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RESUMO

As microcistinas sdo as hepatotoxinas mais relatadas na literatura cientifica, sendo
reportadas em grande parte do mundo, nomeadamente em varios paises da Asia, América do
Norte, Leste da Europa e Norte de Africa. Estas cianotoxinas sdo classificadas como
heptapeptideos ciclicos, 0s quais possuem em comum a estrutura ciclica, contendo cinco
aminoacidos fixos, e dois aminodcidos variaveis. Os fatores que levam a formagéo da toxina
ainda ndo sdo conhecidos. Ha fortes indicios de correlagdo entre a formacgdo desta e a
sazonalidade, radiacdo solar, temperatura da superficie da &gua, pH e porcentagem de saturagdo
de oxigénio. Diante disso, este estudo, objetivou levantar mais informagfes sobre o tema da
pesquisa — cianotoxinas, especificamente as microcistinas, envolvendo as caracteristicas gerais,
historico, legislacdo e métodos de andlises. Utilizou-se como metodologia, a revisdo de
literatura de cunho qualitativo descritivo, que possibilitou um aprofundamento sobre o tema
proposto, por meio das bases de dados: Web of Science, Scopus e na biblioteca eletrénica
Scientific Eletronic Library Online (SciELO). Diversos estudos ja comprovaram que as
cianotoxinas presentes em agua destinadas ao abastecimento publico ndo sdo removidas pelo
sistema de tratamento convencional de agua, além de poderem ter sua concentracdo aumentada
durante o processo, em virtude da lise celular, principalmente do lodo acumulado nos
decantadores, ocasionando a liberagcdo de concentragdes significativas dessas toxinas presentes
no interior das células, onde dessa forma, a agua “potavel” funciona como fonte de exposicao a
populacgdo, fazendo-se necessario, 0 monitoramento da 4gua de forma estabelecida pela Portaria
de Consolidacéo n° 5, do anexo XX/ 2017.
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INTRODUCAO

O crescimento demogréfico e a urbanizacdo intensificaram as atividades antropicas
como a agricultura, a industria, a mineracdo. Os descartes de residuos sélidos causam impactos
negativos sobre a qualidade dos recursos hidricos, principalmente dos reservatérios superficiais
destinados ao abastecimento humano. Esgoto sem tratamento ou inadequadamente tratados,
efluentes industriais e agricolas, como fertilizantes quimicos sdo despejados diretamente em
corpos hidricos, alterando as caracteristicas fisico-quimicas, biologicas e consequentemente
seus usos (ESTEVES, 2011).

A eutrofizagdo antrdpica é comum em diversos paises devido a ocupagdo desordenada
das bacias hidrograficas e a poluicdo antropogénica. A urbanizagdo, a agropecuaria e 0
desmatamento aumentam a carga de nutrientes, especialmente nitrogénio inorganico (nitrato,
nitrito e amonia) e fosforo inorganico (ortofosfato), nos reservatérios, contribuindo para uma
maior ocorréncia do processo de eutrofizacdo em mananciais (OLIVER et al., 2012).
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Um efeito associado a eutrofizacdo e ao aumento da biomassa é a redugdo da
diversidade fitoplancténica e em consequéncia passam a predominar géneros e espécies que se
adaptaram melhor as condicBes eutroficas de elevada concentragdes de nutrientes,
condutividade elétrica, pH e sombreamento, como as cianobactérias que crescem de forma
abundante nas denominadas flora¢cdes (VASCONCELOS, 2011).

A maior preocupacdo no que diz respeito as cianobactérias em corpos d’agua ndo sao as
floragdes em si, mas sim a capacidade que algumas espécies tém de produzir metabolitos
secundarios toxicos - cianotoxinas. Existem estudos que indicam que na mesma floracdo, pode
haver tanto linhagens produtoras de toxinas como ndo produtoras, sendo que, até o presente
momento, ndo ha qualquer informagdo que expliqgue o porqué deste fato (SCHEMBRI;
NEILAN; SAINT, 2001).

Os fatores que levam a formagao da toxina ainda ndo sdo conhecidos. Ha fortes indicios
de correlacdo entre a formacédo desta e a sazonalidade, radiacdo solar, temperatura da superficie
da &gua, pH e porcentagem de saturacdo de oxigénio. As cianotoxinas, em sua maioria, Sao
liberadas no meio aquético com a morte celular, ocasionando danos na biota aquética, desde
intoxicacdo até a morte de animais e seres humanos (IBELINGS et al., 2007). S&o classificadas
de acordo com sua estrutura quimica — apresentando peptideos ciclicos, alcalides e
lipopolissacarideos, ou conforme seu efeito toxicolégico (ou sua biotoxicidade), sendo
denominados dermatotdxicos, neurotdxicos ou hepatotoxicos.

OBJETIVO

Diante do exposto, este estudo faz uma descri¢do sobre as ocorréncias de microcistinas
em &guas superficiais, avaliando suas caracteristicas, historico, legislacdo e métodos de analises.

METODOLOGIA

Com a finalidade de obter se um perfil das publicacdes, este trabalho possui natureza
exploratoria-descritiva. E exploratoria, uma vez que apresenta carater preliminar e busca
levantar mais informacGes sobre o tema da pesquisa — cianotoxinas, especificamente as
microcistinas; e descritiva pois permitiu identificar caracteristicas importante desta area de
conhecimento, envolvendo as caracteristicas gerais, histérico, legislacdo e métodos de anélises.

Para tanto, utilizou-se como metodologia, a reviséo de literatura de cunho qualitativo
descritivo, que possibilitou um aprofundamento sobre o tema proposto, sendo realizada uma
busca bibliografica por meio das bases de dados: Web of Science, Scopus e na biblioteca
eletrénica Scientific Eletronic Library Online (SciELO), em funcdo de sua abrangéncia e
efetividade, principalmente no gque tange os temas desta pesquisa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Microcistinas

As hepatotoxinas constituem um grupo de cianotoxinas notavelmente estudada nos
altimos anos devido ao seu efeito nocivo que pode acometer diversos 6rgdos e tecidos de
mamiferos e outras espécies de animais trazendo consequéncias fisioldgicas e dano celular dos
hepatocitos (METCALF et al., 2012). Os principais tipos de hepatotoxinas sdo as nodularinas,
as cilindrospermopsinas e as microcistinas.

As microcistinas sdo as hepatotoxinas mais relatadas na literatura cientifica.
Ocorréncias de microcistinas foram reportadas em grande parte do mundo, nomeadamente em
vérios paises da Asia, América do Norte, Leste da Europa e Norte de Africa (FRISTACHI &
SINCLAIR, 2008).

Classificadas como heptapeptideos ciclicos, 0s quais possuem em comum a estrutura
ciclica, contendo cinco aminoacidos fixos, (-D-Alal-X2-D-MeAsp3-Y4-Adda5-D-Glu6-
Mdha7), sendo D-Alanina (posi¢do 1), &cido D-metil-aspértico (posicdo 3), Adda (3-amino-9-
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metoxi-2-6,8-trimetil-10-fenil-4,6- acido dienoico) (posigdo 5), Acido D-glutdmico (posigéo 6)
e N-metildehidroalanina (Mdha) (posicao 7), e dois aminoacidos variaveis nas posigdes 2 (X) e
4 (Y), normalmente L-aminoacidos (BOTES et al., 1984; MSAGATI et al., 2006) que
contribuem para as diferentes isoformas (WELKER & VON DOHREN, 2006). A estrutura
geral da microcistina-LR esta apresentada na Figura 1.
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Figura 1. Estrutura geral da microcistina - LR. Fonte: METCALF et al. (2012).

A primeira identificacdo quimica desta hepatotoxina foi feita por Bishop et al. (1959),
que a isolou de uma cultura de Microcytis aeruginosa, dai a origem do nome. A nomenclatura
das microcistinas foi proposta por Carmichael et al. (1988) e compreende um heptapeptideo
monociclico extremamente estavel e resistente a agentes quimicos, hidrélise ou oxida¢do em pH
proximo de neutro podendo permanecer ativa mesmo em temperaturas acima de 100 °C
(SEINOHOVA et al., 2012).

Existem mais de 90 andlogos de microcistina diferenciadas pela constituicdo dos L-
aminoacidos, nas posi¢fes “2” e “4” apresentando massa molar diferenciada (SCOTT et al.,
2012). Dentre os analogos toxicos mais frequentes destacam-se: MC— LR constituida dos
aminodacidos leucina e arginina; MC-RR (arginina-arginina); MC-LA (leucina-alanina) e MC-
YR (tirosina-arginina). A massa molecular das moléculas destas microcistinas variam de
1.038,20; 1.045,19; 995,17 e 910,06 para MC-RR, YR, LR e LA respectivamente, conforme se
apresenta na Tabela 1.

Tabela 1. Principais varidveis da microcistina.

Variavel Massa molar (M) Posicéo 4 Posicéo 2 Cargaem pH
6,0-8,5
MC-YR 1045,19 Arginina Tirosina 0 (--&++)
MC-RR 1038,20 Arginina Arginina -1 (—-&+)
MC-LR 995,17 Arginina Leucina -1 (- &)
MC-LA 910,06 Alanina Leucina -2 (-)

Fonte: HO et al., 2011.

Um dos aspectos mais relevantes das microcistinas € o Unico aminoécido C20 (3-amino-
9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-trimetildeca-4,6-diendico) abreviado como Adda (Figura 5), que
embora ele sozinho ndo seja toxico, a estereoquimica e a hidrofobicidade da sua cadeia
desempenham um papel fundamental na atividade biolégica de MC-LR. (ANTONIOU et al.,
2008). No entanto, a por¢cdo Adda é relatada como a principal responsavel pela toxicidade da
microcistina e a alteracdo da sua estrutura é um passo fundamental para a reducdo da toxicidade
das toxinas que a possuem (ANDERSEN et al., 2014).
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As microcistinas possuem habilidade limitada em atravessar membranas na auséncia de
um transporte ativo, sua entrada nos hepatdcitos se d& por meio dos transportadores de &cidos
biliares, causando inibicdo das enzimas fosfatases 1 e 2A, com consequente hiperfosforilacdo
das proteinas e desorganizacdo do citoesqueleto. Esta desorganizacdo leva a retracdo dos
hepatocitos, o que, por sua vez, acarreta na retracdo dos capilares e aumento dos espacos
intercelulares, ao passo que o sangue passa a fluir por estes espagos formados, o que é capaz de
provocar lesdes teciduais e hemorragia hepatica (PEGRAM et al. 2008, JI et al. 2011).

Estas toxinas ndo atuam somente como promotoras, mas também como agentes
iniciadores de tumores por sua capacidade genotoxica, como apresentada pela microcistina-LR
(ZEGURA et al., 2011). Contudo, ndo se sabe ainda quais sdo 0s mecanismos envolvidos na
inducdo tumoral, pois ha falta de modelos celulares para estudos de toxicidade in vitro. Nos
casos de exposicao recreacional, podem ocorrer irritacdes cutneas e problemas gastrintestinais,
a exemplo de complicacdes no figado.

Plantas aquaticas e terrestres também podem sofrer efeitos ao serem expostas a
microcistinas, uma vez que nelas também ha a presenca das fosfatases 1 e 2A. Bittencourt-
Oliveira et al. (2014) descreveram varios relatos de redugdo de biomassa em plantas aquaticas
expostas a estas toxinas, assim como reducdo na producdo das fosfatases, estresse oxidativos,
reducdo na atividade fotossintética e até apoptose celular em plantas terrestres. Outro aspecto
relacionado a contaminacdo de plantas com microcistinas, corresponde a sua capacidade de
bioacumulagdo nestes microrganismos, e possivel biomagnificacdo na cadeia trofica. Deste
modo, plantas irrigadas com agua contaminada se tornam mais uma preocupacdo em relacéo a
salde publica, revelando outra fonte de exposi¢do as toxinas.

No Brasil, o primeiro caso comprovado de presenca de microcistinas ocorreu em um
lago eutréfico na cidade de Sdo Paulo, onde Microcystis aeruginosa foi coletada e isolada de
uma floragdo ocorrida em junho de 1988. Observou-se que a cepa produzia duas variantes de
microcistinas: LR e outra no LF - (AZEVEDO et al., 1994). Posteriormente, linhagens toxicas
de Microcystis aeruginosa foram reportadas em diversas regides brasileiras (SA et al., 2010).

Legislagéo: padrdes e limites nacionais para cianotoxinas

No Brasil, o primeiro relato de intoxicacdo por cianotoxinas ocorreu em 1988, quando,
ao que tudo indica, cerca de 200 pessoas foram contaminadas por microcistina advinda de uma
floragdo de cianobactérias presente na dgua do reservatorio de Itaparica, na Bahia, levando 88
pessoas ao 6bito (TEIXEIRA et al.,1993). A segunda tragédia em territorio nacional foi relatada
em Caruaru, no estado de Pernambuco, onde se registrou a presenca de microcistina na agua
utilizada para a lavagem dos aparelhos de hemodiélise do Instituto de Doengas Renais e
também a presenca de cilindrospermopsina (CYN) no carbono e resinas desses aparelhos. Esta
agua foi proveniente da represa Tabocas, onde havia floracdo de cianobactérias. Este triste
episddio resultou na morte de 52 pacientes dos 101 que sofreram intoxicacdo (CARMICHAEL
etal., 2001).

Esses incidentes contribuiram para alteracdes dos padrfes de potabilidade com
recomendacgdes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) culminando com a insercdo de
compostos novos como pardmetro de controle da qualidade para 4gua de consumo humano,
tendo em vista os riscos aos diversos efeitos tOxicos que esses compostos representam para a
salde publica. Seguindo os guias da OMS, no mundo todo, a determinacdo de microcistina é
mais um parametro obrigatorio de controle da qualidade da agua para consumo humano e ainda
diversos paises j& incorporaram outras cianotoxinas; no Brasil a situacdo € semelhante e a
microcistina passou a ser um parametro obrigatorio de anélise na 4gua de consumo, na Portaria
1469/2000 do Ministério da Saude, que foi sucedida pela Portaria 518 de 29 de marco de 2004,
posteriormente substituida pela Portaria 2914 de 12 de dezembro de 2011, e entdo revogada
Portaria de Consolidagdo n° 5, do anexo XX / 2017.

Esta Portaria dispde sobre os procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da
agua para consumo humano e seu padrdo de potabilidade determina o Valor Maximo
Permitido (VMP) de 1 pg.L™ de MC, sendo que este valor inclui o somatério das concentracdes
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de todas as variantes de microcistinas na dgua para consumo humano e também determina o
valor de 3 pg.L™ equivalente STX para saxitoxina (BRASIL, 2017).

A referida portaria estabelece 0 monitoramento mensal de microcistinas no reservatorio
quando o ndmero de células de cianobactérias for inferior ou igual a 10.000 cel.mL™? e
monitoramento semanal quando este valor exceder 20.000 cel.mL™. Se houver cianotoxinas no
manancial devera-se realizar analise e identificar os géneros de cianobactérias, no ponto de
captacdo do manancial superficial, assim como comunicar imediatamente as clinicas de
hemodidlise e as indUstrias de injetaveis.

Métodos de deteccao e quantificacao de cianotoxinas

Existem diversos métodos analiticos utilizados para detectar e quantificar cianotoxinas
dissolvidas (fracdo extracelular) na agua e em células de cianobactérias (fracdo intracelular).
Esses métodos podem variar quanto ao nivel de sofisticacdo bem como ao grau de informac6es
que eles fornecem.

Métodos relativamente simples e com baixo custo podem ser usados para avaliar
rapidamente o risco potencial e permitir a agilidade na tomada de decisfes. Por outro lado,
técnicas analiticas altamente sofisticadas podem ser aplicadas para determinar, com preciséo, o
tipo e quantidade de cianotoxinas. Tanto as técnicas, quanto as metodologias podem ser
selecionadas dependendo dos equipamentos e do grau de especificidade, assim como, o tipo de
informacdo requerida. Os métodos mais utilizados na quantificacdo e identificacdo de
cianotoxinas compreendem 0s bioensaios, testes imunoenzimatico (ELISA) e Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Os bioensaios sdo testes de avaliacdo toxicoldgica realizados em animais ou grupo de
células. Em geral, sdo utilizados para adquirir informacBes sobre a toxicidade, permitindo
relacionar a presenca de floragdes e 0s seus impactos no ambiente natural. Ainda que sejam
capazes de oferecer uma triagem simples e rapida quanto a presenca de cianobactérias, 0s
bioensaios ndo possuem sensibilidade suficiente para detec¢do de uma cianotoxina especifica,
eles possuem apenas o potencial para correlacionar as classes de toxinas aos seus efeitos
adversos. Estes testes devem, portanto, estar associados a técnicas qualitativas e quantitativas de
andlises de cianotoxinas, para a detec¢do especifica da toxina. Além disso, 0 uso de animais,
como camundongos, em testes de toxicidade tem sofrido implicacbes éticas, com fortes
oposi¢des publicas. Testes com animais invertebrados tais como Daphnia sp, Drosophila
melanogaster, Artemia salina, larvas de mosquito dentre outros, tém sido investigados, no
entanto ndo apresentam especificidade e ndo sdo validados para o monitoramento de rotina
(MCELHINEY E LAWTON, 2005, MOUNTFORT et al., 2005).

Outra metodologia utilizada em ensaios de deteccdo e quantificagdo de cianotoxinas,
especialmente microcistinas e nodularinas, € o método imunoenzimatico ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay). Baseado em uma reacdo imuno-enzimatica inversamente
proporcional a concentracdo da toxina, este teste reporta valores de concentracdo de
microcistina total de uma amostra, eliminando a necessidade de uma ampla faixa de padrdes
analiticos. O manuseio facil e rapido, na forma de kits, permite a sua aplicagdo com o0 minimo
de treinamento técnico e simples processamento da amostra. Além disso, reporta analises de alto
desempenho, com sensibilidade de deteccfo na faixa de ppb (ug.L™) os resultados podem ser
obtidos em 90 minutos (RAPALA et al., 2002). Vérios kits de teste de ELISA estdo disponiveis
comercialmente no mercado: Abraxis LLC, Pensilvania Inc., EnviroLogix Inc., Strategic
Diagnostic Inc., Wako Chemicals. Contudo, a possibilidade de reagfes cruzadas entre
variedades de microcistinas tém colocado algumas restricdes no uso destes kits, principalmente
quando sdo avaliadas microcistinas hidrofébicas (LAWTON et al., 2010). Trata-se ainda de uma
técnica de custo elevado, o que inviabiliza a sua utilizacdo na avaliacdo da qualidade de aguas,
principalmente nas comunidades de médio e pequeno porte. Além disso, os kits de diferentes
fabricantes podem resultar em diferentes valores detectados (METCALF et al., 2012,
ARANDA-RODRIGUEZ et al., 2015).
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A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) tem se destacado nos ultimos anos
devido a alta sensibilidade de separacdo dos componentes do analito. Os métodos de separacao
por cromatografia em coluna implicam em interacfes fisico-quimicas entre 0s compostos
presentes na amostra e a fase estacionaria da coluna cromatogréfica, e sua aplicacdo permite a
analise qualitativa ou quantitativa de varios microcontaminantes de interesse ambiental. A
cromatografia em coluna permite separar constituintes de uma mistura através de sua
distribuicdo em duas fases: uma estacionaria (fixa na coluna cromatogréfica) e outra movel
(OEHRLE et al., 2010).

Ainda segundo Oehrle et al. (2010), nas analises de microcistinas € comum 0 uso de
colunas de fase reversa C18, com separacdo realizada pelo gradiente de hidrofobicidade. Este
gradiente abrange diferentes polaridades, permitindo a analise de todas as variantes de
microcistinas. A identificacdo pode ser realizada por um detector ultravioleta combinado
(CLAE-UV), ou por uma analise sequencial em espectrometria de massa (CLAE-EM). Embora
a analise de toxinas por CLAE seja capaz de fornecer informages precisas e especificas sobre a
identidade e a quantidade de cada variante de microcistina, na ordem de nanogramas, 0 método
requer elevado custo, instrumentacdo e pessoal especializado, cuidados na preparagdo da
amostra e a comparagdo com padrdes da toxina.

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM) é uma das
ferramentas analiticas mais poderosas da atualidade para determinacdo de compostos organicos.
Esta permite que compostos pré-separados sejam identificados e quantificados com alto grau de
seletividade e sensibilidade, ou seja, 0os compostos eletricamente carregados, ou ions, sdo
selecionados e medidos de acordo com a razdo massa/carga (m/z), resultados da acdo de campos
elétricos ou magnéticos gerados na regido do analisador do equipamento que, comumente, pode
estar disposto em diferentes configuragdes. Um espectrOmetro de massas é constituido de
unidades fundamentais como: uma fonte de ionizagdo, na qual sdo gerados os ions na fase
gasosa, um analisador e um detector, conforme mostra, figura 2.
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Figura 2. Unidades fundamentais de um espectrémetro de massas. Fonte: INMETRO (2016).
CONCLUSAO

As cianobactérias tém apresentado dominancia nos ambientes aquaticos e tendem a
persistirem, tornando-se um problema preocupante, em virtude de varios géneros serem capazes
de formar floragGes e produzirem toxinas que podem afetar tanto a biota aquatica como seres
humanos. Vale ressaltar que diversos estudos ja comprovaram que as cianotoxinas presentes
em &gua destinadas ao abastecimento publico ndo sdo removidas pelo sistema de tratamento
‘convencional de agua, além de poderem ter sua concentracdo aumentada durante o processo,
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em virtude da lise celular, principalmente do lodo acumulado nos decantadores, ocasionando a
liberagdo de quantidades significativas das toxinas presentes no interior das células, onde dessa
forma, a 4gua “potavel” funciona como fonte de exposi¢do a populacdo, fazendo-se necessario,
0 monitoramento da &gua de forma estabelecida pela Portaria de Consolidagdo n° 5, do anexo
XX /2017, a fim de evitar riscos potenciais adversos a salde humana e garantir o controle da
qualidade da agua oferecida ao publico.

Devido a grave hepatotoxicidade, a capacidade de bioacumulagdo e promocédo tumoral,
intrinsecas as microcistinas, bem como aos sinais frequentemente inespecificos, pesquisas
relacionadas a estas cianotoxinas devem ser incentivadas a fim de se detectar a contaminacéo de
alimentos e da 4gua destinada principalmente ao consumo humano e animal. E necessario evitar
intoxicacbes por essas cianotoxinas, o contato com agua possivelmente contaminada por
cianobactérias e pela microcistina, pode ocasionar exposi¢des crnicas e o desenvolvimento de
carcinogénese hepatica. Setores responsaveis pelo abastecimento de agua publica devem estar
diariamente atentos as florages em sistemas aquaticos de abastecimento publico.
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