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RESUMO

As floragbes de cianobactérias estdo cada vez mais intensas e frequentes, sendo a
maioria destas floragdes nocivas. Uma das toxinas produzidas por cianobactérias sdo as
toxinas paralisantes (PSTs — Paralytic Shellfish Toxins). Esta tese se desenvolveu com o
objetivo de estudar as floracbes de cianobactérias produtores de PSTs no Rio Grande do
Sul e no Parana, isolar e manter em cultivo no laboratério os organismos, e a partir
destes desenvolver uma metodologia de purificagdo das toxinas produzidas por estas
cepas. Foi constatado que a cianobactéria Cylindrospermopsis foi a responsavel pela
producdo das PSTs na maioria das amostras (96%); que suas floracdes sdo cada vez
mais frequentes em aguas brasileiras e que o teor de toxina oscila em funcdo das
condicdes ambientais. Foi possivel isolar cinco cepas, sendo quatro de
Cylindrospermopsis e uma de Raphidiopsis, nas quais foi observada producdo de
toxinas diferentes, qualitativa e quantitativamente. Dentre as técnicas analiticas usadas
para analisar as PSTs, encontram-se as cromatograficas e 0s ensaios imunoenzimaticos.
Neste trabalho foram realizados testes comparativos entre as técnicas, sendo que ambas
apresentaram correlacdo linear com o nuimero de células. Uma vez que 0 ensaio
imunoenzimatico tem reacdo diferente para cada analogo de PST, e que as amostras
continham apenas Neo-STX e STX, os resultados evidenciaram que 0 ensaio
imunoenzimatico deve ser utilizado apenas para triagem e a cromatografia como anéalise
conclusiva. Esse trabalho desenvolveu uma metodologia simples de purificacdo das
PSTs (Neo-STX e STX) a partir das cepas isoladas, que pode ser usada para producoes

de padrdes analiticos daquelas PSTs.

Palavras-Chave: Toxinas Paralisantes, Cianobactéria, Cromatografia, Purificacéo,

Cylindrospermopsis.
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ABSTRACT

The cyanobacterial blooms are becoming more intense and frequent, being the
majority of these blooms very harmful. Some of them are toxins producers and one of
the toxins produced by cyanobacteria is the paralytic shellfish toxins (PSTs). The aim of
this thesis has been to study the cyanobacterial blooms that produces PSTs in Rio
Grande do Sul and Parana, to isolate and to maintain in the laboratory the organisms in
culture and from these strains to develop a method of purification of the produced
toxins. It was found that the genus Cylindrospermopsis cyanobacteria was responsible
for the production of PSTs in the most of the samples (96%); that their blooms are
increasingly common in Brazilian waters and the content of toxin varies. It was possible
to isolate five strains, four of Cylindrospermopsis and one of Raphidiopsis, which
showed production of different toxins, qualitative and quantitatively. There are several
techniques to analyze the PSTs, such as chromatographic and enzyme immunoassay.
Tests were performed to compare these techniques, and it was observed that both are
linearly correlated with the number of cells. Since the enzyme immunoassay test has
different reaction for each analog PST, and the samples had only neo-STX and STX, the
results pointed out enzyme immunoassay test has to be used just as screening,
meanwhile the chromatography as a conclusive analysis. The thesis has developed a
simple purification technique of PST (neo-STX and STX) from the strains, which can

be used to produce analytical standards from those PST.

Keyword: Paralytic Toxins, Cyanobacteria, Chromatographic, Purification,

Cylindrospermops



1. INTRODUCAO

As cianobactérias constituem um grande grupo de micro-organismos, a maioria
das espécies encontra-se em aguas continentais, algumas sao marinhas ou ocorrem em
solo Umido, ainda sendo encontradas em ambientes lacustres (principalmente
hipersalinos), ambientes congelados, sob a cobertura de florestas, entre outros
(Carmichael, 1994). Também sdo chamadas de algas azuis (Perry and Staley, 1997),
mas sabe-se que ndo tém relacdo filogenética com qualquer dos grupos de algas, a ndo
ser como provaveis antepassados dos cloroplastos e por isso encontram-se classificados

como um filo dentro do dominio Bactéria (Hayes 1983, Hitzfeld et al., 2000).

Algumas cianobactérias produzem toxinas ou cianotoxinas, que constituem um
grupo de produtos naturais toxicos (Carmichael, 1994). Algumas dessas toxinas sdo
identificadas como neurotoxicas, caracterizadas por sua acao rapida e, dependendo da
dose e do organismo, podem causar a morte por parada respiratoria apds poucos
minutos de exposicao (Carmichael & Schwartz, 1984; Beasley et al., 1989). Entre as
neurotoxinas encontram-se aquelas conhecidas como toxinas paralisantes de molusco
PSP (Paralytic Shellfish Poison), também denominadas PSTs (Paralytic Shellfish
Toxins), que sdo toxinas responsaveis por paralisia, ou veneno paralisante de moluscos,
sendo chamadas de “paralisantes” pelos efeitos que produzem. Atualmente, ja foram
descritos a0 menos 57 analogos de PSTs (Wiese et al., 2010). As cianobactérias
Aphanizomenon flos-aquae, Lyngbya wollei, Anabaena circinalis, Planktothrix spp e
Cylindrospermopsis raciborskii, ja foram identificadas como produtores destas toxinas

(Codd 2000).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%A9cie
http://pt.wikipedia.org/wiki/Filogenia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Antepassado
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cloroplasto
http://pt.wikipedia.org/wiki/Filo_(biologia)
http://pt.wikipedia.org/wiki/Dom%C3%ADnio_(biologia)

Pesquisa sobre organismos produtores de PSTs no Rio Grande do Sul sdo poucas,
e ndo constam na literatura estudos sobre purificacdo destas toxinas no Brasil, cujos
padrdes para calibracdo e pesquisa sdo importados. Os padrbes comerciais PSTs sdo
produzidos e purificados a partir de dinoflagelados e ndo de cianobactérias. No entanto
as PSTs que séo encontradas nos mananciais, sdo produzidas por cianobactérias e ndo
por dinoflagelados, entdo € mais coerente que os padrdes, para calibracdes de
equipamentos e pesquisas de PSTs de cianobactérias, sejam provenientes de
cianobactérias, e tendo em vista que existem dezenas de analogos das PSTs, os padrdes
comerciais podem ter analogos que nao sdo encontrados em floracGes de cianobactérias,
bem como néo ter algum analogo que tem nestas floragdes.

No Brasil existe uma lei que regulamenta os pardmetros da agua para
abastecimento publica, tendo em vista que o Ministério da Salde, ap06s revisdo da
portaria N° 518 (potabilidade de &gua para consumo humano), lancou em 12 de
Dezembro de 2011 a portaria N° 2.914, na qual a analise de PSTs passou de sugerida
para obrigatoria. Em funcéo disto, a disponibilidade destes padrdes para experimentos e
calibracbes de métodos se torna indispensavel.

O presente trabalho propde estudar as cianobactérias produtoras de PSTs, isola-las
e cultiva-las em laboratério, e a seguir purificar as PSTs produzidas pelas
cianobactérias.

A pesquisa dos impactos das toxinas nos ecossistemas aquaticos tem avancado
muito e varios centros de pesquisa estdo envolvidos nesta atividade. Também ha uma
busca muito intensa por novos métodos de remocgdo de toxinas do meio ambiente. A
obtencgéo de padrdes purificados deste composto, para serem usados em experimentos e

calibracdo de equipamentos analiticos (e.g. cromatografia liquida) nas pesquisas e sua



deteccdo e quantificacdo em amostras ambientais, € um dos principais obstaculos a ser
vencido sob o rico de ndo haver uma efetiva implementacdo dessas analises conforme
previsto na legislacdo. A ndo disponibilidade de padres dessas toxinas também pode
prejudicar ou inviabilizar a pesquisa com esses compostos. Portanto, os estudos de
purificacdo desses compostos, para uso em termos de avaliagdo ambiental ou em

desenvolvimento tecnoldgico, sdo de extrema importancia.

1.2 HIPOTESE

No Rio Grande do Sul ocorrem floragbes de Cianobactérias produtoras de PSTs,
sendo a Cylindrospermopsis a cianobactéria produtora de PSTs que mais ocorre no
estado e a producGes destas toxinas por esta espécie depende das condic¢des de cultivo,
entdo, as cepas em laboratério tem sua producdo altera, qualitativa e quantitativamente,
quando comparado com floragcBes ambientais. A partir de cepas de cianobactéria sera

possivel desenvolver uma técnica para purificar a toxina e produzir padrdes de PSTs.



2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS
Este trabalho teve como objetivo geral purificar PSTs produzidas por
cianobactérias, e estudar as floragdes toxicas de cianobactérias produtoras de PSTs em

diferentes ecossistemas aquaticos do Rio Grande do Sul.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Monitorar as floragcdes de cianobactéria e mensurar as concentragdes de PSTSs,
dos mananciais amostrados, particularmente no Rio Grande do Sul;

= Isolar e manter em cultivo as cianobactérias produtoras de PSTs obtidas;

= Estudar a producdo de PSTs por cianobactérias de floracdo e de cepas isoladas

por este trabalho, com especial atencéo a cepa Brasileira (T3, devido sua importancia);

= Desenvolver um processo de purificacdo de PSTs a partir de cianobactérias.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 EUTROFIZACAO

O significativo aumento da populacdo mundial, evidenciado nas ultimas décadas,
exigiu o desenvolvimento e o crescimento da agricultura, urbanizacdo e
industrializacdo. Como consequéncia, 0 avango tecnoldgico alcancado atualmente
disponibiliza no mercado uma enorme quantidade de produtos que trazem conforto e
beneficios a sociedade. No entanto, a utilizacdo dos recursos naturais de forma nao
sustentavel, vem acelerando o processo de degradacao ambiental, particularmente, dos
ecossistemas aquaticos (Alves 2007).

O intuito de aumentar a competitividade no mercado de commodities colaborou
enormemente para a degradacdo dos recursos hidricos em escala mundial (Ribeiro,
2008). Dessa forma, atualmente, um dos principais usos consuntivos da &gua no mundo
é feito pela agricultura, destacando-se a irrigacdo de lavouras (Reboucas et al., 2003).
No Rio Grande do Sul, a irrigacdo de extensas lavouras de arroz representa 0 mais
intenso uso da agua, sendo responsavel por aproximadamente 80% do consumo de agua
doce no estado. Os diferentes impactos ambientais associados a utilizacdo de agua
superficial em sistema de producdo agricola destaca-se as aguas de drenagem. Essas
carreiam para os corpos hidricos superficiais e subterraneos muitas das substancias
empregadas para elevar a produtividade das lavouras, principalmente os fertilizantes e
agrotoxicos, promovendo a deterioracdo da qualidade dos rios a jusante das captagdes
de 4gua (Rebougas et al., 2003). Quando aportados em grandes quantidades em corpos
hidricos fechados como os reservatorios e agudes, esses nutrientes provoca o0
crescimento excessivo de organismos aquaticos ocasionando o processo denominado de

eutrofizacdo (Braga et al., 2005). A fertilizacdo artificial é uma das praticas mais



adotadas pelos agricultores do Rio Grande do Sul, portanto a eutrofizacdo possui carater
artificial ou antropico e pode ser definida como sendo um processo induzido pelo
homem através do acréscimo de nutrientes de diferentes origens nos ecossistemas
aquaticos, constituindo uma reacdo em cadeia de causas e efeitos, cuja caracteristica
principal é a quebra de estabilidade desse ecossistema (homeostasia), 0 qual passa a
produzir mais matéria organica do que a capaz de consumir ou decompor. Ainda, por se
tratar de um processo dinamico, no qual ocorrem profundas modificacGes qualitativas e
quantitativas nas comunidades aquéticas, nas condi¢es fisicas e quimicas do meio e 0
nivel de producdo do sistema, a eutrofizacdo artificial pode ser considerada uma forma
de poluicdo (Esteves, 1998).

De forma irracional, os residuos da agricultura, industriais e domésticos sao
langados no ambiente gerando contaminagdo, principalmente nos corpos d’agua. Esse
lancamento, juntamente com carreamento de nitratos e fosfatos, comumente
empregados na agricultura, contribuem ainda mais para 0 processo denominado
eutrofizacdo (Tundisi & Tundisi 1992).

Os estudos e classificacdo de corpos d’dgua com relacdo ao seu grau de
eutrofizacdo teve inicio com Naumann (1919, 1929) e Thienemann (1925, 1931) (apud,
Schafer, 1985). Esta abordagem de classificacdo tipoldgica consiste em conferir aos
corpos d’adguas uma categoria de estado tréfico (Tabela 1). Naumann (1919, 1929)
(apud, Schéfer, 1985) define o estado tréfico como a resposta bioldgica a introducao de
nutrientes.

De acordo com Esteves (1998) eutrofizagdo ¢ o aumento da concentracdo de
nutrientes, especialmente fosforo e nitrogénio, nos ecossistemas aquaticos, que tem

como consequéncia o aumento de suas produtividades. Como decorréncia deste



processo, 0 ecossistema aquatico passa da condicdo de oligotrofico e mesotrofico para

eutrofico ou mesmo hipereutrofico.

Tabela 1: Classe de estado trdfico e suas caracteristicas principais.

Classes de Caracteristicas
Estado Trdfico
Ultraoligotrofico Corpos d’agua limpos, de produtividade muito baixa e

concentragdes insignificantes de nutrientes que ndo acarretam em
prejuizos aos usos da agua

Oligotréfico Corpos d’agua limpos, de baixa produtividade, em que ndo
ocorrem interferéncias indesejaveis sobre o0s usos da &gua,
decorrentes da presenca de nutrientes.

Mesotréfico Corpos d’agua com produtividade intermediéria, com
possiveis implicacbes sobre a qualidade da agua, mas em niveis
aceitaveis, na maioria dos casos.

Eutroéfico Corpos d’agua com alta produtividade em relagdo as
condi¢cbes naturais, com reducdo da transparéncia, em geral
afetados por atividades antrépicas, nos quais ocorrem alteracdes
indesejaveis na qualidade da &gua decorrentes do aumento da
concentracdo de nutrientes e interferéncias nos seus multiplos usos.

Supereutrofico Corpos d’agua com alta produtividade em relagdo as
condicdes naturais, de baixa transparéncia, em geral afetados por
atividades antrépicas, nos quais ocorrem com frequéncia alteracdes
indesejaveis na qualidade da agua, como a ocorréncia de episddios
floracGes de algas, e interferéncias nos seus multiplos usos

Hipereutrofico Corpos d’agua afetados significativamente pelas elevadas
concentragdes de matéria organica e nutrientes, com
comprometimento acentuado nos seus usos, associado a episodios
floracGes de algas ou mortandades de peixes, com consequéncias
indesejaveis para seus multiplos usos, inclusive sobre as atividades
pecudrias nas regides ribeirinhas.

Fontes: Lamparelli (2004)


http://pnqa.ana.gov.br/IndicadoresQA/IndiceET.aspx#_ftn1

A classificacdo de ecossistemas aquaticos por meio de indices de estado trofico é
comum em ciéncias aquaticas (Dodds et al., 1998). A determinacdo do indice do
Estado Tréfico — IET tem por finalidade classificar corpos aquaticos em diferentes
graus de trofia, ou seja, avaliar a qualidade da &gua quanto ao enriquecimento por
nutrientes e seu efeito relacionado ao crescimento excessivo das algas, ou o potencial
para o crescimento de macrdfitas aquaticas.

O IET foi desenvolvido com o objetivo de tornar mais clara a comunicacdo de
estudos envolvendo a eutrofizacdo e a classificacdo de corpos aquaticos. Por meio da
analise de dados coletados, é estabelecido um indice que utiliza valores de clorofila-a,
disco de Secchi e fosforo total, por meio de equacbes desenvolvidas por alguns autores
(Vollenweider, 1969; Vollenweider, 1976; Kirchner e Dillon, 1975; Sakamoto, 1966;
Dillon e Rigler, 1974; Lasenby, 1975, citados por Carlson, 1977).

Em 1983, no Brasil, Toledo Jr. et al. realizaram estudos para adequar, a ambientes
subtropicais, as equacbes desenvolvidas por Carlson (1977). Esta adaptacdo foi
considerada necessaria para reduzir distorcdes nos valores de classificagdo, uma vez
que, por exemplo, as condicdes climaticas sdo diferentes daquelas das regides de clima
temperado.

Da mesma forma que Carlson, Toledo Jr. et al. (1983), aplicaram a anélise de
regressdo linear aos valores de fdsforo total, clorofila-a e transparéncia do disco de
Secchi. Como resultado desta pesquisa foram produzidas equacdes para fosforo total,
ortofosfato (PO,4™), clorofila-a e transparéncia do disco de Secchi. Em ambientes onde
niveis de eutrofizacdo avancado, ocorrem a mortandade de organismos aquaticos que

pode acarretar problemas de salde publica. Nestes processos tem-se observado a



ocorréncia de floracGes (proliferacdo ou explosdo da biomassa) principalmente de

cianobactérias (Carmichael, 1994).

3.2 CIANOBACTERIA

Cianobactérias (do grego: cyano, azul + bactéria, bactéria), popularmente
denominadas cianobactérias ou algas azuis (Perry and Staley, 1997). A coloracdo das
cianobactérias pode ser explicada através da presenca dos pigmentos clorofila-a (verde),
carotenoides (amarelo-laranja), ficocianina (azul) e a ficoeritrina (vermelho). Todos
estes pigmentos atuam na captacdo de luz para a fotossintese. Algumas espécies podem
apresentar mais de um tipo de pigmento, isto explica a existéncia de cianobactérias das
mais variadas cores. Apresentam geralmente uma bainha de mucilagem, que é uma
substancia gelatinosa incolor que recobre total ou parcialmente o individuo. Estes
organismos possuem rapida reproducdo, que pode ser por divisdo celular, por
fragmentacdo, enddsporo, exdsporo ou acineto. A maioria das espécies encontra-se
em dguas continentais, mas algumas sdo marinhas ou ocorrem em solo Umido, ainda
sendo encontradas em ambientes lacustres (principalmente hipersalinos), ambientes
congelados, sob a cobertura de florestas, entre outros. Outras espécies sdo
endossimbiontes em liquenes ou em protistas e corais, fornecendo energia aos

seus hospedeiros (Carmichael, 1994).

Os fosseis das cianobactérias indicam que estes seres fotossintéticos apareceram
no éon geoldgico Arqueano (compreendido aproximadamente entre 3,85 e 2,5 bilhdes
de anos atras) marcado pela atividade vulcanica e fluxo de calor trés vezes maior que o
atual(Carmichael, 1994). Acredita-se que foram responsaveis pelo aparecimento do
oxigénio na atmosfera terrestre, 0 que parece ter acontecido ha cerca de 2,5 bilhdes de

anos, desencadeando a origem da vida eucarionte e dando lugar ao que se chama
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atualmente o éon Proterozdico (vulgarmente conhecido como éon dos "animais

primitivos”, Carmichael, 1994).

As Cianobactéria ndo tém relacdo filogenética com qualquer dos grupos de algas,
a nao ser como provaveis antepassados dos cloroplastos e por isso encontram-se
classificados como um filo dentro do dominio Bactéria (Hayes 1983, Hitzfeld et al.,

2000).

As cianobactérias apresentam grande capacidade de colonizacdo de diversos
habitats, estando presentes desde ambientes aquaticos, com variados indices de
salinidade, aqueles terrestres, incluindo regides temporariamente congeladas na

Antértida (Carmichael et al., 1990; Yoo et al., 1995; Hitzfeld et al., 2000).

3.3 CIANOTOXINAS

As toxinas de cianobactérias, ou cianotoxinas, constituem um grupo de produtos
naturais toxicos. Ainda ndo estdo devidamente esclarecidas as causas da producdo
dessas toxinas, podendo ser meramente um subproduto de seu metabolismo ou
apresentando uma funcdo protetora contra herbivoria, como acontece com alguns
metabdlitos de plantas vasculares (Carmichael,1994).

Embora nem toda floracdo de cianobactéria produza compostos toxicos (Brittain
et al., 2000), alguns autores sugerem um papel ecoldgico para as cianotoxinas, que
podem exercer funcGes semelhantes a moléculas mensageiras ou armas biologicas
(Christoffersen, 1996; Rohrlack et al., 1999; Kaebernick & Neilan 2001). Na hipdtese
de molécula mensageira, sugere que esses compostos estdo relacionados a comunicagéo
intraespecifica (quérum sense), o que permitiria uma comunicacao dentro das colonias e
floragdes ou “blooms”, estabelecendo estratégias para aquiSicdo de nutrientes e

exposicéo a luz dentro do habitat. Um estudo abordando a influéncia de luminosidade
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nas concentracfes de microcistinas (MCYST) intra e extracelular evidenciou uma

possivel comunicacdo entre as células da col6nia (Dittmann et al., 2001).

Outros estudos sugerem que a funcdo desses compostos esteja relacionada a
protecdo contra incidéncia de luz, concentragdes intracelulares de metais ou o
armazenamento de nitrogénio (Shi et al., 1996; Utkilen & jolme, 1995; Kaebernick et
al., 2000; Dittmann et al., 2001). No entanto, ndo ha um consenso com relacdo ao papel

das toxinas produzidas por cianobactérias.

Algumas dessas toxinas sdo identificadas como alcaloides ou organofosforados
neurotdxicos caracterizadas por sua acao rapida, e dependendo da dose e do organismo,
podem causar a morte por parada respiratoria apds poucos minutos de exposi¢do. Outras
atuam mais lentamente e sdo identificadas como peptideos ou alcaldides hepatotdxicos
(Carmichael & Schwartz,1984; Beasley et al., 1989).Um terceiro grupo de toxina, as
dermatotoxicas, causam alergias e irritacdo na pele.

E cada vez mais comum o relato de ocorréncia de grandes massas verdes ou
vermelhas de cianobactérias em lagos, rios, represas e estuarios. Esses fenémenos tém
chamado a atencdo mundial devido ao potencial de risco para a saude humana
(Carmichael, 1994; Chorus & Bartram, 1999; Falconer, 1999; Matthiensen et al., 2000;

Proenca 2006).

A descricdo de floragBes toxicas e a intoxicagcdo por agua contaminada por
espécies tdxicas de cianobactérias, que tem conduzido a mortalidade de varios animais
como peixes, bovinos, ovelhas, porcos, caes, passaros, ja foram relatadas em diversas
partes do mundo, como Australia, Inglaterra, China, Africa do Sul, Chile, Alemanha,

Italia, Escdcia, Brasil, Argentina (Carmichael, 1994; Lagos, 1999; Falconer, 1999).
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3.4 TOXINAS PARALISANTES

Entre as neurotoxinas encontram-se aquelas conhecidas como toxinas paralisantes
de molusco PSP ( Paralytic Shellfish Poison), também denominadas PSTs ( Paralytic
Shellfish Toxins), toxinas responsaveis por paralisia, ou veneno paralisante de moluscos,
¢ chamada de “paralisante” pelos efeitos que produz. E também chamada de
neurotoxina ou saxitoxina. Atualmente, ja foram descritos ao menos 57 analogos de
PSTs (Wiese et al., 2010), que sdo produzidos por organismos marinhos e de agua doce,
algumas espécies de bactérias e algas. As cianobactérias Aphanizomenon flos-aquae,
Lyngbya wollei, Anabaena circinalis, Planktothrix spp e Cylindrospermopsis
raciborskii, ja foram identificadas como produtores destas toxinas (Codd 2000).

Alguns géneros de bactérias (Pseudomonas, Alteromonas e Acinetobacter) e
dinoflagelados (Alexandrium (Gonyaulax), Gymnodinium e Pyrodinium) apresentam
espécies ja identificadas como produtoras de saxitoxinas, sendo capazes de transferi-las
através da cadeia trofica (Michaud et al., 2002). Como resultado da filtracdo continua
dos bivalves, tais como mexilhGes e ostras, grandes quantidades de micro-organismos
do plancton, produtores de toxina, podem ser ingeridos. A concentracdo das toxinas
principalmente nas glandulas digestivas dos moluscos, tornando esses organismos em
vetores de intoxicacao de predadores, inclusive o homem, pois mesmo com o cozimento
ou congelamento dos organismos contaminados ndo degrada a toxina bioacumulada
(Lagos, 2002). A contaminagdo dos filtradores por PSTs pode ocorrer ainda pela
ingestdo de fezes de organismos da mesma espécie contaminados (Kikuchi et al., 1996).
As PSTs produzidas por cianobactérias também podem se acumular em filtradores de

agua doce (Chorus & Bartram, 1999), como foi observado por Negri et al., (1995), que
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verificaram bioacumulacdo de toxinas paralisantes no mexilhdo Alathyria condola,

produzidas pela cianobactéria Anabaena circinalis.

Algumas espécies de dinoflagelados marinhos produtores de PSTs, como
Alexandrium tamarensise e Gymnodinium catenatum, ja foram encontrados na costa
brasileira (Odebrecht et al.,2002). O laboratério de Ecologia do Fitoplancton e
Microorganismos Marinhos da FURG tem identificado a presenca de dinoflagelado
(Alexandrium tamarense) na praia do Cassino desde 1994. Floragdes destes organismos
representam problemas, principalmente em &reas utilizadas para cultivos de mexilh&o,
como o litoral de Santa Catarina, justificando a manutencdo de programas de
monitoramento em aguas costeiras (Proenca et al., 1999 e 1998). Freitas et al. (1996)
identificaram a presenca de PSTs em extratos do tunicado Phallusia nigra, bem como
no molusco Perna perna, ambos coletados na costa brasileira, no litoral norte de Sao
Paulo. Em agosto de 1997 foi obtido um cultivo em laboratério da espécie que foi
utilizada no trabalho de Persich (2001), no qual foi detectada a presenca de quatro

variantes de PSTs.

3.5 ACAO DAS PSTs

Para secretar a acetilcolina, ou qualquer outro neurotransmissor, 0s neurénios
devem primeiro ser excitados, gerando um estimulo elétrico. O impulso elétrico gerado
se propaga ao longo do axénio, através do fluxo de ions sddio nos canais existentes na
membrana, liberando o neurotransmissor para estimular o0 muasculo. Os canais de sédio
sdo os responsaveis pela geracdo do potencial de acdo com a despolarizacdo das

membranas de neurdnios e células eletricamente excitaveis (Hodgkin & Huxley, 1952).
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As PSTs interferem na comunicacdo entre neurénio e células musculares
(Figura 1.). Estas toxinas se ligam aos canais de sodio, blogueiam o0s canais de sodio,
impedindo e geracdo do impulso elétrico, o qual estimula a secrecdo da acetilcolina e
consequentemente a transmissdo de impulsos nos nervos periféricos e musculos
esqueléticos podendo causar a morte do individuo contaminado em até 12 horas. As
principais vias de exposicdo humana a estas toxinas ocorrem pelo consumo de agua e de

bivalvos marinhos (Carmichael, 1994).

EVENTO EFEITO DAS TOXINAS
NORMAL
ions P
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Figura 1: Acdo das PSTs sobre os canais de sodio. Fonte: Adaptado de

Carmichael (1994).

A toxicidade das PSTs é bastante variavel, sendo as saxitoxina (STX) a mais
toxica, e estdo entre as cianotoxinas mais toxicas, sendo a DL50 (via intraperitoneal) em
camundongos para saxitoxina (STX) purificada de 10 pg kg de peso corporal,
enquanto que por consumo oral a DL50 é de 263 pg kg™ de peso corporal (Chorus &
Bartram, 1999; Fernandes 2003). As PSTs sd&o um grupo de alcaldides carbamatos,

basicamente constituidos de um nucleo tetrahidropurinico. Atualmente ja foram
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descritos a0 menos 57 anadlogos de PSPs (Wiese et al., 2010), como as saxitoxinas nao-
sulfatadas (STX) e neo-saxitoxina (Neo-STX), goniautoxinas monossulfatadas (GTX),

ou ainda duplamente sulfatadas as C-toxinas (Figura 2 e Tabela 2).

Figura 2: Estrutura genérica das PSTs. Fonte: Extraido de Indrasena & Gill (1998)

Tabela 2: Diferentes andlogos das PSTs, seus radicais e peso molecular.

Toxina Massa Molecular (g.mol™) R1 R2 R3 R4
STX 301,31 H H H CONH,
Neo-STX 317,31 OH H H CONH,
dcSTX 258,28 H H H H
dcNeo-STX 274,28 OH H H H
GTX 1 412,36 OH 0SOy H CONH,
GTX 4 412,36 OH H 0SOy CONH,
GTX 2 396,36 H 0SOy H CONH,
GTX 3 396,36 H H 0SO3 CONH,
GTX 5 (B1) 380,36 H H H CONHSO3
GTX 6 (B2) 396,36 OH H H CONHSO5
dcGTX 1 369,33 OH 0SOy H H
dcGTX 4 369,33 OH H 0SO3 H
dcGTX 2 353,33 H 0SOy H H
dcGTX 3 353,33 H H 0SO3 H
C1 475,41 H 0SOy H CONHSO3
Cc2 475,41 H H 0SO3 CONHSO5
C3 491,41 OH 0SOy H CONHSO5

C4 491,41 OH H 0SOy5 CONHSO4
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Sob pH neutro, as PSTs apresentam carga liquida 2*, 1" e carga nula (Oshima,
1995). Os grupos guanidina e hidroxila sdo essenciais para ligacdo aos canais de sédio,
e quanto maior a carga liquida, maior a toxicidade, sendo que as toxinas produzidas
variam conforme a espécie e o ambiente no qual a cianobactéria se encontra (Lehane,

2000).

Segundo Indrasena & Gill (2000), as PSTs séo sollveis em agua e metanol,
estaveis por no minimo um ano em solucdo acida pH (3-4), sob temperatura de 4°C,

sendo altamente sensiveis a pH alcalino (Indrasena & Gill, 2000).

Para expressar o resultado em eq. STX considera-se a diferenga entre o potencial

toxico de cada variante (Tabela 3), conforme Equacéo 1.

Tabela 3: Toxicidade relativa das variantes de PSTs (Hall et al., 1990).

Toxina Toxicidade relativa

STX 1,0000
GTX 1 0,9940
Neo-STX 0,9243
GTX 4 0,7261
GTX 3 0,6379
Dc-STX 0,5131
dc-GTX 3 0,3766
GTX 2 0,3592
dc-GTX 2 0,1538
Cc2 0,0963
GTX 6 (B2) 0,0644
GTX 5 (B1) 0,0644
C4 0,0576
C3 0,0133
C1 0,0060

n C. * -

eq.STX= iq ! Ti

Ci= concentragéo da toxina (ug.L™)

Ti= toxicidade relativa da toxina

Equacéo 1: conversdo dos analogos de PSTs em equivalentes de STX



17

As diferencas estruturais das toxinas geram diferentes afinidades pelo receptor
celular, consequentemente, sua toxicidade também torna-se distintas (Lagos, 2002). As
toxinas paralisantes podem ser detectadas no ser humano por sintomas que sdo
principalmente neuroldgicos, caracterizados por leve entorpecimento dos labios,
sensacdo de queimacdo na boca e garganta, vertigens, fraqueza, perda da coordenacgédo
motora, paralisia muscular e respiratoria. Outros sintomas associados a intoxicacdo sao
citados, tais como: nausea, vomitos, sensacdo de boca e garganta secas, além de
taquicardia. Ocorrem em até 5 minutos apds a contaminacéo, e em casos fatais, a morte
pode ocorrer em até 12 horas, caso contrario, a desintoxicacdo total do organismo
ocorre de 1 a 6 dias (CDC, 1990). Diversos casos de intoxicacdo por PSTs sao relatados
na literatura. Um dos primeiros incidentes registrados de intoxicacdo por PST ocorreu
quando o capitdo George Vancouver desembarcou em British Columbia em 1793. A
tragédia aconteceu quando varios de seus tripulantes morreram agonizando devido a
paralisia e asfixia ap6s comer marisco retirado de uma area que o Capitdo Vancouver
chamou “Poison Cove”. A saxitoxina foi identificada apenas em 1950 (Quayle 1969),
desde entdo, muitos outros andlogos de saxitoxina foram identificados como membros
desta classe de toxinas (Indrasena & Gill 1998). Na Venezuela 256 pessoas foram
intoxicadas, onde 10 morreram, e episodios de intoxicagdo neste pais tém ocorrido
desde 1977 (Sanchez et al., 1999). Em 1987, na Guatemala, 187 pessoas apresentaram
sintomas neuroldgicos de envenenamento por PSTs, sendo que 26 destas vieram a
falecer (Rodrigue et al., 1990). Ja no ano de 1997, foi registrada em Nagasaki, Japdo, a
ocorréncia de envenenamento alimentar pelo consumo de ostras, onde 26 pessoas foram
afetadas, sendo 16 destas hospitalizadas (Akaeda et al., 1998). Segundo Lagos (1999),

floragdes de algas toxicas resultaram na morte de 26 pessoas no Chile entre 1972 e
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1999, atraves do consumo de molusco contaminado com PSTs. Casos envolvendo morte
de humanos por envenenamento com PSTs ap6s o consumo do caranguejo Zosimus
aeneus foram registrados em locais como Filipinas, Japdo e llha Palau, sendo esta

espécie omnivora e nao filtradora (Llewellyn et al.,2002)

Nenhum medicamento foi ainda aprovado para uso no caso de intoxicagdo por
PSTs, sendo o tratamento apenas sintomaético, o que torna relevante a prevengdo da

intoxicacdo através do monitoramento da presenca de algas toxicas.

3.6 FLORACOES E PRODUCAO TOXINA

A toxicidade de floragdes de cianobactérias pode apresentar uma variagcdo
temporal, desde intervalos curtos de tempo até diferencas sazonais, e também espaciais,
provavelmente decorrentes de alteracdes na proporcdo de cepas toxicas e ndo toxicas na
populacdo. Essas variacbes de toxicidade nas cianobactérias ainda ndo foram
devidamente esclarecidas. Entretanto, estd se tornando cada vez mais frequente a
ocorréncia de floragbes tdxicas que apresentam 0s grupos comuns de cianotoxinas;
tipicamente, cerca de 50% de todas as floracOes testadas em diferentes paises mostram-

se toxicas em bioensaios (Carmichael & Gorham, 1981; Sivonen et al.,1990).

Sabe-se que sdo inomeros os fatores que influenciam qualitativa e
quantitativamente a producdo de toxinas por cianobactérias. Constatou-se que nos
ultimos anos aumentaram os registros de florages em mananciais com Saxitoxinas,
sendo Cylindropermopsiis raciborskii a principal produtora. Colvara et al, (2010)
verificaram que até o ano de 2004 eram raros 0s registros de amostras dos mananciais
do Sul do Brasil contendo saxitoxina. No entanto, em 2006 foram registrados quase

vinte casos e em 2009, aproximadamente, cinquenta. A C. raciborskii é comumente
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observada em regides tropicais, mas sua presenca em regides mais temperadas se deve
tanto pela habilidade em tolerar diversas condi¢cbes ambientais, quanto pelo fenémeno

de mudancas climéticas evidenciadas nos Gltimos anos (Briand et al., 2004).

A invasdo de cianobactérias toxicas € uma ameaga emergente para 0 mundo
inteiro. A versatilidade das cianobactérias, somada as mudancas climaticas e a
eutrofizacdo, torna necessaria ndo s6 a protecdo dos mananciais, mas também o
tratamento e controle dos mesmos. Como as toxinas de cianobactérias sdo bastante
variaveis, os tratamentos requerem alteracdes, como adicéo de carvdo para remocdo das

toxinas e analises especificas para monitorar das toxinas.

De acordo com taxonomia atual, existem 150 géneros de cianobactérias, com
cerca de 2000 espécies, e pelo menos 40 delas ja foram identificadas como sendo
produtoras de toxinas, estas representadas principalmente por Anabaena,
Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Microcystis, Nostoc, Oscillatoria, e Radiocystis

(Carmichael, 1994; Bouaicha, 2001; Haider et al., 2003; Lombardo et al., 2006).

Entender os fatores que afetam a producdo de cianotoxinas proporcionaria uma
ferramenta para monitorar e prevenir o aparecimento de floracGes toxicas de
cianobactérias. Producdo de cianotoxinas em cianobactérias parece ser um mero
metabolito, mas as evidéncias sugerem que o impacto ambiental pode alterar as
condicGes de uma floracdo e os niveis de toxina produzida. Varios estudos tém se
concentrado nos fatores ambientais que podem influenciar as mudancas na producéo de
toxinas. A exposicdo de cianobactérias toxicas a diferentes regimes ecologicos,
envolvendo variagdo de temperatura, luz, nitrogénio, ferro, fosfato, predadores, e outros

microrganismos, pode levar a mudangas principalmente no perfil das toxinas



20

produzidas. Por exemplo, para a producdo de microcistinas por Planktothrix agardhii
foi observada uma correlacdo com a intensidade de luz e com a suplementacdo com
aminoacidos (Tonk et al., 2005, 2008). Também foi proposto que a luz induz ao
aumento da toxicidade por absorcdo de ferro em Microcystis aeruginosa (Utkilen &
Jolme, 1995). O grupo de genes MCY contém uma regido promotora com um regulador
(de absorcdo de ferro), o que sugere que os genes MCY podem ser regulados por ferro
(Martin-Luna et al., 2006). Estudos sobre a producdo de cylindrospermopsina foram
realizados em duas cianobactérias das espécies Aphanizomenon ovalisporum e
Cylindrospermopsis raciborskii. A auséncia de uma fonte de nitrogénio e a alta
intensidade de luz em C. raciborskii levaram a uma maior concentracdo da toxina,
mesmo que o crescimento ndo tenha sido significativamente diferente entre os grupos
(Saker & Neilan, 2001, Dyble et al., 2006). Medic¢des das toxinas s6 foram realizadas na
fase exponencial. Para A. ovalisporum, a falta de fésforo, sulfato e nitrogénio, levou a
uma reducdo do teor de Cylindrospermopsina (CYN) celular, que se acentuou ainda
mais com o0 aumento da intensidade da luz (Shalev-Malul et al., 2008, Bécsi et al.,

2006).

Outros estudos expuseram Aphanizomenon flos-aquae e C. raciborskii, ambos
produtores de diferentes andlogos de PST, a condi¢bes de cultivo semelhantes. A
quantidade de toxinas produzidas por A. flos-aquae ndo foi afetada nas culturas com
limitacdo de fosforo, mas a proporgédo dos diferentes andlogos PST mudou no decorrer
do crescimento da cultura, aumentando a producao de variantes mais toxicas de PST. A
privacdo de nitrogénio aumentou a producédo da toxina no final da fase de crescimento

(Dias et al., 2002), mas em organismos diazotréficos como A. flos-aquae, a limitagdo de
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nitrogénio é rapidamente superada pela fixacdo de N, de forma que a limitacdo de

nitrogénio em fases posteriores de crescimento ndo pode ser inferida.

Tem sido demonstradas mudangas na toxicidade da cepa T3 de acordo com a
intensidade e qualidade da luz (Carneiro et al., 2009) e concentragdo do ion sddio
(Pomati et al., 2004).

Ja no trabalho de Medeiros (2011) foi avaliado o comportamento da cepa T3 em
diferentes temperaturas, uma temperatura tipicamente tropical de 28°C e um cultivo a
temperatura mais baixa, subtropical de 16°C. Foi feito durante 37 dias de cultivo, para
verificar o crescimento e o teor de toxinas. Constatou que durante a fase exponencial, a
cepa cultivada a 28°C apresentou crescimento diério significativamente maior que
aquele demonstrado pela cepa cultivada a 16°C. Com relacdo as toxinas observou-se
que na fase exponencial ocorreu uma mudanga na proporcao dos analogos STX e Neo-
STX produzidos. O teor de cada andlogo diferiu significativamente entre as duas
temperaturas testadas. O teor de STX por um de C. raciborskii foi maior nas células a
16°C do que a 28°C, enquanto o teor de Neo-STX por um foi maior nas células a 28°C

que a 16°C.

O maior crescimento de Cylindrospermopsis raciborskii a 28° C era esperado uma
vez que esta cianobactéria é originalmente uma espécie tropical e temperaturas altas
estdo mais associadas ao seu metabolismo de crescimento. Apesar de floragcdes desta
espécie ocorrerem tanto nas regides tropicais quanto nas regides subtropicais do pais
(Bouvy et al., 2000; Yunes et al., 2003; Molica et al., 2002; 2005), as floracGes
tropicais ou de verdo de C. raciborskii podem crescer mais rapidamente que floragdes

subtropicais ou de inverno.
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O resultado relevante de Medeiros (2011) foi a mudanca da proporcdo da
producdo dos anadlogos de acordo com a temperatura de crescimento imposta, sendo a
mesma cepa T3 capaz de produzir mais STX a 16°C e mais Neo-STX a 28° C. Em
laboratdrio, mesmo ocorrendo alteracdo na toxina mais acumulada, a cianobactéria C.
raciborskii, cepa T3, ndo apresentou diferenca significativa na sua toxicidade total
tedrica, expressa em equivalentes de STX, entre as temperaturas testadas. Este resultado
difere do observado para alguns organismos, como a cepa C10 de C. raciborskii (Castro
et al., 2004) e os dinoflagelados Alexandrium fundyense (Etheridge & Roester, 2005) ou
Pyrodinium bahamense (Gedaria et al., 2007), que apresentam maior toxicidade quando

expostos a temperaturas mais baixas.

Essa mudanga na producdo dos analogos de PSTs observada por Medeiros (2011)
em C. raciborskii € contréria & observada no dinoflagelado de &guas frias Alexandrium
fundyense. Este dinoflagelado, em aguas frias, diminui a producdo de STX e aumenta a

producdo de Neo-STX e GTX 1+4 (Etheridge & Roester, 2005).

No trabalho Mihali et al., (2009) propds uma rota para a biossintese das PSPs,
segundo os autores as células de C. raciborskii produzem primeiro a toxina STX e
posteriormente com alteragdes na molécula desta, produzem os outros analogos como a

Neo-STX.

A toxicidade total da cepa T3 € o resultado da respectiva ocorréncia e balanco dos
analogos STX e Neo-STX, produzidos concomitantemente. Analises de amostras
ambientais de floragdes no sul do Brasil mostraram uma tendéncia em aumentar o teor
de saxitoxinas de 0,03 fg cel™ em 2003 para 0,18 fg cel™ em 2009 (Colvara et al.,

2010).
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Compostos que ndo sdo naturalmente encontrados no ambiente também podem
influenciar na producdo de toxina. Suzuki (2000) observou que cloridrato procaina afeta
0 crescimento de Anabaena cylindrica e Anabaena variabilis. Pomati (2003) testou
cloreto de lidocaina na cepa de Cylindrospermopsis T3, onde diferentes concentracdes
do composto apresentaram um aumento de até 298% no teor de toxina intracelular,
porém sendo dependente do pH e da concentracdo de sodio.

Uma das cepas C. raciborskii com o maior numero de trabalhos cientificos é a
cepa T3, isolada em 1996 em amostra de agua coletada na represa Billings (Sado Paulo —
Brasil) para a qual o primeiro relato de producdo da toxina PSP e caracterizacdo do
perfil apresentou trés toxinas (Lagos et al., 1999). Lagos et al. (1999) mencionaram que
a cepa T3 produziu saxitoxina (STX), e os epimeros gonyautoxin 2 e gonyautoxin 3
(GTX2/3) em uma proporcdo de 1:9. Esta cepa foi posteriormente selecionada por
diferentes pesquisadores para investigar sua via de biossintese de toxinas PST (Pomati
et al. 2004). Embora Pomati et al., (2003) tenham utilizado nos seu coquetel padréo de
calibracdo as variantes de STX e GTX2/3, encontrou apenas a variante STX na cepa T3,
eles observaram também que a cepa produz em pequena proporcdo o analogo N-
sulfocarbamoyl derivados C1/2, ndo referenciados no trabalho de Lagos et al. (1999).
Esta confusdo foi posteriormente agravada por Pomati et al., (2004), que consideraram
o perfil "STX e C1/2" de T3 como a base para a experimentacdo da hipotese de uma
possivel nova rota para a sintese de analogos de C1/2, modificando assim a rota para
biossintese proposta por Shimizu (1996) e Sako et al. (2001). Kellmann et al. (2008)
descreveram ainda um outro perfil de toxina para T3: STX, neosaxitoxin (NEO),

decarbamoyl saxitoxin (DcSTX) e a toxina Bl N-sulfocarbamoyl (GTX5). Esses



24

autores ndo se referem a sintese de analogos de C1/2, estranhamente, pois na discussdo

mencionou trabalhos de Pomati et al. (2003 e 2004).

Obviamente, devido a esta discrepancia, a interpretacdo dos resultados existentes
sobre o perfil de toxina e evidéncia genética molecular para a via biossintética de STX e
analogos da cepa T3 tém sido confusa. Além disso, o grupo brasileiro responséavel pela
distribuicdo da cepa original T3 ndo especificou o perfil de toxina desta, e s6 expressa a
soma de todas areas dos picos de toxinas como equivalentes de concentra¢do de STX

(Ferrédo Filho et al., 2008).

Os efeitos do estresse salino e das variacbes de pH na producdo de toxinas de
cianobactérias PSTs ainda precisam ser investigados. A alcalinidade ¢ uma das
principais caracteristicas associada as floragbes de cianobactérias toxicas. Este
pardmetro, combinado com alta salinidade, tem sido relatado em correlagdo com
floragdes de espécies produtoras de PSP, como Anabaena circinalis na Austrélia

(Bowling & Baker, 1996).

Para Cylindrospermopsis sp as condi¢fes que sdo frequentemente associadas com
floracBes incluem: baixo fluxo, baixa proporcdo entre nitrogénio e fdésforo, alta
temperatura da agua, estratificagdo térmica estavel, pH elevado, alta concentragdo de
sulfato, anoxia em pelo menos alguns estratos, alta turbidez, irradiagéo incidente alta, e
biomassa de macroéfitas baixa (Ramberg,1987; Bowling 1994; Fabbro & Duivenvoorden
1996; Mayer et al., 1997;. McGregor & Fabbro 2000; Saker & Neilan 2001; Silva et al.,
2001;. Briand et al., 2002;. Bouvy et al., 1999;.Tucci & Sant'Anna 2003; Chellappa &
Costa 2003; Bormans et al., 2004;. Bouvy et al., 2006;. Berger et al., 2006;. Hong et al.,

2006).
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O intervalo 6timo de temperatura para o crescimento da Cylindrospermopsis sp. é
de 25-30°C, embora possa ocorrer entre 15°C e 35°C, dependendo da espécie. A
intensidade de luz ideal para o crescimento é 80-121 mmol m™ s™, mas o crescimento
ocorre em niveis t&o baixos como 22 mmol m® s (Chonudomkul et al., 2004;. Briand
et al., 2004;. Saker & Griffiths 2000). A salinidade maxima tolerada é de 4 (Moisander

etal., 2002).

3.7 CYLINDROSPERMOPSIS

Segundo Sant’Anna & Azevedo (2000) haviam sido identificados até o ano 2000,
no Brasil 20 espécies de 14 géneros de cianobactérias toxicas. O monitoramento de
mananciais tem registrado a presenca e o desenvolvimento de floracdes de algas nocivas
(FANs) em aguas de abastecimento publico da regido sul do Brasil, nos estados do
Parana (PR) e Rio Grande do Sul (RS), e ainda na regido sudeste, no estado de S&o
Paulo (SP), onde se tem verificado o desenvolvimento de cianobactérias produtoras de
toxinas (Yunes et al., 2003; 2000; Lagos et al., 1999). Desta forma, exigem-se maiores
investimentos das empresas de saneamento, bem como das industrias para garantir a
qualidade adequada da agua e produtos destinados a populacdo. Também tém sido
registradas floracdes de cianobactérias no Estuario da Lagoa dos Patos (Rio Grande,
RS) em diversas ocasides. (Matthiensen et al. 2000). A Lagoa dos Patos, encontra-se na
regido deste estudo, em sua planicie costeira, que representa a maior area lagunar da
América do Sul e a maior laguna costeira do tipo “estrangulada” do mundo (Kjerfve
1986). Esta laguna estende-se ao longo de 250 km de comprimento, possuindo uma area
superficial de 10.360 km? e drena uma bacia hidrogréfica de aproximadamente 200.000

km? (Méller et al. 1996). O sistema Lagoa dos Patos destaca-se entre as regides
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costeiras do Atlantico Sudoeste principalmente pela sua importancia ecoldgica (zona de
producdo bioldgica e diversidade) (Asmus & Tagliani 1998).

Na regido estuarina da Lagoa dos Patos o aporte de aguas salgadas provenientes
do Oceano Atlantico é essencialmente regido pelas condigdes meteoroldgicas da regido,
principalmente pelo regime de precipitacdo pluvial e intensidade dos ventos (Méller et
al., 2001, Fernandes et al., 2004). De acordo com as diferentes combinacGes entre a
intensidade deste aporte e a direcdo do vento incidente na Lagoa dos Patos, a salinidade
da laguna tende a variar ao longo do seu comprimento, experimentando variacfes que
alcancam de 0-34 (Castello, 1985).

A presenca da cianobactéria tdxica Cylindrospermopsis raciborskii (Figura 3)
tem sido verificada no estado do Rio Grande do Sul, e também Santa Catarina, na Lagoa

do Peri (Matthiensen & Barbosa, 2003), e no nordeste do pais (Bouvy et al., 1999).

Floracdes desta também tém sido registradas em diversos paises, como Australia,
Hungria, Franca, Estados Unidos, México e Tailandia (Bernard et al., 2003). Embora
fosse considerada uma espécie de regides tropicais e sub-tropicais, tem sido encontrada

em regides temperadas (Padisak, 1997).
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Figura 3: Fotomicrografia da Cylindrospermopsis raciborskii. Fonte: Imagem A
Burks & Schneegurt — Cyanosite (2003), Imagem B de cepa isolada neste trabalho.

Trichodesmium erytraeum é uma cianobactéria que forma, anualmente, floracGes
(maré vermelha) em oceanos tropicais (Carpenter, 1983; Zehr et al., 2001; Lugomela et
al., 2002; Capone et al., 2005). Em Silva (2005), foi estudada uma floracdo de
Trichodesmium, que ocorreu na praia do Cassino em Rio Grande (RS), em margo de
2004. Através da analise por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) foram
encontrados picos no perfil cromatografico semelhantes aos das saxitoxinas (STX,

GTX-1GTX-3 e GTX-4).

Entre as cianobactérias, Cylindrospermopsis raciborskii ¢ uma cianobactéria
formadora de floragdes com alto potencial tdxico e que vem recebendo atencdo da
comunidade cientifica devido ao seu comportamento invasivo em diversos locais no
mundo (Molica et al., 2002; Dyble et al., 2002; Bittencourt-Oliveira et al., 2001;
Neilan et al., 2003; Tucci & Sant’Anna, 2003; Briand et al., 2004; Chonudomkul et al.,

2004; Jones & Sauter, 2005; Dufour et al., 2006; Berger et al., 2006; Mohamed, 2007;
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Dvorak & Hasler, 2007). C. raciborskii foi descrita em 1912 a partir de material
coletado pelo pesquisador Woloszynska em Java, Indonésia, e classificada inicialmente
como Anabaena raciborskii, secdo Anabaenopsis (Woloszynska 1912, Komarkova
1998). Em 1923, Miller criou o género Anabaenopsis, caracterizado pelos heterocitos
secundariamente terminais formados a partir da divisdo desigual de duas células
intercalares contiguas e posterior quebra do tricoma. No mesmo ano, o pesquisador
Elenkin transferiu Anabaena raciborskii para o novo género, apesar do modo especial
de desenvolvimento do heterocito pela divisdo desigual de célula apical e pela posicédo
primariamente terminal da célula fixadora de nitrogénio (Jeeji-Bai et al. 1980, Komarek
& Komarkova 2003). Seenayya & Subba Raju (1972) consideraram esta caracteristica
distintiva de um novo género, Cylindrospermopsis, na época monoespecifico. Desde
entdo, nove novas espécies foram descritas (Komarek & Hauer 2004), algumas delas de
importancia sanitaria crescente, em funcdo da formacédo de floracGes, de sua expansao
crescente por todo o mundo (Padisak 1997) e da capacidade de producdo de alcaldides
neuro e citotoxicos (saxitoxinas e cilindrospermopsinas) (Sivonen & Jones 1999, Codd
et al. 2005, Falconer 2005). No Brasil, a espécie C. raciborskii possui ampla
distribuicdo, sendo encontrada em corpos d agua de todo o pais. Além desta espécie, €
registrada no pais a ocorréncia de C. phillipinensis, C. catemaco e C. acuminato crispa

(Couté & Bouvy 2004).

Diversos autores tém contextualizado que a C. raciborskii tem caracteristica
predominante em suas ocorréncias em diversas regides, observando uma expanséo de
suas floragdes pelo mundo (Molica et al., 2002; Dyble et al., 2002; Bittencourt-Oliveira

et al., 2001; Neilan et al., 2003; Tucci & Sant’Anna, 2003; Briand et al., 2004;
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Chonudomkul et al., 2004; Jones & Sauter, 2005; Dufour et al., 2006; Berger et al.,
2006; Mohamed, 2007; Dvorak & Hasler, 2007).

Esta répida expansdo das Cylindrospermopsis demonstra sua alta capacidade de
adaptacdo e vantagem competitiva (Padisak, 1997; Oliveira, 2005). Dentre suas
estratégias adaptativas estao:

- Presenca de aerotopos, que permitem o posicionamento na coluna d’agua;

- Fixacdo de nitrogénio atmosférico, que permite o crescimento em ambientes

pobres em nutrientes nitrogenados;

- Formacdo de acineto, que permite a formacdo de células de resisténcia em

condicdes ambientais nao ideais;

- Producéo de toxinas, apesar da funcdo das toxinas ainda ndo ser clara;

- Tolerancia a temperaturas altas e estratificagdo da coluna d’agua;

-Toleréncia a baixa intensidade luminosa;

C. raciborskii forma floracGes, e a densidade maxima de células ocorre,
tipicamente, entre 2 e 3 metros abaixo da superficie, sendo de dificil deteccdo. Outra
peculiaridade atribuida a C. raciborskii € o fato desta ndo produzir compostos organicos
volateis, tais como geosmina e MIB (2-metil-isoborneol), que causam sabor e odor a
agua e sdo comumente associados as floragdes (Jones & Sauter, 2005). Comparada a
outras cianobactérias, a C. raciborskii € pequena, apresentando filamentos (tricomas)
com cerca de 2 a 3 um de largura e comprimento bastante variavel (Jones & Sauter,
2005). A similaridade entre os morfo tipos, outras espécies de Cylindrospermosis e

mesmo outras cianobactérias, dificulta a sua identificacao.
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Apesar de descrita originalmente para regides tropicais (Java, Indonésia),
observou-se um aumentou na frequéncia de floracdes de C. raciborskii nos tropicos
(Branco & Senna, 1994) e a espécie também tem sido observada em regibes
subtropicais (Vidal & Kruk, 2008) e temperadas (Fastner et al. , 2003). Atualmente, sua
distribuicdo alcanca regides ao norte da Europa (Wiedner et al. , 2002), Nova Zelandia
(Ryan et al. , 2003), Africa do Sul e América do Norte (Vidal & Kruk, 2008). Na
América do Sul, C. raciborskii € muito conhecida nas &guas tropicais e sub-tropiais
brasileiras (Huszar et al., 2000) e subtropicais uruguaias (Vidal & Kruk, 2008), tendo
sido encontrada como espécie ndo dominante na Argentina (De Tezanos-Pinto et al.,
2006). A producdo de toxinas por C. racibiorskii € geograficamente diversa. Em alguns
continentes produz PSTs e em outros, Cilindrospermopsinas que é uma citotoxina, que
em humanos afeta o figado e os rins (Tabela 4).

A C. raciborskiifoi foi relatada como produtora de cilindrospermopsina e
deoxicilindrospermopsina na América do Norte, Asia e Oceania, e de saxitoxinas no
Brasil (Tabela 4). Na Europa, a producdo de cilindrospermopsina pela espécie ainda é
matéria de controvérsia (Fastner et al., 2007), embora a toxina tenha sido detectada em
corpos d’agua europeus concomitantemente a ocorréncia de Cylindrospermopsis
raciborskii, a espécie ndo foi confirmada como sua produtora (Fastner et al. 2003,
2007). Entretanto, outros compostos toxicos sdo relatados tanto para a Europa, como
para a Africa (Tabela 4).

Outra cianobactéria estudada é o género Raphidiopsis, que tem importancia,
quanto & producdo de toxina (Fritsch & Rich 1929), que possui ampla distribuicéo
geografica no mundo (Falconer 2005). Ja foram descritas até 0 momento seis espécies,

das quais foram identificadas trés espécies produtoras de cianotoxinas, sendo duas
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produtoras de neurotoxinas (saxitoxinas, anatoxinas) (Namikoshi et al. 2003, 2004,
Mohamed 2007, Yunes et al. 2007, 2009) e de citotoxinas (Cilindrospermopsina e
Deoxicilindrospermopsina) (Tabela 5). Sendo que no Brasil, Raphidiopsis brookii foi

relatada como produtora de “Paralytic Shellfish Toxin” (PSTS), sendo este o0 primeiro

registro de producdo de saxitoxinas pelo género (Yunes et al. 2007)., (Tabela 5).

Tabela 4 Toxinas produzidas por Cylindrospermopsis raciborskii no mundo.

Toxina produzida

Origem

Referéncia

Cilindrospermopsina

Australia

Hawkins et al. 1985, 1997,
Ohtani et al. 1992,

Falconer et al. 1998,

Saker & Griffith 2000,
Saker et al. 1999,

Mc Gregor & Fabbro 2000,
Saker & Neilan 2001

Estados Unidos

Carmichael 2001

China

Shen et al. 2002

Tailandia

Li et al. 2001

Nova Zelandia

Wood & Stirling 2003

Japdo e Tailandia

Chonudomkul et al. 2004

Australia Norris et al. 1999

Tailandia Li et al. 2001
Deoxicilindrospermopsina Nova Zelandia Wood & Stirling 2003

Brasil (SP) Lagos et al. 1999,

Saxitoxinas (PSTs)

Pomati et al. 2003,2004,
Castro et al. 2004,
Yunes et al.2003

Brasil (PR, RS)

Yunes et al. 2003

Brasil (PE) Molica et al. 2002
Anatoxina Hungria Kiss et al. 2002
B-N-methylamino-L-alanine Australia Cox et al. 2005

(BMAA)
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Tabela 5. Toxinas produzidas por espécies do género Raphidiopsis no mundo

Toxina produzida Origem Referéncia
Cilindrospermopsina e China Li et al.2001
Deoxicilindrospermopsina
Anatoxina-a, Japéao Namikoshiet al. 2003,
homoanatoxina-a 2004
PSTs Brasil (Rio Grande do Sul) Yunes et al. 2007

No Brasil, o primeiro relato da ocorréncia de C. raciborskii foi feito por Palmer
(1969) para o Lago Paranod em Brasilia, que na época identificou a populacdo
encontrada como Aphanizomenon flos-aquae. Atualmente, sabe-se que se tratava de C.
raciborskii (Branco & Senna 1991). Na década de 80, passou-se a verificar a ocorréncia
desta cianobactéria em outras regides brasileiras (Sant’anna et al., 1988; Torgan &
Garcia, 1989). A partir da década de 90, observou-se grande expansao na distribuicédo
de C. raciborskii, devido ao aumento da eutrofizacdo dos sistemas aquaticos nas mais
diversas regies do pais (Branco & Senna, 1991; 1994; Padisak, 1997; Bouvy et al. ,
2000; Huszar et al. , 2000; Sant’anna & Azevedo, 2000; Azevedo & Brandao, 2003;
Nishimura et al. , 2008).

Apesar de ndo ter sido confirmada a presenca de toxina em todos o0s casos, a

presenca de cianobactérias produtoras de PSTs ja foi registrada em varios mananciais e

em diferentes regides brasileiras (Tabela. 6).
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Tabela 6. Alguns mananciais brasileiros onde foi registrada a presenca de cianobactérias
produtoras de PSTs.

Local Manacial Género Regido PSTs Fonte
Maracanau/CE Maracanau Anabaena NE NI Yunes et al.,
2003
Itapiuna/CE Castro Cylindrospermopsis NE NI Ferreira et al,
2008
Fortaleza/CE Acarape do Meio Cylindrospermopsis NE NI Barroso et al.,
2004
Pacatuba /CE Gavido Cylindrospermopsis NE NI Von Sperling et
al., 2008
Assu/RN Armando Ribeiro  Cylindrospermopsis e NE sim  Costa etal.,
Gongalves Aphanizomenon 2006
Cruzeta/RN Cruzeta Cylindrospermopsis NE NI Chellapa et al.,
2008
Séo Jodo do Sabugi Cylindrospermopsis NE ndo  Panosso et al.,
Sabugi/RN 2007
Caic6/RN Itans Cylindrospermopsis e NE sim  Panosso et al.,
Anabaena 2007
S&o José do Passagem das Cylindrospermopsis, NE ndo  Panosso et al.,
Seridé/RN Trairas Anabaena e 2007
Aphanizomenon
Parelhas/RN Boqueirdo de Anabaena NE ndo  Panosso et al.,
Parelhas 2007
Acari/RN Gargalheiras Cylindrospermopsis e NE ndo  Panosso et al.,
Anabaena 2007
Itatuba/PB Acaud Cylindrospermopsis NE NI Mendes et al.,
2003
Congo/PB Cordeiro Cylindrospermopsis NE NI Franca et al.
2009
Recife/PE Tapacura Cylindrospermopsis e NE sim  Molicaetal.,
Anabaena 2005
Ipojuca/PE Ipojuca Cylindrospermopsis NE NI Aragdo et
al.,2009
Uruburetama/PE Mundad Cylindrospermopsis NE NI Oliveira &
Moura, 2009
Pedra/PE Arcoverde Cylindrospermopsis NE NI Dias, 2009
Surubim- Jucazinho Cylindrospermopsis NE NI Travassos Junior
Cumaru/PE etal., 2005
Serra Talhada/PE Saco | Cylindrospermopsis NE NI Cardoso et al.,
2006
Araripina/PE Araripina Cylindrospermopsis NE NI Bouvy et al.,
2000

NI= n&o informado
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Local Manacial Género Regido PSTs Fonte

Avraripina/PE Lagoa do Barro Cylindrospermopsis NE NI Bouvy et al.,
2000

Araripina /PE Rancharia Cylindrospermopsis NE NI Bouvy et al.,
2000

Araripina/PE Barriguda Cylindrospermopsis NE NI Bouvy et al.,
2000

Gergelim/PE Gergelim Cylindrospermopsis NE NI Bouvy et al.,
2000

Bodocd/PE Lopes |1 Cylindrospermopsis NE NI Bouvy et al.,
2000

Ouricuri/PE Algoddes Cylindrospermopsis NE NI Bouvy et al.,
2000

Parnamirim/PE Entremontes Cylindrospermopsis NE NI Bouvy et al.,
2000

Parnamirim/PE Chapéu Cylindrospermopsis NE NI Bouvy et al.,
2000

Serra Talhada/PE Jazigo Cylindrospermopsis NE NI Bouvy et al.,
2000

Serra Talhada/PE Cachoeira Il Cylindrospermopsis NE NI Bouvy et al.,
2000

Carnaiba/PE Chinelo Cylindrospermopsis NE NI Bouvy et al.,
2000

Séo José do Séo José Il Cylindrospermopsis NE NI Bouvy et al.,
Egito/PE 2000

Iguaraci- Rosério Cylindrospermopsis NE NI Bouvy et al.,
Ingazeira/PE 2000

Afogados da Brotas Cylindrospermopsis NE NI Bouvy et al.,
Ingazeira/PE 2000

Ibimirim/PE Pogo da Cruz Cylindrospermopsis NE NI Bouvy et al.,
2000

Custddia/PE Custddia Cylindrospermopsis NE NI Bouvy et al.,
2000

Cedro/PE Barrinha Cylindrospermopsis NE NI Bouvy et al.,
2000

Itapetim/PE Boa Vista Cylindrospermopsis NE NI Bouvy et al.,
2000

Pedra/PE Mororé Cylindrospermopsis NE NI Bouvy et al.,
2000

Venturosa/PE Ingazeira Cylindrospermopsis NE NI Bouvy et al.,
2000

Pesqueira/PE Ipaneminha Cylindrospermopsis NE NI Bouvy et al.,
2000

Buique/PE Buique Cylindrospermopsis NE NI Bouvy et al.,
2000

Itaiba/PE Itaiba Cylindrospermopsis NE NI Bouvy et al.,
2000

lati/PE lati Cylindrospermopsis NE NI Bouvy et al.,
2000

Pesqueira/PE Pao de Agucar  Cylindrospermopsis NE NI Huszar et al.,
2000

Belém/PA Utinga Aphanizomenon NE NI Vieiraet al.,
2005

Manaus/AM 5 ambientes (NI) Anabaena N NI Ribeiro et al.
2009

NI= n&o informado
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Local Manacial Género Regido PSTs Fonte
AM Rio Amazonas Cylindrospermun e N NI Fiore et al.,
Anabaeba 2005
AM Rio Solimdes Cylindrospermun e N NI Fiore et al.,
Anabaeba 2005
AM Rio Negro Cylindrospermun e N NI Fiore et al.,
Anabaeba 2005
AM Rio Japura Cylindrospermun e N NI Fiore et al.,
Anabaeba 2005
AM Rio Madeira Cylindrospermun e N NI Fiore et al.,
Anabaeba 2005
Corumba/GO Corumba Cylindrospermopsis CoO NI Bazzaetal.,
1999
Brasilia/DF Paranoa Cylindrospermopsis CoO NI Branco &
Senna, 1991
Ilha Mutum/MS Lagoa do Osmar Anabaena e Cco NI Jati et al., 2006
Aphanizomenon
MS/PR Lagoa das Garcas Anabaena e Cco NI Jatietal., 2006
Aphanizomenon
MS/PR Lagoa Ventura Anabaena e Cco NI Jatietal., 2006
Aphanizomenon
MS/PR Rio Baia Anabaena e CcoO NI Jati et al., 2006
Aphanizomenon
MS/PR Rio Parana Anabaena e Cco NI Jati et al., 2006
Aphanizomenon
Belo Pampulha Cylindrospermopsis SE sim  Carvalho et al.,
Horizonte/MG 2009
Medina/MG Ribeirdo Cylindrospermopsis SE NI Viana, 2009
Pedra Azul/MG Soberbo Cylindrospermopsis SE NI Viana, 2009
Ouro Preto/MG Rio das Velhas Anabaena SE NI Jardimet al.,
2009
Contagem/MG Vargem das Cylindrospermopsis SE NI Von Sperling.,
Flores 2008
Lagoa Santa/MG Lagoa Santa Cylindrospermopsis SE NI Figueredo &
Giani., 2009
Cariacica/ES Duas Bocas Cylindrospermopsis SE NI Fernandes et al.,
2004
Resende/RJ Funil Cylindrospermopsis e SE sim  Ferrdo-Filho et
Anabaena al., 2008
Barra do Pirai/RJ Lajes Cylindrospermopsis e SE ndo  Ferrdo-Filho et
Anabaena al., 2008
Araruama/RJ Juturnaiba Cylindrospermopsis SE NI Huszar et al.,
2000
Marica/RJ Lagoa da Barra Cylindrospermopsis SE NI Huszar et al.,
2000
Séo Paulo/SP Taiagupeba Cylindrospermopsis SE sim  Yunesetal,
2003
Séo Paulo/SP Guarapiranga Cylindrospermopsis SE sim  Gemelgo et al.,
2008
Séo Paulo/SP Billings Cylindrospermopsis SE sim  Gemelgo et al.,
2008

NI= n&o informado
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Local Manacial Género Regido PSTs Fonte
Séo Paulo/SP Rio Grande Cylindrospermopsis SE sim  Yunes etal,
2003
Séo Paulo/SP Guaral Cylindrospermopsis SE sim  Yunesetal,
2003
Séo Paulo/SP Jacarai Cylindrospermopsis SE sim  Yunes etal,
2003
Séo Paulo/SP Jundiai Cylindrospermopsis SE sim  Yunes etal,
2003
Séo Paulo/SP Lago das Garcas Cylindrospermopsis SE NI Tucci &
Sant’ Anna,
2003
Barra Bonita/SP Barra Bonita Anabaena SE NI Gouvéa et al.,
2005
Sé&o Carlos/SP Monjolinho Anabaena SE ndo  Sotero-Santos et
al., 2008
Curitiba/PR Irai Cylindrospermopsis S sim  Yunesetal,
2003
Ponta Grossa/PR Alagados Cylindrospermopsis S sim  Yunesetal,
2003
Floriandpolis/SC Peri Cylindrospermopsis S sim  Grellmann,2006
S&o Bento do Rio Vermelho Cylindrospermopsis S NI Figueiredo,
Su/SC Anabaena e Lyngbya 2004
S&o Bento do Rio Negrinho Cylindrospermopsis S NI Figueiredo,
Sul/SC Anabaena e Lyngbya 2004
Fraiburgo/SC Rio Mansinho Anabaena S NI Bento et
al.,2009

NI= n&o informado

A ocorréncia de cianobactérias que produzem PSTs em aguas brasileiras € uma
realidade incontestavel, o que requer atencdo cada vez maior no que diz respeito ao uso
da agua dos mananciais. Além disto, o crescimento de peixes e crustaceos em estacoes
de cultivo em aguas doce, salobras ou marinhas pode estar sujeito a contaminacdo por
toxinas, tendo em vista a rapida disseminacdo de floragdes produtoras de PSTs em
aguas brasileiras. E na regido sul do Brasil ha indicios que as floracdes de
cianobactérias estdo cada vez mais frequentes, e dentre as espécies, a
Cylindrospermopsis é uma das que se destacam (Chaves et al., 2009, Yunes et al, 2003
Grellmann,2006, Figueiredo, 2004, Bento et al.,2009). Com isto, as PSTs estdo sendo
encontradas com maior frequéncia, visto que sdo produzidas por esta espécie (Yunes et

al, 2003 Grellmann,2006).
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3.8 ISOLAMENTOSE CULTIVOS

A importancia da obtencdo de culturas de cianobactérias esta na grande
variedade com que as mesmas podem e devem ser utilizadas: estudos genéticos,
taxonémicos citoldgico, fisioldgicos, nas pesquisas de carater experimental (Magalhaes
et al. 2006) .

Apesar da existéncia de grande variedade de cianobactérias morfologicamente
diferentes em diferentes habitats terrestres e aquaticos, trabalhos com cepas destas
bactérias tém sido restritos, com relativamente poucos representantes. As dificuldades
encontradas parecem ser, em parte, pelo isolamento e pela, subsequente, purificacdo
dessas cianobactérias (Castenholz 1988).

O é&gar, que é rotineiramente usado como um agente de solidificacdo em meios
bacterioldgicos, pode conter impurezas (Allen & Gorham 1981, Bretscher & Kaiser
1978) e algumas destas sdo responsaveis pela inibicdo do crescimento de algumas
cianobactérias (Allen & Gorham 1981). Diferentes abordagens tém sido usadas numa
tentativa de baixar ou eliminar os efeitos inibitorios do crescimento, estas incluiram o
uso de concentracdes de agar baixo (Shirai et al.,1989), a esterilizacdo separada de
solucdes agar e nutrientes, a substituicdo de agarose para outras alternativas de agentes
solidificantes (Shirai et al.,1989 , Thiel et al., 1989), filtracdo diferencial (Heaney &
Jaworski 1977, Meffert & Chang 1978) e transferéncia repetida de células (Vaara et al.,
1979). Outras abordagens tém envolvido o uso de um agente que é considerado
relativamente inofensivo para as cianobactérias, mas € tdxico para 0S
contaminantes. Agentes utilizados incluiram fenol (Carmichael & Gorham. 1974.),
hipoclorito de so6dio a temperatura elevada (Wieringa, 1968) e antibidticos (Rippka

1988).
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Um aspecto frustrante de lidar com cianobactérias seja o trabalho muitas vezes
arduo e demorado, que estd envolvido na tentativa de produzir culturas em contraste,
com a baixa taxa de sucesso. Algumas técnicas foram adotadas na tentativa de
desenvolver métodos mais eficientes para purificar as cepas de cianobactérias.

Como parte dos estudos para explorar as cianobactérias como possivel fonte de
PSTs, buscou-se desenvolver diferentes métodos para o isolamento e purificacdo de
cianobactérias.

3.9 METODOS PARA DETECTAR PSTs
As PSTs estdo entre as toxinas naturais com maior grau de toxicidade, como as
floracBes de organismos produtores destas toxinas, sao cada vez mais frequentes, é de
grande importancia existirem métodos analiticos para monitorar estas toxinas (Molica et
al.,, 2002; Neilan et al., 2003; Tucci & Sant’Anna, 2003; Briand et al., 2004;
Chonudomkul et al., 2004; Jones & Sauter, 2005; Dufour et al., 2006; Berger et al.,

2006; Mohamed, 2007; Dvorak & Hasler, 2007).

Os métodos que permitem detectar a presenca das PSTs sdo 0s bioensaios com
camundongos, as analises utilizando kits imunoenzimatico tipo ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), e a cromatografia liquida, os quais sdo descritas

detalhadamente a seguir.

3.9.1 BIOENSAIO
Inicialmente a técnica mais usada para determinar as toxinas PSTs era “Bioensaio
com camundongo”, que foi aplicado primeiro por Sommer e Meyer (1937) em extratos
acidos de mexilhdes da Califérnia. O procedimento geral foi padronizado e validado em
uma série de estudos inter-colaborativos (Association of Official Analytical Chemists;

AOAC, “Associacdo de Quimica Analitica Oficial”, 1990). Este método ¢ reconhecido
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internacionalmente para quantificar a toxicidade das PSTs e é usado no mundo em
programas de monitoramento, embora com alguma variacdo no limite de

regulamentacdo de toxidade aceitavel.

Para este ensaio, uma amostra da biomassa da floracéo é coletada, centrifugada, e
liofilizada. E preparado um extrato com solugdo fisiolégica, o qual posteriormente
ultrasonificado para que ocorra a lise celular. Esse extrato € injetado intraperitoneal em

diferentes doses em camundongos machos.

Por um periodo de 24 horas é observado o comportamento e registrados os efeitos
e eventual morte dos organismos teste. Geralmente, uma floracdo neurotoxica causa a
morte dos animais em poucas horas ou minutos. Os animais séo observados para ver se
apresentam os sintomas da contaminacdo por PSTs, tais como saltos logo ap6s a
injecdo, seguido de morte em menos de 15 minutos por parada respiratéria. O tempo de
injecdo inicial até morte do camundongo € registrado e a toxidade é determinada (em
unidades de camundongos). Uma unidade de camundongo é a quantidade de toxina
necessaria para matar um camundongo de 20g num tempo de 15 minutos. Varias
diluicbes do extrato podem ser necessarias para obter um valor mais baixo da

concentracéo e dentro deste limite. (Sommer & Meyer, 1937; Hall et al., 1990).

Finalmente, apos a padronizagdo dos camundongos em unidades sdo convertidas
em unidades de toxicidade (ugSTXeq) por 100g de amostra. Os resultados dos testes
com camundongos sdo expressos em DLsy (dose onde € verificada a morte de 50% dos

organismos).
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Existem algumas ressalvas a serem consideradas, como a diferencas entre 0s
laboratdrios, espécie do camundongo, sacrificio de animais (questdes éticas) e baixa

precisdo dos resultados.

Consideracdes éticas contra sacrificar um grande ndmero de animais sdo uma
critica crescente sobre os 6rgdos reguladores e pesquisadores, visando pressiona-los a
fornecer métodos alternativos. Varios outros métodos sdo descritos na literatura. Dentre
eles podem ser citados dois: - 0s ensaios bioquimicos delineados para estimar a
toxicidade total (Usleber et al., 1997; Chu et al., 1996; Jellett et al., 2002); e as técnicas
de quimica analitica capazes de proporcionar uma maior deteccdo e seletividade dos
analogos individuais da toxina (Lawrence et al., 1995; Locke & Thibault, 1994;

Oshima, 1995; Pleasance et al., 1992; Sullivan & Wekell, 1986).

3.9.2 ENSAIO IMUNOENZIMATICO
Os ensaios imunoenzimaticos ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay),
baseiam-se na interacdo anticorpo-antigeno, e sdo amplamente usados em analises de
diferentes compostos, e também muito utilizados para analises de cianotoxinas, sendo ja
bem difundidos para microcistinas. Poréem, sdo poucos os estudos a cerca dos Kits para

analise de PSTs que recentemente foram disponibilizados no mercado.

A toxina presente na amostra compete com o conjugado (Enzima—Toxina) na
reacdo por um numero limitado de anticorpos ligados a superficie de cada cavidade da
placa. Apds uma simples etapa de lavagem, o resultado deste processo competitivo pode
ser visualizado com o desenvolvimento de cor. Como todo Imunoensaio Competitivo, a

concentragdo de toxina é inversamente proporcional ao desenvolvimento da cor.


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Anticorpo-ant%C3%ADgeno&action=edit&redlink=1
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O kit ELISA para Saxitoxina € utilizado para a analise semi-quantitativa de
saxitoxina em amostras de floracbes de cianobactérias. A curva de calibracdo € feita
com um padrdo PST (STX) de concentracdes conhecidas e é praticamente linear.
O kit utiliza um anticorpo policlonal de coelho, que mostra reacdo diferenciada

(cruzada) para cada analogo de PSTs, sendo exata apenas para a variante STX.

Os imunoensaios para PSTs tem reatividade diferente para os andlogos da toxina,
sendo assim sua exatiddo é comprometida. Cada fabricante apresenta diferente faixa de
concentracdo de trabalho e diferentes reatividades, (exceto a STX, quantificacdo é
errada e subestimada para cada andlogo das variantes de PSTs), os resultados das
analises de cada variante testada, sdo descritos no manual, sendo percentuais de reacéo,
ou seja, um percentual de quantificacdo. Abaixo sdo apresentados alguns exemplos dos

imunoensaios que estdo disponiveis no mercado e seus dados:
Kit Abraxis.

No Kit comercial da Abraxis, a variante de PST usada como padrdo para o
levantamento da curva de calibracdo € a STX e estdo nas concentracbes de 0,00
(controle), 0,02 0,05, 0,10, 0,20 e 0,40 ug L™. Juntamente ao material do kit vem um
catdlogo onde se encontram algumas especificacdes do produto, entre as informacdes
descreve que o kit apresenta uma “reatividade cruzada” que resulta em uma

quantificacéo relativa apresentada na Tabela 7.
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Tabela 7: Reatividade Cruzada de cada variante de PSTs do Kit ABRAXIS.

Variante de PST Quantificacao relativa %
Saxitoxin (STX) 100
Decarbamoyl STX 29
GTX2&3 23

GTX-5B 23

Sulfo GTX1 &2 2,0
Decarbamoyl GTX 2 &3 1,4
Neosaxitoxin 1,3
Decarbamoyl Neo STX 0,6

GTX1&4 <0,2

Kit Bioo Scientific.

No Kit comercial da Bioo Scientific, a variante de PST usada como padrédo para
o levantamento da curva de calibracdo é a STX e estdo nas concentracbes de 0,00
(controle), 0,02 0,04, 0,08, 0,16 e 0,32 ug L™ . Juntamente ao material do kit vem um
catdlogo onde se encontram algumas especificacdes do produto, entre as informacdes
descreve que o kit apresenta uma “reatividade cruzada” que resulta em uma

quantificacéo relativa apresentada na Tabela 8.



43

Tabela 8: Reatividade cruzada de cada variante de PSTs do Kit Bioo Scientific

Variante de PST Quantificacao relativa %
Saxitoxin (STX) 100
Decarbamoyl STX 31
GTX2&3 25

GTX-5B 21
Decarbamoyl GTX 2 &3 1,7
Neosaxitoxin 1,3
Decarbamoyl Neo STX 0,5

GTX1&4 <0,2

Kit Beacon.

No Kit comercial da Beacon, a variante de PST usada como padrdo para o
levantamento da curva de calibracdo € a STX e estdo nas concentracbes de 0,00
(controle), 0,02, 0,08 e 0,32 ug L™. Juntamente ao material do kit vem um catélogo
onde se encontram algumas especificagdes do produto, entre as informacdes descreve
que o kit apresenta uma “reatividade cruzada” que resulta em uma quantificacdo relativa

apresentada na (Tabela 9.)
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Tabela 9: Reatividade cruzada de cada variante de PSTs do Kit Beacon

Variante de PST Quantificacao relativa %
Saxitoxin (STX) 100
Decarbamoyl STX 18
GTX2&3 12
Decarbamoyl GTX 2 &3 0,4
Neosaxitoxin 0,8
Decarbamoyl Neo STX 0,7

GTX1& 4 <0,1

Kit Ridascreen.

No Kit comercial da Ridascreen, a variante de PST usada como padrdo para o
levantamento da curva de calibracdo € a STX e estdo nas concentracbes de 0,00
(controle), 0,01, 0,03, 0,09 0,27 e 0,81 pug L™. Juntamente ao material do kit vem um
catalogo onde se encontram algumas especificacdes do produto, entre as informacdes
descreve que o kit apresenta uma “reatividade cruzada” que resulta em uma

quantificacéo relativa apresentada na Tabela 10.

Tabela 10: Reatividade cruzada de cada variante de PSTs do Kit Ridascreen.

Variante de PST Quantificacao relativa %
Saxitoxin (STX) 100
Decarbamoyl STX 10-30

GTX2&3,GTX-5B,CleC2 10-30
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Apesar de existirem inumeros Kits no mercado para determinagdo das PSTs, ha
muita polémica e controvérsia com relacdo ao uso deles como ferramenta de
monitoramento para quantificacdo das PSTs. Segundo Casais (1991), estes ensaios
imunoenzimaticos tém uma série de inconvenientes, tais como a incapacidade de

detectar de forma eficiente a baixa toxicidade e diferenciar os analogos .

Segundo Sullivan & Wekell (1988), o numero de diferentes variantes de PSTs e
sua tendéncia para a transformacdo quimica em outros andlogos téxicos sdo 0s
principais fatores que interferem em uma andlise qualitativa e quantitativa e que

impedem o desenvolvimento de um teste de campo simples para determinar as toxinas.

3.9.3 ANALISES CROMATOGRAFICAS

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), em inglés: High Performance
Liquid Chromatography, (HPLC) é um método fisico-quimico de separacdo no qual 0s
constituintes da amostra sdo particionados em duas fases, uma estacionaria e outra
movel (fluido que percola através da primeira). A fase estacionaria empregada pode ser
um sélido ou um liquido enquanto que a fase mdvel deve ser um liquido. A grande
variedade de combinacdes entre fases mdveis e estacionarias a torna uma técnica
extremamente versatil e de grande aplicacdo. A cromatografia pode ser utilizada para a
identificacdo de compostos através da comparagdo de picos dos analitos com os do
padrdes previamente existentes.

Para atingir a alta sensibilidade e especificidade no monitoramento das toxinas
PSTs e para evitar a morte excessiva de ratos, Sullivan et al. (1985) e Nagashima et al.
(1987) desenvolveram métodos de anélise de toxinas por cromatografia liquida (CLAE).

Mais tarde foram desenvolvidos métodos para confirmar as PSTs e para determinar 0s
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perfis de toxinas (Franco & Fernandez 1993, Oshima 1995, Lawrence & Niedzwiadek

2001, Vale & Sampayo, 2001).

Dentre 0os métodos mais utilizados para a detec¢do de toxinas paralisantes (PSTs)
através de CLAE e deteccdo por fluorescéncia (CLAE-RF), um se d& por derivatizagao
(reacdo de oxidacdo que da as moléculas de PST a caracteristica de fluorescer) pré-

coluna (Lawrence et al., 1995) e outro por derivatizacdo pds-coluna (Oshima,1995).

O método Lawrence et al. (1995) que utiliza derivatizacdo pré-coluna consiste em
uma reagdo de derivatizagdo com periodato, em 100 pL de amostra neutralizada com
hidréxido de sédio 200 mmol L™, adiciona-se 250 pL de solucdo oxidante (30mmol L™
de &cido periddico, formiato de aménio e bifosfato de sodio, corrigido o pH a 8,2 com
hidroxido de sédio 200 mmol L), é feita a homogeneizacéo e deixado em repouso por
1 minuto sob temperatura ambiente, adicionando-se entdo 2,5 pulL de acido acético
concentrado. Apds 10 minutos a amostra € injetada no sistema cromatografico. A

quantificacéo é feita por comparacao direta com o padrdo comercial de PSTs, submetido

as mesmas condigdes de oxidacéo.

Este método apresenta desvantagem, pois apesar de ser apenas uma corrida no
cromatografo, seus cromatogramas (Figura 4) apresentam uma anomalia da linha de
base resultante dos reagentes utilizados na derivatizacdo sobrepondo os picos das
toxinas, causando problemas na integracdo dos picos e na determinacdo da quantidade

de toxina presente na amostra (Rodriguez et al. 2010, Costa et al. 2009).
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Figura 4. Cromatograma dos padrdes de PSTs em derivatizacdo pré-coluna

segundo a técnica de Lawrence (1995).

Ja no método de Oshima (1995) com derivatizacdo pos-coluna, é necessario que
se faca duas analises para deteccdo dos diferentes grupos de PSTs (STX, Neo-STX,
DcSTX) e (GTX1, GTX2, GTX3, GTX4 e GTX5) gerando assim dois cromatogramas
(Figura 5). A derivatizagdo das toxinas ocorre ap6s a separacdo na coluna
cromatografica através da oxidacdo da amostra ou do padrdo, com acido periédico em
banho-maria a 80°C. A reacdo é entdo cessada pelo acréscimo de &cido acético. O
procedimento ocorre em fluxo continuo, com auxilio de bombas adicionais ligadas ao
sistema. A deteccdo do composto derivatizado se da pela medida da fluorescéncia

emitida.
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Figura 5: Padrdes de PSTs em derivatizagdo pds-coluna segundo a técnica de

Oshima (1995), em duas separages. (a) STX, neo-SXT e dc-STX; (b) GTX 1-5.

Apesar do método de Oshima (1995) apresentar melhores cromatogramas, como
visto na figura 5, 0 método de cromatografia liquida que foi validado pela Association
of Official Analytical Chemists (AOAC) para determinacdo PSTs € o de Lawrence et al.
(2005) e agora esta incluido nas diretivas da Unido Européia (Regulamento CE n.°
1664/2006) para atuar como uma alternativa legal para o Bioensaio. Apesar disso este
método ndo € considerado pratico para triagem rapida das toxinas, devido a sua natureza
demorada e exigéncia de equipamentos caros e profissionais com experiéncia

consideravel.

Com o avangco da tecnologia, varios estudos tém analisado de PSTs por
espectrometria de massas (EM e EM/EM), CLAE-EM e CLAE EM/EM, principalmente
usando como interface entre CLAE e a EM a ionizagdo por electrospray (Quilliam

2003, Johnson et al., 2009). Porém, por se tratar de ismeros e pelo fato da molécula ser
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instavel, esta ainda € uma técnica com alguns obstaculos a serem ultrapassados,

conforme descrito por Dorr et al. (2011).

Alguns autores tém comparado os métodos de Lawrence et al,(1995) e o de
Oshima (1995) para determinacdo de toxinas PSTs por CLAE (Rodriguez et al. 2010,
Costa et al. 2009). Embora ambos os métodos tenham sofrido modificagGes continuas,
ainda existem algumas vantagens e desvantagens que os tornam dificeis de empregar

como métodos oficiais.

O método de Oshima (1995) tornou-se recentemente muito popular, porque pode
separar cromatograficamente todas as PSTs. No entanto, ndo é um método muito
aplicavel para monitoramento, porque necessita realizar trés diferentes ensaios
demorados para determinar a presenca de todas as toxinas. O método de derivatizacdo
pré-coluna proposto por Lawrence e Meénard (Lawrence et al. 1991a,
1991b.,1995.,1996), também consome muito tempo e ndo separa todas as toxinas, mas
tem o limite de deteccdo menor que o método de Oshima(Rodriguez et al. 2010, Costa
et al. 2009). Isto é especialmente importante em niveis de seguranca, porque amostras
que contém menor quantidade de toxinas podem ser quantificadas pelo método
Lawrence et al. (1995), em concentracBes aproximadamente 10 menores do que o
Limite de Quantificagdo do método de Oshima (1995). Contudo 0 método de Lawrence

et al. (1995) ndo é facil de implementar em uma rotina diaria (Ben-Gigirey et al. 2007).
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3.10 PURIFICACAO DE PSTs
Uma série de métodos analiticos tem sido desenvolvida até o0 momento, entre eles
temos a Cromatografia Liquida com Deteccdo por Fluorescéncia (CLAE-FD) e por
espectrometria de massas (CL-EM e CL-EM/EM). Estas metodologias cromatogréaficas,
assim como nos ensaios imunoenzimaticos, precisam indispensavelmente, de um padrédo

para calibragéo.

Nas publicacBes cientificas sdo poucos os artigos que descrevem metodologias
para producdo de padrbes de cianotoxinas, e para PSTs sdo ainda mais raros. A
publicacdo que melhor detalha a metodologia é o de Laycock et al.(1994), sendo que 0s
demais trabalhos fazem referéncia a este artigo, como Watanabe et al. (2011), que se
deteve nas interconvercdes dos analogos de PSTs tendo usado duas colunas nas
purificacGes, as mesmas do trabalho de Laycock et al.,(1994) porém com dimensdes
menores. No trabalho, Laycock e colaboradores (1994) ressaltaram a importancia da
escolha do organismo produtor da toxina a partir do qual serd feita a purificacéo,
principalmente devido & natureza da matriz e seus interferentes. Assim, eles
consideraram que a producdo dos padrdes de PSTs a partir de algas e cianobactérias
poderiam ser mais simples e mais eficientes do que a partir de marisco. Por outro lado,
um tempo consideravel e esfor¢o sdo necessarios para cultivar algas ou cianobacterias
em quantidades suficientes, por isso optaram pelos mariscos que podem sem
encontrados no ambiente ja com grande quantidade de PSTs bioacumuladas.
Comumente, mariscos sdo encontrados com até 50mg/100g de hepatopancreas (Hsu et
al.,1979) enquanto uma Aphanizomenom flos-aquae, por exemplo, tem apenas
3mg/100g de células de toxina. Estes dados concluiram que a cianobactéria tem muito

menos toxinas por grama e, além disto, é mais dificil obter 100g de células de
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cianobactéria do que 100g de hepatopéncreas de marisco, por isso optaram pelo

marisco.

Mesmo cientes que um hepatopancreas é uma matriz com muitos interferentes,
Laycock et al. (1994) optaram por desenvolver uma metodologia para esta matriz, a
qual foi complexa e demorada. Para isso, utilizaram uma coluna cromatografica de
permeacdo em gel com 2,6cm de didametro e 80 cm de comprimento, Bio-Gel P2, onde o
eluente é 4cido acético 0,1mol L™, e a eluicdo total tem um tempo de duracio de 26h
40min. Para concluir a purificacéo, cada grupo de toxinas passa por mais uma coluna de
troca idnica, Bio-Rex-70 (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA) de 2,6cm de didametro
e 20cm de comprimento, onde a fase mével é Tris-HCI 2mol L™ pH 7,5. Nesta
metodologia 0 monitoramento das fragdes para saber onde se encontravam as variantes
foi realizado através de eletroforese capilar com deteccdo em UV no comprimento de
onda de 200nm, visto que, segundo Thibault et al., (1991), as PSTs em altas

concentracdes absorvem naquele comprimento de onda.

Embora alguns padrdes de calibracdo estejam disponiveis comercialmente a partir
do National Research Council do Canada (NRC), a falta de padrbes de calibracdo tem
dificultado a implementacdo destas técnicas no monitoramento de rotina de PSTs
(Watanabe et al., 2011) e 0 uso em experimentos cientificos, como avaliacdo dos seus
efeitos no ambiente, remocdo das toxinas entre outros. No Brasil, a obtencdo destes
padrdes € ainda mais dificil por ter que ser importado, 0 que requer um tempo maior de

entrega do produto e onera o custo.

Para preparacdo de padrdes de calibracdo em grande quantidade, um dos fatores

mais importantes é a selecdo de matéria-prima natural. Os mariscos, com um alto teor
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de toxina é uma das fontes naturais de PSTs mais importantes, porém, sdo dependentes
de eventos naturais de floracdo produtoras de PSTs, para bioacumularem as toxinas
(Oshima et al., 1982, Goto et al., 1998). Outra fonte pode ser alguns dinoflagelados,
como Alexandrium excavatum (Laycock et al., 1994) e A. tamarense (Thomas et al.,
2004) podem ser utilizados como matéria-prima apropriada, em termos de fonte estavel
de toxina. Algumas cianobactérias produtoras de toxina, como Anabaena circinalis e
Aphanizomenon flos-aquae, também seriam uma boa opcdo de matéria-prima na

producdo de toxina (Watanabe et al.,2011).

Os mariscos vém sendo usados para producdo de padrdes de PSTs, mas sabe-se
que neles os analogos destas toxinas sofrem reacfes quimicas e enzimaticas que mudam
sua estrutura quimica. Além de usar uma metodologia complexa e demorada, ainda
assim, depois da purificacdo, se faz necessaria uma conversao quimica das toxinas para
que fiquem quimicamente iguais aos analogos encontrados no ambiente. Algumas
reacdes quimicas e enzimaticas foram citadas para transformacdo dos analogos por
Oshima (1995b) e Watanabe et al., (2011). Estas conversdes quimicas sdo inclusive
usadas pelo NCR na producdo dos padrdes, o qual usa a metodologia de Laycock et al.

(1994) para purificar as toxinas.

Desta forma, uma metodologia para produgédo de padrdes de PSTs, usando como
matéria prima as cianobactérias, que no fim do processo obtenha um padrdo da variante
encontrada em sua cepa ou seu ambiente de estudo, podendo até ser uma variante ndo
disponivel no mercado, é de extrema importancia para experimentos com toxina

purificada e calibracdo de equipamentos.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MONITORAMENTO E COLETA DAS AMOSTRAS

Para monitorar os eventos de floracfes de cianobactérias no Rio Grande do Sul e
este trabalho contou com a colaboracdo de companhias de tratamento de agua, como a
CORSAN (Companhia Riograndense de Saneamento), em mais de 360 localidades, e
SAMAE (Servico Autdnomo Agua e Esgoto de Caxias do Sul), entre outros. Com estes
colaboradores teve-se um campo amostral bem representativo do estado, monitorando a
agua de abastecimento publico de mais de 80% da populacdo do estado, sendo que
outros eventos que ocorreram em mananciais também foram monitorados. A coleta das
amostras no Parana, ocorreu com a colaboracdo da SANEPAR (Companhia de
Saneamento do Parand).

Nos dois estados foram estudadas um total de 540 floracbes de cianobactérias
que poderiam ser produtoras de PSTs, no decorrer dos anos de 2003 a 2009. Foram
avaliados resultados obtidos de 276 amostras analisadas durante o periodo de 2003 a
2006, e mais 264 amostras analisadas no periodo de 2007 a 2009. As analises foram
feitas por cromatografia liquida de alta eficiéncia, com detec¢do por fluorescéncia

segundo método de Oshima (1995).

Os técnicos de cada local coletaram as amostras e enviaram para a equipe de
biologos de sua unidade, os quais analisaram as amostras em microscopios e, se
confirmada a presenca de cianobactéria, encaminharam para a UPC (Unidade de
Pesquisa em Cianobactéria da FURG), aliquotas congeladas e preservadas com acido
cloridrico 0,05mol L™ para anélises. Para os dados obtidos de 2003 a 2007 este era o
procedimento padréo de coleta e preservagdo das amostras. A partir 2007 incluiu-se no

procedimento, o envio de uma aliquota da amostra in natura, juntamente com as demais
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amostras. Entao, de 2007 a 2009 além das analises foram feitas tentativas de cultivo em

laboratdrio de todas as amostras que apresentaram alguma variante de PSTs.

4.2 EQUIPAMENTOS E REAGENTES

Todos os reagentes usados foram das marcas Merck e Sigma, grau analitico ou
cromatografico. A agua ultrapura foi obtido do equipamento Milli-Q. Para as
purificacbes e analises foi utilizado um cromatografo Shimadzu LC-20A (Figura 6),
composto por uma controladora CBM-20A, detector de fluorescéncia RF-10AXxI,
detector SPD-M20A UV-VIS, PDA (Photo Diode Array), bombas LC-20AD e forno de
coluna CTO-20A, controlados através do software LabSolution 5.41.240. A coluna
utilizada foi confeccionada na UPC, com um didmetro interno de 10mm e comprimento
de 150mm, preenchida com C18 (uma fase estacionaria composta por silica RMe,SiCl,

onde R é um grupo alquila de cadeia linear C1gH37).

Figura 6: Shimadzu LC-20? com controladora CBM-20A, detectores de
fluorescéncia (RF-10Axl), UV-VIS, (SPD-M20A PDA Photo Diode Array),

bombas LC-20AD e forno CTO-20A.
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43 I1SOLAMENTO E CULTIVO DE CIANOBACTERIA

Com a finalidade de manter as cianobactérias vivas e vidveis para o isolamento
foi feito enriquecimento das amostras, imediatamente apds sua chegada ao laboratorio.
Para o enriquecimento foi utilizado o meio de cultura BG-11 liquido, suplementado ou
ndo com fontes de nitrogénio (N) (Allen & Stanier, 1968, modificado por Pontes, 1988)
e também o meio de cultura ASM-1 (Gorham et al., 1964). Os meios foram feitos na
forma liquida e solidificados com 10 g L™ de &gar, esterilizados em autoclave por 20
minutos a 120°C e 1,0 atm de pressao. Posteriormente, o material foi transferido para
uma estufa com fotoperiodo com 10 horas de luz e 14 horas de escuro, temperatura de
25°C (+2) e intensidade luminosa de 25umol m™ s*fornecida por 4 lampadas
fluorescentes brancas, frias, do tipo luz do dia de 20 Watts de poténcia (Metting, 1994).

O isolamento de espécies fitoplanctdnicas foi realizado utilizando-se o método
de micropipetagem e plagueamento, proposto por Kugrens et al. (2000) no qual sdo
feitas repicagens sucessivas de pequenas por¢oes contendo filamentos em placas com
meio de cultivo, e pelo método da “pescaria” (Rippka, 1979), no qual pinga-se uma gota
da amostra ambiental numa lamina, isola-se um filamento (tricoma) por capilaridade e,
com o auxilio de pipeta Pasteur de ponta afilada, fazem-se sucessivas lavagens em gotas
de meio de cultura esterilizado. Ao confirmar a presenca de apenas um filamento do
género desejado, esse é transferido, em condi¢Bes assepticas, para meio de cultura
liquida e para placas de Petri contendo 25 mL de meio de cultura sélido esterilizado. Os
indcuos foram mantidos, durante 20 dias, em condic¢des controladas de cultivo, como
descrito anteriormente. Os organismos que apresentaram crescimentos, o procedimento
foi repetido, sendo feitas varias repicagens sucessivas até a obtencdo de isolados. A

eficiéncia do isolamento das espécies foi avaliada pela observacdo de porcdes das
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culturas obtidas ao microscopio 6ptico, e depois de isoladas, as cepas foram mantidas
no banco de cultivo da UPC e também cultivadas em volumes maiores (10 e 20L)

(Figura 7).

Figura 7: Fotografia dos cultivos em escala de 20L.

As culturas unialgais foram mantidas em sala de crescimento da UPC, em uma
estufa com fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, temperatura de 25°C
(+2) e intensidade luminosa de 35umol m? s™. As culturas sido mantidas em frascos
Erlenmeyer, com capacidade para 125 mL, em meio ASM1 liquido, e sdo renovados 0s

meios de cultura a cada 30 dias.

4.3.1 CULTIVOS COM SALINIDADE
Tendo em vista a polémica do perfil de toxina da cepa T3 e a disponibilidade

desta na UPC, o experimento descrito a seguir teve como objetivo avaliar qual é perfis
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de producéo de toxina desta cepa na UPC, e quais seriam os efeitos, quando exposta a

diferentes concentracgdes de salinidade, na producgéo de toxina.

Nos experimentos com salinidade foi utilizada cepa T3 de Cylindrospermopsis
raciborskii. A cepa foi mantida em meio de cultivo ASM-1 (Gorham et al., 1964),
temperatura de 25+2°C, intensidade luminosa de 35umol m? s™ e fotoperiodo 12/12

horas em camara de cultivos.

Para identificar faixas de salinidade que possam limitar a distribuicdo e
persisténcia de Cylindrospermopsis e avaliar o que ocorre com a producgéo de toxina em
diferentes salinidades, e para determinar o nivel de salinidade tolerado pela espécie e o
efeito da salinidade em seu crescimento e producgédo de toxina. Foram realizados dois

experimentos:

O primeiro expds a cultura ja na fase exponencial de crescimento a salinidades de
0, 5, 10 e 20. Este experimento objetivou simular a entrada de uma floracdo em uma
regido estuarina com diferentes salinidades. Para isto, manteve-se a cultura em
condi¢des normais de crescimento em laboratério até a fase exponencial em seguida se
adicionou sal marinho (sal marinho Salutem®) para atingir diferentes salinidades, e foi

feito o monitoramento das células e das toxinas.

Para o experimento foram preparados doze in6culos de C. raciborskii, sendo trés
para cada salinidade. Cada indculo foi realizado em 500 mL de meio de cultivo ASM-
1, previamente esterilizados em autoclave (1,2 kgf cm2 por 30 minutos). Apds o0s

indculos, todas as culturas foram mantidas na temperatura de 25°C (x2). A
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luminosidade e o fotoperiodo durante o experimento foram 0s mesmos para todos 0s

tratamentos.

Ap0s o trigésimo sétimo dia da cultura, foi adicionado sal marinho (Salutem®),
em cada tréplica para atingir salinidade igual 5, 10, e 20, e uma triplicata ndo foi
adicionado sal sendo considerado o controle da cultura. Foram feitas coletas para

analises de toxinaa 1 e 12 h apds a adicao do sal.

No segundo experimento foram feitos seis inoculos, sendo uma triplicata em
apenas meio de cultura ASM1 e outra com mesmo meio de cultura com adi¢do de sal
marinho até atingir salinidade 5. Para cada indculo de C. raciborskii foi realizado em
dois litros de meio de cultivo ASM-1, previamente esterilizados em autoclave (1,2 kgf
cm2 por 30 minutos). Apo6s os indculos, em trés cultivos foi adicionados sal marinho
para atingir a salinidade de 5 e os outros trés ndo foi adicionado sal. Todos os cultivos
foram mantidos nas mesmas condi¢fes de temperatura, luminosidade e o foto periodo
citados anteriormente.

Para avaliar se havia diferenca na producdo de toxinas em salinidade 0 e 5

realizou-se teste ndo-paramétrico, Kruskal-Wallis ANOVA.

4.4 PROCEDIMENTO DE COLETAS PARA QUANTIFICACAO DE
TOXINAS

No 37° dia de cultivo foi feita a coleta para verificar o crescimento e o teor de

toxinas intracelular. O cultivo foi homogeneizado e entdo foram coletados 10 mL de

cultivo para medida dos filamentos (um) e 100 mL para analise de toxinas. Para medir
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os filamentos da cianobactéria, os 10 mL foram armazenados em ampola de vidro e
fixados com trés gotas de lugol 0,5%.

Os 100 mL para analises de toxina foram coletados e filtrados em filtros de fibra
de vidro GF/C Whatman para reter os filamentos e concentrar a amostra, para a analise
de toxinas. O filtro contendo os filamentos de C. raciborskii foi colocado em um tubo
de centrifuga com 5 mL de 4cido cloridrico 0,05 mol L™. Apés agitacdo em vortex a
amostra foi armazenada congelada, e posteriormente ultrassonificada para a extracédo
das toxinas intracelulares. Posteriormente, a amostra foi centrifugada (8000 g por 10
minutos) e o teor de PSP analisado por cromatografia liquida de pés-derivatizacgéo,
utilizando o método de Oshima (1995). A concentracao total de toxinas foi expressa em
equivalentes de STX, para converter as concentracGes das outras variantes de PSTs

usou-se a equacao de Hall et al. (1990).

45 ANALISE E CULTIVOS PARA AVALIAR SE HA DIFERENCA
NA PRODUCAO DE TOXINAS ENTRE AS FLORACOES E CEPAS
Para avaliar se havia diferenca entre as floracbes e as cepas isoladas, foram
utilizados dados de toxinas produzidas por cianobactérias nos mananciais de origem em
amostras de cinco locais diferentes e de suas respectivas cepas isoladas neste trabalho.
Quatro cepas de Cylindrospermopsis (Farroupilha, Camaqud e Lajeado - RS e da
barragem de Alagados em Ponta Grossa — PR) e uma cepa de Raphidiopsis brookii
(lago Biguds em Rio Grande — RS) foram analisadas. As cepas foram nomeadas
conforme o nome do local de origem da floracdo e estavam mantidas no laboratorio em

meio ASM1.
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No laboratorio (UPC) as cepas foram cultivadas em triplicata e assim como as
amostras de floracGes, foram analisadas por cromatografia (CLAE), segundo método de
Oshima 1995. Para cada cepa foram preparados trés erlenmeyers de 200 mL com meio
ASM1, onde elas foram inoculadas. As culturas foram mantidas em cadmara de cultivo a
uma temperatura de 25°C (+2), intensidade luminosa de 127 pHE.m?.s? e fotoperiodo
12/12 horas por trinta dias. Ap06s o periodo de trinta dias foram retiradas duas amostras
de cada erlenmeyer. Para a primeira amostra foram retirados 10 mL da cultura e fixados
em Lugol (0,5%) para contagem e medida de filamentos em microscopia Optica. Para a
segunda amostra foram retirados 100 mL da cultura, que foi imediatamente filtrada em
microfiltro de fibra de vidro, com uma porosidade nominal de 1,2 um (Whatman GF/C).
Posteriormente, o filtro foi imerso em 10 mL de HCI 0,05 mol L™ para analise de

toxinas.

4.6 CONTAGENS DE CELULAS

A densidade de cianobactérias foi feita por meio da contagem em camara de
Sedgwick-Rafter de 1mL, a amostra com lugol foi deixado em decantacdo durante 30
minutos em camaras de Sedgewick-rafter para a realizagdo da contagem em
microscopio 6ptico. Foram escolhidos trinta campos aleatérios para a contagem de
filamentos, e a partir do resultado foi estimado o nimero de filamentos por mL. Para
obter a densidade, expressa em micrometros por mL, foi feita a média do tamanho de
quarenta filamentos encontrados aleatoriamente. O tamanho total do cultivo em cada
amostra foi estimado multiplicando a média dos tamanhos de 50 filamentos pelo
numero de filamentos totais estimado da amostra.

As medidas de comprimento de filamento e células foram feitas em lamina na

qual se colocava a amostra e cobria com uma laminula, sobre esta se adicionava 6leo de
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imersdo para uso da objetiva com aumento de 100 vezes, a ocular tinha um aumento de
10 vezes e uma régua com medidas em micrémetros. Com os resultados de densidade
de filamentos em tamanho médio dos filamentos de cada cepa, foi possivel obter valores
de densidade em micrometros por mililitros (um mL™), e com os resultados de
densidade de filamentos em tamanho médio dos filamentos de cada cepa, e tamanho da
célula foi possivel obter valores de densidade de células por mililitros (cel mL™). A
analise estatistica com as contagens e medidas foi realizada através de uma ANOVA,
seguida de um test post-hoc de Tukey, para verificar quando e onde a diferenca entre 0s

valores era significativa (Mann, 2003).

As imagens das cepas de cianobactérias forma feitas com um sistema composto de
um microscépio de luz Olympikus BX51(Olympus, Toéqui, Japdo) equipado com
objetivas de 4X, 10X, 20X, 40X e 100X e pela camera DP72 (Olympus, Toqui, Jap&o),
conectada a um computador tipo desktop. A captura das imagens foram realizadas com

0 auxilo do programa Cell® (Olympus 1986-2008)

4.7 METODOS DE ANALISES DE PSTs
As metodologias de analises para determinacdo das PSTs foram de cromatografia

e imunoensaio.

4.7.1 ANALISE CROMATOGRAFICA COM DETECCAO POR
FLUORESCENCIA

Neste trabalho todas as analises cromatograficas para determinar as

concentragfes das PSTs foram feitas utilizando o método de Oshima (1995), esta

metodologia foi implantada e validada na Unidade de Pesquisa em Cianobactérias por

Cunha (2004), o qual utiliza cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por
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fluorescéncia, com derivatizagdo pds-coluna, utilizando uma coluna C8 (150x4,6mm
D.l. 5um de particula) sob temperatura controlada de 40°C (STX, dc-STX e Neo-STX)
e 19°C (para as GTX-1 a GTX-5) e dois eluentes diferentes, para dois grupos de toxinas,

em fluxo isocrético:

1- Fase movel para Neo-STX, dc-STX e STX: heptanosulfonato de sédio 2mmol
L™ em tampdo fosfato de amoénio 30 mmol L™ pH 7,1 : acetonitrila (100:6); Fluxo:

0,7mL min*

2- Fase movel para GTX1 a GTX5: heptanosulfonato de sédio 2 mmol L™ em

tampéao fosfato de aménio 10 mmol L™ pH 7,1; Fluxo: 0,8mL min™

Como reagente oxidante para derivatizacdo utiliza-se uma solucdo de acido
perioédico 7 mmol L™ em tamp&o fosfato de potassio 50 mmol L™ (pH=9,0) e, como
reagente acidificante, 4cido acético 500 mmol L™, ambos com fluxo de 0,3mL min™. A
reacdo pos-coluna ocorre sob aquecimento em banho-maria a 80°C. A deteccdo por
fluorescéncia emprega como comprimento de onda de emisséo e de excitacdo 390nm e
330nm, respectivamente. O célculo da concentracdo de toxinas na amostra é feito por

comparacao entre as areas dos picos das amostras e dos padrées comerciais.

4.7.2 ANALISE CROMATOGRAFICA COM DETECCAO POR
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A metodologia usada para analise de massa foi adaptada de Diener et al. (2007),

com uma coluna zic-HILIC: 150mm x 1mm, particula com 3,5um (Sequant Merck),

com a vazdo de 40pL min™, sendo a fase mével A- 5 mmol L™ formiato de aménio +

0,05% Acido Férmico e B- acetonitrila/agua 70/30. O Cromatdgrafo conectado a uma

fonte ESI (Electrospray ionization) do EM (Esquire HCT, Bruker Daltonics - iontrap),
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com gés (N?) de nebulizacdo a 30 psi e a 250 °C, e 0 gas de secagem com vazao de 5 L
min, a corrida cromatogréfica divide-se em dois segmentos: sendo o primeiro de 0 a
14,5 min no modo negativo a 3000 V e o segundo de 14,5 min em diante no modo

positivo a 3500 V.

4.7.3 ANALISES POR IMUNOENSIO

Os dois kits usados neste trabalho foi o da Abraxis e Bioo Scientific, 0s quais as

metodologias estdo descritas a seguir.

4.7.3.1 KIT ABRAXIS
O kit comercializado no Brasil da Abraxis vem com tiras com 96 pocos com
anticorpo, 6 mL de solucdo anticorpo (anti-saxitoxina de coelho), seis padrfes para
calibracdo (0,00, 0,02, 0,05, 0,10, 0,20 e 0,40 ng mL™) 6 mL enzima conjugada
(saxitoxina-HRP), 12 mL solucdo de cor (substrato), 500mL de solugdo de lavagem

(tampéo fosfato) e 12 mL solugdo Stop (HCI 1mol L™)
Procedimento tem 0s seguintes passos:

1. Deixar todos os reagentes do Kit e amostras a temperatura ambiente, pelo menos 30
minutos antes de iniciar o teste.

2. Remover as tiras contendo o nimero requerido de pocgos. Certificar de lacrar o saco
com o dessecador para limitar a exposicdo das tiras & umidade.

3. Adicionar 50 pL da enzima conjugada em cada poco.

4. Adicionar 50 uL dos calibradores, do controle e das amostras dentro dos pocos
apropriados. Utilizar pipeta limpa para cada solugéo, evitando contaminagédo cruzada.

5. Adicionar 50 uL de Solugéo de Anticorpo em cada pogo.
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6. Agitar a placa rapidamente para misturar os contetldos e cobrir os po¢os com fita ou
Parafilm.

7. Incubar por 30 minutos a temperatura ambiente.

8. Ap0s a incubacdo, remover a fita e desprezar o conteddo dos pocos. Preencher
completamente os po¢os com a solucdo de lavagem, e desprezar em seguida. Repetir
esta etapa de lavagem 4 vezes, num total de 5 lavagens. Inverter a placa num papel
absorvente e retirar o maximo de agua possivel.

9. Adicionar 100uL do Substrato em cada poco.

10. Cobrir os pogos e incubar a temperatura ambiente por 30 minutos.

11. Adicionar 100 uL da solugao “STOP” em cada pogo na mesma ordem da adi¢do do
substrato.

Realizar a leitura da placa em leitor de placa de duplo comprimento de onda, ler a

450 nm menos 650 nm.

A leitura é feita no maximo 15 minutos apos a adi¢do da solugdo Stop.

4.7.3.2 KIT BIOO SCIENTIFIC
O kit comercializado no Brasil da Bioo Scientific vem com tiras com 96 pogos
com anticorpo, 6 mL de solugéo anticorpo (anti-saxitoxina de coelho), seis padrdes para
calibracdo (0,00, 0,02, 0,04, 0,08, 0,16 e 0,32 ng mL™) 6 mL enzima conjugada
(saxitoxina-HRP), 12 mL solucdo de cor (substrato), 560mL de solugcdo de lavagem

(tampéo fosfato) e 20 mL solug&o Stop (HCI 1mol L™?)
Procedimento tem 0s seguintes passos:

1. Deixar todos os reagentes do Kit e amostras a temperatura ambiente, pelo menos 30

minutos antes de iniciar o teste.
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2. Remover as tiras contendo o nimero requerido de pocos. Certificar de lacrar o saco

9.

com o dessecador para limitar a exposicdo das tiras a umidade.
. Adicionar 50 uL da enzima conjugada em cada poco.

. Adicionar 50 pL dos calibradores, do controle e das amostras dentro dos pocos

apropriados. Utilizar pipeta limpa para cada solugéo, evitando contaminacdo cruzada.

. Adicionar 50 uL de Solugdo de Anticorpo em cada poco.

. Agitar a placa rapidamente para misturar os contetidos e cobrir 0s po¢os com fita ou

Parafilm.

. Incubar por 30 minutos a temperatura ambiente.

. Apbs a incubacdo, remover a fita e desprezar o contetdo dos pogos. Preencher

completamente os pogos com a solucéo de lavagem, e desprezar em seguida. Repetir
esta etapa de lavagem 4 vezes, num total de 5 lavagens. Inverter a placa num papel
absorvente e retirar o maximo de &gua possivel.

Adicionar 100uL do Substrato em cada poco.

10. Cobrir os pocos e incubar a temperatura ambiente por 30 minutos.

11. Adicionar 100 uL da solugdo “STOP” em cada pogo na mesma ordem da adigdo do

substrato.

Realizar a leitura da placa em leitor de placa de duplo comprimento de onda, ler a

450 nm menos 650 nm.

A leitura é feita no maximo 15 minutos apos a adi¢éo da solugédo Stop.
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4.8 COMPARACAO ENTRE OS METODOS

Uma cepa de Cylindrospermopsis raciborskii que produz apenas Neo-STX e STX
na proporgdo 3:1 foi utilizada em todos os testes deste trabalho. A cepa foi mantida em
meio de cultivo ASM-1 (Gorham et al., 1964), temperatura de 25+2°C, intensidade
luminosa de 35umol m?s™ e fotoperiodo 12/12 horas em camara de cultivos da UPC.

Para 0 experimento prepararam-se trés inoculos de C. raciborskii. Cada inéculo
foi realizado em dois litros de meio de cultivo ASM-1, previamente esterilizados em
autoclave (1,2 kgf cm2 por 30 minutos). Apos inocula-los, os trés cultivos foram

mantidos na temperatura de 25°C.

No 37° dia de cultivo, ou seja, na fase exponencial do crescimento, foram
realizadas coletas para verificar o crescimento e o teor de toxinas intracelulares. Cada
réplica de cultivo foi dividida em seis, sendo que na primeira réplica de cada cultivo ndo
foram feitas diluicdes; na segunda foi diluida a metade; na terceira diluida quatro vezes
e assim até a sexta, sendo que cada diluicdo ficou com a metade do nimero de células
da anterior. Antes da coleta para contagem de células e para andlise de toxinas, o cultivo
foi homogeneizado com agitacdo manual. Para contagem foram coletados 10 mL de
cada amostra do experimento e armazenados em ampola de vidro e fixados com trés
gotas de lugol 0,5 %. Um mL da amostra com lugol foi deixado em decantacdo, durante
30 minutos, em camaras de Sedgewick-rafter para a realizacdo da contagem em
microscopio optico. O numero de células de cada cultivo foi estimado.

Outros 100 mL de cada amostra do experimento foram coletados e filtrados em
filtros de fibra de vidro GF/C Whatman para reter os filamentos e concentrar a amostra
para posterior analise de toxinas. O filtro contendo os filamentos de C. raciborskii foi

colocado em um tubo de centrifuga com 5mL de &cido cloridrico 0,05 mol L™. Apds
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agitacdo a amostra foi congelada, descongelada e ultrassonificada para a extracdo das
toxinas intracelulares. Posteriormente, a amostra foi centrifugada (8000 g por 10
minutos) e o teor de PST foi analisado por cromatografia liquida, utilizando o método
de Oshima (1995) e os Kits Abraxis e Bioo Scientfic. A concentracdo total de toxinas
foi expressa em equivalentes de STX e foi calculada com a concentragdo de STX e
somada a toxicidade relativa de 0,9243 vezes a concentracao de neo-STX (Hall et al.,
1990).
49 PURIFICACAO DE PSTs
4.9.1 ESCOLHAS DAS CEPAS

Estavam disponiveis para o trabalho seis cepas de cianobactérias produtoras de
PSTs, sendo cinco Cylindrospermopsis sp, de Alagados, Camaqua, Farroupilha,
Lajeado e T3, e uma de Raphidiopsis sp, de Biguas. Todas estas cepas produziam, em
condicdes de laboratorio, as variantes Neo-STX e/ou STX, sendo as cepas T3 e a de
Farroupilha, as que produziram em maior quantidade, suficientes para os testes de
purificacdo das duas toxinas em ambas as cepas. Por isto, estas foram usadas para

produzir padrdes de Neo-STX e STX.

4.9.2 CULTIVO DAS CELULAS PRODUTORAS DAS TOXINAS
As cepas de Cylindrospermopsis utilizadas na purificagdo das toxinas PSTs
passaram a ser mantidas na colecdo de cultivos da UPC. As cepas foram cultivadas em
frascos de 20 L, meio ASM-1 (Gorham et al., 1964), estufa de fotoperiodo com 12
horas de luz e 12 horas de escuro, temperatura de 25°C(x£2) ou 16°C (£2) e intensidade
luminosa de 35pumol m™sfornecida por 4 lampadas fluorescentes brancas, frias, do tipo

luz do dia e de 20 Watts de poténcia (Metting, 1994).
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4.9.3 CONCENTRAGAO DAS CELULAS E EXTRACAO DA

TOXINA
As células dos cultivos foram concentradas por centrifugacdo a 10* g e,
posteriormente, filtradas. Com trés ciclos de congelamento e descongelamento do
material concentrado, as células romperam liberando as PSTs intracelulares. O extrato
foi centrifugado por 20 minutos a 10* g, sendo o precipitado descartado e o
sobrenadante armazenado sob refrigeracdo, a -20°C, até a analise em cromatografia e

purificagao.

Anteriormente a injecdo para purificacdo ou analise, o extrato foi descongelado
e um volume de 1,5 mL do extrato concentrado foi transferido a um tubo de centrifuga e
centrifugado, novamente, a 10* g, para remoc&o de algum precipitado e entdo, analisado

ou purificado.

410 METODOLOGIAS CROMATOGRAFICAS TESTADAS PARA
PURIFICACOES
A coluna usada para purificacdo foi uma coluna feita no préprio laboratério, com
as dimensdes de 10mm de didametro 150mm de comprimento, recheada com C18 (Bulk
Sepra C18 — E 50um, 65A), a temperatura do forno de coluna foi de 20°C e alca de
amostragem (loop) de 1mL (Figura 8).

O monitoramento dos compostos que eluiram durante a purificagdo foi feito por
deteccdo de UV, com varredura de 190 a 800nm. Este monitoramento foi feito para
poder observar o perfil de absor¢do das PSTs no UV, sendo que elas tém sua maior
absorbancia em 200nm (Thibault et al., 1991), e também para verificar a presenca de
outros compostos contaminantes que absorvam entre 190 a 800nm. Apos passar pelo

detector de UV, sendo este um detector ndo destrutivel, ou seja, a amostra ndo sofre
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alteracdo apos a leitura, eram coletadas manualmente fracbes de 1mL (de 30 em 30

segundos) (Figura 9).

Figura 8: Forno de coluna com coluna e loop.
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Figura 9: Coleta de fracdes, pos detector de UV.

Para as purificacdes foram testadas trés combinacfes de fase mdvel, sendo estas

detalhadas a seguir:

Fase movel 1:

Eluente A: 4cido octano-sulfénico 7,0 mmol L, heptanosulfonato de sédio 7,0
mmol L™, fosfato de aménio 48,0 mmol L™ e tetra hidro furano 1,0% (v/v). O pH foi
ajustado a 7,0 com acido fosférico 20,0% (v/v). Fase mdvel adaptada de Soto et al.,
(2010).

Eluente B: acetonitrila.

Fase movel 2:

Eluente A: heptanosulfonato de sédio 2,0 mmol L™, fosfato de aménio 30,0 mmol
L™, O pH foi ajustado 7,1 com hidréxido de amdnio. Fase mével adaptada de Oshima

(1995).

Eluente B: acetonitrila.



71

Fase movel 3:

Eluente A: acido cloridrico 0,05 mol L™
Eluente B: acetonitrila.

No cromatégrafo, o fluxo foi ajustado a 2,0mL min™. As fases méveis utilizadas
foram as citadas acima e todas as solucGes foram preparadas com &gua ultra pura.
Previamente a injecdo, o aparelho foi aclimatado durante 20 minutos com o Eluente A e
foram injetados 1,0mL do extrato previamente preparado.

Para as corridas de purificacdo foram testados diferentes gradientes entre os

eluentes de cada fase movel, conforme observado nas Tabelas 11, 12 e 13.

Tabela 11: Gradiente que melhor separou as toxinas com a Fase mével 1.

Tempo de Corrida em % do Eluente A % do Eluente B
Minutos
0 100 0
10 90 10
30 85 15
40 50 50
50 0 100
60 100 0

80 100 0




Tabela 12: Gradiente que melhor separou as toxinas com a Fase mével 2.

Tempo de Corrida em % do Eluente A % do Eluente B
Minutos
0 100 0
10 97 3
30 90 10
40 50 50
50 0 100
60 100 0
80 100 0

Tabela 13: Gradiente que melhor separou as toxinas com a Fase mével 3.

Tempo de Corrida em % do Eluente A % do Eluente B
Minutos
0 100 0
10 90 10
30 50 50
50 0 100
60 100 0

80 100 0
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As fracdes foram coletadas a cada 30 segundos de corrida cromatografica,
(Figura V.3). As fracGes recolhidas nos tempos de retencdo, onde no cromatograma de
UV, tinha picos no comprimento de 200nm, foram posteriormente analisadas por

CLAE-RF, para verificar se continha PSTs e sua concentracao e pureza.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 MONITORAMENTO DAS FLORACOES DE CIANOBACTERIAS
PRODUTORAS DE PSTs NO RIO GRANDE DO SUL

Na economia do estado do Rio Grande do Sul, a agricultura, pecuéria e a industria
sdo de grande importancia, porem estas atividades que geram lucro para o estado,
também vém causando prejuizo: a poluicdo dos corpos hidricos. Esta poluicdo
proporciona a ocorréncia de floracdes de cianobactérias, que sdo produtoras de toxinas
nocivas ao ser humano. E para evitar que a populacdo seja contaminada com estas
toxinas, programas de monitoramento de cianobactérias e cianotoxinas em mananciais,
apesar de caros, sdo indispensavel. Neste estudo, em especial monitorou-se somente
floracBGes de cianobactérias produtoras de PSTs. Com o monitoramento no estado do
Rio Grande do Sul, foram obtidos os principais eventos registrados e encontram-se
listados na Tabela 14.

Os dados listados na Tabela 14 foram obtidos através de registros historicos e de
amostras analisadas na UPC/FURG, na qual o presente trabalho estava inserido.
Entretanto, ndo pode ser descartada a possibilidade de que outros mananciais e regides
apresentem ocorréncia dessas cianobactérias, mas que esses resultados ndo estejam
registrados ou disponiveis bibliograficamente. Esses resultados apenas mostram a

ocorréncia de espécies produtoras de saxitoxinas no Rio Grande do Sul.



Tabela 14. Floracdes de cianobactérias produtores de saxitoxinas encontradas em

aguas do estado do Rio Grande do Sul

Local Manacial Género PSTs Fonte
Esteio Rio dos Sinos Cylindrospermopsis Sim  Chaves et al., 2009
Esteio Rio Cai Cylindrospermopsis Sim  Chaves et al., 2009
Caxias do Sul Faxinal Cylindrospermopsis Sim UPC/SAMAE
Caxias do Sul Sdo Miguel Cylindrospermopsis Sim UPC/SAMAE
Santiago Lageado Pinheiro Anabaena Sim UPC/CORSAN
Cachoerinha Rio Gravatai Anabaena Sim UPC/CORSAN
Osério Lagoa Peixoto Cylindrospermopsise ~ Sim UPC/CORSAN
Aphanizomenon
Dom Pedrito Serrinha Cylindrospermopsis N&o UPC/CORSAN
Passo Fundo Fazenda Anabaena N&o UPC/CORSAN
Garibaldi Marrecéo Cylindrospermopsise ~ Sim UPC/CORSAN
Aphanizomenon
Farroupilha Buratti Cylindrospermopsise  Sim UPC/CORSAN
Anabaena
Guaiba Guaiba Aphanizomenon Sim UPC/CORSAN
Trés Coroas Rio dos Sinos Cylindrospermopsis Sim UPC/CORSAN
Canela Rio Santa Cruz Cylindrospermopsis Sim UPC/CORSAN
Parohé Cylindrospermopsis Sim UPC/CORSAN
Itaqui Rio Uruguai Cylindrospermopsis, Sim UPC/CORSAN
Aphanizomenon e
Anabaena
S&o Borja Rio Uruguai Cylindrospermopsis, Sim UPC/CORSAN
Aphanizomenon e
Anabaena
Uruguaiana Rio Uruguai Cylindrospermopsise  Sim UPC/CORSAN
Aphanizomenon
Porto Xavier Rio Uruguai Cylindrospermopsis, Né&o UPC/CORSAN
Aphanizomenon e
Anabaena
Guaporé Rio Carreiro Cylindrospermopsis Sim UPC/CORSAN
Bento Gongalves Sao Miguel Cylindrospermopsis Sim UPC/CORSAN
Bento Gongalves Buratti Cylindrospermopsis Sim UPC/CORSAN
Bento Gongalves Barracdo Cylindrospermopsis Sim UPC/CORSAN
Camaqua Arroio Duro Cylindrospermopsis Sim UPC/CORSAN
Curumim Rio Cornélios Anabaena N&o UPC/CORSAN
Erechim Arroio Ligeirinho Aphanizomenon Sim UPC/CORSAN
Lajedo Lago do Parque Cylindrospermopsis Sim UPC

Prof. Theobaldo
Dick

No trabalho de Sant’Anna ¢ Azevedo (2000) é apresentada uma compilacéo de
dados de estudos sobre cianobactérias potencialmente toxicas e sua distribuicdo
geografica no territério brasileiro. De acordo com este estudo, todas as regides

apresentam ocorréncias de cianobactérias, entretanto esses valores representam somente
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0s casos registrados na literatura especifica. Certos estados como Sdo Paulo e Rio
Grande do Sul, apresentaram elevado indice de ocorréncias dessas floragdes. A espécie
Microcystis aeruginosa apresentou 0 maior nimero de ocorréncia no Brasil, além de
possuir uma ampla distribuicdo nos estados brasileiros. Entretanto, identifica-se um
aumento da presenca de Cylindrospermopsis raciborskii em diferentes regides
brasileiras (Chellapa e Costa, 2003; Silvestre et al., 1999; Yunes et al., 2003; Molica et
al., 2005).

Os resultados deste trabalho, reforga a revisdo feita por Sant’Anna e Azevedo
(2000), demostrando que no Rio Grande do Sul tem um elevado indice de floracdes de
cianobactérias e também foi constatada a presenca de Cylindrospermopsis, que
diferentes autores (Chellapa e Costa, 2003; Silvestre et al., 1999; Yunes et al., 2003;
Molica et al., 2005) citam um aumento da suas ocorréncias no Brasil, e que no Rio
Grande do Sul ocorrem floracGes de cianobactérias que produzem PSTs. Estas floracbes
se distribuem em diferentes regides do estado, sendo encontradas em diferentes tipos de
corpos d’agua, como rios, arroios, lagos, lagoas e barragens, e em diferentes estacdes do
ano. Isto mostra que elas estdo bem adaptas as condicdes fisicas, quimicas e bioldgicas
que propiciam a ocorréncia e a dominancia destas cianobactérias. Sendo assim, estes
organismos e suas toxinas merecem muita atencdo dos pesquisadores e dos 0Orgédos
responsaveis pelo monitoramento de locais de recreagdo, abastecimento de agua e
qualquer local que possa expor a populacdo a estas toxinas. No entanto, deve-se
perceber que Cylindrospermopsis, a cianobactéria produtora de PSTs mais ocorrente no
estado, tem algumas peculiaridades tais como posicdo na coluna d’agua, tamanho e

auséncia odor, que dificultam sua deteccao.
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52 AVALIACAO QUALITATIVA E QUANTITATIVA DAS

FLORACOES DE CIANOBACTERIAS NO DECORRER DOS

ANOS 2003-2009 NO RIO GRANDE DO SUL E NO PARANA.

Na Tabela 15 e na Figura 10 e 11 estdo representados 0s numeros de amostras

analisadas em cada ano, que apresentaram resultado positivo para pelo menos uma

variante de PSTSs, e seus respectivos percentuais com o total de amostras analisadas no

periodo.

Tabela 15: Relacdo numérica de analises de amostras com presenca de PSTs no

Rio Grande do Sul e Parana

Ano
2003
2004
2005
2006
2007
2008
2009

Total

N° de Anélises
99
63
54
60
48
95
121

540

N° de Amostras com PSTs
2
0
15
18
13
16
53

117

%
2,02
0,00

27,78
30,00
27,08
16,84
43,80

21
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Figura 10: Percentual de amostras que apresentaram PSTSs.
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Figura 11: Nimero absoluto de amostras nas quais foram detectadas STXs no Rio
Grande do Sul e Parana.

A média total de concentracdo da toxina encontrada para cada 10.000 cel mL™ foi
de 0,098 pg L, ou seja, aproximadamente 0,1fg por célula, porém este teor de toxina
também variou no decorrer dos anos, o que pode ser observado na Tabela 16 e também

na Figura 12.
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Tabela 16: Média do teor de toxinas em cada ano

Ano Teor de eq.STX fg cel ™. Desvio Padréo

2003 0,036 0,0290
2004 0,00 0,0000
2005 0,016 0,0097
2006 0,029 0,0027
2007 0,024 0,0236
2008 0,035 0,0188
2009 0,185 0,0913
Média 0,046 0,0250
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Figura 12: Evolugdo do teor de toxina por células em eq. de STX , no decorrer dos
anos, 2003 a 2009, na regido sul do Brasil.

Conforme os dados listados na Tabela 15, das 540 amostras analisadas em 117 foi
detectado pelo menos uma variante de PSTs. Em 112 destas, a cianobactéria

responsavel pela producdo da toxina foi uma Cylindrospermopsis, sendo entdo, esta a
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responsavel pela producao de PSTs em aproximadamente 95,7% das amostras com esta
toxina.

Com relacdo ao teor de toxina por célula, outro dado que se observou em um local
especifico, foi uma variacdo no decorrer dos meses do ano de 2006, onde os teores de
toxina por célula da represa de Alagados, localizada na cidade de Ponta Grossa PR,
manancial usado pela Companhia de Saneamento do Parand (SANEPAR), variaram de

0,05 a1 fg cel™, ou seja, passou a produzir vinte vezes mais toxina (Figura 13).
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Figura 13:Teor de STX nas amostras coletada pela SANEPAR, na represa de
Alagados (Ponta Grossa) durante o ano de 2006.

Nas ultimas décadas documentaram-se a frequéncia da ocorréncia de
Cylindrospermopsis em aguas de diferentes reservatorios Brasileiro (Tabela 6), e uma
das regides que se tem observado um aumento da frequéncia de trabalhos que relatam
sua presenca na regido Sul.Os resultados neste trabalho comprovam este fato, pois
foram registrados centenas de eventos onde a Cylindrospermopsis era predominante ou
estava presente, e sendo esta a grande responsavel pela producdo de PSTs. Em estudos

como Bouvy, et al, (2000) no estado de Pernambuco, dos 39 reservatdrios amostrados,
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entre setembro e novembro de 1998, 31 apresentaram floracdes de Cylindrospermopsis
e, em 17 destes, esta cianobactéria representou 50% da densidade fitoplancto total.
Situacdo semelhante foi relatada na Australia no estado de Queensland, entre outubro de
1997 e junho 1999. Dos 47 reservatorios de aguas amostrados, 35 apresentaram
populacédo de Cylindrospermopsis (McGregor and Fabbro 2000), sendo que em 15 estas
cianobactéria foi dominante sazonalmente e em 1 durante o ano inteiro. Assim como no
trabalho de McGregor and Fabbro (2000) foi observado que além de estar presente na
grande maioria dos locais amostrados, e em locais como Ponta Grossa (PR) e Camaqua
(RS), a Cylindrospermopsis esteve presente e dominante durante as quatro estacdes do
ano. Mostrando que assim como em diferentes partes do mundo e do pais a
cianobactéria Cylindrospermopsis € uma invasora que esta predominando em diferentes

corpos d’agua dos estados do Rio Grande do Sul e Parana.

Embora muito se saiba sobre sua quimica e farmacologia, as toxinas PST
raramente tém sido estudadas quanto ao metabolismo das cianobactérias produtoras de
PST. Os estimulos que induzem ou reprimem a producdo de toxina por cianobactérias
sdo atualmente desconhecidos. Estudos de laboratério constataram que em condi¢des
mais favordveis para crescimento, crescerdo preferencialmente cianobactérias que
produzem as toxinas PST (Sivonen & Jones, 1999), os resultados que mostram uma
tendéncia no aumento no teor de PSTs por célula pode estar relacionado com a
predominancia das especies de cianobactérias que produzem mais toxinas sobre as que

produzem menos.
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5.3 ISOLAMENTO E CULTIVO

Apds centenas de tentativas de cultivo e isolamento, os trabalhos resultaram em
5 cepas isoladas e cultivadas em laboratorio (Figura 14 e 19), destas cepas isoladas 4
eram de Cylindrospermopsis sp. sendo elas da represa de Alagados (Ponta Grossa —
PR), da barragem Arroio do Duro (Camaqua — RS), da barragem do Rio Buratti
(Farroupilha-RS) do lago do parque professor Theobaldo Dick (Lajeado - RS), e uma
Raphidiopsis sp.do lago Bigués (Rio Grande — RS)
O trabalho também contou com a cepa T3 (Figura 20), Cylindrospermopsis
raciborskii, que foi isolada do reservatorio Taiagcupeba em Sao Paulo por Pedro Zagatto
(Zagatto, 1995) e, gentilmente, cedida pelo Dr. Alessandro Minillo da Universidade de

Sé&o Paulo (USP), de Séo Carlos.

Figura 14: Fotografia das 6 cepas usadas no trabalho



Figura 15: Imagem de microscopia 6tica da cepa de Alagados.

Figura 16: Imagem de microscopia Otica da cepa de Camaqua.
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Figura 17: Imagem de microscopia 6tica da cepa de Farroupilha.

Figura 18: Imagem de microscopia 6tica da cepa de Lajeado.
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Figura 19: Imagem de microscopia ética da cepa de Biguas.

Figura 20: Imagem de microscopia Otica da cepa T3.

A micropipetagem e as lavagens sucessivas mostraram-se eficientes para o

isolamento estes organismos filamentosos. A vantagem desses métodos é a diminuicéo
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do crescimento de bactérias na cultura, possibilitando a obtencéo de culturas unialgais.
O isolamento de cianobactérias € um processo gque, embora simples, € sempre muito
moroso e com baixo sucesso (Vazquez-Martinez et al. 2004 Choi et al. 2002).

No periodo de 2007 a 2009, isolaram-se 4 cepas de Cylindrospermopsis sp. e

uma de Raphidiopsis sp com uma percentagem de sucesso de 4,5%.

A importancia da obtencdo de culturas unialgais de cianobactérias toxicas é
permitir estudos continuos acerca de muitas espécies desses organismos em Varias
linhas de pesquisas (ficologia, fisiologia, genético e toxicologia), e também obter como
matéria-prima para producao das cianotoxinas purificada.

Um emprego de culturas unialgais planctonicas é em estudos ecofisioldgicos,
com acoplamento entre os trabalhos de campo e de laboratério. Também podem ser
usadas em alguns experimentos em tratamento de aguas para abastecimento publico. As
pesquisas nesse sentido encontram-se atualmente em pleno desenvolvimento, abrindo
novas perspectivas para trabalhos de ecologia aquatica.

Para efetuar a caracterizagdo morfologica das culturas, foram medido o
comprimento (medicdo na direcdo do crescimento do tricoma) e a largura (medigéo na
direcdo perpendicular ao crescimento do tricoma).

A classificacdo taxondmica de espécies cianobacterias, utilizando a microscopia
optica e dificil, por vezes pouco precisa, exigindo uma formacdo especializada e
treinada. As células séo de pequenas dimensdes o0 que, associado a sua estrutura muito
simples, torna a sua morfologia bastante semelhante entre espécies do mesmo género.

Segundo critérios morfologicos tradicionais, a forma do filamento é um caréater
taxonémico que distingue espécies diferentes. Segundo Komarkova (1998), as formas

retas sdo identificadas como C. raciborskii, e as espiraladas C. philippinensis (Taylor)
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Komaéarek e C. catemaco Komarkova-Legnerova et Tavera. No entanto, admite-se
atualmente que é proprio da C. raciborskii apresentar uma extensa plasticidade
fenotipica refletindo-se em filamentos retos, sigméides ou espiralados que podem
ocorrer simultaneamente (Bouvy et al. 1999, 2000). Nas cepas isoladas neste trabalho a
plasticidade fenotipica das Cylindrospermopsis, apresentando em momentos diferentes
uma morfologia diferente, como pode ser observado na Figura 13, onde a cepa de
Camaqud apresentava no mesmo cultivo o ticoma na forma reta e espiralado oque ja foi
observado por diversos autores, no Brasil (Bouvy et al. 1999, 2000,) e em outros paises
(Fabbro et al. 1996, McGregor & Fabbro 2000, Saker et al. 1999, Dyble et al. 2002)

A técnicas filogenéticas seriam necessarias para complementar a classificacao
taxonémica das cepas isoladas neste trabalho, como a técnica de biologia molecular
PCR (Polymerase Chain Reaction), utilizada ja em inumeros laboratdrios (Rasmussen &

Svenning, 1998; Fergusson & Saint, 2003).

54 DIFERENCA NA PRODUCAO DE TOXINAS ENTRE AS
FLORAQOES AMBIENTAIS E AS CEPAS CULTIVADAS EM
LABORATORIO

Nos cultivos em laboratorio ndo houve diferenca significativa entre a densidade
de filamentos das cepas de Cylindrospermopsis sp. (Farroupilha, Camaquéd, Alagados e
Lajeado). No entanto, a cepa de Raphidiopsis brookii apresentou densidade

significativamente maior que as cepas Alagados e Lajeado (Figura 21.).
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Figura 21: Namero de filamentos por mililitro das cepas Biguas, Farroupilha, Lajeado,

Alagados e Camaqué em meio de cultura ASM1, com ANOVA de uma via (a, b e ab).
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Figura 22: Comparagdo do teor de equivalentes de Eq.STX (pg Cel™) em eventos

naturais e de suas respectivas cepas em meio ASM1 de Farroupilha, Camaqué e

Alagados.

A producéo de toxina pelas cepas variou qualitativa e quantitativamente quando
comparada a producdo pelas floragfes em seus eventos naturais (Figura 22 e Tabela 17).
As cepas Farroupilha, Camaqua e Alagados produziam em seus mananciais trés tipos
diferentes de PSTs cada uma, e passaram a produzir em laboratério apenas uma ou duas

variantes. Lajeado seguiu produzindo apenas uma variante, enquanto Biguds, que
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produzia duas, passou a produzir apenas uma. Farroupilha, Camaqua, Lajeado e Biguas
deixaram de produzir suas toxinas de origem (STX, DC-STX, GTX-1, GTX-2, GTX-3,
GTX-5) e passaram a produzir Neo-STX. Apenas Farroupilha e Alagados seguiram
produzindo algumas das toxinas que produziam em seus mananciais (STX e Neo-STX,

respectivamente), conforme visto na Tabela 17.

Enquanto Farroupilha e Alagados tiveram uma reducéo de 1,70 para 0,10 e 4,77
para 0,10 no teor de toxina expresso em Eq. de STX pg Cel™, respectivamente,
Camaqué teve um aumento de 1,36 para 31,00 Eq. STX pg Cel™, resultado que pode ser

observado na Figura 21.

Tabela 17 Toxinas produzidas pelas cianobactérias de Biguas, Farroupilha, Lajeado,
Alagados e Camaqua em eventos naturais no ambiente e em cepas cultivadas em meio

ASML no laboratério, as quais foram isoladas a partir das suas floragbes naturais.

Farroupilna Camaqud Alagados Lajeado Biguas

GTX2 GTX2 GTX2 GTX1 DC-STX
Eventos
GTX3 GTX3 GTX3 STX
Naturais
STX GTX5  Neo-STX

Neo-STX Neo-STX Neo-STX Neo-STX  Neo-STX
Laboratério
STX STX

A ocorréncia irregular da toxicidade nas cianobactérias ainda ndo foi
devidamente esclarecida e uma questdo importante que precisa ser considerada nesta
variabilidade é: Existem cepas geneticamente distintas que ndo produzem toxinas ou

fatores ambientais que regulariam a sintese dessas toxinas? (Carmichael,1992). Além



90

disso, estd se tornando cada vez mais frequente a ocorréncia de floragcdes toxicas
(Carmichael & Gorham, 1981; Sivonen et al., 1990; Lawton & Cood, 1991; Watanabe

etal.,1991, Costa & Azevedo, 1995).

A producdo de cianotoxinas depende de varios fatores e estes influenciam de
maneira distinta nas diversas espécies de cianobactérias, que respondem de forma
diferente para cada condicdo ambiental especifica (luminosidade, temperatura,
concentragcdes de nutrientes, pH e micronutrientes), em razdo da qual ndo se podem
fazer generalizacdes relativas aos efeitos de qualquer uma variavel ambiental na

producdo de toxinas (Domingos, 2001).

Neste contesto surge uma polémica, ndo se sabe se em uma floragdo onde
morfologicamente se tem apenas uma espécie, na realidade exista geneticamente mais
de uma espécie e as condicdes do meio que vai determinar qual vai prevalecer,
mudando assim o perfil toxicoldgico da floragdo, ou se em uma floragdes onde
morfologicamente e geneticamente existe realmente uma Unica espécie séo as condi¢bes
do meio que influenciam na producdo de toxina. Com os resultados deste trabalho,
devido ndo existirem dados genético das floracdes e cepas, ndo foi possivel concluir se a
condicdes do meio seleciona uma ou outra espécie ou se € a espécie que muda seu perfil
em funcdo das condi¢cdes do meio. Mas constatamos, que um ou até mesmo 0s dois
fendmenos ocorrem, o fato é que em condigdes diferentes as cepas ou floracGes de
Cylindrospermopsis e Raphidiopsis, produzem toxinas diferentes. Isto impossibilita que
as pesquisa de laboratorio sejam extrapoladas para o ambiente, j& que as producdes de
toxina em laboratério sdo diferentes do ambiente, e que provavelmente outros

parametros tambem sejam diferentes em diferentes condicdes de cultivos.
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5.5 TOLERANCIA A SALINIDADE PELA CYLINDROSPERMOPSIS SP,
E SEUS EFEITOS NO CRESCIMENTO E NA PRODUCAO DE

TOXINAS

5.5.1 EXPERIMENTO EM SANIDADE 0, 5,10 E 20

Os resultados do experimento com diferentes salinidade podem ser observados
na Figura 23, onde consta-se que na salinidade 5 ndo houve mudanca significativa no
teor de toxina intracelular, durante o tempo de experimento, comparado com o0
controle, foram 0,32 +0,010 ng um™ de Eq. STX para o controle e 0,30 +0,010 ng pm™
de Eq. STX para salinidade 5. J& nas salinidades 10 e 20 ap6s a primeira hora de
experimento j& ndo havia toxina intra celular, pois foi observado o rompimento das

células (morte), liberando a toxina para 0 meio.

Gradiente de Salinidade
0,35 -

0,3 -

0,25 A

0,15 -

0,1 -

Eq. STX ng. um! (Intracelular)

0,05 -

0 5 Salinidade 10 20

Figura 23: Teor de toxina intracelular de culturas de Cylindrospermopsis raciborskii

expostas a diferentes salinidades.
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5.5.2 CULTIVO COM SALINIDADEOQOE S5

Os resultados das analises e das contagens podem ser vistos na Tabela 18.

Nos cultivos sem adic&o de sal marinho o nimero de células era de 31,14 10° cel
mL™ e o teor de toxina foi em média 1,00 ng cel™ de Neo-STX e 0,07 ng cel* de STX
ou seja, aproximadamente 1,0 ng cel® de equivalentes de STX, seguindo
aproximadamente, os teores a as proporcdes (9:1) que a cepa produz em condicgdes
normais de laboratorio. J& na salinidade de 5, o numero de ceélulas foi reduzido
expressivamente a 1,23.10° cel mL™, e o teor de toxina foi em média de 0,28 ng cel™ de
Neo-STX e de 0,29 ng cel™ de STX, resultando num total de aproximadamente 0,55 ng

cel™ de equivalentes de STX, e ficando numa proporcao de aproximadamente 1:1.

Tabela 18: Resultados das analises de PSTs e contagens de células nos cultivos sem
adicdo de sal e com adicdo de sal marinho até atingir salinidade 5, ambas em meio de

cultura ASM1.

Salinidade  N°celmL™ Teorde STX Teor de Neo-STX Teor de EQ.STX

(ng cel™) (ng cel™) (ng cel™)
0 31,14 10° 0,07 1,00 0,995
5 1,23 10° 0,29 0,28 0,548

Outra diferenca observada entre os cultivo sem adigdo de sal e com adicdo de
salinidade 5, é a morfologia e a coloracdo da célula como pode ser observado na Figura
24. Na salinidade 5 os filamentos ficaram mais estreitos e com uma coloragdo mais
azulada, isto comprova que ndo foi somente a producdo da toxina e o crescimento que

foram alterados com salinidade 5, mas também outros pardmetros.
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[_zoum T
Figura 24: Imagem de microscopia Gtica da

T3, sendo A sem adigéo de sal e B

com salinidade 5.

Ha relatos conflitantes sobre a tolerancia da espécie C. raciborskii com relacdo a
salinidade e seu crescimento. Segundo Dobberfuhl (2003), o magnésio pode ser um
fator limitante para o crescimento da C. raciborskii. No trabalho de Moisander et al.
(2002), na Carolina do Norte, foram verificada uma queda no crescimento da C.
raciborskii com salinidade de 2 de NaCl, sendo 4 a salinidade limite para o crescimento
da espécie. No entanto, foi registradas duas vezes no Mar Caspio em salinidades de 15-
20 (Padisak 1997). Semelhante a maioria das cianobactérias, C. raciborskii ndo é
encontrada em aguas acidas, ocorrendo tipicamente em lagos com um pH de 8,0 a 8,7

(Padisak 1997).

Os resultados do presente trabalho demonstraram que a cepa em estudo néo tem
a mesma tolerancia que as do estudo de Padisak (1997), mas foram semelhantes aos de
Moisander et al. (2002), onde a C. raciborskii tem baixa tolerancia a salinidade. A cepa
em estudo teve seu crescimento comprometido em salinidade 5 morrendo na salinidade
10. Outro fator importante é que no experimento deste trabalho foi usado sal marinho

(comercial salutem®, com a composi¢do aproximada dos principais ions do sal sendo:
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Cloreto (CI") 55,04%:; Sédio (Na) 30,61%:; Sulfato (SO, ) 7,68%; Magnésio (Mg*?)
3,69%:; Calcio (Ca*?) 1,16% e Potéssio (K*) 1,10%) que simula melhor o efeito de uma
entrada de massas de dguas oceanicas em uma regiao estuarina, do que com o uso de
NaCl. Os resultados mostraram que esta C. raciborskii ndo sobrevive em regides
estuarinas com a salinidade superior a 5. No caso da Lagoa dos Patos (RS), na maior
parte do ano a salinidade ndo ultrapassa 5 em sua extensdo (Barbosa & Melo 2009), o

que permitiria a ocorréncia de floragdes de C. raciborskii.

5.6 COMPARACOES ENTRE OS IMUNOENSAIOS PARA
SAXITOXINAS E A CROMATOGRAFIA LIQUIDA
Na Tabela 19 e na Figura 25, estdo descritos os resultados obtidos para as

analises por cromatografia e ensaio imunoenzimatico.

Tabela 19. Comparacéo entre os resultados em equivalentes de STX (ug L™) analisados

por CLAE-RF e as técnicas de imunoensaio

Equivalentes de STX em pg L™

Diluicdes CLAE ABRAXIS BIOO SCIENTIFIC
(N° Cél mL™)
400000 2,18 (£0,005) 2,24 (£0,255) 3,00 (+0,096)
200000 1,24 (+0,098) 1,20 (+0,111) 1,64 (+0,163)
100000 - 0,79 (x0,001) 1,02 (+0,102)
50000 - 0,50 (£0,001) 0,47 (x0,135)
25000 - 0,32 (£0,029) -
12000 - 0,19 (x0,001) -

0 - - -
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pelos métodos de imunoensaio e cromatografia liquida.

Tendo em vista que as floragbes de cianobactérias produtoras de PST estdo cada
vez mais frequentes em &guas brasileiras, obter técnicas confiaveis para detectar e
quantificar estas toxinas € de extrema importancia, no que diz respeito ao

monitoramento das mesmas.

O primeiro método difundido (AOAC, 2000; NSSP, 2007; EFSA, 2009) para

avaliar a concentragcdo das PSTs foi o bioensaio com camundongo, e que apesar de
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varios inconvenientes, incluindo baixa sensibilidade e reprodutibilidade, este método
ainda continua sendo o metodo oficial de referéncia PSTs para determinacdo em muitos
paises. Varios métodos tém sido desenvolvidos com o objetivo de substitui-lo,
destacando-se os métodos por CLAE e os ensaios imunoenzimatico (ELISA), cada qual
com suas vantagens e desvantagens. Os métodos cromatograficos sdo 0s mais
confiaveis, porém muito mais complexos e demorados (de 2 a 3 dias, para o resultado
final) além de depender de padrdes de calibragdo os quais, até 0 momento, ndo sdo
produzidos no Brasil, apresentando um custo elevado e uma demanda tempo até chegar
ao laboratorio. Em 2005, um método cromatografico foi regulamentado para substituir
o0s bioensaios, que foi 0 método de Lawrence et al., (1995) validado para detectar PSTs,
sendo hoje considerado um método regulamentado alternativo, adotado com exemplo
pela AOAC (2005). Apesar da aprovacdo do método a Lawrence et al. (1995), este ndo
foi implementado para monitoramento de rotina por uma série de razdes. O tempo é
uma delas, pois no método de Lawrence et al. (1995) demanda muito tempo e tem sido
otimizacdo por varios autores (Ben-Gigirey & Villar-Gonzéalez, 2008; Etheridge, 2010;
Rodriguez et al., 2010; DeGrasse et al., 2011), e estd continuamente sendo otimizado,

ndo sendo considerado um método concluido.

Os ensaios imunoenzimatico ELISA sdo simples e rapidos (com resultado em
aproximadamente 90 minutos), estes Kits sdo produzidos por vérios fabricantes, sendo
que ha representantes comerciais no Brasil, porém os resultados séo apenas estimados.
A exatiddo dos Kits ELISA depende muito do perfil de toxinas, devido a reatividade
cruzada. Por exemplo, Etheridge et al.,(2006) considerou que o ELISA estima bem as
concentragfes PSTs sendo um bom indicador, onde STX foi 0 andlogo dominante e

dcSTX e B1 estiveram presentes em niveis baixos. Ja em outros casos onde o perfil da
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toxina € mais complexo, ou seja, com diferentes analogos, se torna dificil para os Kits
apresentarem resultados mais precisos e exatos como descreveu Costa et al.(2009).
Neste estudo, amostras complexas foram analisadas por ELISA e, comparando com
outros metodos, tendo oscilado entre resultados superestimados e subestimados
dependendo das variantes de PSTs predominante na amostra. Sendo assim, as
conclusbes foram semelhantes as de Costa et al.(2009) que considerou o0 uso dos

ELISA propicio apenas para fins de triagem.

A cepa de Cylindrospermopsis usada neste experimento produzia apenas NEO-
STX e STX na proporgdo 3:1. Dentre as técnicas de analises usadas ndo apresentaram
falso positivo e 0s ensaios imunoenzimaticos apresentaram uma maior sensibilidade do
que o CLAE-RF. Entre os Kits, o da Abraxis foi 0 mais sensivel. O método que utiliza
HPLC s6 detectou as PSTs quando o nimero de células era de no minimo 200 mil por
mL. O kit da Bioo Scientific detectou PSTs a partir de 50 mil células por mL e o da
Abraxis com apenas 12 mil células por mL. Todos os métodos testados tiveram uma
correlacdo linear com o nimero de células e essa correlacdo foi muito préxima entre os
trés métodos, sendo importante ressaltar que a cepa analisada produzia apenas Neo-STX
e STX, e que em amostras ambientais a composicdo das variantes de PSTs € mais
complexa, contendo outros analogos como as GTXs e C toxinas, além de outros
compostos naturais que podem interferir na quantificagcdo, no caso dos imunoensaios.
Alguns autores que estudaram casos de floracGes no Brasil, relataram a presenca de

outras variantes além da STX e Neo-STX.
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5.7 PURIFICACAO
Os extratos concentrados das culturas cultivadas a 28°C tinham concentracdes
de aproximadamente 3mg L™ de Neo-STX (tempo de retencdo de 10,78 min.) e Img L™
STX (tempo de retencdo de 16,13 min). A estas concentracdes foi viavel para purificar
as duas variantes, apesar de uma série de interferentes presentes no extrato, como

mostra a (Figura 26).
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Figura 26. Cromatograma pelo método de p6s-derivatizacdo, método de Oshima (1995)

do extrato bruto, pds-concentracéo.

Com o monitoramento por UV (Figura 27) foi possivel selecionar, das 150
fracOes coletadas, quais seriam analisadas por fluorescéncia. Foram analisadas aquelas
que continham os picos, ou fracdo de pico, com absorbancia em 200nm, e
correlacionando estes cromatogramas, foi possivel determinar qual o perfil da
absortividade e o tempo de retencdo que continha as fragbes com PSTs. As toxinas
foram encontradas entre a oitava a vigésima fragdo coletada, que é o pico entre o tempo

de retencdo de quatro a dez minutos, que pode ser observado na Figura 27.
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Figura 27. Espectro de UV em 3D das toxinas durante a purificacdo com a fase moével 3,

a partir do extrato bruto.

Através das analises das fracOes coletadas na purificacdo, foi possivel determinar
qual fase mével é a mais adequada para ser usada na producdo dos padrbes de
Saxitoxinas, sendo a fase mdvel 3 que apresentou os melhores resultados. Esta resultou
em fracOes com pureza das PSTs maior que 95% (pureza cromatografica determinada
através da varredura no UV e analise HPLC-RF), constituida por HCI 0,5 mol L™ e com
acetonitrila (4 a 8%). Como em condi¢des normais, de temperatura e pressao, a
acetonitrila volatiliza facilmente, o padréo fica dissolvido apenas em HCI 0,5 mol L™, e
nesta solucdo as toxinas sdo estaveis. Esta solu¢do é a mesma que os padrées comerciais
vem diluidos, ndo havendo a necessidade de nenhum tratamento ou reagéo adicional, 0s

quais incluiriam perdas e degradacoes.

As demais fases movel ndo apresentaram resultados satisfatorios, com fracdes de

pureza das PSTs entre 80 e 90%, além de terem o inconveniente de conterem os sais de
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suas respectivas fases madveis dissolvidos junto com as toxinas, 0s quais teriam que ser

removidos, 0 que resultaria em perdas de toxinas.

Ap0s a purificacdo com os eluentes da fase movel 3, no gradiente descrito na
Tabela 13, as fragcBes foram analisadas segundo o método de Oshima (1995). As
fracBes que continham os maiores teores de toxina (>95% pureza) e que ja estavam em
HCI 0,05 mol L™, foram separadas e consideradas padrdo. Os padrées poderiam conter

somente uma variante de PST (Figura 28 e 29) ou as duas (Figura 30)
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Figura 28: Cromatograma da fracdo que continha o maior teor de Neo-STX.
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Figura 30: Cromatograma da fracdo que continham Neo-STX e STX.
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Desta forma obtidas fracbes que continham apenas Neo-STX, outra
intermedidria que continha as duas variantes Neo-STX e STX e uma ultima que
continha apenas a STX. A primeira foi denominada Padrdo de Neo-STX, a segunda de
Mix Neo-STX e STX e a terceira de Padrdo de STX. Sendo que Mix também poderia
ser feito da mistura do Padrdo de Neo-STX e do Padrdo de STX. As cepas usadas neste
trabalho, em condicGes ideais de laboratorio, produzem predominantemente Neo-STX,
0 que dificulta a producdo do padrdo de STX. No entanto, se as cepas forem cultivadas
a 16°C passam a produzir predominantemente STX (Medeiros, 2011), o que facilita a

purificagdo desta variante.

O primeiro padrdo a ser produzido por esta metodologia foi 0 de Neo-STX, o
qual foi analisado por espectro de massa no Laboratorio de Toxinas e Produtos Naturais
de Algas pelo Prof. Dr. Ernani Pinto e Dr. Felipe Augusto Dorr, do departamento de

analises clinicas e toxicologicas — FCF/USP.

O espectro do padréo produzido neste trabalho foi comparado com os padrbes

comerciais (Figura 31 e 32)

Os cromatogramas de EM podem ser vistos na Figura 31.
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Figura 32: Cromatograma do padrdo de Neo-STX produzido pela metodologia

desenvolvida neste trabalho analisado EM.

O rendimento do processo de purificacdo foi de 50%, os padrdes tinham

concentracdes de 1mg L™ e pureza satisfatoria, maior que 95% (baseada na varredura
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de 190 a 800 nm e por HPLC-FL), ideais para uso. As fracdes que ndo apresentavam
pureza satisfatoria foram armazenadas e posteriormente, reprocessadas, que aumenta o

rendimento da purificagao.

O direcionamento para a producdo de uma ou de outra variante de PSTs, se deu
a partir da variacdo na temperatura do cultivo, ja que a cepa muda a proporcéo das

variantes produzida em funcédo da temperatura, o que foi discutido anteriormente.

Os trabalhos que existem na literatura, de metodologia de purificacdo de PSTSs,
como Watanabe et al.(2011), detalharam mais as interconver¢des quimicas das
variantes do que a metodologia de purificagdo em si. Sobre a metodologia de
purificacdo foi citado apenas o uso de colunas como (Bio Gel P-2, 10 mm x 400 mm,
Bio-Rad) e (Bio-Rex 70, 200400 mesh, 10 mm x 400 mm, Bio-Rad), que sdo colunas
de troca catidnicas com 40cm de comprimento, semelhantes as do trabalho de Laycock
et al. (1994). E ainda, no trabalho de Watanabe et al.(2011), ndo mencionaram qual fase
movel foi utilizada enquanto que em Laycock et al.(1994) a metodologia é detalhada,

porém, extensa, demorada e muito complexa.

Ja neste trabalho, foi utilizada uma coluna de 15cm, preenchida com C18, onde a
fase movel continha apenas 4cido cloridrico 0,5mol L™ e acetonitrila, que sdo reagentes
comuns em laboratorios e de fécil aquisicdo. Pesquisadores que desejam ter a PSTs de
interesse purificada necessitam apenas possuir o0 material utilizado e ter um organismo
produtor ou amostra com a toxina, pois a metodologia de purificacdo é relativamente

simples, podendo até purificar alguma variante que néo esta disponivel no mercado.
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6. CONCLUSOES

Com os resultados deste trabalho conclui-se que nos estados do Rio Grande do
Sul e do Parand existem floragdes de cianobactérias que sdo produtoras PSTs. Estas
floragdes foram avaliadas por um periodo de 7 anos, de 2003 a 2009, sendo que no
periodo de 2003 a 2004 foi detectado em média uma floracdo por ano, esta média
passou para 15 no periodo de 2005 a 2008, e teve um aumento ainda mais expressivo
em 2009, passando para 53. Apesar de serem dados de um periodo relativamente curto,
existem evidencias de que esta frequéncia pode estar aumentando. Este possivel
aumento esta relacionado com as flora¢Bes da cianobactéria Cylindrospermopsis, a qual

é responsavel pela producdo de PSTs na grande maioria (95,7%) das amostras.

Outro fator evidenciado a partir dos resultados, € que o teor de toxina por célula
de Cylindrospermopsis foi em média 0,1 fg cél™, porém podem ocorrer oscilaces na
média anual no teor de toxina por célula, por exemplo, 0,016 fg cél™. (+0,0097) no ano
de 2005 e 0,185 fg cél™. (+0.091) em 2009 mostrando um aumento expressivo na
producdo de toxina. Além desta variacdo no decorrer dos anos, foi observada uma
variacdo sazonal, nas amostras da SANEPAR para a represa de Alagados, quando uma
floracdo de Cylindrospermopsis se estendeu ao longo de um ano e seu teor de toxina por

célula esteve em média 0,05 fg cel™ nos meses do inverno e 1,00fg cel™ nos do veréo.

Com as amostras coletadas foi possivel isolar cinco cepas de cianobactéria com
potencial na producédo de PSTs, as quais foram de extrema importancia para realizagdo

deste trabalho, pois foram usadas como matéria-prima na producao de toxina purificada.
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As cianobactérias Cylindrospermopsis e Raphidiopsis isoladas produziram
diferentes toxinas, comparando a producdo em floragdes ambientais,ea producao das
cepas cultivadas em laboratério. Desta forma, conclui-se que as cepas isoladas de
floracBes alteram a producdo de toxina no laboratorio, quando comparadas com as
floracBes de origem. Isto pode comprometer os resultados quando dados de laboratério
sdo extrapolados para o ambiente, visto que 0s organismos isolados e mantidos em
laboratdrio podem ter a producdo de toxina, qualitativa e quantitativamente, distintas da

qual realmente ocorre no ambiente.

Com os resultados dos testes de salinidade, concluiu-se que a cepa de C.
raciborskii ndo tolera salinidade elevada e com salinidade relativamente baixa seu
crescimento e a producdo de toxina séo comprometidos. No caso de uma floracéo de C.
raciborskii em uma regido estuarina, ou local onde haja um gradiente salino, com
salinidade superior a 5 ela ira morrer e liberar toxina para a 4gua, 0 que é um risco para
toda a biota exposta a neurotoxina. Em locais com salinidade proxima 5, a C.
raciborskii tem seu crescimento comprometido, diminuindo, em aproximadamente,
trinta vezes o numero de células e reduzindo a metade sua producdo de toxina por

célula.

Os resultados obtidos no presente trabalho e por outros pesquisadores, ficou
evidenciado que a genética, fenotipo e produgdo de PSTs por Cilindrospermopsis é
varidvel, o que confunde e leva pesquisadores a conclusdes contraditérias e
equivocadas. Tendo em vista que estas cianobactérias em questdo apresentam uma
genética complexa, com capacidade de produzir inimeros analogos de toxina e

apresentar diferentes morfologias, podem ser observados resultados diferentes. As
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condi¢des do meio podem ser naturais (floraces no ambiente) ou artificiais (culturas
em laboratdrio), sendo assim, a mesma cepa de cianobactéria, estudada por diferentes
pesquisadores e em diferentes condicdes, apresenta resultados divergentes.

Na avaliacdo dos ensaios imunoenzimatico, apesar dos bons resultados, estes
devem ser testado frente a amostras de floracGes naturais, pois estas apresentam
interferentes que podem alterar os resultados, e também presenca de outras variantes de
PTSs, que tem reacdes diferentes com 0s ensaios imunoenzimaticos, ja que a cepa
testada apresentava apenas Neo-STX e STX. Sendo assim podem ser usados apenas

para fins semi-quantitativo ou triagem.

Com relacdo a metodologia desenvolvida para purificacdo das PSTs concluiu-se
que esta metodologia, que usa cianobactérias como fonte de PSTs para purificar a
toxina e produzir padrdo, € uma metodologia simples que pode ser implantada em
outros laboratérios. Tendo como vantagem que, no fim do processo, resultard em um
purificado com a estrutura quimica igual as encontradas no ambiente, sendo a
metodologia mais indicada para producdo de padrdo e purificacdo destas toxinas. A
partir das cepas isoladas foi possivel purificar as PSTs (Neo-STX e STX) com
rendimento e pureza igual a outros trabalhos, os quais ttm uma metodologia muito
complexa.

Os padrBes produzidos por estre trabalho podem ser usados em pesquisas
cientificas e em calibracdo de equipamentos, tendo sido cedido para o professor José
Fernando de Paiva do Instituto de Ciéncias Exatas e Bioldgica, da Universidade Federal
de Ouro Preto, e estdo sendo usados pela Unidade de Pesquisa em Cianobactérias da

Universidade Federal do Rio Grande (RS).



108

7. PERSPECTIVAS

Como foi visto nos resultados deste trabalho, e no trabalho de outros autores,
existem fatores fisicos, quimicos e biologicos que afetam a producéo de toxina. Entdo
sera importante estudar as cepas isoladas, alterando as condi¢Ges de cultivo para avaliar
as mudancas na producdo de toxina, o que poderad gerar resultados que elucidariam o
porqué da producdo das PSTs por estas cianobactérias, e também poderia gerar
ferramentas que poderiam ser usados no meio ambiente para evitar ou minimizar a
producdo destas toxinas, e também potencializar e direcionar a producdo das toxinas
quando se tratar de cepas cultivadas para producédo dos padrées de PSTs.

Ficou evidenciada a necessidade de avaliar a genética das cepas, para constatar
se realmente as cepas sdo originarias de uma Unica espécie, e se geneticamente tem a
capacidade de produzir inimeras variantes de PSTs, porém produzem apenas algumas,
sendo entdo esta producdo determinada pelo meio ambiente.

Testar a metodologia de purificacdo em outras cepas de cianobactéria produtoras
de PSTs, e em floracdes ambientais, para avaliar se a metodologia desenvolvia é

aplicavel para producdes de padrdo de outras variantes nao purificadas neste trabalho.
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