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RESUMO

Cianobactérias sd0 microrganismos procariontes e fotossintéticos presentes nos mais diversos
ambientes terrestres. Os representantes plancténicos so de especia interesse, pois como resultado
do sucesso ecolOgico e estratégias competitivas estdo entre 0s organismos pioneiros da vida
terrestre e presentes até os dias atuais, produzindo uma gama de metabdlitos secundérios que cada
vez mais despertam o interesse cientifico. As cianotoxinas sdo aguns dos metabdlitos secundarios
produzidos pelas cianobactérias. Compdem varias classes, com diferentes mecanismos de acéo e
caracteristicas préprias, podem ser hepatotdxicas, neurotdxicas, citotdéxicas e dermatotoxicas. A
principal preocupacdo referente as cianotoxinas € em consideracdo aos reservatorios destinados ao
abastecimento publico. O crescimento acelerado das cianobactérias e a formagdo de floragdes ou
blooms acarretam um potencial aumento da concentragdo de toxinas na agua, 0 que representa um
sério risco de saude publica. Nem todas as cianobactérias produzem toxinas, por iSO O
desenvolvimento de métodos que segjam répidos, confidveis e Uteis na identificacdo e quantificacéo
desses compostos é extremamente importante. Portanto, existe hoje uma portaria do Ministério da
Salde (n° 2914 de 2011) que estabelece os procedimentos relativos ao monitoramento dos
reservatorios e valores de referéncia para diferentes classes de toxinas. Este capitulo compila as
cianotoxinas mais comumente encontradas e estudadas no mundo, bem como seus principas
aspectos quimicos, bioquimicos e toxicol 6gicos. Ainda dedica uma parte a toxicidade e a avaliacéo

de risco as microcistinas e os principais métodos de deteccéo.
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Capitulo 21 e Cianotoxinas

1INTRODUCAO

Floracfes de cianobactérias se tornaram comuns nos dias atuais e sdo reportadas no mundo
todo. Muitas vezes estéo relacionadas como uma das consequéncias do aumento da concentracéo de
nutrientes, como compostos de nitrogénio e fésforo nos corpos d’agua. O excesso desses compostos
€ em grande parte, resultado da acdo antropogénica, principamente na forma de efluentes
domésticos, industriais, cargas difusas urbanas e agricolas, além de outros contaminantes que se
acumulam dentro de rios, lagos e oceanos (ANTONIOU et al., 2005). As floragdes conferem cor,
odor e sabor diferenciado a &gua, acarretando uma série de problemas para o abastecimento publico.
Entretanto, um aspecto bastante relevante das floragfes € que elas representam potencial risco para
0s animais, inclusive os seres humanos, pelo fato das cianobactérias produzirem compostos toxicos
gue comprometem a qualidade dos recursos hidricos (CHORUS; BARTRAM, 1998). As
cianotoxinas produzidas pelas cianobactérias em uma floragdo podem ser acumuladas pelos
organismos que compde a comunidade aguatica e ser transferida para outros niveis (CAMPOS;
VASCONCELOS, 2010).

Cianobactérias sdo produtores primé&rios e desempenham um papel importante nos
ecossistemas aquéticos. Os aspectos que designam risco acerca desses organismos devem ser
considerados levando-se em consideracéo o beneficio que eles representam ao ambiente, a outros
organismos e animais (DITTMANN; WIEGAND, 2006).

Desta forma, em funcdo dos riscos potenciais que a presenca de cianobactérias nos corpos
d’agua representam, a principal medida preventiva é o controle de seu crescimento desordenado.
Este € 0 motivo da importancia de diminuir o enriguecimento dos ecossistemas aquéticos,
especialmente no que diz respeito ao nitrogénio e ao fosforo. Esses elementos sdo 0s principais
responsaveis pelo intenso crescimento do fitoplancton, particularmente as cianobactérias.

Algumas espécies de cianobactérias principalmente as plancténicas que predominam em
floracOes, podem produzir toxinas também chamadas de cianotoxinas. As cianotoxinas sdo alguns
dos produtos do metabolismo secundario das cianobactérias, ou sga, ndo S80 necessarias para o0
metabolismo basico destes organismos como crescimento e reproducdo, mas sdo essenciais para seu
desenvolvimento. As cianotoxinas podem ser classificadas de acordo com seu mecanismo de agéo
em: (i) hepatotdxicas, que sdo as microcistina e nodularinas; (ii) neurotoxicas, representadas pela
anatoxina-a, homoanatoxina-a, anatoxina-a(s) € um grande grupo chamado saxitoxinas, (iii)
citotoxica, a cilindrospermopsing; e (iv) as dermatotoxinas que sdo as toxinas lipopolissacaridicas,
comuns a véarias espécies de cianobactérias. (CHORUS; BARTRAM, 1998; VAN APELDOORN et
al., 2007). Existem ainda outras toxinas: aplysiatoxina, debromoaplysiatoxina e a lyngbiatoxina-a,
com acdes distintas, tal como dermatotoxicos, promotores de tumor e irritantes géastricos, porém
ainda n&o totalmente elucidados (MSAGATI et a., 2006; VAN APELDOORN et a., 2007). As
estruturas quimicas das principais cianotoxinas estdo representadas na Figura 1. A Tabela 1
demonstra a relac@o entre as toxinas, principais organismos produtores, mecanismo de acéo,
toxicidade e sintomatologia da exposicdo aguda. Essas toxinas foram responsaveis em varias
ocasi 0es pela exposicao aguda e crénica de animais selvagens e domésticos e também de humanos
(CHORUS; BARTRAM, 1998).

A funcdo das cianotoxinas ainda é bastante discutida. Alguns autores acreditam que esses
compostos atuam como mecanismo de defesa, outros sugerem que eles auxiliam na melhor
captacdo da luz solar e ainda mais recentemente existem 0s que tentam provar que as toxinas séo
moléculas de sindlizagdo que colaboram na comunicagdo entre as cianobactérias (CHORUS;
BARTRAM, 1998; LY CK, 2004).
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Figura 1: Estruturas quimicas das principais cianotoxinas (desenhado com auxilio do software BKchem® 0.13.0).

Tabela 1: Relagdo das cianotoxinas, sua classe quimica, organismos produtores, mecanismo de acdo, toxicidade e
sintomatologia da exposicdo aguda (CHORUS;, BARTRAM, 1998, FALCONER, 2005; VAN
APELDOORN et a., 2007; JAMES et a., 2008; PEGRAM et a., 2008)

. Organismos Produtores Mecanismo . ! ) o
Toxina (Géneros) de acio DL50 Sintomatologia a exposi ¢do aguda
Microcystis, Anabaena,
Planktothrix, Nostoc, — . Prostracdo ao, pilo eregdo, anorexia,
Microcistinas Hapalosiphon, Imftggg [irgt;nas 50- lesgtgsg/Kg vOmitos, dor abdominal, diarréia, choque
Synechocystis, P hipovolémico e hemorragia intra-hepética.
Aphanocapsa, Oscillatoria
N . _ . Prostragdo, pilo erecéo, anorexia, vomitos,
Nodularinas Nodularia Inibicao das proteinas | 30— 50 pg/Kg i.p. dor abdominal, diarréia, choque

Aphanizomenon, Anabaena,
Lyngbya,
Cylindrospermopsis e
também algumas espécies de
dinoflagelados
Anabaena, Oscillatoria,
Cylindrospermum,
Aphanizomenon, Microcystig

Saxitoxinas (PSPs)

Anatoxina-a

Anatoxina-a (S) Anabaena

Cylindrospermopsis
raciborskii, Umezakia,
Aphanizomenon,
Raphidiopsis, Anabaena.

Cilindrospermopsina

Dermatotoxinas Cianobactérias em geral

Lyngbyatoxina Lyngbya majuscula

Aplvsiatoxina Stylocheilus longicauda,
ply: Lyngbya majuscula
Schizotrix calcicola

Debromoaplysiatoxina e Oscillatoria nigroviridis

fosfatases 1 e 2A

Bloqueio dos canais de

sodio

Agonista nicotinico

irreversivel

Inibicéo da

acetilcolinesterase

Inibicdo da sintese protéica)

Induz inflamag&o e também
resposta imune do tipo ige

Efeitos gastrointestinais

Potentes promotores de
tumor e ativaa proteina -

quinase C

Potentes promotores de
tumor e ativaa proteina -

quinase C

ratos

10 pg/Kg i.p. ratos

200 — 250 pg/Kgi.p,
ratos

20 pg/Kg i.p. ratos

2100 pg/Kg i.p.
ratos em 24h; e 200
Mg/Kg i.p. ratos em

72h

250 pg/Kg i.p. ratos

hipovolémico e hemorragia intra-hepética.

Paralisa progressva dos musculos,
diminuicdo dos movimentos, exagerada
respiragdo abdominal, cianose, convulsdo,
parada respirat6ria e morte.

Paralisia progressiva, forte respiracéo
abdominal, cianose, convulsdo, morte por
asfixia

Paralisia progressiva, fraqueza muscular,
diminuicdo da frequéncia respiratoria €
convulsdes. Salivagdo intensa. Morte ocorre
por faléncia respiratéria.

Desestruturac@o e necrose do figado, danos
em células renais, cardiacas, pulmonares €
também da mucosa géstrica.

Dermatites em gera e prurido. Irritacio nos
olhos, pele, febre tontura, fadiga e
gastroenterite.

Aumento da secregdo géstrica, promove a
inflamacdo, edema pulmonar, irritagdo
gastrointestinal e promogdo de tumor
dérmico.

Irritacdo gastrointestinal .

Irritacdo gastrointestinal .

* A DL representa o valor da dose de toxina letal a 50% dos animais expostos. Representada por g de toxina/lKg de peso corporeo. (i.p. — via de

administragdo intra peritoneal).

2 CLASSESDE CIANOTOXINAS
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2.1 HEPATOTOXINAS

As cianotoxinas classificadas como hepatotoxinas so 0s peptideos ciclicos. microcistina e
nodularina. Ambas sdo familias de toxinas de cianobactérias mais comumente encontradas em
floragcbes em todo o mundo (CHORUS; BARTRAM, 1998).

2.1.1 Microcistinas

As microcistinas (MCs) constituem uma familia de cianotoxinas, que sdo hepatotoxicas e
produzidas por diversos géneros de cianobactérias, como Microcystis, Anabaena, Oscillatoria,
Anabaenopsis, Nostoc, Hapalosiphon (cianobactéria terrestre), Synechocystis e Lyngbya
(DAWSON, 1998; MSAGATI et d., 2006; SIVONEN, 2006).

A primeira microcistina (MC) foi descrita por Bishop e colaboradores em 1959, a partir de
uma cultura da cepa Microcystis aeruginosa NRC-1 e era chamada de Microcystis fast death factor
ou fator de morte rapida de Microcystis (BISHOP et al., 1959). Outros nomes ja foram usados para
designar as microcistinas, tais como: cyanoginosin, aeroginosin e microcystis toxin (KONST et al.,
1965; ELLEMAN et a., 1978, BOTES et a., 1982). Somente em 1988, Carmichael e
colaboradores, a fim de padronizar a nomenclatura, propuseram 0 termo microcystin ou em
portugués microcisting, aém de enfatizarem o Util aspecto do uso do sufixo alfabético (XY)
indicando os aminoacidos que mais variam na estrutura da molécula (CARMICHAEL et al., 1988).

A microcistina € um heptapeptideo ciclico com massa molecular variando entre 895 a 1150
Da. Foram reportadas até o momento 95 variantes desta molécula (BORTOLI; VOLMER, 2014),
mas especul a-se que este nimero pode ser maior.

A estrutura basica da microcistina € a sua forma mais encontrada na natureza e pode ser
denominada como ciclo (D-Ala™-X*D-MeAsp®-Z*- Adda’-D-GluP-Mdha’). Essa estrutura envolve
cinco aminoéacidos praticamente invariaveis, D-alanina (1), D-MeAsp (&cido D-metilaspartico) (3),
Adda (&cido 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenil-4,6diendico) (5), acido D-glutdmico (6) e
Mdha (N-metildeidroalaning) (7). E dois L-aminoacidos variaveis X e Z (2 e 4). Além de diferentes
radicais nos aminoécidos das posicdes (3) e (7), R* e R? que podem ser H (hidrogénio) ou CHs
(grupamento metil) (CHORUS; BARTRAM, 1998: SIVONEN, 2006).

A presenca do aminoacido Adda é bastante caracteristica desses compostos. Este aminoacido
é formado por vinte carbonos e essencia a toxicidade da molécula. Outra particularidade € a
presenca de D-aminoéacidos. Estes estereoi someros dos comumente encontrados L-aminoécidos, séo
ndo proteinogénicos, ou sgja, Ndo sdo sintetizados como 0s outros peptideos e proteinas durante a
traducdo do RNA mensageiro pelos ribossomos (FUREY et al., 2008), mas através de grandes
complexos enziméticos de sintese de peptideos e policetideos, os NRPKS (non-ribosomal peptide
synthetase) e PK'S (polyketide synthetase) (TILLETT et a., 2000).

A principal diferenca entre as variantes da microcistina é atoxicidade. Diferentes variages na
posicdo dos aminoacidos, desmetilacdes e isdmeros de aminoacidos atribuem diferente toxicidade
as moléculas, como pode ser visto na Tabela 2.

2.1.2 Nodularinas

A nodularina é também uma classe de hepatotoxinas, produzida principamente pela
Nodularia spumigena (MSAGATI et al., 2006). Geralmente encontrada em regides estuarinas e de
&gua salobra. A florac8o desses organismos € um problema em especia para o hemisfério norte,
com recorréncia anual no Mar Baltico (PEARSON et al., 2010). A nodularina € um pentapeptideo
ciclico cujos aminoécidos sdo semelhantes aos das microcistinas. Sua estrutura é denominada como
ciclo -(D-MeAsp'-L-Arg?-Adda®-D-glutamico®-Mdhb®), no qual o Mdhb é o &cido 2-metilamino-2-
butirico. Existem variantes também dessa molécula dependendo dos aminoécidos que se ligam na
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sua estrutura na posicdo 2, ou ainda outras modificagdes, porém somente 7 variantes foram até
agorareportadas (VAN APELDOORN et a., 2007).

Tabela 2: Toxicidade de algumas variantes de microcistina (CHORUS; BARTRAM, 1998; FUREY et al., 2008)

Microcistina Peso molecular DLy
MC-LR 994 50
[D-Asp’] MC-LR 980 160 - 300
[Dha’] MC-LR 980 250
MC-RR 1037 600
[D-Asp’] MC-RR 1023 250
[Dha’] MC-RR 1023 180

MC-YR 1044 70

* Toxicidade determinada por viaintraperitoneal em ratos (g de toxina’kg de peso corpéreo).
A DL, representa o valor da dose de toxina letal a 50% dos animais expostos.

Os mecanismos de agdes dessas toxinas, microcistinas e nodularinas, s80 0s mesmos. A
presenca do aminoéacido Adda é essencial para a expressao da atividade biol6gica (CARMICHAEL,
1992). O principal mecanismo de acdo é a inibicdo das proteinas fosfatases (PPs) 1 e 2A (PPl e
PP2A) (CHORUS; BARTRAM, 1998; VAN APELDOORN et al., 2007). Essas proteinas tém o
papel importante na manutencéo da homeostase celular. O radical Mdha das microcistinas se liga
covalentemente a cisteina das fosfatases (cys-237 das PPl cys-266 das PP2A), enquanto o
aminoé&cido raro, ADDA, é responsavel pela inibicdo especifica das PPs (MACKINTOSH et al.,
1995; DITTMANN; WIEGAND, 2006). A inibicéo dessas enzimas € resultado de uma interacéo
inicialmente ndo-covalente mediada pelo Adda com a parte apolar do triptofano das PPs (VAN
APELDOORN et al., 2007). A ligacdo do Mdha oferece estabilidade adicional ao complexo
formado, entretanto ndo é necesséria para ainibicdo enzimética (DITTMANN; WIEGAND, 2006).

Como resultado da inibicéo das fosfatases, ha o aumento da fosforilagdo das proteinas
celulares. Esta € a principa causa de mudangas na morfologia celular, principamente dos
hepatécitos. Os danos as células hepéticas incluem desorganizacéo de citoesqueleto, peroxidacdo
lipidica, perda da integridade da membrana, fragmentacdo de DNA, apoptose, dilaceracéo celular,
necrose e sangramento intra-hepatico, os quais podem levar a morte por chogque hemorragico
(CHORUS; BARTRAM, 1998; DITTMANN; WIEGAND, 2006; KUJBIDA et a., 2008).

A hiperfosforilacdo também pode ser 0 mecanismo responsavel pela promocdo de tumores
devido a (i) formagdo de nddulos nos hepatdcitos associados as mudangas morfolégicas e (ii)
inativacdo dos produtos dos genes supressores de tumor (retinoblastoma e P53) (DITTMANN;
WIEGAND, 2006; CAMPOS; VASCONCELOS, 2010).

Os problemas humanos causados por intoxicagdo as microcistinas estdo mais relacionados
com a exposi¢ao cronica de baixas concentragdes da toxina. 1sso ocorre através do consumo de
agua e alimentos contaminados, tais como: produtos agricolas, peixes e moluscos. Em todo caso, 0s
efeitos atribuidos a exposicdo cronica a microcistinas sdo gastroenterites, outras doencas
relacionadas e reagcdes aérgicas. Algumas lesbes mais graves sdo tumores hepaticos e colo-retais
(CAMPOS; VASCONCELOS, 2010; PEARSON et d., 2010).

2.2 NEUROTOXINAS

Representadas pelos alcaldides tal como anatoxina-a, homoanatoxina-a e anatoxina-a(s).
Outro grande grupo de toxinas também neurotdxicas, sd0 as saxitoxinas, acadides carbamatos
divididos em trés classes distintas. as ndo sulfatadas, que so as saxitoxinas propriamente ditas; as
mono sulfatadas — gonialtoxinas e as dissulfatadas - C toxinas (VAN APELDOORN et al., 2007).

O mecanismo de acdo geral das neurotoxinas produzidas por cianobactérias € interromper a
propagacdo norma do estimulo nervoso aos musculos, causando desse modo paralisia muscular e
possivel morte por faléncia respiratoria (CHORUS; BARTRAM, 1998; VAN APELDOORN et a.,
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2007). Os avos das neurotoxinas produzidas por cianobactérias incluem: (i) sinapses colinérgicas.
anatoxinaa e homoanatoxina-a, ambas sdo potentes agonistas nicotinicos de receptores da
acetilcolina musculares e neuronais;, a anatoxina-a(S) € um potente inibidor irreversivel da
acetilcolinesterase; (ii) canais de sodio: as saxitoxinas s80 um grande grupo de neurotoxinas que
blogueiam os canais de sodio voltagem dependentes. Outras neurotoxinas, mais recentemente
estudadas como alguns lipopeptideos purificados de cianobactérias marinhas, kalkitoxina e
jamaicamidas também parecem ser bloqueadoras dos canais de sddio. Ainda neste sentido, supfe-se
gue o aminoacido BMAA (L-beta-N-metilamina) pode estar associado ao desenvolvimento da
esclerose lateral amiotrofica e Parkinsonismo, ambas sdo doencgas neurodegenerativas, porém tanto
o fato deste aminoécido ser produzido por cianobactérias, quanto sua atividade neurotoxica ainda
s80 bastante discutidos (ARAOZ et d., 2010).

2.2.1 Anatoxina-a e Homoanatoxina-a

Anteriormente a identificagdo da anatoxina-a, a mesma era reportada como VFDF (very fast
death factor ou fator de morte muito rgpida) nos casos de fatalidade de animais observados e
relacionados como induzidos por cianobactérias (JAMES et al., 2008). Primeiramente isolada de
uma cepa de Anabaena flos-aquae no Canada, esta toxina € um alcal6ide de baixo peso molecular,
com a estrutura quimica de uma amina secundéria bhiciclica produzida exclusivamente pelas
cianobactérias (PEARSON et a., 2010). Sua molécula denominada de 2-acetil-9-
azabiciclo[4.2.1]non-2 ene, € um andlogo estrutural da cocaina. Outros paises, como Finlandia,
Irlanda, Escocia, Itdia, Alemanha e Japdo também ja detectaram sua presenca. A anatoxina-a €
produzida por diversas espécies de Anabaena sp (A. planctonica, A. spiroides, A. circinalis),
Oscillatoria sp, Cylindrospermum sp e Aphanizomenon sp. Também foi detectada em pequenas
concentragdes em uma cepa de Microcystis sp (VAN APELDOORN et a., 2007).

O homologo desta toxina, a homoanatoxina-a, cuja estrutura é 2-(propano-1-oxo-1-il) 9-aza-
biciclo [4.2.1] non-2-eno (VAN APELDOORN et al., 2007) foi primeiramente isolada na Noruega
da cianobactéria Oscillatoria formosum e também na Irlanda da Anabaena sp (ARAOZ et a.,
2010). Outras espécies produtoras desta toxina sdo: Raphidiopsis sp e Phormidium sp (VAN
APELDOORN et al., 2007). Namikoshi e colaboradores encontraram em 2003 uma cepa de
Raphidiopsis sp produtora de anatoxina-a, homoanatoxina-a e uma nova variante dessa Ultima, a 4-
hidroxihomoanatoxina-a, que demonstrou ndo ser toxica como as anteriores, em doses de até 2
mg/kg em ratos por viaintraperitoneal (NAMIKOSHI et al., 2003).

A proliferacdo macica de cianobactérias produtoras de anatoxina-a € homoanatoxina-a
proxima a margens de lagos e rios provou ser fatal para animais selvagens e domésticos, como
exemplo vacas no Canada, cdes na Escocia, Franca e Nova Zelandia e flamingos no Quénia
(ARAOZ et da., 2010). A anatoxina-a foi encontrada em suplementos alimentares a base de
Spirulina sp tanto para alimentacéo animal (passaros e peixes), quanto para humanos. Portanto, o
controle de qualidade para produtos alimentares a base de cianobactérias deve ser mais severo, a
fim de se prevenir possiveis efeitos toxicos causados por esta toxina tanto aos animais quanto aos
humanos (RELLAN et al., 2009).

O mecanismo de acdo da anatoxina-a é bloguear a transmisséo elétrica neuronal. A toxina €
um potente agente bloqueador neuromuscular, cuja estrutura € um isdmero 6tico da nicotina e,
portanto se liga aos receptores nicotinicos da acetilcolina, causando estimulacéo persistente, uma
vez que a toxina ndo é degradada pelas acetilcolinesterases. Esta ligagdo aos receptores nicotinicos
induz a abertura dos canais receptores de ions positivos, permitindo a passagem dos mesmos. Isto
resulta na despolarizacdo da membrana e a exposi¢céo prolongada causa dessensibilizagdo dos
receptores nicotinicos, com estimulacéo permanente e consequente blogqueio da transmisséo elétrica
neuromuscular (ARAQOZ et al., 2010). Como a transmissdo de estimul os é essencial para a atividade
da musculatura esquel ética, altas doses o suficiente pode causar paralisia muscular levando a morte
por asfixia (VAN APELDOORN et a., 2007). A toxina € rapidamente absorvida quando ingerida e
a toxicidade aguda é caracterizada por rapida paralisia dos musculos esqueléticos e respiratorios,
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resultando em tremores, ateracbes no andar, convulsdes e morte por faéncia respiratoria
(ROGERS &t al., 2005). Outros efeitos observados a exposicéo de doses sub letais em ratos foram
alteracOes da pressdo arterial, frequéncia cardiaca e trocas gasosas, causando hipdxia e diminuicdo
dafreguénciarespiratoria, severa acidose e morte (ARAOZ et ., 2010).

A homoanatoxina-a demonstrou ser um potente analogo da anatoxina-a (ARAOZ €t al.,
2010). Também é um potente agente blogqueador neuromuscular que aumenta o fluxo de fons Ca?*
nos terminais nervosos colinérgicos (RODRIGUEZ et al., 2006a; VAN APELDOORN et a., 2007).

2.2.2 Anatoxinas-a(S)

A anatoxina-a(S) foi primeiramente identificada numa cepa de Anabaena flos-aquae nativa de
lagos da América do Norte e Anabaena lemmermanii (JAMES et a., 2008). Posteriormente foi
encontrada em cepas Brasileiras de Anabaena spiroides (MOLICA et a., 2005) e reclassificadas
como Anabaena oumiana (WERNER; LAUGHINGHOUSE, 2009).

Estruturalmente a anatoxina-a(S) ndo é relacionada com a anatoxina-a. A anatoxina-a(S) € um
organofosforado natural, cuja atividade é semelhante aos organofosforados e inseticidas carbamatos
como o paroxon, fisostigmina e piridostigmina e também ao gés sarin. Os sintomas observados na
intoxicacdo por anatoxina-a(S) sdo semelhantes aos da anatoxina-a, incluindo novos sinais como
sdivagdo intensa, excesso de lacrimacdo em camundongos, ratos e galinhas e anda
cromodacriorréia em ratos. Portanto, essa toxina foi nomeada como anatoxina-a(S), sendo este Sa
designacéo para salivagdo (JAMES et d., 2008).

Sua estrutura quimica é um éster fosfato metil hidroxiguanidina e o mecanismo de acéo desta
toxina € a inibicdo irreversivel da acetilcolinesterase, 0 que por sua vez promove o bloqueio dos
estimulos nervosos e musculares, causando faléncia respiratoria e morte (VAN APELDOORN et
al., 2007).

Estatoxina foi detectada em diversos lugares do mundo, como América do Norte, Dinamarca
(JAMES et d., 2008) e também no Brasil em cepas isoladas de um reservatorio em Recife usado
para abastecimento publico que se mostraram inibidoras de acetilcolinesterase (MOLICA et al.,
2005).

2.2.3 PSPs (Par alytic Shellfish Poisoning)

Paralytic Shellfish Poisoning (PSPs) € uma classe de toxinas que possuem uma estrutura
triciclica Unica com anéis de hidropurinas. Todas as toxinas que compdem esta classe compartilham
a caracteristica de serem acal6ides carbamatos, podendo ser: (i) acadides carbamatos ndo
sulfatados — saxitoxinas e neosaxitoxinas; (ii) monosulfatados — goniautoxinas ou (iii) dissulfatados
— toxinas-C. Ainda existem os derivados decarbamoil dc(-), que podem estar presentes nas
variantes monossulfatadas e ndo sulfatadas. As principais variacbes desta molécula estdo
esquematizadas na Figura 2. V&ias novas toxinas, como Lyngbya-wollei toxins (LWTXs) que
também fazem parte desta classe, foram identificadas em cepas de cianobactérias (VAN
APELDOORN et al., 2007).

As saxitoxinas sdo produzidas tanto por cianobactérias quanto por dinoflagelados marinhos.
Geralmente estdo associadas as floragbes de dinoflagelados marinhos e foi primeiramente
purificado do marisco Saxidomus giganteus no Alasca, em 1957, outras espécies de dinoflagelados
também demonstraram ser produtores de saxitoxinas, tais como Alexandrium (A. andersoni, A.
cantanella, A. excavatum, A. fundyense, A. minutum, A. ostenfeldii, A. tamarense, A.
tamiyavanichi), Gymnodinium catenatum e Pyrodinium bahamense (ARAOZ et a., 2010). As
floracOes destes organismos ja levaram a macica mortandade de peixes e outros animais, bem como
a contaminagdo de recursos hidricos. Tipicamente, as saxitoxinas acumulam na cadeia alimentar em
organismos consumidos pel os homens como frutos do mar (mariscos e ostras). Esses organismos se
alimentam do fitoplancton e sdo resistentes a toxina, por isso acumulam grandes concentragdes de
PSPs. Estima-se que ocorram 2000 casos de intoxicacdo em humanos por ano, com uma taxa de
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mortalidade de 15% em todo o mundo (PEARSON et a., 2010). A maior epidemia atribuida a
exposicao as PSPs ocorreu em 1987, na Guatemala, onde 187 pessoas foram afetadas e 26 delas
foram a6bito (RODRIGUE et d., 1990).

As PSPs sdo produzidas por diferentes espécies de cianobactérias, tais como Anabaena sp (A.
circinalis, A. lemmermanii, A. perturbata, A. flos-aquae, A. spiroides), Cylindrospermopsis sp (C.
raciborskii), Planktothrix sp, Lyngbya wollei, Aphanizomenon flos-aquae and A. isatschenkoi. Ja
foram reportadas em diversos lugares do mundo, como América do Norte, Austrdia, Brasil,
Dinamarcae Itdia (VAN APELDOORN et d., 2007).

O mecanismo de acdo desta classe de cianotoxinas é o mesmo para todas as variantes, e
idéntico ao da tetrodotoxina, uma toxina marinha produzida pela familia Tetraodontiformes, cujo
representante baiacu € bastante consumido pelos seres humanos, principamente na regido asiética.
S80 consideradas neurotoxinas, pois a transmissdo nervosa € blogueada quando a porcéo
guanidinica da toxina se liga ao sitio 1 dos canais de sddio voltagem dependentes dos neurdnios,
impedindo sua abertura e induzindo a paralisiamuscular (KALAITZIS et a, 2011).

Toxina Variagao quimica
R1 R2 R3 R4
STX H H H CONH,
GTX2 H H OSO5 CONH,
GTX3 H 0SSOy H CONH;
GTX5 H H H CONHSO5
c1 H H 0OSO5 CONHSO5
Cc2 H 0SO5 H CONHSO5
c3 OH H 0SSOy CONHSO5
c4 OH OSO5 H CONHSOz
Neo STX OH H H CONH>
GTX1 OH H OSOy CONH,
GTX4 OH 0S05 H CONH,
GTX6(B2) OH H H CONHSO5
dcSTX H H H H
dcneoSTX OH H H H
dcGTX1 OH H OS0O5 H
dcGTX2 H H 0S0; H
dcGTX3 H 0OSO5 H H
dcGTX4 OH OSO7 H H

Figura 2: Estrutura quimica da Saxitoxina e os radicais que denominam suas possiveis variacdes. Alcal 6ides carbamatos
ndo sulfatados, saxitoxina (STX), neosaxitoxina (NEO); Alcaldides carbamatos monossultafatados,
goniautoxina (GTX1 — GTX4); Alcadides carbamatos dissultafatados (C), toxina N-sulfocarbamail (B1);
Derivados decarbamoil - toxinas decarbamail (dcGTX2,dc GTX3 edcSTX) (DIENER et al., 2006).

Os sintomas que seguem a exposi¢ao geralmente se iniciam apds 30 minutos e comegam com
o formigamento ou queimacdo nos labios, lingua e garganta, evoluindo para total dorméncia do
rosto. Outros sintomas incluem sudorese, voémitos e diarréia. Nos casos de intoxicagdo aguda, a
dorméncia pode se espahar para 0 pescoco e extremidades progredindo para fragueza muscular,
perda da coordenagdo motora e finalmente paralisia. Doses letais de saxitoxina geralmente resultam
em faléncia cardiorrespiratoria devido a paralisia muscular. Até agora ndo existe antidoto para a
intoxicagdo por saxitoxinas e o tratamento aplicado nos primeiros estégios da intoxicagdo € a
remocado da toxina ainda ndo absorvida com o uso de carvédo ativado e respiracéo artificial. A mela
vida da toxina no organismo € cerca de 90 minutos e as chances de sobrevida aumentam
significativamente se o tratamento for iniciado até 12 h da exposicéo (PEARSON et al., 2010).

2.3 CITOTOXINA
2.3.1 Cilindrosper mopsina

A cilindrospermopsina € um alcaldide triciclico, cuja estrutura molecular € composta por uma
guanina triciclica combinada com um hidroximetiluracil (VAN APELDOORN et a., 2007). Séo
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conhecidos dois andlogos da molécula, a 7-deoxicilindrospermopsina e a 7-epicilindrospermopsina
(VAN APELDOORN et a., 2007; PEARSON et a., 2010). Diferentes espécies de cianobactérias ja
foram reportadas como produtoras desta toxina, tais como: Cylindrospermopsis raciborskii,
Aphanizomenon ovalisporum, Aphanizomenon flos-aquae, Umezakia natans, Raphidiopsis curvata,
Anabaena bergii, Anabaena lapponica e Lyngbya wollei (PEARSON et a., 2010).

Esta toxina foi descoberta em 1979 em extratos de Cylindrospermopsis raciborskii
provenientes do reservatorio de Solomon em Palm Island, Queensland, Austrdlia ao se investigar
uma epidemia, até entdo com causas ndo identificadas, que levou 148 pessoas serem hospitalizadas
com hepatoenterite. Os estudos realizados com esses extratos demonstraram em animais 0S mesmos
sintomas observados na popul acéo exposta (GRIFFITHS; SAKER, 2003).

O efeito dessa toxina nos organismos é devido a sua citotoxicidade e ocorrem por duas
maneiras. (i) inibicdo da sintese protéica e (ii) efeito do metabdlito toxico gerado apds a
biotransformagao no sistema do citocromo P450 (FALCONER, 2005).

A toxina cilindrospermopsina sem alteracéo causa inibicdo da sintese de proteinas na etapa de
elongacdo durante a tradugdo ribossomal. A presenca do radical hidroximetil na uracila promove a
possibilidade de ligacdo do hidrogénio com a adenina (por pareamento de bases) nos RNAS
mensageiro, tradutor e ribossomal. Os metabdlitos gerados a partir da biotransformacdo da
cilindrospermopsina pelo citocromo P450 causam morte celular. Culturas de hepatdcitos tratados
com cilindrospermopsina mostram ser dose e tempo dependentes. Ha perda da viabilidade celular
calculada pela saida de lactato deidrogenase, 0 que indica perda da integridade da membrana
celular. A mudanca celular observada € o arredondamento de células de aderéncia anteriormente
planas das monocamadas lipidicas e também irregularidades de contorno (HUMPAGE;
FALCONER, 2003). Para determinar a possibilidade dos metabdlitos da cilindrospermopsina serem
0s responsaveis pelas ateracbes e morte celular, enquanto a toxina inalterada é responsavel pela
inibicdo da sintese protéica, foram realizados experimentos com substancias sabidamente inibidoras
do citocromo P450, tais como, a-nafoflavona, cimetidina e cetoconazol em culturas de hepatécitos
de ratos. A adicdo de inibidores do citocromo P450 proporcionou protecéo as células impedindo a
morte celular. Confirma-se assim que a toxicidade da cilindrospermopsina sobre as células requer
uma etapa de biotransformagéo para gerar o metabdlito toxico. O aumento da toxicidade observada
ao decorrer do tempo (7 dias) provavelmente reflete a inibicdo da sintese protéica, enquanto o
metabdlito téxico é responsavel pela toxicidade imediata (observada dentro de 8h a 24h)
(FALCONER, 2005).

2.4 OUTRAS TOXINAS

Outras toxinas, como a aplysiatoxina, uma bislactona fendlica, que é encontrada na
cianobactéria Lyngbya majuscula e no seu maior predador, alesma do mar Stylocheilus longicauda.
A debromoaplysiatoxina é encontrada na Schizothrix calcicola e Oscillatoria nigroviridis. E aindaa
lyngbiatoxina-a € encontrada em diferentes espécies de Lyngbya, cuja estrutura é idéntica ao
isdmero dateleocidina-A, encontrada no micélio do actinomiceto Streptomyces sp.

Ainda existem as toxinas lipopolissacaridicas (LPSs) que sdo constituintes da membrana
externa tanto de cianobactérias quanto de bactérias gram-negativas heterotréficas e podem ser
responsaveis por gastroenterites e dermatites em humanos (NICHOLSON; BURCH, 2001; VAN
APELDOORN et al., 2007).

3HISTORICO E OCORRENCIAS

E dificil apurar a primeira ocorréncia de floragdo de cianobactérias, justamente por elas
estarem entre 0s primeiros organismos vivos do planeta. Apesar da falta de evidéncias, existe uma
forte especulacdo sobre a primeira das dez pragas do Egito: “e todas as aguas do rio se
transformaram em sangue” (Exodus, 7:20) (BIBLIA, 2002). Uma possivel explicacio a este fato é a
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ocorréncia de um bloom de fitoplancton (maré vermelha) que explicaria as pragas sequentes
(NORTON; LYONS, 2002).

O primeiro relato de intoxicagdo de animais por cianobactérias data de 1878, no sul da
Austrdlia no lago Alexandrina. Onde se observou a formagdo incomum de uma espuma em todo o
reservatorio, o que causou a morte de ovelhas, cavalos, porcos, patos e cées (FRANCIS, 1878).
Outros casos relacionados com cianotoxinas em todo o mundo sdo reportados e relatam exposicéo
de animais que bebem diretamente da &gua contaminada, sofrendo os sintomas de intoxicacdo e até
mesmo 6bito. Ha casos relacionados as exposi¢oes de origem recreativa, quando as pessoas entram
em contato direto com as cianotoxinas ao se banharem em aguas com altas concentracdes de
cianobactérias (CHORUS; BARTRAM, 1998).

Em fevereiro de 1996, em Caruaru, no Estado de Pernambuco, 110 pacientes apresentaram
sintomas de intoxicagdo por hepatotoxinas apls tratamento de hemodidise de rotina.
Subseguentemente 100 pacientes desenvol veram insuficiéncia hepética aguda e 76 deles morreram.
Em outubro de 1997, 53 destas mortes foram atribuidas a “Sindrome de Caruaru”. As vitimas foram
intoxicadas pela agua oriunda de um agude contaminada com microcistinas (JOCHIMSEN et d.,
1998; POURIA et a., 1998). A média do vaor da concentracdo de microcistinas encontrada no
tecido hepético de 39 das vitimas que entraram em 6bito entre Fevereiro e Dezembro era 233 ng/g.
A concentragcdo estimada de microcistina na agua de origem foi de 19,5 pg/l, levando-se em
consideracdo o0s 120 litros de &gua necessarios para realizar um tratamento de hemodidlise padréo e
também, assumindo-se que 100% da toxina passa intacta através do sistema de filtragem
(CARMICHAEL et al., 2001). Os sinais e sintomas observados nos pacientes intoxicados foram
distarbios visuais (90% dos pacientes afetados), nausea e vomito (73%), dores de cabeca (65%),
fragueza muscular (54%), dor epigastrica (46%) confusdo (30%), sangramento nasal e do trato
gastrointestina (27%). Este foi o primeiro relato de um episodio de epidemia fatal de exposicdo a
microcistina (FALCONER; HUMPAGE, 2005).

Outra ocorréncia no Brasil, relacionada a presenca de cianobactérias na agua utilizada para
consumo humano, aconteceu em 1988 na represa de Itaparica, regido de Paulo Afonso na Bahia
Cerca de 2000 casos de gastrenterite foram relatados e resultaram na morte de 88 pessoas num
periodo de 42 dias (TEIXEIRA et a., 1993).

4LEGISLACAO

Frente a este cen&rio e a potencialidade toxica das cianobactérias, o Ministério da Salde
brasileiro langou a portaria nUmero 2914 em 12 de dezembro de 2011. Esta portaria dispde sobre os
procedimentos de controle e vigilancia da qualidade da &gua para consumo humano e padréo de
potabilidade.

As ingtituicbes fiscalizadoras sdo responsaveis pela redizacdo do monitoramento de
cianobactérias nas aguas de mananciais. Segundo o capitulo VI (dos planos de amostragem), artigo
40°, 81° o monitoramento de cianobactérias deve identificar os diferentes géneros no ponto de
captacd0 e segundo o Anexo XI deve obedecer frequéncia mensal quando o numero de
cianobactérias ndo exceder 10.000 célulassmL e semana quando 0 numero de cianobactérias
exceder este valor, acompanhadas de andlises de cianotoxinas. No capitulo V (do padréo e
potabilidade) o artigo 37°, define que a &gua potavel deve estar em conformidade com o padréo de
substancias quimicas que representam risco a saude e cianotoxinas. No tocante as cianotoxinas, o
Anexo VIl determina como como valor maximo permitido de 1 pg/l para microcistina, sendo este
valor representado como o somatorio das concentragdes de todas as variantes detectadas e 3 g de
equivalente de saxitoxina por litro. Sendo que essas concentragOes devem representar as
contribui¢des das fracOes intra e extracel ulares nas amostras analisadas. Esse artigo ainda estabel ece
como complemento que quando for detectada a presenca de géneros potencialmente produtores de
cilindrospermopsina ou anatoxina-a(S) recomenda-se a andlise da referida cianotoxina, observando
valor méximo aceitavel de 1 pg/L de cilindrospemopsina, porém néo se refere a concentragdo de
anatoxina-a(S), somente recomendando-se a analise da presenca damesma (BRASIL, 2011).
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Esta Portaria ainda preconiza que as técnicas para andlise e metodologias analiticas para a
determinacd@os dos parametros previstos na portaria devem atender normas como: (i) Standard
Methods for the Examination of the Water and Wastewater da APHA (American Public Health
Association) e WEF (Water Environment Federation); (ii) United States Environmental protection
Agency (USEPA); (iii) normas publicadas pela International Standartization Organization (1SO); e
(iv) metodologias propostas Organizacdo Mundial da Saide (OMS).

Finalmente, esta nova portaria n° 2914 em seu capituloV1Il, artigo 53° revoga a portaria n°
518 de 25 de marco de 2004 (BRASIL, 2004) que estabel ecia os procedimentos e responsabilidades
relativos ao controle e vigilancia da qualidade da agua para consumo humano, padrdo de
potabilidade entre outros.

Outros paises também adotaram a indicacdo da OMS na sua publicacdo de 1998 referida
anteriormente que compila véarios estudos sobre as cianobactérias e defende um valor provisorio
para 0 monitoramento de microcistina-LR como 1 pg/l em égua destinada ao abastecimento
publico. A justificativa para esse valor ser provisorio, é o fato de ser especifico para a variante MC-
LR, pelos dados toxicol 6gicos ainda serem limitados para as outras variantes. Na Tabela 3 podem
ser observadas as concentragdes de cianotoxinas monitorados em diferentes paises.

Tabela 3: Valores das concentracfes de diferentes cianotoxinas adotados para 0 monitoramento em diversos paises
(BURCH, 2008; BRASIL, 2011)

Pais Cianotoxina
. 1 g/l MCs
Bras 3 ug de equivalente de STX/L
Africado Sul 0-0,8pug/L MC
Austrdlia 1,3 ug/L MC-LR ou equivalente
Canada 1,5ug/L MC-LR

China, Coréia, Franca, Japdo, Noruega, Polbniae

Republica Tcheca 1pg/L MC-LR
Espanha 1 pg/L MCs
Itéia 0,84 ug/L MCs

6 ng/L anatoxina; 1 pg/L anatoxina-a(S);

1 pg/L cilindrospermopsing; 2 pg/L homoanatoxina-a; 1
pHo/L MC-LR ou equivaente; 1 pg/L nodularina e 3 pg/L
STX ou equivalente.

MC — microcistina; MCs— microcistinas (refere-se a somat6ria das variantes encontradas); STX - saxitoxina

Nova Zelandia

5 EXPOSICAO

A exposicdo humana e possivel intoxicacdo por cianotoxinas sdo maiores quanto maior for a
proliferacéo e lise das células de cianobactérias. A intoxicacdo pode ocorrer por diferentes vias: (i)
ao beber a &gua contaminada; (ii) durante o uso recreacional da agua, principal mente na presenca de
floragdo, através do contato da pele e também ao beber a &gua ndo intencionalmente; (iii) pela
inalacdo de particulas em aerossol, potencialmente possivel durante duchas, ao praticar esportes
aquaticos, como esqui ou semelhante; (iv) pelo consumo de alimentos expostos a uma floragéo de
cianobactérias, sejam peixes, frutos do mar ou semelhante €, (v) por hemodidlise, se a agua ndo for
propriamente tratada (CHORUS; BARTRAM, 1998).

6 TOXICIDADE E AVALIACAO DE RISCO A MICROCISTINA

A microcistina é a cianotoxina mais freglientemente encontrada e reportada em todo o mundo.
E por isso, é também a mais estudada. Estudos da exposicdo crénica a microcistina-LR foram
realizados através da repetida administracdo oral da toxina em vérias concentragcBes em ratos. O
NOAEL (no observed adverse effect level), ou sga, nivel ou concentragdo no qual ndo foram
observados efeitos adversos, determinado foi 40 ug/kg peso corpéreo em ratos. Em doses maiores
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foi observadas mudancas no figado dos animais expostos, com degeneracdo do tecido e também
outras desordens envolvendo as enzimas hepaticas. O LOAEL (lowest observed adverse effect
level), ou sgja, 0 menor nivel ou concentracdo no qual se observou efeitos adversos foi determinado
em porcos na concentracdo de 100 ug/kg (DITTMANN; WIEGAND, 2006).

Pela ata freguiéncia e ampla ocorréncia de floragdes de cianobactérias produtoras de toxinas
hepatotoxicas, a Organizacdo Mundial da Salde (OMS) apontou a necessidade do monitoramento
de microcistinas durante o processo de garantia da qualidade da agua. Com o propdsito de
estabelecer um valor de referéncia, a OMS levou em consideracdo dados de intoxicagao sub-cronica
em ratos e também porcos. O NOAEL observado para ratos machos foi usado para calcular a IDT
(ingestéo diaria toleravel) (Equacdo 1) a fim de se estabelecer limites seguros para 0 consumo
humano. Além disso, é incorporada a formula fatores de seguranca que garantem a incerteza entre
as espécies (ratos e humanos) (10), a variabilidade da sensibilidade entre os individuos (10) e
também a variagdo de inadequacdo de dados (10):

_ NOAEL (40ug /kg (pc)) _

IDT X 10<10 = 0,04 ug/kg (Equagéo 1)

Portanto, aingestéo diariatoleravel € 0,04 ug/kg (peso corpéreo) por dia.

A partir deste valor, levando-se em consideracéo uma pessoa de 60 kg e ainda assumindo que
0,8 é o valor padrdo de consumo de &gua e suplemento alimentar e ainda padronizando uma
ingestéo de 2 L de aguapor dia, calcula-se o valor de referéncia (VR) para microcistina (Equacéo 2):

R= 2X00X08 096w~ 1 et (Equago 2)

Muitos paises adotaram esta recomendagdo da OM S para o monitoramento das cianobactérias
e cianotoxinas no processo da avaliacdo da qualidade da agua. O Governo Brasileiro estabeleceu na
portaria n° 518 de 25 de marco de 2004 o mesmo valor de referéncia proposto pela OMS
(CHORUS; BARTRAM, 1998).

7 PRINCIPAISMETODOS DE DETECCAO

S0 dois os métodos geralmente empregados na deteccdo e quantificagéo das cianotoxinas: (i)
ensaios de screening (rastreamento, reconhecimento ou varredura) biolgicos ou bioguimicos e (ii)
meétodos fisico-quimicos. O principio do método de deteccdo, informagdo resultante da andlise, bem
como a simplicidade e/ou complexidade do método séo as principais caracteristicas que diferem os
dois grupos de ensaio citados anteriormente. A escolha da técnica empregada dependera da
disponibilidade e experiéncia com o0 método em questdo, bem como o tipo de informac&o requerida.
Os critérios mais importantes e que devem ser avaliados antes da escolha da técnica empregada é
seletividade e sensibilidade (MSAGATI et al., 2006).

Seletividade é um pardmetro de vaidacdo dos métodos analiticos e bioldgicos que diz
respeito ao poder do método de detectar somente o analito ou cianotoxina em questdo e ndo outros
interferentes. Quanto mais exclusivo for a deteccdo do méodo, mas seletivo ele sera A
sensibilidade é outro pardmetro também utilizado na validagdo de métodos analiticos que diz
respeito a concentracdo do analito ou cianotoxina detectada. Quanto menor for concentracéo
detectada mais sensivel é o método (INMETRO, 2007). Uma comparacdo entre a sensibilidade e
seletividade de diferentes métodos de deteccdo pode ser vistana Figura 3.

A microscopia Gtica é realizada para a identificagdo da morfologia e também contagem do
nimero de organismos. E o método tradicionalmente utilizado para o monitoramento dos
reservatorios de agua destinados ao abastecimento publico. A observacéo por microscopia ética € o
primeiro contato com as amostras e serve de ponto de partida para outras investigacoes e andlises
(PEGRAM et a., 2008).
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7.1 METODOS BIOQUIMICOS DE VARREDURA
7.1.1 Bioensaio em ratos ou camundongos

Nos bioensaios readlizados em ratos ou camundongos, 0 material (muitas vezes o extrato
bruto) é administrado via injecdo peritoneal no animal escolhido. Este méodo foi amplamente
utilizado para se determinar a toxicidade de material proveniente de floragdes, apresentando um
resultado qualitativo de, por exemplo, uma floracdo ser ou ndo toxica. Dependendo da resposta e
sintomatol ogia apresentada pelo animal exposto também € possivel identificar a classe de toxina.

As principais limitagdes deste ensaio so: (i) em relacdo a concentragdo da amostra analisada,
este teste € impraticavel em concentracdes de 1 a 2 pg/l; (ii) muitos paises hoje em dia ndo
permitem testes em animais, salvo sob licenca e em nimero restrito.
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Bioensaio ‘ |r;ibi950
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Figura 3: Relagdo entre sensibilidade e seletividade de alguns dos métodos empregados na deteccdo e quantificagéo das
cianotoxinas. RMN: Ressonancia Magnética Nuclear; ES: Espectrometria de Massas (FAB — Fast Atom
Bombardment e LSl — Secondary lon Mass Spectrometry); CL/EM — Cromatografia a liquido acoplada a
Espectrometria de Massas; HPLC: Cromatografia a liquido de Alta Eficiéncia; MMPB: método do 2-metil-3-
metoxi-4-&cidofenilbutirico; CCD - Cromatografia em Camada Delgada; ELISA: Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (CHORUS; BARTRAM, 1998; MSAGATI et d., 2006).

7.1.2ELISA

Amplamente utilizado como método de screening (varredura), o ELISA, ou enzima imuno
ensaio, foi desenvolvido para a deteccdo de microcistinas e provou ser um método muito sensivel.
O método se baseia no reconhecimento dos peptideos por anticorpos monoclonais. Alguns
anticorpos desenvolvidos para uma toxina especifica, como por exemplo, a microcistina-LA
também reconhece outras variantes desta toxina, 0 que torna 0 método pouco seletivo. E bastante
utilizado em amostras ambientais e € um 6timo método de varredura, pois detecta pequenas
concentragdes de microcistinas (MSAGATI et al., 2006).

7.1.3 Ensaio deinibicéo de proteina fosfatase

Este método de deteccdo foi desenvolvido para a deteccéo e quantificacdo de microcistinas e
nodularinas. Basela-se no mecanismo de acdo destas cianotoxinas, que € a inibicéo das porcdes
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serina e treonina das proteinas fosfatases 1 e 2A, cuja consequéncia direta € a hiperfosforilacéo
intracelular.

A extensdo da inibic8o dessas enzimas € relacionada com a hepatotoxicidade dessa classe de
toxinas e pode ser usada como uma medida da concentracéo das mesmas. O principio do método € a
utilizagdo de substrato com *P radiomarcado. As principais limitagbes deste método estdo
relacionadas & pequena meia vida do isétopo **P e a indisponibilidade comercia das proteinas, o
qgue requer procedimentos sofisticados para sua preparacdo, além do ato custo associado
(MSAGATI et a., 2006).

Existem pelo menos duas variagbes dos ensaios de inibicdo: ensaios colorimétricos e
fluorescentes. Esses ensaios usam substratos como p-nitrofenil fosfato e podem ser utilizados em
associagdo com imunoensaios, como o Elisa, o que torna a determinacdo altamente sensivel e
especifica(MSAGATI et al., 2006).

7.2 METODOS FiSICO-QUIMICOS

Estes métodos analiticos se baseiam nas propriedades fisico-quimicas das cianotoxinas, como
a presenca de cromoforos ultraviol etas nas suas estruturas e também pesos molecul ares.

7.2.1 HPLC - High Pressure Liquid Chromatography ou CLAE - Cromatografia a liquido de
alta eficiéncia

Procedimentos amplamente reportados e utilizados nos dias atuais para a separacéo,
identificagdo e quantificagdo das cianotoxinas empregam o uso do HPLC (High Pressure Liquid
Chromatography).

Diferentes fases moveis e estaciondrias sdo utilizadas dependendo das propriedades fisico-
guimicas das toxinas analisadas e tém a finalidade de separar 0s compostos. Essa separacéo resulta
em um cromatograma, onde os picos formados sdo analisados de acordo com seus tempos de
retencdo e intensidade, possibilitando sua identificacdo. Os meios de deteccdo de compostos
individuais estéo acoplados ao sistema de separacéo (0 HPLC) e os mais utilizados sdo: UV/Vis
(absorbéancias em ultravioleta e visivel) e PDA (arranjo fotodiodo) (MSAGATI et a., 2006).

O método de deteccdo de UV/Vis é 0 mais comumente empregado para 0 monitoramento de
microcistinas apés a separacao cromatografica. A maioria das microcistinas e também nodularinas
tem a maxima absor¢éo de luz ultravioleta a 238 nm, 0 que torna possivel a deteccdo dessas
moléculas por este método. Entretanto, algumas variantes da microcistina gue contém aminoécidos
arométicos, como o triptofano possuem absorbancias méaximas em 222 nm. Os principais problemas
encontrados ao se utilizar este método é a possibilidade de co-€luicdo de outros compostos
presentes no extrato com variantes da microcistina, como € o caso de alguns produtos provenientes
de materiais plasticos, promovendo resultados errdneos e superestimacao de concentragdes. Outro
problema € a incapacidade do método de diferenciar as variantes estruturais da microcistina
(MSAGATI et a., 2006).

Por outro lado, a deteccéo por arranjo fotodiodo prové uma melhor deteccdo da microcistina
por empregar um espectro completo, quando em comparacdo com o UV/Vis que utiliza somente um
comprimento de onda. Por este método de deteccdo, limites menores que 1 pg/l para variantes da
microcistina séo detectados se a amostra for previamente concentrada e submetida a processos de
purificagdo, como a extracdo em fase solida (MSAGATI et a., 2006).

Para se quantificar as microcistinas € necessario 0 conhecimento prévio da variante detectada
e aredlizacdo de uma curva de calibragdo com seu padréo analitico respectivo, o qual por suavez é
bastante caro e de dificil obtencdo por importacéo por se tratar de substancia classificada com risco
associado (JAMES et d., 2008).

Diferentes toxinas sdo analisadas por HPLC, tais como microcisting, cilindrospermopsina,
saxitoxina e suas variantes (CHORUS; BARTRAM, 1998). Ainda por este método pode-se detectar
anatoxina-a, homoanatoxina-a (JAMES et a., 2008).
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7.2.2 LC-MS-Liquid Chromatography and Mass Spectrometry ou CL-EM -Cromatogr afia a
liguido acoplada a espectrometria de massas

Quando se necessita da confirmacéo e identificagdo da cianotoxina analisada, um método
mais avancado e sofisticado como o LC-MS pode ser empregado. Este método prové a melhor
solucdo para identificagdo, pois usa como ferramenta de deteccdo, além da prévia separacdo pela
cromatografia a liquido, a identificagdo dos ions gerados pela fragmentacdo das moléculas,
produzindo desta maneira um espectro de massas. Portanto, este método permite a separacéo e
identificagdo simultanea de compostos (MSAGATI et al., 2006).

O LC-MS pode contar com o emprego de diversos metodos de ionizacdo, tais como FAB (fast
atom bombardment), Maldi (matrix-assisted laser desorption), eletrospray, entre outros (FUREY et
al., 2008). O LC-MS pode acancar limites de deteccdo de até 0,02 pug/l (MSAGATI et a., 2006).

Em 2004, Y uan e Carmichadl descreveram um método aplicando o SELDI TOF-MS (surface-
enhanced laser desorption-ionization time off light — mas spectrometry) que detectou diferentes
microcistinas e também nodularina com sensibilidade em concentragdes na faixa femtomolar. Este
método baseia-se em aprisionar o anaito, no caso as cianotoxinas em um chip contendo um
anticorpo de alta afinidade e especifico, e utilizando um feixe de laser para entdo liberar e ionizar o
analito, introduzindo-o diretamente no espectrémetro de massas (Y UAN; CARMICHAEL, 2004).

Muitas toxinas podem ser detectadas e quantificadas pelo método de cromatografia a liquido
acoplada a espectrometria de massas, como microcistinas e suas variantes, nodularinas, saxitoxinas,
cillindrospermopsina e anatoxina-a (HILLER et al., 2007).

7.2.3 Cromatografia a gas

A cromatografia a gas também é um método de separacdo de compostos, porém € necessario
gue o analito investigado seja volétil. Para isso algumas vezes sdo usados artificios, como agentes
derivatizantes que tornam os analitos volateis ou aumentam sua volatilidade. Dois métodos de
deteccdo sdo geralmente utilizados: (i) deteccéo por captura de elétrons e (ii) a espectrometria de
massas. Ambos 0s métodos sdo altamente sensiveis e resultam alto grau de confiabilidade para a
andlise (JAMES et a., 2008).

Para a deteccd@o por captura de elétrons € necessario que os analitos contenham substituintes
hal ogenados em sua estrutura molecular. Quando isso ndo ocorre, como no caso da anatoxina-a, 0
extrato a ser analisado é derivatizado com reagentes contendo multiplos &omos de halogénio,
tornando a deteccdo possivel. Ja no caso da deteccdo por espectrometria de massas, a derivatizacéo
dos analitos, como a anatoxina-a, reduz a degradagdo causada pelas altas temperaturas utilizadas
pelo método, a0 mesmo tempo promove 0 aumento da volatilidade do composto de interesse,
geralmente resultando em um padr&o de fragmentacéo mais elaborado (JAMES et a., 2008).

Este método mostrou-se bastante eficiente tanto pela especificidade quanto sensibilidade nas
andlises de anatoxina-a, acangando limites de deteccdo de até 2 ng/ml (RODRIGUEZ et 4.,
2006b).

7.3 OUTROS METODOS DE DETECCAO

Outros métodos de deteccdo compreendem varias diferentes técnicas e principios, como a
cromatografia em camada delgada, um método analitico cujo principio também é a separacéo de
compostos. E uma técnica relativamente simples e inexpressiva, muito utilizada em décadas atrés
como um método de screening, identificagdo e isolamento de cianotoxinas. Apesar de permitir
anadlises de multiplas amostras a0 mesmo tempo € uma técnica semiquantitativa, na qual todas as
amostras que sgam consideradas positivas para cianotoxinas devem ser analisadas por outro
método para confirmacdo (JAMES et a., 2008).

Outro método bastante especifico é o chamado MMPB (&cido 2-metil-3-metoxi-4-
fenilbutirico) € um método fisico-quimco desenvolvido para detectar microcistinas e muito utilizado
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para a detecgdo desta toxina em sedimentos, uma vez que a extragdo da microcistina em sedimento,
por técnicas convencionais é bastante dificil. Baseia-se na formacdo do composto mmpb como
produto de oxidagdo da microcistina por ozondlise e a posterior deteccdo do mmpb por
espectrometria de massas. E bastante (til nos estudos de detoxificagio da microcistina e sua
adsorcao no sedimento em amostras ambientais (TSUJI et a., 2001).

Ensaios de inibicdo da acetilcolinesterase sdo usados na deteccdo da anatoxina-a(S). O
principio do método se baseia no mecanismo de agdo da toxina que é a inibicio desta enzima. E
possivel determinar porcentagem de inibicdo da enzima. E um teste bioguimico bastante confiavel
para a deteccdo da anatoxina-a(S) (DORR et al., 2009).

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é utilizado para a determinacdo estrutural de
compostos e aplicado também na deteccdo ou identificagdo de cianotoxinas. Pode ser utilizado para
a determinacéo de cianotoxinas conhecidas ou ndo e a principa limitagdo € que requer grandes
concentragOes de amostras (mg) e as mesmas devem estar purificadas (MSAGATI et a., 2006).
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