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RESUMO

As cianobactérias (algas azuis) sdo organismos procariontes fotossi ntéti cos ori ginarios do pré-cambriano
gue se adaptaram a vérios habitats, desde nascentes termais até solos imidos, sendo que em agua doce
sob determinadas condi¢Bes ambientai's, taiscomo ataluminosidade, altatemperatura e altaconcentragcéo
de nutrientes, poderéo surgir abundantemente formando florac6es (blooms). As cianobactérias produzem
varios tipos de toxinas, sendo a microcistina (MC) uma das mais relevantes devido a sua toxicidade.
Microcistinas sdo heptapeptideos compostos por cinco aminoacidos constantes e dois variantes. S0
conhecidos mais de 60 tipos de microcistinas. Estudos indicam que uma das formas, aMC-LR (leucina,
arginina), atuainibindo enzimasintracel ulares (fosfatases), causando ateracdo naestruturacelular e que,
doses sub-letais desta hepatotoxina, esto associadas ao desenvolvimento de céncer. O objetivo deste
trabalho foi determinar aconcentragéo de microcistinasem 177 amostras de aguade hemodidlise coletadas
em clinicas de hemodidlise do Estado de Séo Paulo, no periodo de abril de 2002 a margo de 2003. As
analisesdas 177 amostras de agua utilizando ensaio imunoenzimatico (EL | SA) ndo detectaram a presenca
de microcistinas. Emboranéo tenham sido detectadas microci stinas nas amostras anali sadas, € de extrema
importancia a continuidade do monitoramento desta ficotoxina devido a gravidade das intoxicactes
humanas causadas pelas cianotoxinas.
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ABSTRACT

Cyanobacteria (blue-green algae) are most ancient photosynthetic prokaryotes organisms originated from
pre-Cambrian era, which have adapted to several habitats, from thermal springs to humid ground. These
organisms appear abundantly in fresh water forming blooms under determined ambient conditions, such as
high luminosity, high temperature, and high nutrient concentration. Cyanobacteria produce some types of
toxins such as microcystins (M C), which are one of the most important one due to itstoxicity. Microcystins
are heptapeptides formed by fiveinvariable and two variable amino acids. More than 60 microcystins have
been chemically identified. It has known that one of these toxins, the MC-LR (leucine, arginine) induces
intracellular enzymes (phosphatases) inhibition, causing alteration in the cell structure. Sub-lethal doses of
this hepatotoxin have been associated with malignancy development. The aim of the present study was to
determine the concentration of microcystinsin water used for hemodialysis procedure. Water sampleswere
collected from hemodialysisclinicslocated inthe State of S&o Paulo - Brazil fromApril/2002 to March/2003,
by means of routine official visit of the Sanitation Inspection Committee. Microcystins concentrationswere
determined by meansof commercially availableenzymeimmunoassay [ELISA (Envirologix Inc)]. ELISA kit
wastested , and astandard curve with linear regression (r > 0.98) was obtained. Therecovery ratewas 98.6%
and the quantification limit was 0.16ug/L . All of 177 analyzed sampleswere non-reactive. Although al the
sampleswere negative, the continuous monitoring of thiscyanotoxinin water samplesisextremely important
duetoitstoxicity, and for preventing eventslike one occurred in Caruaru, PE-Brazil .

Key Words. cyanobacteria; microcystins, hemodialysiswater; ELISA; toxins.
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INTRODUCAO

A diminuicdo da qualidade da &gua de reservatorios
destinados para abastecimento publico, irrigacéo e recreacéo €
uma preocupacédo constante em todo o mundo. A poluicéo
decorrente de fontes antropogénicas pode ocasionar sérios
riscos a salide da populagéo. O aumento da eutrofizac&o destes
sistemas pelo enriquecimento de nutrientes, principalmente
fosforo e nitrogénio, tem favorecido afloragéo de cianobactérias
produtoras de toxinas®'’. Essas floragBes sdo crescimentos
populacionais massivos e descontrolados destes
microrganismos em ambientes aquaticos devido as alteracles
ambientais.

As cianobactérias sdo microrganismos aerobicos
fotoautroficos, procariontes biogquimicamente e estruturalmente
muito semel hantes as bactérias. Seus processosvitaisrequerem
somente agua, didxido de carbono, substancias inorgénicas e
luz, obtendo energia para seu metabolismo principal mente
através da fotossintese®. Podem ser encontradas nos mais
diferentes meios, vivem em sol os e rochas onde desempenham
um importante papel nos processos funcionais do ecossistema
e naciclagem de nutrientes, porém os ambientes de agua doce
s80 0s mais adequados para 0 seu crescimento, principalmente
em pH entre6 a9, temperaturaentre 15 a30°C, altaconcentragéo
de nutrientes e estabilidade da coluna d"agua®®. As
cianobactériastambém sdo tradicional mente chamadas de“ algas
azuis’, apesar da distante relacéo filogenética com este grupo
de microorganismo.

Vérias cianobactérias que formam floracdes em
ambientes aquaticos produzem uma grande variedade de
compostos toxicos. As toxinas produzidas sdo denominadas
cianotoxinas e representam um amplo grupo detoxinas naturais,
tanto do ponto de vista quimico como toxicoldgico. Seus
mecanismos de toxicidade descritos atualmente sdo muito
diversos e variam de efeitos hepatotoxico, neurotoxico e
dermatotoxico ainibicdo geral de sintese de proteinas®!é. Estas
toxinas sdo liberadas quando ocorre amorte ou lise celular da
cianobactéria, sendo que apenas 30 a 50% destas espécies
produzem estas toxinas.

Registros de intoxicacdes em populagdes humanas
devido as exposicdes as toxinas de cianobactérias tém sido
encontrados em diferentes partes do mundo’. No entanto, o
primeiro registro de envenenamento fatal em humanos ocorreu
no Brasil, em 1996, numa clinica de hemodidlise na cidade de
Caruaru no estado de Pernambuco, quando mais de 100
pacientes renais crénicos foram intoxicados, dos quais 52
morreram ap0s a exposi¢do intravenosa de agua contendo
microcistina durante o tratamento de diélise®*.

A microcistinaéum heptapeptideo ciclico com maisde
60 varidveis que geralmente diferem na natureza de dois
aminoécidos®, devido a sua estrutura quimica peculiar é
altamente estavel na agua e resistente a grandes variagdes de
temperaturae pH. A microcistinamantém suatoxicidade mesmo
apos a fervura e em condic¢Oes naturais, no escuro, podendo

persistir por meses ou anos. Em temperatura elevada (40°C) e
condicBes de pH alto ou baixo, foram observadas hidrélises
lentas, sendo necessério aproximadamente 10 semanas em pH
1 emaisde 12 semanasem pH 9 paraadegradacdo de cercade
90% da concentragéo total das microcistinas®. O figado € o
Orgdo avo, onde ocorre a inibicdo enzimética das proteinas
fosfatases serinaltreonina, especialmente PP1 e PP2A, podendo
levar a morte ou a intoxicac&o cronica, gerando tumores
hepéticos™.

Estudos recentes mostram a ocorréncia de
cianobactérias toxicas em reservatérios de agua de
abastecimento publico, lagos erios?®, em diferentesregides do
Brasil, tais como: estados do Rio de Janeiro'®, Parand'’, Rio
Grande do Sul'2%°, Pernambuco®®, Paré*® e no estado de S&o
Paulo?, nas represas Billings, Guarapiranga, Alto Tieté e Rio
Grande.

O presente projeto de pesquisa teve como objetivo
determinar aconcentragéo de microcistinas em aguas col etadas
em clinicas de hemodidlise, localizadas no estado de Séo Paulo,
ap0s seu tratamento para uso em didlise.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Foram utilizadas 177 amostras de agua de hemodialise
coletadas em clinicas de hemodidlise do estado de Sao Paulo,
Brasil, pelos fiscais de 24 DIRs (Divisdo Regiona de Saide)
sob coordenagédo da Vigilancia Sanitaria, durante o periodo de
abril de 2002 amarco de 2003.

As amostras foram coletadas em frascos plasticos e
armazenadas em freezer (-20°C) até o momento da andlise, a
qual foi realizadana Secéo de QuimicaBiol 6gicadaDivisao de
Bromatologiae Quimicado Instituto Adolfo L utz.

Metodologia

A concentrag8o de microcistina foi determinada pelo
método deimunoensaio (ELISA), utilizando o kit daEnvirologix
Inc. e uma leitora de placas Multscan MCC/340P e Behring
El311. Todos os reagentes foram mantidos a temperatura
ambiente antes do uso, por meia hora ou até atingirem o
equilibrio térmico eaquantificagdo demicrocistinafoi realizada
de acordo com as instrugdes do fabricante do kit.

Inicialmente, o kit foi testado quanto a sualinearidade,
obtendo-se uma curva padrdo a partir das medidas da
absorbancia das solugdes padrdes de microcistina em fungdo
de suaconcentragdo, nafaixade 0,16 a2,50ug/L (Figural). A
regressdo linear foi obtidano Excel (Microsoft) utilizando escala
semi-log. A exatidd@o e precisdo do método analitico foram
verificadasapartir de experimentos de recuperacdo de amostras
fortificadas artificialmente.

As amostras foram analisadas em duplicata. A
quantificagdo demicrocistinafoi realizada utilizando umacurva
padréo previamente determinada.
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RESULTADOS

As amostras foram provenientes de diferentes cidades
do Estado de S&o Paulo, sendo que a sua origem de acordo
com aregido de coleta esta representada na Figura 2, onde se
considerou como a origem a localizagdo da DIR responsavel
pela suacoleta, armazenagem e envio para o laboratorio.

A curva padréo (Figura 1) apresentou linearidade no
intervalo de concentragcBes de 0,16 a2,5ug/L (r>0.98). Obteve-
se uma recuperagdo média de 98.6% para um limite de
quantificagdo de 0.16 ug/L (ppb). O desvio padrdo relativo (rsd)
paracadapar de padrdes e de amostras analisadasfoi inferior a
15%.

N&o foi detectada a presenca de microcistinas nas 177
amostras de agua analisadas.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

As amostras foram coletadas em diferentes cidades do
estado de S&o Paul o pel osfiscais de 24 DIRs que participaram
desteprojeto, totalizando 177 amostras de aguasde hemodidlise,
0 que permitiu umaavaliacéo geral da qualidade dos sistemas
de tratamento de agua das clinicas localizadas neste estado,
durante o periodo amostrado.

As amostras foram col etadas durante o periodo de um
ano, poisafloragéo das cianobactérias sdo sazonais, com maior
prevaléncia no verdo, uma vez que a concentracdo de
microcistinas em aguas superficiais tende a apresentar um
comportamento esporédico. Este problematorna-semaisgrave
durante os periodos de altas temperaturas e estiagem, quando
os niveis dos mananciai s tornam-se bai xos e a concentragéo de
nutrientes, principa mente nitrogénio e fésforo, aumentam,
oferecendo condi¢gbes propicias para a floragdo de
cianobactérias nestes ecossistemas, resultando no
aparecimento das microcistinas.

Apb6s o episodio ocorrido em Caruaru, a revisdo das
normas e dos padrdes de potabilidade da agua para consumo
humano (Portaria MS 518/2004 de 25/03/2004) da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitéria passou a exigir dos érgéos
competentes e responsaveis pelo tratamento e fornecimento
de agua também o controle da ocorréncia de cianobactérias na
agua bruta e de trés cianotoxinas naaguatratada paraconsumo
humano, estabelecendo o valor maximo permitido para
microcistina*igual a1,0 ug/L.

Asclinicas de hemodidlise norma mente sdo abastecidas
pela rede de abastecimento municipal, de forma que as aguas
fornecidas podem conter até 1,0 ug/L de microcistinas. Porém,
como ndo existem dados que garantam que agua para
hemodialise com concentracdo acimade 0,00 ug/L sejasegura
para os pacientes, recomenda-se que a concentragdo de
microcistinanaaguatratadaparahemodidlise sgjaigual azero.
Frente a constatacdo da existéncia de microcistina na dgua de
abastecimento, considera-se que a manutengdo de forma
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rigorosa do sistema de tratamento de agua nas clinicas de
hemodidlise € amedidamaiseficaz paraminimizar o problema
de contaminagdo dos pacientes renais crénicos.

A partir dos resultados obtidos, verificou-se que néo
foram detectadas microcistinas nas amostras analisadas. Este
fato € muito positivo paraum primeiro monitoramento no estado
de S&o Paulo, o que permite concluir que as medidas adotadas
de controle de cianobactérias pela Portaria MS 518/04
juntamente com a manutengdo adequada dos sistemas de
tratamento de agua de hemodidlise, constituem-se medidas
preventivas eficientes para garantia da qualidade de &gua de
hemodidlise, podendo evitar acontaminaggo de pacientesrenais
crénicos por microcistinas.
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Figura 1. Curva de calibragdo de microcistina-LR onde %Bo = (média da
absorbancia do padrao ou amostra / média da absorbancia do controle
negativo).100.
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Figura 2. Nimero de amostras provenientes das regides do estado de Séo
Paulo.
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Conclui-se, que monitoramentos deste tipo sdo muito
importantes e permitem avaliar a qualidade da &gua de
hemodidlise dos centros de didlise avaliados, principalmente
gue a presenca de cianobactérias nos mananciais do estado de
Sdo Paulo s8o uma redlidade. Ainda, considera-se que estes
monitoramentos devam ser realizados periodicamente, devido
atoxicidade destafitotoxina, com ointuito deprevenir incidentes
similares aos ocorridos na cidade de Caruaru no estado de
Pernambuco/Brasil.
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