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Hepatotoxicidade associada a microcistina

Hepatotoxicity associated with microcystin

Ana Paula Millet Evangelista dos Santos';
Ana Paula Frederico Rodrigues Loureiro Bracarense®

Resumo

Efluentes industriais e urbanos e a intensa exploragao agricola e de pescado tém levado a eutrofizagao de
muitos mananciais de agua, destinados ao consumo e as atividades recreacionais. A eutrofizacao das
aguas, freqlientemente, tem como conseqiiéncia o desenvolvimento expressivo de cianobactérias. Estas
floragdes induzem a sérios problemas, visto que a ocorréncia de Microcystis aeruginosa, uma das
cianobactérias mais difundidas, pode produzir microcistinas (MCs). O efeito citotoxico da MC tem sido
descrito no figado, pulmdes, estomago e intestino. Mortes de seres humanos, de animais silvestres e
domésticos tém sido associadas a exposi¢do a MC. Esta pode ocorrer diretamente por ingestdo, inalacao,
contato, inoculacdo intravenosa (hemodialise) ou indiretamente, pelo consumo de animais, dentre os
quais os peixes e moluscos, que podem ingerir as cianobactérias e suas toxinas. A mais toxica ¢ também
mais comum das MCs ¢é a microcistina-LR (MC-LR), cujo 6rgao alvo ¢é o figado. A MC chega ao figado
especificamente por transporte dos acidos biliares e, uma vez no citoplasma, inibe as proteinas fosfatases
1 e 2A, induzindo ao aumento da fosforilagdo protéica. Esta reagdo tem duas conseqiiéncias: destruigdo
do citoesqueleto, causando efeitos citotoxicos e descontrole da divisdo celular, levando a promogao
tumoral. A exposi¢ao aguda a MC induz severa hemorragia intra-hepatica, necrose e apoptose, enquanto
a exposi¢do cronica pode causar neoplasia hepatica ou intestinal. Também tem sido relatado que a
hepatotoxicidade da MC esta intimamente associada a formagdo intracelular de espécies reativas de
oxigénio. A MC pode ser naturalmente degradada por bactérias ou pela radiagdo solar. Contudo, se ndo
houver eficiente degradacdo, a MC podera persistir na cadeia alimentar aquatica. A contaminagdo de
aguas pela MC representa, portanto, perigo a saide humana e de animais. Assim, esforgos para evitar a
eutrofizagdo de fontes de aguas sdo essenciais para minimizar riscos a saude publica.
Palavras-chave: Microcystis aeruginosa, microcistina, cianotoxinas, hepatotoxina

Abstract

Urban and industrial discharges, intense agricultural exploitation and fisheries have been causing the
eutrophication in both drinking and recreational waters. A frequent consequence of eutrophication in waters
is the massive development of cyanobacteria. The occurrence of these blooms induces a severe problem, as
Microcystis aeruginosa, the most widespread distributed cyanobacteria, can produce microcystins (MC).
Toxic effects of MC have been described in liver, lungs, stomach, and intestine. Deaths in wildlife, livestock
and human beings were also associated with MC exposition. MC exposition can occurs directly by ingestion,
inhalation, contact, intravenous inoculation of contaminated water (hemodialysis) or indirectly, by the
consumption of animals, as fish and mollusks, the majors ingestors of cyanobacteria and its toxins. The most
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toxic MC, an also the most common is microcystin-LR (MC-LR), that has the liver as the main target organ.
Microcystin is taken up specifically into the liver by bile acid transporters and, after entering the cytoplasm,
inhibit protein phosphatases 1 and 2A, which leads to the increase in protein phosphorylation. This effect has
two main consequences: the destruction of cytoskeleton directly causing cytotoxic effects, and deregulation
of cell division, leading to tumor-promoting activity. Acute exposition to MC induces severe intrahepatic
hemorrhage, necrosis and apoptosis, while chronic exposure can cause hepatic or intestinal neoplasia. It has
been documented that MC hepatotoxicity is closely associated with intracellular reactive oxygen species
formation. Natural degradation of microcystins depends on the solar radiation and bacteria. If degradation is
insufficient, MC will persist in the freshwater food chain. Microcystin contamination of waters is therefore a
hazard to human and animal health, so efforts to avoid eutrophication of waters sources are essential, in order

to minimize the risks to public health.

Key words: Microcystis aeruginosa, microcystin, cyanobacterial toxins, hepatotoxin

Introducao

Prosseguir com o desenvolvimento industrial e
tecnoldgico e ainda, preservar os diversos
ecossistemas e recuperar o equilibrio ecologico €
talvez um dos maiores desafios do homem neste
século XXI. A contaminagdo ambiental tem ocorrido
de forma intencional ou acidental, principalmente em
fontes naturais e tem aumentando vertiginosamente,
devido a crescente carga de efluentes langados no
ar, na agua, nos solos e em toda a biosfera. O
aprimoramento e a intensificagao dos sistemas de
cultivo animal tém contribuido para melhorar a qualidade
e a quantidade de proteina animal, produzida para a
alimenta¢do humana. Contudo, o desenvolvimento
agricola ou zootécnico associado a manejos incorretos,
tem modificado diversos ecossistemas e impactado,
negativamente, diferentes colegdes de agua como
lagos, rios, mares, acudes e até mesmo reservatorios
urbanos (FIGUEIREDO et al., 2004).

Cianobactérias e Cianotoxinas

A deterioragdo ou a alteragao dos parametros
fisico-quimicos da agua predispde o crescimento
acelerado de plantas superiores e de microalgas,
também conhecidas como cianoficeas, algas azuis
ou cianobactérias (GOWEN, 1994), muitas das quais
sao utilizadas como fonte de alimento por varias
espécies de peixes (MOHAMED; HUSSEIN, 2006).

As organismos
fotoautotroficos e procariontes, estruturalmente
semelhantes as bactérias. Esses organismos

cianobactérias sdo

fitoplanctonicos dependem basicamente de agua,
dioxido de carbono, substincias inorganicas e luz,
obtendo energia, principalmente, por meio da
fotossintese (BEASLEY et al., 1989).

A floragdo algal, também conhecida como
florescimento algal ou “bloom algal” ocorre
preferencialmente em agua doce, com pH entre 6 e
9, contendo elevada concentragdo de nutrientes
(principalmente, nitrogénio e fosforo) e com temperatura
entre 15° e 30°C. Além de alterar a biodiversidade
aquatica e as qualidades cénicas locais, a floragdo de
cianobactérias predispde a morte de organismos
aquaticos devido ao decréscimo nos niveis de oxigénio
dissolvido ¢ a liberacdo de substancias téxicas
denominadas cianotoxinas (BEASLEY et al., 1989;
MOHAMED; HUSSEIN, 2006).

A floragdo das cianobactérias ¢ influenciada por
fatores quimicos, fisicos e bioldgicos. Em condigdes
ambientais desfavoraveis, como alteragdes bruscas
na temperatura, pode haver a morte de cianobactérias
e a liberagdo das cianotoxinas. Os fatores que levam
a formacao da toxina ndo sdo conhecidos. Contudo,
ha fortes indicios de correlacdo entre a formacao
desta e a sazonalidade, radiagdo solar, temperatura
da superficie da agua, pH e porcentagem de
saturacdo de oxigénio (BEASLEY et al., 1989;
CARMICHAEL, 1992; HAIDER et al., 2003).
Acredita-se ainda que, a produgao ¢ a liberagdo das
cianotoxinas estejam relacionadas com a competicao
entre os organismos fitoplanctonicos e que possam
também atuar inibindo a predagao por consumidores
primarios (larvas de peixes, moluscos,
microcrustaceos, dentre outros) (BRASIL, 2003).
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Considerando-se as propriedades toxicologicas,
as cianotoxinas podem ser classificadas em
neurotoxicas (anatoxina-a, saxitoxina), hepatotoxicas
(microcistina, nodularina, cilindrospermopsina) ou
irritantes ao contato, devido a presenc¢a de
lipopolissacarideos, menos patogénicos que 0s
lipopolissacarideos de bactérias Gram negativas
(MSAGATI; SIAME; SHUSHU, 2006). As
cianotoxinas sdo também consideradas citotoxicas,
imunotdéxicas, embriotéxicas e genotoxicas
(VAJCOVA; NAVRATIL; PALIKOVA, 1998). Em
relagdo a estrutura quimica as cianotoxinas podem ser
incluidas no grupo dos peptideos ciclicos (microcistina,
nodularina), no grupo dos alcaldides (neurotoxinas,
cilindrospermopsina) € no grupo dos lipopolissacarideos
(MSAGATT; SIAME; SHUSHU, 2006).

Varias espécies de cianobactérias podem produzir
toxinas potentes em ambientes aquaticos. Dentro de
uma mesma espécie podem existir cepas produtoras
de toxinas ou nd@o. As toxinas sdo metabolitos
secundarios a formagao dos fotopigmentos € podem
permanecer acumuladas no citoplasma das
cianobactérias (CARMICHAEL, 1992; PAER;
MILLIE, 1996). No Brasil 82% das cepas de
cianobactérias isoladas sdo toxigénicas (SOARES;
MAGALHAES; AZEVEDO, 2004). J4 foram
registradas em diferentes ambientes aquaticos
brasileiros pelo menos 20 espécies de cianobactérias
potencialmente toxicas, incluidas em 14 géneros
(SANT’ANNA; AZEVEDO, 2000).

Segundo Vieira et al. (2005) pesquisas tém
demonstrado a ocorréncia de flora¢des algais,
potencialmente tdxicas, em diferentes regides do pais
como Rio Grande do Sul, Distrito Federal, Pernambuco,
Alagoas, Para e no Rio de Janeiro. Concentragdes de
microcistinas entre 0,5 e 100 pg/L foram detectadas
em reservatorios de agua destinados ao consumo publico
no Estado de Sao Paulo e entre 0,5 ¢ 1,11 pg/L, no
Estado de Minas Gerais.

No Estado do Paranad pesquisas também
demonstraram a ocorréncia natural das cianotoxinas
em mananciais e na piscicultura regional, atividade
que esta em ampla expansao (HIROOKA et al.,

1999; KAMOGAE et al, 2006). Neste Estado,
Hirooka et al. (1999) detectaram a Microcystis
aeruginosa em amostras de agua destinadas ao
consumo publico, a recreacdo, a aqiiicultura e ao
consumo de animais. No monitoramento realizado
por estes autores, entre 1995 e 1996, foram
observadas concentra¢des de microcistinas entre 0,2
e 6,6 ng/L em aguas na regido do lago Itaipu,
destinadas ao consumo publico e entre 6,38 e 10 pg/
L em aguas destinadas a recreagdo. Ainda, entre 1999
e 2001, Kamogae et al. (2006) relataram
concentracdes de microcistinas variando entre 0,134
e 240 pg/L e também de floragdes toxicas, em rios
desse mesmo Estado.

Microcistina

Existem 150 géneros com aproximadamente 2000
espécies de cianobactérias, das quais 40 sio
conhecidamente toxigénicas (HAIDER et al., 2003).
As espécies identificadas como produtoras de
hepatotoxinas estdo incluidas nos géneros
Microcystis, Anabaena, Nodularia, Oscillatoria,
Nostoc e Cylindrospermopsis, dos quais se destaca
a Microcystis aeruginosa (CARMICHAEL, 1992).

A estrutura quimica das microcistinas,
heptapeptideos ciclicos, é constituida por trés D-
aminoacidos: [3-eritro-B-netil acidoaspartico,alanina
e Y- acido glutdmico (D-fMeAsp, D- Al a e D-Glu)
na por¢ao invariavel da molécula, dois L-aminoacidos
variaveis e dois aminoacidos raros (Mdha e Adda).
O Mdha é o N-metildehidroalanina e o Adda, ao qual
se atribui a hepatotoxicidade da microcistina
(CHORUS; BARTRAM, 1999) ¢ o 3-amino-9-
metoxi-10-fenil-2,6,8, trimetildeca-4,6-acido dienoico.
Existem mais de 80 analogos de microcistinas
diferenciadas pela constituicdo dos L-aminoacidos,
nas posi¢des “2” (ou “X”) e “4” (ou “Z”). Dentre os
analogos mais freqiientes e mais toxicos, destaca-se
a microcistina-LR (Figura 1), constituida dos
aminoacidos leucina (L) e arginina (R), seguida da
microcistina-RR (arginina; arginina) e microcistina-
YR (tirosina; arginina) (FIGUEIREDO et al., 2004;
FALCONER; HUMPAGE, 2005).
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Figura 1. Estrutura quimica da microcistina-LR. Fonte: CHEN et al., 2006.

Fisiopatologia da intoxica¢do por microcistina

O figado € o 6rgdo alvo da microcistina, visto que
a citotoxicidade é mais acentuada nos hepatocitos
do que em outros tipos celulares (McDERMOTT et
al., 1998; ZHAN et al., 2004). Contudo, necrose e/
ou apoptose podem ocorrer ndo somente nestas
células. Estudos in vitro demonstraram os efeitos
citotdxicos da microcistina-LR em células humanas
como eritrocitos, linfécitos, células endoteliais,
epiteliais e fibroblastos (McDERMOTT et al., 1998;
LANKOFF et al., 2004; SICINSKA et al., 2006),
bem como em promielédcitos de ratos (McDERMOTT
et al., 1998) e em linfocitos de galinha e de carpas
(LANKOFF etal., 2004; ZHANG; ZHANG; CHEN,
2006). Estudos in vivo relataram também efeitos
nefrotoxicos em ratos (MILUTINOVIC et al., 2003),
em carpas (RABERGH; BYLUND; ERIKSSON,
1991; FISCHER; DIETRICH, 2000) ¢ em trutas
(KOTAK et al.,
gastrintestinais em camundongos (BOTHA et al.,
2004) e em ratos (NOBRE et al., 2004).

1996) e ainda, efeitos citotoxicos

Quando ha ingestdo de cianobactérias, a
microcistina ¢ liberada no estdomago ou,
preferencialmente, no ileo. Uma vez absorvida, a
microcistina rapidamente chega ao figado pela
circulagdo sangiiinea (portal) e por meio de receptores
dos 4cidos biliares, interage com os hepatocitos,

provocando alteragdes no citoesqueleto celular
(microfilamentos de actina e filamentos
intermediarios) (BEASLEY etal., 1989). A perda da
adesdo intercelular e a retracdo dos hepatocitos sdo
responsaveis também pela perda de contato destes
com os capilares sinuséides. A destrui¢do da
arquitetura hepatica ocasiona, em minutos ou horas,
choque hipovolé€mico devido ao seqiiestro de sangue
pelo figado (hemorragia intra-hepatica) (LeCLAIRE;
PARKER; FRANZ, 1995) ou insuficiéncia hepatica,
em algumas horas ou dias (BEASLEY et al., 1989).
Devido a perda de ades@o intercelular, hepatdcitos
de animais de laboratorio inoculados com
microcistina-LR ja foram observados, eventualmente,
no lumen de vasos sangiiineos pulmonares e renais
(BEASLEY et al., 1989; HOOSER et al., 1990).

Weng et al. (2007) salientaram que a microcistina
(MC-LR) ¢ responsavel pela indu¢do de apoptose
de hepatocitos e pela destruicdo da arquitetura
hepatica, embora os mecanismos envolvidos ndo
estejam completamente esclarecidos. Segundo estes
autores, em camundongos inoculados
intraperitonealmente com MC-LR, em dose tinica (60
ng/Kg de peso corporal, por 12 horas), a microcistina
induziu estresse oxidativo, diminui¢@o do potencial
da membrana mitocondrial e expressao das proteinas
Bax e Bid, ativando assim os sinais desencadeadores

da apoptose, como a ativacao das caspases.
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McDermott et al. (1998) relataram que a apoptose
pode estar relacionada a hiperfosforilacdo de
proteinas do citoesqueleto (citoqueratina 8 e 18), bem
como com a hiperfosforilagdo de proteinas mais
diretamente envolvidas com este tipo de morte celular
(p53, Bcl-2). Segundo estes autores, no estudo in
vitro, baixas doses de microcistina (0,8 uM) induziram
a apoptose em hepatocitos de ratos, 30 minutos apos a
exposi¢ao, enquanto que em outros cultivos celulares
(fibroblasto humano, células endoteliais humanas,
promielocitos de ratos) a apoptose foi observada na
exposicdo a dose de 100 uM. Fu et al. (2005) relataram
que a apoptose induzida pela microcistina-LR esta
associada a alteragdo na expressdo das proteinas p53,
Bcl-2 e Bax, tanto in vivo quanto in vitro.

Fischer et al. (2000) realizaram ensaio
experimental com trutas (Oncorhynchus mykiss) e
observaram que a necrose pode estar associada a
inibigdo reversivel ou irreversivel das proteinas
fosfatases-1 (PP-1) pela microcistina, enquanto que
a apoptose, pode estar associada a inibicdo
irreversivel das proteinas fosfatases-2 (PP-2). Esta
hipotese justificaria porque, em exposigodes
subcronicas, ocorrem areas de necrose de
hepatocitos, proximas a areas com hepatocitos
normais ou em apoptose. Zhang, Zhang e Chen (2006)
demonstraram in vitro que em linfocitos de carpas a
microcistina-LR (MC-LR) e a microcistina-RR (MC-
RR) induzem a apoptose. Os autores sugerem que
ensaios que detectem a ocorréncia de apoptose
poderiam ser utilizados como biomarcadores da
floragdo de cianobactérias toxigénicas.

A PP-1 desempenha importante papel em varios
processos celulares (genéticos, bioquimicos).
Mutagdes nesta proteina seriam responsaveis por
defeitos na mitose, meiose, na integridade celular e
no metabolismo do glicogénio. A PP-2 também esta
associada com a integridade do citoesqueleto e assim
como a PP-1, participa na modula¢do da motilidade
celular, diferenciagdo e citocinese. Ambas as
proteinas regulam a proteina quinase dependente de
calcio/calmodulina (LIN etal., 1999 e SONTAG, 2001
apud AOYAMA et al., 2003; XING et al., 2006).

Além de alterar o citoesqueleto celular, em doses
subletais cronicas, a microcistina inibe as proteinas
fosfatases (PP-1 e PP-2A), que em conjunto com
as quinases protéicas regulam o mecanismo de
fosforilagdo e desfosforilagdo das proteinas,
desempenhando um importante papel no processo
de divisao celular. Deste modo, a exposi¢ao continua
a doses nao letais estimulam a proliferagao celular,
sendo por isso, consideradas promotoras de
carcinogénese (NISHIWAKI-MATSUSHIMA et al.,
1992). Vale ressaltar que diversos carcindgenos
genotoéxicos ou nao genotodxicos, direta ou
indiretamente, podem iniciar células neoplésicas ou
gerar células pré-iniciadas, suscetiveis a ag¢do dos
diversos agentes promotores, conhecidos ou ndo
(ELLINGER-ZIEGELBAUER et al., 2005).

Em ensaio experimental agudo (72 horas) com
tilapias (O. niloticus), Santos et al. (2007) relataram
a marcag@o imunoistoquimica positiva ao antigeno
nuclear de proliferagdo celular (PCNA) nos
hepatocitos dos peixes expostos a microcistina, por
imersdo e por inoculagdo intraperitoneal. Segundo
os autores, os resultados indicam ter havido estimulo
a proliferagdo de hepatdcitos nos animais expostos a
microcistina, que ¢ considerada promotora tumoral.

Recentemente, foi também atribuido as
microcistinas, agao no estresse oxidativo e na geragao
de espécies reativas de oxigénio (EROs), bem como
nas respostas antioxidantes, mecanismos estes
considerados compensadores e/ou protetores (JOS
et al., 2005; PRIETO et al., 2006). Estes autores
observaram que o estresse oxidativo provocado pelas
microcistinas (LR e RR) leva a intensa peroxidagao
lipidica do figado, rim e branquias de tilapias
(Oreochromis sp.), sendo também responsavel pelo
aumento da atividade das enzimas superoxido
dismutase ¢ da catalase. Sicinska et al. (2006)
também observaram danos na membrana celular de
eritrocitos humanos, quando da exposi¢ao in vitro,
principalmente na dose de 100 nM de microcistina-
LR. As alteragdes celulares observadas por estes
autores poderiam decorrer da ligagdo covalente da
microcistina-LR com residuos (-SH) de proteinas ou
estar associadas ao estresse oxidativo.
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Danos teciduais também associados ao estresse
oxidativo induzido pela microcistina foram descritos
por Pinho et al. (2005) em caranguejos
(Chasmagnathus granulatus), uma vez que as
cianobactérias fazem parte da dieta destes animais.
Estes autores também atribuiram a microcistina a
intensa peroxidagao lipidica observada na regido do
hepatopancreas desta espécie, sugerindo que o
aumento na geragdo de EROs induz também ao
aumento do metabolismo aerdbico celular,
favorecendo assim, a intensa degradagdo do
glicogénio hepatico e o aumento da sintese ¢ da
liberacdo de glicose. Esta hipotese pode estar
relacionada a inibic¢ao principalmente das proteinas
(AOYAMA et al.,, 2003) e
provavelmente, associada também a alteragdo do
metabolismo do glicogénio, relatada em tilapias (JOS
et al., 2005; PRIETO et al., 2006), em carpas
(RABERGH; BYLUND; ERIKSSON, 1991) ¢ em
camundongos (GEHRINGER et al., 2003).

fosfatases-1

Milutinovic et al. (2003) relataram que os
mecanismos responsaveis pela hepatotoxicidade
aguda causada pela microcistina em ratos (Rattus
norvegicus), foram também responsaveis pela
nefrotoxicidade cronica observada nestes animais.
Para estes autores, exposi¢des crOnicas a
microcistina em baixas doses sdo também,
potencialmente nefrotdxicas, sendo observado
colapso dos capilares glomerulares, corptsculos
renais hipertrofiados com capsula de Bowman mais
delgada e dilatag¢do do espago de Bowman, além de
dilatagdo de tibulos contorcidos proximais e distais
com material eosinofilico no lumen. C¢lulas tubulares
com vacuolizagdo citoplasmatica, infiltrado
inflamatoério linfocitario e edema intersticial foram
também relatados. A apoptose observada nas células
tubulares, segundo os autores, seria decorrente de
alteragdes no citoesqueleto (filamentos de actina).

Exposi¢do as cianotoxinas e sinais clinicos

As primeiras intoxicagdes de popula¢des humanas
decorrentes do consumo de agua contaminada por

cepas toxicas de cianobactérias, foram descritas na
Australia, Inglaterra, China e Africa do Sul
(FALCONER, 1994).

Algumas algas ou os subprodutos destas podem
produzir odores e sabores indesejaveis na agua.
Contudo, a auséncia destes sinais ndo implica na
auséncia de cianobactérias e de cianotoxinas
(CHORUS; BARTRAM, 1999). isso,
intoxicagdes agudas envolvendo a ingestdo acidental

Por

de agua contendo metabdlitos secundarios de
cianobactérias sdo mais freqiientes nos animais do
que no homem (BEASLEY et al., 1989). No entanto,
a ingestdo de microcistina, em baixas concentragdes
e por longo periodo, pode predispor ao
desenvolvimento de carcinoma hepatico, como
observado na China, onde a ingestdo de agua
contaminada pela microcistina foi relacionada a uma
incidéncia oito vezes maior de cancer hepatico
primario (YU, 1989; YU, 1995).

Codd, Metcalf e Beattie (1999) relataram que
lavagens caseiras podem nao remover eficientemente
células de Microcystis aeruginosa das folhas de
alface cultivada e irrigada com aguas contaminadas,
demonstrando outra importante forma de exposi¢ao
as cianotoxinas.

Em organismos aquaticos a exposi¢cdo pode
ocorrer por via oral pela ingestdo de cianobactérias
ou pela absorcao de toxinas extracelulares, presentes
na agua (CARBIS etal., 1997; PINHO et al., 2005).

No Brasil acredita-se que a morte de 88 pessoas
na Bahia possa estar relacionada com a ingestdo de
agua contaminada por cianotoxinas (TEIXEIRA et
al., 1993). Outro grave incidente ocorreu em
Pernambuco, em 1996, no qual morreram mais de
50 pessoas ap6s uma sessdo de hemodidlise. Analises
confirmaram a presenc¢a de microcistinas no carvao
ativado utilizado no sistema de filtragdo de 4gua na
clinica e também em amostras de sangue e de figado
dos pacientes que foram a 6bito (JOCHIMSEN et
al., 1998; CARMICHAEL et al., 2001; YUAN;
CARMICHEL; HILBRON, 2006).

Sinais clinicos de hepatotoxicose envolvendo
cianotoxinas foram descritos em bovinos, ovinos,
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eqiiinos, suinos, patos, cdes € em outros animais
domésticos e silvestres (CARMICHAEL, 1992;
MSAGATI; SIAME; SHUSHU, 2006). Estudos
experimentais descreveram a intoxicagdo por
microcistinas em camundongos, ratos, coelhos, porcos
(CARMICHAEL, 1992) e em peixes (RABERGH;
BYLUND; ERIKSSON, 1991; KOTAK et al., 1996;
FISCHER et al., 2000; FISCHER; DIETRICH, 2000).

Nas intoxicac¢des por microcistina ha relatos da
ocorréncia de gastroenterites com diarréia, nduseas,
vOmitos, colicas abdominais e epigastricas; febre;
hepatite com anorexia, astenia e hepatomegalia;
distarbios respiratorios; distirbios alérgicos e morte,
devido a hemorragia hepética e choque hipovolémico
(BEASLEY et al., 1989; NISHIWAKI-
MATSUSHIMA et al., 1992; FIGUEIREDO et al.,
2004). Parte dos sinais gastrintestinais deve-se a
ativacdo dos macrofagos pela microcistina na mucosa
intestinal, a libera¢ao de mediadores inflamatorios e,
conseqiientemente, a secrecao de agua e eletrolitos.
A inibi¢do das fosfatases também parece ser fator
determinante para a manifestacdo dos sintomas
(NOBRE et al., 2004).

Em bovinos as intoxicagdes por hepatotoxinas
resultam em apatia e fraqueza, anorexia, palidez de
mucosas ¢ diminuicdo no refluxo capilar. Alguns
animais podem apresentar atonia ruminal,
desidratagdo, diarréia, além de sinais como rinite,
conjuntivite, dispnéia ou bronquite aguda, pleurite e
edema pulmonar agudo (BEASLEY et al., 1989).

Os efeitos imunossupressores das cianotoxinas
tém sido estudados em ratos e em seres humanos
(PALiKOVA et al., 1998). Estudos in vitro, em
cultura de linfécitos T e B, demonstraram que a
microcistina-LR estimula o aumento da produgao de
interleucina 6 (IL6) ¢ a diminuigao de IL2, diminuindo
assim a atividade funcional linfocitaria, devido a
indugdo de apoptose ¢ de necrose (LANKOFF et
al., 2004).

Ensaios experimentais demonstraram que a dose
letal da microcistina intraperitoneal (DL50 i p) par a
rat os pode vari ar de 100- 120 pg/ Kg (HICBER et

a ., 1990), enquant o que para al gunas espéciesde
peixes a DL50 ip pode atingir 550 pg/ Kg
(RABERGH;, BYLUND; ERI KSSON, 1991).
Raber gh, Byl und e Bri ksson (1991), Kotak et al .
(199%6) eBryet a. (1997) rd @aaranque anarte de
pei xes rel aci onada amicrocistina é decorrente de
insuficiéncia hepatica e renal, causada pela intensa
necrose nestes Orgaos.

Bioacumulacdo de microcistina

A microcistina tem sido detectada em alimentos
(SOARES; MAGALHAES; AZEVEDO, 2004), em
horticulturas (CODD; METCALF; BEATTIE, 1999)
e em fontes de dgua destinadas a recreagdo ou ao
consumo humano (BRASIL, 2004) em quantidades
muito além do limite maximo aceitavel pela
Organizagdo Mundial de Saude (0,04p9/ Kg/ di a ou
lug/L) (AGHRDOet a ., 2004). o Rasil, o
limte miximo aceitavel esta estabelecido pela
Portaria do Ministério da Saude n. 1469, de 29 de
dezembro de 2000, que estipula o padriao de
potabilidade e os procedimentos e responsabilidades
relativos ao controle e vigilancia da qualidade da agua
para consumo humano (BRASIL, 2003).

Pesquisas tém demonstrado o perigo da
bioacumulagido de microcistina em invertebrados e
vertebrados aquaticos, incluindo os peixes, que
participam da cadeia alimentar humana
(MAGALHAES; SOARES; AZEVEDO, 2001;
MAGALHAES et al., 2003; FIGUEIREDO et al.,
2004; SOARES; MAGALHAES; AZEVEDO, 2004;
PINHO et al., 2005; XIE et al., 2007). Mohamed,
Carmichael e Hussein (2003) relataram o acumulo
de microcistina no intestino, no figado e no rim de
tilapias (O. niloticus). Em ensaio experimental,
Soares, Magalhdes e Azevedo (2004) também
relataram bioacumula¢do de microcistina-LR no
musculo e em maior concentracdo no figado de
peixes (7. rendalli), uma vez que este € o 6rgao alvo
datoxina.

Li et al. (2004) observaram acumulo de
microcistina-LR no figado (261 ng + 108,3 ng/g de
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peixe) e no musculo (38,3 £ 12,3 ng/g de peixe) de
carpas (Cyprinus carpio). Segundo estes autores,
a microcistina pode ser parcialmente excretada pelas
fezes do animal apds a biotransformacdo, sendo o
restante da toxina acumulado no figado, musculo e
outros tecidos.

Kamogae et al. (2007) relataram marcacgdo
imunoistoquimica positiva no figado de tilapias (O.
niloticus) experimentalmente a
microcistina. Segundo estes autores a marcagao
imunoistoquimica nos animais inoculados
intraperitonealmente foi mais freqiientemente

observada do que nos imersos em agua contendo

expostas

microcistina, em que houve marcacdo somente na
exposicdo a maior concentragdo (1x 10° células/mL).
Neste estudo, os resultados observados sugerem ter
havido menor contaminagdo nos animais expostos
por imersao.

Malbrouck et al. (2003) inocularam microcistina-
LR (125 pg/kg de peso corporal) intraperitonealmente
em “goldfish” (Carassius auratus) jovens. Estes
autores também observaram actimulo hepatico da
toxina. Contudo, apds 21 dias do experimento, os
autores relataram ter havido diminui¢do na
concentragdo da toxina no figado dos animais
estudados.

As conseqiiéncias ambientais e os efeitos agudos
e cronicos nos animais ¢ no homem dependem da
toxicidade da floracdo de cianobactérias nos
reservatorios de dgua destinados ao consumo ou nos
locais destinados ao lazer (natagdo, pesca)
(FIGUEIREDO et al., 2004).

Detecgdo e quantificagdo de cianobacterias e de
cianotoxinas

A analise quantitativa e a caracterizagdo da
microcistina ou da Microcystis spp. em amostras de
agua, pode ser realizada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), pela ionizacao Frit-Fab e
ionspray (KONDO et al., 1995; YUAN;
CARMICHAEL, 2004; OLIVEIRA, 2006) ou pelo

imunoensaio ELISA, empregando-se anticorpo anti-
microcistina ou anti-Adda, essencial para a atividade
biologica da microcistina (HIROOKA et al., 1999;
HARADA et al., 2004; MOUNTFORT; HOLLAND;
SPROSEN, 2005; OLIVEIRA, 2006). Msagati, Siame
¢ Shushu (2006) compararam a eficiéncia, a
sensibilidade, bem como as vantagens e limita¢oes das
principais técnicas disponiveis para a detecgdo,
caracterizacdo ¢ quantificagdo das hepatotoxinas.
Dentre as técnicas avaliadas estavam o bioensaio com
camundongos, a eletroforese por capilaridade,
ressonancia magnética nuclear, cromatografia gasosa,
espectrometria de massa, ELISA e a CLAE.

Remoc¢do de cianobactérias e inativacdo da
microcistina

Sdo varios os processos de tratamento da agua
para a remog¢do de microalgas e de cianobactérias,
dentre os quais a coagulagdo-floculacdo e a
clarificacdo (sedimentacdo, flotagdo e filtragdo
rapida). Contudo, os processos convencionais de
remocdo das cianobactérias ndo sao efetivos na
remogao de cianotoxinas. Por isso, sdo importantes
€ menos onerosas as medidas de carater preventivo
(BRASIL, 2003).

As microcistinas sdo muito estaveis e resistentes
a hidrélises em pH neutroalcalino. A degradacdo
natural da microcistina depende da irradiac@o solar
ou da exposic¢do artificial a raios ultra-violeta, em
intensidade e duragao propicias (ALAM et al., 2001;
HAIDER et al., 2003; GAJDEK et al., 2004), o que
nem sempre € eficaz. Contudo, estas cianotoxinas sdo
suscetiveis a degradagdo por algumas bactérias,
naturalmente encontradas em rios e reservatorios e
também em efluentes de esgotos (CHORUS;
BARTRAM, 1999; ISHII; NISHIJIMA; ABE, 2004).

Dentre outras medidas utilizadas na inativagao de
cianotoxinas destacam-se: adsor¢do com carvao
ativado e a oxidacdo empregando-se cloro, dioxido
de cloro, hipoclorito de calcio, hipoclorito de sédio,
permanganato de potassio, oxigénio e 0zdnio
(ozonizagao) (BRASIL, 2003).
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Nas intoxicagdes por microcistina, algumas
pesquisas tém proposto terapias com anticorpos
monoclonais contra microcistina-LR, o uso de
protetores hepaticos e do antibidtico rifampicina
(NAGATA et al., 1995; DAWSON, 1998). A
suplementag¢do alimentar com vitamina E, de
propriedade antioxidante, parece ter um efeito
protetor contra a exposi¢do cronica a microcistina-
LR (GEHRINGER et al., 2003).

Em camundongos, o manitol e a glicose, potentes
agentes osmoticos, podem conferir protecao parcial
contra a toxicidade da microcistina, pela inativagao
ou dilui¢do da toxina (HERMANSKY et al., 1991).
Da mesma forma, Rao e Bhattacharya (1996)
divulgaram que a administragdo prévia de glutationa a
inocula¢do intraperitoneal de microcistina, minimiza a
intensidade da intoxicac¢do, em decorréncia da reagdo
glutationa-MC-LR que reduz a concentrac@o da toxina
livre, sem evitar, no entanto os danos ao DNA.

E importante destacar que a vigilancia continua
dos mananciais de agua ¢ um fator fundamental no
biocontrole da floracdo algal. Quanto a densidade de
cianobactérias, de acordo com os procedimentos de
vigilancia da qualidade da agua para consumo
humano, o Ministério da Satude estabelece:

1. Nivel de Vigilancia - estagio inicial da flora¢do de
cianobactérias: presenca de uma colonia ou cinco
filamentos de cianobactérias/mL de agua bruta
até 1x10* células/mL.

2. Nivel de Alerta 1 - estabelecimento inicial da
floragdo de cianobactérias: de 1x10* a 2x10*
células de cianobactérias/ mL.

3. Nivel de Alerta 2 -
estabelecimento da floragdo de cianobactérias
com prejuizos na qualidade da agua: de 2x10* a

confirmac¢dao do

1x10° células de cianobactérias/ mL.

4. Nivel de Alerta 3 - presenga da floracdo toxica
de cianobactérias no manancial e perigo iminente
a satde da populagdo: superior a 1x10° células
de cianobactérias/ mL. (BRASIL, 2003).

Conclusao

Devido a grave hepatotoxicidade, a capacidade
de bioacumulagdo e promoc¢ao tumoral, intrinsecas
as microcistinas, bem como aos sinais
freqiientemente inespecificos, pesquisas relacionadas
a estas cianotoxinas devem ser incentivadas a fim
de se detectar a contaminagdo de alimentos e da
agua destinada principalmente ao consumo humano
e animal. Os agentes de saude precisam suspeitar
de intoxicagdes em pacientes que tenham tido contato
com agua possivelmente contaminada por
cianobactérias e pela microcistina, a fim de evitar
exposicdes cronicas e o desenvolvimento de
carcinogénese hepatica. Setores responsaveis pelo
abastecimento de agua publica devem estar

diariamente atentos as floracdes algais.
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