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RESUMO

A ocorréncia de floragcdes de cianobactérias ¢ relatada comumente em diversos paises
inclusive no Brasil, onde as diversas espécies podem causar impactos negativos sobre a
qualidade da agua podendo liberar toxinas, causar gosto e odor desagradaveis além de
deteriorar sua qualidade. No presente trabalho foi avaliada, em julho de 2009, a presenca de
cianobactérias e cianotoxinas, por meio da metodologia ELISA e bioensaio em camundongos,
no lago ornamental do Ouro Minas Grande Hotel de Termas de Araxd. Apesar de ser
detectada a presenga em grande numero de Anabaena planctonica, a cepa ndo se mostrou
toxica apds serem realizados ensaios de toxicidade. Entretanto, novas floragdes no local
podem tornar a 4rea um risco para a populacdo uma vez que utilizam a agua para pesca e
recreacdo, com danos em curto prazo como irritagdo na pele ou em longo prazo no caso de

pesca. A partir disso, ¢ necessario realizar o monitoramento constante dessas floragoes.

Palavras-chave: Saxitoxina; ELISA; Bioensaio; Ouro Minas Grande Hotel e Termas de
Araxa.

ABSTRACT

Several occurrences of cianobacteria blooms are commonly reported in many countries
including Brazil, where a large amount of species can cause negative impacts on the water
quality, releasing toxins, causing bad taste and also some unpleasant smell. During the
elaboration of this work, the water of Ouro Minas Grande Hotel Termas de Araxa lake’s was
analyzed with ELISA and mouse bioassay procedures. Despite the occurrence of a large
amount of Anabaena planctonica, the strain was not toxic. Anyway, new local blooms can be
a risk to the population, since that the water is used to fishing and recreation, causing damages
like skin irritation and also long-term problems resulting from fish ingestion. With that in

mind, a constant monitoring of the water would be the most prudent decision to make.
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INTRODUGAO

Consideragodes iniciais

A agua ¢ um elemento essencial para que a vida exista na Terra, pois nenhum processo
metabodlico ocorre sem sua acdo direta ou indireta. A qualidade da agua estd intimamente
relacionada a manutencdo da integridade bioldgica dos ecossistemas aquaticos. Assim como
para os demais animais, o uso humano também depende da boa qualidade da 4gua, que deve
atingir condigdes minimas para que possa ser ingerida (TONIETTO, FONSECA &
GUIMARAES, 2008).

Nos ultimos anos, entretanto, varios ecossistemas aquaticos encontram-se eutrofizados
devido, dentre outras causas, ao rapido e desordenado crescimento e ocupagdo populacional
(TONIETTO, FONSECA & GUIMARAES, 2008). Segundo Azevedo e Branddo (2001) a
utilizacdo extensa de fertilizantes na agricultura, a descarga de esgotos industriais e
domésticos sem nenhum tratamento causa mudancas na qualidade da agua, tais como: reducao
de oxigénio dissolvido, aumento do custo de tratamento da &gua para consumo humano
quando se trata de manancial de abastecimento publico, morte extensiva de peixes,
decréscimo na diversidade de espécies da comunidade fitoplanctonica e aumento da
incidéncia de floracdo de microalgas, especialmente de cianobactérias gerando a chamada

eutrofizag¢do. (TUNDISI & TUNDISI, 1992).

Eutrofizagdo ¢ o aumento da produgdo primaria em sistemas aquaticos como conseqiiéncia da
elevacdo dos niveis de nutrientes, principalmente compostos nitrogenados e fosfatados. Este
pode ser um processo natural ou artificial (ag@o antropica). Quando natural, é lenta e continua
e resulta do aporte de nutrientes trazidos pelas chuvas e pelas aguas superficiais que lavam a
superficie terrestre. O processo ¢ dindmico e leva a modificagdes qualitativas e quantitativas
na comunidade aquatica, nas caracteristicas quimicas e fisicas do meio e, principalmente, no
nivel de producdo. Quando ocorre artificialmente pelas diversas maneiras ja citadas
anteriormente, pode indicar um problema de poluicdo na dgua. Uma das conseqiiéncias da
eutrofizagdo ¢ o crescimento exacerbado de cianobactérias nos corpos d’adgua, fendmeno

conhecido como floragao ou blooms (ESTEVES, 1998).
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Floragdes de cianobactérias representam um dos impactos negativos sobre a qualidade da
agua, podendo causar gosto e odor desagradaveis e liberagdo de toxinas, deteriorando sua

qualidade (TONIETTO, FONSECA & GUIMARAES, 2008).

d

Fig. 01: Exemplo de floracdo de Cianobactéria em manancial - MG.
Foto: Fernando Jardim

Intoxicagdes de populagdes humanas pelo consumo de dgua contaminada por cepas toxicas de
cianobactérias ja foram descritas em paises de todo o mundo como Austrdlia, Inglaterra,
China e Africa do Sul (FALCONER, 1994). No Brasil, ja foram registrados in(imeras
ocorréncias de floracdes de cianobactérias em mananciais de abastecimento, nas regides
Norte, Nordeste, Sudeste e Sul (FERNANDES et al., 2005). JARDIM et al. (2000),
verificaram a ocorréncia de cianobactérias potencialmente toxicas em varios mananciais do

Estado de Minas Gerais.

O primeiro caso confirmado cientificamente sobre a toxicidade das cianobactérias ocorreu em
Caruaru (PE) em 1996, quando aproximadamente 60 pacientes renais cronicos submetidos a
hemodialise faleceram em decorréncia da intoxicagdo hepatica por uma cianotoxina
denominada microcistina (AZEVEDO, 1998). Outro episédio que se destacou, foi a
ocorréncia de 2000 casos de gastroenterite, sendo que 88 resultaram em morte, na regido de

Paulo Afonso, BA (TEIXEIRA et al., 1993).

Para o manejo dos recursos hidricos, o conhecimento da quantidade e distribui¢do de
cianobactérias toxicas e nao toxicas ¢ essencial. Floragdes destes organismos podem causar

danos a qualidade da agua, como a deplecao de oxigénio dissolvido e conseqiientemente
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morte de peixes, prejuizos estéticos (lazer), e impalatabilidade e/ou ndo potabilidade da agua

(VICENT et al., 2004).

Cianobactérias

Cianobactérias ou cianoficeas sdo microorganismos autotrofos, procariontes sendo a
fotossintese sua principal fonte para obtencdo de energia e manutengdo metabolica. Seus
processos vitais requerem agua, gas carbonico e substincias inorganicas como nitrogénio e

fosforo (CARNEIRO & LEITE, 2008).

O nome popular desses organismos, “algas azuis”, vem da coloracdo verde-azulada das
células quando vistas ao microscopio. Isso acontece porque suas células contém diferentes
pigmentos fotossintéticos, tais como clorofila @ — que dé coloragdo esverdeada-, ficocianina
que ¢ azul e algumas espécies possuem também um pigmento vermelho, a ficoeritrina

(SANT’ANNA et al, 2006). Sua reproducao ¢ assexuada, por simples divisdo da célula.

Cianobactérias sdo representantes de um grupo de seres vivos muito antigos, provavelmente,
sd0 os primeiros organismos fotossintetizantes com clorofila-a. De acordo com registros
fosseis, surgiram na Terra hd mais de 3,5 bilhdes de anos sendo que sua grande proliferagao
ocorreu ha cerca de dois bilhdes de anos. Possivelmente, foram as responsaveis pelo acimulo
de O, na atmosfera primitiva, o que possibilitou o aparecimento da camada de Ozo6nio (Os),
que retém parte da radiacdo ultravioleta, permitindo a evolucdo de organismos mais sensiveis

a radiacdo UV (CHORUS & BARTRAM, 1999).

As cianobactérias podem viver em diversos ambientes e condigdes extremas. Podem ser
terrestres, de agua doce, salobra ou marinha, além de aparecerem em habitats como fontes
termais (em temperaturas de até 74°C), neve (em temperaturas proximas e abaixo de 0°C) e

deserto (SANT’ANNA et al, 2006).

A morfologia basica das cianobactérias compreende formas unicelulares, coloniais e
multicelulares filamentosas, podendo estas serem ou nao ramificadas e portadoras ou nao de
células especializadas, os heterocitos que sdo responsaveis por armazenar nitrogénio do ar
(Figura 02). Muitas espécies de cianobactérias possuem vesiculas de gas que sdo inclusdes

citoplasmaticas capazes de proporcionar regulacdo na flutuacdo e sdo estruturas cilindricas
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que se enchem de gés. A sua funcdo ¢ dar as espécies planctonicas um importante mecanismo
ecologico de serem capazes de ajustar a sua posi¢ao vertical na coluna de agua (MUR et al.
1999).

— [
| .‘J - P
SATENEGRST = o e D AT tw D

Fig. 02: Evidéncia de heterocito terminal em cianobactéria da espécie Cylindrospermopis
raciborskii 400x.
Foto: Patricia Couto

Floracdes de cianobactérias além de provocar desequilibrios ecologicos, podem produzir
gosto e odor desagradavel (metabdlitos como a geosmina e o 2-methylisoborneol) na 4agua e
também produzir toxinas (SANT’ANNA ef al,. 2006). A liberagdo de toxinas ¢ uma
importante preocupa¢do sanitdria, uma vez que as toxinas ndo podem ser retiradas pelos
sistemas de tratamento de Adgua tradicionais e nem pela fervura. A produgdo de tais
substancias possui um carater de defesa contra a predagdo, mas com a proliferacdo das
cianobactérias nos mananciais de agua potavel das cidades, estas passaram a ser uma grande

preocupacdo para as companhias de tratamento de dgua.

Atualmente sdo conhecidos cerca de 150 géneros e 2.000 espécies de cianobactérias — alguns
exemplificados na figura 3 - dos quais aproximadamente 40 géneros sdo descritos como
produtores de cianotoxinas, o que torna o estudo da morfologia e fisiologia desses

microorganismos extremamente importante (CARMICHAEL & FALCONER, 1993).
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Anabaena circinalis Microcystis aeruginosa Cylindrospermopsis raciborskii
Nhuwnnnnnnic Aicnnucric

Fig. 03: As diferentes morfologias de Cianobacteérias.
Fonte: Atlas de Cianobactérias e Microalgas de Aguas Continentais Brasileiras.

Cianotoxinas

As cianotoxinas sdo substincias que se enquadram entre as mais letais aos organismos
pluricelulares. Sao produzidas por linhagens de espécies de alguns géneros de cianobactérias,
incluindo Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Microcystis, Nodularia, Nostoc e
Oscillatoria de acordo com Carmichael (1992). Os casos de envenenamento comecaram a
surgir no final do século XIX, envolvendo enfermidades e mortes em gado, animais de
estimacdo e animais selvagens, seguidos da ingestdo de a4gua contaminada com as células de

algas toxicas ou com as toxinas liberadas (CARMICHAEL, 1992).

Como resultado da exposicdo as cianotoxinas, mamiferos aves e peixes tém sido envenenados
mundialmente por ocasides de floragcdes de cianobactérias (FERREIRA, 2004). Registros de
sintomas alérgicos em banhistas de adguas com massivo desenvolvimento de cianobactérias
sao amplamente conhecidos (CHORUS & BARTRAM, 1999), incluindo relatos de sintomas

como conjuntivites, dermatites e distirbios gastrintestinais.

As toxinas biossintetizadas por cianobactérias constituem um grupo quimicamente

heterogéneo apresentando, portanto, diferentes propriedades toxicologicas (SANT’ANNA et
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al., 2006). Segundo Jardim et al. (2001) as cianotoxinas sdo classificadas em hepatotoxinas,
neurotoxinas, endotoxinas (lipopolissacarideos) e dermatotoxinas. Essa classificagdo ¢
realizada de acordo com o modo de acdo das mesmas nos 6rgaos e tecidos animais. Cunha e
Bittencourt-Oliveira (2000) salientam que as duas principais classes de cianotoxinas até agora

caracterizadas sdo as neurotoxinas e hepatotoxinas, por suas acdes farmacoldgicas.

A principio, todas as cianobactérias sdo consideradas potencialmente toxicas, entretanto, €
necessario salientar que mesmo a exposicao a niveis baixos de microcistina (a mais comum
das cianotoxinas) ¢ também considerada um risco para a saude humana, uma vez que
microcistinas (e nodularinas) sdo promotores de tumores hepaticos (SANT’ANNA et al.,

2006).

Em ambientes aquaticos, as cianotoxinas normalmente permanecem contidas nas células das
cianobactérias e sdo liberadas em quantidade considerdvel apos a lise celular, que ocorre
durante a fase de senescéncia (morte natural), estresse celular, uso de algicidas, como sulfato
de cobre ou cloragao. Contudo, a ocorréncia de espécies potencialmente toxicas em ambientes
aquaticos precisa ser muito bem investigada e monitorada a fim de evitar danos a saude

animal e humana e ao ecossistema como um todo.
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QUADRO 01: Correlacéo entre as cianotoxinas e seus modos de acéo.
Fonte: SANT'ANNA et al., 2000.

Modo de Agao Cianotoxina Sintomatologia Género Bibliografia
Miura et al,
(1991);
Diarréia, vOmitos, Microcystis Rineheart et al
piloerecao, fraqueza, Anaba{) na, (1994); Yoo et
palidez (A morte P/anktothri;< al (1995);
ocorre por choque Nostoc ’ Sivhem (1996);
1) Microcistinas hemorragico - a Hapa/osip;lon Dawson (1998);
relagéo entre pesos Synechocys ﬁs’ Nascimento &
Hepatotoxinas figado/peso corpéreo Aphanocapsa o Azevedo
aumenta de 5 para 8- Oscillatoria (1999);
10%) Domingos et al
(1999); Brittain
et al (2000)
Semelhantes a das Rineheart et al,
2) Nodularinas ; . Nodularia (1994); Saito et
microcistinas
al, (2001)
Paralisia progressiva
dos musculos, Mahmood &
diminuigao dos Carmichael
movimentos, (1986);
exagerada respiragcdo  Aphanizomenon, Sivonem et al
Saxitoxinas, abdominal, cianose, Oscillatoria, (1989);
Nerotoxinas Anatoxinas e convulsdes, parada Anabaena, Carmichael et al
Homoanatoxina respiratéria e morte.  Cylindrospermopsis  (1990); Lagos
Resposta muito rapida raciborskii et al (1999);
a toxina, podendo Kuiper-
ocorrer a morte do Goodman et al
animal-teste em (1999)

poucos minutos

(Pigmentos e

Irritagdo nos olhos, na

Kaye (1996);

. lipopolissacarideos pele, febre, tontura,  (Cianobactérias em Kuiper-
Dermatotoxinas : o ; X
de cianobactérias  fadiga e gostroenterite geral) Goodman et al
em geral) aguda (1999)
i gs e e ortaniot
enta e progr ' Cylindrospermopsis (1992); Terao et
o . atingindo 6rgdos como ) .
Outros Cilindrospermopsina . ; , Umezakia, al,(1994);
rins e figado, .
. Aphanizomenon Banker et al,
sobrevindo a morte (1997)

em até 7 dias.

1.3.1 Neurotoxinas

As neurotoxinas tém sido identificadas como alcaléides ou organofosforados neurotoxicos de

acdo rapida, que inibem a conducao nervosa por bloqueio dos canais de sodio, afetando a

permeabilidade ao potéssio ou a resisténcia das membranas. Os sinais clinicos de intoxicagdo
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humana incluem tontura, adormecimento da boca e de extremidades, fraqueza muscular,
nausea, vOomito, sede e taquicardia, podendo causar a morte apds poucos minutos de
exposi¢ao. Sao produzidas por espécies incluidas nos géneros: Anabaena, Aphanizomenon,

Oscillatoria, Trichodesmium e Cylindrospermopsis (CARMICHAEL, 1992).

Dentre as toxinas presentes neste grupo, se destacam as Saxitoxinas que sdao produzidas por
algumas cianobactérias, mas foram primeiramente isoladas de dinoflagelados marinhos
responsaveis pela ocorréncia de marés vermelhas. A intoxica¢do por Saxitoxina ¢ designada
como envenenamento por Toxina Paralisante (PSP- Paralytic Shellfish Poisoning), sendo-lhe
atribuidos varios sintomas caracteristicos que podem culminar na morte por paralisia

respiratoria.

Devido a toxidade, a Saxitoxina ¢ alvo de continuos estudos com o objetivo de facilitar a sua

deteccao, evitar futuros surtos de PSP e estabelecer uma terapia adequada.

H2NYO . ® STX R, R, R,
© t NH
R4N § ~ 2 STX H H H
Py NH GTXIl H H 0SO0,
HoNZ N GTXl H 0SO, H
@ OH NeoSTX OH H H
OH GTX-l OH H 0S0,
GTXIV OH 0SO- H
Ro R

Fig. 04: Formula de Saxitoxina. As variantes das Saxitoxinas sao formadas pela substituicao
dos radicais R1, R2 e R3.
Fonte: Carmichael (1988).

1.3.2 Hepatotoxinas
As hepatotoxinas sao produzidas por espécies e cepas de cianobactérias, incluindo os géneros:

Anabaena, Microcystis, Nodullaria, Nostoc, Oscillatoria e Cylindrospermopsis. Sendo o tipo

mais comum de intoxicag¢des envolvendo cianobactérias e apresentam uma acdo mais lenta,
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causando a morte entre poucas horas e poucos dias, em decorréncia de hemorragia intra-
hepatica e choque hipovolémico. Os sinais observados apos a ingestdo dessas hepatotoxinas
sdo prostracdo, anorexia, vomitos, dor abdominal e diarréia (CARMICHAEL, 1992). Apos a
ingestdo oral da toxina, ela chega ao sistema digestivo e ¢ levada ao ileo, passando via sistema
porta para o figado. A exposi¢do cronica da toxina pela ingestdo de dgua pode aumentar o

indice de cancer hepatico (CHORUS & BARTRAM, 1999).

1.3.3 Dermatotoxinas

Segundo Sant’anna (2006), algumas substincias sintetizadas por algas causam severas
dermatites de contato: sdo os lipopolissacarideos (LPS), componentes da parede celular de
todas as bactérias Gram-negativas, incluindo as cianobactérias; sdo agentes pirogénicos,
capazes de induzir irritagdo na pele e alergias. As moléculas das LPS sdo formadas por
carboidratos (normalmente hexoses) e lipideos (4cidos graxos de cadeias Cis a Cis), delas

existindo muitas variantes.

Se ingeridas, essas toxinas induzem, tanto em humanos quanto em animais de
experimentacdo, uma série de efeitos que incluem neutropenia, trombocitopenia, niveis
anormais de glicose e mudancas metabdlicas, como acidose e alcalose. Os primeiros estudos

sobre essas cianotoxinas foram realizados com os géneros Microcystis, Anabaena e Anacystis

(SANT’ANNA et al., 2006).

Legislagao associada a cianotoxinas.

Em um cendrio de risco potencial a saude, cianobactérias e cianotoxinas vém ganhando

espago em normas relacionadas a saude e qualidade ambiental, em todo o mundo.

Poucas referéncias propoem valores limites para cianobactérias e cianotoxinas. A
Organizagao Mundial da Saude, por meio do adendo da segunda edicdo do “Guidelines for
drinking-water quality” (WHO, 1998), concluiu que nao havia dados suficientes que
possibilitassem a defini¢cdo de valores de referéncia para qualquer outra cianotoxina, além da
microcistina-LR. Who (1998), recomendou o valor limite maximo para microcistina-LR total
(livre mais intracelular) de 1pg/L, considerando a exposi¢do através da agua de consumo

humano. A terceira e mais recente edicao do “Guidelines for drinking-water quality” manteve
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o mesmo valor para microcistina-LR e ndo apresentou valores para as demais cianotoxinas

(WHO, 2003).

O Guia “Australian Drinking Water Guidelines”, (ADWG, 1996) apresentou valor de
referéncia para microcistina-LR total de 1, 3ug/L, diferindo do proposto por WHO para a
agua de consumo humano. A investigagdo para definicdo de ambos os valores foi semelhante
(FALCONER et al., 1999), utilizando o estudo de bioensaio de camundongos. Entretanto, o
valor de referéncia difere devido a incorporacdo de pesos corporais médios diferentes para
adultos (média de 70Kg para ADWG e de 69Kg para WHO) e a diferenca na propor¢ao de

ingestao diaria de microcistina atribuida ao consumo da agua.

Atualmente o Brasil € o Gnico pais que estabelece limites para densidade de cianobactérias e
concentracdo de cianotoxinas em norma nacional, como for¢ca de lei. A Portaria 2914 do
Ministério da Saude, de 12 de dezembro de 2011 e a Resolucao n° 357/2005 do Conselho
Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) regem a presenca, os impactos, os limites e os
riscos que as cianobactérias podem promover aos organismos humanos por balneabilidade ou

por ingestao.

A Portaria MS n.° 2914, de 12 de dezembro de 2011 estabelece as responsabilidades por parte
de quem produz a 4gua, no caso, os sistemas de abastecimento de dgua e de solucdes
alternativas, a quem cabe o exercicio de “controle de qualidade da 4gua” e das autoridades
sanitarias das diversas instancias de governo, a quem cabe a missdo de “vigilancia da
qualidade da 4gua para consumo humano”. Também ressalta a responsabilidade dos 6rgaos de
controle ambiental no que se refere ao monitoramento e¢ ao controle das aguas brutas de
acordo com os mais diversos usos, incluindo o de fonte de abastecimento de agua destinada

ao consumo humano.

Como um dos padrdes de potabilidade, para substancias que representam risco a saude, esta a
microcistina como andalise obrigatéria e tendo valor mdximo permitido de 1ug/L.
Cilindrospermopsina e saxitoxinas sao parametros recomendaveis, observando,

respectivamente, os valores limites de 15,0 ug/L e 3,0 pg/L de equivalentes STX/L.

A andlise de cianobactérias e cianotoxinas e comprovacdo de toxicidade por bioensaios em
camundongos, até o estabelecimento de especificagdes em normas nacionais ou internacionais

que disciplinem a matéria, devem ser adotadas as metodologias propostas pela Organizacao
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Mundial da Saude (OMS) em sua publicacdo Toxic cyanobacteria in water: a guide to their

public health consequences, monitoring and management.

O plano de amostragem estabelecido pela Portaria 2914 determina que o monitoramento de
cianobactérias na d4gua do manancial, no ponto de captacdo, deve obedecer freqiiéncia mensal,
quando o numero de cianobactérias ndo exceder 10.000 células/ml (ou 1mm3/L de
biovolume). Quando exceder 20.000 células/ml (2mm?*/L de biovolume) sera exigido a analise
semanal de cianotoxinas na dgua na saida do tratamento e nas entradas (hidrometros) das
clinicas de hemodiélise e industrias de injetaveis, sendo que esta andlise pode ser dispensada
quando ndo houver comprovagdo de toxicidade na 4gua bruta por meio da realizagcdo semanal

de bioensaios em camundongos.

Portanto, devem ser submetidas a uma analise mais apurada, sendo a Cromatografia em
CLAE e o Imunoesnsaio do tipo ELISA, que permite uma detec¢do apurada em pg/L. de
toxina encontrada, além de permitir a detec¢do de outras toxinas que também podem estar
presentes juntamente com a microcistina. O bioensaio ¢ também recomendado no caso de

floragoes de cianobactérias.

E também vedado o uso de algicidas para o controle de crescimento de cianobactérias ou
qualquer intervencdo no manancial que promove a lise das células desses microorganismos,
quando a densidade das -cianobactérias exceder 20.000 células/mL, sob pena de

comprometimento da avalia¢do de riscos a saude associados as cianotoxinas.

Com relagdo as normas ambientais, o Conselho Nacional de Meio Ambiente, através da
resolucdo do CONAMA dispde sobre a classificacdo dos corpos de dgua doce, salina e salobra
do Territorio Nacional e cita diretrizes para o seu enquadramento, bem como estabelece as
condigdes e padroes de lancamento de efluentes. A citagdo sobre a densidade de
cianobactérias define que as aguas doces de Classe 1 tenham como valor maximo permitido
de 20.000 cél./mL. Para classe 2 o valor maximo permitido ¢ de 50.000 cél/mL. Para aguas de
Classe 3, existe uma peculiaridade, pois, separa o valor maximo permitido para dessedentagao
de animais com valor nao excedendo 50.000 cél./mL, e para o enquadramento deste corpo

d’agua um outro valor maximo na tabela III, deste artigo, de 1000.000 cél./mL.

QUADRO 02: Classes e densidade de Cianobactérias determinadas pela Resolugéo do
CONAMA 357/2005.
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Fonte: Resolucdo n° 357/2005 do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA).

CLASSE 1 Densidade de Cianobactéria
As aguas podem ser destinadas a:

A) Ao abastecimento para consumo humano, apés
tratamento simplificado.

B) A protegao das comunidades aquaticas.

C) A recreacéo de contato primario, tais como natag&o, esqui
aquatico, mergulho, conforme Resolugdo CONAMA n 274, 20.000 cel/mL
de 2000

D) A irrigacdo de hortalicas, plantas frutiferas e de parques,
jardins, campos de esporte e lazer, com os quais o publico
possa vir a ter contato direto; e

E) A aqiiicultura e a atividade de pesca.
CLASSE 2

As aguas podem ser destinadas a:

A) Ao abastecimento para consumo humano.

B) A protegdo das comunidades aquaticas.

C) A recreacéo de contato primario, tais como natacdo, esqui
aquatico, mergulho, conforme Resolugdo CONAMA n 274, 50.000 cél/mL
de 2000

D) A irrigacdo de hortaligas, plantas frutiferas e de parques,
jardins, campos de esporte e lazer, com os quais o publico
possa vir a ter contato direto; e
E) A aqiicultura e a atividade de pesca.

CLASSE 3
As &guas podem ser destinadas a:

A) Ao abastecimento para consumo humano, apds
tratamento convencional ou avangado.

B) A irrigacdo de culturas arbéreas, cerealiferas e 100.000 cel/mL

forrageiras.

C) A pesca amadora.

D) A recreagao de contato secundario; e

E) A dessedentagéo de animais.
CLASSE 4

As 4guas podem ser destinadas a:

A) A navegacao

B) A harmonia paisagistica.

1.1 Métodos de identificacao e quantificacao de cianotoxinas

Os métodos analiticos hoje disponiveis para a deteccdo e quantificacdo de cianotoxinas se
dividem em fisico-quimicos (HPLC-UV; HPLC-PDA; eletroforese capilar; LC/MS); bioqui-
micos (ensaio de inibicao de fosfatase; ensaio de inibi¢do de acetilcolinesterase; ELISA) ou

bioldgicos (bioensaios; testes de toxicidade: estes somente para detec¢ao).

2. OBJETIVOS
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Geral

O principal objetivo desse projeto consiste em verificar o potencial toéxico da cepa de

cianobactéria Anabaena do lago ornamental do Ouro Minas Grande Hotel e Termas de Araxa.

Especificos

* Avaliar o grau de toxicidade através do imunoensaio do tipo ELISA e bioensaio em

camundongos.

* Contribuir para o gerenciamento hidrico adequado do Ouro Minas Grande Hotel de

Araxa.

3. METODOLOGIA

Area de estudo

Araxd ¢ um municipio do estado de Minas Gerais, localizado a uma latitude
-19°35'36" W e uma longitude 46° 56' 26" W, situado na regido do Triangulo Mineiro e Alto
Paranaiba. Sua populagdo estimada em 2007 foi de 87.772 habitantes. A area ¢ de 1.165 km? e
a densidade demogréafica, de 67,80 hab/km? (IBGE, 2010).

A Estancia Hidromineral de Araxd, no Sudoeste Mineiro, na Zona Geografica do Alto
Paranaiba, € propicia ao desenvolvimento dos diferentes ramos da atividade turistica, devido a

fatores historicos, geograficos e econdmicos que definem o imenso potencial dessa regido.

A mineracdo ¢ a maior fonte geradora da economia de Araxa. A Vale Fertilizantes,
produzindo minérios fosfatados, ao lado do nidébio que ¢ explorado principalmente pela
empresa CBMM, geram grande parte da economia de Araxa. Tem-se também grande
contribuicdo do turismo, que possibilita em Araxd a exploracdo de suas aguas medicinais,

fabricacao de sabonetes e cremes para a pele e possui um dos mais ricos artesanatos da regiao.
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O municipio estd localizado entre duas grandes Bacias Hidrograficas: Bacia do Rio Grande e
Bacia do Rio Paranaiba, que possuem grande potencial hidrelétrico. O municipio possui uma
area de protecdo especial para fins de preservacdo de seus mananciais. Seus principais rios

sdao: Rio Tamandua, Rio Capivara (afluentes Rio Paranaiba).

Constituido de terras planas e colinas, a altitude maxima ¢ de 1.359 metros e a minima de 910
metros. O relevo do municipio mostra variagcdes entre situacdes geoldgicas tipicas do cerrado
e de serras. Sua vegetacdo intercala campos de pastagens com pequenas matas naturais,

compondo belas paisagens.

3.1.1 Ouro Minas Grande Hotel e Termas de Araxa

Localizado a cinco quilometros do centro da cidade de Araxa e situado na Estancia do
Barreiro, o Quro Minas Grande Hotel e Termas de Araxd foi inaugurado em 1944, por
Benedito Valadares, entdo governador de Minas Gerais, ¢ pelo presidente Getilio
Vargas. O complexo do Grande Hotel abriu uma nova era para Araxa e todo o interior

mineiro, sendo palco de grandes acontecimentos sociais, politicos e culturais.

O Grande Hotel de Araxa se impde pela magnitude de seu conjunto arquitetonico projetado
por Luiz Signorelli com paisagismo de Burle Marx. Possui aproximadamente 43.000 m? de

area construida.

O hotel mais tradicional de Araxa ¢ também palco para muitas atividades de lazer. Além de
toda estrutura disponivel como piscinas,quadra de esportes, saldes de jogos, etc. existem
também os lagos ornamentais. Estes, além de complementarem a harmonia paisagistica do

local, sdo utilizados como diversdo em atividades de pesca, pedalinho e caiaque.

Fig. 05: Ouro Minas Grande Hotel e Termas de Araxa.
Fonte: www.ourominas.com.br
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Coleta e preservagcao da amostra

A amostra coletada no lago ornamental do Grande Hotel para teste de toxicidade foi feita
proxima a sua margem, onde havia maior concentracdo de seston (nata sobrenadante de
algas). A amostragem realizada em julho de 2008 se deu através da retirada de amostra da
superficie do corpo lacustre com bombona de plastico de capacidade de 5 litros tendo sido
medido no ponto de coleta os valores de temperatura e ph no momento. Duas bombonas
foram recolhidas, dando um total aproximado de 10 litros de amostra coletada. Apos a coleta,
a amostra foi acondicionada em uma caixa de isopor com 15 litros de gelo, para manter a
refrigeracdo. Posteriormente foi transportada para o laboratério de Hidrobiologia da COPASA

em Belo Horizonte-MG.

A amostra de floracdo foi coletada para identificagdo, isolamento e obtencdo de biomassa
fitoplanctonica para liofilizagdo e posterior determinacdo da toxicidade por bioensaios, da

caracterizacdo imunoquimica pelo imunoensaio ELISA.

Fig. 06: Coleta superficial do seston contendo a floragao de cianobactérias.
Foto: Fernando Jardim
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Fig. 07: Ponto de coleta.
Fonte: Google Earth

Analise Hidrobiolégica

As analises qualitativas e quantitativas das cianobactérias foram realizadas segundo os

métodos CETESB (1978), COPASA - MG (1992) e A.P.H.A.(1995).

Até recentemente, a identificacdo de cianobactérias assentava em métodos taxonOmicos
tradicionais para analise de fitoplancton, normalmente baseada em caracteristicas
morfologicas. Contudo, estes métodos nem sempre sdo suficientes, principalmente porque
muitas cepas, quando em cultura, podem alterar as dimensdes, forma ou caracteristicas das
colonias (NEILAN 2002). A informagdo obtida por analise microscopica pode, no entanto, ser
importante para determinagcdo de qual a melhor metodologia a usar (APELDOORN et al.
2007).

Para a determinagdo qualitativa do fitoplancton, pequenas aliquotas da amostra viva foram
depositadas em laminas de vidro e cobertas com laminula, sendo analisadas em Microscopio
AXIOSKOP 40/40 FL da CARL ZEISS e observadas nos aumentos de (10 x 25), (10 x 40) e
(10 x 100) utilizando-se neste ultimo, 6leo de imersdo. O microscopio apresentava ainda

objetivas com contraste-de-fase e dispositivo de epifluorescéncia.
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Para andlise quantitativa do fitoplancton, 10 mL da amostra foi separado apds
homogeneizagdo da mesma. Posteriormente, foi adicionado uma gota de Solugdo de Lugol
para fixagdo da amostra e entdo, com auxilio de pipeta, colocado 1 mL na camara de

Sedgwick-Rafter para contagem dos organismos segundo distribui¢do de poison.

Dois recursos foram utilizados para auxiliar na correta avaliagdo taxondmica. O primeiro foi a
epifluorescéncia, o qual possui lampada de mercurio de alta pressdo equipado para
autofluoréscencia de ficobilinas. Este pigmento estd presente no grupo de Cyanophyceae e,
portanto, as diferencia dos demais grupos planctonicos morfologicamente semelhantes. A
tinta nanquim também foi utilizada para evidenciacdo de bainhas mucilaginosas que sdo de
complicada observacao.A taxonomia foi baseada em BOURRELY (1968, 1972 e 1985);
ANAGNOSTIDIS & KOMAREK (1988); KOMAREK & ANAGNOSTIDIS (1989);
KOMAREK & ANAGNOSTIDIS (1999) e SANT’ANNA & AZEVEDO (2000).

3.1 Identificagao taxonémica da cepa de Cianobactéria

A espécie de Anabaena foi identificada segundo Sant’anna (1991). Para tal identificagdo
foram analisados: coloragdo, divisdo celular, mucilagem, habitat, distribuicdo geografica e
tamanho das células.

Cerca de 20 células, 20 heterocitos e 20 aerotopos foram mensurados com auxilio do
microscopio LABORLUX da marca LEICA, de onde surgiu uma média correspondente a

uma determinada espécie descrita no trabalho consultado.
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Fig. 08: Medicdo das células de Anabaena plactonica.
Foto: Filipe Silveira

3.2 Isolamento de Anabaena plancténica

No laboratério da COPASA, foi realizada a triagem das espécies de cianobactérias e de
acordo com Costa & Azevedo (1994), realizou-se o isolamento dos filamentos de Anabaena
planctonica por capilaridade em uma pipeta de Pasteur com ponta afilada. Os filamentos
foram deixados em tubos de ensaio imersos no meio de cultura ASM1 C/10% (CETESB,
1993). Essas colonias ficaram no cultivo por 4 semanas e de 15 em 15 dias observou-se o
crescimento do cultivo e novos repiques também foram realizados. Apods dois meses obteve-
se a certificacdo da pureza de uma das amostras repicadas. Este cultivo foi entdo selecionado
e levado a um Erlenmeyer de 4 litros de meio ASM1 para aumentar sua biomassa. Quando o
numero de células alcangou a ordem de grandeza de 1 x 10° células/mL, o cultivo foi entdo

interrompido e levado para extragdo de toxinas.

Liofilizagao e extragao de Cianotoxinas

A extragdo de toxinas foi baseada em metodologia proposta por Fastner et al. (2007). A
amostra anteriormente purificada com cepas de Anabaena planctéonica foi concentrada,
liofilizada e solubilizada em agua deionizada numa proporcao de 18,3 mg/L, para a realizagdo
dos testes de toxicidade através de bioensaios em camundongos da espécie Swiss sp., € do

KIT ELISA.
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Inicialmente utilizou-se a filtragdo de toda a amostra de seston em pr¢ filtros de fibra de vidro,
pois por esse método obteve-se um volume maior de filtrado e, consequentemente, uma maior
quantidade de peso seco por amostras tricomiais (JARDIM et.al.,2001). O seston
concentrado nos pré-filtros de borosilicato (fibra de vidro com porosidade de 1,8 a 8,0 um) foi
triturado em agua deionizada e, a papa formada seguiu para centrifuga NT-825 da marca
Nova Técnica, a 3600rpm, refrigerado a 4°C, por 20 minutos. O sobrenadante foi retirado e

novamente centrifugado. Todo o sobrenadante foi recolhido para posterior analise.

“‘Iw:ig. 09: Seston concentrado em pré filtros e triturados em agua deionizada.
Foto: Patricia Couto.

Bioensaio em camundongos

A realizagdo de bioensaios através da injegao intraperitonial em camundongos possui uma boa
reprodutibilidade e distingue as classes de cianotoxinas, por exemplo, hepatotoxinas e
diferentes tipos de neurotoxinas (JARDIM et al., 1999).

Amostra da biomassa da floracdo ¢ coletada, centrifugada, lavada, liofilizada; preparado um
extrato com soluc¢do fisiologica e ultrasonificado para que ocorra a lise celular. Esse extrato é
injetado intraperitonealmente em camundongos machos, em diferentes doses.

Por um periodo de 24 horas registra-se a mortalidade, e ¢ observado o comportamento e
registrado os efeitos hepatotoxicos e neurotdxicos nos organismos teste. Geralmente, uma
floracao hepatotoxica ou neurotdxica causa a morte dos animais em poucas horas ou minutos.
Os resultados dos testes com camundongos sdo expressos em DLS50.

Este método tem como principal desvantagem ndo permitir a determinacdo de baixas
concentracdes de cianotoxinas (MASANGO et al. 2008), além de ser pouco sensivel, e
acarretar problemas éticos (PEARSON e NEILAN 2008).

Chorus & Bartram (1999) propdem a seguinte escala de toxicidade para amostras de seston

expressos no Quadro 03 :
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QUADRO 03: Valores de DLs relacionados com niveis de toxicidade para amostras de
seston.

Valores de DL Niveis de toxicidade

Nao considerar como decorrentes

> 1.000 mg/kg de peso corporeo de cianotoxinas

De 500 a 1000 mg/kg de peso corporeo Baixa toxicidade
De 100 a 500 mg/kg de peso corpoéreo Média toxicidade
<100 mg/kg de peso corpdreo Elevada toxicidade

Fonte: Chorus & Bartram, 1999.

Nos ensaios toxicoldgicos foram utilizados camundongos da espécie Swiss ssp, injetando-se
doses de extratos de cianobactérias (liofilizados) proveniente do cultivo de A. planctonica.
Nestes ensaios foram preparadas concentragdes crescentes de extrato nas doses: 10%, 50% e
100%, diluidos com agua deionizada. Para cada dose foram utilizados dois camundongos,
machos, pesando entre 25 a 30g, tendo sido injetado um volume de 1 mL por meio de

injecdes intraperitoneais.

Os camundongos foram pesados em balancga eletronica e os sintomas observados durante sete
dias ap6s a (i.p.). Os animais ficaram em observagdo e avaliou-se a ocorréncia de alguns
sintomas caracteristicos da intoxicagdo por cianotoxinas, quais sejam: isolamento, fotofobia,

fortes contracdes abdominais, diarréia, aceleracao da respiracao seguida de convulsao
Apoés as injegdes, os animais foram mantidos em local arejado com alimento e dgua, sob

observacao durante 24 horas. Os sintomas e o tempo de ocorréncia de possiveis mortes foram

anotados em planilha previamente elaborada.
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Fig. 10: Camundongos machos suicos utilizados para a realizagdo do Bioensaio.
Foto:

Imunoensaio do tipo ELISA

Para a quantificacdo da Saxitoxina utilizou-se o método de imunoensaios do tipo ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) proposto por CHU et al. (1990), sendo oferecido
comercialmente sob a forma de um kit imunoenzimatico através de placas ou de tubos. Para a
presente avaliagdo utilizou-se o de placas da marca BIOO SCIENTIFIC SAXITOXIN (PSP)
ELISA TEST KIT devido a precisao semi-quantitativa requerida, sendo realizado na fragao

particulada da amostra.

O ELISA (Enzime Linked Immuno Sorbent Assay) ¢ uma técnica de detec¢do imunologica de
facil operagdo, rapido resultado e que confere grande sensibilidade por possibilitar a deteccao

de valores muito baixos (HARADA et al., 1999).

A técnica baseia-se no uso de ensaios imunoldgicos com anticorpos mono ou policlonais
(Sangolkar et al. 2006). O teste ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ¢ rapido, de
baixo custo, requer pouca quantidade de amostra (RIVASSEAU et al. 1999; MATHYS e
SURHOLT 2004; SANGOLKAR et al. 2006), sendo ainda capaz de detectar quantidades
dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo. Quando comparado com técnicas analiticas,
como o HPLC, tem como principal vantagem ter um menor limite de deteccdo (METACALF
e CODD 2003). Apesar destas vantagens, a elevada variagdo estrutural que ocorre, por
exemplo, entre as microcistinas, pode levar a reacdes cruzadas entre os anticorpos com
diferentes variantes da toxina ou com outros compostos que possam estar presentes nas
amostras, podendo estas reagdes ndo exprimirem corretamente valores de concentracdo da

toxina (RAPALA et al. 2002);
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Fig. 11: Kit ELISA
Foto: Filipe Silveira

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A comunidade fitoplancténica

No resultado da analise hidrobiologica foi verificado o predominio de Anabaena planctonica,
com um numero de células de 81.750 por mililitro. Esta cianobactéria ¢ conhecida por
produzir compostos como a geosmina e o 2 metil isoborneol que conferem a agua um odor e
um gosto de mofo ou até mesmo de compostos organoclorados. Em trabalhos realizados por
Molica et al., (2005) provaram que essa espécie no Brasil ja produziu anatoxina a (S), uma
potente neurotoxina (JARDIM et al., 2001). Outra espécie de cianobactéria encontrada foi a

Anabaena spiroides, espécie pouco comum na dgua das captacdes em estagdes de tratamento

(Jardim & Azevedo, 2006).

A espécie Anabaena spiroides ¢ apontada na literatura como produtora potencial de
neurotoxinas e de hepatotoxinas (Carpenter e Carmichael, 1995). Flora¢des de Anabaena
spiroides tiveram sua toxicidade comprovada por Yunes (2003) no manancial de Santa

Barbara (Pelotas, RS), e em Alagoas no nordeste do Brasil.
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. .
Bainha

Heterocito

Fig. 12: Filamento de Anabaena planctonica com bainha e heterocito evidenciados com tinta
Nanquim. 400X.
Foto: Patricia Couto

Fig. 13: Filamentos de Anabaena spiroides com bainha e heterocito evidenciados com tinta
Nanquin. 400 X.
Foto: Patricia Couto

Resultado de Saxitoxina pelo kit ELISA

O resultado quantitativo do Kit ELISA detectou, na fracdo particulada, 0,01 pg.L-1 de

Saxitoxinas, o que demonstra ndo ser uma cepa toxica.

O biensaio em camundongos
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Com a realizagdo do bioensaio em camundongos foi possivel verificar alguns sintomas
caracteristicos de intoxicagdo por hepatoxinas, quais sejam: contracdes abdominais,
erecao pildrica e fotofobia. No primeiro grupo de organismos testados os sintomas
foram mais acentuados e com maior duracdo isso pelo fato de terem recebido dosagem
de maior concentracdo da amostra (100%). Entretanto, apods trés dias de observacao o
teste de toxicidade ndo obteve dosagem letal para 50% dos animais testados (DLs), ndo
sendo observada a morte desses animais. A tabela 01 apresenta a relacdo do peso

corporeo com a dose injetada do material liofilizado nos animais-teste.

TABELA 01 - Relacao do peso corpéreo com a dose injetada do material liofilizado nos
animais-teste

Dose injetada Tempo de
Animais Peso do animal (g) ocorréncia de
(em mg/kg) morte
I 22,7 725 AUSENCIA
Il 22 373 AUSENCIA
Il 21,6 76,1 AUSENCIA

4.4 Parametros fisicos

O resultado dos parametros aferidos de temperatura e pH da agua no ponto de coleta da
amostra demonstraram estar em faixa muito proxima dos valores médios da dgua para lagos

na regido sendo eles: pH — 7,5 e temperatura — 21,7°C.

5. CONCLUSAO E RECOMENDAGOES

A analise de toxicidade da amostra coletada no lago ornamental do Ouro Minas Grande Hotel
e Termas de Araxa,demonstrou através, do kit ELISA, o valor de 0,01 ug/L de saxitoxina e

ndo se mostrou toxica no bioensaio em camundongos da espécie Swiss sp..

Tendo em vista a gravidade do risco das cianobactérias e suas toxinas para a saude publica e
possiveis floragdes potencialmente toxicas no lago ornamental do hotel, faz-se necessaria a
elabora¢do de planos de gerenciamento desse ambiente hidrico e também monitoramento

constante desses parametros. Novas flora¢cdes no local podem torna-se area de risco para a
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populacdo, uma vez que a mesma faz uso desta agua para pesca e recreagdo, com danos em

curto prazo como irritacdo na pele ou em longo prazo no caso de pesca.

De acordo com a portaria 2914 do Ministério da Satde e da Resolucao 357 do CONAMA
(padroes de balneabilidade) deve-se continuar o monitoramento hidrobiolégico com uma

freqiiéncia mensal, uma vez que a contagem de células excedeu 10000cels./ml.

Tendo em vista uma complementagdo para o trabalho, poderia ter sido realizado andlises
quimicas da agua a fim de se detectar a presenca de alguns elementos. A analise to teor de
nitrogénio e fosforo total seria de grane importancia para basear discussdes em relagdo a
origem do processo de eutrofizacdo instalado. E por outro lado, tendo em vista o uso
primordial do lago, que se trata de recragdo com contato direto, seria importante a realizacao

de ensaios toxicologicos para dermatotoxinas.
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