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RESUMO

ALVES, M.S.A. (2005). Cianobactérias e Cianotoxinas em Aguas Continentais. 149 p.
Dissertagiio (Mestrado) — Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de S#o
Paulo, S#o Carlos, 2005.

As cianobactérias pertencem a um grupo de organismos que surgiram no Planeta hé
cerca de 3,5 bilhdes de anos. Durante 270 milhSes de anos elas dominaram, em um
periodo que ficou conhecido como o Periodo das Cyanophyceae (Pré-Cambriano).
Aguas eutrofizadas oferecem os requisitos para haver floragio aumentando as chances
estatisticas de aparecimento de cianobactérias, inclusive as tdxicas. H4 alteragfio
substancial das caracteristicas das comunidades e do ecossistema e, por seu potencial
toxico, esses organismos causam conseqiiéncias danosas & integridade ambiental ¢ 2
satide publica. Essas floragdes s#io resultado da interagfio de fatores fisicos, quimicos e
bidticos, evidenciados por crescimento explosivo — floragdes - de poucas espécies,
freqiientemente as menos exigentes a gis carbdnico. Entre as cianobactérias formadoras
de floragdes destacam-se os géneros: Aphanizomenon sp., Oscillatoria sp., Anabaena
sp., Microcystis sp., Gloeotrichia sp., Cylindrospermospsis sp. e Nodularia sp. Entre as
cianobactérias produtoras de toxinas destacam-se as espécies: Anabaena flos-aquae,
Microcysits  aeruginosa, Aphanizomenon flos-aquae,  Oscillatoria  agardhii,
Cylindrospermopsis raciborskii ¢ Nodularia spumigena. O problema para a satde
publica e ambiental relaciona-se a liberagio das toxinas que sempre ocoire apos a lise
celular, devido ao uso de algicidas, ao estresse celular ou a senescéncia. As cianotoxinas
— neurotoxinas, hepatotoxinas, endotoxinas (lipopolissacarideos) — ndo causam o0s
mesmos efeitos nos diferentes organismos que as ingerem. Para andlises quantitativas e
qualitativas das amostras fitoplanctdnicas sfio necessarias rotinas laboratoriais, que tém
inicio desde a coleta, estocagem, sedimentagdo e identificacfio das espécies ao
microscopio. Em cAmaras de sedimentagfio apropriadas € possivel contar e identificar os
organismos em questfo. O volume celular é estimado por meio de formas geométricas,
correspondentes as dimensOes celulares dos organismos. O carbono orgénico e os
pigmentos fotossintetizantes, principalmente a clorofila a, fornecem indicagfio da
biomassa fitoplanctonica. A extragfo desta pode ser feita utilizando-se acetona, etanol
ou metanol. Os métodos mais usados para determinagéo da concentragéo de clorofila a
sdo: fluorimetria, espectrofotémetria e HPLC, este tltimo o método mais preciso. No
Brasil tém sido registradas ocorréncias de floragdes de cianobactérias e a preocupagéo
tem aumentado significamente apos o caso de Caruaru (PE). Como ¢ dificil prever as
floragdes de cianobactérias potencialmente toxicas, alguns métodos laboratoriais, como
Bioensaios, HPLC, CG, ELISA, Inibigdo de Fosfatase e Inibico de Acetilcolinesterase
tém sido de grande ajuda na determinagfio das cianotoxinas, o que possibilita que as
empresas abastecedoras de 4agua tomem as providéncias cabiveis, quanto ao
abastecimento da populagfio e cumprimento da Portaria 518, de 24 de margo de 2004.
No entanto a Portaria n°518 do Ministério da Saude mostra-se ineficaz pela falta de
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artigos sobre o gerenciamento dos corpos hidricos eutrofizados, que mostram altera¢Ges
em suas caracteristicas e que podem ser associados a problemas de saide publica, e
também pela falta de penalidades e outras sang3es (exemplo: fiscaliza¢do) que auxiliem
no cumprimento da legislagfio. Devido a isso, procedimentos e profissionais devem ser
encontrados e treinados para o entendimento de como, onde e por que, as floragdes
acontecem.

Palavras — Chave: floragGes, cianobactérias, cianotoxinas, métodos de detecgéo, casos

no Brasil.
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ABSTRACT

ALVES, M.S.A. (2005). Cianobactérias e Cianotoxinas em Aguas Continentais. 149 p.
Dissertagiio (Mestrado) — Escola de Engenharia de S&o Carlos, Universidade de S#o

Paulo, Sdo Carlos,2005.

Cyanobacteria are part of a group of organisms that have had a long evolutionary
history extending to at least 3,5 billion years ago. During 270 million years they had
been dominant, in a period that was known as the “Age of Cyanophyceae” (Early
Cambrian Period or Proterozoic Era). Eutrophic waters offer the requirements for the
blooms increasing statistically the chances of cyanobacteria emergence, including the
toxic ones. There is substantial disturbance of characteristics of the communities and
ecosystem and, because of their toxic potential, those organisms cause harmful
consequences to the environmental integrity and public health. Those blooms are a
result of an interaction of physical, chemical and biotic factors, evidenced by the
proliferation of few species, frequently the least demanding ones to carbonic
gas.Globally among the most frequently found freshwater cyanobacteria forming water-
blooms it must be emphasized the following strains: Aphanizomenon sp., Oscillatoria
sp., Anabaena sp., Microcystis sp., Gloeotrichia sp., Cylindrospermospsis sp. and
Nodularia sp. Among the cyanobacteria producing toxins it must be emphasized the
following species: Anabaena flos-aquae, Microcysits aeruginosa, Aphanizomenon flos-
aquae, Oscillatoria  agardhii, Cylindrospermopsis raciborskii and Nodularia
spumigena. Environmental and public health problems are largely associated with the
release of toxins occurring after cellular lisys, caused by the use of algicides, cell stress
or senescence. Cyanotoxins -  neurotoxins, hepatotoxins,  endotoxins
(lipopolysaccharides) — cause distinct effects in the different organisms ingesting them.
For quantitative and qualitative analyses of phytoplanktonic samples they are necessary
laboratory routines as collection, stocking, sedimentation and identification of the
species performed by microscopic examination. It is possible to count and identify such
organisms in appropriate sedimentation chambers. Cell volumes are calculated for each
species from formulae for solid geometric shapes that most closely match the cell shape
based on cell dimensions. Organic carbon and photosynthetic pigments primarily
chlorophyll-a are used to estimate the biomass of the phytoplankton. Chlorophyll-a
extraction can be made by using acetone, ethanol or methanol. The major methods used
for determination of chlorophyll-a concentrations are fluorometry, spectrophotometry
and HPLC. In particular, HPLC has been considered the most accurate analytical
method. Occurrences of cyanobacteria blooms in Brazil have been recorded, and a
concern has becoming increasingly significant after the Carvaru (PE) episode.It is
difficult to foresee the potentially toxic cyanobacteria blooms, so some laboratory
methods as Bioassays, HPLC, CG, ELISA, Inhibition of Phosphatase and Inhibition of
Acetylcholinesterase have been of great help in the determination of the cyanotoxins,
what permits that the Health Authorities take reasonable providences related to drinking
water supplies and fulfill the Guideline 518, of March 24, 2004. Nevertheless, National
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Legislation becomes inefficient by the lack of ordinances about the management of
cutrophic water bodies, which may notably alter the characteristics of aquatic
ecosystems and cause public health problems. Penalties and other sanctions to assist in
enforcement of the legislation are also needed. Procedures must be taken and operators
must be trained in order to clarify how, where and why blooms happen.

Key words: blooms, cyanobacteria, cyanotoxins, detection methods, Brazilian episodes.



1 Introducio

“Knowledge is of a two kinds; we know a
subject ourselves or we know where we
can get information up it”

(Samuel Johnson, 1709-1784)

A introdugfio, de forma acelerada, de nutrientes orgdnicos € minerais nos lagos,
rios e represas contribui para o aumento da produtividade dos mesmos e,
freqilentemente, ocasiona o fen6meno conhecido por eutrofizagdo das dguas,
responsavel por desequilibrios ecoldgicos nos ecossistemas aquaticos, dificultando o
mais nobre; dos seus usos legitimos: 4gua para abastecimento.

Aguas residuarias, efluentes industriais, dguas de chuvas drenadas da area
urbana ¢ 4guas de drenagem de terrenos agriculturados sdo as mais importantes fontes
aléctones do incremento de fertilizantes nos corpos de dgua.

A fertilizagio de uma colegdo de dagua ¢ problemética quando causa
desequilibrios ecoldgicos caracterizados, de forma especial, por uma producdo de
biomassa maior que aquela que pode ser absorvida e estabilizada por uma cadeia
alimentar.

A conseqiiéncia imediata é o acimulo de biomassa que passa a ser diretamente
utilizada por organismos decompositores, provocando elevadas demandas de oxigénio.
Ademais, essa biomassa tende a se depositar no fundo dos lagos e represas, assoreando-
os e entrando em processo de decomposigéo anaerébia com formagdo de sub-produtos
0s quais, por sua toxidez e outras caracteristicas, afetam — negativamente — todo o
ecossistema aquatico.

Do ponto de vista da integridade ambiental e da satide publica, esse ¢ um dos
mais preocupantes problemas para os sanitaristas de nossa época, especialmente quanto
3 Agua para abastecimento. Algumas espécies de cianobactérias, dependendo de sua
densidade, podem ser indicadoras da qualidade das aguas, mais propriamente, de seu

estado de trofia.



A presenca de cianobactérias toxicas ¢ problemética ¢ a maior das preocupagdes
¢ o fato de as toxinas serem liberadas para a dgua quando da lise desses organismos, o
que pode acontecer também por estresse, na fase de senescéncia, se digeridas por outros
organismos e, ainda, por agfo de agentes quimicos e processos fisicos.

Assim, os estresses causados pela eutrofizagfio e a contaminagfio das dguas por
toxinas ndo podem ser solucionados apenas através de uma mais aprimorada e
econdmica tecnologia de tratamento de residuos municipais e industriais. Ha
necessidade de serem incrementadas pesquisas basicas com vistas ao melhor
conhecimento das estratégias de sobrevivéncia das cianobactérias e dos fatores
intervenientes no processo de produgfio de toxinas, imprescindivel como subsidio a
engenharia sanitdria ¢ ambiental no que tange a captagéo, tratamento € distribui¢dio de
dgua de abastecimento publico.

O expressivo aumento de corpos de 4gua eutrofizados e o fato de as
cianobactérias — potencialmente téxicas — neles proliferarem significativamente, em
contraponto & sempre crescente demanda de dgua que atenda a critérios e padrdes de
qualidade, chamados padrfes de potabilizagdo, nos alertaram para a necessidade de
serem reunidas informagdes a respeito da ocorréncia de cianobactérias em aguas
continentais, dos agravos a satde que elas possam promover, das metodologias para sua

determinagdio e, ainda, buscar relatos de casos de intoxicagio ocorridos em n0sso pais.



2 Objetivos

“0 arqueiro que ultrapassa o alvo falha
tanto como aquele que nfo o alcanga”
(Michael E. de Montaigne, 1533-1592)

Pelo fato de as cianobactérias e, mais especificamente, as toxinas por elas
produzidas poderem causar sérios problemas a integridade ambiental ¢ & satde publica,
o objetivo precipuo deste trabalho de investigagéo ¢ fazer uma revisdo bibliografica que
permita discutir e expor o assunto em forma de um manual que possa fornecer subsidios
para o entendimento da ocorréncia em mananciais, de cianobactérias e cianotoxinas,
referir as diferentes metodologias utilizadas para a identificagio das mesmas e seus
efeitos e relatar a ocorréncia de casos no Brasil.

Um propésito subjacente ¢ auxiliar a tomada de posigdo quanto ao atendimento
de padrdes de potabilizagiio — ou de dgua potabilizdvel — no sentido de possibilitar certas
facilidades ¢ rapidez para sua adequagfio aos padides exigidos para a dgua destinada ao

abastecimento publico.



3 Revisiio Bibliografica

3.1 Fitoplancton
“Ge vi mais longe foi porque subi nos

ombros de gigantes”
Isaac Newton (1642-1727)

Viktor Hensen, fisiologista aleméo, em 1887, utilizou pela primeira vez o termo
plincton para definir o conjunto de organismos que nfo dispdem de movimentos
préprios capazes de se oporem aos movimentos da dgua (REYNOLDS, 1984).

A existéncia desses organismos, que se deslocam ao sabor das ondas, ja havia
sido demonstrada, em 1880, pelo pesquisador Johannes von Miiller (1752-1889) que,
com uma fina rede, conseguiu concentrar uma comunidade de plantas e animais até
entdio desconhecida; no entanto, essa comunidade ndo representava a grande diversidade
do plancton. Miiller havia dado a essa comunidade o nome de Auftrib ¢ Hensen
denominou-a pldncton, palavra oriunda do grego plagktés, que significa errante;
denominagiio adotada pelos pesquisadores (REYNOLDS, op.cit.).

Tanto os oceanos quanto os sistemas de dgua doce contém extenso agrupamento
de organismos microscopicos que nadam ou vivem suspensos na dagua. Esses
organismos compreendem o pléncton e incluem bacteriopléncton; zooplincton ou
plancton animal e fitopléncton ou plancton vegetal (BARNES e RUPPERT, 1996).

O fitoplancton ¢ constituido por um conjunto de diversificados grupos
taxondmicos que tém diferentes necessidades fisiologicas e respondem, de modo
distinto, a pardmetros fisicos € quimicos como luz, temperatura e regime de nutrientes
(WETZEL, 1993). Basicamente, ele ¢ composto por organismos que apresentam
caracterfsticas de plantas; é o caso das algas unicelulares, filamentosas ou coloniais,

pertencentes a varios grupos e capazes de realizar fotossintese.



O Reino Monera — também chamado Prokaryontae (Figura 1) por sugestdo do
bidlogo da marinha francesa, Edouard Chatton, em 1937 — é formado por todos os
organismos procariontes, incluidas as cubactérias, ditas “bactérias verdadeiras”, as

cianobactérias e as arqueobactérias.

Animalia
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Figura 1: Representagiio dos cinco Reinos dos seres vivos. Reino Monera
representado por bactérias e cianobactérias. Reino Protista é composto por
protistas. Reino Fungi representado pelos fungos. Reino Plantae compreende os

vegetais superiores. Reino Animalia inclui todos os animais.

Alguns grupos representantes do fitoplancton incluem organismos do Reino
Monera, como as Cianobactérias; ¢ organismos do Reino Protista, como as Cloroficeas,
Diatoméceas, Dinoflagelados, Flagelados, Rodoficeas e Feoficeas.

As cianobactérias tém especial importancia na manutengiio do equilibrio

ecolégico. Por outro lado, como existem espécies produtoras de cianotoxinas, elas sdo



apontadas também como possiveis causadoras de danos 4 integridade ambiental,
agravos a saude dos individuos ¢ a satide publica.

Segundo Bicudo e Bicudo (1970), o termo alga, proposto em 1753 por Lineu,
tem sido aplicado & ampla variedade de organismos. S#o classificadas como algas todos
os taléfitos e protistas clorofilados, incluidos os ndo pigmentados.

Embora fotoautotroficas, algumas algas crescem heterotroficamente. Quando
crescem fotossinteticamente, produzem oxigénio e utilizam diéxido de carbono como
{inica fonte de carbono; entretanto, ao contrario das plantas vasculares superiores
fotossintetizantes, as algas nfio necessitam de sistema vascular para transportar
nutrientes, uma vez que toda a célula algacea ¢ autotrofica e pode absorver, diretamente,
nutrientes dissolvidos (PELCZAR et al., 1996).

As algas sdo organismos caracterizados, em parte, por grande simplicidade de
estrutura; geralmente, nelas ndo se distinguem 6rgfios tipicos, pois ndo possuem flores,
folhas, raizes ou caule verdadeiro; o corpo, geralmente desprovido de partes
diferenciadas, denominado talo, pode ser constituido de uma célula ou de filamentos
simples ou ramificados. Muitas algas séo organismos unicelulares microscopios, mas
algumas algas marinhas sio organismos grandes, multicelulares e relativamente
complexos (YOO, ef al, 1995; BLACK, 2002).

Ao contrario das bactérias e das cianobactérias, as algas tém nicleo celular
claramente definido e numerosas estrutruras intracelulares envolvidas por membranas;
quase todas sdo fotossintetizantes, embora algumas possam utilizar substancias de
reserva, tal como ocorre com os vegetais clorofilados (BLACK, op. cit.).

No ambiente aquatico, as populagdes fitoplanctonicas distribuem-se segundo um
gradiente de luminosidade e de profundidade (LARCHER, 2000). Esse autor reportou
que, em um ambiente aquitico bem iluminado, a maior intensidade de fotossintese pode
ndio ser imediatamente realizada na superficie da 4gua onde, eventualmente, pode
ocorrer radiagdo em excesso e fotoinibigdo; a maior produtividade fotossintética pode
ocorrer um pouco abaixo da superficie, onde a intensidade luminosa incidente pode ser
menor em fungéio da turbidez da dgua. Segundo Calijuri (1999), sob condi¢des naturais,
a taxa de fotossintese da camada superficial ¢ freqiientemente reduzida, ¢ o grau dessa
redugfio depende de condigdes fisiologicas e ambientais. Sabe-se que a fotoinibigdo €
fungio da radiagfo incidente, associada a taxa de extingdio vertical. Uma vez que a
fotoinibigo ¢ um efeito induzido pela luz, a intensidade, a qualidade e a duragfio da

irradiancia na superficie da dgua sfio varidveis importantes.



Na verdade, as causas precisas da fotoinibi¢do néo s3o claras e, evidentemente,
variam para cada caso. Basicamente, a inibigio da atividade fotossintética ¢ explicada
como sendo causada por saturago luminosa. Mas, apesar das evidéncias, o mecanismo
de fotoinibigdo permanece ainda obscuro e varios autores tém sugerido que, sob altas
intensidades luminosas, ocorre foto-destruigdo ou oxidagdio dos pigmentos (CALIJURI,
1999).

Os organismos fitoplanctdnicos unicelulares usam o resultado da produgéo
fotossintética para crescimento celular (LARCHER, 2000); ou seja, na constituigio de
sua matéria orgénica, atuando como produtores priméarios do ambiente aquatico,
auxiliando a oxigenagio dos corpos hidricos e do ambiente terrestre e contribuindo para
manutengdo das cadeias alimentares (BRANCO, 1978).

Segundo Zagatto e Aragdo (1997), com relagio aos aspectos sanitdrios, os
principais grupos fitoplanctdnicos sdo: cianobactérias, cloroficeas, diatomaceas e
dinoflagelados. As cianobactérias, devido ao seu potencial téxico e possiveis riscos a
satide publica, sdo consideradas as mais problematicas.

Fregiientemente, as cianobactérias sdo encontradas em ecossistemas aquaticos
continentais, estuarinos e¢ marinhos, vivendo em equilibrio com as demais espécies
existentes (ZAGATTO e ARAGAO, op. cit.). Elas possuem uma série de estratégias
que lhes permite dominar os ambientes lacustres eutroficos, tais como: capacidade de
produgfio de pigmentos acessorios necessarios a absorcio mais eficiente da luz em
qualquer habitat; habilidade para, em seu citoplasma, estocar nutrientes essenciais e
metabblitos; capacidade para fixar nitrogénio atmosférico ¢ para acumular gas em
vesiculas (vactiolos gasosos ou aerdtopos) que permitem movimento e ajuste de posi¢do
na coluna de agua. Segundo Matsuzaki et al. (2004), os vaciolos gasosos diminuem a
densidade das cianobactérias para um valor inferior ao da dgua. O sucesso para
formaciio de floragdes estd também relacionado A estabilidade térmica do ambiente
(PAERL, 1988b).

Mas, em sua constante busca por conforto e bem estar, 0 homem interfere intensamente
no meio ambiente. O desenvolvimento industrial, o crescimento dos centros urbanos ¢ a
expansio de dreas agriculturdveis levam a maior liberagio de residuos nas dguas,
principalmente fdsforo e nitrogénio, fundamentais ao desenvolvimento de todos os organismos

¢ claro, das cianobactérias. Como consegiiéncias dessa eutrofizag#o, temos:



e mudangas na qualidade da agua, provocadas por aumento da biomassa, da
produgdo priméria do fitopléncton, bem como da produgiio priméaria de
macrofitas aquaticas;

o alteracfo na diversidade de espécies;

e diminuigdo na concentragio de oxigénio dissolvido na coluna de agua;

e diminuigfio na transparéncia da 4gua;

e mortandade de peixes;

e aumento nas concentracdes idnicas ;

e aumento na condutividade elétrica da agua;

e actimulo de fosforo no sedimento;

o produgio de odores desagraddveis nas dguas, devido & decomposigdo por
parte de microrganismos, como conseqiiéncia da diminui¢io da transparéncia
da 4gua ¢ de eventual desoxigenagdo;

e mudangas no pH;

o floragdes de cianobactérias.

Segundo Torgan (1989) e Matthiensen ef al. (1999), as floragdes algais sio
resultado da interagio de fatores fisicos, quimicos e biticos, caracterizadas por
crescimento explosivo, autolimitante e de curta durago dos microrganismos de uma ou
de poucas espécies, freqiientemente produzindo visiveis coloragdes nos corpos de agua
naturais.

Zagatto e Aragdo (1997) e Zagatto (2001) afirmaram, também, que geralmente
as floragdes algais se tornam perceptiveis devido a mudanga da colorago da 4gua — de
cristalina para esverdeada, verde-azulada ou avermelhada — devido & presenga de
grandes quantidades de células e filamentos ou coldnias de algas.

Floragdes de cianobactérias tém sido registradas desde o principio da histdria e
Reynolds e Walsby (1975) e Whitton e Potts (2000) reportaram que, por causarem
problemas econdmicos ¢ impactos ambientais, elas representam grandes problemas para
os responsaveis pela captagfo, tratamento e distribuigdo de agua.

A grande multiplicagdo de algas e o enorme nimero de organismos fazem
aumentar a probabilidade estatistica da presenca, em 4gua, de algas que liberam

substéncias toxicas, as quais conferem odores desagraddveis a agua, e que podem causar



danos aos peixes € a outros organismos que a t&m como habitat e, também, ao gado que
nela se dessedenta (BLACK, 2002).

Ocorréncias de persistentes floragdes t€ém sido interpretadas como falha no
processo de regulagem da flutuabilidade das algas, devido a senescéncia fisiologica
(Walsby, 1994), mecanismo pelo qual as cianobactérias podem dominar as 4guas de
superficic (Paerl e Usiach, 1982; Paerl, 1988a ¢ 1988b; Ganf ¢ Walsby, 1989) e, ainda,
como resultado de obstrugdo fisica, quando as col6nias que perderam sua flutuabilidade
nas camadas de superficie, tém sua movimentagdo para o fundo retardada pela presenga
de coldnias flutuantes que estdo abaixo delas (IBELINGS ¢ MUR 1992; WALSBY,
1994). Essa restrigo fisica a0 movimento vertical foi demonstrada por Ibelings e Mur
(op. cit.), quando alta densidade de colonias de Microcystis sp., que se encontravam nos
milimetros superiores, perdiam sua flutuabilidade, mas moviam-se lentamente para o
fundo porque as colOnias situadas mais abaixo atuavam como barreira ao seu
movimento descendente.

Steinberg ¢ Hatmann (1988), Shapiro (1990) e Blomgqvist et al. (1994), entre
outros pesquisadores, tém procurado explicagdes para o dominio das cianobactérias.
Eles se referiram a esse dominio como resultado de algumas tipicas ¢ interessantes
caracteristicas:

e a capacidade de adaptagdo em dguas de temperaturas mornas;

o a possibilidade de assimilar baixa intensidade de luz;

o a necessidade de baixas concentragdes de nitrogénio, fosforo e didxido de

carbono dissolvidos na agua;

e a capacidade de regular a flutuagdo, o que protege da herbivoria pelo

zooplancton e

e a capacidade de armazenamento de fosforo.

Ocasionalmente, uma ou outra dessas caracteristicas tem sido citada como a
{inica ou a principal razdo para o dominio das cianobactérias. No entanto, as diferentes
caracteristicas morfolégicas, fisiologicas e ecologicas de espécies individuais sugerem
que certos fatores que favorecem o dominio de algumas, ndo necessariamente
favorecem o de outras. Por exemplo, embora Microcystis aeruginosa possa co-existir

com Anabaena flos-aquae, néo co-existe com Oscillatoria rubencens. Entretanto, a
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caracterfstica mais significativa de todas as espécies formadoras de floragdes € a
presenga de vaciolos gasosos (BLOMQVIST et al., 1994).

Amorim (1997) afirmou que, devido & presenga de vactolos gasosos, as
cianobactérias conseguem ajustar-se verticalmente na coluna de 4gua. Quando existem
condi¢des favordveis como ambiente calmo, concentram-se na superficie da agua,
podendo formar camadas com vérios centimetros de espessura. Nessas condigBes,
podem tornar-se risco potencial para organismos aqudticos e terrestres, inclusive ao
homem, devido & produgfo de cianotoxinas.

Segundo Carmichael (1989), entre as cianobactérias produtoras de toxinas
presentes em floragBes estdo: Anabaena flos-aquae, Microcystis aeruginosa,
Aphanizomenon flos-aquae, Oscillatoria agardhii ¢ Nodularia spumigena. Nos ultimos

anos, tem se intensificado a ocorréncia de floragdes de Cylindrospermopsis raciborskii.

3.2 Cianobactérias

Nos primeiros periodos geoldgicos, nos procariontes primitivos, nas
arqueobactérias, nas bactérias sulfurosas e nas cianobactérias desenvolveu-se uma
membrana com atividade fotossintética. Nessa época o ambiente era fortemente
anoxico, a atmosfera primitiva era redutora e também a hidrosfera continha pouco
oxigénio livre. Foi essa atividade fotossintética que permitiu a criagdo das bases
material e energética para a evolugfio da vida na Terra (LARCHER, 2000).

Black (2002) reportou que os procariontes deixaram poucos registros fosseis.
Em locais onde, héd milhdes de anos, o ambiente permitiu a deposigéio de densas
camadas de bactérias, sdo encontrados tapetes fossilizados de procariontes,
denominados estromatélitos, os quais fornecem informagdes sobre a origem das Archea.
(Figura 2a e 2b). No entanto, a maioria dos ancestrais procariontes desapareceram sem

deixar rastros.
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(b)

Figura 2: (a) Tapetes de bactérias, crescendo como estromatolitos, na Australia

ocidental. (b) Corte transversal através de estromatélitos fosseis em Montana,

mostrando camadas horizontais de crescimento bacteriano.

FONTE: Black (2002)

Os fésseis mais antigos, representados por dois tipos de seres vivos, bactérias e
cianobactérias, possuem células simples — sdo procariontes. Atualmente, existe grande
quantidade de procariontes representados por bactérias e cianobactérias, os quais nfo
apresentam diferengas fundamentais em relagfo aos seus ancestrais fosseis.

A célula bacteriana fossil difere da célula da alga fossil; tal como suas parentes
modernas, as algaé fosseis exibem evidéncias de terem sido fotossintetizantes. Portanto,
teriam sido capazes de sintetizar seu proprio alimento a partir de substincias simples,
diéxido de carbono ¢ 4gua, usando a luz do sol como fonte de energia. Esse tipo de
organismo, atualmente, ¢ chamado autétrofo ou auto-alimentador (YOO et al., 1995).

As cianobactérias pertenceram a um antigo grupo de organismos existentes no
planeta h4 3,5 bilhdes de anos, vale dizer, desde o surgimento da vida (Figura 3). Suas
estratégias de sobrevivéncia salvaram-nas de extingdo. Foram encontradas, no noroeste
da Australia, cianobactérias fossilizadas em rochas que, por datagdo, indicam terem sido
elas os primeiros produtores a liberar oxigénio — o que alterou, profundamente, toda a
atmosfera terrestre e possibilitou a evolugfo que fez surgir muitos outros organismos
(YOO et al., op. cit.).
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Figura 3: Origem da vida na Terra

FONTE: Adaptado de www.terravista.pt/bilene/5547/iologia/celula/origem

Evidéncias paleontolégicas nos permitem supor que células mais ou menos

esféricas teriam sido os precursores fosseis das cianobactérias (Figura 4).

a) b)

Figura 4: Fésseis de cianobactérias. Sitio arqueoldgico: Austrilia Central, datado

da Era Proterozéica (850 milhdes de anos). a) Forma colonial Chroococcales e b)

Forma filamentosa Palaeolynghbya sp.

FONTE: www.ucmp/berkeley.edu/bacteria/cynofi.html

Black (2002) relatou que, na literatura, ha poucas referéncias as rochas que
contenham fosseis individuais de cianobactérias (Figura 5). Essa situagfo possivelmente
seja explicada pelo fato de serem poucas as caracteristicas estruturais de procariontes;
caracteristicas essas sujeitas a rapidas mudangas quando da ocorréncia de alteragdes no
ambiente. A autora apontou como outro possivel motivo, a répida reprodugéio dos
procariontes, que aumenta a probabilidade de mutagdes por geragdo. Sabe-se que

organismos de um dado perfodo de tempo, com répida reprodugdo, acumularam maior
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namero de mutagdes, fato que dificulta encontrar relagbes entre as formas fossilizadas e

os atuais organismos procariontes.

Figura 5: Cianobactérias filamentosas da Formagiio Lakhanda, no oeste da
Sibéria. Esses microfosseis datam da era pré-cambriana tardia e tém

aproximadamente 950 milhdes de anos.

FONTE: Black (2002)

O Perfodo Pré-Cambriano ou Era Proterozéica (2500 — 570 milhes de anos) foi
denominado como a Era das Cianobactérias, porque desse periodo datam seus mais
abundantes registros fosseis (SCHOPF e WALTER, 1982', apud WHITTON e POTTS,
2000).

Nio hd outras referéncias as classificacdes até o século XVIII. A moderna
classificagéio sistematica dos seres vivos teve origem com Carolus Linnaeus (1707-1778),
conhecido por Lineu, médico e naturalista sueco que ambicionava descrever todas as espécies
de plantas, animais e minerais. Seguramente, a0 propor a classificagfio binomonal, Lineu teve
um insight que possibilitou um avango muito grande: por isso ¢ cognominado o Pai da
Sisteméatica (RAVEN, 2001).

Até final dos anos 60 do século XIX, os seres vivos estavam reunidos em dois
reinos: Animais e Plantas ou Vegetais, como usado em portugués (Pelczar ef al., 1996).
Na classificacio de Lineu ndio havia lugar especifico para os microrganismos porque
alguns deles sdo predominantemente semelhantes aos animais; outros as plantas; outros
ainda possuem caracteristicas semelhantes as dos animais ¢ das plantas.

Em 1865, Ernest H. Haeckel, zoologista alemfio seguidor de Darwin, propds

um terceiro reino para abrigar esses organismos que tinham caracteristicas tanto de

1.SCHOPF, J. W. & WALTER, M. R., 1982. Origin and Early Evolution of Cyanobacteria: the Geological
Evidence. In The Biology of Cyanobacteria. Oxford and University of CaliforniaPress Berkeley. Blackweell
Scientific Publications, Chapter 21, p. 543-564.
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plantas como de animais, o qual denominou Protista. Nesse reino ele incluiu bactérias,
algas e protozoérios (RAVEN, 2001).

Os avangos da microscopia eletrdnica, na década de 40 do século XX, levaram a
uma importante descoberta taxondmica: as células microbianas, conforme a substancia
nuclear, podem ser divididas em duas categorias: procarioticas e eucarioticas.

As células eucariéticas tém o nucleo separado do citoplasma por uma
membrana nuclear; as procarioticas apresentam 0 material nuclear disperso no
citoplasma, niio envolto por membrana.

Em 1969, Robert H. Whittaker propds um sistema de classificagfio conhecido
como Sistema de Classificagio dos Cinco Reinos de Whittaker: Monera, Fungi,
Protista, Plantae e Animalia (Quadro 1). Esse sistema est4 baseado em trés niveis de
organizagio celular que evoluiram cm relagio aos principais modos de nutrigdo:

fotossintese, absor¢fio e ingestdo (PELCZAR et al., 1996; RAVEN, op. cit.).
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Quadro 1: Principais esquemas de classificacio dos organismos vivos

Esquema de ) 3
Reinos Organismos
Classificacdo
Plantae Bactérias, Fungos, Algas, Plantas,
Linnaeus (1753) =
Animalia Protozoarios e Animais Superiores
Plantae Algas Multicelulares e Plantas
Animalia Animais
Haeckel (1865)
Protista Microorganismos,  incluindo  Bacterias,
Protozoarios, Algas, Bolores e Leveduras
Plantae Algas Multicelulares ¢ Plantas
Animalia Animais
Whittaker (1969) Protista Protozoarios e Algas Unicelulares
Fungi Bolores e Leveduras
Monera Todas as Bactérias (procariotos)

FONTE: Pelezar ef al. (1996)

Até os anos 80 do século XX, quando teve inicio a aplicagio de técncias

moleculares, todas as classificagdes eram baseadas na morfologia e anatomia

comparadas. Entre aquelas técnicas, as mais usadas sdo as de seqiiéncia geneticamente

determinadas: a de aminodcidos em proteinas e a de nucleotideos em 4cidos nucléicos

(RAVEN, 2001). O seqiienciamento de acidos nucléicos, com apenas quatro diferentes

nucleotideos, mostrou-se tecnicamente mais fécil que o seqlienciamento de proteinas, o

qual requer a comparagfo de 20 tipos de aminoécidos.

Em sistematica existe um inegével valor no uso de segiiénciamento de 4cidos

nucléicos. O segiienciamento molecular promoveu profundas modificagtes nas relagdes
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taxondmicas. A andlise das seqiiéncias de pequena subunidade do RNA ribossdomico
forneceu a primeira evidéncia do mundo vivo estar dividido em trés grandes grupos.
Em 1977, Carl Woese e seus colaboradores, da Universidade de Illinois,
verificaram que nenhum grupo tinha se desenvolvido a partir de outro; aparentemente
todos eles, ainda que por vias completamente diferentes, teriam evoluido de um
ancestral comum (PELCZAR et al., 1996) (Figura 6). Propuseram, entdo, uma nova
classificagiio com os trés reinos primérios da vida, aos quais denominaram dominios,
que sdo:
o Archaeca ou Arqueobactéria, composto por bactérias metanogénicas,
halofilicas extremas, termoacidéfilas e dependentes de enxofre;
o Bacteria ou Eubactéria, composto principalmente por bactérias anaerdbias e
gram-negativas;
o Eukarya ou Eucariotos, composto principalmente por protozoarios, fungos,

animais e plantas.

———— Animais
[ Archaea l Entamebas Lo
Mixomicalos

- Baclérias verdes nao-sulfuradas
i Bacleria ] i

Methanosarcina

Bactérias 1 ;
lethanobaclerium

Gram-positivas
Bactérias pirpuras

= Pianlas
~ Ciliados

Haldfil Euk a ‘
oiilas [aueena]

Thermoproleus Methanecoccus .

Ciancbactérias e Pyrodicium \Themacoons

Flavobacténias e s
2 * Tricemdnadas
Thermotogales e, A N
S
Mictosporidios
Diplomdnadas

Figura 6: Arvore evolutiva universal determinada pela comparagfo de seqiiéncias
do RNA ribossémico. Os dados apéiam a divisio do mundo vivo em trés dominios,
0s quais consistem em organismos procari6ticos (Bactéria ¢ Archaea) e um dos
organismos eucariéticos (Eukarya). O ancestral universal dessas células ¢
encontrado na base da arvore. Animais, fungos e plantas formam, cada um, um
reino separado no dominio Eukarya. Os grupos remanescentes de Eukarya

pertencem ao reino Protista.

FONTE: Raven et al. (2001)
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Na classificagio do Manual Sistemético de Bacteriologia Bergey, no Volume I1I,

Secdo 19, as Bactérias Fotossintéticas Oxigénicas (Black, 2002) s#o assim apresentadas:

Grupo 1. Cyanobacteria

Cyanobacteria

Subsegdio I. Ordem Chroococcales
Género 1.

Género 1I.

Género I11.

Subsecdo 1I. Ordem Pleurocapsales
Género L.
Género II.
Género III.
Género 1V.

Género V.

Subsecdo III. Ordem Oscillatoriales
Género 1.
Género 1L
Género III.
Género 1V.
Género V.
Género VI.
Género VII.
Género VIIIL

Chamaesiphon
Gloeobacter

grupo Synechococcus
Gloeothece

grupo Cyanothece
grupo Gloeocapsa

grupo Synechocystis

Dermocarpa
Xenococcus
Dermocarpella
Myxosarcina
Chroococcidiopsis

grupo Pleurocapsa

Spirulina
Arthrospira
Oscillatoria
Lyngbya
Pseudanabaena
Starria
Crinalium

Microcoleus



Subsegdo 1V. Ordem Nostocales
Familia I.
Género 1.
Género 1I.
Género I11.
Género IV.
Género V.
Familia II.
Género I.
Familia III.

Género I.

Subsegdio V. Ordem Stigonematales
Género L.
Género II.
Género I11.

Género IV.

Grupo II. Ordem Prochlorales
Familia I.

Género 1

Outros taxa

Género |

Nostocaceae
Anabaena
Aphanizomenon
Nodularia
Cylindrospermum
Nostoc
Scytonemataceae
Scytonema
Rivulariaceae

Calothrix

Chlorogloeopsis
Fischerella
Stigonema

Geitleria

Prochloraceae

Prachloron

“Prochlorothrix”
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O Grupo I das Cianobactérias ¢ o Grupo II das Procloréfitas, embora

apresentem similaridades, formam grupos diferentes, pois os organismos do Grupo II

apresentam duas clorofilas muito semelhantes as das plantas superiores, encontradas em

estruturas similares a dos cloroplastos. As cianobactérias, provavelmente, representam

um passo importante na evolugdo dos mecanismos fotossintéticos e, segundo alguns

cientistas, Prochloron (Figura 7) representa o elo faltante entre os procariontes

fotossintéticos e os vegetais eucaridtos (BLACK, 2002).
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Figura 7: Prochloron sp., um procarionte fotossintético semelhante aos vegetais.
Cada célula, no aglomerado, contém clorofila distribuida em camadas

membranosas.

FONTE : Black (2002)

As cianobactérias sdo encontradas no mundo todo; seus habitats vio desde
fontes termais com pH maior que 5 e temperaturas de 85°C, a oceanos gelados da
Antartida; algumas espécies sio encontradas no ambiente terrestre, no solo sob rochas e
desempenham importante papel nos processos de ciclagem de nutrientes (SMITH, 1955;
PAERL et al., 2001).

Os ecossistemas de dgua doce sdo os ambientes mais apropriados para o
desenvolvimento de cianobactérias, pois a maioria das espécies apresenta melhor
crescimento em aguas neutro alcalinas, com pH de 6 a 9, temperaturas entre 15°C e
30°C, e com alta concentragio de nutrientes, principalmente nitrogénio e fosforo
(AZEVEDO, 1998).

As cianobactérias sdio capazes de realizar fotossintese em ambientes pouco
adequados s células eucariéticas; elas séo adaptadas a vida em ambientes aquéticos de
grandes profundidades, devido & presenca de ficocianina ¢ ficoeritrina como seus
pigmentos fotossintetizantes (YOO ef al.,1995). A 4gua ¢ o doador de elétrons para a
fotossintese, com produgio de oxigénio (WHITTON e POTTS, 2000).

As sinonimias usadas para denominar um mesmo grupo de organismos que
apresentam combinagfio de propriedades encontradas em algas e bactérias sdo:

o blue-green algae = alga azul,

e mixoficeas;

e cianoprocariontes;

e cianobactérias;

e cianoficeas.
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As cianobactérias tém a estrutura de bactéria (Figura 8). Exibem cépsula ou
bainha mucilaginosa, parede celular (desprovida de celulose, constituida de
polissacarideos ligados a polipeptidios), membrana plasmética, nucleéide, ribossomos,
inclusdes de fosfato, proteinas e lipidios (nfio possuem amido, possuem granulos de
cianoficina- composto de reserva que forma granulos de poliglucanos, semelhante ao
glicogénio - Joly, 2002), citoplasma e lamelas fotossintéticas (tilacdides), nas quais séo

encontrados os pigmentos fotossintetizantes JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2000).

lotossiniétcs

Ciznossomo

Figura 8: Desenho esquematico da estrutura de uma cianobactéria

FONTE: Junqueira e Carneiro (2000)

As células das cianobactérias nfio apresentam nucleo delimitado por carioteca; o
material nuclear, o 4cido desoxirribonucléico — DNA, localiza-se no centro do
protoplasma, em uma regifio denominada nucleoplasma. Néo possuem organdides
celulares como complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico, mitocondrias e vactolos,
caracteristicas estas comum as bactérias, nas quais toda a dgua estd uniformemente
associada & matriz orgénica: esta parece ser a razdo de ser mais ficil a adaptagéo desses
organismos a meios com pressdo osmotica (Tabela 1). Algumas cianobactérias como:
Microcystis sp., Gomphosphaeria sp., Gloetrichia sp., Anabaena sp. e Oscillatoria sp.
apresentam vactolos gasosos (pseudovaculos) associados a capacidade de controlar a
flutuagiio da célula, o que lhes permite manterem-se em profundidade Otima em
nutrientes, concentragio de oxigénio e disponibilidade de luz (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, op. cit.).



Tabela 1 - Principais diferenc¢as entre Células Procaridticas e Eucariéticas.

Caracteristicas Célula procaridtica Célula eucaridtica

Tamanho médiade 1 a2um por 1 a4 pm  acima de 5um de largura ou didmetro

Numero de cromossonos 1 circular Mais de 1, lineares

Membrana nuclear Ausente Presente

Aparelho mitdtico Ausente Presente
P cphaidranat ek B T e s e T e S o
Mitocondrias Ausentes Presentes

Cloroplastos Ausentes Presentes em plantas

Aparelho de Golgi Ausente Presente

Reticulo endoplasmatico Ausente Presente

Lisossomos Ausentes Presentes

Ribossomos 70s, distribuidos no citoplasma 80s, ligados a membranas

ot B T

Membrana citoplasmatica Sem esterdides Com esterdides

Peptidoglicano Presente* Ausente

* Ausente em Mycoplasma e Arqueobactérias.

FONTE: Trabulsi ef al. (1999)

As cianobactérias mostram consideravel diversidade morfolégica. Elas podem
ser unicelulares, ex: Chroocuccus sp. ou filamentosas, ex: Anabaena sp., Oscillatoria
sp., Planktothrix sp., Nostoc sp., Cylindrospermopsis sp.; podem ocorrer
individualmente, ex: Synechococcus sp. € Aphanothece sp., ou agrupadas em coldnias,
ex: Microcystis sp., Gomphospheria sp., Merismopedia sp. (Whitton e Potts, 2000) - a
maior parte delas envolvidas em mucilagem.

As espécies filamentosas tém grau de diferenciagio maior que as espécies

globulares; a diferenciagdo mais comum e ecologicamente mais importante € a dos
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heterocistos que, de maneira uniforme, aparecem espagados ao longo do tricoma
(MARGALEF, 1983).

Os heterocistos, células que diferem das vegetativas ¢ dos esporos por
apresentarem paredes espessas € carecerem do fotossistema 2 (Figura 9), sdo
responséveis pela fixagho do nitrogénio molecular (N;) (PELCZAR et al., 1996). Eles
podem aparecer em todas as espécies filamentosas, exceto em membros da familia
Oscillatoriaceae (WETZEL, 1993). Em certos géneros, 0 heterocisto ocupa uma

posigfo intercalar; em outros, ¢ terminal (JOLY, 2002).

ET:
Heterocisio

Figura 9: Anabaena planktonica. As células tém de 10 a 15 pm de largura e

possuem vaciiolos de gis. Possuem heterocisto.

FONTE: Pelczar ef al. (1996)

Os heterocistos sdo originados de células vegetativas, nas quais se forma um
involucro espesso sobre a parede celular, exceto nos polos, local em que se liga as
células vegetativas adjacentes por um poro ou canal, possibilitando, assim, a troca de
produtos metabdlicos (WETZEL, op. cit.).

Nos heterocistos pode ocorrer a fixagdo do nitrogénio porque, ao contrario de
outras células do filamento, eles nfio produzem oxigénio (Pelczar et al., op. cit.), por ndo
possuirem ficobilinas, que séo pigmentos para a absor¢io de luz. Vale ressaltar que a
enzima nitrogenase ¢ inativada na presenca de oxigénio (WETZEL, op. cit.).

A fixagfio do nitrogénio ocorre por meio de um processo que utiliza carbono
como fonte de energia. O carbono orgénico é levado, através das formas vegetativas,

para o interior do heterocisto ¢ o nitrogénio fixado ¢ transferido para o interior das
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células vegetativas. Algumas cianobactérias como Gloeocapsa sp., que ndo produzem
heterocistos, também podem fixar o nitrogénio. Acredita-se que, nestes casos, a
separagiio entre a fotossintese e a fixagdo do nitrogénio, além de temporal, ndo deve
ocotrer em estruturas separadas (WETZEL, 1993).

Algumas espécies produzem estruturas denominadas acinetos, que sfo células de
repouso de grandes dimensdes, com paredes espessas, que acumulam reservas de
proteinas sob a forma de grénulos de cianoficina (STAINER e COHEN-BAZIRE,
1977%, apud WETZEL, op. cit.). Os acinetos sdo altamente resistentes ao dessecamento
(PELCZAR et al., 1996) (Figuras 10 e 11). Por poderem resistir a condigdes ambientais
adversas, as cianobactérias conseguem sobreviver nos sedimentos, por muitos anos

(SZE, 1993).

(M+— Heterocisto

P
ety ==

R

Figura 10: Cylindrospermum majus. As células possuem de 3 a 5 pm de largura; os
heterocistos , que tém localizagiio terminal, siio levemente maiores que as células

vegetativas, enquanto os acinetos sio muito maiores.

FONTE: Pelczar et al. (1996)

2 STAINER, R. Y., COHEN-BAZIRE, G., 1977. Fototrofic prokaryotes: the cyanobacteria. Ann. Ver.
Microbiol, (31) 225-274.
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Figura 11: Gloeotrichia echinulata, mostrando filamentos longos e afilados. Os
heterocistos terminais possuem cerca de 8 a 10pm de largura e os acinetos tém de

10 a 20pm de largura por 45 a 50pm de comprimento.

FONTE: Pelczar ef al (1996)

Em condi¢Bes desfavoraveis elas podem formar esporos resistentes, os acinetos,
que ao se destacarem do filamento germinam e ddo origem a novos individuos. O
mesmo acontece em ambiente favoravel; os acinetos germinam e podem produzir
tricomas, filamentos de segfo circular; ou produzir hormogdnios, pequenas porgoes de
tricomas, ligeiramente modificados, que se separam do tricoma parietal para formar
novos filamentos; esse processo ¢ considerado um tipo de reprodugfio assexuada
(WETZEL, 1993).

A maior parte das cianobactérias filamentosas sfio bentOnicas; especialmente
aquelas cujos tricomas estéo diferenciados em base e dpice (MARGALEF, 1983).

Segundo Reynolds € Walsby (1975), as formas filamentosas aparecem cm
espirais ou trangadas e, &s vezes, assumem morfologia secundéria como resultado da
agregagiio ou embarago. Essas formas filamentosas diferem, significativamente, quanto
ao tamanho de filamentos individuais. No grupo das filamentosas bentOnicas, sdo
encontradas as Nostocales ou Oscilatorialles, com ramificagdes verdadeiras, que se
propagam por hormogonios; entre as rivularaceas, destaca-se o género Gloeotrichia sp.
que, quando jovem, pode ser bentdnico e fixo; seus filamentos, porém, logo se dispdem
radialmente em uma esfera de mucilagem e as colonias flutuam; podem fixar nitrogénio e
desenvolver pseudovactiolos gasosos.

Na familia das Nostocéceas sio mais comumente encontrados os géneros:

Anabaena sp., Nodularia sp., Anabaenopsis sp. € Aphanizomenon sp.



25

o  Anabaena sp: organismos filamentosos (tricomas), formados por células azuladas,
arredondadas, ovoides, esféricas ou com constricio mediana; possui heterocistos
esféricos intercalares; os acinetos podem estar junto aos heterocistos ou separados;
os tricomas mais velhos podem apresentar pseudovactiolos responséveis pela
flutuagfio, originando as floragdes (PARRA et al., 1982); apresentam cerca de 4 pm
de largura e até 125 pym de comprimento (WALSBY ef al., 1989). Quando formam
colonias, nfio possuem forma definida dada a inconsisténcia da mucilagem
BICUDO e BICUDO (1970) (Figura 12 a e b). Produzem, na 4gua, odor de capim,
rabanete (Zagatto e Arago, 1997), mofo; quando se decompdem, o odor ¢ séptico
e, dependendo da espécie, de Benzene Hexacloride —- BHC (BRANCO, 1978).

(a) (b)
Figura 12: (a) Anabaena sp. (b) Anabaena circinales
FONTE: www.bio.mtu.edu FONTE: Bicudo e Bicudo (1970)

e O género Anabaenopsis sp. apresenta tendéncia para assimetria ou
diferenciagdio longitudinal de seus curtos tricomas; possui heterocistos
terminais e intercalares e acinetos intercalares (Figura 13a e b), (PARRA et

al, op. cit.);
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(b)
Figura 13: (a) Anabaenopsis sp. (b) Anabaenopsis circularis

FONTE:www.protist.i.hosei.ac.jp FONTE: Parra ef al. (1982)

e O género Nodularia sp. caracteriza-se por apresentar células cilindricas, que
preferivelmente se desenvolvem principalmente em dguas mais ou menos
salobras. Apresentam filamentos livres, envolvidos por matriz gelatinosa e
formados por uma fileira de células arranjadas como contas de colar. Os
heterocistos sio intercalares, largos, as vezes pouco majores que as células
vegetativas e os acinetos sfo largos, reunidos em fileiras entre dois

heterocistos (Figura 14 a e b), (PARRA et al,, op. cit.).
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(b)
Figura 14: (a) Nodularia sp. (b) Nodularia spumigena

FONTE: www.ibvf.cartuja.csic.esc. FONTE:Parra ef al. (1982)

a *
o  Aphanizomenon sp.: os filamentos agregam-se em patches ; esses

filamentos podem ser retos ou encurvados, nfo ramificados, formados por

* patches: néo tem, ainda, tradugéo para portugués; tém sido usados, tanto patches em inglés, como balsas
em espanhol. Sugestdio de neologismo — manchas.
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células cilindricas; em algumas espécies sio arredondadas; ndo se observam
bainhas revestindo os filamentos que podem ser dotados de movimentos; 08
heterocistos sdo cilindricos e intercalares; os acinetos sdo cilindricos,
solitarios, alongados (Figura 15a ¢ b) (PARRA ef al., 1982). As células
possuem pseudovactolos (BICUDO e BICUDO, 1970). Em grande
quantidade, conferem a 4gua odor de BHC (BRANCO, 1978).

e Oyydomerd

(@ (b)
Figura 15: (a) Aphanizomenon sp. (b) Aphanizomenon flos-aquae
FONTE: www.bio.mtu.edu FONTE: Bicudo e Bicudo (1970)

o O género Nosfoc sp. apresenta filamentos semelhantes aos de Anabaena sp.,
porém contorcidos, envolvidos por massa gelatinosa comum, que formam
uma coldnia que, quando nova, ¢ microscopica e geralmente esférica; torna-
se visivel mais tarde. Os filamentos possuem células esféricas ou
elipsoidais, com heterocistos intercalares, geralmente solitarios, de mesmo
tamanho e forma que as outras células (Figura 16a e b). E comum a
formagéio de hormogdnios pela ruptura do filamento, junto a um heterocisto
(PARRA ef al.,op.cit.; MARGALEF, 1983). Podem produzir odor de capim
ou séptico (BRANCO, op. cit.). A cianobactéria heterocistica Nostoc
muscorum pertence a ordem Nostocales. Organismos dessa ordem possuem
restricio 4 enzima nitrogenase (responsavel pela fixagdo do gés nitrogénio).
Para manter a atividade nitrogenase nos heterocistos, essas cianobactérias
utilizam-se de compostos redutores de ATP provenientes, principalmente,
da fotossintese que ocorre nas células vegetativas ou de outros processos

metaboélicos (YUNES et al., 1990).
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(b)
Figura 16: (a) Nostoc sp. (b) Nostoc sp.
FONTE: www.biolLtsukuba.ac.ip ~ FONTE: Bicudo e Bicudo (1970)

No pléncton, as Oscilatoridceas estdo representadas principalmente por espécies
desnudas, de estado hormogonal persistente. Nas genuinamente planctonicas, ¢ possivel
que o mecanismo de mobilidade seja atrofiado. As espécies mais importantes:
Oscillatoria rubescens e Oscillatoria agardhii diferem das demais Oscillatoria sp. pelo
aspecto reticulado da superficie das células; as vezes tém pseudovactiolos gasosos,
porém ndio fixam nitrogénio; podem acumular-se em estratos  definidos,
preferencialmente na termoclina, outras vezes no fundo. As mudangas na termoclina
podem leva-las a superficie, local em que elas se apresentam COmMO manchas
avermelhadas. Talvez devessem ser classificadas como um género distinto
(MARGALEF, 1983). O mesmo aufor mencionou, também, que algumas
Oscilatoridceas possuem tricomas muito delgados (1,2 pm a 2,5 um), que apresentam

bainha fina e pertencem aos géneros:

o Oscillatoria sp.: os filamentos sdo cilindricos, nfo ramificados, sem bainha
ou envoltério gelatinoso (BICUDO e BICUDO, op. cit.). A extremidade do
fio pode ser afilada ou possuir pequena dilatagdo. Possuem movimentos
oscilatérios. Nao formam heterocistos e acinetos (PARRA ef al.,1982)
(Figura 17a e b). Apresentam 3,5 um de largura e até 125 um de
comprimento; (REYNOLDS, 1984). Segundo Zagatto e Aragio (1997),

possuem odor caracteristico de capim ou grama.
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(b)
Figura 17: (a) Oscillatoria sp. (b) Oscillatoria ornata
FONTE: www.bio.mtu.edu FONTE: Bicudo e Bicudo (1970)

Lyngbya sp.: apresenta filamentos solitarios ou agregados. Tricomas
simples, circundados por rigida bainha transparente, ocasionalmente
ramificados, retos, curvos ou espiralados (Figura 18a e b). As células podem
deslocar-se deslizando por dentro da bainha; nunca formam heterocistos
nem acinetos (BICUDO e BICUDO, op.cit.; PARRA et al., 1982).

.
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o

(a) (b)
Figura 18: (a) Lyngbya sp. (b) Lyngbya hieronimusii
FONTE: www.protist.i.hosei.ac.ip FONTE: Bicudo e Bicudo (1970)

Phormidium sp.: possuem tricomas semelhantes aos de Oscillatoria, sendo
dificil a disting@io entre ambos; os tricomas sfio envoltos por uma bainha
gelatinosa pouco consistente, podendo ocorrer paralelos uns aos outros
(Figura 19a e b), (BICUDO e BICUDO, op. cit.). Algumas espécies: Ph.
mucicola e Ph. franquet crescem na mucilagem de outras algas ou de
animais e, algumas vezes, sio encontrados j& decompostas em elementos
celulares, os quais podem ser chamados Aphanothece (MARGALEF, 1983).

Segundo Parra ef al.,(op. cit.), Aphanothece sp. apresenta—se sem forma
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definida (fusiformes, delgadas, elicoidais ou cilindricas), com bainha

homogénea incolor.

I FR 1

(2) (b)

Figura 19: (a) Phormidium sp. (b) Phormidium autumnale
FONTE: www.protist.i.hosei.ac.ip FONTE: Bicudo e Bicudo (1970)

Spirulina sp.: apresenta filamentos regulares e helicoidais, caracteriza-se por
nfio apresentar septos transversais; o material plasmatico aparece como uma
massa continua e os tricomas s#o unicelulares ou multicelulares (Figura 20a
e b) (BICUDO e BICUDO, op. cit.; PARRA ef al, 1982). O tricoma da
Spirulina sp. é enrolado em hélice; S. platensis ¢ caracteristica de dguas
carbonatadas sodicas, de alto pH e ricas em fosfato (MARGALEF, 1983).

. 104rm W

®

Figura 20: (a) Spirulina sp. (b) Spirulina sp.
FONTE: www.locn.ne.jp FONTE: Bicudo e Bicudo (1970)

Gloeotrichia sp.: os filamentos sfo agrupados em um nd central, formando
grandes estruturas arredondadas (1-2 mm) semelhantes a ourigos
(WHITTON e POOTS, 2000). Formam acinetos, que quando isolados
podem aparecer proximos ao heterocisto basal (BICUDO e BICUDO, op.
cit.). As colonias de filamentos com tnica célula sdo envolvidas por uma

bainha gelatinosa que é individual na base mas comum a todos os
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filamentos (Figura 21a e b), (PARRA ef al., 1982). Quando presentes em

grande nimero, conferem & dgua odor de capim ou grama (BRANCO,

1978).
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(a) (b)
Figura 21: (a) Gloeotrichia sp. (b) Gloeotrichia echinulata
FONTE: www.bio.mtu.edu FONTE: Bicudo e Bicudo (1970)

Normalmente, as colonias globulares alteram seu tamanho como resultado de
crescimento, apresentando reduzida desagregagao da coldnia, embora possam acontecer
amontoados isolados ou agregagdes de coldnias separadas (REYNOLDS ef al,, 1981).

e Microcystis aeruginosa ¢ a espécie mais freqiientemente encontrada em
cultura de coldnias globulares ou semi-esféricas; possuem pseudovactiolos
gasosos (Bicudo e Bicudo, op. cit.); as células unicas variam em tamanho, de
5-6 um de didmetro, podendo encontrar até dezenas de milhares de células
por colonia (Reynolds ef al., op. cit.), com bainhas mucilaginosas (Figura
22a e b). Quando frescas, produzem odor de capim, grama e rabanete ou
odor séptico quando em decomposigfio; conferem gosto adocicado as aguas

(ZAGATTO e ARAGAO, 1997).
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(®)
Figura 22: (a) Microcystis aeruginosa (b) Microcystis aeruginosa

FONTE: Zagato e Aragdo (1997) FONTE: Bicudo e Bicudo (1970)

o Gomphosphaeria sp. (Coelosphaerium sp.): organismos que s¢ apresentam
na forma de coldnias esféricas ou ovoides; as células encontram-se em uma
{inica camada superficial; o centro da coldnia € oco (Figura 23a e b). Quando
as coldnias nfo sfo esféricas, as células se apresentam em disposigo radial
(PARRA et al., 1982). A gelatina da coldnia é transparente. Nas aguas,
causam gosto adocicado de capim ou grama (BRANCO, 1978).
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(a) (b)
Figura 23:(a) Gomphosphaeria sp. (b) Gomphosphaeria lacustris
FONTE:www.bio.mtu.edu FONTE: Bicudo e Bicudo (1970)

As cianobactérias reproduzem-se de forma assexuada; como nas demais
bactérias, a divisdo celular ocorre por crescimento € invaginagfo da parede celular
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2000). A reprodugfio aconiece por um processo
denominado fissdo bindria, no qual as células, individualmente, dividem-se em duas
células filhas de tamanho aproximadamente igual; anteriormente a divisdo celular, os

contetidos celulares se duplicam e o nucledide também € duplicado (Trabulsi ef al,
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1999), nfo se dividindo por mitose tal como ocorre nas algas e nos organismos
superiores.

As cianobactérias nfo possuem cilios, nem flagelos como as bactérias; por esse
motivo toda a suwa mobilidade estd relacionada & expulsio de material orgénico
produzido pelas células (MARGALEF, 1983). Segundo Drum e Hopkins (1965), as
cianobactérias ejetam materiais extracelulares, processo que resulta em locomogdo sem
cilios ou flagelos ou, no caso de espécies filamentosas, por movimentos deslizantes e de
rotag@io (PELCZAR et al., 1996; JUNQUEIRA e CANEIRO, 2000).

Além de clorofila-a, as cianobactérias possuem outros pigmentos protéicos
soliiveis em dgua, genericamente denominados ficobilinas (PELCZAR ef al., op. cit.).
As ficobilinas sdo comumente responsdveis pela variabilidlade de cores das
cianobactérias: ficocianina (azul), ficoeritrina (vermelha) (Junqueira e Carneiro, op. cit.)
e as xantofilas, pigmentos acessérios que sfo carotendides amarelados (CURTIS, 1977).

Segundo Yoo ef al.(1995), uma das ficobilinas, a ficocianina, parece ser azul
porque absorve comprimentos de onda de luz na banda vermelha do espectro, e reflete
na banda azul. A ficocianina atua como pigmento acessério durante a fotossintese, pela
fixaglo da energia luminosa principalmente na banda vermelha, especialmente entre
625 a 630nm. A combinagfio do efeito visual verde-azulado da ficocianina e o verde da
clorofila-a criam a aparéncia azul-esverdeada dos microrganismos, motivo pelo qual os
fototréficos oxigénicos freqiientemente sfio denominados cianobactérias, que significa
bactérias azuis (PELCZAR et al., op. cit.).

De forma diferente da ficocianina, a clorofila-a fixa luz principalmente no
comprimento de onda do azul; assim a cianobactéria tem vantagem ecolgica no
ambiente aquatico, porque pode utilizar luz em ambos o0s extremos do espectro visivel,
inclusive no comprimento de onda vermelho, que penetra até o fundo da coluna de agua
¢ também no comprimento do azul que, geralmente, extingue-se em menor
profundidade (YOO et al., op. cit.; PAERL, 1988a).

O sistema fotossintético das cianobactérias é formado por sacos membranosos,
achatados e concéntricos, entre os quais encontram-se grinulos de 40nm de didmetro,
presos a suas paredes externas. Esses granulos, denominados cianossomos, contém a
ficocianina e a ficoeritrina, € a estrutura membranosa contém a clorofila e outros
compostos do sistema fotossintético. A energia solar, absorvida pela ficocianina e pela
ficoeritrina, posteriormente ¢ transferida para as membranas que contém clorofila, onde
ocorre a fotossintese (JUNQUEIRA ¢ CARNEIRO op. cit.; PELCZAR ef al., op. cit.).
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Devido as caracteristicas fisio-morfolégicas, as cianobactérias sdo organismos
que apresentam extraordindria capacidade adaptativa aos mais diversos ambientes, por
isso sfio consideradas excelentes colonizadores ambientais, o que propiciou grande

vantagem ao processo evolutivo em relagfio aos demais organismos fitoplanctonicos.

3.3 Cianotoxinas

“Nada € veneno, tudo € veneno. A
diferenga esta na dose”.
Paracelsus (1493-1451)

Toxina, palavra traduzida do inglés para o portugués em 1835 (Houaiss, 2001),
etimologicamente significa proteina sintetizada por um organismo, a qual € téxica para
seres vivos de outras espécies. Com o tempo, o termo toxina adquiriu novas conotagdes
como veneno € substdncia venenosa segregada por seres vivos, que podem provocar
danos a seres de outras espécies.

Virios autores referem que, em situagbes de estresse, as cianobactérias
produzem toxinas chamadas cianotoxinas. As causas para essa produgfio ainda nfio estfio
bem esclarecidas, mas alguns pesquisadores acreditam que as cianotoxinas
desempenham fungdes protetoras contra espécies zooplanctdnicas, seus predadores
primérios — tal como fazem algumas plantas vasculares ao produzirem taninos, fendis,
alcaldides ou esterdides — para poderem se proteger contra predadores e nfio apenas
como repostas as condi¢des fisico-quimicas do ambiente.

Segundo Magalhdes et.al. (2001), geralmente a exposigiio humana as ciantoxinas
pode acontecer por diferentes maneiras, como: contato com dguas por inalagfio, ingestdio
oral e intravenosa (em caso de tratamento de hemodidlise) e ingestdo de peixes e
moluscos, que se alimentaram de cianobactérias, acumulando suas toxinas.

Proenga e Villac (2003) e Yunes ef al. (2003) relataram que as cianotoxinas
detectadas em 4guas epicontinentais incluem as hepatotoxinas e neurotoxinas:
microcistinas (LR, YR, AR, Dleul-LR, anatoxina-a, anatoxina a (s)) e diversas
congéneres das saxitoxinas (STX, NeoSTX, GTX1, GTX2, GTX3, GTX4).

As cianobactérias s#o consideradas rica fonte de metabdlitos secundarios

biologicamente ativos, isto €, de compostos nfo utilizados por esses organismos em seu
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metabolismo primédrio, muitos dos quais com possivel potencial farmacologico
(CARMICHAEL, 1992).
Segundo Nobre (1997) e Paerl er al. (2001), as cianotoxinas podem ser

agrupadas em duas categorias: endotoxinas e exotoxinas.

As endotoxinas sfo constituintes da parede celular das cianobactérias,
armazenadas no seu interior e liberadas para a agua quando as células morrem, quando
estdo no estagio de senescéncia ou sob estresse celular.

As exotoxinas sfio proteinas bacterianas com agfo téxica poderosa, secretadas
em baixas concentragdes. Sdo produzidas por quase todos os organismos gram-positivos
e gram-negativos. Algumas exotoxinas séio enzimas (Black, 2002) formadas em todos
os estagios de crescimento da célula. Segundo Trabulsi ef al. (1999), de acordo com seu

lugar de agfo, as exotoxinas podem ser divididas em trés grupos:

e Toxinas que atuam na membrana citoplasmética, interferindo em mecanismos de
sinalizagdo da célula; pertence a este grupo a toxina termoestavel de Escherichia

coli.

o Toxinas que alteram a permeabilidade da membrana celular, como as toxinas
que formam poros (estreptolisina, listeriolisina, hemolisina de Escherichia coli)

ou que dissolvem a membrana, como a fosfolipase C das riquétsias.

e Toxinas que atuam no interior da célula, modificando enzimaticamente alvos
citosélicos e que podem ser dividas em seis grupos, de acordo com o tipo de

atividade enzimatica.

Segundo suas estruturas quimicas, as cianotoxinas podem ser reunidas em trés
grupos:

@ Alcaléides

Grupo heterogéneo de substincias orgénicas, que tém como similaridade
molecular mais significativa a presenga de nitrogénio na forma de amina e, raramente,
na forma de amida (LARCHER, 2000). Ha varias classes de alcaléides e todas elas
apresentam alguma agdo fisiolégica, geralmente sobre o sistema nervoso central. O
homem, para produgéio de drogas medicinais como morfina, estricnina e atropina, tem
utilizado alcaldides que podem causar alucinagdes (AZEVEDO, 1998; LARCHER,

op.cit.). Os alcaléides podem ser neurotdxicos (anatoxinas e saxitoxinas); citotoxicos
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(cylindrospermopsinas) ou dermatotdxicos (aplysiatoxinas e lyngbyatoxina). Eles sfio
produzidos por espécies dos géneros: Anabaena sp., Planktothrix sp. /Oscillatoria sp.,
Aphanizomenon sp., Lyngbya sp., Schizothrix sp., Cylindrospermopsis sp. e Umezakia
sp. (SIVONEN e JONES, 1999).

e Peptideos Ciclicos Hepatotdxicos

Sdo biomoléculas que podem conter desde dois a dezenas de fragmentos de
aminoécidos (SALOMON ef al., 1996). Esses aminoacidos sdo unidos, entre si, por
meio de ligagdes peptidicas (PELCZAR et al., 1996). Sdo produzidos pelos géneros
Microcystis sp., Nodularia sp., Oscillatoria sp., Nostoc sp., Cylindrospermopsis sp.
(CARMICHAEL, 1992).

@ Lipopolissacarideos (LPS)

S@o compostos por polissacarideos e por lipidio A (endotoxina); presentes na
composigdo da parede das células de organismos procariontes, bactérias gram-negativas
(KELETI ef al.,1981). Esses compostos sfio encontrados em todas as cianobactérias,
pois séio constituintes de sua parede celular.

O lipideo A é um glicofosfolipideo, cujo papel biolbgico consiste em participar
dos mecanismos de patogenicidade de células bacterianas gram-negativas. Essa
endotoxina é um antigeno fraco, a nfio ser quando presente em doses elevadas. Esse
antigeno nfo utiliza mecanismos enzimaticos para danificar as células (BLACK, 2002).

Os antigenos, livremente formados no interior da célula, ficam dispersos no
citoplasma; como ndo existem estruturas secretoras, atingem o meio aquatico através da
membrana celular formada por substincia dialisivel, sem passar por qualquer canal
excretor (PADUA, 2002). Uma possivel explicagfo para a multiplicidade de existéncia
das endotoxinas € a variabilidade genética dos LPS de diferentes microrganismos, uma
vez que eles so componentes estruturais das membranas das bactérias gram-negativas
(BLACK, op. cit.). Os LPS apresentam grande ntmero de atividades bioldgicas,
desempenhando importante papel em manifestagdes clinicas como inflamagfio, febre,

coagulagdo intravascular e choque (TRABULSI ef al., 1999).

Em fungo da agfio farmacoldgica, as cianotoxinas sdo classificadas em:

Neurotoxinas; Hepatotoxinas; Endotoxinas (Lipopossacarideos — LPS).
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3.3.1 Neurotoxinas

Neurotoxina, palavra origindria do grego mefirom, de infcio teve o sentido
denotado de neura, palavra que refere-se ao sistema nervoso; etimologicamente, em
bioquimica, refere-s¢ & cada uma das vérias toxinas existentes em bactérias € em outros
microrganismos, as quais atuam especificamente no sistema nervoso (HOUAISS, 2001).
Segundo Ferreira (1997), tem a conotagfio de “cada uma das vérias toxinas, de alto
poder agressivo, que mesmo em baixa concentragéo, lesam o sistema nervoso”.

Ao menos cerca de cinco neurotoxinas foram classificadas como alcaléides ou
organofosforados que atuam na transmissdo dos impulsos nervosos, provocando morte
por paradas respiratorias (PEREIRA ef al., 1998; ROSET ef al., 2001).

As Neurotoxinas sfo produzidas, principalmente, pelos géneros: Anabaena sp.,
Aphanizomenon  sp.; Oscillatoria sp.; Trichodesmium sp.; Lyngbya sp. e
Cylindrospermopsis sp. Os trés tipos de neurotoxinas produzidas a partir de espécies
desses géneros sdo: Anatoxina-a, Anatoxina-a (s), Saxitoxinas (SXT), Neosaxitoxinas
(Neo-STX) e Homoanatoxina-a (AZEVEDO, 1998).

3.3.1.1 Anatoxina-a

Anatoxina é uma palavra que veio para o portugués, oriunda do inglés, derivada
de Anabaena flos-aquae, primeira cianobactéria na qual foi verificada a produgfio dessa
toxina (HOUAISS, op. cit.). A anatoxina pode ser encontrada em Anabaena sp. (flos-
aquae-lemmermannii), Anabaena planktonica, Oscillatoria sp., Aphanizomenon sp. e
Cylindrospermum sp. (SIVONEN e JONES, 1999).

A anatoxina-a foi a primeira cianotoxina a ser quimica e funcionalmente
definida (Figura 24); trata-se de uma amina secunddria (Devlin ef al., 1977, Azevedo,
1998; Roset ef al., op. cit.), com estrutura semelhante a da cocaina ¢ a do

neurotransmissor acetilcolina (WHITTON e POTTS, 2000).
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Anatoxin-a

Figura 24- Estrutura quimica da anatoxina-a

FONTE: Azevedo (1998)

Segundo Azevedo (op. cit.), a anatoxina-a é um potente alcaléide neurotoxico,
bloqueador neuromuscular pds-sindptico de receptores nicotinicos e colinérgicos que se
liga, irreversivelmente, a receptores de acetilcolina, pois em células eucariontes néo €
degradada pela acetilcolinesterase ou por qualquer outra enzima.

Em animais selvagens e domésticos, os sinais de envenenamento por anatoxina-a
incluem: desequilibrio, fasciculagdo muscular, respiragdo ofegante, convulsdes e
cianose. A morte é devida a parada respiratoria e ocorre em um periodo de poucos
minutos a horas, dependendo da dosagem ¢ do consumo prévio de alimento
(AZEVEDO, op. cit.). Essa autora fez referéncia a um experimento com camundongos,
no qual, para a toxina purificada, a DLs, intraperitonial (i.p.), (dose de um agente téxico
que causa efeito agudo (letalidade) a 50% dos organismos testes, em 24 horas de
exposi¢io, segundo NORMA TECNICA CETESB L5.025, 1993) foi de 200mg/Kg de
peso corporeo, com tempo de sobrevivéncia de 1 a 20 minutos. Os liquidos injetados
por esta via sdio rapidamente absorvidos, pelo fato de a cavidade peritonial oferecer
grande superficie de absor¢do e permitir que as substincias entrem rapidamente na
circulagfio sanguinea (AZEVEDO e CHASIN, 2003).

Pereira et al. (1998) e Whitton e Potts (2000) reportaram que, em condigdes
fisiol6gicas normais, a acetilcolina liga-se aos seus receptores provocando abertura dos
canais de sédio, o que leva a0 movimento idnico que induz a contragfio muscular. A
acetilcolinesterase degrada a acetilcolina, impedindo uma super-estimulagéio das células
musculares.

A acetilcolina é o mediador quimico necessério a transmissfo do impulso

nervoso em todas as fibras pré-ganglionares do sistema nervoso antagbnico (SNA), em
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todas as fibras parassimpéticas pos-ganglionares e em algumas fibras simpaticas pos-
ganglionares. E o transmissor neuro-humoral do nervo motor do musculo estriado (placa
mioneural) e de algumas sinapses interneurais do sistema nervoso central (SNC). Para
haver a transmissdio sindptica, ¢ necessario que a acetilcolina seja liberada na fenda
sindptica e se ligue a um receptor pos-sindptico. A seguir a acetilcolina (Ach) disponivel
¢ hidrolizada pela acetilcolinesterase (AchE) (CALDAS ef al., 2000).

Segundo Junqueira e Carneiro (2000), a reposta da transmissdo sindptica ¢
extremamente rapida; esse fato ¢, principalmente, devido a pequena distdncia que o
neurotransmissor atravessa, a riqueza de receptores € & afinidade entre os
neurotransmissores e seus receptores. Entretanto, ¢ preciso que o neurotransmissor
imediatamente seja inativado, para diminuir o tempo das conexdes, ou seja, para

“destruir” as sinapses a fim de que nfio seja afetada a capacidade da transmissdo

sinaptica de graduar sua atividade com precisdo.

3.3.1.2 Anatoxina-a (s)

A neurotoxina que recebeu o nome de Anatoxina-a (s) no qual s é denotador da
salivagio em vertebrados, provoca a mesma sintomatologia da neurotoxina anatoxina-a,
acrescida de intensa salivagiio. Essa neurotoxina ¢ produzida pela espécie Anabaena
flos-aguae (MAHMOOD e CARMICHAEL, 1986; MATSUNAGA et al., 1989;
WHITTON e POTTS, 2000).

A Anatoxina-a (s), éster organofosforado natural, apresenta mecanismo de agdo
semelhante ao da_Anatoxina-a, pois inibe a a¢io da acetilcolinesterase, impedindo a
degradagiio da acetilcolina ligada aos receptores. Estruturalmente e fisiologicamente, ela
difere da antoxina-a e apresenta toxicologia semelhante a dos inseticidas malation e
paration (NOBRE, 1997); é caracterizada como N-hidroxiguanidina fosfato de metila
(MATSUNAGA et al., op. cit.; AZEVEDO, 1998) (Figura 25); porém, apresenta
sintomas semelhantes aos da anatoxina-a, acrescidos da falta de coordenagdio motora,
diarréia, hipersalivagdo e tremores (WHITTON e POTTS, op. cit.).

Azevedo (op. cit.), em experimento feito com anatoxina-a (s), em camundongos,

verificou que a DLsy (i.p) foi de 20 mg/Kg de peso corpdreo, o que evidenciou ser a
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toxicidade da anatoxina-a (s) dez vezes mais potente que a da anatoxina-a. Nédo tém

sido detectadas estruturas variantes de anatoxina-a (s) (SIVONEN e JONES 1999).
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Figura 25- Estrutura quimica: anatoxina-a (s)

FONTE: Sivonen e Jones (1999)

Os modos de agfio da anatoxina-a e da anatoxina-a (s) séo muito semelhantes e
se ddo nas células nervosas, os neurdnios, que sdo unidades sinalizadoras elementares
do sistema nervoso (KANDEL et al., 2000). Quando a extremidade de uma célula
nervosa ¢ estimulada, ela sofre modificagdes eletroquimicas, chamadas impulsos
nervosos (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2000); os misculos sfio os principais alvos
dessa estimulagéo.

Em um neurdnio em repouso, nfo estimulado, hé acimulo de ions negativos na
face interna da membrana celular e, conseqiientemente, igual acimulo de fons positivos
na parte externa da membrana. Essa situagfo é denominada polarizagio (KANDEL et
al., op. cit.).

Se a membrana do neurdnio ndio for estimulada, ndo haverd alteragdio do
potencial de repouso; mas qualquer estimulo aplicado sobre a membrana provoca
imediata alteracfio: seu lado interno torna-se positivo ¢ o lado externo, negativo.

Os fons positivos (Na‘) atravessam a membrana e, em um caminho
unidirecional, permitem a passagem do impulso nervoso de uma célula a outra por meio
de uma substdncia chamada neurotransmissor, que estabelece conexdes nervosas entre
as células — as sinapses. Esse neurotransmissor ou mediador quimico, geralmente, € a
acetilcolina. Neste caso, a desconexfio das células nervosas, ou seja, a destruigdo das
sinapses ¢ feita pela acetilcolinesterase (KANDEL et al., op. cit.). Segundo Caldas ef al.

(2000), a acetilcolina ¢ sintetizada a partir de acetilcoenzima A e de colina. Sob a agéo
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de acetilcolinesterase, ela é inativada por hidrélise com formagéo de colina e acido
acético que sdo reutilizados para a formag#o de acetilcolina.

Junqueira e Carneiro (2000) afirmaram que € muito grande a variedade de
moléculas neurotransmissoras: adrenalina, noradrenalina, 4cido gama-aminobutirico ou
GABA (gama-amino-butiric acid).

A agfio da anatoxina-a e da anatoxina-a (s); conforme mostra a Figura 26(b) e
(c), tem semelhangas com a acetilcolina e ocupa seu lugar, com conseqiiente contragéo
muscular, porque a acetilcolinesterase néio tem o poder de degradar a anatoxina-a ¢ a
anatoxina-a (s). As células permanecem, entfio, super-estimuladas, fato que acarreta

muitos problemas e pode, até mesmo, levar a vitima a Gbito.
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Figura 26: (a) Estimula¢io normal na contra¢io muscular. (b) Efeitos da
anatoxina-a na contra¢io muscular (¢) Efeitos da anatoxina-a (s) na contragio

muscular.

FONTE: Pereira ef al., 1998

3.3.1.3 Saxitoxina e Neosaxitoxina

Outras neurotoxinas também nocivas — as toxinas PSP - Paralitic Selfish

Poison - em portugués significa veneno paralisante de mariscos, sdo a saxitoxina € a
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neosaxitoxina — alcaldides carbamatos (Figura 27) que impedem a interrupgéo da
comunicagfio entre neurdnios e células musculares, pelo do bloqueamento dos canais de
sodio (PEREIRA ef al., 1998; ROSET, et al., 2001).

Segundo Carmichael (1994a), essas toxinas inicialmente foram encontradas em
dinoflagelados marinhos, responsaveis por floragSes chamadas marés vermelhas;
posteriormente, foram encontradas nos géneros de cianobactérias: Anabaena sp.,
Aphanizomenon sp., Lyngbia sp. e Cylindrospermopsis sp.

As PSPs sdo alcaldides neurotoxicos, primeiramente encontrados na
cianobactéria Aphanizomenon flos-aquae. Por isso, de forma geral, sdo chamadas

Afanotoxinas (saxitoxinas - STX e neosaxitoxinas) (WHITTON e POTTS, 2000).

Figura 27: Estrutura geral: saxitoxinas

FONTE: Azevedo (1998)

A ingestdo dessas toxinas impede a ag@o dos neurdnios nas células musculares,
com a seguinte sinfomatologia: tontura, adormecimento da boca e extremidades,
fraqueza muscular, ndusea, vomito, sede e taquicardia (AZEVEDO, op. cit.). Segundo
Carmichael (1994b), em intoxicagBes com doses letais, os primeiros sintomas podem
aparecer 5 minutos apds a ingestfio, e a morte acontece de 2 a 12 horas; em casos de
intoxicagio com dose nfo letal, os sintomas desaparecem entre 1 e 6 dias.

Em experimentos feitos em camundongos, a DLsp (i.p.) para saxitoxina
purificada foi de 10 mg/kg de peso corpéreo (AZEVEDO, op.cit.). Em consumo oral, a
DLsp € de aproximadamente 263,0 pm/kg de peso corporeo (SIVONEN e JONES



43

1999). A saxitoxina purificada apresenta toxicidade maior que a de anatoxina-a € a
anatoxina-a (s).

Sivonen e Jones (1999) referiram que ainda ndo existiam dados suficientes para
estabelecer-se um limite méximo de concentrago aceitdvel para as saxitoxinas em agua
potavel. A Portaria n°518, de 25 de Margo de 2004 do Ministério da Saude, recomenda
que as analises para saxitoxinas devem observar os valores limites de 3,0 pg/L

A Figura 28a mostra a agfio da saxitoxina e da neosaxitona bloqueando os
canais, chamados canais de sédio. O bloqueio do canal de sodio impede a propagagdo
do impulso nervoso. Na figura 28b ¢ possivel observar eventos normais da propagagéo

do impulso nervoso.
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Figura 28: (a) Efeitos da saxitoxina e da neosaxitoxina na propagacio do impulso

nervoso. (b) Eventos normais da propagaciio do impulso nervoso

FONTE: Pereira ef al. (1998)

3.3.1.4 Homoanatoxina-a

Whitton e Potts (2000) reportaram que a homoanatoxina-a (Figura 29),
encontrada na espécie Oscillatoria formosa, caracteriza-se como amina secundéria. E
um alcaldide similar a antoxina-a, que age como potente bloqueador neuromuscular; em

doses letais conduz a paralisia corporal, convulsdes e morte por parada respiratéria.



44

Figura 29: Estrutura quimica: homoanatoxina-a

FONTE: Sivonen e Jones (1999)

3.3.2 Hepatotoxinas

Hepatotoxinas, do grego hépatos que significa figado + toxina,
etimologicamente, significa substdncia que intoxica o figado (HOUAISS, 2001).

As mais comuns intoxica¢Ses por cianobactérias, segundo Carmichael (1991),
Pereira et al. (1998) e Roset et al. (2001), sfio provocadas por hepatotoxinas — peptideos
ciclicos hepatotoxicos.

De acordo com Whitton e Potts (2000) e Sivonen e Jones (1999), as
microcistinas que foram isoladas de Microcystis sp. e dos géneros Anabaena flos-aquae,
Nostoc rivulare e Oscillatoria agradhii sio classificadas como heptapeptideos
(formadas por 7 aminodcidos) (Figura 30) e as nodularinas, isoladas de Nodularia

spumigena, como pentapeptideos ciclicos (5 aminodcidos) (Figura 31).
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Figura 30- Estrutura quimica da hepatotoxina: Microscistina

FONTE: Sivonen ¢ Jones (1999)
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Figura 31: Estrutura quimica geral das Nodularinas

FONTE: Sivonen e Jones (1999)

Com relagfio & esturutura geral das nodularinas, -D-eritro-B-metilAsp-L-Arg-
ADDA-D-Glu_n-metildihidrobutirino, e das microcistinas, D-Ala-X-D-MeAps-Z-Adda-
D-Glu-Mdha, X e Z sfio dois L aminodcidos varidveis; D-MeAsp é D-eritro 4cido
metilaspartico; Mdha é N-metildeidroalanina ¢ ADDA ¢ o acido 3-amino-9-metoxi-
2,6,8-trimetil-10-fenil-deca-4,6-diendico (CARMICHAEL, 1992). Atualmente s#o
conhecidas mais de 8 nodularinas, classificadas de acordo com a variagdo do grau de
metilagdo, da composi¢fo e da isomeragéo de seus aminodcidos (ROSET ef al.2001).

A nomenclatura das microscistinas foi proposta por Carmichael et al., (1988a e

b). Inicialmente, foram usadas apenas as variag8es qualitativas observadas em seus dois
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L-amino4cidos para designar as diferentes microcistinas; por exemplo microcistina-LR
(leucina-arginina); -RR (arginina-arginina); -YA (tirosina-alanina) (AZEVEDO, 1998).

O primeiro relato de envenenamento por hepatotoxinas refere-se a Microcystis
aeruginosa, por isso, mais tarde essa toxina foi denominada microcistina
(CARMICHAEL, 1991). Nobre (1997) relatou que as microcistinas sdo mais toxicas do
que o inseticida sintético malation e 12 vezes mais téxica do que 2,3,7,8-TCDD para
camundongos, com DLsp menor que 5 mg/Kg — supertdxicos.

Whitton e Potts (2000) relataram que de Oscillatoria agardhii foram iscﬂadas
mais de 60 variedades de microcistinas; as diferencas foram verificadas no grau de
metilagdo dos aminoacidos. Estudos feitos em laboratério afirmaram que a DLsp (i.p.)
ficou entre 25 e 150 pg/Kg de peso corpéreo (SIVONEN e JONES, 1999). A
microcistina- LR — Mcist- LR é a hepatotoxina mais toxica e mais comumente
encontrada em agua doce (CARMICHAEL, 1992; PINHO ef 4., 2003).

As cilindrospermopsinas, também peptidicas, sdo classificadas como alcaléides
guanidicos ciclicos (BRASIL, 2004) (Figura 32). Foram isoladas das espécies
Cilindrospermopsis  raciborskii, na Austrdlia, Umezakia natans, no Japdo,
Aphanizomenon ovalisporum, em Isracl ¢ na Austrdlia e apresentam sintomatologias
semelhantes ds demais hepatotoxinas (WHITTON e POTTS, 2000).

Tem se observado, nos ulitmps anos, maior freqiiéncia de floragdes de
Cylindrospermopsis raciborskii em regides tropicais eutrofizadas (principalmente em
reservatorios brasileiros). Essas cianobactérias s#io produtoras das toxinas:
cilindrospermopsinas, alcaléides com agdes no figado e rins e PSPs, potente toxina
paralisante que age no sistema neuromuscular (TUCCI e SANT’ANNA, 2003).

O sucesso ecologico de Cylindrospermopsis raciborskii, segundo Padisak
(1997), esta relacionado a capacidade de migragfo na coluna de dgua, tolerfncia & baixa
luminosidade, habilidade em utilizar fontes internas de fosforo, afinidade com fosforo e
amonia, capacidade de fixar nitrogénio atmosférico, resisténcia a herbivoria pelo
zooplancton, grande capacidade de dispersdo por meio de acinetos e adaptagdo em

condi¢des de baixa salinidade.
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Figura 32- Estrutura quimica da hepatotoxina: Cilindrospermopsina

FONTE: Sivonen ¢ Jones (1999)

Segundo Carmichael (1994a), as hepatotoxinas, que chegam por meio de
receptores dos 4acidos biliares, promovem desorganizagdo do citoesqueleto dos
hepatéceitos, com conseqiiente perda da estrutura do figado, provocando sua retragdo e
aumento dos espagos intercelulares. Como as células dos capilares sinusoidais se
retraem, o sangue passa a fluir destes para esses espagos intercelulares formados,
provocando lesBes tecidulares e, muitas vezes, choque hipovolémico (Figura 33b).

Estudos recentes demonstraram que as microcistinas sdo potentes inibidores das
fosfatases protéicas do figado — enzimas que, em conjunto com as cinases protéicas,
regulam o mecanismo de fosforilagio e desfosforilagiio das proteinas, desempenhando
importante papel na divisdo celular. A inibigio das fosfatases afeta o equilibrio de
fosforilagdo-desfosforilagéio, o que induz a proliferagéio celular. Em caso de exposigfo a
doses ndo letais, o risco é devido a possibilidade das hepatotoxinas serem causadoras de
tumores hepdticos.

Em laboratério, os sintomas de envenenamento em camundongos, ratos e
coelhos incluem: anorexia, diarréia, palidez das mucosas, vomitos, fraqueza e morte -
entre 5 minutos a 2 horas, dependendo da dose (BROOKS e CODD, 1986)- devidas a
hemorragias intra-hepaticas, necrose e desintegragfo da estrutura do figado (WHITTON
e POTTS, 2000)

Em estudos laboratoriais realizados por Salomon ef al. (1996), com o intuito de
verificar a toxicidade de Microcystis aeruginosa, foram aplicados intraperitonialmente
extratos dessa cianobactéria em camundongos. Cortes histologicos de tecidos do figado

permitiram observar o aumento do volume e da massa hepdtica dos animais que
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receberam maiores doses. Em individuos controle, a propor¢éio do peso do figado ficou
em torno de 5 — 6% ¢ em individuos que receberam as maiores doses, essa propor¢io
subiu para 8 — 9%. Nos cortes histologicos do figado de animais expostos houve visivel
diferenga em relagdo a estrutura do parénquima hepético, que apresentou aspecto
congestivo e hemorragico. A luz dos vasos, inclusive dos sinuséides, ficou repleta de
globulos sanguineos e houve intensa vesiculagfio no citoplasma dos hepatécitos. Tal

alteragfio pode ser vista na Figura 33b.

| FIGADO APOS ACTUAGAD DAS TOXMAS

(a (b)
Figura 33 (a) Figado Normal. (b) Figado apés atua¢fo de hepatotoxinas.

FONTE: Pereira ef al. (1998)

3.3.3 Dermatotoxinas

Dermatotoxina, palavra oriunda do grego derma, que significa derme ou pele +
toxina, foi dicionarizada em portugués, em 1813, praticamente com o mesmo
significado que hoje a ciéncia lhe d4 (HOUAISS, 2001).

As dermatotoxinas, toxinas irritantes ao contato, sfio compostos toxicos
produzidos por cianobactérias, porém causadoras de danos menores que os causados por
hepatotoxinas e neurotoxinas (PEREIRA er al, 1998). Sdo produzidas por todos os
géneros de cianobactérias. Os LPS sfio integrantes da parede celular de cianobactérias e
de outras bactérias, como Salmonella sp. (SIVONEN e JONES, 1999). No entato
segundo Kuiper-Goodman ef al. (1999) os LPS das cianobactérias sdo menos toxicos

que os LPS de outras bactérias como Salmonella.
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O contato direto com a dermatotoxina produzida por cianobactérias pode ocorrer
acidentalmente ou quando da prética de esportes aqudticos. Desses contatos surgem as
sintomatologias: vermelhidio e lesdes na pele; irritagio nos olhos, conjuntivite;
urticaria, obstrugio nasal e asma. Sfo citados casos de dermatites de contato em
humanos, associados ao uso de dgua de recreagio (CARMICHAEL, 1981). Segundo
Amorim (1997), as estruturas dessas toxinas ainda sfo pouco conhecidas. Na tabela 2

constam as possilidades de exposi¢des do homem as cianotoxinas.

Tabela 2 : Algumas possiveis rotas de exposi¢io as toxinas de cianobactérias,

presentes em Aguas continentais (C), dguas de transicio (T) ou marinhas (M).

Rota de exposiciio : Melo Atividade
et - At o bty pbtoeseas e titas Ketorsiotiebptetaeddaoctetdnponitioih rsolvoip s s gezidiuih Sieryd s gttty
C.T.M 1- Atividades recreativas. contato direto com
agua superficial ou floragdes de cianobactérias
toxicas.
Contato com pele C, T.M 2- Atividades recreativas ou laboratoriais com
contato direto com aguas com floragdes toxicas.
C 3- Banho, com adgua tratada contendo cianotoxinas.
C.T.M 1-Ingestio acidental de cianobactéria toxica.
Cc 2- Ingestiio de agna natural com floragdes toxicas e
Ingestdo de dgua ou cianotoxinas livres.
€ 3- Ingestéio de dgua tratada que contenha cianotoxinas.
Inalagfio C, T.M 1- Ducha, praticas laboratoriais, esportes aquii-
ticos.
=
C.T.M 1-Moluscos ou outros produtos de maricultura
Consumo de alimentos contendo cianotoxinas.
C.T  2- Consumo de produtos vegetais com actiimulo
de cianotoxinas por regagdo.
Hemodidlise C 1- Utilizagdo de 4gua contendo cianotoxinas na

hemodialise.

Fonte: Adaptado ROSET ef al., (2001)

Segundo Sivonen e Jones (1999), os principais géneros de cianobactérias, suas

cianotoxinas e seus alvos primarios em mamifero, encontram-se a seguir na Tabela 3.
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Tabela 3: Cianotoxinas, alvo primario em mamiferos e géneros responsaveis pela

producio.
m
ALVO PRIMARIO EM X
GRUPO DA TOXINA GENEROS DE CIANOBACTERIA
MAMIFEROS

Peptideos ciclicos

[

Microcystis sp., Anabaena sp.,

Planktothrix sp. (Oscillatoria sp.),
Microcistina Figado Nostoc sp.,

Hapalosiphon sp., Anabaenopsis $p.
Nodularina Figado Nodularia sp.
T R T R T P e B R T R I R A A e P P e AR G R T Jepe)

Alcalbides

Tttt et e raed s shopdestepigtepayldat e ittt s P tle el st e |
Anatoxina-a Nervo sindptico dnabena sp., Planktothrix sp.

(Oscillatoria sp.), Aphanizomenon sp.
Anatoxina-a (s) Nervo sindptico Anabena sp.

Lyngbya  sp.,  Schizothrix  sp.,
Aplisiotoxina Pele Planktothrix sp.

(Oscillatoria sp.)
Cylindrospermopsina Figado Cylindrospermopsis sp.,

Aphanizomenon sp., Umezakia sp.
Lyngbyatoxina-a Pele, trato Lyngbya sp.

gastrointestinal

Saxitoxina Nervo axdnico dnabaena sp., Aphanizonenon sp.,

Lyngbya sp., Cylindrospermopsis sp.

Lipopolissacaridteos  Potencial irritante

(LPS) Qualquer contato Todos

Fonte: SIVONEN e JONES (1999).
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A toxicidade das cianobactérias varia de espécie para espécie; dentro dos
géneros pode haver cepas produtoras e ndo produtoras de toxinas (ZAGATTO e
ARAGAO, 1997; ZAGATTO 2001). As cianobactérias produtoras de toxinas sdo
constante fonte de preocupacfio para os operadores de estagdes de tratamento de dgua,
ndo somente pela biomassa, mas também pela produgio de toxinas que parece estar
intimamente relacionada a fatores ambientais.

As espécies associadas as floragdes de algas toxicas, no mundo todo,
aparentemente sfo influenciadas por diferengas regionais climaticas, diferengas
quimicas da &4gua, morfologia da bacia e, particularmente, pela profundidade e
transparéncia da agua (YOO ef al., 1995).

As primeiras intoxicagdes registradas em populagdoes humanas, causadas pelo
consumo de dgua contaminada por cepas toxicas de cianobactérias, foram descritas na
Australia, Inglaterra, China e Africa do Sul (ROSET, ef al., 2001).

No Brasil séio relatados alguns casos, dos quais o mais grave foi o episddio de
Caruaru, em 1996, quando 123 pacientes de uma clinica de hemodidlise tiveram quadro
clinico indicativo de sindrome de intoxicagfio hepdatica; 60 desses pacientes foram a
Obito. A investigagfio revelou que a intoxicagdo foi devida a conataminagfio da dgua da
hemodialise por cianotoxinas (AZEVEDO, 1998).

Segundo Freitas (1998) e Proenga (2000), a exposi¢do de cianotoxinas aos seres
humanos estaria também associada ao seu actimulo ao longo da cadeia tréfica.
Magalhdes ef al (1999) relataram que estudos realizados em um ecossitema do litoral do
Rio de Janeiro demostraram que as hepatotoxinas acumuladas ao longo da cadeia
trofica, por peixes, pode chegar aos consumidores em niveis preocupantes. Segundo
Soares ef. al. (1999), relataram que o acimulo de microcistinas em tecidos de peixes
pode ser rapido, com maior acumulagdo na musculatura. Entretanto, os mesmos autores
relataram que os estudos indicam que o peixe ao parar de ingerir essas toxinas, é capaz
de depuré-las. Eles concluiram que a taxa e a velocidade do actimulo das cianotoxinas
variam dependendo da maneira que ela é oferecida; dessa forma, os valores podem ser
potencializados com o aumento das floragdes de cianobactérias potencialmente toxicas.
Mas, geralmente, os peixes parecem ser pouco sensiveis 4 agfo de cianotoxinas e
freqiientemente tornam-se veiculos da toxina para outros animais.

Odebrecht ef al (2002) relataram haver relagfo direta entre condigdes nutritivas e

produgfio de cianotoxinas, isto é, com o aumento da concentra¢dio de nutrientes, ha
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aumento significativo na produgfio de cianotoxinas, por unidade de volume de dgua,
devido ao aumento da biomassa de cianobactérias.

Virios fatores promovem a liberagdo das cianotoxinas pelas cianobactérias:
algicidas como sulfato de cobre e sulfato de cloro, o estresse celular devido a condigdes
ambientais desfavoraveis e a senescéncia, que é causa natural. A liberagfio das toxinas,
que sempre ocorre apos a lise celular, pode causar sérios riscos a integridade ambiental
(YOO et al., 1995 ¢ PADUA, 2002).

Dados sobre conteudos protéicos e de carboidratos de algumas cianobactérias
sugerem que elas podem representar uma fonte de alimento de consideravel valor
nutritivo para o zooplancton; no entanto, investigagdes limnolégicas realizadas em
ambientes eutréficos, nos quais sfio freqiientes as floragdes de Microcystis aeruginosa,
registraram mudangas na composig¢éio do zooplancton (FULTON e PAERL, 1987a). Isto
foi corroborado por Ribeiro ef al. (1997), em experimentos feitos em tanques de
psciicultura, onde a populagdo zooplancténica reduziu-se apds o aparecimento de
floragdes de Microcystis sp. e Anabaena sp..

Em interagdes fito-zooplanctonicas, além do papel dos organismos
fitoplanctdnicos na nutricdo do zooplancton — no que diz respeito 4 concentragéo e
qualidade nutricional do alimento — devem, também, ser considerados os efeitos
associados a possivel toxicidade, pois os organismos do fitopldncton que se mostram
toxicos aos vertebrados nem sempre sdo nocivos, também, aos invertebrados
planctonicos (HAWKINS e LAMPERT, 1989). Segundo estudos feitos por Faintuch
(1989), a utilizagdo de cianobactérias como fonte de proteinas e vitaminas é muito
antiga (século XVI); algumas espécies, como Spirulina maxima, sfo bastante
aproveitadas como complemento na alimentagfio humana e animal, por apresentar alto
teor de aminodcidos essenciais. Segundo a mesma autora, o género Oscillatoria sp.
apresenta também elevados niveis protéicos, entretanto seu uso na alimentagfio humana
ou na ragfio animal € restrito, por possuir sabor e odor pouco atraentes e a capacidade de
produgdo de hepatotoxinas. Conseqiientemente, os efeitos das floragdes estdo
diretamente relacionados as caracteristicas da espécie fitoplanctonica, as taxas de
ingestéo destas e a digestibilidade do alimento (PORTER, 1973; TALAMONI, 1995).

Efeitos toxicos podem incluir letalidade, mortalidade e efeitos subletais como
mudangas no crescimento, desenvolvimento, reproducfo, patologia e comportamento —
efeitos que podem ser expressos por meio de critérios quantitativos como ntiimero de

organismos mortos, mudangas no peso, inibigdo enzimatica e outros (TALAMONI,
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1995). A mesma autora reportou que, freqlientemente, as concentragdes de
cianobactérias sfio suficientes para provocar efeitos danosos aos organismos, efeitos tais
que possam afetar seu desenvolvimento; com maior freqiiéncia isso pode ocorrer em
ocasides nas quais os fatores ambientais favore¢cam o desenvolvimento de espécies cujas
toxicidades, eventualmente comprovadas, representam o mais abundante alimento do
ambiente, o que faz da herbivoria um dos principais fatores que alteram a biomassa
fitoplanctonica.

H4 indicagdes da herbivoria do zoopldncton poder reduzir a biomassa de
populages de cianobactérias, desde que os organismos zooplanctdnicos estejam
presentes antes das cianobactérias atingirem tamanho tal que possam servir de alimento
a outros animais que também sejam seus predadores (WHITTON e POTTS, 2000).

Ha espécies zooplanctonicas que predam cianobactérias produtoras de toxinas,
mas somente o fazem quando da falta de outras fontes de alimento. Acontece que os
organismos zooplanctonicos também ingerem toxinas em doses subletais, por isso,
ainda que haja descréscimo de suas capacidades reprodutivas, esses individuos
sobrevivem a essa ingestdio, o que ¢ motivo de interesse para o controle das

cianobactérias (PEREIRA ef al., 1998).

3.4 Fatores que Determinam a Degradaciio de Cianotoxinas

Os varios grupos de cianotoxinas: microcistinas — anatoxinas (anatoxina-a e
anatoxina-a (s); PSPs (saxitoxinas) e cilindrospermopsinas — exibem diferentes
estabilidade quimica e degradagdo biologica, nos diversos ecossistemas aquaticos

(SIVONEN e JONES, 1999).

3.4.1 Microcistinas

Em pH préximo a neutralidade, as microcistinas sfo extremamente estiveis,
resistentes a hidrdlise quimica e & oxidagfo; as microcistinas e as nodularinas mantém

sua toxicidade mesmo apo6s fervura.
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No escuro, em condi¢des naturais, as microcistinas resistem por meses ou anos
(SIVONEN e JONES, 1999). Em pH alto ou baixo e em temperatura elevada (superior a
40°C) tém sido observadas lentas hidrdlises, sendo necessdrio, em pH 1,
aproximadamente 10 semanas ¢ em pH 9, aproximadamente 12 semanas, para a
degradacfio de aproximadamente 90% da concentragio total das microcistinas
(HARADA ef al., 1996° apud SIVONEN e JONES, op. cit.).

Tsuji et al. (1993) relataram ser lenta a degradagio fotoquimica das
microcistinas expostas & luz solar, com aumento da taxa da reagfio em presenca de
pigmentos fotossintéticos hidrossoliveis, presumidamente ficobiliproteinas. Em
presencga desses pigmentos, a degradagfio fotoquimica de 90% da concentragfio total de
microcistinas pode variar de 6 a 20 semanas, em fungfo da concentragfio de pigmentos e
proteinas. A presenca de substdncias humicas parece acelerar a degradagfio das
microcistinas sob a luz solar (SIVONEN e JONES, op. cit.).

Embora as microcistinas sejam resistentes a muitas peptidases de eucariontes e
bactérias, elas sfo suscetiveis a degradagfio por algumas bactérias encontradas em
ecossistemas aquaticos e efluentes de esgoto. Esse processo de decomposigfo bacteriana
pode levar a degradagdo de 90% das microcistinas entre 10 a 20 dias, o que depende da
concentragfio inicial dessas toxinas e da temperatura da agua (SIVONEN e JONES, op.
cit.).

Estudos feitos por Salomon et al. (2001) mostraram que o aumento da salinidade
das aguas diminui as concentra¢des intracelulares de microcistinas € que em condigdes
de estresse salina, esses organismos podem retardar seus processos metabblicos

secundarios.

3.4.2 Anatoxina-a

A anatoxina-a € relativamente estavel no escuro, mas em solugdo pura e em
presenga de luz solar sofre rédpida degradacgfio fotoquimica, degradagdo que ¢é acelerada,
também, em condi¢fes alcalinas (STEVENS e KRIEGER, 1991). Na degradagio

fotoquimica a meia vida € de 1 a 2 horas. Em condi¢8es normais de luz, com pH 8-10 ¢

3 HARADA, K.-1.; TSUJI, K. E WATANABE, M. F. (1996). Stability of microcystins from
cyanobacteria. III. Efect of the pH and Temperature. Phycologia. 35(6), pp.83-88.



55

baixas concentragfes iniciais (10 pg/L), a metade do total de anatoxina-a ¢ degradada
em 14 dias (SMITH ¢ SUTTON, 1993* apud STVONEN e JONES, 1999).

A anatoxina-a pode, ainda, ser degradada por bactérias associadas a seus
filamentos; é o caso de uma cepa isolada de Pseudomonas sp. capaz de degradar

anatoxina-a a uma taxa de 6 a 10 pg/mL, a cada 3 dias (KIVIRANTA ef al,,1991).

3.4.3 Anatoxina-a (s)

A anatoxina-a(s) decompde-se rapidamente em condi¢gSes alcalinas, mas &
estavel em condigdes 4cidas. Elas sfio instiveis a temperaturas acima de 4°C

(MATSUNAGA ef al, 1989).

3.4.4 Saxitoxinas

No escuro e a temperatura ambiente, as saxitoxinas sofrem lentas reagdes de
hidrélise quimica. As C-toxinas (toxinas possuidoras de dois grupamentos sulfatos)
perdem seu grupamento N-carbamoilsulfato e se transformam em decarbamoil
goniautoxinas (dc-GTX-decarbamoilgoniautoxinas). As decarbamoilsaxitoxinas (dc-
GTXs), goniautoxinas (GTXs) e saxitoxinas (STXs) sdo lentamante degradadas para
produtos nflo téxicos. O tempo necessario para degradar metade dessas toxinas varia de
1 a 10 semanas; e para degradar 90% mais de trés meses (JONES e NEGRI, 1997° apud
SIVONEN e JONES, op. cit.).

As dc-GTX sfo mais toxicas que as C-toxinas (10-100 vezes); em fung¢fo disso
pode haver aumento da toxicidade da 4gua durante as trés primeiras semanas apds
ocorrer floragdo de cianobactérias toxicas. Ademais, processos de acidificagéio e fervura

aumentam a toxicidade.

4 SMITH, C.; SUTTON, A. (1993). The persistence of anatoxin-a in reservoir water. Foundation for
Water Research, UK Report No. FR0427.

3 JONES, G. J.; NEGRI, A.P. (1997). Persistence and degradation of cyanobacterial paralytic shelfish
poisons (PSPs) in freshwates. Water Research, v. 31, p. 525-533 .
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3.4.5 Cilindrospermopsinas

A cilindrospermopsina ¢é relativamente estavel no escuro, com lenta degradagfo
4 altas temperaturas (50°C). A degradagfio ocorre rapidamente em presenga de luz solar
¢ de pigmentos fotossintetizantes; 90% dessa toxina é degradada entre 2 ¢ 3 dias
(CHISWEEL et al., 1999, apud SIVONEN e JONES, 1999).

® CHISWELL, R. K.; SHAW, G. R; EAGLESHAM, G. K. SMITH, M;J; NORRIS, R.L;
SEAWRIGHT, A. A.; MOORE, M. R. (1999). Stability of cilindrospermopsin, the toxin from the
cyanobacterium Cylindrospermopsis raciborskii. Effects of pH, temperature and sunlight on
decomposition. Enviren. Toxicol. Water Qual. (In Press).
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4 Materiais e Métodos

“Faga em sua pesquisa somente aquelas
perguntas que vocé possa responder com técnicas que
pode usar. Se ndo for capaz de aprender a ignorar,
questdes que nfio estd preparado a responder
definitivamente, vocé jamais responderd pergunta
alguma”.

Kurt Lewin (1890-1947)

4.1 Amostragem e Preservacio

Segundo Wetzel e Likens (1991), a amostragem de organismos fitoplanctonicos
em rios ou lagos e em profundidades conhecidas, devem ser feitas com a garrafa de
“Van Dorn”. Redes de plancton nfio sfio recomendadas para andlises quantitativas e
qualitativas do fitoplancton, pois uma grande porcentagem das espécies sdo menores
que as dimensdes das malhas mais finas.

As espécies fitoplanctdnicas devem ser examinadas, preferencialmente enquanto
vivas, principalmente as espécies delicadas, como é o caso das algas flageladas. Os
organismos podem ser mantidos por vérias horas, sem deterioragfo, quando resfriados.
Podendo ser preservados em solugfio tampfo de formol. De acordo com Wetzel e Likens
(op. cit.), as amostras podem também ser preservadas em solugdo de 0,5 a 2% de
formalina, embora o formaldeido tenda a causar ruptura, deformacéo e encolhimento de
algumas espécies. Essa solugfio ¢ conhecida como Transeau ou “6-3-1" (seis partes de
dgua, trés partes de dlcool etilico 95% ¢ uma parte de formalina). A preparagdo da
solugdo foi descrita por BICUDO e BICUDO (1970). De acordo com Minillo ef al.
(2000), a proprogdo devera ser feita na razdo 1:1 (1 parte da solugfio para 1 parte de

plincton). A Norma Técnica da Cetesb L5.303 (1991) recomenda que amostras, para
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serem estocadas por mais de um ano, devem ser preservadas com formaldeido 40%
neutralizado com NaHCO3; 50 mL/L; a uma concentragfo final de 4%.

Entretanto a solugfio mais indicada para preservago ¢ o lugol acético (1:100). A
absorgdo do iodo da solugdio de lugol pelas células promove a fixagdo. Costuma-se
adicionar & solugio de lugol, uma pequena quantia de glicerol, que tem por fungfo

prevenir o dessecamento dos organismos (WETZEL e LIKENS, 1991).

4.2 Analises Quantitativa e Qualitativa do Fitopliancton

Para o exame da composi¢io do fitoplancton, amostras de dgua sdo coletadas
com garrafas de “Van Dorn”, em profundidades pré-determinadas, acondicionadas em
frascos Ambar ¢ fixadas em lugol acético (10g de iodo, 20g de KI (iodeto de potdssio),
200mL de agua destilada com 20g de 4cido acético). As amostras sdo guardadas no
escuro até o momento da identificagfo e contagem (CALIJURI, 1985; 1988; 1999).

A identificagio do fitoplancton ¢ feita utilizando-se microscépio com cémara
clara e substincias acessdrias para evidenciar determinadas estruturas caracteristicas do
género ou espécie. Os organismos sdo identificados analisando-se as caracteristicas
citomorfolégicas, estruturais e morfométricas, tendo como base bibliografia
especializada. Normalmente, recomenda-se o sistema de classificagio de Komarek e
Anagnostidis (1999). Nas espécies coloniais, por exemplo Microcysfis sp., utiliza-se o
didmetro das células, arranjo das coldnias, grau de agregacdo das células, margem ¢
textura da mucilagem.

A densidade fitoplanctdnica ¢ estimada em cémaras ou células de sedimentagfo.
As mais usadas sdo: Sedwick-Rafter (S-R), Palmer Maloney (P-M), Petroff-Hausser (P-
H) e Uterméhl.

Sedwick-Rafter (S-R) é uma ldmina capaz de conter 1 mL de amostra, com a
forma de pequena cuba de vidro, com 5 cm de comprimento, 2 cm de largura ¢ lmm de
altura. Ela é usada para a contagem do pléncton por ser facilmente manipulada e
permite a obtengio de dados razoavelmente reproduziveis, quando usada com um
microscopio calibrado, equipado com um visor de dispositivo de medida (STANDARD
METHODS, 1998).
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Wetzel e Likens (1991) reportaram que os organismos fitoplancténicos, quando
preservados em solugfo de lugol, sedimentam rapidamante (15minutos) na cAmara S-R.

A cAmara de S-R ndo permite alto poder de alcance ao microscopio, em fungdo
do que a identificagfio de organismos menores que 10 a 15 pm, € dificil. Dessa forma o
uso da S-R, para células planctdnicas, ¢ limitado ao exame de formas maiores de
populagdes densas, podendo ser usada para enumeragio e avaliagfo de tamanho em
formas fitoplanctonicas maiores.

Palmer-Maloney (P-M) e’'uma cimara de método intermedidrio de ampliag@o
(abaixo de 500x); sendo especificamente indicada para enumeragdo de fitoplancton
(STANDARD METHODS, 1998). Possui pouca profundidade, permitindo o uso de
objetivas de 40 a 45x; a principal desvantagem da ldmina P-M € que essas ampliagdes,
freqiientemente, sdo insuficientes para identificagio e enumeragdo do nanoplancton
(WETZEL e LIKENS, op. cit.).

Petroff-Hausser (P-H), cimara de método de alta ampliagio: o exame de
fitoplancton de alta ampliagdo requer o uso de dleo de imersdo (WETZEL e LIKENS,
op. cit.).

Utermohl, cdmara em que se utiliza o método de sedimentagfo ¢ observagio em
microcépio invertido, desenvolvido por Utermshl (1958); € o método mais amplamente
aceito. A contagem das espécies é realizada em microscopio invertido, em aumento de
400x. A enumeragiio dos organismos em campos aleatérios produz estimativas mais
préximas & populagfio estatistica, minimizando os efeitos da distribuigdo néo aleatéria
dos organismos no fundo da cdmara, decorrente de sua forma cilindrica (UEHLINGER,
1964; HUSZAR e GIANI, 2004).

A escolha dos campos a serem contados baseia-se em transectos horizontais e
verticais e o limite da contagem, ou seja, 0 nimero minimo de campos contados por
camara de sedimentagfo ¢ determinado por dois critérios:

e gréfico de estabilizagdo do nimero de espécies, que € obtido a partir de espécies
novas adicionadas ao mimero de campos contados.
e grifico de espécies mais abundantes, obtido pela contagem de até 100 individuos

da espécie mais comum.

Recomenda-se, sempre que possivel, a enumerago de 400 individuos da espécie
mais freqiiente a fim de obter precisdo de mais ou menos 10% para um intervalo de

confianga de 95% (LUND et al, 1958). As condigdes em que isto € possivel, no
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entanto, limitam-se aos perfodos de altas densidades populacionais como, por exemplo,
os periodos de floragdes. Por isso, segundo Huszar e Giane (2004), tem sido
amplamente utilizada, sobretudo em sistemas rasos e turbidos, a enumeragéio de 100
individuos da espécie dominante, o que significa precisdio de mais ou menos 20% (p <
0,05; LUND et al., 1958).

Para cianobactérias, Wetzel e Likens (1991) afirmaram que, quando pequena
concentragdo de lugol é adicionada os pseudovactiolos gasosos podem ndo ser
esvaziados, podendo a sedimentagfo ter um resultado incompleto. Assim, para
assegurar a completa sedimentagéio dos organismos, o tempo da sedimentagéio deve ser
pelo menos 3 vezes a altura da cAmara de sedimentagfio, em centimetros, € a cAmara
deve ser colocada em superfice plana, livre de vibragdes.

Os volumes das cAmaras de sedimentagfio utilizadas no Método de Utermohl
(1958) sdo: 1, 5, 10, 25, 50 e 100 mL; variando com a densidade dos organismos da
amostra. Os resultados sfio expressos em densidade (cel.mL™) e calculados de acordo

com a formula descrita em Weber (1973):

Equagdo 1:
org.mL™ = (n/sc).(1/h).(F)

Na qual:

n= numero de individuos efetivamente contados;
s= 4rea do campo em mm® no aumento de 40X;
c= niimero de campos contados;

h= altura da cdmara de sedimentagéio em mm

F= fator de corregéio para mililitro ( 10° mm*/1mL)

O microscéspio invertido é muito utilizado na observagdo de organismos
fitoplancténicos. Ele permite a observacfio através do fundo da clmara; com uso de
campo claro, escuro, contraste de fase ou fluorescéncia (WETZEL e LIKENS, op.cit.).
Segundo os mesmos autores, ele pode apresentar limitagfio na resolugfdio, em ldminas

muito espessas.
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4.3 Determinagdes através de Biomassa

4.3.1 Tamanho e Volume Celular

Analises detalhadas de populagdes fitoplanctdnicas requerem estimativa de
mimeros e volume de cada espécic. Costuma-se contar as células, entretanto, esse
procedimento ¢ impraticével no caso de muitas colonias pluricelulares; dessa forma,
quando col6nias sdo contadas, é necessario determinar-se um niimero médio de células
por coldnia. Em espécies filamentosas, o comprimento médio do filamento deve ser
determinado (WETZEL e LIKENS, 1991).

O ntimero de células freqiientemente néio representa a verdadeira biomassa, por
causa da consideravel variagio de tamanho entre as espécies; essa diferenca pode ser
avaliada multiplicando-se o niimero de células de dada espécie pelo volume médio das
células ou pela soma dos volumes sobre todas as espécies. O volume celular € estimado
pelo conhecimento das dimensdes celulares, aplicando-as correspondentes as suas
formas geométricas (Figura 34) (WETZEL e LIKENS, op. cit.). Sempre que possivel,
recomenda-se considerar as dimens6es médias de, pelo menos, 30 individuos.

O volume celular ou biovolume fornece uma avaliagdo mais acurada da
biomassa celular devido as grandes diferengas nas dimensGes das espécies e, muitas
vezes sazonalmente, entre as mesmas espécies sob condi¢des diferentes de crescimento.

O biovolume também pode ser obtido através de um microscépio trinocular
acoplado a um computador que contenha um software que captura e andlisa a imagem.
Esse programa mede as células, mas a érea tem que ser convertida em volume por meio

das equagdes matemdticas das formulas geométricas, como exemplo, as de Wetzel e

Likens (1991).

Forma Diagrama Formula Espécies
Representativas
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}_.. B -«l rAB*/9 Peridinium

g

Irregular
A

Figura 34: Formulas geométricas para estimativa de biovolume.

FONTE: Wetzel e Likens (1991)

4.3.2 Peso Fresco

As densidades de individuos de populagdes de espécies fitoplanctonicas,
multiplicadas pelos seus respectivos volumes, fornecem o peso; e a contribuigéo de
espécies individuais ¢ obtida pelo tamanho das mesmas. Os valores podem ser
convertidos a peso de biomassa fresca, multiplicando-se o numero de células da
populagdo pelo volume celular (WETZEL e LIKENS, op. cit).

A medida de peso seco de populagdes fitoplancténicas ndo é pratica, pois
nenhum método razodavel existe para separar organismos de detritos particulados na
agua. Além disso, secagem por calor resulta em perda de constituintes organicos

volateis particulados, relataram os mesmos autores.

4.3.3 Carbono Orgénico

A estimativa do contetido de carbono orgénico dos organismos fitoplanctdnicos
pode ser determinada pela relagio do carbono celular com o volume da célula. Uma

relagéio do carbono orgénico por volume celular (em pm*/L) de 0,10 tem sido constante
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em numerosos organismos (WETZEL e LIKENS, 1991). O resultado do contetdo de
carbono costuma ser expresso em picogramas (pg/C pm’).
O caleulo do contetido de carbono fitoplancténico (mgC/mL) pode ser feito

utilizando-se a equagfio (abaixo) proposta por Rocha e Duncan (1985):

Equagdo: 2
C=axWV

Na qual:

C = carbono celular
V= volume celular
a(cte) =0,1204

b (cte) = 1,051

4.3.4 Clorofila a

Para determinagfio das concentragdes de clorofila a e feofitina, as amostras sio
filtradas a véacuo, com presso inferior a 0,3 atm, em membranas com 0,45 pm de
porosidade (Millipore HA) ou em filtros de fibra de vidro Wathmann GF/C (com
tamanho de poro que varic de 0,5 a 0,7 pm) que, posteriormente, podem ser
conservados no freezer (-20° a —60°C), por um periodo maximo de 20 dias, até o
momento da extragio. O volume filtrado dependera da concentragfio de fitoplancton e,
portanto, do grau de trofia do ambiente.

No laboratério, a extragiio pode ser feita utilizando-se trés solventes:

Acetona: a extragfio é feita por maceragdo em almofariz, utilizando-se como
solvente acetona 90% a frio, sob baixa iluminagdo ¢ a temperatura ambiente, seguida de
centrifugacfio, durante 5 minutos, a velocidade de 4000 rpm (WETZEL e LIKENS, op.
cit.). Se disponivel, utilizar centrifuga refrigerada (a 5°C). A leitura das absorbéncias
dos extratos a 665 e 750 nm, em espectrofotdmetro, deve seguir a metodologia descrita

em APHA (1995). Para acidificagdo do extrato e determinagfio da feofitina, adiciona-se



66

0,05 mL de HCL 0,IN para 1 mL de extrato. Apos 2 minutos, faz-se leituras no
espectrofotémetro, nos mesmos comprimentos de onda utillizados na determinagéo da
clorofila a.

Para o célculo das concentragdes de clorofila a e de feofitina sfio utilizadas as
formulas descritas em Arar (1997), com modificagdes no coeficiente de absorgio

especifico da clorofila a baseadas em Lorenzen (1967), representadas a seguir:

Equacdo: 3
Clorofila a (ng.L™) = 26,7 x [(Eu665 — Eu750) — (Ea665 - Ea750)] x _v__

Vxs

Equacio: 4
Feofitina (ug.L’l) =26,7 x [1,7 x (Ea665 — Ea750)] — (Eu665 - Eu750)] x _v__
Vxs

Na qual:

Eu — absorbancia da amostra nfo acidificada;

Ea — absorbancia da amostra acidificada;

v - volume do extrato (mL);

V — volume da amostra filtrada (L);

s — espessura da cubeta (cm);

26,7 — coeficiente de absorgfio especifico da clorofila a em solugdo aquosa de
acetona 90%;

1,7 — razfio de rendimento da clorofila a nfo acidificada para acidificada.

Embora a utilizagdo da acetona como solvente subestime as concentragdes de
clorofila, tem sido recomendada quando ha predominio de diatomdceas no sistema € em
programas de monitoramento, principalmente quando a comunidade fitoplanctdnica néo
¢ conhecida, pois apresenta a mesma eficiéncia de extragfio para todos os grupos
fitoplanctonicos. Outra vantagem da utilizagdo da acetona como solvente € a menor
turvagiio dos extratos, apos acidificagio. A eficiéncia da extragfo com acetona diminui

quando predominam no ambiente cloroficeas e cianobactérias.
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Etanol: a técnica de extragdo com etanol 80% a quente estd descrita em uma
norma holandesa (Nederlandse Norm, 1981), baseada em Nush e Palme (1975), Moed e
Hallegraeff (1978) ¢ Nush (1980). Apds 5 minutos em banho maria a 75 °C, os tubos de
ensaio, contendo os filtros e o etanol, sdo resfriados e deixados em repouso por
aproximadamente 15 horas no escuro. Posteriormente, o extrato € quantificado nos
comprimentos de onda de 665 e 750 nm. Para acidificagfio do extrato e determinagéo da
feofitina, adiciona-se 0,05 ml de HCI 0,4 N para 8-10 mL de extrato, estabelecendo o
pH em torno de 2,6 a 2,8. Apds 5 minutos ¢ feita nova leitura no espectrofotometro, nos
mesmos comprimentos de onda descritos acima.

As formulas utilizadas para o célculo das concentragdes de clorofila a e de
feofitina sdo descritas em Nush (op. cit.), com modificagGes no coeficiente de absor¢éo
especifica da clorofila a, baseado em MARKER ef al. (1980).

Equacio: 5

Clorofila a (pg.L‘l) =279 x [(Eu665 — Eu750) — (Ea665 - Ea750)]x _v__

Vxs

Equagio: 6

Feofitina (ng.L™") = 27,9 x [(1,7 x (Ea665 — Ea750) — (Eu665 - Eu750)]x _v__

Vxs

Na qual:

Eu — absorbéncia da amostra nédo acidificada;

Ea — absorbancia da amostra acidificada;

V — volume da amostra filtrada (L);

v —volume do extrato (mL);

s — espessura da cubeta (cm);

27,9 — coeficiente de absor¢fio especifico da clorofila a em solugfio aquosa de
etanol 80%;

1,7 — razfo de rendimento da clorofila a nfo acidificada para acidificada.

A eficiéncia da extragdo com dlcool € superior & da acetona para cloroficeas e
cianobactérias e é a mesma para diatomaceas. Essa técnica ¢ a mais demorada e tem a
desvantagem da turvagdio do extrato acidificado, quando nfio executada com o rigor

necessario.
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Metanol: nessa técnica a extragfio é feita utilizando-se como solvente 7 mL de
metanol 100%, sob baixa iluminagéio. Apos 3 horas, a 4 °C e no escuro, as amostras sdo
centrifugadas por 15 minutos a 4000 rpm. Posteriormente, a absorbancia do extrato ¢
lida a 665 e 750 nm. A acidificagfio é feita com 7 pL de HCI 0,3M para obter pH em
torno de 2,6 a 2,8. Os calculos das concentragdes seguem as recomendagdes descritas
para o etanol, com o coeficiente de absorgfio especifico da clorofila a em metanol
absoluto de 31,2 (MARKER et al., 1980).

Em relagfo ao etanol, um grande niimero de amostras pode ser determinado com
metanol num periodo de tempo menor, sem qualquer risco de mudangas espectrais ou
quimicas na clorofila-a. Embora a clorofila seja facilmente oxidada em metanol, as
vantagens adicionais ndio sdo relevantes para os procedimentos de extrago rotineiros.
Além do metanol ser téxico, ele aumenta os produtos da degradagfio da clorofila, € a
turvagdo do extrato apés a acidificacéio € freqiiente.

Considerando que a eficiéncia de extragfo varia com a concentragdo celular,
contetido de clorofila ¢ composi¢io de espécies, parece nfio existir consenso a respeito
do melhor solvente a ser utilizado. Mas, vale ressaltar que etanol e metanol s#o
igualmente eficientes e superam a eficiéncia de extragio pela acetona. Devido a
freqilente turvagdo do extrato quando o 4lcool é usado como solvente, dependendo dos
objetivos da pesquisa, recomenda-se que os resultados sejam apresentados em
concentrages de pigmentos totais, colocando-se & parte a necessidade da acidificagéo.

As concentragdes de clorofila podem ser, também, estimadas por fluorimetria e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). A escolha do método mais apropriado
leva em consideracdo diversos fatores: a) a exatiddo da andlise; b) as facilidades de
aplicagio (infra-estrutura e aspectos financeiros), ¢) comparagfio com resultados de
outros trabalhos e d) adequagfio aos objetivos da pesquisa.

O melhor método para determinag@o da clorofila a é o da cromatografia (HPLC),
porém o custo e o tempo de andlise dificultam a adogéio dessa metodologia em andlises
rotineiras. Através dele é possivel a obtengfio de concentragdes reais dos diferentes
pigmentos existentes na amostra, E o método recomend4vel em estudos fisiologicos da
comunidade fitoplanctonica.

A determinagdio de clorofila por fluorimetria é indicada em duas situagdes: a)
quando o tempo de analise é limitante para o cumprimento dos objetivos da pesquisa,
como no caso de monitoramento de efluentes ou estudos simultdneos em larga escala, €

em estudos hidrodinidmicos; b) quando a medida da clorofila ¢ um dado comparativo em
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amostras unialgais, como por exemplo, medidas de crescimento algal para testes

ecotoxicologicos.

4.4 Métodos de Determinaciio de Toxinas

Nio é possivel determinar, simplesmente pela aparéncia, se em floragBes de
cianobactérias estdio presentes espécies toxicas, e a maior dificuldade no estudo de
cianotoxinas encontra-se nos métodos disponiveis para detecgfo e avaliagdo de
toxicidade.

O monitoramento dos mananciais e reservatorios de 4gua deve incluir a
identificacio das espécies potencialmente toxicas e o acompanhamento de suas
densidades, através de contagem. A identificacio desses microrganismos, baseada em
caracteristicas morfologicas, apesar de amplamente utilizada e recomendada
(SIVONEN e JONES, 1999 ¢ BITTENCOURT-OLIVEIRA ef al, 2001), tem mostrado
ser insuficiente para fornecer subsidios a0 monitoramento, devido a extensa plasticidade
fenotipica de algumas espécies; e pelo fato de ser uma caracterfstica intra-populacional.

Assim, outras técnicas podem ser empregadas; algumas mais, precisas e mais
elaboradas, podem ser recomendadas como padrdes: bioensaios com camundongos,
detecgiio de toxinas por HPLC ou andlises imunoenziméticas especificas; porém
nenhuma destas anélises sdo preditivas — elas sfo feitas depois que a floragdo toxica ja
se estabeleceu.

Sivonen e Jones (op. cit.) sugeriram, também, como alternativa buscar
marcadores moleculares capazes de identificar a presenga de cepas de cianobactérias
potencialmente toxicas, antes de ocorrer a floragfio. De acordo com Lorenzi (2004), as
técnicas moleculares aplicadas na identificagio de cianobactérias potencialmente
toxicas tém oferecido uma abordagem inovadora, sensivel e especifica, com potencial
de aplicagio em ambientes naturais. Segundo Oliveira (1998), a eficiéncia dos
marcadores moleculares é devida & sua especificidade as seqiiéncias de DNA, RNA ¢
proteinas, minimizando os efeitos do meio e fornecendo uma rica fonte independente de

dados e com a necessidade de uma pequena biomassa (de fragmentos ou células vivas).
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De acordo com Yoo ef al. (1995), em fungdo dos objetivos do monitoramento
sio exigidos diferentes niveis de especificidade, sensibilidade, precisio e acuracia
Como:

o Especificidade: indica o potencial de um método em identificar a presenga de
toxinas conhecidas.

e Sensibilidade: indica o potencial de um método para quantificar valores
especificos das diferentes toxinas.

o Precisdo: indica o potencial de um método para quantificar valores absolutos de
determinadas toxinas.

e Acuracia: indica o potencial de um método para estimar quéio préximo do valor

tedrico estd o valor da medida realizada.

Os métodos de detecgiio de toxinas de algas, de dgua doce e marinha, tiveram
origem com os bioensaios em camundongos, utilizados desde o inicio do século XX. Ja
no inicio da década de 80, métodos de detecgdo mais sofisticados foram desenvolvidos,
como ensaios enzimaticos e métodos analiticos como a cromatografia liquida de alta
pressdio (HPLC) e a espectroscopia de massa.

De acordo com Boucaina ef al. (1998), comumente sdo usados trés tipos de
métodos para a detecgfio e quantificagdo de toxinas: Biologicos, Quimicos e Fisico-

Quimicos.

4.4.1 Métodos Bioldgicos

4.4.1.1 Bioensaios com Camundongos

Os bioensaios com camundongos consistem na injecfo intraperitonial de extrato
algdceo, em diferentes doses, nos organismos-teste (sfio utilizados camundongos
machos de 25-30 gramas). Este método pode ser utilizado para a detecg¢do da presenga
de microcistinas, nodularinas, anatoxina-a, anatoxina-a (s), C-toxinas e saxitoxinas,

salientando-se que se trata de um método mais qualitativo do que quantitativo.
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A amostra de biomassa da florago é centrifugada, lavada e liofilizada ou com as
células é preparado um extrato com solugfio fisiolégica que € ultrasonizado para que
ocorra a lise celular.

Apbs a injecfio intraperitonial, os camundongos sfo observados a cada 15
minutos, para identificagio de sintomas téxicos como contragdes abdominais,
piloeregdo, vaso-constri¢do auricular, esfriamento das extremidades, britho nos olhos,
movimentagio desordenada, seguida de prostagfo, diarréia e sangue nas fezes,
aceleragfio da respiragfio, convulsdo e olhos dilatados. De acordo com Whitton e Potts
(2000), embora esses sintomas variem com a composi¢éo (qualidade) e concentragfio do
material, geralmente eles sfo distintos para as diferentes toxinas.

As vantagens e desvantagens do método s#o:

Vantagens:

e ser realizado facilmente em laboratério, sem a necessidade de equipamentos
sofisticados e caros;

e em poucas horas fornece respostas quanto a presenga de toxinas conhecidas aos
sinais de envenenamento e CLsy (Concentragio Letal Média — concentra¢fio do
agente toxico que causa efeito agudo (letalidade) a 50% dos organismos—teste,
em um periodo de exposigio determinado (AZEVEDO e CHASSIN, 2003)).

Desvantagens:

o apresentar pouca sensibilidade para detectar baixas concentragdes de
cianotoxinas,

e limitacdes do método na rotina de laboratério e em estudos ambientais, se as
companhias responsaveis pela captagfo, tratamento e distribuicdio de 4gua
tiverem dificuldades para obter ¢ manter os animais testes (PEREIRA ef
al.,1998);

e crescentes oposigdes em muitos paises ao uso de animais para testes de

toxicidade.

Lawton ef al. (1994) estabeleceram faixas de toxicidade referentes a

cianobactérias, podendo ser observadas no quadro 2, abaixo:
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Quadro 2: Faixas de toxicidade das cianobactérias para camundongos (mg de peso

seco de células por kg de peso corporeo).

mg ps de céls./kg pe do camundongo Toxicidade
>1.000 néo toxico
1.000-500 baixa toxicidade
500-100 média toxicidade
<100 alta toxicidade

FONTE: Modificado Lawton ef al. (1994).

Outros bioensaios, bioensaios alternativos, ja foram testados na detecgdo de
cianotoxinas em Artemia salina, Daphnia sp., Daphnia pulex, Aedes aegyptii ¢
Drosofila melanogaster. Entretanto, nenhum deles mostrou-se téo eficiente quanto os
testes realizados com camundongos.

Ensaios de laboratério mostraram que a toxicidade das neurotoxinas sdo
diferentes na fase larval e na fase adulta de camardes. A anatoxina-a pura néio é toxica
para as larvas; mas se colocadas em contato com a biomassa de cianobactérias nio
toxicas, a morte percentual de larvas cresce significativamente. Provavelmente, isso
acontece como conseqiiéncia de sinergismo com outros compostos ou pelo fato da
toxina pura ndo ser absorvida pela larva. E possivel que alguns compostos possibilitem
a assimilagfio da toxina pela larva e afete a bioquimica do crusticeo (WHITTON e
POTTS, 2000).

As vantagens e as desvantagens do método séo:

Vantagens:

e detecgdio de neurotoxinas e hepatotoxinas em concentragdes de moderadas a altas;

e nfo utilizago de camundongos vivos para testes de toxicidade.

Desvantagens:
e nfo disting@o entre hepatotoxicidade e neurotoxicidade;

e serem necessarias, pelo menos, 48 horas para a obtengéo dos resultados.

Foram também realizados bioensaios de citotoxicidade in vitro, com

hepatécitos de roedores e de peixes e com fibroblastos, células cancerosas e eritrécitos
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de mamiferos (PEREIRA ef al., 1998). Whitton ¢ Potts (2000) propuseram o uso de
hepat6citos frescos de camundongos para avaliar a toxicidade de floragSes de
cianobactérias, ¢ mostraram que a toxicidade in vifro, para as células, pode ser
correlacionada a de bioensaios in vive. Quando usada biomassa algal bruta, as
hepatotoxinas causaram deformagiio e mudangas estruturais nas células do figado de
camundongos, principalmente por inibir a atividade da fosfatase. Tém sido observados
efeitos similares com eritrécitos. Desde os primeiros estudos intuiu-se que extratos de
cianobactérias téxicas rompiam os eritrocitos. Estudos posteriores, feitos com
microcistinas purificadas, nfio demonstraram o mesmo efeito em fibroblastos nem em
eritrocitos.

O método apresenta como vantagem e desvantagens:

Vantagem:

e nio utilizagdio de animais vivos para testes de toxicidade em laboratérios.

Desvantagens (segundo Nicholson e Burch (2001):
e resposta toxica ndo especifica a cianotoxinas;
o dificuldades dos laboratérios na preparagfio de suspensdo celular, para os testes de

toxicidade.

4.4.2 Métodos Bioquimicos

< ELISA — Ensaio do Imunoadsorvente Ligado 4 Enzima

O teste conhecido por ELISA é uma técnica analitica baseada em ensaios
imunoadsorventes ligados a4 enzima. O ensaio do imunoadsorvente ligado & enzima
(ELISA—Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) ¢ uma modificacio do RIA-
(radioimmunoassay), em portugués radioimunoensaio. Por meio desta metodologia, o
anticorpo, ao invés de ser radioativo, possui uma enzima marcada a ele aderida (BLACK,
2002).

Segundo Trabulsi ef al. (1999), o ELISA ¢ um método imunolégico de grande
sensibilidade para a pesquisa de antigenos bacterianos. Esse método baseia-se na

propriedade de que antigenos e anticorpos, mono e policlonais, podem ser ligados a
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vérios tipos de superficie, como polivinil ou poliestireno, por exemplo, de modo que
tanto a especificidade dos anticorpos ligados quanto os sitios antigénicos sejam
fielmente preservados.

Esse método foi desenvolvido para determinagdo de poluentes no meio
ambiente, incluindo toxinas. Entretanto, Yoo et al. (1995) afirmaram que o ELISA foi
desenvolvido para detecgiio de microcistinas, para corroborar resultados quantitativos
em corpos de agua e em exiratos de biomassa com limite de detecgo de 0,2 pg/L e 0,25
pg/L. Esse método responde por determinada variedade de microcistinas. Segundo
Amorim (1997), o teste Elisa baseia-se na alta especifidade que os anticorpos possuem
para 0s antigenos contra os quais sdo produzidos.

An e Carmichael (1994) afirmaram que para realizagfio do teste Elisa, utilizam-
se anticorpos policlonais desenvolvidos contra microcistina-LR -MCYST-LR.
Entretanto, esses anticorpos possuem boa reagdo cruzada com outros tipos de
microcistina (MCYST —RR, MCYST -YR, MCYST -FR e MCYST —WR) e também
com a nodularina -NODLN. Algumas investigacdes tém demostrado que os anticorpos
sfio mais eficientes contra algumas microcistinas, como Microcistina-RR, enquanto que
sua resposta é pequena frente a outras (NICHOLSON e BURCH, 2001).

As microcistinas e nodularinas que possuem a forma E (ligagéio dupla no C6 do
ADDA- 4cido 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenil-deca-4,6-diendico, responsavel
pela atividade das hepatotoxinas) séio reconhecidas mais facilmente pelos anticorpos. A
desmetilizagio do ADDA, tanto nas microcistinas quanto nas nodularinas, causa
alteragfio estrutrural nessas moléculas, tornando-as ndo reconhecidas pelos anticorpos,
apesar de permanecerem toxicas para mamiferos. Entretanto, a modificagdo no grupo —
COO do 4cido glutdmico das microcistinas ndo altera a especificidade com os
anticorpos, no entanto nfio séo toxicas para camundongos (AN ¢ CARMICHAEL, op.
cit.).

As microcistinas da amostra, adicionadas a placa de reacgéio, competem com o
conjugado microcistina-enzima, pelos anticorpos imobilizados nas paredes do tubo ou
na placa de reagfio, que sfo em nimero limitado. Na Figura 35A temos os antigenos ¢ a
toxina (microcistina) submetidos & reagfio enzimatica. Durante o periodo de incubagdo
as microcistinas se ligam aos anticorpos, depois adiciona-se o conjugado de
microcistina-enzima que se liga aos anticorpos que ainda se encontram disponiveis. A
lavagem remove todas as moléculas nfio ligadas, e o substrato cromético adicionado é

degradado na presenca dos conjugados microcistina-enzima ligados aos anticorpos,
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produzindo uma cor azul, que vai ficando mais clara, em fungdio da quantidade

crescente de microcistina existente na amostra. Isso ocorre porque quanto mais

microcistinas presentes, maior € a quantidade de anticorpos preenchidos, ficando, assim,

indisponiveis para o conjugado microcistina-enzima. Com isso uma menor quantidade

de substrato acaba reagindo, originando a cor azul mais clara. No controle (Figura 35B),

no qual nfio existem microcistinas ativas, todos os anticorpos vdo estar disponiveis para

o conjugado microcistina-enzima, formando uma cor azul escura (AMORIM, 1997).

A descrigio do método ELISA, feita por Sivonen e Jones (1999), para detecgéio

de microcistinas € a seguinte:

» Materiais:

Equipamento de filtragfio para amostras;
Pipeta automética 100 pL;
Relogio (Timer);

Pipeta para lavar a microplaca,

Leitor ELISA com filtro até 450 nm.

»Reagentes:

Kit ELISA (diluente, conjugado toxina-enzima, substrato, toxina, tubos de
microplacas ou placas de reagéo);

Destilador de 4gua.

» Procedimento do Ensaio:

Para serem analisadas, amostras de &4gua sfio tratadas duas vezes por
congelamento-descongelamento, depois sfio filtradas em membranas ou
filtros de fibra de vidro;

Amostras ou padrdes, primeiramente sdo misturados & solugio de anticorpos
e adicionados em reservas de microplacas pré-cobertas com microcistina-LR,
conjugada com soro de albumina bovina;

Depois de lavado, o anticorpo monoclonal ligado € detectado com
peroxidase;

A densidade 6tima € lida até 450 nm e a concentragiio de microcistina €

determinada por curva padronizada de microcistina-LR.
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O teste Elisa apresenta como vantagens:

e alta sensibilidade,

e grande quantidade de amostras podem ser manipuladas num dia, reduzindo o
custo por andlise,

e necessidade de pequenas quantidades de anticorpos diluidos.

Apresenta como desvantagens:
e dificuldade de obter-se anticorpos especificos para microcistinas,

e interferéncias de outros componentes da amostra.

Os testes de Elisa sfo lidos por meio de uma leitora de microplacas, por

absorbancia, como pode ser visto na figura 36.

Figura 36: Leitora de microplacas por absorbincia.

FONTE: www.micronal.com.br/Produtosnovosite/processamento amostras

A possibilidade de uma microcistina altamente toxica apresentar uma reatividade
muito baixa com os anticorpos significa que um falso resultado pode ser obtido. Isto
poderia levar a uma conclusfo errada de que uma florago é néo téxica e que o corpo de
dgua estd seguro, quando ele pode ndo estar (NICHOLSON e BURCH, 2001).

Os “kits” de teste Elisa estdo sendo comercializados. A precisdo desse teste
depende da microcistina presente, sendo que sua reatividade ¢ relativa a um padréo de

quantificagio e € suscetivel a interferéncias. Se somente a microcistina-LR, ou
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microcistinas com equivalentes reatividades estiverem presentes, entio um resultado
preciso em termos de microcistina-LR equivalente poderd ser obtido. Entretanto, um
resultado preciso de toxicidade, equivalente em termos de microcistina-LR, somente
sera obtido se as toxicidades também forem equivalentes (NICHOLSON ¢ BURCH,
2001).

% Ensaio de Inibi¢do de Fosfatase

As hepatotoxinas peptidicas, microcistinas ¢ nodularinas inibem as enzimas
responsaveis pela desfosforilagdo de fosfoproteinas intracelulares. Essas enzimas sdo as
proteinas fosfatases e os tipos mais inibidos por hepatotoxinas peptidicas ciclicas so do
Tipo 1 e de um subgrupo do Tipo 2, chamada proteina fosfatase 2A. A inibi¢fio dessa
proteina parece estar relacionada a hepatotoxidade desses compostos e, provavelmente,
esta relacionada ao desenvolvimento de tumores (AN ¢ CARMICHAEL, 1994).

O método consiste em quantificar o fosfato liberado das proteinas fosforiladas.
Como as microcistinas so potentes inibidoras das proteinas 1 e 2, elas podem ser
detectadas por medidas da inibicio da liberagdo do fosfato. Para quantificar as
microcistinas detectadas, compara-se a taxa de inibi¢do das fosfatases protéicas a uma
curva padrdo de concentragio conhecida (PEREIRA er al., 1998). A inibicio de
fosfatase pode ser determinada usando-se substratos radiomarcados de P*2, medindo o
fosfato radiomarcado produzido e liberado em um tempo fixado (AN e CARMICHAEL,
op. cit.; NICHOLSON e BURCH, op. cit.).

A reagfio € finalizada adicionando-se &cido tricloroacético, para inativar a
proteina fosfatase e precipitar a protéina radiomarcada P*? . A fracfio do 4cido soltvel &
extraida pelo acido molibidato e os extratos de fosfato inorgénico e o fosfato P** sio
contados em um cintilémetro (MACKINTOSH e MACKINTOSH, 1994).

Segundo Nicholson ¢ Burch (op. cit.), o método tem sido usado para
determinagfio de microcistinas em amostras ambientais aplicado para o monitoramento
de amostras de 4gua, com limite de detecgdo, de até 0,1 pg/L, aproximadamente.

An e Carmichael (1994) reportaram terem usado um ensaio de inibicio de
proteina fosfatase colorimétrico, que nfio necessita de materiais radioativos. O ensaio de

inibigdo de proteina fosfatase ¢ extremamente (til para a confirmagdio da atividade
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bioldgica e, conseqiientemente, para determinar a toxicidade de microcistinas presentes
nos ecossistemas.
Segundo Mackintosh e Mackintosh (1994), o método apresenta como vantagens:
e sensibilidade em concentragdes baixas de microcistinas;
e simplicidade e rapidez. Um técnico pode realizar 100 ensaios em um dia;
e possibilidade de varias curvas de calibragéo;
o versatilidade: o ensaio pode ser usado para detectar dcido okadaico em extratos
de moluscos. O 4cido okadaico e microcistinas podem ser facilmente
distinguidas nas amostras, pois essas toxinas t€ém diferengas relativas a PP1 e

PP2A.

O método apresenta como desvantagens, segundo Nicholson e Burch (2001):

o inibigdo da fosfatase protéica; no entanto, nfio ¢ especifico para microcistinas,
porque outras toxinas que nfo sdio produzidas por cianobactérias provocam as
mesmas respostas (PEREIRA ef al.,1998);

e o método ¢ sensivel, mas esté sujeito ao principal incoveniente de que o isétopo
P* tem um curto periodo de meia vida de aproximadamente 14 dias;

e as proteinas ndo sdio comercialmente disponiveis e requerem procedimentos
sofisticados para sua preparacéo;

e usa-se na preparagdo do método, ATP radioativo e enzimas comerciais, ambos
muito caros;

o muitos laboratérios ndo estdo preparados para executar determinagdes

radioativas.

% Ensaio de Inibicio da Acetilcolinesterase

Dentre os bioensaios rapidos e sensiveis, a utilizagho da enzima
acetilcolinesterase ¢ uma alternativa para a detecgfio e selegdo de amostras com agfo
anticolinesterase (TREVISAN ¢ MACEDO, 2003).

Segundo Mahmood e Carmichael (1986), ¢ possivel determinar a atividade
bioquimica da anatoxina-a (s) por um ensaio bascado na inibicdo da enzima

acetilcolinesterase (AchE), o qual indica a presenga da toxina. Esse ensaio nfio é
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seletivo; ele detecta, também, outros inibidores da acetilcolinesterase, como
organofosforados de praguicidas.

Segundo Pereira et al. (1998), a inibicdo de acetilcolinesterase pode ser
determinada através de uma reagdo colorimétrica, que consiste na rea¢fio de um grupo
acetil, liberado enzimaticamente da acetilcolina por agfio da acetilcolinesterase, com o
acido ditiobisnitrobenzdico, na qual a toxina ¢ detectada por uma redugfio na
absorbancia a 410 nm.

O método da inibigio da acetilcolinesterase baseia-se na determinagéio do Iso —
concentracdo molar do inibidor necessaria para produzir 50% de inibi¢do enzimatica — o
valor depende da fonte de enzima, da concentragfio do substrato e da temperatura de
incubagfio; entretanto, independe do tempo de incubagfio. Experimentalmente, o valor
do Isp pode ser determinado por métodos potenciométricos (LANNA, 2002).

De acordo com Yunes et al. (2003), anatoxin-a (s) € estruturalmente andloga a
praguicidas organofosforados, que sfio inibidores especificos da acetilcolinesterase
(AchE), uma enzima conhecida por hidrolizar o neurotransmissor acetilcolina, um
importante regulador. Devido a especificidade dos organofosforados contra AchE,
freqiientemente ela é empregada como um biofabricante para a detecgio de
organofosforados presentes em ambientes marinhos ou dulcicolas. Segundo os mesmos
autores, ¢ considerado o método legal adotado pela legislagdo brasileira (BRASIL,
2004). Toxinas como antoxina-a (S) assemelham-se estruturalmente a molécula dos
oganofosforados, permitindo sua detec¢do em sistemas enzimdticos in vifro, desde que
anatoxina-a (s) seja uma molécula ativa e possa inibir a atividade da AchE sem sua
posterior metabolizagfo.

Os pesticidas organofosforados atuam inibindo as colinesterases, principalmente
a acetilcolinesterase e, dessa forma, aumentam o nivel de acetilcolina nas sinapses
nervosas, fato conhecido como sindrome colinérgica. Em mamiferos, os efeitos
caracterizam-se principalmente por lacrimejamento, salivagdo, sudorese, diarréia,
tremores e distirbios cardiorrespiratorios, depressdo do sistema nervoso central e
insuficiéncia respiratéria (HERRICKS ef al.,, 1994). Sintomatologia semelhante aos
efeitos causados pela ingestdo de anatoxina-a (s) foi verificada em bioensaios de
laboratorios, confirmando a analogia estrutural dos organofosforados e anatoxina-a (s)
(CAVALIERE et al., 1996; LANNA, op. cit.).

Segundo Lanna (op.cit.), a avaliagdo do nivel de atividade desta enzima é um

indicador indireto de eventual exposi¢do/intoxicagfio e contaminagfo das dguas.
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O método apresenta como vantagens:
e sensibilidade alta;
o rapidez.
O método apresenta como desvantagem:

e detectar outros inibidores da acetilcolinesterase.

4.4.3 Métodos Fisico-Quimicos

% Cromatografia Liquida de Alta Pressio (HPLC/CLAE)

A cromatografia ¢ um método fisico-quimico para a separa¢fio de componentes
de uma mesma mistura. O nome cromatografia gasosa denota que a fase que se move ¢
um gas (De SA, 1994).

Cienfuegos e Vaitsman (2000) relataram que a cromatografia gasosa ¢ uma
técnica analitica que permite separagdes, identificacdes e medidas quantitativas de
componentes de uma mistura praticamente impossiveis de serem efetuadas por meios
convencionais.

O objetivo da cromatografia gasosa € a separagfo dos componentes de uma
amostra genérica, visando posterior determinagdo dos mesmos. A andlise qualitativa
tem por finalidade identificar os componentes da amostra. O pardmetro utilizado é o
tempo de detengéio, que é o tempo transcorrido desde a injegfio do analito até a obtengéo
do pico maximo gerado. Na andlise quantitativa, a drea do pico no cromatograma €
proporcional a concentragfio de uma ou de mais substancias.

De acordo com esses autores existem trés meios para a identificaco:

e comparagdes com padrdes puros;
e adigdo de padrdo;

e indice de retengéo.

Cienfuegos e Vaitsman (op. cit.) descrevem a técnica de cromatografia gasosa
como separagdes que se fundamentam na distribuigdo seletiva dos diferentes
componentes de uma amostra de duas fases imisciveis. A fase movel é um gas e a fixa é

constituida por um sélido ou liquido nfio volatil. Quando a fase movel flui através da
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coluna, transportando a amostra, os componentes sdo por elas separados e determinados
por detectores adequados que geram um sinal para o registrador.

Segundo a fase estaciondria, a cromatografia gasosa pode ser classificada em:

e Cromatografia gas-sélido: se a fase estacionaria for solida,

e Cromatografia gas-liquido: se a fase estaciondria for liquida,

Basicamente, um sistema cromatografico ¢ constituido por: cilindro com gés de
arraste, controladores de pressdo e vazfo, injetor, forno com colunas, detector
registrador (CIENFUEGOS e VAITSMAN, 2000).

A separagdo baseia-se na diferente distribui¢fio das substincias da amostra entre
uma fase estaciondria sélida ou liquida e uma fase movel gasosa. Através de um sistema
de injegfio, a amostra ¢ introduzida em uma coluna contendo a fase estacionaria. O uso
de temperaturas convenientes, no local da inje¢fio da amostra e na coluna, possibilita a
vaporizagfio de substancias que, de acordo com suas propriedades e da fase estacionaria,
serdo retidas por tempos determinados e chegarfio a saida da coluna em tempos
diferentes. Um determinado detector, colocado a saida da coluna, torna possivel detectar
e quantificar as diferentes substdncias (COLLINS ¢ BRAGA, 1987; CIOLA, 1998).
Apbs a separagdio de fases, a detec¢dio de toxinas é feita por absorbancia em UV,
fotodiodo (PDA), espectroscopia de massa (MS) e outros indicadores.

A técnica apresenta como vantagens, segundo De SA (1994):

e alta resolugfio- muitos picos sdo gerados em poucos minutos, devido a diferengas
de solubilidade que permitem a separagfo seletiva;

e velocidade - demora alguns minutos (10 min), mas com altas pressdes obtém-se
andlises em segundos;

e sensibilidade.
As desvantagens da técnica séo:

e alto custo do cromatografo gasoso;

e necessidade de operador qualificado, o que torna o processo limitado;

e a identificagio da amostra pode ser duvidosa, quando virios compostos

apresentam o mesmo tempo de retengfo.

Segundo Cass e Degani (2001), a cromatografia liquida de alta pressdo
(HPLC/CLAE) surgiu como aplicagdo da cromatografia liquida as teorias e

instrumentagSes desenvolvidas inicialmente para a cromatografia gasosa. Surgiu na
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década de 60, do século XX. Baseia-se na tcoria gasosa, onde a eficiéncia de uma
separagdo aumenta com a diminuigio do tamanho da particula da fase estaciondria.
Lombardo ef al. (2003) relataram a HPLC como sendo um método rapido, sensivel e
reproduzivel para as andlises qualitativas ¢ quantitativas, purificacio e separagio de
componentes.

A HPLC ¢ o mais comum dos procedimentos instrumentais analiticos utilizados
na determinagiio de microcistinas e nodularinas (NICHOLSON e BURCH, 2001).
Segundo Sivonen ¢ Jones (1999), os métodos analiticos foram desenvolvidos para
analisar principalmente microcistinas; entretanto as nodularinas podem ser analisadas
pelos mesmos métodos.

Segundo Amorim (1997), a amostra injetada no sistema de cromatografia passa
por uma coluna que contém gel de silica-ODS; ao passar por essa coluna, os compostos
quimicos vio sendo eluidos a velocidades diferentes, dependendo, a sua velocidade, dos
solventes utilizados e das suas propor¢des. Nicholson e Burch (op. cit.) reportaram que
as cianotoxinas podem ser separadas umas das outras e de outros compostos usando-se:
coluna C18 reversa, coluna de amido C16, coluna de troca idnica e uma fase aquosa
contendo metanol ou acetonitrila. A detecgfo depende da concentragfo e do volume da
amostra. A fase mdvel pode determinar que tipo de microcistina estd presente, sendo
distinguidas as microcistinas-LR e YR.

Uma vez separadas as toxinas, a proxima etapa ¢ a detecgfio. Nessa fase néo
deve haver restos de matéria orgnica, pois a matéria orgénica extraida juntamente com
as toxinas da agua pode interferir na andlise mascarando as respostas. Nesse caso,
alguns procedimentos de purificagfo das amostras sdio recomendados (NICHOLSON e
BURCH, op. cit.).

Segundo Nobre (1997), o Centro Britdnico de Pesquisa em Agua desenvolveu
um método padrfio para microcistina, baseado na cromatografia liquida de alta pressdo
(HPLC). Esse método é capaz de detectar 1 pg/L de microcistina em 4gua; ela se torna
mais especifica e sensivel em UV. A identificagdo estrutural das toxinas isoladas € feita
por analise dos aminodcidos por HPLC dos peptideos hidrolizados.

Nicholson e Burch, (op. cit.) relataram outras técnicas de analise com HPLC,
como pode ser visto abaixo:

A Detecgio por UV é o meio mais comum para a detecgfio de cianotoxinas, pois
tanto a maioria das microcistinas como as nodularinas tém a absor¢fo méxima em

238nm, embora aquelas com aminodcidos aromaticos, como a microcistina-LW, que
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contém triptofano, absorvam em comprimentos de onda mais baixos, no caso 222 nm. O
objetivo dessa técnica ¢ determinar as toxinas individualmente, estando a concentragéo
sujeita a comparag8es com padrdes; assim, a identificagdio das microcistinas ¢ baseada
nos picos de seus espectros. A precisdo da técnica estd entre 5 e 10%. O limite de
detecgfio ndo esta definido. A detecgfio por UV ja é bem documentada e padronizada,
sendo um método relativamente barato.

Outro modo de anilise utilizando a HPLC ¢ a detec¢do por fotodiodo. Esse
método grava o espectro de diferentes analitos, promovendo uma melhor evidéncia da
presenga da cianotoxina. O espectro tipico de uma microcistina, com o médximo de
absorbancia em 238 nm (ou ocasionalmente 222 nm, no caso da microcistina que
contém triptofano), promove um alto grau de confianga a presenga da toxina na amostra.
Apesar disso, ¢ dificil identificar o pico de absorgdo em cromatogramas, quando as
concentragBes sdo baixas € os espectros ndo sdo bem definidos, pois depende da
experiéncia do analista.

A espectroscopia de massa como método de detecgio promove uma melhor
solugiio do problema de identificagdo equivocada de algumas cianotoxinas, como por
exemplo, a microcistina. As microcistinas apresentam ions caracteristicos no espectro
de massa. A espectroscopia de massa funciona como uma impressdo digital da
microcistina. Assim como qualquer outro método analitico, padrdes devem ser
utilizados para uma precisa quantificagdo. A espectroscopia de massa ainda ndo € uma
rotina comum em laboratdrios, mas sua aplicagio vem aumentando nos ultimos anos.
Enquanto no detector de fotodiodo diferentes microcistinas parecem ter respostas
semelhantes, isso ndo ocorre na espectroscopia de massa. Como na detecgfio por UV e
fotodiodo, a precisdo da espectroscopia de massa ¢ em torno de 5 ¢ 10% e o limite de
detecgfio de 0,02 pg/L para o volume de 5L. O custo do equipamento ¢ alto, sendo os
custos de operagéo baratos.

O método (padrdo) apresenta como vantagens, segundo De Sa (1994) e Cass ¢
Degani (2001):

e separagio rapida;

o alta resolugfio (separa um nimero elevado de componentes com alto grau de
pureza);

o versatilidade (permite andlises com diferentes pesos moleculares);

e andlise quantitativa facil e exata;
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e ampla variedade de detectores disponiveis;

e automag#o.

O método (padrdo) apresenta como desvantagens, segundo De SA (1994) e Cass
e Degani (2001):
e elevado custo de instrumentagdo € manutengéo;
e nfo existe um detector universal, para todos os comprimentos de ondas;

e incapacidade de fornecer informag@es que permitam a identificagéio dos picos.

% Eletroforese Capilar

Segundo Santoro ef al. (2000), a eletroforese capilar (EC) pode ser definida
como o transporte de particulas eletricamente carregadas, em meio liquido, sob a
influéncia de um campo elétrico.

A determinagfio de microcistinas e anatoxina-a pode ser feita com base em suas
cargas e tamanhos moleculares (PEREIRA ef al., 1998). A eletroforese capilar deve ser
considerada na separagfio ¢ quantificagdo das hepatotoxinas peptidicas. A detecgéio de
toxinas feita pela EC ainda nfio € rotina de monitoramento das dguas. Segundo
Nicholson e Burch (2001), a sensibilidade do método tem sido aumentada pelo uso de
um detector fluorescente de laser induzido. Sua precisfio se encontra entre 5 e 10%.

Este método foi denominado solugfio livre devido a instabilidade do aparelho,
bastante limitado, notadamente por efeitos de difusfo e aquecimento gerados pelo
campo elétrico, efeitos que comprometiam a resolugfio (a separagfio) dos compostos.
Estes efeitos foram minimizados com a introdugfio de um suporte (gel ou papel), que
ajuda a conter o movimento livre dos analitos, de forma a diminuir o efeito da difusdo
(GUZMAN, 1993). Entretanto, este sistema oferecia um baixo nivel de automacdo,
longos tempos de analise e, apOs a separagdo, a detecgfio era feita visualmente.

A eletroforese capilar € uma técnica aplicdvel na determinagio de grande
variedade de amostras, incluindo hidrocarbonetos aromdticos, vitaminas hidro e
lipossoliveis, aminodcidos, fons inorgdnicos, d4cidos orgénicos, firmacos,
catecolaminas, substancias quirais, proteinas, peptideos e muitos outros. Uma

caracteristica que difere a EC das outras técnicas € a sua capacidade Uinica para separar
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macromoléculas eletricamente carregadas de interesse tanto para indusirias de
biotecnologia quanto para pesquisas biolégicas (SANTORO ef al., 2000).

Segundo Guzman (1993), a analise qualitativa ¢ feita pela comparagio dos
tempos de migragiio dos padres com os tempos de migragfio das substéncias presentes
na amostra ou através de espectros de UV/Vis (detector por arranjo de diodos) ou do
espectro de massas (detector espectrdmetro de massas).

A técencia apresenta como vantagens:

e rapidez (BAKER, 1995);

o versatilidade- segundo Santoro ef al. (op. cit.), inimeros compostos podem

ser analisados, desde fons a bactérias vivas;

e baixo custo por andlise (BAKER, op. cit.);

e alto poder de separagfio (resolugio) (BAKER, op. cit.);

e consumo minimo de amostras, reagentes e solventes (TAVARES,1997);

o produz um volume minimo de residuos (SANTORO et al., op. cit.).

A técnica apresenta como desvantagens:

o ndo ser adequada & determina¢fio de compostos volateis € de pequena massa
molar, que sio melhor determinados por cromatografia gasosa (BAKER, op.
cit.);

e carecer de sensibilidade, quando comparados ao HPLC;

e nfo é apropriada para rotinas laboratoriais (NICHOLSON e BURCH, 2001).

% Método MMPB

Segundo Nicholson e Burch (op. cit.), esse método baseia-se na oxidagdo da
microcistina que rompe a cadeia ADDA e produz o acido 3-metoxi-2-metil-4-
fenilbutirico, que é entfio determinado por cromatografia gasosa (CG). Na literatura ja
foi relatado um limite de detecgfio de 0,43 ng/L de microcistina para essa técnica. O
resultado pode ser aproximado para uma concentragdo total de toxinas, que pode ser
expressa em termos de microcistina-LR. Através desse método nfio € possivel

identificar toxinas individuais.
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O método apresenta como vantagem:

o sensibilidade a baixos niveis de microcistinas.

Apresenta como desvantagem:

o nfo identifica toxinas individuais.

4.5 Testes de Toxicidade

Os estudos de toxicidade nfo sdo realizados para determinar se uma substéincia ¢
segura. Eles servem, fundamentalmente, para identificar os efeitos tdxicos que tal
substéncia possa produzir. Alguns desses testes sdo padronizados e recomendados por
agéncias regulamentadoras, como “Food and Drug Administration (FDA)”,
“Environmental Protection Agency (EPA)”, “Organization for Economic Cooperation
and Development (OECD)”, segundo CAMARA, 2002. De acordo com a autora, os
roedores, ratos ¢ camundongos, sdo as espécies animais mais utilizadas nos estudos de
toxicidade, por serem facilmente manuseados e com custo acessivel. A expectativa de
vida desses animais ¢ de dois a trés anos, o que possibilita observagdes dos efeitos da

exposi¢do ao longo de sua vida, relativamente curta em relagfio a outros organismos.

4.5.1 Teste de Toxicidade Aguda

Os testes de toxicidade visam demonstrar a ocorréncia de efeito adverso em um
curto periodo, de acordo com procedimentos protocolares: concentragdo X tempo, nos
estudos de ecotoxicidade, ou de exposi¢des miltiplas em 24 horas; geralmente, referem-
se a4 administragfo de uma tinica dose e considera-se o aparecimento de efeito em um
periodo de até 14 dias (AZEVEDO e CHASIN, 2003).

A toxicidade aguda — DLsyp de um composto quimico ¢é expressa pela quantidade
necessaria desse composto em mg/Kg de peso corpdreo, para provocar a morte de 50%
de um lote de animais submetidos & experiéncia. Para o bioensaio da DLsy sfo

selecionadas, pelo menos, quatro doses crescentes do composto quimico de maneira tal
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que a menor dose ndo provoque mortalidade nos animais do grupo e que a maior dose
n#o provoque 100% de mortes (LARINI, 1993).

Casos de inalaghlo ou de absor¢io dérmica no ambiente aquatico,
freqiientemente, envolvem a DLsy ou CLsp. Normalmente, as provas baseiam-se na
verificagdo do evento letal nas 24 horas que se seguem a administragdo e no
acompanhamento dos sobreviventes durante 7 dias.

Os estudos de toxicidade aguda tém por objetivo identificar 6rgdos que possam
ser alvos potenciais de determinado téxico, além de conhecer a variabilidade das
respostas das espécies aos diferentes agentes (AZEVEDO e CHASIN 2003).

O principal teste de ecotoxicidade aguda € a determinagfio de CLsp € de uma
concentragdo efetiva média CEsp (Concentragdo Efetiva Média — concentragdo do
agente toxico que causa efeito agudo a 50% dos organismos-teste, num determinado
periodo de exposigdo), sob curta duragdo de exposi¢do (minutos a horas). A curta

exposi¢fo a concentragdes maiores geralmente determina efeito letal.

4.5.2. Teste de Toxicidade Subaguda e Subcronica

As defini¢bes de toxicidade subaguda e subcronica sfio controvertidas porque ha
diferencas nos intervalos de tempo que as caracterizam. Geralmente, as defini¢Ses
envolvem o estudo de efeitos adversos decorrentes da exposi¢do a doses/concentragBes
multiplas do agente toxico, durante periodos que ndo excedem 10% da vida do animal.
Em ratos, estudos durante 14, 21 e 28 dias sfio referidos como subagudos e com duragéo
de 90 dias sfo referidos como subcronicos.

A avaliagio do estado de satide desses animais deve ser realizada por meio de
varios pardmetros: pesagem, realizagdo de exames fisicos semanais, andlises
bioquimicas do sangue e da urina, exames hematolégicos e provas funcionais que
devem ser realizadas em todos os animais doentes; além de necropsia completa em
todos os animais, incluida a histologia de todos os érgéos (AZEVEDO e CHASIN, op.
cit.).
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4.5.3 Teste de Toxicidade Cronica

Estudos de toxicidade cronica s#o realizados em um perfodo correspondente a
vida toda do animal (AZEVEDO ¢ CHASIN, 2003). Para esse estudo, sdo obtidas
informagdes toxicolgicas a partir da administragio didria do agente toxico, durante um
periodo de pelo menos 12 meses (LARINI, 1993); de 2 a 7 anos, dependendo da espécie
selecionada, segundo os resultados dos estudos subcronicos e toxicodinimicos
(AZEVEDO e CHASIN, op. cit.).

Os animais devem ser semanalmente examinados clinicamente; em todos os
animais devem ser feitas analises bioquimicas do sangue e da urina, bem como andlises
hematoldgicas e provas funcionais, incluida a histologia de todos os 6rgdos, com o
objetivo de serem identificadas anormalidades e doengas que possam ser caracterizadas
como causadas por substincias quimicas e, ainda, caracterizar as condigfes de

exposi¢do e doses.
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5 Ocorréncias de Floracdes de Cianobactérias no Brasil

“Brasil, tinico pais que comegou como
epistola ¢ tem nome de arvore. Singulares
particularidades™.

(Otto Lara Rezende, 1922-1992)

O Programa das Nagdes Unidas para o Meio Ambiente — UNEP, 1992 —
qualifica o fenémeno de eutrofiza¢fio no Brasil como problema identificado em lagos e
dguas costeiras, caracterizado como grave em daguas de represas, rios, sistemas de
irrigacdio, estudrios e lagos; assim esses corpos de dgua sfio potencialmente favoraveis
para o desenvolvimento de floragdes de cianobactérias toxicas (NOBRE, 1997).

O primeiro registro de floragdes de Trichodesmium sp. em aguas brasileiras foi
referido em margo de 1832, por Charles Darwin, na Bahia, em sua expedi¢do no navio
Beagle. Faria (1914), Cunha e Fonseca (1918) e Proenga (2000) se referem a
mortandade de peixes na Bafa de Guanabara, em 1913, devido a floragdes de
Glenodinium trochoideum. Muitos anos depois (1963), floragdes de T. erythraeum, em
Pernambuco, foram associadas a doenga em humanos, com sintomatologia de febre,
conhecida como Tamandaré, nome da cidade onde a doenga foi primeiro registrada
(GARCIA ef al, 1995)

Branco (1978) relatou que em 1977, na cidade de Santa Maria, no Rio Grande
do Sul, ocorreu um caso de floragdo toxica em uma represa da qual era captada dgua
para o abastecimento publico. Nessa represa, anualmente, ocorriam floragdes de
cianobactérias do género Anabaena, mas somente naquela ocasiio foi constatada
toxicidade na agua.

Existem relatos de que no reservatério de Itaparica/BA, em 1988, ocorreu uma
floragfio de cianobactérias, com posterior intoxicagéio de 200 pessoas, levando a 6bito
88 pessoas, entre margo e abril do mesmo ano (SCHULZE et al., 2003).

Beyruth ef al (1992) relataram que uma floragiio de Anabaena cf. solitdria, no

ano de 1991, foi relacionada a distirbios gastrointestinais e hepaticos na populagéo
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abastecida pelas aguas do Guarapiranga, sendo o primeiro caso registrado na literatura
cientifica de ocorréncia de danos a satide piblica por cianobactérias em dguas paulistas.
A mesma autora citou que no ano de 1991, patos criados em um tanque do zooldgico da
cidade de S#o Paulo apareceram mortos, apos floragdes de Microcystis aeruginosa,
sendo a toxicidade da floragfio constatada apds bioensaios feitos em camundongos.

Entretanto, o caso mais marcante, talvez pela confirmagfio da presenga de
microcistinas, foi o de Caruarw/PE, em 1996, com a morte de 60 pacientes de uma
clinica de hemodialise (AZEVEDO, 1998).

A tabela 4, a seguir, mostra as ocorréncias de flora¢des, identificadas nos

ultimos 26 anos, no Brasil.



Tabela 4: Ocorréncias de floracoes de cianobactérias no Brasil.
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Ano Local Organismos Métodos Toxicidade Fonte
1978-1979 Represa do Lobo, Oscillatoria sp, Hapalosiphon sp, ND* Soares, 1981
Sdo Carlos — SP Calothrix sp, Anabaena sp
1984 Lagoa do Taquaral-SP | Aficrocystis aeruginisa, Anabaena ND Matsumara-Tundisi
spiroides et al 1986
1990 Enseada do Flamengo a Oscillatoria eiytraea ND Gianesella-Galviio
Baia de Ubatumirim et. al., 1995
{Ubatuba-Litoral Norte
SP)
1988-1989 |Lago Paranca Brasilin DF{dphanothece nidulans, Aphanothece ND Castelo Branco, 1991
saxicola, Cyvlindrospermopsis
raciboyskii, Merismopedia
tenuissima, Microcystis aeriginosa,
Oscillatoria mougeotii, Oscillatoria
psendogeminata, Oscillatoria
quadripunetnlata, Oscillatoria
simplicissina, Psewdoanabaena
articulata
1991-1992 | Represa Guarapiranga- | Aphanocapsa cf. delicatissima, Beyruth, 1996
SP Aphanocapsa elachista, ND
Aphanothece elabens, Chroococcus
cf minor, Chrocococcus cf. minuius,
Gloeacaspsa sp, Symechoceocits
elongatus,Anabaenopsis sp,
Oscillatoria sancta, Oscillatoria
subtilissima
Mierocystis aeruginosa
Mierocystis viridis, Microcystis
1991-1992 | Lago das Gorgas - SP wesenbergii ND Sant’ Anna ef al., 1997
\\ ficrocystis puiverea, Aphanoeapsa
elachista, Aphanothece nidnans,
Chroococens minutis,
Coelosphaerium confertium,
Merismopedia elegans,
Anabaenopsis sp, Spirulina sp
1992-1993 Lagoa dos Patos Microcystis aeruginosa Bioensaios em Alteracdes Salomeon et al., 1996
camundongos lhepiticas
1992-1997 Reservatorio da Microcystis flos-aquae, Microcystis ND Giani ef al., 1999
Pampulha (MG) viridis, Woronichinia naegeliana
Phormidium ténue, Phormidium
cf. ténue, Psendoanabaena mucicola
Pseudoanabaena catenata,
Anabaena solitaria
1992-1997 |Mata Atlantica, Cerrado, |[Phormidimn retzzi, Calethrix fusca, ND Branco et al., 2001
Regites de Aguas Duras,| Cylindrospernmm minutissinmm,
[Regifio Nordeste, FlorestalDichothrix baneriana, Geitlerinema
Subtropical e Floresta | splendidum, Gloeotrichia natans,
Tropical {Estado-SP) Lynghya major
1993 Synechocystis aquatilis . salina ND Domingos ¢ Huszar

Lagoa da Barra
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Complexo Lagunar de (1993)
Marica (RJ)
1993 Reservatorio de \ficrocystis aeruginosa, Microcystis ND Sandes. 1998
flos-aguae, Microcystis wesenbergii,
Barra Bonita-Médio Microcystis sp
Tiéte-SP Protocytis psendofilamentosa
Microcystis incerta, Microcystis
1993-1994 Reservatorio aeruginosa Bioensaios em Distirbios Zagatto et al., 1998
Guarapiranga Oscillatoria guadripunctulada, camundongos gastrointestinais

Oscillatoria limnetica, Oscillatoria
amphila, Phormidinm sp

1993-1994 | Reservatorio de Barra | Anabaena spiroides, Microcystis ND Calijuri et al., 2002
Bonita-Médio Tiéte-SP | aernginosa, Anabaena granulata,
Anabaena angustissima,
1993-1994 | Rio Baia. Lagoa do Aphanothece sp, Anabaena sp Train, 1998
Anabaena solitaria, Anabaena
Guarana -MS spiroides, Anabaena circinalis
Cylindrospermopsis raciborkii
Gloeocapsa sp, Gomphospharia sp ND
Lyngbya limnetica, Merismopedia
glanca, Coelosphaerinm confertum
Mierocystis aeruginosa,
Planktolynghya sp,
Psendoanabaena sp, Raphidiopsis
mediterranea, Romeria cf. graciles
Oscillatoria sancta, Oscillatoria
terniis,
Merismopedia tennissima,
1993-1995 | Lagoa dos Patos-RS Mierocystis aernginosa, Bioensaios em Distarbios Yunes et al., 1998
Microcystis elabens camundongos. Gastrointestinais,
crusticeos, HPLC morte
1994 Lagoa dos Patos-RS Nostoc, Calotrix, Anabaena, ND Yunes ef al., 1994
Oscillatoria, Lyngbya,
Microcystis, Spirnlina
1994 Lagoa das Gargas Aphanocapsa delicatissina, ND Moura, 1996
(Parque Estadual das | Coelospharium sp, Merimopedia
Fontes do Ipiranga-SP) |tennissima, Microcystis aeruginosa,
Planktrothrix sp
1994 Lagoa das Gargas Microcystis sp ND Ramirez ¢ Bicudo
(Parque Estadual das 2002
Fontes do Ipiranga-SP)
1994-1995 | Lagoa dos Patos-RS Microcystis aernginosa Bioensaios em Distiirbios Matthiensen et al.,
[dnabaena spiroides, Oscillatoria spjcamundongos. HPLC|  gastrointestinais 1999
Glloethece Neigeli, Gloetheee
1994-1995 | Lago Jardim Botinico coernlea, Gloethece ND Nogueira e
Chico Mendes-GO linearis Niig, Synechocens Leandro-Rodrigues,
Goidinia Ndigeli, Synechoceus elongatus Niig 1999
Planktohngbyva subtilis
1994-1996 | Estudrio da Lagoa dos Microcystis aeruginosa Bioensaios em Hepatotoxicose, Yunes ef al... 1996
Patos-RS (Feitoria, Camundongos, Morte.
Nascimento Norte, Artemia salina,

Coroa dos Patos,

HPLC-DAD




Farolete, Barra Falsa,
Marambaia, Torotama,
Canal de Sio Gongalo,
Ilha Pélvora, Rio Grande
Yacht Club, Porteiras,
Ponta do Retiro)
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1994-1996 Santa Catarina Trichodesmium ssp Bioensaios em ND Rorig et al., 1998
camundongos,
HPLC
Reservatorio
1994-1996 Taquacetuba Cylindrospermopsis raciborskii Bioensaios em Distirbios Lagos et al., 1999
Amparo -SP camundongos, HPLC NEIVosos
1995-1996 | Lagos e Reservatorios Microcystis sp, Microcystis ELISA ND Hirooka et al., 1999
do Parana aernginosa,Microcystis flos-aguae
1996 Caruaru-PE Microcystis ssp Ensaios de Hepatotoxicose Azevedo, 1998
Citotoxidade
1996 Lagoa dos Patos-RS Microcystis sp Bioensaios em Distiirbios Matthiensen
camundongos. hepatotoxicos etal., 2000
Ensaio de inibigdio
de ftostatase, HPLC
1996-1999 | Lagoa Jacarepagud-RJ Microcystis aeruginosa Ensaios de Distirbios Magalhdies ef al..2001
citotoxicidade,
Oscillatoria sp HPLC, gastrointestinais
Elisa
1997 Lagoa dos Patos-RS Microcystis aeruginosa Bioensaios em ND Garcia, 1997
camundengos
1997-1998 | Reservatorio Ingazeira “vlindrospermopsis ¢f Bioensaios em Disturbios nervo- Bouvy, 1998

Pernambuco

philippinensis

camundongos, peixes

$08. morte

1997-1998

Complexo Estuarino

Aphanizomenon sp,

Magalhies et al..

Lagunar: Mundan/ Anabaena spiroides, Anabaena ND 1998
Manguaba-AL cf. spiroides, Anabaenopsis
cirenlaris var. javanica,
Microcystis aeruginosa, Microcystis
wesenbergii, Oscillatoria princeps,
Oscillatoria limosa,
Psendoanabaena mucicola
Cvlindrospermopsis raciborskii
1997-1998 Agude Tabocas-PE Microcystis incerta, Biocensaios em ND Nascimento et al.,
Cylindrospermopsis cf. camundongos, 1998
raciborskii, Planktolynghya HPLC
subtilis
1991-1998 | Lago das Gargas - Zona Cylindrospeinopsis ND Tuceei e
Sul - SP raciborskii Sont” Anna, 2003
1997-1998 |Estudrio Lagoa dos Patos Mierocystis aeruginosa, Bicensaios em ndu- Imebilizagéo, Minillo et al., 2000
RS Microcystis sp plios de drtemia sp morte
Microcystis viridis,
1997-1999 [ Estagdes de Tratamento Microcystis aernginosa, Bioensaios em Distirbios Jardim et al., 2000
De agua - MG Aicrocystis
psendofilamentosa, Microeystis - |camundongos, HPLC NEIVOSOS,

Mos-aqnae, Mierocistis

wesenbergii,

Elisa

gastrointestinais




Cylindrosprmospsis raciborskii,

Aphanizomenon manguinnii,
Oscillatoria splendida,
Oscillatoria sp

Nodularia cf. implexa Anabaena

Spp, AAnabaena_planctonica,

g5

1997-2003 | Regifio Alto Tiéte - SP ND Sant” Anna et al..
Reservatério Atibainha Aphnothece conglomerata; 2004
Lago gargas Coelosphaerinm evidenter-
marginatum, Merismopedia
tennissima, Microcystis panniformis
Reservatorio Taiagupeba (Microcystis aeruginosa, Microcystis
botiys;
Reservatorio Billings Microcystis novacekii,
Sphaerocavim brasiliense;
Reservatorio Americana Aicrocystis protocystis
¢ Guarapiranga
Rio Corumbatai-SP Radiocystis fernandoi
1998 Lagoa Jacarepagua Microcystis aeruginosa Bioensaios em Redugdo de Ferrdo-Filho ef al.,
RJ zoopléancton crescimento ¢ 1998
fecundidade
1998 Agudes Custodia, Cylindrospermopsis sp Bioensaios em Tremores, Molica et al., 1998
Bonsucesso. camundongos convulsoes,
Ingazeira-PE dificuldades res-
piratorias, saliva-
¢iio
Bioensaios em Distirbios
tilapias adultas NErvosas
1998 Lagoa dos Patos-RS Microcystis aeruginosa Bioensaios em ND Monteiro ef al.. 1998
camundongos e
zooplincton, HPLC
1998 Reservatorios: PR, SP, Microcystis sp Bioensaios em ND Oliveira et al., 1998
RJ, MG. FE. DF Cylindrospermospsis sp camundongos e
peixes,
HPLC
1998 Lagoa dos Patos-RS Microcystis aeriiginosa ND Salomon et al.,1998
1998 Amparo-3P Cylindrospermaopsis raciborskii Bioensaios em Distirbios Zagatto et al.. 1998b
Reservatorio Billings, camundongos, NEervosos
(Taquacetuba) microcrusticeos e
peixes.
1998 Reservatorio de Psewdoanabaena mucicola, HPLC ND Deberdt, 2002
Salto Grande-SP  [Microcystis aeriiginosa, Microcystis
paniformis, Anabaena erassa,
Cylindrospermopsis sp
1998-1999 |  Parque Nacional da Capsosira sp, Hapalosiphon sp, Necchi-Tonior, et al.
Serra da Canastra - MG Scytonema sp, Rivularia sp 2003
Bacia de Drenagem do
Alto Rio Siio Francisco
1999-2003 | Represa de Salto (RS)- | Cyvlindrospeimopsis raciborskii Bioensaios em Distirbios Yunes ef al., 2003
Bacia Rios Cai e Sinos camundongos NEIVOS0S
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Represa do Duro (RS)- | Cvlindrospermospsis raciborskii Bioensaios em Distinrbios
Rio Duro Psendoanabaena limnetica camundongos NErvosos
Represa de Alagados
(PR)- Cvlindropermopsis raciborskii Bioensaios em Distirbios
Rio Alagados e Pitangui camundongos, NETVOS0S
HPLC
Reservatorio de
Taiagupeba Microcystis sp, Anabaena sp, Bioensaios em Distirbios
(SP) Cylindrospermopsis sp camundongos, NErvosos
HPLC, AchE
2000 Lago Pesque Pague Aicrocystis paniformis, ND Matsuzaki, et al.,
Cylindrospermopsis raciborskii,
(Bacia Guarapiranga SP) Anabaena sp 2004
2000-2001 Alto Rio Parana Anabaena planctonica ND Train et al., 2001a
Cylindrospermopsis raciborskii
2000-2001 [Lagoas da Pousada, Clara Gloeocapsa sp ND Train et al., 2001b
e dos Patos
Lagoa Finado Raimundo Anabaena solitaria
Lagoas das Gragas e
Traira Cylindrospermopsis raciborskii
2000-2003 | Bacia-Rios Piracicaba, | Cylindrospermopsis raciborskii, ND Agujaro ef al., 2003
Capivari e Jundai (SP) | Anabaena planctonica, Anabaena
crassa, Aphanizomenon gracille,
Synechocystis aquatilis,
Geitlerinema unigranulatum,
Chroococus minimus, Limnothrix
planctonica, Microcystis
anniformis, Microcystis aeruginosal
2002-2003 | Sistema Australiano de Aphanocapsa sp, ND Granado, 2004
Lagoas de Estabilizagiio- Oscillatoria limnetica,
Novo Horizonte-SP Oscillatoria minesotensis,
Rhadphidiopsis cuivata
Spirulina menghiniana,
Aphanethece sp,
Synechocystis sp, Synechocystis sp,
Chioococens mimitus,
Chroococcus sp
2002-2003 | Lagoa Facultativa ETE Anabaena affinis, Anabaena ND Fiorni, 2004
Catajai - SP Inaequais, Chroococcus palidus,
Chrococcus turicensis,
Merismopedia punctata,
Merismopedia tenuissima,
Microcystis aeruginosa,
Planktolynbya subtilis.
Anabaena spiroides, Anabaena
2002-2003 | Represa Faxinal (RS) crassa, Anabaena Yunes et al., 2004
circinalis, Anabaena plancténica ND

IRepresa Sio Miguel (RS)
Represa Maestra (RS)

Represa Samuara (RS)

Anabaena sp, Microcystis sp
Anabaena planctonica, Anabaena

spiroides, Anabaena circinalis
Anabaena cf. solitaria, Anabaena
cireinalis

Anabaena spiroides, Anabaena




erassa, Anabaena sp

a7

2002 Represas do Médioe  [\ficrocystis viridis, Microcystis sp,|  Bioensaios em Disturbios Minillo et al., 2003
Anabaena planctonica, Anabaena
Baixo Tieté (SP) circinales camundongos, NErvosos
Anabaena spiroides, Anabaena sp zoaplancton gastrointestinais
2002 [Reservatérios RS, PR, SP| Cylindrospermmopsis raciborskii HPLC Proenga et al., 2002
Reservatorio Tapacuri- Bioensaios em
2002 PE Cylindrospermopsis raciborskii camun- Disturbios Bittencourt-Oliveira
dongos. HPLC NETVos0s etal., 2001
2002-2003 Reservatorio Sio Aicrocystis sp e Anabaena sp ND Pinto-Coelho, 2003
Simdo (MG)
2002-2003 | Represa do Irai (PR) Cyvlindropermopsis sp, Bioensaios em ND Vitola et al., 2003
Oscillatoria sp, Microcystis sp, camundongos,
Aphanoepasa sp HPLC
2002-2003 |Reservatorio de Irai (PR)| Cylindrospermopsis raciborskii, ND Ventura ef al., 2003
Microcystis spp
2002-2003 |Etas-SC: I-Rio Itajai-Agu|  Anabaena sp, Mieroeystis sp ND Schulze et al., 2003
II-Rio Itajai-Agh Oscillatoria sp
II-Manancial Ribeirdo ND
Garcia
2003-2004 Represas Billngs e Aphanocapsa incerta, Microcystis ND Lorenzi, 2004
Guarapiranga aeriiginosa, Anabaena plancktonica
Anabaena solitavia, Anabaena
spivoides,
Cylindrospermopsis raciborskii,
Raphidiopsis mediterranea,
Oscillatoria agardhii, Oscillatoria
quadripietilada, Oscillatoria
amphilia, Lyngbya limmnetica
Psendoanabaena catenata
2004 (Pantanal da Nhecoldndia
MS ND Santos ef al..

Lagoea Salina Sto Inicio

Lagoa Salina do Meio
Faz. Nhumirim

Lagoa Salina da Reserva
Faz. Nhumirim

Lagoa Salitrada
Faz. Campo Dora

Arthrospira sp., Microcystis sp.,
Nostoc sp., Oscillatoria sp.,
Raphidiopsis sp., Romeria sp.,
Spirulina sp, Synechococus sp.,
Synechocystis sp..
Anabaenopsis sp., Cyanomonas sp.,
Afierocystis sp., Nostoc sp.,
Romeria sp., Spirulina sp.,
Heterohormogonium sp., Spirulina
sp., Ovlindrospermum sp.,
Anabaenophisis sp.,
Aphanizomenon sp..
Cylindrospernmm sp., Chroococcits
sp., Fischerella sp., Gloeocapsa sp.,

Oseillatoria sp., Schizothrix sp.,

Spirulina sp., Synechocystis sp.

2004

Nota:* ND: Nao detectada.
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Segundo Bittencourt-Oliveira (2000), em regides tropicais e subtropicais, a
associagfio de temperatura, intensidade luminosa e altas razdes reprodutivas, juntamente
com as estratégias adaptativas, favorecem a dominéncia de determinadas espécies de
cianobactérias.

Os mecanismos que favorecem a domindncia das cianobactérias em sistemas
aquaticos eutrofizados s#o: a) habilidade de armazenar fosforo dentro das células,
tornando-as capazes de realizar divisdo celular quando o fosforo torna-se limitante; b)
fixagdo de nitrogénio atmosférico por vérias espécies filamentosas formadoras de
floragdes toxicas, especialmente Anabaena, Cilindrospermopsis € Aphanizomenon;
géneros nfo heterocitados, como Microcystis, requerem condi¢Bes eutrdficas a
hipereutréficas com relagdio a esse elemento quimico, para se tornarem dominantes; c)
habilidade de migrar na coluna de dgua gragas a presenca de aerétopos nas células,
permitindo-lhes se posicionar melhor na zona eufética.

Para Reynolds ¢ Walsby (1975), a formag#io de floragdes de cianobactérias
depende da coexisténcia de trés fatores: uma populagdo pré-existente, uma propor¢do
significante de organismos com flutuabilidade positiva e a estabilidade da coluna de
agua.

Em 1990, Shapiro apresentou seis hipoteses que, conjuntamente, explicariam a
dominancia de cianobactérias em sistemas aquéticos eutréficos e hipereutroficos:

1) Temperatura da Agua: as cianobactérias tém, em geral, temperaturas 6timas de
desenvolvimento mais altas, superiores a 20°C, que as oufras algas
fitoplanctonicas.

2) Luz: as cianobactérias tm requerimentos luminosos mais baixos que os outros
grupos do fitoplancton. Isto se deve a presenga de pigmentos acessorios, as
ficobilinas, que proporcionam grande eficiéncia quanto a absorgdo de luz solar.

3) Relagio NT/PT: as cianobactérias, fixadoras ou ndo de nitrogénio, sfo
favorecidas pelas baixas razdes NT/PT.

4) Flutuabilidade: algumas espécies de cianobactérias sdio capazes de regular sua
flutuabilidade e, assim, podem mover-se verticalmente em ambientes estaveis,
otimizando sua atividade fotossintética relacionada com a disponibilidade
vertical de nutrientes e energia luminosa.

5) Pastagem pelo zooplancton: por vérias raz8es (tamanho da coldnia, envoltério

gelationoso, toxicidade potencial), o zooplancton alimenta-se de forma ineficaz
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das cianobactérias. Alimenta-se preferencialmente do fitoplancton competidor,
permitindo as cianobactérias proliferarem-se.

6) Dibxido de carbono/pH: as cianobactérias tém constantes de saturagfo baixas,
para assimilagio de CO,. Vencerio a competigio com outros grupos
fitoplanctonicos, principalmente as cloroficeas, em perfodos de baixa
disponibilidade de CO, (por exemplo, quando o pH ¢ alto e o sistema CO, ¢

dominado por fons bicarbonatos).

Uma sétima hip6tese, que consiste na estratégia de armazenamento de fésforo, foi
proposta por Petterson ef al. (1993). Segundo esses autores, as cianobactérias sdo
capazes de adquiri-lo do sedimento.

Para Reynolds (1984), as coldnias de Microcystis estabelecem-se no epilimnio, apds
o crescimento ter se iniciado em dguas profundas e anodxicas. Estas populagdes
cstabelecem-se ap6s o ambiente ter se tornardo termicamente e quimicamente
estratificado. Esta constatagfio foi corroborada por Calijuri ef al. (1999) no reservatorio
de Salto Grande (SP), por Calijuri ¢ Dos Santos (1996) e Calijuri (1999) em Barra
Bonita. Deve-se, ainda, ressaltar que a turbuléncia da coluna de dgua em vérias escalas,
magnitudes € duragio ¢ um fator determinante no crescimento do fitoplincton e,
principalmente, na domindncia de cianobactérias (REYNOLDS ¢ WALSBY, 1975;
PAERL 1988a; CALIJURI, 1999; CALIJURI et al. 2002).

Espécies diferentes respondem, diferentemente, a estimulos externos iguais, € a
evolugio ou coexisténcia das espécies sfo explicadas em termos de uma maior
eficiéncia ou adaptagio de cada espécie, a uma combinagiio de caracteristicas
ambientais. Pensando assim, pode-se dizer que as cianobactérias, no curso da evolugdo,
foram extremamente eficientes em assimilar e responder aos distirbios. Essa disposigéo
ou potencial das cianobactérias para enfrentar os distirbios, provavelmente, repousa nos
processos de diversidlade do potencial genético, plasticidade comportamental e
fisiologica.

Assim, torna-se extremamente necessario ampliar a compreenséo dos processos que
ocorrem nos sistemas aquaticos, para proposi¢do de cendrios que auxiliem no manejo,

que vise a sustentabilidade dos recursos hidricos e a saude da populagéo.
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6. Legislacio

“A Lei ndo persuade quando ndo pode punir.”
Tomas Fuller (1654-1734)

A CONSTITUICAO DA REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL,
promulgada aos 5 de outubro de 1988, estabelece competéncias quanto a dgua. Nossa
Carta Magna, no entanto, ndo conceituiou nem estabeleceu procedimentos e
responsabilidades sobre os temas; legou essa tarefa 4 legislagfo infraconstitucional.

No Capitulo IT — DA UNIAO, reza artigo 20: Sdo bens da Unifo:

IIT — os lagos, rios ¢ quaisquer correntes de 4gua em terrenos de seus dominios,
ou que banhem mais de um Estado, sirvam de limites com outros paises, ou se estendam
a territério estrangeiro ou dele provenham, bem como os terrenos marginais € as praias
fluviais.

No artigo 21: Compete a Unido:

XIX — instituir sistema nacional de gerenciamento de recursos hidricos e definir
critérios de outorga de direitos de seus uso.

Artigo 22: Compete privativamente & Unifio legislar sobre:

IV — 4guas, energia, informética, telecomunicagdes e radiodifuséo.

Artigo 23: 5} competéncia comum da Unido, dos Estados, do Distrito Federal e
dos Municipios:

VI — proteger o meio ambiente ¢ combater a poluigdo em qualquer de suas
formas.

XI — registrar, acompanhar e fiscalizar as concessdes de direitos de pesquisa e
exploragfo de recursos hidricos e minerais em seus territorios.

Artigo 24: Compete & Unifio, aos Estados e ao Distrito Federal legislar
concorrentemente sobre:

VI — florestas, caga, pesca, fauna, conservagfio da natureza, defesa do solo e dos
recursos naturais, prote¢fo do meio ambiente e controle da poluigéo.

No Capitulo III - DOS ESTADOS FEDERADOS, reza:

\

AT
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Artigo 26: Incluem-se entre os bens dos Estados:

I — as 4guas superficiais ou subterrineas, fluentes, emergentes e em depdsito,
ressalvadas, neste caso, na forma da lei, as decorrentes de obras da Uniio.

No Capitulo VIII — DA ORDEM SOCIAL, Capitulo I — DISPOSICAO GERAL,
Secdio I1 — DA SAUDE:

IV — participar da formulagfo da politica e da execugéio das agdes de saneamento
basico.

V — incrementar em sua 4rea de atuagio o desenvolvimento cientifico e
tecnologico.

VI — fiscalizar e inspecionar alimentos, compreendido o controle de seu teor
nutricional, bem como bebidas e dguas para consumo humano.

VIII — colaborar na protegio do meio ambiente, nele compreendido e do
trabalho.

Capitulo VI — DO MEIO AMBIENTE:

Artigo 225: Todos tém direito ao meio ambiente ecologicamente equilibrado,
bem de uso comum do povo e essencial & sadia qualidade de vida, impondo-se ao Poder
Publico e a coletividade o dever de defendé-lo e preservé-lo para as presentes e futuras
geragoes.

§ 1° - Para assegurar a efetividade desse direito, incube ao Poder Publico:

I — preservar e restaurar os processos ecolégicos essenciais e prover o manejo
ecologico das espécies e ecossistemas.

III — definir, em todas as unidades da Federagfio, espagos territoriais € seus
componentes a serem especialmente protegidos, sendo a alteragfo ¢ a supressdo
permitidas somente através de lei, vedada qualquer utilizagio que comprometa a
integridade dos atributos que justifiquem sua protegéo.

IV — exigir, na forma da lei, para instalagdo de obra ou atividades
potencialmente causadora de significativa degradagio do meio ambiente, estudo précio
de impacto ambiental, a que se daré publicidade.

VII — proteger a fauna e a flora, vedadas, na forma da lei, as praticas que
coloquem em risco sua fungfo ecolbgica, provoquem a extingio de espécies ou

submetam os animais a crueldade.

§ 4° - A Floresta Amazonica brasileira, a Mata Atlantica, a Serra do Mar, o

Pantanal Mato-Grossense e a Zona Costeira sfo patrimdnio nacional, e sua utilizagio
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far-se-4, na forma da lei, dentro de condi¢des que assegurem a preservagio do meio

ambiente, inclusive quanto ao uso dos recursos naturais.

A Portaria MS n°® 1469 de 29 de dezembro de 2000 (Brasil, 2001), conforme
estabelece constitucionalmente os procedimentos e responsabilidade relativos ao
controle ¢ vigilincia da qualidade da agua para consumo humano e seu padrdo de
potabilidade e d4 outras providéncias.

A Portaria n° 1469 definiu normas e padrdes de potabilidade da agua para
consumo humano no Brasil, incluindo a obrigatoriedade do monitoramento da
ocorréncia de cianobactérias potencialmente nocivas, testes de toxicidade e analises de
algumas cianotoxinas (microcistina, cilindrospermopsina, saxitoxina) tanto na dgua
bruta do manancial utilizado para a captagio de dgua, como na 4gua tratada para o
consumo doméstico.

Devido aos casos de intoxicagdes causadas por cianotoxinas, a Portaria n°1469,
traz vérias normas a respeito do assunto e como proceder se for detectada a presenga de
cianobactérias na agua.

Segundo Leme e Silva (2002), a Portaria n°1.469 ndo estabeleceu limites para
cianotoxinas em &guas de hemodidlise; e a Sociedade Brasileira de Nefrologia

recomendou que fosse estabelecida como nula a presenga de microcistinas.

A Portaria n® 1469, foi substituida pela Portaria MS n° 518 de 25 de margo de
2004, publicada no DOU de 2 de abril de 2004 (Brasil, 2004) que mantém estabelecidos
os procedimentos e responsabilidades relativos ao controle e vigilancia da qualidade da
agua para consumo humano e seu padréo de potabilidade, e da outras providéncias.

O MINISTRO DE ESTADO DA SAUDE, no uso de suas atribuicdes e
considerando o disposto no Art. 2° do Decreto n® 79.367, de 9 de margo de 1977,
resolve:

Art. 1° - Aprovar a Norma de Qualidade da Agua para Consumo Humano, na
forma do Anexo desta Portaria, de uso obrigatdrio em todo territério nacional.

Art. 3° - E de responsabilidade da Unifio, dos Estados, dos Municipios e do
Distrito Federal a adogdo das medidas necessdrias para o fiel cumprimento desta
Portaria.

Art. 4° - O Ministério da Satde promovera, por intermédio da Secretaria de
Vigilancia em Saude — SVS, a revisdo da Norma de Qualidade da Agua para Consumo

Humano estabelecida nesta Portaria, no prazo de 5 anos ou a qualquer tempo, mediante
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solicitagio devidamente justificada de 6rglos governamentais ou nfo governamentais
de reconhecida capacidade técnica nos setores objeto desta regulamentagéo.

No Capitulo IT — DAS DEFINICOES:

Art. 4° - Para os fins a que se destina esta Norma, sfio adotadas as seguintes
defini¢Ges:

XI - cianotoxinas - toxinas produzidas por cianobactérias que apresentam efeitos
adversos 4 saide por ingestdo oral, incluindo:

a) microcistinas - hepatotoxinas heptapeptidicas ciclicas produzidas por
cianobactérias, com efeito potente de inibigdo de proteinas fosfatases dos tipos 1 e 2A e
promotoras de tumores;

b) cilindrospermopsina - alcaldide guanidinico ciclico produzido por
cianobactérias, inibidor de sintese protéica, predominantemente hepatotdxico,
apresentando também efeitos citotoxicos nos rins, bago, coragio € outros 6rgios; €

¢) saxitoxinas - grupo de alcaldides carbamatos neurotéxicos produzido por
cianobactérias, nfio sulfatados (saxitoxinas) ou sulfatados (goniautoxinas e C-toxinas) ¢
derivados decarbamil, apresentando efeitos de inibigio da condugfo nervosa por
bloqueio dos canais de sddio.

No Capitulo III - DOS DEVERES E DAS RESPONSABILIDADES:

Art. 52 S#o deveres e obrigagdes do Ministério da Satide, por intermédio da
Secretaria de Vigilancia em Satde - SVS:

I - promover e acompanhar a vigilincia da qualidade da 4gua, em articulagfio
com as Secretarias de Saude dos Estados e do Distrito Federal e com os responsaveis
pelo controle de qualidade da 4gua, nos termos da legislagdo que regulamenta o SUS;

II - estabelecer as referéncias laboratoriais nacionais e regionais, para dar
suporte as a¢Bes de maior complexidade na vigilincia da qualidade da dgua para
consumo humano;

III - aprovar e registrar as metodologias nfio contempladas nas referéncias
citadas no artigo 17 desta Norma;

IV - definir diretrizes especificas para o estabelecimento de um plano de
amostragem a ser implementado pelos Estados, Distrito Federal ou Municipios, no
exercicio das atividades de vigildncia da qualidade da dgua, no dmbito do Sistema
Unico de Satide — SUS; ¢
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V - executar agdes de vigilincia da qualidade da dgua, de forma complementar,
em carater excepcional, quando constatada, tecnicamente, insuficiéncia da agdo
estadual, nos termos da regulamentagdio do SUS.

Também a Portaria n® 518 de 25 de margo de 2004 (Brasil, 2004) faz como
determinagfio no Capitulo I'V:

Art. 82 - Cabe aos responséveis pela operagio de sistema ou solugdo alternativa
de abastecimento de 4gua, exercer o controle da qualidade da agua.

Paragrafo Unico. Em caso de administragdo, em regime de concessdo ou
permissdio do sistema de abastecimento de dgua, € a concessionéria ou a permissionéria
a responsavel pelo controle da qualidade da 4gua.

Art. 92 - Aos responséveis pela operagdo de sistema de abastecimento de dgua
incumbe:

I - operar e manter sistema de abastecimento de dgua potével para a populagdo
consumidora, em conformidade com as normas técnicas aplicdveis publicadas pela
ABNT - Associagio Brasileira de Normas Técnicas e com outras normas e legislagfes
pertinentes;

II - manter e controlar a qualidade da 4gua produzida e distribuida, por meio de:

a) controle operacional das unidades de captagéo, adugdo, tratamento, reservagéo
e distribuigfo;

b) exigéncia do controle de qualidade, por parte dos fabricantes de produtos
quimicos utilizados no tratamento da dgua e de materiais empregados na produgfo e
distribui¢io que tenham contato com a 4gua;

¢) capacitagfio e atualizagfio técnica dos profissionais encarregados da operagéo
do sistema e do controle da qualidade da 4gua; e

d) andlises laboratoriais da dgua, em amostras provenientes das diversas partes
que compdem o sistema de abastecimento.

I1I - manter avaliagio sistemética do sistema de abastecimento de agua, sob a
perspectiva dos riscos a satide, com base na ocupagdo da bacia contribuinte ao
manancial, no histérico das caracteristicas de suas dguas, nas caracteristicas fisicas do
sistema, nas préticas operacionais e na qualidade da dgua distribuida;

IV - encaminhar & autoridade de saide piblica, para fins de comprovagéo do
atendimento a esta Norma, relatorios mensais com informagdes sobre o controle da

qualidade da 4gua, segundo modelo estabelecido pela referida autoridade;
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V - promover, em conjunto com os 6rgos ambientais e gestores de recursos
hidricos, as a¢des cabiveis para a protegio do manancial de abastecimento e de sua
bacia contribuinte, assim como efetuar controle das caracteristicas das suas 4guas, nos
termos do artigo 19 desta Norma, notificando imediatamente a autoridade de saude
publica sempre que houver indicios de risco a saude ou sempre que amostras coletadas
apresentarem resultados em desacordo com os limites ou condi¢des da respectiva classe
de enquadramento, conforme definido na legislagfo especifica vigente;

VI - fornecer a todos os consumidores, nos termos do Cédigo de Defesa do
Consumidor, informagdes sobre a qualidade da agua distribuida, mediante envio de
relatério, dentre outros mecanismos, com periodicidade minima anual ¢ contendo, no
minimo, as seguintes informagdes:

a) descrigio dos mananciais de abastecimento, incluindo informagdes sobre sua
protegfo, disponibilidade e qualidade da 4gua;

b) estatistica descritiva dos valores de pardmetros de qualidade detectados na
gua, seu significado, origem e efeitos sobre a satde; ¢

¢) ocorréncia de nfio conformidades com o padriio de potabilidade e as medidas
corretivas providenciadas.

VII - manter registros atualizados sobre as caracteristicas da 4gua distribuida,
sistematizados de forma compreensivel aos consumidores e disponibilizados para
pronto acesso e consulta publica;

VIII - comunicar, imediatamente, a4 autoridade de satide publica e informar,
adequadamente, & populagfio a detecgfio de qualquer anomalia operacional no sistema
ou ndo conformidade na qualidade da 4gua tratada, identificada como de risco & safde,
adotando-se as medidas previstas no artigo 29 desta Norma; e

IX - manter mecanismos para recebimento de queixas referentes as
caracteristicas da 4gua e para a adogfo das providéncias pertinentes.

Art. 10° - Ao responsavel por solugfio alternativa de abastecimento de dgua, nos
termos do inciso XII do artigo 7 desta Norma, incumbe:

I - requerer, junto & autoridade de saide publica, autorizagdo para o
fornecimento de agua apresentando laudo sobre a andlise da dgua a ser fornecida,
incluindo os parAmetros de qualidade previstos nesta Portaria, definidos por critério da

referida autoridade;
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Il - operar e manter solugdio alternativa que fornega dgua potével em
conformidade com as normas técnicas aplicaveis, publicadas pela ABNT - Associagfo
Brasileira de Normas Técnicas, € com outras normas e legislagdes pertinentes;

III - manter e controlar a qualidade da 4gua produzida e distribuida, por meio de
analises laboratoriais, nos termos desta Portaria e, a critério da autoridade de saude
publica, de outras medidas conforme inciso II do artigo anterior;

IV - encaminhar a4 autoridade de salide publica, para fins de comprovagéo,
relatérios com informagdes sobre o controle da qualidade da agua, segundo modelo e
periodicidade estabelecidos pela referida autoridade, sendo no minimo trimestral;

V - efetuar controle das caracteristicas da dgua da fonte de abastecimento, nos
termos do artigo 19 desta Norma, notificando, imediatamente, a autoridade de satde
publica sempre que houver indicios de risco 4 salide ou sempre que amostras coletadas
apresentarem resultados em desacordo com os limites ou condigdes da respectiva classe
de enquadramento, conforme definido na legislagio especifica vigente;

VI - manter registros atualizados sobre as caracteristicas da dgua distribuida,
sistematizados de forma compreensivel aos consumidores e disponibilizados para
pronto acesso e consulta publica;

VII - comunicar, imediatamente, a autoridade de saide publica competente e
informar, adequadamente, a populagiio a detecgfio de qualquer anomalia identificada
como de risco a satde, adotando-se as medidas previstas no artigo 29; e

VIII - manter mecanismos para recebimento de queixas referentes as
caracteristicas da agua e para a adogdo das providéncias pertinentes.

Art. 12° Para a garantia da qualidade microbiologica da d4gua, em
complementa¢do as exigéncias relativas aos indicadores microbiolbgicos, deve ser
observado o padrio de turbidez expresso no Quadro 3, abaixo (pertencente a lei e ndo ao
trabalho):



Quadro 3 - Padrdo de turbidez para agua pos-filtra¢io ou pré-desinfecgio

TRATAMENTO DA AGUA

VMP®
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Desinfecgdo (4gua subterranea)

1,0 UT* em 95% das amostras

ou filtra¢dio direta)

Filtragdo rapida (tratamento completo

1,0 UT®

Filtragdo lenta

2,0 UT' em 95% das amostras

NOTAS:
(1) Valor maximo permitido.

(2) Unidade de turbidez.

Art. 14° A 4gua potdvel deve estar em conformidade com o padrio de

substincias quimicas que representam risco para a saide, expresso no Quadro 4

(pertencente a lei e nfio ao trabalho), a seguir:

Quadro 4 - Padrio de potabilidade para substincias quimicas que representam risco

a saude
PARAMETRO UNIDADE vmp®
INORGANICAS
Antiménio mg/L 0,005
Arsénio mg/L 0.01
Bario mg/L 0.7
Cadmio mg/L 0,005
Cianeto mg/L 0,07
Chumbo mg/L 0,01
Cobre mg/L 2
Cromo mg/L 0,05
Fluoreto'’ mg/L 1.5
Merctirio mg/L 0,001
Nitrato (como N) mg/L 10
Nitrito (como N) mg/L 1
Selénio mg/L 0,01
ORGANICAS
Acrilamida pg/L 0,5
Benzeno pg/L 5
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Benzo[a]pireno pg/L 0.7
Cloreto de Vinila pg/L 5
1.2 Dicloroetano ng/L 10
1.1 Dicloroeteno ng/L 30
Diclorometano pg/L 20
Estireno pg/L 20
Tetracloreto de Carbono pe/L 2
Tetracloroeteno ng/L 40
Triclorobenzenos ng/L 20
Tricloroeteno pg/L 70
AGROTOXICOS
Alaclor pg/L 20.0
Aldrin e Dieldrin pg/L 0,03
Atrazina pg/L 2
Bentazona ug/L 300
Clordano (isdmeros) pg/L 0,2
24D ng/L 30
DDT (isomeros) ng/L 2
Endossulfan ng/L 20
Endrin pg/L 0.6
Glifosato ng/L 500
Heptacloro e Heptacloro epoxido ng/L 0,03
Hexaclorobenzeno pg/L 1
Lindano (g-BHC) pg/L 2
Metolacloro pg/L 10
Metoxicloro pg/L 20
Molinato pg/L 6
Pendimetalina ug/L 20
Pentaclorofenol ug/L 9
Permetrina pg/L 20
Propanil pg/L 20
Simazina pg/L 2
Trifluralina pg/L 20
CIANOTOXINAS

Microcistinas"’ pg/L 1,0
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DESINFETANTES E PRODUTOS SECUNDARIOS DA DESINFECCAO
Bromato mg/L 0,025
Clorito mg/L 0.2
Cloro livre ¥ mg/L 5
Monocloramina mg/L 3
2.4.6 Triclorofenol mg/L 0,2
Trihalometanos Total mg/L 0.1
NOTAS:

(1) Valor Maximo Permitido.

(2) Os valores recomendados para a concenfragio de fon fluoreto devem observar a legislagiio
especifica vigente relativa & fluoretagiio da dgua, em qualquer caso devendo ser respeitado o VMP
desta Tabela.

(3) E aceitavel a concentragdio de até 10 pg/L de microcistinas em até 3 (trés) amostras, consecutivas
ou nfo, nas analises realizadas nos tltimos 12 (doze) meses.

(4) Analise exigida de acordo com o desinfetante utilizado.

§ 1° - Recomenda-se que as andlises para cianotoxinas incluam a determinagfio
de cilindrospermopsina e saxitoxinas (STX), observando, respectivamente, os valores
limites de 15,0 pg/L e 3,0 ug/L de equivalentes STX/L.

Art. 17°- As metodologias analiticas para determinagfio dos pardmetros fisicos,
quimicos, microbiolégicos ¢ de radioatividade devem atender as especificagbes das
normas nacionais que disciplinem a matéria, da edigdo mais recente da publicacfo
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, de autoria das
instituigdes American Public Health Association (APHA), American Water Works
Association (AWWA) e Water Environment Federation (WEF), ou das normas
publicadas pela ISO (International Standartization Organization).

§ 12 - Para andlise de cianobactérias e cianotoxinas e comprovagfio de toxicidade por
bioensaios em camundongos, até o estabelecimento de especificagdes em normas nacionais
ou internacionais que disciplinem a matéria, devem ser adotadas as metodologias propostas
pela Organizagio Mundial da Saide (OMS) em sua publicagio Toxic cyanobacteria in
water: a guide to their public health consequences, monitoring and management.

§ 2° - Metodologias ndo contempladas nas referéncias citadas no § 12 e “caput”
deste artigo, aplicdveis aos pardmetros estabelecidos nesta Norma, devem, para ter

validade, receber aprovagéo e registro pelo Ministério da Satde.
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§ 3° - As andlises laboratoriais para o controle ¢ a vigilincia da qualidade da
dgua podem ser realizadas em laboratorio préprio ou ndo que, em qualquer caso, deve
manter programa de controle de qualidade interna ou externa ou ainda ser acreditado ou
certificado por 6rgdos competentes para esse fim.

Art. 18°- Os responsaveis pelo controle da qualidade da 4gua de sistema ou
solugiio alternativa de abastecimento de dgua devem elaborar e aprovar, junto a
autoridade de saide publica, o plano de amostragem de cada sistema, respeitando os
planos minimos de amostragem expressos nas Quadros 5, 6, (pertencentes a lei e ndo ao
trabalho):

§ 5° - Sempre que o niimero de cianobactérias na 4gua do manancial, no ponto
de captagdo, exceder 20.000 células/mL (2 mm’/l. de biovolume), durante o
monitoramento que trata § 3’ do artigo 19, serd exigida a andlise semanal de
cianotoxinas na 4gua de saida do tratamento e nas entradas (hidrometros das clinicas de
hemodialise ¢ industrias de injetaveis), sendo que esta analise pode ser dispensada
quando nfio houver comprovagéo de toxicidade na dgua bruta por meio da realizagio

semanal de bioensiaos em camundongos.
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Quadro 5 - Nimero minimo de amostras para o controle da qualidade da dgua de

sistema de abastecimento, para fins de andlises fisicas, quimicas e de

radioatividade, em funciio do ponto de amostragem, da populagio abastecida e do

tipo de manancial

SAIDA DO|[SISTEMA DE DISTRIBUICAO
TRATAMENTO (RESERVATORIOS E REDE)
A TIPO DE |(NUMERO  DE | Populagiio abastecida
PARAMETRO
MANANCIAL | AMOSTRAS POR 50,000 a
< <50.000 > 250.000
UNIDADE DE 250.000 i
hab. ab.
TRATAMENTO) hab.
40 + (1 para
. Superficial 1 10 1 para cada [cada
or
5.000 hab. {25.000 hab.)
Turbidez
pH
20 + (1 para
1 para cada
Subterraneo 1 3 cada
10.000 hab.
50.000 hab.)
CRLYD Superficial 1 (Conforme § 3° do artigo 18).
Subterrineo |
s 20 + (1 para
Superficial ou 1 para cada
Fluoreto 5 cada
Subterraneo 10.000 hab.
50.000 hab.)
1
Cianotoxinas Superficial (Conforme § 3° do|- - -
artigo 18)
_ Superficial 1 12 42 Fig
Trihalometanos . 5 ;
Subterrineo - 1@ 1® 19
Demais Superficial ou [ [ [
parimetros™™  |Subterrineo
NOTAS:

(1) Cloro residual livre.

(2) As amostras devem ser coletadas, preferencialmente, em pontos de maior tempo de detengio da dgua

no sistema de distribuigfo.

(3) Apenas serd exigida obrigatoriedade de investigago dos pardmetros radioativos quando da evidéncia

de causas de radiagfio natural ou artificial.
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(4) Dispensada analise na rede de distribuigio quando o pardmetro ndo for detectado na saida do

tratamento e, ou, no manancial, 4 exceciio de substincias que potencialmente possam ser introduzidas no

sistema ao longo da distribuigfo.

Quadro 6 - Freqiiéncia minima de amostragem para o controle da qualidade da
dgua de sistema de abastecimento, para fins de andlises fisicas, quimicas e de
radioatividade, em fun¢iio do ponto de amostragem, da populagiio abastecida e do

tipo de manancial.

PARAMETRO | TIPO DE | SAIDA DO [SISTEMA DE DISTRIBUICAO
MANANCIAL | TRATAMENTO |(RSERVATORIOS E REDE)
(FREQUENCIA [Populagdo abastecida
POR UNIDADE [<50.000 [50.000 a|> 250.000
DE hab. 250.000  |hab.
TRATAMENTO) hab.
Cor
Turbidez
pH Superficial A cada 2 horas
Fluoreto Subterrineo Diaria Mensal Mensal Mensal
CRL™ Superficial A cada 2 horas (Conforme § 3° do artigo 18).
Subterraneo Didaria
Cianotoxinas Superficial Semanal - - -
(Conforme § 5° do
jartigo 18)
Superficial Trimestral Trimestral |Trimestral |Trimestral
Trihalometanos  [Subterraneo - Anual Semestral |Semestral
Demais Superficial ou  [Semestral Semestral™|Semestral”[Semestral™”
parAmetros'”  [Subterraneo

NOTAS:

(1) Cloro residual livre.

(2) Apenas ser4 exigida obrigatoriedade de investigagiio dos pardmetros radioativos quando da evidéncia de
causas de radiagfo natural ou artificial.

(3) Dispensada anélise na rede de distribuigffo quando o parimetro n#o for detectado na saida do tratamento
e, ou, no manancial, & exce¢fio de substincias que potencialmente possam ser introduzidas no sistema ao

longo da distribuigfo.
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Art. 19° - Os responsaveis pelo controle da qualidade da dgua de sistemas e d_e
solugdes alternativas de abastecimento supridos por manancial superficial devem coletar
amostras semestrais da 4gua bruta, junto do ponto de captagfio, para andlise de acordo
com os pardmetros exigidos na legislagdio vigente de classificagdo e enquadramento de
dguas superficiais, avaliando a compatibilidade entre as caracteristicas da agua bruta e o
tipo de tratamento existente.

§ 1° - 0 monitoramento de cianobactérias na dgua do manancial, no ponto de
captacdo, deve obedecer a freqiiéncia mensal, quando o nimero de cianobactérias néo
exceder 10.000 células/ml (ou 1mm*/L. de biovolume), ¢ semanal, quando o nimero de
cianobactérias exceder este valor.

§ 2°- E vedado o uso de algicidas para o controle do crescimento de
cianobactérias ou qualquer intervengio no manancial que provoque a lise das células
desses microrganismos, quando a densidade das cianobactérias exceder 20.000
células/ml (ou 2mm?*L de biovolume), sob pena de comprometimento da avaliagdo de
riscos a saide associados as cianotoxinas.

Art. 20° - A autoridade de saiude publica, no exercicio das atividades de
vigilincia da qualidade da 4gua, deve implementar um plano préprio de amostragem,
consoante diretrizes especificas elaboradas no dmbito do Sistema tinico de Satude - SUS.

A norma tras no capitulo VIII, as disposi¢des finais, segundo os artigos:

Art. 29° - Sempre que forem identificadas situagdes de risco a saude, o
responsavel pela operagdo do sistema ou solugfio alternativa de abastecimento de dgua e
as autoridades de satide publica devem estabelecer entendimentos para a elaboragfio de
um plano de a¢do ¢ tomada as medidas cabiveis, incluindo a eficaz comunicagfio a
populagdo, sem prejuizo das providéncias imediatas para a corregéio da anormalidade.

Art. 30° - O responsédvel pela operagdo do sistema ou solugfio alternativa de
abastecimento de 4gua pode solicitar & autoridade de saide publica a alteragfio na
freqiiéncia minima de amostragem de determinados pardmetros estabelecidos nesta
Norma.

Pardgrafo unico. Apds avaliagio criteriosa, fundamentada em inspegdes
sanitarias e, ou, em histérico minimo de dois anos do controle e da vigildncia da
qualidade de agua, a autoridade de saude publica decidird quanto ao deferimento da
solicitagéo, mediante emisséo de documento especifico.

Art. 31° - Em fungfio de caracteristicas nfio conformes com o padrio de

potabilidade da 4gua ou de outros fatores de risco, a autoridade de saide ptblica
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competente, com fundamento em relatorio técnco, determinara ao responsavel pela
operagiio do sitema ou solugfo alternativa de abastecimento de 4gua que amplie o
nimero minimo de amostras, aumente a freqiiéncia de amostragem ou realize andlises
laboratoriais de pardmetros adicionais ao estabelecido na presente Norma.

Art. 32° - Quando ndo existir na estrutura administrativa do estado a unidade da
Secretaria da Saude, os deveres e responsabilidades previstos no artigo 6° desta Norma

serdo cumpridos pelo 6rgdo equivalente.
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7 Consideracoes Finais

“F porém, melhor que uma verdade, uma vez
percebida, lute por muito tempo sem atrair a atengfio
que merece, do que se tudo o que a imaginagio
ardente do homem produz fosse facilmente recebido”
(Jean B Lamarck, 1744-1829)

Os registros de floragdes de cianobactérias potencialmente téxicas no Brasil
cresceram significantemente nos Gltimos 15 anos. Entretanto, a maior freqliéncia dos
casos & verificada no Estado do Rio Grande do Sul, fato que, provavelmente, deve-se a
grande quantidade de trabalhos cientificos com esse tema na regido.

Os fatores apontados como causadores desse fendmeno, de grande impacto do
ponto de vista sécio-econdmico, sfo: o aporte de grande carga organica nas aguas
(principalmente N ¢ P), a caréncia, na maioria dos centros urbanos, de estagdes de
tratamento de esgoto (ETEs) e a falta de uma postura ambientalmente correta da
populacéo.

Auvaliar a ocorréncia e os efeitos dessas floragdes, em um pais da magnitude do
Brasil, constitui tarefa dificil e complexa, devido: ao tamanho territorial do pais, que
apresenta diversidade de ecossistemas e de climas substanciais; falta de um centro de
informagOes eficientes na detecgdo de floragBes potencialmente téxicas, e uma
legislagdo que reponsabilize os causadores das alteragdes nos sistemas aquaticos,
principalmente nas 4dguas continentais, que abastecem a populagfio nos seus usos mais
nobres.

Como o desconhecimento é grande em relagdo ao controle de floragdes de
cianobactérias, as medidas utilizadas por parte dos operadores das ETAS contribuem
com o aumento das concentragdes de cianotoxinas na dgua pelo uso de algicidas como:
sulfato de cobre ou peroxido de hidrogénio, que levam as células a lise e,
conseqiientemente, a liberagéio de toxinas que se dissolverdo na dgua, além do actimulo

de cobre na cadeia trofica. Conseqiientemente, agravam-se os riscos a saude da
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populagio e o custo eleva-se na busca por tecnologias que atendam as necessidades de
tratamento da Agua de abastecimento.

As técnicas que estfio sendo desenvolvidas para retirada de cianotoxinas das
aguas sdo: filtros de carvio ativado em p6 (mais eficiente na remogéio de microcistina-
LR do que anatoxina-a) ou granulado (mais eficiente na remogéio de anatoxina-a do que
na microcistina-LR); ozonizagio em dguas filtradas; adigdo de permanganato de
potassio em 4guas filtradas; aplicagiio de radiagio ultra-violeta em doses mais elevadas
que as usadas para desinfecgfio e cloragfio para atingir pH 5, o que remove microcistina-
LR e nfio modifica o teor de anantoxina-a (CARLILE, 1994 ¢ NEWCOMBE ef al.,

2003). Um resumo dessas técnicas pode ser visto na tabela 5.
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Tabela 5 - Desempenho de algumas técnicas de tratamento para remocdo de

cianotoxinas.
Técnica de tratamento Expectativa de remociio Comentarios
Células Toxina
preservadas extracelular
Coagulagdo/sedimentagdo/flotag¢éo >80% <10% Remove apenas a toxina contida
por ar dissolvido na célula
Precipitagdo/sedimentagfo >00% <10% Remove apenas a toxina contida
na célula
Filtragdo rapida >60% <10% Remove apenas a toxina contida
na célula
Filtragfio lenta em areia ~99% provavelmente A eficiéncia para microcistina
significante  dissolvida depende do biofilme ¢
do comprimento do filtro
Coagulagéo/sedimentagdo/filtragio >90% <10% Remove apenas a toxina contida
combinadas na célula
Flotagéo por ar dissolvido >90% ndo avaliada, Remove apenas a toxina contida
provavelmente na célula
baixa
Adsorgio (PAC)™" insignificante > 85% Para doses adequadas
(>20mg L"), a competigio
COD® reduz a capacidade
Adsorgéio (GAC)Y >60% >80% A competigio COD reduz a
capacidade e acelera a quebra,
remove as células
Carvdo ativado granular >60% >90% A atividade biologica
biolégico aumenta a eficiéncia de
remogao
Pré ozonizagdo aumenta aumento Utilizada em dosagens baixas,
coagulagio potencial  risco de liberar a toxina
Pré cloragio aumenta causa lisee  Aplicavel para cianobactérias
coagulagio libera

metabdlitos

toxicas apenas se o tratamento
subsegiiente =~ remover  as

toxinas dissolvidas
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Ozonizagdo - >98% Rapido e eficiente para
(p6s clarificaggo) toxinas soliveis
Cloro livre - >80% Efetivo >0,5 mg.L" ap6s 30
(pos filtragdo) minutos a pH<8 e baixo COD
Cloramina - insignificante  Ineficiente
Diéxido de cloro . insignificante  N#o efetivo com doses usadas
em tratamento de agua para
abastecimento
Permanganato de potéassio - 95% Efetivo sobre toxina solavel,

mas apenas na auséncia de

células completas

Peroxido de hidrogénio

insignificante

Nio efetivo

Radiagdo UV

insignificante

Capaz degradar microcistina-
LR e anatoxina-a, mas apenas
em doses impraticavelmente

altas

Processos de membranas

>99%

incerto

Depende do  tipo  de

membrana

(1) PAC-carvido ativo em po.

(2) COD- carbono orgénico dissolvido.

(3) GAC- carvio ativo granulado.

FONTE: Hrudey ef al., 1999

Embora no Brasil existam poucos registros de vitimas humanas em fungdo da

ocorréncia de cianobactérias, os que se tem conhecimento sfo drésticos como o que

aconteceu em 1963, em Pernambuco, na cidade de Tamandaré e em 1988, no

reservatorio de Itaparica (Bahia). Entretanto, o caso mais grave e que dispertou o

interresse da comunidade cientifica - o que € possivel avaliar pela quantidade de

trabalhos produzidos depois dessa data no Brasil - foi o de Caruaru (Pernambuco), em

1996.

Apesar de extremo, o caso de Caruaru foi importante para o levantamento de

alguns pontos que merecem ateng#o:

> adgua como sendo meio de veiculagdio de toxinas letais;
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> a falta de profissionais preparados para a identificagdo dos microrganismos
(tarefa dificil, ainda mais quando se trata de cianobactérias),
» a caréncia de laboratorios especializados em andlises de cianotoxinas;

» aauséncia de uma legislagdo realmente punitiva e especifica.

A Portaria n°518, do Ministério da Saude, estabeleceu os procedimentos e
responsabilidades relativos ao controle e vigilincia da qualidade de dgua, padrdes de
potabilidade, concentragdes méximas de algumas cianotoxinas, mas na pratica, toda
essa normatizacgio ainda ndo é seguida.

Os problemas ambientais ¢ pUblicos causados pelas floragSes sfio grandes e sua
previsdo ainda é dificil. Costuma-se fazer o monitoramento das 4reas com floragGes
através da contagem celular ¢ identificagdio pelo uso de microscopia, o que acaba sendo
ineficiente, pois as cepas toxicas e nfio toxicas coexistem.

O ideal parece ser uma detecgfio precoce das cepas toxicas, antes que as floragdes se
instalassem; ¢ uma alternativa poderia ser a utilizagio de técnicas de biologia molecular
como a reagdo de cadeia da polimerase (PCR), que usa oligonucleotideos iniciadores
especificos para as seqiiéncias de genes envolvidos na produgfo de cianotoxinas.

No Brasil, 0 uso de marcadores em algas e cianobactérias ¢ recente e varios sdo os
desafios impostos para a sua execugdo em escala como: formagfio de centros de
pesquisas e treinamentos; adaptagdo das técnicas existentes para os organismos em
questdio; padronizagio dos marcadores e desenvolvimento de novas técnicas
(OLIVEIRA, 1998). Mas se até mesmo as técnicas de detecgio que sdio exigidas pela
Portaria do Ministério da Saide nfo sfo efetuadas, imagine a dificuldade para a
aplicagéio de técnicas de biologia molecular?

Algumas alternativas, levando-se em conta as caracteristicas regionais-
financeiras, poderiam ser adotadas:

» Convénios com centros de pesquisas (universidades, organizagdes
governamentais e particulares) que trabalhem com tecnologia para tratamento do
esgoto;

» Formagdio de profissionais preparados para identificagéio e classificagfo das
espécies de cianobactérias potencialmente toxicas;

» O uso de sensoriamento remoto (aerolevantamento) na identificacio de

ocorréncias de florages de cianobactérias;



120

» O desenvolvimento de estratégias eficientes no gerenciamento de lagos, represas
e reservatorios, (através de treinamento de gerentes e administradores), por meio
dos Comités de Bacias;

» Educagfio ambiental, buscando a conscientizagio da populagio sobre a
problematica da 4gua e os impactos causados por atividades antropicas. Dessa
maneira podera haver a formagfo de pessoas criticas que pressionarfio os érgéos

governamentais na busca por solugdes.

Outro importante ponto na legislagio deveria ser a divulgagio das quantidades
méximas de cada uma das cianotoxinas conhecidas, nfio apenas para microcistinas (1
pum/L); saxitoxinas (3 un/L) e cilindrospermopsinas (15 pm/L).

Segundo Zagatto e Aragéo (1997), a Cetesb realizou estudos com camundongos
(bioensaios) analisando o limite méximo admissivel (LMA) de alguns organismos em
dgua bruta, como pode ser visto no Quadro 7; entretanto, os mesmos nfo constaram da

Portaria n° 1469 de 2000, e ndo constam da n® 518 de 2004.

Quadro 7 - Espécies de cianobactérias e seus limites maximos admissiveis (LMA)

em agua bruta.

Espécies Dlzy; 24 h LMA LMA em n° de células
(mg/kg) (mg/L) ou filamentos/ml

Cylindrospermopsis raciborskii 12,1 0,175 450
Microcystis aeruginosa 353 0,875 *%195.000
Phormidium sp 545.6 8,75 250.000
Oscillatoria limnetica 707,1 8,75 350.000
Oscillatoria quadripunctulada 742,7 8,75 130.000
Oscillatoria amphibia 687,4 8,75 -
Microcystis incerta 496,8 1,75 -

** células
FONTE: Zagatto e Aragio (1997).

No entanto, é impossivel negar que nos Gltimos anos tem-se observado o
aumento potencial nas pesquisas realizadas nas universidades e o esforgo na capacitagéio

de pessoal (biélogos, quimicos, ecologos) para o trabalho com cianobactérias. Além dos
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cursos de pos-graduagdio, muitos encontros cientificos sfo realizados com o intuito de
discutir e propor solugdes a esse problema.

Além disso, em todo o mundo, pesquisadores vém propondo estratégias para o
manejo de ecossistemas aquéticos que englobam medidas de controle de floragdes de

cianobactérias, como as que podem ser vistas na tabela 6.
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Tabela 6- Estratégias utilizadas para o controle das floragdes.

Estratégias Métodos Técnicas

1. Prevengdo da Floragéo Manejo da bacia

hidrografica

Métodos fisicos de Circulagio artificial da agua
tratamento Aeragéo do hipolimnion
Camada de aeragdo
Retirada de agua do hipolimnion
Dragagem e bloqueio do
sedimento
Reducio da floragio pela

descarga

Métodos quimicos Redugio da entrada de nutrientes
Precipitagdo e inativagdo do
fosforo no lago

Uso de algicidas

Métodos biologicos Aumento da pressdo de predagido
Aumento da competicio pela
introdugido de macrofitas
Uso de cianofagos e
mixobactérias
Alelopatia

Palha de cevada

2. Controles Operacionais Remogdo da nata
Manejo da vazio  Redugido do tempo de residéncia

da agua no reservatorio

3. Métodos Quimicos para Sulfato de cobre
Erradicagdo da Floragdo  Permanganato  de
potassio
Qutras substancias Cal

quimicas Substancias organicas

FONTE: Adaptada de Yoo ef al., 1995.
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Para o manejo das floragGes, a caracterizagfo da bacia hidrografica, observando
0 uso e ocupagdo do solo (matas e florestas; agriculutra e localizagdo de centros
urbanos), ¢ imprescindivel. A partir disso o gerenciamento e controle das floragdes
podem ser de carater preventivo ou corretivo, sendo o preventivo o caminho mais
desejavel, pois evita alteragdes das caracteristicas organolépticas, produgo e liberagfo
de compostos toxicos. No entanto, nenhuma técnica de prevengdo é simples. Assim, a
escolha do melhor método devera ser feita apds estudo sobre as varidveis fisicas,
quimicas e biolégicas que atuam sinergistica e antagonisticamente no sistema aquatico
em questdo.

Os governantes brasileiros deveriam investir em trabalhos voltados a redugfo do
aporte de nutrientes nas aguas, que ¢ a principal causa da eutrofizagio que tem como
conseqiiéncia a ocorréncia de floragdes de cianobactérias. O investimento em pesquisas
(métodos de detecgfio, técnicas moleculares) podera diminuir a distincia que existe
enfre a degradagdio ambiental e o desenvolvimento com sustentabilidade, pois as
caracteristicas sanitarias dos ecossistemas aquéticos s@io de suma importincia, jA que a
qualidade das aguas ¢ o produto final dos processos desenvolvidos nas bacias

hidrograficas.
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