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Resumo - A Microcystis panniformis Komárek et al. (Cyanobacteria) é uma microalga comum em 
ecossistemas aquáticos tropicais e produz a microcistina, uma toxina que causa envenenamento e promove 
tumores hepáticos. O uso de radiação ionizante é visto como um processo promissor no seu controle 
populacional em mananciais utilizados pra abastecimento público de água. Neste estudo avaliou-se a 
radiossensitividade da cianobactéria M. panniformis à radiação gama e também o comportamento dessas à 
temperatura através de curvas de sobrevivência visando futuros estudos e direcionamento no manejo de 
cianobactérias tóxicas. Foram obtidas curvas de sobrevivência para os tratamentos 1) dose de 5KGy de 
radiação gama seguidos de aquecimento a 40°C durante 1h e 30 min.; 2) dose de 5KGy de radiação gama; 
3) aquecimento a 40°C durante 1h e 30 min.. Após 48h, observou-se que a radiação seguida de hipertemia 
induz três vezes mais mortes celulares, comparativamente ao que ocorre apenas por irradiação.  
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Área do Conhecimento: I – Ciências Exatas e da Terra 
 
Introdução 
 

Microcystis panniformis Komárek et al. 
(Cyanobacteria) é uma cianobactéria de 
ocorrência tropical [1] responsável por florações 
tóxicas em corpos d’água eutrofizados que 
geralmente abastecem populações humanas 
causando graves problemas de Saúde pública [2]. 
Algumas populações são produtoras de 
microcistina, uma hepatotoxina causadora de 
intoxicações, hemorragias e tumores hepáticos 
que é liberada na água através da lise celular. O 
caso mais grave registrado mundialmente 
envolvendo esta toxina ocorreu em Caruaru, PE, 
quando vários pacientes de uma clínica de 
hemodiálise morreram devido à presença de 
microcistinas na água acima do nível permitido [3]. 

Em decorrência da sua toxicidade, foram 
desenvolvidos processos e técnicas para a 
remoção de toxinas da água, como irradiação com 
UV , uso de solo na retenção de microcistina, 
ozinização, oxidação e carvão ativado [4, 5, 6, 7]. 
No entanto, custo, eficiência e complexidade são 
fatores limitantes à sua implantação em sistemas 
de tratamento de água e esgoto. No presente 
estudo, uso de radiação gama é visto como um 
processo promissor no controle populacional em 
mananciais utilizados para abastecimento público 

de água. Até o momento, este é o primeiro e único 
estudo verificando os efeitos de radiação gama em 
cianobactérias e visa direcionar as novas 
estratégias e futuros modelos de aplicação 
tecnológica. Do ponto de vista acadêmico, o 
estudo em questão permitirá investigar o papel 
desempenhado por agentes físicos exógenos, 
como o calor, na eficiência de reparo ao DNA 
danificado pela ação de radiações ionizantes [10, 
11, 12], bem como, inferir modelos de sinalização 
de mecanismos de reparo enzimático. 

As radiações ionizantes são agentes deletérios 
do material genético e, por vezes, são capazes de 
promover as quebras duplas da molécula de DNA 
(DSB, double strand break) as quais, 
inadequadamente ou não reparadas, podem 
produzir mutações ou levar a apoptose. 
Determinadas doses de radiação gama podem ser 
utilizadas para controle de populações de 
cianobactérias tóxicas se a integridade da 
membrana celular for preservada, não havendo, 
portanto, a liberação da toxina ao ecossistema 
aquático. 

Os objetivos do estudo são: a) avaliar a 
interferência do calor na eficiência de reparo de 
DNA celular danificado pela ação de radiação 
ionizante utilizando como indicador as curvas de 
sobrevivência, admitindo-se que as células cujo 
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DNA não foi reparado não sobrevivem; b) avaliar a 
radiossensitividade da cianobactéria M. 
panniformis à radiação gama através de curvas de 
sobrevivência visando futuros estudos e 
direcionamentos no manejo de cianobactérias 
tóxicas. 

 
Materiais e Métodos 
     

Foi coletada uma amostra de água no 
reservatório de Barra Bonita, São Paulo, Brasil e, 
através de técnicas de micromanipulação, uma 
colônia de M. panniformis foi isolada em tubos de 
10 ml de BG-11 [13] modificado por Bittencourt-
Oliveira [14].  

Amostras desta cepa BCCUSP100 (Brazilian 
Cyanobacteria Collection of University of São 
Paulo) foram mantidas sob condições controladas 
de cultivo: 

     - intensidade luminosa 30 μmol.photons.m-2s-1; 
     - temperatura de 22 ± 0.5ºC; 
     - fotoperíodo 14:10 claro-escuro; 
     - meio BG-11.  

50mL do cultivo no 21º dia da curva de 
crescimento, na fase exponencial, com uma 
densidade celular de 8,5 ± 0,5 x106 céls.mL-1, 
foram transferidos para tubos de ensaio de vidro 
transparente com tampa de rosca. 

As amostras, em triplicata, foram submetidas 
aos seguintes experimentos: 

a) Tratamento 1: irradiação com dose de 5KGy 
de radiação gama a partir da fonte de Cobalto 
(60Co) (modelo Gammacell) seguidos de 
aquecimento à 40 ± 1ºC durante 1h e 30 min. em 
estufa de crescimento;  

b) Tratamento 2: irradiação com dose de 5KGy 
de radiação gama a partir da mesma fonte; 

c) Tratamento 3: aquecimento à 40 ± 1ºC  
durante o mesmo período de tempo; e 

d) Controle sem qualquer tratamento.  
Para a obtenção das curvas de sobrevivência 

foram coletadas amostras em triplicata de todos os 
tubos com os Tratamentos 1, 2, 3 e o controle 
durante o período de 35 dias. As densidades 
celulares foram obtidas após 1° (t1), 2° (t2), 3° (t3), 
7° (t7) e 35° (t35), dia após a exposição dos cultivos 
aos agentes físicos. No entanto, não foram 
contabilizados o 3° e 7° dia dos Tratamentos 1 e 2 
devido ao reduzido ao número de células 
presentes às limitações impostas pelo pequeno 
volume do tubo e da área de exposição do 
irradiador. 

Amostras de DNA genômico de todos os 
tratamentos e controle foram extraídas 
imediatamente após o término dos experimentos 
através do método com tampão CTAB [15]. Foi 
feita amplificação do gene que codifica para a 
sintetase de microcistina através da técnica de 

PCR. A análise molecular realizada teve a 
finalidade de testar a integridade de um dos sítios 
gênicos envolvidos na biossíntese de microcistina 
– o mcyB, bem como verificar as concentrações 
moleculares (ng.μL-1) dos fragmentos amplificados 
logo após os tratamentos.  
 
Resultados 
 

Para as amostras do Tratamento 1 (irradiadas 
e aquecidas) observou-se uma queda brusca no 
número de células com uma redução média 49,4% 
no 1º dia (t1)  após o tratamento (t0-t1). Esta 
redução foi ainda mais evidente no 2º dia (t2) com 
95,3% de mortes em relação ao dia anterior (t1-t2). 
Com isso, ocorreram 97,6% de mortes celulares 
no t2 em relação ao t0 (t0-t2). Após o 2º dia, a queda 
da densidade populacional foi lenta e gradual, com 
uma redução de 87,6% no 35º dia (t35). 

Para as amostras do Tratamento 2 (somente 
irradiadas) a redução foi menor que a ocorrida no 
Tratamento 1. Observou-se uma queda média no 
número de células em t1e t2 em relação a t0 de 
22,3 e 67,0%, respectivamente. A diferença na 
queda entre t2 e t1 foi de 57,6%. 

Para as amostras do Tratamento 3, observou-
se em t1 a redução média de 16% do número de 
células em relação ao t0. Contudo, em t2 foi 
observado um aumento médio de 12% em relação 
a t1 com recuperação da taxa de crescimento 
semelhante ao controle, porém com um número de 
células ligeiramente menor devido às perdas 
ocorridas no tratamento térmico. 

As amostras de DNA molecular apresentaram 
diferenças através da visualização do gel de 
eletroforese. Houve amplificação do gene que 
codifica para a sintetase de microcistina (mcyB) de 
todos os tratamentos com concentrações 
igualmente variáveis demonstrando a integridade 
daquele sítio gênico. Constatou-se as menores 
concentrações moleculares nas amostras 
provenientes dos Tratamentos 1 e 2, sendo T1 < 
T2 < T3.  
 
Discussão 
 

A dose de 5KGy não foi suficiente para eliminar 
a totalidade das células, indicando uma alta 
radioresistência de Microcystis panniformis às 
radiações gama quando comparada a outros 
microrganismos procariotos [7, 8, 9, 10, 17]. 
Segundo Imamura et al [10] que investigaram a 
radioresistência de Deinococcus radiodurans, uma 
bactéria capaz de sobreviver a doses extremas de 
radiação (mais de 9 KGy) sem sofrer mutação, a 
alta resistência apresentada deve-se a eficiência 
da capacidade de reparo da dupla quebra do DNA 
[11, 12]. Os mecanismos de defesa e reparo ainda 
não foram totalmente esclarecidos [10,11,12]. A 
alta tolerância das cianobactérias às radiações 
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pode ser entendida por sua origem remota, cerca 
de 3.8 bilhões de anos atrás, quando radiações 
ionizantes atingiam o planeta, devido à ausência 
de proteção através da camada de ozônio [16]. 

Ao término do experimento (t35) os tratamentos 
1 e 2 chegaram à mesma densidade celular (2,3-
2,5 x 104 cels.mL-1). No entanto, o Tratamento 1 
apresentou 97,6% de mortes celulares após 48 
horas enquanto que o 2, apenas 67%. Do total de 
mortes das células iniciais no Tratamento 1, 16% 
ocorreram pela ação isolada do calor e 81,6% pela 
combinação de irradiação e perturbação térmica 
dos mecanismos de reparo. Embora não constitua 
uma prova direta, este último resultado sugere 
fortemente que com o aumento da agitação 
térmica no interior celular torna-se muito mais 
difícil e incerto o deslocamento das enzimas de 
reparo, bem como o reconhecimento por estas do 
sítio de dano no DNA. Em não havendo reparo, a 
opção mais provável para a célula é a de evoluir 
para a apoptose. 

Salienta-se que em ambos os tratamentos, em 
t2 ocorreram mais mortes celulares. Isto 
provavelmente aconteceu em decorrência da 
produção de radicais hidroxilas, átomos de H e 
elétrons hidratados que causam mudanças 
químicas na água e danos às células. Portanto em 
t2 há a contribuição de radicais livres e substâncias 
não existentes anteriormente potencializando a 
morte celular. 

A análise de DNA total e amplificado foi 
compatível com os dados obtidos através das 
curvas de sobrevivência com concentrações 
moleculares decrescentes nos tratamentos 3, 2, e 
1. As reduções das concentrações do fragmento 
amplificado observadas poderiam estar, em parte, 
relacionadas ao menor número de células 
presentes. A diferença entre o número de células 
em t1 em relação a t0 (t0-t1) nos tratamentos 2 e 3 
foi, respectivamente, 6,6 e 7, 1 x10-6, ou seja, 
apenas 7%. Mas após a amplificação do gene que 
codifica para a sintetase de microcistina os valores 
encontrados para as concentrações foram muito 
diferentes. Isto indica a possibilidade do DNA ter 
se danificado de forma irreparável e independente 
da quebra da parede celular, corroborando com o 
conhecimento de que a parede celular das 
cianobactérias é resistente. 
 
Conclusão 
 

A utilização da radiação gama é uma 
tecnologia promissora que poderá ser direcionada 
ao manejo de populações de cianobactérias 
tóxicas, se adequadamente ajustada.  

O tratamento 1 associando radiação gama e 
posterior aquecimento provocou mais danos 
celulares do que se aplicados separadamente. A 
agitação térmica provavelmente interfere 
destrutivamente nos processos de deslocamento 

de enzimas reparadoras, impedindo o reparo do 
DNA e conseqüentemente induzindo a apoptose. 
Esta metodologia pode ser ainda estendida para o 
tratamento de pessoas com câncer, no intuito de 
reduzir as doses de radiação e, no entanto, 
alcançar os mesmos resultados através da 
aplicação de um agente físico exógeno que 
interfira no reparo de DNA e leve as células 
cancerígenas a apoptose, minimizando os efeitos 
nocivos causados às células circundantes ao 
tumor. 
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