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Resumo

Ocorréncia de cianobactérias e cianotoxinas na dgua de cinco
Importantes rios no Estado de Minas Gerais — Brasil

Durante as ultimas décadas tem-se registado um aumento da existéncia de floracdes
de cianobactérias, em rios, lagos, lagoas e reservatorios. As cianobactérias sdo
microrganismos procariotas, fotoautotréficos, oxigénicos e tem a parede celular
semelhante as bactérias gram negativas. Com uma ampla distribuicdo geografica, sdo
encontradas numa diversidade de ambientes, desde ecossistemas terrestres, agua
doce, salobra ou marinhos e mesmo em habitats extremos, tais como fontes termais,
desertos, regifes tropicais e polares.Fazem parte da comunidade de microrganismos
de um corpo hidrico, isto é, em sistemas de agua doce néo poluidos, sdo componente
do fitoplancton, no entanto, devido a fenomenos de eutrofiza¢éo, ocorre a proliferacao
destes microrganismos, gerando floracdes. A ocorréncia de floragbes de
cianobactérias toxicas constituem um problema mundial que vem aumentando em
intensidade e frequéncia. Estes microrganismos sao capazes de secretarem toxinas
nocivas, que diferem na sua natureza quimica, bem como na sua agdo toxica,
causando efeitos hepatotoxicos, neurotéxicos e dermatotoxicos, representando assim
um risco significativo para o ambiente e saude publica. Perante o problema da
contaminacao da agua dos rios de Minas Gerais — Brasil por cianobactérias, sendo
este um dos fatores que influenciam nos padrées da qualidade da agua potavel,
podendo gerar danos a saude publica, o presente trabalho teve como objetivo analisar
a toxicidade da ocorréncia de cianobactérias nas aguas de cinco importantes rios de
Minas Gerais, uma vez que, alguns deles sdo utilizados para abastecimento publico.
Na metodologia realizou-se a identificacdo das espécies através de microscopia, com
respetivo isolamento e cultura das mesmas com posterior analise pela técnica ELISA
para a detecdo de toxinas. Ensaios moleculares foram realizados para a detecéo das
espécies e suas respetivas toxinas e ensaio filogenético do sequenciamento do gene
da anatoxina-a. Para as amostras ambientais foram realizadas a técnica HPLC/PDA
para detecdo para possivel producéo de toxina. Para avaliar a eficiéncia na remocgao
de microcistina da agua para abastecimento publico foram ainda realizadas andlises

de amostras das ETAs de Pirapora e Varzea da
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Palma (MinasGerais). Como resultado foi possivel identificar nas amostras,
cianobactérias potencialmente téxicas e nado toxicas, como; Microcystis aeruginosa,
Planktothrix agardhii, Cylindrospermopsis raciborskii, Arthrospira sp., Sphaerocavum
sp., Geitlerinema sp., Aphanizomenon sp. No rio das Velhas ao norte de Minas Gerais
foi detetada pela primeira vez cilindrospermopsina. O ribeirdo S&o Pedro, afluente da
Bacia do rio Jequitinhonha teve resultado positivo na analise molecular para espécie
de Cylindrospermopsis raciborskii e para toxina cilindrospermopsina, porém no ensaio
ELISA néo expressou a cilindrospermopsina, mas a saxitoxina foi detetada. Na
avaliacdo das amostras das ETA’s foi possivel confirmar em ambas as cidades a
eficiéncia na remogao de microcistina no tratamento convencional associado ao
carvao ativado em pé (CAP). Conclui-se que o ensaio molecular é uma ferramenta
muito importante no monitoramento das cianobactérias e cianotoxinas para amostras
ambientais como forma de minimizar os riscos a satde publica.

Palavras-chave: Cianobactérias, cianotoxinas, eutrofizagéo, qualidade da agua
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Abstract

Occurrence of cyanobacteria and cyanotoxins in water of five
important rivers in the State of Minas Gerais — Braazil

During the last decades has been registered an increasing of cyanobacterial blooms in
rivers, lakes, ponds and reservoirs.Cyanobacteria are prokaryotic, photoautotrophic
and oxygenic microorganisms with a cell wall similar to gram-negative bacteria.With a
wide geographical distribution, they are found in a variety of environments, from
terrestrial, freshwater, brackish or marine ecosystems or even in extreme habitats such
as hot springs, deserts, tropical and polar regions.Part of microorganisms community in
an water body, i. e, in unpolluted freshwater systems are a phytoplankton component,
however, due eutrophication phenomena, the proliferation of these microorganisms
occurs, thus generating blooms.The occurrence of toxic cyanobacteria blooms, are a
worldwide problem, which have been increasing in intensity and frequency. These
microorganisms are able to produce harmful toxins, which differ in their chemical
nature as well as in its toxic effect, leading hepatotoxic, neurotoxic or dermatotoxic
effects, presenting thus a significant hazard to the environment and public
health.Faced with the problem of water contamination by cyanobacteria in rivers of
Minas Gerais (Brazil), being this one of the factors that influence the standards of water
quality, causing damage to public health, the present work aimed to analyze the toxicity
of occurrence of cyanobacteria in waters of five important rivers of Minas Gerais, since
some of them, are used for public supply.In methodology, species identification was
performed by microscopy, with respective isolation and culturing of same with following
analysis by ELISA technique to detect toxins. Molecular and phylogenetic assays were
performed to detection of species and their respective toxin for sequencing of the gene
anatoxin-a, respectively. For environmental samples, HPLC/PDA was used for
detecting the production of toxins.In order to evaluate the removal efficiency of
microcystin in water for public supply, were also carried out analysis of samples in
Water Treatment Plant from Pirapora and Varzea de Palma (Minas Gerais).As a result
it was possible identify in samples, potentially toxic and non toxic cyanobacteria, such
as; Microcystis aeruginosa, Planktothrix agardhii, Cylindrospermopsis raciborskii,

Arthrospira sp., Sphaerocavum sp., Geitlerinema sp., Aphanizomenon sp.In Velhas

Vil
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rios no Estado de Minas Gerais - Brasil
river, north of Minas Gerais was detected for the first time cylindrospermopsin. In S&o
Pedro creek, affluent of basin Jequitinhonha river, had positive result in molecular
assays to species of Cylindrospermopsis raciborskii and cylindrospermopsin toxin,
however, by ELISA assay, cylindrospermopsin was not expressed but saxitoxin was
detected. In sample evaluation of Water Treatment Stations, was possible confirmed,
for both cities, removal efficiency of microcystin in conventional treatment associated
with powdered activated carbon (PAC). It was concluded that the molecular test is a
very important tool in monitoring of cyanobacteria and cyanotoxins for environmental

samples in order to minimize the risks to public health

Keywords: Cyanobacteria, cyanotoxins, eutrophication, water quality
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1. Introducéo

1.1 Apresentacao

Perante o problema da falta de agua no mundo, tanto em qualidade como em
quantidade, o Brasil é um pais privilegiado, pois possui cerca de 16% de toda agua
potavel do planeta. Contudo, apesar da abundancia de agua, o pais enfrenta
problemas quanto a sua ma distribuicdo e eutrofizacdo nos corpos d'agua. O rapido
crescimento populacional a formagdo de aglomerados urbanos e o aumento da
producdo agricola e industrial resultaram no aumento do despejo de poluentes nos
corpos d"agua, principalmente matéria organica e nutrientes como nitrogénio e fésforo
tornando-os cada vez mais eutrofizados. Este fendmeno propicia a proliferacéo
excessiva de algas e cianobactérias potencialmente toxicas em reservatdrios e corpos
hidricos usados para abastecimento publico. Esses eventos tém sido cada vez mais
frequentes, causando impactos sociais, economicos e ambientais (Tundisi, 2008). A
ocorréncia de florac6es de cianobactérias € um problema mundial, a implantacao de
monitoramento em abastecimento de agua tem sido realizado, contudo, no Brasil ha
muitas cidades onde nao ha tratamento de agua residual, dessa forma os rios
recebem imensas cargas de residuos diariamente, promovendo a proliferacdo das
cianobactérias e suas toxinas (IBGE 2011). E uma das consequéncias mais graves do
processo de eutrofizacdo em corpos d’ agua, pois ocasiona 0 aumento da ocorréncia
de floragbes toxicas de cianobactérias e a presenca de suas toxinas nos diferentes
niveis da cadeia trofica. Essasfloracbes vém aumentando em intensidade e
frequéncia, sendo possivel visualizar um cenério de dominéncia desses organismos
em muitos reservatérios brasileiros. Ocasionando um grande problema para as
empresas destinadas ao tratamento de &gua. A grande concentracdo das
cianobactérias faz com que a pequena quantidade de toxinas presentes em cada
célula se potencialize e provoque consequéncias nocivas aos organismos que as

consomem, inclusive a popula¢gdo humana.

A biologia molecular é uma importante ferramenta na identificacdo de cianobactérias e
na avaliacdo do seu potencial toéxico pela identificacdo de genes especificos para cada
espécie e de genes envolvidos na produgdo de toxinas, podendo detetar
precocemente as floracdes toxicas, o que pode facilitar o monitoramento de ambientes

aquaticos (Ferrao-Filho, 2009), diminuindo assim os riscos para saude publica e dessa
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forma, tornando breve o tempo para a obtencao de resultados analiticos, melhorando
a produtividade no laboratério, facilitando o trabalho e reduzindo custos. Mais ainda,
apresenta uma elevada sensibilidade e especificidade. E como forma de confirmacéo
da producéo das toxinas ha disponiveis os métodos analiticos;fisico-quimico, como
HPLC-PDA (High-performance liquid chromatography) e bioquimico, como o teste
enzimatico ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) (Carneiro & Leite, 2008).

O Estado de Minas Gerais estd localizado na Regido Sudeste do Brasilentre
osparalelos de 14°13'58' ' e 22°54'00"" de latitude sul e os meridianos de 39°51'32' ' e
51°02'35' ' a oeste de Greenwich, situada num planalto com altitude que varia de 100 a
1500 metrose possui, segundo o IBGE (2010), uma populagdo de 19.597.330
habitantes, distribuidos em 853 municipios em uma &rea de 586.522,122km?, sendo o
quarto Estado maior em extenso territorial. E um estado muito rico em nascentes de
agua. A rede hidrogréfica de Minas Gerais € composta por 17 bacias e possui cerca de
10.000 cursos de agua. As grandes bacias hidrograficas do pais tém suas origens no
territério mineiro. Sao essas inUmeras nascentes que conferem ao Estado o titulo de
Caixa D’Agua do Brasil. Esses recursos hidricos sdo amplamente utilizados pelas
usinas hidrelétricas e represas, nos agudes e canais para irrigacao, nas atividades de
Turismo e lazer.No entanto, grande parte dos rios de Minas se encontra ameacados
pela exploragédo desenfreada feita pelo homem, de maneira predatoria e irresponsavel,
tanto em decorréncia do desmatamento das &reas das nascentes e das matas
de galeria, quanto do lancamento de lixo e esgoto, sobretudo aqueles produzidos nos
centros urbanos e pelas grandes unidades industriais. O baixo nivel de consciéncia da
sociedade em relacdo a preservagdo ambiental também contribui para a degradacgéo

desses mananciais.

Peranteo problema da contaminacdo da éagua dos rios de Minas Gerais por
cianobactérias, sendo este um dos fatores que influenciam nos padrées da qualidade
da 4gua potavel, podendo gerar danos a saude publica, portanto é necessario analisar
a toxicidade da ocorréncia de cianobactérias nas aguas de cinco importantes rios de
Minas Gerais, uma vez que,alguns destes sdo utilizados para abastecimento publico.
E ainda identificar géneros e espécies de cianobactérias das amostras em estudo,
averiguar e quantificar as possiveis toxinas produzidas. E avaliar a eficiéncia do
sistema da Estacéo de tratamento de agua de Pirapora-MG e Varzea Palma-MG na

remocao de microcistina.
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2 Eutrofizacao

A eutrofizagdo é uma resposta bioldégica ao aumento da concentracdo de nutrientes,
especialmente fosforo e nitrogénio num ecossistema aquatico (Esteves,1998). Pode
ocorrer de forma natural ou artificial ( Azevedo, 1998; Jardim, 2011).

Quando natural, € um processo lento e continuo que resulta do transporte de
nutrientes transportados pelas chuvas e pelas aguas superficiais que lavam a
superficie terrestre. Corresponde a um envelhecimento natural de um corpo d’ agua
(Macedo & Sipauba — Tavares, 2010).

A eutrofizacdo artificial é induzida pelo homem, também conhecida como
antropogénica. Neste caso, 0s nutrientes podem ter diferentes origens, como: esgotos
domeésticos, efluentes industriais, atividades agricolas e pecuéria ( Anciutti & Cochda,
2010). Este tipo de eutrofizacdo € responsavel pelo envelhecimento precoce de um
ecossistema aquatico. A eutrofizacéo artificial € um processo dinamico, o qual resulta
em profundas modificacdes qualitativas e quantitativas nas comunidades aquaticas,
nas condigdes fisicas e quimicas do meio e no nivel de producao do sistema, podendo
ser considerada uma fonte de poluicdo. Estd relacionada com o aumento da
populacdo humana, da industrializacéo, do uso de fertilizantes quimicos na agricultura
e produtos de limpeza contendo compostos polifosfatados. Todos esses fatores
resultam na liberacdo de nutrientes, como fosfato e nitrogénio, que sdo compostos

estimuladores da eutrofizacdo (Macedo & Sipalba-Tavares, 2010).

Os casos de eutrofizacdo artificial no Brasil sdo, na quase sua totalidade, promovidos
pelo lancamento de agua residuais domésticos e industriais ndo tratados (in natura),
(Barreto et al., 2013; Macedo & Sipauba-Tavares, 2010). Os ecossistemas aquaticos
proximos aos centros urbanos estdo se transformando em verdadeiros depositos de
esgotos, gerando enormes prejuizos econdmicos e sociais para a populacao brasileira
(Tundisi, 2008).

Pesquisa do governo federal indica que cerca de 60% da populacéo brasileira ainda
nao dispde de tratamento de esgotos. Destaca-se que apenas 35% do esgoto coletado
é tratado, o restante 65% tem seu destino final, os ecossistemas aquéticos do pais. E

quando ha tratamento da agua residual na quase totalidade dos casos, ndo ocorre a
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fase terciaria que confere a eliminacdo de fésforo e nitrogénio, sendo estes o0s
principais agentes da eutrofizacdo artificial. Sendo assim, a grande maioria das
ETARbrasileiras funcionam precariamente e com isto, sdo de baixa ou baixissima

eficacia ao tratamento das aguas residuais (Esteves,1998; IBGE, 2011).

Sdo véarios os motivos que desencadeiam a eutrofizacdo, e dentre eles, 0
represamento de um rio (Vasconcelos, 2006) e o consequente aumento do nivel da
agua representa uma grande fonte de nutriente para o meio, proporcionando assim,
uma alteracdo do estado tréfico do reservatério. E dependendo da localizacéo
ocupada pelos terrenos agricolas, pelas florestas, pelas zonas de urbanizagdo ou
industriais, a amplitude da eutrofizagdo é variavel. Num ecossistema [éntico a
profundidade interfere no crescimento de fitoplancton, sendo que os lagos pequenos e
pouco profundos sdo geralmente lugares mais propicios ao desenvolvimento de
fitoplancton. Para Freire & Bollman (2003), a inter-relacdo dos inuUmeros fatores
climatoldgicos, hidrolégicos, morfolégicos, fisico-quimicos e biol6gicos que ocorrem
tanto na bacia quanto no proprio corpo hidrico sdo motivos que levam ao aumento da
densidade de populacdes de cianobactérias. Segundo Chorus & Bartram, (1999) a
temperatura da agua, ambientes com disponibilidade de nutrientes, concentragbes de
N:P e concentragbes de CO,, pouca intensidade de luz, pH elevado, alta capacidade
de armazenagem de fosforo, sdo fatores favoraveis aos resultados mais visiveis da
eutrofizacdo. Pouca precipitacdo anual, associada a altas taxas de evaporacao,

também contribuem para concentrar sais minerais e nutrientes inorganicos na agua.

Em condi¢cdes normais, ofitoplancton e os organismos zooplancténicos convivem de
modo equilibrado em lagos, reservatérios e rios, ndo havendo dominancia excessiva
de uma determinada espécie em detrimento da outra. Mas quando ha algum tipo de
interferéncia que enriquece a agua com nitrogénio e fosforo, algumas espécies
passam a ser dominantes, multiplicando-se de forma excessiva e dando origem ao

fendmeno chamada florag&o, principalmente por cianobactérias (Deberdt, 2004).

Em funcéo do nivel de eutrofizacdo a qualidade da agua pode ser afetada de tal modo

a torna-la impropria para abastecimento publico, recreacdo ou outros usos. Pode
também como consequéncia, a reducao de oxigénio dissolvido, perda das qualidades
cénicas, aumento do custo de tratamento, morte extensiva de organismos aquaticos
(Azevedo, 1998).
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3 Cianobactérias

3.1 Caracteristicas das Cianobactérias

As cianobactérias sdo organismos procariotas, pois em sua célula ha auséncia da
membrana nuclear. De acordo com sua morfologia podem ser filamentosas ou
cocoides, encontradas na forma unicelular ou formando colonias (Campinas et
al.,2002; Carvalho, et al., 2013). Sua parede celular € semelhante a das bactérias
gram negativas (Beltrame & Pascholati, 2011; Fathalli et al., 2011), uma vez que parte
da célula é composta pelo componente lipopolissacarideo —LPS (Carneiro & Leite,
2008). Porém as cianobactérias ndo sao vistas como organismos patogeénicos, pois
nao existem registos de que possam multiplicar nos organismos hospedeiros (Adams,
2000). Por outro lado sdo organismos fotoautotréficos, oxigénicos (Anciutti & Cochba,
2010; Beltrame & Pascholati, 2011; Brito et al., 2012) e contém em suas células
diferentes pigmentos fotossintéticos como a clorofila a, que corresponde a coloracao
esverdeada, ficocianina que lhe confere a cor azul e algumas espécies possuem
também um pigmento vermelho, a ficoeritrina (Sant’Anna, 2006). Em algumas
espécies ha formacdo de aerétopos (vesiculas gasosa) e a bainha de mucilagem,
essas estruturas proporcionam as cianobactérias vantagens sobre outros grupos, pois
permite flutuagdo e protecdo para locais favordveis para seu crescimento. Outras
espécies de cianobactérias podem ser fixadoras de nitrogénio (Beltrame & Pascholati,
2011), por meio de uma célula vegetativa conhecida como heterocito no qual &
expressada quando o meio esta desfavoravel, ou seja, quando ha deficiéncia de
nitrogénio no corpo hidrico. Estacélula vegetativa também pode originar o acineto, esta
célula possui parede espessa e guarda em seu interior granulo com substancias de
reserva produzida pela propria cianobactérias (Silva et al., 2013).As cianobactérias
sdo cosmopolitas e apresentam grande tolerancia as condigbes ambientais e
climaticas podendo ser encontradas em uma variedade de ambientes,desde
dulcicolas, marinhos, salobros e terrestre (Canto de Sa et al., 2010). Estudos relatam
fésseis datados de 3,5 milhGes de anos e pensa-se que terdo sido 0s organismos
responsaveis pela oxigenagdo da atmosfera terrestre (Fathallietal., 2011; Ledo et al.,
2012). Entretanto, estudos com base em biomarcadores de DNA, sugerem que estes

microrganismos apenas surgiram ha cerca de 2,6 milhées de anos.Com base na
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abordagem filogenética as cianobactérias estdo classificadas em cinco subsecoes,
fundamentadas em uma taxonomia bacteriolégica, que coincide com a ordem da

abordagem botéanica (Tabela 1).

Tabela 1.Principais caracteristicas morfolégicas e sua ocorréncia no ambiente, segundo as diferentes ordens
da classificacdo botanica de cianobactérias e a sua correspondéncia para subseccdes da classificacdo
bacteriana(Brito, et al., 2012;Waterbury, J. B., 2006; Lopes et al., 2012).

Classificagao Classificacdo | Principais recursos morfolégicos, ocorréncia e espécies tipicas
botanica bacteriana

Ordem Subseccao | Cianobactérias unicelulares que se reproduzem por divisdo celular

Chroococales binaria ou por rebentos numa Unica célula, em colénias mantidas

juntais pela mucilagem ou entdo por revestimentos laminados.
Muitas espécies sdo plancténicas e contém vesiculas de géas. Elas
ocorrem em aguas doces bem como em ambientes marinhos. Os
géneros tipicos sdo Synechocystis e Microcystis.

Ordem Subseccéao Il Algumas espécies podem sempre ou por vezes reproduzirem-se
Pleurocapsales através de pequenas células esféricas que sdo produzidas por
multiplas divisGes das células-méaes. Geralmente crescem em
ambientes aquéticos anexadas aos substratos. Um género tipico é a
Pleurocapsa

Ordem Subseccéo I Filamentosas, maioritariamente unisseriadas. Cianobactérias sem
Oscillatoriales células especiais. Os tricomas normalmente tém uma bainha e
muitas espécies tém vesiculas de gas. O grupo é ecologicamente
diversificado e ocorre em plancton, benténica e em habitats
periféricos em aguas doces e em ambientes marinhos. Os géneros
tipicos séo Oscillatoria, Planktothrix e Spirulina

Ordem Nostocales | Subsecgéo IV Filamentosas, maioritariamente unisseriadas. Cianobactérias que
podem formar células especializadas (heterécitos e acinetos), sendo
que algumas podem formar hormogonia (formacao de tricomas
dotados de mobilidade que dao origem a novos filamentos).
Algumas espécies tém vesiculas de gas. Elas ocorrem em plancton,
bentonica e habitats periféricos em aguas doces ou ambientes
marinhos e podem também ser encontradas em ambientes
terrestres. Os géneros tipicos sdo Anabaena, Aphanizomenon e

Nodularia.
Ordem Subseccéo V Filamentosas, normalmente s&o cianobactérias multisseriadas
Stigonematales ramificadas (verdadeira ou falsa) que podem formar células

especializadas (heterocitos e acinetos) e alguma forma de
hormogonia. Ocorrem em ambientes aquaticos e terrestres mas
normalmente ndo em plancton. O género é Fischerella.
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4 Cianotoxinas

Muitas espécies de cianobactérias tem a capacidade de secretar metabdlitos
secundarios que podem causar alteracdes nas propriedades organoléticas da agua,
isto é, promovem gosto e odor desagradaveis aagua, devido a geosmina e o0 2-
methylisoborneol (2-MIB) (Campinas et al., 2002; Carneiro&Leite,2008;Sant’Anna et
al., 2006). Sao responséveis pela producéo e liberacdo de compostos potencialmente
téxicos (Tabela 2). Esses metabdlitos sdo conhecidos por cianotoxinas (Figura 1)
(Canto de S& et al.,, 2010) sédo libertadas para o meio externo por rompimento da
parede celular, 0 que acontece por senescéncia das células ou sob a acdo de
algicidas, como o sulfato de cobre. Contudo, a cilindrospermopsina pode ser excretada
pelas células em condi¢des fisioldgicas normais, uma vez que sua estrutura lhe
confere alta polaridade, portanto a toxina possui alta solubilidade em agua,
caracterizando-a como cianotoxina intra e extracelular (Masten & Carson, 2000;
Stuken & Jakobsen, 2010). Cianotoxinas com essas caracteristicas as tornam
especialmente importantes, pois ndo ha necessidade de ruptura das células para que
a agua seja contaminada. Essas substancias sdo nocivas a animais terrestres,
aguaticos e aos seres humanos, através da ingestdo ou contato com a agua
contaminada (Carneiro& Leite, 2008; Cianca et al.,2012). A principal forma de
exposi¢cdo humana para as cianotoxinas € através do consumo de agua contaminada.
Por outro lado, a exposi¢éo relacionada com 0s us0S recreacionais, quer por consumo
acidental, quer por contato da agua contaminada com a pele e mucosas ou por
inalagcdo, também tem uma importéancia relativa. Adicionalmente, também pode ocorrer
exposi¢ado através do consumo de produtos dietéticos que sejam produzidos a base de
cianobactérias, transferéncia a partir da cadeia alimentar, uma vez que, alguns
animais tém a capacidade de acumularem toxinas; como por exemplo os filtradores
(moluscos e crustaceos) e até mesmo 0s peixes. E a forma mais perigosa de
contaminacdo € através de exposicdes intravenosas, por exemplo, nas unidades de
hemodidlise.( Ardoz et al., 2010;Ferrao-Filho, 2009; Pearson et al., 2010; Vasconcelos,
2006). Os fatores que favorecem a producado de toxinas sdo variaveis. Ha evidéncias
de que a producao e a acumulacgéo estao relacionadas com o crescimento das células.
De fato, nos periodos de crescimento exponencial, a producao de toxinas tende a
aumentar enquanto, na fase estacionaria de crescimento, a producéo tende a diminuir.

Outros fatores como a temperatura, pH, producao
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primaria de clorofila—a, radiacdo solar e a funcdo de defesa contra
herbivoraocasionam o aumento da producdo da toxina (Anciutti & Cochba, 2010). No
entanto, convém relatar que nem todas as espécies de cianobactérias produzem
toxinas, e na mesma espécie podem encontrar estirpes téxicas e nao-toxicas vivendo
no mesmo ambiente (Molica & Azevedo, 2009; Osswald et al., 2007; Regueiras, 2009).

Estéo identificados cerca de 150 géneros de cianobactérias englobando perto de 2000
espécies, dentre as quais pelo menos 40 espécies (Molica & Azevedo, 2009) sdo
consideradas como produtoras de cianotoxinas. Os principais géneros sdo Anabaena,
Aphanizomenon,Cylindrospermopsis, Lyngbya, Microcystis, Nostoc, Oscillatoria e
Planktothrix (Carmichael,2001; Fastner et al., 1998).Conforme a estrutura quimica
podem ser classificadas como peptideo ciclico, alcaléide e lipopolissacarideo
(Carmichael et al., 2001;Carneiro & Leite, 2008; Jardim, 2008).As cianotoxinas de
acordo com os efeitos gerados nos animais sao classificadas como: hepatotoxina,
neurotoxina, e dermatotoxina (Lopes et al., 2012;Pinho et al., 2012).

Cianotoxinas

Hepatotoxinas Dermatotoxinas Neurotoxinas
|

Peptideos ciclicos Alcaloide Lipopolissacarideo Alcaloide
Microcistina Saxitoxina —
__| Nodularina Anatoxina-a —

Cilindrospermopsina

Homoanatoxina-a —

Anatoxina-a (s) [—

Fig. 1 Classificagdo das cianotoxinas conforme acao farmacoldgica e estrutura quimica
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4.1 Dermatotoxinas

As dermatotoxinas consistem em lipopolissacarideos, existentes na membrana externa
da parede celular das cianobactérias. A sua toxicidade é evidenciada pelo simples
contato com a pele ou mucosas corporais, desenvolvendo-se uma reacdo alérgica
(Silva et al., 2013). De um modo geral, as dermatotoxinas apresentam uma producao
ubiqua dentro das cianobactérias, contudo, o seu grau de toxicidade nao é tao elevado
como o de outros lipopolissacéarideos, desaparecendo os sintomas se o contato for

interrompido (Caneiro & Leite, 2008).

4.2 Neurotoxinas

As neurotoxinas sdo compostos alcaldidesdo tipo carbamato, de rapida agéo, e tém
como alvo o sistema neuromuscular. Provocam amorte de animais no intervalo
depoucos minutos e ou a poucas horas, devido a parada respiratéria. Produzidos por
espécies de Aphanizomenon, Oscillatoria, Anabaena, Lyngya, Cylindrospermopsis e
Trichodesmium (Sant’Anna, 2006). Trés tipos foram descritos até o momento:

saxitoxina, anatoxina-a e a anatoxina-a(s) ( Silva et al., 2013).

4.2.1 Saxitoxina

A saxitoxina atua ao nivel dos canais de sédio dos axoénios, bloqueando-os e
impedindo a propagacédo do impulso nervoso (Ardoz et al., 2010; Pearson et al.,
2010). Em relacéo a toxicidade aguda, resulta na paralisia dos musculos respiratorios,
seguida de morte por paragem respiratoria (Kellmann et al., 2008). Também conhecido
como PSP’s ( Paralytic Shellfish Poisons). Essas substancias, das quais existem mais
de 18 variantes, podem ser divididas em trés grupos, de acordo com sua estrutura: as
saxitoxinas (SXT), de estrutura ndo sufatada, as goniautoxinas (GTXS)

monossulfatadas e as C- toxinas dissulfatadas, demonstrada na (Figura 2).Em geral
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0s sintomas por intoxicacdo aguda sdo paralisia, hipotensdo, dispnéia e faléncia
respiratdria. A DLsy da saxitoxina, por via intraperitonial, em camundogos machos é de
cerca de 10ug.kg'pc (peso corpéreo). E em fémeas é de 8,0 pg.kg” de peso
corporeo( Jardim, 2010;Sant” Anna, 2006).

H,N_ O
2N STX R, R, R,
o) H H ®
N _NH,
R4N \f STX H H H
NH GTXIl H H 0S0;
HoN™ N GTXIl H 0SO, H
® OH NeoSTX OH H H
OH GTX-l OH H 0SO;
GTXIV OH 0SO,- H
Ry Ry

Fig. 2 Estrutura quimica da saxitoxina de cianobactérias, de acordo com Carneiro & Leite, 2008

4.2 .2Anatoxinas

Anatoxinas (Figura 3) atuam ao nivel da fenda sinaptica.Sao moléculasrelativamente
estaveis no escuro, mas quando pura em solucdoocorre uma rapida degradacao
fotoquimica com a luz solar. Esta degradacéo é aceleradapor condicdes alcalinas. A
meia-vida para a degradacao fotoquimica é de 1 a 2 horas. Sobcondi¢des naturais de
iluminacéo, com pH 8-10 e concentragdes iniciais baixas (10ug/L), otempo necessario
para degradar 50% do total de anatoxina-a (meia-vida) é de 14 dias (Chorus e
Bartram, 1999).

4.2.2.1 Anatoxina-a

A Anatoxina-a (2-acetil-9-azabiciclo[4.2.1]non-2-eno) é um alcaldide que possui uma
amina secundaria biciclica, com massa molecular de 165 Da. A Anatoxina-a e seu
homélogo, a Homoanatoxina-a, agem como potentes agonistas nicotinicos,que

impedem reversivelmente a despolarizacdo neuromuscular de recetores nicotinicos
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colinérgicos em musculo esquelético estriado de mamiferos (Rodriguez et al., 2006).A
ativacdo do receptor nicotinico pds-sindptico da acetilcolina resulta em um fluxo de
sédio, produzindo despolarizacdo local suficiente para abrir os canais desse cétion e,
também, os canais de calcio dependentes de voltagem. A célula posterior pode
amplificar a resposta, ativando mais canais de calcio. Ha um blogueio da transmisséo
elétrica decorrente desta despolarizacdo, que em dose suficientemente alta, pode
levar a paralisia, asfixia e morte (Molica & Azevedo, 2009; Rodriguez et al., 2006).0s
sinais clinicos de intoxicacdo por essas substancias sdo paralisia progressiva, forte
respiracdo abdominal, cianose e convulsdo. A DLsy por via intraperitonial (i.p.) da
anatoxina-a é 375ug.kg™ de peso corpéreo e para a homoanatoxina-a corresponde a
250ug.kg™ de peso corporeo (Carneiro e Leite, 2008; Sant’Anna, 2006).

4.2.2.2 Anatoxina-a(s)

Anatoxina-a(s) E um organofosforado natural ( éster metilico da N-hidroxiguanidina
fosfato), de massa molecular 252 Da. Este composto se assemelha a acdo de um
inseticida organofosforado sintético, inibidor irreversivel da acelticolinesterase. A
inibicAo da acelticolinesterase impede a hidrélise da aceltilcolina e induz uma
excessiva estimulacdo colinérgica, promovendo a abertura dos canais iénicos, até
provocar a exaustdo do musculo e consequentemente, ocorre a paralisagdo muscular.
O sinal de salivagéo viscosa excessiva € um sintoma especifico desta toxina; por esse
motivo o sufixo (s) em sua nomenclatura (Rodriguez et al., 2006). A mortalidade é
causada por parada respiratéria e/ou cardiaca. A DLs, em camundongos por via
intraperitonial é de 20pg.kg*de peso corpéreo(Carneiro e Leite, 2008; Sant’Anna et al,
2006).

CHy CHoCHg

anatoxin-a homoanatoxin-a anatoxin-a(S)

Fig. 3 Estrutura quimica de neurotoxina (anatoxina — a, homoanatoxina-a e anatoxina-a(s)) de cianobactérias
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4.3 Hepatotoxinas

As hepatotoxinas incluem as microcistina, nodularina e cilindrospermopsina. As
microcistinas e nodularinas séo péptidos ciclicos, que atuam na inibicdo das fosfatases
proteicas PP1 e PP2A (Fastner et al., 1998; Matthiensen et al., 1999; Tanabe et al.,
2007;). A cilindrospermopsina é um alcaldide guanidinico ciclico que atua na inibicédo
da sintese proteica. A producdo da hepatoxina ja foi detetada em Microcystis,
Anabaena, Nodularia, Nostoc, Oscillatoria e Cylindrospermopsis. Como o nome indica,
as hepatotoxinas tém comooérgao alvo o figado. S&o responsaveis pela destruicdo da
sua estrutura interna, levando,asituacdes extremas; a hemorragia intra-hepatica,
choque hipovolémico e morte (Azevedo et al., 2002; Matthiensen et al., 1999; Tanabe
et al., 2007).

4.3.1 Microcistina

As microcistinas (Figura 4), hepatotoxinas mais comumente encontradas em floragfes
de agua doce, peptideos ciclicos formados por sete aminoacidos heptapeptideos
ciclicos (Fastner et al., 1998; Matthiensen et al., 1999) de peso molecular entre 800 e
1100 Da. As intoxicagBes agudas podem causar a morte em algumas horas por
hemorragia no figado e as intoxicagfes cronicas podem levar ao desenvolvimento de
tumores hepéaticos (Sant’Anna, 2006). Essas toxinas sdo caracterizadas de acordo
com o arranjo dos aminoacidos na molécula. Cerca de 60 variacdes estruturais de
microcistina ja foram identificadas. As mais conhecidas séo MC-RR, MC-YR, MC-LR e
MC-LA (Carneiro & Leite, 2008; Vasconcelos et al., 2011). Em ambientes aquaticos
essa toxina permanece no interior das cianobactérias e sO sao liberadas em lise
celular. Sua alta estabilidade quimica e hidrossolubilidade representam grande risco
de contaminacdo do meio ambiente e possivel contaminacdo de seres humanos
(Fastner et al, 1998).A DLs, da microcistina-LR varia de 36 a 122 pg.kg™ de peso
corpéreo; para as demais variantes de microcistinas, esses valores variam de 50 e
1200 pg.kg™ de peso corpéreo, tal variagio esta atribuida as diferencas das estruturas

quimicas das moléculas dessas cianotoxinas (Sant’Anna, 2006).
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X Y
MC-RR Arginin Arginin
MC-YR Tryptophan Arginin
MC-LR Leucin Arginin
MC-LA Leucin Alanin

Fig. 4Estrutura quimica de Microcistina de acordo com Carneiro & Leite(2008)

4.3.2 Nodularina

Sao peptideos ciclicos hepatotéxicos formados por 5 aminoacidos (pentapeptideos
ciclicos). Assim como as microcistinas, as nodularinas (Figura 5) séo sollveis em agua
e apresentam alta estabilidade quimica, oque traz importantes implicagdes sobre sua
persisténcia no meio ambiente e exposi¢do a humanos nos corpos hidricos, conforme
experimentos realizados em animais sua toxicidade é dada por hemorragia e necrose

de hepatécitos, alem de carcinogénese de figado, (Carneiro& Leite, 2008).

Fig. 5 Estrutura quimica da Nodularina de acordo com Carneiro & Leite, 2008
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4.3.3 Cilindrospermopsina

E um alcaléide guanidinico ciclico hepatotdxico (Poniedzialek et al., 2014), de peso
molecular 415 Da, altamente sollvel em agua (Stuken & Jakobsen, 2010), isso devido
sua alta polaridade caracterizando-a dessa forma como toxina intra e extracelular
(Masten & Carson, 2000), (Figura 6). Isolados de Cilindrospermopsis raciborskii,
Umezakia natans, Aphanizomenon ovalisporum.Essa toxina inibe a sintese protéica
causando desestruturacao e necrose no figado, tendo sido observados também danos
em células renais, cardiacas e pulmonares, e ainda em mucosa gastrica de
camundongos. Também ha evidéncias de que esta toxina tem efeitos genotoxicos,
carcinogénicos e mutagénicos.Sua acao € lenta, para atingir efeito toxico maximo é
necessario 5 a 7 dias. Teste de toxicidade em camundongo, por via intraperitonial (ip),
a DLs, para 24horas, é de 2 mg.kg™pc (peso corpéreo), passando a ser de 0,2 mg.kg

'nc ( peso corpéreo), para 5 dias(Bittencourt-Oliveira et al., 2011; Sant’Anna, 2006).

Fig. 6 Estrutura quimica da Cilindrospermopsina conforme Carneiro & Leite, 2008
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Tabela 2 Toxinas de cianobactérias e seus principais produtores, mecanismos de acdo e principais
mecanismos de detoxificagcdo envolvidos na biotransformacao destes compostos (Ferréo-Filho, 2009)

Toxina Produtor Mecanismo de agéo Biotrasformacéo
Microcistinas Microcystis Inibicdo de proteinas Glutationa-S-transferase
Anabaena fosfatases (PP1 e PP2)

Nodularina

Saxitoxinas

Anatoxinas

Anatoxina-a(s)

Cylindrospermopsina

Lipopolisacarideos

Plankthotrix

Nodularia

Dinoflagelados:
Protogonyaulux
Alexandrium
Gymnodinium
Pyrodinium
Cianobactérias:
Anabaena
Aphanizomenon
Cylindrospermopsis
Lyngbya

Anabaena
Aphanizomenon
Cylindrospermum
Plankthotrix
Oscillatoria

Microcystis

Anabaena

Cylindrospermopsis
Aphanizomenon
Umezakia
Raphidiopsis
Anabaena

Cianobactérias em geral

Inibigdo de proteinas
fosfatases (PP1 e PP2)
Ligacéo e blogueio dos
canais de sédio em células

nervosas

Ligacao irreversivel ao
receptor nicotinico S da

acetilcolina

Inibigdo da atividade

acetilcolinesterasica

Inibidor da sintese de
proteinas
Danos ao DNA

Irritante ao contato, afetando

qualquer tecido exposto

Glutationa-S-transferase

Glutationa-S-transferase

Citocromo P450

Glutationa-S-transferase

Citocromo P450
Glutationa-S-transferase

Citocromo P450

Deacilagéo via lipossomos
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5 Cianotoxinas: Danos a saude publica

Pelo fato das cianotoxinas serem hidrossolliveis e passarem pelo sistema de
tratamento convencional de agua, sendo inclusive resistentes a fervura, sua presenca
na agua para consumo humano implica em sérios riscos a saude publica. Portanto,
sendo necessario o monitoramento das cianobactérias toxicas e suas toxinas nos
reservatdrios de agua para abastecimento publico, com a finalidade de identificar os
locais com sérios riscos potenciais. Também sendo prioridade estudos
epidemioldgicosde populacdes expostas a estas cianotoxinas nocivas a saude
humana, uma vez que, estudos tem mostrado resultados adversos, dentre estes o

desenvolvimento de cancer.

Em 1878 na Austrdlia ocorreu o primeiro relato de intoxicacdo de animais, causada por
florac&o de cianobactérias (Carvalho et al., 2013; Lopes et al., 2012). A partir de entdo,
0s registos de ocorréncia de floragdes em reservatérios de abastecimento publico, tem
sido cada vez frequentesmundialmente. Paises, como Australia, Inglaterra, China e
Africa do Sul descreveram ocorréncias de intoxicacdes de popula¢ées humanas pela
ingestdo de agua contaminada por cianobactérias. Em 1983, uma populacdo rural
localizada na Australia foi abastecida com agua de um reservatério com floracao de
Microcystis aeruginosa, onde este, teve seu tratamento com algicida (sulfato de cobre)
0 que ocasionou rompimento das células e liberacdo da toxina na agua, promovendo
sérios danos hepaticos na populacdo.Em 1979 em Palm Island, Austrélia, cerca de
140 criancas e 10 adultos foram hospitalizados ap6s ingestdo de agua de um pequeno
reservatorio tratado com sulfato de cobre para corrigir problemas de odor e gosto na
agua. Em uma semana, muitas pessoas apresentaram um quadro de hepatoenterite
grave, levando ao tratamento de terapia intravenoso. Nas investiga¢cfes resultaram no
género Cylindrospermopsis e da toxina cilindrospermopsina (Carvalho, et al., 2013).
Azevedo,1998 relata forte evidéncia da correlacdo entre a ocorréncia de floragdes de
cianobactérias, no reservatoério de Itaparica (Bahia) e a morte de 88 pessoas, entre as
200 intoxicadas, pelo consumo de a&gua do reservatorio, entre marco e abril de 1988.
No entanto,o primeiro e mais grave relato de intoxicacdo humano por cianotoxinas
confirmado, ocorreu no Brasil em1996, onde 116 del31 pacientes renais crénicos ,

apoés terem sido submetidos a sessGes de hemodidlise em uma clinica da
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cidade de Caruaru(PE), sofreram um quadro de intoxicacdo, destes 76 vieram a
Obito (Carmichael et al., 2001). Apds as andlises feita com amostras de sangue e
figadoconfirmaram a presenca de microcistina e analise com os filtros de purificacdo
da clinica foram identificadas para além da microcistina a toxina cilindrospermopsina
(Azevedo et al., 2002). Essa contaminagéo ficou conhecida como a Sindrome de
Caruaru. A ocorréncia de floragbes de cianobactérias € um problema mundial, a
implantacdo de monitoramento em abastecimento de agua tem sido realizado,
contudo, ha casos onde o rio recebe imensas cargas de residuos industrias,
domésticos e agricolas diariamente, dessa forma promovendo a proliferacdo das

cianobactérias e suas toxinas.

6 Legislacéo Brasileira

O Brasil foi o primeiro pais do mundo a ter uma lei federal (Portaria n. 1469/2000 do
Ministério da Saude) sobre a obrigatoriedade de se fazer a dete¢édo das cianobactérias
e das cianotoxinas na agua para abastecimento publico ( Jardim & Viana, 2003).

Em relagdo ao abastecimento publico, a Portaria 2914/2011do Ministério da Saude
(Tabela 3) estabelece os procedimentos e responsabilidades relativos ao controle e
vigilancia da qualidade da agua para consumohumano e seu padrao de potabilidade. A
primeira versdo, no ano de 2000,foi o precursor ao inserir numa norma legal a
obrigatoriedade do monitoramento das cianobactériasno manancial. A portaria em
vigor exige gue o0s responsaveis pelo controle da qualidade da agua de sistemas de
abastecimento supridos por mananciais superficiais monitorem as cianobactérias no
ponto de captacdo de agua mensalmente, quando o0 numero de células de
cianobactérias ndo exceder 10.000 células/mL como nivel de vigilancia e
semanalmente,quando o nimero de células de cianobactérias exceder este valor.
Também exige que sempre que o0 nimero de cianobactérias no ponto de captagcéo
exceder 20.000 células/mL seja realizada aanalise semanal das cianotoxinas, pois
neste caso as células de cianobactérias apos a lise, jA& podem liberar uma
concentracdo de cianotoxinas prejudicial a saide humana. Dessa forma, é exigida a
analise de microcistinas e saxitoxinas, devido ao seu efeito agudo e carcinogénico. As

microcistinas ocorrem
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com frequéncia e podem chegar a altas concentragbesna agua nao tratada.As
saxitoxinas sao neurotoxicas e sua presenca vem sendo detetada em diferentes
mananciais brasileiros.Os limites maximos admissiveis (LMA) de cianotoxinas nas
adguas de abastecimento publico foram propostos por varios pesquisadores, a fim de
evitar os efeitos danosos a saude publica. A Organizagdo Mundial da Saude -OMS
adotou como valor maximo permitido 1,0 pug/L de microcistina em agua potavel, e este
valor também foi incluido na Portaria MS 2914/2011, como valor maximo aceitavel em
agua para abastecimento publico no Brasil.Para saxitoxina estabelecido pela Portaria
do Ministério da Saude também segue o valor da OMS: 3,0 ug/L (Brasil, 2011).Em
relacdo a cilindrospermopsina,a Portaria do Ministério da Saude recomenda essa
andlise sempre que for detetada a presenca de géneros potencialmente produtores,
observando o valor maximo aceitavel de 1,0ug/L. Também existe recomendagéo para
a andlise da presenca de anatoxina-a (s) quando for detectada a presenca de géneros
decianobactérias potencialmente produtores no monitoramento de cianobactérias,
porém sem estabelecimento de um (LMA). Quando os valores do (LMA) na agua bruta
forem atingidos ou ultrapassados, se torna necessario a tomada de varias medidas
diferenciadas tanto no manejo como no tratamento de 4gua, além do monitoramento e
a prevengdo de risco a saude humana. Conforme a Portaria quando detetada a
presenca de cianotoxinas na agua tratada, na saida do tratamento, sera obrigatoria a
comunicagdo imediata as clinicas de hemodidlise e as industrias de injetaveis (Brasil,
2011).

Tabela 3 Limites maximos admissiveis para cianotoxinas, conforme a Portaria 2914/11

Toxinas Condicdes Limites Maximos

Admissiveis

Microcistina 1lpg/L
Analise obrigatéria em &gua para

consumo humano

Saxitoxina 3ug/L
Cilindrospermopsina  Recomendagéo de analise em agua lpg/L
para consumo humano quando forem
Anatoxina-a (s) observadas cianobactérias
potencialmente produtoras Nao foi estabelecido

valor

Fonte: Portaria 2914/11
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A Resolucdo CONAMA n° 274, 29 de novembro 2000 (Brasil, 2000), referente as
condicdes de balneabilidade, estabelece restricbes a recreagdo de contato primario
quando verificada a ocorréncia de floragbes de algas e considera passivel de
interdicdo pelos 6rgdos de controle ambiental trechos dos corpos d’agua em que
ocorram toxicidade ou formacdo de spuma decorrente de floracbes de algas e
cianobactérias.

A Resolucéo 357/2005 do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) dispbe
sobre a classificacdo dos corpos de agua, além de estabelecer condicBes e padrdes
de lancamentos de efluentes, incluindo limites de densidade de cianobactérias
(Tabela4), (Brasil, 2005)

Tabela 4 Valor maximo permitido conforme resolugédo 357/2005 para trés diferentes classes de 4gua doce

Classes Clorofilaa Fosfore total Cianobacteria
Uso destinado (giL™) [mgiL ") (cels.mlimm?®.L"jcc

1- Abastecimento 10 0,020 (Ientico) 20.000/2
para consume

humano 0,025 (intermediario)

simplificado,

recreagdo de 0,1 (latico)

contato primario,

irrigagdo de

hortaligas e frutas

quesdo

consumidas cruas

2-Abastecimento 30 0,030 (1éntico) 50.000/5
paraconsumo

humana 0,080 (intermediario)

convencional,

recreacdo de contato 0,1 (latica)

primério, protecio

comunidade

aquaticas, recreacio

de contato primério,

irrigacio de

hortalicas e

aquiculturaea

atividade de pesca.

3-Abastecimento &0 0,05 (Iéntico) 100,000/ 10
para consumo

humano, apos 0,075 (intermedidrio)

tratamento

convencional ou 0,15 (1btico) 50.000/5
avangado, irmigagéo (Para dessedentacdo de animais)
de culturas,a

pesca amadora,

recreagao de

contato secudario e

dessedentagio de

animais

Fonte: Resolugao Conama 357/2005

7 Remocéo de cianobactérias no tratamento de agua

Segundo Veiga, 2008 refere-se em sua pesquisa, que nos ultimos anos tem sido muito
frequente a floragbes de cianobactérias em reservatorios de abastecimento publico.

Gerando interferéncia na qualidade da 4gua, uma vez que, promove efeitos negativos
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de ordem organolética, pois altera a cor, odor e saborda agua durante a producao de
metabdlitos secundarios potencialmente toxicos e de efeitos carcinogénicos(Canto de
S4 et al., 2010). Estas cianotoxinas sdo na sua maioria endotoxinas, porém podem ser
encontradas tanto dentro como fora da célula. Quando a célula da cianobactéria sofre
lise, as toxinas séo libertadas. A lise pode ocorrer naturalmente, ou seja, por
senescéncia ou causada por produtos quimicos como a utilizagao prévia de algicida
durante as floractes ou por acdo mecanica (turbuléncia e bombeamento) que ocorrem
nas etapas de tratamento da agua (Cybis, 2006).

No tratamento da dgua em abastecimento publico, a remoc¢édo das cianotoxinas nao
pode ser realizada a partir do processo de tratamento convencional, como:
coagulagéo, floculacédo, sedimentacéo, filtragéo e cloracdo; é preciso utilizar outros
meios para a eficiéncia da remogéodestas toxinas. No entanto, método de tratamento
convencional é eficiente para remogéo das células intactas de cianobactérias (Muller,
et al., 2009). Portanto, para a remogé&o das toxinas deve-se considerar a fragédo soluvel
e a fracdo particulada. Sendo assim, os sistemas de tratamento de agua que promove
o rompimento das células durante o processo de tratamento, apresentam um potencial
de risco a saude publica, uma vez que podehaver libertacdo de cianotoxinas na agua
(Cybis, 2006). Para haver eficiéncia na remocao de toxina extracelular nos sistemas
de tratamento de 4gua ha aplicacdo dos métodos de adsorcdo e/ou de oxidagdo. Para
0 método de adsorcdo é utilizado o carvao ativado em p6é (CAP) ou granulado, de
material de carbono com porosidade, capaz de coletar seletivamente gases, liquidos
ou impurezas no interior dos seus poros, tem a fungéo de clarificacdo, desodorizacéo
e purificacdode liquidos ou gases. Este método é muito eficaz na remocdo de
cianotoxinas solUveis na agua. Porém é necessario calcular bem a dose a ser
utilizada, o tempo de contato, o tipo do carvao, ou seja, material de origem e tipo

de ativacédo. A desvantagem do método € o fato do CAP sofrer uma Unica utilizagédo
durante o processo, gera residuo sélido (lodo) e tornando-se assim, um procedimento
dispendioso (Campinas et al., 2002). SegundoMuller e col., 2009 o carvao ativado em
pd, cujo material de origemmadeira mostrou-se uma capacidade maxima de adsorcao
de microcistina, apés terem utilizado carvao ativado a base de casca de coco, de 0sso
e antracito. Para o método de oxidacdo sdo empregados o cloro, o o0zbnio,
permanganato de potassio, dentre outros. O cloro € o método de oxidacdo mais
utilizado no Brasil. Eeficiente na remoc&o de toxina da agua, entretanto depende da
dosagem a ser utilizada, da concentracédo, do tempo de exposi¢do e do pH. O ozbnio

utilizado na pre-oxidagéo potencializa a remocao de células de cianobactérias.
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Pesquisas realizadas relatam que a oxidagdo de toxina gera a produgcdo de
subprodutos que devem ser investigados afim de saber se ha um grau de toxicidade.
O permanganato de potassio é eficiente na remocdo das toxinas microcistina e

anatoxina-a, porém depende da dose e tempo de contato (Campinas et al., 2002).

8 Caracteristicas dos locais de amostragem

8.1 Bacia do rio das Velhas

A Bacia do rio das Velhasé o maior afluente em extensao do rio Sao Francisco,
desagua neste, na cidade da Barra do Guagui latitude -17° 12°44"", longitude -44°
49°30"", 480 de altitudeno municipio de Varzea da Palma. Sua nascente esta
localizada na cidade de Ouro Preto. Possui 801 km de comprimento, uma area 29173
km?.Ocorrendo captacdo de agua na Estacdo de tratamento de agua na cidade de
Bela Fama e Varzea da Palma. O rio sofre graves interferéncias na regido
Metropolitana de Belo Horizonte, recebendo enorme carga de esgoto através dos
afluentes Ribeirdo Arrudas e o Ribeirdo do Onca, que por sua vez, atravessam a
cidade de Belo Horizonte. Devido a presenca de minério de ferro no solo da regido as
aguas do rio das Velhas apresentam-se de cor avermelhada, excessivamente poluido
e assoreado. E utilizado na irrigacdo da agricultura, na pecuéaria para
dessedentacdodo gado e dragagem na regido de Varzea da Palma (Melo Jardim,
2011; Nonato et al., 2007).

8.2 Bacia do rio Sao Francisco

A Bacia do rio S&o Francisco € um dos mais importantes cursos de agua do Brasil, uma vez
que atende a populacdo no consumo de agua e fornecimento de alimentos, seja este retirado do
mesmo como 0 peixe e a utilizacdo de irrigacéo da agricultura e dessedentacdo dos animais na
pecudria, avicultura, suinocultura e outros. A nascente esté localizada na cidade de Medeiros-

MG, abrange uma area de drenagem em torno de 641.000 km? e atinge 2830 km de extens&o,
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passando pelo estados de Minas Gerais, Bahia, Pernambuco, Alagoas e Sergipe, desaguando
no oceano Atlantico. H& cinco usinas hidrelétricas. Em seu percurso diversos biomas sao
observados: Mata Atlantica, Cerrado e a Caatinga. A ocupag¢do econdémica na regido abrange
atividade mineradora, siderurgia, agricola, industrial téxtil e pecuaria. As principais causas de
degradacdo do Rio S&o Francisco sdo o avanco descontrolado da agricultura com intensiva
irrigagéo com superexploragdo dos mananciais, desmatamento do Cerrado, supresséo da mata
ciliar, producéo de carvéo vegetal, barragens e hidrelétricas, mineracao, siderurgia e a falta de
saneamento basico na bacia, pois recebe grande carga de esgoto ao longo do seu percurso
(Wikipedia/Bacia do rio S&o Francisco, 2014).

8.3 Represa de Furnas

A represa de Furnas éum dos maiores reservatérios do Brasil com 1.440 km? e 3500 km de
perimetro, banha 34 municipios de Minas Gerais. Localizado na cidade do Carmo do Rio Claro
com uma populacdo estimada em 20.426 habitantes, com coordenadas geograficas de latitude
20°C 58°19'S, longitude 46°C 07°08 W, altitude 830m e area de 1.065,8 km?2. Com clima
subtropical — invernos secos e verfes Umidos. A temperatura média no inverno €
aproximadamente 16°C e a média no més mais quente fica por volta de 27°C. O periodo entre
dezembro e fevereiro é quando mais chove. Os meses mais secos vao de abril a setembro. A
represa de Furnas é afluente da Bacia do rio Grande, esta bacia, com 9 milh8es de habitantes e
393 municipios, pertence ao Estados de Minas Gerais (regido sul) e S&o Paulo (regi&o norte). E
uma bacia com grande diversidade de ambientes, além de possuir marcante potencial
hidrelétrico ja explorado em seu curso e diversas atividades do ramo da agroinddstria. Segundo
IGAM, 2011 é uma bacia em geral com IQA de médio a bom, além de uma contaminacédo por
téxicos de baixa a média (Wikipédia/Usina Hidrelétrica deFurnas, 2014).

8.4 Ribeirao Sao Pedro

Localizado na cidade de Medina-MG com uma populacdo estimada em 14.493 habitantes na
area urbana e de 7.148 habitantes na area rural, segundo IBGE 2010. Com coordenada
geografica de latitude 16° 31°21°’S, longitude 41° 28°37'W, altitude de 587m e uma area de

1447km?.0 ribeirdo sdo Pedro é um pequeno rio que abastece a cidade, sendo afluente do Rio
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Jequitinhonhaque tem sua nascente situada na Cidade do Serro — Minas Gerais e desagua no
Oceano Atlantico na cidade de Belmonte - Bahia. Possui um comprimento de 1090 km e uma
area de 70.315 km?. Atualmente foram construidas duas grandes barragens, uma em Itapebi no
Sul da Bahia e a Usina hidrelétrica de Irapé localizado no municipio de Berilo — Minas Gerais
(Wikipédia/ Medina-MG, 2014).

8.5 Lagoa dos Namorados

Localizado na cidade de Nanuque - MG com uma populagcédo estimada em 41.876 habitantes.
Com coordenada geogréafica de latitude 17° 50°21°°S, longitute 40° 21°14”"W, altitude 103m e
area 1515,5 km®. A lagoa dos Namorados é afluente da Bacia do rio Mucuri (Figura 18) que
nasce em Malacacheta nordeste de Minas e desagua no Oceano Atlantico no Sul da Bahia,
possui um comprimento de 446 km. Estende-se por 17 municipios e limita-se com outras
bacias, dentre elas a Bacia do rio Jequitinhonha e a Bacia do rio Doce. Atualmente a principal
atividade econdmica é a pecuaria e agricultura (Wikipédia/ Nanuque- MG, 2014).

8.6 Estacdo de tratamento de agua residual de Matozinhos

A Estacdo de Tratamento de agua residual de Matozinhos- MG localiza-se na latitude 19°C 33°
28 S, longitude 44°, 04’53 W, altitude 812 m e area 253,6 km?.Atende a uma populacdo de
40.705 habitantes e tem capacidade de 111,8 L/s,tem como corpo recetor o Ribeirdo da Mata e
faz parte da bacia hidrografica do rio das Velhas.Esse corpo recetor nasce no municipio de
Matozinhose, apos percorrer cerca de 80 quilémetros, desagua no rio das Velhas, no municipio
de Santa Luzia. A estacao de tratamento € composta dos tratamentos primario e secundario,
portanto promove a remocdo de sélidos grosseiros e de matéria organica, respectivamente.
Pelo fato da auséncia do tratamento terciario, no qual ha remocao de agentes contaminantes, a
COPASA ¢é aempresa responsavel pelo tratamento da agua residual, monitoriza a toxicidade
com testes ecotoxicoldgicos da agua, atendendo a resolug¢édo 357/2005 do CONAMA. A unidade
operacional possui duas lagoas anaerébicas que, devido as suas menores dimensfes e a maior
profundidade, a fotossintese ocorre lentamente, predominando, no entanto, as condi¢cdes
anaerobias, consumindo mais oxigénio do que produzindo, uma vez que, as bactérias
anaerobias tém taxa metabdlica e reproducdo mais lenta do que as bactérias aerdbicas (Jardim,
2012)


http://pt.wikipedia.org/wiki/Medina_(Minas_Gerais)
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8.7 Represa da Pampulha

E um reservatorio urbano localizado na cidade de Belo Horizonte — MG (coordenadas UTM
WGS84 607050, 7804600), foi construido em 1936 e tinha por objetivo inicial ampliar o
abastecimento de 4gua na regido norte de Belo Horizonte e amenizar os efeitos das chuvas que
causavam inundac¢des. Porém nos anos 50 iniciou um crescimento populacional desordenado e
a represa sofreu um grande e veloz processo de degradacédo, (assoreamento, descarga de
esgoto doméstico e industrial). Como consequéncia, desde os anos 70 a represa € exposta a
eutrofizacdo, a partir dai surgiram as floracdes de cianobactérias e crescimento de macrdfitas
aquéticas. E na década de 80, apds seguidas floracbes de Cianobactérias a represa da
Pampulha perdeu a fungéo de abastecimento publico. Sua bacia hidrografica compde a bacia
hidrografica do rio das Velhas, que por sua vez, é afluente da bacia do rio Sdo Francisco. A
area total do reservatério possui 97,91 km? dividida entre os municipios de Belo Horizonte
(44,9%) e contagem (55,1%). Sua fluviografia inclui 40 cérregos, dos quais 19 estdo em Belo
Horizonte e 21 no municipio de contagem. O ribeirdo Pampulha, onde est4 construido o
reservatdrio, possui oito tributarios diretos, com destaque para os afluentes Ressaca e Sarandi,
que juntos respondem por cerca de 70% do aporte de agua na lagoa da Pampulha
(Resk, Bezerra-Neto & Pinto-Coelho, 2007).
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9. Materiais e Métodos

9.1 Pontos de amostragem

Fig. 7 - Representacao dos pontos da amostragemFonte: IGAM, 2013
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Tabela 5 - Identificacdo dos pontos da amostragem

CODIGO LOCAL CORPO HIDRICO BACIA HIDROGRAFICA DE REFERENCIA

1 HBRP*

2 HBRP* Belo Horizonte Represa Pampulha SF5 - Sub-bacia do rio das Velhas
3 HBME* Medina Ribeirdo Sao Pedro JQ3 - Bacia do rio Jequitinhonha
4 HBNA* Nanuque Lagos dos Namorados MU1- Bacia dos rios do Leste - rio Mucuri
5 HBCL* Carmo do Rio Claro  Represa de Furnas GD3 - Bacia do rio Grande

6 HBCL* Carmo do Rio Claro Represa de Furnas GD3 - Bacia do rio Grande

7 HBCL* Carmo do Rio Claro  Represa de Furnas GD3 - Bacia do rio Grande

8 HBRF** Pirapora Rio S&o Francisco SF1 - Bacia do rio Séo Francisco
9 HBRF** Pirapora Rio Séo Francisco SF1 - Bacia do rio S&o Francisco
10 HBRF** Pirapora Rio S&o Francisco SF1 - Bacia do rio Séo Francisco
11 HBRP* Belo Horizonte Represa Pampulha SF5 - Sub-bacia do rio das Velhas
12 HBRP* Belo Horizonte Represa Pampulha SF5 - Sub-bacia do rio das Velhas
13 HBRP* Belo Horizonte Represa Pampulha SF5 - Sub-bacia do rio das Velhas
14 HBRP* Belo Horizonte Represa Pampulha SF5 - Sub-bacia do rio das Velhas
15 HBME* Medina Ribeirdo Sao Pedro JQ3 - Bacia do rio Jequitinhonha
16 HBRV** Barra do Guacufi Rio das Velhas SF5 - Sub-bacia do rio das Velhas
17 HBVP** Varzea da Palma Rio das Velhas SF5 - Sub-bacia do rio das Velhas
18 HBMT* Matozinhos ETE de Matozinhos SF5 - Sub-bacia do rio das Velhas
19 HBLA* Lassance Rio das Velhas SF5 - Sub-bacia do rio das Velhas
4 MMB** Barra do Guacui Rio das Velhas SF5 - Sub-bacia do rio das Velhas
9 MMB** Barra do Guacui Rio das Velhas SF5 - Sub-bacia do rio das Velhas

Belo Horizonte

Represa Pampulha

SF5 - Sub-bacia do rio das Velhas

*Amostras cedidas pela COPASA, ** Amostras coletadas nos pontos de amostragem, (14HBRP, 17HBVP, 4AMMB,
9MMB sédo amostras ambientais e as demais séo isolados)

Os locais de amostragem (Figura 7) foram escolhidos com basenos problemas da

contaminacdo da agua por cianobactérias e suas toxinas, ja registados por empresas

responsaveis pelo abastecimento de agua potavel e controlo de lancamento de

efluentes nos corpos d"agua.

Perante a legislacdo brasileira que dispdem das

Resolucdes e Portarias j4 citadas anteriormente,estabelece obrigatoriedade da

vigilancia nas andlises para cianobactérias e suas toxinas para promocao da qualidade

da agua para consumo humano e para assegurar melhores condicdes a saude

publica.
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As andlises de identificacdo, isolamento, métodos analiticos e moleculares foram
realizados parte no laboratério do Lege em Portugal e parte no laboratério de
Hidrologia da COPASA em Belo Horizonte Minas Gerais.

Algumas amostras foram cedidas pelo Laboratério de Hidrologia da COPASA:
Represa da Pampulha, Represa de Furnas, Ribeirdo S&o Pedro,Lagoa dos
namorados, efluente da ETE de Matozinhos, rio das Velhas no municipio de Lassance
(Tabela 5).

As coletas foram realizadasnos periodos: 09/2012 no rio das velhas e rio Séo
Francisco e na Estacdo de tratamento de dgua de Pirapora. Foram transportadas do
Brasil a Portugal para o laboratorio do Lege em condi¢bes esclarecidas abaixo.Nos
meses de 05/2013 a 09/2013 as coletas foram reiniciadasno rio das Velhas, no rio Sao
Francisco e Estacdo de tratamento de agua nos municipios de Pirapora e Varzea da
Palma em Minas Gerais e transportadas ao laboratério de Hidrologia da COPASA para
identificacdo dos géneros, isolamento, cultivo das cianobactérias e andlise de ELISA

para cianotoxinas.

As amostras destinadas ao estudo qualitativo,quantitativoe para cultivo das
cianobactérias foram obtidas através da coleta de adgua ambiental superficial com o
auxilio de uma garrafa de vidro ambar de 1000 ml e 100ml, exceto na primeira
amostragem que foi coletada com a rede de plancton (20um) por arrasto, por se tratar
de floragdo.Foramtambém realizadascoletas de agua nao tratada, tratada e do ponto
de captacdo da Estacdo de tratamento de Agua (ETA) no municipio de Pirapora
referente ao rio Sdo Francisco e no municipio de Varzea da Palma referente ao rio das
Velhas. Em seguida foram armazenadas em caixa de isopor (esferovite) com gelo e
transportadas ao laboratorio de Hidrologia nha COPASA. Amostras destinadas aos
ensaios analiticos e moleculares foram congelados a -20°C. E amostras destinadas a

analise de identificagdo e isolamento ficaram em temperatura ambiente.

9.2 Identificacéo dos generos

No laboratério de Hidrologia da COPASA, as amostras destinadas a analise qualitativa

foram transferidas para uma proveta de 1litro e reservada em temperatura ambiente
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por 12 horas para facilitar a captura de cianobactérias na superficie do recipiente. Foi
utilizada tinta de nanquim para possibilitar a visualizagdo da bainha mucilaginosa e
assim permitiu distinguir alguns géneros da ordem Chroococcales. Outro recurso
utilizado para distinguir as cianobactérias das demais bactérias foi a microscopia por
epifluorescéncia, pois a técnica possibilitou evidenciar a presenca e auséncia da
clorofila nos microrganismos analisados. Em seguida as amostras foram analisadas a
partir da montagem de laminas e observadas sob um microscépio binocular da marca
LEITZ, modelo Laborlux, ocular calibrada com régua micrométrica e um sistema de
video printeracoplado ao mesmo, permitindo o registo fotografico das espécies
encontradas.A identificacdo e nomenclatura dos géneros foram baseadas nas
caracteristicas morfolégicas de acordo com a literatura especializada de autores como:
(Bicudo & Menezes, 2006; Sant’Anna et al 2006; Sant’Anna, 2012).

9.3 Isolamento e cultivo dos géneros

Apo6s identificacdo dos géneros, ainda com o auxilio do microscopio foi realizada o
isolamento por meio da técnica do capilar de vidro (pipeta de Pasteur) (Figura 8). A
técnica consiste em succionar uma gota da amostra e depositar sobre uma lamina
com gotas de meio de cultura, em seguida com o auxilio do microscopio 6ticofoi
realizada identificacdo e coleta do organismo, seja este coldnia ou filamento e
transferido para tubo de ensaio com meio de cultura ASM-1 com 100% de nitrato de
sédio para os géneros da ordemChroococcales e Oscillatoriales e com o meio de
cultura ASM-1 com 10% de nitrato de sbédio para a ordem Nostocales. A
disponibilidade da quantidade de nitrato de sédio referente a ordem das cianobactérias
esta relacionadacom o desenvolvimento de células vegetativas (heterocito e acineto)
em especial a ordem Nostocales. O tubo de ensaio com o indculo foi transferido para
estufa com temperatura 22-25°C + 1°C e fotoperiodo de 12 horas e luminosidade de
40pmol/m?/s™.Com auxilio do microscépio foi observado o crescimento a cada dez
dias.E permaneceram por volta de 30 a 45 dias até que o crescimento fosse
visivelmente constatado e assim as repicagens foram realizadas para volumes de
250ml, 500ml e 1000ml de meio de cultura e armazenado em estufa. Com o objetivo
de identificar a presenca de toxinas e derterminar qual a espécie produtora da toxina

identificada, as amostras foram filtradas e as células retidas na membrana foram
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envolvidas em papel aluminio e congeladas a -20°C por 24h. Em seguida as amostras
foram transportadas via correio do Brasil para o laboratério Lege em Portugal. E

armazenada a -20°C para integridade da amostra.

Amostras com
varias estirpes

Apenas :51 estirpe que
serd inoculada no tubo
de ensaio com meio de
cultura.

Fig. 8 Técnica de isolamento

9.4 Determinacdo de cianotoxina na agua pela técnica de
ELISA

A técnica foi realizada com amostras de agua nao tratada e tratada das ETAs, com
amostras de culturas e amostras ambientais (Tabela 5). Foi utilizado o volume de 50a
15 mLda amostra, em seguida a amostra foi congelada e descongelada trés vezes
com o objetivo de facilitar a lise das células. Para as amostras de cultura e ambientais,
além do congelamento e descongelamento foi utilizado o sonicador para rompimento
das células. A quantificagdo da toxina foi realizada com o kit comercial ELISA da

Beacon Analytical Systems Inc®

, Portland, ME, USA),seguindo o protocolo do
fabricante. Foi analisado a toxicidade das amostras para as toxinas microcistina,

saxitoxina e cilindrospermopsina. A detecéo limite para as toxinas por ELISA foi 0.1
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ppb, 0.02ppb e 0.1ppbrespectivamente.Os controlos positivo e negativo foram
fornecidos respectivamente no kit comercial Elisa da Beacon. Foi utilizado 50pL
solugdo conjugado — enzima conforme a toxina analisada, em seguida 50uL dos
calibradores, controlo negativo e as amostras. Logo pipetou 50 pL de solucéo
anticorpo. Foi realizado a agitacdo da placa para homogeneizacdo da solucdo e em
seguida cobriu a placa com parafilme e incubou em temperatura ambiente no tempo
determinado para cada toxina que varia entre 30 e 45 minutos. Apés incubacéo, o
contetdo dos pocos foi desprezado e na sequéncia os pocos foram lavados com a
solucdo enxague disponivel no kit e especifico para cada toxina, em seguida a placa
foi colocada invertida sobre uma folha de papel absorvente para eliminar o maximo de
agua possivel. Foi adicionado em seguida 100uL da solugdo substrato em cada poco
e incubou em temperatura ambiente no tempo determinado para cada toxina que varia
entre 30 e 45 minutos. Nesse periodo ocorreu a mudanca de cor na solugdo para um
tom azulado. A intensidade da cor azulada ¢é inversamente proporcional a
concentrac@o da toxina presente nos pogos (mais claro, maior concentracéo de toxina.
Mais escuro, menor concentracdo de toxina). E para finalizar pipetou 100uL de
solucdo stop em cada poco e encaminhou a placa para o leitor de placa ELISA para

medir a absorbancia com um comprimento de onda de 450nm.

9.5 Extracéo, detecdo e quantificacdo de microcistina por
HPLC-PDA

Amostra ambiental

Primeiramente, as amostras ambientas( 4MMB e 9MMB) (Tabela 5) do rio das
Velhasforam medidasem proveta, em seguida filtrada em filtro de membrana de 1,2um
para coleta das células. Os filtros foram reservados porque se pretendia extrair atoxina
das células. Foram adicionados aos filtros 2ml de metanol a 50% até cobrir os filtros.
Logo foram macerados até atingir a homogeneizacdo e em seguida sonicados (Vibra
cell —sonics e materials Inc., Danbury, CT, USA), por um periodo de 5 minutos a 60

Hz, em banho de gelo, com intervalos a cada 1 minuto para ndo degradar a toxina. Foi
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encaminhado para acentrifuga(Survall Legend RT Centrifuge da Thermo Electron
Corporation) a uma velocidade de 4495g — 10min — 4°C e coletado o sobrenadante e
reservado no frigorificoenvolvido em papel aluminio. Foi adicionado ao pellet metanol
50% e reservado no frigorifico overnight, repetindo-se esse procedimento por duas
vezes, para assegurar a extracdo total da microcistina.Em seguida foi encaminhada a
amostra para o rotavapor ou speedvac (Labconco) para evaporaro metanol.
Apo6sevaporar o metanol foi realizado o procedimento de purificagcdo com o método de
extracdo da fase solida(SPE) comCartuchos Vac C18-500mg, 6mL (Tabela 6). As
fracBes purificadas de MC — LR foram entdo quantificadas no sistema de HPLC numa
coluna de terminacao protegida Merck Lichrospher RP — 18( 250 mm x 4.6 mm i.d.,
5um) equipado com uma coluna de guarda (4x4 mm, 5 um), ambos mantidos a 45°C.
A gama de PDA foi de 210-400 nm com um comprimento de onda fixo de 238 nm. O
gradiente de eluicdo linear foi realizado conforme (Tabela 7)com um caudal de 0.9
mL/min. O volume injetado foi de 20pL. O MC — LC foi identificado por comparacao do
espectro e tempo de retengdo com um padrdo de MC — LR. O sistema foi calibrado
usando um conjunto de sete diluicdes padrdo de MC — LR (05 a 20 ug / mL™) em

metanol 50%. O tempo de retencdo do pico de MC — LR foi de 9.5 min.

Tabela 6 - Método de extragdo da fase solida

Solvente Passo Volume (mL)
MeOH 100% Passo 1 20
H,O Passo 2 20
MeOH 20% Passo 3 20
H,O ou MeOH 100% Aplicacéo da <15
amostra
MeOH 20% Enxague 20
MeOH 80% Eluicédo 10

Condi¢cdes do HPLC

Fase moével

A —MeOH + 0,1% TFA (&cido trifluoroacético)

B — Agua ultra pura + 0,1% TFA ( acido trifluoroacético

a7
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Tabela 7 - Programa do gradiente de eluigdo

9.6 Extracéo, e guantificacao de

o
D
—
(4
O
jab)
o

cilindrospermopsina por HPLC-PDA

Realizada com a amostra ambiental 4AMMB e 9MMB do rio das velhas da cidade da
Barra do Guacui (Tabela 5). A amostra foi liofilizada. A detecdo e quantificacdo de
cilindrospermopsina, foi realizada da mesma maneira que para a amostra de
Microcistina, entretanto foi utilizado como solvente de extracdo,agua com Acido
Trifluoroacético (ATF a 0.1%). As fracdes purificadas de cilindrospermopsina foram
entdo quantificadas no Water Alliance e2695 sistema de HPLC acoplado com um PDA
2998 numa coluna fase Atlantis® HILLIC (250 mm x 4,6 mm i.d., 5 pm) da waters a
40°C.A gama de PDA foi de 210-400 nm com um comprimento de onda fixo de 262
nm. A eluigéo isocrética foi também uma solugcdo de metanol a 50% contendo 2 mMde
sodio 1- heptanosulfonato mono — hidratado (99%) com um fluxo de 0,9 mL/min e um
volume injetado foi de 20 pL.O sistema foi calibrado usando um conjunto de sete
diluicdes padrdo de cilindrospermopsina (0,08 a 0,5 pg/mL™") em &agua ultrapura. O

tempo de retencéo do pico de cilindrospermopsinafoi de 7,35 min.
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9.7 Extrac&o do DNA

Amostras do cultivo

Foram utilizadas amostras de células aderidas ao filtro de membrana que foram
congeladas previamente a -20°C para manter a integridade da amostra (Tabela 5).
Para iniciar o processo de extracao foi usado uma pinca e um bisturi para realizar a
raspagem dos filtros (descongelados). O material (células) foi colhido em uma placa de
petri e posteriormente, transferido para um eppendorf.Em seguida foi utilizado o kit
Purelink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen), tendo seguido as indicagdes do fabricante
para a extracdo de DNA gendmico (Figura 9). Foi adicionado na amostra 540uL de
buffer (genomic digestion) e 60uL de proteinase khomogeneizou e incubou no
Eppendorf Thermomixer Compact a 55°C overnight. Foiadicionado 20ul de RNAse A
vortexzou e incubou durante 2 min a temperatura ambiente. Adicionou 200ul genomic
lysis/Binding Buffer e vortexzou. Adicionou 200ul 96-100% etanol vortexzou durante 5
segundos. Foi adicionado 640 pL da solugéolysate homogeneizou e centrifugou a
10,000 g por 1 minuto na temperatura ambiente. Em seguida a amostra foi lavada por
duas vezes com 500pL da solugéo de lavagem e centrifugado a 10.000 g por 1 minuto
na temperatura ambiente e descartado o tubo coletor. Logo adicionou 200 pL do
tampdao de eluicdo incubou por 1 minuto na temperatura ambiente e centrifugou 16.000
g por 1 minuto, descartou o tubo coletor e preservou o tubo com o DNA extraido que
foi armazenado no frigorifico na temperatura -20°C para integridade do material

genético.
Amostra ambiental

Amostra com volume de 100ml foi homogeneizado e colhido 2ml para um eppendorf,
encaminhado a centrifuga Eppendorf 5415R durante 5 min em rotacdo 16000g. Em
seguida coletou o pellet.Foi utilizado o kit Purelink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen),
tendo seguido as indicag6es do fabricante para a extracdo de DNA gendémico (Figura
8). O pellet foi suspenso em 180ul (genomic digestion buffer). Logo foi adicionado 20yl
de proteinase k, homogeneizou e incubou no Eppendorf Thermomixer Compact a 55°C
overnight. Foiadicionado 20ul de RNASE vortexzou e incubou durante 2 min a
temperatura ambiente. Adicionou 200pl genomic lysis/Binding Buffer e vortexzou.

Adicionou 200pl 96-100% etanol vortexzou durante 5 segundos. Foi adicionado 640 pL
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da solucéo lysatehomogeneizou e centrifugou a 10.000 g por 1 minuto na temperatura
ambiente. Em seguida a amostra foi lavada por duas vezes com 500uL da solugéo de
lavagem e centrifugado a 10.000 g por 1 minuto na temperatura ambiente e
descartado o tubo coletor. Logo adicionou 200 pL do tampéo de eluicdo incubou por 1
minuto na temperatura ambiente e centrifugou 16.000 g por 1 minuto, descartou o tubo
coletor e preservou o tubo com o DNA extraido que foi armazenado no frigorifico na
temperatura -20°C para integridade do material genético. Em seguida O marcador
utilizado no trabalho foi o 1Kb plus DNA Ladder da Invitrogen (fragmentos de 100 bp a

-0

lisar lavar eluir DNA

Fig. 9 Purificacdo de DNA por adsorgao em coluna

9.8 Amplificacdo do PCR

O PCR foi usado na detecao de genes especificos para cianobactérias com amostras
ambientais e isolados obtidos. Para além foi utilizado na detecdo de genes
codificadores de cianotoxinas.Os genes utilizados no presente estudo encontram-se
listados na (tabela 5). Nas realiza¢cdes do PCR foram utilizados par de primers num
volume final de 20ul. Os reagentes foram obtidos através da Promega (Madison WI,
USA).Cada reagdo de PCR se utilizou: 1x Go Taq buffer, 2,5 mM de MgCl,,10.0 pmol
de cada primer, 125 pM de dNTP’s, 0,5 U de GoTaqg" Flexi DNA polimerase e 10 ng
de DNA utilizadas tanto nas amostras ambientais como nos isolados. As reacdes
realizaram-se no termociclador ( Biometra Profissional Thermocycler). A amplificacdo
do PCR foi confirmada por eletroforese num gel de agarose (Ultrapure™ Agarose,
Invictrogen) a 1,5% seguindo os procedimentos standard da eletroforese utilizando
uma solucdo de tampao de Tris-Acetato EDTA (TAE 1%, BioRad-40mM&cido acético,
1mM EDTA, pH 8,3).A voltagem usada foi de 100 Voltsnum periodo de 30 minutos.
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Em principio foi adicionado ao gel de agarose 3 pl de brometo de etidio (BioRad) de

uma solucao stock de 10 mg/ml. Foram carregados nos pocos de gel 10ul de DNA.

9.9 Sequenciamento

Foi realizada amplificacdo do PCR dos fragmentos do gene especifico para anatoxina-
a com os primers anac gen forward ( 5 TCTGGTATTCAGTCCCCTCTAT 3")anac gen
reverse (5"CCCAATAGCCTGTCATCAAZ )(Tabela 6). A reaccdo de PCR foi
preparada para um volume final de 40uL por amostra. Manteve-se a mesma proporcao
de reagentes na realizagéo do PCR de modo a efetivar esta reagédo. A amplificagao foi
validada através da eletroforese de gel Red a 1%. A partir dai, os fragmentos que
continham somente uma banda foram submetidos a um processo de purificacdo a
partir do kit Rapid Tip for PCR Purification — Diffinity genomics - Made in USA. Foi
coletado 25uL da amostra de PCR e em seguida o tratamento foirealizado conforme o
protocolo do fabricante. Logo, foi feito um mix da amostra tratada com opar de primers
especificos (anac gen F e anac gen R), ou seja, 5uL da amostra de PCR tratada e 5uL
de cada primer separadamente. E em seguida foram identificados (etiquetados)
conforme normas do laboratério responsavel pelo sequenciamento e encaminhado ao

mesmo.

9.10 Analise filogenética

Afim de conhecer o grau de similaridade em um contexto filogenético das
sequénciasde anatoxina-a das amostras estudas,foi usado o programa Mega 6.06
(6140226). A arvore filogenética foi calculada usando a metodologia de estatistica
Maximum Likelihood Tree.O teste foi realizado a partir da metodologia Bootstrap com
base em 100 replicacdes, utilizando o modelo Tamura — Nei.Cada sequéncia foi usado
de forma independente com a consulta em uma pesquisa BLASTno banco de dados
de nucleotideos do Centro Nacional de Informacdes sobre Biotecnologia

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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Tabela 8 Caracterizag@o dos genes alvos utilizados no PCR ao longo do presente estudo.

Reagio de PCR
Gene alvo Par de Sequéncia do primer [ 5 ¥ Tamanho | Controlo | Desnaturagao Hibridizagio Extensao Referéncia
Primers (bp) positivos
ZiF AGAGTTTGATCCTZEC TCAG 5FC 35 ciclos TG Neilzn &t al,
1557, Nubsl =t
BER GCTICGGCACGECTCGGGTCGATA TED - 2min S2°C-20s, B0AC- Bmin al, 1587
s, 72°C-1min
165 rRNA TATF GOCTRVATC TGAC AL TEAGGEA Copes i al,
2012
1424R TACGGCTACCTTGTTACGAC To4 -
gyTE GGACGTTTACGAGAACTAGCCTA T 40 cicles TIC Tanabe &t &l
2007
gyrB gyr R GGTCTTGGTT TGTCCCTCAA 416 122 3min S4°C60s, 60°C-60s, Bmin
T2C-30s
FankFZTT | GTTAARTCCAGGTAAC TATGACGGCC TA 5T 40 ciclos TG Churre, F01Z
rpoC 1 PlankR472 GCG GTCCCTTAGCAAC GGT 201 - 3min 24°0-20s, BB°C-20s, &min
T2C-20s
Cyl2 GGCATTCCTAGTTATATTIGCCATACTA ST 35 ciclos TFC Wilson et &l
]
rpC 1 Cyl 4 GCCCG GTCCCTTTICGTGE 308 AQS 2Zmin 25AC-20s, 45°C-20s, Tmin
TIC-5ls
sxil GEIF GGATCTTCABAGAAGATGGCA T I ciclos TEC Lopes &t al,
2012
sxtl sxtl B7T7TR GCCARACGCAGTACCACTT 200 MEcyAdd 3min S4°C-10s, 52°C-20s, Tmin
TFCEDs
sxil F CEATCTCARRGARGATGECA T 35 ciclos TIC Brito &t al.,
201Z: Kellman
sxtl sxtl R GGTTCGCCGLCGGACATTAAA 1668 MEcyA4D 3min S4°C-10s, BIPC-20s, Tmin et 5l., 2008
THC-EDs
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cyrd R E] GECARRTTCTGATAGCTACGAGE
Mi4 GATGGAACATCGCTCACTGGTG RET AQS SeRC 35 ciclos TG Alterado -:aqs-cram biri et
2 min SRAC-50s, 5ARC-30s, Tmin a0
oy W4 GAAGCTCTGEAATCCTGETAR T&0-50s Schembri et al., 3001
M5 AATCCTTACGGGATCCGG TGS (] AQS
CdiF AEARTTARSAGUUGIATLARA So 35 ciclos Fiae Hisbergues et al., 2003
moyA CdiR ARAAGTGTTITTATTAGCGGCTCAT e T 2min B5°C-1"30s, 5E°C-30s, Tmin
T2°C-50
ZT50F ATCACTTCAATCTARCGACT 35 cichs
mcyB 1R AGTTGCTGCTGTAAGAAR sl
FECF GCAACATCCCAAGAGCARAG .
mey PSCR1 CCGACAACATCACAAAGEC 674 e B4°C BERC-B0s, BERC-30s, T2 Cuahid et al., 2005
Bmin T2C450s Timin
FEOF1 CACGCTCARRTGATGARAAT
meyD PKDR1 GLAACCGATAARRACTCCC B4T
FEEF1 CECARACCCGATITACAG
meyE PKER1 CCCCTACCATCTTCATCTTC T35
FEGF1 ACTCTCAAGTTATCCTCCCTE
meyE PKGR1 AATCGCTAARACGCCACG 425
ELET EnaC genfk TCTGGTATICAGTCCCCTCTAT T 35 ciclos TG
anac genR CCCAATAGCCTGTCATCAA 256 gDNAZDS 2min 54":_?::1;, 5}5&"’:-}:1;, Smin RantalaYlinen et al., 2011
2C-30s

Controlos positivos: 1Z 21- Estirpe Microcystis aeruginosa; IZ 2 — Estirpe Microcystis aeruginosa;

MEcyA 40 — Estirpe Aphanizomenon gracile; AQS — Estirpe Cylindrospermopsis raciborskii

gDNA 309 — Estirpe Anabaena sp. 37 Legex-002
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10. Resultado e discussao

10.1ldentificacdo dos géneros

A partir das andlises qualitativas das amostras, observaram-se variados géneros de
cianobactérias, como: Sphaerocavum, Microcystis, Arthrospira, Planktothrix,
Geitlerinema, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Dolichospermum, Oscillatoria,
Radiocystis (Figura 11).Em alguns dos estudos realizados em Minas Gerais, 0s
mesmos géneros foram referenciados por (Jardim et al., 2008; Jardim, Carvalho &
Couto, 2010; Jardim et al., 2011) e para além,também foram relatados a presenca do
género Anabaena (Jardim & Viana, 2003; Jardim et al., 2007). Em Sao Paulo no alto
Tieté Sant’Anna et al.,, (2007) relata a ocorréncia de cianobactérias em cinco
reservatdrios analisados no periodo de seis anos, foram catalogados o0s géneros
Microcystis, Sphaerocavum, Radiocystis, Synechocystis, Synechococcus,
Merismopedia,Aphanocapsa, Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis,
Raphidiopsis, Geitlerinema, Limnothrix, Planktothrix.No nordeste do Brasil no Estado
do Pernambuco, Bittencourt-Oliveira et al., (2014) observou Microcystis, Planktothrix,
Cylindrospermopsis, Geitlerinema, Sphaerospermopsis e Merismopedia. A ocorréncia
de floracdes de cianobactérias em corpos d"agua para abastecimento publico tem sido
cada vez mais frequente, favorecido pela situacdo do ambiente, que se encontra
eutrofizado, rico em nutrientes, como o fésforo e o nitrogénio (Barreto et al.,2013). O
clima da regido tropical também é um fator que estimula o desenvolvimento das
cianobactérias. Encontra-se duas estacdes, uma fria e seca no periodo do inverno que
corresponde aos meses de abril a setembro e outra quente e chuvosa no periodo do
verdo nos meses de outubro a marcgo. Entretanto, as floragdes ocorrem em diversas
regibes do mundo, inclusive no clima temperado. A temperatura e pH tambémsao
fatores importantes para a proliferacdo das cianobactérias.Segundo Muller e
colaboradores, (2009) os géneros de cianobactérias que se destacam sao Microcystis,
Anabaena, Aphanizomenon, Planktothrix, Cylindrospermopsis e Nodularia,

correspondendo algumas das estirpes encontradas ao longo do trabalho realizado.
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10.2 Isolamento e cultura dos géneros

Dentre os géneros cultivados, as condi¢cbes laboratoriais foram favoraveis para o
crescimento das cianobactérias da ordem Nostocales 53%, seguida pela ordem
Oscillatoriales 35% e logo pela Chroococcales 12% (FiguralO). Na ordem Nostocales
destacaram-seCylindrospermopsis e Aphanizomenon. Na ordem Oscillatoriales houve
crescimento favordvel do Planktothrix, Arthrospira e Geitlerinema. Ja para as
Chroococcales ocorreu crescimento somente para o género Microcystis.Segundo
técnicas desenvolvidas para procedimentos de isolamento, € aconselhdvel que para
tal procedimento devem ser utillizado uma variabilidade de meio de cultura para
garantir melhor resultado, a ndo ser que ja conheca previamente qual o melhor meio
para o cultivo da estirpe de interesse. Porém para as culturas deste trabalho foi usado
somente o meio ASM-1 com nitrogénio e ASM-1 com 10% de nitrogénio. O meio de
cultura com 10% de nitrogénio seria para induzir as Nostocales a desenvolverem as
células especiais, como heterocito e acineto. Pois, a formagédo dos heterocitos esta
relacionada ao teor de nitrogénio do meio, quanto mais baixa a concentracdo de
nitrogénio, maior o ndmero de heterocitos formados para promover a fixacdo de
nitrogénio (Sant’Anna et al., 2006). E muitas das espécies da ordem Nostocales sao
identificadas morfologicamente a partir da formacéo e localiza¢éo do heterocito (Figura
11 C e I). Por exemplo, Cylindrospermopsis tem tricomas com heterocitos terminais e
acinetos subterminais. O género Aphanizomenon possui heterocitos (Figura 11 G) e
acinetos subterminais com tricoma atenuados. Portanto, as cianobactérias que
possuem para além das células vegetativas as células especiais (heterocito e acineto),
sdo denominados heterocitados. As demais cianobactérias filamentosas com apenas
células vegetativas sdo chamadas de homocitados, como o género Planktothrix
(Sant’Anna et al., 2006).0 procedimento de isolamento, cultivo e manutengédo de
estirpes em laboratério podem promover a selecdo de linhagens, conforme o
metabolismo mais adequado para as condicfes laboratoriais oferecidas, tais como;
concentragdes de nutrientes, intensidade luminosa, altas temperaturas e altos valores
de pH; podendo dessa forma selecionar estirpes téxicas ou ndo téxicas (Bittencourt-
Oliveira, 2003).
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B Chroococcales
B Nostocales

u Oscillatoriales

Fig. 10 Distribuicdo das cianobactérias isoladas no presente estudo

Tabela 9 Estirpes identificadas e submetidas a cultura.

CODIGO LOCAL CORPO HIDRICO ESTIRPES

2 HBRP Belo Horizonte Represa Pampulha Cylindrospermopsis spp

4 HBNA Nanuque Lagos dos Namorados Cylindrospermopsis spp

6 HBCL Carmo do Rio Claro Represa de Furnas Cylindrospermopsis spp

8 HBRF Pirapora Rio Sé&o Francisco Cylindrospermopsis spp

10 HBRF Pirapora Rio S&o Francisco Cylindrospermopsis spp

12 HBRP Belo Horizonte Represa Pampulha Arthospira spp

14 HBRP Belo Horizonte Represa Pampulha Microcystis sp., Microcystis aeruginosa,
Cylindrospermopsis raciborskii

16 HBRV B.Guacui Rio das Velhas Microcystis aeruginosa

18 HBMT Matozinhos ETE de Matozinhos Planktothrix agardhii

Obs.: Amostras 14 e 17 referem-se a amostras ambientais e as demais amostras séo isolados.
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Fig. 11. Microfotografias 6ptica da morfologia dos géneros de cianobactérias, representando a diversidade nos
rios de Minas Gerais. A.Microcystis aeruginosa(200x) rio das Velhas (bainha de mucilagem marcada pelo uso
do nanquim); B.Microcystis aeruginosa(200x) Represa Pampulha (bainha de mucilagem marcada pelo uso do
nanquim); C. Cylindrospermopsis sp. (400x) Bacia do Mucuri (presenca de heterocito); D. Planktothrix agardhii
(200x) Represa Pampulha; E. Geitlerinema sp. (200x); F. Arthrospira sp. (200x) Represa Pampulha (foto com
epifluorescéncia); G. Aphanizomenon sp. (400x) Represa de Furnas (presenca de heterocito intercalar); H.
Sphaerocavum sp.(200x) rio das Velhas; I. Cylindrospermopsis raciborskii (400x) Represa Pampulha (presenca
de heterocitos terminais); J. Cylindrospermopsis raciborskii (200x) rio S&o Francisco (a. Presenca do

heterocito; b. Formacéo do heterocito).
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10.3 Determinacdo de cianotoxina na agua pela técnica
ELISA

As andlises realizadas pela técnica de ELISA demonstraram-se resultados positivos
para microcistina. Para as primeiras amostras coletadas em (09/2012) foram
identificadas as concentracbes de microcistina em diferentes pontos do rio das
Velhas.Foram identificadas concentracdes de 0.2ug/L para amostra 4MMB e 0.4ug/L
para a amostra 9MMB ambas amostras ambientais. E nas demais coletasrealizadas
em (05/2013 a 09/2013) foram identificadasna amostrado rio das Velhas (amostra
16HBRYV) concentragbes de toxina que variou de 1.4ug/La 5.9ug/L e da represa da
Pampulha(amostra 14HBRP) onde tiveram o valor de 0.9ug/Le em ambas amostras
foram identificados atravésda analise de microscopia o géneroMicrocystis. Na regido ja
foram relatadasfloracdesintensas causadas pelo género da Microcystis.Segundo
Jardim et al., (2008) no rio das Velhas houve floracdo e asandlises realizadascom o
teste ELISAquantificou uma concentracéo de 38ug/L de microcistina-LR, e foi visivel a
contaminacdo das aguas pela mudanca no seu aspeto organolético. Naquela altura a
populacdo ribeirinha, pescadores e populacdo da regido foram advertidos a néo
fazerem o uso do peixe e a ndo manterem contato com a agua, quer fosse para beber
ou para recreagdo.Ao longo do percurso do rio das Velhas é intenso a acdo do homem
dentro e fora do rio, com a pratica de dragagem,fazendo ressuspender nutrientes dos
sedimentos para a superficie do rio, o uso de fertilizantes na agricultura, esgotos
industrial e doméstico liberados no corpo d’agua. Gerando consequéncias como a
eutrofizacdo e desencadeando a proliferagdo das cianobactérias (Nonato, 2007).
Segundo Bittencourt-Oliveira et al., (2014) relata em seu trabalho realizado no
nordeste do Brasil, no Estado de Pernambuco em dez reservatorios destinados ao
abastecimento publico, onde através da técnica ELISA vinte e trés amostras foram
analisadas e destas, vinte e duas foram positivas para microcistina.Em clima
temperado também ha relatos de cianobactérias potencialmente téxicas. Pois a
ocorréncia de floragbes de cianobactérias toxicas ndo é um fendmeno local, regional
ou especifico de um pais, mas de proporcdo mundial (Chorus & Bartram,1999).
Segundo Vasconcelos e col.,, (2011) no reservatério de Aguieira em Portugal
detetaram concentragbes de microcistina-LRque variou entre 0,3ug/L a 87ug/L no

periodo de 1998 a 2001, sendo a Microcystis aeruginosa a espécie dominante nos
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reservatdrios em Portugal. Para os testes realizados com as amostras das Estacfes
de tratamento de &gua nas regibes de Pirapora-MG e Varzea da Palma-MG os
resultados ficaram abaixo do indicado pela legislacédo brasileira, portaria 2914/2011,
gque determina limite maximo permitido de 1ug/L para microcistina. Sendo assim, pode-
se afirmar que o tratamento realizado nas ETAs houve eficiéncia na remocao da
microcistina e a 4gua tratada n&o oferece risco a saude publica, entretanto foi possivel
verificar uma libertagdo de toxina na 4gua tratadaque nao havia na agua bruta (Tabela
10), indicando assim, que pode ter ocorrido rompimento de células durante o
tratamento da agua, talvez no momento da dosagem do cloro na fase de desinfe¢éo.
Segundo Cybis, (2009) a lise das células pode ocorrer de forma natural, a partir da
senescéncia ou devido ao uso de produtos quimicos, como por exemplo o uso de
algicida, ou ainda pela acdo mecéanica (turbuléncia e bombeamento) que ocorrem nas
etapas de procedimento no tratamento da agua. Portanto, os sistemas de tratamento
gue promove a lise das células apresentam um grande risco na libertagdo de
cianotoxinas na agua, podendo gerar um dano a saude publica.Ambas as Esta¢fes de
tratamento de 4gua do presente trabalho usam o carvao ativado antracito para além
do tratamento convencional. Em Pirapora-MG a captacdo do sistema de
abastecimento de agua ocorre no rio Sao Francisco. Ha duas estacdes de tratamento
de agua, uma delas esta localizada no centro da cidade (ETA I) que opera com uma
vazdo média de 120 litros/seg e a outra localizada no Distrito Industrial (ETAII) que
opera uma vazao media de 160 litros/seg. J& em Varzea da Palma-MG a captagéo
ocorre no rio das Velhas afluente do rio Sdo Francisco. A estacdo de tratamento de
agua opera com uma vazédo média de 86 Litros/seg. Ambos 0s rios recebem esgotos
domeéstico e industrial, ha o manejo de agricultura e pecuaria nas regidées e também
ocorrem 0s processos de dragagem, ocasionando assim, a eutrofizacdo desses rios e
consequentemente a proliferacdo das cianobactérias.A microcistina € a toxina mais
recorrente em corpos hidricos no Brasil, e foi a causa fundamental para a sindrome
qgue ocorreu na clinica de hemodialise em Caruaru/ Pernambuco em 1996, que pela
primeira vez foi confirmada a morte de seres humanos ocasionada por cianotoxina
(Azevedo et al., 2002; Carmichael et al., 2001). A partir dai, o Brasil foi o primeiro pais

do mundo a ter uma
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lei federal (Portaria n. 1469/2000 do Ministério da Saude) sobre a obrigatoriedade de
se fazer a detecdo das cianobactérias e das cianotoxinas na agua para abastecimento
publico ( Jardim & Viana, 2003).

Tabela 10. Resultado do teste Elisa das ETA’s — Analise da eficiéncia da remoc¢ao de microcistina

LOCALIZAGAO DATA PONTOS MICROCISTINA (ug/L)
(més/ano) CAPTACAO BRUTA TRATADA

SF1 1 NR 0,1 0,2

SF1 09/12 2 NR 0,3 0,2

SF5 3 NR NR NR

SF1 1 <LD <LD <LD
SF1 05/13 2 <LD <LD <LD
SF5 3 <LD <LD 0,12
SF1 1 <LD <LD <LD
SF1 06/13 2 <LD <LD <LD
SF5 3 <LD <LD <LD
SF1 1 <LD <LD <LD
SF1 07/13 2 <LD <LD <LD
SF5 3 <LD <LD <LD
SF1 1 <LD <LD <LD
SF1 08/13 2 <D <D <D
SF5 3 <LD <LD <LD
SF1 1 <LD <LD <LD
SF1 09/13 2 <LD <LD <LD
SF5 3 <LD <LD <LD

Nota: SF1 — rio S&o Francisco — refere-se a ETA de Pirapora-MG; SF5 — rio das Velhas — refere-se a ETA de Varzea
da Palma- MG; ponto 1 — ETA 1 Pirapora-MG; ponto 2 — ETA 2 Pirapora — MG; ponto 3 — ETA de Varzea da Palma —
MG; <LD — abaixo do limite de detecéo ( 0,1ug/L); NR — n&o realizado.
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De onze amostras testadas com a técnica ELISApara saxitoxina, hove deram positivas
(Tabela 11). J& para cilindrospermopsina de onze amostras testadas, todas obtiveram
resultados abaixo do limite de detecdo. Segundo Jardim, (2010) as floracbes de
cianobactérias coletadas na represa da Pampulha foram frequentes nos altimos anos
predominando as espécies Sphaerocavum brasiliense e Cylindrospermopsis
raciborskii e que durante trés anos foram feitas monitorizagdes e obtiveram resultados
positivos para saxitoxina do tipo PSP (Paralytic Shellfish Poisoning). Segundo
Sant’Anna et al., (2006) relata que as neurotoxinas sdo de acdo mais rapida e por
isso, de efeito predominante. Ja Bittencourt-Oliveira et al., (2014) relata o registo de
cilindrospermopsina no nordeste do Brasil, no Estado de Pernambuco em
reservatorios destinados ao abastecimento publico, e através da técnica ELISA foi
possivel analisar vinte e trés amostras, das quais oito amostras demonstraram

resultados positivos para cilindrospermopsina.

Tabela 11 Resultado do teste ELISA para saxitoxina

Teste ELISA
Amostras Tipo Saxitoxina

2HBRP Isolado 0.30pg/L
3HBME Isolado 0.29 pg/L
4HBNA Isolado <LD
5HBCL Isolado 0.31 pg/L
6HBCL Isolado 0.33 pg/L
7THBCL Isolado 0.2 pg/L
8HBRF Isolado 0.27 pg/L
9HBRF Isolado 0.11 pg/L
10HBRF Isolado 0.03 pg/L
14HBRP Ambiental 0.34 ug/L

18HBMT Isolado <LD
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10.4 Extracéo, detecdo e quantificagcdo de microcistina por HPLC/PDA

O cromatograma obtido através da analise por HPLC/PDA apresentou para a amostra 9MMB o pico
cromatogréfico referente a microcistina—LR, com o tempo de reten¢do igual a 9.5 minutos (Figura 12). O espectro
de absor¢cdo UV (238 nm) (Figura 13), um indice de similaridade de 0.999 (Figura 14) e uma concentracdo de
0.38ug/L.
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Fig. 12. Registo do pico referente a amostra de 4gua bruta do rio das Velhas (Barra do Guaicuf)
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Fig. 14. Espectro padrédo caracteristico da molécula microcistina-LR — 238nm
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psina por HPLC/PDA

No ensaio de cromatografia a amostra 9MMB do rio das Velhas no ponto a jusante, localizado na cidade da

Barra do Guaicui, municipio de Varzea da Palma — MG, foi possivel identificar um pico de (7.30 min) (Figura 15),

gue corresponde ao espectro do padréo de cilindrospermopsina, com o tempo de retencdo de 262 nm (Figura

16), um indice de similaridade de 0.999 (Figura 17) e uma concentracao

de 0.24pg/L. Resultado que

corresponde a presenca de cilindrospermopsina, o que parece indicar ser o primeiro resultado da toxina nesse

ponto da regido. Estudos ja realizados foram identificados somente microcistina e saxitoxina em floracées nesta

regiao.
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Fig. 15. Espectro caracteristico da molécula de cilindrospermopsina.

e

Fig. 16. Espectro de absorbéancia de 262 nm padrao da cilindrospermopsina

A andlise foi realizada a partir de uma amostra ambiental, coletada em 09/2012

. Foi realizada identificacdo por

microscopia Optica das cianobactérias, porém o filamento encontrado foi o género Planktothrix, pode ser que
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pelo fato de ndo haver formacédo de células especiais (heterocito e acineto), o filamentoresponsavel por essa
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Fig. 17. indice de similaridade referente a amostra do rio das Velhas

toxina tenha passado despercebido, ou também h& hipétese das células terem sofrido ruptura e a toxina ter se
libertado para o0 meio, uma vez que a amostra foi transportada do Brasil a Portugal, apesar do cuidado nas
condi¢cBes para assegurar o transporte das amostras, pode ter ocorrido a lise das células. Devido a escassez de
material genético ndo foi possivel realizar ensaio molecular para identificar o gene para espécie. A técnica
HPLC/PDA é dispendiosa e trabalhosa, porém ao final do procedimento garante precisdo nos resultados, pois é
capaz de detetar a toxina e suas variantes, a partir dos padrdes utilizados, e ainda se tratando de uma amostra
purificada livre de contaminantes, ao contrario da técnica ELISA,que n&o permite detetar as variantes e quando
se trabalha de uma amostra ambiental pode haver outros compostos que venham alterar o resultado, podendo
até resultar um falso positivo. Contudo, a técnica ELISA é muito utilizada no Brasil pelas empresas de

saneamento; corresponde as exigéncias da legislacdo é de facil manipulagéo e o procedimento é rapido.

10.6 Andlise molecular - extracdo de DNA, amplificacdo do PCR,

sequenciamento e filogenia

De acordo com a (Figura 18) é possivel identificar as amostras (01 HBRP, 14HBRP, 16HBRV e 17HBVP) que
foram positivas para o gene DNA gyrase para a espécie Microcystis aeruginosa. A andlise foi validada com o
controlo positivo 1Z 21 (Microcystis aeruginosa). As amostras trata-se da represa da Pampulha e do rio das
Velha, essa espécie de cianobactéria € frequente e responsavel pelas floracdes nesses corpos d'agua. As

amostras 14 e 17 referem-se a amostras ambientais e as amostras 01 e 16 referem-se a estirpes isoladas.
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Fig. 18. Resultado PCR para Microcystis aeruginosa

A Tabela 12 representa o resultado do PCR referente aos genes das cianotoxinas testadas para o cluster de
genes para microcistina. Todas as amostras analisadas demonstraram ser toxigénicas, pois expressaram parte
dos fragmentos do gene mcy. As amostras positivas para o fragmento do gene mcyA indicam forte evidéncia de
produzir microcistina (Hisbergues et al., 2003). Entretanto, quando o operon da microcistina nao esta presente
ou parte do cluster mcy encontra-se incompleta, possivelmente a estirpe ndo é capaz de produzir a toxina
(Regueiras, 2009). No entanto no teste ELISA a amostral4HBRP demonstrou uma concentracéo de 0.9ug/Le a
amostra 16HBRV uma concentragdo de 1.4pg/La 5.9ug/L para microcistina. No entanto, o resultado da andlise
molecular para o cluster mcy demostrou-se incompleto para alguns fragmentos do gene mcy. Bittencourt-Oliveira
et al., (2003) afirma que os genoétipos responsaveis por produzirem toxinas nem sempre Sao expressos, talvez
seja uma hipotese para ambas as amostras (14HBRP e 16HBRP). Contudo, as amostras (LIHBRP e 17HBVP)
obtiveram resultados negativos para toxina na técnica ELISA e na analise molecular o cluster do gene mcy
demostrou-se incompleto, sendo assim, essas duas amostras se enquadra na afirmacdo citada acima; na
incapacidade da estirpe em produzir toxina, a partir da auséncia de algum fragmento do gene mcy. A amostra
18HBMT corresponde a espécie Planktothrix agardhii e no teste molecular foi realizada somente gene mcyA,
resultando em uma espécie toxigénica, no entanto no método analitico (ELISA) para microcistina ficou abaixo do
limite de dete¢do. Muitos estudos tém relatado essa situagdo, em que o cluster do gene mcy é encontrado,
porém a presenca da toxina ndo é confirmada por métodos analiticos; tal fato pode esta associado a uma
concentracdo abaixo do limite de detecdo do método utilizado (Bittencourt-Oliveira et al., 2010). Considerando
gue esta amostra (18HBMT) trata-se de uma estagdo de tratamento de agua residual, e sendo efluente do
ribeirdo da Mata, afluente do rio das Velhas € preciso que seja constantemente monitorado para evitar os
pontenciais riscos adversos ao meio ambiente e consequentemente a salude de animais e até mesmo do ser
humano.
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Tabela 12. Resultado PCR para conjunto génico mcy (toxina microcistina)

Amostras mcyA mcyB mcyC mcyD mcyE mcyG
01 HBRP - _ ; 3 5 "
13HBRP -

14 HBRP + - + - + -
16 HBRV + - 1 A - -
17 HBVP - - & - ; -
18 HBMT +

Ambas as amostras 3HBME e 14HBRP foram positivas para o gene da espécie Cylindrospermopsis raciborskii e
para o gene da toxina cilindrospermopsina (Tabela 13), no entanto no ensaio Elisa ndo foi detetada a toxina
cilindrospermopsina. Portanto essas estirpes mostraram ter o potencial genético para a produgédo da toxina,
todavia, devido as condi¢cbesde exposicdo, as toxinas ndo foram produzidas e detetadas no momento da
avaliacdo, o que ndo quer diz, que ndo poderam vir a produzir quando estiverem expostas em condigbes
ambientais favoraveis para a producéo das toxinas (Bittencourt-Oliveira, 2003). O método molecular para o gene
da saxitoxina (Tabela 13) foram todas negativas, entretanto para o ensaio ELISA de onze amostras,
novedemonstraram positivas (Tabela 11). A hip6tese para esse resultado pode ser atribuido a questdo da
selecdo de estirpes toxicas e ndo-toxicas existente numa mesma espécie, pois 0 ensaio molecular foi realizado
com cultura de uma segunda repicagem. Contudo a manutencdo dessas estirpes em laboratério pode ter
promovido a selecdo de linhagens nao-téxicas. Ou outra hipétese para o resultado negativo para o gene da
saxitoxina seria a pequena quantidade de DNA presente nas amostras tornando a andlise inviavel, pelo fato da
analise molecular também ter um limite de detecdo. Talvez o fragmento do clusterutilizado na andlise ndo tenha
correspondido ao DNA das amostras. Hoff-Risseti et al., (2013) afirma a presenga do gene sxtl e cyr numa
estirpe isolada de Cylindrospermopsis raciborskii brasileira e sequéncias do gene cyrA foram traduzidos em
aminoacidos e as fungBes das proteinas confirmaram a sua identidade como sendo genes da sintese de
cilindrospermopsina, sendo relatado pelo autor que os resultados obtidos neste estudo foi o primeiro registo de

cilindropermopsina encontrado em estirpe isolada do Brasil.



Tabela 13. Resultado PCR’s ( sxtl, anaC, Cyn/cyrB e Cyn/cyrC) para as amostras do presente estudo
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Amostras

sxtl

anaC

Cyn

cyrB

Cyn

cyrC

1 HBRP

2 HBRP

3 HBME

4 HBNA

5HBCL

6 HBCL

7 HBCL

8 HBRF

9 HBRF

10 HBRF

11 HBRP

12 HBRP

13 HBRP

14 HBRP

15 HBME

16 HBRV

17 HBVP

18 HBMT

19 HBLA
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Na (figura 19) é possivel verificar as amostras (4AMMB e 9MMB) positivas para gene ps para
cilindrospermopsina. Estas amostras foram da primeira coleta realizada a jusante do rio das Velhas na
cidade da Barra do Guaicui no municipio de Varzea da Palma-MG. A partir desse resultado do ensaio
molecular, que se confirmou a presenca da toxina com o0 ensaio da cromatografia. Uma vez, que o
ensaio molecular indicou a presenca do gene, mas ndo havia garantia da producdo da toxina. A toxina
estava soltvel no meio e nao foi possivel identificar que espécie a produziu. Para esse trecho do rio
das Velhas é a primeira vez que ha confirmagéo da toxina cilindrospermopsina, apenas ha referéncias
para saxitoxina, como ja foram referidos anteriormente (Jardim et al., 2008). Segundo Bittencourt-
Oliveira, (2011) foi detetado em floracdes de cianobactérias em 3 reservatérios, no nordeste do Brasil,
as andlises foram realizadas com ensaio molecular (cyrB e cyrC) e o teste ELISA; e a autora relata ser
o primeiro estudo com resultado positivo para cilindrospermopsina em agua de abastecimento publico
no Brasil. E refere ainda, que a presenca do gene pks e ps para cilindrospermopsina € indicacao que a
estirpe tem o gene para cilindrospermopsina.

Fig. 19. Resultado do PCR para gene cyrB - Cilindrospermopsina
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A (Figura 20) demonstra o resultado do PCR, que determina o potencial genético para
a producdo de anatoxina—a nas amostras (1HBRP, 9HBRF, 10HBRF, 12HBRP,
13HBRP, 14HBRP, 16HBRV, 17HBVP, 18HBMT e 19HBLA) que foram validadas com
o controlo positivo. Segundo a legislacdo brasileira, Portaria 2914/2011 do Ministério
da Saude, exige monitoramento somente para microcistina e saxitoxina.Para
cilindrospermopsina e anatoxina-a(s) somente quando for detetada a presenca de
géneros de cianobactérias potencialmente produtoras da toxina. Portanto ndo ha
exigéncia na legislagdo federal quanto anatoxina-a, mesmo existindo pesquisas
demonstrando suaa¢do nociva a saude humana e de animais (Molica & Azevedo,
2009 ; Rodriguez et al., 2006). Asamostras (9HBRF, 14HBRP, 16HBRV, 17HBVP,
18HBMT e 19HBLA) foram sequenciadas, e submetidas a analise filogenética.

oL

17 9 1012 1314 16 17 18 19 C- C+

wd —_
- e D W T - -

Fig. 20. Resultado do PCR para anatoxina-a.

A (Figura 21) representa o resultado da andlise filogenética, demonstrando que néo
ocorreu similaridade genética entre as amostras do presente trabalho e as amostras
do banco de dados fornecido pelo BLAST,demonstraram uma distancia genética entre
as estirpes analisadas. Provavelmente devido a diferenga biogeogréafica das amostras
em estudo. As amostras do banco gendmico correspondem a estirpes da Europa e as
amostras do presente trabalho do Sul da América (Brasil). No entanto, entre as
amostras (16HBRV, 18HBMT, 19HBLA) houve uma similaridade de 100% numa
amostragem com base em 100 replicagbes. Sdo amostragens de locais distintos,
porém fazem parte da Sub-bacia do rio das Velhas.Stuken & Jakobsen, (2010) relata
gue a sequéncia de nuclettidos dosdiferentes genes mcy tem sido demonstrado uma

variacdo entre 67 e 81%; ja a similaridadeda saxitoxina
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produzida por diversos géneros de cianobactérias de 4gua doce comparadas entre os
genes de sxt de Aphanizomen, Anabaena e Cylindrospermopsis revelou uma
identidade de nucleétidos de 53 um 99% dos diferentes genes ort6logos.Os mesmos
autores ainda relatam que os genes envolvidos na sintese de cyn sdo altamente
conservadas, nao so entre estirpes da mesma espécie, mas também entre as estirpes

de géneros diferentes.

, Uncultured Oscillatoria sp. AnaC (JF803656.1)
,‘.-[ Oscillatoria sp. PCC 10601 AnaC (JF803652.1)
% " Oscillatoria sp. PCC 9240 strain 193 AnaC (JF083653.1)
‘ Oscillatoria sp. PCC 10111 AnaC (JFE03654.1)

:'_' 10! Oscillatona sp. PCC 10111 AnaC (JF803654.1)
Oscillatoria sp. PCC 10608 AnaC (JF803650.1)
Oscillatoria sp. PCC 6506 strain PCC 9029 AnaC (JF803649.1) [—

' Oscillatoria sp. PCC 6407 AnaC (JF803648.1)
. Aphanizomenon sp. 3 AnaC (JF803655.1)

; Anabaena circinalis 86 AnaC (JF803647.1)
‘fUnculmod Anabaena sp. AnaC (JF803657.1)
10| Anabaena sp. 54 AnaC (JFB803646.1)

-
'sh

Anabaena sp. 37 anatoxin-a(JF803645.1)

., Ambiental (17HBVP)

~ Aphanizomenon sp. SHBRF
Arthrospira sp 19HBLA Amostras
Microcystis aeruginosa (16HBRYV) B dO BraSiI

Planktothrix agardhii (18HEMT)
“Ambiental (14HBRP)

Fig. 21 Anédlise filogenética da sequéncia do gene anatoxina-a
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11 Concluséao

Com base na pesquisa realizada pode-se concluir:

v" O método molecular é uma ferramenta de grande importante na
identificacdo de cianobactérias, na avaliacdo do potencial toxico de
genes especificos para as espécies e para detecdo de genes
envolvidos na producao de toxinas.

v E um recurso que permite detetar precocemente floracdes toxicas,
facilita a monitorizagdo de ambientes aquaticos e minimiza riscos para
saude publica.

v' As informagbes geradas no presente estudo fornecem um contributo
para o conhecimento da diversidade das cianobactérias e cianotoxinas
nos corpos hidricos tratados neste estudo.

v" Os resultados obtidos proporcionardo uma nova visao relativa a futuras
monitorizacbes para evitar riscos para saude publica nas bacias

hidrograficas em estudo.
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