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Sdude em Revista

Detecgdo e eliminagdo de microcistinas

REsuMO A ocorréncia de floragoes de cianobactérias toxicas em reservatdrios
de 4gua de abastecimento publico tem sido cada vez mais frequente em
virtude de sua alta competitividade em ambientes tropicais eutrofizados.
O monitoramento de linhagens toxicas ¢ importante para a prevengao dos
efeitos causados por suas toxinas na satide de animais e humanos. Métodos
para a detecgdo dessas linhagens em estagoes de abastecimento de dgua e em
programas de monitoramento de mananciais sio de fundamental interesse
para a prevengao desses efeitos, devido & rapidez e sensibilidade que apre-
sentam. Atualmente, a identifica¢io e contagem de células de cianobactérias
por microscopia 6tica e analises quimicas ou imunoldgicas das toxinas sdo
usadas nesses monitoramentos. Em anos recentes, o diagnéstico da presenca
de cianobactérias toxigénicas tem sido feito por meio de métodos moleculares
em diversos ambientes. Esta revisdo tem por finalidade expor novas aborda-
gens para a detecgao precoce de floragoes de cianobactérias toxicas em corpos
d’dgua doce e mostrar algumas alternativas disponiveis para a eliminagao das
toxinas microcistinas durante os processos de tratamento da dgua.
Palavras-chave CIANOBACTERIAS; TOXINAS BACTERIANAS; SAUDE AMBIENTAL;
TRATAMENTO DE AGUA.

ABSTRACT The occurrence of toxic cyanobacterial blooms in public water
supply reservoirs has been frequent due to their high competitiveness in
eutrophic tropical environments. The monitoring of toxic cyanobacterial
strains is important for the prevention of the side effects caused by their
toxins in animals and human health. Molecular methods for the detection
of toxic strains in water supply stations and aquatic monitoring programs
are essential for the prevention of these effects, since they can be rapid and
sensitive. Currently, cells counting, cyanobacterial identification using optical
microscopy and chemical or immunological analyses of the toxins are applied
for monitoring purposes. In recent years, the diagnosis of the presence of
toxigenic cyanobacteria in several environments has been performed using
molecular approaches. The aim of this review is to show new approaches for
an early detection of the presence of toxic cyanobacteria in freshwater bodies
and present some alternatives for the elimination of microcystins toxins
during the water treatment processes.

Keywords CYANOBACTERIA; BACTERIAL TOXINS; ENVIRONMENTAL HEALTH;
WATER TREATMENT.
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INTRODUCAO

As cianobactérias constituem um grupo
de organismos pertencentes ao dominio
Bacteria, que realizam fotossintese
oxigénica, como algas e plantas.

O processo de eutrofizagio em am-
bientes aquaticos representa um dos
principais fatores relacionados ao aumento
do numero de floragdes de cianobactérias
em lagos e reservatorios de abastecimento.
Varias espécies de cianobactérias que
formam floragdes em ambientes aquaticos
produzem uma grande variedade de
compostos toxicos, incluindo neurotoxinas
e hepatotoxinas. Seus mecanismos de
toxicidade atualmente descritos e com-
preendidos sdo muito diversos, e variam
desde efeitos hepatotoxico, neurotoxico e
dermatotoxico a inibigdo geral de sintese de
proteinas. As microcistinas, caracterizadas
como hepatotoxinas, tém sido as mais
estudadas, por causarem problemas no
mundo todo.

Registros de intoxicagdes em populagdes
humanas devido a exposi¢do as toxinas de
cianobactérias tém ocorrido em muitos
paises(AfricadoSul, Australia, Brasil, China,
Inglaterra, Suécia). Entretanto, o primeiro
registro mundial de envenenamento fatal
em humanos ocorreu no Brasil, em 1996,
numa clinica de hemodidlise em Caruaru
(PE), ocasiao em que mais de 60 pacientes
vieram a falecer devido a contaminac¢ao da
agua dessa clinica com cianotoxinas.!

Atualmente, os reservatorios de agua de
abastecimento publico sio monitorados
quanto a presenca de cianobactérias por
meio da contagem de células e identificagao
morfoldgica usando microscopia dtica, uma
pratica bastante trabalhosa. Entretanto, a
produgdo de toxinas é especifica em nivel

de linhagens e ndo pode ser diagnosticada
somente por meio da identificagdo da
espécie. Além disso, linhagens toxicas e
ndo toxicas podem estar presentes numa
mesma floracdo. Assim, bioensaios, testes
bioquimicos ou quimicos sdo necessarios
para detectar populagdes de cianobactérias
potencialmente produtoras de toxinas. A
deteccao precoce de populagdes tdxicas
¢ desejavel para que agdes corretivas de
controle das floragcdes tenham sucesso. Uma
alternativa tem sido a utilizacio de técnicas
de biologia molecular para a identificagdo
dessas populagdes. A técnica da Reagao em
Cadeia da Polimerase (PCR), juntamente
com oligonucleotideos iniciadores (primers)
especificos para sequéncias de genes envol-
vidos com a produgdo de toxinas, tem se
mostrado altamente sensivel para detectar
linhagens de cianobactérias produtoras de
microcistinas.

Tecnologias baseadas em  d4cidos
nucleicos, uma vez bem estabelecidas para
organismos isolados, podem ser aplicadas
a ambientes aquaticos, mitigando os
efeitos das cianotoxinas para a protegdo
da saude publica. Esta revisao visa expor
abordagens moleculares para a detecgdo
de cianobactérias toxigénicas em corpos
d’agua doce, assim como alternativas paraa
eliminacdo de microcistinas nos processos
de tratamento da agua.

REVISAO DE LITERATURA

Meétodos moleculares para a detecgio
de genétipos produtores de microcistinas

Rotineiramente a identificacio das
espécies de cianobactérias tem sido feita
com base em critérios morfoldgicos, e
a determinacio do numero de células,
de acordo com a técnica de contagem de
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Utermohl.? Quanto as toxinas, estipulou-se
1,0 ug L' de microcistinas em agua potavel’
como sendo a concentragdo maxima toleravel.
No Brasil, esse mesmo valor (1,0 pug L*)
foi estabelecido por meio da Portaria n°
518, de 25 de mar¢o de 2004, do Ministério
da Saude?, sendo considerada aceitavel a
concentragao de até 10 ug L' de microcistinas
em até trés amostras por ano. Nao ha limites
regulamentados para outras cianotoxinas,
porém o Ministério da Satde recomenda que
as andlises destas incluam a determinagdo de
cilindrospermopsina (valor limite de 15,0 ug
L") e saxitoxinas (valor limite de 3,0 ug L*).*

Existe, portanto, uma necessidade
urgente por parte dos dOrgdos responsaveis
pelo gerenciamento da qualidade da agua
destinada ao consumo humano de predizer
a formacgdo de floragdes de cianobactérias
toxicas e monitorar seu desenvolvimento.
Entretanto, atualmente, esse monitoramento
¢ complexo, pois, além da exigéncia de pessoal
especializado para identificar as cianobactérias
por meio da andlise morfoldgica usando
microscopia Otica, essa técnica ndo diferencia
floragdes toxicas de ndo toxicas, havendo
necessidade da andlise das toxinas.

Dentre os métodos para deteccio de
toxinas encontram-se os bioensaios (testes
com camundongos), imunoldgicos - ensaio
imunoenzimatico (ELISA), bioquimicos (ini-
bicao de atividades enzimaticas), analiticos
(cromatografia liquida de alta resolug¢ao -
CLAE) e a espectrometria de massas. Recen-
temente, métodos de deteccio baseados
em DNA tém sido usados em maior escala
pelo grande potencial de especificidade,
sensibilidade e rapidez que apresentam.

A utilizagao de técnicas moleculares, como
a PCR, tem propiciado o acesso a um maior
nimero de micro-organismos, inclusive
aqueles ndo cultivaveis. Essa técnica baseia-
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se na amplificacdo de uma sequéncia alvo no
DNA, que ¢ delimitada por oligonucleotideos
iniciadores (primers) na reagdo de PCR. Além
disso, o desenvolvimento de métodos rapidos
de diagnodstico, extremamente sensiveis e
especificos para a detec¢ao de cianobactérias
¢ possivel por meio da selecio de genes
especificos do genoma funcional.

A biossintese de microcistinas envolve
genes que codificam para enzimas multi-
funcionais, as peptideos sintetases néao
ribossomicas (NRPSs), as policetideos sintases
(PKSs) e os sistemas hibridos (NRPS-PKS e
PKS-NRPS), os quais catalisam a formagao
da estrutura quimica da toxina. A elucida¢ao
da via Dbiossintética de microcistinas
produzidas por cianobactérias dos géneros
Microcystis, Anabaena e Planktothrix>® tém
permitido a utilizacdo de sequéncias génicas
envolvidas em sua sintese para a confecc¢do
de oligonucleotideos iniciadores especificos,
que sdo capazes de detectar por PCR o seu
potencial de produgdo em linhagens isoladas
ou amostras ambientais.®

O agrupamento de genes que participam
da biossintese de microcistina em Microcystis
aeruginosa PCC7806, denominado mycy,
localiza-se no cromossomo e contém 55 kb
de DNA, que codificam dez ORFS (quadro
aberto de leitura), mcyA-].* A comparagio
entre os agrupamentos de genes mcy em
Microcystis, Planktothrix e Anabaena mos-
trou que a maioria desses genes estava em
ordem diferente, nem todos os genes estavam
presentes nesses organismos e a identidade
entre eles foi baixa.’

Inicialmente, as regides que codificam os
dominios de adenilagao do gene mcyB foram
consideradas as mais promissoras para serem
usadas como alvo na amplificagio de genes
da biossintese de microcistinas, uma vez que
sao uma das responsaveis pelas diferentes
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isoformas dessa toxina. Assim, os primeiros
conjuntos de oligonucleotideos iniciadores
tiveram como alvo parte das sequéncias de
nucleotideos do dominio de adenilacao do
gene mcyB e foram denominados FAA/RAA
e corel/core2R (degenerados).'®"" Embora
esses dois conjuntos de iniciadores tenham
mostrado boa correlagio com a produgio da
toxina, foram observados varios problemas
de especificidade.® Esses mesmos autores
sugeriram que a falta de especificidade poderia
ser devido a alta identidade da sequéncia
da regido de adenilagdo do gene mcyB com
outros dominios de adenilacio de NRPSs e a
ocorrénciade multiplos dominios de adenilagao
em Microcystis sp. toxica e ndo toxica.

Na tentativa de amplificar um dominio
de NRPS incomum, Tillett e colaboradores®
confeccionaram um conjunto de iniciadores
(designados MSE/MSR) que tinha como alvo
o dominio da N-metiltransferase (NMT),
presente somente numa regiao do gene mcyA.
Baker e equipe' empregaram esse conjunto
de iniciadores para avaliar a ocorréncia de
cianobactérias potencialmente tdxicas na
represa de Malpas, Australia. Os resultados
obtidos por esses autores mostraram que 0s
individuos presentes em uma floracao podem
ser monitorados por PCR para sua toxicidade
de forma mais efetiva em relacdo aos outros
métodos de analise.

Sequéncias dos genes mcyD'" e mcyE"
também estdo sendo usadas para detectar
a presenca de cianobactérias todxicas,
inclusive em ambientes naturais. Ouahid
e colaboradores’? desenvolveram uma
PCR multilplex, capaz de distinguir
Microcystis produtoras das ndo produtoras
de microcistinas, usando seis sequéncias
génicas do agrupamento mcy que codificam
para microcistinas sintetases: trés que
correspondem aos genes mcyA, mcyB e

mcyC, e codificam para NRPSs, e trés
que correspondem aos genes mcyD, mcyE
e mcyG, e codificam para PKSs. Nesse
estudo, foram desenvolvidos cinco novos
conjuntos de oligonucleotideos iniciadores,
e produtos de PCR foram obtidos para todas
as Microcystis produtoras de microcistinas,
nao ocorrendo amplificagdo para as nao
produtoras. De acordo com os autores,
a ocorréncia de varios genes mcy em
Microcystis pode ser usada como critério
para acessar o potencial de toxicidade em
espécies ambientais, contribuindo signifi-
cativamente para simplificar os testes de
toxicidade.

Novos conjuntos de iniciadores estdo
sendo descritos na literatura com frequéncia,
principalmente diante do crescente aumento
no conhecimento de genes envolvidos na
biossintese de cianotoxinas. A técnica de
PCR ja foi aplicada com sucesso em amostras
ambientais de agua, as quais foram coletadas na
represa Billings (Sao Paulo, SP) e no reservatdrio
Salto Grande (Americana, SP), usando alguns
desses iniciadores para a detecgdo de floragoes
de Microcystis toxicas. Entretanto, a técnica
de PCR, apesar de detectar cianobactérias
potencialmente tdxicas, ndo é quantitativa.

Para suprir essa limitacdo decorrente da
PCR, uma técnica molecular denominada
Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo
Real (qPCR), que fornece dados quantitativos
do produto amplificado, foi usada com
sucesso para quantificar populagoes de
Microcystis e subpopulagdoes com genotipos
mcyB num lago na Alemanha.” Na reagao
de PCR em tempo real, os produtos de
PCR produzidos sdao marcados com sondas
fluorescentes ou corantes que se ligam
ao DNA e sao quantificados a cada ciclo.
Estudos recentes utilizando a qPCR em
cianobactérias contemplam sua aplicagao em
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amostras naturais, apresentando resultados
bastante promissores.'

A reacdo de PCR também tem sido usada
com sucesso para avaliar a distribuicao de
genes de PKS e NRPS em cianobactérias. Para
amplificacio de sequéncias conservadas de
PKSs e NRPSs podem ser utilizados conjuntos
de iniciadores como KSF/KSR" ou DKEF/
DKR' para PKSs e MTF/MTR" para NRPSs
em reagdes de PCR, com a finalidade de avaliar
a presenca ou auséncia desses fragmentos
nos organismos analisados. Em estudo
conduzido por nossa equipe, a produgio da
toxina microcistina foi detectada em 34%
das linhagens analisadas por meio do ensaio
imunolégico ELISA. Em todas essas linhagens,
os genes de NRPS e PKS estavam presentes.

Alternativas para a remoc¢ao
de microcistinas

Diversos estudos tém sido realizados
na tentativa de remover microcistinas das
aguas de abastecimento, cujos métodos
geralmente usados empregam coagulagio,
floculagao, sedimentacdo, filtracao, ozoni-
zagdo, dentre outros.

Alguns autores reportam que tratamentos
convencionais de 4gua para remogao das células
intactas de cianobactérias, como coagulagdo,
floculacdo, sedimenta¢do e filtracio tém se
mostrado eficientes, pois as células dos micro-
organismos nao sio rompidas e, dessa forma,
ndo ha liberagdo das microcistinas. Estudos
realizados por Jurckzak e colaboradores'®
mostraram que as etapas de coagulagdo,
filtracao, ozonizagao e cloragao foram eficientes
na eliminacdo das microcistinas disponiveis
em aguas coletadas de reservatdrios.

De acordo com Hoeger et al.’?, em estudos
realizados com amostras coletadas de estacao
de tratamento de agua, a eficiéncia observada
para a remogdo de células de M. aeruginasa
usando filtros de areia foi de 84,8%. O uso
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combinado de filtros de areia e do método
de floculagao apresentou eficicia de 99,0%
na elimina¢ao de suas células. Nesse mesmo
estudo, o método de coagulagio mostrou
uma redugdo de 37,9% de células na agua,
mas nao se mostrou eficiente na remocgéo
de cianotoxinas. A ozoniza¢ao, porém, foi o
método que se apresentou eficaz na eliminag¢éo
completa das microcistinas.

Alguns autores relatam que tratamentos
como a cloragdo e ozonizagdo sdo efetivos para
a eliminagdo de microcistinas dissolvidas,
mas, de acordo com Lawton e Robertson,”
como a contaminagdo da agua com essa
toxina é sazonal e imprevisivel, o custo pode
ser inviavel. Métodos como microfiltracido
e ultrafiltracdo sdo adequados para remover
células, mas ndo cianotoxinas.

O carvao ativado tem se mostrado um
dos mais eficientes métodos para remocdo
das microcistinas da agua. De acordo com
experimentos realizados por Pyo e Moon,* ele
reduziu a concentragdo de microcistinas em
até 99,5% de amostras de agua.

Devido a sua estrutura peptidica ciclica, as
microcistinas sio muito estaveis e resistentes a
hidrolise quimica e oxidagao em pH proximo
da neutralidade. Em condigdes naturais, no
escuro, elas podem persistir por meses ou
anos. Além disso, as microcistinas mantém sua
toxicidade mesmo apos a fervura. No entanto,
sob temperatura elevada (40 °C) e condigoes
de pH basico ou acido, hidrdlises lentas foram
observadas, necessitando de aproximadamente
10 semanas a pH 1 e mais de 12 semanas a
pH 9 para a degradagdo de cerca de 90% da
concentragao total das microcistinas presente
na amostra.”> Degradagdo fotoquimica lenta,
porém, ja foi observada a partir da exposi¢ao
das microcistinas a luz solar. A velocidade dessa
reagdo é elevada pela presenca de pigmentos
fotossintéticos hidrossolaveis, provavelmente
ficobiliproteinas.®> Na  presenca  desses
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pigmentos, a degradacdo fotoquimica de
90% da concentrac¢ao total de microcistinas
pode variar de duas a seis semanas,
dependendo da concentragiao de pigmentos
e toxinas. A presenca de substincias humicas
também parece acelerar a degradagdo das
microcistinas sob a luz solar.

De acordo com Feitz et al.*!, sistemas
fotocataliticos como UV/TiO, e UV/
H,0,/TiO, sdo efetivos na remogdo de
microcistinas em 4aguas para consumo
humano. Qiao et al* investigaram a
degradagdo de microcistina-RR usando
sistema de oxidagdo UV/H,O,, e relataram
ser esta uma alternativa eficiente para a
degradagdo dessa cianotoxina.

Embora as microcistinas  sejam
resistentes a muitas peptidases de
eucariontes e bactérias, elas sdo

susceptiveis a degradagdo por algumas
bactérias encontradas naturalmente em
rios e reservatorios. Bactérias capazes de
degradar microcistinas ja foram isoladas
de varios ecossistemas aquaticos e também
efluentes de esgotos.”*”” Esse processo
pode levar a degradagdo de 90% do total
de microcistinas no periodo de dois a
dez dias, dependendo principalmente
da concentragdo inicial dessas toxinas
e da temperatura da agua. Tsuji et al.®®
estabeleceram um método biologico
de remo¢ao de cianobactérias e toxinas
usando micro-organismos imobilizados.
Bactérias foram isoladas de lagos do Japao
e trés linhagens apresentaram atividade
degradativa. Nesse estudo, as microcistinas
-RR e -LR foram completamente
degradadas por Sphingomonas sp. B-9

imobilizadas em resina poliéster. A
degradacdo da microcistina -RR em
biorreator utilizando a bactéria imobilizada
ocorreu quase completamente (90%) em
24 horas e a eficiéncia dessa bactéria (80%)
permaneceu durante dois meses.

CONCLUSOES

As cianobactérias representam um
perigo em potencial para a satide de animais
e humanos, uma vez que podem produzir e
liberar toxinas em aguas utilizadas para o
abastecimento publico. Métodos rapidos
e sensiveis para a detec¢do de genotipos
potencialmente toéxicos sido de grande
importancia para auxiliar a tomada de
decisdes pelos drgios responsaveis pela
qualidade da agua. A descoberta de genes
envolvidos na biossintese de cianotoxinas
tem favorecido o desenho de iniciadores
de PCR ou qPCR, representando uma
ferramenta importante para identificar a
presenca das cianobactérias tdéxicas em
diversos ambientes.

Dentre os métodos disponiveis até
0o momento que visam a remog¢ao de
microcistinas das dguas de abastecimento, a
ozonizag¢ao tem se mostrado o mais efetivo,
no entanto implica em custos mais elevados.
O uso de carvao ativado, porém, também
tem apresentado resultados bastante
eficientes nesse sentido. Outros métodos
alternativos se encontram disponiveis,
contudo destaca-se a necessidade de
avaliacdo prévia das particularidades de
cada situacdo, visando sempre a maxima
eficacia em sua remogao.
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