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RESUMO. O aumento populacional, aliado 2 modernizagio da sociedade, incrementou o
consumo de 4gua, tornando o represamento recurso imprescindivel para atender 2
demanda. Intmeros fatores inter-relacionados contribuem para agravar o risco da
deterioragio da dgua, dentre os quais se destacam as microcistinas. Estas hepatotoxinas,
produzidas por cianobactérias dos géneros Anabaena, Microcystis, Nostoc e Oscillatorias,
consistem de heptapeptidio de estrutura monociclica cujo risco iminente da constante
ingestdo se deve ao efeito de potente promotor de tumor. A produgio de microcistinas é
favorecida por fatores ambientais onde existe elevada concentragio de nutrientes e
luminosidade, fatores estes que se tornaram inevitdveis no atual ecossistema. A crescente
eutroficagio de dgua ocorre em ritmo acelerado, decorrente da polui¢io pela
industrializagio, lixo doméstico, priticas agricolas, além da espoliagio de recursos naturais.
Com a finalidade de alertar a comunidade e despertar seu interesse, este trabalho discorre
sobre microcistinas e fatores de risco - perspectivas de sua contaminagio, objetivando ainda
estabelecer medidas preventivas que minimizem a deterioracio das dguas.
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ABSTRACT. Microcystins: contamination risks in eutrophic waters. Population
growth allied with the modernization of society has increased water consumption and
transformed reservoirs into indispensable sources of water supply. Several interrelated
factors, conspicuously microcystins, have contributed to aggravate the risk of water
deterioration. These hepatotoxins, produced by cyanobacteria of the Anabaena, Microcystis,
Nostoc and Oscillatoria geni, consist of heptapeptides with monocyclic structures. The risk of
constant ingestion is due to their powerful tumor promoter effect. The microcystin
production is favored by environmental factors, such as high concentration of nutrients
and light, inevitable in the current ecosystem. The eutrophycation of water occurs in an
accelerated rhythm due to industrial pollution coupled to domestic and agricultural waste.
The aim of this paper is to develop community awareness, as well as to arouse an interest
in microcystins and other risk factors of contamination so that preventive measures to
minimize water deterioration could be established.
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As microcistinas consistem de heptapeptideos
ciclicos produzidos por cianobactérias tdxicas que
compdem comunidades fitoplanctonicas,
representadas por Microcystis, Anabaena, Nostoc ¢
Oscillatoria (Sivonen et al. 1992 a,b), de ocorréncia
comum em reservatérios de dgua doce. A produgio
de toxinas ocorre em periodos de “bloom”, e é
caracterizada pela intensa proliferacio de microalgas,
durante os meses favorecidos pela temperatura da
dgua em torno de 22°C.

Os poderes maléficos comprovados devem-se 2
capacidade hepatocarcinogénica, cuja base molecular

da toxicidade consiste na inibi¢io de enzimas
fosfatase 1 ¢ 2 A do hepatdcito. O risco de ingestio
crénica se agrava, ji que estudos recentes mostraram
a persisténcia de microcistina residual intacta, em
dgua submetida ao tratamento convencional de
potabilidade.

Bishop et al. (1959) foram os primeiros a
discorrer sobre hepatotoxidez de substincia
produzida por Microcystis aeruginosa linhagem LRC -
1 (SS 17), que posteriormente Konst et al. (1965)
denominaram de microcistina MCYST. Embora as
propriedades  tdéxicas sejam  semeclhantes, os
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hidrolisados de MCYST apresentavam composicoes
de aminodcidos substancialmente diferentes, sendo
que uma Unica linhagem era capaz de produzir mais
do que uma toxina (Eloft et al., 1982).

No Brasil, a importincia de microcistina tornou-
se publica devido a um grave acidente ocorrido em
Caruaru - Pernambuco, onde renais cronicos foram
intoxicados durante sessio de hemodiilise, o que
culminou em dezenas de 6bitos. O caso, exposto na
midia internacional, despertou a atengio para o
efeito dristico de microcistina no sangue humano,
incentivando a comunidade cientifica brasileira para
o estudo de seu impacto no meio ambiente, ecologia
e satde.

Salienta-se que a dgua é fonte de alimentos
insubstituivel, cuja qualidade interfere diretamente
na sobrevivéncia do ser humano. E fonte de vida
esgotdvel e elemento primirio da cadeia alimentar,
que merece atengio especial por ser assunto critico e
primordial para a humanidade neste milénio.

Ecologia/taxonomia

Os fitoplanctons de dgua doce ocorrem em lagos
temperados ¢ a presenga de cianobactérias se deve,
provavelmente, ao aumento da luminosidade e da
temperatura no fim da primavera (Reynolds et al.
1981). Em climas tropicais, onde a temperatura ¢ a
intensidade de luz sio intensas, “blooms” de
cianobactérias persistem durante o ano todo,
favorecidos pela riqueza de nutrientes. A intensidade
e duragio dos “blooms” aumentam em &4guas
eutréficas  ou  hipereutréficas,  estimuladas
principalmente pelo lixo doméstico, industrial e
agricola (Carmichael, 1996).

Recentemente  DeMott et al.  (1991)
demostraram toxicidade de microcistinas para
zooplanctons, indicando que as toxinas de
cianobactérias  sejam  produzidas para conferir
vantagem competitiva (Sivonen et al., 1992d).

Skulberg et al. (1994) descreveram a taxonomia
de cianobactérias tdéxicas basecada na morfologia e
documentaram cerca de 40 espécies. Diversas
espécies toxigénicas pertenceram aos géneros
filamentosos ¢ multicelulares do género Anabaena,
Nostoc ¢ Oscillatoria, conhecidos pela produgio de
potente biotoxina. As outras espécies produzem
citotoxinas de menor potencialidade para os
mamiferos, pédssaros ¢ peixes, mas afetam algas,
bactérias, virus ou células tumorais de mamiferos,
abrindo perspectivas de aplicagio sob forma de
antibiéticos ou antitumorais. Entre as cianobactérias
toxigénicas unicelulares destaca-se a Microcystis spp.,
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a mais problemitica devido 3 ocorréncia universal
(Azevedo et al., 1994; Reynolds et al., 1981).

Microcystis spp. nio produz as células acessérias
denominadas de aquinetes ¢ heterocitos, sendo a
identificacio de espécie baseada na variabilidade do
tamanho, formato e arranjamento das coldnias
definida pelo sistema taxondmico descrito por
Kondrat’Eva (1968) e Komirek e Anagnostidis
(1986). Destas espécies, Microcystis aeruginosa, M.
viridis, M. wasemberguii ¢ M. flos-aquae sio
comumente encontradas em “blooms”, com
destaque a linhagens tdxicas.

M. aeruginosa é a espécie predominante, além de a
primeira a ser isolada, cultivada e estudada (Bishop et
al., 1959), constituindo-se em fonte primdiria
universal de microcistinas utilizadas em estudos
quimicos, toxicolégicos e genéticos.

Anilises filogenéticas baseadas na sequéncia 16S
rDNA tém sido tteis no delineamento de linhagens
de Microcystis spp. téxicas e nio téxicas (Neilan et al.,
1997). Nio obstante, Otsuka et al. (1999)
descreveram cinco morfoespécies de Microcystis spp.
intimamente relacionadas em termos de sequéncia
de 16S rDNA, isto é, poderiam ser integradas numa
Unica espécie. O fato indicou que anilise filogenética
baseada unicamente na sequéncia 16S rDNA seria
insuficiente para diferenciar estes organismos em
nivel de espécie.

A taxonomia de Microcystis, bem como de outras
cianobactérias ainda esti sujeita a debates e
investigacio cientifica (Komirek e Anagnostidis
1986).

Produc¢ao de microcistinas

Kotak et al. (1995), analisando a ocorréncia de
microcistina-LR  nos lagos hipereutréficos no
Canadi, observaram correlagio positiva entre
concentragio de microcistina-LR, abundincia e
biomassa de M. aeruginosa, concentracio de fésforo
total (TP) e de fésforo dissolvido (TDP), pH e
clorofila “a”; entretanto, nio detectaram correlagio
entre  concentragio de  microcistina-LR e
temperatura da dgua (7°C 24°C), havendo
correlagdo negativa com a concentragio de nitratos.
Wicks e Thiel (1990) investigaram a variagio na
produ¢io de microcistina nas aguas cutréficas da
Africa do Sul e verificaram correlacio positiva entre
produgio de toxinas e producio primdria, radiagio
solar, temperatura da dgua, % de oxigénio saturado
na 4gua; porém houve correlagio negativa com
clorofila “a” e concentracio de féstoro solavel.

Na tentativa de elucidar os efeitos de fatores
ambientais constituidos de luz, temperatura e
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nutrientes na producio de toxinas de cianobactérias,
os estudos relataram resultados conflitantes, porém
isto pode dever-se a diferengas nas linhagens de
cianobactérias utilizadas. Gorhan (1964), Runnegar
et al. (1983) e van der Westhuizen e Eloft (1985)
demonstraram efeito marcante de temperatura entre
18 a 32°C na produgio de toxina por M. aeruginosa,
porém Watanabe ¢ Oishi (1985) e Ohtake et al.
(1989) relataram nenhum ou pouco efeito no
mesmo intervalo.

Os resultados sobre o efeito de irradiagio na
producio de toxina por M. aeruginosa (van der
Westhuizen e Eloff, 1985; Watanabe et al., 1989), por
outro lado, contrastam com pequenas mudangas na
toxicidade, em caso de manipula¢io de fésforo e
nitrogénio (Watanabe et al., 1989). Contudo, existe
consenso quanto a associagio intima entre a
produc¢io de microcistinas e ciclo celular do
organismo (van der Westhuizen e Eloff, 1985;
Watanabe et al., 1989), com produtividade méixima
no final da fase log, embora condi¢des 6timas para
crescimento possam nio se repetir para a produgio
de toxinas (van der Westhuizen e Eloff, 1985).

As variagdes na toxicidade de “blooms” se
devem, em parte, a mudangas na proporgio relativa
de linhagem téxicas ¢ atéxicas (Carmichael e
Gorhan, 1977; 1981), ja que evidéncias indicaram a
coexisténcia de ambas as linhagens no mesmo nicho
ecolégico (Gorham et al., 1964; Shirai et al., 1991;
Watanabe ef al., 1991). Nio obstante, segundo
MeiPner et al. (1996) e Dittmann et al. (1997), a
biossintese de microcistinas ocorre pela rota nio
ribossOmica, estando a diferenga bisica entre M.
aeruginosa téxicas e atdxicas, a presenga de um ou
mais genes codificadores de microcistina sintetases
(Meriluoto et al., 1998). Os autores alegaram o
envolvimento de genes especificos nas linhagens
hepatotéxicas, descrevendo o mapep-1 (fragmento de
DNA de 2982bp) contendo um grupo de genes
peptidio sintetase na produgio destas hepatotoxinas.
Os resultados demonstraram que a diferenca bisica
entre as M. aeruginosa téxicas e atéxicas consiste no
conteddo de genes codificadores de peptidio
sintetase (Dittmann ef al., 1997).

Producgio “in vitro”. O estudo de cianobactérias
toxicas requer seu isolamento a partir de lagos, rios
ou reservatérios, porém a dificuldade consiste na
coexisténcia de bactérias e microalgas em fina
mucilagem.

O cultivo em massa de cianobactérias depende da
escolha de meio adequado. O meio MA (Ichimura,
1978) destina-se a esta finalidade em M. aeruginosa e
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M. viridis (Watanabe et al., 1988), porém promove
simultanecamente o crescimento bacteriano, ji que
contém P-glicerofosfato e bicine. O meio CB
(Ichimura e Ito, 1977), inicialmente desenvolvido
para cultivo de alga verde Closterium, tem sido
utilizado também para o cultivo de M. aeruginosa
(Ohtake et al,, 1989), mas contém vitaminas
desnecessirias para cianobactérias. Cite-se ainda o
meio Z8 utilizado por Hughes et al. (1958) para
cultivar M. aeruginosa tdxica, posteriormente
modificado por Kotai (1972). O meio BG 11
(Stanier et al., 1971) utilizado para o cultivo de M.
aeruginosa  (Codd e Poon, 1988) favorece o
desenvolvimento destas linhagens por conter alto
teor de nitrato de sdio, correspondente a 247mg de
nitrogénio por litro.

Entretanto, Carmichael et al. (1988) notaram
redugio dristica na toxicidade de Anabaena flos-aquae
e M. aeruginosa, se transferidas do meio ASM-1
(Carmichael e Gorhan, 1977) para o meio BG 11,
recuperando-se a habilidade de produgio quando
foram novamente inoculadas no meio ASM-1.

Fatores que afetam a produgdo. Os fatores que
afetam a produgio de microcistinas foram estudados
baseados principalmente em relagio a M. aeruginosa,
devido A ocorréncia cosmopolita de “blooms” destas
espécies. A produgio de toxinas, bem como
fisiologia de fitoplanctons, sio afetadas por fatores
ambientais. Sendo  cianobactérias  organismos
autotrdpicos, sintetizam material orginico a partir de
energia da luz solar, que também desempenha papel
importante na produgio de toxinas. Utkilen e
Gjdlme (1992) comprovaram a relagio entre
intensidade da luz e producio de toxinas em cultivo
continuo de M. aeruginosa. A quantidade de toxina
aumentou com a intensidade de luz acima de 40
uE/m%s, embora reduzisse a produtividade. A
quantidade de toxina por unidade de peso de
proteina foi constante em clevadas intensidades de
luz, indicando que a produgio de toxinas scja

primariamente  controlada  pelos  produtos
fotossintéticos.

A toxicidade mixima de M. aeruginosa M228
ocorreu a 18°C, embora maiores taxas de

crescimento sejam medidas a temperaturas mais
altas (Codd e Poon, 1988; van der Westhuizen e
Eloff 1985). Segundo van der Westhuizen ¢ Eloff
(1985), a maior toxicidade de M. aeruginosa a 20°C
do que a 15, 28 ¢ 38°C, indica que condigio
favordvel para produgio de toxina situa-se a
temperaturas sub6timas de crescimento.
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Investigando-se o efeito de pH na taxa de
crescimento e na toxicidade de M. aeruginosa, Eloff e
van der Westhuizen (1983) estimaram menor
toxicidade em pH 9,0, onde ocorreu maior taxa de
crescimento; maior produgio ocorreu em pH
superior ou inferior a 9,0.

Watanabe e  Oishi  (1985)  descreveram
considerdvel diminui¢io na toxidade causada pela
redugio da concentragio de nitrogénio no meio MA
para 1/10 e 1/20 em relagio a niveis originais.
Redugio ainda menor ocorreu removendo-se
féstoro no mesmo fator. Codd e Poon (1988)
também  obtiveram  resultados  semelhantes,
removendo nitrogénio e carbono do meio BG 11.

Lukac e Angerter (1993) analisaram o efeito de
metais na taxa de crescimento e produgio de toxina
por M. aeruginosa em meio BG 11. As concentragbes
atéxicas de fons AP*, Cd'*, Cr**, Cu**, Mn**, Ni'*
e Sn'* nio afetaram o crescimento ¢ producio de
toxinas, nio ocorrendo o mesmo com Zn** e Fe?*,
obtendo-se efeito mais pronunciado com Fe**.
Salienta-se que a despeito da diminui¢io da taxa de
crescimento para 0,68, a produgio de toxina
aumentou 138% em relagio 2 produgio em
condigdes normais a baixas concentragdes de Fe®*
(0,imM), indicando o envolvimento de Fe’* em
importantes fungdes fisiolégicas relacionadas com
fotossintese e sintese de clorofila.

Estrutura de microcistinas

Botes e colaboradores, citados por Bouaicha ef al.
(1997), em 1984 isolaram toxinas de M. aeruginosa
coletadas na Africa do Sul e determinaram a
estrutura de uma das toxinas denominadas de
“Cyanoginosin”.

A estrutura de microcistinas constitui-se de
heptapeptideo monociclico, composto de 3 D-
aminoicidos que compdem a porg¢io invaridvel e
constante nas moléculas, 2 L-aminodcidos e 2
aminoicidos raros. Os D-aminoicidos sio
constituidos de alanina, ligagio P eritro-f3 metil-icido
aspértico; ligagio v 4cido glutimico (Ala - f—Me-Asp
- Glu). Os 2 aminoicidos raros correspondem a N-
metildehidroalanina (Mdha) e 3-amino-9-metoxi-
10-fenil-2,6,8-trimetildeca-4,6-icido diendico
(Adda). A estercoquimica de Adda tem sido
recentemente determinada e designada como 28, 3S,
8S, 9S, completando a estrutura absoluta de
microcistinas  (Rinchart et al., 1988). Os 2 L-
aminodcidos varidveis com combinagdes conhecidas
incluem, por exemplo, leucina ¢ alanina (LA),
leucina e arginina (LR), tirosina e arginina (YR),
tirosina e alanina (YA), e tirosina ¢ metionina (YM).

Kamogae & Hirooka

As diferengas estruturais entre microcistinas
dependem  principalmente de 2 aminoicidos
varidveis, e secundariamente, da presenga ou
auséncia de grupamentos metil no B-Me-Asp e¢/ou
Mdha (Carmichael, 1996).

A diversidade é conferida pela modificagio em
determinados grupamentos estruturais, como, por
exemplo: um 9-O-acetil-Adda (Namikoshi et al.,
1990) ou 9-O-desmetil-Adda (Namikoshi et al.,
1992b); C;H,O (Namikoshi et al., 1992b) ou
monoester CH;O (Sivonen et al., 1992c), grupo o-
carboxila. no residuo Glu; N-metil serina
(Namikoshi ef al., 1992b) ou serina (Namikoshi et
al., 1992d) em vez de Mdha. A figura 1 sumariza as
variacOes estruturais entre microcistinas (Rinehart et
al., 1994).

A determinagio desta estrutura bdsica de
microcistinas acelerou os trabalhos subseqiientes,
seguindo-se a detecgdo e caracterizagio de mais de
50 microcistinas (Gathercole ¢ Thiel, 1987; Gorham
et al., 1964; Harada et al., 1988, 1990 a,b, 1991 a,b,
Kiviranta et al., 1992 ,Krishnamurth et al., 1986, 1989,
Kusumi et al., 1987, Lam et al., 1995, Meriluoto et al.,
1989, Namikoshi et al., 1990, 1992 a,b,c,d, Stoner et
al., 1989, Watanabe et al., 1988).

Patogenia animal

Mortes e doencas severas de animais domésticos
e selvagens, incluindo bovinos, pissaros e peixes,
devidas ao desenvolvimento denso de “blooms”, sio
universalmente comuns (Frazier ef al., 1998).

Os envenenamentos de animais terrestres
resultaram da ingestio de dguas infestadas por algas
(Carmichael, 1977), sendo que morte por
microcistinas decorreram de hemorragia intra-
hepitica e choque hipovolémico. O sintoma
caracteriza-se pelo aumento exagerado do volume
hepitico causado pelo refluxo sangiiineo, liberagio
de hemoglobina, em contraste com a perda
sangiiinea em outros Orgios, induzindo a um
choque irreversivel (Beasley et al., 1989).

Takahashi e Kaya (1993) investigaram
microcistina RR em codornas e determinaram a
LDy, em 256 ug/kg, porém foram surpreendidos
pela toxicidade bastante diferente, ji que, além de
causar morte entre 14 ¢ 18 horas apés a injecio -
quando para ratos ¢ camundongos este tempo variou
entre 1 ¢ 3 horas - observou-se aumento do baco
para o dobro do tamanho, porém sem alterar o
figado. Verificou-se leve necrose hemorrigica na
moela, figado, intestino e tecido subcutineo. Estas
necroses, exceto as que afetaram o figado, nio foram
encontradas nos ratos tratados com microcistinas.
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Efeito téxico de microcistinas foram também
observados em peixes (Matsushima et al., 1990;
Philips et al., 1985) com LDy, de 550 pg/kg em
carpas ¢ de 2.6 mg/kg em “gold fish” (Sugaya et al.,
1990). O impacto econdmico causado pela morte de
peixes ¢ alarmante, ji que a piscicultura vem
ocupando uma posicio de destaque cada vez maior e
o conseqliente consumo de peixes contaminados
pode oferecer perigo i saide humana.
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Figura 1. Variages estruturais e pesos moleculares de
microcistinas

R1 R2 R3 R4 PM
Microcistina - LA Leu Ala CH; CH; 909
Microcistina - LR Leu Arg CH; CH; 994
Microcistina - YR Tyr Arg CH,; CH,; 1044
Microcistina - RR Arg Arg CH, CH, 1037
Microcistina - YM Tyr Met CH,; CH; 1019
Microcistina - YA Tyr Ala CH,; CH,; 959
Microcistina - LY Leu Tyr CH; CH; 1001
Microcistina - FR Phe Arg CH; CH; 1028
Microcistina - Laba Leu Aba CH; CH; 923
Microcistina - HtyR Hty Arg CH, CH, 1058
Microcistina - AR Ala  Arg CH, CH,; 953
Microcistina - M(O)R Met(O) Arg CH, CH, 1028
Microcistina - WR Try Arg CH,; CH,; 1067
3 - Desmetilmicrocistina LR Leu Arg H CH,; 980
7 - Desmetilmicrocistina LR Leu Arg CH, H 980
3,7 - Desmetilmicrocistina LR Leu Arg H H 966
3 - Desmetilmicrocistina YR Tyr Arg H CH; 1030
7 - Desmetilmicrocistina YR Tyr Arg CH, H 1030
3 - Desmetilmicrocistina RR Arg Arg H CH, 1023
7 - Desmetilmicrocistina RR Arg Arg CH, H 1023
3,7 - Desmetilmicrocistina RR Arg Arg H H 1009
3 - Desmetilmicrocistina HtyR Hty Arg H CH, 1044
7 - Desmetilmicrocistina HtyR Hty Arg CH, H 1044
3,7 - Desmetilmicrocistina HtyR Hty Arg H H 1030
7- Desmetilmicrocistina HphR Hph Arg CH, H 1028
[Mser’] microcistina LR Leu Arg CH, CH, 1012
[Ser’] microcistina LR Leu Arg CH, H 998
[Ser’] microcistina RR Arg Arg CH, H 1041
[Ser’] microcistina HtyR Hty Arg CH, H 1062
[Ser’] 3 desmetilmicrocistina XR X Arg H H 998
[DMAdda] microcistina LR Leu Arg CH, CH, 980
[ADMAdda] microcistina LR Leu Arg CH, CH, 1022
[ADMAdda]3-desmetilmicrocistina LR Leu Arg H CH,; 1008
[ADMAdda] microcistina LHar Leu Har CH, CH, 1036
[ADMAdda, Mser’] microcistina LR Leu Arg CH, CH, 1040
D-Glu(CH3O)ester microcistina LR Leu Arg CH, CH,; 1008
D-Glu(CH3O)ester ~ 3-desmetilmicrocistina Leu Arg H CH; 994
LR
D-Glu(C3H702)ester microcistina LR Leu Arg CH, CH, 1052
Toxina #3 1014
[D-Ser1, ADMAdda]microcistina LR Leu Arg CH, CH, 1038

Fonte: Harada, K.I. (1996)
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Atividade toxica

Umas das caracteristicas mais marcantes em
microcistinas é a presenca de B-aminoicido Adda,
também presente em nodularinas. Considerando-se
que um isdémero geométrico de C-7 no grupamento
Adda com configuracio 4(E), 6(Z) (abreviado como
6(Z)-Adda microcistina) nio apresentou toxicidade,
a geometria 4(E) e 6(E) ¢ essencial para a atividade
biolégica (CHOI et al., 1993; Harada et al., 1990 a,b).
Este aminodcido aumenta a hidrofobicidade geral da
molécula de microcistina, sendo que um outro
aminoicido insaturado raro, Mdha, age como um
receptor adicional (Kondo ef al., 1992b).

Adda parece desempenhar papel de destaque na
hepatotoxicidade, ji que a remogio ou saturagio de
Adda reduzem drasticamente a toxicidade de
microcistina-LR. Além disto, isdbmeros geométricos
no C-7 de Adda em microcistinas -LR ¢ RR foram
essencialmente atéxicos (Harada et al,, 1990 ab),
porém a substitui¢io de grupo metoxi no C-9 de
Adda por grupos acetoxi ou hidroxi nio reduziu a
toxicidade (Namikoshi et al., 1992c). Embora a
estrutura  tenha se mantido indeterminada
(Namikoshi et al., 1993), a toxicidade da microcistina
LR foi substancialmente reduzida pela unidade
(C;H,0,) no residuo Glu, sugerindo que o icido
carboxilico livre na unidade Glu seja importante na
toxicidade. A reducio da ligacio dupla e adi¢io de
glutationa em Mdha nio reduziu significativamente
a toxicidade de microcistina LR (Kondo et al., 1992b,
Meriluoto et al., 1990b, Namikoshi ef al., 1993). Os
resultados sugeriram que os residuos Adda e Glu da
molécula de microcistina sejam essenciais para a
hepatotoxicidade (Stotts et al., 1993).

A hepatotoxicidade  foi  estabelecida em
experimentos com ratos, onde refluxo de sangue
causou acentuado intumescimento do figado
(Hooser et al., 1990). As microcistinas apresentam
organotropia dnica pelo figado, com administra¢io
intraperitoneal e oral letal para ratos e camundongos,
devido a hemorragia intra-hepitica massiva ¢
necrose celular dentro de poucas horas (Beasley et
al., 1989; Dawson, 1998; Tencalla e Dietrich, 1997).
Em contraste com outras formas de envenenamento
por algas, este tipo de intoxicagio ¢é caracterizada
pelo aparecimento de pintas escuras e dilatagio
hepitica, cujo acamulo sangiiineo conduz a um
volume duas vezes maior que o normal (Hooser et
al., 1990).

A letalidade da toxina se atribui a choque
hipovolémico, resultante do seqiiestro de sangue
pelo figado (Levine ef al., 1998). Dosagens agudas
causaram morte do rato entre 30 minutos e 3 horas,
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com LDy, via intraperitoneal de 40-800 pg/kg ITO
et al., 1997 ab; Levine et al., 1998), conforme
ilustrado na Tabela 1.

A pequena variabilidade na LDj; indica que

variaches  estruturais nio  causaram  efeito
significativo na toxicidade de microcistinas.
Conseqiientemente,  variagio ~ marcante  Nos

aminodcidos 2 ¢ 4 nio reduziu substancialmente a
hepatotoxicidade, a despeito de menor toxicidade de
microcistina RR. A posigio critica parece ser a
unidade de 4dcido glutimico, ja que a esterifica¢io de
grupamentos carboxilas livres conduziu a compostos
essencialmente inativos.

Além de toxicidades agudas semelhante ao icido
okaddico, as microcistinas exerceram atividade
promotora de tumor (Frazier et al., 1998; Harada et
al., 1988; Nasseen et al., 1990). As bases enzimdticas
estabeleceram a atividade inibidora de proteina
fosfatase 1 e 2 A, sendo que exerce a
hepatotoxicidade presumivelmente através desse
mecanismo (Macias-Silva e Garcia-Sainz, 1994;
Meiner et al., 1996; Nishiwaki-Matsushima et al.,
1992; Yoshizawa et al., 1990).

Tabela 1. Relagio entre estrutura e hepatoxicidade das
microcistinas

L-aminodcidos (R, R,) LD;, (ug/kg, i.p* em rato)
Microcistina LR, YR, LA <100

Microcistina WR 100-400

Microcistina RR, M(O)R 400-800
Grupamento metil em Mdha ¢/ou p-Me-Asp

3 - desmetilmicrocistina LR 100-400

7 - desmetilmicrocistina LR 100-400

3,7 - didesmetilmicrocistina LR 100-400
Adda

O-dimetil-Adda-microcistina LR <100

O-acetil-O-dimetil-Adda-microcistina LR <100

6(Z)-Adda microcistina LR (RR) >800
Ester

D-Glu(C3H70) éster microcistina LR >800

D-Glu(CH3O0) éster microcistina LR >800
Mdha

Dihidromicrocistina 100-400

Microcistina-LR-GSH adduct 400-800

* 1.p. significa intra peritoneal; Fonte: Harada (1996)

Nishiwaki-Matsushima et al. (1992)
demostraram que microcistinas LR, YR, e RR
inibiram a atividade das proteinas fosfatase 1 e 2
presentes na membrana e nas fragdes citosélicas de
hepatdcitos, tio intensa quanto a do dcido okaddico
(Falconer, 1991; Fujiki ef al., 1992, Pouchus et al.,
1997, Yoshizawa et al., 1990). Os modelos
moleculares sugeriram ligacio de microcistinas ao
mesmo receptor de dcido okadaico, devido 2
similaridade no tamanho e na disposigio de
grupamentos quimicos (Nishiwaki ef al., 1990;
Rudolf-Bohner et al., 1994).

Kamogae & Hirooka

A inibigio da atividade de fosfatase aumenta a
fosforilagio  de  proteinas nos  hepatdcitos,
interferindo na expressio do gene envolvido no
crescimento celular (Yoshizawa et al., 1990). Dentro
do hepatécito, a toxina induz alteragio dos
microfilamentos, agregando-os na proximidade do
centro celular, o que resulta na perda de suporte
celular.  Os hepatécitos tornam-se circulares,
resultando na distribui¢io do endotélio sinusdide
(Malyaveuskaya, 1983; Nishiwaki-Matsushima et al.,
1992).

Em compara¢io com o fenobarbital e outros
promotores  de  tumor  hepitico, como
hexaclorociclohexano, acetato de ciproterona e 4cido
chenodeoxicdlico (Blair et al., 1991; Schulte-
Hermann et al., 1982), as microcistinas exerceram
atividade promotora do cincer hepitico mais
potente conhecido na atualidade (Malyaveuskaya,
1983; Nishiwaki-Matsushima et al., 1992).

Um estudo epidemioldgico realizado em Qidong
County, norte de Shangai, abastecida com dgua de
valas e agudes com alto indice de contaminagio por
cianobactérias, detectou incidéncia de cAncer
primirio hepitico 8 vezes maior, em relagio 2
populagio que ingere dgua de boa qualidade
(Nishiwaki-Matsushima et al., 1992).

A constatagio sobre indugio de cincer hepitico
em humanos que consomem 4gua contaminada com
microcistina é refor¢ada por Williams et al. (1997),
que, administrando microcistina LR em salmio,
detectaram a toxina no figado. A correlagio com o
desenvolvimento de cincer requer adogio de
medidas preventivas, em vista da ocorréncia
cosmopolita de “blooms” de cinaobactérias téxicas,
as quais implicam em questdes de satide , através do
suprimento de dgua tanto para humanos quanto para
animais.

Estudos realizados evidenciam que o mecanismo
téxico de microcistinas compromete hepatdcitos e
macréfagos (Kaya, 1996).

Nos hepatdcitos, a toxina inibe a proteina
fosfatase mas ativa fosfolipase A, e ciclooxigenase,
enquanto que nos macréfagos, induz a produgio de
TNF-a (tumor necrosis factor o) e interleucina-1
(IL-1). Estas citocinas induzem a produgio de fator
ativador de plaquetas (PAF) e ativam a de
ciclooxigenase, que elicita a produ¢io de mediadores
quimicos da inflamagio, as tromboxanas e
prostaglandinas (Kaya, 1996).

A fosforilacio de proteina depende de atividade
relativa de proteina quinase ¢ proteina fosfatase,
distribuidas na fracio citosélica de hepatécitos. As
microcistinas sio potentes inibidores (Konst et al.,
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1965; Macias-Silva e Garcia-Sainz, 1994), sendo que
a microcistina-LR atua especificamente sobre a
proteina fosfatase 1 e 2A.

A inibigdo de proteina fosfatase conduz ao
aumento de fosfoproteinas em culturas primdrias de
hepatécitos  de ratos e subseqiiente mudanga
morfolégica (Fledmark et al., 1998; Toivola et al.,
1998). Microcistina-LR (1uM) induziu a fosforila¢io
de wvirias proteinas dos hepatdcitos de ratos,
principalmente de citoqueratinas 8 (55 kDa) ¢ 18 (49
kDa), que numa proporgio 3 vezes superior a outras
proteinas induziram subsequente alteragio na
morfologia celular, com rearranjo de redes
intermedidrias de filamentos citoplasmiticos (Ohta
etal., 1992).

Os estudos mitéticos em células renais de
hamster mostraram fosforilacio concomitante de
proteinas de filamentos intermedidrios ¢ dissocia¢io
nos agregados citoplasmiticos (Chou et al., 1989). O
fendmeno também é sustentado pela evidéncia de
que a administracio de microcistinas em ratos
resultou na perda de citoqueratinas de uma fragio da
membrana plasmitica hepética (Miura ef al., 1989). A
perda  de  citoqueratinas  de  filamentos
intermedidrios, associada com fosforilacio, poderia
provocar o surgimento de tumor durante a mitose
(Ohtaet al., 1992).

Os hepatdcitos metabolizam 4dcido araquidénico
(Lukac e Angerter, 1993), enquanto que
microcistinas estimulam a via da ciclooxigenase
desta via metabdlica (Nasseem et al., 1990).

Embora ainda se desconhega o mecanismo de
liberagio de metabdlitos do dcido araquiddnico, as
microcistinas podem reagir com o grupamento tiol
(Kondo et al., 1992) da coenzima A (CoA) e/ou
inibir  acil-CoA-aciltransferase ¢ acil-CoA-
acilsintetase, bloqueando a reabsor¢io de écido
araquidénico livre em grupos de lipidios, causando
subseqiiente aumento na sintese de prostaglandinas.
Postula-se que a reacilagio de 4cido araquidénico
seja fator de controle do balango de dicido
araquidonico livre e produgio de seus metabdlitos,
sendo que microcistinas atuariam alterando a
reacilacio de fostolipidios (Nasseem et al., 1990).

Remog¢ao de microcistinas por processos de
tratamento de agua

Os processos de potabilizagio da 4dgua sio
classificados em 3 tipos: coagulagio-filtracio,
oxidagio com agentes oxidantes derivados de cloro e
ozdnio e adsor¢io com carvio ativado, sendo
comum o emprego de procedimentos combinados.
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A cloragio ¢ ineficaz na remocio de algas
(Himberg et al., 1989; Hoffman, 1976; Keijola et al.,
1988; Tsuji et al., 1994, 1997), porém o cloro,
hipoclorito de cilcio e hipoclorito de sédio
rapidamente destroem microcistinas ¢ nodularinas,
sendo que o tratamento com cloro e hipocloritos
ativos em doses superiores a 1mg/L remove 95% de
toxinas em 30 minutos. Hipoclorito de sédio ativo
removeu cerca de 40% a 1mg/L e 70-80% em doses
superiores a 5 mg/L (Nicholson ef al., 1989).

O ozbnio consiste de poderoso oxidante
utilizado efetivamente na desinfeccio e oxidagio de
uma vasta variedade de compostos durante
tratamento de dgua. A preozonizagio com lmg/L
removeu completamente a  toxicidade das
hepatotoxinas e anatoxin-a (Keijola et al., 1988).
Himberg et al. (1989); posteriormente observaram
que a remogio era dependente da dose de ozdnio.)
Embora a ozondlise de microcistina-LR ¢
nodularinas nio proporcionem a obtengio de
produtos de degradagio (Namikoshi et al., 1989), é
necessirio estimar se subprodutos nocivos sio
formados durante estes processos.

Carbono ativado é bastante efetivo na remogio
de poluentes, incluindo toxinas de algas na 4gua
(Falconer et al., 1989; Himberg et al., 1989;
Hoffman, 1976; Keijola et al., 1988). Contudo, a
performance depende de fatores que necessitam ser
considerados quando se escolhem ambos os tipos de
carbono (pulverizado ou granular) ¢ o método de
adi¢ao do carbono.

Recentemente, o tratamento de oxidagio
bioldgica utilizando micro-animais foi conduzido
em 4guas contendo alta densidade de algas.
Aelosomona  hemprichi e  Philodina  erythrophthalma
formaram um biofilme ¢ predaram efetivamente
Microcystis spp. téxico, utilizando-os como fonte
alimentar (Sugiura et al., 1994).

Inamori ef al. (1998) utilizaram a combinagio de
Aelosomona  hemprichi e  Philodina  erythrophthalma
associada com bactérias aerdbias, conseguindo
reduzir a concentragio de toxina em até 94% em
menos de 12 horas. Bourne ef al. (1996) utilizaram
Sphyngomonas ~ spp., que apresenta uma via
enzimitica (microcistinase) que reduziu a atividade
de microcistina-LR num fator de 160 vezes (Lam et
al., 1995).

Situagao no Brasil

A investigagio da presenca de microcistina no
Brasil é recente. O Brasil incorporou-se 2
comunidade cientifica internacional devido 2a
intoxicagio ocorrida por microcistinas durante
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sessio de hemodiilise em Caruaru - Pernambuco
(Jochimsen et al., 1998; Pouria et al., 1998). A
presenga de outras cianotoxinas, como a
cilindrospermopsina, vem sendo relatada (Molica et
al., 1998). Microcistinas foram detectadas em 4dguas
do Estado do Rio de Janeiro (Domingos et al., 1998)
bem como em 4guas do Estado do Parani (Hirooka
et al., 1999). A investigacio das virias regides do pais
se faz necessdria, j4 que o clima tropical brasileiro
propicia o desenvolvimento de  “blooms”
potencialmente téxicos, oferecendo perigo a sadde
humana e animal.
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