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RESUMO 

A comprovação de um ritmo circadiano na biossíntese de microcistinas (MC) em Microcystis 

panniformis Komárek et al. levantou a suspeita quanto à forma de liberação desta toxina no 

meio circundante, visto que não foram observadas lises celulares que explicassem as 

variações de microcistinas intracelulares. Os objetivos deste estudo foram investigar as 

possíveis variações de microcistinas intra e extracelulares durante ciclos de 24 horas em M. 

aeruginosa, a influência da densidade populacional  nas concentrações de microcistinas intra 

e extracelulares  e, se a liberação de microcistinas em cultivos do tipo “batch” ocorre de 

maneira ativa. Os experimentos foram realizados em tréplicas, sob condições controladas de 

laboratório, em dois ciclos de 24h independentes: claro:escuro e claro:claro (12:12h) durante a 

fase exponencial de crescimento. Também foi analisado um ciclo claro:escuro durante a fase 

estacionária nas mesmas condições. Amostras coletadas a cada 2 horas foram centrifugadas e 

as concentrações de MC intracelulares por quota celular (MCI) e extracelulares por quota 

celular equivalente (MCE), utilizando respectivamente, “pellet” e sobrenadante foram obtidas 

através do método ELISA. As MCI exibiram um ritmo endógeno controlado em função do 

tempo em um período de 24 horas com padrões similares entre os ciclos claro:escuro e 

claro:claro nas fases exponencial e estacionária de crescimento. As MCI na fase estacionária 

foram mais elevadas que na exponencial, chegando cerca de  4,7 e 4,9 vezes maiores nos 

horários das 10 e 14 horas, respectivamente.  As oscilações das MCE foram semelhantes nos 

ciclos claro:escuro de ambas as fases exponencial e estacionária. Baseado nos resultados 

encontrados, a liberação das MCI para o meio extracelular ocorre de forma ativa controlada 

por um ritmo endógeno. A densidade populacional está diretamente relacionada ao aumento 

das MCI que pode estar relacionada a uma comunicação semelhante a “quorum sensing”. 

Palavras-chave: Ritmo endógeno, Microcystis aeruginosa, Microcistina intracelular, 

Microcistina extracelular. 
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ABSTRACT 

Evidence of a circadian rhythm in the biosynthesis of microcystins (MC) in Microcystis 

panniformis Komarek et al. posed a question on how this toxin is released into the 

environment, since there were no cell lysis to explain the variations of intracellular 

microcystins. The aims of this study were the investigation of possible variations of 

intracellular and extracellular microcystins during cycles of 24 hours in M. aeruginosa 

(Kützing) Kützing, the influence of population density in the concentrations of intracellular 

and extracellular microcystins and if the release of microcystins in batch-like cultivation 

happens in an active way. The experiments were performed in triplicate, under controlled 

laboratory conditions in two independent 24h cycles, light:dark and light:light (12:12h) during 

the exponential growing phase. It was also analyzed a light:dark cycle during the stationary 

growing phase under the same conditions. Samples collected in 2 hours intervals were 

centrifuged and the concentrations of intracellular MC per cell-quota (MCI) and extracellular 

MC per equivalent cell-quota (MCE), using respectively, pellet and supernatant, were 

obtained using the ELISA method. The MCI exhibited an endogenous rhythm controlled by 

time in a period of 24 hours with similar patterns between light:dark and light:light cycles in 

exponential and stationary growing phases. The MCI in the stationary growing phase were 

higher than in the exponential growing phase, reaching approximately 4.7 times and 4.9 times 

higher in the 10 and 14 hours, respectively. The oscillations of MCE were similar in both 

light:dark cycles of exponential and stationary growing phases. Based on these findings, we 

came to the conclusion that the release of MCI to the extracellular medium is actively 

controlled by an endogenous rhythm. The population density is directly related to the MCI 

increasing, which could be related to a communication similar to “quorum sensing”. 

Keywords: Endogenous rhythm, Microcystis aeruginosa, Intracellular microcystins, 

Extracellular microcystins. 
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1. INTRODUÇÃO 

   

As cianobactérias são um grupo diverso de procariotos fotossintetizantes que ocupam 

uma ampla gama de nichos ecológicos, cujos registros fósseis na Terra são de 

aproximadamente 3,5 bilhões de  anos (SCHOPF, 1993). São habitantes comuns das águas 

doces em todo o mundo fazendo parte do fitoplâncton. Sob condições favoráveis como 

disponibilidade de luz, pH elevado e altas concentrações de nutrientes, certas cianobactérias 

podem dominar o fitoplâncton levando à formação de florações (BOUVY et al., 2000; 2003;  

STEWART et al., 2006). 

Esses organismos produzem uma grande variedade de metabólitos secundários com 

função desconhecida (CARMICHAEL, 1992). Dentre esses metabólitos estão as cianotoxinas, 

um grupo diverso de toxinas naturais, tanto do ponto de vista químico como toxicológico. Os 

efeitos descritos de toxicidade de cianobactérias são diversos: dermatotóxicos,  hepatotóxicos 

e neurotóxicos. Pela estrutura química as cianotoxinas podem ser divididas em três grandes 

grupos: peptídeos cíclicos, alcalóides e lipopolissacarídeos (SIVONEN e JONES, 1999). 

Entre os peptídeos cíclicos estão as microcistinas (heptapeptídeos cíclicos), potentes 

inibidoras de proteínas fosfatases 1 e 2A (MACKINTOSH et al., 1990).  Com base em seus 

efeitos toxicológicos, as microcistinas são classificadas como hepatotoxinas, uma vez que 

causam sérios danos em tecidos hepáticos, tais como alterações citoesqueléticas das células e 

consequente morte por hemorragia intra-hepática ou insuficiência hepática (ERIKSSON et al., 

1990; YOSHIDA et al., 1997). Essas cianotoxinas são muito estudadas por sua larga 

distribuição geográfica em ambientes de água doce e grande variação estrutural, apresentando 

mais de 80 variantes (MERILUOTO e SPOOF, 2008). Em ambientes de água doce têm sido 

comuns os incidentes por intoxicação de mamíferos, dentre eles o homem (YUAN et al., 

2006).  

As microcistinas foram caracterizadas inicialmente a partir dos gêneros Microcystis 

Lemmermann, Anabaena Bory de Saint-Vincent ex Bornet & Flahault, Planktothrix 

Anagnostidis & Komárek, Nostoc Vaucher ex Bornet & Flahault, Anabaenopsis Miller e 

Hapalosiphon Nägeli ex Bornet et Flahault (SIVONEN e JONES, 1999). Mais recentemente 

foi relatada a presença de microcistinas nos gêneros Geitlerinema (Anagnostidis & Komárek) 

Anagnostidis e Leptolyngbya Anagnostidis & Komárek (RICHARDSON et al., 2007). No 

gênero Microcystis destaca-se a espécie Microcystis aeruginosa (Kützing) Kützing, produtora 

de microcistina, muito relacionada a incidentes de intoxicação (PARK et al., 1998; YUAN et 

al., 2006).   
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Nos estudos realizados até o momento é conhecido que a liberação da microcistina 

para o meio externo ocorre durante a lise celular (PARK et al., 1998; SIVONEN e JONES, 

1999; PIETSCH, BORNMANN e SCHMIDT, 2002). Entretanto, há indícios da existência de 

uma forma alternativa da sua liberação no meio circundante. A presença de um complexo 

enzimático (MycH) que atua como um possível transportador das microcistinas para fora da 

célula, resultaria em uma via alternativa à liberação dessa toxina (PEARSON et al., 2004). 

A respeito da produção das cianotoxinas, a regulação de tal processo tem sido 

relacionada ao controle endógeno, através do ritmo circadiano da célula. Estudos 

comprovaram a existência desse ritmo controlando a produção de microcistinas em M. 

panniformis Komárek et al. (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2005) e saxitoxina e 

neosaxitoxina em Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya & Subba Raju 

(CARNEIRO et al., 2009). 

Esses ritmos circadianos são programas biológicos endógenos e independentes de 

estímulos externos, presentes em muitos organismos, desde bactérias até plantas e mamíferos, 

em um período de aproximadamente 24 horas (MORI e JOHNSON, 2001). Estudos recentes 

em cianobactérias demonstraram que a luz pode ser o sinal externo que afeta o ritmo 

circadiano nesses organismos (WOOD et al., 2010; RUST et al., 2011).  Estes ritmos 

adquirem a função de um relógio, pois persistem, mesmo na ausência de sinais externos de 

tempo, redefinindo a fase de claro e escuro (KONDO e ISHIURA, 2000) e são independentes 

da divisão celular (JOHNSON, 2004).  

Até meados de 1980, os estudos indicavam que tais ritmos circadianos existiam 

exclusivamente em eucariotos por se supor que um cronômetro endógeno marcado por um 

período com cerca de 24 horas não seria útil aos organismos que se dividem mais de uma vez 

ao longo deste intervalo de tempo, como ocorre em muitos procariotos (JOHNSON et al., 

1996). Porém, a partir de estudos com cianobactérias ficou comprovada a existência desses 

ritmos em organismos procariotos. Tais estudos tratam, principalmente, da fixação de 

nitrogênio (MITSUI et al., 1986; GLOBBELAAR et al., 1986; HUANG et al., 1990; LORNE 

et al., 2000; MULHOLLAND e CAPONE, 2000; STAAL, RABOUILLE e STAL, 2007), 

divisão celular (SWEENEY e BORGESE 1989), fotossíntese (ROENNEBERG e 

CARPENTER 1993; SCHNEEGURT et al., 1994; YEN, HUANGB e YEN, 2004), captação 

de aminoácidos,  síntese de carboidratos (IWASAKI e KONDO, 2004) e, mais recentemente, 

estudos realizados no Brasil sobre a biossíntese de microcistinas (BITTENCOURT-

OLIVEIRA et al., 2005),  saxitoxina e neosaxitoxina (CARNEIRO et al., 2009).  
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Estudos têm indicado ainda que a existência de ritmos circadianos em cianobactérias é 

controlada em função de um agrupamento genético denominado kaiABC, no qual as  

proteínas expressas (KaiA, KaiB e KaiC) controlam os genes envolvidos em funções diversas, 

tais como fotossíntese, divisão celular e síntese de aminoácidos (IWASAKI et al., 1999; 

JOHNSON e GOLDEN, 1999; LORNE et al., 2000; JOHNSON, 2004; DONG et al., 2010).  

Outro importante aspecto relacionado tanto à biossintese quanto à liberação das 

microcistinas no meio circundante é a densidade populacional. Para Kaardinal et al. (2007), 

na natureza ocorre um declínio gradual da concentração de microcistina média por célula em 

Microcystis sp. do início de uma floração quando a densidade populacional é maior. No 

entanto, estudos em laboratório contradizem essa observação. Carneiro et al. (2009) 

trabalhando com saxitoxina e neosaxitoxina em C. raciborskii e Ziegmann et al. (2010) com 

microcistina em M. aeruginosa demonstraram que a produção dessas cianotoxinas por célula 

aumenta concomitantemente ao aumento da densidade populacional em cultura. 

É sabido que em bactérias existe uma regulação da expressão de conjuntos de genes 

especializados em resposta à densidade populacional conhecida por quorum sensing (CHA et 

al., 1998; WHITEHEAD et al., 2001). Através do aumento da densidade populacional há 

emissão de sinais químicos por pequenas moléculas chamadas de sinalizadoras, fazendo com 

que se estabeleça uma comunicação. Esses organismos se comunicam uns com os outros e 

respondem coletivamente às mudanças ambientais devido à emissão e recepção dessas 

moléculas (CHU et al., 2010). Nas bactérias Gram-negativas, as moléculas sinalizadoras mais 

comuns são N-acil homoserinas derivadas de lactonas (WHITEHEAD et al., 2001).  Existem 

evidências da existência de moléculas sinalizadoras semelhantes na cianobactéria Gloethece 

PCC6909, denominada N-octanoil homoserina lactona, a qual em cultivo de laboratório 

seguiu um padrão característico do fenômeno da auto-indução ou quorum sensing (SHARIF 

et al., 2008).  

Embora tais moléculas estejam presentes em cianobactérias, ainda não há evidências 

de que as variações nas concentrações intra e extracelulares de cianotoxinas estejam 

relacionadas a algum tipo de comunicação controlada por quorum sensing (BRAUN e 

BACHOFEN, 2004). 

Este estudo testa as hipóteses de que a liberação das microcistinas em Microcystis 

aeruginosa obedece a um ritmo circadiano e que as concentrações intracelulares das 

microcistinas por quota celular aumenta progressivamente em relação ao aumento da 

densidade populacional. Para tanto, os objetivos deste estudo foram investigar as possíveis 

variações de microcistinas intra e extracelulares durante ciclos de 24 horas em M. aeruginosa, 
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a influência da densidade populacional  nas concentrações de microcistinas intra e 

extracelulares  e, se a liberação de microcistinas em cultivos do tipo “batch” ocorre de 

maneira ativa. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

Microcistinas são heptapeptídeos cíclicos muito estudados, entre as cianotoxinas, 

devido à sua ampla distribuição geográfica em ambientes de água doce e grande variação 

estrutural (mais de 80 variantes) (MERILUOTO e SPOOF, 2008). Microcystis é um dos 

principais gêneros de cianobactérias produtores de microcistinas e neste se destaca 

Microcystis aeruginosa (Kützing) Kützing uma espécie produtora de microcistina muito 

relacionada a incidentes de intoxicação de humanos e animais por água contaminada em todo 

o mundo (PARK et al., 1998; YUAN et al., 2006; LEHMAN et al., 2008).   

É conhecido que a forma de liberação das microcistinas para o meio circundante 

ocorre através da lise celular (PARK et al., 1998; SIVONEN e JONES, 1999; PIETSCH, 

BORNMANN e SCHMIDT, 2002). No entanto, um estudo recente forneceu indícios sobre 

uma forma alternativa de liberação dessas toxinas (PEARSON et al., 2004). Pearson et al. 

estudaram cepas selvagens (PCC7806) e mutantes de M. aeruginosa produtoras de 

microcistina através de análises moleculares e de arranjos gênicos,  mutação da proteína 

McyH e previsão da sua função. Os autores observaram que o perfil hidropático e a estrutura 

secundária indicam que  MycH é uma proteína de fusão da membrana da célula e domínios 

ABC codificados dentro de um único polipeptídeo. Assim, este estudo previu, para a proteína 

MycH, uma função de exportação da microcistina, pois a membrana celular e domínio da 

ABC transportadores são geralmente fundidos, sugerindo um tipo de transporte ativo da 

microcistina para fora da célula através do MycH. 

A via de regulação dos processos biossintéticos de microcistinas tem sido relacionada 

a um controle endógeno através de um ritmo circadiano. Um estudo comprovou a existência 

desse ritmo controlando a produção de microcistinas em Microcystis panniformis Komárek et 

al., sob condições controladas de luz, temperatura e fotoperíodo ao longo de 24 horas 

(BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2005).  

Tais ritmos circadianos são programas biológicos endógenos e estão presentes em 

diversos organismos, desde bactérias até seres humanos. Atuam provocando mudanças 

cíclicas na acumulação ou na interação entre proteínas e, consequentemente, no 

comportamento do organismo (MORI e JOHNSON, 2001; HITOMI et al., 2005; RUST et al., 

2011). Esses ritmos possuem três características principais: periodicidade aproximada de 24h, 

fase de redefinição por estímulos ambientais, compensação de temperatura e do período 

(HITOMI et al., 2005). Até meados de 1985, era conhecido que esses ritmos ocorriam apenas 

em organismos eucariontes, devido ao fato dos procariontes serem capazes de se reproduzir 

mais de uma vez ao longo de 24 horas (MORI e JOHNSON, 2001).  
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A partir dos estudos de Stal e Krumbein (1985) com Oscillatoria sp. (cepa 23), 

Grobbelaar et al. (1986) com Synechococcus sp. (cepa BG 43511) e Mitsui et al. (1986) com 

Synechococcus sp. (cepa RF-1) ficou comprovada a existência do controle endógeno sobre o 

processo de fixação de nitrogênio em cianobactérias. Em Synechococcus, diferentes ritmos 

foram descobertos posteriormente, regulando atividades como divisão celular, fotossíntese, 

absorção de aminoácidos, síntese de carboidratos e respiração (GOLDEN et al., 1997), além 

da manutenção da regulação circadiana (ISHIURA et al., 1998). 

Os estudos sobre ritmos circadianos em organismos procariotos tiveram início com 

cianobactérias e ao longo dos anos têm sido intensificados. Tais estudos versaram sobre 

divisão celular em Synechococcus SP. (WH7803) (SWEENEY e BORGESE, 1989), absorção 

de aminoácidos e fixação de nitrogênio em Synechococcus sp RF-1 (HUANG et al., 1990), 

fixação de nitrogênio e fotossíntese (ROENNEBERG e CARPENTER, 1993; 

SCHNEEGURT et al., 1994; IWASAKI e KONDO, 2004; YEN et al., 2004), modelo de 

oscillador molecular (MULHOLLAND e CAPONE, 2000;  STAAL et al., 2007), produção de 

microistinas (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2005) e saxitoxinas e neosaxitoxinas 

(CARNEIRO et al., 2009). Esses últimos dois trabalhos foram os únicos realizados no Brasil 

que abordam ritmos circadianos na biossíntese de cianotoxinas.  

Em relação à biossíntese de cianotoxinas, os parâmetros ambientais aos quais as 

cianobactérias estão expostas devem ser levados em consideração. De acordo com Leflaive e 

Ten-Hage (2007), em condições naturais, parâmetros ambientais como luz, concentrações de 

fósforo e nitrogênio também podem influenciar na produção de cianotoxinas e na sua 

liberação para o ambiente.  

Outro importante fator sobre a biossíntese e a liberação das cianotoxinas é a densidade 

populacional. Alguns estudos têm demonstrado que o conteúdo de microcistina expresso por 

célula na natureza pode ser elevado no início de florações de Microcystis spp., e diminuir 

quando a densidade populacional atingir os níveis mais elevados dessas florações (WELKER 

et al., 2003; JANSE et al., 2005; KARDINAAL et al., 2007). Entretanto, estudos com 

cianobactérias em cultivo divergem a esse respeito. Em Carneiro et al. (2009) foram 

observados maiores concentrações de saxitoxinas por quota celular quando o cultivo (C. 

raciborskii) adquiria a maior densidade populacional. Ziegmann et al. (2010) desenvolveram 

um  método para facilitar a detecção de florações de cianobactérias em reservatórios de água 

potável (espectroscopia de fluorescência). O estudo incluía a quantificação de microcistinas 

produzidas e liberadas por uma cultura de M. aeruginosa em laboratório, em diferentes 

estágios de crescimento. Nesse estudo, os autores observaram que o aumento do conteúdo de 
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microcistina na cultura foi explicado pelo aumento do número de células durante as diferentes 

fases de crescimento. 

Outro aspecto sobre a densidade populacional é a emissão de sinais químicos em 

procariontes através de comunicação intercelular (quorum sensing). Muitas bactérias Gram-

negativas regulam a expressão dos conjuntos de genes especializados em resposta à densidade 

populacional (CHA et al., 1998). Este mecanismo regulador, chamado de auto-indução ou 

quorum sensing, é baseado na produção de pequenas moléculas sinalizadoras pelas bactérias.  

As principais moléculas sinalizadoras em bactérias Gram-Negativas pertencem ao 

grupo das Acil homoserina-lactonas (CHA et al., 1998). Essas moléculas são responsáveis 

pelo desencadeamento de densidades celulares muito diferentes dependendo do tipo das 

respostas, tais como bioluminescência, agregação de células, transferência conjugal de 

plasmídeo e produção de exoenzimas determinantes de virulência em humanos e patógenos de 

plantas (BRAUN e BACHOFEN, 2004).  

Esses compostos divergem muito em sua estrutura química, variando de metabólitos 

complexos a peptídeos de diversos tamanhos, sendo sua função muitas vezes desconhecida 

(BRAUN e BACHOFEN, 2004). Neste mesmo contexto, também podem ser inseridas as 

cianotoxinas como metabólitos secundários (CARMICHAEL, 1992). Embora a maioria dos 

estudos sobre quorum sensing esteja relacionada às bactérias, algumas pesquisas já apontam 

para a presença desse fenômeno em cianobactérias e que as microcistinas podem ser uma 

dessas formas de comunicação através da densidade celular entre as cianobactérias.  

Em um estudo com Synechocystis sp. (PCC 6803), Vassilakaki e Pflugmacher (2007),  

tentaram determinar se microcistinas em concentrações ambientalmente relevantes seriam 

capazes de causar reações fisiológicas em células de Synechocystis sp., iniciando um estresse 

oxidativo e, portanto, contribuindo para um possível papel de sinalização das toxinas no 

ecossistema aquático. Os autores observaram que a espécie sofreu estresse oxidativo mediante 

exposição às concentrações de microcistinas utilizadas e acreditam que tais microcistinas 

sejam uma via de comunicação entre cianobactérias, porém foi sugerido a realização de mais 

estudos para esclarecer a função natural dos metabólitos secundários nesses organismos. 

Sharif et al. (2008) observaram que uma acumulação de N-octanoil homoserina 

lactona em meio das culturas laboratoriais de Gloeothece PCC6909 apresentou um padrão 

característico do fenômeno da auto-indução, uma característica comum dos sistemas 

funcionais de acil homoserina lactona presente em bactérias. A cepa mutante sem bainha de 

Gloeothece (PCC6909/1) mostrou alterações na expressão de 43 proteínas comparado com 

células não tratadas. 
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Liberação ativa de microcistinas sob um controle endógeno em Microcystis aeruginosa 

(Kützing) Kützing 

 

O manuscrito será submetido para publicação em revista científica 
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Resumo  12 

Microcistinas são cianotoxinas constantemente relacionadas a incidentes de 13 

intoxicação de humanos e animais com água contaminada. Nesse sentido, o 14 

conhecimento sobre a sua forma de liberação para o meio circundante é 15 

fundamental para a prevenção de tais incidentes. Os objetivos deste estudo foram 16 

investigar a ocorrência de liberação ativa de microcistinas, a presença de um ritmo 17 

endógeno controlando a liberação de microcistinas, e a influência da densidade 18 

celular nas concentrações de microcistinas intracelular por quota celular (MCI) em 19 

Microcystis aeruginosa BCCUSP232. Os experimentos foram realizados em 20 

tréplicas, sob condições controladas de laboratório, em dois ciclos de 24h 21 

independentes: claro:escuro e claro:claro (12:12h), durante a fase exponencial de 22 

crescimento. Também foi analisado um ciclo claro:escuro durante a fase 23 

estacionária, nas mesmas condições. Amostras coletadas a cada 2 horas foram 24 

centrifugadas e as concentrações de MCI e microcistinas extracelulares por quota 25 

celular equivalente (MCE), utilizando pellet e sobrenadante, respectivamente, foram 26 

obtidas por ELISA. As MCI exibiram um ritmo endógeno controlado em função do 27 

tempo em um período de 24 horas, com padrões similares entre os ciclos 28 

claro:escuro e claro:claro nas fases exponencial e estacionária de crescimento. As 29 

MCI na fase estacionária foram mais elevadas do que na exponencial, chegando 30 

cerca de 4,7 e 4,9 vezes maiores nos horários das 10 e 14 horas, respectivamente. 31 

As oscilações das MCE foram semelhantes nos ciclos claro:escuro de ambas as 32 

fases de crescimento. Baseado nos resultados encontrados, a liberação das MCI 33 

para o meio extracelular ocorreu de forma ativa, controlada por um ritmo endógeno. 34 

A densidade celular esteve diretamente relacionada ao aumento das MCI, fato que 35 

sugere uma comunicação semelhante a quorum sensing. 36 
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Palavras-chave: Ritmo circadiano, Microcystis aeruginosa, Microcistina intracelular, 37 

Microcistina extracelular. 38 
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1. Introdução 41 

As cianobactérias são um grupo diverso de procariotos fotossintetizantes que 42 

ocupam uma ampla gama de nichos ecológicos, cujos registros fósseis na Terra são 43 

de aproximadamente 3,5 bilhões de  anos (Schopf, 1993). São habitantes comuns 44 

da água doce em todo o mundo, fazendo parte do fitoplâncton. Sob condições 45 

favoráveis como disponibilidade de luz, pH elevado e altas concentrações de 46 

nutrientes, algumas cianobactérias podem dominar o fitoplâncton levando à  47 

formação de florações (Bouvy et al., 2000, 2003;  Stewart et al., 2006).  48 

Esses organismos produzem uma grande variedade de metabólitos 49 

secundários, dentre os quais se destacam as cianotoxinas, responsáveis por 50 

envenenamentos generalizados de animais selvagens, domésticos e peixes em 51 

aquicultura (Carmichael, 1992; Sivonen e Jones, 1999). A exemplo disso, foram  52 

relatados incidentes com contaminação de seres humanos, morte de pelo menos 52 53 

pacientes de hemodiálise após tratamento com água contaminada no Município de 54 

Caruaru, Nordeste do Brasil, causada pela presença de microcistinas  (Jochimsen et 55 

al., 1998; Yuan et al., 2006).  56 

Um dos grupos de cianotoxinas mais estudados é o das microcistinas, por sua 57 

larga distribuição geográfica em ambientes de água doce e grande variação 58 

estrutural, apresentando cerca de 80 variantes (Meriluoto e Spoof, 2008). As 59 

microcistinas foram caracterizadas inicialmente a partir dos gêneros Microcystis 60 

Lemmermann, Anabaena Bory de Saint-Vincent ex Bornet & Flahault, Planktothrix 61 

Anagnostidis & Komárek, Nostoc Vaucher ex Bornet & Flahault, Anabaenopsis Miller 62 

e Hapalosiphon Nägeli ex Bornet et Flahault (Sivonen e Jones, 1999). No gênero 63 

Microcystis se destaca Microcystis aeruginosa (Kützing) Kützing, uma espécie 64 

produtora de microcistina muito relacionada a incidentes de intoxicação em todo o 65 

mundo (Park et al., 1998). Até o momento é conhecido que a liberação da 66 
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microcistina para o meio externo ocorra durante a lise celular (Park et al., 1998; 67 

Sivonen e Jones, 1999; Pietsch et al., 2002).  68 

Uma via da regulação dos processos de biossíntese de microcistinas foi 69 

relacionada ao controle endógeno celular através do ritmo circadiano. Estudos já 70 

comprovaram a existência desse ritmo controlando a biossíntese de microcistinas 71 

em M. panniformis Komárek et al. (Bittencourt-Oliveira et al., 2005) e, mais 72 

recentemente, saxitoxina e neosaxitoxina em Cylindrospermopsis raciborskii 73 

(Woloszynska) Seenayya & Subba Raju (Carneiro et al., 2009). 74 

Estudos com cianobactérias comprovaram a existência de ritmos circadianos 75 

ou endógenos em organismos procariotos, agindo em outros processos. Esses 76 

estudos tratam, principalmente, da fixação de nitrogênio (Grobbelaar et al., 1986; 77 

Mulholland e Capone, 2000; Staal et al.,  2007), divisão celular (Sweeney e Borgese, 78 

1989; Lorne et al., 2000), fotossíntese (Schneegurt et al., 1994; Yen et al., 2004), 79 

captação de aminoácidos e síntese de carboidratos (Iwasaki e Kondo, 2004). 80 

Pesquisas indicaram, ainda, que a existência de ritmos circadianos em 81 

cianobactérias pode ser controlada em função de um agrupamento genético 82 

denominado kaiABC. As proteínas expressas (KaiA, KaiB e KaiC) controlariam os 83 

genes envolvidos em funções diversas que apresentam ciclos, tais como 84 

fotossíntese, divisão celular e síntese de aminoácidos (Johnson e Golden, 1999; 85 

Lorne et al., 2000).  86 

A densidade populacional pode ser outro importante regulador da produção e 87 

liberação de cianotoxinas. Em bactérias, existe regulação na expressão de vários 88 

conjuntos de genes especializados em resposta à densidade celular conhecida por 89 

quorum sensing ou auto-indução. Através do quorum sensing esses organismos 90 

monitoram as densidades celulares antes de expressarem um determinado fenótipo 91 

(Cha et al., 1998; Whitehead et al., 2001). Através do aumento da densidade celular 92 
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ocorre emissão de sinais químicos por pequenas moléculas, chamadas de 93 

sinalizadoras, fazendo com que se estabeleça uma comunicação entre esses 94 

organismos. Bactérias conseguem se comunicar umas com as outras e podem 95 

responder coletivamente e com eficiência às mudanças ambientais devido à 96 

emissão dessas moléculas sinalizadoras (Chu et al., 2010).  97 

Nas bactérias Gram-negativas as moléculas sinalizadoras mais comuns são 98 

N-acil homoserinas derivadas de lactonas (Whitehead et al., 2001).  Existem 99 

moléculas sinalizadoras semelhantes na cianobactéria Gloethece PCC6909, N-100 

octanoil homoserina lactona, a qual em cultivo de laboratório mostrou um padrão 101 

característico do fenômeno do quorum sensing (Sharif et al., 2008). Embora tais 102 

moléculas estejam presentes em cianobactérias, ainda não há evidências de que a 103 

produção e a liberação de cianotoxinas estejam relacionadas a algum tipo de 104 

comunicação controlada por quorum sensing (Braun e Bachofen, 2004). 105 

Neste contexto, este estudo testa as hipóteses de que a liberação das 106 

microcistinas em Microcystis aeruginosa BCCUSP232 obedece a um ritmo 107 

circadiano, e que as concentrações das microcistinas intracelulares por quota celular 108 

aumentam progressivamente em relação ao aumento da densidade populacional. 109 

Para tanto, os objetivos do estudo foram investigar a ocorrência de liberação ativa 110 

de microcistinas, a presença de um ritmo endógeno controlando a liberação de 111 

microcistinas, e a influência da densidade celular nas concentrações de 112 

microcistinas intracelular por quota celular (MCI) em M. aeruginosa BCCUSP232. 113 
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2. Material e Métodos  114 

2.1. Cepa, condições de cultivo e curva de crescimento 115 

 Foi utilizada a cepa clonal e não-axênica M. aeruginosa BCCUSP232 116 

produtora de microcistinas, isolada no Lago das Garças, estado de São Paulo, Brasil 117 

(Bittencourt-Oliveira et al., 2003). A cepa foi mantida em câmaras climáticas sob 118 

condição controlada de temperatura (23 ± 0,5 ºC), fotoperíodo (12:12hs 119 

claro:escuro), intensidade luminosa (40 µmol.m-2.s-1, medida com sensor esférico 120 

subaquático  fotômetro LI-COR, mod. LI-250) e meio líquido BG-11, pH 7,4 (Rippka 121 

et al., 1979) modificado por Bittencourt-Oliveira (2000) (com a substituição do ferro 122 

citrato de amônia por cloreto férrico). 123 

Para determinação das fases exponencial e estacionária do cultivo foi 124 

realizada uma curva de crescimento (Fig. 1) em erlenmeyers de 1L de capacidade 125 

contendo 800 mL de cultura, meio líquido BG-11 e pH 7,4. Os cultivos foram 126 

iniciados com 106 cel.mL-1 nas condições descritas acima.  127 

Para estimativa da densidade celular e estimativa da taxa de crescimento (K’) 128 

(Fig.1) (Guillard, 1973) utilizou-se a contagem direta das células com o uso de 129 

câmara Fuchs Rosenthal e microscópio óptico binocular (Nikon E200, Melville, NY, 130 

USA). Foram retiradas alíquotas de 2 mL diariamente em condições axênicas, 131 

preservadas com lugol acético 10% e contadas imediatamente. Um número mínimo 132 

de 400 células foi contado por amostra para uma estimativa de erro de 10% 133 

(Guillard, 1973). Sempre que possível foram contadas 1.600 células, onde a 134 

estimativa de erro foi de 5% (Lund et al., 1958).  As curvas de crescimento, assim 135 

como as contagens por amostra, foram feitas em tréplicas. 136 

 

2.2. Experimentos em ciclos de 24 horas: fases de crescimento exponencial e 137 

estacionária. 138 
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 2.2.1. Fase exponencial 139 

Para a investigação das concentrações de microcistinas intracelulares por 140 

quota celular (MCI) em ciclos de 24 horas (12:12h claro:escuro e 12:12h claro:claro) 141 

foram utilizados erlenmeyers de 1L de capacidade contendo 800mL de cultura, meio 142 

BG-11, pH 7,4 com  cultivo iniciado em 106 células.mL-1 sendo mantidas nas 143 

condições descritas no item 2.1. Todos os experimentos foram feitos em tréplicas. 144 

No 10º e 13º dia da fase exponencial do crescimento de M. aeruginosa 145 

(BCCUSP232) (Fig.1) para os ciclos, respectivamente, claro:escuro e claro:claro 146 

foram coletados 2 mL a cada 2 horas para a análise das concentrações de 147 

microcistinas intra e extracelulares. As amostras foram centrifugadas em microtubos 148 

de polietileno em 14.000 rpm durante 3 min, em temperatura ambiente para 149 

separação do pellet (MC intracelular) e do sobrenadante (MC extracelular). O 150 

sobrenadante foi separado cuidadosamente do pellet com auxílio de um pipetador 151 

automático e acondicionado em novos microtubos de polietileno de 1,5 mL de 152 

volume.  Pellet e sobrenadante foram imediatamente congelados e armazenados a -153 

80°C até o momento da análise das microcistinas. Antes de iniciar o ciclo claro:claro 154 

os cultivos foram aclimatados na presença de luz contínua por 48 horas. 155 

Simultaneamente a esse processo foram retiradas amostras de 2 mL e 156 

preservadas com lugol acético 10% para a estimativa da densidade celular e 157 

posterior cálculo das MCI e concentrações microcistina extracelular por quota celular 158 

equivalente (MCE). 159 

  160 

2.2.2. Fase Estacionária 161 

Em um novo cultivo foi realizado o ciclo 12:12h claro:escuro na fase 162 

estacionária de crescimento. As amostras foram coletadas no 35° dia de cultivo 163 

(Fig.1). Os demais procedimentos foram iguais aos ciclos da fase exponencial.  164 
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2.3. Análise de MCI e MCE nos ciclos de 24 horas: fases de crescimento 165 

exponencial e estacionária. 166 

As concentrações de microcistinas foram analisadas pelo método ELISA 167 

(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) com a utilização do kit em placa para 168 

quantificação de microcistinas em água (Beacon Analytical Systems Inc., Portland, 169 

ME, USA), de acordo com instruções do fabricante. As análises foram realizadas em 170 

tréplicas com auxílio de uma leitora de microplaca (ASYS Hitech GmbH, Nordstrasse 171 

4, modelo A – 5301 Eugendorf, Áustria). A faixa de detecção dos ensaios foi de 0,10 172 

a 2,0 partes por bilhão (PPB) (ng.mL-1). 173 

 Para a análise da MCI os pellet foram acondicionados em microtubos de 174 

polietileno, secos em speedvac (modelo Eppendorf AG 22331, Hamburg, Alemanha) 175 

e ressuspendidos em volumes de 3 mL. As células foram lisadas com auxílio de um 176 

sonicador (Ultrasonic Cell Disruptor XL - Misonix), em banho com gelo, e analisadas. 177 

Quando necessário, foram realizadas diluições para alcançar a faixa de detecção 178 

estabelecida pelo método. Para se obter as MCI, foi feita uma relação entre a 179 

concentração de microcistina (ng.mL-1) e a densidade celular (cel.mL-1). As MCE 180 

foram medidas diretamente do sobrenadante e, igualmente relacionadas com a 181 

densidade celular da amostra no volume analisado.  182 

 As unidades das MCI e MCE foram expressas em fg.cel-1. 183 

 184 

2.4. Análise estatística 185 

Os dados das MCI e MCE foram expressos como valores médios ± erro 186 

padrão (EP). Para cada variável experimental foi analisada a normalidade dos dados 187 

através do teste Kolmogorov-Smirnov (Massey, 1951). Cada variável experimental 188 

também teve os dados testados para as premissas básicas da análise de variância 189 

(ANOVA um critério). Sempre que a hipótese nula de variância foi rejeitada, o teste 190 
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de Tukey foi empregado e foram discriminadas as diferenças estatisticamente 191 

significativas (p<0,05) entre cada par de valores médios (Neter et al., 1985). As 192 

análises foram realizadas com auxílio do programa SAS Institut 9.2. 193 

 194 

3. Resultados 195 

3.1. Liberação ativa de microcistinas 196 

Em todos os ciclos analisados, as MCI mostraram aumentos e reduções 197 

simultâneos. As reduções de MCI demonstraram que as microcistinas foram 198 

liberadas para o meio circundante de forma ativa, ou seja, não por lise celular. Esse 199 

padrão da MCI ocorreu ao longo de 24 horas nos ciclos analisados, sendo mais 200 

evidente na fase estacionária (Tabela 1). Um exemplo disso é que no ciclo 201 

claro:escuro entre 16 e 18h, a diferença média de MCI foi de 14,62 fg.cel-1, ou seja, 202 

uma variação de aproximadamente 66,7%. As maiores diferenças entre MCI em 203 

horários de coleta consecutivos ficaram nos períodos entre 6 a 10h em todos os 204 

ciclos estudados e 16 e 24h do claro:escuro, fase estacionária (Tabela 2). 205 

 206 

3.2. Ciclos de 24 horas da fase exponencial 207 

As MCI exibiram um ritmo endógeno controlado em função do tempo, em um 208 

período de 24 horas. As MCI e MCE foram inversamente proporcionais para os 209 

ciclos claro:escuro e claro:claro, exceto entre os horários 2, 4, 14 e 20h  210 

(claro:escuro) e 18, 20 e 22h (claro:claro) (Fig. 2A-D; Tabela 1). As maiores 211 

concentrações encontradas foram das MCE (Fig.2B,D; Tabela 1).  212 

Não foram observadas diferenças estatísticas significativas entre as variações 213 

de MCI entre os ciclos claro:escuro e claro:claro  (F=3,87; p>0,05). Porém, no ciclo 214 

claro:escuro os valores das MCI foram levemente mais elevados do que no 215 

claro:claro, com exceção das 4, 6, 18 e 24h (Tabela 1). O maior pico das MCI 216 
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ocorreu no ciclo claro:escuro às 10 horas (6,15 fg.cel-1), por sua vez  no claro:claro 217 

isso aconteceu às 6 horas (5,43 fg.cel-1) (Fig. 2A,C; Tabela 1). 218 

O comportamento entre as MCE, aumentos e reduções simultâneos entre os 219 

horários correspondentes foi semelhante entre os dois ciclos, não apresentando 220 

diferenças estatísticas significativas (F=1,72; p>0,05) (Fig.2B,D; Tabela 1).  221 

As concentrações de microcistinas totais (MCI e MCE) nos ciclos claro:escuro 222 

e claro:claro apresentaram variações semelhantes entre os mesmos horários, 223 

porém, houve diferença estatística significativa (F=21,55; p<0,05) (Fig. 2). O ciclo 224 

claro:claro apresentou as  menores concentrações de microcistinas totais entre 225 

todos os horários  (Fig. 3). 226 

 227 

3.3. Influência da densidade populacional no ciclo 12:12h claro:escuro das fases 228 

exponencial e estacionária   229 

Não houve diferença estatística significativa na densidade populacional entre 230 

os horários durante a fase exponencial (F=0,20; p>0,05). Da mesma forma, não 231 

houve diferença estatística significativa durante a fase estacionária (F=0,03; p>0,05). 232 

Em ambas as fases de crescimento durante os ciclos claro:escuro, as concentrações 233 

de MCI (Fig.4) e MCE (Fig.5) apresentaram variação semelhante ao longo das 234 

horas. 235 

Ao confrontar as concentrações de MCI entre as fases de crescimento foram 236 

observadas diferenças estatísticas significativas entre os horários (F=403,81; 237 

p<0,05), sendo mais elevadas na última etapa, exceto às 8 horas (Fig. 4). As 238 

concentrações de MCI na fase estacionária as 10 e 14 horas chegaram a ser, 239 

respectivamente, 4,7 e 4,9 vezes maiores que na fase exponencial, nos mesmos 240 

horários (Tabela 1). Por outro lado, em relação às concentrações de MCE, não 241 
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foram verificadas diferenças estatísticas significativas entre as duas fases de 242 

crescimento nos ciclos claro:escuro (F=1,73; p>0,05) (Fig. 5).  243 

Os maiores valores das MCI ocorreram no período claro de ambos os ciclos 244 

claro:escuro das fases exponencial e estacionária (Fig.4).  245 

 246 

4. Discussão  247 

 Neste estudo foram identificadas variações nas MCI ao longo de 24 horas em 248 

M. aeruginosa, as quais se repetiram em dois ciclos (claro:escuro e claro:claro) na 249 

fase exponencial e um claro:escuro na estacionária. Esses resultados 250 

caracterizaram um controle endógeno na biossíntese de microcistinas em M. 251 

aeruginosa BCCUSP232. Resultados semelhantes foram encontrados por 252 

Bittencourt-Oliveira et al. (2005) que relataram a presença de um ritmo circadiano 253 

controlando a biossíntese de MCs em M. panniformis em dois ciclos 12:12h 254 

claro:escuro e claro:claro durante a fase exponencial de crescimento. 255 

Embora não tenha ocorrido diferenças estatísticas significativas entre os 256 

ciclos claro:escuro e claro:claro, neste último as concentrações de MCI e MCE foram 257 

menores que as encontradas no ciclo claro:escuro, na maioria dos horários, durante 258 

a fase exponencial, assim como ocorreu alteração no maior pico de MCI (Fig. 2A-D).  259 

Essas alterações nas concentrações de microcistinas podem estar relacionadas ao 260 

estresse oxidativo devido à intensa exposição à luz. De acordo com Wood et 261 

al.(2010)  a luz é um estímulo externo que pode influenciar os ritmos circadianos em 262 

cianobactérias, pois uma proteína CikA repassa sinais ambientais para o oscilador 263 

circadiano utilizando um estado celular redox como medida da luz. Na presente 264 

pesquisa, uma maior exposição à luz como ocorreu no ciclo claro:claro resultou  em 265 

uma redução nas MCI e MCE em M. aeruginosa. Resultados semelhantes foram 266 

encontrados por Bittencourt-Oliveira et al. (2005), quando as MCI das duas variantes 267 
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de microcistinas identificadas em M. panniformis (MC-LR e [ASP3] – LR) foram 268 

reduzidas durante o ciclo claro:claro em relação ao claro:escuro.  269 

Um aspecto importante sobre a diferença entre os dois experimentos 270 

realizados na fase exponencial está na vantagem que um ciclo claro:escuro fornece 271 

aos organismos. Sabe-se que a competição entre cepas de cianobactérias em 272 

cultivo oferece vantagens àquelas espécies cujo ritmo circadiano esteja mais 273 

próximo ao ciclo claro:escuro presente no ambiente natural (Ouyang et al., 1998). 274 

Desta forma, os ciclos que se assemelham ao ambiente natural fornecem vantagens 275 

aos organismos que possuem o ritmo circadiano próximo a este ciclo natural.  276 

No presente estudo, os maiores valores das MCI foram evidenciados durante 277 

os períodos com luz. Um estudo recente sobre a expressão global do genoma de M. 278 

aeruginoa durante um ciclo claro:escuro (Straub et al., 2011) mostrou que a 279 

biossíntese de microcistinas e outros metabólitos secundários ocorre 280 

essencialmente durante o período de luz. Esse fato sugere que esses metabólitos 281 

podem interagir diretamente com a luz e com o controle endógeno exercido através 282 

dos genes kai. 283 

Neste presente estudo ocorreram maiores concentrações de MCE durante a 284 

fase exponencial, sendo esse comportamento não se repetiu em fase estacionária.  285 

Não se conhece como ocorre todo o processo de degradação das microcistinas. 286 

Porém é sabido que em ambientes naturais esses metabólitos podem ser oxidados 287 

por ozônio e outros agentes oxidantes e degradados por intensa luz ultravioleta (UV) 288 

(Sivonen e Jones, 1999). O período de degradação total de microcistinas pode variar 289 

de 2 dias a mais de 3 semanas dependendo do corpo d’água, condições climáticas, 290 

variáveis ambientais e até do histórico de florações do ambiente (Rapala et al., 1994; 291 

Sivonen e Jones, 1999; Manage et al., 2010).  292 
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Em cultivo, alguns estudos têm demonstrado que as bactérias podem 293 

degradar microcistinas utilizando-as como fonte de carbono (Park et al., 2001; 294 

Gomes et al., 2009). Park et al. observaram que em cultivo com bactéria, a 295 

degradação total das microcistinas LR e RR ocorreu em quatro dias. Extratos 296 

celulares da bactéria Springomonas sp. B-9 degradam microcistinas totalmente em 297 

24 horas (Imanishi, et al., 2005). No presente estudo, as MCE foram mais elevadas 298 

durante a fase exponencial em relação às MCI. Na fase estacionária as MCI foram 299 

mais elevadas em relação às MCE. Por se tratar de cultivos não-axênicos e bem 300 

mais velhos, na fase estacionária pode ter ocorrido uma maior influência de 301 

bactérias através de possível degradação e redução ao longo das horas nas MCE.  302 

A lise celular é atribuída como o principal fator responsável pela liberação das 303 

cianotoxinas para o meio extracelular (Sivonen e Jones, 1999). Em cultivo, quando 304 

são identificadas variações nas concentrações intra e extracelulares dessas 305 

cianotoxinas, é sugerido que tais variações estejam relacionadas às lises 306 

ocasionadas devido às diferentes fases de crescimento (Pitsch et al., 2002). 307 

Contudo, o presente estudo mostrou a ocorrência da liberação das microcistinas ao 308 

longo das horas e essa liberação foi controlada por um ritmo endógeno, circadiano. 309 

As variações das MCI e MCE ao longo das horas em ciclos de 24 horas ocorreram, 310 

geralmente, de forma inversamente proporcional, indicando que essa liberação 311 

ocorre ativamente em M. aeruginosa BCCUSP232.  312 

Em ambas as fases exponencial e estacionária foi verificado um padrão 313 

oscilatório das concentrações de microcistinas.  Contudo, Johnson e Golden (1999) 314 

estudando uma cepa de Synechococcus sp. mostraram que na fase estacionária de 315 

crescimento ritmos circadianos se estabilizam, sendo mais rapidamente 316 

evidenciados.  317 



31 
 

 
 

As mais elevadas concentrações de MCI em M. aeruginosa BCCUSP232 318 

ocorreram quando o cultivo alcançou as maiores densidades (fase estacionária) (Fig. 319 

4). Carneiro et al. (2009) encontraram resultados semelhantes nas concentrações de 320 

saxitoxina e neo-saxitoxina em C. racibroskii em diferentes fases de crescimento. 321 

Já foi comprovado que bactérias regulam a expressão dos conjuntos de 322 

genes especializados em resposta à densidade populacional pela emissão de sinais 323 

químicos através do quorum sensing (Cha et al., 1998). Na cianobactéria 324 

Gloeothece sp. PCC6909 a presença de N-octanoil homoserina lactona, uma 325 

molécula comum dos sistemas funcionais de acil homoserina lactona presente em 326 

bactérias responsáveis pela comunicação intercelular, segue o parâmetro 327 

característico do quorum sensing (Sharif et al., 2008). 328 

O presente estudo mostrou que M. aeruginosa BCCUSP232 tem as MCI 329 

aumentadas em relação às diferentes fases de crescimento. Considerando que a 330 

real função das cianotoxinas ainda é bastante discutida e, comumente, as 331 

concentrações de cianotoxinas por quota celular são mais elevadas mediante as 332 

maiores densidades populacionais, a existência de uma comunicação semelhante a 333 

quorum sensing entre cianobactérias, possibilitando à esses metabólitos uma 334 

característica de moléculas sinalizadoras, pode ser considerada.  335 

 336 

5. Conclusões 337 

A liberação ativa de microcistinas em M. aeruginosa, controlada por um ritmo 338 

endógeno, foi evidenciada no presente estudo. Este fato indicou uma forma 339 

alternativa e possivelmente predominante de liberação de cianotoxinas por 340 

cianobactérias, e não apenas por lise celular. 341 

As concentrações de MCI foram mais elevadas em relação ao aumento da 342 

densidade celular em M. aeruginosa. Este fato pode estar relacionado à existência 343 
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de uma comunicação entre cianobactérias através de suas cianotoxinas, o que 344 

explicaria muitas questões ainda discutidas quanto à real função desses metabólitos.  345 
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Tabela 1. Concentrações de microcistinas intracelulares por quota celular (MCI) e microcistinas extracelulares por quota celular 477 

equivalente (MCE) (fg.cel-1) da cepa M. aeruginosa BCCUSP232 nos ciclos 12:12h claro:escuro e claro:claro durante as fases 478 

exponencial e estacionária de crescimento. Os dados são apresentados como média ± erro padrão (n=3). 479 

 

 

Horas 

Fase Exponencial Fase Estacionária 

Claro: Escuro Claro: Claro Claro: Escuro 

MCI MCE MCI MCE MCI MCE 

02 4,79±0,32 12,43±0,56 4,44±0,79 11,25±1,13 6,65±1,51 15,01±3,74 

04 4,56±0,65 11,79±2,45 5,06±0,50 9,33±0,91 8,63±1,24 5,76±1,27 

06 4,73±0,46 11,30±0,88 5,43±0,86 9,28±0,74 5,88±0,10 16,60±0,98 

08 4,31±1,29 18,63±1,35 3,84±0,66 12,25±0,42 1,96±0,06 16,08±0,76 

10 6,15±0,96 11,56±1,76 4,58±0,11 11,60±1,33 29,07±4,46 12,53±2,00 
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Tabela 1. Continuação 

480 

Horas 

Fase Exponencial Fase Estacionária 

Claro: Escuro Claro: Claro Claro: Escuro 

MCI MCE MCI MCE MCI MCE 

12 5,14±1,03 14,57±0,91 4,71±0,20 10,85±1,15 17,36±2,26 13,76±1,86 

14 5,49±0,65 16,82±3,55 4,27±0,28 10,87±1,40 26,81±3,66 15,70±2,04 

16 4,67±0,73 15,20±1,88 4,37±0,32 8,43±0,50 21,93±1,99 12,51±1,17 

18 4,52±0,98 15,35±1,67 4,86±0,77 10,30±0,78 7,31±0,06 7,88±0,12 

20 4,50±0,54 12,07±0,99 4,18±0,46 7,93±0,80 12,35±0,27 5,17±0,09 

22 3,70±0,67 15,64±2,16 4,35±0,30 11,87±2,64 5,51±2,34 5,25±1,49 

24 5,43±0,45 10,75±1,46 4,69±0,56 11,24±0,24 12,27±3,95 14,56±3,66 
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Tabela 2. Aumentos (A) e reduções (R(-)) das concentrações de microcistinas intracelulares por quota celular (MCI) (fg.cel-1) e 481 

microcistinas extracelulares por quota celular equivalente (MCE) (fg.cel-1 equivalente) da cepa M. aeruginosa (BCCUSP232) entre 482 

horários consecutivos durante ciclos de 12:12h claro:escuro e claro:claro das fases exponencial e estacionária. Valores percentuais de 483 

aumento e redução (%).  484 

Horas 

Fase Exponencial Fase Estacionária 

Claro: Escuro Claro: Claro Claro: Escuro 

MCI MCE MCI MCE MCI MCE 

A/R(-) % A/R(-) % A/R(-) % A/R(-) % A/R(-) % A/R(-) % 

2-4 -0,23 4,80 -0,64 5,15 0,62 12,25 -1,92 17,07 1,98 22,94 -9,25 61,63 

4-6 0,17 3,60 -0,49 4,16 0,37 6,81 -0,05 0,54 -2,75 31,87 10,84 65,30 

6-8 -0,42 8,88 7,33 39,35 -1,59 29,28 2,97 24,25 -3,92 66,67 -0,52 3,15 
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Tabela 2. Continuação. 

Horas 

Fase Exponencial Fase Estacionária 

Claro: Escuro Claro: Claro Claro: Escuro 

MCI MCE MCI MCE MCI MCE 

A/R(-) % A/R(-) % A/R(-) % A/R(-) % A/R(-) % A/R(-) % 

8-10 1,84 32,85 -7,07 37,95 0,74 16,16 -0,65 5,31 27,11 42,58 -3,55 22,08 

10-12 -1,01 16,42 3,01 20,26 0,13 2,76 -0,75 6,47 -11,71 40,28 1,23 8,94 

12-14 0,35 6,38 2,25 13,38 -0,44 9,34 0,02 0,19 9,45 35,25 1,94 12,36 

14-16 -0,82 14,94 -1,62 9,04 0,10 2,29 -2,44 22,45 -4,88 18,20 -3,19 20,32 

16-18 -0,15 3,21 0,15 0,98 0,49 10,08 1,87 18,16 -14,62 66,67 -4,63 37,01 

18-20 -0,02 0,44 -3,28 21,37 -0,68 13,99 -2,37 23,01 5,04 40,81 -2,71 34,39 
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Tabela 2. Continuação. 

Horas 

Fase Exponencial Fase Estacionária 

Claro: Escuro Claro: Claro Claro: Escuro 

MCI MCE MCI MCE MCI MCE 

A/R(-) % A/R(-) % A/R(-) % A/R(-) % A/R(-) % A/R(-) % 

20-22 -0,80 17,78 3,57 22,83 0,17 3,91 3,94 33,19 -6,84 55,39 0,08 1,52 

22-24 1,73 31,86 -4,89 31,27 0,34 7,25 -0,63 5,31 6,76 55,09 9,31 63,94 

24-2 -0,64 11,79 1,68 13,52 -0,25 5,33 0,01 0,09 -5,62 45,80 0,45 3,00 
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Fig.1. Curva de crescimento de M. aeruginosa BCCUSP232. As barras representam 485 

o desvio padrão (n=3). 486 
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Fig. 2. Variação das concentrações de microcistinas da cepa M. aeruginosa BCCUSP232 em ciclos 12:12h claro:escuro e claro:claro 488 

durante a fase exponencial de crescimento. A. Microcistinas intracelulares por quota celular (MCI) (fg.cel-1).do ciclo claro:escuro  B. 489 

Microcistinas extracelulares por quota celular equivalente (MCE) (fg.cel-1 equivalente) ciclo claro:escuro. C. Microcistinas intracelulares 490 

por quota celular (MCI) (fg.cel-1) do ciclo claro:claro. D. Microcistinas extracelulares por quota celular equivalente (MCE) (fg.cel-1 491 

equivalente) ciclo claro:claro. As barras representam o erro padrão (n=3).  492 
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Fig. 3. Variação das concentrações de MC total (MCI e MCE) (fg.cel-1) da cepa M. 493 

aeruginosa BCCUSP232 nos ciclos 12:12hs claro:escuro e claro:claro durante a fase 494 

exponencial de crescimento. As barras representam o erro padrão (n=3). 495 
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 497 

Fig. 4. Variação das concentrações de microcistinas intracelulares por quota celular 498 

(MCI) (fg.cel-1) e densidade celular (cel.ml-1) da cepa M. aeruginosa BCCUSP232 499 

entre as fases exponencial e estacionária de crescimento no ciclo 12:12h 500 

claro:escuro.  Densidade celular na fase exponencial;  Densidade celular na fase 501 

estacionária;  MCI na fase exponencial;  MCI na fase estacionária. As barras 502 

representam o erro padrão (n=3). 503 
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 Fig. 5. Variação das concentrações de microcistinas extracelulares por quota celular 505 

equivalente (MCE) (fg.cel-1 equivalente) e densidade celular (cel.mL-1) da cepa M. 506 

aeruginosa BCCUSP232 entre as fases exponencial e estacionária nos ciclos 12:12h 507 

claro:escuro.  Densidade celular ba fase exponencial;  Densidade celular na fase 508 

estacionária;  MCE na fase exponencial;  MCE na fase estacionária. As barras 509 

representam o erro padrão (n=3). 510 
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Contact details must be kept up to date by the corresponding author. 
• Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was 
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as a 
footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be retained 
as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes. 
 
Graphical abstract 
A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article in a concise, pictorial 
form designed to capture the attention of a wide readership online. Authors must provide images that 
clearly represent the work described in the article. Graphical abstracts should be submitted as a 
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum 
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of 531 × 1328 pixels (h × w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 × 13 
cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. 
See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples. 
Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best 
presentation of their images also in accordance with all technical requirements: Illustration Service. 
 
Highlights 
Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that convey 
the core findings of the article and should be submitted in a separate file in the online submission 
system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 
characters, including spaces, per bullet point). See http://www.elsevier.com/highlights for examples. 
 
Keywords 
Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and 
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and', 'of'). Be sparing 
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords 
will be used for indexing purposes. 
 
Abbreviations 
Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page of 
the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first 
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article. 
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Nomenclature and Units 
1. Authors and editors are, by general agreement, obliged to accept the rules governing biological 
nomenclature, as laid down in the International Code of Botanical Nomenclature, the International 
Code of Nomenclature of Bacteria, and the International Code of Zoological Nomenclature. 
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the authorities are given. Scientific names of species referred to in other studies need no authority. 
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(bioinformatics) linking to information on entities (genes, proteins, diseases, etc.) or structures 
deposited in public databases, then please indicate those entities according to the standard explained 
bellow: 
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actual database number, bearing in mind that an error in a letter or number can result in a dead link 
in the online version of the article. 
Please use the following format: Database ID: xxxx 
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• Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork. 
• Save text in illustrations as 'graphics' or enclose the font. 
• Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol. 
• Number the illustrations according to their sequence in the text. 
• Use a logical naming convention for your artwork files. 
• Provide captions to illustrations separately. 
• Produce images near to the desired size of the printed version. 
• Submit each figure as a separate file. 
A detailed guide on electronic artwork is available on our website: 
http://www.elsevier.com/artworkinstructions 
You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here. 
Formats 
Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please 'save as' or 
convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings, 
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Tables 
1. Authors should take notice of the limitations set by the size and lay-out of the journal. Large tables 
should be avoided. Reversing columns and rows will often reduce the dimensions of a table. 
2. If many data are to be presented, an attempt should be made to divide them over two or more 
tables. 
3.Tables should be numbered according to their sequence in the text. The text should include 
references to all tables. 
4. Each table should be typewritten on a separate page of the manuscript. Tables should never be 
included in the text. 
5. Each table should have a brief and self-explanatory title. 
6. Column headings should be brief, but sufficiently explanatory. Standard abbreviations of units of 
measurements should be added between parentheses. 
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7. Vertical lines should not be used to separate columns. Leave some extra space between the 
columns instead. 
8. Any explanation essential to the understanding of the table should be given as a footnote at the 
bottom of the table. 
9. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each individual table and 
not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns. 
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