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Resumo

Lagos de pesque-pagues sdo as novas alternativas para atividades de lazer. O seu sucesso
econémico, dependendo da qualidade da agua, que associada a avaliacdo de uma comunidade
fitoplanctonica permite estabelecer formas de gestdo com vista a prevenir potenciais danos a
satde. A intoxicagdo humana por cianotoxinas da &gua é cientifico comprovado pelo desastre
ocorrido em um centro de dialise em Caruaru, PE, Brasil, mas da consumacdo do peixe ndo
estdo relacionados. No entanto, aniquilacdo de peixe e a floragdo de cianoficeas foram
descritos, como no rio Séo Francisco, em 2007. Para estimar a ocorréncia de cianoficeas em
lagos de pesca recreativa na Regido de Inconfidentes, devido a capacidade de produzir toxinas,
que esta presente em algumas espécies. 88 amostras de aguas foram coletadas de marco de
2008 até janeiro de 2009 nos tanques de pesque-pague localizados em seis municipios da
Regido de Inconfidentes, Minas Gerais, Brasil. Alguns parametros fisicos foram determinados
em locus. As amostras foram coletadas com rede de malha de 20 pum de fitoplancton e
transportadas para o laboratério e examinados em microscopio Optico, em seguida, foram
colocados em meio de cultura ASM - 1 e BG 11 com nitrogénio e sem nitrogénio, e mantido
em temperatura e luz controlada (25 + 2 ° C, 230 uE s™ m), fotoperiodo de 16 horas para a
cultura. O pH, temperatura e condutividade pareciam favoraveis a presenca de algas,
principalmente cloroficeas. Entre as Cyanophyceae, géneros potencialmente toxicos foram
identificados, como: Phormidium (Sant'anna e Azevedo, 1995), Microcystis (Komarek et al.,
2002), e Anabaena (Komarek et al., 2003). Os bioensaios foram realizados para avaliar o grau
de toxicidade e estudos adicionais sdo recomendados para prevenir os efeitos perigosos para a

salde publica e 0 meio ambiente.



Abstract

Recreational fishing lakes are the new alternative for leisure activities. Their economic success
depending on the water quality, which assessment associated to the phytoplankton community
one allows to setting management programs aiming at preventing potential harm to the health.
The human intoxication by cyanotoxins from water is scientific evidenced for the disaster
occurred at a dialysis center in Caruaru, PE, Brazil, but from the fish’s consummation there
isn’t related. Nevertheless, the fish’s annihilations and full bloom of cyanobacteria were
described, like as at S&o Francisco River, in 2007. To estimate the occurrence of cyanobacteria
in the recreational fishing lakes at Inconfidentes region, due to the ability to produce toxins,
that is present in some species. 88 waters samples were collected from March 08 to January
09, in the recreational fishing lakes located in six municipalities of Inconfidentes region,
Minas Gerais, Brazil. Some physical parameter were determined in locus. The samples were
collected with a 20um mesh phytoplankton net and transported to the laboratory and
examinated under optical microscope, then were placed in culture medium of ASM — 1 and
BG 11 with nitrogen and without nitrogen, and kept in temperature and light controlled (25 £
2 °C, 230 uE st m™), 16 hours photoperiod for culture. The pH, temperature and conductivity
seemed favorable to the presence of algae, mainly chlorophyceae. Among the cyanophyceae,
genus potentially toxic were identified: Phormidium (Sant'anna and Azevedo, 1995),
Microcystis (Komarek et al., 2002), and Anabaena (Komarek et al., 2003). The bioassays will
be take place for evaluate the toxicity degree and further studies are recommended to prevent

hazardous effects to public health and the environment.
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Capitulo 1 — Introducéo

O registro féssil das cianoficeas indica que estes seres fotossintetizantes apareceram no éon
geoldgico Arqueano e devem ter sido responsaveis pelo aparecimento do oxigénio na
atmosfera terrestre, 0 que parece ter acontecido ha cerca de 2,5 bilhGes de anos, permitindo a

origem da vida eucarionte e dando lugar ao que se chama atualmente o éon Proterozdico.

Na base das cadeias troficas pelagicas, as algas e cianoficeas sdo responsaveis por uma parte
essencial da producdo primaria no meio aquatico, tendo, geralmente, influéncia determinante

nos ciclos biogeoquimicos dos elementos.

As cianoficeas sdo organismos unicelulares, procariontes e fotossintetizantes, que apresentam
coloracdo azulada em condicBGes G6timas, mas frequentemente sdo encontradas apresentando

coloragéo verde-oliva a verde-azulada.

Na maioria dos casos, sdo responsaveis pela evidenciacdo da eutrofizacdo do ambiente
aquatico, no qual estdo inseridas, pela rapida reproducdo durante a disponibilizacdo de
nutrientes. Sdo de maioria dulcicola, mas apresentam algumas ocorréncias em solo Umido, e,
ainda em ambientes lacustres hipersalinos, ambientes congelados, sob o dossel de florestas

entre outros.

Os microrganismos fotossintetizantes que flutuam livremente nas aguas doces ou oceanicas,
incluindo representantes de varios grupos de algas e cianoficeas, € denominado fitoplancton.
As algas e cianoficeas da zona eufética que ndo séo diretamente aderidas a um substrato nem
sdo totalmente livres na coluna d’agua compdem o metafiton (Stevenson, 1996). Ainda
segundo o autor, o metafiton apresenta muitas formas e pode ter composicdes diversas. E
comum a ocorréncia de algas verdes filamentosas como Spirogyra, Mougeotia ou Zygnema,
que ndo sdo comumente aderidas a um substrato, mas podem estar aproximadamente
agregadas ou associadas com substratos em areas protegidas da corrente ou entre plantas

aquaticas.
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O conhecimento sobre a biodiversidade de algas e cianoficeas de 4guas continentais do Brasil
é desigual em relacdo as cinco regides do pais. E notério que nas regides Sudeste e Sul 0
conhecimento desses organismos esta relativamente avancado, enquanto que muito pouco foi

estudado nas regides Centro-Oeste, Norte e Nordeste (Barbosa et al., 1995).

Sant’ Anna (1996), embora enfatizando a falta de conhecimento sobre as cianoficeas no Brasil,
estimou em 800 o numero de espécies citadas na literatura brasileira. A referida autora
afirmou que 166 espécies foram citadas para a regido da Floresta Amazonica, 32 para a regido
do Pantanal e 33 para a Mata Atlantica do estado de S&o Paulo. Bicudo et al. (1998)
afirmaram que sdo conhecidos 1.551 tdxons de algas e cianoficeas de dguas continentais para

o0 estado de Sao Paulo.

O conhecimento das algas e cianoficeas, como potenciais bioindicadores da qualidade da &gua,
é extremamente interessante devido a rapida resposta das mesmas as mudancas ambientais
(Margalef, 1983). Wetzel (1993) destacou que a composi¢do qualitativa e quantitativa da
comunidade fitoplanctdnica e suas variac@es espaciais e temporais refletem as interacdes entre
0s componentes e também o efeito das varidveis ambientais sobre a mesma, sendo
influenciada, principalmente, pela concentracdo de nutrientes inorganicos, penetracao de luz,

temperatura, pH e condutividade elétrica da agua.

A biodiversidade de algas e cianoficeas de ambientes Iénticos, somados as condicdes fisicas e
quimicas da &gua sao de fundamental importancia para subsidiar medidas de preservacao e
manejo desses sistemas. Além disso, Senna & Magrin (2003) destacaram a importancia da

identificacdo dos organismos fitoplanctonicos para os estudos ecoldgicos.

Wilson (1992), citado por Bicudo et al. (1996), estimou em 26.900 o numero de espécies de
algas descritas no mundo até aquela ocasido. Bicudo et al. (1996) comentaram que novas
espécies tém sido continuamente descritas e que o numero exato de espécies existentes é
desconhecido e que, especial atencdo deve ser dada para o conhecimento das algas de agua
doce do Brasil, com consequente publicacdo de chaves de identificacdo tanto de perifiton
como fitoplancton.
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As cianotoxinas sdo toxinas produzidas por algumas espécies de cianoficeas, em agua doce ou
salgada, e sdo classificadas como hepatotoxinas (microcistina e nodularina), neurotoxinas
(anatoxina-a, anatoxina-as, homoanatoxina-a e saxitoxina), citotoxinas (cilindrospermopsina)
e dermatotoxinas (lingbiatoxina). As altas concentracbes de cianotoxinas afetam
primeiramente as comunidades aquéticas e, posteriormente, as demais comunidades que se
alimentam de individuos aquaticos contaminados. As floracdes de cianoficeas toxicas podem
provocar a mortandade de peixes e outros animais, incluindo o homem, que consome a agua

ou organismos contaminados.

Diversas cianotoxinas tém importancia para a saude publica. Estas toxinas, quando presentes
na agua utilizada para abastecimento doméstico, pesca ou lazer (pesque-pagues), podem
atingir as populagdes humanas e provocar efeitos adversos, como gastroenterite, hepato-
enterite e outras doencas do figado e rim, cancer, irritacbes na pele, alergias, conjuntivite,
problemas com a visdo, fraqueza muscular, problemas respiratérios, asfixia, convulsdes e

morte, dependendo do tipo da toxina, da concentracdo e da via de contato.

O pesque-pague € um local onde se pratica pesca esportiva ou por hobby. Sdo lagos artificiais
ou naturais onde o0s alevinos sdo criados com racdo para que seu desenvolvimento seja rapido
e 0 ganho de peso dos animais seja em curto tempo. Devido ao acumulo da racdo que é
utilizada para alimentacdo dos peixes nos tanques, ha um aumento na concentracdo de
nutrientes disponibilizados na &gua, fazendo com que as cianoficeas presentes no corpo d’

agua se proliferem, causando danos ao restante da cadeia alimentar.

O foco de estudo foi a Regido dos Inconfidentes - MG, devido ao alto nimero de pesque-
pagues que surgiram em pouco tempo e a enorme concentracdo de corpos d’agua eutrofizados
na regido. Dessa forma, buscou-se avaliar a qualidade das aguas de tanques de pesque-pagues
com relagcdo & presenga de cianoficeas, devido a potencialidade das mesmas produzirem

toxinas.
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Capitulo 2 — Revisdo da Literatura

As atividades humanas levam a usos multiplos dos recursos hidricos tais como: abastecimento
publico, irrigacdo, uso industrial, navegacdo, recreacao e aquicultura. Embora essas atividades
variem de acordo com a populacdo na bacia de drenagem e com a organizacdo econémica e
social da regido, essas atividades geram impactos ambientais e deterioracdo da qualidade da
agua, assim como interferem na quantidade de agua disponivel (Tsukamoto & Takahashi,
2007).

A contaminacdo dos recursos hidricos por rejeitos oriundos das atividades humanas tem sido
um dos maiores fatores de risco para a saude humana, especialmente em regides com
condicBes inadequadas de saneamento e suprimento de &gua, 0 que é observado tanto em
regides de alta concentracdo urbana como em &reas rurais do Brasil (Tsukamoto & Takahashi,
2007).

Outra consequéncia dos impactos antrépicos nos ecossistemas aquaticos é a ocorréncia de
acelerados processos de eutrofizagdo pelo aumento das concentra¢fes de nutrientes na agua,
principalmente compostos nitrogenados e fosfatados, que resulta num aumento dos processos
naturais da producdo bioldgica. As principais fontes desse enriquecimento tém sido
identificadas como sendo as descargas de esgotos domésticos e industriais dos centros urbanos
e das regides agricultaveis. A eutrofizacdo artificial produz mudancas na qualidade da agua,
incluindo a diminuicdo de oxigénio dissolvido, da biodiversidade aquatica, a perda das
qualidades cénicas, a morte extensiva de peixes e 0 aumento da incidéncia de floracdes de
microalgas e cianoficeas. Essas floracdes (figura 2.1) podem provocar 0 aumento no custo do
tratamento da agua de abastecimento e consequéncias relacionadas a saude publica
(Tsukamoto & Takahashi, 2007).

Entre os fatores que levam as cianoficeas predominarem sobre 0s outros grupos

fitoplanctonicos (microalgas), destacam-se as caracteristicas fisiologicas pelas quais as

cianoficeas assimilam os nutrientes (N e P) do meio aquético (Tsukamoto & Takahashi, 2007).
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De maneira geral, as cianoficeas sdo menos eficientes na assimilacdo desses nutrientes do que
as microalgas (algas verdes ou diatoméceas, por exemplo), que, em condi¢cdes normais,
possuem um crescimento favorecido. No entanto, ao produzir uma descarga excessiva dos
nutrientes nos reservatorios, 0 homem propicia uma maior oferta dos mesmos, facilitando a

sua assimilacéo e o crescimento das cianoficeas (CETESB, 1993).

Fonte: www.sharonapbio-taxonomy.wikispaces.com

Figura 2.1: Florag&o de cianoficea em um corpo d’agua.

O crescimento intenso desses microrganismos na superficie da agua geralmente se da com
predominio de poucas ou mesmo de apenas uma espécie de cianoficea produtora de toxinas ou
de outros metabdlitos que inibem a sua predacdo por microcrustaceos, larvas de peixes,
moluscos. Esses consumidores primarios vdo preferir consumir as microalgas ndo toxicas e
com maior valor nutricional, contribuindo, com isso, para a reducdo das populagdes dessas
microalgas, 0 que, por sua vez, resultard& numa diminuicdo drastica da comunidade dos
consumidores primarios, com consequéncias em toda a cadeia alimentar do ambiente aquatico.
Portanto, como resultado desses processos, muitas vezes restard no meio aquatico apenas as
cianoficeas toxicas como organismos fitoplancténicos dominantes. Esse meio aquatico, com

uma diversidade de espécies bastante reduzida e dominancia de cianoficeas toxicas, é, por
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vezes, 0 manancial de abastecimento que estd disponivel em muitas regides brasileiras
(CETESB,1993; FUNASA, 2003).

A principal preocupacdo com o aumento da ocorréncia de floracbes de cianoficeas em
mananciais de abastecimento de &gua é a capacidade de esses microrganismos produzirem e
liberarem toxinas para o0 meio liquido (cianotoxinas). Essas podem afetar a salde humana,
tanto pela ingestdo de agua como por contato em atividades de recreacdo no ambiente, ou
ainda pelo consumo de pescado contaminado. Entretanto, a principal via de intoxicacédo € pelo
consumo oral da agua sem um tratamento adequado para remogdo dessas toxinas (FUNASA,
2003).

As cianotoxinas formam um grupo de substancias quimicas bastante diversas, com
mecanismos toxicos especificos em vertebrados. Algumas cianotoxinas sdo neurotoxinas
bastante potentes (anatoxina-a, anatoxina-a(s), saxitoxinas), outras sdo principalmente toxicas
ao figado (microcistinas, nodularina e cilindrospermopsina) e outras ainda podem ser irritantes
ao contato, consideradas como endotoxinas pirogénicas, como aquelas das bactérias Gram
negativas (FUNASA, 2003).

O ndmero de estudos sobre a eficiente remocdo dessas cianotoxinas pelos processos de
tratamento da &gua ainda é reduzido. As técnicas de deteccdo de cianotoxinas ainda ndo sdo
muito difundidas na pratica do monitoramento de aguas de abastecimento e para recreacao.
Assim, a avaliacdo da exposicdo humana as cianotoxinas pelo consumo da agua ainda €
bastante deficiente. Além disso, em regides abastecidas por mananciais de superficie que
apresentam floracGes de cianoficeas toxicas, a real exposicdo a essas toxinas ira depender do
método de captacdo, da sequéncia do tratamento da dgua e do controle operacional do sistema
de abastecimento (FUNASA, 2003).

Assumindo-se que a qualidade de a4gua é um fator limitante para o desenvolvimento social e
econbmico do pais, verifica-se que varias lacunas precisam ser preenchidas para que possamos
garantir, de forma segura e confiavel, a qualidade de &gua em nossos mananciais e nos

sistemas de abastecimento publico. Uma das principais lacunas é a sintese e disseminacdo da
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informacdo disponivel sobre os diferentes aspectos envolvidos com as causas e consequéncias

da ocorréncia de cianoficeas em nossos mananciais de abastecimento (Lorenzi, 2004).

Casos como os de Porto Alegre, com 1,5 milhdes de habitantes, que capta agua do Rio Guaiba,
onde a floragdo da cianoficea Planktothrix sp € conhecida desde a década de 70, mas sérios
problemas de odor na agua tratada surgiram apenas nos ultimos sete anos. Este género pode
produzir toxinas, de modo que ha risco potencial de toxicidade, além do cheiro repugnante
(Lorenzi, 2004).

Em Brasilia, DF, o Lago Paranoa, um dos principais mananciais a abastecer dois milhdes de

habitantes, foi dominado pela cianoficea toxica Cylindrospermopsis (Lorenzi, 2004).

Em S&o Paulo, trés milhGes de habitantes sdo abastecidos com agua das Represas Billings e
Guarapiranga, cercadas por mais de 500 loteamentos e ocupacOes irregulares, cujo esgoto

induz a floracdo de cianoficeas toxicas, produtoras da toxina microcistina (Lorenzi, 2004).

No Rio de Janeiro, a agua que abastece 12 milhdes de habitantes provém do Rio Paraiba do
Sul. Apds receber o esgoto das cidades ao longo do Vale do Paraiba, a floracdo de cianoficeas

toxicas na area de captacao pode ser evidenciada (Barbosa, 2007).

Em Minas Gerais, 0 esgoto de Belo Horizonte e outras cidades, é descartado sem qualquer
tratamento que elimine o alto teor de fosforo estd provocando intensas floragcdes de
cianoficeas. O estado de alerta foi decretado em 57 cidades, devido a contaminagdo simultanea
dos alguns principais rios de MG - Rio das Velhas, Rio Sdo Francisco e Rio Doce. A
populacdo abastecida com a &gua destes rios ja relata os sintomas tipicos de intoxicacdo por
cianoficeas (fonte: www.manuelzao.ufmg.br). O fato de estas floragdes atingirem até rios com
grande volume de &gua em movimento indica que a eutrofizagcdo atingiu um patamar de

extrema gravidade (Teixeira et al., 1993).

A Regido Nordeste do Brasil apresenta condi¢cbes mais propensas para a contaminacdo da

populacédo por toxinas de cianoficeas. O clima sempre quente, 0s mananciais constituidos por
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acudes e pequenos corpos d’ agua sem renovagdo de agua, o manancial com baixo nivel de
agua na seca (que facilita a aspiragdo da escuma de cianoficeas), a agua com pH baésico, a falta
de saneamento bésico (coleta e tratamento de esgoto), niveis de pobreza e educacédo
problematicos, e a falta de controle da sadde pelo poder publico, sdo fatores que, associados,
ja produziram tragédias. Assim, em 1988, na Bahia, 2.000 pessoas tiveram gastroenterite apos
consumir a 4gua proveniente do reservatério de Itaparica, afetado por floragdo dos géneros das
cianoficeas Microcystis e Anabaena, o que ocasionou a morte de 88 pessoas, a maioria

criancas (Teixeira et al., 1993).

Em Caruaru, Pernambuco, 123 pacientes em tratamento de hemodialise foram intoxicados em
1996, pelo uso da agua do Acude Tabocas, retirada do estagio intermediario da estacdo de
tratamento da cidade e clorada hum caminhdo-pipa, 0 que provocou a liberacdo da toxina
contida nas cianoficeas; 76 pacientes morreram no prazo de 20 meses (Carmichael et al.,
2001). Este caso em Caruaru tornou-se um marco na literatura médica mundial, apos ser
estudado em detalhes aqui e no exterior, sendo considerado como o primeiro caso comprovado
no mundo de morte de pessoas por toxina de cianoficea, com a toxina identificada tanto no

ambiente como no figado dos pacientes.

No Rio Grande do Norte, 0 extenso Acude Acu, utilizado como manancial de dgua para a
cidade de Natal, contém trés tipos distintos de toxinas de cianoficeas, com a ocorréncia de
elevadas concentracGes na agua do reservatdrio. Esta situacdo foi também observada pelos
pesquisadores em outros agudes que abastecem cidades daquele Estado (Costa et al., 2006).

O fitoplancton é composto por uma imensa variedade de microalgas (diatoméceas, algas
verdes, flagelados e outros grupos) e cianoficeas. Uma das estratégias mais importantes nesta
luta pela sobrevivéncia é a guerra quimica de cada espécie contra as outras a sua volta. Para
isso, algumas espécies produzem substancias quimicas (metabolitos secundarios) que inibem
ou interferem na vida normal de seus competidores ou predadores. Esta guerra quimica €
denominada alelopatia, cujos detalhes séo discutidos numa revisdo recente por Leflaive &
Ten-Hage (2007). Algumas das substancias alelopaticas do fitoplancton tém um efeito

bioquimico inibidor tdo amplo, que chegam a ser altamente toxicas para animais, sendo, por
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isso, denominadas toxinas (Chorus & Bartram, 1999; Briand et al., 2003; Haider et al., 2003;
van Apeldoorn et al., 2007).

As cianoficeas, durante a sua longa histéria evolutiva, desenvolveram a alelopatia por
numerosos inibidores bioquimicos, alguns dos quais sdo toxinas potentes para animais e 0
homem. As toxinas de cianoficeas, conhecidas como cianotoxinas, pertencem a trés classes
principais (pelo seu efeito bioldgico e ndo pela composicdo quimica) (Chorus & Bartram,
1999; Briand et al., 2003; Haider et al., 2003; van Apeldoorn et al., 2007):

a) Hepatotoxinas: substancias que inibem o funcionamento das células do figado, causando a
morte das células deste oOrgdo essencial a vida de todos os animais vertebrados. As
consequéncias sdo distintas se a dose de hepatotoxina ingerida através da agua ou alimento for
pequena ou grande. Se for pequena e continua, o efeito é crbnico, sem que o individuo
perceba, com a morte gradual das células do figado ao longo de meses ou anos. As células
mortas ndo sdo repostas, sendo substituidas por células de cicatriz (tecido conjuntivo), que
transformam o 6rgao num queloide, sem funcédo de figado, originando a cirrose hepatica - cuja
evolucdo final é a morte. Experimentos em animais de laboratério indicam que a exposi¢do
cronica das células a hepatotoxina pode levar ao desenvolvimento de céancer de figado
(hepatocarcinogénese). Ao contrario, se a dose de toxina ingerida for alta, provoca o colapso
rapido do figado, afetando também o coracdo e os rins e levando a morte no prazo de
aproximadamente sete dias. N&o existe antidoto para tal acéo.

As toxinas pertencentes a esta classe séo a microcistina (produzida pelos géneros Microcystis,
Anabaena, Planktothrix e Oscillatoria), a nodularina (produzida por Nodularia) e a
cilindospermopsina (produzida principalmente por Cylindrospermopsis).

A cilindrospermopsina tem outros efeitos toxicos sobre células de varios orgaos do corpo,
sendo, por isso, classificada adicionalmente como citotoxina. Pode acumular-se no pescado,
como verificado no lagostim de agua doce (Saker & Eaglesham, 1999). Cilindrospermopsina é
uma toxina de acdo lenta, requerendo de cinco a sete dias para produzir seu efeito toxico
maximo. Em camundongos a DLsy apds 24 horas é de 2mg/Kg de peso corpéreo, enguanto
que apos cinco dias a DLsg passa a ser de 0,2mg/Kg. (Terdo, 1994). Por administracdo por via
oral, a DLsg apés cinco dias é de aproximadamente 6mg/Kg (Seawright et al., 1999).
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Entretanto, a cianotoxina mais importante no mundo, por ser a mais frequente nas floragdes e
com maior nimero de casos de contaminagdo € a microcistina (revisdo dos varios aspectos da
microcistina em Roset et al., 2001; Leal & Soares, 2004; Zurawell et al., 2005). Pela sua
importancia mundial, a espécie Microcystis aeruginosa e a microcistina sdo extensamente
utilizadas como modelos das pesquisas de toxicidade genética e ocorréncia nos ambientes. Por
isso, tanto no exterior como no Brasil, a microcistina € a toxina cujos detalhes sdo mais
conhecidos, além de outras, tendo limites maximos na agua especificados pelas legislacdes
federais de salde e de meio ambiente, e sabe-se que esteve implicada em Obito e graves

intoxicacGes, bem como foi detectada em pescado no pais.

A toxicidade da microcistina em animais de laboratorio apresenta DLsy entre 25 e 150mg/Kg
de peso corporeo para extrato bruto bruto e entre 5.000 e 10.900ug/Kg de peso corporeo para
toxina purificada por administragéo oral (Chorus e Bartram,1999). A DLs, para as nodularinas
em camundongos varia entre 50 a 200ug/Kg de peso corporeo de toxina purificada (Rinehart
etal., 1994).

b) Neurotoxinas (toxinas paralisantes): substancias que inibem o funcionamento das células
nervosas, perturbando a movimentacdo e o equilibrio dos peixes na agua. O seu efeito é
rapido, poucos minutos a algumas horas apds a ingestdo, provocando nos vertebrados,
paralisia motora e respiratéria, faléncia do coracdo e danos especificos em 6rgédos, seguida de
morte. Em invertebrados provoca reducdo do crescimento e resisténcia a toxina (Leflaive &
Ten-Hage, 2007).

As toxinas pertencentes a esta classe sdo as anatoxinas (produzidas por Anabaena,
Planktothrix, Cylindrospermopsis e Aphanizomenon) e o grupo PSP (paralytic shellfish
poison), que inclui a saxitoxina, neo-saxitoxina e as C-toxinas (produzidas pelos géneros
Aphanizomenon, Anabaena, Cylindrospermopsis, Lyngbya e Planktothrix). Curiosamente,
toxinas do grupo PSP sdo também produzidas por dinoflagelados marinhos nas marés
vermelhas. Aphanizomenon é um caso especial de cianoficea, pois libera a neurotoxina durante
0 seu desenvolvimento e ndo somente ap0s a morte da célula, como é tipico do grupo. As

toxinas desta classe ndo chegam a se acumular no meio ambiente (em contraste a hepatotdxica
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microcistina), pois sdo rapidamente degradadas pela luz e microrganismos. No Brasil, a
saxitoxina € produzida em mananciais e agudes principalmente por Cylindrospermopsis
racisborkii - espécie cuja floracdo se tornou frequente pelo pais (Bittencourt-Oliveira &
Molica, 2003). A DLs, em camundongos para saxitoxina purificada ¢ de 10ug/Kg de peso
corpéreo, enquanto que por consumo oral a DLsg ¢ de aproximadamente de 263,0ug/Kg de
peso corporeo (Chorus e Bartram, 1999). A DLsy para anatoxina em camundongos € de
20ug/Kg de peso corpdreo e, portanto, dez vezes mais potente que a anatoxina-a, porém nao
héa registro de intoxicacdo humana por esta toxina. Em consequiéncia da pouca ocorréncia deste
tipo de neurotoxina, ainda néo foi estabelecido um limite maximo aceitavel para consumo oral
humano (Carmichael, 1994; Falconer, 1998). Entretanto, no Brasil ja foi confirmada a inibicao
de acetilcolinesterase pela anatoxina proveniente por floracdes de Anabaena spiroides, no Rio
Grande do Sul (Monserrat et al., 2001).

c) Dermatotoxinas (toxinas irritantes): substancias produzidas por cianoficeas filamentosas de
agua doce, salobra e marinha, pertencentes aos géneros Lyngbya e Schizothrix. Podem
provocar dermatite severa, irritacdo dos olhos e formacéo de bolhas e descamacéo da pele em
pessoas expostas a elas no ambiente. A aspiracdo da toxina volatilizada provoca irritagédo do
trato respiratdrio. O consumo de peixes e moluscos expostos a toxina pode causar diarréia e
vomitos. As dermatotoxinas ainda sdo pouco conhecidas, mas sabe-se que a inflamacgdo da
pele € causada pelas lingbiatoxinas e aplisiatoxinas, que se mostraram potentes agentes
promotores de tumor em experimentos com animais. Estas evidéncias indicam que existem
efeitos toxicos mais amplos, mas ainda desconhecidos. O género Lyngbya pode crescer no
fundo de canais, lagos e viveiros na regido estuarina, de onde se desprende e flutua em

extensas massas, as floracfes denominadas “balsas de Lyngbya” (Leflaive & Ten-Hage, 2007).

Estas floragdes de Lyngbya vém se expandido ano a ano em regides quentes do litoral dos
Estados Unidos da América (EUA) e Australia, recobrindo praias e ambientes antes ocupados
por pela restinga. Devido a gravidade, o governo da Australia edita um boletim na internet
sobre 0s progressos no manejo desta cianoficea (Lyngbya Update Newsletter,
www.healthywaterways.org). No Brasil, constatamos a formacdo de “balsa de Lyngbya” em
tanque estuarino no Nordeste (Leflaive & Ten-Hage, 2007).

24


http://www.healthywaterways/

As cianotoxinas apresentam efeitos deletérios tanto para animais vertebrados como para
invertebrados, mas a intensidade varia conforme a espécie. A truta arco-iris, peixe sensivel,
ndo ingere cianoficeas por ser carnivoro, porém, apenas pelo contato com o organismo ou a
toxina, sofre disturbio pela endotoxina (lipopolissacarideo) da cianoficea e uma rapida necrose
do figado pela cianotoxina (Best et al., 2003). Mesmo as espécies de peixe consideradas as
mais resistentes, como a tilapia nil6tica (Oreochromis niloticus) e a carpa prateada
(Hipophthalmichthys molitrix), por se alimentarem em sua maioria das vezes de cianoficeas
toxicas (Microcystis e outras), sdo afetadas pelas toxinas. Por exemplo, a cianotoxina
microcistina intoxica o metabolismo da carpa prateada (Blaha et al., 2004), bem como
bloqueia o funcionamento das branquias da tilapia (Bury et al., 1996; 1998), fazendo com que
0S peixes percam a resisténcia e a capacidade respiratdria apos exposicdo aquela toxina, o que
facilita a morte através de parada respiratoria. Num viveiro de aquicultura com intensa
floracdo das cianoficeas Microcystis e Aphanizomenon, a tilapia nilética, a carpa prateada e
outras sofreram mortandade em massa, com as brénquias palidas, possivelmente pela
combinacdo do efeito das cianotoxinas com a reducdo do teor de oxigénio na agua pela

floracdo (Jewel et al., 2003).

Assim, apesar daquelas espécies resistentes serem conhecida por sobreviver sob baixa
concentracdo de oxigénio dissolvido durante varias horas no ambiente, isto deixa de ser
verdade se ha floracdo de cianoficeas em seu ambiente natural, no viveiro, ou na represa em

que estiver localizado o tanque-rede.

Certas espécies de cianoficea sdo conhecidas por produzirem toxinas, enquanto outras nao as
produzem. Dentre os cerca de 150 géneros reconhecidos de cianoficeas, aproximadamente 46
espécies foram identificadas como potencialmente tdxicas aos vertebrados (Cunha et al.,
2003). Porém, a producdo de toxina varia em cada espécie de cianoficea pela interacdo de
numerosos fatores, como a genética, o estado fisiolégico do organismo e as variavéis
ambientais (luz, temperatura, pH, nutrientes, idade da populagdo, a presenca de competidores
e predadores, dentre outros fatores).

Uma populagdo de Microcystis ou Planktothrix, por exemplo, pode ser composta por

individuos que tém o gene de sintese de microcistina (mcy) ativado, e, portanto, produzindo

25



toxina, enquanto outros individuos tém aquele gene desativado ou mesmo nao tém o gene, 0
que os torna ndo-toxicos (Kurmayer et al., 2002; Christiansen et al., 2003). O predominio de
um ou do outro tipo na populacdo faz com que existam populagdes toxicas e outras nao-
toxicas da mesma cianoficea. Por isso, a toxicidade de uma espécie de cianoficea encontrada
num lago ou viveiro deve ser sempre referida no condicional (cianoficea potencialmente
toxica), até que se tenha uma confirmacédo analitica da toxicidade. No Brasil, a toxicidade foi
confirmada em 82% das linhagens de cianoficeas isoladas de ambientes de dgua doce (Soares
et al., 2003).

As cianoficeas sdo formadas por individuos microscépicos e com pouco detalhe externo. Para
profissionais treinados, a identificacdo dos géneros que ocorrem no Brasil pode ser realizada

com base no manual de Sant’Anna et al. (2006).

Ha& espécies cujos individuos vivem isolados na agua, mas o comum é formarem coldnias de
milhares a milhdes de células, com aparéncia gelatinosa ou formando longos filamentos. O
grande nuamero de células reunidas nas colbnias as torna normalmente visiveis a olho nu. Ao
microscopio, cada célula tem a forma mais comum, esferoidal ou cilindrica, com didmetro de
1 a 5 micrémetros. Mas ao proliferarem justapostos geram filamentos com até 1mm de

comprimento, e o conjunto pode formar extensos tapetes vivos.

As legislacGes ambiental e sanitaria no Brasil e no exterior estabelecem os limites maximos de
cianoficeas em funcdo do numero de individuos ou células presentes em um volume da
amostra. Assim, para cada filamento ou coldnia gelatinosa devem ser contadas todas as suas

células sob 0 microscdpio, para obter o nimero ou volume total de suas células (biovolume).

A legislacdo federal brasileira regula a densidade méxima admissivel de cianoficeas no
ambiente aquatico e para a utilizacdo de agua, como pode ser visto na tabela 2.1. Para a
aquicultura, isto significa que (a) um produto da aquicultura ou pesca extrativista ndo poderia
ser colhido sob densidades de cianoficeas no ambiente que ultrapassem o limite legal da
Classe 2. (b) Um efluente da aquicultura contendo cianoficeas ndo poderia ser langcado num
corpo receptor (rio, estuario, agude, etc.) se o fizer ultrapassar o limite legal da Classe 2. E (c)
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caso o efluente da aquicultura seja lancado num corpo d’agua (rio, agude, etc.) usado a jusante

para captacdo de agua para uma comunidade ou cidade, 0 monitoramento serd intensificado.

Tabela 2.1: Limites para cianoficeas na legislacdo brasileira.

Ambiente

Limite méaximo de cianoficeas

Meio Ambiente

Saude Publica

Recreacdo Aquética

Aquicultura de agua doce s6 pode ser realizada em corpos d’agua de
Classe 2, para os quais 0 limite maximo admissivel de cianoficeas é
de 50 mil células/mL ou 5 mm*/L (CONAMA 357/2005).

Producéo de dgua potavel, o monitoramento de cianoficeas na agua
bruta (antes do tratamento) deve ser efetuado em frequéncia
determinada a partir de 10 mil células/mL ou 1 mm%/L. O uso de
algicidas no manancial é proibido sob densidades maiores que 20 mil
células/mL, para evitar a liberacdo de grande quantidade de toxina na
agua. O limite maximo admissivel para cianotoxinas na agua tratada
é de: microcistinas: 1ug cilindrospermopsinas; 15ug/L e saxitoxinas:
3ug/L (Portaria MS n°. 518/2004).

Esportes aquaticos de contato direto com a dgua no ambiente, como
natacdo, mergulho ou esqui-aquatico: a agua serd considerada
impropria para a atividade quando “ocorrer floragdo de algas ou
outros organismos, até que se comprove que ndo oferecem riscos a
saude humana”. Além disso, as praias e balnedrios devem ser
interditados na “ocorréncia de toxicidade ou formacdo de escuma
decorrente de floracdo de algas ou outros organismos”. Estas
determinacBes abrangem é&guas doce, salobra e marinha (CONAMA
274/2000).
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Capitulo 3 — Objetivos

3.1. — Objetivos Gerais

Avaliar a ocorréncia de cianoficeas nos pesque-pagues da regido dos Inconfidentes, e analisar

sua potencial toxicidade.

3.2. — Objetivos Especificos

Verificar a qualidade da dgua dos pesque-pagues;

Avaliar a presenca qualitativa e quantitativa de cianoficeas;

Realizar amostragem e identificar os géneros das cianoficeas presentes;
Realizar cultivo para a producdo de biomassa;

Avaliar in vivo, o potencial toxico dessa cianoficeas ou cianotoxinas;

Calcular a DLsp.
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Capitulo 4: Parte Experimental

4.1 — Area de Estudo

A Regido dos Inconfidentes, no estado de Minas Gerais (Figura 4.1) foi a area desse trabalho,

pois abrange grande concentracao de rios e represas, além de possuir uma grande quantidade

de pesque-pagues. Esta regido compreende cerca de 20 cidades, desde o municipio de Ponte

Nova até Barbacena, incluindo: Acaiaca, Diogo Vasconcel

0s, Mariana, Ouro Preto, Santa

Barbara, Catas Altas, Bardo de Cocais, Ouro Branco, Itabirito, Congonhas, S&o Bréas do

Suacui, Entre Rios de Minas, Lagoa Dourada, Coronel Xavier Chaves, Santa Cruz de Minas,

Sdo Jodo Del Rei, Barroso, Alfredo Vasconcelos, Ressaquinha, Carandai, Tiradentes e

Conselheiro Lafaiete (Figura 4.2).
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Figura 4.1: Mapa de Minas Gerais, com cidades, rios e APAs.

Fonte: www.mapsgoogle.com.br

29



L
Ouro Preto
i i

Congonhas i
& O “ Mariana

Sao Joao O

Del Rey Tiradentes

Fonte: www.mapsgoogle.com.br

Figura 4.2: Mapa de Minas Gerais, com algumas cidades que compdem a area de estudo.

Os pesque-pagues foram escolhidos aleatoriamente, através de sorteio. As coletas foram
realizadas com a autorizacdo dos proprietarios. Entre marco de 2008 e Janeiro de 2009, 88
amostras foram coletadas mensalmente, abrangendo os periodos de chuva (outubro a marco) e

de seca (abril a setembro).
4.2 — Estacdo de amostragem, coletas e fixacdo das amostras.

As amostras foram coletadas nas margens dos tanques e em regides mais centrais de cada um

deles, com énfase na comunidade fitoplanctonica.

As coletas foram feitas utilizando-se rede de plancton (20 um de abertura de malha) (figura
4.3) ou simplesmente pela passagem do frasco aberto na lamina d’agua. O método foi
empregado para que se tivesse uma melhor amostragem, pois a profundidade dos tanques néo
é elevada, sendo proxima a 1,5m em todos os tanques. A rede foi passada varias vezes sobre a
superficie, com o arraste horizontal de aproximadamente 3 metros da regido mais central para

a marginal dos tanques.
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Fonte: Limnotec

Figura 4.3: Rede de fitoplancton de malha de 20 pum.

As amostras coletadas foram fixadas in situ com solucGes de Transeau, de FAA e de Lugol em
frascos distintos, na propor¢do 1:1 com a agua, e armazenadas em frascos de vidro
padronizados tipo penicilina com capacidade de 2mL, envolvidos com papel aluminio para

que a solucdo néo ficasse exposta a luminosidade.

Diferentes amostras foram coletadas em frascos de vidro de 500mL. Estas amostras ndo foram
fixadas, para observacao de material vivo ao chegar no laboratério e de seu isolamento.

4.3 — Variaveis Fisicas e Quimicas da agua

As variaveis fisicas e quimicas mensuradas no momento da coleta e 0s respectivos métodos

utilizados estdo relacionados na tabela 4.1.

Tabela 4.1: Variaveis fisicas e quimicas mensuradas no momento da coleta e seus respectivos

equipamentos.

Variaveis Equipamentos
Temperatura da agua (°C) pHgametro portatil digital - WTW modelo pH 330i/Set
pH pHgametro portatil digital - WTW modelo pH 330i/Set

Condutividade elétrica (uS cm™)  Condutivimetro portatil digital - WTW modelo Cond 340i
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4.4 — Estudo Taxonbmico

4.4.1 — Observacao do material

Para observacdo do material, foi utilizado microscopio Optico binocular Olympus modelo CX-
21. As fotografias foram realizadas com camera digital Sansung modelo Digimax A 503. Estes
procedimentos foram realizados no Laboratorio de Microbiologia da Escola de Farmécia da

Universidade Federal de Ouro Preto.

4.4.2 — Identificacdo e sistema de classificacio

A identificacdo dos taxons foi possivel com o auxilio de chaves de identificacdo e microscopio
optico. Individuos isolados somente foram identificados quando suas caracteristicas diacriticas

estiveram presentes.

Para cada amostra foram preparadas, no minimo, cinco laminas, a fim de observar o maior
namero possivel de tdxons que ocorrem nessas amostras, sendo examinadas todas as amostras

vivas com o proposito de identificar os individuos do grupo de cianoficeas e isola-las.

Para destacar a presenca de bainha mucilaginosa foram preparadas laminas com corante

Nanquim.
A identificacdo taxondmica em niveis infragenéricos foi baseada em bibliografia especifica.
Sempre que possivel, foi consultada a obra original dos taxons identificados para que cada um

deles pudesse ser preservado e eventualmente comparado com outros mais atuais.

A chave de identificagdao utilizada foi “Géneros de algas de 4guas continentais do Brasil:

chave para identifica¢do e descri¢des”, segundo Bicudo e Menezes (2006).
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4.4.2.1 — Chave de Identificacéao

Classe Cyanophyceae
Chave de Identificacdo dos géneros de Cyanobacteria encontrados nos tanques de pesque-

pagues da regido dos Inconfidentes - MG

1. Células Isoladas, agregadas ou formando ColONIas ..........ccccveveevveieiieese s 2
1. Filamentos isolados, agregados ou formando COIONIAS ...........ccccvevveieereeiieieese e, 42
2. Divisdo celular por fissdo binaria com producdo de células-filha ou por fissdo binéria e
maltipla com producdo de células-filha baedcitas; geralmente células isopolares .................... 3
2. Divisdo celular por fissdo binaria na extremidade de células sésseis com producdo de

exocitos ou exclusivamente por fissdo maultipla com producdo de baedcitos; sempre células

NETEIOPOIAIES ...ttt bbbt e e bbbttt 38
3. Divisdo celular em 1 a 3 planos por fisSE0 DINATIA ........ccoeireiiiniiie e 4
3. Divisdo em mais de trés planos por fissdo binaria e maltipla ............c.cccooeiieieciecne. 30
4. Divisao celular em um plano .........cccoeveviiiciecic e (Synechococcaceae) 5
4. Divisdo celular em 2 0U 3 PlAN0S .......coeiviiiiiiiiiiiieiee e 18
18. Divisdo celular em 2 planos ..o (Merismopediaceae) 19
18. Divisao celular em 3 planos .........ccccovveviiieiieveccseece e (Microcystaceae) 28
28. COolONIAS CUDICAS ......eoiveeieiiiecie et ns Eucapsis
28. COlONIAS ITTEQUIAIES ...t bbb 29

29. Células geralmente sem envelope individual, aer6topos sempre presentes .. Microcystis

29. Células ou grupo de ceélulas obrigatoriamente com envelope individual; aer6topos

AUSEITEES .ttt e et e ettt e e e e e e oottt e e e e e e e ——eeeee e e e e e ——eeeeeeee e e e ————aaeeeaeaa——— Gloeocapsa
42. Tricomas NOMOCITAUOS ........oceeeeeeeee ettt e et e e e e e e e e e e eeeeeeeeaaaa 43
42, TTICOMAS NETETOCITATOS ...vvvveeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeeseeeeeeeeeeeee e e eses e sssseesenesesenenennnnns 57

43. Células quadraticas mais largas que longas; tricomas mais largos (em geral 4 um de
dIAMELrO NO MINIMO) ..veiiiiiiee bbbttt b bbb 53

44, Tricomas com bainha mucilaginosa fIrMe ... 45
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44. Tricomas sem bainha ou apenas com mucilagem difluente ...........ccoccoviiiiiiinininne 50

50. Tricomas curtos (em geral até 8 células), curvos, sigmoides ou ainda espiralados

Romeria
50. Tricomas mais longos ou, quando CUrtos, SEMPFE FELOS .........cccevverrerriereereereseeseeeens 51
51. Tricomas geralmente atenuados; células sem aerotopos ..........c.ccoceevrernnne Geitlerinema
51. Tricomas cilindricos; células com ou Sem aerOtOPOS .........eeveererrererererieese e 52

52. Celulas geralmente sem aerdtopos ou, se presentes, localizados apenas nos polos

Pseudoanabaena
53. Células muito curtas; no minimo 4 vezes mais largas que longa ...... (Osciollatoriaceae)
54. Tricomas sem bainha mucilaginosa .............ccoveiiiiineicnseee e Oscillatoria
69. Tricomas sempre curtos (geralmente até 8 células) ...........c..ccoc....... (Borziaceae) Borzia
69. Tricomas MaiS IONQOS ....c..ecveiieii it 70
70. Tricomas regularmente espiralados ............cccoovrvieieienencneneseeiens (Phormidiaceae) 71

70. Tricomas retos, flexuosos, ondulados ou, em poucos casos, apenas com espirais

T =T U USSR 72
72. CElulas COM @ErOLOPOS ......ecveivieieeie ettt ra e Planktothrix
72. CElUIAS SEIM BEIOIOPOS ....vveeeniereeieiteieieeie ettt sttt bbb e ne e 73
73. Tricomas COM raMITICAGOES .......ccveiviriiriiriieiie et 74
73. Tricomas SEM ramMifiCAGOES .......c.ccieirieieiie ittt 75
75. BaIiNNA QUSENTE ......ooiiiiiciecccte ettt eae s Tychonema
75. BAINNA PIESEINTE ...t b et 76
76. Apenas 1 tricomMa/bDaINNA ........cooiiiiiii s 77
76. Mais de 1 tricoma/bDaINNA ........coveiiiiiiiiii e 78
77. Bainha espessa, lamelada, geralmente colorida .............ccccoevvevieinenen. Porphyrosiphon
77. Bainha fina, homogénea, geralmente hialina .............c.ccoeevviieivcinciecn, Phormidium

4.5 — Isolamento dos géneros
Os géneros identificados em cada uma das amostras foram isolados utilizando meio de cultivo

ASM-1, BG-11 com nitrogénio e BG-11 sem nitrogénio, em meio liquido ou agregado ao

4gar nutriente Difco™.
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Outra técnica de isolamento utilizada, além de repicagem sucessiva, foi a micro-pipetagem
sucessiva, onde ocorre a captura de filamentos ou de col6nias de cianoficeas isoladamente,

evitando que outras microalgas crescam no meio de cultivo, e, prevalecam sobre a cianoficea.

O individuo isolado era colocado em placas de Petri ou em Erlemeyer de 250 mL, para que se

obtivesse biomassa suficiente para se lisar as células e inocular em cobaias.

4.6 — Ensaio Toxicoldgico

A fim de obter as cianotoxinas em quantidade para analise toxicoldgica, as culturas de
cianoficeas isoladas foram incubadas em estufa com temperatura e luminosidade controladas
(19° C e fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas escuro), para que se obtivessem altas quantidades

de biomassa.

As culturas foram inicialmente centrifugadas, a uma temperatura de 19°C e rotacdo de
20000rpm, para a extracdo de todo o meio de cultivo presente nos filamentos e coldnias de
cianoficeas. Apos a primeira centrifugacdo, foram ressuspensas e lavadas com &gua destilada
para retirar qualquer residuo de meio de cultivo que pudesse interferir nos sintomas de
intoxicacdo, sendo realizado esse processo por mais duas vezes, obtendo-se um pélet

composto exclusivamente por cianoficeas.

O pélet obtido pela centrifugacdo foi levado para um sonicador, afim de lisar as células de
cianoficeas, com periodos de 15 a 20 pulsos a cada 5 segundos. As culturas foram mantidas

sob resfriamento, durante todo o processo de lise celular.
Durante a lise de um do género Phormidium, foi necessario a utilizacdo de pérolas de vidro
para auxiliar no processo, pois 0 mesmo possui um alto poder de agregacdo, 0 que

inviabilizou a lise dos filamentos e das células apenas com o sonicador.

N&o se utilizou acréscimo de agua destilada no processo de sonicacdo e, apds a lise das

culturas, observou-se um extrato bruto liquido, vindo da dgua presente nas celulas lisadas.
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Os extratos brutos obtidos foram guardados em tubos esterilizados e armazenados em freezer

até sua utilizacéo.

Para a realizacdo da analise toxicoldgica aguda, foram administrados, por via oral em 100
camundongos de 30 dias de vida, quatro diferentes doses de extrato bruto bruto: 5, 10, 50 e
100mg/kg de peso corpdreo, além do controle, que recebeu apenas agua destilada.

Na analise de toxicologia cronica foram utilizadas doses sucessivas de extrato bruto bruto em
concentragfes de 100mg/Kg de peso corpdreo. Doses sucessivas foram administradas por um
periodo de 72 horas, sendo que as doses foram aplicadas, por via oral, de 1 em 1 hora por

quatro horas em todos os dias .
Os camundongos foram observados por 72 horas ap6s a administracdo do extrato bruto de

cianoficea. A fim de analisar os sintomas apresentados, as observacdes foram realizadas de

hora em hora nas primeiras doze horas e, ap0os esse periodo, de 12 em 12 horas.
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Capitulo 5 — Resultados e Discussao

5.1 - Caracterizacao dos tanques estudados

Nos pesque-pagues (figuras 5.1 a 5.5) a agua dos tanques vem dos rios e lagos do entorno da
propriedade. O excesso desta dgua ¢ langado em corpos d’agua sem nenhum tratamento para
eliminar os poluentes. Observam-se floracBes de cianoficeas em algumas épocas do ano,

levando a morte de peixes em alguns tanques ou por intoxica¢do ou por baixa de oxigenacdo

na agua.

Figura 5.2: Vista parcial do tanque de pesque-pague, em S&o Brés do Suagui.
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Figura 5.3: Vista parcial de um dos tanques do pesque-pague de Tiradentes na margem

esquerda.

=

o

Figura 5.4: Vista parcial dos tanques de pesque-pague, em Tiradentes.

Os tanques ndo apresentavam presenca de macrofitas (figuras 5.1 a 5.4), que tenha sido
possivel sua visualizacdo. Em alguns deles foi possivel observar a presenga de “bloom” de
cianoficeas em algumas coletas (figura 5.5), pois a lamina d’agua possuia aspecto idéntico a
outras floracdes ocorridas em lagoas. O material coletado é representante apenas do

fitoplancton, j& que ndo foram coletados animais nos tanques.

38



Figura 5.5: Tanque com floracéo de cianoficea destacada.

5.2 — Pesquisa de Cianoficeas

A tabela 5.1 apresenta 0s pesque-pagues sorteados, suas respectivas localizacGes e 0s

principais géneros de cianoficeas encontrados, além de chlorophyta.

Tabela 5.1: Localizacdo dos pesque-pagues da Regido dos Inconfidentes e os principais

individuos encontrados.

Pesque-pague Cidade Fitoplanctons identificados
1 Ponte Nova Phormidium sp.
2 Mariana Geitlerinema sp.
3 Ouro Preto Microcystis sp.
4 Ouro Preto Chlorophyta
5 Tiradentes Anabaena sp.
6 Tiradentes Nostoc sp.
7 Sao Brés do Suagui Chlorophyta
8 Itabirito Microcystis aeruginosa

Cinco géneros de cianoficeas foram encontrados nos tanques em questdo, dentre os quais
quatro sdo produtores de toxinas, e, apenas um é potencialmente toxico (Phormidium). A
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justificativa da ocorréncia € devido a presenca de grande quantidade de nutrientes que sdo
disponibilizados na racdo para alimentacdo dos peixes.

No tanque do pesque-pague, em Mariana, ocorreu morte subita dos peixes, fazendo com que o
proprietario esvaziasse e lavasse o tanque. Em Itabirito, o proprietario se desfez do pesque-

pague, esvaziando o tanque, e com isso ndo pdde haver concluséo das coletas nesses locais.

Observando a tabela 5.2 pode-se constatar que em todos os tanques analisados ha condicGes de
sobrevivéncia e reproducdo das cianoficeas, uma vez que ocorrem em condi¢cdes semelhantes
as observadas no cultivo em laboratério. Também foi possivel visualizar que as temperaturas
ndo variaram muito, demonstrando que, onde ndo foram observadas ciandfitas nos tanques ndo
necessariamente depende da temperatura, mas também do pH e da condutividade elétrica, pois
tanto o pH quanto a condutividade elétrica irdo favorecer o desenvolvimento desses
individuos.

O pH mais favoravel é proximo a 7. Ja a condutividade elétrica nos determina a quantidade de

ions presentes no ambiente.

Tabela 5.2: Valores médios dos resultados dos parametros fisico-quimicos dos tanques de

pesque-pagues da Regido dos Inconfidentes — MG.

Tanques Condl-Jtividade Temperatura pH
Elétrica (UE) (°C)
Ponte Nova 21,4 21,9 6,9
Mariana 58,5 23,5 6,9
Ouro Preto 50 18,0 7,0
Ouro Preto 4,5 20,0 7,5
Tiradentes 10,0 24,4 7,0
Tiradentes 12,4 22,3 6,9
Sao Brés do Suagui 60,2 19,0 7,3
Itabirito 1,3 19,3 6,8

Apesar dos tanques ndo apresentarem macrofitas, foi possivel observar em algumas coletas a

presenca de floracdo de cianoficeas, pois a lamina d’agua apresentava aspecto idéntico as
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floracGes ocorridas em lagoas contaminadas por essas microalgas. O aumento da concentracéo
de algumas espécies de microalgas determina os graus de eutrofizacao, pois sua proliferagdo é

determinada pela grande concentracdo de poluentes na agua.

5.3 — Identificagdo dos géneros de cianoficeas encontrados nos pesque-pagues da Regido
dos Inconfidentes — MG

As familias encontradas nos pesque-pagues da Regido dos Inconfidentes sdo, em sua maioria,
toxicas ou possiveis produtoras de toxinas, sendo elas identificadas e caracterizadas segundo a
chave de identificagdo de Bicudo e Menezes (2005).

FAMILIA MICROCYSTACEAE

Microcystis Kitzing ex Lemmermann 1907

Microcystis (figura 5.6) é um género colonial, tipicamente plancténico e que comumente
forma floragdes em corpos d’dgua eutrofizados. As colonias podem ser microscopicas ou
macroscopicas, esféricas, irregulares ou alongadas e as vezes formadas por subcoldnias. O
envelope mucilaginoso € sempre incolor e pode ser amplo ou estreito, difluente ou firme,
homogéneo ou com protuberancias. As células sao esféricas, obrigatoriamente com aerétopos
e estdo arranjadas irregularmente no interior da col6nia ou subcolénia. A divisdo celular
ocorre por fissdo binaria em trés planos. As células-filhas crescem atingindo a forma e o

tamanho originais antes da proxima divisao.

Figura 5.6: Microcystis visualizadas ao microscopio optico.
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Sdo conhecidas mundialmente cerca de 25 espécies de Microcystis, todas de ambientes
aquaticos. Entretanto, a identificacdo em nivel especifico é bastante dificil e, por vezes,
problematica. Muitas espécies de Microcystis sdo produtoras da hepatotoxina microcistina.
Conforme Sant’Anna &Azevedo (2000), este € o género com mais ampla distribuicdo em
territdrio brasileiro e que apresenta a maior incidéncia de floracBes em reservatorios de
abastecimento publico. As diversas espécies de Microcystis ja referidas para o territério
brasileiro podem ser identificadas por meio dos trabalhos de Komarek et al. (2002) e
Sant’Anna et al. (2004). Recomendo também os trabalhos de Komarek (1991) e Komarek &
Anagnostidis (1999) para identificagcdo das espécies.

FAMILIA NOSTOCACEAE
Nostoc Vaucher ex Bornet & Flahault 1888

Os talos sdo macro ou microscopicos, coloniais, arredondados, lobados ou irregulares. Os
tricomas estdo frouxos ou densamente emaranhados e sempre envoltos por mucilagem
colonial conspicua hialina amarelada ou castanha. Os tricomas sdo isopolares, geralmente
constritos e ndo atenuados em direcdo ao apice. As células sdo arredondadas, elipticas ou em
forma de barril. O contetdo celular é verde-azulado ou verde-acastanhado, sem aerétopos. Os
heterdcitos sdo terminais ou intercalares. Acinetos podem ser arredondados, elipticos ou
cilindricos e formam cadeias entre dois heterdcitos. A reproducao se da pela fragmentacédo dos

tricomas ou pela germinacédo dos acinetos.

Nostoc € um género bem distribuido em todo o mundo e apresenta mais de 200 espécies
descritas. A maioria das espécies vive no perifiton onde ocorre, principalmente, sobre plantas,
pedras e rochas. Algumas espécies sdo subaéreas ou edaficas e podem formar talos
macroscopicos que atingem mais de 20cm de tamanho. Em geral, as espécies de Nostoc ndo
resistem a ambientes poluidos (Komarek et al., 2003). No Brasil, poucas espécies foram
mencionadas e podem ser identificadas usando trabalhos como os de Azevedo (1991),
Sant’Anna (1991) e Werner (2002).
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FAMILIA PHORMIDIACEAE
Phormidium Kitzing ex Gomont 1982

Espécimes de Phormidium (figura 5.7) podem ser encontrados isoladamente entre outras
microalgas, formando massas de filamentos emaranhados. Tais massas podem ser
mucilaginosas, membrandceas ou semelhantes a feltro ou a couro (duras e rigidas). A
coloracdo também varia entre verde-escuro, verde-azulado, avermelhada, castanha ou marrom,
entre outras. As espécies variam muito quanto a forma do filamento, que pode ser reta,
curvada ou irregularmente espiralada ou ondulada, ndo ocorrendo qualquer tipo de
ramificacdo. Embora comumente apresentem bainha mucilaginosa, ndo ha obrigatoriedade de
sua ocorréncia, visto que, muitas vezes, sua presenca estd associada a condi¢cbes ambientais
especificas. Quando presentes, tendem a delgada, hialina e homogénea. Os tricomas sdo
relativamente longos e o diametro pode chegar a 15um. Suas células sdo tipicamente
isodiamétricas ou pouco mais longas ou mais curtas do que largas e nao apresentam aerotopos.
A reproducdo ocorre pela formacdo de hormogonios, as vezes com fragmentacdo total do

tricoma, com a ocorréncia de necridios.

Figura 5.7: Phormidium vista a0 microscopio optico.

Phormidium pode ser encontrado em diferentes tipos de habitats, sendo um género muito
comum e que também pode ocorrer em ambientes extremos, como, por exemplo, 0s polares,
0s desérticos e em aguas termais. Inclui por volta de 200 espécies distribuidas em todo o globo

terrestre. Na literatura nacional sdo encontrados muitos artigos com referéncia a espécies do
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género, sendo que os trabalhos de Sant’Anna & Azevedo (1995) e Branco et al. (1999) séo

recomendados para consulta por varios autores.

FAMILIA PSEUDANABAENACEAE
Geitlerinema (Anagnostidis & Komarek) Anagnostidis 1989

O talo forma massas e apresenta tricomas comumente dispostos em feixes. As vezes, tricomas
isolados também podem ocorrer. Os tricomas sdo retos ou flexuosos, sem bainha, raramente
constritos e geralmente atenuados em direcdo ao &pice, que pode ser curvo ou ate torcido. Os
tricomas apresentam intenso movimento deslizante ou oscilante. As células s&o mais longas do
que largas antes da divisdo. Geralmente, o conteudo celular apresenta grandes granulos
dispersos ou localizados apicalmente e ndo apresenta aerdtopos. A célula apical pode ser
conica ou cilindrica e os pdlos arredondados ou acuminados. A reproducdo se da pela

formacdo de hormog6nios mdéveis, sem ocorréncia de necridios.

Figura 5.8: Geitlerinema vista ao microscopio optico.

O género Geitlerinema (figura 5.8) ocorre, normalmente, formando massas em ambientes
subaéreos ou no perifiton entre macrofitas e outras algas ou, ainda, sobre sedimento e pedras.
Geitlerinema splendida é uma das espécies mais comuns e apresenta, tipicamente, a célula

apical alingada, atenuada, capitada, curva ou torcida. De acordo com Komarek et al. (2003). O
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género conta com mais de 30 espécies. No Brasil, o trabalho de Koméarek & Azevedo (2000)

apresenta importantes informacdes sobre as espécies de Geitlerinema.

5.4 — Culturas utilizadas no ensaio toxicologico

As culturas avaliadas nos ensaios toxicologicos foram as de Microcystis e Phormidium.
Embora tivesse sido identificados os géneros Nostoc, Geitlerinema e Anabaena, ndo foi
possivel utiliza-los, ja que nao foram isolados, e ndo houve desenvolvimento desses géneros
em meio de cultivo no laboratério. Esta perda é justificada devido ao dificil manuseio para
isolamento e a competicdo com as microalgas eucarioticas. As culturas perdidas apresentavam

uma alta densidade de cloroficeas.

5.5 — Administragéo Oral

A administracdo oral foi realizada nos camundongos em diferentes concentracdes (0, 5, 10, 50
e 100mg/Kg de peso corpéreo). O monitoramento dos individuos foi feito por um periodo de
doze horas, com observacdo a cada hora, a fim de observar os primeiros sintomas de
intoxicagdo. Decorridas as doze horas iniciais, 0 monitoramento passou a ser realizado a cada

doze horas.

5.6 — Intoxicacdo Aguda

5.6.1 — Extrato bruto de Microcystis

Nas concentracdes de 5 e 10mg/kg de peso corpéreo do extrato bruto de Microcystis
analisados observou-se que nenhum dos individuos apresentou sintomas de intoxicagdo, nem
mesmo uma baixa de atividade fisica.

Na concentracdo de 50mg/kg de peso corporeo observou-se que alguns individuos

apresentaram vomitos no periodo de 0 a 12 horas, porém, mantiveram uma alta atividade

fisica. Apds as 12 horas ndo apresentaram quaisquer tipos de sintoma de intoxicacao.
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Na concentracdo de 100mg/kg de peso corporeo observou-se em metade dos individuos baixa
de atividade fisica e vomitos no periodo de 0 a 12 horas, com maior intensidade dos sintomas
no periodo de 12 a 36 horas, prevalecendo o vémito no periodo de 24 a 36 horas apds a

administragdo do extrato bruto algéceo.

Os sintomas apresentados pelos individuos foram poucos e tipicos de intoxicacdo alimentar
(aguda). Vomito e baixa de atividade fisica sdo devidos as alteracdes que provocadas no
sistema gastrointestinal, onde o proprio organismo do individuo tende a reverter as condi¢Ges
da intoxicacdo e dessa forma metabolizar a toxina. Sugere-se entdo que a toxina presente no

extrato bruto seja hepatotdxica.

A pequena sintomatologia de intoxicagdo pode ser devida a baixa concentragdo utilizada ou

que efeitos mais fortes e/ou letalidade nos individuos apresentem-se em acimulo de doses.

5.6.2 — Extrato bruto de Phormidium

Nas concentracdes de 5, 10 e 50mg/kg de peso corporeo do extrato bruto de Phormidium
analisados observou-se que nenhum dos individuos apresentou sintomas de intoxicacdo ou

baixa de atividade fisica.

Na concentracdo de 100mg/kg de peso corporeo, a baixa de atividade fisica e vomito no
periodo de 0 a 5 horas foram observados para alguns individuos, prevalecendo o vémito no
periodo de 3 a 5 horas ap06s a administracdo do extrato bruto algaceo. Apos esse periodo de 5
horas observou-se que os individuos que apresentaram sintomas, principalmente o vomito,
apresentaram baixa atividade fisica, mas ao ingerirem agua ao longo de algum tempo se

restabeleceram e voltaram a ter atividade fisica normal.
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5.7 — Intoxicagao Cronica

Foram utilizados camundongos de 30 dias de vida, para a realizacdo dessa etapa do ensaio de
intoxicacdo. Esperava-se a observacdo de sinais de forte intoxicacdo nas primeiras doses, pois
as doses sucessivas favoreceriam tal resultado. Porém, nas primeiras 24 horas, 0s sintomas
visualizados foram a diminuicdo da atividade fisica e o vomito, tanto para individuos que
receberam o extrato bruto algaceo de Phormidium quanto para 0s que receberam o extrato

bruto algaceo de Microcystis.

No segundo dia (24 a 48 horas) foram administradas mais quatro doses (5% a 8% dose
sucessiva), e, ap6s a 82 dose, os sintomas de intoxicacdo apresentados foram mais fortes, pois
ambos os extrato brutos geram atividade fisica diminuida e vomito. Também se observou o
Obito de dois individuos que receberam extrato bruto de Microcystis apds a 82 dose em 10 a

serem administradas.

No periodo de 48 a 72 horas, foram administradas mais quatro doses (9% a 122 doses
sucessivas), sendo observado & morte de mais quatro individuos apés a segunda dose diéria
(102 dose sucessiva), em camundongos que receberam extrato bruto de Microcystis.

Os camundongos que receberam extrato bruto de Phormidium intensificaram os sintomas ja

observados, porém ndo ocorreu nenhum obito.

Analisando os resultados obtidos pode-se inferir que a Microcystis obtida nos tanques de
pesque-pague produziu toxina mesmo apds ser isolada e mantida em laboratério, sob
condicdes controladas, pois houve mortes de dois individuos apos a 82 dose do extrato bruto, e

de 04 individuos, apds a 102 dose do extrato bruto de Microcystis.
Os resultados sugerem que Phormidium n&o produziu toxina ou a dose foi pequena para tal

resposta toxicoldgica, pois os sintomas de intoxicacdo ndo foram intensos e tampouco ocorreu

a morte de camundongos.
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Devido ao baixo conhecimento sobre as cianotoxinas e a identificacdo do tipo de toxina
produzida pela cianoficea ndo foi possivel purifica-la. Alem disso, no ambiente natural —
tanque de pesque-pague, lagos, corregos entre outros corpos d’agua — essas toxinas ndo se
encontram puras, tornando-se alguns animais e plantas bioacumuladores, ou seja, acumulam-
se ao longo da cadeia alimentar até o consumidor final, geralmente o ser humano. Isto pode
ser observado no caso do reservatério de Itaparica — BA em 1988, quando pescadores que se
alimentaram de peixes contaminados sofreram intoxicacdo, que levou a morte de alguns

moradores da regido que consumiam peixes do reservatorio.

5.8 — Calculo da DLs

Para o extrato bruto de Phormidium, ndo foi possivel calcularmos a dose de letalidade, pois
ndo houve morte de individuos, mesmo sendo submetidos a doses diérias de extrato bruto
apenas se observou sintomas de intoxicacdo alimentar: vomito, baixa atividade fisica e

inchaco abdominal.

No extrato bruto de Microcystis, pode-se observar a morte de dois camundongos ap6s a 82
dose de extrato bruto e quatro mortes apés a 102 dose de extrato bruto, podendo, assim, sugerir
gue uma dose de letalidade (DLsp) foi atingida com a média de 9 doses de concentracdo de

100mg/Kg de peso corporeo cada.
Também se pode afirmar que os individuos que receberam o extrato bruto de Microcystis

tiveram uma dose de letalidade de 60% dos individuos em aproximadamente 900mg/Kg de

peso corpdreo (9 doses de 100 mg/Kg de peso corpdreo) para cada camundongo.

48



Capitulo 6 — Conclusdes

A qualidade da agua verificada através de variacbes dos pardmetros fisicos e quimicos
temperatura, pH e condutividade elétrica apresentou-se de forma satisfatoria para os corpos d’

agua analisados.
Na maioria dos tanques de pesque-pague observou-se a ocorréncia de cianoficeas, o que pode
ser justificado pela maior disponibilidade de nutrientes utilizados pelas microalgas para seu

desenvolvimento, como nitrogénio e fésforo, provenientes da racao alimentar dos peixes.

Cinco géneros de ciandfitas (Phormidium, Geitlerinema, Microcystis, Anabaena, Nostoc)

foram identificados, e os dois géneros Phormidium e Microcystis foram isolados.

O isolamento de todos os géneros identificados ndo foi possivel, devido a competi¢cdo com as

cloroficeas.

Nd&o ocorreram Obitos em nenhuma dose dos extrato brutos durante o ensaio de toxicidade

aguda.

No ensaio de intoxicacdo cronica, apenas o extrato bruto de Microcystis apresentou seis 6bitos
no total de 10 individuos, com média de nove doses do extrato bruto.
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Capitulo 7 — Considerac6es Finais

E necessario que a agua utilizada nos pesque-pagues seja tratada antes de abastecer os tanques,

evitando o crescimento de cianoficeas nesses ambientes.

No efluente dos pesque-pagues, o tratamento deveria ser ainda maior, pois ha uma adicao de
nutrientes solubilizados, devido a racdo para alimentar o pescado.
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ANEXO

Anexo 1

Meio de Cultura para Cianoficeas (BG-11)

COMPOSICAO E CONCENTRACAO DAS SOLUCOES ESTOQUES DO

MEIO BG-11 LIQUIDO ALLEN STANIER, 1968, MODIFICADO POR

PONTES, 1988)

COMPONENTES gL na SOLUCAO
solugdo ESTOQUE
estoque

PARA1L
1-Na,Mg EDTA 0,1
Citrato férrico de aménia 0,6 10 mL
Acido citrico . H,0 0,6
CaCl, .2 H,0 3,6
2 - MgS0O, . 7 H,0 7,5 10 mL
3-K;HPO,.3H,0 4,0 10 mL
4 — Na,CO4 - 0,02 ¢
5 — Solucéo de micronutrientes 1mL
H;BO; 2,86
MnCl, . 4 H,0 1,81
ZnSQ, . 7 H,O 0,222
CuS0O,.5H,0 0,079
CoCl, . 6 H,0O 0,050
NaMoO; . 2 H,0 ou MoOj; (85%) 0,018
6 — NaNO; (somente para BG-11 suplementado com N) - 159

Os componentes devem ser adicionados na ordem listada, e 0 volume completado com agua destilada.

pH ajustado para 7,5 com HCI 1N. O meio de cultura deve ser autoclavado a temperatura de 121° C.
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Anexo 2

MEIO DE CULTURA PARA CIANOFICEAS (ASM-1)

SOLUCAO-ESTOQUE A

®  NaNO;z ..o 1,79

o MQgSOLTHO oo 0,499
o MQCl.6H0. ..., 04149
o  CaCl.2H0....ccoiiiiicie 0,299

200mL de &gua deionizada

SOLUCAO-ESTOQUE B

¢ KoHPOg .o, 0,879

e  NaHPO; ..o 0,7060 g
100mL de &gua deionizada

SOLUCAO-ESTOQUE C

° H3803 ..................................... 2,48 g

° MnC|24H20 ........................... 1,39 g

° FeC|36HZO ........................... 1,08 g
3310 PO 03359
o CoCl.6H0 ..., 0,019¢
o CUCly.iiiiiiiiiiiicis 0,0011 ¢

100mL de agua deionizada

SOLUCAO-ESTOQUE D
¢ EDTANG oo, 1,86 g
100mL de &gua deionizada

PARA PREPARAR 1 L DE MEIO:
e 20 mL da solucéo A
e 2,0 mL dasolucdo B
e 0,1 mL dasolucdo C
e 0,4 mL dasolucdo D

Os componentes devem ser adicionados na ordem listada, e o volume completado com agua
destilada. O pH ajustado entre 7 e 8. O meio de cultura deve ser autoclavado a temperatura de
121° C.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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