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Resumo

Cianobactérias sdo conhecidas por produzirem uma grande quantidade de peptideos
bioativos, sendo 0s mais comuns as microcistinas, anabaenopeptinas, cianopeptolinas e
microviridinas. As hipdteses sobre as fungdes destes peptideos incluem protecdo contra
predacdo, alelopatia, quorum sensing bacteriano e metabolismo interno, porém, algumas
destas funcdes podem ser apenas secundarias. A compreensdo dos fatores que afetam a
producdo destes compostos pode ajudar a compreender suas funcdes ecoldgicas e
fisiolégicas. Neste trabalho, a influéncia de diferentes fatores (intensidade luminosa,
concentracdo de ferro e extratos zooplanctonicos) no perfil peptidico de cianobactérias
foi testada. Os testes foram feitos com duas cepas de Radiocystis fernandoii
(experimentos de luz e zooplancton), uma de Planktothrix agardhii (experimento de
ferro) e uma de Microcystis panniformis (experimento de zooplankton). Todos os
experimentos foram feitos em triplicatas, em condigdes de crescimento controladas e com
a variagdo de um unico fator. Ao final dos experimentos as culturas foram liofilizadas, os
peptideos extraidos com metanol 75% e purificados em colunas SPE C18. A
quantificacdo dos compostos foi feita a partir de HPLC e a identificagdo através de um
espectrometro de massa. Os resultados mostraram que o padrdo peptidico é influenciado
por diferentes intensidades luminosas e concentragdes de ferro, enquanto que os extratos
de zooplancton praticamente nédo tiveram efeito. Isto pode ser uma evidéncia de que a
toxicidade destes compostos para outros organismos pode ser apenas uma funcao
secundaria. Foi possivel perceber que a concentragdo de peptideos ndo € necessariamente
maior nas melhores condicdes de crescimento. E importante ressaltar a necessidade de
considerar todo o espectro de peptideos produzidos por uma cepa ou espécie ao estudar a

relacdo destes compostos, os fatores ambientais, suas fungdes ecoldgicas e fisioldgicas.



Abstract
Cyanobacteria are known to produce different bioactive peptides. The most common are
microcystins, cyanopeptolins, anabaenopeptins and microviridins. The hypotheses about
the functions of these metabolites include protection against grazing, allelophatic effects,
quorum sensing and internal metabolism, but some of these functions might be only of
secondary importance. The comprehension of the factors affecting the production of these
compounds may give some clues about its ecological and physiological functions. In this
study, the influence of different factors (light, iron concentration and zooplankton
extracts) on the pattern of peptides in cyanobacteria was tested. The experiments were
done with two strains of Radiocystis fernandoii (light and zooplankton experiments) one
strain of Planktothrix agardhii (iron experiments) and one strain of Microcystis
panniformis (zooplankton experiments). All the experiments were done in triplicates
under controlled growth conditions with the variation of a single factor. At the end of the
experimental time, cultures were freeze dried and the peptides extracted with methanol
75% and purified with C18 SPE cartridges. The peptides were quantified by HPLC and
the main peaks were analyzed in a mass spectrometer. The results showed that the
peptide pattern is influenced by different light intensities and iron concentration, while
the zooplankton extracts had almost no influence. These results may indicate that the
toxic function of these compounds might be secondary. It was possible to see that the
peptide concentration is not necessarily higher when the growth conditions are better. It is
also important to note that it is necessary to consider the whole array of peptides
produced by a strain or species in order to study the relationship between these

compounds, its ecological and physiological functions and the environmental factors.
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1. Introducéo Geral

Cianobactérias sdo organismos fotoautotréficos, que podem ser encontrados em uma
grande variedade de habitats aquéticos, e até terrestres, e sdo um dos principais
produtores primarios em grande parte destes ambientes (Whitton & Potts, 2000).
Recentemente o fendbmeno da eutrofizacdo cultural, isto €, o aumento do aporte de
nutrientes, levou a formacdo de grandes biomassas de algas nos ambientes aquaticos
(floracdes), onde frequentemente as cianobactérias predominam. As floracdes geralmente
ocorrem em aguas ferteis e com condi¢cBes favoraveis ao crescimento destes
microrganismos (Paerl, 1996). O sucesso destes organismos ndo pode ser explicado
apenas por uma caracteristica, mas por varios fatores intrinsecos e ambientais em
conjunto, como por exemplo, o fato de serem 0s unicos organismos do fitoplancton
capazes de fixar nitrogénio (Paerl, 1996). Durante as floracoes € possivel observar uma
queda da diversidade de toda a comunidade aquatica, pela dominancia de uma ou poucas
especies (Romo & Miracle, 1995; Zohary et al., 1996; Figueredo & Giani, 2001; Giani et

al., 2005).

Diversas espécies de cianobactérias podem produzir diferentes tipos de peptideos
bioativos e toxicos, dentre 0s quais podem-se destacar as: anabaenopeptinas (Harada et
al., 1995), cianopeptolinas (Martin et al., 1993), microviridinas (Ishitsuka et al., 1990),
microcistinas (Carmichael, 1992). A maioria destes compostos é sintetizada por vias ndo
ribossomais, o que pode explicar a sua alta variabilidade (Borner & Dittmann, 2005;
Welker & von Ddéhren, 2006). A formacdo das moléculas ocorre através de complexos

enzimaticos formados por varios modulos, conhecidos como: NRPSs (hon-ribossomal



peptide synthetases) e PKS (polyketide synthase) (Weber & Marahiel, 2001; Finking
&Marahiel 2004). Cada modulo é composto de dominios cataliticos, sendo que um
modulo minimo é composto de um dominio de adenilacao, responséavel pela ativacao dos
aminoacido, um modulo de tiolacao, responsavel por transferir os intermediarios ativados

e um modulo de condensagdo (von Dohren et al., 1997; Stachelhaus et al., 1998).

As anabaenopeptinas (figura 1) sdo hexapeptideos ciclicos formados por um anel de
cinco aminoacidos e uma cadeia lateral formada por um aminoacido ligado ao grupo
carboxi de uma lisina. Todos os aminodcidos sdo varidveis e estdo na configuracéo L,
com excecdo da lisina na posi¢do 2, que ndo ¢ variavel e esta na configuracdo D (Harada
et al., 1995). Até hoje anabaenopeptinas foram encontradas em cianobactérias isoladas de
ambientes aquéaticos (Harada et al., 1995), terrestres (Reshef & Carmeli, 2002) e até em
esponjas marinhas (Kobayashi et al., 1991). Devido ao fato de que estas esponjas
possuem uma grande variedade de simbiontes procariotos, estes compostos devem ser

produzidos por cianobactérias e ndo pelas esponjas (Harringan & Goetz, 2002).

As cianopeptolinas (figura 2) sdo peptideos ciclicos que se caracterizam pela presenca do
aminoacido Ahp (3-amino-6-hidroxy-2-piperidone), uma cadeia lateral de tamanho
varidvel e todos os aminoécidos na configuragdo L (Martin et al., 1993). A grande
variabilidade estrutural também reflete em uma grande variabilidade de tamanhos
moleculares, partindo de 770 daltons (Willians et al., 2003) até 1181 daltons (Itou et al.,
1999). Alguns estudos demonstraram que algumas cianopeptolinas podem ser inibidoras

de proteases de Daphnia (Czarnecki et al., 2006).
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As microviridinas (figura 3) sdo 0s maiores peptideos cianobacterianos conhecidos, com
peso molecular na casa dos 1700 daltons (Ishitsuka et al., 1990). O grupo é caracterizado
por uma estrutura multiciclica e uma cadeia lateral de tamanho variavel, onde a maior
parte da variacdo ocorre devido a substituicdes na posic¢éo 5 do anel e na cadeia lateral
(Welker & Von Dohren, 2006). As microviridinas possuem apenas aminoacidos na
configuracdo L e diferem dos outros grupos de peptideos no que diz respeito a sua
sintese, que ocorre através de ribossomos, com modificaces pos-traducionais (Philmus
et al., 2008). Recentemente, estudos mostraram que a variante microviridina J é toxica
para organismos zooplancténicos do género Daphnia, enquanto outras variantes ndo

apresentaram toxicidade (Rohrlack et al., 2004).

As microcistinas (figura 4) sdo peptideos hepatotoxicos cuja estrutura geral é: ciclo-(-D-
Ala-X-D-MeAsp-Z-Adda-D-Glu-Mdha-), onde X e Z sdo L aminoacidos varidveis e séo
caracterizadas pela presenca do aminoacido Adda, uma molécula de 135 daltons
(Carmichael, 1992). Devido a variabilidade na estrutura da microcistina, ja foram
encontradas mais de 70 variantes da molécula (Rinehart et al 1994). Sua toxicidade é

causada pela inibi¢do das enzimas fosfatases 1 e 2A (Mackintosh et al 1990).

As funcdes fisiologicas e ecoldgicas destes compostos ainda ndo foram esclarecidas, mas
é conhecido que diferentes cepas de uma espécie podem ser ou ndo produtoras no que diz
respeito a cada tipo de peptideo e classe (Fastner et al., 2001; Rohrlack et al., 2001;
Welker et al., 2004). O entendimento dos fatores que afetam a producdo destes

metabolitos secundarios pode ajudar no entendimento de suas fungdes fisiologicas, de
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suas relagdes com o meio ambiente e pode ser também uma importante ferramenta a ser

usada no tratamento de &gua e na prevencdo de producao de cianotoxinas.

Para observar se haveria alguma alteracdo na composicdo de peptideos das
cianobactérias, quando submetidas a variagGes de alguns fatores abidticos e bioticos,
foram realizados experimentos de laboratério com trés cepas previamente isoladas,
Microcystis panniformis, Planktothrix agardhii e Radiocystis fernandoii. Os resultados
obtidos e sua respectiva discussdo estdo apresentados em trés capitulos, que foram assim
organizados tendo em vista a publicacéo de artigos. Os detalhes da metodologia utilizada

estao também organizados e apresentados em cada capitulo.

2. Objetivos

Objetivo geral

Avaliar a influéncia de fatores externos na concentracdo de peptideos produzidos por

diferentes cepas de cianobactérias.

Obijetivos especificos

1 — Testar a influéncia de trés intensidades luminosas na concentragdo de microcistinas,

cianopeptolinas e microviridinas em duas cepas da cianobactéria Radiocystis fernandoii.

2 — Awvaliar a influéncia da concentragdo de ferro no perfil de peptideos de uma cepa da

cianobactéria Planktothrix agardhii.

12



3 — Avaliar o efeito de dois diferentes extratos zooplanctdnicos na concentracdo de
microcistinas, cianopeptolinas e microviridinas em uma cepa de Radiocystis fernandoii e

uma cepa de Microcystis panniformis.
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Mudancas no padréo de peptideos da cianobactéria Radiocystis fernandoii exposta a

trés diferentes intensidades luminosas

Daniel A. Pereira® & Alessandra Giani*

1- Departamento de Boténica, Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal

de Minas Gerais, PO Box 486, 31270-010, Belo Horizonte, MG, Brasil

OBS: Artigo submetido para publicagdo no periodico “Harmful Algae”

Introducéo

Espécies de cianobactérias podem produzir diferentes tipos de peptideos bioativos, como,
aeruginosinas (Murakami et al., 1994), cianopeptolinas (Martin et al.,, 1993),
microgininas (Okino et al.,, 1993), microviridinas (Ishitsuka et al., 1990),
anabaenopeptinas (Harada et al., 1995) e microcistinas (Carmichael, 1992). Segundo o
trabalho de Welker & von Déhren (2006), pelo menos 600 diferentes peptideos ja foram
descritos. A alta variabilidade destes compostos pode ser explicada pelo seu processo de
biosintese, o qual consiste de complexos enziméaticos multifuncionais ndo ribossomais,
NRPSs (non-ribossomal peptide synthetases) e PKS (polyketide synthase) (Borner &

Dittmann, 2005; Welker & von Déhren, 2006).

As funcdes fisiologicas e ecoldgicas destes peptideos ainda ndo sdo bem conhecidas.
Alguns compostos podem inibir enzimas proteases de daphnias (Agrawal et al., 2001,
2005; Rohrlack et al., 2003; von Elert et al., 2004; Czarnecki et al., 2006), o que sugere

protecdo contra predacdo. Existem estudos que demonstram efeitos alelopaticos (Smith &
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Doan, 1999; Pflugmacher, 2002; Schatz et al., 2005), quorum sensing bacteriano
(Kaebernick et al., 2000) e uma possivel relagdo com metabolismo interno (Lyck, 2004).
Também ¢é sabido que populagdes naturais de cianobactérias sdo compostas de linhagens
produtoras e ndo produtoras, no que diz respeito a cada tipo de peptideo e classe (Fastner
et al., 2001; Rohrlack et al., 2001; Welker et al., 2004), e que, aparentemente, linhagens
nédo produtoras ndo possuem desvantagens quando comparadas com linhagens produtoras

(Hesse et al., 2001; Kaebernick et al., 2001).

Até hoje, vérios estudos foram feitos considerando o efeito de luz, temperatura, fésforo e
nitrogénio na producdo de peptideos cianobacterianos (Sivonen, 1990; Utkilen & Gjolme,
1995; Oh et al., 2000; Wiedner et al., 2003; Repka et al., 2004; Tonk et al., 2005;
Rohrlack & Utkilen, 2006; Tonk et al., 2009). No entanto, a maioria destes estudos
trabalharam apenas com microcistinas e nenhum trabalho foi realizado com espécies e

linhagens tropicais.

Neste estudo, a influéncia da intensidade luminosa na producdo de microcistinas,
microviridinas e cianopeptolinas foi testada. Duas linhagens da espécie Radiocystis
fernandoii (Komarek & Komarkova-Legenerova, 1993), isoladas de dois reservatérios
localizados na regido sudeste do Brasil foram usadas nos experimentos. Esta espécie é
bastante semelhante ao género Microcystis e geralmente forma floracGes em ambientes

eutroficos (Vieira et al., 2003; Sant”Anna et al., 2004).
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Metodologia
Linhagens

A linhagem 86 foi isolada do reservatorio de Furnas, localizado na regido sudeste do
Brasil. Furnas € um grande reservatorio que recebe um grande aporte de nutrientes
através de atividades de agricultura e de esgoto doméstico. A linhagem 28 foi isolada da
lagoa da pampulha, que € um reservatorio urbano localizado na cidade de Belo Horizonte
e sofre grande impacto através de esgotos domeésticos e industriais. O reservatério da

pampulha apresenta também uma floracdo permanente de cianobactérias.
Experimentos

Os experimentos foram feitos em culturas do tipo batch, em 500ml de meio de cultura
WC (Guillard & Lorenzen, 1972). Todos os experimentos foram feitos em triplicatas. Os
experimentos duraram dez dias e as intensidades luminosas usadas foram: 25 pmol.m?.s’
! 65 pmol.m?s? e 95 pmol.m?s™. As condicbes de crescimento foram: 20°C e
fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro. No final de cada experimento o material

foi liofilizado e utilizado nas anélises bioquimicas.
Analises de peptideos

O material seco foi extraido trés vezes com metanol 75% e purificado em colunas C18
SPE, seguindo a metodologia descrita por Lawton & Edwards (2001). Os extratos secos
foram diluidos em metanol 75% e analizados em um HPLC (Waters Alliance 2695), com
um detector de UV PDA (Waters 2996) em 225nm e uma coluna Waters Symmery C18

(4,6 X 250mm I.D., 5um ODS). A fase movel A foi composta de acetonitrila com 0,1%
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de é&cido trifluordcetico (TFA) e B foi composta de agua com 0,1% de &cido
trifluoracetico (TFA). A analise foi feita utilizando um gradiente linear de 30% de A até
34% em 33,5 minutos e depois até 40% em 6,5 minutos. Devido a falta de padrdes para a
maioria dos compostos estudados, a quantificacdo foi feita dividindo a area de cada pico
pela massa seca da cultura, o que permitiu mesurar mudangas relativas na concentracéo
de cada composto. Para a identificar os peptideos, os picos foram analisados e
fragmentados em um espectométro de massa MALDI-TOF (Bruker Autoflex I1I), e o

padrédo de fragmentacdo analisado de acordo com Welker et al. (2006).

Andalises estatisticas

Testes de ANOVA foram usados para comparar as medias dos trés tratamentos (alta
média e baixa intensidade luminosa) e os pares foram comparados usando o teste de

Tukey-Kramer. As analises foram feitas através do software JMP?7.

Resultados

Um total de 12 peptideos foram identificados nas duas cepas estudadas (Tabela 1). Na
linhagem 28 foram identificadas 5 microcistinas (Mc-RR, Mc-YR, dMc-YR, Mc-FR e
Mc-WR), uma microviridina (Mv-1709) e uma cianopeptolina (Cy-1071). Na linhagem
86 foram encontradas uma microcistina (Mc-RR), duas microviridinas (Mv-1707 e 1739),
duas cianopeptolinas (Cy-980 e Cy-1014) e um peptideo ndo identificado (pep-7). A

microcistina RR foi o Gnico peptideo produzido pelas duas cepas.
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Considerando cada peptideo separadamente, foi visto que na linhagem 28 a producéo de
Mc-YR, MC-FR e MC-WR foi maior em 25 pmol.m?2.s™, menor em 65 pmol.m?s™ e
intermediaria em 95 pmol.m?s™. A producdo de Mc-RR foi intermediaria em 25

umol.m?.s™, alta no tratamento de 65 pmol.ms™ e menor em 95 pmol.m?.s™.

Tabela 1 — Peptideos identificados nas duas
cepas estudadas

(M+H)* NOME CEPA
1038.5 Microcistina-RR 28, 86
1045.5 Microcistina-YR 28
1031.5 [Asp’]Microcistina-YR 28
1029.5 Microcistina-FR 28
1068.5 Microcistina-WR 28

1072.5 Cianopeptolina-1071 28
1015.5 Cianopeptolina-1014 86

981.5 Cianopeptolina-980 86
1707.7 Microviridina-1707 86
1709.6 Microviridina-1709 28
1739.7 Microviridina-1739 86

Desconhecida Peptideo-7 86

*Massas (M+H) em daltons

A producdo da Mv-1709 foi maior em 65 pmol.m?s™ e menor nos outros dois
tratamentos. A producdo da Cy-1071 e da dMc-YR ndo apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos. Os resultados relacionados a linhagem 28 podem ser
vistos na figura 1. Na linhagem 86, a producdo da Mc-RR foi maior em 25 umol.m?ste
menor nos outros dois tratamentos. A Mv-1739 e o peptideo ndo identificado foram
produzidos em maior quantidade no tratamento de 65 umol.m?s® e ndo foram

identificados nos outros dois tratamentos. Os outros peptideos produzidos pela linhagem
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(baixa, média e alta). Letras A, B e C mostram diferengas significativas. P<0,001, exceto para
dMC-YR e Cy-1071. Legenda: Mc — microcistina; Cy — cianopeptolina; Mv — microviridina.
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Figura 2 — Concentragdo de peptideos encontrada na cepa 86 em trés intensidades luminosas
(baixa, média e alta). Letras A, B e C mostram diferencas significativas. P<0,001, exceto para
dMC-YR e Cy-1071. Legenda: Mc — microcistina; Cy — cianopeptolina; Mv — microviridina.
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86 ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos. Os resultados

relacionados a linhagem 28 podem ser vistos na figura 2.

Ao agrupar os peptideos de acordo com suas classes, foi observado que na linhagem 28 a
producéo de total de microcistina foi maior em 25 umol.m™.s™ e menor nos outros dois
tratamentos. Como a cepa 28 produz apenas uma cianopeptolina e uma microviridina, 0s
resultados para estes peptideos sdo idénticos aos resultados individuais. A cepa 86 nédo
apresentou diferengas significativas na produgdo de cianopeptolinas e microviridinas,
enguanto a Unica microcistina produzida por esta cepa foi encontrada em maior
guantidade em baixas intensidades luminosas e em menor quantidade nos outros dois
tratamentos. Os resultados relacionados as cepas 28 e 86 podem ser vistos nas figuras 3 e

4.

Discussao

Todos os peptideos foram detectados nos trés diferentes cenarios, com exce¢do da
microviridina 1739 e do peptideo ndo identificado, que foram identificados apenas na
intensidade luminosa média (65 pmol.m™.s™). Este resultado suporta hipotese de que as
microcistinas sédo produzidas constitutivamente (revisado por Kardinaal & Viser 2005),
pode ser um indicativo de que as cianopeptolinas também sdo produzidas
constitutivamente e que as microviridinas ndo sdo. Considerando que as microviridinas
sd0 0s maiores peptideos cianobacterianos, todos o0s seus aminoacidos estdo na
configuracdo L e que a Unica unidade ndo proteinogénica € um &cido acetico N-terminal,

é possivel que sua sintese seja ribossomal e que a estrutura seja finalizada por
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modificacOes feitas apos a traducdo, como ja foi hipotetizado por Welker & von Déhren
(2006), descrito por Philmus et al. (2008) e visto em outros peptideos procariotos (Blond
et al., 1999). Isto pode ser uma explicacdo para o diferente mecanismo de regulacéo visto
nas microviridinas. Outra explicacdo pode estar relacionada ao limite de detec¢do do
equipamento: a quantidade de microviridina 1739 pode ter ficado muito baixa para ser
detectada pelo equipamento. Foi possivel ver também que diferentes microviridinas sdo
influenciadas de forma diferente por mudancas na intensidade luminosa, 0 que também

pode estar relacionado a um mecanismo de sintese diferente.

Os resultados obtidos para as microcistinas mostraram que o contetdo total destes
peptideos foi maior no tratamento com menor intensidade luminosa (25 pmol.m?.s™) e
que a quantidade diminui com o aumento da luminosidade. Os resultados foram os
mesmos, tanto para a cepa 28, que produz 5 microcistinas, como para a cepa 86, que
produz apenas uma microcistina. Estes resultados estdo de acordo com outros estudos,
que demonstraram que a luz afeta a transcricdo de genes do complexo mcy (Kaebernick
et al, 2000) e que a quantidade de microcistina diminui com o aumento da intensidade
luminosa (Wiedner et al., 2003; Tonk et al., 2009). Analisando apenas a cepa 28, foi
possivel perceber um mecanismo compensatorio relacionado com a producdo de
microcistinas. O padrdo de producdo da microcistina RR foi diferente do encontrado para
as microcistina YR, FR e WR. Quando a intensidade luminosa passou de 25 para 60
pumol a quantidade de microcistina RR aumentou significativamente enquanto a
quantidade das outras trés diminuiu significativamente e quando a intensidade luminosa

passou de 60 para 95umol, a quantidade de microcistina RR decresceu significativamente
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enquanto as outras microcistinas aumentaram significativamente. Um mecanismo similar
foi visto no trabalho de Tonk et al. (2005), onde foi observado um mecanismo
compensatorio em relagdo a luz e a producdo de variantes demetiladas das microcistinas
LR e RR. Explicagdes para este fendmeno podem estar relacionadas ao fato de que a luz
pode afetar a estrutura conformacional dos complexos enzimaticos responsaveis pela
sintese de microcistinas, o que poderia mudar a especificidade para o substrato e também
ao fato de que a luz poderia afetar a disponibilidade de substrato, gerando mudancas na

composicao de microcistinas.

N&o foram encontradas diferencas significativas na producdo das trés cianopeptolinas
encontradas nos experimentos. Estes resultados podem indicar que estes metabdlitos ndo
sdo influenciados por mudancas na intensidade luminosa. De forma contréria, o trabalho
de Tonk et al. (2009), mostrou que algumas cianopeptolinas podem ser influenciadas por
diferentes intensidades de luz e, considerando os resultados obtidos com as microcistinas
e microviridinas, é possivel concluir que diferentes peptideos de uma mesma classe

podem ser influenciados de forma diferente por um Unico fator.

O uso do peso seco para padronizar a medicdo de peptideos foi questionado por alguns
autores, pois, mudangas em algum fator especifico podem levar a mudancas na
composicdo bioquimica da célula (Orr & Jones, 1998; Gjolme et al., 2009). Neste
trabalho, foi decidido usar a medida de peso seco, ja que, € uma medida que permite
verificar as mudangas na producao de peptideos em relacdo ao contetdo total da célula, e
como foi demonstrado pro Kosol et al. (2009), é um parametro altamente correlacionado

com biovolume celular.
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Os resultados deste trabalho ndo corroboram a ideia de que melhores condigbes de
crescimento resultam em maior producdo de toxinas (Orr & Jones, 1998; Sivonen &
Jones, 1999). Foi visto que, variacdes na intensidade luminosa podem, ao mesmo tempo,
aumentar, diminuir ou ndo alterar a producdo de diferentes compostos. Os resultados
deste trabalho estdo de acordo com os encontrados por Tonk et al. (2009), que mostrou
que a producdo de alguns peptideos pode ser maior em condic¢des de crescimento piores.
Os resultados encontrados por Kosol et al. (2009) também mostraram que o aumento ou
reducéo na producdo de microcistinas e anabaenopeptinas sdo independentes das taxas de
crescimento. Os resultados deste trabalho também estdo em desacordo com a ideia de que
todos os peptideos produzidos por uma determinada cepa sdo influenciados da mesma
forma por um determinado fator (Rohrlack & Utkilen, 2007), como foi visto que, ao
alterar a intensidade luminosa, a concentracdo de um determinado peptideo pode
aumentar enquanto a de outros pode diminuir ou ndo sofrer alteracGes.Os peptideos
cianobacterianos ndo parecem ser influenciados da mesma forma, ter funcdes similares
ou ter a producdo ligada a taxas de crescimento. Ao contrario, é possivel supor que,
disponibilidade de substrato e regulacdo génica (Kaebernick et al, 2000) seriam 0s
principais fatores controladores da producdo de peptideos em diferentes condicdes e que
diferentes classes de peptideos podem desempenhar diferentes fungbes. Os resultados
deste trabalho mostram que, para entender as fungbes dos peptideos cianobacterianos,
seus mecanismos de regulacdo e a ecologia quimica de cianobactérias em geral, é
necessario trabalhar com diferentes classes de peptideos e também com diferentes

peptideos dentro de uma determinada classe.
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OBS: Artigo em preparacao
Introducéo

Cianobactérias podem produzir diversos tipos de metabdlitos secundarios, como as
anabaenopeptinas (Harada et al., 1995), as hepatotoxicas microcistinas (Carmichael,
1992) e outros (para uma revisdo completa ver Welker & von Do6hren, 2006). A maioria
destes compostos sdo sintetizados por complexos enzimaticos nao ribossomais, NRPSs
(non-ribossomal peptide synthetases) e PKS (polyketide synthase), o que explica, em
parte, a grande variedade de substancias produzidas (Borner & Dittmann, 2005; Welker
& von Dohren, 2006). As fungdes destes compostos ainda ndo foram totalmente
esclarecidas. Alguns estudos mostraram relagGes com protecdo contra predacéo (Agrawal
et al., 2001, 2005; Rohrlack et al., 2003; von Elert et al., 2004; Czarnecki et al., 2006),
alelopatia (Smith & Doan, 1999; Pflugmacher, 2002; Schatz et al., 2005), quorum

sensing (Kaebernick et al., 2000) e metabolismo interno (Lyck, 2004).
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O papel de fatores externos na regulagdo da produgdo destes peptideos ainda ndo esta
claro, mas é necessario para o entendimento de suas fungdes ecoldgicas e fisioldgicas.
Alguns experimentos ja’ foram feitos testando os efeitos de luz, temperatura, nitrogénio e
fésforo (Sivonen, 1990; Utkilen & Gjolme, 1995; Oh et al., 2000; Wiedner et al., 2003;
Repka et al., 2004; Tonk et al., 2005; Rohrlack & Utkilen, 2006; Tonk et al., 2009). No
entanto, muitos resultados sdo contraditérios, o que pode ter ocorrido devido a diferentes
metodologias utilizadas e também ao fato de que grande parte dos trabalhos feitos até
hoje estudou apenas um grupo de peptideos (geralmente microcistinas) e ndo todo o
espectro de peptideos produzidos pelas cepas analisadas. Com relagdo as pesquisas que
avaliaram o efeito da concentragdo de ferro, algumas consideraram apenas as
microcistinas (Lukac & Aegerter, 1993; Utkilen & Gjolme, 1995; Lick et al., 1996;

Sevilla et al., 2008), mostrando frequentemente resultados contraditérios.

O ferro € um dos elementos mais abundantes da Terra, porém, em varios casos ndo esta
disponivel em sua forma soltvel, se tornando uma fonte de stress em diversos ambientes
(Lewin, 1984). Em ambientes marinhos a limitacao de ferro é responsavel pela baixa
produtividade e abundancia do fitoplancton em regifes de alta concentracdo de nutrientes
e baixa clorofila (Frost, 1996; Boyd et al, 2000; 2004). Em ambientes de &gua doce o
ferro pode tambem ser um fator limitante em situa¢Ges especificas (Twiss et al., 2000).
As espécies de cianobactérias possuem sofisticados mecanismos para regular a captacédo e
incorporacdo de ferro (Strauss, 1994). Devido ao fato de que o ferro pode catalisar a
formacdo de compostos reativos de oxigénio através da reacdo de fenton (Halliwell &
Gutteridge, 1984), a presenca de ferro na célula deve ser muito bem regulada. Um dos

fatores que regula o metabolismo do ferro através de ligacdo a regides do DNA ¢é a
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proteina FUR (Ferric uptake regulator) (Bagg & Neilands, 1987). Crosa & Walsh (2002)
mostraram que a FUR regula algumas sintetases de peptideos relacionadas com a sintese
de sideroforos peptidicos, os quais sdo quelantes de ferro, isolados pela primeira vez em
uma cianobactéria por Armstrong & van Baalen (1979). Estas sintetases sao semelhantes
aos complexos enzimaticos responsaveis pela sintese de metabodlitos secundarios em
cianobactérias. Wilhelm & Trick (1994), mostraram que a produgdo de sideroforos é
estimulada pela deficiéncia em ferro e o trabalho de Martin-Luna (2006), demonstrou que
a proteina FUR pode se ligar a regido promotora do operon da microcistina em uma cepa
de Microcystis aeruginosa. Considerando estes resultados, é possivel que a concentracao

de ferro tenha alguma influéncia no perfil de metabolitos secundérios em cianobacterias.

Neste trabalho, a influéncia da limitagdo por ferro na concentracdo de anabaenoptinas e
microcistinas foi testada. Para a realizagdo dos experimentos foi utilizada uma cepa da
cianobactéria Planktothrix agardhii, isolada do lago Vert, localizado na provincia de
Quebec, Canadé. Esta espécie geralmente forma blooms em lagos temperados eutréficos

e estd associada a producao de toxinas.

Metodologia

Experimentos

Os experimentos foram feitos em culturas do tipo batch, em 500ml de meio de cultura
WC (Guillard & Lorenzen, 1972). Todos os experimentos foram feitos em triplicatas. Os
experimentos duraram oito dias e foram feitos em duas condig¢des: controle, com meio

WC completo e uma condic¢do limitante, onde foi utilizado meio WC sem ferro. Para
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garantir que a cepa estivesse limitada por ferro, a cianobactéria cresceu na ausencia de
ferro por cinco dias antes do inicio dos experimentos. As condi¢Bes de crescimento
foram: 20°C e fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro e 60 umol.m?s™® de
intensidade luminosa. No primeiro e Gltimo dias de experimento, 10ml de cada cultura
foram retirados para analise da concentragcdo de ferro e 2ml retirados para contagem de

células.
Andlise de ferro

A concentracdo de ferro total dissolvido foi medida utilizando um equipamento de
absor¢do atémica, equipado com um forno de grafite (modelos 906AA e GF3000 com um
PAL auto-sampler, todos da GBC Scientific Equipment USA). As medidas foram feitas a

248,3 nm.
Anélise de peptideos

O material seco foi extraido com metanol 75% trés vezes e posteriormente, purificado
com cartuchos C18 SPE, de acordo com Lawton e Edwards (2001). Os extratos foram
diluidos em metanol 100% e analisados em um HPLC (Agilent technologies 1200 series)
acoplado com um espctométro de massa (Agilent technologies 6210 triple quad ms). A
coluna usada foi uma Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 X 50mm I.D., 1,8um ODS), a fase
movel usada foi: A, &gua com 0,1% (v/v) de acido férmico e B, metanol com 0,1% (v/v)
de &cido férmico. A andlise cromatografica foi feita em um gradiente linear, comecando
com 50% de B e chegando a 100% em 12 minutos com um fluxo de 0,4ml por minuto. A
quantificacdo foi feita utilizando a area do pico dividida pelo peso seco da cultura, o que

possibilitou um medicdo relativa das mudancas na concentracdo de peptideos. O
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peptideos foram identificados através de seu padréo de fragmentacdo (Erhard et al., 1999;
Welker et al., 2006), a voltagem utilizada na fragmentagdo variou de 45 a 70 volts

dependendo do peptideo (Tabela 1).
Analises estatisticas

Testes T foram usados para comparar as médias dos dois tratamentos (limitante e ndo

limtante). As analises foram feitas através do software JMP versao 7.

Resultados

Quatro peptideos foram identificados na cepa estudada (Tabela 1), uma anabaenopeptina
B (Anab B) e trés microcistinas, microcistina-LR (Mc-LR), [ASP*]microcistina-LR
(dMc-LR) e microcistina-YR (Mc-YR). Foi possivel observar que a cepa estudada
produzia outros compostos, mas em quantidades muito baixas para uma correta

identificacdo e quantificacéo.

Tabela 1 — Peptideos encontrados na cepa de Planktothrix agardhii

M+H Nome Voltagem de fragmentacéo lon caracteristico - M+H
1045.6 Microcistina-YR 70 135

995.6 Microcistina-LR 65 135

981.6  [ASP*]Microcistina-LR 70 135

837.5 Anabaenopeptina B 45 70, 84, 201

Massas (M+H) em Daltons
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A concentracdo de ferro medida no grupo controle foi de 226,29 pg/L (+-4,02) no
primeiro dia de experimento e de 9,71 pg/L (+-8,5) no ultimo dia de experimento. No
grupo limitante a concentracdo foi de 0,947 pg/L (+-0,83) no primeiro dia de

experimento e de 0 pg/L no ultimo dia. Os resultados podem ser vistos na figura 1.

A quantidade de microcistina medida nas condig¢des limitantes foi significativamente (P <
0,001) menor do que no tratamento controle (considerando cada microcistina
separadamente e todas juntas). De forma oposta, a quantidade de anabaenopeptina B foi
significativamente maior (P < 0,001) nas condicGes limitantes. Os resultados podem ser

vistos na figura 2 e os valores exatos com o0s desvios padrdes na tabela 2.

Tabela 2 —Concentragdo de peptideos encontrada na cepa de

Planktothrix agardhii em duas concentragdes de ferro

Peptideo Limitante Né&o-limitante
Microcistina-YR 469,8 (52,0) 2791,8 (129,2)
Microcistina-LR 9,139 40,7 (4,9)

[ASP3]Microcistina-LR 342,2 (20,6) 1291,0 (67,3)
Anabaenopeptina B 4203,6 (77,0) 2749,8 (203,3)

Quantidades dadas em area do pico/mg X 10°. Todas as diferencas

entre os tratamentos foram significativas, P<0,001.

Discussao

Os resultados das analises de ferro mostram claramente que as culturas estavam limitadas

pela quantidade de ferro. Apesar de haver uma pequena concentracao de ferro no comecgo
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Figura 1 — Concentragdo de ferro medida no primeiro e ultimo dia do experimento. FeL-1 e FelL-2
sdo referentes a condicdo limitante no primeiro e Gltimo dia respectivamente. Fe-1 e Fe-2
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Figura 2 — Concentragdes de peptideos encontrada na cepa de Planktothrix agardhii em
condigdes limitantes (SF) e ndo limitantes (AF). P<0,001 para todos os peptideos testados.
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do experimento, é possivel ver que ndo havia ferro no ultimo dia. As culturas do grupo
controle ndo estavam limitadas, pois, uma consideravel quantidade ferro pode ser medida

ainda no ultimo dia do experimento.

Um padrdo interessante foi encontrado no experimento, ao ver dois tipos de metabolitos
secundarios reagirem de forma oposta a limitacdo por ferro. A concentragdo das
microcistinas diminuiu enquanto a das anabaenoptinas aumentou no tratamento limitante.
Uma explicacdo para este fendmeno pode estar relacionada a proteina FUR (Bagg &
Neilands, 1987). Sabe-se que a proteina FUR pode regular positivamente e
negativamente a producdo de varios compostos relacionados a respostas anti-oxidantes,
aquisicdo, armazenagem e metabolismo de ferro (Niederhoffer et al., 1990; Quail et al.,
1996; Dubrac & Touati, 2000). Ela pode também regular a producdo de fatores de
viruléncia em bactérias, os quais ndo estdo relacionados diretamente com o metabolismo
do ferro, como foi visto em Vibrio cholera (Mey et al., 2005). Em cianobactérias foi visto
que a FUR regula genes de stress por ferro em Synechococcus (Ghassemian & Straus,
1996) e que a proteina FUR pode se ligar in vitro a regido promotora do operon da
microcistna (Martin-Luna et al., 2006). E possivel que a FUR iniba e/ou estimule o

operon das microcistinas e anabaenopeptinas.

Experimentos anteriores foram feitos considerando o efeito da limitacdo por ferro apenas
na concentracdo de microcistinas (Lukac & Agerter, 1993; Utkilen & Gjolme, 1995;
Lyck et al., 1996; Sevilla et al 2008) e apresentaram resultados controversos. Um dos
motivos para tais resultados pode estar relacionado as diferentes maneiras utilizadas para

expressar a concentracdo de microcistina: por niamero de células, peso seco, contetdo de
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proteina e outras formas. Neste trabalho foi decidido pela utilizagdo de peso seco devido
ao fato de que é uma forma de medicao altamente correlacionada ao biovolume (Kosol et
al., 2009). Adicionalmente, estes estudos consideram apenas as microcistinas, e néo, todo
0 espectro de peptideos ndo ribossomais, dos quais as microcistinas sdo apenas uma
parte. Devido a limitagfes técnicas é dificil trabalhar com todo o espectro de peptideos
produzido por uma cepa de cianobactéria, no entanto, para se entender as relagGes entre
fatores ambientais e sua influéncia na produgdo de microcistinas e outros metabolitos, é

preciso considerar os principais peptideos produzidos pelas espécies e cepas estudadas.

Os resultados encontrados neste trabalho ndo estao de acordo com a ideia de que todos 0s
peptideos sdo influenciados da mesma forma (Rohrlack & Utkilen, 2007) e de que suas
concentragcOes sdo maiores quando as condigcOes de crescimento séo melhores (Sivonen &
Jones, 1999), pois foi visto que em condic¢des de limitagdo por ferro a concentragdo das
microcistinas diminuiu a0 mesmo tempo em que a concentragdo de anabaenopaptina
aumentou significativamente. Este tipo de resposta também foi visto no trabalho de Tonk
et al. (2009), que mostrou a influéncia de temperatura, luz e fésforo na producdo de
microcistinas, anabaenopeptinas e cianopeptolinas e no trabalho de Kosol et al. (2009), o
qual ndo encontrou relacdes entre taxas de crescimento e producdo de microcistinas e
anabaenopeptinas em diferentes cepas de Planktothrix spp. Este trabalho mostra a
importancia de estudar diferentes grupos de peptideos ao tentar entender as relagdes entre
fatores ambientais e a producdo de metabdlitos secundarios em cianobactérias, como foi
visto que estes compostos podem ser influenciados de maneira diferente e que, como
descrito por alguns autores (Fastner et al., 2001; Welker et al., 2004; 2006), uma cepa de

cianobacterias geralmente produz diversos tipos de peptideos.
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OBS: Artigo em preparacao

Introducéo

Estudos feitos na década de 1980 demonstraram que cianobactérias podem produzir
compostos toxicos ou inibitérios para organismos zooplanctonicos (Lampert, 1981;
Fulton & Pearl, 1987; Benndorf & Henning, 1989), no entanto, pouco se sabia sobre a
natureza destes compostos. Apds 0s primeiros trabalhos, estudos foram feitos,
considerando organismos chave em ambientes aquaticos, como Daphnia, e estudando
aspectos especificos como o efeito em histéria de vida (Reinikainen et al., 1994),
comportamento (Haney et al., 1995), resisténcia a toxina (Hairston et al., 2001) e
biogquimica (DeMott & Dhawale, 1995). Outros estudos mostraram que a composi¢do
bioguimica do alimento é um fator chave para a nutricdo de organismos zooplanctonicos
(Giani, 1991, Sterner, 1993, Boersma et al. 2001), e questdes relacionadas ao fato de
algumas espécies de cianobactérias serem capazes de persistir em ambientes com alta
densidade de zooplancton herbivoro foram levantadas (DeMott & Moxter, 2001; Hairston
et al., 2001). O sucesso das cianobactérias no ambiente foi atribuido a: sua baixa
qualidade nutricional e estequiometria desfavoravel para os predadores (Schmit &

Jonasdottir, 1997; DeMott et al., 1998; von Elert et al., 2002), bem como, producédo de
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compostos toxicos e inibidores de proteases (Rohrlack et al., 1999, 2004; Agrawal et al.,

2001; Blom et al., 2003; Cznarnecki et al., 2006)

Atualmente, sabe-se que as cianobactérias podem produzir diversos metabdlitos
secundarios de natureza peptidica, como aeruginosinas (Murakami et al., 1994),
cianopeptolinas (Martin et al., 1993), microgininas (Okino et al., 1993), microviridinas
(Ishitsuka et al., 1990), anabaenopeptinas (Harada et al., 1995) e microcistinas
(Carmichael, 1992). Recentemente, uma revisdo feita por Welker & von Dohren (2006),
mostrou que mais de 600 peptideos ja foram descritos. Pouco se sabe sobre as fungdes
primarias destes compostos, existem hipdteses relacionadas a alelopatia (Smith & Doan,
1999; Pflugmacher, 2002; Schatz et al., 2005), quorum sensing (Kaebernick et al., 2000),
metabolismo interno (Lyck, 2004) e também protecdo contra predacdo (Agrawal et al.,
2001, 2005; Rohrlack et al., 2003; von Elert et al., 2004; Czarnecki et al., 2006), porém,

algumas destas fungdes podem ser apenas secundarias.

Este trabalho teve como objetivo analisar o efeito de dois tipos de extratos feitos a partir
de material zooplanctonico no perfil peptidico de duas espécies de cianobactérias, sendo
uma Radiocystis fernandoii e uma Microcystis panniformis, duas espécies comumente
encontradas em ambientes tropicais (Sant’Anna et al., 2004). Ambas foram isoladas de
Furnas, um grande reservatorio localizado na regido sudeste do Brasil que recebe aporte

de nutrientes provenientes de esgoto domeéstico e atividades de agricultura.
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Metodologia

Coleta e preparacdo do material zooplanctonico

O material zooplanctonico foi coletado na lagoa da Pampulha, um reservatorio localizado
no ambiente urbano do municipio de Belo Horizonte, que sofre um grande impacto
proveniente de esgotos domeésticos e industriais e apresenta uma floragdo quase constante
de cianobactérias. Os organismos foram coletados com o auxilio de uma rede de plancton
de 60um. Apds a coleta o material foi concentrado diversas vezes e posteriormente
liofilizado, sendo que no final foi obtida uma massa seca de organismos zooplanctonicos.
O extratos de zooplancton foram feitos utilizado dgua ou metanol 75% como solvente
extrator. Para cada 10mg de material seco foram adicionadas 1,5ml de solvente, seguido
de sonicacdo por 1 minuto e centrifugacdo por 10 minutos a 12000 RPM, apés a
centrifugacdo o sobrenadante foi coletado e o procedimento repetido 3 vezes para
maximizar a extracdo. O sobrenadante foi seco em centrifuga speed-vac e posteriormente

ressuspendido em um volume conhecido de agua para ser usado nos experimentos.

Experimentos

Os experimentos foram feitos com as cepas de cianobacterias Radiocystis fernandoii
(R28) e Microcystis panniformis (M6), do Laboratorio de Ficologia da UFMG. As cepas
cresceram em culturas do tipo batch, em 500ml de meio de cultura WC (Guillard &
Lorenzen, 1972) e consitiam de trés grupos: controle (Z0), extrato de agua (Z1) e extrato
de metanol (Z2), todos feitos em triplicatas. No inicio dos experimentos foi adicionado
1ml de extrato em cada frasco, volume correspondente a cerca de 3,3mg de material

zooplanctonico seco. Os experimentos duraram dez dias e as condi¢fes de crescimento
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foram: 20°C e fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro e 65 umol.m?s™® de
intensidade luminosa. No final de cada experimento as culturas das duas cepas de

cianobacterias foram liofilizadas e utilizadas nas analises bioguimicas.
Analises de peptideos

O material liofilizado, proveniente das culturas de cianobacterias, foi extraido trés vezes
com metanol 75% e purificado em colunas C18 SPE, seguindo a metodologia descrita por
Lawton & Edwards (2001). Os extratos secos foram diluidos em metanol 75% e
analizados em um HPLC (Waters Alliance 2695), com um detector de UV PDA (Waters
2996) em 225nm e uma coluna Waters Symmery C18 (4,6 X 250mm 1.D., 5um ODS). A
fase mdvel A foi composta de acetonitrila com 0,1% de acido trifluoracetico (TFA) e B
foi composta de agua com 0,1% de acido trifluoracetico (TFA). A andlise foi feita
utilizando um gradiente linear de 30% de A até 34% em 33,5 minutos e depois até 40%
em 6,5 minutos. Devido a falta de padr@es para a maioria dos compostos estudados, a
quantificacdo foi feita dividindo a area de cada pico pela massa seca da cultura, o que
permitiu mesurar mudancas relativas na concentragdo de cada composto. Para a
identificar os peptideos, os picos foram analisados e fragmentados em um espectrométro
de massa MALDI-TOF (Bruker Autoflex IlI), e o padréo de fragmentacdo analisado de

acordo com Welker et al. (2006).
Analises estatisticas

Testes de ANOVA foram usados para comparar as médias dos trés tratamentos (controle,
extrato de &gua e extrato de metanol) e os pares foram comparados usando o teste de

Tukey-Kramer. As analises foram feitas atraves do software JMP versao 7.
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Resultados

Um total de 8 peptideos foram identificados nas duas epécies estudadas (Tabela 1). Na
cepa de Radiocystis fernandoii (R28) foram identificadas 5 microcistinas (Mc-RR, Mc-
YR, dMc-YR, Mc-FR e Mc-WR), uma microviridina (Mv-1709) e uma cianopeptolina
(Cy-1071). Na cepa de Microcystis panniformis (M6) foram identificadas 6 microcistinas
(dMc-RR, Mc-RR, Mc-YR, dMc-YR, Mc-FR e Mc-WR), uma microviridina (Mv-1709)
e uma cianopeptolina (Cy-1071). As duas cepas possuem um perfil peptidico bastante
semelhante, com a diferenga apenas de um peptideo, a dMc-RR produzida apenas pela

cepa M6.

Tabela 1 — Peptideos identificados nas duas
cepas estudadas

(M+H)* NOME CEPA
1038.5 Microcistina-RR 28,6
1045.5 Microcistina-YR 28, 6
1031.5 [Asp’]Microcistina-YR 28, 6
1029.5 Microcistina-FR 28,6
1068.5 Microcistina-WR 28,6
1072.5 Cyanopeptolina-1071 28,6
1709.6 Microviridina-1709 28,6

981.5 [Asp*]Microcistina-LR 6
*Massas (M+H) em daltons

Considerando a cepa R28 foi visto que apenas a Mc-RR e a dMc-YR tiveram diferencas
significativas (P<0,05) entre os tratamentos, sendo que houve um aumento na
concentracdo dos compostos no grupo tratado com o extrato zooplanctonico feito com
metanol 75% (figura 1). Na cepa M6 ndo houve diferencas significativas entre os
tratamentos (figura 2). Ao considerar a soma de todas as microcistinas ndo foi verificada

diferenca significativa entre os tratamentos nas duas cepas analisadas (figuras 3 e 4).
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Figura 1 — Concentracdo de peptideos encontrada na cepa R28. Letras A, B e C mostram
diferencas significativas em Mc-RR e dMcYR, P<0,05. Legenda: Mc — microcistina; Cy —
cianopeptolina; Mv — microviridina; Z0 — controle; Z1 — extrato com agua; Z2 — extrato co m
metanol 75%.
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Figura 2 — Concentragdo de peptideos encontrada na cepa M6. N&o houve diferenca significativa
entre os tratamentos. Legenda: Mc — microcistina; Cy — cianopeptolina; Mv — microviridina; Z0 —
controle; Z1 — extrato com &gua; Z2 — extrato co m metanol 75%.
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Figura 3 — Concentragdo de microcistina total encontrada na cepa R28. N&o houve diferenca
significativa entre os tratamentos. Legenda: Z0 — controle; Z1 — extrato com &gua; Z2 — extrato
com metanol 75%.
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Figura 4 — Concentracdo de microcistina total encontrada na cepa M6. N&o houve diferenca
significativa entre os tratamentos. Legenda: Z0 — controle; Z1 — extrato com &gua; Z2 — extrato
com metanol 75%.
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Discussao

Diversos experimentos ja demonstraram os efeitos de metabdlitos secundarios sobre
organismos zooplanctonicos, e também sobre enzimas especificas. As microcistinas sao
fortes inibidores das enzimas fostases 1 e 2A, tanto de mamiferosa (Honkanen et al.,
1994) quanto de zooplancton (DeMott & Dhawale, 1995). Estudos demonstraram que
diversas microviridinas apresentam atividades inibitoria sobre proteases (Okino et al.,
1995; Murakami et al., 1997). O trabalho de Rohrlack et al. (2004) mostrou a atividade
inibitéria de uma variante especifica de microviridina sobre tripsina de Daphnia.
Czarnecki et al. (2006), correlacionou a intensidade da atividade inibitéria de extratos
feitos com diferentes cepas de Microcystis sp sobre tripsina de Daphnia com o perfil
peptidico destas cepas, encontrando uma forte correlacdo entre a atividade inibitoria e a

presenca de cianopeptolinas e uma média correlagdo com as microviridinas.

No entanto, o presente estudo tentou criar uma abordagem inversa a demonstrada na
maioria dos outros trabalhos, tentando detectar uma possivel influencia da presenca do
zooplancton no padrédo dos peptideos nas cianobacterias e ndo a influéncia dos peptideos
no zooplancton. Tal abordagem foi utilizada ao se pensar sobre as funcdes dos
metabdlitos das cianobactérias. Se supoe que estes metabolitos poderiam estar
relacionadas a efeitos alelopaticos (Smith & Doan, 1999; Pflugmacher, 2002; Schatz et
al., 2005), quorum sensing bacteriano (Kaebernick et al., 2000) e uma possivel relacéo
com metabolismo interno (Lyck, 2004), além da protecdo contra predacdo citada acima.
Neste sentido, o desenho experimental foi feito com a idéia de testar a hipotese de que as
fungdes de protecdo contra predacdo seriam apenas secundérias, e que a funcdo primaria

dos peptideos cianobacterianos seria outra.
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De certa forma, os resultados obtidos neste trabalho suportam a ideia de que a protecéo
contra predacdo é apenas secundéria, jA que apenas duas microcistinas em uma das
espécies estudadas tiveram um aumento significativo de concentracdo ao serem expostas
ao extrato feito com metanol 75%. Todos o0s outros compostos estudados néo
apresentaram mudancgas de concentracdo, sendo que na cepa M6 nenhum composto
sofreu alguma alteragcdo significativa. Mesmo com a utilizagdo de dois extratos
diferentes, feitos com agua e metanol 75%, que teve por finalidade extrair a maior
quantidade possivel de compostos, os resultados foram os mesmos. A ideia de que a
protecdo contra predacdo é apenas secundaria também é mostrada no trabalho de
Rohrlack et al. (2004), onde foi visto que apenas a microviridina J possui atividade
inibitoria da enzima tripsina, fato atribuido a presenca de uma arginina em uma posi¢éao
onde normalmente é encontrada uma tirosina ou uma leucina. Diversos estudos ja
demonstraram que a estrutura dos peptideos de cianobactérias é extremamente variavel e
que a toxicidade de cada grupo de compostos depende muito da porcdo variavel das
moléculas (para uma revisdo completa ver Welker & von Déhren, 2006). Também ja foi
visto que populacdes no ambiente sdo compostas de linhagens produtoras e ndo
produtoras (Fastner et al., 2001; Rohrlack et al., 2001; Welker et al., 2004), sem aparente
vantagem competitiva entre as diversas cepas (Hesse et al., 2001; Kaebernick et al.,
2001). Estes fatos corroboram com a ideia defendida neste trabalho, pois a existéncia e
persisténcia de espécies produtoras de peptideos com baixa ou nenhuma toxicidade em
populacBes naturais pode ser considerada como uma evidéncia de que estes compostos

desempenham algum papel diferente do que protecédo contra predacao.
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Porém, os desvios padrBes obtidos nos experimentos apresentaram uma grande variagao,
nos tratamentos mais do que no controle. Isto pode ser atribuido ao fato de que os
extratos produzidos ndo possuiam apenas um composto, e sim, uma mistura de
substancias de origem zooplénctonica. Logo, cada extrato produzido poderia ter uma
mistura de compostos com efeito inibitério e estimulante e ate’substancias que
eventualmente nunca entrariam em contato com as cianobactérias no ambiente natural, o
que dificulta a obtengdo de conclusdes mais robustas a partir deste trabalho, sugerindo a

necessidade de mais experimentos antes que possamos generalizar os resultados.

Apesar dos problemas apresentados acima, este estudo demonstra a importancia de se
utilizar novas abordagens ao analisar as intera¢@es entre organismos do zooplancton e as

cianobactérias, assim como o0 espectro de metabdlitos existente.
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6. Conclusfes finais

O presente estudo demonstrou que o perfil peptidico de diferentes cepas de cianobactérias
pode sofrer influéncia de diferentes fatores, como intensidade luminosa, concentracdo de
ferro e presenca de compostos de origem zooplanctonica. Foi visto que as classes de
peptideos podem se comportar de forma diferente ao serem expostas a uma mesma
variacdo externa, e em alguns casos, compostos pertencentes a um mesmo grupo podem
ser influenciados de forma diferente por um mesmo fator, como foi visto com as
microviridinas sob a influéncia de diferentes intensidades luminosas. Pode se perceber
também mecanismos de compensacdo relacionado aos experimentos com luz, onde a
reducéo na concentragdo de determinadas microcistinas foi acompanhada de um aumento
na concentracdo de microcistina-RR. Os experimentos também demonstraram que a
concentracdo de metabdlitos secundarios ndo é necessariamente maior nas melhores
condigdes de crescimento, uma vez que foi visto um aumento significativo na
concentracdo de anabaenopeptina B em um cenario onde a concentracdo de ferro era um

fator limitante.

E importante ressaltar a necessidade de trabalhar com diferentes classes de peptideos ao
estudar as relagfes entre os metabolitos secundarios de cianobactérias e os fatores
presentes no ambiente, bem como, suas fung@es fisiologicas e ecoldgicas, uma vez que,
cepas de cianobactérias raramente produzem apenas uma classe de compostos e estes

podem exibir comportamentos distintos.
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