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RESUMO

As cianobactérias vém sendo alvo de sucessivas investigagdes, porque a sua
presenga no planeta se faz sentir ha trés mil milhdes de anos e porque revelam uma
notavel ubiquidade. Os estudos tém incidido particularmente nas espécies de agua doce
uma vez que, hoje em dia, e cada vez mais devido a poluigdo aquatica, constituem um

risco para a saude humana e ambiental.

No que diz respeito as cianobactérias marinhas, € no que concerne a sua
presenga nas praias portuguesas ¢ a avaliagdo da sua possivel toxicidade, poucos tém

sido os trabalhos realizados.

Por essa razdo, foram objectivos do presente trabalho: a pesquisa, identificago,
isolamento e cultura de cianobactérias marinhas; € a avaliagdo da toxicidade dos
microorganismos cultivados, na sequéncia da investigagio encetada por Martins, em
1999.

Nesse sentido foram escolhidas quatro praias da zona centro do pais: ESPINHO,
MIRA, CABEDELO (Figueira da Foz) e SAO PEDRO DE MOEL.

Do total de amostras recolhidas em cada uma das praias, verificou-se a
percentagem de ocorréncia de 35,9 %, S0 %, 36,8 % e 56,6 %, respectivamente para as

praias de Espinho, Mira, Cabedelo (Figueira da Foz) e Sdo Pedro de Moel.

De todas as cianobactérias identificadas apenas se conseguiram cultivar sete,
facto que revela a dificuldade de manuseamento destes organismos em laboratorio. Para
estas foi avaliada a toxicidade utilizando a técnica imunologica E.L.1.S.A. e ensaios em

murganho e artémia.

Os ensaios em murganho demonstraram que todas as cianobactérias cultivadas
produzem compostos que apresentam efeito toxico a nivel do figado, rim, intestino e
pulmdo, com particular incidéncia no intestino, o que pressupde a produgdo de uma

toxina diarreica. Todos os outros drgdos sofreram lesdes histopatologicas mais ligeiras.
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Os resultados obtidos com artémia indicam que, para as concentragdes testadas,

as estirpes ndo sdo toxicas para estes organismos.

A técnica E.L.IS.A. revelou pequenas concentragdes de microcistinas, toxinas

que podem ser responsaveis por alguns dos efeitos observados.
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ABSTRACT

Cyanobacteria are becoming subject of successive scientific studies because
their presence in our planet is noticed since about three million years ago and also
because they show a remarkable ubiquity. Those studies have particularly fallen upon
fresh water species since they became more and more a risk to human and

environmental health due to increasing water pollution.

Concerning marine cyanobacteria, only a few studies have been done in order to
know the extent of these organisms presence in Portuguese seashores, so that their

toxicity can be evaluated.

In this way, the purposes of this work were: the research, identification, isolation
and culture of marine cyanobacteria; finally, to evaluate the toxicity of these cultivated

microorganisms.

This research follows the subject iniciated by MARTINS (1999); so, four
beaches have been selected in central Portugal: ESPINHO, MIRA, CABEDELO
(Figueira da Foz) and SAO PEDRO DE MOEL.

Cyanobacteria occurred in 35,9%, 50%, 36,8% and 56,6% of the sample
collected in the beaches Espinho, Mira, Cabedelo and Sdo Pedro de Moel respectively.

Out of all the previously identified cyanobacteria, only seven strains were
isolated and cultivated. This fact shows the difficulty in handling such kind of
organisms in the laboratory. For testing these cyanobacteria toxicity it was used

E.L1S.A. technique and also laboratory testing with mice and Artemia sp..

Tests with mice proved that all the cultivated cyanobacteria produce compounds
with toxic effects on liver, kidney, intestine and lung, having particular incidence in
intestine implying that a diarrhoeal toxin is produced. All the other organs have suffered

mild histopathological lesions.

The results observed with Artemia sp. show that for the tested concentrations

these strains are not toxic for this kind of organism.
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The E.L.L.SA. technique has revealed low concentrations of microcistins a toxin

wich can be responsible for some of the observed effects.
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INTRODUCAO

1-INTRODUCAO

E consabido que a 4gua é o recurso natural mais abundante - ocupa cerca de 71%
da superficie terrestre, com uma profundidade média de 3800 metros (WETZEL, 1993).
No artigo 2° da Declaragdo Universal dos Direitos da Agua refere-se que “4 dgua é a
seiva do nosso planeta. E a condigio essencial de vida de todo o ser vegetal, animal ou
humano. Sem ela ndio poderiamos conceber a atmosfera, o clima, a vegetagdo, a cultura
ou a agricultura. O direito a dgua é um dos direitos fundamentais do ser humano: o
direito a vida, tal qual é estipulado no art. 3° da Declaragdo dos Direitos do Homem”,

€<

enquanto que no artigo 4° se escreve “ O equilibrio e o futuro do nosso planeta
dependem da preservagdo da dgua e dos seus ciclos. Estes devem permanecer intactos
e funcionando normalmente para garantir a continuidade da vida sobre a Terra. Este
equilibrio depende, em particular, da preservagdo dos mares e oceanos, por onde os

ciclos comecam.” Tais asser¢des revelam a importancia deste precioso liquido.

Apresenta ainda a particularidade de ser sempiterna (existe desde a formagdo da

Terra) e de ser imutavel (a quantidade da 4gua na Terra sempre foi a mesma).

Apesar de ndo haver uma defini¢@o precisa, o litoral ¢ normalmente identificado
como uma zona de fronteira entre o continente € o oceano, onde se concentra um

conjunto de comunidades de elevado grau de sensibilidade.

Caracterizado como um hiper-sistema cuja estabilidade depende néo somente do
equilibrio de cada um dos seus trés sub-sistemas (terra, mar e ar), mas também da
harmonia dinimica entre todas as suas componentes, o litoral torna-se um sistema de
extrema fragilidade. As suas formas de vida, resultantes da elevadissima diversidade

biolégica, sdo unicas.

Nas faixas costeiras concentram-se mais de 50 % das formas marinhas, o que
nas costas rochosas da Europa equivale a mais de 150 mil espécies, transformando este

interface entre a terra, o mar € o ar num bem Unico e muito fragil.

No entanto, a presenga do homem tem levado a sua crescente destrui¢do. Desde

a era mesolitica que as populagdes se concentram nas zonas litorais, devido aos recursos
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que potenciam actividades como a pesca e agricultura e devido as suas potencialidades
de defesa, amenidade de clima, entre outras. Dai que no litoral se tenham desenvolvido,
para além da pesca, varias actividades econdmicas, como a colheita de algas, a
salinicultura e mais recentemente a aquicultura extensiva e intensiva (peixes, ostras,
améijoas, mexilhdes etc.). Além disso, o desenvolvimento do turismo balnear, nos
séculos XIX ¢ XX, levou ao aparecimento de aglomerados de residéncias, que tém
vindo a alastrar nos ultimos 40 anos, bem como de hotéis e de equipamentos
recreativos. Esta grande concentrag@io - humana, urbana, industrial € turistica - estd a

contribuir para crescente degradaggo do litoral (FONSECA, 1999).

Assim, nfio ¢ de estranhar nos dias de hoje, principalmente no Verdo, o
aparecimento nos meios de comunicagdo, de noticias sensacionalistas acerca do estado
lastimoso em que se encontram aguas das praias do nosso pafs, baseadas nos relatorios
sobre as praias emanados pela Comunidade Europeia. Nessas alturas gera-se um estado
de histeria geral que se alastra do poder autarquico (preocupado com os prejuizos que
possam ocorrer durante o periodo balnear os quais lhe podem valer, muitas vezes, a
perda de um novo mandato) aos Delegados de Satide (muitas vezes sem a informagio
necessaria para poder agir) e a populagio (confusa e sem saber a quem se dirigir para

mitigar as suas preocupagoes).

Torna-se por isso imperativo, que a ciéncia disseque estes assuntos, tornando-os
mais acessiveis e compreensiveis para o leitor comum, por forma a evitar essas

situagdes de alarmismo.

1.1 — CARACTERIZACAO GERAL DAS CIANOBACTERIAS

E de aceitagdo geral, nos meios cientificos, que as cianobactérias sdo dos
organismos mais antigos encontrados na Terra. Para BROUTIN (2000) os primeiros
tragos de existéncia de organismos unicelulares clorofilinos datam do precdmbrio: em
estratos depositados hd mais de 3 mil milhdes de anos, foram encontradas pequenas
esferas organicas no jazigo de fosseis de Fig tree, na Africa do Sul. Pelo seu tamanho
(20 micrometros de didmetro), fazem lembrar as cianobactérias denominadas
Microcystis. Desse jazigo, também foram extraidas substincias orgénicas analogas aos

produtos de degradagfio da clorofila (porfirinas) e de proteinas (aminoacidos). Estas
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substancias confirmam a natureza bioldgica e clorofilina destes “micro-fosseis”.
Também no jazigo de Gunflint, no Canad4, datado de dois mil milhdes de anos, foram
encontrados filamentos constituidos por células ligadas umas as outras: Gunflintia
minuta (1 a 2 micrometros de didmetro) e Gunflintia grandis (2,5 a 6 micrometros) que

lembram as cianobactérias Rivularia actuais.

Segundo CARMICHAEL (1994), estas cianobactérias desempenharam um
papel muito activo na oxigenago da atmosfera. Alguns teéricos defendem, que alguns
destes organismos fotossintéticos se associaram a outros microbios e eventualmente
perderam a capacidade de funcionar independentemente dando origem aos cloroplastos.

Uma das maiores percursoras desta teoria é L. Margulis'.

Schofte e Walter (1982),
consideram a Era proterozdica como a
“idade das cianobactérias”, uma vez que
nos terrenos desse periodo da histdria da

Terra  sdo  encontrados  grandes

quantidades de fosseis de cianobactérias :
Figura 1.1 — Palaeolyngbya do proterozoico

(Figura 1.1) (WHITTON e POTTS, com cerca de 850 ma. (in site

2000). http://www.ucmp.berkeley.edu/bacteria/cyan
ofr.html)

Para WHITTON e POTTS (2000), os fésseis

mais abundantes sfo os estromatdlitos - palavra

derivada do grego que significa “tapetes de pedra”-
(Figura 1.2), muito semelhantes aos que hoje sdo

encontrados em Shark Bay, no Oeste da Australia e

em poucos outros locais do globo. Os estromatélitos

Figura 1.2 - Estromatolito (in sife  g5o estruturas geradas por comunidades bacterianas,
http://www.cs.cuc.edu/~tfutcher/Cyanop

hytalab.html). onde predominam as cianobactérias, as quais

produzem um gel que as protegem de radiagdes ultravioletas e da contaminagfio
ambiental; quando os sedimentos que caem sobre a colénia ficam colados ao gel,

impedindo a captagdo de luz, a comunidade desloca-se para “o piso superior”, razdo

! Para MARGULIS & SAGAN (1992), os plastidulos tiveram provavelmente origem como procariotas fotossintéticos de vida
auténoma. O prochioron verde e as cianobactérias foram comidos por protistas ja dotados de mitocdndrias. Mas nem todos foram
digeridos e alguns sobreviveram por meio de simbiose dentro dos seus hospedeiros. Tais ligagbes levaram por um lado s algas (as
bactérias Prochloron tornaram-se cloroplastos) e por outro as algas marinhas vermelhas ( cianobactérias como Synecooccus
tornaram-se rodoplastos).
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porque os estromatolitos apresentam uma estrutura em camadas (LOPES in site

www.geocities.com/collegePark/1306/vidal .htm).

O caso de Hamelin Pool (Figura 1.3), uma
enseada da supracitada baia, ¢ particularmente
importante, porque a livre circulagdo das aguas
estd obstruida por um imenso banco de areia

coberto de zosteros. Nestas condigdes, a

evaporagdo pelo Sol abrasador torna as aguas

dessa enseada extremamente salgadas. Desta i?igura 1.3 — estromatolitos de Hamelin

o . Pool (in site http.//www.discover
forma, os animais marinhos como 0s moluscos,  west com.au/mapall.html

que habitualmente se alimentam destes tapetes,

nfo conseguem ali sobreviver e consequentemente as cianobactérias prosperam sem

controle (ATTENBOROUGH, 1979).

Esta constatagdo leva a pensar que a abundéancia destes seres durante este
periodo se deve a auséncia de predadores (WHITTON e POTTS, 2000). Curioso, ou
talvez ndo, estes organismos para além da sua longevidade na Terra, apresentam uma
ubiquidade notavel, podendo ser encontrados em meios aquaticos (adgua doce, salobra ¢
salgada), € em meios terrestres desde que sejam humidos (THIEL, in site hitp://www.

netpets. org. /fish /reference /reefref /cyanobacteria .htm), sendo mesmo a comunidade

mais abundante em zonas polares (QUESADA, et al. 2000). Sdo ainda espécies
pioneiras em solos de desertos quentes (WYNN-WILLIAMS, 2000). Devido a grande
adaptabilidade a ecossistemas tdo indspitos, alguns autores defendem que,
provavelmente, estes organismos existiram € ainda podem existir nos polos (permafrost)

gelados e em aguas subterraneas geotérmicas de Marte (WYNN-WILLIAMS, 2000).

Esta capacidade de colonizar ambientes indspitos € a sua longevidade ao longo
da evolugdo da Terra deve-se entre outros, segundo WYNN-WILLIAMS (2000), aos

seguintes factores:
1 — a sua notavel resisténcia a dessecagdo;

2 — a sua tolerancia a temperaturas extremas ¢ a condigdes extremas de radiagéo
solar, uma vez que sdo capazes de realizar a fotossintese em ambientes pouco

iluminados;
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3 — a tolerincia ao stress osmdtico resultante da dessecagfio, do congelamento e

condigdes extremas de salinidade, devido a produgdo de determinados solutos;

4 — a conseguirem sintetizar pigmentos que lhes conferem protecgio contra

niveis elevados de radiagdo UVB.

Estes organismos, também designados por algas verde-azuladas, devem o seu
nome ao facto das primeiras espécies identificadas serem azuis devido ao pigmento
ficocianina. No entanto encontram-se cianobactérias com coloragdes que véo desde o
esverdeado até ao avermelhado, passando pelo amarelado, acastanhado, etc. (in site

http://www.netpets.org./fish/ reference/reefref/cyanobacteria.htm).

De uma maneira geral apresentam as seguintes caracteristicas (in site

http://www. unex.es/botanica/cyanophy.htm):

- organizagdo tipicamente procaridtica: sem nucleo verdadeiro; com
uma parede celular que engloba uma membrana plasmatica;
Protoplasma dividido em centroplasma (que contém o DNA) e
cromoplasma (onde se encontram dispersos ribossomas, acrossomas,

ficobilissomas, cianoficina, volutina e carboxissomas e glucogéneo);
- na sua maioria sdo autotroficos;

- apenas se lhes conhece a reproducfio por biparti¢éo, fragmentagéo,
esporulagdo. No entanto algumas experiéncias parecem confirmar que
existem fenomenos que implicam recombinacgdo de material genético,

semelhante ao que ocorre em bactérias;
- alguns vivem em simbiose com outros organismos;
- as suas dimensdes variam entre um € varios micrometros;

- s3o constituidos por elementos idénticos isolados ou em cenobios

filamentosos, planos ou globulares.

Pode entdo concluir-se que as cianobactérias, do ponto de vista da estrutura
celular, sdo claramente bactérias. Tendo em conta a sua capacidade fotossintética, € os

respectivos pigmentos, sdo algas. Assim exibem caracteristicas dos dois reinos, podendo
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portanto ser considerados como um elo de ligagdo entre esse dois tipos de vida (THIEL,

in site http://www.netpets.org./fish/reference/reefref/cyanobacteria.htm).

As cianobactérias, em condigdes ambientais favoraveis, podem desenvolver-se
em grandes densidades, constituindo as designadas florescéncias ou blooms. Os
principais factores que favorecem o aparecimento dessas florescéncias sdo: as grandes
cargas de nutrientes, principalmente sob a forma azotada ou fosfatada, provenientes de
esgotos domésticos ou industriais e da actividade agricola; as temperaturas elevadas; € a
alta luminosidade. Devido aos dois ultimos factores, estes fenémenos sdo abundantes
desde o fim da Primavera até ao fim do Verdo (VASCONCELOS e ARAUIJO, 1994),

Quando aparecem normalmente, as florescéncias ndo duram muito, uma vez que
a chuva, o vento forte ou as baixas temperaturas, inibem o crescimento das
cianobactérias impedindo a sua proliferagdo. Contudo, sob condi¢des favoraveis, podem

durar varias semanas a meses.

1.2 ~ BREVE HISTORIA DA RELACAO HOMEM/CIANOBACTERIAS

Tendo em conta a longevidade na historia da Terra, a ubiquidade e capacidade
de adaptagio, destes organismos, ndo seria de estranhar que tenham sido utilizados pelo

homem desde os tempos mais remotos até a actualidade.

Na China existe uma lenda, segundo a qual um alquimista, fisico e Taoista da
Dinastia Jin de Leste (317-420 AC), de nome Hung Ge, se alimentou de Nostoc
commune durante os periodos que passava no Sul da China como eremita. Crendo que a
sua saude advinha da ingestdo da referida cianobactéria, introduziu este alimento nos
habitos alimentares do Imperador. Como o Imperador também atribuiu, ao novo
alimento, sua renovada satde, decidiu denomina-lo Nostoc commune de Ge-Xian-Mi
(arroz do imortal Ge), nome este que chegou aos nossos dias. Estes e outros relatos,
consubstanciados nas propriedades benéficas de cianobactérias, levaram a que estes
Organismos sejam muito procuradas, atingindo valores elevados (14,8 acres = US$140)
no mercado chinés (POTTS, 2000).

Em relatos mais recentes, viajantes do séc. XVI descreveram como os Aztecas

usavam as cianobactérias, apanhadas no lago com redes finas, para produzirem uma
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espécie de pdo, que apelidavam fecuitlatl (VONSHAK e TOMASELLI, 2000).

Nos dias de hoje Spirulina platensis e Spirulina
maxima sdo cultivadas e vendidas como alimento para o
Homem (Figura 1.4) e como ragdo animal. O sucesso
comercial de Arthrospira deve-se ao seu alto valor
nutricional, composi¢do quimica € a seguranga do seu
consumo, faz dela uma das mais importantes industrias
de cultura de microalgas (VONSHAK ¢ TOMASELLI,
2000).

Gustafson et al. (1989), defende que os

glicolipidos contendo 4cido sulfénico extraidos de certas  FETEG—_G—_

Frasco de Spirulisi

para alimentagio humana tin i

Oscillatoria s3o extraordinariamente activos contra o
virus da S.L.D.A. in vitro. (FOX, 1993).

ml)

Edson X. Albuquerque e os seus colegas da Universidade de Maryland, estéo a

experimentar um composto modificado de Anatoxina-a, para retardar a degenerescéncia
da doenca de Alzheimer (CARMICHAEL, 1994).

Estudos preliminares indicam que algumas estirpes de cianobactérias sdo
capazes de oxidar constituintes aromaticos ¢ alifaticos do petroleo (RADWAN e AL-
HASAN, 2000), podendo por isso ser utilizados no combate a poluigdo provocada por

esses compostos.

Segundo CARMICHAEL (1994), a anatoxina-a(s) € o unico o organofosforado
natural conhecido, muito semelhante ao malatidio e paratido, apresentando um igual

poder mortifero, ¢ podendo, em teoria constituir a base para novos pesticidas.

Estudos de Asada e Kawamura demonstraram que as cianobacterias produzem
hidrogénio, por fermentacdo em condigSes anaerdbicas sem luz (in site

http://www.fao.org/docrep/w7241e0g.htm), composto esse que pode ser utilizado como

fonte de energia ndo poluente e renovavel.
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Também o género Nostoc, devido & sua habilidade para interagir com diferentes
tipos de plantas hospedeiros (angiospérmicas, gimnospérmica, briofitas e fungos) pode
ser utilizado em novas simbioses com plantas importantes para a agricultura (como os

cereais). Esta simbiose pode reduzir a dependéncia do uso de fertilizantes nitrogenosos

na agricultura modema (in site http://www.botan.su.sc/fysiologi/Cyano/Intro.htm).

Estdo em curso novas pesquisas de compostos com interesse biomédico que
provavelmente conduzirdo a descoberta de muitos novos compostos, alguns dos quais
podem ser toxicos. Bioensaios com extractos de células de cianobactérias, muitas vezes,
revelam uma maior toxicidade do que as toxinas conhecidas que se encontravam nesse

extracto (CHORUS e BARTRAM, 1999).

1.3 — CIANOBACTERIAS MARINHAS

As cianobactérias t€ém uma ampla distribui¢do nos ecossistemas marinhos, mas
raramente sdo dominantes e geralmente passam despercebidas aos observadores mais
descuidados (MOORE, 1981).

Embora estes organismos ndo tenham apresentado, até a data problemas sérios
para a saude e economia, o perigo potencial existe, especialmente devido a utilizagdo
intensiva do oceano como fonte de alimento (MOORE, 1981) e de recreio. O contacto
com as toxinas de cianobactérias marinhas pode ser feito através da ingestdo
involuntaria, durante os banhos, de agua ou de espumas contaminadas, ingestdo de
organismos marinhos contaminados, do contacto directo com as florescéncias

(CODD, 1998) e da inalagdo involuntaria de aerossois (http://www.ceps.ops.oms.

org/comum/gestcont/capi6.pdf), principalmente durante a pratica de desportos

aquaticos.

Apesar da sua ampla distribuigio, tém-se registado maiores densidades de
cianobactérias, nomeadamente das formas cocoides, nas regides tropicais e temperadas.
A diminuigdo de cianobactérias marinhas com o aumento de latitude parece estar
relacionada com a diminuicdo da temperatura, mas outros factores podem estar
envolvidos (MURPHY e HAUGEN, 1985).
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Em ecossistemas marinhos, as cianobactérias podem nfo s fazer parte das
comunidades planctonicas, mas também colonizar uma variedade de substratos ao longo
das costas maritimas, constituindo muitas vezes formagdes bem visiveis. A ocorréncia
de cianobactérias em simbiose com varios organismos tem também sido registada
(MARTINS, 1999).

1.3.1 - Cianobactérias marinhas planctdnicas

Segundo PAERL (2000), as cianobactérias marinhas planctonicas s@o
classificados em trés grupos morfologicos e funcionais: unicelulares, filamentosas nao-
heterocisticas e filamentosas heterocisticas. No entanto, as mais representativas sdo as
pertencentes as ordens Chroococcales e Oscillatoriales.
Na ordem Chroococcales sobressaem os géneros
Synechocystis e Synechococcus (Figura 1.5), sendo
Trichodesmium, dentro das Oscillatoriales, o género
mais conspicuo (FOGG, 1982).

Na ordem Chroococcales sdo englobadas as
cianobactérias  picoplanctonicas que t€m sido

detectadas na zona oceanica em densidades celulares

considerdveis. A detecgdo destas cianobactérias ]
) ) ) ) Figura 1.5 — Synechococcus visto
marinhas picoplanctdnicas ¢ de forma cocoide, tornou-  em microscopia de epifluorescéncia
] . e ) ) (in  site  http//mollie berkeley.
se possivel através da utilizagio de microscopia de  ggu/~volkman/courses/microbial sl

ides.htmi

epifluorescéncia (OLSON et al., 1990), apesar desta
técnica ndo identificar as cianobactérias que ndo contém ficoeritrina (WATERBURY er
al., 1979) e por isso serem de dificil detecgfo. O aparecimento desta técnica, bem como
da citometria de fluxo, tornou evidente que as cianobactérias picoplanctonicas,
nanoplancténicas (5-20 ym) e microplanctonicas (> 20 pm) t€m papeis fundamentais

em termos biogeoquimicos e troficos nos ambientes marinhos (PAERL, 2000).

Estas cianobactérias cocoides parecem ser ubiquas nos mares tropicais,
subtropicais e temperados, onde sdo muitas vezes componentes importantes do
fitoplancton, podendo mesmo constituir um dos principais contribuintes para a produgéo
primaria da massa de 4gua onde ocorrem. Em aguas costeiras, estas formas sdo em geral

mais abundantes em zonas ricas em nutrientes (VanDenHoek er al., 1995 in MARTINS,
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1999). Na zona oceénica s3o especialmente importantes em 4guas pobres em nutrientes
tendo, nomeadamente, sido consideradas o maior produtor primdrio em dguas marinhas
oligotroficas do Atlantico Norte (CARPENTER e ROMANS, 1991).

Na ordem Oscillatoriales, destaca-se o género Trichodesmium, que ¢ comum em
muitas dguas oligotréficas dos mares tropicais e sub-tropicais onde, muitas vezes, ¢ o

maior componente do fitoplancton (CAPONE et al., 1998),

Relatos de florescéncias de Trichodesmium sdo bastante antigos, como os de Sir
Joseph Banks durante a viagem de descobrimento da Austrdlia pelo Capitdo James

Cook, em 1770 (www.botany.uq.edu.au/research/marine/publication/pdffiles/

literatureandrew.pdf), ou de Charles Darwin durante a expedi¢do do Beagle em é4guas
Brasileiras no ano de 1832 (RORIG et al., 1998).

Estas florescéncias (Figura 1.6) estdo, geralmente, associadas com tempo calmo,
precipitagdo fraca, temperatura da agua elevada (25 — 30 °C), salinidade superior a 34%s,

pH alcalino (8.3 — 8.4) e poucos nutrientes inorganicos dissolvidos (RORIG et al.,

1998). As caracteristicas que permitem a Trichodesmium ter sucesso em mares

3'N

Trichodesmit:

Capederral

28N

™ 9

Exd 2w a1 KW W W 7w
Figura 1.6 — Fotografia de satélite de uma florescéncia de
Trichodesmium, ao largo do Cabo Canaveral, cedida pelo Prof,
Dr. D. Capone.
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oligotroficos incluem a sua capacidade de fixar azoto atmosférico; a sua capacidade de
flutuabilidade, a qual lhe permite manter-se nos niveis superiores da coluna da agua; um
aparelho fotossintético adaptado a um regime de grande intensidade luminosa, uma taxa
de crescimento relativamente baixa a qual, associada a escassez de predadores, lhe

permitem manter uma biomassa relativamente elevada (CAPONE, et al., 1997).
1.3.2 - Cianobactérias marinhas benténicas

As cianobactérias bentonicas tém uma larga distribui¢do ao longo das costas
maritimas, muitas vezes formando coldonias importantes em rochas ¢ sedimentos
(WHITTON e POTTS, 1982). Dentro destas formagdes sdo de particular interesse os
mats ou tapetes algais. Estes organismos podem apresentar um crescimento endolitico

ou viver em simbiose com outros organismos (MARTINS, 1999).
1.3.2.1 — Tapetes algais

Os tapetes algais sdo comunidades estratificadas de diferentes microorganismos,
que crescem nos sedimentos duma grande variedade de ambientes, tais como: ambientes
hipersalinos, fontes termais, ¢ areais expostos na maré baixa (STAL, 2000). Nestes
ambientes, a ocorréncia de formas de vida superiores é limitada, pelo que o reduzido

efeito de herbivorismo, facilita a acumulag¢éo de biomassa algal (MARTINS, 1999).

Na maioria dos tapetes algais salinos e hipersalinos, as cianobactérias
representam o principal constituinte das comunidades vivas. Geralmente encontram-se
em aguas sub-litorais pouco profundas, e nas margens litorais ou supralitorais de lagos
salinos, onde por vezes se encontram associados com carbonatos e/ou evaporitos.
Diatomaceas, clor6fitas bem como bactérias fototroficas, encontram-se muitas vezes
presentes, podendo ocasionalmente ser dominantes em 4guas salobras € com baixa
salinidade (ANAGNOSTIDIS e ROUSSOMOUSTAKAKI, 1991). Estes tapetes
mostram por vezes uma nitida zonagdo vertical, resultante da sucessdo de diferentes
organismos. A sobreposi¢do de diferentes populagdes de organismos ¢ reconhecida

devido a existéncia de diferentes pigmentagdes (STAL, 1991).

Como factores ambientais, que influenciam o crescimento dos tapetes, contam-
se a duragdo dos periodos de tempo em que ficam imersos € emersos, a ac¢do herbivora

de invertebrados, a energia das ondas, ¢ a quantidade e tipo de sedimento transportado
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pelas marés e depositado sobre eles (WHITTON e POTTS, 1982). Sdo também factores
importantes a luz e a disponibilidade de nutrientes (AL-THUKAIR e AL-HINAI, 1993).

Apesar do herbivorismo ser um entrave ao seu crescimento, estas comunidades
constituem Optimos locais de abrigo e uma fonte de alimento para diversos organismos,
nomeadamente, ostracodes, moluscos, anfipodes e outros pequenos crusticeos
(AL-THUKAIR e AL-HINAI, 1993). Estas formagdes algais desempenham ainda um
papel importante na ligagdo de sedimentos, pensando-se que intervém também na
fixa¢do do ferro, quer dissolvido na agua quer na forma coloidal (WHITTON e POTTS,
1982).

As cianobactérias que constréem os tapetes algais pertencem a estirpes
filamentosas e a estirpes unicelulares. A cianobactéria ndo-heterocistica, Microcoleus
chthonoplastes (Figura 1.7-A) é dominante nos tapetes algais marinhos de todo o
mundo, ambientes hipersalinos e nos desertos quentes (STAL, 2000). Também se
podem encontrar a formar estas estruturas espécies de cianobactérias dos géneros
Spirulina, Merismopedia, Lyngbya (Figura 1.7-B), Schizotrix, Calothrix, Synechococus
(STAL, 2000), Phormidium, Chroococcus (MARTINS, 1999).

;.w " - . i o O g \ i" :
Figura 1.7 — A — Microcoleus chtonoplastes; B — Lyngbya
majuscula, (in site  http://www-cyanosite.bio.purdue.
edu/www-cyanosite/images/images.html.).

1.3.2.2 — Cianobactérias endoliticas

O crescimento endolitico parece ser uma estratégia utilizado pelas
cianobactérias, e pelas algas verdes, para sobrevirem em ambientes extremos, desde os
desertos gelados da Antarctida até aos desertos quentes Norte Americanos; mas recentes
observagbes evidenciam que estas comunidades sd3o frequentes na bacia do
Mediterrdneo (ARINO e al.). As cianobactérias endoliticas dividem-se segundo
Golubic, et al.,, (1981), em euendoliticas, que perfuram e penetram os substratos
rochosos; casmoendoliticas, que crescem em fissuras e cavidades de rochas; e

criptoendoliticas, que ocorrem dentro das rochas porosas formando uma camada
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discreta paralela a superficie (WHITTON e POTTS, 1982).

As cianobactérias euendoliticas
ocupam um dos mais peculiares, mais
antigos e persistentes nichos ecologicos
| (Campbell 1982, Knol et al. 1986, Green et
al. 1988) conhecidos desde a era do
™ proterozoico médio (Zhang e Golubic
1987). Hoje, os  microorganismos

euendoliticos penetram varios substratos

i . de natureza calcéria, incluindo calcério (Le
Figura 1.8 — Cianobactéria endolitica (CB) no
interior de um odlito (in site http://www.

botany.hawaii.edu/faculty/webb/BOT311/ .
Cyanobacteria/Cyanobacteria.htm) (Danin et al. 1982), coral (Lukas 1974,
Highsmith 1981), conchas e fragmentos de

conchas (Akpan 1986), assim como oo6litos (Figura 1.8) (Harris et al. 1979, Lukas e
Golubik 1983) (AL-THUKAIR e GOLUBIK, 1991).

Campion-Alsumard  1970),  dolomite

A forma de penetragio e a colonizagdo dos substratos, por cianobactérias
endoliticas, requer a formagio de células pequenas especializadas (baeécitos) pelas
estirpes ndo filamentosas ou hormogoénios pelas estirpes filamentosas. Al-Thukair e
Golubic, (1991), mostraram que os baedcitos de Hyella immanis sio dotadas de
mobilidade e s3o fototaxicas, caracteristicas estas que parecem ser comuns as estruturas

reprodutivas de todos os euendoliticos (PENTECOST e WHITTON, 2000).

Nas areias, as cianobactérias sio uma componente importante da comunidade
algal, podendo ser verdadeiramente euendoliticas no caso de areias calcérias e
grosseiras (WHITTON e POTTS, 1982). As formas cianobacterianas que perfuram os
substratos mais superficialmente tendem a encontrar-se na parte mais alta da zona
eulitoral, enquanto que as formas que perfuram o substrato mais profundamente sdo
mais frequentes na zona baixa da zona eulitoral. Este facto € explicado pela acgdo

predadora de vérios organismos, que € mais acentuada na parte mais baixa da zona
eulitoral (WHITTON e POTTS, 1982).

As cianobactérias euendoliticas mais frequentemente encontradas pertencem aos

géneros e espécies: Hyella spp., Solentia, Plectonema terebrans, Mastigocoleus
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testarum, Kyrtuthrix e Brachytrichia (PENTECOST e WHITTON, 2000).
1.3.2.3 — Cianobactérias simbiontes

As cianobactérias sio tUnicas na sua capacidade de formar associagdes
simbiéticas com uma enorme variedade de hospedeiros eucaridticos, incluindo plantas,
fungos, esponjas e protistas. Na maioria dos casos o beneficio para o hospedeiro €
evidente, pois podem receber azoto ou carbono, enquanto nem sempre € evidente o

proveito retirado pelas cianobactérias dessas associagdes (ADAMS, 2000).

Muitas cianobactérias simbiontes tém caracteristicas comuns: sdo filamentosas,
fixam azoto nos heterocistos, € apresentam filamentos com mobilidade denominados
hormogénios que servem como agentes infecciosos em muitas simbioses (ADAMS,
2000).

Um exemplo de associagdo com
plantas aquaticas é a que se verifica quando,
coldnias de Nostoc, Gloeotrichia, Anabaena,
Calothrix e Cylindrospermum  crescem
epifiticamente na epiderme inferior e bolsas
reprodutoras das folhas de lentilha-de-agua

(Lemna) (Duong e Tiedje, 1985). Entre as

angiospérmicas, apenas os géneros Gunnera

% g BT i
B . -

forma  associagbes  simbidticas com = —
Figura 1.9 — Corte de uma raiz de Cycas
cianobactérias, encontrando-se os evidenciando uma zona mais escura que

corresponde a cianobactérias simbiéticas (in site

cianobiontes intracelularmente (ADAMS,  http://www.botany.hawaii.edu/faculty/webb/BO
T311/Cyanobacteria/Cyanobacteria.htm.

2000). E também comum a presen¢a do
cianobionte de género Nostoc, nos nodulos das raizes da espermatéfita do género Cycas
(Figura 1.9), de tal forma que alguns autores atribuem a esta relagdo a razdo pela qual
ainda se pode encontrar na natureza a referida planta (in sife http:/www.botany.

hawaii.edw/faculty/webb/BOT311/Cyanobacteria/Cyanobacteria.htm).

Cerca de 8 a 15% dos 15000-20000 espécies de liquenes contém cianobactérias
como ficobionte, habitualmente Nostoc. No entanto espécies de Calothryx, Scytonema,
e Fischerella, também sio comuns (Peters et al., 1986; Rai, 1990b; Biidel, 1992;
Ahmadjian 1993; Hill, 1994 in ADAMS, 2000).
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Nos recifes de coral, as cianobactérias associadas parecem pertencer
fundamentalmente a géneros fixadores de azoto, destacando-se, também neste caso, o

género Trichodesmium (Bell, 1992 in MARTINS, 1999).

Mais de quarenta géneros de esponjas marinhas contém cianobactérias
simbidticas intra e extracelulares, distribuidas por toda a esponja ou apenas nos tecidos
superficiais (Rai, 1990a; Wilkinson, 1992). Os cianobiontes sdo normalmente, membros
de géneros unicelulares — Aphanocapsa -, ou filamentosos - Phormidium - (Rai, 1990a).
Porém, o cianobionte da esponja marinha Dysidea herbacea foi identificada como
Oscillatoria spongelia (Unson and Faulkner, 1993; Hinde et al., 1994; Unson et al.,
1992a) (ADAMS, 2000).

Um dos casos mais conhecidos de
endosimbiose (Figura 1.10), € o que
ocorre entre o género Richelia e as
diatomaceas do género Rhizosolenia nas
tropicais e

aguas sub-tropicais

oligotroficas. Rhizosolenia ¢ beneficiada,

um

uma vez que tem acesso a azoto
biologico. Adicionalmente a diatomacea

proporciona flutuabilidade que mantém o

Figura 1.10 — Fo omicraﬁa dasibjse entre
Rhizosolenia cleveii do oceano Indico e
cianobactérias Richelia intracellularis (R) (in site

http://www.ng.hik.se/~njasv/mcb.html).

endosimbionte em zonas iluminadas. (PAERL, 2000). Esta cianobactéria
endosimbidtica pode também ocorrer no interior de outras diatomaceas, como
Hemiaulus, mas é muito mais dificil de visualizar sem utilizar a microscopia de

epifluorescéncia (Villareal, 1994 in CARPENTER et al., 1999).

Esta também confirmada a ocorréncia de cianobactérias em simbiose com
dinoflagelados produtores de toxinas PSP (Paralytic Shellfish Poisoning) (FRANCA et
al., 1996).
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1.4 — TOXINAS PRODUZIDAS POR CIANOBACTERIAS

Como seria natural, este organismos também s3o conhecidos pelo seu lado

nefasto, do ponto de vista dos seus predadores e competidores.

Actualmente ainda no se sabe porque motivo esses organismos comegaram a
produzir estes compostos. Algumas teorias defendem que esses compostos devem ter
uma fungio protectora contra a herbivoria, como acontece com alguns metabolitos de
plantas vasculares (Carmichael, 1992, in AZEVEDO, 1998); outras, como aventou
Margalef (comunicagdo pessoal), defendem que esses compostos sdo produzidos para
competirem com outros organismos autotroficos, uma vez que, para a produgéo desses
compostos, as cianobactérias utilizam grande quantidade de compostos orgdnicos, que
retiram do meio onde vivem, impedindo desta forma o crescimento dos seus

competidores.

Por serem causa de um nimero cada vez maior intoxicagdes humanas agudas
(VASCONCELOS et al., 1993), convém conhecer mais detalhadamente quais os tipos

de toxinas produzidas pelas cianobactérias.

Algumas espécies de cianobactérias marinhas sdo também conhecidas por
produzirem substincias toxicas. No entanto, em comparagéio com as cianobactérias de
agua doce, os episddios de intoxicagdes sdo ndo s6 mais raros como também mais

localizados (MARTINS, 1999).

Para VASCONCELOS e ARAUJO (1994), as toxinas produzidas pelas
cianobactérias sdo, de acordo com os seus efeitos, essencialmente de trés tipos: irritantes

ao contacto neurotoxinas e hepatotoxinas.

1.4.1 - Irritantes ao contacto

Em meio marinho, um dos primeiros casos de toxicidade provocada por
cianobactérias refere-se ao aparecimento de dermatites de contacto em banhistas, no
Hawai, aquando do contacto a cianobactéria filamentosa Lyngbya majuscula (Moore,
1977 in MARTINS, 1999).

O contacto com Lyngbya majuscula, quando se nada no mar, pode resultar num
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tipo de dermatite denominada "swimmers itch" ou “seaweed dermatitis”, como foi
relatado no Havai (Grauer e Arnold, 1961) e no Japdo (Okinawa) (Hashimoto, 1979)
(WH.O.G., 1984).

O efeito deste contacto é uma inflamagdo cutidnea com sinais de eritema, bolhas
(flictenas) e descamagdio em menos de 12 horas apds a exposigdo a cianobactéria
(Mynderse et al., 1977 in CHORUS e BARTRAM, 1999). As erupg¢des na pele ocorrem
especialmente nas partes mais delicadas como olhos, labios e zonas genitais (Moore,

1977 in MARTINS, 1999).

Lyngbya majuscula distribui-se por todas a regides tropicais e subtropicais. Dos
mais de quarenta compostos quimicos, com interesse biologico, isolados a partir desta
espécie, trés toxinas - debromoaplisiatoxina, aplisiatoxina e lingbiatoxina-A - sfo
apontadas como os agentes causadores da dermatite (OSBORNE, et al., 2000). Estas
toxinas sdo altamente inflamatorias e sdo fortes compostos promotores de tumores da
pele, j4 que usam mecanismos similares a ésteres de forbol, ao activar a proteina

quinase C, (http://www.ceps.ops.oms.org/comum/gestcont/capi6.pdf).

A aplisiatoxina ¢é letal para os murganhos quando injectados intraperitonialmente
com uma dose 250 ug/kg. A morte dos murganhos ¢ devida a choque hemorragico,

provocado por hemorragias a nivel do intestino delgado (ITO e NAGAL, 1999)

A debromoaplisiatoxina também foi isolada a partir de duas outras espécies da
familia das Oscillatoriaceae, Oscillatoria nigroviridis e Schizothrix calcicola (Mynderse
et al., 1977 in WH.O.G., 1984). Trata-se de uma substancia fendlica que na sua forma
cristalina se apresenta em agulhas incolores, com um ponto de fusdo de 105,5-107,0 °C
e uma massa molecular relativa de 592 (MYNDERSE et al., 1977).

Esta toxina possui um poder altamente inflamatdrio. Todos os nadadores que
estiveram em contacto com a cianobactéria toxica desenvolveram eritema € descamagio
profunda da pele em 12 horas, o que leva a classificar este agente como um irritante
primario e no como um alergénio (CARMICHAEL et al., 1985).

Apesar do efeito toxico, foi verificada uma boa actividade antileucémica por
parte da debromoaplisiatoxina, quando injectada em ratos com leucemia linfocitica P-

388 (Mynderse et al., 1977, in MARTINS, 1999).

Pagina - 17


http://www.ceps.ops.oms.org/comum/gestcont/capi6.pdf

INTRODUCAO

Esta cianobactéria, por vezes, cresce epifiliticamente em algas comestiveis como
a Acanthophora spicifera que serve de alimento na Indonésia e nas Filipinas (CHORUS
e BARTRAM, 1999). Tém também sido suspeitas como fonte de toxinas na cadeia
alimentar (ciguatoxinas), que pode levar a envenenamentos humanos denominados por
ciguatera’ (Hahn and Capra, 1992; Endean et al., 1993) (CHORUS e BARTRAM,

1999). Esta intoxicagio € caracterizada por sintomas neurologicos e gastrointestinais.

Outra toxina, lingbiatoxina-a (Cardellina et al., 1979 in CHORUS e
BARTRAM, 1999), encontrada numa outra estirpe de aguas pouco profundas de
Lyngbya majuscula, causa dermatite e severas inflama¢Ses a niveis bocais e
gastrointestinais (Moore, 1993 in CHORUS ¢ BARTRAM, 1999). A sua toxicidade
para murganhos ¢ semelhante a verificada para aplisiatoxina (Moore, 1977 in

CHORUS e BARTRAM, 1999), e também ¢ um potente promotor de tumores da pele.

Esta toxina apresenta-se, na forma cristalina, como um composto viscoso de cor
castanho-amarelado. A lingbiatoxina A, isolada de uma variedade de Lyngbia
majuscula de Kahala Beach em Oahu, constitui também um agente altamente
inflamatério. Trata-se de um indole alcaldide, com massa molecular relativa de 437
(Cardellina et al., 1979 in MARTINS, 1999).

O efeito toxico da lingbiatoxina A faz-se sentir também ao nivel da promogdo de
tumores e activa a proteina Kinase C, dependente de fosfolipidos, e activada pelo calcio,
causando a contrac¢do do tecido muscular liso (DOW e SWOBODA., 2000).

1.4.2 — Neurotoxinas

Quatro tipos de neurotoxinas tém vindo a ser
estudadas em detalhe. Destas, a anatoxina-a e
anatoxina-a(s) parecem ser exclusivas das

cianobactérias. As outras duas, saxitoxinas e

neosaxitoxinas, também surgem em certos Figura 1.11 — A — Anabaena circinalis;
B - Oscillatoria sp; C — Aphanizomenon
flos-aquae, (in site http://www.cyanosite.
bio.purdue.edu/www.cyanosite/images/imag
es.html.).

dinoflagelados marinhos.

A anatoxina-a foi a primeira toxina de

2 0 termo ciguatera tem uma origem espanhola, derivando da palavra cigua, que ¢ 0 nome comum de um
caracol marinho das Caraibas (W.H.O.G., 1984).
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cianobactéria a ser quimica e funcionalmente definida. Trata-se de uma amina
secundaria com um peso molecular de 165 daltons (AZEVEDO, 1998), produzida pelos
géneros Anabaena e Oscillatoria (Figura 1.11). Esta toxina € letal, porque bloqueia os
receptores de acetilcolina (Figura 1.12-B), ndio sendo posteriormente degradada pela
acetilcolinesterase impedindo, deste modo, o relaxamento muscular (CARMICHAEL,
1994). Sendo assim, os principais sintomas da intoxicagdo por esta toxina sdo:
desequilibrio, fasciculagdo muscular, respiragdo ofegante, convulsdes, podendo levar a

morte por paragem respiratoria.

No caso da anatoxina-a(s), produzida pelo género Anabaena pensou-se,
inicialmente, que era uma variante da anatoxina-a uma vez que os individuos
intoxicados apresentavam sintomas analogos. A letra “s” surgiu porque causava nos
vertebrados intensa salivagdo. O modo de actuagfio desta toxina é diferente do da

anatoxina-a, pois esta inibe a ac¢do da acetilcolinesterase (Figura 1.12-C).
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Figura 1.12 - Representa¢iio esquemética dos efeitos das toxinas
anatoxina-a € anatoxina-a(s) sobre a transmissdo dos impulsos
nervosos. A - condi¢des normais; B — Efeito da anatoxina-A;
C - Efeito da anatoxina-A(s) (in CARMICHAEL, 1994).
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Aphanizomenon e inibem a condugdo do
impulso nervoso por bloqueamento dos canais
de sodio (Figura 1.13), afectando a
permeabilidade ao potéssio ou a resisténcia das
membranas (AZEVEDO, 1998).
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Figura 1.13 — Representagdo esquematica dos
efeitos da saxitoxina e neosaxitoxina. A — Con-
digdes normais; B — Efeito da saxitoxina e neo-
saxitoxina (in CARMICHAEL, 1994).
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Uma outra neurotoxina, homoanatoxina-a, foi purificada a partir de Oscillatoria
formosa. Trata-se de um alcaléide aminado secundério, metileno-anatoxina-a. E muito
semelhante a anatoxina-a, sendo um potente bloqueador neuromuscular. A intoxicag&o
por esta toxina leva a uma severa paralisia do corpo, convulsdes ¢ morte por paragem

respiratéria (DOW ¢ SWOBODA, 2000).

Hawser et al. (1992), detectaram que estirpes de Trichodesmium do Mar das
Caraibas sdo altamente neurotoxicas para murganhos. O composto em causa néo foi, no
entanto, identificado, mas sugere a possibilidade de ocorréncia deste tipo de toxinas em
meio marinho (MARTINS, 1999).

1.4.3 — HEPATOTOXINAS

S30 as toxinas que se encontram mais envolvidas nos quadros de intoxicagéo por
cianobactérias. Comparativamente as neurotoxinas apresentam uma ac¢do mais lenta
causando a morte, entre poucas horas e poucos dias, devido a hemorragias intra-
hepaticas e choque hipovolémico. Os sintomas de envenenamento por esta toxinas sdo a
prostagdo, anorexia, vomitos, dores abdominais ¢ diarreias (Carmichael e Schwartz,
1984; Beasley et al., 1989 in AZEVEDO, 1998).

A detecgdo de microcistina-LR em mexilhdes (Chen et al., 1993), ¢ a sua
implicagdo como causa provavel de uma doenga que afecta o salmdo do atlantico em
culturas do nordeste do Pacifico indicam que membros desta classe estardo presentes no

meio marinho (MARTINS, 1999).

As cianobactérias responsaveis pela produgdo destas toxinas pertencem aos
géneros Microcystis, Anabaena, Nodularia (Figura 1.14-A), Oscillatoria, Nostoc
(Figura 1.14-B) e Cylindrospermopsis (Figura 1.14-C) (Carmichael, 1992 in
AZEVEDO, 1998).

Figura 1.14 - A - Nodularia sp; B - Nostoc sp; C - Cylindrospermopsis
raciborskii. (in site http://www-cyanosite.bio.purdue.edu/www-cyanosite/images/
images.html.

Pagina - 20


http://www-cyanosite.bio.purdue.edu/www-cyanosite/images/

INTRODUCAO

As principais hepatotoxinas até agora caracterizadas sdo heptapeptideos ciclicos
conhecidas como microcistinas, e pentapeptideos designados como nodularinas,
apresentando ambas na sua constituigio o aminoacido Adda, que ¢ essencial para a sua

toxicidade (CODD, 1998)

As hepatotoxinas promovem uma desorganizago dos filamentos intermediarios
e dos filamentos de actina. Esta desorganizag@o leva a uma retrac¢do dos hepatdcitos,
provocando a perda de contacto entre estes e as células que formam os capilares
sinusoidais (Figura 1.15). Como consequéncia, o figado perde a sua arquitectura e
desenvolve graves lesdes internas. A perda de contacto entre as células cria espagos
internos que s3o preenchidos pelo sangue que passa a fluir dos capilares para esses
locais (Hooser et al., 1991; Carmichael, 1994; Lambert et al., 1994 in AZEVEDO,
1998).

Figura 1.15 — Representagiio esquemadtica dos efeités das hepatotoxinas a nivel dos
hepatdcitos, (in CARMICHAEL, 1994).

Hoje em dia, varios estudos apontam para o facto das hepatotoxinas, em virtude
de inibirem as proteinas fosfatases, poderem ser promotores de tumores

(CARMICHAEL, 1994).

Recentemente foi descoberto que trés espécies de cianobactérias,
Cylindrospermopsis raciborskii (Ohtani et al., 1992 in AZEVEDO, 1998) e Umezakia
natans (Harada et al.,, 1992 in AZEVEDO, 1998), e Aphanizomenon ovalisporum
(BANKER et al, 1997) produzem um alcaldide hepatotoxico, denominado
cilindrospermopsina, que inibe a sintese proteica causando danos severos no figado,
rins, glandulas supra-renais, pulmdes e nos intestinos dos animais testados (CODD,
1998). Estudos in vitro mostraram que esta toxina inibe a sintese de glutationa ¢ a

sintese de proteinas em geral (CHORUS e BARTRAM, 1999).

Foram ainda identificados como sendo toxinas de cianobactérias os

lipopolissacarideos (LPS) constituintes das suas paredes celulares, uma vez que estas
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substancias foram apontadas como agentes causadores de um surto de gastro-enterite
ocorrido em Sewickley, Pennsylvania. Os poucos estudos efectuados com LPS de
cianobactérias indicam que eles sio menos toxicos dos que os LPS de outras bactérias
gram-negativas, como por exemplo as pertencentes ao género Salmonella (CHORUS ¢
BARTRAM, 1999).

1.5 — CARACTERIZACAO GEOLOGICA DAS PRAIAS AMOSTRADAS

A extensa regifio de terras baixas assinaladas a norte e sul da Serra da Boa
Viagem, faz parte da chamada orla mesozoica da meseta. Esta ¢ separada do macigo
ibérico por uma linha que vai de Espinho a Tomar, linha de contacto que constitui a
base da orla e é constituida pelo triassico, formagdo secundaria que assenta em
discordancia sobre o bordo ocidental da meseta. As restantes formagdes do mesozoico,
isto &, o cretacico e o jurassico com as suas séries, va0-s€ escalonando regularmente
para oeste, somente aflorando aqui e além, pois as camadas superficiais sdo constituidas
na sua maior extensdo pelo plioceno, a mais recente formagéo do cenozodico. O plioceno
assenta sobre os terrenos secunddrios em ligeira inclinagdo para o mar, nas
proximidades do qual € recoberto pelas dunas ocednicas, depositos recentes constituindo
uma faixa de cerca de cento e sessenta quilometros, de Ovar a Nazaré, unicamente
interrompida pelo Cabo Mondego € cuja maior largura varia entre 3 ¢ 9 quilémetros. O
plioceno e as dunas de formagdo mais recente, sio por consequéncia, os sistemas
predominantes daquela extensa regido. O plioceno, € principalmente o da orla
meridional, ¢ constituido por areias finas, 4 mistura com cascalhos argilosos e pequenos
calhaus rolados, elementos estes que permitem a distingo com as dunas que 0 separam
do mar, e ocupa uma vasta area que chega a atingir (entre Anadia e Palheiros de Mira)

cerca de 36 quilometros de largura (MAIA, 1939).

Esta descri¢do caracteriza de forma sucinta a orografia da Costa da Regido
Centro. Porém de seguida procede-se a uma descrigdo sumaria da geologia das areas

abrangentes das praias amostradas.
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1.5.1 - Praia de Espinho

Ao consultar a Carta Geolégica de Portugal n® 13-A e a respectiva noticia
explicativa, verifica-se que esta praia fica situada numa regido caracterizada, em termos
geomorfologicos, por extensas zonas aplanadas a que sucedem relevos pouco
acentuados. As elevagdes importantes situam-se na zona média, formando um pequeno
dorso de direcgio NNW-SSE que separa a faixa litoral da regifio interior, ou seja, a do
Vale do Douro. Esta linha de relevos ¢, ao mesmo tempo, a diviséria das aguas que

correm para o mar € para a Bacia do Douro.

Para o lado do litoral fica uma extensa faixa que desce gradualmente para o mar,
sulcada por linhas de 4gua de pouca importincia. Grande parte desta faixa é ocupada
por depositos de praias antigas que se estendem, muito para o interior, até o sopé das

elevagdes atras citadas.

Em termos geoldgicos a regido apresenta, por um lado, uma drea extensa de
terrenos do complexo xisto-grauvaquico ante-ordovicico. Na maior parte, porém, os
terrenos referidos estdo profundamente metamorfizados. Foi sobretudo intensa a acgdo
exercida pelo metamorfismo regional e pelos fendmenos de granitizagdo. Dentro da
zona cartografada, os terrenos em questdo constituem duas faixas diferentes, separadas
por comprido afloramento de granito porfirdide orientado na direc¢do NW-SE. A faixa
de nordeste acompanha o vale de Douro; a sudoeste ocupa a regido a sul e nascente de
Espinho. Sobretudo nesta ultima, observa-se a existéncia de diferentes zonas
metamorficas (zonas de isometamorfismo), sucedendo-se as faixas de xisto biotitico-
moscovitico, de xisto biotitico com granadas e estaurolite. Por outro lado, um extenso
afloramento de granito porfirdide, aqueritico, orientado na direc¢io NW-SE. Este
granito ¢ intrusivo no complexo xisto-granito-migmatitico, como se verifica na regido
do Porto. Predomina o granito porfirdide de grio grosseiro, mas encontra-se, também,
uma facies de grio médio e numerosos afloramentos de granito alcalino. Todas clas
patenteiam fendmenos metassomaticos. Fazem parte do conjunto das rochas

migmatiticas.

Verifica-se ainda a presenga de depodsitos modernos, que conferem a regido
litoral um aspecto baixo e arenoso, embora nalguns pontos, a norte desta vila, apare¢gam

rochedos, muitos deles descobertos apenas na maré baixa.
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1.5.2 - Praia de Mira

Do ponto de vista geomorfoldgico, a drea abrangida pelo mapa n°® 16-C, onde se
encontra esta praia &, de maneira geral, plana e de baixa altitude. As grandes superficies
aplanadas s3o representadas pelos niveis de depositos de praias antigas, € por um
extenso campo de dunas e areias eolicas. Os depositos de praias antigas cobrem grande
parte da area da carta, dispondo-se em declive suave, desde os 100 m de altitude
maxima, a SE, até 10 m, a NW. As dunas e areias edlicas cobrem igualmente extensa
area, estendendo-se para o interior até cerca de 15 quilémetros na direc¢do do paralelo
de Febres. Constitui-se, assim, uma faixa marginal com cerca de 10 quilémetros de
largura média, onde a cobertura arenosa de natureza eolica assenta sobre formagdes

fundamentalmente do Cretacico e Quaternario.

A Praia de Mira esta englobada no estreito corddo litoral ao longo da costa,
desde a Vagueira até cerca de cinco quilometros para sul da Praia de Mira. E constituida

por areias médias e grosseiras, por vezes com aredo.
1.5.3 - Figueira da Foz - Cabedelo

A Praia da Figueira da Foz fica situada numa area constituida por terrenos cuja
idade se estende desde o Hetangiano-Triassico até aos tempos modernos. Do ponto de
vista geologico-estrutural ¢ dividida em duas bacias constituidas por terrenos cretacicos
e terciarios, separadas por uma estrutura anticlinal complexa, de origem diapirica,

formada por terrenos jurassicos (ROCHA, R, er al., 1981).

E possivel distinguir, deste modo, a NE a zona sinclinal que se estende entre
Arzila, Ega, Vila nova de Angos e Alfarelos, prolongando-se a NW até as proximidades
de Maiorca e Alhadas. A Sul, uma segunda zona sinclinal estende-se ao longo do bordo
meridional do mapa entre Soure, Marinha das Ondas e Figueira da Foz. A estrutura
anticlinal intermédia é constituida, de NW para SE, pela estrutura monoclinal da Serra
de Boa Viagem, pelo anticlinal de Verride ¢ pelo diapiro de Soure. O extremo SE do
mapa abrange uma area de extensdo reduzida pertencente ao bordo NW do macigo
calcario estremenho. Na Praia do Cabedelo observam-se dunas ¢ areias de duna, com
uma orientagio N-S, constituidas por areias de granulometria fina, bem calibrada, que

assentam sobre formagdes mais antigas, miocénicas, piocénicas e plistocénicas.
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Observam-se ainda areias de praia que, na sua generalidade, sdo areias com seixos €

calhaus rolados que aparecem sobretudo na base (ROCHA, R., et al., 1981).
1.5.4 — Praia de Sdo Pedro de Moel

Sdo muito diversificadas as formas dunares eolicas que se encontram na planicie
costeira entre o paralelo da Leirosa € S8o Pedro de Moel, ocupando uma faixa com uma
largura maxima de 9 Km a latitude do Carrigo. Sobre o substrato meso-cenoz6ico que
apresenta importantes estruturas diapiricas de orientagdo geral NNW-SSE, para além da
existéncia de uma cobertura de areias eolicas muito antigas (Wurnianas?) com um
paleosolo de tipo podzol, existem outras geragdes dunares muito mais recentes
(histéricas € modernas) que se estendem também em faixas paralelas 4 linha de costa e
incluem varios corddes (ALMEIDA, et al., 1998). Sdo Pedro de Moel apresenta
afloramentos de sedimentos carbonatados de idade lidsica. A sucessdio estratigrafica,
apesar de estar frequentemente interrompida por uma fracturagfo transversal, por vezes
densa, engloba o topo do Hetangiano (Mouterde, 1967) e o Toarciano médio (Duarte,
1995) (HENRIQUES, et al. 1998).
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1.6 — OBJECTIVOS DO ESTUDO

O reconhecimento da ocorréncia de toxinas de cianobactérias nos estuarios € em
aguas marinhas, tem sido menor do que as das aguas doces, o que talvez reflicta o maior
investimento na investiga¢do nas aguas doces (CODD, 1998). Em Portugal a caréncia
de trabalhos versando este tema é por demais evidente, agravado pelo facto de muitos
deles serem pouco recentes tal com refere MARTINS (1999). Deste modo, € tendo em
conta o facto de que o litoral portugués tem sido sujeito a uma grande pressdo por parte
do homem, aliada & j& referida fragilidade deste sistema, torna-se premente o

aparecimento de mais trabalhos nesta area.

Este trabalho pretende dar continuidade ao estudo efectuado por Martins (1999),

nas praias da Zona Norte, tendo como principais objectivos os abaixo descriminados:

U Proceder a colheita e identifica¢do de espécies de cianobactérias marinhas em

praias rochosas do Litoral Centro de Portugal.
% Proceder ao isolamento e cultura das espécies identificadas.

% Avaliar a toxicidade e detecgdo dos tipos de toxinas, através da realizagdo de

bioensaios com murganhos.
% Analisar os danos histolégicos em murganhos.

U Avaliar a toxicidade em invertebrados marinhos, através da realizagdo de

bioensaios com Artemia.

G Detectar e quantificar as microcistinas pela técnica imunoldgica E.L.I.S.A.

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).
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2 - METODOLOGIA

2.1 — LOCAIS DE COLHEITA

M'Figura 2.1 - Localizag:éo geogréﬁc
das praias amostradas (Colecgio
Litoral Portugués).

Para a concretizagdo deste estudo, foram

A

escolhidas quatro praias (Espinho, Praia de Mira,
Cabedelo-Figueira da Foz ¢ Sdo Pedro de Moel)
localizadas ao longo da orla costeira da Regido
Centro de Portugal Figura 2.1). A escolha de

praias alvo, revelou-se dificil, pois como ja foi

referido atras, a faixa costeira nesta regido ¢ pouco

acidentada e apresenta poucas formagdes

rochosas.

Estas praias foram escolhidas, ndo s6 por
apresentarem terrenos rochosos naturais (com
excep¢do das praias da Figueira da Foz), mas

principalmente por manifestarem uma grande

perturbagdo  antropogénica,  principalmente

durante o Verdo, pois sdo destinos turisticos

preferenciais de inimeras pessoas.
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2.2 - AMOSTRAGEM

As amostras foram colhidas em periodos de maré baixa, entre os meses de Julho
e Outubro de 1999.

Para a pesquisa de cianobactérias bentonicas, tendo em
conta 0s conhecimentos adquiridos bibliografia sistematizada
no capitulo anterior, foram recolhidas pequenas porg¢des de
material solido como areias, pequenas rochas, conchas, bem
como algum material vivo: recifes de sabeldria, cracas, lapas,
mexilhdes, bizios, pedagos de esponjas € macroalgas. Foram

ainda obtidas amostras por raspagem de rocha que

apresentassem uma cor verde azulada prenunciadora da

presenga destes microorganismos (Figura 2.2). Figura 2.2 — Recolha de material

de uma rocha, onde se suspeitava
da existéncia de cianobactérias.
Fotografia de Paulo Gongalves.

Todo o material recothido foi colocado em copos de
plastico de 100 ml cheios com agua do mar, com excepgdo
das raspagens de rocha para as quais se utilizaram tubos de 10

ml com agua do mar (Figura 2.3).

Para a pesquisa de cianobactérias planctonicas,

recolheram-se amostras de agua do mar em frascos de 2 1. No

Figura 2.3 — Lapa recolhida e .
corpoado mum cono de plistco. 1M da colheita os tubos € os copos foram transportados numa

Fotografia de Paulo Gongalves. B R , .
mala térmica para o laboratorio.

2.3 — ISOLAMENTO DE CIANOBACTERIAS

Todo o processo de tratamento das amostras foi realizado numa sala climatizada
a 19 + 1 °C e com um fotoperiodo de 14 horas. Uma vez no laboratdrio, a 4gua do mar,
presente em todas as amostras, foi substituida por meio nutritivo Z8 (Kotai, 1972),
enriquecido com cloreto de sodio até uma concentragdo de 35 g/l (MARTINS, 1999).
De seguida, as amostras foram analisadas, no intuito de se detectar a presen¢a de

cianobactérias, utilizando-se, para o efeito, um microscopio optico, de marca Leica

Pagina - 28



METODOLOGIA

DMLB. Quando a detecgdo foi positiva, tiraram-se inicialmente, fotografias de todas as
espécies observadas com a ajuda de um programa de captagdo de imagem, e

posteriormente procedeu-se ao isolamento, utilizando-se a seguinte técnica:

- recolha das cianobactérias com uma pipeta de Pasteur

estirada a chama;

- lavagens sucessivas em meio Z8, por
transferéncia dos microorganismos, de gota em
gota de meio Z8 dispostas numa lamina, como €
indicado na figura 2.4, até se obter apenas a

cianobactéria;

As estirpes isoladas foram colocadas, inicialmente, em tubos de 10 ml com meio
78, sendo transferidas, quando as culturas se tornaram visiveis a oltho nu, para frascos

de 50 ml com cerca de 25 ml de meio nutritivo.

Regularmente estes tltimos frascos foram observados ao microscopio,

renovando-se-lhes, se necessario, o meio nutritivo. Este procedimento foi mantido até a

obteng¢io de uma cultura uniespecifica.

As amostras muito contaminadas com bactérias
ou com algas foram inoculadas em placas de petri com
meio Z8 com NaCl (35 g/l), solidificado com agar (0,75
%), utilizando uma ansa de inoculagdo esterilizada a

chama (Figura 2.5).

Figura 2.5 — Meio Z8 solidificado com
colénia de cianobactéria inoculada.

Nos recipientes de recolha de amostras mudou-  Fotografia de Paulo Gongalves.

se, regularmente, o meio Z8 de forma a preservar material, prevenindo possiveis

desaires ao longo de todo o processo.
2.3.1 — TRATAMENTO DAS AMOSTRAS COM CIANOBACTERIAS PLANCTONICAS

As amostras de 2 1 de 4gua do mar recolhidas para a pesquisa de cianobactérias
planctonicas, foram centrifugadas durante 10 minutos a 5000 rpm, numa centrifugadora
do tipo 3-15 da Sigma. Depois os sedimentos obtidos foram transferidos para matrazes

de 100 ml com 50 ml de meio Z8. Os matrazes foram deixados em repouso na sala
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referida em 2.3. Quando se verificou o crescimento de microorganismos, fizeram-se

observagdes de forma a identificar e isolar cianobactérias presentes.
2.3.2 - TRATAMENTO DAS AMOSTRAS COM CIANOBACTERIAS BENTONICAS

Em primeiro lugar, procedeu-se ao tratamento das amostras com material vivo,
de forma a evitar a proliferagdo excessiva de bactérias (MARTINS, 1999)°. Desta
forma, procedeu-se, por um lado a raspagem das conchas das lapas, cracas, mexilhdes e
blzios, € por outro & desintegracdo das esponjas com ajuda de agulhas de dissecagdo, ¢

a triturago dos recifes de sabelaria com ajuda de um almofariz e um pildo.

Estas amostras e as correspondentes as raspagens de rochas, areias e conchas,
foram colocadas em tubos de 10 ml com meio Z8, e colocadas em repouso de forma a
permitir o crescimento das cianobactérias. Este ultimo procedimento teve por base 0s
estudos de Gerwick (1994), o qual verificou que algumas espécies se desenvolvem
consideravelmente se forem mantidas sem perturbagdes. Apds este periodo de
crescimento, seguiu-se o periodo em que se isolaram as diferentes cianobactérias
(MARTINS, 1999).

2.4 — IDENTIFICACAO DAS CIANOBACTERIAS OBSERVADAS

Para a identifica¢do das cianobactérias observadas, foram utilizados trabalhos
dedicados ao estudo destes microorganismos, dos quais se destacam os de HUBER-
PESTALOZZI (1938), BOURRELLY (1970), RIPPKA et al. (1979), KAAS (1985),
KOMAREK e¢ ANAGNOSTIDIS (1999), sendo os dois primeiros referentes a
cianobactérias de 4gua doce. A identificagdo baseou-se na observagdo da morfologia das

diferentes especies.

* Segundo GERWICK (1994), apesar de muitas algas conseguirem sobreviver a presenga de grande
quantidade de bactérias, muitas outras podem ser destruidas.
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2.5 — CULTURA DE CIANOBACTERIAS

A medida que se verificou o desenvolvimento das cianobactérias nos tubos de 10
ml, as vérias culturas foram sendo transferidas, primeiro para matrazes de 100 ml, com
50 ml de meio Z8 liquido, de seguida para matrazes de 1 | com 500 ml do mesmo meio,
e por tltimo para baldes de 6 1, com 4 1 também do meio referido, até ser obtido material

suficiente para a realiza¢@io dos ensaios de toxicidade.

Nos matrazes de 1 1 e de 6 1, as culturas foram mantidas em arejamento
constante o que permitiu, por um lado, uma correcta oxigenagdo, € por outro, impedir a

deposicdo das cianobactérias.

Todos os matrazes, bem como os novos meios de cultura, foram esterilizados em
autoclave a uma temperatura de 125° C. A transferéncia das culturas para recipientes
maiores, realizaram-se numa cimara de fluxo laminar (CRUMA, 9005-FL),

previamente esterilizada durante 30 minutos.

2.6 —- TRATAMENTO DA BIOMASSA OBTIDA

Apos a obtengdo da biomassa possivel, transferiu-se todo material do baldo de 6
litros (raspando-se, se necessario, as paredes do baldo) para frascos de 1 litro, para
permitir a deposigdo da maior quantidade possivel de cianobactérias. Apos 24 horas,
procedeu-se a decantagdo dos frascos. O material depositado foi colocado em copos de
100 ml tendo-lhe sido adicionado o material resultante da centrifugagéo do liquido
sobrenadante, durante 7 minutos a uma velocidade de 7000 rpm, no intuito de obter a
maior quantidade de biomassa possivel. Por fim, para diminuir a salinidade das
amostras, estas foram lavadas em agua ultra-pura, apés o que foram congeladas a -20

°C, liofilizadas, e guardadas para posterior utilizagao.
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2.7 — AVALIACAO DA TOXICIDADE
2.7.1 - Ensaios de toxicidade com murganhos

Neste tipo de ensaios, os murganhos foram injectados intraperitonealmente com
1 ml de solugdo de extractos de cianobactérias liofilizadas ressuspendidas em agua ultra

pura e submetidas a ultra sons.
Preparacio do material injectado nos murganhos

Depois de pesar os murganhos a serem injectados (dois por amostra) procedeu-

se da seguinte forma:

- com base no peso dos animais, calculou-se a quantidade de amostra a
injectar a cada murganho, tendo em conta a dose que se pretendia testar
(1500 mg de material liofilizado por kg de murganho). Esta dose tem sido
utilizada como valor maximo para ensaios de toxicidade em murganhos,
utilizando cianobactérias de agua doce (VASCONCELOS, 1994);,

- pesou-se 0 valor obtido no procedimento anterior (multiplicado por trés) de
cianobactérias liofilizadas, as quais foram adicionados 3 ml de 4gua ultra

pura;

- submeteu-se a solug@o a ultra sons durante 30 segundos a uma intensidade de
22,5 Hz e a uma amplitude de 90%, utilizando para o efeito, um aparelho
Vibra Cell 50 (Sonics & Materials Inc. Danbury, CT, USA);

- mediu-se a salinidade das amostras com a ajuda de um refractometro, usando
como padrdo uma solugdo de agua ultra pura e cloreto de s0dio com uma

salinidade de 35 g/, para calibrar o aparelho;

- injectaram-se intraperitonialmente os murganhos com 1 ml da solugdo,

registando-se a hora do inicio e do fim da injecgéo;

- os murganhos utilizados como controlo foram injectados com uma solugédo

de NaCl com uma salinidade 25%o (salinidade maxima de todas as amostras),
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- observaram-se os animais continuamente durante as trés primeiras horas, ¢
mais intermitentemente, ap0s as 24 horas e ap6s 48 horas a seguir a injecgdo.
Os animais que ndo morreram foram sacrificados ao fim dos 48 horas por

asfixia com éter;

- ap0s a morte, os murganhos foram dissecados, tendo-se particular atengéo a
possiveis anomalias ao nivel do figado, intestinos, rins e pulmdes

(hemorragias, aumento do volume, indicios de diarreias);

- depois do procedimento anterior, pesou-se o figado, para se poder calcular a
sua percentagem em relagdo ao peso total do animal. Este valor ¢ importante,
pois é sabido que determinadas cianobactérias marinhas produzem
hepatotoxinas que causam lesdes a nivel hepatico, os quais podem levar a um

aumento consideravel do peso deste drgdo;

- de seguida foram recolhidas amostras do figado, intestino anterior (junto ao
estdmago) e posterior (junto ao 4nus), pulmdes e rins, que, apds uma
lavagem numa solugdo tampdo fosfato salina (Dulbecco’s), foram
conservadas em Bouin, para posterior realizagio de preparagdes histologicas.
Para a escolha destes orgdos foi tido em consideragdo o trabalho de

MARTINS (1999).
2.7.2 — ENSAIOS DE TOXICIDADE COM ARTEMIA

Com estes bioensaios, pretendeu-se testar a toxicidade das cianobactérias num
invertebrado que ocupasse uma posigdo relevante em cadeias alimentares de
ecossistemas marinhos. A artémia, para além de poder ser enquadrada no cenario atras

descrito, alia uma facilidade de manuseamento no laboratério.

Os ensaios com artémia visaram a determinag@o do CLs. para tanto procedeu-se

do seguinte modo:

- inicialmente foi colocado 1 g de quistos de artémia a incubar durante 48 h,
num litro de agua com 35 %o de salinidade, os quais foram mantidos num
ambiente continuamente iluminado e arejado, € com uma temperatura de

rondar os 25 °C (Laboratory for Biological research in aquatic Pollution);
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- de seguida prepararam-se os extractos de cianobactérias que se pretendia

testar de acordo com o seguinte método:

- pesaram-s¢ 15 mg de cianobactérias liofilizadas, aos quais se

adicionou 1,5 ml de agua ultra-pura;

- a solugo foi submetida a ultrasons, segundo o processo utilizado
para a obtengdo de amostras para os bioensaios com murganhos,
apos o que foram centrifugados a 5000 rpm durante 15 minutos, € 0s
sobrenadantes foram decantados e filtrados com a ajuda de uma

seringa de 1 ml e um filtro estéril Scheicher & Schuell FP 030/2 com

uma porosidade de 0,2 pm;

- fizeram-se solugdes de 100 %, 10 %, 1 %, 0,1 % e 0,01 %, a partir

da solugdo mie.

- de seguida concentraram-se num gobelé de 10 ml os nauplios de artémia, de
forma a obter uma concentragdo de cerca de 10 individuos por 10 ul de

solugdo;

- colocaram-se 100 ul de cada concentragdo em pogos de uma placa de

microtitula¢do, as quais foram adicionadas 10 pl da solug@o mencionada no
ponto anterior. Foi testado como controlo uma solugdo de agua ultra-pura

com a salinidade de 35 %eo.

- as placas de microtitulagdo foram cobertas com parafilme, para evitar a
evaporagdo, € colocadas as escuras em sala climatizada a 19 + 1 °C durante

48 h;

- apos 24 h, e posteriormente 48 h, foi registada a mortalidade ocorrida em
cada pogo, com a ajuda de uma lupa binocular, tendo sido considerados
como mortos os individuos que ao fim de 10 segundos ndo registassem

qualquer movimento (AMORIM, 1994);
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2.8 — DETECCAO E QUANTIFICACAO DE MICROCISTINAS POR E.L.LS.A.

A escolha deste tipo de teste ficou a dever-se ao facto, de as microcistinas além
de serem produzidos por cianobactérias de agua doce (Carmichael, 1997 in MARTINS,
1999) poderem ocorrer em ambientes marinhos (Andersen er al., 1993 in MARTINS,
1999).

A técnica imunologica EL.IS.A. é uma técnica que permite obter rapidamente
resultados, oferece boa sensibilidade, e baseia-se na especificidade de anticorpos para os

antigenes contra os quais sdo produzidos (FALCONER, 1993).

Chu et al. (1989) desenvolveram uma técnica EL.1.S.A. usando anticorpos
policlonais contra microcistina-LR (PEREIRA, 1998). Através deste método pode-se
quantificar o total de toxinas de uma amostra, uma vez que os anticorpos produzidos
contra MCYST-LR possuem uma boa reacgéo cruzada com MCYST-RR, MCYST-YR
MCYST-FR ¢ MCYST-WR ¢ com as nodularinas (Chu et al., 1990 in PEREIRA,
1998).

A detec¢do de possiveis toxinas presentes nas amostras, foi feita a partir de

extractos de cianobactérias em concentragdes de 10 mg/ml.

Para a detecgdo e quantificagido de microcistinas, por este método, foi utilizado o

seguinte esquema;

- Inicialmente prepararam-se os extractos de cianobactérias a testar, através do

seguinte método:

- pesaram-se 20 mg de cianobactérias liofilizadas, aos quais se

adicionaram 2 ml de dgua ultra-pura;

- a solugdo foi submetida a ultrasons, segundo o processo utilizado
para a obtengdo de amostras para os bioensaios com murganhos,
apos o que foram centrifugados a 5000 rpm durante 15 minutos, € 0s
sobrenadantes foram decantados e filtrados com a ajuda de uma

seringa de 1 ml e um filtro estéril Scheicher & Schuell FP 030/2 com

uma porosidade de 0,2 um;
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- fizeram-se dilui¢bes na ordem de 1:100, 1:1000, 1:10000, a partir da
solugdo mie, as quais foram colocadas em tubos Zpendorfs,

devidamente etiquetados.

- No passo seguinte, foi utilizado o “kif” com a referéncia Millipore
Envirogardm Microcystins Plate Kit SD3P22254, que consiste em placas de
microtitulagio’, bem como um controlo negativo (microcistina-LR ndo
toxica), trés solugdes padrdes de microcistina-LR em concentragoes de 0.1,
0.4 ¢ 1.6 ppb, uma solugdo de conjugado de microcistina-enzima, uma

solugdo de substrato cromatico € uma solugio stop.

- em primeiro lugar colocaram-se, em duplicado, 100 ul das amostras a
testar (dilui¢des incluidas), do controlo negativo € dos trés padroes, nas

placas de microtitulago, ficando a incubar durante 30 minutos;

- de seguida, adicionaram-se 100 ul de conjugado de microcistina-enzima
(que se vai ligar aos anticorpos disponiveis), apds o que a placa foi
agitada com movimentos circulares, com a ajuda de um agitador Lab.
Rotator, Model:DSR 2800V (Digisystems Laboratory Instruments, Inc.),
a velocidade maxima, de modo a que todos os componentes se misturem,
tendo o cuidado de ndo os fazer sair das células. Deixou-se incubar
durante 30 minutos e procedeu-se a uma lavagem, enchendo quatro vezes
as células ocupadas, com agua destilada, no intuito de remover todas as

moléculas que ndo se encontrem ligadas;

- adicionaram-se 100 ul do substrato, que foi degradado pelas enzimas do
conjugado ligadas a anticorpos, € repetiu-se a agitagdo. A solu¢do tomou
uma cor azulada sendo a intensidade da cor inversamente proporcional a
concentragdo de microcistinas, significando que um maior nimero de
moléculas do conjugado se encontra ligada aos anticorpos. Deixou-se

incubar durante 30 minutos;

- adicionaram-se 100 ul da solug#o stop, agitando-se novamente a placa. A

utiliza¢io desta solugdio (solugdo de acido cloridrico 1,0 N) tinha como

* Apresentam nas paredes das suas células, anticorpos especificos para microcistina-LR.
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objectivo terminar a degradagfo do substrato, estabilizando deste modo a
reacgio (as solugdes passaram de uma cor azul para uma cor amarela), 0
que facilita as leituras de densidade 6ptica com radiagdo de comprimento

de onda de 450 nm (a leitura do branco efectua-se contra o ar);
- procedeu-se a leitura, ndo sendo utilizado qualquer filtro diferencial.

- com as densidades Opticas obtidas, foram calculadas, para cada padrdo e para
cada amostra, a %Bo e o coeficiente de variagdo (%CV), utilizando as

formulas abaixo descriminadas:

% CV= 2 x100
Valor médioda DO
% Bo = Valor médio da.s DO das amostras ou dos Padroes <100
Valor médio da DO do controlo negativo
sendo,

DO = densidade 6ptica e Sd,.; = desvio padrio da DO

- quando o coeficiente de variagio foi superior a 15 %, , tornou-se necessaria a
repetigdo da andlise para a amostra em questdo, visto os valores obtidos ndo

serem fiaveis;

- através de uma regressdo logaritmica entre as concentragdes dos padrdes € a
respectiva % Bo, representadas em papel semi-logaritmico, obteve-se uma

recta padréo do tipo:
Y=a+Db*log(X)
sendo, Y = % Bo ¢ X = Concentragdo da toxina (em ppb)

- com os valores de % Bo encontrados para as amostras, obtiveram-se as
respectivas concentragdes, sendo posteriormente necessario converté-las em
ug de microcistina por litro de dgua. No caso das diluigdes, os valores

obtidos foram multiplicados pelo respectivo factor de diluigdo.
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2.9 — TECNICA HISTOLOGICA

As pegas, previamente fixadas em solugdo de Bouin, foram lavadas em alcool a

70% até ficarem incolores.

De seguida procedeu-se a uma desidratagfo, passando as pegas, sucessivamente,
por alcool a 95% (3h), alcool a 100 I (1h), alcool absoluto II (2h) e por fim por salicilato

de metilo durante a noite.

Passou-se entfio a impregnagio, tendo as pecas passado por salicilato + parafina

(1:1) durante 3 horas, por parafina I (2h) e por parafina II (2h)

Depois foi feita a inclusdo das pecas em moldes com parafina liquida e

colocadas a solidificar durante 24 horas.

A partir dos blocos de parafina solidificados, foram feitos cortes com uma

espessura de 5, 6 e 7 um, utilizando para o efeito um micrétomo tipo Minot da Leica.

De seguida procedeu-se a colagem, tendo os cortes sido colocados dentro de
uma tina com agua e alcool, apés o que foram captados com a ajuda duma lamina
delgada. Este conjunto foi colocado em banho-maria com agua a cerca de 45 °C, até ao
corte ficar sem rugas. No final colocaram-se as ldminas delgadas numa estufa a 40 °C
durante 24h.

Apds as 24 horas, as ldminas delgadas foram desparafinadas (xilol I, 2 min; xilol
11, 2 min; Alcool + xilol (1:1), 2 min), e rehidratadas (alcool absoluto I, 2 min; alcool

95%, 2 min; alcool 80%, 2 min; alcool 70%, 2 min; agua da torneira 5 minutos).
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Seguiu-se a coloragdo, sendo utilizados dois tipos distintos, que se passam a

seguir:

Tabela 2.1 — Descrigio das técnicas de coloraggo utilizadas na execugio das preparagdes histologicas.

TECNICA 1

TECNICA 11

Coloracio I
- Hemalumen — 6 min
- Lavagem em agua da torneira — 5 min

Diferenciacao

- Alcool cloridrico — 3 segundos

- Passagem pelo mordente (solugiio
saturada de carbonato de litio) — 3
segundos

Coloracao 11
- Eosina — 3 min
- Lavagem em alcool a 70 %

Coloragao 1
- Hematoxilin de Gill - 3 min
- Lavagem em agua da torneira — 3 min

Di,ferenciacﬁo
- Alcool cloridrico — 3 Segundos

Coloracio I1
- Eosina — 3 min
- Lavagem em alcool a 70 %

Por fim procedeu-se a desidratagfo (lavagem em aicool 95%, alcool 95%, 3 min;

alcool absoluto, 3 min; alcool + xilol (1:1), 3 min), a diafanizagfo (xilol, 3 min) e &

montagem, tendo sido utilizado como meio de montagem o xilol.

A observagio das preparagdes definitivas foi efectuada com um microscopio

optico de marca Nikon, com uma ampliagdo de 100x, 400x e 1000x, utilizando-se como
suporte bibliografico o Atlas de Histologia de FREEMAN e BRACEGIRDLE (1966), o
Manual de Histopatologia de Rato de FACCINI ef al. (1990), o Manual de Histologia
de KERR, (1999), ¢ o Atlas de Histologia de GENESER, (2000).

A imagens histologicas utilizadas no trabalho, foram captadas num computador

Leica Q500IW, com o auxilio do programa Leica Qwin.
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III - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — OCORRENCIA DE CIANOBACTERIAS NAS PRAIAS AMOSTRADAS

Ap6s a primeira fase do trabalho realizado no laboratdrio (vide capitulo 2, pag.
28) constatou-se a presenga de cianobactérias nas quatro praias escolhidas como alvo
deste estudo. Na tabela 3.1, descrimina-se, por um lado, o total de amostras recolhidas
em cada praia, € por outro, as respectivas percentagens de ocorréncia.

Tabela 3.1 — Total de amostras recolhidas em cada praia e respectiva
percentagem de ocorréncia de cianobactérias.

Total Percentagem

Praia De Amostras De
Recolhidas Qcorvéncia

Espimho I—— 350
Mira 32 i 900,
Cabedelo-Figueira da Foz 38 36,8
Sdo Pedro de Moel 30 56,6

A praia onde se registou uma maior percentagem de ocorréncia de cianobactérias
foi a de Sfo Pedro de Moel (56,6), logo seguida da praia de Mira (50,0), da Figueira da
Foz (36,8) e de Espinho (35,9). Salienta-se que o valor obtido para a praia de Espinho
esta de acordo com o valor -31,2%- obtido por MARTINS (1999). Os outros valores
obtidos sdo inferiores aos encontrados para as praias estudadas por MARTINS (1999), o
que vem ao encontro da conclusio do estudo de VIEIRA (2001), indicando que as

dguas das praias da zona norte apresentam menor qualidade do que as da zona centro.

No entanto, o caso da Praia do Cabedelo (Figueira da Foz) parece aparentemente
contraditdrio. Segundo o estudo de VIEIRA (2001), apresenta dgua de mé qualidade, ¢
na verdade foi a unica praia em que todas as amostras de agua apresentaram

cianobactérias; mas, curiosamente, apresentam uma taxa de ocorréncia baixa.

Nas tabela 3.2 a 3.5, estdo sumariados os resultados obtidos na deteccdo e
identificagdo de cianobactérias nas praias escolhidas para este estudo. Apos a

apresentacdo de cada tabela procede-se a uma analise dos resultados. Para a
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identificagdo de alguns géneros e espécies de algumas amostras recolhidas foi utilizado
o Guia da Fauna e Flora do Litoral de Portugal de CAMPBELL (1994).

Tabela 3.2 — Ocorréncia de cianobactérias nas amostras recolhidas na Praia de Espinho (16/07/99).

CIANOBACTERIA

MATERIAL L.ocAL
CODpIGO De
RECOLHIDO RECOLHA

IDENTIFICADA

E-2 Craca (Balanus sp.) —_—
E-3 Raspagem de rocha V.N. —
E-4 Raspagem de rocha V.N. Oscillatoriales ¢ Chroococcales
E-5 Raspagem de rocha V.N. -
E-6 Percebe (Lepas sp.) V.N. —_
E-7 (Mexilhdo) Mytilus sp. V.N. —_
E-8 Recife de Sabellaria alveolata V.N. Oscillatoriales e Chroococcales

. E9 Craca (Balanus sp.) V.N. ) Oscillatoriales

 B-10 ... ... Algaverde . VN ... Osgillatoriales e Chroococcales
E-11 Alga filamentosa V.N. —

E-12 Lapa (Patella sp.) V.N. -

E-13 Raspagem de rocha V.S Chroococcales

E-14 Recife de Sabellaria alveolata V.S. Oscillatoriales e Chroococcales
E-15 Raspagem de rocha V.S Oscillatoriales e Spirulina sp.
E-16 Alga (Chondria coerulescens) V.S —

E-17 Buzio (Gibbula sp.) V.S. -

E-18 Alga verde V.S. Oscillatoriales e Chroococcales
E-19  Rec. de Pomatoceros triqueter V.S —

E-20 (Mexilhdo) Mytilus sp. V.S

E-21 Buzio (Gibbula sp.) V.S.

E-22 Améijoa V.S

E-23 Cracas (Balanus sp.) V.S. —

E-24 Rec. de Pomatoceros triqueter VS Oscillatoriales

E-25 Esponja cor de laranja V.S —

E-26 Craca (Balanus sp.) V.S. —

E-27 Esponja verde V.S. —

E-28  Rec. de Pomatoceros triqueter V.S. —

- E-29 Raspagem de rocha R.C. R s
E-30 Raspagem de rocha RO .Chroococeales .~ . -
E-31 Raspagem de rocha RC
E-32 Raspagem de rocha RC. Oscillatoriales e Chroococcales

- E-33 Rec. de Pomatoceros triqueter RC. Oscillatoriales e Chroococcales
E-34 Lapa (Patelia sp). RC. —
E-35 Esponja cor de laranja R.C. —
E-36  Recife de Sabellaria alveolata RC. Chroococcales
- E-37 Alga (Dictyota sp.) RC. —_
E-38 Agua do mar V.N. —_
E-39 Agua do mar V.S Oscillatoriales

Lapa (Patella sp.)

‘Observagdes — A recolha destas amostras foi feita numa praia em frente ao Casino de Espinho. O dia
‘apresentava uma temperatura amena, com vento fraco de Norte. Ondulagdio de cerca de meio metro.
Salienta-se que na vertente norte do pareddo (V.N.) a abundéncia e diversidade de espécies era multo_}
menor do que na vertente sul (V.S.). Foram também feitas recolhas num agregado de rochoso natural
AR.C). (—) ndo foram observadas cianobactérias. :




RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando a tabela 3.2, verifica-se que nas amostras recolhidas no intuito de
detectar cianobactérias planctonicas apenas se identificaram estes microorganismos na

amostra recolhida na vertente sul do pareddo (Figura 3.21).

No que se refere as amostras recolhidas para a detecglio de cianobactérias
bentonicas, constatou-se que nas recolhidas no lado sul do pareddo (V.S e R.C) foi
detectado uma maior diversidade de cianobactérias (15 estirpes em 25 amostras) do que
nas recolhidas no lado norte (7 estirpes em 12 amostras). Verifica-se também que o
nimero de amostras com cianobactérias ¢ maior na vertente sul (10 amostras em 25) do
que na vertente norte (4 amostras em 12). Todos os factos atrds mencionados estdo de
acordo com o que foi observado durante a recolha das amostras: a diversidade biologica

era maior na vertente sul do que na vertente norte.

Abordando mais detalhadamente a tabela 3.2, verifica-se que as cianobactérias
bentdnicas detectadas provieram de amostras de rochas (Figuras 3.1, 3.2, 3.8, 3.11,
3.12, 3.16, 3.17 e 3.18), algas verdes (Figuras 3.6, 3.7, 3.13, 3.14), Cracas (Figura 3.5) e
recifes de Pomatoceros triqueter (Figuras 3.15 e 3.19) e de Sabellaria alveolata
(Figuras 3.3, 3.4, 3.9, 3.10 € 3.20).

Por fim verifica-se que nesta praia foram encontradas doze estirpes pertencentes
a ordem Oscillatoriales, dentro da qual se conseguiu identificar uma pertencente género

Spirulina sp. e dez a Chroococcales representadas nas fotografia que se seguem.

20 Hm 20 um P Te

»_a

F s

Figura 3.1 — Cianobactéria da ordem Oscillatoriales Figura 3.2 — Cianobactéria da ordem Chroococcales
encontrada na amostra E-4. encontrada na amostra E-4,
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i

Figura 3.3 — Cianobactéria da ordem Oscillatoriales
encontrada na amostra E-8.

Figura 3.4 — Cianobactéria da ordem Chroococcales
encontrada na amostra E-8.
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Figura 3.5 - Cianobactéria da ordem Oscillatoriales
a E-0,

Figura 3.6 — Cianobactéria da ordem Oscillatoriales
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Figura 3.7 — Cianobactéria da-ordem Chroococcales

Figura 3.8 — Cianobactéria da ordem Chroococcales
encontrada na amostra E-13.
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20 ym

Figura 3.9~ Cianobactéria da ordem Oscillatoriales
encontrada na amostra E-14.

Figura 3.10 — Cianobactéria da ordem Chroococca-
les encontrada na amostra E-14.
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20 um

Figura 3.11 — Cianobactéria da ordem Oscillatoria-

Figura 3.12 — Spirulina sp. encontrada na amostra
E-15.

20 um

20 um gl s
o i
" i
|12 i .
o . i
# g
. @
w g
3 i =
i 5
e PR G v w
el G B % -

Figura 3.13 — Cianobactéria da ordem Oscillatoriales
encontrada na amostra E-18.

Figura 3.14 - Clanobacténa da ordem Chroococca-
les encontrada na amostra E-18.
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Figura 3.15 — Cianobactéria da ordem Oscillatoriales Figura 3.16 - Cianobactéria da ordem Chroococcales
gncontrada na amostra E-24. encontrada na amostra E-30.
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Figura 3.17 — Cianobactéria da ordem Chroococca- Figura 3.18 — Cianobactéria da ordem Oscillatoria-

les (setas) encontrada na amostra E-32, . lesencontrada na amostra E-32.
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(seta) encontradas na amostra E-33.

Figura 3.19 — Cianobactérias das ordens Chroococcales ¢ Oscillatoriales
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Figura 3.21 — Cianobactérias da ordem Osc1]lator1a—
lgs encontradas na.ampstra Es39: s

Tabela 3.3 — Ocorréncia de cianobactérias nas amostras recolhidas na Praia de Mira (12/09/99).

CODIGO

MATERIAL

LocaL CIANOBACTERIA

DE

M-1
M-2
M-3
M-4
M-5
M-6
M-7
M-8
M-9

M-10

M-11

M-12

. M-13

¢ M-14

M-15
M-16

PoM-17

[ M-18

M-19

M-20

M-21

¥ M-22

M-23

M-24

M-253

. M-26

M-27

M-28

© M-29

“M-30

M-31
M-32

RECOLHIDO
Raspagem de rocha
Raspagem de rocha
Raspagem de rocha
Raspagem de rocha
Raspagem de rocha
Raspagem de rocha
Raspagem de rocha
Raspagem de rocha
Raspagem de rocha
Raspagem de rocha
Raspagem de rocha
Raspagem de rocha
Raspagem de rocha
Raspagem de rocha
Craca (Balanus sp.)

Recife de Sabellaria alveolata
Alga verde incrustada
(Mexilh&io) Mytilus sp.

Alga castanha incrustada

Recife de Sabellaria alveolata

Craca (Balanus sp.)

(Mexilhdo) Mytilus sp.

Percebe (Lepas sp.)

Alga castanha Incrustada

Lapa (Patella sp.)
Percebe (Lepas sp.)

(Mexilhdo) Mytilus sp.
Alga verde incrustada

Craca (Balanus sp.)

Muytilus sp. incrustado em seixo
Raspagem de rocha (pequena)

Agua do mar

RECOLHA

IDENTIFICADA

®Oscillatoriales e Chroococcus sp.

VN Oscillatoriales

V.N. Oscillatoriales
V.N. Oscillatoriales
V.S. —
2 Oscillatoriales
Oscillatoriales
Oscillatoriales
Oscillatoriales
V.S. —
V.S. Oscillatoriales
V.S. Oscillatoriales (2 tipos) e Chroococcales
V.S. Chroococcales
V.S. Oscillatoriales
V.S. —
V. S o o Chroococcales

V.N. Oscillatoriales (2 tipos) e Spirulina sp.
V.N. —
V.N. Oscillatoriales e Chroococcales

<scillatoriales

‘Observagdes — A temperatura do ar no dia da amostragem era amena, notando-se um ligeiro vento de
‘norte. A ondulagiio era de cerca de 2 metros. (—) nfio foram detectadas cianobactérias.




RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da andlise sumaria da tabela 3.3 constata-se que, por um lado, néo se
detectaram cianobactérias planctonicas e por outro, foram detectadas cianobactérias em

todos os tipos de amostras recolhidas.

Verifica-se também que as cianobactérias bentonicas detectadas provieram de
amostras de rochas (Figuras 3.22, 3.23, 3.24, 3.25, 3.26, 3.27, 3.28, 3.29 e 3.30), algas
verdes (Figuras 3.35), Balanus sp (Figuras 3.31, 3.41 e 3.42), recifes de Sabellaria
alveolata (Figuras 3.32, 3.33, 3.34, 3.37) e Mytilus sp. (Figuras 3.36, 3.38, 3.39,3.40 ¢
3.43).

Foram detectadas dezassete estirpes pertencentes a ordem Oscillatoriales, da

qual se destaca uma pertencente ao Género Spirulina sp. e cinco a Chroococcales.

20 ym

20 um

Figura 3.23 — Cianobactéria do género Chroococcus

Fi 3.22 - Cianobactéria da ordem Oscillatorial
igura ianobactéria da ordem Oscillatoriales sp. encontrada na amostra M.5.

encontrada na amostra M-5.

20 pm

20 ym

e

Figura 3.24 — Cianobactéria da ordem Oscillatoriales Figura 3.25 — Cianobactéria da ordem Oscillatoriales
encontrada na amostra M-6. encontrada na amostra M-7.
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L

20 pm

Figura 3.26 — Cianobactéria da ordem Oscillatoriales
encontrada na amostra M-8.

Figura 3.27 — Cianobactéria da ordem Oscillatoriales
(seta) possivelmente em simbiose com uma alga
verde encontrada na amostra M-10.

\20 um

=
Figura 3.28 — Cianobactéria da ordem Oscillatoriales
(seta) possivelmente em simbiose com uma alga verde
encontrada na amostra M-11.

Figura 3.29 — Cianobactéria da ordem Oscillatoriales
(seta) possivelmente em simbiose com uma alga
verde encontrada na amostra M-12,

=

20 ym

L ' .

Figura 3.30 — Cianobactérias da ordem Oscillatoriales (seta) possivelmente em
simbiose com uma alga verde encontrada na amostra M-13. ‘
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20 um

Figura 3.31 — Cianobactéria da ordem Oscillatoriales
encontrada na amostra M-15.

20 um

=

Figura 3.32- Cianobactéria da ordem Oscillatoriales
(seta) encontrada na amostra M-16.

20 um

Figura 3.33 — Cianobactéria da ordem Oscillatoriales encontrada na

amostra M-16.

20 ym

20 pm

W

Figura 3.34 — Cianobactéria da ordem Chroococcales
encontrada na amostra M-16.

Figura 3.35 — Cianobactéria da ordem Chroococca-
les encontrada na amostra M-17.
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Figura 3.37 - Cian:)bactéria da ordem Chroo-

Figura 3.36 — Cianobactéria da ordem Oscillatoriales
coccales encontrada na amostra M-20.

encontrada na amostra M-18.

Figura 3.40 — Spirulina sp. (seta) encontrada na amostra M-27.

Pagina - 50



RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 3.41 — Cianobactéria da ordem Chroococcales Figu

gncontrada na amostra M-29,

20 pm
i
. i

i

Figura 3.43 — Cianobactéria da ordem Oscillatoriales

encontrada na amostra M-30.

20 ym ‘ o . o 20 ym
-

Tha

@ . d
¢ b G
E i

&

ra 3.42 - Cianobactéria da ordem Oscillatoria-

les encontrada na amostra M-29,
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Tabela 3.4 — Ocorréncia de cianobactérias nas amostras recolhidas na Praia da Figueira da Foz (Cabedelo
e Cabedelinho) (24/08/99).

MATERIAL L.oc . CEAWNOBACTERIA

CODIGO DE
RECOLHIDO RECOLIA IDENTIFICADA

~ FF-1 Raspagem de rocha PF-V.S —

. FF2 Raspagem de rocha PF-V.S Chroococcales
FF-3 Raspagem de rocha P.F-V.S Oscillatoriales
FF-4 Raspagem de rocha P.F-V.S ; Chroococcales
FF-5 Raspagem de rocha PF-V.S R —_

FF-6 Craca (Balanus sp.) P.F-V.S —
FF-7 Mexilhdo (Mytilus sp.) P.F-V.S Oscillatoriales
FF-8 Rec. de Pomatoceros trigueter  P.F-V.S —
; FF-9 Recife de Sabellaria alveolata  P.F-V.S Synechocystis sp.
: FF-10 Pedago de concha P.F-V.S —
FF-11 Lapa (Patella sp.) PF-V.S —
FF-12 Percebe (Lepas sp.) PF-V.S —
- FF-13 Craca (Balanus sp.) PF-V.S —_
. FF-14 Alga verde incrustada P.F-V.S —_
FF-15  Recife de Sabellaria alveolata  P.F-V.S Synechocystis sp.
FF-16 Raspagem de rocha P.F-V.P —
FF-17 Raspagem de rocha P.F-V.P Oscillatoriales
.+ FF-18  R. cal (Pomatoceros triqueter) P.F-V.P —
FF-19 Cracas PF-V.P —
FF-20  Algas cast (Fucus vesiculosus.)  P.F-V.P Oscillatoriales
I FF-21 Raspagem de rocha P.F-V.P Phormidium sp.
. FF-22 Alga verde P.F-V.P —
FF-23 Lapa (Patella sp.) P.F-V.P —
FF-24 Mexilh&o (Mytilus sp.) PF-V.P —

: FF-25 Buzios (Littorina sp.) PEVP T
FEF-26 Raspagem de rocha PE-V.S i e T
FF-27 Raspagem de rocha PE-V.S —

FF-28 Raspagem de rocha P.E-V.S —

+ FF-29 Craca (Balanus sp) PE-V.S —_

" FF-30 Mexilhdo (Mytilus sp.) PE-V.S Chroococcales
FF-31 Lapa (Patella sp.) P.E-V.S —

FF-32 Algas Castanhas P.E-V.S —

. FF-33 Alga verde P.E-V.S —

© FF-34  Rec. de Pomatoceros triqgueter  P.E-V.S Chroococcales (2 tipos) e Oscillatoriales
FF-35 Raspagem de rocha P.E-V.S —

FF-36 Agua do mar PE-V.S Phormidium sp.
FF-37 ¥ Aguadomar FTEE  pER.vPp TEEEEIET Chroococcales T
FF-38 Agua do mar PF-V.S Oscillatoriales e Chroococcales

Observagdes — A temperatura do ar no dia da amostragem era amena, notando. Vento fraco. A ondulagio
era de meio metro no Cabedelo (P.F-V.S.) e praticamente inexistente no Cabedelinho (P.F-V.N ¢ P.E-
V.S). O Cabedelinho é uma pequena praia que fica entre a foz do rio Mondego e a praia do Cabedelo.
(—) nfo foram detectadas cianobactérias.

Analisando a tabela 3.4, constata-se que todas as amostras recolhidas foram
positivas para cianobactérias planctonicas (Figuras 3.57, 3.58 e 3.59). Verifica-se
também que as cianobactérias foram detectadas nas amostras de rocha (Figuras 3.44,
3.45, 3.46, 3,50 € 3.52) Fucus vesiculosus (Figuras 3.51), recife de Sabellaria alveolata
(Figuras 3.48 ¢ 3.49), recife de Pomatoceros triqueter (Figuras 3.54, 3.55 e 3.56) e
Mytilus sp. (Figuras 3.47 e 3.53). Salienta-se ainda que o local onde se encontraram

mais estirpes de bentonicas cianobactérias foi a vertente sul (P.F-V.S) do pareddo que
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separa o Cabedelinho do Cabedelo (6 estirpes em 15 amostras). Foram detectadas oito

estirpes pertencentes a ordem Oscillatoriales € nove a Chroococcales.

ra
& ¥
20 um
-
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Figura 3.44 — Cianobactéria da ordem Chroococea-
les encontrada na amostra FF-2.

Figura 3.45 — Cianobactéria da ordem Oscillatoriales
encontrada na amostra FF-3.

20 ym

Figura 3.46 — Cianobactéria da ordem Chroococca-
les encontrada na amostra FF-4

L 20 ym

Figura 3.48 — Cianobactéria do género Synechocystis
sp. encontrada na amostra FF-9.

Figura 3.47 — Cianobactéria da ordem Oscillatoriales

iy

20 ym

Figura 3.49 — Cianobactéria do género Synechocystis
encontrada na amostra FF-15.
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20 um

20 ym

% %,

Figura 3.50 — Cianobactéria da ordem Oscillatoriales
encontrada na amostra FF-17.

Figura 3.51 — Cianobactéria da ordem Oscillatoria-
les (seta) encontrada na amostra FF-20.

2|

N

Figura 3.52 —
amostra FF-21.

.

iy,

P i

20 ym

Figura 3.53 — Cianobactéria da ordem Chroococca-
les encontrada na amostra FF-30.

Figura 3.54 — Cianobactéria da ordem Chroococca-
les encontrada na amostra FF-34.
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i

Figura 3.55 — Cianobactéria do géne:
sp. encontrada na amostra FF-34,

Figura 3.56 —
les encontrada na amostra FF-34.

Figura 3.57 Z"Cianobactéria do género Phormidium  Figura 3.58 — Cianobactéria do género Chroococcus
sp. encontrada na amostra FF-36. sp. encontrada na amostra FF-37.

20 ym

[ :

5
Figura 3.59 - Cianobactérias das ordens Oscillatoriales e Chroo-
coccales encontradas na amostra FF-38.
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Tabela 3.5 — Ocorréncia de cianobactérias nas amostras recolhidas na Praia de Sfo Pedro de Moel
(22/08/99).

MATERIAL LoCAL CEANOBACTERIA
CODIGO De
RiECOLIIDO RECOLHA IDENTIFICADA

/8P Raspagem de rocha Farol Chlorogloeopsis sp.

SP-2 Raspagem de rocha Farol Oscillatoriales
SP-3 Craca (Balanus sp.) Farol Chlorogloeopsis sp., Chroococcales e
Chroococcus sp.
SP-4 Lapa (Patella sp.) Farol Oscillatoriales
SP-5 Mexilhdo (Mytilus sp.) ~ Farol 77 Oscillatoriales
SP-6 Percebe (Lepas sp.) ... Farol —
SP-7 Agua do Mar Farol Oscillatoriales e Chroococcales
SP-8 Craca (Balanus sp) Farol Chlorogloeopsis sp.
- SP-9  Aném. (Bunodactis verrucosa) Farol —
.~ SP-10 Agua do mar Praia _
SP-11 Raspagem de rocha Praia —
SP-12 Raspagem de rocha Praia —
i SP-13 Raspagem de rocha Praia Oscillatoriales (2 tipos)
i SP-14 Raspagem de rocha Praia Chroococcus sp.
SP-15 Lapa (Patella sp.) Praia —
SP-16 Mexilhdo (Mytilus sp.) Praia —
¢ SP-17 Lepidopleurus asellus Praia Oscillatoriales e Chroococcus sp.
i SP-18 Lapa (Patella sp.) Farol —_—
SP-19 Anémona verde Farol —_
SP-20 Anémona (Actinia equina) Farol Oscillatoriales
© SP-21  Recife de Sabellaria alveolata Farol Oscillatoriales € Chroococcus sp.
- SP-22  Recife de Sabellaria alveolata Farol Oscillatoriales
SP-23 Anémona verde Farol —
SP-24 Buzio (Littorina sp.) ~ Farol —_
© SP-25 Buzio (Littorinasp.) " Farol 77U Oscillatoriales T
SP-26 Alga castanha e i JrATOL ST —
SpP-27 Mexilhdo (Myrilus sp.) Farol Oscillatoriales
SpP-28 Lapa (Patella sp.) Farol —
. SP-29 Percebe (Lepas sp.) Farol Oscillatoriales
- SP-30 Craca (Balanus sp.) Farol —

Observacies — A temperatura era amena. Leve brisa maritima. A ondulagfo era de 1 a 2 metros. Salienta-
se que na zona da praia mais concorrida (Praia) a abundéncia e diversidade de espécies era muito menor
do que na zona menos concorrida (Farol.). (—) ndo foram detectadas cianobactérias.

Na tabela anterior verifica-se que se encontraram cianobactérias planctonicas na
agua do mar colhida no farol (Figuras 3.67 e 3.68). Pode também constatar-se que, neste
local existe uma maior percentagem de amostras com cianobactérias bentonicas (13
amostras em 21) do que na zona da praia (3 amostras em 7), o que est4 de acordo com o
observado em relagdo a diversidade de espécies nos dois locais. Verifica-se também que
as cianobactérias foram detectadas nas amostras de rocha (Figuras 3.60, 3.61, 3.70, 3,71
e 3.72) Actinia equina (Figura 3.75), recife de Sabellaria alveolata (Figuras 3.76, 3.77
e 3.78), Balanus sp. (Figuras 3.62, 3.63, 3.64 ¢ 3.69), Mytilus sp. (Figuras 3.66 ¢ 3.80),
Patella sp. (Figuras 3.65), Lepidopleurus asellus (Figuras 3.73 e 3.74), Littorina sp.
(Figura 3.79) e Lepas sp. (Figura 3.81). Destaca-se, ainda, que apenas ndo foram

detectadas cianobactérias bentdnicas nas amostras de algas castanhas.
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Foram detectadas treze estirpes pertencentes & ordem Oscillatoriales, seis a

Chroococcales e trés a Nostocales (pertencentes ao género Chlorogloeopsis).

w

20 um 20 um \

¢
,
: L )

;*;_ &7 : :
Figura 3.60 — Cianobactéria possivelmente do género Figura 3.61 — Cianobactéria da ordem Oscillatoriales

encontrada na amostra SP-2,
IF — = =]

20 ym 20 ym

Figura 3.62 — Cianobactéria possivelmente do género Figura 3.63 — Cianobactéria do génerg Chroococcus
Chlorogloeopsis sp. encontrada na amostra SP-3. sp. encontrada na amostra SP-3. i

20 pm

Figura 3.64 — Cianobactéria da ordem Chroococcales Figura 3.65 — Cianobactérias das ordens Oscillatori-
encontrada na amostra Sp-3. ales na amostra SP-4.
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20 ym

Y

o

Figura 3.66 — Cianobactéria da ordem Oscillatoriales

encontrada na amostra SP-3.

Figura 3.67 — Cianobactéria da ordem Chroococcales
encontrada na amostra SP-7. - 3

1

20 ym

e

| -

20 ym

Figura 3.68 — Cianobactéria da ordem Oscillatoriales Figura 3.69 — Cianobactéria possivelmente do género

(seta) encontrada na amostraSP-7.

20 um

Figura 3.70 — Cianobactéria da ordem Oscillatoriales Figura

encontrada na amostra SP-13.

Chlorogloeopsis sp. encontrada na amostra SP-8.

—

3.71 — Cianobactéria da ordem Oscillatoria-
les encontrada na amostra SP-13
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Figura 3.72 — Cianobactéria do género Chroococcus
sp. encontrada na amostra SP-14.

Figura 3.73 — Cianobactéria do género Chroococcus
sp. encontrada na amostra SP-17.

20 ym

Figura 3.74 — Cianobactéria da ordem Oscillatoriales
encontrada na amostra SP-17.

Figura 3.76 — Cianobactéria do género Chroococcus
sp. encontrada na amostra SP-21.

Figura 3.75 — Cianobactéria da ordem Oscillatoriales
(setas) encontrada na.amostra SP-20,

Figura 3.77 — Cianobactéria da ordem Oscillatoriales
(seta) encontrada na amostra SP-21.
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Figura 3.78 — Cianobactéria da ordem Oscillatoriales Figura 3.79 — Cianobactéria da ordem Oscillatoriales
¢seta) encontrada na amostra SP-22. «u= encontrada na amostra SP-25. ,

\

Figura 3.80 — Cianobactéria da ordem Oscillatoriales  Figura 3.81 — Cianobactéria da ordem Oscillatoria-
encontrada na amostra SP-27. les encontrada na amostra SP-29.

Da andlise conjunta destas quatro tabelas ressalta o facto, tal como seria de
esperar, tendo em conta as caracteristicas destes organismos (previamente abordadas no
capitulo I, pag. 4 e 5), que lhes permitem colonizar os locais mais indspitos deste

planeta, de terem sido observadas cianobactérias em todas as praias.

v e

Para evitar erros, procedeu-se a identificagdo destes microorganismos até a
ordem. Este procedimento teve em conta os recursos existentes para este tipo de
investigagdo nos laboratdrios utilizados e, o facto de, para a maioria das estirpes, se ter
feito a identificacdo a partir de culturas, o que segundo RIPPKA et al., (1979), pode
levar a muitas ambiguidades e dificuldades. Por isso, essas identifica¢cbes ndo sdo

reconhecidas pelo Codigo de Nomenclatura Botanica. Um outro factor importante para
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uma identificagdo rigorosa € a detec¢do do composto 2-O-x-D-glucopyranosylglycerol
(glucosilglicerol), que € o principal composto osmorregulatorio sintetizado e acumulado
pelas cianobactérias marinhas (MACKAY et al., 1983), detecgdo essa que ndo foi
efectuada .

Assim, e de acordo com o atras exposto, constata-se que todas as cianobactérias
benténicas detectadas pertencem as ordens Chroococcales e Oscillatoriales e
Nostocales. No entanto, dentro das primeiras foi possivel identificar os géneros,
Synechocistis, ¢ Chroococcus, da segunda conseguiu distinguir-se os géneros,

Phormidium, € Spirulina e da terceira o género Chlorogloeopsis.

Tendo em conta as suas caracteristicas, as amostras recolhidas podem ser
agrupadas em trés grupos distintos: material inorgénico (rochas), organismos vivos com
concha, ou que constréem recifes para a sua protecgdo, fixos a um substrato (lapas,
cracas, mexilhdes, Lepidopleurus asellus, percebes, buzios, recife de Sabellaria
alveolata e Pomatoceros triqueter) e organismos vivos moles sem concha (algas,
anémonas e esponjas). Verifica-se que os materiais com maior percentagem de
colonizagdo sdo os pertencentes ao primeiro grupo (51,2 %), seguido dos pertencentes

ao segundo (43,1 %) e por fim dos pertencentes ao terceiro (23,8 %).

Tal constatagdo, no caso do primeiro grupo, é corroborada por WHITTON e
POTTS (1982). Segundo estes autores uma grande variedade de cianobactérias epiliticas
e endoliticas sdo comuns em praias rochosas de todo o mundo, particularmente naquelas
que apresentam substratos mole e porosos. E o caso das praias escolhidas para este
estudo, como foi abordado no capitulo I, paginas 22 a 26 (excepgdo feita a praia de
Espinho). Para além disso a maioria das rochas escolhidas estavam abrigadas da acgéo

das ondas que parece ser outro factor importante para a fixagdo destes microorganismos.

Os componentes do segundo grupo revelam também alta taxa de colonizagdo por
estes microorganismos, porque as suas conchas ou os seus recifes possuem substancias
carbonatadas que sdo substratos de elei¢@o para a fixagdo de cianobactérias endoliticas
(vide capitulo 1, pag. 12 a 14). Dentro deste grupo salienta-se o caso dos recifes de
Sabellaria alveolata uma vez que, em todas as amostras deste tipo de substrato, foram
detectadas cianobactérias. Esta constatagdo ja era esperada porque estes recifes,

constituidos por grios de areia e por sedimento orgénicos, proporcionam um local
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abrigado da ondulagfo, da dessecagio e da luminosidade intensa, sendo por isso locais

preferenciais para a fixag@o destes organismos.

O facto do terceiro grupo constituir um suporte pouco estdvel e como tal
inadequado a fixagdo destes organismos, pode justificar a fraca colonizagdo das
cianobactérias nestes substratos. Neste tipo de substrato, detectaram-se cianobactérias
apenas em algas verdes (E-10 e E-18), Fucus vesiculosus (FF-20) e em Actinia equina
(SP-20). Estes casos, tal como foi referido no capitulo I, paginas 14 e 15, podem estar

relacionados com associa¢des simbioticas.

Nas amostras de 4dgua do mar foram detectadas as ordens Oscillatoriales e
Chroococcales, que segundo FOGG (1982), s3io as mais representativas das

cianobactérias marinhas.

3.2 — ESTIRPES DE CIANOBACTERIAS CULTIVADAS

Embora todas as cianobactérias detectadas tenham sido isoladas com o maior
dos cuidados, apenas sete conseguiram desenvolver-se de forma satisfatdria, ou seja,
cresceram sem contamina¢do dando origem a uma massa algal que permitiu a realiza¢éo
de todos os testes toxicologicos previamente idealizados. Na tabela 3.6, apresentam-se
as estirpes cultivadas tendo em conta a praia e a amostra de onde foi recolhida, a sua

identifica¢do e a designacdo atribuida.

Tabela 3.6 — Estirpes de cianobactérias cultivadas.

Estirpe FFoto Designacio

Mira Oscillatoriales Figura 3.38

Figueira da Foz FF-15 Chroococcales Figura 3.49 B2
Espinho E-36 Chroococcales Figura 3.20 BS
Espinho E-8 Chroococcales Figura 3.4 B8 ‘

Mira M-20 Chroococcales  Figura337 B9

Figueira da Foz FF-36 Oscillatoriales Figura 3.57 B10

Figueira da Foz FF-9 Chroococcales Figura 3.48 B11

Constata-se que apenas uma das estirpes é plancténica (FF-36), sendo todas as
outras benténicas. Torna-se ainda evidente, da analise da tabela, que a percentagem de

estirpes pertencentes a ordem Chroococcales € bastante superior (71,5 %) a das
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pertencentes a Oscillaroriales (28,5 %). E curioso que cinco destas estirpes (71, 4 %)
sdio provenientes de recifes de Sabellaria alveolata, sendo as outras duas provenientes

da raspagem de Mytilus sp.(14, 3 %) ¢ de agua do mar (14,3 %).

Também se constata que a maioria das amostras provieram da praia da Figueira
da Foz (42,8 %), sendo as outras provenientes da praia de Mira (28,6 %) e da praia de
Espinho (28,6 %). Salienta-se que nenhuma das estirpes s3o oriundas da praia de Sdo
Pedro de Moel que, no entanto, apresenta percentagens de colonizago superiores as das

outras praias.

Noutra vertente as estirpes B2 ¢ B11 foram classificadas como pertencentes ao
género Synechocystis, em virtude de apresentarem células esféricas de pequenas
dimensdes, solitarias, sem mucilagem ou invélucro envelope mucilaginoso muito fino
(KOMAREK e ANAGNOSTIDIS, 1999). A estipe B10 pertence ao geénero
Phormidium, que €é caracterizada por apresentar tricomas delgados direitos ou
encurvados, envolvidos por uma bainha transparente que apenas se torna visivel quando
vazia, ndo apresentando ramificagdes. O hormogoénio ¢ libertado sem formagdo de

necridios e com movimentag¢io lenta (WILMOTTE, 1991).

Na tabela 3.7 encontram-se registados o aspecto de cada estirpe em cultura, os
tempos de isolamento (desde o inicio do isolamento até & obtengdo da biomassa), bem
como os dias em que se mantiveram em 500 ml ¢ 4000 ml de meio, a biomassa obtida e
para o caso das cianobactérias da ordem Chroococcales, o didmetro médio das células,

que poderia ser importante para a identificagdo destes organismos.
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Tabela 3.7 — Tempo médio e tipo de crescimento da cultura, biomassa obtida e didmetros médio das
células pertencentes & ordem Chroococcales.

Cultura  Cultura  Tempo Total

. . Tipo De Biomassa Diametro
lim IXm de

Estirpe Crescimento Obtida Das

S00 ml 4000 ml  Isolamento

(dias) (dias) (dias) Fm Cultura (mg) Células (M)

M D LD

Cor verde azulada
clara. Crescem fixas as
paredes do recipiente

Bl 39 30 285 formando  pequenos 796
aglomerados que se
tornam mais compac-
tos quando raspados.

Cor verde azulada
claro. Apresenta um

B2 43 36 197 aspecto  homogéneo, 494 1,10 0,17 0,05
sem qualquer agluti-
nagdo.
Cor verde azulada
escura.  Apresentam
um aspecto homogé-
neo, verificando-se
aglomeragbes que se
acumulam  principal-
mente na base do
recipiente.
Cor verde azulada
escura.  Apresentam
um aspecto homogé-
neo, verificando-se
aglomeragbes que se
acumulam principal-
mente na base do
recipiente.
Cor verde azulada
clara. Apresenta um
B9 24 40 120 aspecto  homogéneo. 627 2,36 0,31 0,10
Crescem fixas as pa-
redes do recipiente
Cor verde azulada
clara. Crescem for-
mando uma massa
homogénea que se
acumula no fundo do
recipiente

Cor verde azulada

claro. Apresentam um

B11 20 38 98 aspecto  homogéneo, 532 1,12 0,17 0,06
sem qualquer agluti-
nagéo.

Legenda — M — média; D.P. — desvio padrfio; E.P. — erro padréo.

B5 30 36 190 353 2,35 0,19 0,06

B8 35 30 217 866 1,34 0,17 0,05

B10 24 30 93 456

Da anélise da tabela 3.7, constata-se que o didmetro das células da estirpe B2
(1,10 pym), B8 (1,34 um) e B-11 (1,12 um), sdo muito semelhantes, 0 mesmo se

verificando para as estirpes B5 (2,35 pm) e B9 (2,36 ym).
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No que respeita ao aspecto macroscépico da cultura verificou-se que tanto a
estirpe B2 como a B9 ¢ a B11 apresentaram uma cor verde azulada clara com um
aspecto homogéneo, ndo se denotando qualquer aglutinagéo, apresentando, no entanto, a
B9 a particularidade de as células crescerem fixas a parede do recipiente. Ja as estirpes
B5 ¢ B8 apresentam uma cor verde azulada mais clara e um aspecto homogéneo,

destacando-se aglomeragdes no fundo do recipiente.

No caso das estirpes pertencentes a ordem Oscillatoriales, B1 € B10, ambas
apresentam uma cor verde azulada clara. No entanto a Bl forma pequenos aglomerados
fixos & parede que se tornam mais compactos, e por conseguinte mais escuros quando
raspados, enquanto a B10 forma uma massa homogénea que se acumula no fundo do

recipiente.

Ressalta ainda que o desenvolvimento destes organismos marinhos em
laboratério, desde a sua detecgdo até a obtengdo massa algal para os ensaios, foi
extremamente moroso, variando entre 93 dias (B10) e 285 dias (B1), e que a biomassa
obtida foi baixa quando comparada com as obtidas para cianobactérias de agua doce.
Este facto pode ser explicado por ndo terem sido criadas condigbes laboratoriais ideais
para o desenvolvimento correcto de cada estirpe. No caso da biomassa essa discrepancia
pode resultar ainda, para o caso das Chroococcales, do método de concentragio
utilizado ndo ter sido o mais eficiente, e para o caso das Oscillatoriales pelo facto, como
foi referido na tabela 3.7, destes organismos formarem pequenos aglomerados o que
dificulta o crescimento, pois as células que ficam no meio dos aglomerados tém

dificuldade em desenvolver-se (MARTINS, 1999).
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3.3 — TOXICIDADE DAS ESTIRPES CULTIVADAS

3.3.1 — Ensaios de toxicidade com murganhos

Para servir de controlo a estes ensaios foram utilizados apenas dois murganhos,
evitando-se desta forma, o sacrificio de animais bem como gastos desnecessérios. Na
tabela 3.8 estdo registados os pesos dos animais, a percentagem do peso do figado, o

tempo de sobrevivéncia e observagdes feitas apos a injecgdo.

Tabela 3.8 — Peso do murganho, percentagem do peso do figado e tempo de sobrevivéncia dos
murganhos utilizados como controlo.

Murganho Peso Percentagem Tempo
do do peso De

. - e Observacocs
Controlo  murganho (g) do figado sobrevivéncia (h) ¢

(0 o)

Apbs a ingestdio apresenta-
ram uma certa letargia,
retomando a actividade
normal ao fim de poucos
minutos

Apos a ingestdo apresenta-
ram uma certa letargia,
retomando a actividade
normal ao fim de poucos
minutos

Sacrificado apds
48

Sacrificado ap6s

B 234 7,6 48

Analisando a tabela 3.8 verifica-se, tal como era esperado, que nenhum dos
murganhos controlo morreu, no periodo de 48 horas que durou a experiéncia. Assim,
ap6s esse periodo procedeu-se ao sacrificio dos animais por asfixia pelo éter. Nos
primeiros minutos que se seguiram & injecgdo os dois murganhos revelaram uma certa
apatia, tendo no entanto recuperado rapidamente ao fim de poucos minutos. No decorrer

da autopsia todos os 6rgaos revelaram um aspecto macroscoépico perfeitamente normal.

Constata-se ainda que percentagem do peso do figado relativamente ao peso
total do animal foi muito semelhante nos dois casos, 7,8 % no murganho-A e 7,6 % no
murganho-B, valores esses normais para este tipo de animal, como se pode comprovar

através de trabalhos onde foi utilizada esta técnica.
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A analise histologica do figado controlo vem comprovar a observagdo
macroscopica feita durante a autopsia. O figado apresenta uma estrutura normal, sem

alteracdio dos hepatdcitos (ou dos seus nucleos), nem vestigios de hemorragias (Figuras
3.82 ¢3.83).

200 ym

Figura 3.82 — Corte histoldgico de figado de murganho utilizado
como controlo.

|l
u

30 pm

i i

Figura 3.83 — Corte histologico de figado de murganho utilizado
como controlo.
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A anélise das figuras 3.84 e 3.85 comprova o estado normal do intestino anterior
deste murganhos. Observam-se as células epiteliais das vilosidades intestinais
perfeitamente definidas sem nucleos picndticos. N&o se denota qualquer vestigio de

hemorragia nem infecgdo.

. .

Figura 3.84 — Corte histolégico de intestino anterior de murganho
utilizado como controlo.

—|}

Figura 3.85 — Corte histologico de intestino anterior de murganho
utilizado como controlo,
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As figuras 3.86 e 3.87 permitem visualizar um corte do intestino posterior
(Figura 3.86) e um corte do pulméo (Figura 3.87) com a sua estrutura inalterada e sem

hemorragias.

30 um

e

Figura 3.87 — Corte histologico de pulméo de murganho utilizado
como controlo
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As figuras 3.88 e 3.89 revelam um rim saudavel ndo se detectando hemorragias,
e observando-se os tibulos € os glomérulos sem qualquer retrac¢io (Figuras 3.88

€3.89).

200 um
Figura 3.88 — Corte histoidgico de rim de murganho utilizado como
controlo.
30 ym

|

Figura 3.89 — Corte histologico de rim de murganho utilizado como
controlo.
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Nas tabela 3.9 a 3.11 sdo apresentados os resultados do ensaio de toxicidade com
murganhos com as diferentes estirpes cultivadas. Ap6s cada tabela descreve-se o
aspecto macroscopico dos varios 6rgdos observados apds a autopsia, € procede-se a

analise histologica dos que apresentaram histopatologia.

Tabela 3.9 — Peso do murganho, volume injectado, concentragéio da solugdo injectada, percentagem do
peso do figado, tempo de sobrevivéncia dos murganhos e observagdes feitas apos a
injecgio com as estirpes recolhidas na praia de Espinho.

. , Peso
estirpe Vol. Tempo

Concent. Do
(mg/Kg) Murg.
(2)

do peso De Observagdes
do Figado Sebrev.

murg. Inj.
injeet. (ml)

ApoOs a injecgio revelou uma respi-

ragdo mais ofegante. Apresentou

uma certa letargia e olhos
semicerrados durante a experiéncia.

Apo0s a injecgdo revelou uma respi-

B 1 1500 37,10 46 26:10 ragdo mais ofe_gante. Apreseptou

uma certa letargia ¢ olhos semicer-_

26:40h a e

rados no decorrer da experiéncia. i

Sacrifi- Apresentou poucas dificuldades

cado embora o abdomen se revelasse um

B-5 A 1 1500 38,20 5,0 26:10h

Entre

B-8 A ! 1500 26 7.4 apés  pouco inchado. Olhos semicerrados.
48h
30:50 Apresentou uma certa letargia e
B-8 B 1 1500 26,8 7,2 3'2h olhos semicerrados durante a

experiéncia.

Os dois murganhos injectados com a estirpe B-5, morreram aproximadamente 26
horas apds a injecgdo. Macroscopicamente, o intestino anterior revelou um certo
congestionamento ¢ todos os outros Orgdos apresentaram um aspecto normal. Apds a
pesagem dos figados constatou-se que a percentagem destes orgdos em relagdo ao peso
corporal, apesar de apresentar um valor dentro dos pardmetros normais, era em média,

menor 2% do que o dos os murganhos controlo.

Histologicamente, todos os 6rgdos foram afectados. A nivel do intestino anterior
verificou-se nos dois murganhos um aumento do volume de ganglios ou placas de
Meyer que pode resultar de uma possivel infecgdo a nivel deste érgéo (Figura 3.90).
Verificou-se também a presenga de niicleos picnéticos nas células epiteliais das

vilosidades (Figura 3.91).
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- - ]
Figura 3.90 — Corte histologico do intestino anterior do murganho-B injectado com
a estirpe B-5. Destaca-se o desenvolvimento anormal das placas de Peyer (area

apontada pela seta).

30 um

i,

Figura 3.91 — Corte histolégico de intestino anterior do murganho-A injectado com
a estirpe B-5, onde se denotam os nuicleos picnOtiCOs (SEIAS). ...

Na anélise histologica dos pulmdes dos dois murganhos observou-se a perda da

organizagio tecidular na periferia do 6rgéo e algumas hemorragias (Figura 3.92).
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|

Figura 3.92 — Corte histolégico de pulmdo do murganho-B injectado com a estirpe
B-5, onde se notam varias hemorragias (setas).

A andlise histologica do figado dos dois murganhos, revelou hemorragias,

retracgdo de alguns hepatocitos bem como um desenvolvimento anormal de alguns dos

seus nucleos (Figura 3.93).

30 pm

o

e

G
i

Figura 3.93 — Corte histolégico do figado de murganho-A injectado com a estirpe B-5, onde se notam
vérias hemorragias (setas azuis), € o desenvolvimento anormal do niicleo dos hepatécitos (setas pretas).
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No caso do rim, a histologia revela hemorragias no limen dos tabulos e nos
glomérulos (Figura 3.94), retrac¢do (Figura 3.96) e picnose nas células dos glomérulos e

uma vacuoliza¢do das células da periferia. (Figura 3.95).

Figura 3.94 — Corte histolégico do rim de murganho-B injectado com 2

)

gstirpe B-5, onde se denotam varias hemorragias (setas pretas).

Figura 3.95 — Corte histoldgico do rim de murganho-B injectado com a;
estirpe B-5 destacando-se a vacuolizagdo das células da periferia.

Pagina - 74



RESULTADOS E DISCUSSAQ

Figura 3.96 — Corte histolégico de rim do murganho-A injectado
com a estirpe B-5, onde se salienta a retracgdo do glomérulo.

No caso dos murganhos injectados com a estirpe B-8, constata-se que um dos
murganhos n3o morreu durante o periodo da experiéncia, € o outro morreu
aproximadamente 30 horas depois da injecg¢do. A autopsia realizada revelou os
intestinos ligeiramente edemaciados, e no caso do murganho-B foi observado um
coagulo no exterior do figado e hemorragias ligeiras ao longo do abdémen. Todos os

outros 6érgdos alvo deste estudo, apresentaram um aspecto aparentemente saudavel.

Constatou-se, apds a pesagem do figado, que a percentagem deste o6rgdo em
relagdio ao peso corporal era muito semelhante aos valores obtidos para os murganhos

controlo.

A nivel histolégico, constatou-se que a estrutura dos pulmdes ndo tinha sido
afectada. Nos intestinos notavam-se algumas hemorragias no interior do limen das
vilosidades (Figura 3.97) e alguns sinais de picnose dos nucleos das células epiteliais
dessas estruturas. Verificou-se também um desenvolvimento anormal das placas de
Peyer que, como ja foi referido anteriormente, pode ser resuitado de uma possivel

infecgéo (Figura 3.98).

Pagina - 75



RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 3.97 — Corte histolégico do intestino anterior do murganho-A
injectado com a estirpe B-8. onde se pode observar uma hemorragia no limen
de uma vilosidade.

Figura 3.98 — Corte histologico do intestino anterior do murganho-B
injectado com a estirpe B-8, onde se destaca o desenvolvimento anormal das
placas de Peyer (area apontada pela seta).

No que diz respeito ao figado, foram detectadas algumas hemorragias (Figuras
3.99 e 3.100) e um alargamento dos canais sinusoidais (Figura 3.100). Verifica-se ainda
a degenerescéncia dos hepatdcitos e um desenvolvimento anormal dos niicleos de

algumas destas células.
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Figura 3.99 — Corte histologico do figado de murganho-B injectado
pela estirpe B-8, observando-se hemorragias (setas).

Figura 3.100 — Corte histologico do figado de murganho-B
injectado pela estirpe B-8, revelando a retracgfio dos hepatocitos
(setas azuis) ¢ hemorragias (setas pretas).

A analise histolégica do rim revelou uma degenerescéncia das células dos
tbulos situados nas zonas periféricas, proximo da capsula (Figura 3.101) e algumas

hemorragias.
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30 pm
-

Figura 3.101 — Corte histologico do rim de murganho-B injectado
com a estirpe B-8, salientando-se a degenerescéncia das células dos
tabulos da periferia.

Tabela 3.10 — Peso do murganho, volume injectado, concentragdo da solugdio injectada, percentagem do
peso do figado, tempo de sobrevivéncia dos murganhos e observagdes feitas apds a
injec¢do com as estirpes recolhidas na praia de Mira.

Peso

Concent. Do

(mg/Kg)  Murg.

(2)

o
L]

Tempo
do peso De Observagoces

Estirpe Vol.

murg. Inj.
inject. (mbh)

do Figado  Sobrey.

Sacrifi- Apresentou uma certa letargia e
B-1 A 1 1500 23,7 8,05 cado  olhos semicerrados. Sem vestigios
ap6s 48h  de diarreia.
Sacrifi- Apresentou uma certa letargia e
B-1 B 1 1500 26,5 6,26 cado  olhos semicerrados. Sem vestigios
ap6s 48h  de diarreia.
Revelou uma certa apatia (pros-

B-9 A 1 1500 25,7 53 34¢ taglo) e respiragdo ofegante. Intes-
34:30h . . n -
tino anterior ¢ estdmago dilatados.
45¢ Revelou uma certa apatia (pros-
B-9 B 1 1500 28 6,21 4530 h trado) e respiragdo ofegante. Intes-

tino anterior e estdbmago dilatados.

Para o caso dos murganhos injectados com a estirpe B-1, verifica-se que nenhum
morreu no decorrer do ensaio, razdo porque foram sacrificados 48 h ap6s a injecgdo.
Macroscopicamente todos os 6rgdos se apresentaram aparentemente normais. Apos a
pesagem do figado constatou-se que a percentagem deste 6rgdo em relagdo ao peso
corporal, no caso do murganho-A era ligeiramente superior aos dos animais controlo,
enquanto que do murganho-B, apresentava um valor ligeiramente menor. No entanto,

sdo valores que se encontram dentro dos parametros normais.
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Histologicamente, ndo se verificaram quaisquer alteragdes a nivel dos intestinos
e dos pulmdes. Nos rins apenas se observaram alguns sinais de hemorragia (Figura

3.102).

% s

Figura 3.102 — Corte histologico do rim de murganho-A injectado
pela estirpe B-1, revelando hemorragias.

A nivel do figado verificou-se a presenga de canais sinuséidais dilatados e a

destrui¢do de alguns hepatocitos (Figura 3.103).

30 um

Figura 3.103 - Corte histologico do figado de murganho-B
injectado pela estirpe B-1, onde se notam os canais sinusoidais
dilatados.
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Nos animais injectados com a estirpe B-9, verifica-se que o murganho-A,
resistiu mais tempo (cerca de 34 h apds a injecgdo) do que o B (cerca 45 h apos a
injec¢dio). Macroscopicamente todos os Orgdos estavam aparentemente normais, a
excep¢do dos intestinos, que se apresentavam bastante dilatados em ambos os
murganhos. Em relagdo ao peso do figado, a percentagem deste 6rgdo em relagdo ao
peso corporal foi, no caso do murganho-A cerca de 2% inferior as dos valores obtidos
para os murganhos controlo, enquanto que o do murganho-B, apresentou um valor cerca

de 1% inferior, ndo deixando de ser valores dentro dos pardmetros normais.

Histologicamente, ndo se verificaram quaisquer alteragdes a nivel dos pulmdes e
dos intestinos. No figado apenas se observam que alguns vasos sanguineos
congestionados. A nivel dos rins detectam-se vacuolizagdes e degenerescéscias das

células dos tibulos nas zonas periféricas (Figura 3.104).

Figura 3.104 — Corte histolégico do rim do murganho-B injectado com a
estirpe B-9, onde se destaca a vacuolizagfio das células dos tibulos da
periferia.
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Tabela 3.11 — Peso do murganho, volume injectado, concentragdo da solugdo injectada, percentagem do
peso do figado, tempo de sobrevivéncia dos murganhos e observagdes feitas apos a
injecgdio com as estirpes recolhidas na praia de Figueira da Foz.

. ; Peso -
estirpes Vol. Yo I'empo

Coneent. Do
(mg/Kg) Murg.
)

do peso De Observagdes
do Figado  Sobrev.

murg. Inj.
inject. {(ml)

Apos a injecgdo revelou uma respi-
Entre ragio mais ofegante. Apresentou
B-2 A 1 1500 38,4 44 16:30e uma certa letargia ao longo da
20h  experiéncia, bem como os olhos
semi-cerrados. Apresentou diarreia.
Ap0s a injecgdo revelou uma respi-
ragio mais ofegante. Apresentou
Entre uma certa letargia ao longo da
B-2 B 1 1500 37,9 4,7 16:30 e  experiéncia, bem como os olhos
20h  semi-cerrados. Trés horas apés a
injec¢do denotava principios de
diarreia.

Apos a injecgfo revelou uma respi-
Entre ragdo mais ofegante. Apresentou
B-10 A 1 1500 22,6 5,79 17:20e uma certa letargia ao longo da
21:20h experiéncia, bem como os olhos

semi-cerrados.
Ap6s a injecgdo revelou uma respi-
ragdo mais ofegante. Apresentou
B-10 B 1 1500 26,1 6,89 26:15h uma certa letargia ao longo da
experiéncia, bem como os olhos

semi-cerrados.
Apés a injecgdo revelou uma respi-
Sacrifi- ragfio mais ofegante. Apresentou
B-11 A 1 1500 24,7 7,08 cado uma certa letargia ao longo da
ap6s 48 h experiéncia, bem como os olhos

semi-cerrados.
Apés a injecgo revelou uma respi-
Sacrifi- raglio mais ofegante ¢ uma certa

B-11 B 1 1500 24,5 7,6 cado  letargia. A partir das 6 horas ap6s a
ap6s 48 h injecglio, passou a ter um
comportamento normal.

No que diz respeito aos murganhos injectados com a estirpe B-2, verifica-se que
ambos morreram entre 16:20 h e 20 h apos a injecgdo. Macroscopicamente apenas 0s
intestinos se apresentaram congestionados, tendo todos os outros 6rgdos apresentado um
aspecto saudavel. Apds a pesagem do figado constatou-se que a percentagem deste
6érgdo em relagdo ao peso corporal - apesar de ser um valor que se encontra dentro dos
pardmetros normais - era, em média, 2% menor do que os valores obtidos para os

murganhos controlo.

Nio se verificou patologia histolégica a nivel dos pulmdes e do figado. Nos

intestinos, observou-se que muitas das vilosidades estavam destruidas (principalmente
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das

no murganho-A) e que os nucleos células epiteliais dessas estruturas se

apresentavam picnoéticos (Figura 3.105).

Figura 3.105 — Corte histologico do intestino anterior do murganho-
B injectado pela estirpe B-2, onde se evidenciam os nucleos
picnéticos das células epiteliais das vilosidades (setas).

Nos rins constatou-se uma retrac¢do dos glomérulos (Figura 3.107) e uma
degenerescéncia do citoplasma das células dos tubulos, bem como picnose dos seus

nucleos (Figura 3.106).
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Figura 3.106 — Corte histologico d

o rim do murganho-A injectado

£ |

com a estirpe B-2, onde se destaca a picnose dos micleo e a
degenerescéncia do citoplasma das células dos tabulos.

Pégina - 82



RESULTADOS E DISCUSSAO

G,
9
£

s

Figura 3.107 — Corte histolégico do rim do murganho-B injectado
com a estirpe B-2, salientando-se a retracgéio dos glomérulos.

Para o caso dos murganhos injectados com a estirpe B-10, o designado por A
morreu entre as 17:20 h e 21:20 h ap6s a injec¢do enquanto que o murganho-B morreu
apds 26:15 h. Macroscopicamente os pulmdes e os rins ndo apresentavam aspecto que
revelasse qualquer patologia. O figado apresentou-se palido e o intestino avermelhado e
congestionado € no murganho-B constataram-se ainda, hemorragias ligeiras a nivel

toracico.

Apo6s a pesagem do figado constatou-se que a percentagem deste 6rgdo em
relagdo ao peso corporal, no caso do murganho-B era muito semelhante aos dos
murganhos controlo, enquanto que o murganho A apresentava um peso cerca de 2%

menor, valores dentro dos pardmetros normais.

Histologicamente, ndo se observaram alteragdes a nivel dos pulmdes. No
intestino anterior verificou-se uma destrui¢do completa de toda a estrutura tecidular
(Figura 3.108) destacando-se a destruigdo fisica das vilosidades e das gléndulas de
Lieberkiihn.
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L R : N

Figura 3.108 — Corte histologico do intestino do murganho-B
injectado com a estirpe B-10, salientando-se a destrui¢fio de toda a
estrutura tecidular.

O figado apresentou uma degenerescéncia generalizada do citoplasma dos

hepatécitos que aumentou o espago dos canais sinusoéidais (Figura 3.109).

30 um

i?igura 3.109 — Corte histologico do figado do 'murganlrxwo-A
injectado com a estirpe B-10, salientando-se o aumento do espago
dos canais sinuséidais,
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Nos rins observaram-se hemorragias, a separagdo dos tibulos, a retrac¢do dos

glomérulos e picnose dos nucleos das suas células (Figura 3.110).

200 um

Figura 3.110 — Corte histologico do rim do murganho-A injec-
tado com a estirpe B-10, salientando-se a separagdo dos tubulos.

Nenhum dos murganhos injectados com a estirpe B-11, morreu no decorrer do
ensaio, raziio porque foram sacrificados 48 h apos a injec¢do. Macroscopicamente todos
os Orgdos se apresentaram aparentemente normais. Apds a pesagem do figado
constatou-se que a percentagem deste 6rgdo em relagdo ao peso corporal, era muito

semelhante a dos murganhos controlo.

Histologicamente, ndo se verificaram alteragdes a nivel dos intestinos e dos
pulmdes. O figado apresentou uma ligeira degenerescéncia dos hepatocitos. O 6rgdos
mais afectados foram os rins que se apresentaram com algumas hemorragias (Figura

3.111).

Figura 3.111 — Corte histolégico do rim do murganho-B injectado
com a estirpe B-11, salientando-se as hemorragias.
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Da anélise conjunta dos resultados constata-se que todas as estirpes cultivadas
evidenciaram, com maior ou menor intensidade, toxicidade para o murganho, a qual
teve por consequéncia, nos casos mais graves, a morte, € nos casos mais ligeiros,
alteragdes histopatolégicas a nivel dos rins, do figado, do intestino anterior, num caso,

dos pulmdes.

Ap6s a administragiio dos extractos de cianobactérias, todos os murganhos
manifestaram quadros sintomatologicos semelhantes, que se caracterizaram por apatia,

respiragdo ofegante, olhos semicerrados, e nalguns casos, evidéncia de diarreia.

A apatia, que nalguns casos se traduziu em inanigfo, sugere a possibilidade de as
toxinas responsaveis serem do tipo hepatotéxico, uma vez que, como foi referido no
capitulo I, pagina 20, os sintomas de envenenamento por estas substincias sdo:
prostra¢do, anorexia, vomitos, dores abdominais e diarreia. No entanto, a andlise
histopatolégica ndo revela efeitos provocados por este tipo de toxinas, que afectam
preferencialmente o figado, uma vez que os drgdos mais afectados sdo os intestinos e os

rins.

Os fenémenos de diarreia podem indiciar a actuagdo de substancias do tipo da
lyngbiatoxina-A, aplisiatoxina ou debromoaplisiatoxina, que sdo conhecidas por

provocarem, em casos de intoxicagdo, graves problemas gastrointestinais.

A anilise dos cortes histologicos do rim revelou, de forma geral, retrac¢do dos
glomérulos, picnose, hemorragia e degenerescéncia das células epiteliais dos tiibulos.
Segundo Lambert ef al. (1994), nos casos de intoxicag@o por microcistinas, apesar de se
notarem maiores danos no figado, também foram detectadas alteragdes no rim. Subsiste,
no entanto, a duvida de saber se estas altera¢des estfio relacionadas com a acgdo directa

das toxinas ou se resultam das lesdes hepaticas (MARTINS, 1999).

Na observagdo histolégica do figado detectaram-se efeitos toxicos que se
traduzem no aumento do tamanho do nicleo de alguns hepatdcitos, € em alguns casos,
na degenerescéncia tecidular. Esta situagdo nfo estd descrita para intoxicagdes por
microcistinas ou nodularinas em mamiferos, mas foi relacionada com a ac¢éo de outras

hepatotoxinas naturais com as aflatoxinas (Wales, 1967, in MARTINS, 1999).
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Uma outra observagdo que vem de acordo ao atrds descrito € o facto de ndo se
ter observado em nenhum murganho o aumento do peso do figado que é um dos

sintomas mais evidentes em caso de intoxica¢des por microcistinas ou nodularinas.

No que respeita ao intestino, as histopatologias mais frequentes foram,
hemorragias, picnose do nucleo das células epiteliais das vilosidades, edemas das
vilosidades, picnose, e para alguns casos, a destruicdo de toda a estrutura tecidular.
Segundo Hamano et al. (1986) e Lange et al. (1990), as toxinas do tipo DSP,
nomeadamente o 4acido ocadaico, actuam destruindo o epitélio do intestino delgado,
com edema da ldmina prépria e das vilosidades (MARTINS, 1999). Também segundo
ITO e NAGAI (1999), intoxica¢des por aplisiatoxina causam histopatologias ao nivel

do intestino.

Por fim verificou-se que a estirpe B-5, causou histopatologias a nivel dos
pulmdes, que se traduziram por algumas e a perda da organizagdo tecidular. ITO e
NAGAI (1999), constataram que a aplisiatoxina causa danos a nivel dos pulmdes,

originando hemorragias.
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3. 3.2 - Ensaios com artémia

Na tabela que se segue estdo expressos os resultados obtidos a partir dos ensaios
em artémia.

Tabela 3.12 — Resultados dos ensaios com artémia ao fim de 48 h de exposi¢fo aos extractos de
cianobactérias.
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Analisando a tabela 3.12, verifica-se logo a partida que nfo ocorreu mortalidade
nos pocos controlo, € que apenas a estirpe B-1 (concentragdo 100%) provocou

mortalidade nas artémias.

Os microcrustiaceos, pela sua posigdo tréfica - alimentando-se de detritos,
bactérias, protozoarios, rotiferos e fitoplancton, e por sua vez, servindo de alimento a
insectos, macroinvertebrados e peixes - tém-se revelado bons indicadores ecoldgicos,
pois reflectem as alteragles sofridas pelo meio designadamente os resultados da
presenga de agentes poluidores (COELHO, 1993).
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Tendo em consideragfo o atras expresso, ndo admira o crescente interesse, por
parte comunidade cientifica, em estudos que abordam a influéncia das cianobactérias
sobre o zooplancton. Neste trabalho, como foi referido, vai dedicar-se mais atengdo a

influéncia das cianobactérias na artémia.

Tém sido realizados testes com estes organismos, no intuito de poderem
constituir métodos rapidos para detectar a possivel hepatotoxicidade e neurotoxicidade
de florescéncias de cianobactérias em aguas doces. Estudos de Campbell et al. (1994),
mostraram haver uma boa correlagdo entre a concentragfio da hepatotoxina microcistina-
LR e a mortalidade de artémia. Lathi et al. (1995), mostraram existir uma boa
correlagdo entre a concentra¢do de hepatotoxinas e a mortalidade de larvas de artémia,
tendo também demonstrado a sensibilidade destes organismos a neurotoxinas

(MARTINS, 1999).

Também existem trabalhos em que foi testada a possivel toxicidade de
cianobactérias de origem marinha face a artémia, como por exemplo o efectuado por
SMITH (1996), no qual o autor verificou que florescéncias de Oscillatoriales eram
toxicas para artémia, ou os realizados por HAWSER et al. (1992), que lhe permitiram

verificar a toxicidade de Trichodesmiun thiebautii para artémia.

Da analise dos resultados pode inferir-se que apenas a estirpe B-1 ¢ ligeiramente
toxica para artémia em situagdes agudas, originando uma mortalidade média de 25 %
para concentragdes de 10 mg/ml. Tal permite corroborar os estudos Campbell et al.
(1994) e de Lahti et al. (1995), atras referidos, uma vez que a estirpe acima referida foi
a que apresentou valores mais elevados de microcistina através do método E.L.I.S.A.
(tabela 3.13).
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3.3.3 - Ensaio imunolégico E.L.L.S.A.

Na tabela 3.13, estdo descriminados os resultados do ensaio imunolégico
E.LILS.A.

Tabela 3.13 — Resultados obtidos através do
ensaio E.L..S.A. das estirpes de cianobactérias
cultivadas.

MICROCISTEINAS

CODIGO  ESTIRPE

(ng/mg)

B10 s
B-11 FF-11 0,670

A tabela 3.13 sintetiza os resultados obtidos na detec¢fio e quantificagiio de
microcistinas pelo método imunolégico E.L.I.S.A. Constata-se que ndo foram
encontradas microcistinas nas estirpes B-2, B-8, B-10, tendo os valores encontrados nas

outras estirpes variado entre 0,115 ng/mg e 0,810 ng/mg.

Os valores encontrados ndo sdo muito significativos quando comparados com os
trabalhos realizados com cianobactérias de agua doce, como por exemplo, os trabalhos
de VASCONCELOS (1995), que obteve valores de microcistina que variaram entre 0s
2,1 ug/mg e 11,3 pg/mg. Tal facto permite inferir que este tipo de toxinas néo terdo sido
as principais responsaveis pelas intoxicagdes verificadas em murganhos, podendo no

entanto ter alguma relagdo com a mortalidade ocorrida na artémia.
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IV - CONCLUSOES

Os resultados obtidos, durante o periodo em que decorreu o trabalho, permitem

retirar as seguintes conclusdes:

As praias de Espinho, Mira, Figueira da Foz e Sdo Pedro de Moel sdo

colonizadas por cianobactérias pertencentes as ordens Chroococcales e Oscillatoriales.

Em todas as praias foram detectadas cianobactérias, com uma taxa de ocorréncia
de 35,9 % para a Praia de Espinho; 50,0 % para a Praia de Mira; 36,8 % para a Praia da
Figueira da Foz e de 56,6 % para a Praia de Sdo Pedro de Moel.

Nas praias estudadas, com excep¢do da Praia de Mira, foram detectadas
cianobactérias planctonicas, com particular relevo para a Praia da Figueira da Foz onde

a percentagem de ocorréncia ascendeu aos 100%.

Os materiais recolhidos para detecgdo de cianobactérias bentonicas podem ser
agrupados em trés grupos distintos: material inorgénico (rochas); organismos vivos com
concha ou que constroem recifes para sua protec¢do, fixos a um substrato (lapas, cracas,

recifes de sabellaria, etc.); organismos vivos sem concha (algas, anémonas, etc.).

O primeiro grupo apresentou as taxas de ocorréncia mais elevadas porque
constitui o substrato ideal para a fixagfo destes microorganismos, por um lado, pela sua
natureza calcéria, e por outro, devido ao facto de as rochas escolhidas se encontrarem ao

abrigo da ondulagdo.

No segundo grupo destacam-se os recifes de sabellaria que apresentaram uma
taxa de ocorréncia de 100%, em virtude de este tipo de substrato, constituido por areias

e sedimentos orginicos, proporcionarem um local de eleigio para as cianobactérias.

Os constituintes do terceiro grupo apresentaram taxas de ocorréncia baixa, uma
vez que constituem um suporte pouco estavel, e portanto inadequado a fixagdo destes
organismos. A presenga de cianobactérias em algas e anémonas pode estar relacionado

com associa¢des simbidticas.
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A cultura destes organismos em laboratdrio é extremamente dificil e morosa, o
que permite concluir que as condi¢des de luminosidade, temperatura e nutritivas

proporcionadas ndo sdo as ideais.

Todas as estirpes que se conseguiram cultivar e testar mostraram ser téxicas para
os murganhos, causando um quadro sintomatologico — apatia, alterages respiratorias

(respiragdo ofegante), diarreia — que podem levar & morte.

A andlise macroscopica dos orgdos, efectuada apos autdpsia, permitiu constatar
que o mais afectado € o intestino, embora tenha sido observado, num caso, alteragdo do

figado.

Todas as estirpes causaram alteragdes histopatolégicas no intestino,
particularmente na regido anterior, que se manifestaram, em alguns casos, pela
destrui¢do da estrutura tecidular, reacg¢des inflamatérias, aparecimento de nucleos
picnoticos nas células epiteliais das vilosidades e hemorragias. Estes disturbios sugerem
a produgdo de toxinas diarreicas que poderdo ser do grupo das DSP, nomeadamente o

acido ocadaico.

No rim, as alteragBes histopatologicas observadas foram: retrac¢do dos
glomérulos, hemorragias, picnose, vacuolizagio e degenerescéncia das células epiteliais
dos tubulos mais periféricos. Este ultimo efeito evidencia a provéavel acgéo das toxinas a

partir da periferia do 6rgéo.

Os efeitos histopatologicos a nivel do figado manifestaram-se no aumento do
tamanho do niicleo de alguns hepatdcitos, na degenerescéncia destas células € em

hemorragias.

O pulmio foi o 6rgdo menos afectado tendo-se, num caso, verificado alteragdes
histopatolégicas que se traduziram na perda de organizagio tecidular periférica e

hemorragias.

Apenas uma das estirpes mostrou certo grau de toxicidade para artémia, em

concentragdes de 10 mg/ml.
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Através do ensaio E.L.I.S.A. foram detectadas microcistinas apenas em quatro
estirpes. Os valores encontrados sfio muito inferiores aos obtidos para cianobactérias de

agua doce.

A sintomatologia apresentada por alguns animais sugerem intoxicagdo por
neurotoxinas. No entanto, estas substincias parecem ser diferentes das produzidas pelas
cianobactérias de agua doce, uma vez que se verificaram tempos de sobrevivéncia

superiores.
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V — CONSIDERACOES FINAIS

E do conhecimento comum, tal como foi referenciado no capitulo I, que as
cianobactérias sdo dos seres vivos mais antigos e mais ubiquos do planeta Terra que
podem, em especial nas aguas doces, formar florescéncias na presenga de grandes
cargas orginicas, principalmente sob a forma azotada ou fosfatada, provenientes de
esgotos domésticos ou industriais e da actividade agricola em condi¢des de
temperaturas elevadas e alta luminosidade (VASCONCELOS e ARAUIJO, 1994). |

Nestas condi¢Oes estes microorganismos tornam-se mais competitivos porque
possuem a capacidade de fixar azoto atmosférico, e porque evoluiram de modo a
controlar a sua flutuabilidade através de vactiolos especiais (aerossomas) que podem
encher com azoto para controlar a posi¢do. Esta propriedade permite-lhes
movimentarem-se verticalmente de forma a optimizarem o seu desenvolvimento (in site

http://www.hc-sc.gc.ca/ehp/dhm/catalogue/generale /votre_sante/algeaf.htm).

O facto de terem sido encontradas cianobactérias em todas as praias amostradas,
aliado ao facto de todas as cultivadas e testadas apresentarem toxicidade, revela a
importdncia de possiveis risco para a saide humana. Embora se saiba que o
aparecimento de florescéncias ¢ mais comum em aguas tropicais e sub-tropicais, onde
as condi¢bes de temperatura e luminosidade sfo mais favoraveis do que nas aguas
temperadas, convém ndo esquecer que, devido a falta de consciéncia ecologica por parte
das poténcias mundiais, o aumento da temperatura média ambiente ¢ uma realidade que
pode alterar as condi¢des climatéricas mundiais. Além disso, a qualidade das 4guas das
costas portuguesas, apesar de todas as directivas da U.E. e de todo o “esfor¢o” por parte
das entidades responsaveis, continua a diminuir gragas ao aumento da carga nutritiva

proveniente de esgotos urbanos sem tratamento.

O risco da possivel ocorréncia de florescéncias nas aguas das praias portuguesas
pode causar, por um lado, grandes prejuizos econémicos a nivel de turismo, pois

durante estas florescéncias o aspecto das aguas torna-se pouco atractiva para os
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banhistas, por outro, como ja foi referido ao longo do sub-capitulo 1.4, as cianobactérias
marinhas produzem toxinas que podem causar graves danos a saude humana (agudos ou
crénicos) quer por contacto directo, quer através da ingestdo de organismos filtradores

ou predadores destes organismos.

Este trabalho prossegue a investigagdo de MARTINS (1999), que efectuou
estudos nas praias da zona norte portuguesa, sugerindo que este tipo de monitorizagéo

deveria continuar a ser feito ao longo das praias da zona centro, sul, ¢ ilhas.

Naturalmente dever-se-ia estender este tipo de monitorizagio a toda a costa
portuguesa no intuito de conhecer as estirpes com possivel toxicidade, no sentido de

prevenir possiveis prejuizos.

Noutra vertente, seria extremamente interessante tentar encontrar as condigdes
ideais ao crescimento em cultura, para cada cianobactéria identificada, no intuito de se
obter biomassa para efectuar estes e outros testes toxicolégicos, como por exemplo

testes com organismos filtradores, predadores, testes de bioacumulagéo, etc.

Também poderia ser muito interessante efectuar ensaios celulares ou

enzimaticos que permitem detectar compostos com actividade farmacologica.
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