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RESUMO

Muitas espécies de cianobactérias (cianoficeas) que comumente
desenvolvem floracbes em ambientes aquaticos de 4gua doce ou salobra
sdo responsaveis por envenenamento animal e humano em muitos paises.
Embora ndo se tenha conhecimento de casos de envenenamento animal ou
humano no Brasil, o aumento da eutrofizacdo dos nossos resevatérios
de agua para abastecimento tem permitido o crescimento intenso de
especies de cianoficeas que podem ser produtoras de toxinas, nesses
ambientes. Neste trabalho estudou-se a producio de toxinas por uma
floracéo zde cianobactéria que ocorreu no Reservatério do Funil,
Resende, ﬁJ., onde a espécie dominante era Microcystis aeruginosa,
abordando ' os seguintes aspectos: 1)Verificacdo da ocorréncia de
hepatotoxinas nas amostras fitoplancténicas da floracéao; 2
Isolamento e caracterizacdo das hepatotoxinas detectadas. Os testes
de toxicidade foram realizados através de bioensaios em - camundongos.
O isolamento e a caracterizacdo das hepatotoxinas foram realizados
por HPLC isocratico sobre fase reversa e andlises de FABMS e
FABMS/MS. A hepatotoxicidade da floracdo de cianobactérias apresentou
uma correlacdo linear positiva com o percentual de M. aeruginosa, nas
amostras de fitoplancton. Duas hepatotoxinas produzidas pela floracéao
foram isoladas e caracterizadas como microcystina-LR e [D—Glu(OCH3)6—
microcystina-LR, sendo esta Ultima estrutura a primeira citacio para

a espécie Microcystis aeruginosa.
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ABSTRACT

Several cyanobacteria species (blue-green algae) that
ﬁsually present mass development in fresh and brakish waters have
been described as responsible for animal and human intoxication in
many countries. Although there are no confirmed poisoning cases of
animals or humans by cyanobacterial water blooms in Bragil, fthe
increase of eutrofication in our drinking water supplies have
permited abundant growth of cyanobacterial toxic strains in these
environments. This work studies the toxin production by a
cyanobacterial water bloom which occurred at "Reservatério do Funil",
Resende, Rio de Janeiro where Microcystis aeruginosa was the dominant
specie. We Verified the occurrence of hepatotoxin in the
phytoplanktonic samples and isolated and characterizated the
hepatotoxins detected. Toxicity tests were carried out in mouse
bioassays. The isolation and characterization of hepatotoxins were
performed by isochratic HPLC, FABMS and FABMS/MS analysis. The
hepatotoxicity of a water bloom had a positive linear correlation
with M, aefuginosa cell percentages. Two hepatotoxin were isolated
and characterizated as microcystin-LR and [D—Glu(OCH3)6]—
microcystinFLR. This is the first time that the latter structure was

identified from Microcystis aeruginosa.
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1) INTRODUCAO:
1.1) CONSIDERACOES GERAIS:

As cianobactérias, também denominadas cianoficeas
(algas azuis), ocorrem em ambientes aquaticos marinhos,
salobros e de 4gua doce, podendo ainda ser encontradas em
ambientes terrestres como biossimbiontes. Estes microorganismos
procariéticos sdo fotossintetizantes. Alguns grupos sédo capazes
de regular sua flutuacdo através da producdo de vacuolos
gasosos, 0 que permite a estes organismos migrarem para regides
da coluna d'agua que possuam as condicdes de luz e nutrientes
adequadas a manutencido de seu metabolismo, possuindo assim,
vantagéns competitivas sobre outras algas plancténicas
(SIVONEN, 1990a; CARMICHAEL, 1992).

As cianobactérias tém sido estudadas por suas
caracteristicas morfoldgicas, seus mecanismos fotossintéticos e
de fixacdo de nitrogénio, como também por produzirem uma ampla
variedade de metabdlitos secundarios que podem, por exemplo,

atuar como antibidticos ou antineoplasicos. Dentre estes, podem

ser citados: acutificina, indolcarbazédis, mirabilenos
igonitrilas, paraciclofanos, escitoficinas, tantazdis,
tolytoxinas e tubercidina. Estas substancias tém sido

identificados principalmente em géneros das ordens Nostocales e

Stigonematales (PATTERSON et al., 1991; FRANKMOLLE 8t &l.y

1992; PATTERSON & CARMELI, 1992; HENNING et al., 1982},



Além destas substancias, as cianobactérias podem
produzir biotoxinas. Estas biotoxinas s3o a maior fonte de
produtés naturais toxicos  encontrados em Ccorpos d'agua
(CARMICHAEL, 1992), sendo que a ocorréncia destas toxinas,
relacionada com o florescimento intenso de cianobactérias, ja é
conhecida hd mais de 100 anos (FRANCIS, 1878 - citado em MOORE,

1977) .
1.2) TOXINAS DE CIANOBACTERIAS:

Muitos géneros de cianobactérias como Mivrogystis,
Anabaena, Aphanizomenon, Nodularia, Nostoc, Oscillatoria e
Cylindrospermopsis, que produzem toxinas, ja& tiveram seus
produtos téxicos estudados e caracterizados. Outros géneros,
como Céelosphaerium, Fischerella, Gloeotrichia, Gomphosphaeria,
Hapalosiphon, Microcoleus, Schizothrix, Scytonema, Symploca,
Tolypoﬁhrix e Trichodesmium, tém demonstrado toxicidade, porém
nao tﬁveram suas toxinas ainda caracterizadas (CARMICHAEL,
19923 .

Todos estes géneros, que apresentam um grande
crescimento em ambientes de 4&gua doce ou salobra, tém sido
responsaveis pelo aparecimento de intensas floragdes toéxicas,
em corpos d'agua eutrofizados ou hipereutrofizados, em muitos
paises (Figura 1), causando muitos casos de envenenamento
animal e mesmo humané, ocorridos apbdés a ingestdo de agua

contendo células tdxicas de cianobactérias ou toxinas por elas



liberadas (GRANT & HUGHES, 1953; SIVONEN, 1990a; LAWTON & CODD,
1991; CARMICHAEL, 1992).

Diversos trabalhos tém sido realizados utilizando
culturas de <cianobactérias e bioensaios com animais de
laboratério, objetivando elucidar o mecanismo de acdo dessas
biotoxinas, determinar sua estrutura quimica e possiveis
aplicacées farmacoldégicas (HUGHES et al., 1958; BISHOP et al.,
1958; | SHITLO, 1967; MURTHY & CAPINDALE, 18990¢ DEVLIN et
al.,1977; GORHAM & CARMICHAEL, 1979; SPIVAK et al., 1980;
CARMICHAEL & BENT, 1981; RUNNEGAR ek al., 1981; SILATIKIN et
al., 1983; KRISHNAMURTHY et al., 1986; BROOK & CODD, 1987;
HARADA et al., 1988a e b; MERILUOTO & ERICKSON, 1988; PAINULY
et al., 1988; 00I et al., 1989; SIVONEN, 1989a, b e c¢; HARADA
et al., 1990a e b; MERILUOTO et al., 1990a; SANDSTRON et gl iz
1990; SIVONEN et al., 1990b e c; FALCONER, 1991; HARADA et al.,
1991; BRUNO et al., 1992; KIVIRANTA et al., 1992; NAMIKOSHI et
al., 1992a, b e ¢; STTOTS et El-r 1993).

Animais afetados com essas toxinas tém demonstrado
indicacdes de envenenamento e lesdo de tecidos nos sistemas
gastrointestinal, hepéatico, neuromuscular, respiratério e
cardiovascular (SCHWIMMER & SCHWIMMER, 1968; CARMICHAEL et al.,
1975; KRISHNAMURTHY et al., 1986; SIVONEN, 1989%a e b; FALCONER,

1991; LAWTON & CODD, 1991; CARMICHAEL, 1992).
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FLORACOES DE CIANOBACTERTIAS TOXICAS (Baseada em GORHAM &
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Até agora, as biotoxinas podem ser separadas em dois
grupos: aquelas que afetam o sistema nervoso, atuando como
fatores de morte réapida, as neurotoxinas; e aquelas que afetam
0 sistema hepatico, atuando como fatores de morte lenta, as

hepatotoxinas.
1.2.1) NEUROTOXINAS:

As neurotoxinas j& caracterizadas tém sido produzidas
por eépécies de cianobactérias incluidas nos géneros Anabaena,
Aphanizomenon, Oscillatoria e Trichodesmium, sendo conhecidas,
até agora, cinco estruturas moleculares quimicamente definidas.

A primeira neurotoxina produzida por cianobactérias,
quimicamente e funcionalmente definida, foi anatoxina-a,
isolada de Anabaena flos-aquae. Esta biotoxina ¢ uma amina
secundaria (Figura 2a), 2uacetil—9-azabiciclo[4.2.l}non—2—eno,
de massa molecular 165 daltons (HUBER, 1972; DEVLIN gt al.,
1977).'

Este alcaldide neurotédxico atua fisiologicamente como
um agente despolarizante neuromuscular, com efeito pés-
sindptico sobre receptores nicotinicos, niao sendo suscetivel a
hidrélise por acetilcolinesterase (CARMICHAEL et al., 1975,
1979; DEVLIN et al., 1977; COLLINS, 1978; CARMICHAEL & GORHAM,
1980 EPIVAK et al., 1980, 1983; CARMICHAEL g BENT, 1981;
CARMICHAEL, 1992).



A producdo de anatoxina-a também estd associada com o
crescimento intenso, em corpos d'agua, de Anabaena spiroides ou
Anabaena circinalis. Recentemente, SIVONEN et al. (1989a)

demonstrou que Oscillatoria sp e Aphanizomenon flos-aquae

tambeéem produzem anatoxina-a e SKULBERG et al. (1992) isolou um
homélogo metilénico natural de anatoxina-a, denominado
homoanatoxina-a (Figura 2b) = Este homélogo possuil uma

toxicidade menor que anatoxina-a.

Outra neurotoxina produzida por espécies do género
Anabaena foi definida estruturalmente por MATSUNAGA et al.
(1989): Esta foi denominada anatoxina-a(s) (CARMICHAEL &
GORHAM, 1978) . Anatoxina-a(s) é um fosfato de N-
hidroxiguanidina e metila, de massa molecular 252 (m/z daltons)
(Figur; 2c), que se decompde rapidamente em solucdes alcalinas
e atﬁa farmacologicamente como uma anticolinesterase
irreve;sivel (MAHMOOD & CARMICHAEL, 1986, 1987; MAHAMOOD st
al., 1988; COOK et al., 1989; MATSUNAGA et al., 1989;

CARMICHAEL, 1992).

Estudos comparativos entre anatoxina-a(s) e o}
fluorfosfato de diisopropila (DFP), um organofosforado
sintético = 1nibidor potente de acetilcolinesterase,

demonstraram ser aquela biotoxina 22 vezes mais potente que o

DFP (CARMICHAEL et al., 1990; CARMICHAEL,1992).
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Este organofosforado natural possuil propriedades
semelhantes aquelas de inseticidas organofosforados sintéticos;
assim, & possivel wutilizar, terapeuticamente, atropina como
antagonista de sua toxicidade (MAHMOOD & CARMICHAEL, 1986;
BEASLEY et al., 1989).

SAWYER et al. (1968) demonstrou que Aphanizomenon
flos-agquae pode produzir duas outras neurotoxinas. Estas,
posteriormente, foram identificadas estruturalmente como sendo
saxitoxina e seu homélogo natural neossaxitoxina (Figuras 2d e
2e) . Estas neurotoxinas foram encontradas, primeiramente, sendo
produzidas por microalgas marinhas da divisdo Dinophyta, os
dinoflagelados (SASNER et ale, 1984; MAHMOOD &
CARMICﬁAEL,1986; CARMICHAEL, 1992).

Saxitoxina e neossaxitoxina séo neurotoxinas que
inibem351 conducdo nervosa, bloqueando os canais de sédio sem
afetar a permeabilidade para 0 potéassio, o potencial
transmembrana ou a resisténcia da mesma (ADELMAN et gi., 1.982 ;

CARMICHAEL, 1992).
1.2.2) HEPATOTOXINAS:

Hepatotoxicoses produzidas por hepatotoxinas s&do o
tipo mais comum de toxicoses envolvendo cianobactérias. Estas
toxinas sdo produzidas por varias espécies incluidas nos
géneros Microcystis, Anabaena, Nodularia, Oscillatoria, Nostoc

e Cylindrospermopsis. Hepatotoxinas, quimicamente ainda nao



definidas, sdo produzidas pelos géneros Aphanizomenon,
Gloeotrichia e Coelosphaerium (CARMICHAEL, 1992).

A primeira hepatotoxina a ser identificada como um
peptideo foi a biotoxina isolada de Microcystis aeruginosa
(BISHOP at Bl 1959) , Esta toxina foi posteriormente
denominada microcystina (MCYST) por KONST et al. (1965) e
CARMIdHAEL (1988) .

Varios isolamentos de microcystinas foram realizados
posteriormente (MURTHY & CAPINDALE, 1970; RABIN & DARBRE, 1975;
TOERIEN et al., 1976; ELLEMAN et al., 1978; RUNNEGAR &
FALCONER, 1981; SIVONEN et al., 1990b, 19%92a e b; NAMIKOSHI =i
al. 1992a, b e e¢; STOTTS et al., 1993), demonstrando a
existéncia de diferentes microcystinas e que cepas diferentes
de uma mesma espécie seriam capazes de produzir tipos
diferentes de microcystinas (BOTES ¢t al., 1882a, b & ¢ ELLOF
et al., 1982; SANTKARN et al., 1983; CARMICHAEL, 1992).

Microcystinas (Figura 3) séo heptapeptideos
monociclicos formados por D e L aminoacidos, que possuem a
estrutura geral ciclo—D—Ala-L—X—éritro—B—metilisoAsp-L—Y—ADDA-
D-isoGlu-N-metildesidroAla. Dois dos D aminodcidos sido os
inédités N-metildesidroalanina (Mdha) e uma cadeia nio polar de
20 atomos de carbono, com massa molecular 313 daltons,
denomiﬁado ADDA (dcido 3-amino-9-metoxi-2, 6, 8-trimetil-10-
fenil-deca-4, 6~diendico), um B-aminoacido. Os dois 15
aminoéacidos, represenfados na estrutura geral por X e v,
diferem entre as diferentes microcystinas, sendo assim

conhecidas, até agora, 40 estruturas quimicas desse



MYCST-LA: X = Leu; R! = Ala; R? = CHj 909

1l
Q
fa o]

w
=

MYCST-M(O)R X = Met(0); Rl = CH3; ¥ = Arg; B2 = CH3 1028

MYCST-YA: X = Tyr; Rl = cH3; Y = Ala; R2 = cHy4 959
MYCST-LR: X = Leu; Rl = cH3; Y = Arg; R2 = cHy4 994
MYCST-FR: X = phe; Rl = cH3; Y = Arg; R2 = cHj4 1028
MYCST-AR: X = Ala; Rl = cH3; Y = Arg; R2 = cnyq 952
MYCST-YM: X = Tyr; Rl = cHg; ¥ = Met; R2 = cHq 1018
MYCST-RR: X = Arg; Rl = cH3; Y = Arg; R2 = cH,4 1037
[D-Asp3] MYCST-RR: X = Arg; Rl = H; ¥ = Arg; RZ = CHj 1023
[D-Asp3, Dha’] MYCST-RR: X = Arg; Rl = H; v = Arg; RZ = H 1009
MYCST-YR: X = Tyr; Rl = CHy; ¥ = Arg; R2 = CHg 1044
MYCST-HtyrR: X = Htyr; Rl = CH3; Y = Arg; R2 = CH3 1055
[D-Asp3] MYCST-HtyrR: X = Htyr; Rl = H; vy = Arg; R% = CHg 1044
MYCST-WR: X = Trp; Rl = CHy; ¥ = Arg; R2 = CH3 1067

FIGURA 3 - ALGUMAS DAS 40‘ESTRUTURAS QuiMICAS DE MICROCYSTINAS (MCYST) JA

CARACTERIZADAS (De acordo com CARMICHAEL, 1992,
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heptabeptideo, diferenciadas pela variacdo de seus L
aminoécidos, com dose letal média (DLgy) variando de 50-250 i
g/Kg, (i.p.) em camundongos (BOTES et al., 1985; KRISHNAMURTHY
et al., 1986; HARADA et al., 1988a; MERILUOTO & ERICKSON, 1988;
PAINULY et al., 1988; RINEHART et al., 1988; 0OOI et gl., 189839;
HARADA EE E]_-" 1990a e b; MERILUOTO et a_l., 1990a; SIVONEN Bt
al., 1990a e b; HARADA et al., 1991; CARMICHAEL, 1992; SIVONEN
et al., 1992a e bj.

Uma variacao estrutural destes peptideos
hepatotéxicos é produzida pela cianobactéria Nodularia
spumigena. A estrutura da toxina produzida por N. spumigena foi
estabelecida como sendo um pentapeptideo ciclico, de massa
molecular 824 daltons, cuja estrutura quimica é ciclo D-éritro-
Pp-metilAsp-L-Arg-ADDA-D-Glu-acido-N-metil-desidro-
aminobutirico, denominado nodularina (NODLN) (Figura 4), que
possui propriedades toxicolégicas semelhantes aquelas de
microcystinas e DLsg de 50 ug/Kg, (i.p.) em camundongos
(SANDSTROM et al., 1990; SIVONEN et al., 1989b e c).

| A sintese quimica do componente ADDA de microcystina
LR mostrou ser este o responsavel pela atividade biolégica das
hepatoﬁoxinas. Ozondlise das ligacbées duplas de ADDA produziu
este aminoécido livre mais o correspondente peptideo ciclico e
0s bioensaios com esta udltima estrutura, em animais de
laboratério, ndo demonstraram toxicidade alguma (NAMIKOSHI [

al., 1989).

11
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FIGURA 4 - ESTRUTURA PLANA DA HEPATOTOXINA NODULARINA (NODLN), PRODUZIDA POR

Nodularia spumigena (De acordo com CARMICHAEL, 1992).

Outros estudos da relacdo estrutura/funcio de ADDA
demonstraram a importadncia deste f-aminodcido na atividade
biolégica de microcystinas. Durante a purificacéao de
microcystina LR e RR, por HPLC, foram isolados seus isémeros
geométricos naturais; a isomerizagéb estava localizada na
posigcdo C-8 de ADDA (Figura 5). Estes isbmeros néio
demonstraram toxicidade, quando administrados (i.p.) em
camundongos (HARADA et al., 1990a € k).

| Estudos biossintéticos (MOORE et al., 1991),
realizados com precursores marcados, indicam que o esqueleto
carbénico de ADDA resulta da condensacdo de fenilacetato com 4

acetatds e metilacdo C; da cadeia policetidica nas posicdes C-

2 C-6 e C-8, mostrando também que a unidade &cido

12




metilaspartico ¢é formada a partir de acetato e piruvato,

similar a biossintese da leucina.

(a) (b)

(c) (d)

FIGURA 5 - ESTRUTURAS PLANAS DE MICROCYSTINA LR (a) E MICROCYSTINA RR (c) E

SEUS RESPECTIVOS ISOMEROS GEOMETRICOS NATURAIS NAO TOXICOS (b) E

(d) (De acordo com CARMICHAEL, 1992).
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Os sinais clinicos de hepatotoxicoses que tém sido
observados em animais domésticos e selvagens incluem fraqueza,
anorexia, palidez, vémito, resfriamento das extremidades e
diarréia. A morte ocorre poucas horas ou poucos dias apds a
exposig¢do inicial as hepatotoxinas e resulta de hemorragia
intrah:epética e choque hipovolémico (BERG & SOLI, 1985a e b;
CARMIC#AEL & SCHWARTZ, 1984; THEISS et gi., 1988; BEASLEY et
al., 1989, CARMICHAEL, 1992), que fica evidenciado por um
aumento de 100% do peso do figado, verificado em testes com
animais de laboratério.

O mecanismo de acdo destas hepatotoxinas tem sido
objeto de estudo em muitos laboratérios, porém baseado em
BEASLEY et al. (1989) ¢é possivel sumariar uma seqiéncia de

eventos que nos permita uma compreensdo inicial do mesmo:

A hepatotoxina seria absorvida para o sangue do ileo, j& que
nesta regido do intestino existe grande atividade de &cidos
biliares que transportariam a hepatotoxina através da mucosa

intestinal (DAHLEM et al., 1988).

Evidéncias demonstram que a toxina & transportada,
preferencialmente, para os hepatdécitos (RUNNEGAR et al.; 1981%
DABHOLKAR & CARMICHAEL, 1987, MERILUOTO er él" 1990b),
acredifando—se que a absorcdo pelos hepatédcitos seja feita com

0 auxilio dos &cidos biliares (RUNNEGAR et al., 1981; ERIKSSON

et al., 1990).
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32 7 A hepatotoxina induz mudancas nos microfilamentos de actina, um

dos componentes do citoesqueleto celular, levando a uma
desagregacdo destes préximo ao centro da célula (RUNNEGAR &
FALCONER, 1986; ERICKSON et al., 1989; HOOSER el al., 1931},
Este processo leva a perda de suporte celular pela destruicéao
do sinusdide endotelial da célula. Com a destruicdo do
parénquima e sinusdéide celulares do figado, ocorre hemorragia

intra-hepatica e/ou insuficiéncia hepatica.

Diversos trabalhos tém demonstrado que microcystinas e
nodularina sao inibidores potentes e especificos de proteina
fosfatases dos tipos 1 e 2A (PPl e PP2A) (FALCONER & BUCLEY,
1989; ERICKSON et al., 1990; HONKANEN et al., 1990; MACKNITOSH

et al., 1990).

Assim, microcystinas e nodularina podem atuar como
acelerédoras do crescimento de tumores hepaticos e epiteliais,
Jja qué PP1 e PP2A sdo, provavelmente, as enzimas chaves na
reversdo de proteina quinases C (FALCONER, 1991; CARMICHAEL,
1992; NISHIWAKI-MATSUSHIMA, 1992).

Certos farmacos tém sido usados exXperimentalmente
como antagonistas de hepatotoxicoses provocadas por
microcystinas e nodularina, em animais de laboratério, como
ciclosporina-A (HERMANSKEY et al., 1990a, 1991), rifampina

(HERMANSKEY et al., 1990b, 1991) e silymarina (MEREISH et al.,

1991).. Estes antagonistas tém sido utilizados com sucesso

quando administrados antes ou co-administrados com a

ES)



hepatotoxina, desconhecendo-se, até agora, como estes fadrmacos

atuam sobre o mecanismo de acdo téxica das mesmas.

1.3) TOXINAS DE CIANOBACTERIAS - ASPECTOS ECOLOGICOS:

Poucos estudos tém sido realizados sobre os fatores
que i#fluencianl a producdo de biotoxinas por clianobactérias,
bem como sua funcado ecoldgica.

Até agora, a maioria dos estudos realizados
objetivaram monitorar o nivel de toxicidade dos varios géneros
através de bioensaios com animais de laboratério ou separacao
por cromatografia liquida ou gasosa (HPLC ou CG), além da
identificacdo e quantificacdo das toxinas.

Os estudos focalizando a influéncia de fatores
ambientais sobre a producdo de toxinas por cianobactérias, em
culturas de laboratério, incluem os efeitos de temperatura
(GORHAM, 1964; RUNNEGAR et al.,1983; VAN DER WESTHUIZEN &
ELOFF,I 1985; WATANABE & OISHI, 1985; VAN DER WESTHUIZEN i ﬂ.,
1986; ICODD et al., 1989; SIVONEN, 1990d); 1luz (WATANABE &
OISHI, 1985; CARMICHAEL e_t_ a_l_., 1988; CODD & POQON, 1988;
SIVONEN, 1990d) e nutrientes, principalmente as diversas formas
de nitrogénio e fésforo (AGUIAR et al, 1990; AGUIAR & AZEVEDO,
1991; SIVONEN, 1990d), pois a producao destas biotoxinas pode
ser influenciada por fatores ambientais (nutrientes, luz,
temperatura ou pH),I como demonstrado pelo estudo de um
monitoramento anual, feito por WICKS & THEIL (1990), em um

reservatédrio hipereutréfico subtropical, durante o qual o nivel
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de producdo de toxinas em uma floracdo de Microcystis
aeruginosa variou de concentracdes maximas no verao a
baixissimas concentracdes no inverno. Estas variacdes
correlacionaram-se com a producdo primaria por unidade de
clorofila a, a intensidade luminosa, a temperatura da &gua, pH
e percentagem de saturacdo de oxigénio na coluna d'agua.

Todos estes estudos indicaram que as biotoxinas
permanecem no interior das células (endotoxinas), s& sendo
liberadas quando ocorre lise celular, além de haver aumento de
sua pfodugéo durante a fase logaritmica de crescimento celular
e uma correlacdo positiva com a biomassa.

Alguns estudos ainda demonstraram que as condicgdes de
luz ei temperatura otimas para a producdo destas biotoxinas
variam de acordo com a cepa e a espécie de cianobactéria
utilizada nas experiéncias.

Ja foi observado também que numa mesma floracdo de
cianobactérias coexistem variedades toxicas e nao téxicas da
mesma espécie. Isto poderia ser explicado como variacdes
genéticas de uma mesma espécie coexistindo numa mesma floracéao
(CARMICHAEL & GORHAM, 1981; REPAVICH et al., 1990; SIVONEN ek
al., 1990c; WATANABE et Aley 10H1],

Outro aspecto importante destas biotoxinas ¢é sua
importéancia ecoldgica. Alguns autores sSugerem que estas toxinas
sejam metabdélitos protetores (CARMICHAEL, 1986) . Qutros
demonstraram que miérocystinas e nodularina sdo potentes
agentes anti-herbivoria de invertebrados, em ambientes

aquaticos (DEMOTT et al., 1991). GILBERT (1990) ainda
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demonstrou o efeito diferencial de toxicidade de Anabaena
affinis sobre cladbceros e rotiferos, que 1implicariam num
padrdo genético e evolucionadrio de desenvolvimento entre
biotoxinas produzidas por <cianobactérias e invertebrados
aquaticos.

Embora ainda nao tenhamos no Brasil relatos
confirmados de envenenamento animal ou humano por floracdes de
cianobéctérias, 0 aumento da eutrofizacdo de nossas &aguas de
abaste?imento, principalmente nos grandes centros urbanos, tem
permitido 0 rapido crescimento de espécies desses organismos,
que estdo se tornando cada vez mais comuns em nossos COrpos
d'agua (TUNDISI & MATSUMARA-TUNDISI, 1992). Além disso, todos
0s reservatdrios que tém sido construidos nos ultimos anos,
apresentam as caracteristicas ambientais necessarias ao
desenvolvimento de floracdes de cianobactérias: alta
intensidade luminosa, alta concentracao de nutrientes,
temperatura da &gua entre 15 e 30 ©C e pouco movimento da
coluna d'agua.

Os estudos que vém sendo realizados no Laboratério de
Cultivo e Fisiologia de Microalgas do NPPN tém demonstrado a
ocorréncia de crescimento intenso de células téxicas de
Microcystis aeruginosa em corpos d'agua do Estado do Rio de
Janeiro. Estes organismos apresentaram dose letal minima
(DLmIn) de 9-83 mg/Kg, quando testados através de injecao

intraperitonial em camundongos (AGUIAR et al., 1993).



1.4) LOCAL DE ESTUDO:
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FIGURA 6 - LOCALIZACAO GEOGRAFICA DO RESERVATORIO DO FUNTL E DO PONTO DE

COLETA.

O Reservatdério do Funil situa-se no Municipico de
Resende, Estado do Rio de Janeiro (22930'S de latitude; 44045'yw
de longitude), a uma altitude de 440 m (Figura 6)..E um lago
artificial construido com a finalidade direta de gerar enerqgia
elétrica, através da Usina Hidrelétrica de Funil, operada por
Furnas Centrais Elétricas e integrar o Sistema Guandu de

abastecimento de 4&gua do Municipio do Rio de Janeiro. As
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caracteristicas morfométricas do Reservatério do Funil Sao

apresentadas na Tabela I.

TABELA I - CARACTERISTICAS MORFOMETRICAS DO RESERVATORIO DO FUNIL

(Feema, 1988).

AREA SUPERFICIAL 40 Km?
AREA DA BACIA DE DRENAGEM 16800 Km?
VOLUME TOTAL 890 * 106 3
VOLUME UTIL 620 + 100 m3
PROFUNDIDADE MEDIA 22 m
LARGURA MAXIMA 2 Km

' COMPRIMENTO MAXIMO 25 Km
PERIMETRO 320 Km

A bacia drenante ao Reservatédrio do Funil, formada
pelo Rio Paraiba do Sul e inumeros ribeirdes, esta em sua quase
totalidade situada no Estado de Sdo Paulo e é cerca de 400
vezes a area do Reservatério.

As atividades desenvolvidas & montante e o tipo de
ocupacdo do solo exercem extrema influéncia sobre a qualidade
da &gua no lago. No trecho paulista had um dos maiores parques
industriais do pais e seu conglomerado urbano. Grande parte dos
seus efluentes industriais e domésticos atingem as aguas
do Rio Paraiba do Sul, que sdo represadas em Queluz, formando o

Reservatério do Funil, que em virtude de mudancas no regime
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hidrodindmico neste trecho, acompanhado por um alto tempo de
retencdo hidrdulica do lago, faz com que o Reservatério
funcione come um sistema decantador de sélidos e nutrientes,
retendo parcialmente as cargas provenientes do territério
paulista.

A importdncia deste Reservatério para o Estado do Rio
de Janeiro é imensa, uma vez que ele controla a qualidade da
agua do Rio Paraiba do Sul, em territério fluminense. Assim, a
degradacdo ambiental vem gerando um intenso e gradativo
fendmeno de eutrofizacdo do lago, o que tem propiciadeo o
desenvolvimento de intensas floracdes de cianobactérias, como
aquela ocorrida de outubro a dezembro de 1991, na qual houve
crescimento intenso de células de Microcystis aeruginosa, e que
poderia ainda comprometer o abastecimento de agua aos
Municipios do médio Paraiba e de todas as cidades supridas pelo
Sistema Guandu.

Em vista de tais fatos, acreditamos ser de
fundamental importancia a realizacdo de um estudo que verifique
a produgéo de hepatotoxinas pelas floracdes de cianobactérias
que vém ocorrendo regularmente nesse ambiente, bem como a
extracéo, purificacdo e caracterizacdo dessas biotoxinas.

Tal estudo certamente trara subsidios para a
implantacdo, em nosso pais, de uma metodologia que permita, de
forma répida e eficaz, identificar a presenca destas biotoxinas

|
em mananciais de abastecimento.
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2) OBJETIVOS:

Este trabalho, que faz parte de um projeto amplo de
deteccdo de espécies de cianobactérias téxicas e monitoramento
da producdo de toxinas nos corpos d'dgua do Estado do Rio de

Janeiro, teve por objetivos:

2.1) Verificar a ocorréncia de hepatotoxina(s) nas amostras
coletadas, no Reservatério do Funil, durante o periodo de

floragdo de cianobactérias;

2.2) Isolar a(s) hepatotoxina(s) produzida (s) pela floracdo de

clanobactérias;

243} Caracterizar a(s) hepatotoxina (s) produzida (s) pela

floracdo de cianobactérias;

22



3) MATERIAIS E METODOS :
3.1) ANALISES FISICO-QUIMICAS E BIOLOGICAS DA AGUA:

As analises fisico-quimicas da &gua do Reservatério
do Funil foram realizadas por técnicos da Divisio de Anélises
Bioldgicas da Fundacido Estadual de Engenharia do Meio Ambiente
(Feema) .

Amostras de 10 1 de &gua da camada subsuperficial (0
- 0,10 m) foram coletadas mensalmente, em frascos de
polipropileno, no ponto de coleta indicado na Figura 6.

As analises das concentracdes de nutrientes foram
realizadas por espectrofotometria (espectrofotémetro Bausch &
Lomb modelo 88) a partir de aliquotas retiradas de cada uma das
amostras mensais previamente filtradas através de filtros de
fibra de vidro 0,45 um (Millipore), seguindo os procedimentos
descritos no Standard Methods for the Examination of water and

wastewater (APHA, 1985).
3.1.1) POTENCIAL HIDROGENIONICO (pH) :
As medidas de pH foram realizadas "in situ" com

auxilio de potenciémetro Wissenschftlich-Technische Werkstatten

(WITW) , modelo pH 191.
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3.1.6), CONCENTRACAO DE FOSFORO TOTAL DISSOLVIDO E FOSFORO

DISSOLVIDO (ug/1) :

A concentracdo de fésforo total dissolvido foi
determinada de acordo com o método de digestdo com persulfato
de aménio e reacdo com molibdato de aménio e &acido ascorbico
(reagente misto) (APHA, 1985).

Para a determinacdo da concentracido de fésforo
dissolvido utilizou-se diretamente a reagdo com o reagente

misto (APHA, 1985).
3.1.7) CONCENTRACAO DE NITROGENIO ORGANICO (pg/1):

As determinacdes das concentracdes de nitrogénio

organico foram realizadas através do método de Kjeldahl (APHA,

1985) .
3.1.8) CONCENTRACAO DE NITROGENIO AMONIACAL (Lg/1):

Na determinacd3o dos valores das concentracdes de
nitrogénio amoniacal foi utilizado o método do fenato (APHA,

1985) .
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3.1.2) CONDUTIVIDADE (uS/cm):

Os valores de condutividade foram medidos "in situ"

com condutivimetro WTW, modelo LF 191.

3.1.3) CONCENTRACAQ DE OXIGENIO DISSOLVIDO (mg/1) E

TEMPETRATURA (©C) :

As concentracdes de oxigénio dissolvido e as medidas
de temperatura foram realizadas "in situ" por meio de um

oximefro WTW, modelo OXI 191.
3.1.4) PENETRACAO DE LUZ NA COLUNA D'AGUA (m) :

As medidas de penetracdo de 1luz na agua foram
realizadas "in situ", pela observacio da profundidade na qual
desaparece o disco de Secchi (um disco branco de 20 a 30 cm de

didmetro) .
'l w5 CONCENTRACAO DE CLOROFILA a (ug/l):

A andlise das concentracdes de clorofila a foi
realizada seguindo o procedimento descrito por STRICKLAND &
PARSONS (1965), com leitura das absorbancias a 666 nm corrigida
para tﬁrbidez a 750 nm em espectrofotémetro Perkin Elmer modelo

Coleman 55.
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3.1.9) CONCENTRACAO DE NITRATO (pg/l):

As concentracdes de nitrato foram determinadas
seguindo-se o procedimento do método do &cido fenildissulfénico

(APHA, 1985).
3.1.10) CONCENTRACAO DE NITRITO (Mg/l):

As concentracdes de nitrito foram obtidas seguindo-se

0 método de diazotacdo (APHA,1985).
3.2) COLETA E ANALISE QUALTI-QUANTITATIVA DO FITOPLANCTON:

Amostras da populacdo fitoplancténica foram coletadas
nos meses de outubro, novembro e dezembro de 1991, periodo de
floracdo de cianobactérias no Reservatério do Funil.

O local de coleta foi o mesmo ponto de amostragem de
agua para as andlises fisico-quimicas. As coletas foram feitas
na camada subsuperficial (0 - 0,10 m), utilizando uma rede de
fitoplancton de 20um, por técnicos da Fundagcdo Estadual de
Engenharia do Meio Ambiente (Feema).

A analise qualitativa do fitopladncton foi realizada
em cada uma das amostras coletadas, por biélogos dessa mesma
Fundagéo, com o auxilio de microscépio oéptico Olympus modelo
BH, sendo as espécieé identificadas de acordo com BOURRELLY

(1968, 1970 e 1972).
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A analise quantitativa do fitoplancton foi realizada
utilizando o método de Utermshl (UTHERMOHL, 1958) com contagem
em campos aleatdrios, com auxilio de microscépio éptico
invertido Wild modelo M-40.

O material fitoplancténico de cada uma das amostras
coletadas durante o periodo de floracdo das cianobactérias foi
liofilizado e mantido a -18 ©C para posterior verificacdo da

toxicidade, isolamento e caracterizacdo das toxinas.
3.3) TESTES DE TOXICIDADE:

Os testes de toxicidade foram realizados através de
bioensaios com camundongos Swiss, com pesos variando de 19 a 25
o pof injecdo intraperitoneal (i.p.) do material coletado
mensalﬁente, liofilizado e ressuspenso em solucdo de cloreto de
sb6dio a 0, 9%.

Foram feitas inoculacdes decrescentes até a
observacdo da nao ocorréncia de morte, chegando-se a dose letal
minima (DLyrpy), confirmada com a inoculacdo em pelo menos trés
animais.

Todos os sintomas foram observados e o peso do figado

verificado logo apds a morte do animal.
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3.4) EXTRACAO E PURIFICACAO DAS HEPATOTOXINAS:

Hepatotoxinas produzidas por cianobactérias tém sido
separddas através de métodos cromatogradficos, os quais incluem
cromaéografia em camada fina de alta eficiéncia (HPTLC) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), sendo em ambas
as técnicas é utilizada a cromatografia com fase reversa, com

octadecilsilano (C-18) como fase estacionaria.

A extracdo das toxinas foi realizada pelo método de
KRISHNAMURTHY et al. (1986), com modificacdes. Assim, 1,0 g do
material coletado a cada més sofreu extragdo com 100 ml de
solucdo de MeOH/BUOH/Hp0 (20:5:75 v/v), durante uma hora, a
'temperatura ambiente e com agitacédo.

Esta suspensdo foi centrifugada por 30 minutos a
12.100 g, wutilizando-se uma centrifuga SORVAL modelo RC2-B
Super Speed com rotor SS5-34, recolhendo-se o sobrenadante. Este
procedimento foi repetido por mais duas vezes com O
precipitado.

Os sobrenadantes obtidos foram reunidos e tiveram seu
volume reduzido a metade, por evaporacdo. Este extrato foi
passado através de cartucho de octadecilsilano BOND ELUT C1g
sendo o material retido eluido com 50 ml de H20, seguida de 50
ml de solucdes de 20% e 80% (v/v) de MetOH em dgua e por ultimo
com 50 ml de metanol 100%.

Cada uma dessas fracdées foi evaporada & secura e
ressolubilizada em &gua desionizada para serem realizados os

bioensaios, para a identificacdo da fracdo téxica. Esses
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bioensaios obedeceram a mesma metodologia descrita para o
material celular liofilizado.

A separagdo das biotoxinas foi feita em duas etapas
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em
condi¢des isocraticas e fase reversa (Bomba Waters modelo M-45,
injetdr UbK e registrador/ integrador Waters data module).

Na primeira etapa, foi utilizada uma coluna
preparativa (BONDAPAK Cig, 125 A, 15-20 pm, 19 mm x 30 cm -
WATERS), com fase mdével de acetonitrila/acetato de aménio 20 mM
(30:7d v/v) a pH 5, ajustado apdés a adicdo da acetonitrila, e
fluxo de 4 ml/minuto.

Cada uma das fracdes obtidas foi testada para a
verificacdo do efeito hepatotéxico, através de bioensaios, apds
serem evaporadas a secura e ressuspensas em 3 ml de &agua
desionizada.

Numa segunda etapa, fol realizada a separacdo final
das fracdes toéxicas em coluna analitica de octadecilsilano
(ECONOSPHERE RP-18, 5 pm, 4,6 mm x 15 cm - MERCK), utilizando-
se a mesma fase mével com fluxo de 1 ml/ minuto.

A deteccao das toxinas, em ambas as etapas, foi
realizada com detector WATERS modelo 441 de comprimento de onda
fixo a 254 nm.

As hepatotoxinas purificadas foram dessalinizadas
passando-se as mesmas através de cartuchos de octadecilsilano
BOND ELUT Cjg. O material retido foi eluido com 100 ml de Aagua
desionizada e a toxina dessalinizada foi eluida com 50 ml de

metanol 100%.
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As toxinas foram secas por evaporacdo e guardadas a -

18 OC para posterior caracterizacdo quimica.

3.5) CARACTERIZAGAO QUIMICA DAS HEPATOTOXINAS:

3.5.1) ANALISE DE AMINOACIDOS:

As analises de aminoacidos foram realizadas no

laboratério do Prof. Wayne W. Carmichael - Departamento de
Ciéncias Bioldégicas da Wright State University - Dayton - Ohio
— B U R

As hepatotoxinas purificadas foram hidrolisadas em
HCl 6 N a 106 ©C por 24 horas. Os aminocdcidos obtidos foram
derivatizados em uma pré-coluna de isotiocianato de fenila
(PITC) e os fenilcarbamil-aminodcidos foram analisados por meio
de um analisador Waters Pico-Tag/HPLC (KRISHNAMURTHY et
al.,1986; CARMICHAEL .et al., 1988).

Os fenilcarbamil-aminoadcidos foram separados através
de coluna de octadecilsilano (4,6 mm x 15 cm) utilizando como
eluente um gradiente de 0-60% de acetonitrila em solucdo aquosa

0,138 M de acetato de sbédio, em 10 minutos. O fluxo utilizado

foi de 1 ml/minuto e a deteccdo foi feita a 254 nm.
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3.5.2) ESPECTROMETRIA DE MASSAS - FABMS E FABMS/MS:

As biotoxinas foram analisadas pelo Prof. Dr. Michio
Namikoshi na Universidade de Illinois, Urbana - E.U.A..

A andlise de FABMS foi realizada em espedtrémetro de
massas VG ZAB SE, utilizando coﬁo matriz "maéic bullet”
(ditiotreitol/ditioeritritol 1:3) (WHITTEN et 2&:, 1984) e
atomos de xendnio com 8KV de aceleracédo.

A analise de FABMS/MS foi obtida em especfrémetro de

massas VG 70-SE4F utilizando hélio como gés de colisd3o com

potencial de 4KV.
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4) RESULTADOS E DISCUSSAO:

4.1) ANALISES FISICO-QUIMICAS E BIOLOGICAS DA AGUA:

TABELA II - VALORES DAS ANALISES FISICO-QUIMICAS E BIOLOGICAS DA AGUA NO

PERIODO DE OCORRENCIA DA FLORAGAO DE CIANOBACTERIAS.

PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

MES DE COLETA

OUTUBRO/ 91 NOVEMBRO/ 91 DEZEMBRO/ 91

TEMPERATURA (©C) 26,0 29,0 29,6
pH T4 3 7,0T 7:9
OXIGENIO DISSOLVIDO (mg/l) 7,8 11,1 9,0
PENETRAGAO DE LUZ NA COLUNA D'AGUA (m) 0,6 0,8 0,8
CONDUTIVIDADE (WUS/cm) 7350 48,0 40,7
CLOROFILA a (ug/l) 13,9 24,4 17,2
FOSFORO TOTAL DISSOLVIDO (ug/l) 100 130 60
FOSFORO DISSOLVIDO (pg/l) 40 60 20
NITROGENIO ORGANICO (ug/l) 600 1600 1400
NITROGENIO AMONIACAL (pMg/l) 9 50 60
NITRITO (ug/l) 20 10 10

700 40 ; 110

NITRATO (pg/l)
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4.1.1) TEMPERATURA E PENETRACAO DE LUZ NA COLUNA D'AGUA:

Nas regides tropicais, as variacdes sazonais de
temperatura s&do reduzidas, principalmente porque ha um periodo
de iluminacdo aproximadamente constante de 12 horas por dia
durante todo o ano. |

No Reservatério do Funil, os valores de temperatura

da &gua nao sofreram variacdo acentuada, no periodo de estudo

(Tabela II - Figura 7).
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FIGURA 7 - VARIAGAO DA TEMPERATURA E DA PENETRAGAO DE LUZ DA COLUNA D'AGUA,
NO RESERVATORIO DO FUNIL, DURANTE A OCORRENCIA DA FLORACAO DE

CIANOBACTERIAS.
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A pequena variacdo observada ocorreu, poSsivelmente,
devido a um aumento da intensidade luminosa que ocorre no final
da primavera e inicio do verdo, em regides tropicais.

Este mesmo perfil térmico foi também observado,
durante o mesmo periodo nos anos de 1989 e 1990.

Os valores obtidos para a transparéncia da &gua
mostraram uma zona eufdtica relativamente rasa, variando de 0,6
m em outubro a 0,8 m nos meses de novembro e dezembro (Tabela
II; Figura 7), mantendo o mesmo perfil observado, dé outubro a
dezembro, nos dois anos anteriores.

A baixa penetracdo de luz nesse Reservatério pode ser
atribuida possivelmente ao material aléctone carfeado pelas
chuvas e autéctone em suspensio, principalmente matéria
organica particulada tanto na forma de detritos organicos e

organismos planctdénicos.
4.1.2) POTENCIAL HIDROGENIONICO E CONDUTIVIDADE:

O pH pode ser considerado como uma das varidveis
ambientais mais importantes e ao mesmo tempo uma das mais
dificeis de se interpretar. Esta complexidade na interpretacao
dos valores de pH se deve ao grande numero de fatores que podem

influencia-lo.

Nos ambientes aquaticos, o pH pode ser influenciado,

principalmente, pela dissociacdo do acido carbénico, que gera
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FIGURA 8 - VARIACAO DO pH E DA CONDUTIVIDADE, NO RESERVATORIO DO FUNIL,

DURANTE A OCORRENCIA DA FLORACAO DE CIANOBACTERIAS.

valores baixos de pH e pelas reacgdes dos ions carbonato e
bicarbonato com a molécula de &gua, que elevam estes valores
para a faixa alcalina (ESTEVES, 1988). A baixa variacao
dos valores de pH na faixa de 7 a 8, no periodo estudado
(Tabela II - Figura 8), seguindo o mesmo perfil apresentado de
outubro a dezembro dos anos de 1989 e 1990, indicam que o
sSistema aqudtico do Reservatério do Funil apfesenta um
mecanismo tamponante, onde o consumo de CO» por organismos
fotossintetizantes deve ser compensado pela dissbciacéo de
bicarbonato de calcio.

A condutividade da agua reflete uma série de fatores

relacionados ao ambiente aquatico, entre os quais: sbélidos em
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suspensdo e lons dissolvidos, sendo um indice basico utilizado
na determinacdo ecoldégica de <corpos d'adgua naturais e
artificiais.

Os valores de condutividade de ambientes aquaticos de
regides temperadas sdo influenciados principalmente, pelo
estado tréfico do sistema aquatico. Este pardmetro, entretanto,
tem pouca influéncia sobre os valores da condutividade nos
corpos d'adgua de regides tropicais, os quais estdo relacionados
com as caracteristicas geoquimicas e condigdes climéticas
(estagcbes seca e chuvosa) da regido onde estdao localizados
esses ambientes (ESTEVES, 1988).

As medidas de condutividade demonstraram um perfil
inverso daqueles observados durante o mesmo periodo nos anos de
1989 e 1990, com um valor em outubro de 73,0 UsS/cm,
decrescendo para um valores de 48,0 US/cm em novembro e 40,7 N
S/cm em dezembro (Tabela II; Figura 8). ‘

Embora neste periodo tenha ocorrido uma aumento da
taxa pluviométrica, outros fatores ndo analisados podem ter
sido preponderantes para o comportamento demonstrado pelos

valores da condutividade, neste corpo d'agua.
4,1.3) CLOROFILA a E OXIGENIO DISSOLVIDO:

Além de ser um dos principais pigmentos encontrados
em organismos fotossintetizantes, sendo utilizada por estes
para a captacdo de -energia luminosa para o processo de

fotossintese, as analises de concentracdo de clorofila a podem
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fornecer dados a respeito do estado metabdélico desses
organismos, além de ser muito utilizada na quantificacdo da
biomassa fitoplanctdénica de ambientes aquéticos.

Os valores da concentracdo de clorofila a obtidos no
Reservatério do Funil apresentaram um perfil totalmente
diferenciado (Tabela II; Figura 9), em relacdo ao me%mo periodo
nos anos de 1989 e 1990, mostrando valor méximo de 24,4 pg/l em
novembro e valores inferiores de 13,9 e 17,2 ng/l, nos meses de
outubro e dezembro, respectivamente. Estes valores sio proéximos
aqueles apresentados durante o mesmo periodo do ano de 1990,
porém sao inferiores aqueles apresentados no ano de 1989,
entretanto, segundo TUNDISI & MATSUMARA-TUNDISI (1992) indicam
que o Reservatdério do Funil é um ambiente aquético eutrofizado.

Dentre os gases dissolvidos na &agua, o oxigénio & um
dos mais importantes na dindmica e na caracterizacdo de
sistemas aquaticos. As principais fontes de oxigénio para a
adgua saoc a atmosfera e o processo de fotossintese.

Por outro lado, as perdas relacionadas a este gas séio
devidas ao consumo pela decomposicdo de matéria organica
(oxidacédo), perdas para a atmosfera, respiracdo de organismos
aquaticos e a oxidacdo de ions metdlicos, como ferro e
manganés.

Os niveis da concentracdo de oxigénio ' dissolvido
encontrados no Reservatdrio do Funil foram 7,8, 11,1 e 9,0
mg/l, em outubro, novembro e dezembro de 1991, respéctivamente
(Tabela II - Figura 9). Estes valores estdo pféximos aos

valores de concentracdo de oxigénio dissolvido encontrados em
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outros sistemas aquaticos tropicais eutrofizados, como O
Reservatério de Barra Bonita (SP) e Reservatdério do Broa

(SP) (TUNDISI, 1977, MATSUMARA-TUNDISI, 1992).
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FIGURA 9 - VARIACAO DAS CONCENTRAGOES DE OXIGENIO DISSOLVIDO E CLOROFILA a,

NO RESERVATORIO DO FUNIL, DURANTE A OCORRENCIA DA FLORACAC DE

CIANOBACTERIAS.

Este perfil estd claramente relacionado com o perfil
encontrado para as medidas de concentracdo de clorofila a,
mostrando uma correlacdo positiva das concentracdes de oxigénio
dissolvido com a atividade fotossintética da comunidade

plancténica, no periodo estudado.
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4.1.4) FOSFORO DISSOLVIDO E FOSFORO TOTAL DISSOLVIDO:

A importancia do fésforo nos sistemas biolbgicos
deve-se a participacdo desse elemento em processos fundamentais
do metabolismo dos seres vivos, tais como o armazenamento de
energia (ATP, GTP), bem como em funcdes estruturais, como por
exemplo na membrana celular, através de fosfolipidios.

Na maioria das 4&guas continentais, o ﬁésforo, na
forma de fosfato, é o) principal fator limitante da
produtividade, quer na forma de sal inorganico oh. na forma
complexada, como éster.

No Reservatorio do Funil, os valores das
concentracdes de fésforo dissolvido e fésforo total dissolvido
foram respectivamente, 40,0; 60,0; 20,0 pg/l e 106,0; 130; 03
60,0 pg/l, para féosforo dissolvido e fésforo total dissolvido,
nos meses de outubro novembro e dezembro de 1991 (Tabela II),
apresentando o mesmo perfil (Figura 10).

As concentracdes relativamente baixas de ions fosfato
podem ser conseqiiéncia da oxigenacdo permanente da superficie
deste corpo d'adgua e principalmente pela sua utilizacdo pela
comunidade fitoplancténica principalmente cianobactérias, as

quais desenvolveram-se intensamente durante o periodo estudado.
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FIGURA 10 - VARIACAO DAS CONCENTRAGOES DE FOSFORO TOTAL DISSOLVIDO E FOSFORO
DISSOLVIDO, NO RESERVATORIO DO FUNIL, DURANTE A OCORRENCIA DA

FLORAGAO DE CIANOBACTERIAS.

4.1.5) NITROGENIO AMONIACAL, NITRATO, NITRITO E NITROGENIO

ORGANICO:

O nitrogénio é um dos elementos mais imporfantes para
O metabolismo de ecossistemas aquaticos. Esta importédncia deve-
se principalmente a sua participacdo na formacdo de proteinas,
um dos componentes basicos da biomassa.

O nitrogénio estd presente nos ambientes aquaticos
sob diversas formas: nitrato (NO3~), nitrito (NO27), amdnia
(NH3), ion ambénio (NH4*), éxido nitroso (N2O), nitrogénio

molecular (Np), nitrogénio organico dissolvido (peptideos,
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purinas, aminoacidos), nitrogénio orgénico particulado
(bactérias, fitopléancton, zooplancton) (ESTEVES, 1988).

Os valores das concentracdes de nitrito e nitrogénio
amoniacal obtidos para os meses de outubro, novembro e dezembro
foram 20,0; 10,0; 10,0 pg/l e 9,0; 50, 0; 60,0 png/l,
respectivamente (Tabela II). Estes dados demonstraram ser o
sistema aquatico do Reservatério do Funil um ambiente oxidante,
pois o aumento da concentracio de aménia €&, provavelmente,
decorrente da decomposicdo de matéria organica egcretada ou
liberada pela lise celular, uma vez que durante este periodo,
observou-se também a diminuicdo do ntmero de individuos na
comunidade fitoplancténica.

Os wvalores para as anédlises das concentracdes de
nitrato de outubro a dezembro de 1991 foram 700,0; 40,0 e 110,0
Lg/l, respectivamente (Tabela ITI), observando-se portanto um
decréscimo acentuado dessas concentragbes de outubro para
novembro e um aumento das mesmas em dezembro (Figura 11).

Isto se deve & utilizacdo dessa forma nitrogenada
pela comunidade fitoplancténica, j& que o crescimento intenso
de cianobactérias estava ocorrendo no inicio do periodo

estudado.
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FIGURA 11 - VARIACAO DAS CONCENTRAGOES DE NITROGENIO ORGANICO, fONS AMONIO,
NITRITO E NITRATO, NO RESERVATORIO DO FUNIL, DURANTE A

OCORRENCIA DA FLORACAO DE CIANOBACTERIAS.

Observa-se também que os valores da concentracao de
nitrogénio orgdnico dissolvido crescem a medida que a
concentracdo de ions nitrato decresce, como consequénéia do
aumento do metabolismo da comunidade planctdnica o que elevaria

0s niveis de excrecgdo, decomposicdo e lise celular da mesma.
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4.2) ANALISE QUALI-QUANTITATIVA DO FITOPLANCTON:

TABELA III - ANALISE QUALI-QUANTITATIVA DAS AMOSTRAS DO ETTOPLﬁNCTON COLETADAS N

RESERVATORIO DO FUNIL DURANTE A FLORAGAO DE CIANOBACTERIAS.

DIVISAO NUMERO DE ORGANISMOS/1
OUTUBRO/91 | NOVEMBRO/91 | DEZEMBRO/91

CYANOPHYTA

Microcystis aeruginosa var. flos-aquae 4.377.464 214.400 50.250

Merismopedia tenuissima 22.334 26.800 351.750

Microcystis sp. 137.350 20.100

Synechocystis sp. 519.250

Anabaena spiroides 22.334 20.100 385.250

Aphanizomenon sp. 897.800

Cylindrospermopsis raciborskii 1.095.450 318 250

Oscillatoria sp. 33.500
CHLOROPHYTA

Chlorococcales unicelular j 16.750

Volvocalis 10.050

Closteriopsis longissima 13.400

Monoraphidium contortum 44,668 120.600

Monoraphidium sp. ' 50.250

Pyramimonas sp. 44.668

Scenedesmus bijuga 16.750

Scenedesmus quadricauda 16.750

Scenedesmus spp. ' 33.500
BACILLARIOPHYTA

Cyclotella stelligera 44.668 6.700

Melosira distans 22.334

Navicula sp. 1.652.716 20.100

Synedra sp. 10.050

Ndo identificadas 16.750
CRYPTOPHYTA

Cryptomonadales 111.670 16.750 251.250
NUMERO TOTAL DE ORGANISMOS ANALISADOS 6.342.856 2.589.550 2.080.350

43



TABELA IV - PERCENTAGEM

DAS

DIFERENTES

FITOPLANCTONICAS COLETADAS NO

DE CIANOBACTERIAS

DIVISOES

ENCONTRADAS

NAS AMOSTRA

RESERVATORIO DO FUNIL DURANTE A FLORACA

DIVISAO PERCENTAGEM DE ORGANISMOS/1

OUTUBRO/91 | NOVEMBRO/91 | DEZEMBRO/91
CYANOPHYTA 70 92 81
CHLOROPHYTA 01 06 06
BACILLARIOPHYTA 27 01 01
CRYPTOPHYTA 02 01 12

TABELA V - PERCENTAGEM DAS

DIFERENTES ESPECIES DA DIVISAO CYANOPHYTA ENCONTRADA

NAS AMOSTRAS DO FITOPLANCTON COLETADAS NO RESERVATORIO DO FUNIL DURANT

A FLORAGAO DE CIANOBACTERIAS.

DIVISAO PERCENTAGEM DE ORGANISMOS/1
OUTUBRO/91 | NOVEMBRO/91 | DEZEMBRO/91
CYANOPHYTA
Microcystis aeruginosa var. flos-aquae 99 05 03
Merismopedia tenuissima 0,5 01 21
Microcystis sp. 06 01
Synechocystis sp. 31
Anabaena spiroides 0.5 01 . 23
Aphanizomenon sp. 37
Cylindrospermopsis raciborskii 46 ! 19
A analise quali-quantitativa das amostras do
fitoplancton coletadas nos meses de outubro, novembro e

44



dezembro de 1991, demonstrou a presenca de organismos das
divisdes Cyanophyta, Chlorophyta, Bacillariophyta e tryptophyta
(Tabela III).

Dentre essas, as clanoficeas (cianobactérias)
mostraram ser predominantes durante todo o periodo estudado,
com percentagens de 70, 92 e 81%, nos meses de outubro,

novembro e dezembro, respectivamente (Tabela IV - Figura 13).
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FIGURA 12 - VARIACAO DA PERCENTAGEM DAS DIFERENTES DIVISOES ENCONTRADAS NAS
AMOSTRAS FITOPLANCTONICAS COLETADAS NO RESERVATORIO DO FUNIL

DURANTE A FLORAGCAO DE CIANOBACTERIAS.

45




Microcystis aeruginosa foli a espécie dominante na
amostra do fitoplancton coletada no més de outubro/91,
totalizando 99% dos organismos quantificados (Tabela V - Figura
14). Nas amostras coletadas nos meses de novembro/91 e
dezembro/91 houve uma diversificacdo dos organismos da diviséo

Cyanophyta (Tabela VI - Figura 14).

PERCENTAGEN DAS ESPECIES DE CIANOFICEAS

NOVEMBRO/91 DEZEMBRO/91

MES DE COLETA
ElMicrocystis aeruginosa E2IMerismopedia tenuissima Ll Microcystis sp. EESynechocystis sp.
B Anabaena splroldes EAphanezomenon sp. B Cylindrospermopsis raclborskll EZlOsclllatorla sp.

FIGURA 13 - VARIAGAO DA PERCENTAGEM DAS DIFERENTES FESPECIES DA DIVISAO
CYANOPHYTA ENCONTRADAS NAS AMOSTRAS DO FITOPLANCTON COLETADAS NO

RESERVATORIO DO FUNIL DURANTE A FLORAGAO DE CIANOBACTERIAS.
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A predomindncia de cianoficeas deve ser conseqiiéncia
do grau de eutrofizagdo adiantado no qual se encontra o
Reservatério do Funil, que recebe elevado aporte de nutrientes,
além de grande quantidade de material aléctone, os quais
contribuem para diminuir a transparéncia da &gua, limitando a
zona eufdtica a uma camada de aproximadamente 1 metro da coluna
d'agua. Estes fatores contribuem para o crescimento de intensas
floracdes de cianobactérias, que sdo microorganismos utilizados
como indicagcdo do nivel tréfico de ambientes aquaticos

(ESTEVES, 1988; TUNDISI & MTSUMARA-TUNDISI, 1992).

4.3) TESTES DE TOXICIDADE:

Os biocensaios realizados com 0 material
fitoplancténico 1liofilizado, coletado nos meses dé outubro,
novembro e dezembro de 1991, demonstraram uma ‘toxicidade
decrescente no periodo estudado, apresentando respectivamente
dose letal minima (DLyvry) de 26,47; 83,19 e 109,30 mg/Kg

(Tabela VI).

Estes resultados apresentaram nenhuma correlacéao
linear com o percentual de cianobactérias nesse periodo, porém,
apresentaram correlacdo positiva com o percentual da espécie
Microcystis aeruginosa (r > 0,94), que estava presente durante

o periodo estudado.
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TABELA VI - TOXICIDADE DAS AMOSTRAS FITOPLANCTONICAS LIOFILIZADAS COLETADAS

NO RESERVATORIO DO FUNIL DURANTE A FORMACAO DE CIANOBACTERIAS.

INTERVALO DE DOSE DOSE INJETADA i.p. (mg/Kg)

INJETADA (mg/Kg) OUTUBRO/91 NOVEMBRO/ 91 DEzﬁMBRO/91
400 - 500 487,80 (+) 452,48 (+) 497,50 (+)
201 - 300 232,50 (+) 235,84 (+) 251,20 (+)
101 - 200 - - 109,30 (+)
91 - 100 98,52 (+) 91,00 (+) 93,00 (-)

81 - 90 - 83,19 (+) 89,00 (-)
71 - 80 - 75,80 (-) 77,00 (-)
51 - 70 52,08 (+) 51,00 (-) 55,50 (-}
41 - 50 = 43,10 (-) G
31 - 40 32,67 (+) - -
25 - 30 26,47 (+) - -
21 - 24 21,00 (-) - -
10 - 20 16,09 (-) - -

(+) DOSE LETAL - OCORRENCIA DE MORTE

{(-) DOSE SUB-LETAL - NAO OCORRENCIA DE MORTE

Todos o0s animais utilizados no teste de toxicidade

apresentaram os sintomas caracteristicos de hepatotoxicoses
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provocadas por microCystinas e nodularina, como: biloerecéo,
irritabilidade, fraqueza, dificuldade de locomogédo,  prostracao
e palidez de orelhas, olhos e cauda, além de ocorrei 0 aumento
de 100% do peso do figado dos animais nos quais houve

ocorréncia de morte.

4.4) ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO QUIMICA DAS HEPATOTOXINAS:
4.4.1) ISOLAMENTO DAS HEPATOTOXINAS:

As figuras 14, 15, 16 e 17 mostram os perfis
cromatograficos obtidos apéds a separacao das fracdes
hepatotéxicas 1, 2, 3 e 4, em coluna preparativa (A) e em
coluna analitica (B). As fracdes 1 e 2 foram extraidas da
amostra fitoplancténica coletada em outubro/91 e as fracdes 3 e
4 foram extraidas de amostras fitoplancténicas de novembro/91 e
dezembro/91, respectivamente.

As hepatotoxinas foram separadas nas fracdes 1, 2, 3
e 4, em coluna preparativa, com tempos de retencdo de 30, 40,
40 e 40 minutos, respectivamente.

Em coluna analitica, as toxinas foram separadas com
tempos de retencéo de 2e9; 2:5; 25 e 5.5 minutos,

respectivamente, nas fracgdes 1, 2, 3 e 4.
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FIGURA 14 - CROMATOGRAMA DA  FRACAO TOXICA 1 EXTRAIDA DA  AMOSTRA

FITOPLANCTONICA COLETADA EM OUTUBRO/91, OBTIDO APOS SEPARACAO

POR CROMATOGRAFTIA LIQUIDA DF ALTA EFICIENCIA (HPLC) .
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FIGURA 15 - CROMATOGRAMA DA  FRACAO TOXICA 2 EXTRAIDA = DA  AMOSTRA
FITOPLANCTONICA COLETADA EM OUTUBRO/91, OBTIDO APOS SEPARACAO

POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC) .
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FIGURA 16

I

CROMATOGRAMA. DA  FRACAO  TOXICA 3 EXTRAIDA DA  AMOSTRA
FITOPLANCTONICA COLETADA EM NOVEMBRO/91, OBTIDO APOS SEPARACAO

POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC) :
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FIGURA 17 - CROMATOGRAMA DA  FRACAO TOXICA 4 EXTRATDA ' DA  AMOSTRA
FITOPLANCTONICA COLETADA EM DEZEMBRO/91, OBTIDO APOS SEPARACAO

POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC).
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4.4.2) ANALISE DE AMINOACIDOS:

A tabela VII mostra os aminoacidos presentes nos
heptapeptideos téxicos (substiancias l, 2, 3 e 4) separados das

fragdes 1, 2, 3 e 4, respectivamente.

TABELA VII - RESULTADO DAS ANALISES DE AMINOACIDOS DOS HEPTAPEPTIDEOS

TOXICOS SEPARADOS DAS FRAGOES 1, 2, 3 E 4.

SUBSTANCIA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS ANALISADOS
1 D-Ala, L-Leu, D-MeAsp, L-Arg, D-Glu, MeNH,
2 D-Ala, L-Leu, D-MeAsp, L-Arg, D-Glu, MeNH,
3 D-Ala, L-Leu, D-MeAsp, L-Arg, D-Glu, MeNH,
4 D-Ala, L-Leu, D-MeAsp, L-Arg, D—Gl;u, MeNH,

As figuras 18, 19, 20 e 21 demonstram os perfis
cromatograficos obtidos apés a separacdo dos tiocarbamil-
aminoacidos.

Estes dados mostram a presenca dos mesmos aminoacidos
(D-Ala, L-Leu, D-MeAsp, L-Arg, D-Glu e MeNHy) na estrutura das

quatro hepatotoxinas isoladas (substancias 1, 2, 3 e 4).
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FIGURA 18 - PERFIL CROMATOGRAFICO OBTIDO DURANTE A ANALISE DE AMINOACIDOS DA

SUBSTANCIA 1, APOS A SEPARACAO DOS TIOCARBAMILAMINOACIDOS.
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FIGURA 19 - PERFIL CROMATOGRAFICO ORTIDO DURANTE A ANALISE DE AMINOACIDOS DA

SUBSTANCIA 2, APOS A SEPARAGAO DOS TIOCARBAMILAMINOACIDOS.
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FIGURA 20 - PERFIL CROMATOGRAFICO OBTIDO DURANTE A ANALISE DE AMINOACIDOS DA

SUBSTANCIA 3, APOS A SEPARACAO DOS TIOCARBAMILAMINOACIDOS.

70
mV 5 8
6()7 ;E o —h
z Q
201 o A
o =
) a 3 =
40 :E = <C
30
20 e : - : .
0 2 il 6 8 10 12
Minutos

FIGURA 21 - PERFIL CROMATOGRAFICO OBTIDO DURANTE A ANALISE DE AMINOACIDOS DA

SUBSTANCIA 4, APOS A SEPARACAO DOS TIOCARBAMILAMINOACIDOS.



O aminodcido Adda ndo foi detectado na analise de
aminoacidos por ser um acido fP-aminado e ndo sofrer
derivatizacdo com isotiocianato de fenila, enquanto metilamina
€ gerada da unidade metildesidroalanina (Mdha), na hidrélise

acida, como produto de degradacéo.

4.4.3) ESPECTROMETRIA DE MASSAS - FABMS E FABMS/MS:

Os dados dos pesos moleculares das hepatotoxinas
isoladas das amostras fitoplancténicas de outubro/91,
novembro/91 e dezembro/91, obtidos ©por analise de FABMS, sao
mostrados na tabela VIII.

A substdncia 1 demonstrou ter um peso molecular de
1009,6 daltons, com 14 unidades de massa (u.m.) a mais que as
substancias 2, 3 e 4, que demonstraram possuir peso molecular
de 995,6 daltons (Anexos 1, 2, 3, 4). Estes dados sugerem que a
substancia 1 seja um derivado metilado das substancias 2, 3 e

4.
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TABELA VIII - RESULTADOS DA ANALISE DE FABMS PARA AS SUBSTANCfAS 1, 2, 3 B

4.

SUBSTANCIA PESO MOLECULAR (DALTQNS}
i} 1009, 6
2 995,6
3 995,6
4 995, 6

Como as quatro substincias mostraram a presenca dos
mesmos aminoacidos em suas estruturas, pode-se supor que o

grupo metila, na substdncia 1, poderia estar localizado na

unidade D-Glu ou D-MeAsp, como um éster de metila ( grupo
metoxila) ou ainda na unidade Adda. Estes dados sdo
concordantes com aqueles obtidos por SIVONEN et dals (1992b)

para esta hepatotoxina, que foi isolada primeiramente de
células de Anabaena flos-aquae CYA 83/1.

A Tabela IX mostra os produtos de fragmentacdo das
substdncias 1, 2, 3 e 4, obtidos através de analise de
FABMS/MS.

Os dados de FABMS/MS confirmam a presenca da unidade
Adda pelos produtos de fragmentacdo relacionados aos sinais

correspondentes aos fragmentos de peso molecular 135 daltons
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TABELA IX - RESULTADOS DA ANALISE DE FABMS/MS PARA AS SUBSTANCIAS 1, 2, 3 E

4,

COMPOSICAO DO PESO MOLECULAR (DALTONS)
FRAGMENTO SUBSTANCIA 1 | SUBSTANCIA 2 | SUBSTANCIA 3 SUBSTANCIA 4
{JCH,CH (OMe ) 135 135 135 135
M-135 873 859 859 | 859
Mdha-Ala+H 155 155 155 155
Glu-Mdha+H 297 213 213 f 213
CO-Glu-Mdha-H 253 239 239 ? 239
Cq1Hq40-Glu-Mdha 389 375 375 | 375

(JCH,CHOMe), 873 e 859 daltons (M-135), nos espéctros das
substancias 1, 2, 3 e 4 (Anexos 5, 6, 7, 8) (NAMIKOSHI et al.,
1292¢) .

O fragmento de peso molecular 155 daltons (Mdha-
Ala + H) foi observado com a mesma unidade de massa nas quatro
substancias {icley 2, 3 e 4). Entretanto, no espectro da
substéncia 1, os fragmentos com peso molecular de 227, 253 e
389 daltons, os quais contendo a unidade D-Glu foram detectados
com 14 u.m. maiores do que seus produtos de fragmentacio
correspondentes nas substancias 2, 3 e 4 (Rnexos 5, 6, 7, 8),
revelando que o grupo metila esta ligado a unidade D-Glu na
forma de um éster [D-G1lu(OCH3)]. Esta é a primeira feferéncia
da producado desta hepatotoxina por células da. espécie

Microcystis aeruginosa.
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5) CONSIDERACOES FINAIS:

Os dados das anadlises fisico-quimicas de agua
demonstraram que o Reservatério do Funil é um ambiente aquatico
eutrofizado e portanto possui as condicdes necessarias ao
crescimento intenso de cianobactérias.

A ocorréncia de uma floracdo de ciancbactérias, com
predominédncia da espécie Mierocystis aeruginosa neste
reservatério e a verificacdo da producido de hepatotoxinas nessa
floracdo demonstram a necessidade de estudos mais abrangentes a
respeito da producdo de toxinas por espécies de cianobactérias
isoladas de corpos d'agua brasileiros.

Assim faz-se necessadrio a compreensido dos fatores que
requlam a producdo de toxinas por cianobactérias, bem como o
desenvolvimento de métodos de analise que pefmitam um
monitoramento répido e eficiente dessas biotoxinas 'em nossos
corpos d'agua, pois todos os reservatdrios construidos no
Brasil nos ultimos anos possuem as condicdes ambientais
necessarias ao desenvolvimento de floracdes de cianqbactérias,

sendo muitos deles utilizados como mananciais de abastecimento.
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6)

CONCLUSOES :

- O Reservatério do Funil possui as condigdes ambientais

adequadas ao desenvolvimento de floracées toéxicas de

cianobactérias.

O resultado dos testes de toxicidade demonstrou que a
floracdo de «cianobactérias coletada no Reservatdério do

Funil era produtora de hepatotoxinas.

A  hepatotoxicidade da floracdo teve correlacdo linear
positiva com o percentual de células da espécie Microcystis

aeruginosa, encontrado na floracio.

Duas estruturas de hepatotoxinas produzidas pela floracio
foram isoladas e caracterizadas: como microcystina-LR e
[D-Glu(OCH3)6]—microcystina—LR, sendo esta Gltima a

primeira citacdo para a espécie Microcystis aeruginosa.
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7) PERSPECTIVAS FUTURAS:

Alguns aspectos deste trabalho deixam perspectivas

para trabalhos futuros, tais como:

1 - Estudo da decomposicao microbiolégica de microcystinas, em

condic¢des de laboratério.

2 - Estudo da estabilidade de microcystinas nos ' ambientes

aquaticos.
3 - Desenvolvimento ou otimizacdo de metodologia que permita o

monitoramento dessas hepatotoxinas nos ambientes aquéaticos

brasileiros.
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ANEXO 5 - ESPECTRO DE FABMS/MS DA SUBSTANCIA 1.
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ANEXO 6 - ESPECTRO DE FABMS/MS DA SUBSTANCIA 2.
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ANEXO 7 - ESPECTRO DE FABMS/MS DA SUBSTANCIA 3.
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