginosa NIVA CYA 43. 

 

 

3.1 Objetivos específicos 

 

 Desenvolver método de extração proteica para M. aeruginosa que seja 

particularmente eficiente para a extração das proteínas citoplasmáticas; 

 Visualizar o padrão proteico de uma espécie de cianobactéria tóxica mundialmente 

importante entre faixa de pI de 3 a 11; 

 Buscar proteínas expressas exclusivamente em condição de toxicidade; 

 Elucidar a provável participação dessas proteínas na diferenciação entre cepas 

tóxicas e não tóxicas e em outros processos metabólicos que possam estar envolvidos, direta ou 

indiretamente, na produção de toxinas. 
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4 Material e Métodos 

 

4.1 Organismos e condições de cultivo 

Os microrganismos M. aeruginosa PCC 7820 (padrão para toxicidade) e NIVA CYA 43 

(padrão para não toxicidade com toxicidade abaixo dos níveis de detecção) foram adquiridos do 

CSIRO (Commonwealth Scientific and Industrial Research Organization) Marine Laboratories 

culture collection, na Tasmânia, Austrália. Cada cepa foi cultivada em três frascos distintos 

(triplicata) contendo 200 mL meio MLA modificado (MgSO4.7H2O 200 mM, NaNO3 1M, K2HPO4 40 

mM, H3BO3 40 mM, NaHCO3 200 mM, CaCl2.2H2O 200 mM, vitaminas e micronutrientes, pH = 

7,5) (Bolch & Blackburn, 1996), temperatura 22 ºC ± 0,5ºC, luminosidade correspondente a 322 

lux e fotoperíodo 12h:12h. Para as repicagens das culturas, foi mantido o padrão 1 mL :10 mL 

(cultivo/meio), como recomendado pelo CSIRO. A cada 48h, durante 38 dias, 3 alíquotas de 1 mL 

de cada frasco foram coletadas e tiveram sua absorbância medida a 680nm – espectro de 

absorção da clorofila. Assim, foram delineadas as curvas de crescimento e definidas as 

absorbâncias correspondentes à fase logarítmica (log) de crescimento de ambas as cepas. 

 

4.2 Medição das células 

Para viabilizar correlações entre os resultados proteômicos e características fenotípicas 

das cepas, foram realizadas medições de diâmetro das células. Para isso, ambas as cepas foram 

observadas em microscópio de luz transmitida na modalidade campo claro em aumento 100x 

(Axiophot, Zeiss, Alemanha). Foram montadas duas lâminas: uma para cada cepa. De cada 

lâmina, foram obtidas 17 fotografias. A captura das imagens foi realizada pelo programa 

Axiovision versão 4.7 (Zeiss, Alemanha), e as células foram medidas pelo programa Axiovision 

Release versão 4.8 (Zeiss, Alemanha). 

Para a medição, foram consideradas células sozinhas, que visualmente não aparentavam 

estar em processo de divisão 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 padrão. 

 

4.3 Análise da presença da toxina 

Alíquotas de 1 mL de meio de cada cepa foram coletadas durante a fase log de 

crescimento (M. aeruginosa PCC 7820 DO680nm= 0,164 e M. aeruginosa NIVA CYA 43 DO680nm= 

0,252) para avaliação. As alíquotas foram congeladas e descongeladas 3 vezes em freezer          

− 20 ºC e água morna e centrifugadas a 12.100 x g por 5 minutos. A quantidade de proteínas foi 

determinada por QubitTM, como será descrito no tópico 4.4. Cada alíquota foi separadamente 

analisada em cromatografia líquida de alta performance (HPLC). Foram injetados 100 μL de cada 

amostra (M. aeruginosa PCC 7820 = 256 μg.mL-1 e M. aeruginosa NIVA CYA 43 = 297 μg.mL-1), 

separadamente, em uma coluna analítica C18 de fase reversa (Vydac 218PT), poro de 5μm e 

fluxo de 1 mL.min-1. A corrida teve duração de 35 minutos e seguiu variação não linear de 

gradiente de 35% a 95% de acetonitrila/TFA 0,1%. A absorbância foi monitorada em densidade 

óptica de 238 nm, comprimento de onda absorvido pela microcistina. Antes da aplicação de cada 

amostra, foi realizado um branco com o mesmo tempo de duração e as mesmas condições de 

corrida. As frações coletadas foram concentradas em speed vacuum (Labconco) para, 

posteriormente, serem analisadas por espectrometria de massa. 

 

4.4 Identificação das toxinas via MS 

As análises por espectrometria de massa foram realizadas com um espectrômetro de 

massa do tipo MALDI-TOF/TOF (Matrix-assisted laser desorption time of flight) Ultraflex III (Bruker 

Daltonics). As frações cromatográficas foram ressuspendidas em 20 μL de TFA 0.1% e 

misturadas em uma razão de 1:3 v/v com solução saturada de ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico. 

Dessa mistura, 1 μL foi depositado sobre uma placa de MALDI. Os espectros foram adquiridos em 

modo refletido positivo. Íons com intensidade suficiente foram selecionados para clivagem por 
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MS/MS. O padrão de fragmentação das microcistinas foi gerado no modo LIFT de aquisição com 

calibração externa. 

 

4.5 Extração proteica 

Ao atingir a fase log de crescimento, as culturas foram centrifugadas a 3.000 x g, 4ºC, por 

30 minutos. As células foram ressuspendidas em tampão de extração (Tris-HCl 5 mM, CaCl2.2H2O 

5 mM, triton-X-100 0,01% e inibidor de proteinase 1 mM – Proteinase Inhibitor Cocktail for General 

Use, GE – contendo inibidores competitivos e não competitivos para as proteases serínicas, 

cisteínicas e calpaína – pH 7,3) em uma proporção 1:5 (g:v), congeladas e descongeladas 5 vezes 

em nitrogênio líquido. As amostras foram novamente centrifugadas a 3.000 x g, 4ºC, por 30 

minutos. O sobrenadante foi recolhido para as análises proteicas e o precipitado foi descartado. 

Após a extração, a concentração proteica das amostras foi determinada por fluorimetria QubitTM 

(Invitrogen, Eugene, Oregon, USA), seguindo-se os passos indicados pelo fabricante. Para a 

quantificação, 199 μL de tampão QubitTM são, primeiramente, misturados com 1 μL de fluoróforo 

QubitTM. A partir desses 200 μL de solução, 199 μL foram aliquotados em microtubo apropriado e 

1 μL da amostra a ser quantificada foi, então, acrescentada. A reação durou 15 minutos em 

temperatura ambiente. Após esse tempo, a amostra foi lida no leitor QubitTM. Esse leitor mede a 

fluorescência e fornece diretamente a concentração em μg.mL-1, sem a necessidade de se realizar 

uma curva padrão. Após a quantificação proteica, alíquotas das amostras contendo 50 μg.mL-1 e 

600 μg.mL-1 foram precipitadas com 200 µL de ácido tricloroacético (TCA) 75% para SDS-PAGE e 

gel bidimensional, respectivamente. A reação com TCA ocorreu no gelo por 30 min. Após 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 realização do 

gel bidimensional, após as lavagens com acetona, os precipitados foram submetidos ao kit de 

limpeza 2-DE Cleaning-up Kit (Amersham Biosciences) conforme as instruções do fabricante. Aos 

precipitados, foram adicionados 300 μL de solução precipitante. A mistura foi agitada 

vigorosamente e deixada em gelo por 15 minutos. Então, foram adicionados 300 μL de solução 

coprecipitante. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 12.100 x g por 5 minutos e os 
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sobrenadantes foram descartados. Mais 40 μL de solução coprecipitante foram adicionados com 

reação de 5 minutos no gelo. As amostras foram novamente centrifugadas e os sobrenadantes 

descartados. Foram adicionados 25 μL de água ultrapura seguidos de agitação vigorosa. Por fim, 

foram adicionados 1 mL de Chilled Wash Buffer e 5 μL 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 ºC. 

 

4.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida 

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi realizada conforme descrito por 

Laemmli (1970), à temperatura ambiente, para análises preliminares da composição proteica das 

cepas analisadas. Foram aplicados 50 μg.mL-1 de proteína de cada cepa, em triplicata, em SDS-

PAGE, com gel de empilhamento (acrilamida 5%, tampão Tris-HCl 1,5 M pH=6,8, persulfato de 

amônio 0,1% e temed 0,012%) e gel de corrida a 15% (acrilamida 15%, tampão Tris-HCl 1,5 M 

pH=8,8, persulfato de amônio 0,1% e temed 0,006%). Para comparação das massas moleculares, 

foram aplicados 5 μL de marcador de massa molecular (Unstained Protein, Fermentas) contendo 

β-galactosidase (E. coli), albumina sérica bovina (plasma bovino), ovoalbumina (clara de ovo de 

galinha), lactato desidrogenase (músculo de porco), enzima de restrição Bsp981 (E. coli), β-

lactoglobulina (leite bovino) e lisozima (clara de ovo de galinha). Para visualização durante a 

corrida, as amostras foram misturadas com azul de bromofenol. Após 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 realização do gel bidimensional, 600 μg.mL-1 de proteína de cada cepa, em 

triplicata (3 amostras biológicas de M. aeruginosa PCC 7820 e 3 amostras biológicas de M. 

aeruginosa NIVA CYA 43), foram ressuspendidos em tampão de re-hidratação (uréia 8 M, tiouréia 

2 M, CHAPS 2%, tampão IPG 3-10 1%, dithiothreitol (DTT) 65 mM e traços de azul de bromofenol) 

e aplicados em tiras não lineares de 13 cm (Amersham Biosciences) com pI variando de 3 a 11. 
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As tiras foram re-hidratadas por 16 horas, a 20 ºC. A focalização 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 focalização acumular 40.000 Vh. Após a 

focalização, as tiras foram armazenadas em freezer – 80 ºC até a realização da segunda 

dimensão. Antes da realização da segunda dimensão, as tiras foram equilibradas com tampão de 

equilíbrio (Tris-HCl 1,5 M, uréia 6 M, glicerol 30%, SDS 2%, e traços de azul de bromofenol) 

contendo DTT 1% por 15 minutos e, em seguida, com mesmo tampão de equilíbrio, porém, 

contendo iodoacetamida 1% em vez de DTT, por mais 15 minutos. Depois de equilibradas, as tiras 

foram inseridas sobre o SDS-PAGE 12% para a realização da segunda dimensão (400 V, 400 mA, 

100 W). Para comparação das massas moleculares, foram aplicados 10 μL de marcador de 

massa molecular (Benchmarker protein leader, Invitrogen). Após 8 h de corrida, os géis foram 

colocados em solução descorante e, após 24 horas, foram corados com solução contendo 

Coomassie G-250. 

 

4.8 Análise dos mapas proteicos 

Os géis foram analisados pelo programa BioNumerics versão 4.6. Primeiramente, os spots 

de cada gel foram detectados manualmente. Em seguida, foi feita a calibragem de cada gel para 

que o programa detectasse a intensidade dos spots. A massa molecular e o ponto isoelétrico 

também foram ajustados. Para a comparação, foi escolhido um gel de referência para o grupo dos 

géis de M. aeruginosa PCC 7820 (padrão para toxicidade) e outro gel de referência para aquele 

de M. aeruginosa NIVA CYA 43 (padrão de não toxicidade). Os géis foram, então, comparados 

entre si, primeiramente dentro de cada padrão (géis da cepa tóxica comparadas entre si e géis da 

cepa não tóxica comparadas entre si) e, posteriormente, entre os padrões (géis da cepa tóxica 

comparados com géis da cepa não tóxica). No primeiro caso, os spots que representam a mesma 

proteína foram correlacionados. Com isso, as análises estatísticas foram realizadas com base na 

intensidade dos spots (valor de volume fornecido pelo programa para cada spot). Foram usadas 

duas variáveis: volume e volume relativo dos spots. A primeira consiste em uma busca por 

significância, selecionando-se aqueles spots com base na regressão entre pares de géis. A última 
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busca baseia-se na informação de cada spot em relação a todos os outros no gel. Os valores de 

volume foram usados para cálculos de correlação entre os géis, dado que informa a 

reprodutibilidade entre eles. Os valores de volume relativo foram usados para seleção dos spots 

diferencialmente expressos. Finalmente, os géis de referência de cada grupo foram comparados 

entre si e sobrepostos. Baseado no valor do volume relativo e na presença ou ausência de 

determinado spot, foram escolhidos os spots de interesse para posterior identificação por 

espectrometria de massa. 

 

4.9 Identificação proteica por espectrometria de massa 

A digestão dos spots foi feita de acordo com Shevchenko et al. (1996). Os spots foram 

cortados com o auxílio de uma lâmina de bisturi e colocados em microtubos. Foram adicionados 

300 µL de solução descorante. Os tubos foram colocados em agitador por 16 horas, até a retirada 

completa do corante Coomassie. Após esse tempo, a solução descorante foi descartada e foram 

realizadas 3 lavagens com etanol 50%, com duração de 15 minutos cada uma. Foram adicionados 

300 µL de acetonitrila 100% por 10 minutos. Após a desidratação dos pedaços de gel, a 

acetonitrila foi descartada, 50 µL de DTT 10 mM em NH4HCO3 100 mM foram adicionados e as 

amostras foram incubadas em banho-maria a 56 ºC durante 30 minutos. A solução de DTT foi 

substituída por 50 µL de iodoacetamida 55 mM em NH4HCO3 100 mM, seguido de incubação por 

1h30min, no escuro, em temperatura ambiente. Os spots foram novamente lavados com 100 µL 

de NH4HCO3 100 mM por 10 minutos. Foram adicionados 100 µL de acetonitrila até a 

desidratação dos pedaços de gel. A acetonitrila foi descartada e a re-hidratação foi feita com 50 

µL de NH4HCO3 50 mM, CaCl2 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 

37ºC, a 135 rpm, por 24 horas. Após a tripsinização, 1 μL de cada tubo foi coletado para análises 

preliminares. O restante foi transferido para tubos novos e os tubos contendo os pedaços de gel 

foram descartados. As amostras foram colocadas em speed vaccum até que ficassem 

completamente secas, então, foram estocadas em – 20 ºC até a realização das análises. 
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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 não redundantes do NCBI utilizando-se o software 

MASCOT (MASCOT versão 2.1.0, Matrix Science, Londres). O sequenciamento de novo foi 

executado manualmente, subtraindo-se as massas dos íons encontrados nos espectros a partir 

das séries y e b. O valor da diferença foi comparado às massas dos aminoácidos e a sequência 

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 proteínas armazenadas no banco. Foram anotadas proteínas 

cujo momento hidrofóbico e ponto isoelétrico eram semelhantes às observadas nas técnicas 

previamente utilizadas e cujo ponto de corte do fragmento encontrado era equiparável a um 

fragmento tríptico. 

 

4.10 Análise dos dados 

As massas encontradas por peptide mass fingerprinting (PMF) foram comparadas com 

dados depositados em bancos de dados não redundantes do NCBI (National Center for 

Biotechnology Information), utilizando-se o software MASCOT (Perkins et al., 1999). Foram 

assumidos como parâmetros de busca: modificação fixa devido à carbamidometilação de 

cisteínas, modificação variável devido à oxidação de metioninas, uma mis-cleavage da tripsina e 

80 p.p.m. (partes por milhão) de acurácia 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 sequências de aminoácidos 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). Sequências obtidas pelo Mascot, porém, que não 

apresentaram proteína associada, foram analisadas pelo BLAST. Para a maioria desses casos, os 

resultados do BLAST resolveram a proteína. Aquelas que ficaram sem resultado por Mascot, que 

foram analisadas pelo BLAST e, que, ainda assim, permaneceram não resolvidas, foram 

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

5.1 Cepas e seu crescimento 

As cepas M. aeruginosa PCC 7820 (padrão tóxico) e M. aeruginosa NIVA CYA 43 (padrão 

não tóxico) foram adquiridas do centro CSIRO, na Austrália (Figura 5). Ao chegarem, passaram 

por um período de adaptação às condições de cultivo do Centro de Análises Proteômicas e 

Bioquímicas da Universidade Católica de Brasília, equivalente a 45 dias. Inicialmente, análises 

morfológicas por microscopia mostraram que a cepa M. aeruginosa PCC 7820 apresenta 

coloração mais clara que a cepa M. aeruginosa NIVA CYA 43, característica refletida nos valores 

de absorbância correspondentes à fase log de crescimento, que diferem para ambas as cepas. 

Esses valores são mostrados nas Figuras 6 e 7. Medições das células a partir das imagens 

obtidas por microscopia mostram que as células da cepa PCC 7820 apresentam menor diâmetro – 

3,66 μm (desvio padrão = 0,18) – (Figura 5A) em relação às células da cepa NIVA CYA 43 – 4,44 

μm (desvio padrão = 0,21) – (Figura 5B).  

 

 

 
Figura 5. Células de Microcystis aeruginosa observadas em microscópio de luz transmitida – modalidade campo claro 

– aumento de 100x. (A) M. aeruginosa PCC 7820. (B) M. aeruginosa NIVA CYA 43.  

 

Dittmann e colaboradores (1997) propõem, em seu trabalho, que a cepa tóxica de M. 

aeruginosa PCC 7806 apresenta maior diâmetro em relação a seu mutante – transformado por 

knock-out do gene mapep1 (envolvido na produção de microcistina) –, sugerindo possível 

A B 
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participação da microcistina em processos celulares primários. Neste trabalho, observou-se que a 

cepa naturalmente tóxica – PCC 7820 – apresenta menor diâmetro celular em relação à cepa 

naturalmente não tóxica – NIVA CYA 43. Provavelmente, o gasto energético envolvido na 

produção das proteínas que sintetizam a microcistina e na síntese da toxina em si estaria 

relacionado com menor disponibilidade energética para o investimento em tamanho celular. 

Após o período de adaptação, a curva de crescimento de ambas as cepas foi postulada 

como descrito na sessão 4.1 deste trabalho. Com o gráfico das curvas de crescimento, foi 

possível determinar a absorbância na qual as proteínas deveriam ser extraídas. Para extração, foi 

escolhido o meio da fase log de crescimento, uma vez que, nesse período, as células estão em 

constante divisão celular, o que garante células jovens e, consequentemente, maior vigor celular e 

maior probabilidade de não serem encontradas proteínas 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 estacionária, as células 

apresentam diminuição da taxa de divisão celular e é nesse período que ocorre degradação 

proteica. Por tais razões, as células de ambas as cepas foram extraídas no meio da fase log de 

crescimento, sendo em DO680nm=0,3 para M. aeruginosa PCC 7820 (Figura 6) e em DO680nm=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 padrão entre as 

triplicatas de cada ponto de medição. OD = densidade óptica. 
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Figura 7. Curva de crescimento apresentada pela cepa M. aeruginosa NIVA CYA 43 após 38 dias de medição da 

absorbância em comprimento de onda igual a 680nm. As barras na vertical indicam o desvio padrão entre as triplicatas 

de cada ponto de medição. OD = densidade óptica. 

 

A cepa tóxica M. aeruginosa PCC 7820 apresentou valores de absorbância menores em 

relação à cepa não tóxica M. aeruginosa NIVA CYA 43, como mostrado nas respectivas curvas de 

crescimento. O comprimento de onda usado foi de 680 nm, valor próximo ao pico de absorbância 

da ficocianina. É provável que a cepa não tóxica possua esse pigmento em quantidade muito 

superior à cepa tóxica. Cepas tóxicas e não tóxicas de Microcystis apresentam diferenças na 

composição dos pigmentos acessórios. Cepas tóxicas possuem pigmentos acessórios que 

desempenham função de proteção contra UV (luz ultravioleta) (absorção entre 350 e 400 nm), 

ficoeritrina (absorção a 570 nm) e uma concentração relativamente baixa de ficocianina. Cepas 

não tóxicas não possuem ficoeritrina, mas spresentam uma quantidade de ficocianina muito maior 

(pico de absorbância a 627 nm) (Kardinaal et al., 2007). Essa observação também é válida para 

explicar a diferença na coloração das cepas. A cepa não tóxica tem coloração verde azulada, bem 

típica de cianobactérias, o que também indica maior quantidade de ficocianina. A cepa tóxica 

possui coloração menos azulada, o que indica concentração relativamente baixa de ficocianina. 
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5.2 Análise da presença da toxina 

As culturas foram analisadas por HPLC de fase reversa para confirmação dos dados 

fornecidos pelo CSIRO a respeito da produção da microcistina. A metodologia usada foi 

semelhante à previamente descrita por Harada et al. (1999). Para essa análise, 1 mL de cada 

cepa foi congelado e descongelado 3 vezes, centrifugado, e 100 μL do sobrenadante de cada 

cepa foram injetados, separadamente, em coluna C18 de cromatografia de fase reversa 

(concentração protéica correspondente a 256 μg.mL-1 para a cepa PCC 7820 e 297 μg.mL-1 para 

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

Figura 8. 

 

 

Figura 8. Análise 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 detecção a 238 nm. A fração indicada pela seta foi 

seqüenciada por MALDI-TOF/TOF. A corrida teve duração de 35 minutos e seguiu variação não linear de gradiente de 

35% a 95% de acetonitrila/TFA 0,1%. 

 

Como observado na Figura 8, não foi eluída nenhuma fração cromatográfica do extrato de 

M. aeruginosa NIVA CYA 43. A fração coletada foi eluída apenas do extrato de M. aeruginosa 
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PCC 7820 após 7 minutos e 48 segundos de corrida. Para identificação, as frações coletadas 

foram concentradas em speed vaccum, ressuspendidas em matriz de ácido α-ciano-4-

hidroxicinâmico e analisadas por MALDI-TOF/TOF. Os espectros de massa (Figura 9) mostraram 

que a fração indicada com uma seta na Figura 8 contém mais de uma variante de microcistina, 

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

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

 

A partir do espectro MS obtido, foram escolhidos os íons de massa monoisotópica [M+H]+ 

859, 949, 981 e 995 m/z para obtenção dos espectros de fragmentação por MS/MS. Por não ser o 

foco deste trabalho, a identificação das microcistinas foi realizada apenas pela comparação das 

massas desses 4 íons e do íon 1009 m/z (não fragmentado) com dados da literatura (Tabela 2). 

O fato de haver cinco variantes de microcistina sendo produzidas simultaneamente não é 

surpresa, pois, assim como cada cianotoxina pode ser produzida por mais de uma espécie de 

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

com a produção simultânea de diversas cianotoxinas (An & Carmichael, 1994).  

 

Tabela 2. Identificação, por MALDI-TOF/TOF, das microcistinas presentes na fração coletada após 7 minutos e 48 

segundos de corrida em HPLC de fase reversa. As massas obtidas foram comparadas com dados da literatura para 

determinação da variante de microcistina. 

Tempo de 

eluição 

Massa monoisotópica 

identificada [M+H]
+
 

Variante de microcistina Referência 

 

7min48seg 

859 [D-Asp
3
,Dha

7
] 

microcistina-RR 

Yuan et al., 1999 

949 [D-Asp3, ADMAdda5] 

microcistina-LR 

Oksanen et al., 2004 

981 [Dha]microcistina-LR Bateman et al., 1995 

995 microcistina-LR Bateman et al., 1995 

 1009 microcistina-LW Bateman et al., 1995 

 

 

5.3 SDS-PAGE 

Ao atingirem a metade da fase log de crescimento (M. aeruginosa PCC 7820 DO680nm=0,3 

M. aeruginosa NIVA CYA 43 DO680nm=0,7), as culturas foram devidamente processadas para a 

extração proteica. Minigéis (SDS-PAGE) foram realizados para avaliar a compatibilidade do 

tampão de extração para amostras de Microcystis e a reprodutibilidade da separação das 

proteínas solúveis (Figura 10). 

Como observado na Figura 10, o protocolo de extração protéica apresentado demonstrou 

baixa degradação 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 proteínas 

com massa molecular maior que 50 kDa e menor que 14 kDa em relação à cepa M. aeruginosa 

PCC 7820. Essas diferenças no padrão protéico entre as cepas podem refletir não apenas 
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diferenças constitutivas, sugerindo que a expressão proteica diferencial pode estar relacionada ao 

estado produtor da microcistina e ao estado não produtor dela, mas também apontar proteínas 

envolvidas em diversas características fenotípicas 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 expressão diferencial de proteínas de extratos celulares de 

Synechocystis sp. PCC 6803 em culturas-controle e em culturas adaptadas à salinidade. Os géis 

mostraram o acúmulo de 2 proteínas periplásmicas em células crescidas na presença de 342 mM 

de NaCl (cloreto de cálcio) que são expressas em menores quantidades nas culturas-controle 

(crescidas em 2 mM de NaCl). 

 

 

 

Figura 10. SDS-PAGE 15% corado com Coomassie G-250. Aplicação de 50 μg.mL-1 de proteína e 5 μL de marcador 

molecular Fermentas. (A) Réplicas técnicas das proteínas extraídas de M. aeruginosa PCC 7820. (B) Réplicas técnicas 

das proteínas extraídas de M. aeruginosa NIVA CYA 43. Os números 1, 2 e 3 correspondem aos pontos de aplicação da 

amostra, constituindo as réplicas. M indica marcador molecular. 

 

Após verificar a eficiência do método de extração e quantificação proteica e para melhor 

averiguar a expressão protéica diferencial visualizada por SDS-PAGE, foram realizados os géis 

bidimensionais, que seguiram o mesmo protocolo de extração e tratamento das amostras feito 

para o SDS-PAGE. 
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5.4 Análises eletroforéticas bidimensionais 

Cada cepa foi cultivada em triplicata, constituindo-se as réplicas biológicas. De cada 

cultivo, foram extraídas as proteínas para a realização dos géis bidimensionais. Os géis de ambas 

as cepas apresentaram spots expressos em níveis detectáveis e suscetíveis à tripsinização após 

desnaturação, redução e alquilação (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 pI entre 4 e 7. As espécies de cianobactérias já 

analisadas por proteômica, como Anabaena variabilis e Synechococcus sp. PCC 7942, 

apresentam esse padrão de distribuição de proteínas no gel (Koksharova et al., 2006; Barrios-

Llerena et al., 2007). Entretanto, deve-se considerar que a maioria dos estudos com proteômica 

de cianobactérias usou tiras com extensão reduzida de pI, 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 extensão, deixam de considerar proteínas que podem ser proteínas-chave no 

metabolismo ou estrutura da célula cianobacteriana. Em nosso estudo, a extensão de pI foi maior, 

incluindo as proteínas básicas. A expansão da extensão do pI fornece um padrão 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 pI 

entre 4 e 7. Entretanto, a cepa NIVA CYA 43 apresentou várias proteínas na faixa de 3 a 4 não 

observadas no mapa proteômico de M. aeruginosa PCC 7820. Essas proteínas diferencialmente 

expressas não foram identificadas por espectrometria de massa, como explicado mais adiante, e, 

por tal razão, não estão marcadas na Figura 12. 
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Figura 11. Mapa proteômico de Microcystis aeruginosa PCC 7820. Strips não lineares de 13 cm, pI 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 relação à M. aeruginosa NIVA CYA 43 (sub expressas) e as setas amarelas indicam os spots com 

maior intensidade em relação à M. aeruginosa NIVA CYA 43 (super expressas). A seta branca indica spot que não 

apresentou expressão diferencial. 
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Figura 12. Mapa proteômico de Microcystis aeruginosa NIVA CYA 43. Strips não lineares de 13cm,  pI 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 relação à M. aeruginosa PCC 7820 (sub expressas) e as setas amarelas indicam os spots com 

maior intensidade em relação à M. aeruginosa PCC 7820 (super expressas). A seta branca indica spot que não 

apresentou expressão diferencial. 
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Os trabalhos com proteômica de cianobactérias que usam tiras com intervalo de pI 4-7 

relatam cerca de 200 spots (Huang et al., 2002). Os géis reportados aqui apresentaram 

quantidade semelhante de spots, embora o intervalo de pI tenha sido maior (3-11). O trabalho de 

Barrios-Llerena et al. (2007), utilizando tiras com intervalo de pI semelhante ao usado neste 

trabalho (pI 3-10), obteve cerca de 500 spots de extrações proteicas de A. variabilis. 

Provavelmente, a quantidade de spots visualizados nos géis de M. aeruginosa em relação ao 

intervalo de pI escolhido deve-se à metodologia de processamento das amostras e ao fato de 

serem espécies diferentes, pertencentes a gêneros 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 não satisfatório (Moslavac et al., 2005). Da mesma 

maneira, a metodologia de extração proteica descrita em Barrios-Llerena et al. (2007) não 

funcionou para as cepas de M. aeruginosa deste estudo. O tampão de extração usado para A. 

varibilis (Barrios-Llerena et al., 2007) foi incompatível com a etapa de focalização isoelétrica das 

tiras e, como resultado, causou seu rompimento. Provavelmente, o tampão de extração usado 

resultou em grande acúmulo de sal no precipitado. Em função da grande resistência, a voltagem 

na etapa de focalização isoelétrica não alcançou o valor programado e, como consequência, o gel 

da tira rompeu-se (dados não mostrados). Esses dados mostram que o método de extração 

proteica usado neste trabalho foi eficiente para amostras de M. aeruginosa, ao passo que o 

método usado por Barrios-Llerena et al. (2007) para amostras de A. variabilis não funcionou para 

as amostras de M. aeruginosa. 

Para detecção e seleção dos spots de interesse, as imagens dos géis foram analisadas 

pelo programa BioNumerics versão 4.6. Após a detecção dos spots, o programa gera um gráfico 

tridimensional para a imagem analisada. A Figura 13 mostra os gráficos tridimensionais fornecidos 

pelo programa. 

Os três géis obtidos para cada cepa (réplicas biológicas) foram comparados entre si pelo 

programa BioNumerics. Ao final da análise, o programa forneceu os valores do volume de cada 

spot. Com os valores do volume, foram realizadas as análises de regressão linear, usando-se 
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recursos do Excel 2003, para obtenção dos valores de r2. As triplicatas dos géis de M. aeruginosa 

PCC 7820 apresentaram r2 = 0,75, e as triplicatas de M. aeruginosa NIVA CYA 43 apresentaram 

r2 = 0,70 (Figura 14). Análises de regressão linear realizadas entre réplicas técnicas de géis 

mostram, comumente, correlações superiores a 0,80 (Degrelle et al., 2009; Richardson et al., 

2009). Neste trabalho, os géis comparados entre si representam réplicas biológicas, e não 

técnicas. Portanto, os valores de r2 tendem a ser menores. Assim, os valores de r2 obtidos 

mostram que houve reprodutibilidade entre os géis. 

 

  

 

Figura 13. Mapas proteômicos em visão tridimensional fornecidos pelo programa BioNumerics versão 4.6 após análise 

dos géis bidimensionais. (A) Mapa proteômico da cepa M. aeruginosa PCC 7820 em visão tridimensional. (B) Mapa 

proteômico da cepa M. aeruginosa NIVA CYA 43 em visão tridimensional. Eixo X corresponde aos valores de pI e 

eixo Y aos valores de massa molecular. 
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Figura 14. Análise de dispersão obtida da comparação dos géis entre si. (A) Comparação entre os géis da cepa M. 

aeruginosa PCC 7820. A correlação apresentou r2 = 0,75. (B) Comparação entre os géis da cepa M. aeruginosa NIVA 

CYA 43. A correlação apresentou r2 = 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 detecção dos spots diferencialmente expressos e, posteriormente, 

sobrepostos, para visualização da semelhança entre eles. Assim como as comparações feitas 

dentro de cada cepa, os valores de volume fornecidos pelo BioNumerics para ambas as cepas 

foram correlacionados, gerando um gráfico de dispersão com r2 igual a 0,37 (Figura 15). Valores 

baixos de r2 (entre cerca de 0,3 e 04) representam diferenças significativas no padrão de 

expressão proteica em gel. Essas diferenças estão relacionadas tanto à presença de um spot em 

um gel e sua ausência no outro, quanto a diferenças na intensidade de expressão dos spots que 

aparecem em ambos os géis. 
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Figura 15. Análise de dispersão da correlação dos valores de volume gerados pelo programa BioNumerics para os géis 

da cepa M. aeruginosa PCC 7820 e M. aeruginosa NIVA CYA 43. r2=0,37. 

 

Após a escolha das proteínas de interesse, elas foram tripsinizadas e misturadas em uma 

razão de 1:3 v/v com solução saturada de ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico para identificação 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 tóxica, 6 exclusivos da cepa não 

tóxica, 11 super expressos na tóxica e 4 super expressos na não tóxica (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 proteína, o que aumenta a confiabilidade dos dados. Não foi possível identificar 
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26% dos spots devido à baixa intensidade de sinal de alguns dos espectros e, para estes, não 

foram gerados dados pelo Mascot. A baixa intensidade do sinal também inviabilizou o 

seqüenciamento manual, que, para ser correto, requer espectros com intensidade de sinal de 104 

ou mais, como observado durante a realização dos trabalhos. 

As 30 identificações proteicas correspondem a 20 proteínas diferentes. Quatro dessas 20 

proteínas foram encontradas em mais de um spot no gel. Entre elas estão incluídas as enzimas 

ribulose bifosfato carboxilase (spots m01, m02, m11), frutose-1,6-bifosfato aldolase classe II 

(spots m05, m21), fosforribuloquinase (spots m08, m09, m29) e porina (spots m12, m13, m14, 

m23). Essa redundância de proteínas relacionadas à fotossíntese e ao transporte transmembrana 

é um indicativo de que esses produtos gênicos estão presentes como isoformas com modificações 

pós-traducionais. A proteína ribulose bifosfato carboxilase aparece como isoforma em 3 spots 

diferentes, com variação apenas do pI. A proteína frutose-1,6-bifosfato aldolase classe II também 

aparece em 3 spots diferentes que apresentam variação de pI na cepa tóxica. Entretanto, essa 

proteína aparece em apenas 2 spots na cepa não tóxica. A proteína fosforribuloquinase aparece 

em 2 spots diferentes que também apresentam variação apenas no pI. No entanto, a cepa tóxica 

possui essa mesma proteína com valor de massa inferior às outras duas. A proteína porina 

aparece em 4 diferentes spots no gel da cepa não tóxica, sendo 3 isoformas e o outro spot com 

valor de pI e massa molecular diferentes dos outros 3. 

As identificações proteicas mostraram que 53,33% das proteínas estão relacionadas ao 

metabolismo energético, 20% delas correspondem a proteínas de membrana, 6,66% são 

proteínas periplásmicas, 10% são proteínas citoplasmáticas e 6,66% delas foram identificadas 

como proteínas hipotéticas (Figura 16). 

 

 

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

com a localização celular calculadas a partir das identificações protéicas. 
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Tabela 3. Proteínas diferencialmente expressas identificadas a partir de extratos celulares de culturas axênicas de Microcystis aeruginosa após digestão tríptica e análise por 

MALDI-TOF/TOF. 

 
Spot n. Seqüência Accession no Espécie Proteína ID Cobertura da 

seqüência (%) 

Mowse 

score 

Função Teórico 

pI/Mr (kDa) 

Experimental 

pI/Mr (kDa) 

m01 KTFQGPPHGITVERD 

GIIIHIHR 

166367530 M. aeruginosa ribulose bisofosfato 

carboxilase, 

subunidade maior 

 

5 

 

82 Fixação CO2 (Ciclo 

de Calvin) e 

fotorrespiração 

6.76 / 53,195 6,4 / 53,86 

m02 KTFQGPPHGITVERD 

AVTMGFVDLMR 

KTFEGPPHGIQAERD 

166367530 M. aeruginosa ribulose bisofosfato 

carboxilase, 

subunidade maior 

 

9 

 

92 Fixação CO2 (Ciclo 

de Calvin) e 

fotorrespiração 

6.76 / 53,195 6,2 / 53,84 

m03 KIAAEFPDNFRL 

IAAEFPDNFR 

166363998 M. aeruginosa ferredoxina-NADP 

oxidorredutase 

5,5 

 

 

44 Oxidação e redução 

(ficobilissomo, 

membrana tilacoidal) 

6,07 / 44,807 6,94 / 35,61 

m04 KGILEYNDLPLVSSDYRG 166365244 M. aeruginosa gliceraldeído-3-

fosfato desidrogenase 

dependente de 

NAD(P) 

 

5,3 

 

101 Processo metabólico 

da glicose 

(fosforilação) 

36,643 6,61 / 38,49 

m05 RKPTGEILAISRI 

YAGENFLR 

RKPTGEILAISRI 

KYAGENFLRH 

166365988 M. aeruginosa frutose-1,6-bifosfato 

aldolase 

classe II (FBA) 

49 

 

74 Glicólise 6,00 / 39,156 5,58 / 43,01 

m06 KNIADHVAVEAMRE 

SIEELVVVVMDRPR 

FFHGGAR 

159029605 M. aeruginosa Frutose-1,6-

bisfosfatase 

(FBPase) 

10,15 

 

78 Processo metabólico 

do glicerol 

4,68 / 37,663 5,13 / 42,99 

m07 LQEMGITNPDR 

FVDTVHLFDQPK 

166365743 M. aeruginosa D-frutose-1,6-

bifosfatase classe II / 

sedoheptulose 1,7-

bisfosfatase (FBPase 

classe 2/SBPase) 

 

6,6 

 

 Biossíntese de 

carboidrato (Ciclo de 

Calvin) 

4,37 / 37,116 4,95 / 43,12 

m08 RKPDFSAYIDPQRQ 

KVIVIEGLHPLYDERV 

159027237 M. aeruginosa Fosforribuloquinase 

(PRK) 

18 

 

107 Processo metabólico 

do carboidrato 

5,45 / 38,036 5,00 / 40,88 
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RKPDFSAYIDPQRQ 

KVIVIEGLHPLYDERV 

m09 RKPDFSAYIDPQRQ 

KVIVIEGLHPLYDERV 

RGHTYDDVMAAINSRK 

RKPDFSAYIDPQRQ 

KVIVIEGLHPLYDERV 

VLSVLLGMTIGQIHR 

159027237 M. aeruginosa Fosforribuloquinase 

(PRK) 

27,3 

 

112 Processo metabólico 

do carboidrato 

5,45 / 38,036 4,86 / 40,77 

m10 TLPDLIHSAPR 196257787 Cyanothece sp. 

PCC 7822 

Piridina nucleotídeo 

dissulfeto 

oxidorredutase 

dependente de FAD 

 

2,6 

 

 oxidorredutase 6,41 / 46,870 8,41 / 42,98 

m11 KTFQGPPHGITVERD 

RGITMGFVDLMRE 

KNHGIHFRV 

TFQGPPHGITVER 

166367530 M. aeruginosa Ribulose bisofosfato 

carboxilase, 

subunidade maior 

10,6 

 

91 Fixação CO2 (Ciclo 

de Calvin) e 

fotorrespiração 

6,76 / 53,195 6,57 / 54,67 

m12 RDNDVTIDDLFYRA 

KFADINFVYVRS 

RLQAGNFNNTFNQSGPTRT 

KFADINFVYVRS 

LQAGNFNNTFNQSGPTR 

QSQTPAHQSRANQR 

166365540 M. aeruginosa Porina principal da 

membrana externa 

15,7 

 

106 Transporte (proteína 

integral de 

membrana) 

4,14 / 60,143 4,78 / 50,125 

m13 RDNDVTIDDLFYRA 

LQAGNFNNTFNQSGPTR 

RDVSPTAWAYEALRS 

KFADINFVYVRS 

166365540 M. aeruginosa Porina principal da 

membrana externa 

10,4 

 

96 Transporte (proteína 

integral de 

membrana) 

4,14 / 60,143 4,64 / 50,1 

m14 LQAGNFNNTFNQSGPTR 

KFADINFVYVRS 

RLQAGNFNNTFNQSGPTRT 

 

166365540 M. aeruginosa Porina principal da 

membrana externa 

8,6 

 

61 Transporte (proteína 

integral de 

membrana) 

4,14 / 60,143 4,48 / 50,425 
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m15 ITESGKYIIR 

RNFRSILRR 

 

166365764 M. aeruginosa Peptidase 

 

12,4 

 

 Proteólise 16,553 4,68 / 25,39 

m16 QYFGETDETVNLR 166363870 M. aeruginosa Triosefosfato 

isomerase 

6,5 

 

62 Atividade triose 

fosfato isomerase 

(gluconeogênese e 

glicólise) 

4,14 / 25,208 4,85 / 27,01 

m17 RPDYISDFLTK 

YLDYQNR 

166368140 M. aeruginosa Superóxido 

dismutase (SOD) 

9 

 

  5,83 / 21,715 4,6 / 21,5 

m18 IVQASTGLEVLSDSILVQKL

R 

FLIATPLLLALMR 

220908731 Cyanothece sp. 

PCC 7425 

Proteína relacionada 

ao transportador 

ABC 

5,75 

 

  6,07 / 64,520 4,99 / 18,61 

 

m19 DMDYYLR 

YLSPGELDR 

166363768 M. aeruginosa Aloficocianina, 

subunidade alfa 

 

10 

 

 Fotossíntese 

(ficobilissomo) 

4,21 / 17,188 3,79 / 18,09 

m20 RVPAEIVFDQGLGDLFVCR

V 

166364254 M. aeruginosa Anidrase carbônica 

periplásmica do tipo 

beta (CA) 

 

8,3 

 

130 Utilização de carbono 8,45 / 26,102 7,5 / 21,93 

m21 KYAGENFLRH 

RKPTGEILAISRI 

166365988 M. aeruginosa Frutose-1,6-

bisfosfato aldolase 

classe II (FBA) 

 

6,4 

 

59 Glicólise 6,00 / 39,156 5,39 / 43,1 

m22 RSIEELVVVVMDRPRH 

FFHGGAR 

FVDTVHLFDQPK 

166365743 M. aeruginosa D-frutose 1,6-

bisfosfatase classe 

2/sedoheptulose 1,7-

bisfosfatase (FBPase 

classe 2/SBPase) 

 

10,15 

 

51 Processo metabólico 

do glicerol (ciclo de 

Calvin) 

4,37 / 37,679 4,95 / 45,86 

m23 DVSPTAWAYEALR 

DVERALTAPHLTR 

166365540 M. aeruginosa Porina principal da 

membrana externa 

4,6 

 

 Transporte (proteína 

integral de 

membrana) 

 

4,14 / 60,143 3,94 / 57,46 

m24 RQYFGETDETVNLRV 166363870 M. aeruginosa Triosefosfato 

isomerase 

6,5 

 

62 Atividade triose 

fosfato isomerase 

(gluconeogênese e 

glicólise) 

4,14 / 25,208 4,85 / 27,01 

m25 RTFTEVAPQPAPEPSVSPIRG 

RGEPQLNPGDYVLGRV 

166367494 M. aeruginosa Proteína hipotética 

MAE_47530 

 

30,8 

 

69  5,32 / 13,009 8,39 / 17,08 



48 

 

 

 

m26 FQQCLVQTR 

RETPVMSQAEIHSR 

166368149 M. aeruginosa Proteína hipotética 

MAE_54080 

2,13 

 

   5,51 / 29,88 

m27 LVSLGLLK 159028959 M. aeruginosa Transportador ABC 

de cobalto, 

subunidade CbiQ, 

membrane interna 

3,11 

 

72 Transporte 

transmembrana do 

íon cobalto (processo 

biossintético da 

cobalamina) 

 5,18 / 37,08 

m28 KKILLLLVLIVAVLNFGKT 15642898 Thermotoga 

maritima MSB8 

Transportador ABC 

de zinco, proteína 

periplásmica que se 

liga ao zinco 

 

7,11 

 

61 Transporte de metal 6,25 / 30,12 4,85 / 52,85 

m29 KPDFSAYIDPQR 166366586 M. aeruginosa Fosforribuloquinase 

(PRK) 

3,6 

 

 Quinase e transferase 

ATP binding 

5,12 / 37,85 4,42 / 36,73 

m30 QAGSIVCISSISGDR 166367746 M. aeruginosa Acetoacetil-CoA 

redutase específica 

do PHA 

 

6,3 

 

 Oxidorredutase 5,66 / 25,18 5,89 / 27,19 
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A Figura 17 apresenta as proteínas identificadas agrupadas por função ou localização 

celular e suas respectivas intensidades relativas para ambas as cepas. É interessante observar 

que o protocolo usado para extração proteica era destinado à extração das proteínas citosólicas. 

Entretanto, grande parte das proteínas diferencialmente expressas identificadas (16 spots 

correspondendo a 9 proteínas) está relacionada ao metabolismo energético (Figura 17A). 

Também foram identificadas proteínas de membrana externa e interna (6 spots correspondendo a 

3 proteínas) com expressão diferencial entre as cepas – 1 spot exclusivo da cepa tóxica (m18), 2 

exclusivos da cepa não tóxica (m23 e m27) e 3 mais expressos pela cepa não tóxica (m12, m13 e 

m14) (Figura 17B), 2 proteínas periplásmicas (m20 e m28) (Figura 17C) e 4 proteínas 

citoplasmáticas (m10, m15, m17 e m30) (Figura 17D). Também foram identificadas duas proteínas 

hipotéticas (m25 e m26) expressas apenas pela cepa não tóxica (Figura 17E). 

 



50 

 

 

 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

m12 m13 m14 m18 m23 m27

Número do Spot

In
te

n
s

id
a

d
e

 R
e

la
ti

v
a

M. aeruginosa PCC 7820

M. aeruginosa NIVA CYA 43

 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

m20 m28

Número do Spot

In
te

n
s

id
a

d
e

 R
e

la
ti

v
a

M. aeruginosa PCC 7920

M. aeruginosa NIVA CYA 43

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

m10 m15 m17 m30

Número do Spot

In
te

n
s

id
a

d
e

 R
e

la
ti

v
a

M. aeruginosa PCC 7820

M. aeruginosa NIVA CYA 43

 

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1

m25 m26

Número do Spot

In
te

n
s

id
a

d
e

 R
e

la
ti

v
a

M. aeruginosa PCC 7820
M. aeruginosa NIVA CYA 43

Figura 17. Expressão relativa das proteínas identificadas em Microcystis aeruginosa PCC 7820 e Microcystis 

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

intensidades relativas dos spots indicados nas figuras 11 e 12. (A) Proteínas relacionadas ao metabolismo energético – 
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ciclo de Calvin, fotorrespiração, ficobilissomo, glicólise e gliconeogênese. (B) Proteínas de membrana (externa e 

interna). (C) Proteínas periplásmicas. (D) Proteínas citoplasmáticas. (E) Proteínas hipotéticas. 

5.4.1 Proteínas do metabolismo energético 

As reações bioquímicas envolvidas na fotossíntese são basicamente divididas em dois 

estágios: fluxo de elétrons e de hidrogênio dirigido pela luz e conversão redutora do CO2 com 

consumo de energia. O primeiro estágio ocorre por meio dos complexos multiproteicos ligados à 

membrana, levando à redução do sistema ferredoxina/tiorredoxina e à produção de ATP e 

NADPH. Esses produtos, ATP e NADPH, são usados no segundo estágio, ou seja, na conversão 

de CO2 em carboidrato, usado para a síntese de amido na presença de luz (Wedel & Soll, 1998). 

Algumas das proteínas diferencialmente expressas pelas cepas estudadas neste trabalho 

são enzimas que atuam no ciclo de Calvin, ou seja, na fixação de CO2 para a produção de 

carboidratos. Entretanto, como mencionado anteriormente, esse ciclo precisa de ATP e NADPH 

para funcionar. A proteína ribulose bifosfato carboxilase (spots m01, m02 e m11), mais conhecida 

como RuBisCO, catalisa o passo inicial de fixação do CO2 no ciclo. O mecanismo envolve uma 

reação de carbamilação entre o CO2 e o grupo ε-amino de um resíduo de lisina no sítio ativo da 

subunidade maior da RuBisCO (Martin et al., 2004). Essa enzima se apresenta sob dois tipos 

estruturalmente diferentes: classe I e classe II, resultado de duplicações gênicas ancestrais 

(Martin et al., 2004). RuBisCO classe I 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 II é encontrada apenas em 

proteobactérias (Martin & Schnarrenberger, 1997). As proteínas identificadas como RuBisCO 

(Figura 17A) apresentaram intensidade relativa de expressão 2 a 3 vezes maior na cepa tóxica do 

que na não tóxica, sugerindo que a cepa PCC 7820 possui maior capacidade de fixar CO2 que a 

cepa NIVA CYA 43. 

Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (m04) também atua no ciclo de Calvin. 

Essa enzima converte o glideraldeído-1,3-bifosfato em gliceraldeído-3-fosfato (GA3P) em um 

passo de redução reversível (Martin et al., 2004). GAPDH é dependente de NADP+, 
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preferencialmente, e também de NAD+, esse último podendo desempenhar função importante 

durante a síntese 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 I e classe II. Ambas 

são tetrâmeros com subunidades de aproximadamente 37 kDa e massa total de cerca de 150 kDa 

(Martin & Schnarrenberger, 1997). Cianobactérias possuem GAPDH classe I (Martin et al., 2004). 

Essa enzima apresentou intensidade relativa de expressão 10 vezes maior na cepa tóxica em 

relação à não tóxica (Figura 17A), o que possivelmente confere maior eficiência na fixação do 

CO2. 

Triosefosfato isomerase catalisa a isomerização da hidroxiacetona fosfato (DHAP) em 

gliceraldeído-3-fosfato (GA3P). A enzima nativa é um homodímero com subunidades de 

aproximadamente 27 kDa (Martin et al., 2004). Para essa enzima, não existem descrições de 

classe I e classe II. Essa enzima apareceu em ambas as cepas – spot m16 no gel da cepa tóxica 

e m24 no da não tóxica – com pequena diferença de pI e expressão estatisticamente igual (Figura 

17A). 

Frutose-1,6-bifosfato aldolase (FBA) (m05 e m21) catalisa a condensação aldol reversível 

de dihidroxiacetona fosfato e de GA3P no ciclo de Calvin, glicólise e gliconeogênese 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 I e II, entretanto, são enzimas muito distintas entre si, 

diferindo até em sua atividade catalítica (Martin et al., 2004). FBA classe I é um homotetrâmero, 

ao passo que FBA classe II é um homodímero. As subunidades de ambas as classes possuem 

cerca de 40 kDa de massa, embora seus monômeros não compartilhem similaridade de 

sequência detectável (Martin & Schnarrenberger, 1997). As aldolases classe I formam uma base 

de Shiff com o substrato durante a catálise e, assim, não precisam de íons para sua atividade. As 

FBAs classe II requerem cátions bivalentes – Zn2+, Fe2+ e Ca2+ – como co-fatores para 

desempenharem sua atividade (Martin et al., 2004). Entre os íons bivalentes testados na literatura, 

FBA classe II apresentou a maior atividade quando tratada com Co2+ (Nakahara et al., 2003). 

Neste trabalho, foi identificada a FBA classe II. Essa enzima foi 2,2 vezes mais expressa pela 
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cepa tóxica no spot m05 e 3,6 vezes mais expressa pela cepa tóxica no spot m21 (Figura 17A). 

Novamente, é provável que a cepa PCC 7820 seja mais eficiente na fixação de carbono por 

apresentar mais proteínas envolvidas no ciclo de Calvin e em maior quantidade de expressão, 

como também observado para RuBisCO e GAPDH. 

A enzima frutose-1,6-bifosfatase (FBPase) (m06) de cianobactérias é um tetrâmero com 

subunidades de cerca de 40 kDa. Essa enzima catalisa uma reação exergônica irreversível, um 

dos alvos-chave para a regulação do ciclo de Calvin, e é especificamente ativada pela tiorredoxina 

f (Martin et al., 2004). FBPase foi identificada apenas na cepa tóxica e com alta intensidade 

relativa de expressão (Figura 17A). A identificação dessa proteína como diferencial, expressa 

apenas pela cepa tóxica, é mais um indicativo de maior capacidade de fixação de carbono 

apresentada pela cepa PCC 7820. 

D-frutose 1,6-bisfosfatase classe II/sedoheptulose 1,7-bisfosfatase (FBPase classe 

2/SBPase) (m07 e m22) também está vinculada ao ciclo de Calvin. Em cianobactérias, essa única 

enzima desempenha ambas as funções por possuir especificidade dupla pelos dois açúcares 

fosfato (Martin & Schnarrenberger, 1997). O spot m07 foi exclusivo da cepa tóxica e o m22 foi 

exclusivo da cepa não tóxica (Figura 17A). Entretanto, o spot m07 apresentou intensidade relativa 

2 vezes maior em relação ao spot m22. Mais uma vez, observa-se que a cepa tóxica PCC 7820 

aparentemente possui maior capacidade de produção de energia em relação à cepa não tóxica 

NIVA CYA 43. 

Fosforribuloquinase (PRK) (m08, m09 e m29) regenera o aceptor primário de CO2 para a 

RuBisCO, completanto o ciclo de Calvin (Martin & Schnarrenberger, 1997). Ela catalisa uma 

reação altamente exergônica e é fortemente regulada pelo sistema tiorredoxina (Martin et al., 

2004). Também são descritas as formas classe I e classe II. A PRK de cianobactérias é um 

tetrâmero com subunidades de aproximadamente 44 kDa e pertencente à classe II (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 o spot m09, intensidade relativa 4 vezes maior na cepa 

tóxica em relação à não tóxica (Figura 17A). O spot m29 foi exclusivo da cepa tóxica. Novamente, 
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perceberam-se mais proteínas – e em maior quantidade – relacionadas à fixação de carbono na 

cepa tóxica PCC 7820.  

Ferredoxina-NADP+ oxidorredutase (FNR) (m03) é uma enzima envolvida do processo de 

respiração, portanto, localizada na membrana tilacoidal. É uma proteína periférica da membrana 

(Schmetterer, 1994). Essa enzima é um polipeptídeo de 43 a 55 kDa que catalisa a transferência 

de elétrons da ferredoxina reduzida (ou da flavodoxina reduzida) para o NADP+, mas precisa do 

FAD como cofator (Morand et al., 1994). Devido à dificuldade de isolamento e à resistência ao 

ataque proteolítico, acredita-se que a FNR é protegida da proteólise, desde que os ficobilissomos 

estejam intactos, fato que indica a localização dessas proteínas dentro dos ficobilissomos (Morand 

et al., 1994). A identificação de Ferredoxina-NADP+ oxidorredutase como diferencial, expressa 

apenas pela cepa tóxica (Figura 17A), sugere que a cepa tóxica PCC 7820 possui eficiência na 

respiração provavelmente maior em relação à não tóxica. 

Ficobilissomo é 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 

ficobiliproteínas: ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina. Nesta pesquisa, foi identificada a 

subunidade α da aloficocianina (m19) (Figura 17A). Essa proteína também foi expressa apenas 

pela cepa tóxica, sugerindo capacidade extra de absorção luminosa. Embora Kardinaal et al. 

(2007) tenham observado que a cepa não tóxica M. aeruginosa V145 apresenta quantidade de 

ficocianina bastante superior em comparação com a cepa tóxica M. aeruginosa V163, é possível 

que a presença de um spot diferencial expresso exclusivamente pela cepa tóxica M. aeruginosa 

PCC 7820 esteja relacionada com a transferência direta da energia de excitação dos elétrons 

diretamente para o PSI. Normalmente, as ficobiliproteínas transferem a energia da excitação dos 

elétrons para o PSII, mas, quando essa transferência é direta – o que é possível – 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 é aumentada na presença 

da toxina. Além disso, a luz tem efeito direto sobre a expressão da microcistina sintetase. A 
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qualidade da luz está diretamente relacionada com maior ou menor expressão do operon 

(Kaebernick et al., 2000). 

Por um lado, as proteínas diferencialmente expressas entre as cepas apontam maior 

eficiência metabólica da cepa tóxica PCC 7820 em relação à cepa não tóxica NIVA CYA 43. 

Proteínas envolvidas no ciclo de Calvin, fotorrespiração, glicólise e gliconeogênese foram 

expressas em quantidades superiores ou exclusivamente pela cepa tóxica (m01, m02, m04, m05, 

m06, m07, m08, m09, m11, m16, m21 e m29). A maior disponibilidade energética apresentada 

pela cepa tóxica PCC 7820 provavelmente é uma necessidade para a produção da microcistina, 

uma vez que a produção da toxina parece depender da expressão em níveis mais elevados de 

proteínas relacionadas ao metabolismo energético. 

Por outro lado, a maior eficiência metabólica observada nos resultados da avaliação 

proteômica comparativa entre as cepas sugerem maior gasto energético pela cepa tóxica. 

Provavelmente, produzir microcistina seja sinônimo de maior gasto energético – gasto com a 

expressão das proteínas necessárias à sua biossíntese, com a biossíntese em si e com o 

armazenamento da microcistina –, sugerindo que maior eficiência metabólica seja condição 

necessária para a sua produção. 

Os resultados proteômicos mostrados neste trabalho explicam, em parte, porque a maioria 

das florações de cianobactérias é composta por cepas tóxicas. Isso acontece porque florações de 

cianobactérias tóxicas normalmente ocorrem em ambientes eutróficos, ambientes com grande 

disponibilidade de nutrientes. Não havendo limitação nutricional, a célula cianobacteriana produz e 

estoca mais energia. A grande disponibilidade energética permite que a célula invista na 

expressão em níveis mais elevados de proteínas relacionadas à produção de energia e, assim, 

mantenha o estoque energético intracelular. A sobra energética pode, então, ser usada para a 

produção de microcistina, metabólito secundário sem função intracelular descrita que, no entanto, 

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

Em cianobactérias, a membrana externa, a membrana plasmática e a membrana tilacoidal 

representam as três membranas estrutural e funcionalmente distintas (Gantt, 1994). A membrana 

externa exerce importante função fisiológica, pois permite o transporte de nutrientes e metabólitos 

para dentro e para fora da célula (Hoiczyk et al., 2000; Benz, 1988). 

Basicamente, são reconhecidos três tipos de canais: (i) canais de difusão passiva, como 

porinas que permitem a passagem de íons e pequenas moléculas de nutrientes, (ii) canais com 

sítios de ligação específicos que facilitam a difusão 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 mecânica em função das 

membranas e da parede celular afeta a permeabilidade de várias moléculas grandes (Hoiczyk et 

al., 2000). As porinas permitem a passagem de íons hidrofílicos por difusão, entretanto, 

apresentam poro pequeno em relação às porinas de bactérias, o que reflete o estilo de vida 

fotoautotrófico. O tamanho do poro permite a entrada apenas de íons, provavelmente porque os 

compostos orgânicos são sintetizados pela própria cianobactéria (Hoiczyk et al., 2000), mas a 

expressão das porinas é influenciada pela osmolaridade do meio de cultivo (Benz, 1988). 

Duas porinas isoladas de Synechococcus PCC 6301 mostraram organização 

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 redundância dessa proteína em Microcystis aeruginosa. 

Surpreendentemente, os spots m12, m13 e m14 foram cerca de 2 vezes mais expressos em M. 

aeruginosa NIVA CYA 43 em relação à cepa tóxica 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 tóxica, era de se esperar que ela apresentasse mais mecanismos de captura de íons, 

importantes para o funcionamento de muitas enzimas. Provavelmente, a expressão dessas 

proteínas em maior quantidade pela cepa não tóxica pode representar maior capacidade de 

capturar íons e pode estar relacionada com o maior tamanho celular apresentado por ela. 

Entretanto, nenhuma relação dessa proteína com toxicidade pôde ser traçada até o momento. 
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O spot m18 apareceu apenas na cepa tóxica (Figura 17B) e apresentou alta similaridade 

de sequência com transportador do tipo ABC (ATP-Binding Cassette) de Cyanothece sp. PCC 

7425. Transportadores ABC constituem uma família de proteínas de membrana que realizam 

transporte de moléculas, preferencialmente íons, e estão envolvidos em vários processos 

fisiológicos (Hanikenne et al., 2005). Transportadores ABC típicos possuem duas dobras 

conservadas de ligação a nucleotídeos, responsáveis pela hidrólise do ATP, e dois domínios 

altamente hidrofóbicos, que especificam os substratos a serem transportados. Funcionam como 

homo- ou heterodímeros (Holland et al., 2003). 

Neste trabalho, foi identificada a subunidade CbiQ do transportador ABC de cobalto (m27) 

apenas no gel da cepa não tóxica (Figura 17B). O modelo topológico para a proteína CbiQ prevê a 

existência de quatro hélices transmembrana. Apesar da preferência pelos íons cobalto, essa 

proteína também é capaz de transportar íons níquel (Rodionov et al., 2006). Ambos os íons são 

fundamentais como cofatores para enzimas envolvidas em vários processos metabólicos 

(Mulrooney & Hausinger, 2003; Kobayashi & Shimizu, 1999). A atividade da enzima superóxido 

dismutase, por exemplo, é dependente de níquel (Eitinger et al., 2005). O íon cobalto também é 

importante para a síntese da cobalamina – relacionada à vitamina B12 (Taranto et al., 2003). 

 

5.4.3 Proteínas periplásmicas 

Entre a membrana externa e a membrana plasmática, existe o espaço periplásmico. Esse 

espaço contém proteínas 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 plasmática (Gantt, 2004). 

Em ambientes aquáticos, a taxa de difusão do CO2 é cerca de 104 vezes menor em 

relação ao ar. Além disso, valores de pH acima de 7 fazem que o carbono inorgânico esteja 

disponível preferencialmente na forma de ácido carbônico (HCO3
-) (Coleman, 2004). Assim, 

microrganismos aquáticos fotossintetizantes desenvolveram mecanismos de concentração de 

carbono (CCM) para a formação de um pool de carbono inorgânico intracelular. 
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Anidrase carbônica (CA) é uma enzima que participa do mecanismo de concentração de 

carbono (CCM). O CCM em cianobactérias parece ser o mais eficiente entre os organismos 

fotossintéticos, podendo concentrar o CO2 em até mais de 1.000 vezes ao redor do sítio ativo da 

RuBisCO (Badger & Price, 2003). O acúmulo intracelular de carbono inorgânico (Ci) pelo CCM é 

induzido, principalmente, pela depleção do pool de Ci intracelular (Woodger et al., 2005). 

Existem, basicamente, dois tipos de CAs: CA tipo α e CA tipo β. CAs tipo β estão 

associadas aos carboxissomos, o principal sítio da fixação do CO2 em cianobactérias. CAs tipo α 

parecem funcionar mais como sensores ambientais do que como elementos catalíticos, ou seja, 

funcionariam como componente inicial de uma via de transdução de sinal que permite à 

cianobactéria responder rapidamente às mudanças extracelulares de carbono inorgânico 

(Coleman, 2004). 

A proteína presente no spot m20 foi identificada como anidrase carbônica tipo β. Essa 

proteína foi 1,8 vezes mais expressa pela cepa tóxica em relação à não tóxica (Figura 17C). 

Assim, provavelmente, para manterem a produção da microcistina, as cepas tóxicas precisam de 

um pool de carbono inorgânico interno maior em relação às células não produtoras de 

microcistina. Segundo Jähnichen et al. (2007), a variação das condições de carbono inorgânico 

intracelular tem influência na produção da microcistina. Entretanto, de acordo com os resultados 

obtidos por esses autores, condições de deficiência de carbono inorgânico intracelular levam ao 

aumento da produção da microcistina. 

Entre as proteínas diferencialmente expressas, a identificação do spot m28 apareceu 

apenas no gel da cepa tóxica (Figura 17C) e apresentou alta similaridade com o transportador 

ABC de zinco de Thermotoga maritima MSB8. O zinco é um metal requerido pelo sítio ativo da 

anidrase carbônica, portanto, tem função central na fixação do carbono para a fotossíntese (Cavet 

et al., 2003). Águas enriquecidas com zinco e que apresentam pH alto favorecem a abundância de 

cianobactérias de forma geral e, eventualmente, que elas se tornem os organismos dominantes 

(Cavet et al., 2003). A existência de transportadores específicos para zinco em águas 

enriquecidas com esse metal está relacionada a esse fenômeno. A expressão de uma proteína 

com alta similaridade de sequência a um transportador de zinco apenas pela cepa tóxica sugere 
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sua vantagem em relação à não tóxica. Como mencionado, o zinco é cofator fundamental para a 

atividade da CA. A expressão em níveis mais elevados de CA pela cepa tóxica e a existência de 

um spot diferencial identificado como transportador ABC de zinco apenas na cepa tóxica podem 

estar relacionadas ao fato de florações de cianobactérias serem compostas predominantemente 

por cepas tóxicas em ambientes enriquecidos com zinco. 

 

5.4.4 Proteínas citoplasmáticas 

A proteína identificada no spot m10 apresentou alta similaridade com uma enzima da 

família flavoproteína piridina nucleotídeo-dissulfeto oxidorredutase dependente de FAD (FAD-

dependent pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase), presente em Cyanothece sp. As 

proteínas dessa família são homodiméricas. Cada monômero possui um grupo prostético FAD, um 

sítio de ligação ao NADPH e um sítio ativo contendo um dissulfeto redox ativo (Muistacich & 

Powis, 2000).  

Essa proteína foi expressa por ambas as cepas em níveis estatisticamente iguais (Figura 

17D). A enzima oxidorredutase dependente de FAD (m10) atua nos processos de homeostase 

redox celular e oxidação e redução, portanto, sua função molecular é desempenhar as atividades 

oxidorredutase e carreadora de elétrons. Para desempenhar sua função, ela depende dos 

cofatores ferro (Fe) e enxofre (S) (Welsh et al., 2008). Essa classe de proteínas parece 

desempenhar um importante papel em situações de floração, pois é frequentemente encontrada 

em cianobactérias coletadas de densas florações naturais, onde comumente ocorre deficiência de 

ferro e cobre. Esse fato pode ser explicado pela capacidade que as flavoproteínas apresentam de 

substituir as ferredoxinas em algumas cianobactérias quando estas sofrem deficiência de Fe, pois 

essas duas classes de proteínas são semelhantes no que diz respeito ao conjunto de cargas e 

propriedades redox (Morand et al., 1994). 

Superóxido dismutases são enzimas redox que protegem as células dos danos causados 

pelos radicais superóxidos. A enzima superóxido dismutase (SOD), em cianobactérias, pode estar 

associada ao manganês (Mn) ou ao ferro (Fe). O metal associado está diretamente relacionado à 
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localização da enzima na célula, de modo que MnSOD está associada à membrana, e FeSOD é 

solúvel, presente no citoplasma (Regelsberger et al., 2004). 

A enzima MnSOD protege tanto o PSI quanto o PSII devido à sua localização 

membranosa. Cepas de Anabaena PSS 7120 que não a expressam apresentam crescimento mais 

lento, maior peroxidação de lipídeos e maior susceptibilidade à fotoinibição (Zhao et al., 2007). A 

enzima FeSOD parece ter função essencial na manutenção dos baixos níveis de superóxidos, 

pois a maioria dos radicais superóxidos é produzida no sítio citosólico do PSI (Regelsberger et al., 

2004). Cepas de Synechococcus sp. PCC 7942 mutantes que não possuem FeSOD, apesar de 

não apresentarem mudanças nas taxas de crescimento, quantidade de clorofila e de carotenos, 

apresentam maior sensibilidade ao estresse por resfriamento (Thomas et al., 1999). 

A enzima superóxido dismutase (SOD) (m17) de M. aeruginosa identificada neste trabalho 

não apresentou expressão diferencial estatisticamente relevante entre as cepas (Figura 17D), 

indicando que, provavelmente, sua expressão não possui relação com a produção ou não da 

microcistina. Entretanto, não foi possível identificar a qual metal a enzima se liga, nem, portanto, 

prever sua exata localização celular. Essa enzima foi enquadrada dentro das proteínas 

citoplasmáticas porque o tampão de extração de proteínas descrito na metodologia se destinava, 

principalmente, à extração de proteínas solúveis. 

Peptidases são enzimas que causam degradação específica de proteínas e de agregados 

proteicos formados sob o efeito de condições 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 condições fotoautotróficas. O gene inativado é responsável por 

codificar a subunidade proteolítica da peptidase dependente de ATP. Assim, esses autores 

relacionaram essa proteína à proteção das células contra a fotoinibição, pois, provavelmente, ela 

controla a fotossensibilidade (Pacichkin et al., 2001). 

O spot m15 foi cerca de 2,5 vezes mais expresso pela cepa não tóxica (Figura 17D). É 

sabido que cepas tóxicas de Microcystis apresentam desvantagem na competição por luz 

(Kardinaal et al., 2007). Assim, em alguns ambientes, é observada uma sucessão onde a 

dominância por cepas tóxicas cede lugar à dominância por cepas não tóxicas de Microcystis. A 
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presença de proteínas diferenciais em cepas não tóxicas com função de proteção contra a 

fotoinibição (spot m15) pode estar relacionada a essa característica de sucessão em ambientes 

naturais. Portanto, considerando a expressão, em maior quantidade, de proteínas do metabolismo 

energético pela cepa tóxica observada no presente trabalho, supõe-se que, inicialmente, essas 

cepas apresentem vantagem em relação às não tóxicas na composição dominante da floração. 

Porém, possivelmente em função da fotoinibição, as cepas tóxicas de Microcystis tendem a 

colapsar mais rápido, uma vez que cepas não tóxicas apresentam expressão, em maior 

quantidade, de proteínas relacionadas à proteção contra a fotoinibição. 

A enzima acetoacetil-CoA redutase específica do PHA (polihidroxialcanoato) foi 

identificada no spot m30, exclusivo da cepa tóxica (Figura 17D). Em Synechocystis sp. PCC 6803, 

essa proteína tem função de acumular PHA na célula e, juntamente com a enzima quetotiolase-β 

específica do PHA, forma a primeira via completa de biossíntese do PHA conhecida em 

cianobactéria (Taroncher-Oldenburg et al., 2000). Polihidroxialcanoatos são poliésteres 

biodegradáveis, compostos de estoque de carbono e energia, sintetizados e depositados no 

citoplasma como inclusões insolúveis (Taroncher-Oldenburg et al., 2000). 

O fato de essa proteína ter aparecido apenas na cepa tóxica indica que, para manter o 

estado produtor de microcistina, M. aeruginosa PCC 7820 (tóxica) precisa ter acesso às reservas 

de energia. Pode-se considerar que, tendo a cepa tóxica níveis de expressão mais elevados das 

proteínas relacionadas ao metabolismo energético em relação à cepa não tóxica, existe a 

necessidade de se produzir proteínas responsáveis pelo acúmulo intracelular da energia 

produzida. A expressão do spot m30 apenas pela cepa tóxica sugere que produzir microcistina 

significa maior gasto energético – razão da necessidade do acúmulo de carbono e energia 

mostrado pela cepa tóxica M. aeruginosa PCC 7820. 

 

5.5 Considerações Finais 

Entre as sequências identificadas, não foram observadas sequências correspondentes a 

polipeptídeos com função de peptídeo sintetase não ribossomal (NRPS) e poliquetídeo sintase 

(PKS), como proposto putativamente por Tillet et al. (2000). Seriam proteínas do tipo L-quetoacil 
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sintase, aciltransferase, L-quetoacil redutase, desidratase, proteína acil carreadora, 

aminotransferase, aspartato racemase, acetil-CoA sintetase, O-metiltransferase, domínios de 

adenilação, condensação, tiolação e epimerização e domínio tioesterase. Supõe-se que ambas as 

cepas possuam o operon microcistina sintetase, sendo a produção desses polipeptídeos com 

função NRPS, PKS e NRPS/PKS comum a ambas as cepas. Entretanto, é possível que a 

expressão dessas proteínas seja tão baixa que a visualização delas em gel de poliacrilamida não 

seja possível. 

A existência de genes que codificam peptídeo sintetases já foi documentada tanto em 

cepas tóxicas quanto em cepas não tóxicas (Meiβner et al., 1996). Assim, peptídeo sintetases em 

cepas tóxicas estão relacionadas à produção da hepatotoxina, ao passo que peptídeo sintetases 

em cepas não tóxicas teriam outros propósitos, como a síntese de peptídeos não tóxicos. 

Aeruginosina, microginina e anabaenopeptina, por exemplo, são peptídeos não tóxicos produzidos 

por dompinios NRPS ou PKS em Microcystis (Welker & von Döhren, 2006).  

Dittmann et al. (1997) verificaram que, entre cepas tóxicas e não tóxicas, existe diferença 

na quantidade de genes que codificam a peptídeo sintetase específica que produz microcistina. 

Entretanto, nenhum experimento para a detecção desse operon no genoma da cepa não tóxica 

NIVA CYA 43 foi realizado, o que inviabiliza conclusões mais precisas com relação a esse 

aspecto. Para se ter certeza, seria necessário procurar, entre as proteínas que não apresentaram 

expressão diferencial, proteínas relacionadas aos domínios NRPS e PKS possivelmente 

expressas pela cepa não tóxica. Já que elas estão no banco de dados e sua massa e pI podem 

ser determinados, esses dados forneceriam um indicativo de onde elas estariam no gel. 

É certo que as cepas podem apresentar diferenças em seu genoma, que, por sua vez, 

podem se refletir em seu proteoma. Assim, não foi descartada a possibilidade de algumas das 

proteínas diferencialmente expressas serem resultado das diferenças genéticas, não havendo 

portanto, relação com a presença ou ausência da microcistina. Entretanto, mesmo sem a 

sequência genômica, a proteômica pode fornecer informações valiosas que, posteriormente, 

podem ser associadas às informações genômicas. 
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Além disso, dos 47 spots diferencialmente expressos, selecionados de ambos os géis para 

o sequenciamento, não foram obtidas identificações para todos eles devido à supressão de sinal 

dos espectros obtidos por MALDI-TOF/TOF. Dos 47 diferentes spots, 30 foram identificados. Para 

delinear mais proposições, seria necessário identificar as proteínas nos outros 17 spots 

diferenciais. 

Entre as proteínas identificadas, os spots m25 e m26, expressos apenas pela cepa não 

tóxica, foram identificados como proteínas hipotéticas, também chamadas de proteínas putativas 

não caracterizadas, portanto, não apresentaram similaridade de sequência com nenhuma proteína 

de função conhecida. O spot m25 foi identificado como proteína hipotética MAE_47530, e o spot 

m26 como proteína hipotética MAE_54080. Para essas proteínas, não é possível propor nenhuma 

relação com toxicidade. 

A expressão em altos níveis de proteínas como RuBisCO, FBA, FBPase, PRK, acetil-CoA 

redutase específica do PHA pela cepa tóxica M. aeruginosa PCC 7820 indica que a produção da 

microcistina demanda fixação de CO2 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 necessário estocar carbono em maior 

quantidade, para que haja energia para a expressão, em maior quantidade, das proteínas 

relacionadas ao metabolismo energético e, novamente, maior eficiência no estoque de carbono, 

completando o ciclo. É possível que a incapacidade de expressar algumas dessas proteínas em 

maior quantidade esteja relacionada com o estado não produtor da microcistina. 

Os resultados apresentados abrem perspectivas para o entendimento das razões pelas 

quais Microcystis aeruginosa produz microcistina em determinadas condições ambientais e 

porque ela pára de produzi-la – ou perde essa capacidade – em outro contexto ambiental. É 

possível que a expressão de proteínas relacionadas ao metabolismo energético seja otimizada em 

condições ambientais e, principalmente, nutricionais específicas, o que pode favorecer a produção 

da microcistina. 
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6 Conclusões 
 

A biossíntese da microcistina ainda é um assunto não compreendido. Apesar da 

caracterização do cluster gênico envolvido na sua produção, estudos que levem a uma melhor 

compreensão das vias de produção desse metabólito secundário ainda são necessários. O fato de 

uma cepa não produzir a toxina, por exemplo, não significa necessariamente que ela seja não 

tóxica, pois é possível possuir o operon microcistina sintetase e, devido a diversas variáveis, não 

produzir a toxina. 

Os resultados apresentados sugerem que o estado de produção da microcistina também 

depende de proteínas outras que não aquelas diretamente envolvidas em sua produção. Entre as 

proteínas diferencialmente expressas por ambas as cepas, não foram observadas expressões 

diferenciais de proteínas diretamente envolvidas na biossíntese da microcistina. Portanto, não fica 

descartada a possibilidade de a cepa não tóxica apresentar essas proteínas em seu proteoma. 

Assim, a presença de outras proteínas, alheias aos polipeptídeos com função peptídeo sintetase 

não ribossomal (NRPS) e poliquetídeo sintase (PKS), pode estar relacionada à determinação do 

produto final – microcistina –, uma vez que NRPS e PKS também atuam na produção de 

peptídeos não tóxicos, como aeruginosinas, microgininas e cianopeptolinas. 

Como visto, parece que a produção da microcistina, além de estar associada a condições 

nutricionais e ambientais específicas, depende da expressão, em níveis mais elevados, de 

proteínas relacionadas principalmente ao metabolismo energético, considerando-se o gasto 

necessário para sua produção. 
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7 Perspectivas 

 

A partir dos dados obtidos neste trabalho, ficou clara a importância de se conhecer as 

proteínas produzidas por Microcystis aeruginosa. Casos de florações com espécie de Microcystis 

acontecem no mundo inteiro. Análises proteômicas podem ser uma ferramenta poderosa para 

melhor se compreender como a microcistina é produzida, devido ao potencial de produção da 

toxina demonstrado por M. aeruginosa. 

Para entender mais profundamente essa questão, é necessário identificar os spots 

diferenciais que não puderam ser sequenciados devido à baixa intensidade de sinal dos espectros 

gerados para eles. Além da identificação por MALDI-TOF, também será feita a purificação dos 

peptídeos trípticos por cromatografia. Dessa forma, os peptídeos purificados poderão ser 

analisados individualmente por MALDI-TOF de forma a evitar problemas com supressão de sinal, 

o que impediu a identificação de parte das amostras preparadas. 

Em um trabalho futuro, será interessante a identificação de todas as proteínas do gel, 

inclusive daquelas que não apresentam expressão diferencial. Conhecer todas as proteínas que 

compõem o proteoma de Microcystis aeruginosa, ainda que em condições laboratoriais 

determinadas, abrirá caminho para o delineamento de novas estratégias de pesquisa e poderá 

contribuir para o entendimento de como as microcistinas são produzidas. É possível que sejam 

identificadas proteínas poliquetídeo sintase não ribossomal e peptídeo sintetase em ambas as 

cepas, o que confirmaria que mesmo cepas em estado de não produção da microcistina 

expressam o operon. Também é interessante seqüenciar o genoma de ambas as cepas e 

associar as características genéticas ao padrão de expressão de proteínas. 

Em suma, entender o funcionamento proteômico de M. aeruginosa poderá fornecer 

informações valiosas para o desenvolvimento de produtos biotecnológicos que bloqueiem a 

produção da toxina. Assim, mesmo em situações de floração, a qualidade da água para consumo 

não será, como atualmente, tão drasticamente afetada. 
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