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Resumo

As cianobactérias sdo microrganismos que fazem parte do fitoplancton natural
principalmente de dgua doce. A proliferacdo excessiva destes organismos (floracao) tem
sido relacionada a fatores como a eutrofizacdo dos corpos d’dgua e o aumento da
temperatura global. Vérias espécies podem produzir toxinas, como as microcistinas, que
representam risco potencial a saide humana e um desafio ao tratamento de dgua potavel.
Atualmente, a aplicagdo de macrofitas aqudticas na estacao de tratamento de dgua tem se
mostrado uma alternativa na tentativa de reduzir as concentragdes de microcistinas na dgua
bruta. O potencial do uso destas plantas estd relacionado a sua capacidade de bioacumular
estes contaminantes, uma aplica¢ao do “Green Liver concept”. Este trabalho apresenta uma
avaliacdo do potencial da macréfita aquética Spirodela intermedia para a remogdo de
microcistina-RR de dguas contaminadas, em experimentos em escala de bancada. A planta
foi exposta a diferentes concentracdes (10ug.L" e 100pg.L™") de microcistina-RR durante
aproximadamente duas semanas. Os resultados das taxas de microcistina-RR residuais na
dgua e na planta foram determinados por CLAE-DAD. Produtos derivados do metabolismo
vegetal, como os conjugados de glutationa e cisteina, puderam ser observados por LC-
MSMS. A biomassa de macrdfita utilizada foi eficiente para reduzir as concentracdes de
microcistinas para valores inferiores ao recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude
para agua potavel (1ug.L™!). Os resultados obtidos evidenciam o potencial da espécie

Spirodela intermedia para a remog¢ao de microcistinas de 4guas contaminadas.

Palavras chave: microcistina-RR; macréfita Spirodela intermedia; bioacumulagdo; dgua

potavel; biofiltracao.
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Abstrat

Cyanobacteria belong to a group of organisms which are common inhabitants of
freshwaters. Conditions of ecological imbalance, such as eutrophication of water bodies,
and global warming process, have led to a rapid and excessive growth called cyanobacteria
blooms. Many species of cyanobacteria produce toxins which can impact on the operation
of water supplies and human health. Recently, the use of aquatic macrophytes in water
supply facilities has been investigated with respect to the potential on uptake the toxins in
order to reduce microcystin concentration in raw water. Their role in cyanotoxin removal
has been related to bioacumulation potential, an application of the ‘Green Liver concept”.
This study aims to investigate the use of the aquatic macrophyte Spirodela intermedia in
order to reduce microcystin-RR from water in small scale laboratory assays. The
macrophyte biomass was exposed to different concentrations (10ug.L”' e 100pg.L'1) of
microcystin-RR over a period of two weeks. Levels of residual microcystin-RR
concentrations in both water and plant material were determined using HPLC with diode
array detector. Plant breakdown products as glutathione conjugate and cysteine conjugate
were determined using LC-MSMS. The applied macrophyte biomass was able to reduce
microcystin concentrations below to the guidance values adopted by World Health
Organization for drinking-water quality (lug.L™!). These results indicate the uptake

potential of Spirodela intermedia to remove microcystins from contaminated waters.

Keywords: microcystis-RR; macrophytes Spirodela intermedia; bioaccumulation; drinking

water; biofiltration.
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Introdugido

1- Introducao

O uso inadequado dos recursos hidricos, em decorréncia do desenvolvimento de
atividades agricolas e industriais, aliado a fatores relativos a urbaniza¢ao desordenada e ao
crescimento populacional, tem provocado de forma abrangente, a polui¢do de mananciais
superficiais. O enriquecimento artificial dos corpos d’dgua com nitrogénio, fésforo e
outros nutrientes em excesso, sob certas condi¢cdes ambientais de temperatura, incidéncia
de luz e velocidade de ventos, podem conduzir a quebra do equilibrio bioldgico do meio
aquético e favorecer o aparecimento de floracdes ou “blooms” de determinadas espécies
fitoplanctonicas. As floracdes sdo caracterizadas pelo intenso crescimento e concentragdes
desses microorganismos na superficie da dgua, formando uma densa camada de células que

pode chegar a vérios centimetros de profundidade (CARMICHAEL, 1992).

A presenca de floracdes de organismos fitoplanctonicos e seus subprodutos em rios,
lagos e reservatérios destinados ao abastecimento, interfere diretamente na qualidade da
agua, podendo introduzir efeitos negativos tanto de ordem estética e organoléptica pela
producdo de odor e sabor, como de saide publica devido a producdo de compostos
potencialmente toxicos e carcinogénicos. As alteracdes na qualidade da &dgua para
abastecimento, devido a presenca desses organismos, introduzem dificuldades diversas,
podendo comprometer seriamente o funcionamento das estagdes de tratamento de 4gua ou
sistemas de abastecimento, se estes ndo estiverem preparados para inativi-las ou remove-

las.

A situagdo torna-se mais critica para os sistemas de tratamento que utilizam 4guas
provenientes de lagos ou reservatdrios, pois, apesar de proporcionarem, aparentemente,
maior controle das caracteristicas dos afluentes, apresentam, especificamente, no caso do
Brasil, condi¢des ambientais favordveis para o crescimento intenso de determinadas

espécies de cianobactérias durante grande parte do ano.

A ocorréncia de floragdes de cianobactérias tem se tornado mais intensa no Brasil
exigindo uma preocupacdo com a satde publica, uma vez que as cianobactérias podem
liberar toxinas, que sdo um risco em potencial aos animais € homens que possam ingerir ou
entrar em contato com as mesmas, promovendo doencas neuroldgicas, hepdticas e

dermatoldgicas.



Introdugido

A sadde humana pode ser afetada pelas cianotoxinas através da ingestdo de dgua,
por contato em atividades de recreacdo ou pelo consumo de pescado contaminado. As
causas da producdo dessas toxinas ndo estdo bem esclarecidas, mas acredita-se que estas
tém funcdo protetora contra herbivoria (CARMICHAEL, 1992). Esta inibi¢ao a predacao

também contribui para a dominéancia das cianobactérias.

As cianotoxinas formam um grupo de substiancias quimicas bastante diverso, com
mecanismos téxicos especificos em vertebrados. Algumas sdo neurotoxinas bastante
potentes, outras sdo principalmente téxicas ao figado (hepatotoxinas) e existem as que

podem ser irritantes ao contato (endotoxinas pirogénicas).

No Brasil, a grande maioria das estacdes de tratamento possui as etapas de
coagulacdo, floculacdo, decantacdo, filtracio e desinfeccdo conhecidas como ciclo
completo ou convencional. Segundo SVRCEK & SMITH (2004), esse tratamento ndo é
eficiente para remover cianotoxinas, podendo resultar em um agravamento do risco a satde
em funcdo da ac¢do do coagulante quimico sobre a célula, que pode provocar lise celular, e,
portanto, a liberacdo de toxinas. Aliado a isso, fatores relacionados a problemas
operacionais, como escolha inadequada de tecnologia, falta de mao-de-obra especializada e
de recursos financeiros, entre outros, acarretam sérios prejuizos a qualidade da &dgua
produzida, tornando indispensdvel o desenvolvimento e dominio de tecnologias

alternativas de tratamento, ou de suas combinac¢des, adequadas as condi¢des técnicas,

sociais, politicas e econdmicas locais.

Seguindo esse principio, o grande desafio € encontrar sistemas de tratamento de
dgua que sejam operacionalmente exeqiiiveis a custos vidveis para remocao de células e
toxinas. Com este propdsito, o presente trabalho tem por objetivo avaliar a capacidade de
remog¢do de microcistina-RR solivel pela macréfita flutuante Spirodela intermedia para

utilizacdo dessa em fitodepuragdo de cianotoxinas.



Objetivos

2  Objetivos

2.1 Objetivo geral:

O trabalho em questdo objetivou avaliar a utilizacdio da macréfita aquatica
Spirodela intermedia na eliminacdo de cianotoxinas, via bioacumulagdo em uma fase
preliminar ao tratamento convencional de 4guas contaminadas.

2.2 Objetivos especificos:

e Avaliar a toxicidade da floragdo encontrada na lagoa do Gambd, em junho de 2007;

e (Cultivar a cianobactéria Microcystis protocystis para a produgdo de toxina,

e Extrair e purificar a toxina produzida pela Microcystis protocystis;

e (Cultivar a macréfita Spirodela intermedia, para a obten¢do de biomassa;

e Avaliar o crescimento da Spirodela intermedia durante o experimento;

e Expor a biomassa de Spirodela intermedia as concentracdes conhecidas da
microcistia-RR, em condi¢Oes de temperatura e luminosidade controladas;

e Avaliar as concentragdes de toxina remanescentes na gua;

e Identificar, ap6és a absor¢do da MC-RR, os metabdlitos formados pela sua

metabolizacdo na Spirodela intermedia.
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3 Revisao da Literatura

3.1 Eutrofizacao

A eutrofizacdo € um problema amplamente conhecido pela comunidade cientifica
desde 1940. Porém, atualmente é considerado um problema mundial e crescente que afeta
rios, lagos, reservatdrios e estudrios tanto em regides temperadas, onde os estudos se
iniciaram, como em regides tropicais, onde as pesquisas estdo sendo desenvolvidas mais

recentemente (ANDREOLI & CARNEIRO, 2005).

O aumento na assimilacdo de nutrientes, em especial nitrogénio e fdsforo,
inicialmente resulta em um aumento da produtividade do fitoplancton, com conseqiiente
mudangca em seu padrdo sazonal (RODHE, 1969). Nesta condi¢do, a comunidade
fitoplanctonica passa a ser dominada por poucas espécies de alguns grupos melhor
adaptados. No inicio do processo, também ocorre um aumento na biomassa de macrofitas
submersas, contudo esta biomassa entra em declinio, a medida que a competi¢do por luz
com o fitoplancton se torna o fator controlador desta populacdo, que passa a ser dominada
por espécies tolerantes a pouca intensidade luminosa ou espécies flutuantes (XAVIER et

al., 2005).

As algas e bactérias sdo consumidas por herbivoros e detrivoros do plancton
(zooplancton e peixes) e do sedimento. Devido a maior oferta de alimentos, inicialmente
ocorre um aumento na densidade de zooplancton. Contudo, mudangas na composicdo de
espécies podem ocorrer como conseqiiéncia de diferencas na eficiéncia das espécies do
zooplancton em utilizar particulas alimentares de diferentes tamanhos, ou resultantes do
impacto da selecao pela pressdo de predacdo por parte de peixes, ou ainda pela presenca de
substancias que inibam a predagdo, como por exemplo, cianotoxinas (CHORUS &

BARTMAN, 1999).

As alteragdes nas condi¢cdes ambientais e um maior aporte de nutrientes podem
acelerar o crescimento do fitoplancton, que, por sua vez, também pode se estabelecer em
populacdes macicas em periodos de tempo relativamente curtos. A esse crescimento, da-se
o nome de “bloom” ou floragdo. Neste caso, uma ou poucas espécies melhor adaptadas,

dominam as demais em quantidade que extrapolam uma ordem de grandeza (CHORUS &
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BARTMAN, 1999). Essas floracdes provocam os seguintes efeitos diretos sobre a
qualidade da 4gua: aumenta a matéria organica particulada e as substincias organicas
dissolvidas que podem conferir gosto e odor a 4dgua e que podem ser precursoras da
formacdo de compostos organo-clorados; confere cor a 4dgua; serve de substrato para o
crescimento de bactérias; aumenta o pH e suas flutuacdes didrias; reduz o teor de oxigénio
nas camadas do fundo (DI BERNARDO, 1995). Além disso, uma acumulacdo de
fitoplancton morto no fundo de &4guas eutrofizadas pode levar a altas taxas de
decomposicdo por bactérias. O consumo de oxigénio dissolvido por decompositores,
combinado com uma barreira para a troca gasosa, denominada termoclina, pode reduzir
(hipoxia) ou eliminar (anoxia) oxigénio dissolvido no fundo das dguas. A termoclina € a
juncdo entre uma camada superior quente, menos densa de dgua (o epilimnio) e uma
camada de 4gua fria (o hipolimnio). Quando esta estratificacio estd em vigor, o oxigénio,
geralmente rico em &4guas do epilimnio, ndo se difunde nas dguas do hipolimnio. A
depressao de oxigénio € um dos mais nocivos efeitos colaterais da eutrofizagdo, pois pode

causar catastrofica mortandade de peixes, devastadora da pesca local.

3.2 Aumento da temperatura global

Evidéncias considerdveis indicam que a Terra e os oceanos tiveram um
significativo aquecimento ao longo das ultimas quatro décadas, sugerindo um longo
periodo de mudangas climdticas. Aumento de temperaturas e mudancas no padrdo de
precipitacdes atmosféricas t€ém sido documentados. Cianobactérias t€m uma longa histdria
de evolucdo, com a sua primeira ocorréncia datada em pelo menos 3,5 milhdes de anos
atrds. Elas se desenvolveram sob condi¢des extremas e sdao adaptadas a estresses
ambientais incluindo exposi¢ao a UV, alta radiacdo solar, altas temperaturas e flutuagoes
na disponibilidade nutricional. Essas condi¢cOes ambientais favorecem a dominancia de
cianobactérias em muitos ambientes aqudticos, de dgua doce a ecossistemas marinhos

(PAUL, 2008).

A resposta das cianobactérias as mudangas ambientais, associadas as mudancas
climéaticas mundiais é reportada por alguns autores. Essas, geralmente, preferem dguas com
temperaturas quentes e ambientes com alta luminosidade (PAERL & HUISMAN, 2008;
ROBARTS & ZOHARY, 1987; PAERL et al., 1985). Em um estudo designado em
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entender o comportamento invasivo de uma floragdo téxica formada por
Cylindrospermopsis raciborskii, BRIAND et al., (2004) examinaram o crescimento dessa
cianobactéria sob 10 diferentes intensidades de luz e temperaturas. Em todas as 10
variagdes, houve crescimento em uma larga escala de temperatura e intensidade luminosa,
sugerindo que a invasdo do C. raciborskii em ecossistemas de dgua doce, resulta da

habilidade de tolerar variacdes nas condi¢des ambientais (BRIAND et al., 2004).

Uma floracdo de Trichodesmium erythraeum ocorreu no Arquipélago das Ilhas
Candrias durante agosto de 2004, o mais quente periodo registrado nesta drea desde 1912
(27,5°C) (RAMOS et al., 2005). Floracdoes de T. erythraeum ainda nao tinham sido

registradas naquela érea.

Luz e temperatura influenciam nas taxas de crescimento, assim como na producio
de toxinas em muitas espécies de cianobactérias (RAPALA et al, 1997; SIVONEM,
1990). Vérios estudos t€ém mostrado que a producao de toxina pela Microcystis aeruginosa
aumenta sob condicdes de alta irradiacdo de luz (WEIDNER et al., 2003; UTKILEN &
GJOLME, 1992; WATANABE & OISHI, 1985). A composi¢cdo de microcistinas
produzidas pela Planktothrix agardhii mudou para uma maior propor¢do de variantes mais
téxicas com o aumento da intensidade luminosa (TONK et al., 2005). A temperatura é
também um importante fator que atua no crescimento e na acumulagdo de metabdlitos
secundarios nas cianobactérias (RAPALA et al., 1997, LEHTIMAKI et al, 1994;
SIVONEM, 1990; WATANABE & OISHI, 1985). Estudos que buscam desvendar a
genética da biossintese de cianotoxinas t€m aumentado consideravelmente. Esses procuram
entender como a luz, a temperatura e outros fatores ambientais podem influenciar na
manifestacdo de genes que atuam na producdo de cianotoxinas (KAEBERNICK &
NEILAN, 2001; KAEBERNICK et al., 2000).

Inquéritos sobre a histéria evolutiva das cianobactérias, estudos sobre a sua
ecofisiologia, e recentes investigacoes na dinamica do fitoplancton em resposta a
mudancas climdticas mundiais, sugerem que o crescimento das cianobactérias € provavel

em condicdes ambientais associadas ao aquecimento global (PAUL, 2008).
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3.3 Cianobactérias:

A existéncia das cianobactérias € estimada a 3,5 bilhdes de anos atrds, quando essas
comecaram a adicionar oxigénio na existente atmosfera anaerobidtica, promovendo
mudancas quimicas no planeta, que proporcionou o desenvolvimento de novas formas de
vida. Esses onipresentes microbios foram capazes de tolerar hipersalinidade, condi¢des
hipertérmicas e alta radiacdo ultravioleta, durante longos periodos (YOO et al., 1995).
Recentemente, cianobactérias t€ém respondido a alteragdes humanas no ambiente aquatico,

mais particularmente um aumento na producdo de nutrientes primdrios, ou eutrofizacgao.

3.3.1 Caracteristicas gerais das Cianobactérias

As cianobactérias sdo organismos fotoautétrofos procariontes de organizacio
celular simples, geralmente unicelulares isolados ou formando coldnias envolvidas por
mucilagem, e filamentos. Elas possuem clorofila-a e varios pigmentos acessorios, cujos
principais sdo as ficobiliproteinas. O produto de reserva € a cianoficina, também ocorrendo
lipideos. A parede celular das cianobactérias é composta por varias substancias, entre elas
a mureina (peptidoglicana), lipopolissacarideos e alguns aminodcidos e glucosaminas de
estrutura idéntica as de bactérias gram-negativas. Isso evidencia bem a afinidade evolutiva

entre as cianobactérias e as bactérias. Nao ha celulose. (CALIJURI et al., 2006).

As células das cianobactérias (Figura 3-1) ndo apresentam nucleo delimitado por
carioteca; o material nuclear, o dcido desoxirribonucléico (DNA), localiza-se no centro do
protoplasma, em regido denominada nucleoplasma. Nao possuem organelas celulares,
como complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico, mitocondrias e vacuolos, caracteristicas
essas comuns as bactérias. O tamanho das células varia desde tipico tamanho de bactérias,
entre 0,5 e 1lum (Synechocistis sp.), até células grandes, com cerca de 40um (Oscillatoria

princeps) (CALIJURI et al., 2006).

Esses organismos reproduzem-se assexuadamente, através de divisdes da célula ou
formacdo de esporos e células de resisténcia. Algumas também podem atuar

secundariamente na reproducdo, pois podem formar novos individuos ou resistir a
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condi¢des ambientais desfavordveis, germinando posteriormente, como € o caso de
heterdcito e acinetos. O heterdcito é uma célula de parede espessada, conteudo claro, e
responsavel pela assimilacao do nitrogénio gasoso (N,) e sua conversao em formas idnicas
assimildveis pelas outras células vegetativas. O acineto armazena substancias de reserva,

apresentando contetido escuro e, freqlientemente ornamentacdes na parede espessa
(STEWART, 1973).

DMNA Membrana em 4 camadas

Ficobilissoma

Tilactides

Carboxissoma Cianoficina — substancia de reserva

Figura 3- 1: Estrutura de uma cianobatéria (Fonte: CALIJURI et al., 2006).

A taxonomia do grupo (Tabela 3-1, realizada segundo KOMAREK &
ANAGNOSTIDIS, 1998) estd fundamentada na organizacao da célula, nas medidas das
células vegetativas e reprodutivas, presenca e espessura da bainha de mucilagem, ndmero,
localizagdo e espacamento dos acinetos e heterdcitos, presenca de vesicula de gis e
granulos de polifosfatos, entre outras (CHORUS & BARTRAM, 1999). Mais recentemente
os padroes de divisdo celular (orientacdo do eixo de divisdao celular) e morfologia

ultraestrutural das lamelas tém sido utilizados para a identificacdo das espécies.

A ecologia do grupo € bastante diversificada em virtude das estratégias adaptativas
que as cianobactérias apresentam. Essas explicam seu sucesso em responder rapidamente a
eutrofizacdo de reservatérios e lagos naturais, tornando-se dominantes na comunidade

fitoplanctonica (CARMICHAEL, 1992).

Algumas espécies de cianobactérias sdo capazes de assimilar compostos organicos
de baixo peso molecular, e podem subsistir inteiramente deles na auséncia de luz. Esta

forma de aproveitamento é extremamente vantajosa em ambientes com elevada turbidez e
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baixa penetragdo de raios luminosos, limitando a fotossintese, ou em 4guas com zona
afética (zona ndo iluminada pela luz) extensa na qual uma estratégia heterotréfica seria
conveniente para manter o metabolismo celular e a viabilidade das células para um
proximo evento de crescimento intensivo. Além disso, a utilizacdo dos compostos
organicos através da respiracdo aerdObica gera dreas andxicas ao redor do heterdcito,
impedindo a inativagdo da nitrogenase durante a fixacdo do nitrogénio gasoso pelo

heterécito (CHORUS & BARTRAM, 1999; REYNOLDS, 1984).

Tabela 3- 1: Principais ordens de cianobactérias, segundo RIPPKA (1979) (Fonte:
CALIJURI et al, 2006)

Grupo Caracteristica Exemplos

1 Unicelular, com Synechacoccus sp.
células cilindricas Gloeothece sp.
ou ovéides ou Gloeobacter sp.
esféricas. Synechocystis sp.
Reprodugac por Gloeocapsa sp.
fissdo bindria Microcystis sp.

11 Unicelular que se Dermocarpa sp.
multiplica por fissdo | Xenococcus sp.
muiltipla Dermocarpella sp.

Myxosarcing sp.
Chroococceidiopsis sp.

I11 Filamentosa, sem a | Spirulina sp.
formagfo de Oscillatoria sp.
heterocistos e um s6 | LPP Group (Lyngbya/
plano de divisdo Phormidium/Plectonema)

Pseudoanabaena sp.

v Filamentosa com Anabaena sp.
heterocistos e com | Nodularia sp.
s um plano de Cylindrospermum sp.
divisio Naostoc sp.

Seytonema kalothrix sp.

\Y Filamentosa com Chlovogloeopsis sp.
heterocistos e com | Fischerella sp.
mais de um plano de | Stigonema sp.
divisio

Fi-s-:_:hcreihl sp.
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Muitas cianobactérias produzem quelantes (hidroxamatos) eficientes em seqiiestrar
metais traco da dgua presentes em baixissimas concentragdes, desta forma, garantindo o

funcionamento normal das células (CHORUS & BARTRAM, 1999).

A producdo de vesiculas gasosas (aerétopos) € uma importante adaptagdo para
viabilizar a suspensdo das células na dgua (WALSBY, 1987). Elas ocorrem em tricomas
(Anabaena) e em coldnias (Microcystis), e lhes permite posicionar-se nas zonas mais
superficiais da coluna de dgua, otimizando a fotossintese, a0 mesmo tempo em que podem
causar efeito de “sombreamento” de outras espécies localizadas mais abaixo e, portanto,
recebendo menor intensidade luminosa para a fotossintese. Além disso, o posicionamento
proximo a superficie da dgua permite-lhes aumentar a assimilagdo de nitrogénio gasoso,
uma vez que este elemento ocorre em maiores concentracdes na superficie, a partir de
difusdo com a atmosfera. Simultaneamente, como apresentam elevada eficiéncia
fotossintética mesmo quando submetida a intensidade luminosa extensiva (para outras
algas), vérias espécies mantém ou aumentam seu crescimento a0 mesmo tempo em que a

comunidade fitoplanctonica apresenta fotossintese inibida pelo excesso de luz (CHORUS

& BARTMAN, 1999).

A producdo de bainhas ou matriz de mucilagem espessada ao redor da parede
celular dificulta a manipulacdo e ingestdao das células pelos organismos do zooplancton,
tais como a Dafnia, diminuindo significativamente as taxas de herbivoria

(CARMICHAEL, 1992).

3.3.2 Cianotoxinas

As cianotoxinas sdo consideradas produtos do metabolismo secunddrio das
cianobactérias e podem causar efeito deletério em tecidos, células ou organismos. Sua
funcdo na natureza ndo € clara, existe uma hipdtese de que seriam produzidas com fungdo
bioldgica de defesa, ja que elas inibiriam a predagao das cianobactérias pelos zooplancton.
As cianotoxinas podem permanecer no interior das células ou serem liberadas para o meio

(CARMICHAEL, 1992).
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Seus mecanismos de acdo sdo diversos, podendo ser hepatotéxicas, neurotoxicas,
dermatotdxicas, promotoras de inibi¢do da sintese de proteinas ou produtoras de alteracdo

no sistema imune (KUJBIDA et al., 2006)

Dentre os géneros de cianobactérias produtoras de toxinas estdo: Anabaena,
Planktothrix (Oscillatoria), Aphanizomenon, Nodularia, Microcystis e Cylindrospermopsis
(BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2005)

As microcistinas (MCs) sdo heptapeptpideos monociclicos compostos por uma D-
alanina (D-Ala) na posicdo 1, dois L aminodcidos varidveis nas posi¢des 2 e 4, o acido
glutamico (D-Glu) na posi¢do 6, e trés aminodcidos incomuns: um dcido D-eritro-p-metil-
aspartico (D-MeAsp) na posi¢do 3, um 4dcido (2S, 3S, 8S, 9S)-3-amino-9-metoxi-2,6,8-
trimetil-10 fenildeca-4,6-diendéico (ADDA) na posicdo 5, e uma N-metil-deidroalanina
(Mdha) na posi¢ao 7 (DAWSON, 1998).

Cerca de 70 tipos de MCs ja foram identificados e documentados (CARMICHAEL
& LI, 2006). As diferengas encontram-se principalmente nos L-aminodcidos das posi¢des 2
e 4, mas algumas variacdes menos comuns incluem modificagbes no ADDA e a
desmetilacdo dos aminoicidos Mdha e D-MeAsp (LAWTON & EDWARDS, 2001). A
nomenclatura das MCs € baseada nos aminoacidos varidveis e na auséncia de grupos metil
(CH3) nos aminodcidos Mdha e D-MeAsp, como ilustra a figura 3-2. A MC mais comum &
a LR, cujos aminodcidos varidveis sdo a leucina (L) e a arginina (R) (FRANGEZ et al.,
2003); além dessa as MC-RR e MC-YR estdo entre as mais comuns e amplamente
distribuidas (GUPTA et al.,2003).

A liberacdo de toxinas das células para a dgua parece ocorrer principalmente
durante a senescéncia, morte e lise celular do que pela excrecdo continua, e é aumentada
por tratamento quimico para a erradicacdo de cianobactérias, especialmente com o uso de
algicidas (sulfato de cobre ou herbicidas organicos). Infelizmente as toxinas produzidas por
cianobactérias sdo pouco removidas pelos processos convencionais de tratamento de dgua
como floculagdo, sedimentagdo, filtracdo em areia e cloracdo, e pelos tratamentos que
incluem permanganato de potéssio ou cloro, que podem liberar as toxinas das cianbactérias

(SVRCEK & SMITH, 2004, DUY et al., 2000).

11
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7. Mdha ou Dha

6.D-Glu
H COOH Pf* o
3 N
5. ADDA HIN ~ 7 RWANH 1. D-Ala
- AN ,L o cH, B
H;C (o}
H R HN
Y‘;{ N ¢ | |
- N X 2 LX
5 AN
4. L2 H ©ooH

3. D-MeAsp ou D-Asp

Tipos de MC X z Ry Ry
MC-LR Leucina (L) Arginina (R) CH; CH;
MC-RR Arginina (R) Arpginina (R) CH; CH;
MC-YR Tirosina (Y) Arginina (R) CH; CH;
MC-YM Tirosina (¥Y)  Metionina (M) CH; CH;

[D-Asp’] MCIR Lencina (L) Arginina (R) H CH;

[Dha’] MC-RR Arginina R)  Asginina (R) CH; H

[D-Asp’] MC-RR Asginina (R) ~ Asginina (R) H CH;

Figura 3- 2: Estrutura quimica geral e exemplos de microcistinas. (Fonte: MOREIRA, 2007)

3.3.3 Intoxicacoes por cianotoxinas

As microcistinas (Mcs) ja foram causadoras da morte de animais selvagens e
domésticos que consumiram dgua contendo floracdes densas de cianobactérias (DUY et
al., 2000). O primeiro registro de intoxicacdo de animais por &dguas contendo
cianobactérias ocorreu no lago Alexandrina no Sul da Austrdlia em 1878. Desde entdo, t€ém
aparecido cada vez mais relatos de intoxicagdes de pdssaros, peixes e outros animais por

cianotoxinas, principalmente por MCs (DAWSON, 1998).

A principal via de exposicdo as MCs € a oral. Estima-se que 80% da exposi¢do a
MC ocorram pela dgua bebida (KUIPER-GOODMAN et al., 1994). A MC € bastante
estivel em 4gua e resistente a extremos de pH e temperaturas at¢ 300°C (HARADA,

1996).

12
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A exposicdo de seres humanos as cianotoxinas estd também associada ao acimulo
na cadeia tréfica. A bioacumulacdo de cianotoxinas por animais aqudticos, incluindo
peixes, moluscos e zooplancton ja foi demonstrada (AMORIN &VASCONCELOS, 1999),
indicando que o consumo de tecidos animais contendo cianotoxinas € possivel e pode levar
a intoxicacdio. MAGALHAES et al., (2003) relataram que estudos realizados em um
ecossistema do Rio de Janeiro demonstraram que as hepatotoxinas acumuladas em peixes
podem chegar aos consumidores em niveis preocupantes. Além disso, ha relatos de pessoas
expostas as cianotoxinas através do consumo de certos alimentos que contém algas
(AMORIN &VASCONCELOS, 1999). O consumo de plantas comestiveis (alface, arroz)
expostas as microcistinas, via irrigacdo, pode representar um risco a saide (CHEN et al,,
2004; CODD et al., 1999). Apés a ingestao de MC-LR, o estdmago absorve alguma
quantidade dessa toxina, mas a maior parte é absorvida pelo ileo (ITO et al., 2000); através
de sistema organico multi-especifico de transporte de ions (RUNNEGAR et al., 1991).

As intoxicagdes de populagcdes humanas pelo consumo oral de dgua contaminada
por cepas toxicas de cianobactérias ja foram descritas em paises como Austrdlia, Inglaterra,
China e Africa do Sul (ROSET et al., 2001).

O primeiro caso documentado de morte de seres humanos por hepatotoxinas
produzidas por cianobactérias ocorreu apds exposicao intravenosa em uma clinica de
hemodiélise em Caruaru, no estado de Pernambuco, em 1996. Neste episddio, conhecido
como “Sindrome de Caruaru”, dos 131 pacientes da clinica de hemodidlise, 116 (89%)
apresentaram sintomas de intoxica¢do pouco tempo apds a exposi¢do, sendo estes sintomas
predominantemente neuroldgicos: tontura, vertigem, surdez, distdrbios visuais (dor nos
olhos, visdo turva, cegueira) e convulsdes, além de nduseas e vOmitos. Destes, 100
pacientes desenvolveram faléncia hepdtica aguda devido a presenca de MCs no
reservatorio (aproximadamente 19ug.L!) que forneceu a 4gua a hemodidlise (AZEVEDO
et al., 2002; JOCHINSEN et al,1998), e em menos de um ano, 52 morreram,
demonstrando a toxicidade da MC-LR por via intravenosa. Esse incidente ocorreu porque,
ap6s um periodo de seca na regido, esta clinica passou a receber dgua sem tratamento
completo distribuida por caminhdes-pipa. Esta dgua foi obtida do Reservatério Tabocas e
tratada com altas doses de cloro, o que levou a lise das células de cianobactérias e a
liberacdo de altas quantidades de microcistinas na dgua.

MCs sao bastante hidrofilicas e, conseqiientemente, ndo atravessam prontamente
membranas celulares e ndo entram na maioria dos tecidos. Elas utilizam um mecanismo de

transporte ativo para penetrar nas células animais: o sistema de transporte multi-especifico
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de 4cidos biliares (ERIKSSON er al., 1990). O figado é o alvo principal das MCs
(MERILUOTO et al., 1990, RUNNEGAR & FALCONER, 1986; FALCONER et al,
1994), ja que os hepatdcitos possuem o transportador de dcidos biliares e podem capturar a
MC ativamente (RUNNEGAR et al., 1991; ERIKSSON et al, 1990). Além disso,
FISCHER et al., (2005) demonstraram em seus estudos que a MC-LR atravessa a barreira
hematoencefalica de ratos e seres humanos por meio de um polipeptideo transportador de
anions organicos que ¢ encontrado em altas concentragdes no cérebro. Portanto, acredita-se
que o transporte de MC-LR através da barreira hematoencefilica por esse tranportador

possa estar ligado aos sintomas neuroldgicos encontrados em intoxicacdes por

microcistinas (JOCHINSEN ef al.,1998).

Os animais e as plantas tém a habilidade de produzir conjugados de MCs para
torna-las mais hidrofilicas e menos toxicas (PFLUGMACHER et al., 2001; METCALF et
al., 2000, PFLUGMACHER et al., 1998). Considerando o efeito protetor dos indutores de
enzimas, € evidente que o figado desempenha um papel importante na detoxificacdo das
microcistinas (CHORUS & BARTHAM, 1999). Trés produtos metabdlicos ja foram
identificados: conjugados da glutationa e cisteina com a porcdo Mdha das MCs e um
conjugado ainda nao identificado formado com o residuo ADDA (PFLUGMACHER,
2002, KONDO et al., 1996,1992). Acredita-se que a MC-LR possa ser excretada tanto pelo
figado quanto pelo rim (APELDOORN et al., 2007).

3.3.4 Ocorréncia de floracoes no Brasil

BITTENCOURT-OLIVEIRA (2003) realizou um estudo com amostras de 15
reservatorios de dgua do Brasil e detectou floracdes com cepas toxicas produtoras de MCs
em oito deles. Dentre estes reservatorios contaminados destacam-se: o reservatério da
Cantareira, que abastece nove milhdes de habitantes da regido metropolitana de Sao Paulo
(SP); o reservatério de Duas Unas, que abastece 2,6 milhdes de habitantes da regido
metropolitana de Recife (PE); e o reservatério de Irai, que abastece cerca de 2 milhdes de
habitantes da regiao metropolitana de Curitiba (PR). Incluem-se também os reservatorios
Trés Marias (MG), Barra Bonita (SP) e Salto Grande (SP), que sdo utilizados para a

geracdo de energia, para recreacdo e para pesca comercial.
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De acordo com JARDIM et. al., (2008) constaram-se a ocorréncia de floracoes de
cianobactérias na dgua dos rios das Velhas, Sdo Francisco (Figura 3-3) e Doce que cortam
o estado de Minas Gerais. Na ocasido, apesar de ndo haver nenhum registro de intoxicag¢ao
em humanos, o consumo de peixes foi vetado, devido ao efeito acumulativo da

microcistina.

As andlises realizadas pelo laboratorio central da Companhia de Saneamento de
Minas Gerais (COPASA) mostraram que a quantidade de microcistina nas dguas dos dois
rios reduziu mais de dez vezes, no periodo de uma semana, retornando a concentragdes nao
alarmantes. A companhia identificou que houve mudanga, sem explicacdo aparente, na
espécie de cianobactéria predominante na dgua dos rios. Embora a nova espécie nao

apresentasse risco a sadde publica, havia a possibilidade de contaminacao.

Figura 3- 3: Floracao de cianobactérias no rio das Velhas (MG) durante a estiagem de 2007
(Fonte: JARDIM et al., 2008).

A situacdo foi mais grave no distrito de Barra do Guacui, no municipio de Virzea
da Palma, no norte do estado. Segundo JARDIM et al., (2008), a fertilizacdo de rios, lagos

e represas causada pelo lancamento de rejeitos organicos das atividades antropicas somada

15



Revisdo da Literatura

as elevadas temperaturas ambientais e altas taxas de insolacdo predominantes no norte do

estado de MG, favoreceram as floragdes do fitoplancton, inclusive das cianobactérias.

A ocorréncia de cianobactérias tem sido dominante em periodos de floragdes do
fitoplancton, quer em ambientes de reservatérios, lagoas costeiras, rios, lagos de inundagao
quer em outros lagos naturais. Um levantamento de registros, incluindo florag¢des téxicas, é
apresentado na tabela 3-2, compreendendo os estados do Rio Grande do Sul (RS), Minas
Gerais (MG), Rio de Janeiro (RJ), Sdo Paulo (SP), Espirito Santo (ES), Goids (GO),
Roraima (RO), Para (PA), Rio Grande do Norte (RN), Pernambuco (PE) e Bahia (BA),
abrangendo um periodo de trinta e um anos. Os dados incluiram as cianobactérias

dominantes e as cianotoxinas, quando identificadas.
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Rota de exposigio Ano Local Cianobactérias predominantes Cianotoxinas predominantes Referéncias
Reservatomio 1977 Santa Mana, RS. Anabasnasp. NI Branco (1978)
Reservatorio 1988 Itaparica, BA. presenca ND Schulzeet al. (2003)
Recreacional 1988 Lagoa das Gargas, SP. Microcystis agruginosa MCIR* e MCLF* Azevedo et al. (1994)
Reservatomio 1991 Represa Guarapiranga, SP. Anabaenacf solilaria NI Beyruth et al. (1992)

Barreto et ai (1996); Azevedo (1998);
Hemodiilise 1996 Caruaru, PE. presenca MC-LR; MC-YR e MC-AR. Jochimsen e? al. {1998);
Azevedo ef al. (2002).
i Microcysiis aeruginosa;
) Uhtimos 24 Yunes f ai. (1994, 1996, 1998);
Recreacional Lagoa de Patos, RS. Anabaenaspiroides; Merismopedia; MC-IR e MC-FR* ]
anos Matthiensen ef al. {1999);
Oscillatoria.
Magalhdes ¢ Azevedo (1998);
Recreacional 1996-1999 Lagoa de Jacarcpagud, RJ. Microcystis sp.; Oscillaioria. microcistinas
Magalhdes ef al. (2001).
Recreacional 1997 ETA Trés Marias, MG. Microcystis wesenbergil ND Jardim ef al. {1999)
Lagoa de
ETERibeirao das Neves, Microcystis sp. (M. Aeruginosa, i
estabilizacio de 1997 ND Jardim et al. {1999)
MG. M. panniformise M. novacelkii)
€spotos
Recreacional 1999 Sepetiba,RJ. Synechocystis aquatilis f aguatilis microcistinas Magalhies et af (2003)
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Continuacgdo... Tabela 3- 2: Ocorréncias de floracdes registradas na literatura no territorio brasileiro nos dltimos 31 anos.

Rota de exposiciio Ano Leocal Cianobactérias predominantes Cianotoxinas predominantes Referéncias
Radiocystis fernandoi;
Reservatorio 1999-2000 Delém, PA. MCIR Vieira ef af {2003, 2005)
Aphanizomenom spp e Plankaothrixspp.
Microgysiix sp (M parniforms, M profocstis,
) Microcistinas, saxitoxinase
Reservatorio 2000 Acu, BN M novaceldi), Aphanizomenomspp; Costa ef ai .(2006)
Cylindrospermopsisraciborsikii.
ETA Verde Grande,
Reservalimio 2000 Microcyxiis spr. e Rodiooystissp. micTucistima Jarchim &f ad (2001a)
MG.
Represa de Sio Microcystis sp; Anabaena circinalis;
Reservatorio 2000-2001 . microcistinas Jardim et af .(2001b)
Simdo MG/GO. Oylindrospermopsisracihorsikii.
Medna, Carmo do Microcysiix sp. (M. protocysiis,
Reservatorio 1999-2002 Rio Claro e Montes M aeruginosa, M. novacekii); microcistinas Jardim e Viana (2003)
Claros, MG. Radiocystis farnandoi; Aphanizomenon sp.
Anahaena spiroides; Pseudanabaena sp;
) Reservatério saxitoxinas, neosaxitoxinas, i
Reservatorio 2002 Cylindrospermopsis raciborskii; Molicaer af {2005)
T'apacuri, PE. dc-saxitoxinas
Microcystis acruginosa.
Reservatério de
Reservatarnio 2002-2003 Cylindrospermnpsis racihorskii ND Nelazani-RBarmoso ef of {2007)
Duas Bocas, ES.
Rescrvatonio 2002-2006 Tcmambuco (I'E) presenga ND Carvalho ef al .(2007)
Microcystis sp.(M. acruginosa, M. novacekii,
M panniforms, M. protocystis);
Reservatorio 2004 Billings, SP. Plankiothrix agardhii; Radiocystis fernandoi; MCILR,MC-ER ¢ MC-YR. Anjos et al. (2006)

Pseudarabacna nucicola;

Oylindrospermopsisracihorsikii.
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Continuacgdo... Tabela 3- 2: Ocorréncias de floracdes registradas na literatura no territorio brasileiro nos dltimos 31 anos.

Rota de exposicio Ane Local Cianobactérias predominantes Cianoloxinas predominantes Referéncias
Recreacional 2005 Viténa, ES. Pseudanabaena catenata Lauterborn ND Camarpo-Santos & Fernandes{2007)
Reservaténio de S3o
i Microcysitis panniformis; i o
Reservatono 2005 Sinkiio, Rio Paranaiba, ND Bina & Giani (2007)
Anabaena circinalis
Brasil central.

Anabaenasp. (A. circinalis;
A erassa); Microcystis sp.

(M aeruginosa;

Reservatério de Salto
Reservatorio 2005-2006 4 M panniformis; M protocystis; MCIR Apmjaro et al (2007)
Grande, SP.
M wesenberghii;); Pseudanabaena mucicola;
Radiocystis fernandoi; Sphaerocavum
brasilienses
Reservatono Sammel,
Reservatbrio 2005-2007 Microcystis sp. MCAR Mascimento ef ai .(2007)
RO.
] ReservatGrio Vargem
Reservatornio 2004-2007 Microcystis sp. ND Gomes et al .(2007)
dasFlores, MG.
Sphaerocavum brasilienses;
i Riosdas Velhas, Sio M aeruginosa M. novacekii; o i
Rios 2008 microcistinas Jardim ef af .(2008)

Francisco ¢ Doce , MG. Cylindrospermopsisraciborskii. e Choococeus
dispersus;

ND, nio determinada;*, possivel variante
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3.3.5 Degradaciao das microcistinas

Devido a sua estrutura peptidica ciclica as microcistinas sdo muito estdveis e
resistentes a hidrélise quimica e oxida¢do, em pH préximo da neutralidade. Além disso,
microcistinas e nodularinas mantém sua toxicidade mesmo apds a fervura. Em condigdes
naturais, no escuro, as microcistinas podem persistir por meses ou anos. Em temperatura
elevada (40°C) e condi¢des de pH alto ou baixo, foram observadas hidrdlises lentas, sendo
necessario, aproximadamente, 10 semanas em pH 1 e mais de 12 semanas em pH 9 para a
degradacdo de cerca de 90% da concentracdo total das microcistinas (HARADA, 1996).
Porém, ja foi observada uma lenta degradacio fotoquimica das microcistinas expostas a luz
solar. A taxa desta reacdo é aumentada pela presenca de pigmentos fotossintéticos
hidrossoliveis, provavelmente ficobiliproteinas (TSUJI et al., 1993). Na presenca desses
pigmentos, a degradacao fotoquimica de 90% da concentracdo total das microcistinas pode
variar de duas a seis semanas, dependendo da concentracdo de pigmentos e toxinas. A
presenca de substancias himicas também parece acelerar a degradagdo das microcistinas

sob luz solar.

Embora as microcistinas sejam resistentes a muitas peptidases de eucariontes e
bactérias, elas sao suscetiveis a degradacdo por algumas bactérias encontradas
naturalmente em rios e reservatérios. Bactérias capazes de degradar microcistinas ja foram
isoladas de vdrios ecossistemas aquiticos e também efluentes de esgotos (AME et al.,
2006; CHORUS & BARTHAM, 1999). Este processo pode levar a degradacdao de 90% do
total de microcistinas entre 2 a 10 dias, dependendo principalmente da concentragdo inicial

dessas toxinas e da temperatura da dgua.

3.3.6 Legislacao

A Organizacdo Mundial da Sadde, por meio do adendo da segunda edicdo do
“Guidelines for Drinking-water Quality” (WHO, 1998) recomendou o valor limite
méximo para microcistina-LR (livre de células) é de 1ug.L™!, considerando a exposi¢dao

através da dgua de consumo humano.

O Brasil, atualmente, possui a mais abrangente legislacao federal (BUCH, 2008), a

qual inclui padrdes obrigatdrios de 1ug.L™! para microcistinas, e também recomendagdes
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para saxitoxinas (3ug.L7!) e para cilindrospermopsina (15ug.L™) (BRASIL, 2004). Além
disso, com relacdo a normas ambientais, o Conselho Nacional de Meio Ambiente
(CONAMA), por meio da resolucdo n° 357, de 17 de margo de 2005, sobre as condi¢des de
balneabilidade, estabelece restricdes a recreacdo de contato primério quando verificada a

ocorréncia de floragdes de cianobactérias (CONAMA, 2005).

3.4 Macrofitas aquaticas

A importancia das macrdfitas aqudticas estd amplamente discutida na literatura,
sendo sua utilizagdo, como bioindicadoras da qualidade da d4gua em ambientes 16ticos e
l1énticos, uma das mais relevantes (THOMAZ & BINI, 2003). Porém, para seu uso faz-se
necessdrio ter conhecimento prévio das suas caracteristicas, bem como das condi¢des que
limitam sua ocorréncia e crescimento; da proliferacao e manejo da espécie utilizada.

A diferenca nos valores de produtividade e taxas de crescimento de macrofitas
aqudticas decorre principalmente da espécie e o tipo ecoldgico, competi¢cdo intra e
interespecifica e das caracteristicas abidticas, constituidas de temperatura, radiacdo,
transparéncia da agua, nivel da 4dgua e velocidade de corrente, tipo de substrato e
concentracdo de nutrientes (CAMARGO et al., 2006).

No Brasil, as macroéfitas aquéticas flutuantes mais estudadas sao o aguapé (Eichornia
crassipes), a alface ou repolho da dgua (Pistia stratiotes) e a salvinia (Salvinia molesta).
Estas espécies sdo nativas e as mais reportadas, causando problemas de crescimento
excessivo em reservatorios (THOMAZ, 2002). Além dessas espécies ainda sdo comuns a
Eichornia azurea (aguapé), Azolla caroliniana (azola), Lemna minor (lentilha da dgua) e
Spirodela polyrrhiza (lentilha da dgua) (KLEIN & AMARAL, 1988).

As macrdfitas aquaticas desempenham importante fungdo na manutencao e equilibrio
dos ambientes aquaticos (RODELLA et al., 2006), contribuindo em transformacdes fisicas,
quimicas e nos processos microbiolégicos de remocdo dos nutrientes, (SIPAUBA-
TAVARES et al.,, 2003), sendo estes também armazenados em forma de vacuolos de
reserva (ZANIBONI-FILHO, 1997). Esse processo reduz parcialmente a carga de
metabdlicos proveniente do cultivo de organismos aquaticos, melhorando substancialmente

a qualidade da dgua (SIPAUBA-TAVARES et al., 2002).
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3.4.1 Familia Lemmnaceae

A familia Lemnaceae Gray compde-se das menores Angiospermas conhecidas
(COOK, 1990; LANDOLT, 1986, 1981; HILLMAN, 1961). O nome comum no Brasil,

quando utilizado ou conhecido, € "lentilha-d'agua".

E uma familia pequena, com quatro géneros e 36 espécies (LANDOLT, 1986). A
propagacdo, em geral, é vegetativa e, por isso e pelo reduzido tamanho das plantas, ¢ uma
familia problemdtica e de dificil delimitacio dos tdxons, devendo sua identificacdo
freqlientemente ser auxiliada por dados sobre sua distribuicdo geografica (LANDOLT,
1980). Apresenta distribuicdo sub-cosmopolita, com centro de dispersao tropical e
subtropical na América do Sul. No Brasil, a familia estd representada pelos seus quatro

geéneros: Spirodela, Lemna, Wolffiella e Wolffia.

LANDOLT (1986) considerou a especializacdo das Lemnaceae na adaptacdo ao
ambiente aquatico, a série de redu¢do do tamanho das plantas e a redu¢@o nas pecas florais
como caracteres derivados. Propds que o género mais primitivo seria Spirodela, que ainda
possui raizes e o mais evoluido, Wolffia, sem raizes. Segundo LANDOLT (1986), as
espécies mais primitivas de cada género (Spirodela intermedia, Lemna gibba, Wolffiella
neotropica e Wolffia brasiliensis) encontram-se distribuidas nas regides mais quentes da

América do Sul, provével centro de origem da familia.

A familia Lemnaceae € bem distribuida no mundo, com excec¢do de regides dridas
ou muito udmidas, tendo preferéncia pelas zonas temperadas, subtropicais e tropicais
(LANDOLT, 1986). O centro de dispersdao € a América do Sul, com centros secundérios na

América do Norte, Sul da Africa e Austrélia.

As Lemnaceae constituem um elo na cadeia tréfica, como alimento para pequenos
organismos, peixes € aves, € abrigo de microfauna, e também atuam como despoluidoras

(LANDOLT, 1986).
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3.4.2 Caracteristicas da Spirodela intermedia

A Spirodela intermedia apresenta 3-8 frondes (corpo vegetativo taléide das
Lemnaceae) assimétricas, eliptico-circulares, 4 x 2,5-6,7mm e 0,5-1,8mm de espessura, 1-
1,3 vezes mais longa que larga; podendo apresentar até 7 frondes unidas em uma planta.
Sua epiderme possui estdmatos anomociticos; espacos de ar formados por 3-4 camadas de
células no lado ventral da fronde, atingindo quase a borda; apresenta de 9 a 12 nervuras;
pigmentos de antocianina no lado ventral e bordos, na planta adulta, viva ou seca. As raizes
sao fasciculadas, 6-21 por fronde de até 3cm de comprimento, onde 3 a 5 primeiras
perfuram o profilo, o qual desaparece posteriormente. A coifa € pontiaguda (1,0-1,3mm de
comprimento) e os traqueideos sdo presentes no sistema vascular da raiz. A flor (Figura 3-
4) possui 1,5mm de comprimento e estd envolta por um profilo de abertura apical, com
rafideos; o androceu tem 2 estames de tamanhos diferentes, cerca de 0,4mm de
comprimento, antera com cerca de 0,25mm de largura; no ovario ha 2-5 rudimentos
seminais, estilete curto, estigma circular. Os frutos se caracterizam por apresentar 1,8-2,0 x
1,5-1,9mm e 0,8-1,0mm de espessura, ser levemente alado, possuir de 1 a 3 sementes
(cerca de 1,5 x 0,75mm e 0,75Smm de espessura, 15-22 estrias longitudinais) (POTT &

CERVI, 1999). As caracteristicas descritas acima estao ilustradas na figura 3-5.

Flor:
a) estame
b) estigma

Figura 3- 4: Flor de Spirodela intermedia: (a) estame, (b) estigma (Fonte: POTT & CERYVI,
1999)
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Figura 3- 5: Spirodela intermedia 1. Habito em relacdo a superficie da agua; 2. Vista dorsal
(superior): (a) flor; 3. Vista lateral: (a) coifa, (b) papilas; 4. Flor: (a) profilo com abertura
apical, (b) estigma, (c) ovario, (d) estame de maturacao desigual, (e) rafides; 5. Profilo da
raiz: (a) estipite, (b) raiz primaria, (c) raiz secundaria (sob profilo), (d) rafides; 6. Fronde em
vista ventral (inferior): (a) cavidade vegetativa, (b) fruto alado, (c) nervuras; 7. Fruto com 2
sementes; 8. Fruto com 1 semente; 9. Semente: (a) chalaza; 10. Germinacao: (a) cotilédone,
(b) fronde-mae; 11. Plantula ainda com a semente: (a) cotilédone, (b) fronde-mae, (c) fronde-
filha. (Fonte: POTT & CERVI, 1999).
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A espécie € restrita a América do Sul (da Argentina a Venezuela) e América
Central, com climas tropical, subtropical e temperado quente, preferindo verdo timido e
inverno suave. No Brasil, ocorre nos estados do Acre, Amazonas, Mato Grosso do Sul,
Pernambuco, Parand, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Sao Paulo. No
Pantanal, ocorre na sub-regido do Nabileque, de solo fértil, especialmente ao sul da Lagoa
do Jacadigo, ao longo da estrada MS-454, e na area de inundacdo do Rio Paraguai.
Assemelha-se a S. polyrrhiza, em tamanho e forma, por isso muitas vezes é confundida
com ela. Ocorre geralmente em dgua léntica, ou entdo em enseadas de rios, entre a
vegetacdo aqudtica, junto com outras espécies flutuantes e em "taboal", "pirizal" e
"caetezal", formando um mosaico a meia sombra. A floracdo inicia-se em abril e ocorre até
outubro, quando frutifica plenamente, apresentando, geralmente, duas sementes por fruto

(POTT & CERVI, 1999).

3.4.3 Tratamento de agua utilizando macréfitas aquaticas flutuantes

Virias opgdes de tratamento para remog¢do de células de cianobactérias e toxinas
dissolvidas dos corpos d’dgua t€ém sido desenvolvidas e adaptadas em diferentes paises
(carvdo ativado, filtracdo lenta em filtros de areia, coagulacdo, membrana filtrante,
cloragdo, ozonizagao etc) (JURCZAK et al., 2005; HOEGER et al., 2005, NEWCOMBE
& NICHOLSON, 2004; GRUTZMACHER et al., 2002; FALCONER et al., 1989). A
gestdo e tratamento de cianobactérias e suas toxinas, geralmente, aumenta o custo dos
processos de tratamento d’agua, aceitdvel para paises desenvolvidos, mas pode ser um
problema para outros paises que possuem restricado econdmica e de recursos tecnolégicos.
Conseqilientemente, alternativas eficientes e baratas de op¢des de tratamento devem ser

desenvolvidas.

A qualidade das dguas de reservatdrios publicos pode ser afetada pelas atividades
humanas na bacia hidrografica, a montante de represa ou do ponto de captacdo. Assim, é
necessario estudar um conjunto de medidas metigadoras deste impacto, visando reduzir a
possibilidade de que a atividade antrépica na bacia inviabilize o uso da 4gua como fonte de

abastecimento publico.
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Muito tem sido pesquisado a respeito de plantas que possam atuar como
atenuadoras deste processo, denominado fitodepuragcdo, que resulta em uma melhoria da

qualidade da 4dgua decorrente do desenvolvimento de plantas.

As macrofitas aqudticas vém constituindo uma alternativa em diversos sistemas de
tratamento de efluentes, a exemplo do tratamento de esgoto doméstico (SOUSA et al.
2004), na aqiiicultura (HENRY-SILVA & CAMARGO, 2006; SCHULZ et al., 2004;
SIPAUBA-TAVARES et al., 2003; SIPAUBA-TAVARES et al., 2002; ZANIBONI-
FILHO, 1997) e p6és-tratamento de efluentes agroindustriais (REIDEL et al., 2005).

As plantas aquaticas além de impedir o crescimento de algas, permitem também a
remo¢do de nitrogénio, fdésforo, sélidos suspensos, carga organica e alcalinidade

(TRIPATHI & SHUKLA, 1991).

Muitas espécies utilizadas na fitodepuracdo melhoram a oxigenacdo de dguas
profundas, como € o caso de Lemma minor (COSSU et al., 2001). Segundo JEDICKE et
al., (1989) o aguapé pode duplicar a concentracio de oxigénio dissolvido na &gua,
proveniente da fotossintese das folhas e fluxo interno de gases. Essa macréfita também ¢é
conhecida por ser capaz de absorver metais pesados (PERAZZA et al.,1981). Segundo
LENZI et al., (1994) o aguapé poderia ser utilizado na descontaminacio de dguas poluidas

com baixas concentra¢des de cromo (até 10mg.dm™).

Constata-se que estudos utilizando macroéfitas aquéticas em tratamento de dgua para
a remog¢do de nutrientes, aumento de oxigénio dissolvido e captura de metais pesados
demonstraram sua eficicia quanto utilizadas. Trabalhos mais recentes apostam na

utilizacdo destas plantas na remocao de cianotoxinas.

NIMPTSCH et al., (2008) utilizaram no lago Chaohu, na China, um sistema de
tanques contendo uma combinagdo da macréfitas Lemna sp., Myriophyllum sp. e Hydrilla
sp. para elimina¢do de toxinas de cianobactérias. A biomassa de macroéfita utilizada foi
habil na reducdo das concentragdes iniciais de 12,11 e 9,17ug.LL.™t de MC-LR a valores
abaixo dos recomentados pela OMS (1,0pug.L™! de MC-LR) em apenas trés dias. O referido
autor considera o sistema de tanques de macrofitas funcional no tratamento de 4guas

contaminadas com microcictinas.
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3.44 Utilizacao da biomassa produzida

A possibilidade do uso da biomassa produzida apds a utilizagdo das macrofitas no
tratamento de dguas contaminadas deve ser avaliada. Antes de se destinarem estas plantas
para utilizacdo, devem ser feitas andlises de concentracdes de macro e micronutrientes,

bem como metais pesados e cianotoxinas.

Pela potencialidade que as macréfitas aqudticas apresentam, diversos trabalhos
mencionam o aproveitamento de biomassa, como a produ¢do de adobe (BEZERRA et al.,
2007), adubagdo organica (SAMPAIO & OLIVEIRA, 2005) e compostagem (REIDEL et
al., 2005).

Em um estudo de composi¢cdo quimica de macrdéfitas aquéticas realizado por
HENRY-SILVA & CAMARGO (2002) foram observado o potencial de ldminas foliares
de Eichornia crassipes e Salvinia molesta, e a planta toda de Pistia stratiotes como

alimento, condicionado a estudos de aceitabilidade pelos animais.

A reciclagem de nutrientes perdidos pela erosdo dos solos agricolas para os corpos
de dgua, através de utilizacdo de plantas aqudticas flutuantes, seria, segundo KLEIN &
AMARAL (1988), uma forma eficiente e de baixo custo de proporcionar uma maior

estabilidade no ciclo dos nutrientes na bacia hidrogréfica.

Em qualquer dos casos é fundamental conhecer a natureza e a concentragdo de
outras substincias que podem ser toxicas. Consequentemente, a utilizacdo da biomassa de
macroéfitas empregadas no tratamento de dguas contaminadas com cianotoxinas deve ficar
restrito a tecnologias que imobilizem essas toxinas, pois varios autores ja comprovaram a
bioacumulacdo de MCs em macrdfitas aquéticas (SAQRANE ez al., 2007; MITROVIC et
al., 2005; YIN et al., 2005; PELUGMACHER et al., 1999 e 1998). Estas tecnologias ainda

sao um desafio para a ciéncia.
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3.4.5 Metabolizacio de cianotoxinas pelas macrdfitas

Similar aos animais, plantas também matabolizam compostos organicos estranhos
(xenobidticos) com diferentes tipos de sistemas enzimadticos de desintoxicagdo. Enquanto
nos animais o processo € geralmente conectado a excre¢do de sub-produtos da
metabolizacdo via urina e/ou fezes, as plantas possuem a habilidade de isolar estes
metabodlitos (SANDERMANN, 1994). O processo de desintoxicacdo estd dividido em trés
etapas: transformacdo, principalmente por oxidacdo e hidrélise (fase I), seguida por
conjugacao (fase II) associado a compartimentacao interna e processos de armazenamento
(fase III) (SANDERMANN, 1992).

Macrdfitas aquéticas sdo conhecidas por acumular (PFLUGMACHER et al ., 1999)
e metabolizar as microcistinas via biotransformacdo através da conjugacdo com a
glutationa (GSH) mediada pela glutationa S-transferase (PFLUGMACHER et al ., 2001;
PFLUGMACHER et al ., 1998).
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4 Materiais e Métodos

A parte experimental desta pesquisa foi realizada em escala de bancada e teve por
principal objetivo avaliar a utilizagdo da macrdéfita aquatica Spirodela intermedia na
eliminacdo de cianotoxinas via bioacumulagdo. Neste capitulo é detalhada a obtencdo da
toxina, o cultivo e avalia¢do do crescimento da Spirodela intermedia, os equipamentos, a

metodologia, os materiais empregados e a descri¢do do experimento realizado.

4.1 Materiais e Reagentes:

e Acetonitrila grau HPLC (Vetec);

e Acido trifluoracético (TFA);

. Agua Milli-Q do sistema Millipore (resisténcia 18,2MQ);

e Balanca eletronica;

e Bandejas de Polietileno de 5 litros de capacidade;

¢ Bombinhas de oxigénio;

e Cartucho de octadecilsilano (ODS-Cy3);

e (Centrifuga com temperatura controlada;

e CLAE-DAD (Waters Alliance modelo 2998 equipado com detector fotodiodo
(DAD));

¢ (Coluna de extragdo de fase s6lida (Sep-Park plus tC18, Water);

¢ (Coluna para CLAE Merck LiChrospher 100 RP-18 (5 um);

e (Cultivo da cepa HBRFO1 monoespecifica de M. protocystis;,

e (Cultivo de M. novacekii proveniente da Lagoa do Gamba;

e (Cultura da macréfita Spirodela intermedia;

e ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) - kit enzimdtico de placas
(Envirologic).

e Filtros seringa (Mirex) de 0,45 micrometros;

e (Qraal de vidro;

e Laminas e laminulas;

e Leitora de ELISA;
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Liofilizador (MicroModulyo);

Meio liquido ASM-1;

Mesa agitadora (Nova Etica);

Metanol grau HPLC (Vetec);

Microfiltro fibra de vidro GF-1 47mm (Macharey-Nagel);

Microscépio binocular (LEITZ), modelo Laborlux com a ocular direita contendo
um reticulo de Whipple calibrado com régua micrométrica padrao;

Padrdes de microcistinas Axxora (Griinberg, Alemanha), 98% de pureza;

Sala de cultivo para a macroéfita com temperatura de 22 + 2°C e foto periodo 12 h
claro/12 h escuro, usando luz fria fluorescente com intensidade da ordem de 40
pmol de fétons mZs;

Seringas de 10mL;

Seringas de ImL;

Soluc¢do nutritiva de Hoaglan com 1/5 da forga ionica;

Tinta Nanquim;

Tubos Falcon;

Ultra-sonica (USC 1400, UNIQUE);

Vials de 1mL (Water);
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4.2 Metodologia

4.2.1 Cultivo e avaliacao do crescimento da Spirodela intermedia

A macréfita aqudtica Spirodela intermedia foi fornecida ao laboratério de
Qualidade de Agua da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) pelo professor Mauro
Schettino do Departamento de Ciéncias Bioldgicas. Ela € origindria da regido do Pantanal,
e foi cedida a UFOP pela pesquisadora da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria

(Embrapa) Vali Joana Pott.

A Spirodela intermedia j4 era cultivada ha dois anos no laboratério antes de ser

utilizada neste experimento.

O cultivo foi realizado em solucdo nutritiva de Hoagland com 1\5 da forca idnica
original e pH 7 (HOAGLAND et al., 1950) (Tabela 4-1). As condi¢des de cultivo foram:
aeracdo constante, temperatura de 22 + 2°C e foto periodo 12 h claro/12 h escuro usando

luz fria fluorescente com intensidade da ordem de 40pmol de fétons m™.s™.

A cultura foi realizada em bandejas de polietileno, contendo cinco litros de solu¢do

nutritiva (Figura. 4-1).

Figura 4- 1: Cultura de Spirodela intermedia a partir da qual as plantas foram retiradas para

a realizacao do experimento.
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Tabela 4- 1: Solucdes necessarias para o preparo da Solucdo nutritiva para o

crescimento da Spirodela intermedia segundo HOAGLAND et al., 1950.

Solucoes estoque de

Solucoes Estoque Concentracio Concentracao
Micronutrientes

KH,PO4 136,09¢g.L."t  H3BO; 2,86g.L71

KNOs3 101,10g.L.™t  MnCl, 1,81g.L7!

MgS04.7H,0 346,47g. L7t ZnSOy4 0,22g.L1

Ca(NOs3).4H,0 236,15g.L™t  CuSOq4 0,08g.L™1
Na,MoO4 0,02g.L7!
Fe-EDTA 0,045mM

Preparo da solucio nutritiva de Hoagland com 1/5 da forca ionica

Volume retirado das solugdes estoque para o preparo de 1L da solucdo

nutritiva, com 1/5 da forga ionica:

Solucao Estoque Volume da aliquota (mL)
KH,PO4 0,2
KNOs3 1,0
MgS04.7H,0 0,4
Ca(NOs3).4H,0 1,0
Micronutrientes 0,2
Fe-EDTA 0,1
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Para a avaliagdo do crescimento foi colocado 1,0 g de massa fresca de Spirodela

intermedia em um béquer contendo 100 mL de solu¢do nutritiva de Hoagland.

O experimento foi realizado em quintuplicata (Figura 4-2). As coletas de biomassa

foram realizadas nos tempos de 7, 14, 21 dias.

Figura 4- 2: Avaliacao do crescimento da Spirodela intermedia realizada em quintuplicata.

4.2.2 Obtencao da toxina

Coleta da amostra da floracdo de cianobactérias na Lagoa do Gamba

Com o objetivo de obter uma cepa de cianobactéria produtora de microcistinas,
amostras de 4dgua com concentracdo de aglomerados algais foram coletadas de uma
floracdo na Lagoa do Gambd, Ouro Preto (20°23°78°’S, 43°30°05°W, figuras 4-3 e 4-4)
em julho de 2007.

As amostras (cinco litros) foram coletadas na superficie da dgua, acondicionadas
em recipientes plésticos e preservadas em gelo a aproximadamente 4,0°C (COPASA-MG,
1992). Em seguida foram encaminhadas para exame imediato no laboratério de

Hidrobiologia da COPASA.
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Figura 4- 3: Localizacdo geografica da Lagoa do Gamba e da cidade de Ouro Preto (Fonte:

BORGES, 2006)

Figura 4- 4: (A) Vista panoramica da lagoa; (B) Foto da floracio de cianobactérias na Lagoa

do Gamba em julho de 2007.

Utilizou-se para a andlise qualitativa um microscopio binocular da marca LEITZ,
modelo Laborlux com a ocular direita contendo um reticulo de Whipple calibrado com

régua micrométrica padrdo. Pequenas aliquotas de amostras in vivo foram depositadas em
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laminas de vidro e cobertas com tinta nanquim para favorecer uma melhor visualizacdo da
mucilagem e das coldnias das cianobactérias, no aumento de 40 vezes. Cobriu-se entdo a
lamina, contendo a amostra, com uma laminula, e a observacdo passou a ser feita em
aumentos maiores (400 e 1000 vezes), para facilitar a visualizacdo e aumentar a precisiao
da medida das células. Para o aumento de 1000 vezes, utilizou-se sempre 6leo de imersao.
O sistema de classificacdio de cianobactérias adotado foi o de KOMAREK &
ANAGNOSTIDIS, 1998. De acordo com esta classificacdo, a espécie isolada foi a

Microcystis novacekii.

Avaliacio da toxicidade da cepa de Microcystis novacekii

A toxicidade da amostra de seston foi testada em camundongos machos suicos de
21 a 25 gramas de massa corporal através da injecao intraperitoneal (i.p) do extrato em
diferentes doses, segundo CETESB (1993). Foram calculadas trés faixas de dosagens (1 a
100; 101 a 500 e 501 a 1000mg.kg™' de massa corporal) e para cada concentracao foram
utilizados quatro animais. Os camundongos foram continuamente observados durante 24 h
apo6s a (i.p) e pesados em balanga eletronica. O grupo controle foi injetado com 1mL de

0,9% NaCl pH 4.0.

A auséncia de toxicidade da amostra foi um fator limitante para a realizacdo dos
experimentos, incluidos nos objetivos propostos para este trabalho. Este resultado conduziu
a necessidade do cultivo de uma espécie toxica de Microcystis sp. cedida pelo Laboratoério

de Hidrobiologia da Companhia de Saneamento de Minas Gerais (COPASA).

Cultivo em massa da Microcystis protocystis (COPASA)

Uma linhagem de Microcystis protocystis, conhecida por produzir altos niveis de
microcistina—RR, proveniente da floracdo natural de cianobactérias no reservatdrio de
Furnas (21°. 27° 29,3°°S/45°. 59°47°°0) (Figura 4-5), situado ao sul do estado de Minas
Gerais, foi fornecida pelo laboratério de Hidrobiologia da Companhia de Saneamento de

Minas Gerais (COPASA) e cultivada em grandes quantidades para a producdo de toxina.
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Represa de Furnas

Figura 4- 5: A: Localizacio geografica da represa de Furnas (Fonte: COPASA) B: Vista

panoramica do reservatorio de Furnas (Fonte: http:/www.minastour.com.br/

website/imagens-acesso em: 15/01/2009)

O cultivo foi realizado em meio liquido ASM-1 (Tabela 4-2) (GORHAM et al.,
1964), sob aeragdo, temperatura de 22 + 1°C e ilumina¢do continua de luz fria

fluorescente com intensidade da ordem de 40pmol de fétons m™.s™.

A cultura em massa de M. protocystis foi realizada em um frasco de vidro de nove
litros durante oito semanas. A contagem de células foi realizada semanalmente com a
camara de Sedgwick-Rafter, segundo A.P.H.A, (2005), para observar o crescimento da

cultura (Figura 4-6).

Figura 4- 6: Cultivo da cepa HBRF01 monoespecifica de M. protocystis do reservatério de

Furnas
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Tabela 4- 2: Solugoes necessarias para o preparo do meio ASM-1 segundo GORHAM et al.,
1964.

Solucao-estoque A:

NaNOs3 1,70g
MgSOs4. 7 Hy0 0,49¢
MgCl,. 6 H,0 041g
CaCl,. 2 H,0 ou CaCl, 0,29¢/0,219¢g
Agua deionizada 200mL

Solucio-estoque B:

KH,PO, ou KH,PO,. 3 H,0 0,87g/ 1,14¢g
Na,HPO,. 12 H,0 ou Na,HPOy,. 7 H,0 1,78g/1,15¢
Agua deionizada 100mL

Solucao-estoque C:

H;BO;3 2,48¢g

MnCl,. 4 H,0 1,39¢

FeCls. 6 H,0 1,08g

ZnCl, 0,335¢g

CoCls. 6 H,0 0,019¢g

CuCls. 2 H,0 0,0014¢

Agua deionizada 100mL

Solucao-estoque D:

EDTA de s6dio (EDTA Nay) 1,86g

Agua deionizada 100mL
Preparo do meio de cultura liquido ASM-1:

Em 977,5mL de 4dgua deionizada adicionar:

Solugdo A 20mL Solugdo C 0,1mL

Solucdao B 2,0mL Solucdo D 0.4mL
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Extracao, Purificacao e Identificaciao de Microcistina-RR

Extracdo

As células foram submetidas ao processo de gelo (-20°C) e degelo (trés vezes), para
a ocorréncia de lise celular e liberagcdo das microcistinas intracelulares para o meio. O
volume do cultivo foi dividido em frascos previamente pesados. O concentrado algal foi
liofilizado em um liofilizador de bancada da marca MicroModulyo por 48 horas; em
seguida, os frascos com o material liofilizado foram novamente pesados para o célculo da
concentracdo em mg.L™!. Apds a liofilizacdo, foram obtidos 7,02g de peso seco de células
da alga. Este material foi extraido de acordo com a metodologia descrita por FASTNER et

al., (1998), usando 35mL de metanol 75%.

Purificacdo

A purificacdo foi realizada seguindo o método proposto por (KRISHNAMURTHY
et al., 1986). Por esse método, toda a amostra foi centrifugada trés vezes a 2200G steo
sobrenadante foi recolhido e evaporado em capela, a aproximadamente 40°C. Esse
concentrado foi purificado em um cartucho de octadecilsilano (ODS-C;g), previamente
ativado com 6mL de metanol a 100 %, seguido por 6mL de dgua ultra-pura (Milli-Q). Um
litro resultante da extracdo foi dividido em volumes iguais de 200mL. Posteriormente, eles
foram passados em cinco colunas de ODS. A coluna foi lavada com dois volumes de 6mL
de dgua MilliQ e dois volumes de 6mL de metanol 20%. Logo apds, a toxina foi eluida da
coluna por uma solug¢do de metanol 75% (com 0,1% de acido trifluoracético — TFA). Essa

ultima fracdo foi recolhida, completamente seca e ressuspensa em 6mL de dgua MilliQ.

Identificacdo

Para a determinagdo da microcistina, primeiramente foi utilizado o método

imunoenzimatico do tipo ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), sendo
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oferecido comercialmente sob a forma de um kit enzimatico de placas (Envirologic). A
avaliacdo dos resultados do ELISA em comparacdo com as andlises na CLAE mostrou
uma grande diferenca nas concentra¢des. De acordo com MERILUOTO & CODD (2006),
o ELISA pode fornecer muitos resultados falsos positivos. Devido a incoeréncia nos
resultados do ELISA, as andlises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

foram preferidas.

As amostras foram analisadas no Laboratério multiusudrio da Escola de Farmicia,
utilizando-se um equipamento com detector foto-diodo (DAD). A separacdo
cromatografica foi desenvolvida em coluna Merck LiChrospher 100 RP-18 (S5um). A
determinac¢do das microcistinas por CLAE-DAD foi realizada, usando um gradiente de fase
movel de MilliQ + 1% TFA (eluente A) e acetonitrila + 1% (eluente B) e detec¢do por
foto-diodo em comprimento de onda de 200-300nm. As condi¢cdes de gradiente linear
foram determinadas como: 65% eluente A e 35 % eluente B como condicdes iniciais.
Depois das andlises, o gradiente foi reajustado para as condi¢des iniciais. O total de tempo
gasto em uma corrida foi de vinte e cinco minutos, utilizando uma temperatura de 40°C
para a coluna. O volume de injecdo da amostra foi de 80uL, com fluxo de 1mL por minuto.
Para a quantificacdo de microcistinas-RR foram utilizados padrdes de microcistinas
Axxora (Griinberg, Alemanha), 98% de pureza. Uma curva analitica foi realizada, usando

as seguintes concentragdes: 1, 5, 10, 50, 100ug.mL™1.

Devido ao cromatograma do extrato bruto da toxina extraida da M. protocystis
mostrar varios diferentes picos ao lado do pico da MC-RR, uma nova purificacdo da MC-
RR foi realizada, usando SEP colunas (Sep-Park plus tC18, Water). Para isso, o extrato
bruto foi passado na SEP coluna previamente ativada com 5,0mL de metanol 100%. Logo
apos, essa foi eluida com 5,0mL de metanol 100%. Esse eluente foi completamente seco e

ressuspenso em 1,0mL de metanol 100 %.

O diagrama que mostra as etapas de extragdo, identificacdo e quantificacdo da

microcistina € apresentado na figura 4-7.
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Cultivo da Microcystis protocystis

24

Gelo/Degelo das células (3x)

24

Liofilizacao

24

Peso do pellet

24

Adicéo de solvente - Metanol 75%

s

Centrifugacio
(2200 G s ' ; 10 min; 1°C)
<

Re-extracao

24

Coleta do sobrenadante

aVe

Purificacdo em fase sélida (ODS-C,y)
204
Evaporacio (35-40°C)

24

Ressuspensa em agua Milli-Q

2V

Nova purificacdo em SEP coluna

24

Evaporacio (35-40°C)

24

Ressuspensa em 1 mL de metanol 100 %

2

Filtracio
( filtro seringa Mirex 0,45 micrometros)

24

CLAE- DAD

Figura 4- 7: Extracao, identificacdo e quantificacdo da microcistina.
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4.2.3 Remocao da MC-RR pela macrofita Spirodela intermedia

Para a avaliacdo do potencial de remoc¢do da MC-RR da édgua, foi utilizado 1,0g de
peso fresco de Spirodela intermedia para 100mL de solucdo nutritiva de Hoagland,
contendo MC-RR. O experimento foi realizado sob as mesmas condi¢des do cultivo
descritas. Esse foi feito em triplicata nas concentracdes de 10ug.L™' e 100ug.L7L. As
coletas foram realizadas com O, 1, 2, 3, 7, 14, e 21 dias. O controle ndo continha a
macrofita, apenas os 100mL de solugdo nutritiva de Hoagland com MC-RR (Figura 4-8).

As condigdes climdticas dos controles foram idénticas as do experimento (Figura 4-9).

Condig¢oes do experimento:

» Temperaturade 22 + 2 °C; | — Experimento:
* Foto periodo de 12 h claro/12h escuro;

» Concentragdes de 10 € 100 ug L™! de MC-RR,; 100 mL Meio
« Aeragio constante; . - +

» Duragio do experimento: 21 dias; MC-RR

* Coletas: ~ . -

1dia | 1gde Spirodela intermedia
*0d; )

*1d;

*2d;
+3d; . — 100 mL Meio
*7d; +

> 14 d; . MC-RR
“21d.

Controle:

Figura 4- 8: Esquema da exposicio da Spirodela intermedia a duas concentracoes de

microcistina-RR ( 10ug. L1 e 100pg.L™1) .

Figura 4- 9: Exposicio da Spirodela intermedia a MC-RR.
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4.2.4 Preparo das amostras para as analises na CLAE

Ap6s o experimento, as amostras coletadas foram divididas em Amostra 1 (dgua) e
Amostra 2 (Spirodela intermedia). As Amostras 1 foram filtradas com microfiltro fibra de
vidro GF-1 47mm (Macharey-Nagel) para remover o material em suspensao. O filtrado das
amostras de dgua (100mL) foi concentrado em uma coluna de extragcdo de fase sélida (Sep-
Park plus tC18, Water) previamente ativada com SmL de metanol 100%. O cartucho Sep-
Park foi eluido com 5,0mL de metanol 100%. Este foi evaporado a 35-40°C, ressuspenso
em 1,0mL de metanol 100%, filtrado em filtros seringa (Mirex) de 0,45um e levados para

analise de MC-RR na CLAE-DAD.

Ap6s as coletas, as Amostras 2 foram lavadas com dgua destilada. As plantas foram
pulverizadas em um graal de vidro. Para a extracdo das cianotoxinas foram acrescentados
4,0mL de metanol 100%. Esse material foi transferido para tubos Falcon e
homogeneizado por uma hora. A pasta fluida obtida foi ultra- sonicada por um minuto e
deixada sob agitac@o por 24 horas. Logo apds, realizou-se uma centrifugacdo a 2200G.s-"
e 1°C por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e as amostras foram submetidas a uma
re-extra¢do. Os sobrenadantes coletados foram evaporados a 35-40°C e ressuspensos em
1,0ml de metanol 100%. Esses foram filtrados em filtro seringa (Mirex) de 0,45um e

levados para analise na CLAE-DAD e no espectrometro de massas.

4.2.5 Analise no Espectrometro de Massas (LC-MSMS)

As andlises no Espectrometro de Massas (LC-MSMS), para a identificagdo da
microcistina-RR, foram realizadas apenas nas Amostras 2. Estas se baseiam no tempo de
retencdo na fase reversa da CLAE e na observacdo dos valores m/z. Para essas andlises,
utilizou-se uma combinag¢do de Agilent 1200 e de um quadrupolo detector 3200 de massas.
Para a CLAE uma coluna STAR RP-18 endcapped 30 x 4mm de diametro interno (ID) e
3um particulas foram utilizadas. Foi utilizado um gradiente linear de acetonitrila e dgua,
ambos contendo 0,5% de dcido férmico. Para a ionizagdo dos parametros MSMS utilizou-
se: 3,8KV de tensdo capilar, cone de 80V de tensdo , temperatura da fonte de 150°C,
temperatura de dessolvatacio de 300-350°C, fluxo de do cone de gis de 50Lh’,
dessolvatacdo gas 650L.h™".
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As andlises de espectrometria de massas foram gentilmente realizadas pelo Prof.Dr.

Stephan Pflugmacher do IGB - Leibniz Institute of Freshwater Ecology and Inland

Fisheries, Berlin, Alemanha.

O diagrama que mostra as etapas do preparo das amostras para a leitura na CLAE-

DAD e no LC-MSMS € apresentado na figura 4-10.

Amostra

Amostra 1:
Agua
2

Filtracio

e

Amostra 2:
Spirodela intermedia

<
| Lavadas com agua destilada (3x) |

a0

Concentracio da toxina
em uma SEP coluna

| Pulverizacio com 4mL de metanol 100% |

24

2

Agitacao por 1h |

24

Eluicdo
(S mL de metanol 100 %)

Ultra-som por 1min

A4

| Agitacio por 24h |

Centrifugacio
(2200 G s 7' ; 10 min; 1°C)

2V

Evaporacéao (35-40°C) | <:| | Re-extracio |

a4

Ressuspensa em 1 mL
de metanol 100 %

2

Filtracéio
( filtro seringa Mirex 0,45 micrometros)

CLAE- DAD

LC- MS MS (Apenas amostra 2)

Figura 4- 10: Esquema do preparo das amostras para a leitura na CLAE-DAD e no

LC-MSMS
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5 Resultados e discussao

Nesta sessdo, sdo apresentados e discutidos os seguintes resultados: avaliagdo de
toxicidade da cepa de M. novacekii encontrada na lagoa do Gambd; obtencdo,
quantificac@o e caracterizacdo da toxina extraida da cepa HBRFO1 monoespecifica de M.
protocystis; avaliagdo do crescimento da macrofita utilizada; andlise da concentragdo de
MC-RR encontrada na 4dgua apds o tratamento pela Spirodela intermedia; andlise da
concentracdo de MC-RR bioacumulada pela planta e identificacdo dos conjugados de

microcistinas encontrados na Spirodela intermedia.

Como mencionado nos itens anteriores, o impacto do crescimento populacional
desordenado, assim como as inumeras atividades humanas, contribuem para o
desequilibrio ecoldgico dos ecossistemas aquaticos, levando-os a condi¢des cada vez mais

criticas de poluicdo (COELHO-BOTELHO, 2004).

O estado tréfico ou grau de fertilidade de massas de dgua varia de oligotréficas,
mesotrdficas a eutréficas com o aumento da oferta de nutrientes e matéria organica. A
eutrofizacdo ¢é freqiilentemente o resultado de uma elevada oferta de nutrientes,
principalmente nitrogénio e fésforo, para as dguas de superficie que resulta numa maior
producdo de produtores primdrios, especialmente fitoplancton e plantas aquadticas.
Fitoplancton sdo desagraddveis em altas densidades. A visdo e o cheiro oriundo da
decomposicdo de codgulos ou massas do fitoplancton diminuem o valor recreativo da
maioria das dguas e, geralmente, gera preocupacdes no publico. Além disso, floracdes de
fitoplancton produtores de toxina podem causar doenca generalizada. A floracdo é uma
notdvel concentragdo de fitoplancton, muitas vezes localizados em ou proximo a

superficie.

Estes nutrientes em conjunto com a alta temperatura, podem ser utilizados para uma
rapida expansao das cianobactérias em comparacdo com macroéfitas vindo concorrer para

uma maciga proliferacdo de algas (PEARL et al., 2008).
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Entre os diversos problemas ocasionados pelas floracdes, estd o aumento no custo do
tratamento da 4gua de abastecimento e aumento na probabilidade de intoxica¢cdes humanas

em razao das toxinas produzidas por cianobactérias.

No Brasil, ja foi documentada a existéncia de cianotoxinas em varios mananciais de
dgua. De acordo coma Portaria 518 do Ministério da Sadde, as instituicdes responsaveis

pelo abastecimento de &dgua estdo obrigadas ao monitoramento de cianobactérias e

cianotoxinas (BRASIL, 2004).

5.1 Avaliacdo da toxicidade da espécie de cianobactéria encontrada na

lagoa do Gamba em junho de 2007

A andlise qualitativa do fitoplancton mostrou o dominio de coldnias de Microcystis
novacekii (Figura 5-1) na 4gua da lagoa do Gamba. De acordo com SANT'ANNA &
AZEVEDO (2000), as espécies de Microcystis (ordem Chroococcales) sao as mais
encontradas em floracdes de cianobactérias em d4gua doce no Brasil. O género ¢é
caracterizado por células que se dividem principalmente em trés planos, possuem

aerétopos e formam colonias irregulares (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 1998).

As coldnias jovens sdo esféricas a ligeiramente ovais, com didmetros entre 50-
70um. Quando alcancam aproximadamente 60-70um de diametro comecam a se dividir
em duas partes ou mais, assim, outras colonias vao sendo formadas. O tamanho das células

varia entre 2,4-6,0um.

De acordo com KOMAREK & ANAGNOSTIDIS (1998), a espécie M. novacekii
ocorre em daguas eutrofizadas, formando ou contribuindo para o desenvolvimento de
floragcdes na &dgua. Entretanto, ela ndo faz parte das cianobactérias planctonicas bem
conhecidas e raramente € citada na literatura relevante, apesar de poder ser distinguida pelo

formato das coldnias e pelo envelope mucilaginoso homogéneo e extenso (HINDAK,

2006).
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Figura 5-1: Formas coloniais de Microcystis novacekii encontradas na floracao da lagoa do
Gamba em julho de 2007. ((A) (aumento 100X, coloracio com nanquim); (B) (aumento
200X); (C) (aumento 400X)).

5.1.1 Anadlise por ELISA

O resultado da andlise da presenca de microcistinas no material coletado da
floragdo da Lagoa do Gamba realizada pelo kit ELISA foi negativo. Mesmo com um limite

de detec¢ao do Kit ELISA de 0,2ug.L™1, microcistinas nao foram detectadas.

5.1.2 Bioensaio em camundongos

No teste de toxicidade com os camundongos, ndo foi observada a morte de animais
em nenhum dos grupos. Devido a essa auséncia, nao foi possivel calcular o valor da DLs,
O método apresenta pouca sensibilidade para detectar baixas concentragdes de

cianotoxinas.
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5.1.3 Analise na CLAE

A partir dos valores obtidos por meio das andlises cromatogréficas foi elaborada
uma curva analitica para microcistina-RR. As andlises foram realizadas em triplicata
adotando as massas estabelecidas na metodologia apresentada anteriormente. Os dados
obtidos possibilitaram a definicao da equacgdo da reta, bem como o valor do coeficiente de

correlagdo linear (R?) (Figura 5-2).

A curva analitica apresentou boa linearidade (R? igual a 0,997), e foi usada para

determinar a concentracdo de microcistina-RR tanto no cultivo quanto apds a realizagdo do

experimento.
Curva analitica da MC-RR

16 y=1077,x + 519,3

14 - R2 = 0,997

12
:é_, 10 -
> 8 -
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>
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concentracdo de MC-RR em pg.L™’

Figura 5- 2: Curva analitica da microcistina-RR produzida em CLAE-DAD.

A andlise do CLAE nio detectou a presenca de microcistinas na amostra. A técnica
deve combinar a identificacio dos espectros na regido do UV de microcistinas
(microcistina-LR, microcistina-RR, microcistina-YR, etc) com o tempo de retengdo
caracteristico de cada variante e quantificar a amostra em compara¢cao com um padrao puro
de concentragdo conhecida de microcistina. Na Figura 5-3 observa-se a auséncia de picos

caracteristicos das variantes de microcistinas no espectro da amostra da lagoa.
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Figura 5- 3: Analise na CLAE da amostra da floracio da Lagoa do Gamba. (A) padrao de
MC-LR (Microcystis RST 9501); (B) amostra de floracio da Lagoa do Gamba.

Os resultados sugerem, portanto, que a floracdo algal na lagoa do Gamba nido
apresentava microcistinas. Para outros propdsitos, o cultivo da espécie de Microcystis

novacekii ficou mantido no laboratério de Hidrobiologia da COPASA.

5.2 Avaliacao do crescimento da cepa HBRF01 monoespecifica de M.
protocystis

A figura 5-4 mostra a curva de crescimento da M. protocystis (Figura 5-5) realizada
a partir de um in6culo fornecido pelo Laboratério de Hidrobiologia da COPASA. A curva
(figura 5-4) mostra um padrao tipico de crescimento de bactérias, onde pode ser observada
uma fase lag, fase log (fase de grande aumento no nimero de células) e fase estaciondria.
A contagem de células foi realizada semanalmente até que nao fosse observado um
aumento significativo no nimero de células (fase estaciondria). Apds oito semanas de

cultivo, a massa algal foi congelada e liofilizada para a extracdo da toxina.
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Curva de crescimento da cepa HBRF01
monoespecifica de M. protocystis
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Figura 5- 4: Curva de crescimento da cultura da cepa HBRF01 monoespecifica de M.
protocystis monitorada pela contagem de células usando a cimara de Sedgwick-Rafter
segundo A.P.H.A, (2005).

Figura 5-5: A: M. protocystis isolada da represa de Furnas em Novembro de 2003, 100 x.
B: M. protocystis com detalhe da mucilagem individual (com tinta nanquim), 200 x (Fonte:

Dr. Fernando Antonio Jardim).

49



Resultados e Discussao

5.3 Obtencao da toxina através da cultura da cepa HBRF01
monoespecifica de M. protocystis

O resultado da purificagdo de microcistina-RR extraida do cultivo esta representado
na figura 5.6. A figura 5.6A mostra o cromatograma do padrdo de microcistina-RR
(Padrdes de microcistinas Axxora (Griinberg, Alemanha), 98% de pureza) e a figura 5.6B
mostra o cromatograma da toxina purificada.

A andlise quantitativa da toxina resultou em uma solugdo-estoque com

concentracdo de 0,5mg.mL" de microcistina-RR.
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Figura 5- 6: Identificacao de microcistina-RR extraida do cultivo de Microcystis protocystis,
por CLAE, absorbincia em 240nm. A: Padrao de MC-RR. B: Amostra purificada a partir

do cultivo lisado.
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5.4 Avaliacao do Crescimento da Spirodela intermedia

A avaliacdo do crescimento da macroéfita durante o periodo do experimento teve

como objetivo observar se durante os 21 dias de exposi¢do haveria um aumento

significativo da massa fresca.

A curva de crescimento (Figura 5-7) mostra um aumento de 0,3 gramas de peso

fresco na massa da Spirodela intermedia, visto que este foi maior do sétimo ao décimo

- quarto dia.

Macréfitas da familia Lemnaceae sdo difundidas e possuem um rapido crescimento.

Devido a sua alta sensibilidade a compostos quimicos, incluindo metais pesados,

detergentes e herbicidas (LANDOLT, 1986), plantas dessa familia

biotestes de toxicidades (LEWIS, 1994).

sdo usadas para
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7 14
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Figura 5- 7: Curva de crescimento da Spirodela intermedia sem a presenca da toxina.

51




Resultados e Discussao

5.5 Remociao da MC-RR pela Macrofita Spirodela intermedia

A Spirodela intermedia foi exposta a concentracdes de 10 e 100ug.L7t. Os graficos

com os resultados sdo apresentados nas figuras 5-8 e 5-9.
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Figura 5- 8: A: Concentracao da MC-RR nas amostras do controle (10ug.L."1, sem plantas)

apés 21 dias de experimento. B: Concentracio MC-RR remanescente na dgua —% e

bioacumulada na Spirodela intermedia —*— apos 21 dias de exposicao a 10ug.L.
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Figura 5- 9: A: Concentracao da MC-RR nas amostras do controle (100ug.L.™!, sem plantas)

apés 21 dias de experimento. B: Concentracio da MC-RR remanescente na dgua —% e

bioacumulada na Spirodela intermedia —*— apos 21 dias de exposicao a 100ug.L™.
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A diminui¢do na concentracdo de MC-RR observada nos grupos controle (Figura 5-
8A e 5-9A) pode ser explicada pela acdo de bactérias. No experimento que utilizou
concentracdo de 10ug.L™!, apdés 21 dias foram detectadas 5,56ug.L”! de MC-RR
remanescente, ocorrendo uma reducdo de 44,4% na concentracdo. Onde foi utilizado
concentracdo de 100ug.L7!, foram detectadas 4,37ug.L! de MC-RR remanescente,

ocorrendo uma reducdo de 95,63% na concentragao.

Microcistinas sdo quimicamente e fisicamente estiveis (HARADA, 1996), mas a
degradacdo natural em 4guas por atividade microbiana foi descrita por vérios autores
(AME et al., 2006; HARADA et al., 2004; ISHII et al., 2004; CHRISTOFFERSEN et al.,

2002; PARK et al., 2001; BOURNE et al., 1996). As microcistinas sao oligopeptideos. E

provavel que essas sejam usadas como fonte de carbono e nitrogénio pelas bactérias.

Quando a biodegrabilidade da MC foi experimentalmente testada, usando
comunidade microbiana natural, a persisténcia das toxinas foi de dias, até vdrias semanas.
Esta discrepancia na duragcdo deve-se as diferentes composi¢des das bactérias, grau de
adaptacgao, etc (AME et al., 2006). LAHTI et al., (1998) testaram, em experimentos
realizados no laboratério, a habilidade de um amplo ndimero de bactérias isoladas a partir
da dgua e do sedimento de um lago em degradar MCs. Apenas 17% deteve essa
habilidade. Em AME et al., (2006) das trés bactérias isoladas do reservatério de San
Roque, (Cérdoba, Argentina) apenas uma foi habil em degradar a MC-RR. Vdrias bactérias
foram isoladas e caracterizadas em diferentes corpos de dgua , sugerindo que a degradacdo
de MCs por bactérias estd distribuida em todo o mundo (WELKER et al., 2001).
Entretanto, o género Sphingomonas ¢€ frequentemente encontrado em &dgua doce. Por
exemplo, Sphingomonas sp. ACM 3962 foi isolada do lago Centenaty-Austrélia
(BOURNE et al., 1996); Sphingomonas sp. Y2 foi isolada do lago Suwa-Japao (PARK et
al., 2001) e Sphingomonas sp. CBA4 foi isolada do reservatério de San Roque, (Cérdoba,
Argentina) (AME et al., 2006). SAITO et al., (2003) identificaram o gene mlrA como
sendo o responsdvel pela degradacdo da MC, entretando esse gene ndo € exclusivo do

género Sphingomonas.

AME et al., (2006) propdem que o primeiro passo da degradacio da MC-RR pelas
Sphingomonas sp. seja através da desmetilacdo. Porém, infelizmente, os produtos da
desmetilacdo mantém a estrutura responsavel pela toxicidade das MCs (SIVONEN &

JONES, 1999).
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A capacidade de eliminacdo da MC-RR pela macréfita aquatica Spirodela
intermedia foi avaliada pelo presente trabalho. As figuras 5-8B e 5-9B mostram que a
espécie testada estd apta a reduzir a concentracdo de MC-RR em uma razao maior do que a
reducdo microbiana observada nos controle (Figuras 5-8A e 5-9A). Spirodela intermedia
(1g.0,1L7Y) foi capaz de reduzir as concentracdes de 10 e 100ug.L™" a valores abaixo dos
recomendados pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS) para dgua potdvel (1,0ng.L™!
MC-LR) em apenas 2 e 4 dias respectivamente, enquanto que a degradag¢do causada apenas
por bactérias (controle, sem plantas) ndo alcangou os niveis preconizados ap6s os 21 dias

do experimento.

Na recente VII Conferéncia Internacional sobre Cianobactérias Toxicas realizada
no estado do Rio de Janeiro em agosto de 2007, foram apresentados os resultados da
utilizacdo de macréfitas aqudticas na biofiltragcdo de toxinas de cianobactérias no Lago

Chaohu, China (NIMPTSCH et al., 2007) .

O Lago Chahohu esta localizado na provincia de Anhui, cerca de 400km a oeste de
Shangai, sendo considerado um dos cinco maiores lagos de d4gua doce do pais, possuindo
uma érea de 780Km?. Em conseqiiéncia das atividades antrépicas como agricultura e o
desenvolvimento industrial, o aporte de nutrientes (P e N) tornaram o lago eutréfico.
Principalmente nos meses de verdo, massivas proliferacdes de cianobactérias
potencialmente téxicas ocorrem com freqii€éncia. As dguas do lago sdo utilizadas com
propositos recreacionais, além de ser uma importante fonte de abastecimento para a

populacdo da cidade de Hefei (YANG et al., 2006).

Como j4 foi falado anteriormente, cianotoxinas sdo extremamente estdveis na dgua
devido a sua estrutura quimica, tolerando mudancgas na temperatura € na composi¢ao
quimica da 4gua (HARADA, 1996), porém o processo usual de tratamento da 4gua ndo é
suficiente para remover as toxinas (SVRCEK & SMITH, 2004, DUY et al., 2000). A
proposta de NIMPTSCH et al., (2008) € melhorar os tratamentos preliminares de dgua
(antes de entrar nas estacdes de tratamento), aplicando o conceito de “figado verde” através
da utilizacdo do potencial de bioacumulacdo de macrdfitas aqudticas. O referido trabalho
avaliou a capacidade de eliminacdo da MC-LR através da bioacumulacdo pelas seguintes
macrofitas: Hydrilla sp., Myriophyllum sp.. e Lemna sp.. Em uma escala piloto, a
combinacdo dessas plantas foi capaz de reduzir concentracdo iniciais de 12,11ug.L! e

9,17ug.L! a valores abaixo dos recomendados pela OMS (1,0ug.L™* MC-LR) em apenas
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trés dias. NIMPTSCH er al., (2008) consideram que seus primeiros resultados
demonstraram que a utilizacdo de macroéfitas para eliminag¢do de cianotoxinas € funcional,
embora o monitoramento dos periodos vegetativos e a densidade das plantas precisem ser

melhorados para aumentar a eficcia desse tipo de tratamento.

5.5.1 Bioacumulacio da MC-RR pela Spirodela intermedia

A bioacumulacdo da MC-RR pela Spirodela intermedia € evidenciada nas figuras
5-8B e 5-9B. Apds os 21 dias de experimento, foram detectados até 67,24ug.g™! peso
fresco (PF) nas amostras expostas a 100ug.L™t MC-RR. Nas expostas a 10ug.L."t MC-RR,
foram detectados até 4,36ug.g™! PF.

A absorcio de MC-LR em plantas aqudticas foi bem investigada por
PFLUGMACHER et al., (1999 e 1998), onde macréfitas aqudticas como Ceratophyllum
demersum, Elodea Canadensis, Vesicularia dubyana e Phragmites australis puderam fazer
a absor¢do de MC-LR em uma escala de 1,0-120pg.g! PF . A absorc¢ao de Lemna gibba
foi confirmada por SAQRANE et al., (2007), onde uma exposi¢ao por 12 dias a 300ug.L!
(MC-LR cquivalentes) Tesultou em uma absor¢do de MC-LR de 2,24ug.g7! de peso seco (PS).
Efeitos fisioldgicos (crescimento, producdo de oxigénio fotossintético e andlises de
pigmentos) em concentracoes ambientais relevantes de MC-LR (0,1-5,0ug.L™!) nas
macrofitas aquéticas C. demersum, E. canadensis, M. spicatum e P. australis foram
reportadas por PFELUGMACHER (2002). Os resultados mostraram que todas as plantas
testadas sofreram efeitos negativos no crescimento, fotossistemas e pigmentos padrio,
entretanto M. spicatum e P. australis apresentaram menor sensibilidade a MC-LR do que
as outras espécies testadas (PFLUGMACHER, 2002). LEBLANC et al., (2005) também
testaram concentragdes ambientalmente relevantes entre 0,1-10ug.L™! MC-LR na Lemna
gibba L. e observaram a auséncia de efeitos negativos no crescimento, nimero de frondes,

biomassa e clorofila.

A influéncia de extratos toxicos de cianobactérias no crescimento e na morfologia
da plantas aquéticas Spirodela oligorrhiza foi comparada com MC-LR comercial
(ROMANOWSKA-DUDA & TARCZYNSKA, 2002). Isto foi feito através da incubagdo

durante 96 horas de exposicao com altas concentracdes de microcistinas (0,344mg.L™!) de
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extrato bruto, reduzindo em 50% a formacgdo de frondes em relacdo ao controle. A reducao
do nimero de frondes também foi observada apés 24 horas de exposicao na presenca de
0.2 e 0.1ug. Lt de MC-LR comercial. Os resultados confirmam que a toxicidade de

hepatoxinas de cianobactérias na Spirodela oligorrhiza pode ser usada como bioindicador

(ROMANOWSKA-DUDA & TARCZYNSKA, 2002).

No trabalho de MITROVIC et al., (2005), duas plantas aquaticas, Lemna minor e
Wolfia arrhiza e uma alga filamentosa Chladophora fracta, foram expostas a MC-LR. O
crescimento da L. minor (o peso e o nimero de frondes) e o comprimento da raiz foram
significativamente reduzidas e a atividade da peroxidase foi aumentada depois de 5 dias de
exposicao a concentragcdes de 10 e 20ug.mL™! de MC-LR. O crescimento da W. arrhiza
(nimero de fronde) foi significativamente reduzido depois de 5 dias de exposi¢do a
15ug.mL™ de MC-LR. O crescimento e a atividade da peroxidase da C. fracta ndo foram
afetadas por concentracdes até 10ug.mL™'de MC-LR. Além disso, a L. minor acumulou
MC-LR até concentracdes de 0, 288+0.009ng.mg™! PS durante os 5 dias de experimento,
equivalente a uma taxa de acumulagdo de 0.058ng.mg™! dia™!. A C. fracta acumulou MC-
LR até concentragoes de 0, 042+0.015ng.mg™! PF durante os 5 dias de experimento,

equivalente a uma taxa de acumulacdo de 0.008ng.mg™! dia”{(MITROVIC et al., 2005).

WEIB et al., (2000) mostraram que microcistina- RR em concentra¢des na escala de
100-1000ug.L™t MC-RR, nao teve efeitos significativos no fotossistema da Lemna minor
L., enquanto altas concentragdes (3000-5000ug.L.”! MC-RR) inibiram o fotossistema.
Reforcando os resultados de WEISS et al., (2000) onde a exposicdo a 3ugMC-RR.mL™!
inibiram o crescimento e diminuiram a clorofila da L. minor. YIN et al., (2005)
demonstraram que MC-RR pode ser acumulada diferentemente em raizes e folhas da
Vallisneria natans. Além disso, foi reportado que a acumulagdo de toxina em raizes e
folhas das plantas foi tempo e concentracao dependente, com maior acumulacao nas raizes
do que nas folhas. Quando a planta aquatica V. natans foi exposta a 10mgMC-RR.L™! por
16 dias, a MC-RR acumulada foi de 0,3ugMC-LRcquivalentes. ' nas folhas e 14,8ug.g™! nas
raizes (YIN et al., 2005).
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5.5.2 Metabolizacio da MC-RR pela Spirodela intermedia

Similar aos animais, plantas também metabolizam compostos organicos estranhos
(xenobidticos) com diferentes tipos de sistemas enzimaticos de desintoxicacio. O processo
de desintoxicacdo estd dividido em trés etapas: transformagdo, principalmente por
oxidagdo e hidrdlise (fase I), seguida por conjugacdo (fase II) associado a
compartimentacdo interna e processos de armazenamento (fase III) (SANDERMANN,
1994).

A habilidade natural das plantas em se desintoxicar, livrando-se de substancias
téxicas (moléculas xenobidticas) foi modelada no conceito referido como figado verde
“Green Liver” (COLEMAN et al., 1997, SANDERMANN, 1994, 1992). Sendo realizado
através de quatro passos sequenciais. Na fase I, moléculas perigosas ativam etilhidrolases
ou oxidases, por exemplo citocromo P-450 oxidase. Essa ativacdo resulta na introducio
dos grupos funcional carboxila ou hidroxila ou na exposicdo a grupos semelhantes.
Moléculas ativadas sd@ao melhores avaliadas para os préoximos passos do processo de
desintoxicacdo. Na fase II essas sdo conjugadas a moléculas extremamente polares, tais
como glicose, malonato, sulfatos ou glutationa. Esta conjugacdo € catalizada por familias
enzimaticas como por exemplo glicosiltransferases ou glutationa S-transferases. A
introdug@o de glicose ou glutationa as substancias xenobidticas induz mudancas em suas
propriedades fisico-quimicas que, com frequéncia, reduzem a sua toxicidade. Na fase III, a
molécula de conjugado é exportada por transportadores energeticamente dependentes,
especificos do citosol, para vacuiolos ou para cloroplastos. Exemplos destes transportadores
sdo0 MRPs (multi-drug-resistance-associated-proteins) que sdo membros da superfamilia de
transportadores ABC (ATP-binding-cassette) (KOLUKISAOGLU et al., 2002). A fase IV
inclui todos os demais possiveis processos, incluindo degradacio e reagdes de reciclagem.
Para alguns compostos, nos processos finais de desintoxicagdo ocorre a compartimentagao
(fase III).

Glutationa (GSH) é um tripeptideo glutamil-cisteinil-glicina contendo grupos
sulfidril que sdo muito reativos (RENNENBERG, 1982). GSH ¢ sintetizada a partir de
glutamato, cisteina e glicina em duas reacdes ATP-dependente catalizadas pela
glutamilcisteina sintase e glutationa sintase. Estas enzimas estdao presentes no citosol e nos
cloroplastos. GSH representa a mais importante nao-proteica tiol presente nas células das

plantas, e sua forma de armazenamento € através da reducdo do enxofre (HELL, 1997). A
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concentracdo da GSH foi estimada em torno de 300 e 1300nmol.g! PF na maioria dos
tecidos (SCHNUG et al., 1995). Além do seu papel de composto central no metabolismo
do enxofre, GSH possui vérios e importantes papéis tais como: antioxidantes diretos,
regeneracdo de ascorbato, protecdo por reducdo e como precursor de fitoquimicos
(NOCTOR & FOYER, 1998).

Fitoquimicos sdo pequenos peptideos formados por repeticao de glutamil-cisteinil
usados pelas plantas como quelante na desintoxicacdo por metais pesados (COBBETT &
GOLDSBROUGH, 2002). A alta reatividade e solubilidade em dgua da GSH fazem desta,
uma molécula ideal para proteger as plantas contra varias perturbagdes incluindo stress
oxidativo, moléculas xenobidticas e metais pesados (XIANG et al., 2001).

Macréfitas aquaticas sdo conhecidas por acumular (PFLUGMACHER et al., 1999)
e metabolizar as microcistinas via biotransformacgdo através da conjugacdo com a GSH
mediada pela glutationa S-transferase (PFLUGMACHER et al., 2001; PFELUGMACHER
et al., 1998).

A presente investigacdo mostrou que a Spirodela intermedia esta apta a absorver,
bioacumular e metabolizar a microcistina-RR, levando a formacdo de conjugados de
glutationa e cisteina.

Os conjugados de cisteina com MC-RR (MC-RR-CYS, m/z 1158,6) e glutationa
com MC-RR (MC-RR-GSH, m/z 1345,3) foram detectados na andlise no espectrometro de
massas (Figura 5-10B) das amostras de Spirodela intermedia, ap6s 21 dias de exposi¢ao a
100pug. L™t de MC-RR. A auséncia desses picos é observada no cromatrograma (Figura 5-

10A) da amostra controle.

E conhecido que a MC-LR pode se conjugar com a GSH, e na etapa final da
degradacdo, é conjugado com a cisteina (MC-LR-Cys); esse composto vai neutralizar os
sitios eletrofilicos da MC-LR, aumentando a sua solubilidade em agua, conseqiientemente
diminuindo a toxicidade e melhorando a excre¢do da MC-LR (KONDO et al., 1992). Isso
¢ comprovado por trabalhos que encontraram os conjugados de microcistinas com cisteinas
em rins de camundongos (ITO et al., 2002, KONDO et al., 1996 ), além disso CHEN et
al., (2007) detectaram esses conjugados nos rins de todas as 20 amostras de peixes

(Aristichthys nobilis) do Lago Taihu, China.
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O metabolismo da MC-RR na S.intermedia parece ser similar ao da MC-LR na
Phragmites australis, onde ocorreu a formacdo do conjugado de glutationa através da
atividade da glutationa S-transferase (PFLUGMACHER et al., 2001). Além disso, no
presente estudo, que pela primeira vez utiliza a MC-RR, a formacdo do conjugado de
glutationa com MC-RR foi visto na S. intermedia, além da subseqiiente degradacdo deste
metabodlito em conjugados de cisteina pela atividade da carboxipeptidase, responsdvel pela
clivagem em porg¢des glicina (PFLUGMACHER et al., 2001). Assim este caminho parece
mesmo ser geral em plantas aqudticas e pode se aplicar também em diferentes

microcistinas semelhante ao mostrado pela MC-LR e MC-RR.

Através de experimentos in vitro, conjugados de GSH foram detectados em
macrofitas (Ceratophylum demersum), invertebrados (Dreissena polymorpha, Daphnia
magna), ovos de peixes e peixes (Danio rerio) (PFLUGMACHER et al., 1998).

Em PFLUGMACHER (2002) a hipétese para a possivel reagdo, apds a absor¢ao da

MC-LR nas células das plantas, estd mostrada na figura 5-11.

Cloroplasto
MC-LR—> MCLR —— MCLR” \p

+ GSH o
H Chi e .
+ GSH via GST* o E F;Is:e 2”) <
via GST nio = Q-.‘_Op'ndc.‘n:n ,L
enzimatico 2 o o “!R
+GSH ", = )
enzimético Conjugado Fc NAGE  aDeH

Fotoslstema |

P
g

2H,0

\M'!;q %Luz
Conjugado Ligagdo a ocur %,_uz
proteinas fosfatases
via
transportadores
ABC

Conjugado

Vacuolo Citosol

Figura 5- 11: Hipotese dos possiveis caminhos apés a absorcio da MC-LR pela planta

(Adaptado de PFLUGMA CHER, 2002).

61



Resultados e Discussao

Depois da absorcao, certa quantidade de MC-LR (menos que 10%) ird formar um
conjugado ndo enzimatico com a GSH. A segunda quantidade ird formar um conjugado
com a GSH via sistema glutationa S-transferase (PFLUGMACHER et al., 2001, 1998).
Uma parte restante de MC-LR vai se ligar a proteinas fosfatase (MACKINTOSH et. al.,
1990) e possivelmente a outras proteinas celulares. Finalmente, algumas MC-LR
remanescentes sdo absorvidas pelo cloroplasto. No cloroplasto, trés possiveis caminhos
foram postulados: conjugado ndo enziméatico com a GSH, conjugado enzimatico GSH via
sistema GST e reacdes com proteinas ou estruturas do aparelho fotossintético do
cloroplasto, resultando na deteccdo de fatores inibitérios. Para remover os conjugados
GSH, as plantas os transferem para o vactiolo via MRPs “multi-drug-resistant-associated
proteins” que faz parte da familia do ABC-transportadores, para armazenamentos
preliminares e futuros processos com o conjugado GSH (WALBOT et al., 2000;
COLEMAN et al., 1997, MARTINOIA et al., 1993).
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6 Conclusao

A andlise qualitativa da floragdao de cianobactérias observada na Lagoa do Gamba
mostrou a domindncia da espécie Microcystis novacekii. As andlises toxicoldgicas

demonstraram a auséncia de produc¢do de toxinas pela espécie.

O cultivo da Microcystis protocystis, a extracdo e a purificacdo da toxina foram

realizados com éxito.

A Spirodela intermedia adaptou-se as condicdoes de cultivo empregadas,

produzindo biomassa suficiente para a realiza¢do dos experimentos.

Neste estudo, que pela primeira vez utiliza a MC-RR, a formacdo do conjugado de
glutationa com MC-RR foi visto na S. intermedia, bem como a subseqiiente degradacdo
deste metabdlito em conjugados de cisteina. Assim este caminho parece mesmo ser geral
em plantas aquaticas e pode se aplicar também em diferentes microcistinas semelhante ao

mostrado pela MC-RR.

A biomassa de macroéfitas aplicada foi habil em reduzir as concentracdes iniciais de
10ug.Lt e 100pug.Lt a valores abaixo do recomendado pela OMS para dgua potavel,
1,0ug.Ll, em 2 e 4 dias respectivamente. Conclui-se que a absor¢cdo, acumulagdo e
metabolismo da microcistina-RR por plantas aquéticas flutuantes aumentam as
possibilidades do uso destas plantas na purificacdo de dgua com remocdo de toxinas e
acarretam em futuras implicagdes no ecossistema aqudtico e na transferéncia da toxina na

cadeia alimentar.
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7 Perspectivas

1. Como conseqiiéncia da incidéncia de flora¢des de cianobactérias na Lagoa, outras
vezes mais intensas do que a observada em julho de 2007, torna-se altamente
desejdvel a necessidade do monitoramento regular da mesma, ainda com o
acompanhamento e a identificacdo do fitoplancton associada com outros dados

limnolégicos que ndo estiveram incluidos no objetivo deste trabalho.

2. Para a comprovagdo da auséncia de toxicidade da cepa de Microcystis novacekii,
isolada na lagoa do Gamb4, estudos de biologia molecular sdo necessarios para o

seqiienciamento e pesquisa da presenca dos genes caracteristicos de cepas téxicas.

3. Como no ambiente, na maioria dos casos, mais de uma variante de toxina pode estar
presente nas floracdes, é necessario ver a absorc¢ao diferencial de uma mistura de

variantes de microcistina.

4. Para estimar a captacdo de toxinas naturais dentro de uma floragdo, é necessario

utilizar materiais que simulem as ocorréncias naturais.

5. Outras espécies da familia Lemnaceae deverdo ser testadas para ver diferentes

possibilidades de captacio.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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