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Abstract

The most commonly reported cyanobacteria toxicosis is caused by microcystins, cyanotoxins
described as potent and specific inhibitors of protein phosphatases, especially PP1 and PP2A in liver. The
general objective of this study was to contribute to elucidation of MCYSTs accumulation and
redistribution processes in animals and human beings, as well as analyzing the effects of these toxins on
liver and lung of mice through experiments using sub-lethal doses intraperitoneally injected. The results
showed that sub-lethal doses of microcystins damaged the physiology of liver and lung in young and
adult animals. However, adult animal livers showed signs of recovery, observed by the increase in protein
phosphatases activity as well as the return of glutathione concentration to the control levels. In mice
lungs, MCYSTs caused alveolar collapse and an acute inflammatory process since the first hours, being
characterized by PMN cells infiltration and intersticial edema. The inflammation probably caused to the
observed increase in resistive and viscoelastic pressures and in elastances as well, indicating damage to
the respiratory process. The results of studies with serum indicated that microcystins can remain in the
organism for a long period. These toxins were detected over 2 months in serum of renal patients who
were exposed to water containing MCYSTs during hemodialysis treatment at HUCFF-UFRIJ. Therefore,
this study contributed to demonstrate that it is always worthed to stand out the importance of monitoring
and control of cyanobacteria blooms in recreational and source waters, once this a critical issue to the

public health.

Resumo

Microcistinas (MCYST) sdo as toxinas de cianobactérias mais freqiientemente encontradas em
flora¢des destes microrganismos. Estes heptapeptideos sdo potentes inibidores de proteinas fosfatases 1 e
2A e atingem preferencialmente o figado nos animais vertebrados. O objetivo deste trabalho foi contribuir
para a elucidagdo dos processos de acimulo e redistribui¢do de microcistinas, tanto em animais como em
seres humanos que sofreram exposicao a estas toxinas. Além disso, pretendemos analisar seus efeitos no
figado e pulmdo de camundongos, através de experimentos onde foram utilizadas doses sub-letais. Os
resultados demonstraram que microcistinas foram capazes de prejudicar a fisiologia do figado e do
pulméo tanto em animais jovens quanto adultos. No entanto, os figados dos animais adultos apresentaram
sinais de recuperacdo, uma vez que a atividade fosfatasica e a concentragdo de glutationa retornaram aos
niveis dos controles. No pulmao, MCYSTs causaram um processo inflamatério agudo, caracterizado pela
infiltragao de células polimorfonucleares e edema. O colapso alveolar também foi verificado, assim como
aumento nas pressoes resistivas e elastancias do pulmao, indicando prejuizo a mecanica respiratoria. Os
resultados dos estudos com soro indicaram que microcistinas podem recircular no organismo por um
longo periodo. Essas toxinas foram detectadas durante 2 meses no soro de pacientes que foram expostos a
estas moléculas através de hemodialise no HUCFF-UFRIJ. Portanto, este estudo contribuiu para ressaltar a
necessidade do monitoramento e controle de floragcdes de cianobactérias em corpos d’agua utilizados
tanto para recreagdo quanto abastecimento da populagdo, uma vez que esta questdo é de importancia

crucial para a saude publica.
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1 - Introducéo

1.1 — Consideracdes gerais:

As cianobactérias, também chamadas de cianoficeas, algas-azuis ou
cianoprocariotos, sdo microrganismos procariontes, fotossintetizantes, com uma
organiza¢do bioquimica e celular bastante semelhante as bactérias. Além disso,
apresentam uma distribuicdo geografica bastante ampla, o que reflete a diversidade
genotipica e fenotipica do grupo. Isto faz com que sejam encontradas cianobactérias
planctdnicas, bentdnicas, terrestres e até em simbiose com plantas € animais.

Sua morfologia bésica inclui formas unicelulares, coloniais e filamentosas. Os
habitats com maior ocorréncia de cianobactérias se encontram nos ecossistemas de agua
doce (naturais ou artificiais), mares e aguas salobras (Hum & Vicks, 1980). Nesses
ambientes, quando surgem condi¢des favoraveis, tais como abundancia de luz,
temperaturas elevadas e abundancia de nitrogénio e fosforo, pode-se verificar o intenso
crescimento (ou floragdes) de cianobactérias.

O processo de eutrofizagdo, que ¢ o enriquecimento por nutrientes dos corpos
d’agua continentais e costeiros, tem se manifestado como um fendémeno mundial que
vem se intensificando a partir dos anos 50 e cujas causas principais estdo relacionadas
ao desenvolvimento urbano, industrial e agricola (Chorus & Bartram, 1999). Corpos
d’4gua eutroficos favorecem o surgimento de floragdes de cianobactérias que muitas
vezes podem se apresentar como espessas camadas de células na superficie do corpo
d’4gua. Este fenomeno tem sido registrado com grande freqiiéncia em vérios paises
como: Canada, E.U.A , Portugal, Inglaterra, Alemanha, Africa do Sul, China, Brasil,
Australia, entre outros (Yoo et al., 1995).

Atualmente, a preocupagdo mais séria quanto ao surgimento de uma floragdo € o
fato de que cianobactérias sdo potencialmente produtoras de toxinas que podem causar

sérios danos a mamiferos e prejudicar também a biota aquatica (Carmichael et al, 1997).



No Brasil, a intensa eutrofizagdo de varios rios, reservatorios, lagoas e lagos tem
favorecido a dominancia desses organismos nestes ambientes. Além disso, grande parte
das cepas de cianobactérias isoladas de corpos d’agua brasileiros mostrou-se produtora
de toxinas (Costa & Azevedo, 1994; Domingos et al., 1999; Sant’Anna et al., 2000).
Sabendo-se que muitos desses mananciais sdo utilizados para o abastecimento publico, a
liberagdo dessas toxinas na dgua representa um risco para a saude publica.

As toxinas de cianobactérias sdo caracterizadas como endotoxinas por serem,
geralmente, apenas liberadas quando acontece o rompimento da célula. Uma espécie de
cianobactéria pode produzir mais de um tipo de toxina e dentro de uma mesma espécie
podem existir cepas produtoras e cepas nao produtoras de toxinas. Estas moléculas estao
divididas em trés classes principais: dermatotoxinas, neurotoxinas e hepatotoxinas,
sendo estas duas ultimas as mais freqlientemente encontradas em corpos d’agua e que
geram maiores preocupacgoes (Carmichael, 1997).

As hepatotoxinas estdo divididas em trés grupos: os heptapeptideos ciclicos, as
chamadas microcistinas, o pentapeptideo ciclico chamado nodularina e o alcaldide
cilindrospermopsina. Todas foram assim nomeadas por terem sido primeiramente
isoladas dos géneros Microcystis, Nodularia e Cylindrospermopsis, respectivamente. Os
géneros ja identificados como potencialmente produtores de microcistinas sdo
Microcystis, Anabaena, Oscillatoria (Planktothrix), Nostoc e Anabaenopsis. Ja a
nodularina s6 foi encontrada até o momento em Nodularia spumigena e a
cilindrospermopsina ja foi relatada sendo produzida por Cylindrospermopsis
raciborskii, Umezakia natans e Aphanizomenon ovalisporum (Chorus & Bartram,

1999).



1.2 — Microcistinas:

1.2.1 — Estrutura quimica e farmacocinética:

As microcistinas (MCYST) s3o as cianotoxinas mais freqiientemente
encontradas nos ambientes aquaticos e seus efeitos toxicos ja foram descritos em
diversos grupos de organismos, tais como macroéfitas, zooplancton, peixes e mamiferos
(Francis, 1878; Sahin et al.,1995; Ferrao-Filho et al., 2002, Pflugmacher, 2002). A
bioacumulagdo também ja foi bem caracterizada em zooplancton, peixes, crustaceos e
moluscos (Ferrdo-Filho & Azevedo, 2002; Magalhées et al., 2003; Soares et al., 2004;
Vasconcelos, 1995).

Essas toxinas sdo caracterizadas pela presenga de 5 D-aminodcidos e 2 L-
aminoacidos, sendo sua estrutura geral descrita como: ciclo-(D-alanina'-X*-D-MeAsp’-
Y4-Adda5-D-glutamato6-Mdha7), onde D-MeAsp® é D-eritro-B-acido metilaspartico,
Mdha ¢ N- metildehidroalanina ¢ Adda ¢ (2S, 3S, 8S, 9S)-3-amino-9-metoxi-2,6,8-
trimetil-10-fenildeca-4,6-acido diendico. Na Figura.l.1 podem ser observados em
destaque os dois L-aminodcidos da molécula (no caso a arginina =R e a leucina=L). A
variabilidade dos L- aminoacidos ¢ uma das principais razdes da existéncia de mais de

60 congéneres de microcistinas até entdo descritos (Gulledge et al., 2002).



Carmichael, 1994. Scientific American, 270:78-86
Figura 1.1 — Desenho esquemadtico da molécula de microcistina-LR. Os dois L-

aminoacidos varidveis estdo destacados na figura.

Por serem moléculas hidrofilicas, microcistinas apresentam pouca capacidade de
ultrapassar membranas lipidicas. Mas, uma vez captadas pelas células, sdo potentes
inibidores de proteinas fosfatases da familia serina/treonina, especialmente PP1 e 2A.
Nos animais vertebrados, essas toxinas tém o figado como oOrgdo alvo, pois os
hepatodcitos sdo capazes de capta-las através dos transportadores dos acidos biliares.
Este fato foi constatado com a observagdo in vitro de que essa captagdo ¢é inibida por
acidos biliares. No entanto, as moléculas transportadoras envolvidas no processo ainda
ndo foram identificadas; sabe-se apenas que ndo estdo entre os transportadores de acidos
biliares tradicionalmente conhecidos (Runnegar et al., 1995). Ja foi também observado
que este transporte ocorre de forma rapida. Em estudos com camundongos injetados

intraperitonealmente (i.p.) com [‘H]-MCYST-LR, Robinson et al. (1989, 1991a)



verificaram que 1 hora apds a injecdo entre 60 ¢ 70% da toxina ja se encontrava no
figado.

A dose de microcistinas letal para 50% (DLso) dos camundongos injetados
intraperitonealmente varia de 50 a 1200ug/Kg de peso corporeo. Tais doses causam a
morte dos animais apds 1 a 3 horas em ensaios de laboratorios (Watanabe et al., 1996).
Ja a DLso oral pode variar bastante entre diferentes roedores, apresentando valores de 50
a 170 vezes mais altos que a DLso intraperitoneal. No entanto, ndo ha evidéncias de que
microcistinas sejam hidrolisadas por peptidases no estomago. Existe pouca informacao
na literatura sobre os processos de absorcdo gastrointestinal, mas aparentemente uma
quantidade significativa destas toxinas ¢ capaz de ultrapassar a barreira intestinal e ser

absorvida (Chorus & Bartram, 1999).

1.2.2 — Metabolizacdo e detoxificagao:

A principal via de metabolizacdo e detoxificacdo das microcistinas no figado
ocorre através da glutationa reduzida (GSH). Este tripeptideo (L-y-glutamina-L-cisteina-
glicina) ¢ conhecido por sua importancia direta ou indireta em diversas fungdes
biologicas, tais como sintese de proteinas ¢ DNA, atividade enzimatica, metabolismo e
protecao da célula. Sabe-se que a glutationa também reage com uma grande variedade
de xenobiodticos formando conjugados de GSH. Muitos desses conjugados podem ser
convertidos em acidos mercaptaricos para posteriormente serem excretados (Meister &
Anderson, 1983).

Um dos primeiros estudos a sugerir a participacdo de glutationa no processo de
detoxificacdo de microcistinas foi o trabalho de Runnegar et al. (1987) em que foi
descrito um decréscimo no “pool” de GSH em hepatdcitos expostos a estas toxinas, de

modo dose-dependente.



Até uma certa concentragdo, as microcistinas podem ser biotransformadas
através de ligacdo ndo-enzimatica com GSH ou através da agdo da glutationa S-
transferase (GST). Esta enzima ¢ membro do grupo de enzimas de detoxificacdo de fase
II e age conjugando substancias eletrofilicas a glutationa, tornando-as mais
hidrossoluveis e facilitando, deste modo, o processo de excrecdo. Uma ampla gama de
substratos estd associada a varias isoenzimas de GST solaveis e a uma GST
microssomal. As microcistinas sdo conjugadas a GSH através do terminal metileno do
aminoacido Mdha, o qual é também a unidade que se liga covalentemente ao residuo de
cisteina 273 das proteinas fosfatases. Assim, o conjugado MCYST-SG além de ser um
composto mais facilmente excretavel, também fica impossibilitado de estabelecer a
ligagdo covalente com as fosfatases (Wiegand et al., 2002). No entanto, ja foi observado
que este conjugado, apesar de muito menos toxico, ainda pode causar danos ao figado,
pois o aminoacido Adda das microcistinas continua disponivel para a ligagdo com o
sitio ativo das fosfatases (Kondo et al, 1992).

Em organismos aquaticos, este processo de detoxificagdo ¢ especialmente
importante devido ao contato mais direto e freqiiente com as microcistinas. Varios
estudos ja demonstraram a conjugacdo de MCYST a glutationa, assim como o aumento
da atividade de GST, em organismos tdo diversos quanto macrofitas, invertebrados,
peixes e embrides de peixe (Pflugmacher et al., 1998; Wiegand et al., 2002).

Gehringer et al. (2004), em experimentos com camundongos injetados com 75%
da DLsy de MCYST-LR, verificaram que ap6s aumento da peroxidagdo lipidica (o que
gera estresse oxidativo), causada por esta toxina, ocorre um aumento na atividade de
glutationa peroxidase (GPX). Também foi observado um decréscimo inicial de GSH
total, o que foi relacionado ao aumento da atividade de glutationa S-transferase.

Posteriormente, os niveis de GSH voltaram ao normal, claramente devido ao aumento



da atividade da glutationa sintetase. Neste trabalho, o aumento da atividade enzimatica,
em todos os casos, foi regulado pelo aumento da transcri¢do destas enzimas.

A Figura 1.5 mostra um diagrama que ilustra o papel da glutationa na protecao
da célula contra os efeitos de microcistinas, dentre os quais a formagdo de espécies

reativas de oxigénio.

Entrada

MC ﬂ:\ ROS “1:'# Dano ao figado

Liberacédo de ALT
Liberac&o de LDH

<mmnes-mc GST

GsH ROOH -
pool r GSH
GR GPX
\ VitC
GSSG ROH -

Gehringer, 2004. Inter. J. Biochem. Cell. Biol., 36:931-941

Figura 1.5 — Representacdo diagramatica do papel da glutationa na prote¢ao da
célula contra os efeitos de microcistinas. MC= microcistina, ROS= espécies reativas de
oxigénio, GSH= glutationa reduzida, GSSH= dimero de glutationa oxidada, GS-MC=
conjugado microcistina-glutationa, GST= glutationa S-transferase, GR= glutationa
redutase, ROOH= perdxidos lipidicos, ROH= alcoois, VitE= vitamina E, VitE*=
radical quinona de vitamina E, Vit C= vitamina C, ALT= alanina aminotransferase,

LDH= lactato desidrogenase.



1.2.3 — Efeitos :

Ao nivel molecular, os principais alvos das microcistinas sdo as proteinas
fosfatases (PP) da familia serina/treonina, dentre estas: PP1, PP2A, PP4 ¢ PP5 (e
também PP2B quando expostas a altas concentracdes de microcistinas). A ligagdo
MCYST-PPase ocorre em duas etapas principais: inicialmente, o aminoacido
hidrofobico Adda das microcistinas ocupa o sitio ativo das proteinas fosfatases através
de ligacdo nao-covalente, o que produz o efeito inibitério da toxina. Em seguida, o
aminoacido Mdha se liga covalentemente ao residuo de cisteina 273 das fosfatases
(Honkanen & Golden, 2002) (Fig. 1.2). Essa ligacao ¢ irreversivel e prolonga o efeito
deletério causado ao tecido. As constantes de inibicdo (Ki) de PP1 e PP2A para
MCYST-LR estao entre 0,06-6nM e 0,01-2nM, respectivamente, o que mostra uma
maior afinidade desta toxina pela PP2A (Dawson, 1998).

Cavidade

C-terminal Cavidade

Cavidade
hidrofébica

Gupta et al.,1997. Journal of Medicinal Chemistry, 40(20):3199-3206

Figura 1.2 — Superficie molecular do complexo PP1-MCYST-LR. No centro
esta a molécula de microcistina-LR com o aminoacido Adda ocupando o sitio ativo da

enzima (na cavidade hidrofébica).



A relevancia do efeito inibitério de microcistinas se deve ao fato de que o
“status” de fosforilagdo de qualquer proteina ¢ um processo dindmico que reflete a agdo
combinada de proteinas cinases e fosfatases. Nas células eucaridticas, a maior parte da
fosforilagdo protéica ocorre em residuos de serina e treonina. Portanto, o papel das
fosfatases do grupo PP1 e PP2 ¢ crucial, uma vez que estas enzimas sdo responsaveis
por grande parte da atividade fosfatasica celular (Honkanen & Golden, 2002).

Sabe-se que PP1 estd diretamente envolvida em multiplos controles de funcdes
celulares, tais como metabolismo do glicogénio, contragdo muscular, progressdo do
ciclo celular, atividades neuronais, entre outros. J4 a PP2A esta envolvida em
sinalizagdes, controle do ciclo celular e da atividade da telomerase (Barford et al.,
1998). No entanto, ainda ha muito que se investigar sobre a importancia destas enzimas
no funcionamento celular. A proteina fosfatase 2A ¢ descrita como crucial no controle
da proliferagdo celular, o que pode indicar um papel importante em processos de
tumorigénese. Outros estudos mostraram que a mesma enzima também ¢ fundamental
para que haja crescimento celular e sobrevivéncia da célula. Assim, alguns autores
atribuem esta dualidade de fung¢des ao fato desta proteina ser uma enzima de “multiplas
tarefas”, apresentando diferentes sitios subcelulares como alvo e diferentes
especificidades a substratos (Schonthal, 2001).

A inibigdo de fosfatases por microcistinas leva a um aumento da fosforilagao de
diversos alvos subcelulares, inclusive proteinas do citoesqueleto e proteinas associadas
ao mesmo, provocando o seu desarranjo (Fig. 1.3). Como conseqiiéncia, as células
hepaticas tendem a se arredondar, se separam e perdem sua estrutura parenquimal.
Concomitantemente, os capilares sinosoidais rompem e ocorre um extravasamento de
sangue para o espaco intersticial. Nao hé evidéncias de que o rompimento dos capilares
sinusoidais esteja relacionado a efeitos da microcistina nas células endoteliais.

Considera-se que o rompimento dos sinusoides € uma conseqiiéncia das alteragdes que



essas toxinas provocam na estrutura dos hepatocitos (Falconer et al., 1981; Hooser et
al.; 1990; Wickstrom et al.; 1996) (Fig. 1.4). Em situagdes de intoxicacdo aguda, se
observa uma hemorragia intra-hepatica e o sangue retido no figado faz com que o

mesmo tenha seu peso dobrado e a morte ocorre por choque hemorragico ou faléncia

hepatica (Carmichael, 1994).

John Eriksson, Univ. de Turku, Finlandia — imagem de website
(http://www.btk.fi/Research_Groups/Protein Phosphorylation Group/protein_phosphorylation group.ht
ml

Figura 1.3 — Fotomicrografia de hepatocitos antes (esquerda) e apds (direita) a

exposicdo as microcistinas, onde se pode observar o desarranjo do citoesqueleto.



FIGADO NORMAL A AROE A A CAD DS PR TN ORI

b

BILE DUCT

HEPATOCYTES

Fonte: Carmichael (1994).

Carmichael, 1994. Scientific American, 270:78-86

Figura 1.4 — Desenho esquematico do efeito de microcistinas sobre hepatocitos e os

capilares sinusoidais.

Em intoxicagdes agudas e letais com microcistinas, os danos histologicos
observados no tecido hepatico geralmente sdo: a congestdo dos sinusdides, hepatocitos
arredondados, necrose centrolobular e o extravasamento sanguineo intersticial (Slatkin
et al., 1983; Ito et al., 1997b). Alguns autores também acreditam que microcistinas
possam desencadear um processo inflamatério no figado que contribuiria para o choque
que leva a morte. Nos hepatocitos, microcistinas, além de inibirem proteinas fosfatases,
ativam fosfolipase A, e cicloxigenase. Essas duas ultimas enzimas participam da via
metabolica do acido aracddnico que leva a produgdo dos mediadores inflamatdrios
tromboxano A, (um forte mediador de agregacdo plaquetéria) e prostaglandina I,. Além
disso, alguns estudos j4 demonstraram que microcistinas estimulam macrofagos
peritoneais a produzir TNF-a (fator de necrose tumoral-a) e IL-1 (interleucina -1),
importantes citocinas que podem levar a producdo de PAF (fator de ativagdo
plaquetaria) e conseqliente ativacdo da cicloxigenase. Desta forma, sugere-se que
também ¢ possivel que macrdéfagos hepaticos (células de Kupffer) respondam as

microcistinas produzindo mediadores inflamatorios (Watanabe et al., 1996).



A toxicidade de microcistinas em animais expostos a doses sub-letais em
administracdo unica ou cronica apresenta algumas diferencas em relagdo aos efeitos
causados por doses letais. Segundo Guzman & Solter (2002), a amplitude de lesdes no
figado de camundongos observada ap6s uma tnica dose sub-letal de MCYST-LR (i.p.)
inclui hipertrofia hepatocelular, inclusdes eosinofilicas intracitoplasmaticas e apoptose.
Doses repetidas induzem hepatocitomegalia e cariomegalia, com desarranjo e perda da
arquitetura hepatocelular, além de apoptose e perda de vacuolizagdo citosolica. Essa
ultima esta relacionada a deplecdo de glicogénio, causada pela inibicdo de proteinas
fosfatases, que leva a maior ativagdo de glicogénio fosforilase e inibi¢do de glicogénio
sintetase.

As condigdes que levam a apoptose no figado intoxicado com microcistinas
ainda ndo estdo totalmente claras. Alguns estudos indicam que a apoptose ocorre na
periferia de regides de necrose e, portanto, ¢ resultado de isquemia/hipoxia. Entretanto,
outros estudos in Vivo ndo constataram esta relagdo e alguns estudos in vitro com
hepatdcitos mostraram que a apoptose estd diretamente associada a formagdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) induzida por microcistinas (Guzman & Solter,
2002; Gehringer, 2004).

Espécies reativas de oxigénio, tais como radicais superoxido, peroxido de
hidrogénio e radicais hidroxila estdo relacionadas a toxicidade de varios xenobidticos e
ao desenvolvimento de diversas doengas degenerativas, incluindo o cancer. Em
hepatocitos expostos as microcistinas, o aumento da formacgdo de ROS estd diretamente
relacionado ao aumento da liberagdo de lactato desidrogenase (LDH), um indicativo de
dano hepatico, e também ao aumento de peroxidacdo lipidica, o que indica estresse
oxidativo (Ding et al., 1998).

Como descrito anteriormente, nos animais vertebrados doses letais de

microcistinas levam rapidamente a morte devido aos efeitos extensos e danosos ao



figado. No entanto, estudos com doses sub-letais dessas toxinas mostraram que as
mesmas provocam efeitos também em outros 6rgdos. Ja foram observados alteragdes de
atividades enzimaticas (sucrase, fosfatase acida e succinato desidrogenase) e aumento
da peroxidagdo lipidica na mucosa intestinal de ratos, assim como apoptose em quase
todo o trato gastrointestinal de camundongos injetados intraperitonealmente com
microcistinas (Moreno et al., 2003; Botha et al., 2004).

A fungdo renal também pode ser afetada por microcistina. Nobre et al. (2001)
observaram alteragdes no funcionamento de rins de ratos perfundidos com MCYST-LR
que podem estar relacionadas a lesdes vasculares e glomerulares.

Apesar de serem poucos os estudos descritos na literatura sobre os efeitos de
microcistinas no pulmdo, sabe-se que este 6rgdo também pode ser atingido por estas
toxinas. Apds uma Unica administracdo intratraqueal de dose sub-letal de MCYST-LR a
camundongos, Ito et al. (2001) detectaram, por técnicas de imunohistoquimica, a
presenga desta toxina no tecido pulmonar por até 7 dias.

Em um dos primeiros estudos, Slatkin et al (1983) observaram que
camundongos injetados intraperitonealmente com doses altas de MCYST-LR
apresentaram uma trombose pulmonar atipica. Falconer et al (1988), em um longo
estudo de intoxicagdo crdnica, ofereceram a camundongos agua contendo extratos de
Microcystis aeruginosa produtora de MCYSTs ¢ verificaram broncopneumonia nos
animais que receberam doses mais altas.

O pulmdo pode ser exposto as microcistinas tanto pela via area quanto pela
circulagdo sanguinea. Em um estudo sobre a exposi¢ao por inalagdo, Fitzgeorge et al.
(1994) comprovaram que a DLsy de MCYST-LR para camundongos por administragao
intranasal foi igual a DLso por injegdo intraperitoneal. Os autores afirmaram que isto foi

resultado de necrose extensiva do epitélio da mucosa tanto da via respiratoria quanto



olfatdria, o que facilitou a absor¢do da toxina pela extensa rede de capilares presentes na
regido.

A exposi¢do a estas toxinas por inalacdo tem relevancia maior quando se
considera o uso de corpos d’agua com floragdes de cianobactérias para fins recreativos.
Turner et al (1990) descreveram um caso de recrutas no Reino Unido que deram entrada
no hospital com quadro de pneumonia basal esquerda 5 dias apds exercicios de
canoagem em um reservatorio com alta concentragdo de células de Microcystis
aeruginosa, onde beberam e inalaram agua. Também foram observados sintomas como
garganta inflamada, tosse seca, vomito e dor abdominal. A floracdo de cianobactéria foi
comprovada como sendo toxica (células produtoras de MCYST-LR) e os autores
acreditam ser esta a razao mais plausivel para o quadro clinico observado.

A presenga de floragdes de cianobactérias em corpos d’agua utilizados para a
recreagdo tem sido cada vez mais freqiiente e o risco para a populagdo estd diretamente
relacionado aos efeitos de irritacdo dérmica, assim como a potencial ingestao e inalagao
da agua (Chorus & Bartram, 1999; Hobson et al., 2004). O “spray” gerado por esportes
aquaticos que utilizam lanchas e jet ski também pode aumentar a exposi¢do por
inalagao.

Entretanto, em muitos paises onde o tratamento da 4gua para abastecimento da
populacdo ¢ deficitario, um dos maiores problemas em relacdo a presenca de
cianobactérias toxicas na dgua ¢ o consumo oral. No Brasil, em 1988, foi descrito um
dos primeiros casos de morte humana em que a causa mais provavel foi relacionada a
intoxicacdo com cianotoxinas. Neste incidente, dentre os 2000 casos de gastroenterite
registrados, 88 pessoas (em sua maioria criancas) faleceram apds consumirem agua do
reservatorio de Itaparica-BA que havia sido recém inundado e apresentava uma intensa

floragdo de Anabaena e Microcystis (Teixeira et al., 1993).



A China apresenta um dos mais altos indices de carcinoma hepatocelular no
mundo. Alguns estudos t€ém investigado se o consumo de agua contaminada com
cianobactérias toxicas ¢ parte da complexa rede de fatores de risco existentes. Foi
verificado que a hepatite B e o consumo de graos contaminados com aflatoxina B1 sdo
as maiores causas. No entanto, o consumo de agua contaminada com cianotoxinas foi
considerado o terceiro elemento responsavel pelos altos indices de cancer hepatico
(Ueno et al., 1996; Chorus & Bartram, 1999).

Microcistinas sdo consideradas promotoras de tumores em diversos tecidos, tais
como pele, colon e figado (Humpage et al., 2000). Um estudo com camundongos que
receberam oralmente doses sub-letais de microcistinas por 1 ano mostrou uma
incidéncia maior de tumores hepaticos nos animais que receberam agua contaminada
em relag@o aos animais controle (Falconer et al. 1988).

Em relagdo ao cancer, experimentalmente estas toxinas podem apresentar efeitos
aparentemente contraditorios, os quais seriam apoptose e proliferacao celular. Gehringer
(2004) afirma que a resposta celular em dire¢do a um dos dois efeitos possivelmente
depende da dose de microcistina a qual o organismo foi exposto. Geralmente, doses
mais altas levam a apoptose e doses mais baixas promovem prolifera¢do celular. Essa
ultima parece estar relacionada a inibi¢ao de proteinas fosfatases e conseqiiente ativacao
de uma cascata de respostas celulares incluindo a ativagdo de proteinas cinases, tais
como a proteina cinase ativada por mitogenos (MAPK).

Portanto, a exposi¢cdo prolongada a doses baixas de microcistinas através do
consumo de 4dgua contaminada, ou mesmo de peixes e outros alimentos contaminados
com esta toxina, pode favorecer o surgimento de cancer. No entanto, a 4gua ndo afeta a
saide humana apenas pelo consumo oral. O uso de 4dgua para tratamento dialitico traz
um dos maiores riscos a populacdo humana no que se refere a 4gua contaminada com

cianotoxinas.



O primeiro caso de morte humana confirmada por intoxica¢ao por microcistinas
ocorreu em Caruaru, Pernambuco, em 1996. Devido a forte seca que atingia a regido na
época, os reservatorios que abasteciam a cidade estavam com volumes reduzidos e
apresentavam intensa floragdo de cianobactérias. A intermiténcia no abastecimento de
agua, devido ao pouco volume nos reservatdrios, fez com que as clinicas de dialise da
cidade buscassem a agua diretamente nos reservatorios através de caminhdes pipa.
Entretanto, o tratamento dado a dgua nessas clinicas foi inadequado, o que promoveu
lise das células de cianobactérias e liberacdo da toxina para a agua. Os sistemas de
colunas de troca idnica e carvao ativado nao estavam em condi¢des adequadas de uso e,
assim, ndo puderam reter as toxinas. Conseqlientemente, dos 136 pacientes em
tratamento de hemodialise, 117 sofreram disturbios visuais, ndusea, vOomito, fraqueza
muscular e hepatomegalia. Destes, 100 desenvolveram faléncia hepatica aguda e 54
faleceram. Analises do soro ¢ do figado dos pacientes que faleceram indicaram a
presenga de microcistinas e todo o quadro fisiopatolégico foi compativel com o
observado para intoxicacdo por estas toxinas. As analises das colunas de troca idnica e
do carvdo ativado também mostraram presenga de MCYSTs, além de outra
hepatotoxina, a cilindrospermopsina (Jochimsen et al., 1998; Carmichael et al., 2001;
Azevedo et al., 2002).

Atualmente, existe uma preocupacdo mundial quanto aos riscos impostos pela
ocorréncia de cianobactérias em corpos d’agua utilizados para o abastecimento publico.
Isto se reflete na criagdo de legislagcdo especifica para o aperfeicoamento do controle da
qualidade da 4gua, incluindo o monitoramento de cianotoxinas. O Brasil foi o primeiro
pais a estabelecer tal medida, através da portaria 518 do Ministério da Satde.

Os estudos toxicoldgicos experimentais sdo uma importante ferramenta na
avaliacdo dos riscos dessas toxinas para a populacdo humana. No entanto, a grande

maioria dos dados sobre cianotoxinas ainda ¢ obtida em estudos de intoxicacao aguda,



mas a intoxicacao cronica e sub-letal certamente ¢ mais freqiiente e também representa
sérios riscos a populagdo.

Portanto, por serem ainda as cianotoxinas mais comumente encontradas nos
ambientes aquaticos, as microcistinas e seus efeitos sub-letais em mamiferos foram

escolhidos como objeto de estudo desta tese.



2 — Objetivos

Geral:

Contribuir para a elucidacdo dos processos metabdlicos de actimulo e

detoxificagdo de microcistinas, tanto em animais como em seres humanos que sofreram

exposicdo a estas toxinas e também analisar seus efeitos no figado e pulmao de

camundongos, tratados com doses sub-letais injetadas intraperitonealmente.

Especificos:

Procurou-se atingir os seguintes objetivos especificos através de metodologias

que estao descritas em trés capitulos desta tese:

1- Avaliar o acimulo de microcistinas no figado e pulmao em camundongos
jovens e adultos;

2- Avaliar os efeitos de microcistinas sobre a atividade de proteinas fosfatases 1
e 2A no figado e pulmao de camundongos jovens e adultos ;

3- Avaliar os efeitos de microcistinas sobre a concentragdo de glutationa no
figado de camundongos jovens e adultos;

4- Avaliar os efeitos de microcistinas na histologia pulmonar de camundongos
jovens e adultos;

5- Avaliar os efeitos de microcistina-LR na mecanica respiratoria de
camundongos adultos;

6- Analisar a concentragdo de microcistinas no soro de pacientes expostos a estas
toxinas através de tratamento de hemodialise.

7- Avaliar a variagdo temporal da concentracdo de microcistina-LR no soro de

ratos injetados com esta toxina.



3 - Acumulo e efeitos de doses sub-letais de microcistina-LR na
variacdo da concentracdo de glutationa e na atividade de proteinas
fosfatases 1 e 2 A em figado de camundongos.

Participaram do estudo descrito neste capitulo:

Raquel M. Soares, Prof* Sandra M.F.O Azevedo
Laboratorio de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias — IBCCF® — UFR]J

Rodrigo B. Ferraro, Prof. José¢ Roberto Meyer Fernandes

Laboratorio de Bioquimica Celular - Instituto de Bioquimica Médica — UFRJ

O objetivo deste capitulo foi verificar os efeitos de doses sub-letais de microcistina-LR na
variagdo da concentragdo de glutationa e na atividade de proteinas fosfatases 1 ¢ 2 A em figado de

camundongos, analisando também o actimulo desta microcistina no tecido hepatico.

3.1- Material e Métodos:

3.1.1 - Experimentos:
3.1.1.2 — Efeitos da dose sub-letal de 48ug MCYST-LR /Kg de peso corporeo:

Camundongos Swiss machos adultos (12 semanas), adquiridos no biotério central da Fundagio
Oswaldo Cruz —RJ, foram alocados em gaiolas (4 animais por gaiola), sendo alimentados com ragéo
comercial e agua potavel ad libitum. Os animais foram aclimatados no laboratério por 2 dias antes do
inicio dos experimentos. Todos foram pesados e do total de 28 animais, 4 foram selecionados
aleatoriamente para servirem como controles. Os 24 camundongos restantes foram injetados
intraperitonealmente com uma tUnica dose sub-letal de 48ug de MCYST-LR /Kg de peso corporeo
(padrao gentilmente cedido pelo Prof. Wayne Carmichael —Wright State University-EUA) solubilizada
em solugdo salina (NaCl 0,9%). Os animais controle foram injetados com 0,5 mL de solugdo salina. As
amostragens dos animais injetados com microcistina-LR foram feitas a 2, 8, 24, 48, 96 horas ¢ 8 dias apos
a injecdo. Todos foram sacrificados por deslocamento cervical, dissecados, sendo o figado retirado para
analise da atividade fosfatasica (PP1 e 2 A) e da concentragdo de MCYST-LR livre. Os camundongos
controle foram todos amostrados ao final do experimento e sofreram o mesmo procedimento aplicado aos

animais teste.



3.1.1.3 — Efeitos da dose sub-letal de 40ug de MCYST-LR /Kg de peso corporeo:

Camundongos Swiss machos adultos (12 semanas) e jovens (4 semanas), adquiridos no biotério
central da Fundagdo Oswaldo Cruz —RJ, foram alocados e aclimatados como no experimento descrito
anteriormente. Todos os animais foram pesados e do total de 48 animais, 4 jovens e 4 adultos foram
selecionados aleatoriamente como controles. Os 40 camundongos restantes foram injetados
intraperitonealmente com uma Unica dose sub-letal de 40ug de MCYST-LR /Kg p.c. solubilizada em
solucdo salina (NaCl 0,9%). Os animais controle foram injetados com 0,5mL de NaCl 0,9% para adultos
e 0,3mL para jovens. As amostragens dos animais injetados com microcistina-LR foram feitas a 30
minutos, 2, 24, 48 horas e 8 dias apds a injecdo. Todos foram sacrificados por deslocamento cervical,
dissecados, sendo o figado retirado para analise da concentragdo de glutationa, MCYST-LR livre e da
atividade de proteinas fosfatases 1 e 2A. Os camundongos controle foram amostrados todos ao final do
experimento e sofreram o mesmo procedimento aplicado aos animais teste.

Como a analise da concentracdo de glutationa requer um processamento do tecido hepatico
bastante diferente do processamento para as analises da atividade fosfatdsica e da concentragdo de
microcistinas, o figado de cada animal (imediatamente apds a retirada) foi cortado com bisturi em
pedagos tdo pequenos quanto possivel e aleatoriamente misturados. Em seguida, o tecido, apos ser
novamente pesado, foi separado em duas porgdes iguais, alocadas em diferentes frascos Falcon e

processadas para as diferentes analises.

3.1.3 — Analise da atividade de proteinas fosfatases 1 e 2 A:

O figado dos animais que receberam a dose de 48g/Kg p.c e a parte do figado dos animais que
receberam a dose de 40ug/Kg p.c, separadas para esta analise, foram processados de acordo com a
metodologia descrita por Runnegar et al (1993).

O tecido hepatico foi homogeneizado (0,1g de tecido/mL) em solugdo tampao contendo EDTA
(0,1mM), DTT (1mM), Tris-HCI pH 7,0 (50mM) ¢ o inibidor de protease PMSF (0,1mM) em banho de
gelo, utilizando-se homogeneizador Tissuemiser (Fisher Scientific). O homogenato resultante foi
centrifugado a 10000 g ¢ o sobrenadante (citosol hepatico) obtido foi armazenado em freezer a -20°C até

0 momento da analise.



Nos hepatdcitos, as proteinas fosfatases 1 e 2 A, da familia das serina/treoninas, sdo os alvos
diretos e principais de microcistinas. Portanto, para se investigar corretamente os efeitos desta toxina no
tecido hepatico ¢ importante avaliar a atividade das PP 1 ¢ 2 A especificamente. Para isso, é necessaria a
utilizacdo do substrato especifico das mesmas, a enzima glicogénio fosforilase a.

Entdo, a partir da fosforilase b, em presenca de [y->P] ATP, produziu-se fosforilase a marcada.
Para tanto, foi seguido o procedimento descrito por Shenolikar & Ingebritsen (1984) com pequenas
modificagdes: 5mg de fosforilase b (Sigma-Aldrich, Saint Louis — EUA) foram incubados por 1 hora, em
banho termostatizado a 30°C, com 400uL de solugdo contendo 0,08mg de fosforilase cinase (Sigma-
Aldrich, Saint Louis — EUA), 300uM de ATP e 5000 cpm/pmol de [y-**P] ATP (Amersham Biosciences,
Buckinghamshire-UK), 2mM de acetato de magnésio, 125 uM de CaCl,, 60mM de glicerofosfato de
sodio (pH 8,2), S0mM de Tris-HCl (pH 8,2). A reagdo foi interrompida com solugdo de sulfato de
amonio 90% saturada e transferida para banho de gelo, onde foi mantida por mais 1 hora. Em seguida,
apos centrifugagdo a 15000 g, o sobrenadante foi descartado ¢ o precipitado foi ressuspenso em 0,4mL de
solugdo contendo Tris-HCI (5,0mM pH 7,0), EDTA (1,0mM), 2-mercaptoetanol (0,3% v/v). Os cristais
de [**P] fosforilase a formados foram entéo diafiltrados em Microcon YM-10 (Millipore, Bedford, MA -
EUA) através de centrifugacao a 14000 g por aproximadamente 2 horas a 4°C. O filtrado foi descartado, o
material retido no filtro foi ressuspenso na solugdo citada anteriormente, diafiltrado, sendo este processo
repetido ainda mais uma vez e o precipitado final ressuspenso em solugdo contendo Tris-HCI (50mM pH
7,0), NaCl (250mM), 2-mercaptoetanol (0,3% v/v).

Este processo permitiu a remocdo de grande parte do ATP radioativo residual, no entanto
permite um rendimento maximo de 65% na produgdo de fosforilase a. A concentragdo final da mesma foi
determinada através de diluicdo de uma pequena aliquota e determinacdo de sua absorbancia em 280nm
(A 1,31=Img/mL, de acordo com o protocolo de Shenolikar & Ingebritsen, 1984).

A determinacdo da atividade de PP 1 e 2 A no citosol hepatico foi realizada incubando-se 10uL
de citosol, 10uL de solugdo de reagdo (50mM de Tris-HCL , pH 7,0 e ImM de DTT) e 10uL de solugéo
[**P] fosforilase a (3mg/mL) por 10 minutos. A reagdo foi interrompida com a adig¢io de 0,ImL de acido

tricloroacético 10% e a liberagao de fosfato radioativo foi determinada através de cintilagdo liquida.



3.1.4 — Analise de MCYST-LR por ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay):

As mesmas amostras de citosol hepatico utilizadas para a analise da atividade fosfatasica foram
também analisadas por ELISA para a detec¢do de MCYST-LR, de acordo com a metodologia descrita por
Chu et al (1990), An & Carmichael (1994) e Carmichael & An (1999). O método utiliza anticorpos
policlonais de coelho anti-MCYST-LR, com reatividade cruzada também contra varios congéneres de
microcistina.

O método de ELISA competitivo direto, utilizado para estas analises, se constitui da
identificagdo do antigeno (a microcistina) através de anticorpos especificos fixos a uma placa.
Simplificadamente, a placa ¢ incubada com a amostra contendo o antigeno e posteriormente com um
conjugado composto de antigeno ligado a uma enzima, neste caso a peroxidase. O antigeno ligado a
enzima e o ndo ligado (a amostra) competem pela ligacdo com os anticorpos, sendo que a amostra tem a
vantagem de ter entrado antes em contato com os anticorpos. Apds a reagdo, a placa é lavada e somente o
que foi ligado aos anticorpos permanece. O substrato da enzima ¢é adicionado ¢ a reagdo ¢ colorimétrica.
O resultado ¢ obtido através dos valores de densidade otica das amostras, ¢ assim, quanto mais rea¢do de
cor houver, menos toxina existe na amostra. Cabe ressaltar que este método somente ¢ capaz de detectar
microcistinas livres, ou seja, microcistinas conjugadas com proteinas fosfatases, ou com qualquer outro
peptideo, ndo sdo reconhecidas pelos anticorpos.

Os anticorpos ¢ o conjugado MCYST-aminoetiltio-peroxidase de mustarda (MCYST-HRP)
foram gentilmente cedidos pelo Prof. Wayne Carmichael (Wright State University — EUA). Assim, placas
de 96 pogos com volume 200uL (Nunc-Maxisorb) foram incubadas por 24 h com anticorpos policlonais
de coelho anti-MCYST LR-BSA (5 pg/mL) e armazenadas em geladeira por até 1 semana. Para a analise
de amostras, a placa, apds lavagem com solugdo tampao fosfato (PBS)- Tween 20 0,05%, foi incubada
por 60 minutos com solugdo tampao bloqueadora (caseina 1% em PBS), sendo em seguida lavada
novamente com PBS-Tween. Diferentes concentragdes de padrdo de MCYST-LR e controle negativo
(para obtencdo da curva padrdo), assim como as amostras, foram adicionadas aos pocos em duplicata,
sendo incubadas por 30 minutos. Apos este periodo, o conjugado MCYST-HRP (12.5 nM) foi adicionado
a placa e incubado pelo mesmo periodo. Em seguida, a placa foi lavada com a solu¢do de lavagem
descrita anteriormente e recebeu a solugdo de substrato preparada no momento com o-fenilenodiamina
(OPD) (0,4mg/mL), tampao citrato (S0mM de acido citrico ¢ 0,1M de NaH,PO,, pH 5,0) e peroxido de

hidrogénio 30%, sendo incubada novamente por 10 minutos, observando-se o desenvolvimento de cor. A



reagdo foi interrompida com solugdo de HCL 1N e a densidade otica foi determinada em leitora de placas
(Molecular Devices — Vmax) em 490nm. A partir da curva padrdo de MCYST-LR obtida, calculou-se as
concentragdes nas amostras.

3.1.5 - Analise de glutationa:

O procedimento para o processamento do tecido hepatico e analise de glutationa (GSH) por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) seguiu os métodos descritos por Anderson (1985) e Yan
& Huxtable (1995), com pequenas modificagoes.

Apos a retirada do figado dos animais, a fracdo separada para a analise de glutationa foi
imediatamente congelada em nitrogénio liquido, descongelada e homogenizada em 5-acido sulfosalicilico
5% (5 vol/g). O homogenato foi centrifugado por 5 minutos a 10000 g, sendo o precipitado descartado e o
sobrenadante submetido ao processo de derivatizagao.

Glutationa e outros compostos tiol reagem com monobromobimano de Kosower (mBBr) e o
derivado GSH-bimano pode ser, entdo, quantificado por HPLC com detector de fluorescéncia. Neste
trabalho, foi feita a substituigdo do mBBr pelo monoclorobimano (mBCl) (Calbiochem, La Jolla, CA-
EUA), o qual apresenta uma maior afinidade especifica pela glutationa.

A derivatizagdo foi realizada em ambiente pouco iluminado para que fosse reduzida a formagao
de produtos de degradagdo do mBCI. Deste modo, 120uL do citosol acidificado foram adicionados a
340puL de agua Milli-Q e 100 uL de N-etilmorfilina (1M). Em seguida, 20 uL de mBCl foram
adicionados, agitando-se imediatamente. A mistura foi incubada por 20 minutos no escuro e a reagdo
interrompida com 20 pL de 4cido acético para a reducdo do pH. As amostras foram armazenadas em
freezer a -20°C até o momento da analise por HPLC.

Um equipamento Shimadzu com bombas LC-10AT, controlador SPD 10A e detector de
fluorescéncia RF-A foi utilizado nas analises de HPLC. Para tanto foi utilizada uma coluna analitica de
fase reversa Lichrospher 100 RP-18 125 mm x 4 mm (Sum - Merck) em condigdes isocraticas ¢ fase
movel de metanol 8% /acido acético 0,25% (v/v) em pH 3,9. O volume de injegdo de amostras foi de 100
puL e o detector de fluorescéncia foi programado com excitagdo em 300nm e emissdo em 470nm. Para a
quantificacdo de glutationa nas amostras, uma curva padrdo foi produzida através da derivatizagdo e

analise de padrao de GSH em diferentes concentragoes (0,25 — 2mM) (Calbiochem, La Jolla, CA-EUA).



3.1.6 — Andlise estatistica:

Os resultados das analises de MCYST-LR, glutationa e atividade de PP1 ¢ 2 A no citosol
hepatico dos camundongos em ambos os experimentos foram analisados estatisticamente através do
software STATISTICA, utilizando—se analise de varidncia (ANOVA), seguido de teste de Turkey. Os

resultados foram considerados significativamente diferentes quando p< 0,05.
3.2 — Resultados e Discusséo:

Como pode ser observado na Figura 3.1, a atividade de proteinas fosfatases 1 e 2 A no figado de
camundongos adultos injetados i.p. com uma dose sub-letal de MCYST-LR (48ug/Kg p.c.) esteve
reduzida em média a 40% da atividade observada nos controles até 8hs apos a inje¢@o. A partir de entdo,
verificou-se uma recuperagdo desta atividade enzimatica nos tempos de 24 horas e 8 dias apds a injegdo
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Figura 3.1 — Atividades de proteinas fosfatases 1 ¢ 2A dos figados de camundongos injetados
intraperitonealmente com 48 ug MCYST-LR/Kg p.c. em relagéo ao controle. Os valores representam
médias + erro padrdo (*, ** indicam valores ndo significativamente diferentes entre si e # indica

valores ndo significativamente diferentes do controle, p< 0,05, n=4 animais por tempo amostral).

Ainda neste experimento, os figados dos animais foram analisados quanto a concentragdo de

MCYST-LR livre no tecido. A Figura 3.2 mostra os resultados das analises do citosol hepatico por



ELISA. Pode-se verificar que até 8h apos a injegdo i.p. as concentragdes obtidas foram muito baixas. No
entanto, a partir de 24h foi detectado um aumento expressivo de MCYST-LR livre nos figados, o qual se
manteve estatisticamente estavel até 96h, com um valor maximo de 50,5 ng/g de tecido. Ao final do
experimento, 8 dias apods a injecdo, a concentragdo de MCYST-LR livre no tecido hepatico estava
novamente reduzida (6,5ng/g).

Na Figura 3.3 estdo apresentados os valores percentuais, em relacdo ao controle, da atividade
de PP1 e 2A no figado dos animais injetados com a dose de 40 pg de MCYST-LR /Kg p.c. Pode-se
observar que 30 minutos apos a injecao da toxina a atividade das fosfatases ja estava reduzida em média a
34% nos animais adultos ¢ 40% nos animais jovens. Nos animais adultos ocorreu uma recuperagio
significativa da atividade enzimatica 2 horas apds a inje¢do. Estes valores foram equivalentes aos dos
controles e ndo diferiram nas amostragens seguintes, mostrando que a recuperagdo foi estavel até o final
do experimento. Quanto aos resultados com animais jovens, observou-se valores médios de atividade
fosfatasica mais elevados a partir de 2 horas apods a inje¢do, mas uma recuperagdo significativa s6 foi
observada a partir de 48h apos a injecdo de MCYST-LR. Também devido a grande variabilidade, nio foi

possivel verificar diferenga estatistica entre os valores de atividade fosfatasica de jovens e adultos.
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Figura 3.2 — Concentragdo de MCYST-LR livre (analise de ELISA) no citosol de hepatdcitos de
camundongos injetados intraperitonealmente com 48 pg/Kg p.c. Os valores representam médias + erro
padrdo (*, ** indicam valores ndo significativamente diferentes entre si, p< 0,05, n= 4 animais por tempo

amostral).
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Figura 3.3 — Atividades de proteinas fosfatases 1 ¢ 2A dos figados de camundongos adultos e jovens
injetados intraperitonealmente com 40 pug MCYST-LR/Kg p.c. em relagdo ao controle. Os valores
representam médias + erro padrdo (*, ** indicam valores ndo significativamente diferentes entre si e #
indica valores ndo significativamente diferentes do controle, p< 0,05, n= 4 animais jovens e 4 adultos
por tempo amostral).

As analises de MCYST-LR livre nas amostras de citosol de hepatdcitos mostraram que, até as duas
primeiras horas apds a inje¢@o da toxina, os valores da mesma estavam abaixo do limite de detecg¢@o do
método de ELISA utilizado (0,16ng/mL). A partir da amostragem de 24 horas, pode-se observar um
aumento crescente ¢ significativo na concentracdo de MCYST-LR livre tanto nos animais jovens quanto
nos adultos. No entanto, ao contrario do experimento anterior, as concentragdes de MCYST-LR livres no
oitavo dia foram tdo elevadas quanto na amostragem de 48 horas, alcangando, ao final, valores maximos
de 5,8 e 5,6 ng/g de tecido nos animais adultos e jovens, respectivamente (Fig. 3.4).

Nesse experimento, também foram analisadas as concentragdes de glutationa no citosol
hepatico. Na Figura 3.5 pode-se observar que 30 minutos apos a injegdo de MCYST-LR, ocorreu uma
reducdo significativa dos valores de glutationa apenas nos animais adultos. Entretanto, as concentragdes
deste peptideo foram reduzidas expressivamente, tanto em adultos quanto em jovens, 2 horas apos a
injecdo, sendo que estes Ultimos apresentaram uma concentragdo de GSH equivalente a apenas 29,6% da

observada no controle. Nas amostragens seguintes, foi verificada uma recuperacdo significativa na



concentragdo de GSH, tanto em jovens quanto em adultos, alcangcando os niveis dos controles e
permanecendo assim até o final do experimento.

Os resultados descritos acima demonstraram que doses sub-letais de MCYST-LR entre 40 ¢
48ug/Kg p.c. sdo suficientes para provocar forte inibigdo da atividade de proteinas fosfatases 1 e 2A. No
experimento com a dose mais baixa, logo nos primeiros 30 minutos apos a inje¢do intraperitoneal da

toxina 66% da atividade destas enzimas ja estavam inibidas nos animais adultos.
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Figura 3.4 — Concentragdo de MCYST-LR livre (andlise de ELISA) no citosol de hepatdcitos de
camundongos adultos e jovens injetados intraperitonealmente com 40 pg/Kg p.c. Os valores
representam médias + erro padrdo (*, **, 1 indicam valores ndo significativamente diferentes, p< 0,05,

n=4 animais jovens e 4 adultos por tempo amostral).
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Figura 3.5 — Concentrag¢do de glutationa no citosol de hepatocitos de camundongos adultos e jovens
injetados intraperitonealmente com 40ug MCYST-LR/Kg p.c. em relagdo ao controle. Os valores
representam médias + erro padrdo (*, **, §, I indicam valores ndo significativamente diferentes entre si
e # indica valores significativamente diferentes do controle, p< 0,05, n= 4 animais jovens e 4 adultos

por tempo amostral).

Sabe-se que apés injegdo intraperitoneal ou intravenosa, a captacdo hepatica de MCYSTs ¢
bastante rapida. Em diferentes experimentos com [HJMCYST-LR foi observado que até
aproximadamente 70% da dose injetada em camundongos ja era encontrada no figado 30 minutos apds a
injecdo (Robinson et al, 1991a; Lin & Chu, 1994). Esta rapida captagdo ¢ atribuida ao mecanismo de
transporte de microcistinas para hepatocitos que se da através dos transportadores de acidos biliares
(Watanabe et al, 1996). Entdo, uma vez no citosol, MCYSTs se ligam rapida e covalentemente a
proteinas fosfatases da familia serina/treonina, cujas principais representantes sdo as PP1 e 2 A, havendo
também inibi¢do de PP4 ¢ PP5 que estdo em muito menor concentragdo no citosol (Hokanen & Golden,
2002).

Os resultados obtidos demonstraram também que ap6s uma forte inibi¢do inicial, atividade
fosfatasica se recuperou expressivamente nos animais adultos, e se pode observar que o tempo requerido

para esta recuperacdo parece estar relacionado a dose recebida pelo animal. Os camundongos injetados



com 40ug/Kg p.c. j& apresentaram recuperagdo na atividade enzimatica 2 horas apds receberem MCY ST-
LR, enquanto que nos animais que receberam a dose mais alta (48ug/Kg p.c.) a recuperagdo somente se
iniciou apds 8 horas. Em ambos os experimentos, esta recuperagdo ¢ estatisticamente estavel e a atividade
fosfatésica atinge os niveis do controle.

Entre os animais jovens, uma recuperacdo significativa somente ocorre a partir de 48h, o que
sugere uma diferenga relacionada a idade do animal na metabolizacdo das MCYSTs e/ou reagdo do figado
a esta toxina. Esta ¢ uma observagdo importante que merece estudos complementares para se confirmar a
maior sensibilidade de animais jovens a MCYSTs.

Uma vez que essas toxinas se ligam covalentemente e irreversivelmente a proteinas fosfatases, a
hipétese mais plausivel que explicaria a recuperacdo da atividade destas enzimas no figado seria o
aumento da sintese das mesmas. A unica evidéncia de que pode ocorrer maior expressdo de fosfatases,
apos injecdo de dose sub-letal de MCYST-LR, foi obtida através de uma comunicagdo pessoal de
Michelle Gehinger (University of New South Wales, Sidney, Australia) sobre alguns de seus resultados
preliminares, descritos parcialmente aqui com sua permissdo. Apos a injecdo em camundongos de uma
dose de aproximadamente 40pg de MCYST-LR/Kg p.c., a pesquisadora analisou as mudangas na
expressdo de PP1 e 2A e seus gens regulatorios através de analises de microarranjo. O resultados
indicaram aumentos significativos na expressdo de ambas as enzimas, em relagéo ao controle, a partir de
8h apds a injecdo da toxina. Deste modo, estes dados preliminares suportam a hipotese de que a
recuperacdo da atividade fosfatasica nos figados dos animais injetados com MCYST-LR, no trabalho
descrito neste capitulo, ocorreu possivelmente devido ao aumento na sintese de proteinas fosfatases.

Em ambos os experimentos, as concentragdes de MCYST-LR livres no citosol hepatico foram
detectadas em niveis muito baixos ou até mesmo ndo chegaram a ser detectada nas primeiras horas de
amostragem. Entretanto, a partir de 24h foi observado um aumento que foi mais expressivo até 96 horas
no figado dos animais que receberam a dose mais alta (48 pg/Kg p.c). Neste intervalo de tempo, a
diferenca das concentragdes detectadas no figado nos dois experimentos pareceu estar diretamente
relacionada a dose injetada nos animais. No entanto, esta diferenga mostra que enquanto a dose diminui
apenas 8ug/Kg p.c. do primeiro para o segundo, as concentra¢des observadas de MCYST-LR livres no
citosol chegaram a ser 10 vezes menores.

Contudo, a maior concentragdo detectada no figado representou apenas aproximadamente 4% da

massa de MCYST-LR injetada nos animais. Possivelmente, a maior parte das toxinas realmente se



encontrava ligada as proteinas fosfatases, mas as microcistinas livres podem também ter sido
detoxificadas pela glutationa, excretadas ou redistribuidas para outros tecidos.

Considerando-se que os animais receberam uma unica dose de MCYST-LR por injegdo
intraperitoneal e que a ligacdo destas toxinas com proteinas fosfatases ¢ irreversivel, uma das hipoteses
que explicaria o aumento de microcistinas livres no tecido hepatico ao longo do tempo seria a liberagdo
das toxinas inicialmente ligadas as fosfatases durante o processo de “turnover” destas enzimas. Alguns
estudos com peixes e moluscos demonstraram haver aumento na concentragdo de MCYSTs livres em
tecidos destes animais varios dias apds a exposigdo a estas toxinas (Vasconcelos, 1995; Soares et al.,
2004).

Outros estudos ja sugeriram que a retengdo de MCYSTs no tecido hepatico esta relacionada ao
maior ou menor dano que esta toxina tenha causado ao mesmo. Ou seja, figados mais danificados
reteriam mais MCYSTs que figados pouco danificados (Runnegar et al., 1986). Solter et al (1998)
observaram que pequenos aumentos na dose de MCYST-LR injetadas repetidamente em camundongos
provocavam danos ao tecido que levavam a um aumento na concentragdo de MCYSTs livre muito maior
do seria esperado pelo aumento da dose. Sabe-se que pelo menos parte da excrecdo de MCYSTs se da
através da bile (Robinson et al., 1991b). Portanto, danos ao sistema excretorio biliar, através de
desarranjos no citoesqueleto das células que formam os caniculos biliares, podem comprometer a
excre¢do de MCYSTs (Watanabe et al., 1988; Solter et al., 1998).

Assim, de acordo com o exposto acima, no presente trabalho, os danos provocados ao figado
pela dose mais alta de toxina podem ter favorecido a maior retencdo das mesmas. Embora nao tenha sido
analisada MCYST total (livre e ligada as proteinas fosfatases), pode-se supor que as microcistinas livres
sejam um bom indicativo da concentracdo das microcistinas totais.

No processo de detoxificagdo de MCYSTs no figado, o tripeptideo glutationa é reconhecido
como molécula chave (Kondo et al., 1996). A conjugagdo de GSH a MCYSTs livres torna esta toxina um
composto mais polar ¢ menos toxico. Esta ligagdo ocorre principalmente através da atividade da
glutationa S-transferase (GST) e isto inicia todo processo de excrecdo de microcistinas pela urina ou pelas
fezes através da bile (Ito et al., 2002). Ja foi demonstrado que GST também atua como importante
ferramenta de detoxificagdo destas toxinas em diversos organismos aquaticos (Pflugmacher et al., 1998;
Pietsch et al., 2001).

No experimento apresentado neste capitulo, as analises de glutationa no figado dos animais
injetados com MCYST-LR indicaram uma resposta deste 6rgao a intoxicagdo. Logo nas primeiras 2 horas

apos a injecdo foi verificada uma diminui¢do significativa na concentragdo de GSH. No entanto, a



concentragdo desse peptideo voltou aos niveis do controle a partir de 24 horas, sendo esta dindmica
observada tanto em animais adultos quanto jovens.

Esses dados indicam que a glutationa foi rapidamente consumida em resposta a entrada de
microcistina no tecido hepatico, o que estd de acordo com outros experimentos descritos na literatura.
Gehringer et al. (2004) observaram que apds inje¢do de dose sub-letal de MCYST-LR em camundongos
houve uma maior de expressdo de GST e uma concomitante reducdo na concentracao de glutationa nos
figados dos animais. Neste mesmo trabalho, também foi verificado um aumento da expressdo de outras
enzimas envolvidas no processo de detoxificagdo, tais como glutationa peroxidase (GPX) e glutationa
sintetase (Gss). Esta ultima teve sua expressdo aumentada exatamente 24h apds a inje¢do. Deste modo, no
experimento descrito neste capitulo, o aumento da expressdo de GST explicaria o decréscimo inicial de
glutationa observado (que estaria sendo utilizada na conjugacdo com MCYSTs), assim como o aumento
da expressdo de glutationa sintetase poderia explicar o retorno subseqiiente (a partir de 24h) deste
tripeptideo aos niveis do controle. Outros registros da literatura também afirmam que a concentragio
intracelular de GSH aumenta rapidamente ap6s uma deplegdo aguda (Meister & Anderson, 1983).

Por fim, com esses dois experimentos pdde-se verificar que apesar de doses sub-letais de
MCYST-LR provocarem algum dano hepatico, os figados dos camundongos intoxicados foram capazes
de responder a esta agressdo através da recuperagdo da atividade das proteinas fosfatases 1 e 2 A. Além
disso, a variacdo da concentracdo de glutationa no citosol hepatico indicou que o aparato enzimatico
responsavel pelo processo de detoxificagdo de MCYSTs esteve atuante e provavelmente contribuiu para

a resposta positiva do 6rgdo a intoxicagao.



4- Acumulo e efeitos de doses sub-letais de extrato de cianobactéria
contendo microcistinas e microcistina-LR pura em pulméo de
camundongos.

Participaram do estudo descrito neste capitulo:

Raquel M. Soares, Prof* Sandra M.F.O Azevedo
Laboratorio de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias — IBCCF® — UFR]J

Viviane R. Cagido, Fabio Camargo, Miguel R. Picango, Prof. Walter A. Zin
Laboratorio de Fisiologia da Respiragdo — IBCCF® - UFRJ

Prof® Patricia R.M. Rocco
Laboratério de Investigagdo Pulmonar — IBCCF® -UFRJ

Rodrigo B. Ferraro, Prof. José¢ Roberto Meyer Fernandes

Laboratorio de Bioquimica Celular - Instituto de Bioquimica Médica — UFRJ

Parte dos estudos descritos neste capitulo foi publicada no artigo: “Toxicity of a
cyanobacterial extract containing microcystins to mouse lungs”. Autores: M.R. Picango,
R.M. Soares, V.R. Cagido, S.M.F.O. Azevedo, P.R.M. Rocco & W.A. Zin. Brazilian
Journal of Medical and Biological Research, 2004, Volume 37(8) 1225-1229. — Em

ancxo.

O objetivo deste capitulo foi verificar os efeitos de doses sub-letais de extrato de microcistinas e
microcistina-LR pura sobre os aspectos histologicos do pulmdo e/ou mecédnica respiratoria de
camundongos, assim como os efeitos sobre a atividade de proteinas fosfatases 1 e 2 A e actmulo dessas

toxinas no tecido pulmonar desses animais.



4.1- Material e Métodos:

4.1.1 — Cultivo e producéo de extrato de Microcystis aeruginosa:

A cepa de Microcystis aeruginosa NPJB-1 foi cultivada em meio ASM-1, pH 8,0, temperatura
de + 24°C ¢ intensidade luminosa de 100 pE m’s”, de acordo com Ferrdo-Filho & Azevedo (2002). O
cultivo ndo foi axénico, mas a contaminago bacteriana foi considerada muito baixa.

Na fase exponencial de crescimento, entre 15 e 20 dias, a cultura foi desmontada, as células
foram concentradas com a utilizacdo de um filtrador tangencial (Pellicon Cassette System, Millipore,
MA-USA), ressuspensas em agua deionizada e rompidas através de ciclos de congelamento e
descongelamento. O material organico particulado foi filtrado em filtros de fibra de vidro com o uso de
sistema de vacuo e o extrato aquoso contendo microcistinas foi utilizado no experimento.

A cepa NPJB-1 ja foi caracterizada como produtora de dois tipos de microcistinas: MCYST-LR
e MCYST-LF (Azevedo et al., 1994), sendo a primeira produzida em quantidade mais expressiva que a
ultima. A quantificagdo de microcistinas totais produzidas por esta cepa foi feita através da analise do
extrato por ELISA. Para tanto, utilizou-se kit de ELISA de placa comercial da Envirologix Inc. (Portland,

ME, USA), seguindo-se os procedimentos indicados pelo fabricante.

4.1.2 — Experimentos:

4.1.2.1 — Efeitos de dose sub-letal de extrato de Microcystis aeruginosa contendo microcistinas em
pulmdo de camundongos:
Camundongos Swiss machos, adultos (12 semanas) e jovens (4 semanas), adquiridos do Biotério
Central da Fundagdo Oswaldo Cruz —RJ, foram alocados em gaiolas, sendo alimentados com ragéo
comercial e agua potavel ad libitum. Os animais foram aclimatados no laboratério por 2 dias antes do
inicio dos experimentos. Todos os animais foram pesados e do total de 90 animais, 30 adultos foram
selecionados aleatoriamente para servirem como controles. Dos 60 camundongos restantes, 30 jovens e
30 adultos foram injetados intraperitonealmente (i.p.) uma unica vez com uma dose sub-letal de extrato
contendo microcistinas (48,2 ng/Kg de peso corporeo). Os animais controle foram injetados com 0,5mL

de solugdo salina (NaCl 0,9%). As amostragens dos animais para analise do pulmdo foram feitas a 2, 8,



24, 48, 72 e 96 horas apos a injegdo i.p. Os animais foram sacrificados apos a retirada adequada do

pulmao, como descrito na se¢@o 4.1.4, para a analise histologica.

4.1.2.2 - Efeitos de dose sub-letal de microcistina-LR pura na mecanica respiratoria, histologia pulmonar

e atividade fosfatdsica em pulmao de camundongos:

Trinta e seis camundongos Swiss machos adultos, adquiridos também do Biotério Central da
Fundagdo Oswaldo Cruz- RJ, foram divididos, aleatoriamente, em dois grupos, a saber: grupo controle
(n=6 animais) e grupo teste (n=30 animais). No grupo controle, 0,3 mL de solugdo salina foram injetados
intraperitonealmente, enquanto o grupo teste recebeu uma dose sub-letal (48 pg/kg i.p.) de MCYST-LR
(padrido cedido pelo Prof. Wayne Carmichael —Wright State University-EUA). Este ultimo grupo foi
subdividido em 5 grupos de 6 animais, baseado-se no tempo de amostragem pds-inje¢do i.p. que foi
estabelecido em 2, 8, 24, 48 ¢ 96 horas. Ja os 6 animais controle foram amostrados aleatoriamente ao
longo do experimento. Apos a retirada do pulméo, como descrito na sec¢do 4.1.4, parte do tecido pulmonar
foi separada para analise de atividade de proteinas fosfatases 1 e 2 A e presenga de microcistina como

descrito no capitulo anterior, se¢des 3.1.3 ¢ 3.1.4.

4.1.3 — Analise da mecanica respiratoria:

Os animais foram sedados com diazepam (1 mg i.p.), pesados e, entdo, anestesiados com
pentobarbital soédico (20 mg/kg i.p.). Depois de anestesiados, os animais foram colocados em mesa sob
foco cirurgico em dectbito dorsal. Apods o posicionamento cirurgico, foi realizada uma traqueotomia com
introdu¢do de jelco 20G com 32 mm de comprimento ¢ 0,8 mm de didmetro interno, sendo a canula
fixada a traquéia por meio de fios de algoddo. Os animais foram paralisados com inje¢do intravenosa de
brometo de vecurdnio (0,005 mg/kg)

Os camundongos foram entdo acoplados a protese ventilatéria e ventilados por um ventilador de
fluxo constante (Samay VRI15, Universidad de la Republica, Montevideu, Uruguai), com freqiiéncia de
100 incursdes respiratdrias por minuto € um volume corrente (VT) de 0,2 mL.

Apds a adaptagdo ao respirador, os animais foram submetidos a incisdo cirirgica por tesoura na linha
média do abdomen justo abaixo do apéndice xiféide. A cavidade abdominal foi aberta, sendo possivel
visualizar o diafragma que foi perfurado e secionado. Imediatamente antes da perfuragdo do diafragma foi

instalada pressdo positiva ao final da expiragdo (PEEP) de 2 cmH20 (Saldiva et al., 1992). A utilizagdo



da PEEP evita o colapso alveolar e o desenvolvimento de atelectasias resultantes da retirada da parede
torécica.

Apbs a retirada do diafragma, a parede toracica foi removida por cortes longitudinais bilaterais

ao nivel da linha axilar anterior em toda sua extensao e corte superior abaixo da clavicula.
O ventilador foi ajustado previamente para gerar, quando desejado, uma pausa de 5 segundos ao final da
inspiracao. Foram tomados cuidados especiais na manutencdo do volume (VT = 0,2 mL) e fluxo (V’=1
mL/s) constantes em todos os animais, a fim de evitar os efeitos de diferentes fluxos, volumes e duragéo
da inspiracdo nas variaveis medidas (Kochi et al., 1988 a, 1988 b).

O tubo traqueal foi conectado a um pneumotacografo para pequenos animais, descrito por
Mortola e Noworaj (Mortola & Noworaj, 1983), sendo o respirador acoplado a outra extremidade do
pneumotacografo. Este é constituido por cinula metdlica com duas saidas laterais conectadas a um
transdutor diferencial de pressdo Validyne MP 45-2 (Engineering Corp, Northridge, CA, EUA) para
medida de fluxo aéreo e volume corrente. Através de outra saida lateral, a via aérea foi conectada a outro
transdutor diferencial de pressdo Validyne MP45-2 para medida da pressdo traqueal (Ptr). (Figura 4.1)

Uma vez que ndo existiram modificagdes abruptas no didmetro do nosso circuito, erros de
medida da resisténcia ao fluxo (Chang & Mortola., 1981; Loring et al., 1979) foram evitados. Todos os
sinais foram condicionados e amplificados num poligrafo Beckman tipo R (Beckman Instruments Schiller
Park, IL, EUA). Os sinais de pressdo e fluxo foram passados através de filtros Bessel de 8 polos
(902LPF, Frequency Devices, Haverhill, MA, EUA), convertidos de analdgico para digital (DT-2801A,
Data Translation, Malboro, MA, EUA) e armazenados em computador. Todos os dados foram coletados
usando o software LABDAT (RHT-InfoData Inc., Montreal, Quebec, Canadd) (Figura 4.1). Durante os
experimentos evitou-se a0 maximo a manipulacdo da canula traqueal com aspiragdes e insuflagdes, para
eliminar possiveis interferéncias sobre os pardmetros medidos.

Os parametros da mecénica respiratoria foram obtidos através da captagdo de 15 ciclos

respiratorios, pelo método da oclusdo ao final da inspiragao.
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A resisténcia total do equipamento (Req), incluindo a cénula traqueal, foi previamente aferida
através da aplicagdo de fluxos de ar ao sistema, com concomitante registro das variagdes de pressdo (AP).
Uma vez que R = AP / V’, a resisténcia do equipamento corresponde ao coeficiente angular da curva
APxV’. A Req, constante até fluxos de 26 mL/s (bem acima da faixa de fluxo utilizada no presente
experimento), foi de 0,12 cmH,0O/mL/s. A variacdo de pressdo determinada pelo equipamento (APeq =
Req.V’) foi subtraida das pressdes resistivas do pulmao, de tal forma que os resultados representam as

propriedades mecanicas intrinsecas do orgao.

4.1.3.1- Método de Oclusao ao Final da Inspiracdo:

A mecanica respiratoria foi avaliada pelo método de oclusdo ao final da
inspiracdo (Bates et al., 1985), o qual permite analisar separadamente os componentes

elastico, resistivo e viscoeldstico e/ou inomogéneo do sistema respiratorio.

No animal com o térax aberto, a pressao traqueal (Ptr) € na realidade a pressdo transpulmonar
(PL). Apos a oclusdo das vias aéreas ao final da inspiragdo, sob fluxo constante, ocorre uma queda subita
da PL até um ponto de inflex&o (Pi,L) a partir do qual o decaimento da pressdo assume carater mais lento,
atingindo um platdé em sua porgao terminal. Esta fase de platd corresponde a pressdo de retragdo elastica
do pulmédo (Pel,L). A diferenca de pressdo (AP1,L) que caracteriza a queda rapida inicial, representada
pela diferenca entre a pressdo maxima inicial (Pmax,L) e o ponto a partir do qual a queda se torna mais
lenta (Pi,L), corresponde ao componente viscoso pulmonar. A segunda variagdo de pressdo (AP2,L),
representada pela queda lenta, do Pi,L ao platé (Pel,L), reflete a pressdo dissipada para vencer os
componentes viscoelastico (stress relaxation) e/ou inomogéneo (pendelluft) do tecido pulmonar. A soma

de AP1,L e AP2,L fornece a variagao total de pressdo no pulmao (APtot,L) (Figura 4.2).
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Figura 4.2 — Método de Oclusédo ao Final da Inspiragdo. Registros dos sinais de fluxo aéreo,
volume (V) e pressdo transpulmonar (PL) em fun¢do do tempo. Os pulmdes foram ventilados
com volume corrente de 0,2 mL e fluxo aéreo de 1 mL/s. O plato6 foi alcangado apds uma pausa
inspiratéria de 5 s. Apos a oclusdo das vias aéreas, ha uma queda rapida na PL (AP1,L) que
corresponde a Pmax,L — Pi,L, pressdo dissipada para vencer o componente viscoso do pulmao,
seguida por uma queda lenta (AP2,L), pressdo dissipada para vencer os componentes
viscoelastico e/ou inomogéneo do pulmao, até um ponto de equilibrio eléstico, representado
pela pressdo de retragdo elastica pulmonar (Pel,L). A linha de base do registro de pressdo

corresponde a pressao positiva ao final da expiragdo (PEEP) de 2 cmH,O0.

As elastancias estatica (Est,L) e dinamica (Edyn,L) do pulmao podem, entdo, ser
obtidas dividindo-se Pel,L. e Pi,L, respectivamente, pelo volume corrente. AE,LL ¢ a

diferencga entre Edyn,L e Est,L.



Para a realizac@o da oclus@o, o aparelho utiliza uma valvula com tempo de fechamento definido
(10 ms). Como este fechamento ndo ¢ absolutamente instantdneo, o volume nunca cai a zero
imediatamente apds a oclusdo, propiciando, assim, a existéncia de um pequeno fluxo. Este fluxo sera
responsavel pelo aumento do volume pulmonar e, conseqiientemente, de Pi,LL. e Pel,L. Por isso, foi feita
correcdo de acordo com Kochi et al. (1988a).

As seguintes formulas foram utilizadas na analise da mecanica pulmonar:

AP1,L = Pmax,L — Pi,L
AP2,L =Pi,L — Pel,.L
APtot,L = AP1,L + AP2,L
Est,.L=Pel,.L/ V¢
Edyn,L =Pi,L/ V¢

AE,L = Edyn,L — Est,L

ONDE:

AP1,L = VARIACAO DE PRESSAO RELATIVA AO COMPONENTE VISCOSO PULMONAR
AP2,L= VARIACAO DE PRESSAO RELATIVA AO COMPONENTE VISCOELASTICO E/OU
INOMOGENEO PULMONAR
APTOT,L = VARIACAO TOTAL DE PRESSAO PULMONAR
PMAX,L = PRESSAO PULMONAR MAXIMA ATINGIDA
PLL = PRESSAO PULMONAR NO PONTO DE INFLEXAO
PEL,L = PRESSAO DE RETRACAO ELASTICA PULMONAR
EST ,L= ELASTANCIA ESTATICA DO PULMAO
EDYN = ELASTANCIA DINAMICA DO PULMAO
AE,L = DIFERENCA ENTRA AS ELASTANCIAS ESTATICA E DINAMICA DO PULMAO
V1 =VOLUME CORRENTE

4.1.4 -Andlise histoldgica do parénquima pulmonar:

Os pulmdes, ocluidos pela traquéia com linha de algoddo ao final da expiragdo (ou capacidade
residual funcional -CRF), foram retirados é parte foi separada para andlise de ELISA e atividade de
proteinas fosfatases no experimento em as mesmas foram realizadas. Os pulmdes a serem levados para
analise histoldgica foram congelados através de imersdo, por aproximadamente 3 minutos, em nitrogénio
liquido, sendo a seguir retirados e mantidos em solugdo Carnoy (etanol 60%, cloroférmio 30% e acido

acético 10%, por volume) a —70° C por 24 h (Nagase et al., 1992). Apds este periodo, o material foi



desidratado progressivamente em etapas, através de imersdo em solu¢des com concentracdo crescente de
etanol, como discriminado abaixo:

1: Etanol 70%, cloroformio 22,5% e acido acético 7,5%, a — 20° C durante 1 h;

2: Etanol 80%, cloroformio 15% e 4cido acético 5%, a —20° C durante 1 h;

3: Etanol 90%, cloroférmio 7,5% e acido acético 2,5%, a — 20° C durante 1 h;

4: Etanol 100%, sendo mantidos a —20° C por 1 h.

Posteriormente, os pulmdes foram mantidos a — 4° C por 24 h. Apds a fixagdo, o material foi
embebido em parafina, obtendo-se cortes histologicos com 4 um de espessura. As ldminas contendo os
cortes pulmonares foram coradas com hematoxilina ¢ eosina (HE). As mesmas foram analisadas por
microscopia Optica (microscopio Axioplan, Zeiss, OberKochen, Alemanha), segundo seus aspectos
qualitativos e quantitativos. Para a analise descritiva, toda a superficie da lamina foi observada com todas
as estruturas pulmonares representadas, em aumento de 200 e 1000x.

A andlise quantitativa foi realizada através da técnica convencional de contagem de pontos
(“point-couting”) (Gundersen et al.,1988), utilizando uma ocular acoplada ao microscopio contendo um
sistema de referéncia de 100 pontos e 50 linhas dispostos em paralelo (Figura 4.3).

Em um aumento de 200x foram analisados dez campos aleatorios e ndo coincidentes por lamina.
Foi quantificada a fracdo de area ocupada por alvéolos normais, colapsados e hiperinsuflados (Weibel,
1990).

Em um aumento de 1000x (area de 10.000 um?®) foram analisados cinco a dez campos aleatérios
e ndo coincidentes. Os seguintes parametros foram quantificados: tecido pulmonar, células
polimorfonucleares (neutr6filos) e células mononucleares (macrofagos + linfocitos + monocitos).

O tecido pulmonar foi analisado através do numero de pontos do campo que coincidiam com a
area de tecido e ndo sobre o espago aéreo. Pontos que coincidem com a area de tecido foram computados
e divididos pelo niimero total de pontos.

O resultado foi apresentado como fragdo de area de tecido pulmonar, obtido pela razdo entre a
média do nimero de pontos computados nos cinco campos analisados pela area total da amostra (10.000
pm?). No caso dos polimorfo e mononucleares, foi quantificado o namero total de cada tipo celular, bem
como a celularidade total (polimorfonucleares + mononucleares). Os valores finais foram expressos como

média + erro padrdo (SEM).
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Figura 4.3. Representagdo esquematica do reticulo com 100 pontos e 50 linhas utilizado para

quantificacdo dos pardmetros morfométricos.

4.1.5 - Analise estatistica:

Os parametros mecanicos ¢ histologicos dos grupos controle e teste foram comparados através de

analise de varidncia (ANOVA), seguida de teste de Student Newman-Keuls. Em todos os testes, o nivel

de significancia foi 5%.



4.2 — Resultados e discussao:

Os efeitos da dose sub-letal de extrato de Microcystis aeruginosa, contendo microcistinas, no
pulmdo dos camundongos injetados i.p. estdo ilustrados na Figura 4.4. Pode-se observar que houve um
aumento, em relagdo ao controle, da fracdo de colapso alveolar em todos os tempos de amostragem. Nos
animais jovens, o valor maximo de colapso (de até 400% do valor do controle) foi atingido logo nas 2
primeiras horas apo6s a inje¢o; ja nos animais adultos este valor (igual ao dos animais jovens) foi atingido
8 horas apos receberem as toxinas. Ao final do periodo de 4 dias, tanto os animais jovens quanto os
adultos ainda apresentavam niveis bastante elevados (acima de 300%) de fracdo de colapso alveolar.

A quantidade de células polimorfonucleares (PMN) no tecido pulmonar aumentou com a
evolugdo temporal da lesdo. E interessante observar que esta resposta inflamatéria também atingiu niveis
mais altos nos animais jovens mais cedo do que nos animais adultos. A quantidade de PMN no pulméo
dos jovens aumentou significativamente a partir de 8h apods a injegdo i.p. do extrato e estatisticamente
permaneceu estavel em aproximadamente 250% do valor do controle até o final dos 4 dias. Nos animais
adultos a maior quantidade de PMN foi observada a partir de 48h e também permaneceu estavel, até o
final do experimento, em percentuais muito proximos ao dos animais jovens (Fig 4.4).

Esses resultados demonstram que a injegdo de uma dose sub-letal do extrato de M. aeruginosa
contendo microcistinas foi capaz de gerar uma resposta inflamatoria aguda em pulmao de camundongos.
Foi possivel observar que, em ambos 0s grupos, o colapso alveolar ocorreu mais rapidamente, seguido da
infiltracdo de células polimorfonucleares. A Figura 4.5 mostra fotomicrografias do tecido pulmonar no

controle e nos animais adultos injetados com o extrato toxico.
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Figura 4.4 — Efeitos de extrato de M. aeruginosa contendo microcistinas sobre a fragdo de

colapso alveolar e concentracdo de polimorfonucleares (PMN) em pulmao de camundongos injetados i.p.

(48,2 ng/Kg) quando comparados ao controle. Os valores sdo médias (+ erro padrdo) de cinco animais em

2, 8,24, 48, 72 e 96 horas apos a injegdo i.p.Os simbolos * , #, ** indicam valores significativamente

diferentes em relagdo a 2h, 8h e 24h respectivamente (p<0,05).



Figura 4.5 - Fotomicrografias do parénquima pulmonar (200X) de camundongos adultos sacrificados 2, 8,

24,48, 72 e 96 horas ap0ds a injegdo i.p. de extrato de microcistinas (48,2 pg/Kg p.c.).

No experimento que utilizou microcistina-LR pura (i.p.), as analises da presenca desta toxina no
tecido pulmonar dos camundongos, através de ELISA, ndo foram capazes de detecta-la dentro do limite
de quantificagdo do método (0,1 ppb). A analise da atividade de proteinas fosfatases 1 ¢ 2 A no pulmédo
também indicou ndo haver qualquer tipo de inibi¢do das mesmas apoés a injegdo i.p. de MCYST-LR (Fig.

4.6
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Figura 4.6- Atividade de proteinas fosfatases 1 e 2 A no pulmdo de camundongos adultos injetados com
MCYST-LR (48 pg/Kg p.c.). Os valores representam média + erro padrao (ndo houve diferenca

significativa entre os resultados de cada tempo amostral e em relagdo ao controle, p < 0,05, n=6)

Entretanto, os resultados indicaram que, mesmo ndo tendo sido detectada, a toxina pura causa
efeitos no tecido pulmonar equivalentes ao extrato toxico de M. aeruginosa. A Tabela 4.1 apresenta os
valores de fragdo de colapso alveolar nos animais controle e injetados com MCYST-LR. Pode-se observar
que a fracdo de colapso aumenta significativamente a partir de 2h apods a injecdo da toxina e nesta
amostragem atingiu 23,2% da area alveolar, valor que equivale a 440% do valor do controle. O percentual
de células polimorfonucleares no tecido pulmonar também apresentou um aumento significativo a partir
de 2h. Nesta amostragem, PMNs representavam 28,8% do tecido, o que chegou a ser 291% do valor do
controle. Tanto os valores de colapso alveolar quanto a quantidade de PMNs se estabilizaram nestes
patamares elevados até o final dos 4 dias de experimento (Tabela 4.2).

A Figura 4.7 mostra fotomicrografias do tecido pulmonar no controle e animais injetados com
MCYST-LR.

Os parametros de mecanica respiratoria também foram avaliados nestes animais. Os resultados
indicaram que os camundongos injetados com a toxina apresentaram alteracdes na mecanica pulmonar. A
Figura 4.8 mostra que, apos 2 horas, os valores de AP1, AP2 e APtot estiveram em média 54%, 23% e
28%, respectivamente, mais elevados que o controle. A partir de entdo, estes valores permaneceram
estatisticamente estaveis até o 4° dia, ao final do experimento.

A Figura 4.9 mostra a variacdo da elastancia estdtica e dindmica, além da diferenga entre as

mesmas, no pulmdo dos camundongos. Os valores de AE mostraram haver pouca diferenga entre a



estatica e a dindmica, sendo que ambas elastancias estiveram aproximadamente 50% mais elevadas que o
controle a partir de 2h apds a injeg¢do i.p. da toxina. Este aumento significativo também permaneceu

estavel até o final do experimento, de acordo com a analise estatistica efetuada.

Tabela 2.1 — Dados morfométricos do pulmio em percentagem de areas normais e colapsadas.
Os valores sdo médias (+ erro padrdo) de seis animais adultos em 2, 8§, 24, 48 e 96 horas apés a injeg@o

ip. de MCYST-LR (48ug/Kg p.c.). Letras iguais (de a-c) indicam valores ndo significativamente

Grupo Areas normais (%) Colapso alveolar (%0)

a a

CTRL 94,7+0,87 5,2+0,87

2h 76,6+233 °° 232+2,22

8h 703+1,45 ° 29,0 +1,17

24h 755+2,38 Pc 24,5+ 2,38

48h 794+221 ¢ 20,1 +2,35

96h 81,3+1,69 ¢ 8,6+ 1,69
diferentes (p<0,05).

Tabela 2.2 — Dados de celularidade pulmonar em percentagem de polimorfonucleares (PMN),
mononucleares (MN) e o somatorio de ambas ou células totais (TOT). Os valores sdo médias (£ erro
padrio) de seis animais adultos em 2, 8, 24, 48 e 96 horas apos a injegdo i.p. de MCYST-LR (48pg/Kg

p.c.). Letras iguais (de a-c) indicam valores ndo significativamente diferentes (p<0,05).

Grupo % TOT % PMN % MN

CTRL 29,6 £1,89 ¢ 9,9+142° 19,6 + 0,95 ®

2h 380+274° /288+243 91+083°"°
8h 3906+1,79°/ 290+1,01° 10,6 + 1,28 °
24h 375+201° 251+293°° | 123+163°"
48h 389+073°\ 257+055%/ 132+074°
96h 33,4+2,07° 220+1,34°¢ 11,4+0,89°




Figura 4.7 — Fotomicrografias do parénquima pulmonar (200X). A, grupo controle; B, C, D, E, F,
camundongos adultos sacrificados em 2, 8, 24, 48 e 96 horas, respectivamente, apos a inje¢ao i.p. de

MCYST-LR (48ug/Kg p.c.).
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Figura 4.8 — Variacdo de pressdo total (APtot), pressdes resistivas (AP1) e dissipagdes de
pressdes viscoelasticas/inomogéneas (AP2) do pulmdo de camundongos adultos em cada grupo: 2, 8, 24,
48 e 96 horas ap0s a injecdo i.p. de MCYST-LR (48ug/Kg p.c.). Os valores sdo médias (+ erro padrdo) de

seis animais. Letras iguais (de a-b) indicam valores ndo significativamente diferentes (p<0,05).
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Figura 4.9 — Elastancia estatica (Est) e dinamica (Edyn) e a diferenga entre ambas (Ae) em cada
grupo: 2, 8, 24, 48 e 96 horas apo6s a injecdo i.p. de MCYST-LR (48ug/Kg p.c.). Os valores sdo médias (£
erro padrdao) de seis animais adultos. Letras iguais (de a-c) indicam valores ndo significativamente

diferentes (p<0,05).

A analise dos parametros mecanicos do pulmao indicou um aumento da pressao resistiva (AP1),
sugerindo uma alterac@o das vias aéreas. Ja o aumento das pressdes de dissipacdo do componente elastico
e viscoelastico e/ou inomogéneo do pulmio (elastancias, AP2, APtot) indicou uma maior rigidez deste
orgdo, estando provavelmente relacionada ao aumento da migracdo de células (PMNs) e aumento do
colapso alveolar. Vérios estudos ja relacionaram o processo inflamatorio e dano ao tecido pulmonar a
alteragdes na mecénica respiratdria. Substancias tais como veneno de cobra e lipopolissacarideos (LPS)
de bactérias podem desencadear estes efeitos (Silveira et al., 2004; Faffe et al., 2000)

As analises de MCYST-LR no tecido pulmonar através de ELISA néo foram capazes de detectar

a presenga desta toxina dentro do limite de quantificagdo do método (0,1 ppb). No entanto, essa toxina



pode ter alcangado o tecido, mas, se esteve presente, isso se deu em concentragdes muito baixas. Estes
dados corroboram o resultado da analise da atividade de proteinas fosfatases 1 ¢ 2 A no pulméao, que
indicou ndo haver qualquer tipo de inibi¢do das mesmas apés a injegdo i.p. de MCYST-LR. Estas
observagdes estdo de acordo com o conhecimento existente sobre a distribuigdo de microcistinas no
organismo. Uma vez na circulag@o sanguinea, estas toxinas t€ém como 6rgao alvo principal o figado, pois
nos hepatdcitos sdo transportadas especificamente pelos transportadores de acidos biliares (Robinson et
al., 1991b; Carmichael, 1994). No entanto, microcistinas também atingem em menor grau outros 0rgaos,
tais como os rins ¢ intestino (Falconer et al., 1988).

Através de técnicas de imunohistoquimica, Ito et al. (2000, 2001) também detectaram a presenga
de MCYST-LR no tecido pulmonar, ap6s a administragdo desta toxina a camundongos pela via oral ou
traqueal. Apds a administragdo intratraqueal de uma dose sub-letal de MCYST-LR, esses os autores
puderam verificar a presenca da toxina no pulmio por até 7 dias. No entanto, neste mesmo estudo
nenhuma lesdo no tecido foi verificada.

O processo inflamatorio, causado tanto por extratos de M. aeruginosa produtora de microcistinas
quanto por MCYST-LR pura, pode ser explicado por algumas hipoteses.

Nos experimentos descritos acima, tanto o extrato quanto a toxina pura foram injetados nos
animais intraperitonealmente; isto leva a um estimulo imediato de macréfagos peritoneais que passam a
liberar mediadores inflamatorios, dentre eles o TNF (tumor necrosis factor). Isto ja foi observado por
Nakano et al. (1991) que utilizou tanto MCYST-LR quanto um extrato toxico de M. aeruginosa em
experimentos com camundongos, sendo que este Gltimo se mostrou mais potente no estimulo a produgéo
do mediador inflamatoério. Estes autores também levantaram a possibilidade de que além de TNF, esses
macrofagos peritoneais poderiam estar produzindo a citocina IL-1 (interleucina -1). Wagner & Roth
(2000) afirmam que IL-1 ¢ um dos principais estimulos a migragdo de PMN (neutrdfilos) para o
parénquima pulmonar. Como microcistinas ndo foram detectadas no tecido pulmonar por ELISA, pode-se
levantar a hipdtese de que o processo inflamatorio possa ter sido causado por estimulo indireto, ou seja,
mediadores inflamatdrios produzidos por macréfagos peritoneais, estimulados por microcistina, poderiam
gerar inflamagdo no pulmdo. Por outro lado, no caso dessas toxinas terem alcangado o pulmao, mesmo
em concentragdes muito baixas, ndo detectaveis por ELISA, existe possibilidade, entdo, de que tenham
promovido o processo inflamatorio diretamente. Estudos in vitro mostraram que macrofagos alveolares
foram estimulados por MCYST-LR a produzir prostaglandinas F2 e PGE2, além de tromboxano B2 e

acido aracdonico, todos mediadores inflamatorios (Naseen et al., 1989)



A migragdo de neutrofilos para o parénquima pulmonar apresenta algumas particularidades em
relacdo ao resto do organismo. A maior concentragdo de PMN vascular pulmonar se encontra nos
capilares alveolares. Estes sdo extremamente finos e para que uma célula polimorfonuclear (de diametro
maior que a luz do capilar) percorra seu trajeto ¢ preciso mudar sua forma, o que ocorre em um tempo
mais longo do que para os eritrocitos. Desta forma, PMNs apresentam um transito mais lento pelo
capilares e isto permite que as mesmas estejam mais tempo proximas as moléculas de adesdo da parede
endotelial capilar. Moléculas de adesdo do tipo ICAM se apresentam, inclusive, em maiores
concentragdes na parede de capilares alveolares. Por estes motivos, se considera que a adesio ¢ o
extravasamento de neutrofilos para o parénquima pulmonar seja em geral facilitado (Wagner & Roth,
2000).

Ja foi verificado que concentragdes muito baixas de MCYST-LR (ppb) podem aumentar
diretamente em até 28% a aderéncia in vitro de PMN humanos (Hernadez et al., 2000). Portanto, a adesdo
de PMN as células endoteliais capilares (o que subseqiientemente pode levar a migracdo para o
parénquima pulmonar), além de ser estimulada por mediadores inflamatorios, pode ser favorecida
diretamente pelas microcistinas.

O processo inflamatdrio pode gerar dano ao tecido pulmonar também através da formagdo de
espécies reativas de oxigénio por células de defesa ativadas, tais como neutr6filos, monocitos e
macrofagos (Klaassen, 1996). Caso este estresse oxidativo tenha ocorrido em nossos experimentos, tal
fato também poderia explicar o aumento do colapso alveolar, que possivelmente foi decorrente de dano
aos pneumocitos do tipo II e conseqiiente deficiéncia na produgdo de surfactante.

Nos experimentos descritos neste capitulo, foi visto que extratos de M. aeruginosa e MCYST-
LR pura, injetados i.p. em doses sub-letais, causam um processo inflamatorio agudo em pulmao de
camundongos. Sao poucos os relatos da literatura que descrevem efeitos danosos ao pulméo relacionados
ao contato com cianobactérias toxicas ou suas toxinas isoladamente. De fato, a maioria se refere aos
efeitos de doses altas ou efeitos das toxinas diretamente administradas pela via aérea. Este estudo
demonstrou que uma Unica inje¢do i.p. de dose sub-letal de microcistinas pode causar injuria ao pulméao
por periodos continuos, direta ou indiretamente. Em face disso, fica evidente a necessidade de novos
estudos que possam contribuir para uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos no processo
inflamatorio causado por microcistinas.

Por fim, os resultados aqui apresentados deixam claro que o uso de agua contaminada com

cianobactérias produtoras de microcistinas, seja para fins de consumo oral, recreagdo ou clinico (como a



hemodialise), representa um risco para a populagdo ndo apenas pelos efeitos no figado, mas também pelos

possiveis danos causado a outros 6rgaos vitais, tais como o pulméo.



5- Analise da presenca de microcistinas no soro de pacientes renais
cronicos do HUCFF-UFRJ, intoxicados durante tratamento de
hemodiélise e avaliacdo experimental da presenca desta toxina em soro
de cobaias (ratos Wistar).

Participaram do estudo descrito neste capitulo:

Raquel M. Soares, Prof* Valéria F. Magalhées, Prof® Sandra M.F.O Azevedo
Laboratorio de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias — IBCCF®— UFRJ
Dr. Alvimar Delgado

Hospital Universitario Clementino Fraga Filho — Setor de Nefrologia -UFRJ

Dr. Jerome Servaites, Dr. Moucun Yuan, Prof. Wayne W. Carmichael

Dept. Biological Sciences - Wright State University — Ohio — EUA

Prof® Denise P. Carvalho

Laboratorio de Fisiologia Endocrina — IBCCF® —UFRJ

A partir de colaboragdes cientificas estabelecidas entre os grupos acima citados e através do
Programa de Doutorado com Estagio no Exterior da CAPES, objetivou-se investigar a presenca de
microcistinas no soro de pacientes renais cronicos do HUCFF-UFRJ, intoxicados durante tratamento
dialitico. Como objetivo complementar, também foi investigado experimentalmente a presenga de
microcistinas em soro de cobaias (ratos Wistar).

5.1 — Histérico do estudo da exposicéo de pacientes hemodialisados a microcistinas:

Aproximadamente na primeira semana de novembro de 2001, a agua tratada distribuida a cidade
do Rio de Janeiro comegou a apresentar cheiro e gosto desagradaveis, possivelmente relacionados a
geosmina (substancia produzida por cianobactérias e fungos), o que levou a reclamagdes por parte da
populagdo. Analises do fitoplancton em amostras de agua bruta do reservatdrio do Funil e do rio Guandu,
que fica a jusante do reservatério e € responsavel pelo abastecimento de grande parte do municipio do Rio
de Janeiro, confirmaram a dominancia de dois géneros de cianobactéria provavelmente responsaveis pelo
cheiro e odor da agua — Anabaena e Microcystis. O numero de células de cianobactérias no reservatorio

chegou a 2.000.000/mL na primeira amostragem em 22/11/01 e subseqiientes contagens de célula de



amostras do rio Guandu mostraram dominéncia total do género Microcystis (Tabela 5.1). Um bioensaio
realizado por injecdo intraperitoneal em camundongos, com uma amostra de células liofilizadas da
florag¢do de cianobactérias obtida do reservatdrio do Funil (27/11/01), apresentou uma dose letal minima
de 60mg/Kg de peso corporeo. Os sintomas de intoxicagdo observados foram tipicos de hepatotoxicose

causada por microcistinas.

Tabela 5.1 — Numero de células do fitoplancton no Rio Guandu

Rio Guandu Células / mL
Microcystis — 26/11/01 4,62 x 10°
Fitoplancton total - 26/11/01 4,68 x 10°
Microcystis - 27/11/01 1,95 x 10°

Andlises de microcistinas por ELISA na agua tratada distribuida a populagdo
confirmaram a presenca de 0,4ug /L durante a ultima semana de novembro. Nesta
época, havia 45 clinicas de didlise na drea do Grande Rio de Janeiro, incluindo 32 na
area municipal que eram responsdveis pelo tratamento de aproximadamente 4.000
pacientes renais cronicos. Todas estas clinicas empregavam a osmose reversa no
tratamento da agua a ser utilizada na hemodialise. Para avaliar a eficiéncia deste sistema
em reter a passagem das microcistinas para os pacientes, analises da dgua antes e ap0s a
osmose reversa foram requisitadas pela Secretaria de Estado de Satde do Rio de
Janeiro. Amostras de dgua de todas as 45 clinicas da cidade foram analisadas utilizando-
se kits comerciais de ELISA para microcistinas da Envirologix Inc (1 amostra dupla por
clinica durante o periodo de 6 a 13/12/01). Em quatro clinicas foram obtidos resultados

positivos na agua apds o sistema de osmose reversa (Tabela 5.2).



Tabela 5.2 — Microcistinas detectadas por ELISA em amostras de agua
apos osmose reversa em 4 clinicas de dialise no Rio de Janeiro.

Concentragéo de MCYSTSs (pg /L)

Clinica 1 0,150
Clinica 2 0,001
Clinica 3 1,600
Clinica 4 0,028

A 4gua utilizada no setor de didlise do Hospital Universitario Clementino Fraga
Filho (HUCFF) foi positiva para microcistinas antes e depois da coluna de carvao
ativado (0,33 e 0,32 pg/L respectivamente) em 03/12/01. A partir de entdo, um estudo
em colaboracdo com o Setor de Nefrologia deste hospital foi estabelecido e amostras de
dgua antes e apds a osmose reversa foram coletadas diariamente até 14/12/01 e
semanalmente até o final de janeiro de 2002. Todas apresentaram resultados abaixo do
limite de deteccdo do método (0,16pug/L - kits Envirologix) até o final do periodo de

monitoramento.

Considerando-se que a cada sessdo de hemodialise um paciente renal entra em contato, pela via
intravenosa, com 120 litros de agua, uma possivel contaminacdo da mesma com microcistinas
representaria um sério risco aos pacientes, mesmo que estas toxinas estivessem presentes em baixas
concentragdes. Portanto, em face deste risco, objetivou-se avaliar o grau de exposicdo dos pacientes
renais do Setor de Nefrologia do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho — UFRJ as microcistinas

neste episodio.

5.2 - Material e Métodos

5.2.1 — Coleta de soro do pacientes do HUCFF:

De 5/12/01 a 29/01/02, estabeleceu-se o monitoramento dos 44 pacientes que recebiam

tratamento hemodialitico no HUCFF. A equipe do hospital realizou a coleta de sangue destes pacientes

durante as sessdes de hemodialise neste periodo e parte do soro nos foi cedida (0,4 a ImL) para analise da



presenca de microcistinas. Apods analise dos dados clinicos, 12 pacientes foram selecionados de acordo

com a freqiiéncia ¢ o nimero de amostras disponiveis ¢ negatividade para virus da hepatite C ¢ HIV.

5.2.2 — Extragdo de microcistinas das amostras de soro:

A mesma metodologia foi aplicada para a extracdo de microcistinas tanto do soro de pacientes
do HUCFF quanto dos ratos utilizados no experimento de exposi¢do a MCYST-LR. Para tanto, foram
adicionados as amostras 10mL de metanol 100%. A mistura foi agitada por 30 minutos, centrifugada a
10000g por 10 minutos, sendo o sobrenadante separado e o precipitado novamente submetido a extragdo
com metanol. Ao volume final de extrato metanolico foi adicionado igual volume de hexano para a
separacdo da fracdo lipidica do extrato. A mistura foi agitada vigorosamente e a camada de hexano
descartada e substituida por um novo volume de hexano. Este processo foi repetido por mais duas vezes,
o extrato metanolico foi recuperado, evaporado totalmente e ressuspenso em 1mL de dgua deionizada.
Este extrato final foi parcialmente purificado em um cartucho de C18 (Oasis HLB- 6c¢c) previamente
ativado com 5SmL de metanol 100% e SmL de agua deionizada. O cartucho foi lavado com SmL de agua
seguidos de SmL de metanol 30% e eluido com 5 mL de metanol 100%. Esta fragdo metandlica foi
evaporada e ressuspensa em 1mL de dgua deionizada. Em seguida, uma aliquota de 100 pL foi separada
para analise por ELISA e o volume restante foi novamente evaporado e ressupenso em 200uL de uma
solucdo de acetonitrila/ agua/ acido heptafluorbutirico (25%:50%:0,02% v/v) e analisado por

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC/MS).

5.2.3 — Analises das amostras de soro dos pacientes por ELISA:

Os extratos foram analisados por ELISA de acordo com a metodologia descrita por Chu et al

(1990), An & Carmichael (1994) e Carmichael & An (1999), descrita em detalhes na se¢do 3.1.4. A partir

da curva padrdo de MCYST-LR obtida na analise, calculou-se a concentragdes de microcistinas nas

amostras de soro, expressas como equivalentes de MCYST-LR.

5.2.4 - Analises das amostras de soro dos ratos por ELISA:

Os extratos das amostras de soro de ratos foram analisados em duplicata por ELISA utilizando-

se kits comerciais para microcistinas (formato tubos) da Beacon Analytical Systems Inc. (Portland, ME,



EUA), seguindo-se o protocolo do fabricante. Este método segue basicamente os mesmos principios do

método de ELISA descrito na se¢do 3.1.4.

5.2.5 — Analise de microcistinas totais no soro de pacientes:

Amostras de soro de pacientes hemodialisados e amostra de soro controle (de doadores que nao
recebiam tratamento dialitico, portanto potencialmente ndo expostos as MCYSTs) foram preparadas para
analise de MCYSTs totais, através da analise indireta do subproduto de oxidagéo destas toxinas, o acido
acido 2-metil-3-metoxi-4-fenilbutirico (MMPB). Uma aliquota do soro controle foi propositalmente
contaminado com MCYST-LR (0,01-25 pg/ml) para se obter um controle positivo.

A modlecula de MMPB ¢ produzida durante o processo de oxidagdo Lemieux do aminoacido
Adda das moléculas de MCYSTs (Figura 5.1). Como a oxidacdo ocorre tanto em MCYST livres quanto
ligadas a outras moléculas ou peptideos, esta andlise ¢ a mais adequada para se obter a concentracado total
desta toxina em matrizes organicas (tecidos). Além disso, devido ao fato do MMPB se originar do
aminoacido Adda, o qual ¢ bastante incomum e especifico das microcistinas, esta andlise permite a
investigacdo da presenca destas toxinas sem o risco de resultado falso positivo. Neste trabalho, seguiu-se
o método descrito por Ott & Carmichael (2001), sendo o padrdo de MMPB fornecido pelo Dr. Michio
Namikoshi (Tokyo University of Fishers, Japao).

O procedimento de oxidagdo se iniciou adicionando-se uma solucdo de permanganato de
potassio e meta-periodato de sodio a iguais molaridades (0,02M) as amostras. O pH foi ajustado a
aproximadamente 9 com solucdo de bicarbonato de potassio. Permanganato de potassio solido foi
continuamente adicionado para manter o estado oxidado da solugdo durante o curso da reagdo (3h) em
agitador a 100 rpm. A rea¢do foi interrompida com 0,5 — 1,5 g de bisulfito de sdédio so6lido, o que foi
indicado pela mudanga da cor da solugdo de purpura para branca. Em seguida, foi feito o ajuste do pH
para 2 com acido sulfurico 10% e adicionou-se metanol 100% (grau HPLC) a solugo atingindo uma
concentragdo de 7,5% (v/v).

Glu —Mdha
\Ala
Oxidagao O:Me o LC/ESIMS
L) e z OHmﬁm’
Arg —MeAsp E
CH,
Microcistina-LR MMPB jon m/z 207

(ligada, livre ou derivada)

Figura 5.1 — Diagrama esquematico da produgdo de MMPB por oxidagdo Lemieux.

Para a extragdo de MMPB da solucdo de oxidagao foram utilizados cartuchos 3M Empore SDB-
XC 7mm/3mL (Fisher Scientific, Pittsburgh PA, EUA), os quais foram ativados previamente com
metanol e 4gua deionizada. Em seguida, as amostras oxidadas foram adicionadas e os cartuchos foram
lavados com solug@o de metanol 15%/ acido acético 0,05% (v/v) e agua deionizada/ acido acético 0,05%.
A eluigao foi feita com metanol 70% e as amostras foram evaporadas e reconstituidas em metanol 30%/

acido acético 0,05% (v/v) para analises de LC/MS em SIM/ Modo negativo (m/z 207).



5.2.6 — Analises por LC/MS e MS/MS dos extratos das amostras de soro de pacientes:

5.2.6.1 — Condigdes analiticas da cromatografia liquida (LC):

A separacdo de MCYSTs foi realizada em uma coluna de C8 - Symmetry (3.5 pm, 2,1x100 mm,
fase reversa da Waters), utilizando com fase moével solucdo de acetonitrila/ acido trifluoracético 0,05%,
agua deionizada/ acido trifluoracético 0,05% (condigdes de gradiente: 10% organica de 0 a 3 min, 60%
organica de 3,1 a 9 min, 10% organica de 9,1 a 20 min) em um fluxo de 0,2 mL/ minuto. O volume de

amostra injetado foi de 20uL.

5.2.6.2 — Condigdes analiticas da espectrometria de massas (MS):

A andlise de massas das amostras (sejam de MMPB ou MCYSTs diretamente) foi feita em um
espectrometro ThermoQuest LCQ de bancada com modos de scan MS e MS/MS. Uma fonte de ion para
ionizagdo de “eletron spray” (ESI) foi utilizada e uma sintonizacéo (tune file) foi criada para cada analise.
O sistema foi otimizado para a transmissdo de um unico ion carregado [M + H]+. A voltagem do spray
foi de +5 kV e a temperatura do capilar foi de 250°C. Para aumentar a razio sinal/ ruido, o modo “scan”
de monitoramento de reagdo (SRM) foi utilizado. O ion parental de m/z 995,5 (equivalente as
microcistinas) foi monitorado em 2 amu de amplitude de massa e a energia de colisdo relativa foi de 5%.

Para a determinacdo da concentra¢do de microcistinas nas amostras, uma curva padrio foi feita

com as diferentes concentracdes de padrdo de MCYST-LR variando de 0,97 a 250 ng/mL.

5.2.7 — Analise estatistica:

Os dados dos pacientes do HUCFF selecionados para este estudo foram dividos em dois grupos,
de acordo com os dias da semana em que os pacientes recebiam tratamento hemodialitico. O grupo 1
refere-se aos pacientes que recebiam o tratamento as segundas, quartas e sextas-feiras e o grupo 2 aos que
recebiam tratamento as tercas, quintas e sabados. Para a andlise da variagcdo de microcistinas ao longo do
tempo, o conjunto de dados (resultados de ELISA) de cada grupo foi dividido em 4 subgrupos (cada um
representando o periodo seqiiencial de 2 semanas a partir da data estimada de exposi¢do as MCYSTs
(3/12/01) ). Um teste t para amostras independentes foi utilizado para comparar os 4 grupos de dados de 2
semanas através da andlise de varidncia (ANOVA) (p< 0,05). As andlises estatisticas foram feitas com o

software STATISTICA.



5.2.8 — Exposi¢ao de ratos Wistar a uma dose sub-letal de MCYST-LR:

Ratos Wistar machos adultos, pesando entre 260 e 318 g (n=10), mantidos em gaiolas em seu
biotério de origem, o Laboratério de Fisiologia Endécrina— IBCCF® —~UFRJ, foram injetados uma tnica
vez com uma solugdo aquosa de MCYST-LR (padrdo gentilmente cedido pelo Prof. Wayne Carmichael,
Wright State University, EUA) em dose sub-letal de 45ug/Kg de peso corpoéreo. Outros 10 ratos
utilizados como controle foram injetados com 0,5mL de solugéo salina ( NaCl 0,9%).

Ambos os grupos teste e controle foram subdivididos em 2 subgrupos de 5 animais. Uma
amostra de sangue (aproximadamente 3mL) foi retirada a cada semana aproximadamente, tanto do grupo
teste quanto do controle, alternando-se os subgrupos de 5 animais a cada semana. Assim, cada subgrupo
somente sofreu a retirada de sangue a cada 15 dias. Apds anestesia dos animais com xilazina (5Smg/Kg) e
cetamina (50mg/kg), o sangue foi retirado com seringa descartavel a partir da veia jugular exposta. Em
seguida, o tecido acima da veia foi suturado e esterilizado com alcool. O sangue, coletado em frascos
Falcon, foi imediatamente centrifugado a 3000 g para a obtencdo do soro e este armazenado em frasco de
vidro em freezer -20°C até o momento da extragdo e analise por ELISA, como descrito nos itens 5.2.2 e
5.2.4.

Os animais de todos os grupos foram sacrificados por decapitacdo ao final do periodo de

amostragem.

5.3 — Resultados e Discussdo

Durante o periodo de amostragem (5/12/01 a 29/01/02) 96 amostras de soro foram obtidas dos 12
pacientes renais selecionados (em média de 5 a 10 amostras por paciente). Deste total, 89% foram
positivas para MCYSTs quando analisadas por ELISA. Todos os 12 pacientes apresentaram amostras
positivas, mas também houve amostras com concentra¢des abaixo do limite de detec¢io do método. A
Figura 5.2 apresenta os valores da concentragdo de MCYSTs em cada amostra de soro durante o periodo
de amostragem. A mais baixa e a mais alta concentragdo detectadas foram 0,16 ¢ 0,96ng/mL em 28/12/01
e 03/01/02, respectivamente, em diferentes pacientes.

MCYSTs foram detectadas nas amostras ao longo de todo o periodo de amostragem, portanto,

quase 2 meses apos a primeira data considerada de exposicdo — 03/12/01. As mais altas concentragdes



foram encontradas na primeira semana de janeiro, tanto no grupo de pacientes com tratamento as
segunda/quarta/sexta-feiras (SQS) quanto nos de terga/quinta/sabado (TQS).

A analise estatistica demonstrou que os valores de MCYSTs no soro ndo foram, de maneira
geral, significativamente diferentes (p<0,05) entre dezembro e janeiro. A unica diferenca estatistica

ocorreu entre os dois grupos de pacientes (SQS x TQS) no periodo de 14-28 de dezembro. No entanto,
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Figura 5.2 — Concentragdo de microcistinas no soro de pacientes renais do setor de dialise do HUCFF -
UFRI. O periodo de amostragem se estendeu de 5/12/01 a 29/01/02. A linha tracejada indica o limite de

detec¢@o do método de analise (ELISA) — 0,16 ng/mL. P= paciente.

Uma amostra de soro positiva de cada um dos 12 pacientes e uma amostra de soro controle (de
doador - negativa para MCYSTs) foram analisadas por LC/MS para confirmar e caracterizar a presenga
de MCYSTs.

A Figura 5.3a mostra o espectro do padrdo de MCYST-LR (7,8ng/mL) no modo de scan SEM,
com um tempo de reten¢do de 11,74 minutos (M/z 995,31). Os sinais de fragmentos oriundos da analise
de MS/MS podem ser observados na Figura 5.3b. Nenhum sinal com o mesmo tempo de retengdo e massa
do sinal do padrdo de MCYST-LR foi observado nas amostras de soro dos pacientes. Entretanto, um sinal
entre os tempos de reten¢do de 10,90 e 11,10 minutos e 995 m/z foi detectado em todas as amostras
analisadas, como exemplificado na Figura 5.4a. Este sinal, quando analisado por MS/MS, nao produz os

fragmentos caracteristicos da molécula de microcistina, o que seria necessario para a confirmagdo da



molécula. Entretanto, um sinal com estas caracteristicas de tempo de retencdo e massa ndo foi detectado
na amostra de soro controle (Figura 5.4b), o que contribui para a hipotese de que a presenca de MCYSTs
foi realmente confirmada por LC/MS nas amostras de soro dos pacientes renais.

As analises de LC/MS das amostras de soro ndo foram conclusivas. Possivelmente, isso ocorreu
devido a interferéncia da matriz (o soro) que contém um incontavel nimero de peptideos, muitos deles
com caracteristicas de polaridade e massa semelhantes as das MCYSTs, portanto, de dificil separagao.
Uma outra hipdtese, que explicaria a dificuldade na identificagdo de MCYSTs no soro por LC/MS, ¢ o
fato das amostras terem estado armazenadas a -20°C por 10 meses antes do inicio das analises. Isto pode
ter levado a mudangas estruturais na molécula que resultaram em alteragdo no tempo de retengdo e/ou

dificuldades na obtenc¢do dos fragmentos especificos nas analises por MS/MS.
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Figura 5.3 — Espectros da analise de LC/MS (a) de padrao de MCYST-LR (7,8ng/mL) em modo “scan”

SRM e da analise de MS/MS (b) do mesmo padrdo mostrando os ions de fragmentag@o no mesmo tempo

de retenciio e massas caracteristicas para: [M + H — CO]" (m/z 967), Arg-Adda-Glu + H ou BMeAsp-Arg-
Adda+H (m/z 599) e Mdha-Ala-Leu- fMeAsp +H (m/z 553).
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Figura 5.4 - Espectros da analise de LC/MS (a) da amostra de soro de um dos pacientes e (b) da amostra
de soro controle em modo “scan” SRM. A amostra do paciente mostra um sinal em 11,07 minutos, m/z

995,19, que ndo € observado na amostra de soro controle.

Entretanto, as analises de LC/MS no soro controle contaminado com MCYST-LR mostraram a
presenga de MMPB em um sinal com tempo de retengdo de 8,4 minutos e 207m/z. O mesmo sinal foi
observado nas amostras de soro dos pacientes (Fig 5.5). Estes sinais sdo equivalentes ao sinal verificado
na analise do padrdo de MMPB.

Estas analises indiretas e qualitativas de MCYSTs totais no soro, combinadas com os resultados
obtidos com ELISA, indicam que estes pacientes renais cronicos foram expostos a doses baixas destas

toxinas. Dentre 12 pacientes selecionados, nenhum apresentou niveis de enzimas hepéaticas no soro que



indicasse algum dano ao figado, tdo pouco foram observados sintomas que pudessem ser atribuidos a
intoxicagdo com MCYSTs. Contudo, do total de 44 pacientes renais que faziam hemodialise no HUCFF,
alguns apresentaram altos niveis de enzimas hepaticas no soro no periodo do monitoramento. Entretanto,
estes pacientes também apresentavam um quadro de problemas hepaticos, tais como hepatite C, que
impossibilitaram qualquer correlacdo direta com intoxicag¢do por MCYSTs.

A concentra¢do média de MCYSTs em amostras de soro de pacientes de hemodialise que foram
vitimas fatais em Caruaru em 1996 foi estimado em 2,2 ng/mL (Carmichael et al., 2001; Azevedo et al.,
2002). Este valor ¢ mais que o dobro da concentracdo mais alta encontrada no soro dos pacientes renais
do Rio analisados neste estudo.

No entanto, mesmo doses baixas podem representar um risco para 0 organismo exposto a
microcistinas. Experimentos laboratoriais t€m mostrado que exposicdes sub-letais a essas toxinas podem
promover tumores de figado, colon e pele (Falconer, 1991; Ito et al., 1997a; Humpage et al., 2000).
Portanto, uma vez que essas toxinas foram detectadas continuamente no soro desses pacientes renais nos
dois meses apds o periodo de exposi¢do, ndo se pode deixar de considerar o risco potencial dessa

exposicdo cronica de 6rgdos e tecidos a MCYSTs na promogao de tumores.
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Figura 5.5 — Detec¢ao de MMPB por andlise de LC/MS: (a) sinal de MMPB em 8,4 minutos no
soro controle contaminado com MCYST-LR, (b) sinal de MMPB em 8,4 minutos na amostra de soro de

um paciente.

Durante o monitoramento semanal da dgua utilizada no setor de dialise do HUCFF por ELISA
ndo foi detectada a presenga de MCYSTs ap6s 03/12/01. Isto sugere que ndo ocorreu exposi¢ao a estas
toxinas, até o final de janeiro de 2002, pelo tratamento dialitico. Desta forma, a hipdtese mais provavel
para explicar a presenca de MCYSTs no soro dos pacientes ¢ que as mesmas sejam oriundas do figado.
Entretanto, a liberagdo de microcistinas deste 6rgao, assim como a cinética de detoxificacdo e eliminagdo
destas toxinas do organismo ainda ndo estdo elucidadas.

Uma vez no figado, MCYSTs se ligam covalente ¢ irreversivelmente as proteinas fosfatases

(PP1 e 2 A) (Carmichael, 1994). No entanto, alguns estudos com peixes ¢ moluscos demonstram haver



aumento na concentragdo de MCYSTs livres em tecidos destes animais varios dias apos a intoxicagao
(Soares et al, 2004; Vasconcelos , 1995). Isto sugere que estas toxinas possam ter sido liberadas de
proteinas fosfatases durante o “turnover” das mesmas e, assim, voltaram a circular no organismo. Esta
hipotese explicaria as concentragdes de MCYSTs encontradas no soro dos pacientes durante os dois
meses subseqiientes a exposicao e levanta a questdo de qual seria a “meia vida” dessas toxinas em seres
humanos ou outros organismos.

O experimento realizado com ratos, injetados com uma dose sub-letal de MCYST-LR
(45ug/Kg), teve como objetivo confirmar o observado nos pacientes renais. De fato, os resultados
mostraram que os animais apresentaram MCYST-LR no soro durante os 2 meses de amostragem apos a
data da unica inje¢@o intraperitoneal (Tabela 5.3). Varias amostras apresentaram concentragdes abaixo do
limite de detec¢do do método de ELISA utilizado (0,1 ng/mL). Dentre as amostras que apresentaram
concentragdes mensuraveis, o valor mais baixo foi de 0,1 ng/mL e valor mais alto foi de 45,65 ng/mL ,
sendo este ultimo encontrado na ultima amostragem, portanto, 55 dias apds a injecdo i.p. Estimando—se
como sendo de 3ml o volume total de soro dos ratos utilizados, entdo esta concentragdo maxima de
MCYST-LR significaria 1% da massa originalmente injetada no animal (aproximadamente 13,5ug de
MCYST-LR para cada animal de 300g). Os valores médios de MCYST-LR encontrados no soro dos ratos
ao longo do periodo de estudo estdo apresentados na Tabela 5.3. Observam-se dois momentos de
concentragdes significativamente mais altas: o primeiro 14 dias apos a injecdo e o segundo no final do
periodo de amostragem.

Apesar de ndo ser possivel uma comparacao direta entre a dindmica de MCYSTs em ratos e
seres humanos, estes resultados se assemelham ao verificado nos pacientes renais do Rio que também
apresentaram as mais altas concentragdes de MCYSTs no soro muitos dias ap6s a data de exposigao (30

dias).



Tabela 5.3 — Concentragdo de MCYST-LR no soro de ratos Wistar injetados com 45ug MCYST-LR/Kg

Amostragem Concentracéo de Erro padréo
(dias apds a injecéo i.p.) MCYST-LR (ng /mL)
6 0,55 0,24
14 12,69 5,69
20 0,23 0,13
27 0,14 0,14
34 0,22 0,13
41 0,27 0,15
55 18,27 5,94

Todo o exposto acima revela que o sistema de osmose reversa utilizado no setor de didlise do
HUCEFF néo previniu a contaminagdo da dgua por microcistinas utilizada no tratamento hemodialitico dos
pacientes renais. De acordo com Neumann & Weckesser (1998), que avaliaram 3 diferentes membranas
de osmose reversa, as taxas de retencdo para duas diferentes MCY STs variaram de 96,7 a 99,9%.

Segundo informagdes prestadas pelo setor de Nefrologia do HUCFF, o sistema que estava em
uso na época era novo ¢ estava operando de acordo com as instrugdes do fabricante. No entanto, sabe-se
também que o mesmo foi projetado para funcionar em temperatura ambiente de 20 + 5°C, mas a
temperatura local na época desta investigacdo era de aproximadamente 40 °C (periodo de verdo). Sendo
assim, esta ¢ uma possivel explicacdo para o fato de uma membrana teoricamente capaz de reter
moléculas acima de 200 daltons ter permitido a passagem para a agua de didlise de moléculas como as
MCYSTs ( cerca de 1000 daltons). Certamente outros fatores podem estar envolvidos nesta falha e
deveriam ser cuidadosamente investigados.

Considerando-se que microcistinas, em certas circunstancias, podem passar pela membrana de
osmose reversa ¢ que em cada sessdo de hemodialise o paciente entra em contato, pela via intravenosa,
com 120 litros de agua, fica claro que a recomendagdo de 1pug/L de MCYSTs, adotada pela Organizagao
Mundial da Saude, como limite maximo para a agua tratada para consumo humano (Falconer et al., 1994,
Chorus & Bartram, 1999) ¢ apenas adequada para agua utilizada para consumo oral e com o
conhecimento atual ainda ndo é possivel estabelecer nenhum limite aceitavel para concentragdo de

MCYSTs em agua utilizada em procedimentos dialiticos.



Neste trabalho foi apresentado mais um exemplo de exposi¢do de pacientes renais as MCYSTs
durante tratamento de hemodialise, o que ilustra o quanto ¢ importante o0 monitoramento dos mananciais
de abastecimento que podem ser periodicamente contaminados com cianobactérias potencialmente
toxicas e que sdo utilizados para o fornecimento de agua para os diversos tipos de uso, incluindo o
clinico.

Esse estudo também revelou que métodos de tratamento de 4gua (como a osmose reversa, por
exemplo) para usos especificos precisam ser testados quanto a sua habilidade em remover novas fontes de

contaminagao, tais como cianotoxinas, antes de serem rotineiramente aplicados.



5- Analise da presenca de microcistinas no soro de pacientes renais
cronicos do HUCFF-UFRJ, intoxicados durante tratamento de
hemodiélise e avaliacdo experimental da presenca desta toxina em soro
de cobaias (ratos Wistar).

Participaram do estudo descrito neste capitulo:

Raquel M. Soares, Prof* Valéria F. Magalhées, Prof® Sandra M.F.O Azevedo
Laboratorio de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias — IBCCF®— UFRJ
Dr. Alvimar Delgado

Hospital Universitario Clementino Fraga Filho — Setor de Nefrologia -UFRJ

Dr. Jerome Servaites, Dr. Moucun Yuan, Prof. Wayne W. Carmichael

Dept. Biological Sciences - Wright State University — Ohio — EUA

Prof® Denise P. Carvalho

Laboratorio de Fisiologia Endocrina — IBCCF® —UFRJ

A partir de colaboragdes cientificas estabelecidas entre os grupos acima citados e através do
Programa de Doutorado com Estagio no Exterior da CAPES, objetivou-se investigar a presenca de
microcistinas no soro de pacientes renais cronicos do HUCFF-UFRJ, intoxicados durante tratamento
dialitico. Como objetivo complementar, também foi investigado experimentalmente a presenga de
microcistinas em soro de cobaias (ratos Wistar).

5.1 — Histérico do estudo da exposicéo de pacientes hemodialisados a microcistinas:

Aproximadamente na primeira semana de novembro de 2001, a agua tratada distribuida a cidade
do Rio de Janeiro comegou a apresentar cheiro e gosto desagradaveis, possivelmente relacionados a
geosmina (substancia produzida por cianobactérias e fungos), o que levou a reclamagdes por parte da
populagdo. Analises do fitoplancton em amostras de agua bruta do reservatdrio do Funil e do rio Guandu,
que fica a jusante do reservatério e € responsavel pelo abastecimento de grande parte do municipio do Rio
de Janeiro, confirmaram a dominancia de dois géneros de cianobactéria provavelmente responsaveis pelo
cheiro e odor da agua — Anabaena e Microcystis. O numero de células de cianobactérias no reservatorio

chegou a 2.000.000/mL na primeira amostragem em 22/11/01 e subseqiientes contagens de célula de



amostras do rio Guandu mostraram dominéncia total do género Microcystis (Tabela 5.1). Um bioensaio
realizado por injecdo intraperitoneal em camundongos, com uma amostra de células liofilizadas da
florag¢do de cianobactérias obtida do reservatdrio do Funil (27/11/01), apresentou uma dose letal minima
de 60mg/Kg de peso corporeo. Os sintomas de intoxicagdo observados foram tipicos de hepatotoxicose

causada por microcistinas.

Tabela 5.1 — Numero de células do fitoplancton no Rio Guandu

Rio Guandu Células / mL
Microcystis — 26/11/01 4,62 x 10°
Fitoplancton total - 26/11/01 4,68 x 10°
Microcystis - 27/11/01 1,95 x 10°

Andlises de microcistinas por ELISA na agua tratada distribuida a populagdo
confirmaram a presenca de 0,4ug /L durante a ultima semana de novembro. Nesta
época, havia 45 clinicas de didlise na drea do Grande Rio de Janeiro, incluindo 32 na
area municipal que eram responsdveis pelo tratamento de aproximadamente 4.000
pacientes renais cronicos. Todas estas clinicas empregavam a osmose reversa no
tratamento da agua a ser utilizada na hemodialise. Para avaliar a eficiéncia deste sistema
em reter a passagem das microcistinas para os pacientes, analises da dgua antes e ap0s a
osmose reversa foram requisitadas pela Secretaria de Estado de Satde do Rio de
Janeiro. Amostras de dgua de todas as 45 clinicas da cidade foram analisadas utilizando-
se kits comerciais de ELISA para microcistinas da Envirologix Inc (1 amostra dupla por
clinica durante o periodo de 6 a 13/12/01). Em quatro clinicas foram obtidos resultados

positivos na agua apds o sistema de osmose reversa (Tabela 5.2).



Tabela 5.2 — Microcistinas detectadas por ELISA em amostras de agua
apos osmose reversa em 4 clinicas de dialise no Rio de Janeiro.

Concentragéo de MCYSTSs (pg /L)

Clinica 1 0,150
Clinica 2 0,001
Clinica 3 1,600
Clinica 4 0,028

A agua utilizada no setor de dialise do Hospital Universitario Clementino Fraga
Filho (HUCFF) foi positiva para microcistinas antes e depois da coluna de carvao
ativado (0,33 e 0,32 pg/L respectivamente) em 03/12/01. A partir de entdo, um estudo
em colaboracdo com o Setor de Nefrologia deste hospital foi estabelecido e amostras de
agua antes e apOs a osmose reversa foram coletadas diariamente até 14/12/01 e
semanalmente até o final de janeiro de 2002. Todas apresentaram resultados abaixo do
limite de deteccdo do método (0,16pug/L - kits Envirologix) até o final do periodo de

monitoramento.

Considerando-se que a cada sessdo de hemodialise um paciente renal entra em contato, pela via
intravenosa, com 120 litros de agua, uma possivel contaminacdo da mesma com microcistinas
representaria um sério risco aos pacientes, mesmo que estas toxinas estivessem presentes em baixas
concentragdes. Portanto, em face deste risco, objetivou-se avaliar o grau de exposicdo dos pacientes
renais do Setor de Nefrologia do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho — UFRJ as microcistinas

neste episodio.



5.2 - Material e Métodos

5.2.1 — Coleta de soro do pacientes do HUCFF:

De 5/12/01 a 29/01/02, estabeleceu-se o monitoramento dos 44 pacientes que recebiam
tratamento hemodialitico no HUCFF. A equipe do hospital realizou a coleta de sangue destes pacientes
durante as sessdes de hemodialise neste periodo e parte do soro nos foi cedida (0,4 a 1mL) para analise da
presenca de microcistinas. Apos analise dos dados clinicos, 12 pacientes foram selecionados de acordo

com a freqiiéncia e o nimero de amostras disponiveis e negatividade para virus da hepatite C e HIV.

5.2.2 — Extragdo de microcistinas das amostras de soro:

A mesma metodologia foi aplicada para a extragdo de microcistinas tanto do soro de pacientes
do HUCFF quanto dos ratos utilizados no experimento de exposi¢do a MCYST-LR. Para tanto, foram
adicionados as amostras 10mL de metanol 100%. A mistura foi agitada por 30 minutos, centrifugada a
10000g por 10 minutos, sendo o sobrenadante separado e o precipitado novamente submetido a extragdo
com metanol. Ao volume final de extrato metanolico foi adicionado igual volume de hexano para a
separacdo da fracdo lipidica do extrato. A mistura foi agitada vigorosamente ¢ a camada de hexano
descartada e substituida por um novo volume de hexano. Este processo foi repetido por mais duas vezes,
o extrato metanolico foi recuperado, evaporado totalmente e ressuspenso em 1mL de dgua deionizada.
Este extrato final foi parcialmente purificado em um cartucho de C18 (Oasis HLB— 6¢c) previamente
ativado com 5SmL de metanol 100% e SmL de 4gua deionizada. O cartucho foi lavado com SmL de 4gua
seguidos de SmL de metanol 30% e eluido com 5 mL de metanol 100%. Esta fragdo metandlica foi
evaporada e ressuspensa em 1mL de dgua deionizada. Em seguida, uma aliquota de 100 pL foi separada
para analise por ELISA e o volume restante foi novamente evaporado e ressupenso em 200uL de uma
solugdo de acetonitrila/ agua/ acido heptafluorbutirico (25%:50%:0,02% v/v) e analisado por

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC/MS).



5.2.3 — Analises das amostras de soro dos pacientes por ELISA:

Os extratos foram analisados por ELISA de acordo com a metodologia descrita por Chu et al
(1990), An & Carmichael (1994) e Carmichael & An (1999), descrita em detalhes na se¢do 3.1.4. A partir
da curva padrdo de MCYST-LR obtida na analise, calculou-se a concentragdes de microcistinas nas

amostras de soro, expressas como equivalentes de MCYST-LR.

5.2.4 - Analises das amostras de soro dos ratos por ELISA:

Os extratos das amostras de soro de ratos foram analisados em duplicata por ELISA utilizando-
se kits comerciais para microcistinas (formato tubos) da Beacon Analytical Systems Inc. (Portland, ME,
EUA), seguindo-se o protocolo do fabricante. Este método segue basicamente os mesmos principios do

método de ELISA descrito na segdo 3.1.4.

5.2.5 — Analise de microcistinas totais no soro de pacientes:

Amostras de soro de pacientes hemodialisados e amostra de soro controle (de doadores que ndo
recebiam tratamento dialitico, portanto potencialmente ndo expostos as MCYSTs) foram preparadas para
analise de MCYSTs totais, através da analise indireta do subproduto de oxidacdo destas toxinas, o acido
acido 2-metil-3-metoxi-4-fenilbutirico (MMPB). Uma aliquota do soro controle foi propositalmente
contaminado com MCYST-LR (0,01-25 pg/ml) para se obter um controle positivo.

A molecula de MMPB ¢ produzida durante o processo de oxidacdo Lemieux do aminoécido
Adda das moléculas de MCYSTs (Figura 5.1). Como a oxidacdo ocorre tanto em MCYST livres quanto
ligadas a outras moléculas ou peptideos, esta andlise ¢ a mais adequada para se obter a concentracdo total
desta toxina em matrizes organicas (tecidos). Além disso, devido ao fato do MMPB se originar do
aminoacido Adda, o qual ¢ bastante incomum ¢ especifico das microcistinas, esta analise permite a
investigagdo da presenca destas toxinas sem o risco de resultado falso positivo. Neste trabalho, seguiu-se
o método descrito por Ott & Carmichael (2001), sendo o padrdo de MMPB fornecido pelo Dr. Michio
Namikoshi (Tokyo University of Fishers, Japao).

O procedimento de oxidacdo se iniciou adicionando-se uma solug¢do de permanganato de
potassio e meta-periodato de sodio a iguais molaridades (0,02M) as amostras. O pH foi ajustado a

aproximadamente 9 com solucdo de bicarbonato de potassio. Permanganato de potassio solido foi



continuamente adicionado para manter o estado oxidado da solugdo durante o curso da reagdo (3h) em

agitador a 100 rpm. A rea¢do foi interrompida com 0,5 — 1,5 g de bisulfito de sdédio sélido, o que foi

indicado pela mudanca da cor da solugdo de purpura para branca. Em seguida, foi feito o ajuste do pH

para 2 com acido sulfurico 10% e adicionou-se metanol 100% (grau HPLC) a solugéo atingindo uma

concentragdo de 7,5% (v/v).

Glu —Mdha
e OMe O
Oxid.agéo S LC/ESYMS
L oo R W
e v~ "OH
Arg —MeAsp :
CH,
Microcistina-LR MMPB

(ligada, livre ou derivada)

Figura 5.1 — Diagrama esquematico da produgdo de MMPB por oxidagdo Lemieux.

jon m/z 207

Para a extragdo de MMPB da solucdo de oxidagao foram utilizados cartuchos 3M Empore SDB-

XC 7mm/3mL (Fisher Scientific, Pittsburgh PA, EUA), os quais foram ativados previamente com

metanol e agua deionizada. Em seguida, as amostras oxidadas foram adicionadas e os cartuchos foram

lavados com solugdo de metanol 15%/ acido acético 0,05% (v/v) e agua deionizada/ acido acético 0,05%.

A eluicdo foi feita com metanol 70% e as amostras foram evaporadas e reconstituidas em metanol 30%/

acido acético 0,05% (v/v) para analises de LC/MS em SIM/ Modo negativo (m/z 207).

5.2.6 — Analises por LC/MS e MS/MS dos extratos das amostras de soro de pacientes:

5.2.6.1 — Condigdes analiticas da cromatografia liquida (LC):

A separagdo de MCYSTs foi realizada em uma coluna de C8 - Symmetry (3.5 um, 2,1x100 mm,

fase reversa da Waters), utilizando com fase movel solugdo de acetonitrila/ acido trifluoracético 0,05%,

agua deionizada/ acido trifluoracético 0,05% (condi¢des de gradiente: 10% organica de 0 a 3 min, 60%



orgénica de 3,1 a 9 min, 10% orgénica de 9,1 a 20 min) em um fluxo de 0,2 mL/ minuto. O volume de

amostra injetado foi de 20uL.

5.2.6.2 — Condigdes analiticas da espectrometria de massas (MS):

A anadlise de massas das amostras (sejam de MMPB ou MCYSTs diretamente) foi feita em um
espectrometro ThermoQuest LCQ de bancada com modos de scan MS ¢ MS/MS. Uma fonte de ion para
ionizacdo de “eletron spray” (ESI) foi utilizada e uma sintonizacdo (tune file) foi criada para cada analise.
O sistema foi otimizado para a transmissdo de um unico ion carregado [M + H]+. A voltagem do spray
foi de +5 kV e a temperatura do capilar foi de 250°C. Para aumentar a razio sinal/ ruido, o modo “scan”
de monitoramento de reagdo (SRM) foi utilizado. O ion parental de m/z 995,5 (equivalente as
microcistinas) foi monitorado em 2 amu de amplitude de massa e a energia de colisdo relativa foi de 5%.

Para a determinacgdo da concentragdo de microcistinas nas amostras, uma curva padrio foi feita

com as diferentes concentragdes de padrdo de MCYST-LR variando de 0,97 a 250 ng/mL.

5.2.7 — Analise estatistica:

Os dados dos pacientes do HUCFF selecionados para este estudo foram dividos em dois
grupos, de acordo com os dias da semana em que os pacientes recebiam tratamento hemodialitico. O
grupo 1 refere-se aos pacientes que recebiam o tratamento as segundas, quartas e sextas-feiras e o grupo
2 aos que recebiam tratamento as tergas, quintas e sabados. Para a analise da variagdo de microcistinas ao
longo do tempo, o conjunto de dados (resultados de ELISA) de cada grupo foi dividido em 4 subgrupos
(cada um representando o periodo seqiiencial de 2 semanas a partir da data estimada de exposi¢do as
MCYSTs (3/12/01) ). Um teste t para amostras independentes foi utilizado para comparar os 4 grupos de
dados de 2 semanas através da analise de variancia (ANOVA) (p< 0,05). As analises estatisticas foram

feitas com o software STATISTICA.

5.2.8 — Exposicao de ratos Wistar a uma dose sub-letal de MCYST-LR:

Ratos Wistar machos adultos, pesando entre 260 e 318 g (n=10), mantidos em gaiolas em seu

biotério de origem, o Laboratério de Fisiologia Endécrina— IBCCF® —UFRJ, foram injetados uma tnica



vez com uma solugdo aquosa de MCYST-LR (padrio gentilmente cedido pelo Prof. Wayne Carmichael,
Wright State University, EUA) em dose sub-letal de 45ug/Kg de peso corpdreo. Outros 10 ratos
utilizados como controle foram injetados com 0,5mL de solugéo salina ( NaCl 0,9%).

Ambos os grupos teste e controle foram subdivididos em 2 subgrupos de 5 animais. Uma
amostra de sangue (aproximadamente 3mL) foi retirada a cada semana aproximadamente, tanto do grupo
teste quanto do controle, alternando-se os subgrupos de 5 animais a cada semana. Assim, cada subgrupo
somente sofreu a retirada de sangue a cada 15 dias. Apds anestesia dos animais com xilazina (5Smg/Kg) e
cetamina (50mg/kg), o sangue foi retirado com seringa descartavel a partir da veia jugular exposta. Em
seguida, o tecido acima da veia foi suturado e esterilizado com alcool. O sangue, coletado em frascos
Falcon, foi imediatamente centrifugado a 3000 g para a obtencdo do soro e este armazenado em frasco de
vidro em freezer -20°C até o momento da extragdo e analise por ELISA, como descrito nos itens 5.2.2 e
5.2.4.

Os animais de todos os grupos foram sacrificados por decapitacdo ao final do periodo de

amostragem.

5.3 — Resultados e Discussdo

Durante o periodo de amostragem (5/12/01 a 29/01/02) 96 amostras de soro foram obtidas dos 12
pacientes renais selecionados (em média de 5 a 10 amostras por paciente). Deste total, 89% foram
positivas para MCYSTs quando analisadas por ELISA. Todos os 12 pacientes apresentaram amostras
positivas, mas também houve amostras com concentragdes abaixo do limite de detec¢do do método. A
Figura 5.2 apresenta os valores da concentracdo de MCYSTs em cada amostra de soro durante o periodo
de amostragem. A mais baixa e a mais alta concentragdo detectadas foram 0,16 e 0,96ng/mL em 28/12/01
e 03/01/02, respectivamente, em diferentes pacientes.

MCYSTs foram detectadas nas amostras ao longo de todo o periodo de amostragem, portanto,
quase 2 meses apos a primeira data considerada de exposicdo — 03/12/01. As mais altas concentragdes
foram encontradas na primeira semana de janeiro, tanto no grupo de pacientes com tratamento as
segunda/quarta/sexta-feiras (SQS) quanto nos de ter¢a/quinta/sabado (TQS).

A andlise estatistica demonstrou que os valores de MCYSTs no soro ndo foram, de maneira
geral, significativamente diferentes (p<0,05) entre dezembro e janeiro. A unica diferenca estatistica
ocorreu entre os dois grupos de pacientes (SQS x TQS) no periodo de 14-28 de dezembro. No entanto,

ndo se dispde de informagdo suficiente para explicar esta diferenga.
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Figura 5.2 — Concentragdo de microcistinas no soro de pacientes renais do setor de dialise do HUCFF -
UFRIJ. O periodo de amostragem se estendeu de 5/12/01 a 29/01/02. A linha tracejada indica o limite de

detec¢do do método de analise (ELISA) — 0,16 ng/mL. P= paciente.

Uma amostra de soro positiva de cada um dos 12 pacientes e uma amostra de soro controle (de
doador - negativa para MCYSTs) foram analisadas por LC/MS para confirmar e caracterizar a presenca
de MCYSTs.

A Figura 5.3a mostra o espectro do padrao de MCYST-LR (7,8ng/mL) no modo de scan SEM,
com um tempo de retengdo de 11,74 minutos (M/z 995,31). Os sinais de fragmentos oriundos da analise
de MS/MS podem ser observados na Figura 5.3b. Nenhum sinal com o mesmo tempo de retengdo e massa
do sinal do padrdo de MCYST-LR foi observado nas amostras de soro dos pacientes. Entretanto, um sinal
entre os tempos de retengdo de 10,90 ¢ 11,10 minutos € 995 m/z foi detectado em todas as amostras
analisadas, como exemplificado na Figura 5.4a. Este sinal, quando analisado por MS/MS, nao produz os
fragmentos caracteristicos da molécula de microcistina, o que seria necessario para a confirmagdo da
molécula. Entretanto, um sinal com estas caracteristicas de tempo de retencdo e massa nao foi detectado
na amostra de soro controle (Figura 5.4b), o que contribui para a hipétese de que a presenga de MCYSTs
foi realmente confirmada por LC/MS nas amostras de soro dos pacientes renais.

As anélises de LC/MS das amostras de soro ndo foram conclusivas. Possivelmente, isso ocorreu

devido a interferéncia da matriz (o soro) que contém um incontavel numero de peptideos, muitos deles



com caracteristicas de polaridade e massa semelhantes as das MCYSTs, portanto, de dificil separago.

Uma outra hipotese, que explicaria a dificuldade na identificagdo de MCYSTs no soro por LC/MS, ¢é o

fato das amostras terem estado armazenadas a -20°C por 10 meses antes do inicio das analises. Isto pode

ter levado a mudangas estruturais na molécula que resultaram em alteracdo no tempo de retengdo e/ou

dificuldades na obtenc¢do dos fragmentos especificos nas andlises por MS/MS.
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Figura 5.3 — Espectros da analise de LC/MS (a) de padrdo de MCYST-LR (7,8ng/mL) em modo “scan”

SRM e da analise de MS/MS (b) do mesmo padrao mostrando os ions de fragmentagdo no mesmo tempo

de retenciio e massas caracteristicas para: [M + H — CO]" (m/z 967), Arg-Adda-Glu + H ou BMeAsp-Arg-

Adda+H (m/z 599) e Mdha-Ala-Leu- fMeAsp +H (m/z 553).
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Figura 5.4 - Espectros da analise de LC/MS (a) da amostra de soro de um dos pacientes e (b) da amostra
de soro controle em modo “scan” SRM. A amostra do paciente mostra um sinal em 11,07 minutos, m/z

995,19, que ndo € observado na amostra de soro controle.

Entretanto, as analises de LC/MS no soro controle contaminado com MCYST-LR mostraram a
presenga de MMPB em um sinal com tempo de retengdo de 8,4 minutos e 207m/z. O mesmo sinal foi
observado nas amostras de soro dos pacientes (Fig 5.5). Estes sinais sdo equivalentes ao sinal verificado
na analise do padrdo de MMPB.

Estas analises indiretas e qualitativas de MCY STs totais no soro, combinadas com os resultados
obtidos com ELISA, indicam que estes pacientes renais cronicos foram expostos a doses baixas destas

toxinas. Dentre 12 pacientes selecionados, nenhum apresentou niveis de enzimas hepéaticas no soro que
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indicasse algum dano ao figado, tdo pouco foram observados sintomas que pudessem ser atribuidos a
intoxicagdo com MCYSTs. Contudo, do total de 44 pacientes renais que faziam hemodialise no HUCFF,
alguns apresentaram altos niveis de enzimas hepaticas no soro no periodo do monitoramento. Entretanto,
estes pacientes também apresentavam um quadro de problemas hepaticos, tais como hepatite C, que
impossibilitaram qualquer correlacdo direta com intoxicag¢do por MCYSTs.

A concentra¢do média de MCYSTs em amostras de soro de pacientes de hemodialise que foram
vitimas fatais em Caruaru em 1996 foi estimado em 2,2 ng/mL (Carmichael et al., 2001; Azevedo et al.,
2002). Este valor ¢ mais que o dobro da concentracdo mais alta encontrada no soro dos pacientes renais
do Rio analisados neste estudo.

No entanto, mesmo doses baixas podem representar um risco para 0 organismo exposto a
microcistinas. Experimentos laboratoriais t€m mostrado que exposicdes sub-letais a essas toxinas podem
promover tumores de figado, colon e pele (Falconer, 1991; Ito et al., 1997a; Humpage et al., 2000).
Portanto, uma vez que essas toxinas foram detectadas continuamente no soro desses pacientes renais nos
dois meses apds o periodo de exposi¢do, ndo se pode deixar de considerar o risco potencial dessa

exposicdo cronica de 6rgdos e tecidos a MCYSTs na promogao de tumores.
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Figura 5.5 — Detec¢ao de MMPB por andlise de LC/MS: (a) sinal de MMPB em 8,4 minutos no
soro controle contaminado com MCYST-LR, (b) sinal de MMPB em 8,4 minutos na amostra de soro de

um paciente.

Durante o monitoramento semanal da dgua utilizada no setor de dialise do HUCFF por ELISA
nao foi detectada a presenca de MCYSTs ap6s 03/12/01. Isto sugere que ndo ocorreu exposi¢ao a estas
toxinas, até o final de janeiro de 2002, pelo tratamento dialitico. Desta forma, a hipdtese mais provavel
para explicar a presenca de MCYSTs no soro dos pacientes ¢ que as mesmas sejam oriundas do figado.
Entretanto, a liberagdo de microcistinas deste 6rgdo, assim como a cinética de detoxificacdo e eliminagéo

destas toxinas do organismo ainda ndo estdo elucidadas.



Uma vez no figado, MCYSTs se ligam covalente e irreversivelmente as proteinas fosfatases
(PP1 e 2 A) (Carmichael, 1994). No entanto, alguns estudos com peixes € moluscos demonstram haver
aumento na concentragdo de MCYSTs livres em tecidos destes animais varios dias apds a intoxicago
(Soares et al, 2004; Vasconcelos , 1995). Isto sugere que estas toxinas possam ter sido liberadas de
proteinas fosfatases durante o “turnover” das mesmas e, assim, voltaram a circular no organismo. Esta
hipotese explicaria as concentragdes de MCYSTs encontradas no soro dos pacientes durante os dois
meses subseqiientes a exposicdo e levanta a questdo de qual seria a “meia vida” dessas toxinas em seres
humanos ou outros organismos.

O experimento realizado com ratos, injetados com uma dose sub-letal de MCYST-LR
(451g/Kg), teve como objetivo confirmar o observado nos pacientes renais. De fato, os resultados
mostraram que os animais apresentaram MCYST-LR no soro durante os 2 meses de amostragem apos a
data da unica injegdo intraperitoneal (Tabela 5.3). Varias amostras apresentaram concentragdes abaixo do
limite de deteccdo do método de ELISA utilizado (0,1 ng/mL). Dentre as amostras que apresentaram
concentragdes mensuraveis, o valor mais baixo foi de 0,1 ng/mL e valor mais alto foi de 45,65 ng/mL ,
sendo este ultimo encontrado na ultima amostragem, portanto, 55 dias apos a injegdo i.p. Estimando—se
como sendo de 3ml o volume total de soro dos ratos utilizados, entdo esta concentragdo maxima de
MCYST-LR significaria 1% da massa originalmente injetada no animal (aproximadamente 13,5ug de
MCYST-LR para cada animal de 300g). Os valores médios de MCYST-LR encontrados no soro dos ratos
ao longo do periodo de estudo estdo apresentados na Tabela 5.3. Observam-se dois momentos de
concentragdes significativamente mais altas: o primeiro 14 dias apds a injecdo e o segundo no final do
periodo de amostragem.

Apesar de ndo ser possivel uma comparagdo direta entre a dindmica de MCYSTs em ratos e
seres humanos, estes resultados se assemelham ao verificado nos pacientes renais do Rio que também
apresentaram as mais altas concentragdes de MCYSTs no soro muitos dias ap6s a data de exposi¢ao (30

dias).



Tabela 5.3 — Concentragdo de MCYST-LR no soro de ratos Wistar injetados com 45ug MCYST-LR/Kg

Amostragem Concentracéo de Erro padréo
(dias apds a injecéo i.p.) MCYST-LR (ng /mL)
6 0,55 0,24
14 12,69 5,69
20 0,23 0,13
27 0,14 0,14
34 0,22 0,13
41 0,27 0,15
55 18,27 5,94

Todo o exposto acima revela que o sistema de osmose reversa utilizado no setor de didlise do
HUCEFF néo previniu a contaminagdo da dgua por microcistinas utilizada no tratamento hemodialitico dos
pacientes renais. De acordo com Neumann & Weckesser (1998), que avaliaram 3 diferentes membranas
de osmose reversa, as taxas de retencdo para duas diferentes MCY STs variaram de 96,7 a 99,9%.

Segundo informagdes prestadas pelo setor de Nefrologia do HUCFF, o sistema que estava em
uso na época era novo ¢ estava operando de acordo com as instrugdes do fabricante. No entanto, sabe-se
também que o mesmo foi projetado para funcionar em temperatura ambiente de 20 + 5°C, mas a
temperatura local na época desta investigacdo era de aproximadamente 40 °C (periodo de verdo). Sendo
assim, esta ¢ uma possivel explicacdo para o fato de uma membrana teoricamente capaz de reter
moléculas acima de 200 daltons ter permitido a passagem para a agua de didlise de moléculas como as
MCYSTs ( cerca de 1000 daltons). Certamente outros fatores podem estar envolvidos nesta falha e
deveriam ser cuidadosamente investigados.

Considerando-se que microcistinas, em certas circunstancias, podem passar pela membrana de
osmose reversa ¢ que em cada sessdo de hemodialise o paciente entra em contato, pela via intravenosa,
com 120 litros de agua, fica claro que a recomendagdo de 1pug/L de MCYSTs, adotada pela Organizagao
Mundial da Saude, como limite maximo para a agua tratada para consumo humano (Falconer et al., 1994,
Chorus & Bartram, 1999) ¢ apenas adequada para agua utilizada para consumo oral e com o
conhecimento atual ainda ndo é possivel estabelecer nenhum limite aceitavel para concentragdo de

MCYSTs em agua utilizada em procedimentos dialiticos.



Neste trabalho foi apresentado mais um exemplo de exposi¢do de pacientes renais as MCYSTs
durante tratamento de hemodialise, o que ilustra o quanto ¢ importante o0 monitoramento dos mananciais
de abastecimento que podem ser periodicamente contaminados com cianobactérias potencialmente
toxicas e que sdo utilizados para o fornecimento de agua para os diversos tipos de uso, incluindo o
clinico.

Esse estudo também revelou que métodos de tratamento de 4gua (como a osmose reversa, por
exemplo) para usos especificos precisam ser testados quanto a sua habilidade em remover novas fontes de

contaminagao, tais como cianotoxinas, antes de serem rotineiramente aplicados.



6- Discussao Geral

Os resultados dos experimentos descritos nos capitulos anteriores demonstraram que doses sub-
letais de microcistinas, injetadas intraperitonealmente em camundongos tanto jovens quanto adultos,
foram capazes de alterar a fisiologia do figado e do pulméao destes animais.

No figado, observou-se que em apenas 30 minutos MCYST-LR foi capaz de inibir mais de 50%
da atividade de proteinas fosfatases 1 e 2A . Neste mesmo periodo, a concentragdo de glutationa também
foi reduzida e as MCYSTs livres, quando foram detectaveis, ocorreram em concentragdes muito baixas,
indicando que estavam, em sua maioria, conjugadas com as fosfatases. No entanto, 24 horas apos a
intoxicagdo, os figados dos animais adultos j& apresentavam sinais de recuperagdo, uma vez que tanto a
atividade de proteinas fosfatases quanto a concentragdo de glutationa retornaram aos niveis dos animais
controle. Pela analise estatistica, esta recuperagdo permaneceu estavel até o oitavo ¢ ultimo dia dos
experimentos.

A recuperacao da atividade fosfatasica foi mais tardia nos animais jovens, o que pode indicar
uma maior sensibilidade dos mesmos. Hermansky et al. (1991) verificaram que animais recém-nascidos
apresentam maior resisténcia as MCYSTs que adultos. Isto pode estar relacionado a formagéo do aparato
enzimatico do figado. Recém-nascidos ndo apresentam o sistema enzimatico citocromo P-450
completamente desenvolvido e sabe-se que estas enzimas podem converter xenobidticos em radicais
livres, os quais sdo danosos a célula (Klaassen, 1996). Assim, uma menor concentragdo de citocromo P-
450 poderia contribuir para maior resisténcia a estas toxinas. Também existem dados na literatura
mostrando que camundongos velhos (39 semanas), quando expostos pela via oral, apresentaram maior
sensibilidade a MCYST-LR que jovens (5 semanas). Mas, neste caso pode ser devido a degradagdo
natural das células epiteliais do intestino, o que favorece a absor¢do da toxina (Ito et al., 1997).

Entretanto, no experimento descrito no capitulo 3, os animais jovens ndo eram recém-nascidos
(tinham 4 semanas de idade) e, portanto, apresentavam seus figados completamente formados. No
entanto, a diferenca observada na resposta da atividade de proteinas fosfatases indica que pode haver
diferencas fisiologicas relacionadas a idade que merecem maiores investigagoes.

O figado ¢é responsavel por funcdes vitais no organismo tais como homeostase de glicose e
colesterol, sintese proteica, formagao da bile, excrecdo biliar, biotransformagao ¢ detoxificagdo. Portanto,
os danos ao tecido hepatico provocados pelas doses sub-letais de MCYSTs podem ter causado alteragdes

em uma ou mais destas fungdes. No entanto, este 6rgdo mostrou capacidade de reversdo do quadro



através das duas principais vias de recuperagdo: 1) aumento da atividade das enzimas alvo das MCYSTs e
2) atuagdo do aparato enzimatico de detoxificagdo. A primeira possivelmente ocorreu através de aumento
de sintese de fosfatases 1 ¢ 2A ou também pelo aumento do “turnover” das mesmas devido ao
reconhecimento das fosfatases inativas pelas células (Gehringer, comunicagdo pessoal; Guzman et al.,
2003). Ja o processo de detoxificacdo foi constatado indiretamente pela variacdo da concentracdo de
glutationa no figado. Esta variagdo mostrou uma grande deplecao inicial de GSH, indicando um consumo
devido a atuagdo da glutationa S-transferase que é a responsavel pela conjugacdo deste peptideo as
MCYSTs. Isto possivelmente iniciou o processo de excre¢do que inclui a transformagdo do conjugado
MCYST-GS em MCYST-Cys e eliminaggo principalmente através dos rins (Ito et al., 2002).

Substancias injetadas intraperitonealmente, de um modo geral, atingem diretamente o figado pela
circulacdo da veia porta, antes mesmo de chegar & circulacdo sistémica e alcancar outros Orgios
(Klaassen, 1996). Assim, a administracdo de microcistinas por esta via favorece ainda mais o acumulo
desta toxina no figado que naturalmente ja € o principal 6rgdo alvo das mesmas. Isto corrobora o fato de
ndo ter sido detectada a presenga de microcistinas pelo método de ELISA, assim como também néo foi
detectada qualquer inibicdo de proteinas fosfatases 1 ¢ 2A, no pulmio dos camundongos injetados
intraperitonealmente nos experimentos descritos no capitulo 4. No entanto, ainda assim essas toxinas
provocaram danos ao tecido pulmonar e alteraram a mecanica respiratoria dos animais.

Os danos ao pulmio derivaram de um processo inflamatorio agudo observado logo a partir das
primeiras horas apds a injec¢do intraperitoneal de microcistinas, sendo caracterizado principalmente pela
infiltracao de células polimorfonucleares. O colapso alveolar também foi observado nos animais, sendo
que no experimento em que se utilizou extrato de Microcystis aeruginosa produtora de microcistinas o
colapso ocorreu mais cedo que a infiltracio de PMNs. Os resultados deste experimento também
indicaram que os animais jovens apresentaram o processo inflamatdrio mais rapidamente que os adultos.

E interessante observar que tanto MCYST-LR pura quanto o extrato de M. aeruginosa produtora
de microcistinas produziram no pulmdo uma resposta inflamatéria e colapso alveolar em niveis
praticamente iguais. Isto indica que no extrato de Microcystis os principais agentes realmente foram as
microcistinas. Esta ¢ uma constatagdo importante, uma vez que em condi¢des reais, seres humanos ou
animais se intoxicam com células de cianobactérias ou seus metabdlitos como um todo.

A infiltragdo de PMNs no parénquima pulmonar pode ter sido causada por microcistinas através
de estimulo indireto, ou seja, pela produgdo de citocinas por macrofagos peritoneais. Além disso, mesmo
ndo tendo sido detectadas, as microcistinas podem ter alcangado o pulmio em concentragdes muito

baixas, e deste modo também ter estimulado, em algum grau, macréfagos alveolares a produzirem



mediadores inflamatérios. Do mesmo modo, também podem ter promovido a adesdo de PMNs as células
do endotélio de capilares alveolares, favorecendo sua migragao para o parénquima pulmonar (Nakano et
al., 1991; Naseen et al., 1989; Hernandez et al.,2000).

O colapso alveolar possivelmente foi gerado por uma deficiéncia na producdo de surfactante
pelos pneumocitos do tipo II, o que indicaria um efeito direto das microcistinas ou do processo
inflamatorio sobre estas células. Ja as alteragcdes nas pressoes resistivas e elastdncias do pulmao dos
animais indicaram aumento na resisténcia das vias aéreas, aumento da rigidez do 6rgdo e conseqiiente
prejuizo a mecanica respiratoria, processos provavelmente desencadeados pela inflamagdo causada por
MCYST-LR.

As microcistinas produziram efeitos no pulmdo, direta e/ou indiretamente, por um periodo
continuo, ou seja, enquanto duraram os experimentos. Isto sugere que estas toxinas, mesmo em pequenas
concentragdes, devem ter estado presentes na circulagdo durante todo ou grande parte do periodo
analisado estimulando o sistema imune cuja resposta foi claramente observada no pulmao.

Foi observado que a partir de 24 horas apés a injegdo intraperitoneal foi possivel detectar
microcistinas livres no figado dos animais. Estas toxinas provavelmente foram liberadas de proteinas
fosfatases apds o “turnover” das mesmas e em seguida podem ter sido conjugadas a glutationa, sendo
direcionadas para excre¢ao e/ou entrado novamente na circulagido, onde podem ter iniciado um novo ciclo
de efeitos no organismo. Alguns xenobidticos apresentam um comportamento de recirculagdo, o que
aumenta muito sua “meia-vida” no organismo. Isto se deve ao fato destas substancias serem excretadas
pelo sistema biliar e poderem ser absorvidas novamente no intestino, formando um ciclo éntero-hepatico
(Klaassen, 1996).

Um indicio de que tal processo possa ter ocorrido com as microcistinas nos experimentos
descritos nos capitulos 1 e 2 ¢ o fato destas toxinas terem sido continuamente detectadas no soro de
pacientes que foram expostos as microcistinas durante tratamento de hemodialise (capitulo 5). Durante 2
meses apos a exposicdo a estas toxinas, analises por ELISA e LC/MS foram capazes de detecta-las no
soro dos pacientes renais. Experimentalmente, foi possivel confirmar que MCYST-LR pode ser detectada
no soro de ratos em diferentes momentos ao longo de 2 meses ap6s uma Unica injegao intraperitoneal.

Possivelmente, uma das principais conseqiiéncias da continua circulagdo de microcistinas no
organismo ¢ a promog¢do de tumores. Estudos in vivo indicaram claramente o papel de MCYST-LR na
promocao de tumores apods inje¢do intraperitoneal de doses sub-letais que variaram de 1-10 pg/Kg ou
382-693 ng/Kg pela via oral, sendo estes tumores associados ao desenvolvimento de cancer de figado,

pele e possivelmente célon (Gehringer, 2004). O estudo de Ito et al. (1997) mostrou que apds 100



injegoes i.p. de MCYST-LR (20 pg/Kg) em camundongos durante 28 semanas foram verificados nddulos
neoplasicos no figado até 2 meses ap6s o término das injegdes. In vitro, ja foi observado que hepatdcitos
expostos a doses baixas de microcistinas tendem a se proliferar, enquanto que doses altas
preferencialmente induzem apoptose nestas células (Humpage & Falconer, 1999).

A indugdo de proliferagdo celular por microcistinas pode estar relacionada a inibicdo de
proteinas fosfatases do nticleo. Guzman et al. (2003) observaram que tal inibi¢do leva ao aumento da
fosforilacdo de p53, enzima diretamente relacionada a diversas fungdes tais como morte celular,
proliferacdo celular, repostas ao stress e dano ao DNA.

Portanto, a presenga de microcistinas no soro dos pacientes renais por um periodo prolongado,
como descrito no capitulo 5, pode significar um risco maior ao desenvolvimento de cancer. No incidente
em Caruaru-PE (1996), onde 54 pacientes renais faleceram ap6s intoxicagdo com microcistinas contidas
na agua utilizada no tratamento de hemodiélise, os pacientes sobreviventes chegaram a apresentar toxinas
no soro por mais de 3 meses apds o periodo de exposi¢do (dados ndo publicados).

Pacientes renais cronicos que estdo submetidos ao tratamento hemodialitico podem estar
expostos a este risco por estarem em contato intravenoso com 120 litros de dgua durante cada sessdo do
tratamento, o qual se repete em média 3 vezes por semana. Para o consumo oral da agua existe a
recomendagdo da Organizagdo Mundial da Saude que estabeleceu o limite maximo aceitavel de
microcistinas em 1pg/L/dia, valor incorporado pela legislagdo brasileira através da portaria 518 do
Ministério da Saude, que trata da qualidade da 4gua para consumo humano. No entanto, para usos clinicos
como o tratamento dialitico, ndo existe recomendag¢do oficial, mas ¢ consenso geral que ndo seja aceitavel
qualquer concentragdo destas toxinas na agua utilizada. Hospitais e clinicas geralmente tém sistemas de
tratamento da agua complementares, os quais incluem colunas de resinas de troca idnica, colunas de
carvao ativado e sistema de osmose reversa, o qual, quando operado adequadamente, ¢ capaz de reter
moléculas a partir de 200 daltons. O funcionamento de cada uma dessas etapas deve ser cuidadosamente
monitorado para que esteja garantida a qualidade da 4gua. Colunas de carvdo ativado, por exemplo,
podem esgotar sua capacidade de reter cianotoxinas muito antes de estarem saturadas para a remogdo de
outros compostos organicos (Chorus & Bartram, 1999). No incidente de Caruaru, a manutencdo
inadequada dos sistemas de tratamento da agua da clinica e a auséncia de osmose reversa foram os fatores
que permitiram a intoxicac¢do aguda dos pacientes (Jochimsem et al., 1998).

No incidente ocorrido no Rio de Janeiro, descrito no capitulo 5, a agua tratada distribuida a
populagdo continha microcistinas em concentragdo dentro do limite permitido pela legislagdo brasileira

(1pg/L). Além disso, o tratamento da 4dgua nas clinicas de diélise seguia todas as etapas recomendadas,



entretanto, as microcistinas, que sdo moléculas de aproximadamente 1000 daltons, ndo foram totalmente
retidas pelo sistema de osmose reversa, uma vez que estas toxinas foram detectadas no soro dos pacientes
hemodialisados. Dentre as razdes assumidas para explicar tal incidente no servigo de dialise do Hospital
Clementino Fraga Filho—UFRIJ estdo o uso de carvéo ativado pouco eficiente na remog@o de microcistinas
e uso inadequado do sistema de osmose reversa. Este sistema estava alocado em local que apresentava
altas temperaturas no verdo e era ligado e desligado diariamente. Assim, foi levantada a hipdtese de que a
membrana pode ter sofrido alteragdes nas jungdes do sistema no momento de religamento diario, assim
como alteragdes na sua porosidade devido as altas temperaturas no verao.

Portanto, o tratamento da agua contendo cianobactérias toxicas ainda merece extensas
investigagoes, principalmente em relagdo ao tratamento responsavel por produzir dgua de qualidade
adequada ao uso clinico.

Nos estudos descritos nesta tese, podde-se observar que uma tinica exposi¢do a uma dose sub-letal
de microcistinas foi capaz de produzir efeitos danosos em figado e pulmdo de camundongos. Apesar de
haver recupera¢do do principal 6rgao alvo destas toxinas que ¢ o figado, os estudos com ratos ¢ as
analises do soro de pacientes renais expostos demonstraram que microcistinas podem recircular no
organismo por ao menos 2 meses. Este fenomeno pode ser uma das razdes para a resposta inflamatoria
prolongada observada nos pulmdes de camundongos.

Deste modo, este estudo contribuiu para se ressaltar a importancia do monitoramento e controle
de floragdes de cianobactérias em corpos d’agua utilizados tanto para recrea¢do quanto abastecimento da
populagdo. Como a dominancia destes microrganismos produtores de toxinas tem sido registrada com
grande freqiiéncia em nossos ecossistemas aquaticos, o risco de intoxica¢des sub-letais e cronicas, seja
pelo consumo da agua, pelo consumo de organismos aquaticos contaminados ou mesmo através de
recreacdo, se torna de importancia crucial para a saude publica. E a base de toda acdo preventiva neste

sentido deve estar na preservagdo dos recursos hidricos.



7 — Conclusodes

1- Os resultados deste estudo demonstraram que doses sub-letais de microcistinas, injetadas
intraperitonealmente em camundongos tanto jovens quanto adultos, foram capazes de alterar a fisiologia

do figado e do pulmao destes animais.

2- No figado, MCYST-LR inicialmente inibiu mais da metade da atividade de proteinas fosfatases 1 e 2
A, reduziu a concentracdo de glutationa, e esteve, em sua maior parte, conjugada com as proteinas
fosfatases. Os figados dos animais adultos apresentaram sinais de recuperacdo, uma vez que tanto a
atividade de proteinas fosfatases quanto a concentragdo de glutationa retornou aos niveis dos animais
controle. Ja a recuperagdo da atividade fosfatasica nos animais jovens foi mais tardia, o que pode indicar

uma maior sensibilidade dos mesmos.

3- O processo de detoxificagdo foi constatado indiretamente pela variagdo da concentracdo de glutationa
no figado, indicando um consumo deste tripeptideo possivelmente devido a atuacdo da glutationa S-

transferase.

4- MCYSTs causaram um processo inflamatorio agudo no pulmao, observado logo a partir das primeiras
horas, tanto em jovens quanto em adultos, sendo caracterizado pela infiltragdo de células
polimorfonucleares. O colapso alveolar também foi observado. Além disso, tanto MCYST-LR pura
quanto o extrato de M. aeruginosa produtora de microcistinas produziram tais efeitos em niveis

praticamente iguais.

5- As alteragdes nas pressoes resistivas e elastancias do pulmdo dos animais indicaram maior resisténcia
das vias aéreas e aumento da rigidez do orgéo, processos provavelmente desencadeados pela inflamagéo

causada por MCYST-LR, com conseqiiente prejuizo & mecanica respiratoria.

6- Os resultados dos estudos com soro indicaram que microcistinas podem recircular no organismo por
um periodo prolongado. Estas toxinas foram continuamente detectadas ao longo de 2 meses no soro de
pacientes expostos durante tratamento de hemodidlise no HUCFF-UFRIJ. Experimentalmente, apds uma
unica inje¢do intraperitoneal, foi possivel confirmar que MCYST-LR pode ser detectada no soro de ratos

em diferentes momentos ao longo de 2 meses.

7- Este estudo contribuiu para se ressaltar a importdncia do monitoramento e controle de floragdes de
cianobactérias em corpos d’agua utilizados tanto para recreagdo quanto abastecimento da populagao,

sendo esta questdo de importancia crucial para a saude publica.
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