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Os mares sdo o cinto de seguranca da vida neste planeta.
A vida nasceu no mar e esta umbilicalmente ligada a suas aguas.

Jacques-Yves Cousteau

Navegador e explorador Francés



NO JOGO DA VIDA...

No jogo da vida, na trama do destino, vocé escolhe os seus caminhos e pagara o
preco por suas escolhas.
Se vocé errou, olhe para tras e admita “Eu errei”, e entdo olhe para frente e pense
“Eu posso acertar”.

A cada tropec¢o no caminho, levante-se e caminhe, porque a vitoria pertence
aqueles que aprendem a levantar-se e a caminhar, nunca aqueles que ficam a
margem, desiludidos, lamentosos...

O mundo machuca, mas vocé tem que aprender a superar sua dor.
Acredite, sempre, na for¢a poderosa que move o universo. Sempre havera
alguém, um familiar, um amigo ou até mesmo um estranho para lhe estender a
mao em um momento dificil.

Aceite as regras do jogo do destino, mas nunca esquega que a vida
¢ mais que um jogo...

...ela ¢ a forca que nos move;
¢ um suspiro de Deus;
¢ um sentimento no coragao;
¢ um aperto de mao;
¢ uma lembranga que nunca se apaga;
¢ a forga de um coragdo que ndo se cansa de bater...

¢ vida, maravilhosa vida...

No jogo da vida vocé pode mudar de sonhos,

mas ndo pode, jamais, deixar de sonhar, por isso... nunca desista.

Um grande abrago.

Gilmar Lemes

Margo, 2005
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RESUMO

Cianobactérias sdo organismos cosmopolitas. Algumas espécies possuem a
capacidade de produzirem um crescimento exponencial, sob determinadas condigdes,
denominado de floragdo. Estas floragdes tém, geralmente, conseqiiéncias danosas para os
outros organismos ¢ o ambiente onde ocorrem, ameagando o equilibrio ecologico dos
ecossistemas aquaticos. Floracdes de cianobactérias toxicas tém sido observadas, nos
ultimos 15 anos, nas aguas do estuario da Lagoa dos Patos e em regides costeiras
adjacentes, como a Praia do Cassino. Quando essas floragdes ocorrem em reservatorios
naturais, utilizados como fonte de agua potavel, podem inviabilizar seu uso devido ao fato
das toxinas (cianotoxinas) produzidas por esses organismos niao serem prontamente
removidas pelos processos convencionais utilizados nas Estagdes de Tratamento de Agua.
Este trabalho teve como objetivo realizar o estudo da biodegradagdo de cianotoxinas,
realizado por bactérias da regido estuarina e costeira da Lagoa dos Patos. A coleta de dgua
de superficie foi realizada em dois pontos, um dentro do estudrio e outro na Praia do
Cassino. Experimentos foram realizados utilizando-se extratos de Microcystis RST 9501
(pertencente ao Banco de Cultura de Cianobactérias, da Unidade de Pesquisas em
Cianobactérias) e toxinas padrdes disponiveis comercialmente (microcistina-LR e
anatoxina-a). As toxinas foram adicionadas as amostras de d4gua do ambiente, numa série
de trés experimentos diferenciados pelo tipo de toxina. Analises das concentragdes das
toxinas foram realizadas por HPLC e imunoensaios especificos (ELISA), que
confirmaram a diminui¢do da concentragdo das toxinas por degradagao biologica. Foi feita
a semeadura de amostras dos experimentos em Placas de Petri com meio so6lido, visando o
isolamento das bactérias responsdveis pela degradacdo das cianotoxinas. Apds o

isolamento foi possivel realizar o seqlienciamento genético da subunidade 16S do DNAr.
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Comparagdes da seqiiéncia obtida com seqiiéncias depositadas em bancos de dados na
Internet possibilitaram encontrar, com um indice de similaridade de 94%, o género
Burkholderia como uma das bactérias isoladas, de amostras da degradagdo de

microcistinas.

ABSTRACT

Cyanobacteria are cosmopolitan organisms. Some species may produce under
specific conditions, an exponential growth named blooms. These blooms normally present
harmful consequences to the environment and to other organisms, threatening the
ecological equilibrium of aquatic systems. Toxic cyanobacterial blooms have been
reported in the last 15 years in the Patos Lagoon estuary and adjacent coastal regions, as
the Cassino Beach. When these blooms happen in natural reservoirs used as source of
drinking water, it may become unavailable for usage due to the toxins (cyanotoxins)
produced by these organisms are not readily removed by conventional treatment processes
applied in Water Treatment Plants. This work has studied the biodegradation of
cyanotoxins by bacteria from estuarine and coastal regions of the Patos Lagoon. Surface
water was collected from two sampling points, one inside the estuary and other at Cassino
Beach. Experiments were performed using cell extract of Microcystis RST 9501 (from
the Cyanobacterial Culture Bank, UPC/FURG) and pure toxin standards commercially
acquired (microcystin-LR and anatoxin-a). The toxins were spiked to the environmental
water samples in series of three different experiments differentiated by the toxin type. The
toxin concentration analysis were carried out by HPLC and specific immunoassay testes
(ELISA), which confirmed the decrease in toxin concentrations due to biological

degradation. Sub-samples from the experiments were inoculated in Petri dishes with solid
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medium aiming the isolation of the responsible cyanotoxin-degrading bacteria. After
isolation it was possible to perform the genetic sequencing of the rDNA 16S sub-unity.
Comparisons of the obtained sequence with Internet sequence data banks resulted in a
94% similarity index for the genus Burkholderia as one of the isolated bacteria from

samples the microcystin degradation.
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I. INTRODUCAO

1.1 O fim da agua potavel

Em um de seus relatorios a Organizagdo das Nagdes Unidas (ONU) previa
projecdes desesperancadas para as épocas futuras da humanidade. Segundo a ONU,
devido a maneira com que os povos tém utilizado os recursos hidricos do planeta, projeta-
se, para 2050, que mais de 45% da populagdo mundial ndo terd acesso a uma por¢do
minima de 4gua para suas necessidade bésicas. Atualmente aproximadamente 1,1 bilhdo
de excluidos ndo tém acesso a agua doce e, daqui a 40 anos, quando a populacdo atingir o
indice de 9,3 bilhdes de pessoas, a situagdo tornar-se-a critica, se medidas urgentes nao
forem postas em praticas. Mas os dados sobre o problema de qualidade da 4gua no mundo
ndo param por ai. Além dos mais de 1 bilhdo de pessoas em todo mundo que nio tém
acesso a agua potavel, estima-se também que por volta de 2 bilhdes ndo contam com
saneamento adequado e, pelo menos, 6 mil criangas morrem diariamente nos paises em
desenvolvimento, vitimas de doengas provocadas por aguas contaminadas (Kelman,
2004).

No Brasil, segundo estudos do Ministério das Cidades, 45 milhdes de brasileiros
ndo tém acesso a agua que esteja dentro dos padrdes de qualidade e, devido a isto,
estatisticas confirmam que 65% das internacdes hospitalares sdo decorrentes de doencas
relacionadas ao problema da agua potavel. Mas o mais grave de todos os dados € que
estimativas afirmam que mais de 20% de toda a agua doce do planeta esta ameacada em
virtude de constru¢des de barragens, diminuicdo do volume devido a drenagens e,
principalmente, por causa da poluicdo e contaminagdo (Tundisi, 2003); a eutrofizacao

marinha e costeira ¢ uma das principais conseqiiéncias da poluicdo, contaminagdo e



degradagdo de recursos costeiros e marinhos. A escassez de agua potavel, assim como a
polui¢do e a contaminagdo das fontes, ultrapassaram todas as fronteiras que separam as
diversas regides do mundo, preocupando nao s6 autoridades governamentais, mas também
entidades e 6rgdos ndo-governamentais do mundo inteiro (Kelman, 2004).

Sabe-se que menos de 3% da agua existente na terra ¢ d4gua-doce, onde a maioria
encontra-se na forma de gelo polar ou sdo subterraneas, sendo, portanto, inacessiveis. O
restante faz parte de dgua salgada imprdpria para consumo. Embora o Brasil possua uma
das maiores fontes de agua potavel do planeta (mais ou menos 12% da agua do mundo e
proximo de 53% das reservas da América Latina), muitos estados brasileiros ja estdo
enfrentando o problema da escassez de dgua para o consumo (Weissheimer, 2005). A
escassez ¢ decorrente do aumento da populacdo, do uso crescente de agua em processos
produtivos dos quais ndo pode ser reaproveitada e, principalmente, da poluigdo.

Segundo dados da ONU publicados através de programas como, por exemplo, o
PNUMA (Programa das Nagdes Unidas para o Meio Ambiente), atualmente mais de 80
paises estdo com dificuldades para manter dgua potavel disponivel, sendo que estes

representam 40% da populacdo mundial (Tundisi, 2003) (Fig. 01).

Figura 0l. Paises em desenvolvimento
enfrentam escassez de dgua potavel.

Fonte: www.terra.com.br/planetaweb/352/jornal 352 01.htm




1.2 Poluicéo

A poluicdo, sem duvida nenhuma, ¢ a principal responsavel pela perda da
potabilidade da agua dos mananciais. Desde os tempos mais remotos o homem costuma
langar seus detritos nos cursos de d4gua. Antes da Revolugdo Industrial essa atitude, porém,
ndo causava grandes problemas, ja que os rios, lagos e oceanos tém consideravel poder de
resiliéncia. Foi a partir da Revolugdo Industrial que a polui¢do passou a constituir um
problema para a humanidade. O grau de polui¢do aumentou muito com a industrializagao
(devido a mecanizacdo e producdo acelerada) e urbanizacdo e sua escala deixou de ser
local para se tornar planetaria. Com o advento da industrializagdo, o volume de detritos
despejados nas aguas tornou-se cada vez maior, superando a capacidade de recuperacao
dos rios e oceanos, a qual ¢ limitada. Também comecou a ser despejados nas dguas uma
grande quantidade de produtos industrializados ndo biodegradéaveis, como plasticos, a
maioria dos detergentes e pesticidas. Sabe-se que alguns destes compostos acumulam-se
na cadeia trofica, potencializando seus efeitos danosos nos niveis tréficos superiores,
prejudicando, assim, todo o sistema aquatico. Entretanto, ndo ¢ apenas a industria a
principal responsavel pelo lancamento de poluentes no meio ambiente, mas a urbanizagao,
com grandes concentragdes humanas em algumas cidades, também contribuiu
pesadamente, criando outros grandes problemas ambientais, como o acimulo de lixo,
enormes volumes de esgotos e congestionamentos de trafego.

Hoje, gracas aos relatérios da ONU e organizagdes ndo-governamentais, ja se sabe
que 120.000 Km® de 4gua estio contaminados e que para 2050 h4d uma estimativa de
180.000 Km®, se medidas urgentes, que permitam a diminui¢do acentuada da poluicéo,

nao forem tomadas (Tundisi, 2003). Cerca de 73% da populagdo mundial vive em regides



préximas a costa, onde a entrada de esgotos nos sistemas costeiros ¢ a principal fonte de
contaminagdo (Tundisi, 2003). A entrada de compostos organicos nos ecossistemas
aquaticos pode resultar em um processo chamado de ‘“eutrofizacdo”. Eutrofizacdo
significa, basicamente, o enriquecimento dos corpos d’agua por grandes quantidades de
substancias, organicas e inorganicas, que contém nitrogénio (N) e fosforo (P) (Carmichael,
1994; Persich et al., 1996; Chorus & Bartram, 1999; Codd, 2000; Briand et al., 2003),
elementos essenciais na composi¢do da matéria organica. Esse excesso de nutrientes atua
como um fertilizante, podendo favorecer o crescimento de uma ou mais espécies do
fitoplancton em particular, resultando em um fendémeno denominado “floracdo”
(crescimento excessivo de determinados organismos). Um dos grupos que freqiientemente
formam floragdes em daguas doces, salobras e marinhas sdo as cianobactérias. Como
conseqiiéncia do aumento exagerado da biomassa de cianobactérias pode haver redugdo da

qualidade da 4gua para uso humano.

1.3 O que sdo cianobactérias

Cianobactérias sdo microrganismos procariotas que possuem uma parede celular
composta de peptideoglicano e lipopolissacarideos ao invés de celulose das algas verdes.
Estes organismos realizam fotossintese com liberacdo de oxigénio. Devido ao fato de
possuirem pigmentos como clorofila-a e ficobiliproteinas, entre elas ficocianina, foram
erroneamente denominadas de algas verde-azuis (ou cianoficeas), pois elas possuem
relacdo filogenética e taxondmica mais proxima das bactérias que das algas (Perry &

Staley, 1997).



Cianobactérias sao uma das formas de vida mais antiga da terra. Evidéncias de sua
existéncia derivam de registro fossil de periodos de 3,5 bilhdes de anos atras, situando-as
no inicio da Era Pré-cambriana (Schopf, 1993; Oberholster et al., 2004).

Acredita-se que as cianobactérias tiveram um papel muito importante no
desenvolvimento da vida no planeta Terra. Ha cerca de 2,5 bilhdes de anos, o hidrogénio
comecou a ficar escasso ¢ os organismos que faziam fotossintese anaerdbica conseguiram
sobreviver apenas em locais muito especificos, mas as cianobactérias comegaram a fazer
fotossintese aerdbica, aproveitando do hidrogénio da molécula de agua e liberando
oxigénio para atmosfera. Este evento alterou os processos bioquimicos e teria permitido
que os organismos adaptassem seus metabolismos para sobreviver em um ambiente
oxidado. Isto possibilitou que organismos superiores, como os vertebrados, surgissem
muitos milhdes de anos depois (Carr & Whiton, 1982; Mckay & Hartman, 1991).

A liberagdo de oxigénio na atmosfera, pelas cianobactérias, foi um evento
bioldgico sem precedentes na historia da evolugdo da vida no planeta Terra. Nem mesmo a
grande explosdo de diversidade de formas de vida no Periodo Cambriano ¢ comparada
com este fenomeno. Este fato levou o Doutor em Ciéncias Atmosféricas, James Kasting
(Kasting, 2004) a afirmar: “Hé4 cerca de 2,3 bilhdes de anos microbios incomuns
insuflaram vida nova no jovem planeta Terra preenchendo os céus com oxigénio. Sem
esses seres, hoje denominados cianobactérias, a maior parte da vida que hoje conhecemos
nunca teria evoluido”.

Cianobactérias sao comuns em muitos tipos de habitats naturais, sendo que muitas
espécies sdo cosmopolitas, vivendo em ambientes hostis, onde as condi¢des sdo extremas,
como fontes hidrotermais, lagos alpinos e ambientes altamente poluidos, incluindo lagos
Antarticos, desertos aridos e solos tropicais acidos (Mur et al., 1999; Kaebernick &

Neilan, 2001). Elas desempenham papel chave na ciclagem biogeoquimica da matéria, na



estrutura ¢ manutencdo da biodiversidade microbiana e na comunidade de organismos
superiores (Codd et al., 2005).

As cianobactérias desenvolveram uma ampla diversidade de formas, adaptacdes
morfoldgicas, bioquimicas e fisiologicas, que lhes permitiram um longo registro evolutivo.
A morfologia das cianobactérias ¢ muito diversa, incluindo células esféricas ou alongadas,
coloniais e espécies multicelulares cilindricas (filamentosas) (Fig. 02).

Em alguns casos, a identificagdo por microscopia Optica, em nivel de espécie, pode
tornar-se dificil devido a sua alta plasticidade fenotipica (Briand et al., 2003). Elas podem
viver livremente ou em forma simbionte com plantas e fungos, no bentos ou, mais
comumente, como membros do plancton (Kaebernick & Neilan, 2001).

Algumas espécies tém habilidade para diferenciar células normais em
especializadas, como, por exemplo, o “heterocito” (Fig. 03), que mesmo em presenca de
O,, ¢ capaz de fixar nitrogénio, quando este elemento se encontra limitado no meio
(Briand et al., 2003). Algumas cianobactérias conseguem realizar a fixa¢do de nitrogénio
mesmo ndo possuindo heterocito. Elas fazem uma fixagdo temporal, onde alternam
fotossintese no periodo de luz e fixacdo de N; nos periodos sem luminosidade (Rowell &
Kerby, 1991). Outra especializagdo apresentada por cianobactérias, os acinetos, permitem
sua sobrevivéncia quando as condi¢des ambientais tornam-se estressantes, como periodos

de baixas temperaturas ou secas prolongadas.
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Figura 02. Variagdes morfologicas mais comuns das cianobactérias:
Cianobactérias filamentosas sem heterocitos (a); filamentosas com heterocitos (d) e

(b); unicelular coloniais (c¢); unicelulares de vida livre (e) e filamentosas ramificadas

(®.



Figura 03. Fotomicrografia mostrando o heterocito de Anabaena verrucosa do Banco de
Culturas da UPC (Unidade de Pesquisas em Cianobactérias) com comprimento e largura

maiores que as células normais.

1.4 Formacéao de floracoes

As floragdes de cianobactérias representam um crescimento exponencial,
geralmente de uma Unica espécie. Estas floragdes tém, geralmente, conseqiiéncias danosas
para os organismos e o ambiente, alterando o equilibrio ecoldgico do ecossistema aquatico
(Carmichael, 1994; Chorus & Bartram, 1999; Codd, 2000; Fogg, 2002; Briand et al.,
2003). Acredita-se que entre as passagens da Biblia que citam as sete pragas do Egito, ha
uma descri¢ao de uma floracdo de algas causando a morte de peixes no Rio Nilo (Fogg,
2002). Na atualidade as ocorréncias destes fendmenos sdo popularmente identificados pela

expressdo “Floracdes de Algas Nocivas” (FAN). Em verdade, o termo “FAN” estd mais



intensamente ligado, na literatura antiga, aos eventos de “marés vermelhas” (Smayda,
1997), entretanto tem sido usado atualmente para as ocorréncias de cianobactérias.

As ocorréncias de floragdes de cianobactérias pressupdoem  um conjunto de
fatores ambientais ideais como: temperatura em torno de 25°C, pH variando entre 7,0 e
9,0 ¢ locais que apresentem estabilidade da coluna d’agua. Outros fatores importantes
sdo as altas concentracdes de nutrientes, especialmente nitrogénio e fosforo, juntamente
com a intensidade luminosa (Carmichael, 1994; Yunes et al., 1998; Chorus & Bartram,
1999; Matthiensen et al., 1999; Kaebernick & Neilan, 2001; Haider et al., 2003). E devido
a estes fatores que as floragdes geralmente ocorrem na primavera ou verao (Fig. 04).

A ocorréncia de floragdes geralmente conduz a uma série de eventos ambientais
que podem geram problemas graves. Estes eventos se sucedem comegando com a
formagdo de um denso material que forma um biofilme (Codd et al., 2005) ou espessa
camada que cobre a superficie da adgua, diminuindo a sua transparéncia. A seguir sao
claramente identificados gosto e odor desagradaveis, devido a liberacdo de compostos
volateis como, por exemplo, a geosmina e o 2-metilisoborneol (MIB) (Velzeboer et al.,
1995; Paerl & Millie, 1996). Segue-se a conseqiiente desoxigenacdo aquatica, podendo
resultar em mortandade de peixes e outros animais.

As diversas espécies de cianobactérias formadoras de floragdes podem produzir
promovem a producdo de uma série de diferentes tipos de compostos, sendo alguns
considerados toxicos para uma gama muito grande de organismos (Codd et al., 1997; Issa,

1999; Kreitlow et al., 1999; Schaeffer & Krylov, 2000; Burja et al., 2001).



1.5 Ocorréncias de floragdes toxicas de cianobactérias

No estuario da Lagoa dos Patos as principais floragdes que ocorrem ao longo do
ano sdo: diatomaceas, pequenos flagelados como, prasinoficeas, criptoficeas, haptoficeas,
e cloroficeas. As cianobactérias sdo mais abundantes em periodos de baixa salinidade e os
dinoflagelados em alta salinidade (Odebrecht & Abreu, 1998).

Torna-se cada vez mais comum o relato de ocorréncia de grandes massas verdes de
cianobactérias em lagos, rios, represas e estuarios. Esses fenomenos tém chamado a
aten¢do mundial devido ao potencial risco para a saude humana (Lawton & Codd, 1991;
Carmichael, 1994; Yunes et al., 1996; Chorus & Bartram, 1999; Falconer, 1999;
Matthiensen et al., 2000a).

Casos de ocorréncia de grandes densidades de cianobactérias sdo citados na
literatura mundial. Uma floragdo de cianobactérias Anabaena circinalis cobriu 1000 Km
do Rio Darling na Austrélia, no verdo de 1999, e teve como conseqiiéncia danosa a morte
de varios animais selvagens e gado (Falconer, 1999).

A descricdo de floragdes toxicas e a intoxicagdo por dgua contaminada por
espécies toxicas de cianobactérias, que tem conduzido a mortalidade de vérios animais
como peixes, bovinos, ovelhas, porcos, cdes, passaros, ja foram relatados em diversas
partes do mundo em paises como Australia, Inglaterra, China, Africa do Sul, Chile,
Alemanha, Italia, Escocia, Brasil, Argentina (Beasley et al., 1983; Carmichael, 1992;
Edwards, 1992; Yunes et al., 1996; Lagos, 1998; Falconer, 1999; Fastner et al., 1999;
Giovannardi et al., 1999; Pizzolon et al., 1999; Siame et al., 2000).

Existem evidéncias de toxinas de cianobactérias produzindo cancer primario de
figado (PLC) em provincias e cidades da China (Ueno et al., 1996). Relatos de intoxicacao

em seres humanos no Brasil tem uma histéria relativamente recente, sendo alguns nao
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devidamente documentados. Em 1988, na represa de Itaparica, estado da Bahia, ocorreram
2000 casos de gastroenterites, sendo que 70,6% dos casos eram criangas (Teixeira et al.,
1993). Suspeita-se que a epidemia foi causada por agente infeccioso (bacteriano ou viral)
ou entdo toxinas de cianobactérias, mas a falta de dados ndo permitiu uma exatiddo do
fenomeno ocorrido.

Existem casos, entretanto, que estdo bem documentados e esclarecidos, sendo um
dos mais graves da literatura microbioldégica mundial, envolvendo toxinas de
cianobactérias, o ocorrido em Caruaru, estado de Pernambuco, onde aproximadamente 60
pacientes de uma clinica de hemodialise desenvolveram intoxicacdo tendo como
conseqiiéncia a morte, apds tratamento na clinica que utilizava um reservatorio que
continha agua contaminada com toxinas de cianobactérias (Jochimsen et al., 1998; Pouria
etal., 1998).

No estuario da Lagoa dos Patos, floracdes de cianobactérias ndo sdo novidades
visto que estudos passados ja confirmavam sua presenga nos ultimos 15 anos (Yunes et
al., 1998) (Fig. 04).

Matthiensen et al. (1999) relataram no periodo de 12 meses a presenga de
Microcystis aeruginosa na regiio estuarina, com valor maximo de 1,3 . 10° céL.L" em
dezembro de 1994 ¢ valor minimo de 1,5.10° ¢él.L™! no periodo de agosto de 1995. Estas
floragdes se revelaram altamente toxicas, mediante testes de toxicidade intraperitoneal em
camundongos com DLsj - 24h menores que 100 pg.Kg™ p.c. e concentragdes de toxinas
nas células que superaram 1,0 pg.mg'p.s. Yunes et al. (2003) registraram a presenca de
floracdes de cianobactérias ao norte do estuario da Lagoa dos Patos, sendo que
Cylindrospermopsis raciborskii ocorreu nos rios Cai e Sinos, enquanto que na Barragem
do Rio Duro, que cruza a cidade de Camaqua, foi verificado a presenga de uma floracao

mista de  Cylindropermopsis raciborskii ¢ Pseudoanabaena limnetica. Estes dados

11



evidenciam a regido norte da Lagoa dos Patos como a principal fonte de entrada de
diferentes cianobactérias (Matthiensen et al., 1999) e, que eventualmente, podem formar

floracdes na regido sul da lagoa.

Figura 04. Ocorréncia de floragdo de Microcystis sp. no estuario da

Lagoa dos Patos, em dezembro de 2004, em frente a regido do Museu

Oceanografico (Rio Grande — RS).
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1.6 Toxinas, seus efeitos e sua degradacéo

A ocorréncia de uma floragdo com organismos produtores de toxinas representam
um dos eventos mais nocivos para o ambiente e para quem faz uso dessa adgua. Estas
toxinas produzidas sdo liberadas para a 4gua do ambiente quando ocorre a lise, a ruptura
da membrana celular, e conseqliente morte do organismo. Essas cianotoxinas sdo pouco
removidas da agua através dos tratamentos convencionais realizados pelas empresas
publicas de abastecimento de dgua potavel. Dependendo da intensidade da floracdo elas
resistem a cloragdo, permanganato € amonia, sendo que todos estes métodos provaram ser
ineficientes na reducdo do odor e concentragdo de toxina da agua (Kiviranta et al., 1999;
Haider et al., 2003). Devido a ocorréncia de casos envolvendo a morte de seres humanos
e animais, a Organiza¢do Mundial da Saude (WHO) estipulou um valor padrdo maximo de
microcistina-LR, a cianotoxina de ocorréncia mais comum, de 1,0 pg.L"' para dgua
potavel (WHO, 1998). O governo brasileiro, através da portaria 518 do Ministério da
Satide do Brasil, de 25 de marco de 2004, exige que as Estagdes de Tratamento de Agua
(ETA) monitorem mensalmente a presenca de cianobactérias toxicas nos pontos de
captacio, estipulando um valor maximo permitido de 10.000 células.mL™ e, em casos do
numero de células alcangar 20.000 células.mL™ e comprovagido de toxicidade avaliada por
meio de bioensaios com camundongos, passa a ser obrigatoria a analise de cianotoxinas na
agua tratada. A legislacdo brasileira também proibe o uso de compostos algicidas no
controle das floragdes, com o objetivo de evitar que ocorra a lise celular e as cianotoxinas

passem a estar dissolvidas na d4gua do ambiente.
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No caso da neurotoxina anatoxina-a, ndo existem leis que estipulem um valor
maximo permitido em dagua potavel. Os estudos em relacdo a estas toxinas sdo
relativamente escassos.

As toxinas de cianobactérias podem ser caracterizadas por suas propriedades
quimicas ou toxicologicas, ou entdo agrupadas de acordo como o sistema fisioldgico,
orgdos, tecidos ou células que sdo primariamente afetados (Codd et al., 2005; Briand et
al., 2003). Dependendo do orgdo afetado, elas podem ser classificadas como:
hepatotoxinas (ciclo peptideos hepatotdxicos), neurotoxinas ( alcaldides neurotdxicos) e
uma terceira classe denominada de dermatotoxinas (toxinas alergénicas e irritante ao

contato).

1.6.1 Hepatotoxinas

As hepatotoxinas sdo heptapeptideos e pentapeptideos ciclicos contendo, como
caracteristica, o0 amino acido hidrofébico (3-amino-9-metoxi-10-fenil-2,6,8-trimetildeca-
4,6-acido dienoico, denominado resumidamente de radical “Adda”) (Falconer, 1999). Sao
produzidas por cianobactérias dos géneros Microcystis, Anabaena, Oscillatoria, Nodularia
e Nostoc. Sao conhecidas coletivamente como “microcistinas e nodularinas” (Fig. 08),
sendo potentes inibidores das proteinas fosfatases 1 ¢ 2A (Mackintosh et al., 1990; Fujiki,
1992). Nas células do figado a inibigdo dessas enzimas causa hiperfosforilagdo das
proteinas estruturais vimentina e citoqueratina, causando deformagao celular do hepatdcito
através da desagregacao dos filamentos intermediarios (Bourne et al., 1996; Falconer,

1999). O alvo da toxina é o figado devido ao fato de haver uma ligagdo especifica do
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sistema de transporte de anions orgdnicos da membrana celular dos hepatdcitos
(Kaebernick & Neilan, 2001). A mudanga da arquitetura celular conduz ao acimulo de
sangue no figado gerando, como conseqiiéncia, perda de sangue da circulagdo, conduzindo
a morte o animal contaminado com a toxina (Fig. 06). Estudos sobre os efeitos da
microcistina-LR (MC-LR) sobre os filamentos de actina do citoesqueleto e o nucleo de
hepatdcitos humano tém demonstrado a severa deformagdo causada nestes tipos de célula
(Fig. 05).

Microcistinas sdo compostas por sete amino acidos, sendo cinco geralmente fixos e dois
amino acidos variaveis, por exemplo MC-LR contém leucina e arginina. Nodularina tem
apenas cinco amino acidos e uma das diferengas em relagdo as microcistinas ¢ a auséncia
dos animo acidos variaveis (Ishii et al., 2004). Existem mais de 70 variantes estruturais

relatadas dos ciclo heptapeptideos microcistinas e 6 variantes dos ciclo pentapeptideos

nodularinas conhecidas (Codd et al., 2005).

Figura 05. (A) Células controle mostrando a rede de actina (vermelho) altamente
organizada e os nucleos dos hepatocitos (verde) perfeitamente arredondados. (B e C)
Hepatocito exposto a 50 nM de MC-LR por 3h. Nestas células os filamentos de actina
sofrem colapso para o centro da célula formando uma estrutura semelhante a uma estrela e
os nucleos perdem sua forma caracteristica. Em (C) as células mais severamente afetadas
apresentam-se encolhidas e em fragmentos.

Fonte: Batista et al., 2003.
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As microcistinas e nodularinas apresentam toxicidade variavel conforme a
composi¢do estrutural molecular. A microcistina-LR apresenta valores de DLsy = 50
ng.Kg ' p.c. em camundongo por injecdo intraperitoneal (I.P.), enquanto que nodularina
apresenta DL 5o = 30ug.Kg ' p.c. (LP.). A toxicidade oral para microcistina apresenta
uma variagdo de 30 a 100 vezes menor que toxicidade por injecdo intraperitoneal,
dependendo da variante (Briand et al., 2003).

Existem evidéncias de que os pentapeptideos nodularinas sao promotores de
tumores mais potentes que as microcistinas. Suportam esses dados a baixa concentragao
de nodularinas necessarias para inibir enzimas fosfatases in vitro (Falconer, 1999).

A sintomatologia dos animais intoxicados ¢ diversa, podendo apresentar astenia,
anorexia, palidez das extremidades ¢ membranas das mucosas, torpor, perda de equilibrio,
espasmo rigido que puxa a cabega para tras. Estas intoxica¢des podem ser fatais, resultado
da hemorragia intra-hepatica e do choque hipovolémico. Em humanos foi registrado

fraqueza, nauseas e vOomitos e sintomas neurologicos de vertigem ( Pouria et al.,1998).
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Figura 06. Figado normal e Figado sob efeito das toxinas microcistinas.

Fonte: Carmichael, 1994.

17



1.6.2 Neurotoxinas e dermatotoxinas

As neurotoxinas de cianobactérias sdo toxinas produzidas por espécies dos géneros
Anabaena, Aphanizomenon, Oscillatoria, Trichodesmiun e Cylindrospermopsis (Chorus &
Bartram, 1999). Trés tipos de neurotoxinas sao estudadas em detalhes, sendo anatoxina-a e
antoxina-a(S) unicas de cianobactérias enquanto que o grupo das saxitoxinas, que
apresenta cerca de dezenove variantes (Sivonen & Jones, 1999), também sdo produzidas
por algumas algas marinhas (Carmichael, 1994).

Essas toxinas sdo classificadas como alcaloides e atuam fundamentalmente na
transmissdo de impulsos nervosos. As cianobactérias Anabaena flos-aquae, Anabaena
planktonica, Oscillatoria, Aphanizomenon e Cylindrospermum sao conhecidas por
produzirem anatoxina-a, cuja formula é (C;oH;sNO) (Sivonen & Jones, 1999) (Fig. 07). A
ANTX-a (anatoxina-a) ¢ uma amina secundaria com peso molecular de 165 Daltons e
anatoxina-a(S) (C7H7N4O4P), ¢ uma N-hidroxiguanidina metil éster de fosfato com peso
molecular de 252 (Briand et al., 2003). A ANTX-a ¢ um dos mais potentes agonistas
conhecidos para os receptores nicotinicos de acetilcolina, atuando como um agente
bloqueador despolarizante pds-sinaptico neuromuscular (Rapala et al., 1994). Essas
toxinas inibem a transmissdo do sinal eletroquimico do sistema nervoso na jungdo
neuromuscular, sendo que a anatoxina-a(S) causa hipersalivacio em animais e morte
devido ser um inibidor da acetilcolinesterase com mecanismo semelhante ao dos
inseticidas organofosforados (Falconer, 1999; Codd, 2000).

Em condigdes fisiologicas normais a acetilcolina liga-se ao seus receptores
provocando a abertura dos canais de sodio, que proporciona o movimento idnico que
induz a contracdo muscular; entretanto a acetilcolinesterase degrada a acetilcolina

prevenindo uma super estimulacdo do tecido muscular, mas a ANTX-ando ¢ degradada
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Anatoxina-a

Figura 07. Formula estrutural da neurotoxina

Anatoxina-a.
pela acetilcolinesterase, ligando-se definitivamente aos receptores de acetilcolina, pois
mimetisa 0 neurotransmissor, tornando-se assim um potente bloqueador neuromuscular
pos-sinaptico de receptores nicotinicos e colinérgicos, provocando uma super estimulagdo
muscular que conduz o animal intoxicado a fadiga e a paralisia podendo ser fatal se os
musculos respiratorios forem atingidos (Carmichael, 1994) (Fig. 08).

As toxicidades das neurotoxinas, de um modo geral, sdo altas, sendo que
anatoxina-a possui uma DLsy = 200 — 250 pg.Kg '(p.c.) e anatoxina-a(S) DLs, = 20
ngKeg! (p.c.) (I.P.) em camundongo (Chorus & Bartram, 1999; Carmichael, 2000; Briand
et al., 2003). Os sinais clinicos de envenenamento por ANTX-a seguem progressao de
fasciculagdo muscular, diminui¢do dos movimentos, respiragdo abdominal, cianose,

convulsao ¢ morte (Carmichael, 2000).
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Figura 08. A¢do da ANTX-a, provocando uma superestimulagdo muscular.

Fonte: Carmichael, 1994.

As cianobactérias produzem uma terceira classe de compostos conhecidos como
dermatotoxinas que sdo alergénicas e irritantes ao contato. Existem relatos de seus efeitos
em banhistas de praias e rios apds o contato com aguas que continham cianobactérias. Um
dos compostos responsaveis por este tipo de intoxicacdo, os lipopolissacarideos (LPS),
sdo também encontrados na membrana da parede celular de bactérias Gram-negativas. Sao
compostos pirogénicos e podem produzir respostas irritantes ¢ alérgicas em humanos e
animais quando em contato, além de estarem associados a casos de gastroenterites e
problemas inflamatorios (Chorus & Bartram, 1999; Codd et al., 2005; Briand et al.,

2003).
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Existem outras dermatotoxinas produzidas por cianobactérias marinhas (e. @.
lyngbyatoxina-A e aplysiatoxina) que foram relacionadas a casos de dermatites agudas,

envenenamento ¢ morte de animais, especialmente no Japao e Havai (Briand et al., 2003).

1.6.3 Biodegradacéo e biotransformacéo de cianotoxinas

O termo biodegradacdo refere-se exatamente a decomposicdo de uma substancia
organica, natural ou artificial (antropogénica), como por exemplo petroleo, pesticidas,
himus, toxinas e outras. Sabe-se que algumas bactérias apresentam a habilidade de
atacarem enzimaticamente e degradarem compostos organicos naturais presentes no
ambiente aquatico. Do ponto de vista ecoldgico, a “detoxificacdo” ¢ o papel mais
importante dos microrganismos na transformacdo de um poluente ou de um composto
toxico que ocorre naturalmente. Entretanto a biodegradacdo de um composto toxico nao
significa que os subprodutos resultantes sejam necessariamente menos toOXicos.
Geralmente a biodegradagdo ou transformagdo completa de uma molécula ¢ funcdo do
tempo, visto que algumas substincias se decompdem mais rapidamente e de forma mais
completa que outras (Alexander, 1994).

Segundo Harada & Tsuji (1998), existem cinco vias que podem ser consideradas
como contribuintes para as rotas naturais de detoxificacio de microcistinas: diluicao,
adsor¢do, decomposicdo térmica auxiliada por pH, fotdlise e degradacdo bioldgica.
Atualmente mais e mais estudos sobre biodegradacdao de toxinas de cianobactérias estdo
sendo realizados, visando a busca pela eliminacdo destes contaminantes dos reservatorios
(Lam et al., 1995; Cousins et al., 1996; Takenaka & Watanabe, 1997; Inamori et al.,
1998; Lahti et al., 1998; Chorus & Bartram, 1999; Kiviranta et al., 1999; Matthiensen et

al., 2000; Park et al., 2001; Harada et al., 2004), uma vez que a biodegrada¢ao ¢ uma
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alternativa viavel e segura de tratamento para remocao de cianotoxinas das aguas (Ishii et
al., 2004).

Microcistinas s3o quimicamente estdveis em solu¢do aquosa e microcistinas
liberadas das células persistem em lagos por um longo periodo (Ishii et al., 2004), e s6 sdo
degradadas sob hidrolise quando expostas a condigdes altamente acidas, conforme
afirmam Jones et al. (1994). Existem trabalhos relatando que mesmo apds um periodo de
degradagcdo de um més, ainda pode haver pequenas concentragdes de toxina na agua
(Jones & Orr, 1994).

Dados comprovam que a por¢do do radical Adda e do acido D-glutamico da
molécula de microcistina-LR desempenham papel importante na hepatotoxicidade da
microcistina e que a esterificagdo do grupo carboxil livre do 4cido glutamico resulta,
essencialmente, na inativagao do composto (Oberholster et al., 2004). Estudos relatam que
uma simples mudanca na seqiiéncia dos amino acidos da molécula de microcistina, ou
mesmo uma simples metilagdo ou demetilagdo de um grupo, pode alterar a
hidrofobicidade e alterar drasticamente a toxicidade de alguns compostos, resultando num
produto menos perigoso ou mesmo promover a perda da toxicidade desta substincia
(Matthiensen et al., 2000). Recentemente estudos possibilitaram descobrir uma bactéria
aerdbica Gram-negativa, em forma de bastonete, denominada 7CY, com habilidade de
realizar a decomposi¢do de toxinas cianobacterianas, isoladas do Lago Suwa, no Japao
(Ishii et al., 2004). Essas toxinas eram variantes de microcistinas, MC-LR, -LY, -LW, -
LF e nodularina-Har (Fig 09); a bactéria pertence ao género Sphingomonas.

Estudos realizados por Harada et al. (2004) conseguiram degradar a molécula de
microcistina isolando o radical Adda por meio de dois produtos intermediarios,
microcistina-LR linearizada e tetrapeptideo (Fig. 10). A degradagao foi realizada por uma

cepa do género Sphingomonas denominada B-9, e o produto resultante ndo apresentou
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toxicidade, avaliado pelos testes de bioensaio com camundongo e teste de inibi¢do da
proteina fosfatase.

Matthiensen et al. (2000) realizaram o primeiro estudo que comprovou a
biotransforma¢do de microcistinas por uma populagdo bacteriana originaria da Lagoa dos
Patos, sendo que os compostos resultantes desta biotransformacdo ainda apresentavam
toxicidade, comprovada pela realiza¢do de testes de inibi¢do de fosfatases. Bourne et al.
(1996) isolaram espécies bacterianas do género Sphingomonas que apresentaram uma
nova via enzimatica que atua na degradacao de microcistina-LR. A rota inicial encontrada
foi a abertura do anel de peptideo da ligagdo Adda-arg-peptideo, resultando em um
oligopeptideo linear, o qual foi subseqlientemente degradado. A degradagdo desta toxina
foi mediada por, no minimo, trés enzimas hidroliticas intracelulares, sendo a primeira e
mais importante delas a microcistinase, considerada uma nova metaloprotease. A atividade
enzimatica da microcistinase produziu a redugdo de 160 vezes a atividade da hepatotoxina

microcistina.
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Figura 09. Estrutura quimica das microcistinas, onde o X e o Y representam
os amino acidos variaveis e nodularina-Har.

Fonte: Ishii et al., 2004.
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Jones et al. (1994) conseguiram isolar uma bactéria capaz de degradar
microcistina-RR e LR, mas n3o nodularina. A bactéria era uma Gram-negativa esférica,

provavelmente do género Pseudomonas sp.
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Figura 10. Esquema de degradacdo microbiana de microcistina-LR onde ocorre uma
linearizagdo da molécula.

Fonte: Harada et al., 2004.

Existem trabalhos citando, além da degradacdo de microcistinas, também a
degradacdo de neurotoxina ANTX-a (Kiviranta et al., 1991; Rapala et al., 1994). Kiviranta
et al. (1991) observaram degradacdo de ANTX-a realizada por bactérias esféricas Gram-
negativas, provavelmente cepas do género Pseudomonas fluorescens, identificada pela
analise dos 4acidos gordurosos da célula. Essa bactéria conseguiu degradar ANTX-a em
uma taxa de 6-30 pg.ml™' em 3 dias. Inamori et al. (1998) realizaram um estudo no qual

combinaram microrganismos predadores de cianobactérias com bactérias endémicas
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isoladas de um biofilme. Os organismos do zooplancton Aeolosoma hemprichi e
Philodina erythrophtalma predavam as células de Microcystis viridis, enquanto bactérias
realizavam a biodegradacdo de microcistina-RR.

A utilizagdo de sedimentos em trabalhos de biodegradagdo de toxinas
cianobacterianas (Rapala et al., 1994) também tem apresentado resultados positivos. Esses
autores utilizaram agua e sedimentos do lago eutréfico Tuusulanjirvi, na Finlandia,
durante e depois de uma floragdo de cianobactéria hepatotdxica ter ocorrido. A ocorréncia
de degradacdo de microcistina por bactérias associadas a mucilagem de cianobactéria
Microcystis também tem sido observada (Maruyama et al., 2003). Para verificar o
processo de degradagdo, estes autores, utilizaram HPLC quantificando a diminui¢do da
concentragdo de microcistina e, também, a concentragdo de microcistina extracelular foi
analisada através de imunoensaios especificos (ELISA). Alguns trabalhos utilizaram-se
de ferramentas genéticas para identificar os microrganismos degradantes de toxinas (Lahti
et al., 1998; Park et al., 2001; Maruyama et al., 2003). Park et al. (2001) conseguiram,
através do sequenciamento da subunidade 16S do DNAr, identificar uma cepa do género
Sphingomonas designada de Y2, que era capaz de degradar microcistinas RR, YR e LR.

A biodegradacdo de toxinas de cianobactéria tem sido demonstrada em varios
estudos. Além de ser uma alternativa ecoldgica, ¢ importante devido ao fato da longa
persisténcia das toxinas de cianobactérias, com altas taxas de toxicidade, em aguas
naturais. Porém o nosso conhecimento sobre degradacdo de cianotoxinas ainda ¢ muito

incompleto e anélises bioquimicas das vias degradativas apenas estdo no comeco.
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I1. OBJETIVOS

III.1. OBJETIVO GERAL

Estudar a dindmica da biodegradacdo e/ou biotransforma¢do de microcistinas e
anatoxina-a por bactérias aquaticas encontradas no ambiente da regido estuarina da Lagoa

dos Patos e da regido maritima adjacente a praia do Cassino.

II1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1° - Avaliar a existéncia de degradacdo bioldgica de cianotoxinas purificadas e
extratos toxicos de cianobactérias por cepas bacterianas das dguas do estuario da Lagoa
dos Patos e praia adjacente.

2° - Determinar a taxa de degradacdo e o tempo necessario para que ocorra a
degradacdo ou transformagdo completa das cianotoxinas estudadas.

3° - Isolar e identificar, se possivel em nivel de espécie, as bactérias responsaveis
pela degradacdo de microcistina e anatoxina-a. Em adi¢do a esta atividade, cogita-se a
criacdo de um banco de cultura de bactérias (BCB/UPC), com o objetivo de disponibilizar

material bioldgico necessario a futuras pesquisas.
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I1l.  AREA DE ESTUDO

A Lagoa dos Patos esta situada entre as latitudes 30° 20° S e 32°20° S (Fig. 11). E
o segundo maior corpo de dgua do Brasil e o maior sistema lagunar da América do Sul.
Ao norte a imensa bacia de drenagem de aproximadamente 200.000 Km?, é formada por
diversos rios que provéem 75 a 80% da agua doce da Lagoa dos Patos (Yunes et al.,
1998). A Lagoa dos Patos apresenta um comprimento de aproximadamente 250 Km por
38 Km de largura, perfazendo uma area de 10.360 Km®” sendo que a regido estuarina
representa um décimo da area total da Lagoa dos Patos (Castello, 1978) (Fig. 12).

A cidade do Rio Grande fica as margens do estuario da Lagoa dos Patos. Sendo
uma cidade industrial e portuaria, contribui com grande carga de nutrientes para as aguas
do estuario. Proximo a saida do canal da Barra de Rio Grande, as concentra¢des de
nutrientes presentes na agua sdo elevadas, provavelmente devido a contaminagdo por
esgotos domésticos e a descarga de residuos industriais (Niencheski et al., 1994).

Neste trabalho foram escolhidos dois pontos para coleta de dgua: Museu
Oceanografico (P1) (Fig. 04 e Fig. 12), localizado dentro do estuério da Lagoa dos Patos e
Praia do Cassino (P2) (Fig. 17), localizado confronte a estitua de Iemanja (Fig. 12).
Estes pontos foram escolhidos na inten¢do de obter-se amostras de dgua com diferentes
salinidades, visto que o estudrio da Lagoa dos Patos apresenta uma disponibilidade de
nutrientes e um gradiente de salinidade (Yunes et al., 1990) que possibilita uma variagdo e
diversificagdo dos organismos locais e, portanto, comunidades bacterianas de locais

distintos podem apresentar caracteristicas distintas.
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Figura 11. Lagoa dos Patos. Em detalhe o estuario (Fig. 12).

Fonte: www.cdbrasil.cnpm.embrapa.br/index.htm
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Figura 12. Estuario da Lagoa dos Patos mostrando os pontos de coleta.

Fonte: Ab’Saber, 2001.
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IV. MATERIAL E METODOS

IV.1. CULTIVOS

Cultivos massivos de cianobactéria toxica Microcystis RST 9501, proveniente do
Banco de Culturas da UPC, foram realizados com o intuito de obter extratos de células
contendo a toxina microcistina. Em Erlenmeyers de 2L contendo meio BGN/2 (Rippka et
al., 1979) foram feitos os inoculos de Microcystis RST 9501 e mantidos em camara de
cultivo (Fig. 13), onde foram permanentemente monitorados. O monitoramento dos
cultivos foi feito pela estimativa do aumento da concentragdo de clorofila-a (Mackiney,
1941), para avaliar a biomassa celular, realizado através da espectrofotometria com
UV-visivel (Espectrofotometro — FEMTO 482) (ISO 1992) e a coleta das culturas
realizada durante a fase final do crescimento exponencial (curva de crescimento), quando
entdo apresentam a maior concentragdo de microcistina por célula. Os cultivos foram
mantidos em camara de cultivo (FANEM 347), com temperatura (20C° £+ 2°C) e
luminosidade controladas (60 pE m?s™), com alternincia de luminosidade (12 horas-

luz/12 horas-escuro).

IV.2. EXTRACAO E SEMI-PURIFICACAO DE MICROCISTINAS

Os cultivos visaram a extragdo e semi-purificagdo de microcistina, segundo
Lawton et al. (1994). Para o processo de obtencdo de extratos celulares contendo
microcistinas, seguiu-se o protocolo que se inicia pela coleta dos cultivos e por

centrifugacao (centrifuga HERMLE Labnet Z323) a 12.000 rpm por 10 min. O material
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centrifugado foi congelado e liofilizado (EDWARDS Micromodulyo). Ao material
liofilizado foram acrescentados acido acético em agua-destilada (5% v/v) na proporg¢do de
250 mL para cada grama de material liofilizado. A mistura foi agitada por 1 hora. Apods a
agitacdao a mistura foi novamente centrifugada a 12.000 rpm por 10 min. Como resultados
desta centrifugagdo obteve-se um sobrenadante e um pellet (centrifugado). Este

sobrenadante (S;) foi armazenado.

Figura 13. Cultivos massivos de Microcystis RST9501,
pertencente ao Banco de Culturas da UPC (Unidade de

Pesquisas em Cianobactérias).
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O pellet resultante da primeira centrifugacdo sofreu o mesmo processo anteriormente
descrito (acréscimo de A.A. + H,O-Destilada (5% v/v) 250 mL e agitacdo por 1h). Apos, a
centrifugacdo da mistura a 12.000 rpm durante 10 min, o pellet foi descartado e o
sobrenadante (S;) foi adicionado ao S;. Os 500 mL resultantes (S; + S;) foram mantidos
em congelador pelo periodo de 24 horas. Apds o descongelamento o extrato foi
centrifugado novamente a 12.000 rpm por 10 min ¢ o pellet resultante descartado.

Em uma segunda etapa o extrato foi passado por cartuchos Cig de 3ml/1g (Sep-
Pak cartridges) em uma bomba peristaltica (Millipore corporation, USA). Os cartuchos
C,s foram previamente ativados com a passagem de 10 mL de metanol e, posteriormente,
10 mL de 4gua-destilada. Apo6s a passagem dos extratos os cartuchos foram congelados
por 24 horas. Apos o descongelamento os cartuchos foram eluidos com 20 mL de metanol
(100%), e os extratos dos cartuchos secos em rota-evaporador a 40°C, a vacuo. Apos
evaporagdo o residuos foram resuspensos com dois volumes de 500ul. de metanol e
posteriormente analisados em HPLC (cromatografia liquida de alta performance) para
determinagdo da concentragdo de microcistinas dos extratos purificados. Estes extratos

foram utilizados nos experimentos de biodegradacao/biotransformac¢ao de microcistinas.

IV.3. COLETAS DE AGUA

Foram realizadas duas coletas de dgua da regido estuarina da Lagoa dos Patos
(proximo ao Museu Oceanografico) e da Praia do Cassino (no local em frente a estatua de
Iemanja) com o objetivo de servirem de fonte de bactérias aquaticas para os

experimentos de biodegradacdo/biotransformacdo de cianotoxinas. Estes dois pontos
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foram escolhidos devido as suas distintas condigdes de salinidade (Tab. 1 e 3) e de
possivel aporte diferenciado de substancias organicas. Foram coletados com balde
plastico, volumes de 1L de amostras de agua de superficie, as quais foram armazenadas
em garrafas plasticas e acondicionadas em isopor durante o transporte para o laboratério.
A temperatura da agua foi medida in situ no momento da coleta (termOometro
INCOTERM) e o pH (pHmetro Marte — DIGIMED) e a salinidade, medida através dos
valores de condutividade (condutivimetro DIGIMED DM31) (IAPSO, 1985), foram

analisados imediatamente apds a chegada ao laboratorio.

IV. 4. EXPERIMENTOS DE BIODEGRADACAO COM EXTRATOS DE

Microcystis RST 9501 E MICROCISTINA COMERCIAL.

Os experimentos de biodegradacdo foram divididos em quatro partes, com
duplicatas, sendo identificados pelas regides Museu Oceanografico (P1) e regido da Praia
do Cassino (P2), e pelos compostos (toxina comercial pura (Sigma®) e extrato celular
purificado de Microcystis RST 9501), ficando, assim, denominados: ME (Museu Extrato),
IE (Iemanja Extrato), MP (Museu toxina comercial Pura) e IP (Iemanja toxina comercial
Pura). Amostras de 4gua dos pontos de coleta P1 e P2 foram filtradas, em filtro
Whatman 7,0 cm, poro 0,42 um. Uma fracdo do extrato foi analisada em HPLC para se
quantificar a concentracdo de microcistina, antes de ser adicionado aos frascos contendo
amostras de 4agua do ambiente. Foram adicionados um volume de extrato contendo,
aproximadamente, 30 pg de microcistina em 30 mL de amostra de a4gua para obter-se uma

concentragio aproximada de lpg.mL™’. Nas amostras com toxinas comerciais foram
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colocados 46 ug de microcistina-LR pura (Sigma®) em 45 mL de amostra de agua, para
obter-se uma concentragdo aproximada de lug.mL'l. As amostras de agua com os extratos
purificados e com a toxina comercial foram colocadas em frascos ambar, com tampa de
bucha de algodao, e dispostas em uma camara posicionada na penumbra para evitar uma
possivel degradacao fotolitica (Fig. 14).

A cada 3 ou 4 dias foram retirados um volume de 500uL de sub-amostras, com
micropipeta, em uma capela de fluxo continuo e préoximo a um bico de Bunsen, e
colocadas em Eppendorfs devidamente etiquetados e congelados (-20°C), para posterior
analise em HPLC. No total foram retiradas onze sub-amostras em um periodo de quarenta
e trés dias. Antes de serem injetadas em HPLC as sub-amostras foram centrifugadas
(Eppendorf Centrifuge 5415¢, Alemanha) a 10.000 rpm por 10 min. As amostras de
agua destinadas aos controles dos experimentos foram autoclavadas a 120 Kgf/cm® por

30min, e posteriormente tratadas como as amostras descritas anteriormente.

IV.5. EXPERIMENTOS DE BIODEGRADACAO DE ANATOXINA-A.

Os experimentos com ANTX-a foram realizados apenas para toxina comercial.

Para o experimento de biodegradagdo de anatoxina-a, amostras de 4gua dos pontos
P1 e P2, em duplicata, foram colocadas em frascos ambar. A estes frascos, contendo 30
mL de 4gua ambiental, foram adicionados a toxina anatoxina-a (Sigma®) na concentragdo
final de 0,02 pg.mL"". Estes frascos ambar, tampados com buchas de algoddo, ficaram ao
abrigo da luz e da variacdo brusca de temperatura ambiental, em uma camara protetora. A
cada 3 ou 4 dias foram retirados 500uL de sub-amostras de cada frasco, com micropipeta
em uma capela de fluxo continuo, proximo ao bico de Bunsen, colocados em Eppendorfs

devidamente rotulados, e imediatamente congeladas (—20°C) para futura andlises em
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HPLC. As amostras destinadas aos controles dos experimentos foram autoclavadas e
posteriormente sujeitas a0 mesmo tratamento e as mesmas condigdes fisicas do restante do

experimento.

Figura 14. Camara protetora, onde foram realizados os

experimentos de biodegradacao de microcistinas e anatoxina-a.
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IV. 6. ANALISE DA CONCENTRACAO DE MICROCISTINAS POR

HPLC.

As analises das concentragdes de microcistina-LR comercial e microcistina do
extrato celular purificado de Microcistis RST 9501 foram realizados por Cromatografia
Liquida de Alta Performance (HPLC). Foi utilizado um sistema cromatografico Shimadzu
SCL-10A,,, equipado com um detector UV-SPD 10Avp, bomba quaternaria LC-10AD,, e
forno de coluna CTO-10AS,, (Fig. 15), controlados por meio do software CLASS-VP
6.21 SP5. Para esta analise foi utilizado uma coluna C;g (Luna 250X4.6 mm, S5um) e uma
fase movel de acetonitrila:dgua a uma proporg¢do inicial de 35:65, variando o gradiente
linearmente para 60:40 em 15 min; com fluxo de 1mL/minuto. Os resultados foram
monitorados em 238 nm de comprimentos de onda. Um volume de 20uL foi injetado no
sistema e quantificados por uma curva padrdo para microcistina-LR em metanol. Os
experimentos contendo extratos purificados de Microcystis RST 9501 foram quantificados

como MC-LR equivalentes.

IV.7. ANALISE DA CONCENTRACAO DE ANATOXINA-A POR HPLC.

As andlises das concentragdes de anatoxina-a foram realizados pelo método de
derivatizacdo pré-HPLC. A derivatizacdo da toxina anatoxina-a foi alcangada usando uma
modificacdo do procedimento desenvolvido por Watanabe & Imai (1981). As amostras
foram misturadas com 4-fluoro-7nitro-2,1,3-benzodiazole (NBD-F) em acetonitrila

(Img.L", 50uL) e borato de sodio 0,1M em frasco Ambar a temperatura ambiente por

36



10min. A reagdo foi terminada adicionando HCI 1M (50uL) & mistura de reagdo. Para
analise de anatoxina-a o cromatografo foi equipado com coluna C;g (Synergi 250X4.6mm,
4 um). Foi utilizado uma fase movel isocratica de acetonitrila:agua (55:45), com fluxo de
0,9 ml/minuto. As amostra foram injetadas (20 puL) e analisadas por um detector RF 10
Axl dotado de um monitor de fluorescéncia (Aex=470 Aen=530nm). Os dados foram

analisados pelo software CLASS VP 6.21 SP5.

Figura 15. Sistema de cromatografia liquida (HPLC), com seus

periféricos.
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V. 8 ISOLAMENTO DAS CEPAS RESPONSAVEIS PELA

DEGRADACAO DE TOXINAS.

No final do experimento, apds a ultima coleta de amostras para analises em HPLC,
sub-amostras foram retiradas de cada frasco, com auxilio de micropipetas e utilizando bico
de Bunsen, em capela de fluxo continuo, ¢ foram inoculadas em Placas de Petri com meio
solido contendo Meio Minimum Salt (MMS, Morsen & Rehn, 1987) + glicose + Agar.
Apds o surgimento de colonias mistas de bactérias na placa de Petri, estas bactérias foram
semeadas isoladamente em meio sélido contendo MMS + microcistina comercial + Agar.
Os in6culos foram incubados a temperatura controlada de 26°C + 2°C e periodos de

alternancia de luminosidade (12 horas-luz/ 12 horas-escuro).

IV.9. ANALISE DE MICROCISTINAS POR IMUNOENSAIO ELISA

As andlises das concentragdes de microcistinas por teste de imunoensaios (ELISA),
usando anticorpos especificos para microcistina, foram realizadas com o objetivo de
avaliar o reconhecimento pelos anticorpos da presenga das moléculas desta toxina apos a
observacdo de degradacdo bioldgica. A primeira e a Ultima amostra dos experimentos
foram diluidas 4000x em agua-destilada para adequagdo das concentracdes a curva de
calibracdo do imunoensaio. Foi utilizado Kit ELISA Envirologix® (Microcystin Plate

Kit). O protocolo de execucdo seguiu a metodologia recomendada pelo fabricante.
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IvV. 10. IDENTIFICACAO DE BACTERIAS POR MEIO DE

FERRAMENTAS DE BIOLOGIA MOLECULAR.

Para a identificacdo dos microrganismos isolados, por demonstrarem capacidade
de biodegradacdo ou biotransformacdo das cianotoxinas testadas, utilizou-se de métodos
de biologia molecular, uma vez que estes métodos permitem atualmente identificar com
precisdo um grande nimero de bactérias. Foi utilizado um protocolo no qual o DNA foi
purificado utilizando-se métodos de isolamento por precipitagio com sal (Aljanabi &
Martinez, 1997). Os organismos foram coletados das culturas em Placas de Petri, ¢
transferidos para um tubo de Eppendorf de 1,5 mL contendo tampao de extra¢do (0,4M
NaCl, 10mM Tris-HCI pH 8.0 ¢ 2mM EDTA pH 8,0, 2% SDS, 400 ug.mL" de proteinase
K) num volume final de 400uL. Apos a incubagdo adicionou-se 300 pL. de uma solugdo
saturada de NaCl (aproximadamente 6 M). Os Eppendorfs foram agitados para
homogeinizar a solucdo. As amostras foram centrifugadas a 10.000g por 5Smin, sendo
transferido 600uL do sobrenadante para novos Eppendorfs. O DNA foi precipitado com a
adi¢dao de 600uL de alcool isopropilico, e a mistura foi incubada por, pelo menos, 1h a
-20°C. Cada amostra foi centrifugada a 10.000 g por 30 min a 4°C. Descartou-se todo o
sobrenadante e ao pellet foi adicionadolmL de etanol 70% e agitado para lavagem.
Centrifugou-se a 10.000g por 5 — 10 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e secou-se
a amostra a temperatura ambiente por aproximadamente 30 min. O precipitado foi
resuspenso em 50 uL TE pH 8,0. O material extraido foi analisado para verificar sua
integridade e estimar sua concentracdo em eletroforese de gel de agarose 0,8%. A
concentragdo foi estimada utilizando-se como padrdo um marcador molecular (DX-

174/Haelll — Invitrogen®).
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Para identificacdo foi utilizado como marcador molecular a subunidade 16S DNAr.
O marcador foi amplificado através do método de PCR utilizando os primers universais
5’EPSILON (GAG AST TTG ATC MTG GCT CAG) e o Primer 1541R (AAG GAG
GTG ATC CAG CC). As reacdes de PCR foram feitas em 50uL, utilizando-se SuL de
cada amostra. Em tubos Eppendorfs de 1mL preparou-se um MIX (36uL de H,O ultrapura
(Milli-Q) autoclavada, SuL tampao (Buffer) 10X, na concentracdo 1X, 1ul de primer
5’EPSILON (10 pM), 1pL Primer 1541R (10 uM), 1pL de dNTP (0,2 pM) , 1uL de Tth
DNA-polimerase (1U/1pl) e SuL de DNA da amostra). O perfil utilizado no termociclador
(GeneAmp PCR System 2400 Perkin Elmer) foi denominado de “chu_45°C” (Chu et
al., 2003), o qual foi composto de 30 ciclos, com variagdo de temperatura de 94°C, 45°C ¢
72°C, a cada ciclo. Os resultados das reagoes foram verificados através de eletroforese em
um gel de agarose submerso de 1,0% (Sambrook et al., 1989) (Fig. 16) utilizando como
marcador padrao 1 kb Ladder — Plus (Invitrogen®). O material de PCR foi enviado ao
Laboratorio de Biologia Molecular do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal
de Pelotas (UFPel), para sequenciamento.

Os sequenciamentos possibilitaram a comparagdo das subunidades 16S do DNAr
como marcador (Aman et al., 1995), com seqiiéncias depositadas no site do Ribossomal

Database Project II (http://www.rdp.cme.msu.edu/html).

1IV.11. SEQUENCIAMENTO

Os produtos de PCR foram tratados com ExoSap ou gel purificado usando o kit
de purificagio de DNA GFX PCR (Amersham Biosciences) e seqiienciado conforme

descrito abaixo.
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A seqiiéncia do produto de PCR foi determinada utilizando-se 1uL da reagdo de
amplificacdo juntamente com o kit de sequenciamento DYEnamicTM ET termination
(Amersham Biosciences, Upsala, Suécia) conforme protocolo recomendado pelo
fabricante. As reacdes de sequenciamento foram analisadas em um seqiienciador
automatico MegaBACE 500 (Amersham) e os fragmentos seqiienciados quatro vezes
sendo a qualidade das seqiiéncias verificadas pela sobreposi¢do dos fragmentos reunidos
utilizando os programas BioEdit e Vector NTI 8.0, AlingnX e ContigExpress (InforMax,
Inc.). A determinag¢do da seqiiéncia consenso foi feita pelo alinhamento dos produtos
obtidos utilizando o programa ClustalX (Thompson et al., 1997).

A seqliéncia consenso foi comparada a seqiiéncia depositadas no site NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.eov/BLAST).

Figura 16. Padrio de bandas e eletroforese em gel de

agarose 1,0%, observando-se as bandas das amostras de DNA.
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V. RESULTADOS

V.1. MICROCISTINAS

A verificagdo do crescimento dos cultivos de Microcystis RST 9501 foi estimado
através do monitoramento da concentragao de clorofila-a. Estes dados permitiram inferir o
final da fase exponencial de crescimento dos cultivos, quando entdo foram realizadas as
colheitas para extracdo e purificagdo dos extratos celulares. O periodo escolhido para as
coletas variaram entre 45 e 50 dias aproximadamente, quando os valores de clorofila-a

ultrapassaram as concentragdes de 20 pg.mL™".

Os dados que caracterizam as aguas dos pontos P1 (Fig. 04) e P2 (Fig. 17),
situados em locais de grande distancia entre si (Fig. 12), apresentam variacdo em termos
de salinidade e uma ligeira variacao na temperatura indicando que estas dguas possuem
caracteristicas diferenciadas (Tab. 1), que provavelmente influiram na obteng¢dao das

espécies bacterianas dos experimentos de biodegradacio.

Figura 17. Extensdo da Praia do Cassino, mostrando local (flecha em

vermelho) de coletas de amostras de dguas.
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Tabela 1: Parametros fisico-quimicos das aguas utilizadas nos experimentos

de biodegradacao de microcistinas.

Local DATA pH CONDUTIV. SALINIDADE t°C agua
Museu (P1) 13/07/2004 7,76 18,90 mS/cm 11,16 14°C
Iemanja (P2) 13/07/2004 7,87 35,2 mS/cm 22,14 15°C

As comunidades bacterianas da Lagoa dos Patos e da regido da Praia do Cassino foram
habeis para realizar a degradagdo de microcistinas. Nos experimentos em que foram
testados extratos celulares de Microcystis RST 9501 e microcistina comercial pura foram
observados degradagdo das toxinas pelas comunidades bacterianas destas regides (Fig. 18,
19, 20, 21). As concentragdes de microcistinas sdo apresentadas como percentual do total
de toxina inicialmente adicionada aos experimentos visando uma padronizacdo para
apresentacdo dos dados e para facilitar a comparagdo entre tratamentos. Os dados
apresentados indicam que nos experimentos em que se utilizou extratos celulares de
Microcystis RST 9501 foi necessario um periodo maior para a ocorréncia do inicio da
degradagdo. Nos experimentos em que se utilizou a toxina comercial pura foram
observados diminui¢do das concentragdes desta toxina, verificando-se a degradagdo total
em um periodo médio de tempo de aproximadamente 10 dias (Fig. 19 e 21), enquanto que
nos experimentos com extratos celulares esse tempo foi de cerca de 20 dias (Fig. 18 e 20),
ou seja, o dobro do tempo necessario para biodegradacdo total. A confirmagdo da
ocorréncia de degradacdo foi observada por meio da diminui¢do dos picos

cromatograficos (Fig. 22, 23, 24, 25). As taxas de biodegradacdo sdo mostradas na Tab. 2.
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Figura 18. ME. Percentual das concentragoes de
microcistina no experimento de degradagdo com extrato
purificado toxico de Microcystis RST 9501 em amostra de
agua da regido do Museu Oceanografico (P1). 100%
equivale ao total de microcistina presente no extrato celular

adicionado a amostra.
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Figura 19. MP. Percentual das concentragdes de MC-LR no
experimento de degradacdo com toxina comercial pura em
amostra de agua da regido do Museu Oceanografico (P1).

100% equivale ao total de MC-LR adicionada a amostra.
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Figura 20. IE. Percentual das concentragdes de microcistinas no
experimento de degradacdo com extrato purificado de
Microcystis RST 9501 em amostra de agua da regido da Praia do
Cassino (P2). 100% equivale ao total de microcistina presente no

extrato celular, adicionada a amostra.
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Figura 21. IP. Percentual das concentracdes de MC-LR no
experimento de degradagdo com toxina comercial em amostra
de agua da regido da Praia do Cassino (P2). 100% equivale ao

total de MC-LR adicionada a amostra.
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Figura 22. ME. Cromatogramas mostrando a diminui¢éo do pico de [D-Leu'] MC-LR do

extrato celular do experimento de degradacdo com amostra de dgua do ponto P1.
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comercial do experimento de degradacdo com amostras de 4guas do ponto P2.
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Os graficos das figuras 26, 27, 28, 29 apresentam os resultados dos testes de
imunoensaios especificos (ELISA) para microcistinas. Estes testes foram realizados com
amostras do 1° e tltimo dias de coletas dos experimentos com microcistinas e permitiram
avaliar se ao final do 43° dia os anticorpos especificos para microcistina ainda

reconheciam moléculas da toxina.
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Figura 26. ME. Teste ELISA do experimento de biodegradagao de
microcistina do extrato de Microcystis RST 9501 com amostra de

agua da regido do Museu Oceanografico (P1).
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Figura 27. MP Teste ELISA do experimento de biodegradagido de
microcistina comercial com amostra de dgua da regido do Museu

Oceanografico (P1).
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Figura 28. IE. Teste ELISA do experimento de biodegradagao
de microcistina do extrato purificado de Microcystis RST 9501

com amostra de dgua da Praia do Cassino (P2).
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Figura 29. IP. Teste ELISA do experimento de biodegradagdo de

microcistina comercial com amostra de dgua da Praia do Cassino
(P2).

Estes resultados mostram que ao final dos experimentos (43° dia) de
biodegradacao de microcistinas os anticorpos dos testes ELISA ndo reconheceram, ou
entdo reconheceram em baixas concentragdes (menos de 10% da concentragdo inicial), os
possiveis compostos biotransformados presentes no extrato celular purificado e na toxina

comercial, para ambos os pontos de coleta (P1 ¢ P2).
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Tabela 2. Taxas de degradagdo de microcistina-LR e microcistina presente no extrato de

Microcystis RST 9501.

EXP. CONCENTRACAO TAXA DE % DE DEGRADACAO TAXA DEG.
TOTAL DE TOXINA DEGRADACAO TOTAL TOTAL EFETIVA
ng/L [ ] toxina/dia [ ] toxina/dia
ME 914,20 45,71 ng.MC- 5% 5,7 %
LR.equiv.L".dia™
MP 862,30 86,23 ng. MC-LR.L" 10% 12,71 %
"dia”!
IE 16,30 0,81 ng.MC- 5% 5,64 %
LR.equiv.L".dia™
IP 811,30 81,13 ng. MC-LR.L" 10% 13,71 %

! dia™

Obs:

EXP. = Experimento

[]

Concentragao

* A taxa de degradacdo total foi calculada pela divisdao da

concentragdo total de toxina adicionada ao experimento pelo

tempo no qual ndo foi mais detectada a toxina no experimento

(incluindo a fase “lag”).

** A taxa de degradacdo efetiva foi calculada pela divisdo da
concentragdo total de toxina presente no experimento no tempo
de coleta imediatamente anterior a observagdo de biodegradagao
pelo nimero de dias no qual ndo foi mais detectada a toxina no

experimento.
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Os resultados obtidos com os experimentos de degradacdo de microcistina
possibilitaram estimar as taxas de degradacdo total e as taxas de degradagdo efetiva dos
experimentos, demonstrando haver uma razdo numérica entre degrada¢do da toxina
presente nos extratos e a degradagdo da toxina comercial pura. Embora as concentragdes
das toxinas adicionadas as amostras de 4gua dos dois pontos de coleta fossem diferentes, a
estimativa das taxas permitiu verificar a propor¢do entre tempo de degradacio da toxina

dos extratos e das toxinas comerciais.

V.2 ANATOXINA-A

Dentre as caracteristicas das amostras de adgua coletadas para o experimento de

degradacdo de anatoxina-a (Tabela 3), a salinidade foi o parametro mais variavel.

Tabela 3: Parametros fisico-quimicos das aguas utilizadas nos experimentos

de biodegradacao de anatoxina-a.

Local DATA pH CONDUTIV. SALINIDADE t°C agua
Museu (P1) 01/10/2004 8,28 18,90 mS/cm 17,73 13°C
Iemanja (P2) 01/10/2004 8,05 35,2 mS/cm 23,82 13,5°C
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Nos experimentos com anatoxina-a, a toxina purificada sofreu degradacao (Fig. 29
e 30) tanto pela comunidade bacteriana das aguas da regido do Museu Oceanografico,
como por bactérias das adguas da regido da Praia do Cassino. Deve-se notar que as duas
comunidades bacterianas apresentaram caracteristicas proprias, degradando a toxina em

tempos diferentes (Tabela 4).

Tabela 4. Taxas de degradagdo de anatoxina-a.

EXP. TAXAS DE DEGRADACAO TOTAL % DEGRADACAO TOTAL TAXA DEG. EFETIVA

MA 1360 pg. ANTX-a.L".dia™ 5,88 % 5,88%

IA 1190 pg. ANTX-a.L"' dia™ 526 % 5,26%

Os resultados obtidos na degradagdo da anatoxina-a possibilitaram verificar que as
taxas de degradacao nao apresentaram grande variagdo. As taxas de degradacdo efetiva
foram iguais as taxas de degradagdo total pelo fato que a degradagdo da toxina comegou
imediatamente a adi¢do da toxina a amostra de dgua, ndo havendo uma fase de adaptagdo

do metabolismo bacteriano.

As figuras 30 e 31 mostram a degradacdo de anatoxina-a ja a partir da 2° coleta de

amostras do experimento, demonstrando uma auséncia de fase “lag”.
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Figura 30. MA. Percentual das concentragdes de anatoxina-a do
experimento de biodegradagdo, com amostra de dgua da regido do
Museu Oceanografico (P1). 100% equivale ao total de anatoxina-a

adicionada a amostra.
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Figura 31. IA. Percentual das concentragcdes de anatoxina-a do
experimento de biodegradacdo, com amostra de dgua da regido da
Praia do Cassino (P2). 100% equivale ao total de anatoxina-a

adicionada a amostra.
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Figura 32. MA. Cromatogramas mostrando diminui¢do do pico de anatoxina-a do

experimento de degradacao, com amostra de agua do ponto (P1).
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Figura 33. IA. Cromatogramas mostrando diminui¢do do pico de anatoxina-a do

experimento de degradacdo com amostras de aguas do ponto (P2).
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As cepas de bactérias isoladas dos experimentos de biodegradacdo de microcistinas
(comercias e dos extrato de Microcystis RST 9501) nas regides do Museu Oceanografico

e Praia do Cassino estdo mostradas nas figuras 34, 35, 36 e 37.

Figura 34. IPrx. Bactéria isolada do experimento de
degradagdo de microcistina-LR comercial com

amostras de dgua da Praia do Cassino (P2).
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Figura 35. IPam. Bactéria isolada do experimento de
degradacdo de microcistina-LR comercial com amostra

de 4gua da Praia do Cassino (P2).
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Figl.ira 36. MEam. Bactéria isolada do experimento de
degradagdo de extrato de Microcystis RST 9501 em amostra

de 4gua da regido do Museu Oceanografico (P1).

Figura 37. MPrs. Bactéria isolada do experimento de
degradacdo de microcistina-LR em amostra de 4gua da regido

do Museu Oceanografico (P1).
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VI. DISCUSSAO

Investigacdes sobre a persisténcia e a degradacio de toxinas de cianobactérias vém
crescendo em importincia devido ao aumento da ocorréncia de floragdes de
cianobactérias em reservatorios de dgua para consumo humano e o potencial efeito de
longa duracdo destas toxinas torna-se mais claro (Bourne et al., 1996). Enquanto a
produgdo cianobacteriana de microcistinas em ambientes aquaticos tem sido investigada,
muito limitada t€m sido as pesquisas sobre degradagdo de microcistinas (Park et al., 2001)
e, particularmente, de outras toxinas de origem cianobacterianas que também tornam os
reservatorios naturais inapropriados para uso humano.

Neste estudo os locais de coleta de dgua para os experimentos de biodegradacao
(Tab. 1 e 3) de microcistina e anatoxina-a foram escolhidos devido as caracteristicas
diferenciais que poderiam apresentar. As aguas do estuario, ponto P1, tém um grande
aporte de nutrientes organicos e inorganicos nitrogenados de despejos de origem
antropogénica. O balango de nutrientes no estuario da Lagoa dos Patos revelou que o
sistema contém grandes quantidades de nitrogénio e fosforo e dissolvidos. A concentragdo
média de fosfato nos canais do estudrio e nas areas norte e nordeste da cidade de Rio
Grande ¢ de 1 uM, mas pode alcangar 3 uM durante o verdo. Altas concentragcdes de
nitrato e amonio foram verificados na desembocadura do estuério e proximo a cidade do
Rio Grande (Niencheski, & Baumgarten 1998). As concentragdes de nutrientes
nitrogenados alcangaram 13,6 pM no Saco da Mangueira e 8,6 uM no Saco do Arraial
(regido estuarina). Estes nutrientes langados nesse ambiente atuam sobre o crescimento do
fitoplancton (Persich et al., 1996). O ponto P2, Praia do Cassino, apresenta uma

salinidade mais elevada com grande hidrodinamica das zonas de arrebentagdo com aporte

60



de nutrientes de origem continental, o qual pode apresentar grandes varia¢des temporais
e/ou espaciais, que favorecem o crescimento de bactérias (Odebrecht & Abreu, 1997).

Tanto na época de coleta de dgua para o experimento de degradacdo de
microcistina (13/07/2004) como para o experimento de degradacdo de anatoxina-a
(01/10/2004) a salinidade foi o pardmetro mais varidvel, visto que a temperatura ¢ o pH
tiveram pouca oscilagao entre os dois pontos de coleta. Isto ressalta a importancia do local
que se retira amostra de agua para experimentos de degradacao.

A detoxificagdo de um composto resulta na inativagdo, com a substincia
toxicologicamente ativa sendo convertida em um produto inativo. Devido a atividade
toxicoldgica estar associada com muitas entidades quimicas, substituintes e modos de
acdo, a detoxificacdo inclui uma grande variedade de diferentes tipos de reagdes
(Alexander, 1994). Os experimentos com comunidades bacterianas mistas de amostras
ambientais capazes de degradar microcistinas confirmam a habilidade que certas espécies
de bactérias apresentam em biodegradar ou biotransformar compostos complexos.

Microrganismos que degradam hepatotoxinas e anatoxinas de cianobactéria
ocorrem normalmente na natureza (Rapala et al., 1994). Estudos tém confirmado
previamente que microcistinas podem ser degradadas por uma complexa populagdo
natural de microorganismos de diversos ecossistemas, tais como efluentes de esgotos,
sedimentos e aguas de lagos (Bourne et al., 1996). Estudos demonstram que Microcystis
RST 9501 produz no minimo 4 variantes de microcistinas, sendo que [D-leu']
microcistina-LR ¢ responsavel por, aproximadamente, 90% do pool de microcistinas
produzidas por esta cultura (Matthiensen, 2000). O extrato toxico de Microcystis RST
9501 testado com amostras de dgua dos pontos P1 e ponto P2 apresentou um periodo de
degradagao total de aproximadamente 20 dias. Estudos realizados por Lam et al. (1995)

observaram biodegradacao total com efluentes de esgotos de Edmonton (Alberta) em um
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periodo de 27 dias. Nos experimentos que se utilizou microcistina comercial, tanto para o
local P1 como para o local P2, o periodo de degradagao total da toxina foi de 10 dias (Fig.
19 e 21). Deve-se salientar que a variagdo subita nas concentragdes de toxinas no
experimento e no controle ocorridos a partir do 30° dia (Fig. 19 e 21), deve-se a problemas
na obten¢do de dados no HPLC e ndo a contaminagdo ou outra causa qualquer. A
comparac¢do dos periodos de degradacdo das toxinas presentes nos extratos purificados e
das toxinas comerciais confirmam os dados encontrados em estudos anteriores (Jones et
al., 1994), nos quais as bactérias que realizam a degradagdo das microcistinas presente nos
extratos celulares provavelmente s6 se desenvolvem apds outras fontes de carbono terem
se exaurido, ou entdo possivelmente a estrutura ciclica da hepatotoxinas seja mais
resistente a mineralizagdo que outros compostos organicos soliveis excretados ou
liberados por cianobactérias (Kiviranta et al., 1991).

Nos experimentos de biodegradacdo de microcistina (Fig. 18, 19, 20, 21),
verificou-se um periodo inicial no qual ndo houve redu¢do da concentragdo de toxina. Este
periodo, chamado de “fase lag”, que ¢ um periodo de adaptagdo que os organismos
procarioticos apresentam quando mudam de local de colonizagdo e onde o substratos
geralmente ¢ diferente, ocorre na maioria dos experimentos envolvendo bactérias. Nos
experimentos com biodegradacdo de microcistinas, tanto nos que utilizaram extratos como
nos que foram usados toxina comercial, a fase lag ocorreu em um periodo de,
aproximadamente, 3 dias. Esses resultados concordam com outros estudos realizados por
Takenaka & Watanabe, (1997), sobre degradagdo de microcistinas por Pseudomonas.
Segundo Lam et al. (1995), que encontraram em seus estudos de biotransformagao de
microcistinas uma fase lag de 7 dias, a populacdo microbiana que realiza a biodegradacao
necessita de um periodo de adaptacgdo para transformar as microcistinas. Deve-se notar,

entretanto, que no experimento com biodegradac¢do de anatoxina-a (Fig. 30 e 31), nao foi
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observado uma fase inicial lag, sendo que a toxina j4 comeca a sofrer transformagao nos
primeiros momentos que foram feitos os indculos. Do ponto de vista bioquimico este fato
¢ importante, pois provavelmente a anatoxina-a, que ¢ um composto altamente instavel,
seja mais facilmente degradavel pela comunidade bacteriana.

Jones et al. (1994) e Matthiensen (2000), em seus experimentos com MC-LR,
afirmam que apds observado uma degradacao total de toxinas, uma readi¢do da toxina faz
com que o processo degradativo comece rapidamente. A auséncia de uma fase lag apos a
readi¢do de microcistina-LR para amostras de agua foi consistente com estudos de
biodegradacdo que sugerem que a populacdo degradativa ¢ selecionada durante a fase lag.
Esses resultados também sugerem que a biodegracdo pode ser comumente mais rapida em
corpos d’agua que ja tenham sido expostos a floracdes de cianobactérias produtoras de

toxinas ( Jones et al., 1994).

As concentragdes de moléculas de microcistinas foram analisadas por HPLC e
imunoensaio especifico (ELISA). A figura 22 mostra os cromatogramas do experimento
com amostra de agua da regido do Museu Oceanografico com utilizagdo de extrato de
Microcystis RST 9501. Nesta figura observa-se a diminui¢do do pico cromatografico que
representaa [D-Leu'] MC-LR (seta em vermelho). No décimo sétimo dia de experimento
a concentracdo de toxina havia diminuido para menos de % da concentragdo total inicial,
alcangando os valores proximos a zero nos dias posteriores. A observacdo dos
cromatogramas demonstra que a medida que a [D-Leu'] MC-LR diminui de concentragio,
outra substancia ndo identificada comeca a surgir, visualmente detectada por um pico que
aparece entre 8 ¢ 9 minutos de tempo de reten¢do, a esquerda do pico da toxina. Portanto
evidencia-se que a degradacdo do extrato celular conduz ao surgimento de outras

substancias em diferentes tempos de corrida cromatografica (entre 3 ¢ 5 min.) e ao
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desaparecimento do pico da [D-Leu'] MC-LR ja a partir do décimo quarto dia de
experimento (Fig. 22-B e C e 24-B e C). A degradagdo da toxina comercial ndo apresentou
proporcionalmente o surgimento de outros novos compostos em HPLC, mas foram
observados alguns novos picos ao 16° dia (Fig. 23-C) e 27° dia (Fig. 25-C). A comparagao
cromatografica do experimento (seta vermelha) e do controle (linha verde) ¢é 1til para
evitar considerar-se o pico de outras substancias que possam apresentar 0 mesmo espectro
cromatografico, surgindo proximo ou no mesmo tempo de reten¢ao da toxina (Fig. 23-C).
A transformacdo e conseqiiente degradagdo da toxina (presente no extrato) gerou, também,
o surgimento de outras substincias, visualizadas pelo aparecimento dos picos
cromatograficos em diferentes tempos de retencdo. A diminui¢do da toxina presente no
extrato celular do experimento com amostra de dgua da Praia do Cassino (Fig. 24)
apresentou um espectro cromatografico semelhante ao do experimento com amostra de
agua do Museu Oceanografico (Fig 22), possibilitando-se inferir que a comunidade
bacteriana da Praia do Cassino agiu metabolicamente do modo similar a comunidade
bacteriana do Museu Oceanografico. O padrao de degradacdo da microcistina comercial
com amostra de 4gua da Praia do Cassino (Fig 25) foi semelhante ao padrio de
degradacgdo da toxina comercial com amostra de 4gua do Museu Oceanografico (Fig. 23),
apresentando o surgimento de pequenos picos cromatograficos, inclusive no experimento-
controle, indicando uma transformacdo nao-bioldgica, com o possivel surgimento de
outras substancias, apenas em dire¢do ao final do experimento, a partir do 16° dia (Fig. 23-
C), (linha verde). Estas substincias surgiram em tempos diferentes de corrida
cromatografica e apenas ao final do experimento, indicando serem uma transformacao de
outras substancias. Tais resultados indicam que as propriedades cromatograficas da MC-
LR foram alteradas. Lam et al. (1995) sugerem que o radical Adda pode ser modificado

biologicamente resultando na perda de absorbancia e o anel heptapeptidico de MC-LR
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pode ser aberto, o que resultaria na diminui¢do da concentragdo desta toxina neste tipo de
analise. Outros autores (Cousins et al., 1996) também sugerem uma possivel via
degradativa envolvendo a abertura do anel, via fissdo de uma ligacdo peptidica com
resultado da quebra da cadeia heptapeptidica. A toxina linearizada pode, entdo, ser mais

rapidamente degradada pelas peptidases a peptideos menores.

Os testes ELISA com extratos de Microcystis RST 9501 e amostra de agua da
regido proxima ao Museu (Fig. 26) e da regido da Praia do Cassino (Fig. 28) ao final do
experimento (43° dia) registraram concentracdo de microcistina, sendo 5% do total de
equivalente de MC-LR para o ponto P1 e cerca de 10% do total de equivalente de MC-
LR para o ponto P2. O teste ELISA realizado com microcistina comercial com agua do
ponto P1 (Fig. 27) ndo apresentou valores de concentracdo de microcistina, enquanto o
teste realizado com toxina comercial em amostra de agua do ponto P2 (Fig. 29) apresentou
concentragdes de toxina menores que 5% total de MC-LR. Os testes ELISA foram
realizados devido ao surgimento de novos picos cromatograficos observados nos
resultados das analises por HPLC. Uma pequena alteragdo na molécula de microcistina
pode resultar em alteragdo em seu peso molecular, ou em seu cardter hidrofobico,
refletindo em tempo de retencdo diferenciado pela andlise cromatografica. Porém, essa
molécula alterada ainda pode reter sua forma caracteristica original reconhecida pelo
anticorpo do teste ELISA, especifico para microcistinas (Matthiensen et al. 2000b).

As baixas concentracdes encontradas nos resultados dos testes ELISA no 43° dia
de experimento (< 10%) indicam que moléculas de microcistinas sofreram degradacao
biologica consideravel, ao ponto de mais de 90% de seu total ndo mais ser reconhecido

pelo imunoensaio.
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As taxas de degradacdo da microcistina purificada e da toxina presente no extrato
celular de Microcystis RST 9501 demonstraram uma caracteristica importante: a toxina
comercial pura foi mais rapidamente degradada do que a toxina presente no extrato (Tab.
2). Enquanto a toxina comercial com amostra de d4gua dos dois pontos de coleta teve uma
taxa de degradacdo de 10% da concentracdo de toxina por dia, a toxina do extrato
purificado com amostra de adgua dos dois pontos de coleta apresentaram um taxa de
degradagdo de cerca 5% da concentragdo de toxina por dia. Isto pode ser decorrente do
fato de que no extrato celular estavam presentes conjuntos de substincias que foram
degradadas primeiramente e, somente apds, a microcistina foi degradada. Com o
experimento da toxina comercial a quantidade de outras substancias presentes era menor
e, portanto, o metabolismo da populacdo bacteriana pdde adaptar-se para utilizar a
molécula de toxina mais rapidamente e eficientemente. A observacgdo e analise da Tab. 2
permite inferir porque a taxa de degradagdo do experimento ME, que ¢ de 45, 71 pg.MC-
LR.equiv.L'.dia’ e contém extrato celular de Microcystis RST 9501 ¢ maior do que a
taxa de degradagio do experimento IE, que é de 0,81 ug.MC-LR.equiv.L™".dia” e também
contém extrato celular. Tanto no experimento IE como em ME, a taxa de toxina
degradada em ambos correspondeu a 5% do total da toxina por dia. Entende-se que as
comunidades bacterianas, por terem caracteristicas diferentes, degradariam a toxina em
tempos diferentes, mas isto ndo se verifica aos experimentos MP e IP, no qual foram
utilizados toxinas comercialmente puras. As amostras de dguas distintas com comunidades
bacterianas distintas apresentam taxas muito semelhantes. Possivelmente a taxa de
degradacdo ndo dependa da concentragdo de toxina, e sim do tempo e da quantidade de
bactérias envolvidas no processo degradativo. Nao foram estimadas as quantidades de
bactérias nos experimentos de degradagdo, pois ndo se procurava uma avaliagdo

quantitativa de bactérias, mas sim por unidade de amostra de d4gua do ambiente. Além
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disso, mesmo que fosse feita a quantificagdo ndo poderia-se concluir que todas as bactérias

ali quantificadas fossem responsaveis pela degradacao das toxinas.

As taxas de degradacdo encontradas no experimento de degradagdo de microcistina
comercial com amostra de dgua da regido do Museu Oceanografico (MP), aproximam-se
das taxas de degradacdo com amostras de dgua desta mesma regido encontradas por
Matthiensen et al. (2000). Enquanto neste estudo encontrou-se 0,08 pg.MC-LR.mL".dia™
(aproximadamente 86,23 pg.MC-LR.L"'.dia") (Tab. 2) em um periodo de 10 dias,
Matthiensen et al. (2000b) encontraram 0,06 ug.MC-LR.mL'dia” em um periodo de
aproximadamente 17 dias. Este fato ¢ importante visto que confirma a regido do Museu
Oceanografico (e possivelmente do estuario da Lagoa dos Patos) como habitat de
comunidades bacterianas diversificadas, degradadoras de microcistinas e possivelmente de

outras cianotoxinas.

Os estudos envolvendo degradacdo de anatoxina-a sdo raros. Rapala et al. (1994),
realizando experimentos com sedimento, relatam a diminuicdo da concentracdo de 25 a
48%, durante um periodo de 22 dias, demonstrando que microrganismos capazes de
degradar anatoxina-a ocorrem em diferentes tipos de sedimentos, em lagos que tiveram ou
ndo histéria anterior de floracdes. A anatoxina-a foi biodegradada rapidamente e ndo
apresentou uma fase lag. Esses resultados diferem dos dados apresentados por Rapala et
al. (1994), os quais obtiveram um periodo de fase lag de aproximadamente 4 dias,
enquanto Kiviranta et al. (1991) relatam que anatoxina-a foi rapidamente degradada apos
um periodo de 7 semanas e apenas tragos desta toxina foram encontrados na dgua em

estudo.
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As andlises por HPLC do experimento de degradagdo de anatoxina-a, tanto com
amostras de agua do Museu Oceanografico como com as amostras da Praia do Cassino,
mostraram um periodo de degrada¢do que variou entre 17 e 19 dias (Fig. 30 e 31). A
seqiiéncia de cromatogramas do experimento de degradacdo de anatoxina-a com agua da
regido do Museu Oceanografico (MA) (Fig. 32) revelou a diminui¢do do pico
cromatografico situado entre 9 e 10 minutos de retengdo, confirmando a degradagdo desta

toxina.

A figura 33 mostra a seqiiéncia de cromatogramas do experimento de degradacao
de anatoxina-a com amostra de dgua da regido da Praia do Cassino (IA). As analises destes
cromatogramas enfatizam a diminui¢do da toxina, que ao 19° dia ja havia alcangado o
valor zero, permanecendo assim nos dias posteriores, visto ter havido degradagao total da
toxina. A comparagdo entre os picos cromatograficos do experimento (linha preta) e do
controle (linha verde) possibilitou a verificagdo da permanéncia da concentragdo de

anatoxina-a no controle, ao longo do experimento.

O experimento de biodegradacdo de ANTX-a em amostras de agua do Museu
Oceanografico (MA) apresentou contaminagao do controle, com bactérias do experimento,
apresentando este o mesmo periodo de degradacdo que o experimento (Fig. 30). Os
cromatogramas do controle registraram a diminuicao dos picos cromatograficos (Fig. 32 —
linha verde). Ao 19° dia a concentragcdo de toxina no controle ja estava muito reduzida
(Fig. 32-C) e a concentracdo do experimento ja havia alcancado o valor zero. Este fato
ocorrido a revelia teve papel importante, visto que confirmou a dinamica do metabolismo
apresentado pelas bactérias do experimento. Pelo fato dos experimentos de degradagdo de
anatoxina-a com amostras de 4dgua do Museu Oceanografico (MA) e degradag¢do de

anatoxina-a com amostras de agua da Praia do Cassino (IA) terem sido realizados ao
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mesmo tempo e sob as mesmas condicdes, € descartada a possibilidade da diminui¢do da
concentragdo do controle ser devido a degradagdo quimica ou fisica. As taxas de
degradagio do experimento, 5,88% ANTX-a.dia’ ¢ a taxa de degradacio efetiva
apresentaram o mesmo valor, visto que a degradacdo de anatoxina-a ndo apresentou fase
lag, sendo verificado o seu decréscimo ja na segunda coleta de amostra de experimento. A
degradagdo em amostra com agua do ponto P2 ocorreu em um taxa similar (5,26%
ANTX-a.dia™). Kiviranta et al. (1991) conseguiram isolar e identificar uma bactéria do
género Pseudomonas sp e, identifica-la por apresentar forma caracteristica de bastao, ser
Gram-negativa, sendo esta capaz de degradar anatoxina-a em uma taxa de 6-30 pg.mL’
em 3 dias.

Alguns estudos observaram biodegradagdo de microcistina sem isolar as bactérias
responsaveis pela transformacgdo (Rapala et al., 1994; Lam et al., 1995; Cousins et al.,
1996; Harada et al., 2004). Entretanto, varios trabalhos de biodegragdo de microcistinas
tém conseguido isolar e identificar bactérias que sdo habeis em transformar esta toxina
(Kiviranta et al., 1991; Takenaka & Watanabe, 1997; Inamori et al., 1998; Lahti et al.,
1998; Park et al., 2001; Ishii et al., 2004).

Maruyama et al, (2003) pesquisaram as bactérias aderidas a mucilagem de
Microcystis e, baseando-se em trabalhos que encontraram o grupo das
Flavobacterium/Citofagas como responsavel por lisar células de Microcystis e degradar
produtos internos de Microcystis presente na mucilagem sugerem que as bactérias aderidas
a mucilagem das colonias de Microcystis podem contribuir para lise das células e
detoxificagdo da microcistina. Também citam que o grupo da a-proteobactérias e [3-
proteobactérias (as quais pertencem bactérias como Alcaligenes e Pseudomonas,
reconhecidamente degradadoras de compostos organicos) sdo conhecidas por fazer a lise

de células de Microcystis e atacar seus compostos. Entretanto, apesar do uso de recursos
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de biologia molecular, a cepa identificada, por aqueles autores, pertence a um género nao
descrito.

Neste trabalho conseguiu-se isolar quatro cepas bacterianas de amostras de agua
dos pontos coletados, que degradaram microcistina-LR e variantes de microcistinas
presentes nos extratos celulares de Microcystis RST 9501. Analises preliminares, através
da observagdo dos caracteres morfoldgicos e coloragdo de Gram indicaram que: com
relacdo ao experimento que se utilizou amostras de agua da Praia do Cassino, com
indculos de toxina microcistina comercial foram obtidas duas cepas bacterianas
denominadas IPrx e IPam. As duas bactérias tém formas cocoides, sendo a primeira
Gram-negativa ¢ a segunda Gram-positiva. Estas duas cepas apresentam coldnias de
coloracdo roxa e amarela (Fig. 34 e 35). No experimento utilizando amostra de agua do
Museu Oceanografico conseguiu-se isolar duas cepas Gram-negativas; MEam do
experimento com extrato de Microcystis RST 9501 e MPrs do experimento com toxina
comercial, em forma de bastonete alongado de coloragdo amarelo e em forma de
bastonete curto, quase ovodide, de coloragdo rosa claro, respectivamente (Fig. 36 e 37).

O uso de ferramentas de biologia molecular e a comparagdo com os bancos de
dados possibilitou que se identificasse, com apenas um ter¢o da seqii€ncia total, uma
percentagem de 94% de similaridade, a cepa MEam como sendo pertencente ao género
Burkholderia. Ha grande possibilidade desta cepa encontrada neste experimento de
degradacdo de microcistinas pertencer ao denominado “complexo Burkholderia cepacia”
(Coenye & Vandamme, 2003). Esta afirmacdo deve-se a fato de que a seqiiéncia da cepa
Meam ser muito proxima da seqiiéncia de bactérias encontradas em outros estudos
(Ramette et al., 2005). Esta bactéria pertence ao grupo das B-proteobactérias, ordem
Burkholderiales, familia Burkholderiaceae. E um bacilo Gram-negativo aerdbico nio-

fermentativo, geralmente ndo patogénico, mas que pode colonizar trato respiratorio de
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pacientes que possuam fibrose cistica. E encontrada no solo, na 4gua, em plantas e animais
e pode sobreviver por longos periodos de seca. A presenga de multiplos cromossomas,
ampla variacdo do tamanho do genoma, sendo maior que a maioria das bactérias, e
extraordinaria adaptabilidade, refletida por sua versatilidade nutricional ¢ habilidade para
colonizar tecidos de plantas e animais, faz desta bactéria um atrativo para estudos de
interacdo parasita/hospedeiro (Lessie et al.,1996), e de pesquisas como agente degradador

de compostos organicos.

VII. CONCLUSAO

Os dados deste estudo comprovam a degradacdo bioldgica de microcistinas
adquiridas comercialmente e de microcistinas presentes nos extratos celulares da cepa
toxica de Microcystis RST 9501, por bactérias aquaticas da regido do estuario da Lagoa
dos Patos e da Praia do Cassino.

A taxa de degradacdo média para que ocorresse a degradacao total da quantidade
de toxina presente nos experimentos variou de 10% da concentracdo de toxina/dia para
toxina comercial e de 5% da concentragdo de toxina/dia para a toxina presente no extrato.

Foram isoladas 4 cepas de bactérias aerdbias no final do experimento de
biodegradacdo de microcistinas, as quais mostraram crescimento em meio de cultura
contendo apenas microcistina como fonte de carbono.

Em uma dessas bactérias isoladas, foi realizado o sequenciamento genético da
subunidade 16S do DNAr. O sequenciamento permitiu, com um indice de 94% de
similaridade, encontrar o provavel género da bactéria biodegradadora de microcistinas,

denominada de Burkholderia.
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A degradagao bioldgica da anatoxina-a por microrganismos aquaticos da regido
estuarina e praia adjacente, também foi comprovada, sendo que a taxa de degradacao da
anatoxina-a ficou em média de 5,57% da concentracdo de toxina por dia.

Devido ao fato das toxinas de cianobactérias em reservatorios de dgua de uso
humano terem causado graves problemas e diante da impossibilidade de remocdo das
cianotoxinas, por meios convencionais, dos corpos aquaticos onde ocorreram floragdes de
cianobactérias toxicas, os estudos de biodegradagdo de cianotoxinas tém surgido como
possivel solu¢do ao manejo e controle de aguas contaminadas, visto que a remediagdo de
ambientes impactados por poluentes € possivel.

Acredita-se que o processo degradativo empregado neste estudo possa ser utilizado
em mecanismos, como bioreatores ¢ compartimentos de biodegradacdo em estagdes de

tratamento de agua. Porém para isto seriam necessarios estudos mais aprofundados.
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IX. ANEXO

A seqliéncia de nucleotideos (codons), abaixo foi obtida pela técnica PCR e
sequenciamento da bactéria encontrada no experimento de degradagcdo de microcistina
com amostra de agua da regiao do Museu Oceanografico:

Seqiiéncia 16S do DNAr da bactéria - MEam , posteriormente identificada como

pertencente ao género Burkholderia:

AATAAACGATCACACCCGCTCGTGGGGAGATATCACGKGCCCGACAAGAAGT
TATAAAACATCCTCAAGAGTAATTGTAGCAGCGKGGGRCGCCCCTCGACCAA
CAACGCGTGGTGAGTACGACTAGTTGGTGTGTTTATATATCTCAGATCGACAA
CGCCGGCCGAAGAAGAACACCTCTTATCACCACGTGCGCCTTCTTGTAGCAAC
TAGTTCCCCAGCGGGGGTACAAGCTCCTATCGACGAAAGAAATAGTTTGAGGT
ATATTTGCTCGCTTCTTCTGCGGGGGGAAACACCGCGGATAGCAAGCCAACGA
GGTGGTCGTCGTCGAGCTAGTGGCGTGCGTTGCTGCTGCTACGACGTCCTGCT

GTTGCTTTTGGTAGGAAAAT
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