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RESUMO

As toxinas de cianobactérias tém sido um problema de saude publica pela capacidade de contaminar aguas
dos reservatorios. Microcistinas (MCs) sdo compostos fortemente hepatotdxicos produzidos por diferentes
cianobactérias, sendo a mais comum a Microcystis aeruginosa. Este estudo, realizado em 2005, pesquisou a
ocorréncia de MCs na regiao noroeste do Estado de Sao Paulo, bem como sua relagdo com a temperatura
e o indice pluviométrico. A pesquisa de MCs nas amostras de dgua foi realizada por meio de ELISA (kit
comercial), empregando-se anticorpo monoclonal. As concentra¢gdes de MCs mostraram variagdo temporal
e foram relativamente menores durante as altas temperaturas. Apesar da contaminagao detectada nao ser
considerada alta, recomenda-se a realizagdo de constante monitoramento.
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ABSTRACT

Cyanobacteria toxins have been a public health problem, due to the ability incontaminating waters of
reservoirs. Microcystins (MCs) are strongly hepatotoxic produced by various cyanobacteria, notably
Microcystis aeruginosa. The present investigation, conducted in 2005, aimed at studying the occurrence
of MCs in the northwestern region of Sdo Paulo State, and also its relationship with temperature and rain
falls, which favor the development of cyanobacteria. The MCs were determined in water samples by means
of commercial ELISA kit using a monoclonal antibody. Concentrations of MCs showed temporal variation
and being relatively lower during the high temperatures. In spite of the contamination has not been high,
a constant monitoring is recommended.
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INTRODUCAO

O enriquecimento de nutrientes nas massas
de dgua é um processo natural que pode ocorrer em
qualquer sistema aquético. No entanto, uma aceleragdo
desse processo devido as agdes antropogénicas tem
sido observada nos ultimos anos'. A ocorréncia de
florescimentos de cianobactérias em reservatorios
eutrofizados tem sido um problema mundial®.

A proliferagdo de cianobactérias em ambientes
eutroficos ocorre nos meses favorecidos pela temperatura
da dgua em torno de 22°C, sendo chamada de floragdo
ou proliferacao de algas®. A cianobactéria Microcystis é a
espécie mais encontrada em floragdes nestes ambientes,
sendo que a maioria produz toxinas denominadas de
microcistinas®. De 30 a 50% das espécies de cianobactérias
produzem toxinas, entretanto, somente através da analise
laboratorial é possivel determinar se uma coldnia de algas
é produtora de toxinas®.

As microcistinas, juntamente com as neurotoxinas,
sdo as principais toxinas de cianobactérias e, tanto podem
ser letais em baixas concentracdes, como, em doses sub-
letais, podem levar a alguns tipos de cincer. Essas toxinas
sao extremamente resistentes e podem bioacumular nos
alimentos®, como relatado em cultivo de alface irrigado
por aspersao’.

A maioria das cianobactérias tem maior taxa de
crescimento em temperaturas superiores a 25°C?, sendo
que temperaturas entre 18 e 25°C ajudam na produgio
de cianotoxinas, enquanto temperaturas abaixo de
10°C e acima de 30°C diminuem sua produg¢ao’. Em
testes laboratoriais para a determinagdo de produgido de
cianotoxinas, o parametro temperatura, aliado a idade da
cultura de cianobactérias é um dos mais estudados, seguido
dos parametros luminosidade, nutrientes, salinidade, pH
e concentra¢do de micronutrientes®.

O bloom de cianobactérias pode ser favorecido
pelo uso excessivo de fertilizantes e esterco em produgdes
agricolas, que podem vir a contaminar a agua na época das
chuvas intensas ou tempestades — grande parte das perdas
anuais de fosforo da terra pode ocorrer em apenas uma ou
duas tempestades'’, assim como pela baixa pluviosidade®.

Atualmente, os métodos mais promissores para
quantificagdo e detec¢do de microcistinas sio aqueles que
envolvem imunoensaios, pois sdo capazes de monitorar
nos niveis orientados pela Organizacao Mundial de
Saade (OMS), sao especificos, exigem processo simples
de transformacio da amostra e sdo de facil execucdo''.
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Com base nestas informagdes, os objetivos deste
trabalho foram detectar a presenca de microcistinas em
aguas na regiao noroeste do Estado de Sao Paulo, local que
apresenta poucos dados sobre a floracao de cianobactérias e
suas toxinas, e avaliar a influéncia dos fatores climatologicos
(temperatura e indice pluviométrico) no desenvolvimento
de cianobactérias.

MATERIAL E METODOS

Area estudada e amostras

Em Séo José do Rio Preto (SJRP) e regido foram
escolhidos 10 pontos potencialmente favoraveis a presenca
de cianobactérias, em trés periodos distintos de coleta
durante o ano de 2005 (totalizando 30 amostras). A escolha
destes pontos foi feita a partir de informagoes obtidas em
relatos pessoais sobre locais onde ja ocorreram mortalidade
de organismos aquaticos e bloom de cianobactérias, devido
a diferentes fontes de poluicao:

e Industrial (margem do rio Felicidade — SJRP);

e Agricola (P6lo Centro Norte APTA no trapiche do
reservatdrio em Pindorama);

e Residuo industrial e extragdo de areia (margem do rio
Turvo, em Icém);

e Aquicultura em tanque-rede (ribeirdo Santa Barbara,
em Buritama, na margem e no meio do ribeirao a
montante, jusante e dentro da produgao);

e Poluicdo doméstica (reservatério de SJRP, nas
barragens da represa nova e velha).

Também foi coletado em ponto que seria inicialmente
considerado como controle, localizado em uma reserva
ecoldgica onde nao ocorreram bloom ou mortalidade
de organismos aquaticos, porém descobriu-se possivel
contaminagdo ambiental via agricultura e pecudria (Instituto
Penal Agricola IPA-SJRP, no trapiche da represa), sendo entéo
considerado como de contaminagao agropastoril.

A Tabela 1 apresenta as indicagdes de latitude e
longitude dos pontos de coleta obtidas por dispositivo GPS
(Global Positioning System) IPS-760 — Sony.

Para determinar o periodo das chuvas e temperatura
média mensal foram utilizados dados fornecidos pelo Escritério
de Desenvolvimento Rural de Sao José do Rio Preto e Icém,
além de informagoes do Centro Integrado de Informagoes
Agrometeorologicas (CIIAGRO) na regido de Pindorama e de
Buritama. Tomando por base esses dados, foram escolhidos
trés periodos de coleta de dgua para analise de microcistina,
determinagio da temperatura da dgua no local e obtengéo da
temperatura média e pluviometria com os 6rgaos ja citados.
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Tabela 1. Localizagdo geografica dos pontos de coleta

Local Latitude Longitude

Buritama (ponto 1) 21° 0 945S 500 4 211W
Buritama (ponto 2) 21° 1 81S 50° 4' 568W
Buritama (ponto 3) 21° 2" 85S 50° 4 960W
Buritama (ponto 4) 21° 0 966S 50° 4’ 610W
Represa velha* 20° 48" 7318 490 22" 550W
Represa nova* 200 43" 9118 490 21° 345W
Pindorama 21° 13° 718S 48 55° 675W
Rio Felicidade 20° 46 646S 490 21 426W
TPA** 200 50" 771S 49° 26" 483W
Icém 20° 25" 3718 490 16° 60W

*Sao José do Rio Preto
**Instituto Penal Agricola

A primeira coleta foi realizada no final de julho
e inicio de agosto, que correspondeu ao periodo de
precipitagdo e temperatura mais baixo. A segunda coleta
foi realizada em outubro, que correspondeu ao comeco das
chuvas e altas temperaturas. A terceira coleta foi realizada
em dezembro, no periodo de maior indice pluviométrico
e de temperatura mais elevada.

Em cada um dos pontos definidos foram coletadas
aguas superficiais em potes de 100 mL. Em todas as 30
amostras foram efetuadas as analises de microcistina.

Quantifica¢do das microcistinas

Todas as amostras foram resfriadas e,
posteriormente, congeladas em laboratério, sendo
sonicadas antes da andlise em desruptor de células
ultrassonico durante 20 minutos, para homogeneizar a
amostra e liberar a microcistina.

Para a quantifica¢do foi utilizado o protocolo
do Kit Beacon de Analise de Microcistina Totais em
placa de imunoatfinidade - Kit ELISA, sendo as amostras
analisadas em triplicata. Este kit possui limite de
quantificacao (LQ) de 0,1 pg/L e limite de detecg¢ao (LD)
de 0,083 pg/L, controle negativo (0 ug/L de microcistina
LR), padrdo de microcistina-LR de 0,1 pg/L, 0,3 pg/L,

0,8 pg/L e 2,0 pg/L e controle interno de microcistina
de 1 pg/L.

Andlise estatistica
Foi realizada através do sistema de andlise
estatistica SAS para Correlagdo de Pearson.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo do estudo foi possivel observar
menor pluviosidade devido, aos efeitos de La Nisa,
fendmeno que esfria a massa de ar a partir do Oceano
Pacifico e provoca chuvas na regido nordeste do pais, seca
na regiao sul e deixa o ano atipico.

As chuvas que normalmente comegam em setembro
e, gradualmente, aumentam més a més até dezembro, tiveram
um desempenho varidvel (Figuras 1, 2 e 3). A precipitagdo
total no periodo de julho a dezembro de 2005 foi de 589,7
mm, em SJRP, 553,6 mm em Buritama e 350,5 mm em
Pindorama. As maiores taxas de precipitacdes foram 275 mm
na regidao de SJRP (em dezembro), 172 mm em Buritama
(em dezembro) e 112,1 mm em Pindorama (em outubro),
enquanto a menor pluviosidade verificada em SJRP e em
Buritama foi 0 mm (em agosto) e 0,7 mm em Pindorama.
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Figura 1. Médias mensais de indice pluviométrico e temperatura,
verificadas na regido de Sdo José do Rio Preto, em 2005 (fonte:
Escritério de Desenvolvimento Rural de Sao José do Rio Preto)
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Figura 2. Médias mensais de indice pluviométrico e temperatura,
verificadas na regido de Pindorama, em 2005 (fonte: Centro Integrado
de Informagdes Agrometeoroldgicas — CITAGRO)
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Figura 3. Médias mensais de indice pluviométrico e temperatura,
verificadas na regido de Buritama, em 2005 (fonte: Centro Integrado
de Informagoes Agrometeorologicas - CIIAGRO)
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As temperaturas médias mais altas foram
verificadas durante o estudo em outubro - 27,5°C na
regido de SJRP, 26,2°C na regiao de Buritama e 25,7°C em
Pindorama - enquanto as temperaturas mais baixas foram
verificadas em julho - seguindo a mesma ordem: 20,1°C,
19,8°C e 19,6°C.

A temperatura da agua nao foi constante durante
o experimento (Tabela 2), sendo verificadas diferencas
entre os pontos e o periodo de coleta. A temperatura da
agua nao foi considerada homogénea, devido as diferentes
profundidades dos corpos d’dgua e a incidéncia de chuvas.

Desta forma, podemos teorizar que a temperatura
pode ser um fator limitante para o crescimento de
organismos aquéticos nessas regioes, sendo que apenas
espécimes resistentes apresentam vantagens nessas
condi¢des. De acordo com Kamogae et al'?, o melhor
desenvolvimento das cianobactérias ocorre em agua
pouco turbulenta com temperaturas entre 18°C e 30°C,
condigdes estas muito proximas as verificadas no periodo
deste estudo, em todos os pontos.

A curva padrdo da microcistina foi construida
conforme procedimento indicado no kit, utilizando seus
padrdes e ajuste por analise de regressao nao linear. Os
resultados obtidos indicaram leitura do controle interno
de microcistina 1 ug/L, dentro da faixa recomendada pelo
kit (0,8 a 1,3 ug/L), e com a seguinte equagao da reta para
célculo da concentragdo de microcistina nas amostras: Y
=-49189X + 42766, onde X é o logaritmo da concentragdo
da amostra, Y é a leitura de absorbancia da amostra (r =
-0,9983). A Tabela 2 apresenta também os valores médios
de concentracio de microcistina obtidas nas amostras.

A deteccdo de microcistinas deve servir como
adverténcia as instituicdes que trabalham com sadde
publica. No ponto de Pindorama foram detectadas
concentra¢des de microcistinas acima do limite méximo
recomendado pela OMS, de 1 mg/L de 4gua potavel, sendo
esta uma regiao onde os residentes queixam-se de frequentes
blooms de algas em reservatorios e lagos, utilizados em
atividades recreativas, como pesca e natagao e/ou utilizados
como fonte de dgua para produg¢io agropastoril.

Apesar desta elevada prevaléncia, 73% de presenga
de microcistina, nio foram encontrados valores elevados
de microcistina como aqueles obtidos por Kamogae et
al'? na represa de Itaipu em Santa Terezinha/PR, cuja
concentragao foi de 30236 pg/L. Entretanto, a concentragio
obtida na regido de Sdo José do Rio Preto, de 3,18 pg/L,
foi acima daquela encontrada por Kamogae et al'? em
Capivari/PR, de 1,7 pg/L.
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Tabela 3. Temperatura da agua (em °C) verificada durante a coleta e concentragdo média de microcistina obtida nas amostras

Temperatura (°C) Concentragao (ug/L)*
Amostra
Agosto Outubro Dezembro Agosto Outubro Dezembro
Buritama 1 20,4 27,2 26,1 0,28 0,17 0,32
Buritama 2 20,5 27,1 26,1 0,16 0,16 0,38
Buritama 3 20,5 27,1 26,4 0,14 0,12 0,31
Buritama 4 20,4 27,3 26,1 0,13 0,19 0,31
Represa Velha” 20 24,8 27 0,09 0,10 0,09
Represa Nova® 19,8 24,9 25,7 0,10 ND** ND **
Pindorama 19,8 28,2 26,9 3,18 0,58 1,39
Felicidade 18,2 23,3 24 ND** ND** 1,50
IPA* 21 32,7 26,9 0,34 0,54 ND**
Icém 18,4 26 25,9 0,29 ND** 2,47
Controle do kit 0.82

Limite de quantificagdo (LQ): 0,1 ug/L

Limite de detecgdo (LD): 0,083 ug/L

“Sao José do Rio Preto “Instituto Penal Agricola
*Média das triplicatas **ND = ndo detectado

O resultado do teste ELISA revelou uma variagdo
média das concentragdes de microcistina em amostras entre
0,09 ug/L em SJRP, e 3,18 ug/L em Pindorama, durante
o periodo que diminuiu com o aumento da temperatura
da agua. Por outro lado, quando a temperatura da agua
diminui, a concentracio de microcistina aumentou de forma
significativa (p <0,01). Isto indica que a temperatura mais
alta pode diminuir a producio de microcistina, entretanto
¢ prudente verificar este fato mais detalhadamente.

O indice pluviométrico, que também esta
relacionado negativamente com a temperatura (p < 0,01),
pode ter influenciado a produc¢ao de microcistina, pois no
periodo de amostragem, a concentra¢ao da microcistina
na agua pode ter sido diluida pela chuva, que também
contribuiu na queda da temperatura. No ultimo periodo,
o decréscimo da temperatura e pluviosidade contribuiram
para o aumento da concentragao de microcistina.

A correlagdo negativa entre a temperatura (°C) e
microcistina (52%), com nivel de significancia de 1%, pode
ter ocorrido devido as altas temperaturas encontradas no
local (acima de 22°C), que poderia ajudar no crescimento
e reproducdo de cianobactérias®.

A ocorréncia de bloom foi observada com
muita frequéncia em Pindorama nos anos anteriores. A
concentragdo maxima de microcistina durante o periodo

de monitoramento chegou a 3,18 pg/L. Esta concentragdo
¢ superior ao limite de seguranca de 1 pg/L proposto pela
OMS para agua potavel.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicaram a presenca de
cianotoxinas na regido noroeste do Estado de Sao Paulo,
em concentragdes que apresentaram varia¢do temporal
e foram relativamente mais baixas durante as altas
temperaturas para aquela regido.

Embora o nivel de contaminacio de microcistina
na regido noroeste do Estado de Sdo Paulo ndo tenha
sido elevado, os resultados deste estudo indicam que,
considerando o risco que a presenca de microcistinas
oferece ao ecossistema aquatico e a saude da populacio, é
necessario o monitoramento rotineiro da concentracio de
microcistinas e o controle da taxa de eutrofizagdo da dagua
na regiao noroeste do Estado de Sao Paulo.

Apesar da legislagao nacional para agua potavel
determinar o valor maximo permitido de microcistina
de 1ug/L, ndo ha limites definidos de microcistina para
mananciais. Este estudo sugere que tal limite deve ser
estabelecido, considerando que essas aguas servem para
irrigagao e outros usos primordiais a humanidade.
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