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RESUMO

Atualmente, a preocupagdo mais séria em relagdo as floracdes de cianobactérias em ambientes
aquaticos, ¢ o fato de que as mesmas sdo potencialmente produtoras de toxinas que podem causar sérios
danos a mamiferos e diversos organismos da biota aquatica. As cianotoxinas mais comuns, as chamadas
microcistinas, tém como 6rgao alvo principal, nos vertebrados, o figado, uma vez que os hepatdcitos sao
capazes de capta-las através dos transportadores de acidos biliares. No interior da célula, essa toxina
¢ um potente inibidor de proteinas fosfatases do tipo 1 e 2A, as quais se ligam irreversivelmente. Em
dose letal e aguda, a conseqiiéncia final desta inibi¢do ¢ uma hemorragia intra-hepatica. Em dose subletal
e cronica, essas moléculas também podem gerar danos a outros tecidos e ja sdo reconhecidas como
promotoras de tumores. Ainda existe uma caréncia de estudos toxicoldgicos de longo prazo desta toxina
em doses subletais nas espécies potencialmente alvo. Em relacdo a populacdo humana, apos o incidente
de Caruaru, onde mais de 100 pacientes de hemodialise faleceram apos tratamento com agua contaminada
com microcistinas, aumentou consideravelmente a preocupag¢do mundial quanto aos riscos impostos pela
ocorréncia de cianobactérias em corpos d’agua utilizados para o abastecimento publico. Isto se reflete
na criacdo de legislacdo especifica para o aperfeicoamento do controle da qualidade da agua, incluindo
0 monitoramento de cianotoxinas, sendo o Brasil o primeiro pais a estabelecer tal medida. Portanto, os
estudos toxicoldgicos experimentais sao uma importante ferramenta na avaliagdo dos riscos dessas toxinas
para a populacao humana.
Palavras-chave: Cianotoxinas, microcistinas, toxicologia.

ABSTRACT

TOXICOLOGY OF CYANOTOXINS: ON THE MICROCYSTINS: Cyanobacterial blooms are of
worldwide concern as these microorganisms may produce toxins, including neurotoxins and hepatotoxins
that can be seriously harmful to mammals and aquatic organisms. The most common type of cyanotoxin,
microcystin, can affect the liver of vertebrates since hepatocytes are able to uptake it through the bile acid
transporters. Microcystins are potent inhibitors of phosphatases 1 and 2A, by covalently and irreversibly
binding to these enzymes. The ultimate consequence, when a lethal and acute dose is achieved, is
hepatic hemorrhage. At sublethal and chronic doses, the toxin damages other tissues and promotes tumor
formation. However, little is known about the toxicology, biodistribution and effects of long-term exposure
to microcystins. Concern about the effects of such toxins on human populations are in fact quite recent.
For instance, public health authorities began to realize the risk of the presence of cyanobacteria in water
supplies only after an incident in 1996 in Caruaru (Northeast Brazil) resulting in the deaths of 100 patients
from hemodialysis using microcystin-contaminated water. This led to the elaboration of specific laws
regarding water quality control, including monitoring for cyanotoxins, making Brazil the first country
to establish such a measure. This illustrates the importance of toxicological studies to assess the risk of
cyanotoxins toward human populations.
Keywords: Cyanotoxins, microcystins, toxicology.
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RESUMEN

TOXICOLOGIA DE CIANOTOXINAS: LAS MICROCISTINAS SON LAS PROTAGONISTAS:
Actualmente hay una gran preocupacion por las floraciones de cianobacterias en ambientes acuaticos,
particularmente por el hecho de que éstas son productoras potenciales de toxinas que pueden causar dafos
severos en los mamiferos y en otros organismos acuaticos. Las cianotoxinas mas comunes, conocidas como
microcistinas, afectan principalmente el higado de los vertebrados, pues los hepatocitos son capaces de
captarlas a través de los transportadores de los acidos biliares. En el interior de las células esta toxina es
un potente inhibidor de las proteinas fosfatasas tipo 1 y 2A a las que se unen irreversiblemente. En dosis
letales y agudas, la consecuencia final es una hemorragia intrahepatica. En dosis subletales y cronicas, estas
moléculas también pueden generar dafios a otros tejidos y ademas ya son reconocidas en la actualidad como
promotoras de tumores. No obstante, aun son pocos los estudios toxicologicos a largo plazo sobre el efecto
de esta toxina en dosis subletales en las especies que podrian ser potencialmente afectadas. Respecto a las
poblaciones humanas, luego del incidente de Caruaru en Brasil en 1996 en donde mas de 100 pacientes de
hemodialisis fallecieran luego de tratarse con agua contaminada con microcistinas, aumento6 considerablemente,
la preocupacion mundial sobre los riesgos que existen por la presencia de cianobacterias en cuerpos de agua
usados para el abastecimiento de la poblacion. Esto se ha reflejado en la elaboracion de legislacion especifica
para perfeccionar el control de la calidad del agua, por lo que ahora se incluye el monitoreo de cianotoxinas,
siendo Brasil el primer pais en establecer esta medida. Por esto, los estudios toxicologicos experimentales son

una herramienta importante para la evaluacion de los riesgos de estas toxinas en las poblaciones humanas.
Palabras clave: Cianotoxinas, microcistinas, toxicologia.

INTRODUCAO

As cianobactérias s30 microrganismos proca-
riontes, fotossintetizantes, com uma organizagdo
bioquimica e celular bastante semelhante as bactérias.
Além disso, apresentam uma distribuicdo geografica
bastante ampla, o que reflete a diversidade genotipica
e fenotipica do grupo. Isto faz com que sejam encon-
tradas cianobactérias planctonicas, bentonicas, terres-
tres e até em simbiose com plantas e animais.

Sua morfologia basica inclui formas unicelulares,
coloniais e filamentosas. Os habitats com maior
ocorréncia de cianobactérias se encontram nos
ecossistemas de agua doce (naturais ou artificiais),
mares e aguas salobras (Humm & Vicks 1980). Nesses
ambientes, quando surgem condic¢des favoraveis, tais
como abundancia de luz, temperaturas elevadas e
abundancia de nitrogénio e fésforo, pode-se verificar o
intenso crescimento (ou floragdes) de cianobactérias.

O processo de eutrofizagdo, que € o enriquecimento
por nutrientes dos corpos d’dgua continentais e
costeiros, tem se manifestado como um fendmeno
mundial que vem se intensificando a partir dos
anos 50 e cujas causas principais estdo relacionadas
ao desenvolvimento urbano, industrial e agricola
(Chorus & Bartram 1999). Corpos d’agua eutrdficos
favorecem o surgimento de floragdes de cianobactérias
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que muitas vezes podem se apresentar como espessas
camadas de células na superficie do corpo d’agua.
Este fendmeno tem sido registrado com grande
freqliéncia em varios paises como: Canada, EUA,
Portugal, Inglaterra, Alemanha, Africa do Sul, China,
Brasil, Australia, entre outros (Yoo et al. 1995).

Atualmente, a preocupagdo mais séria quanto ao
surgimento de uma floragdo é o fato de que ciano-
bactérias sao potencialmente produtoras de toxinas
que podem causar sérios danos a mamiferos e preju-
dicar também a biota aquatica (Carmichael 1997). No
Brasil, a intensa eutrofizacdo de varios rios, reserva-
torios, lagoas e lagos tem favorecido a dominancia
desses organismos nestes ambientes. Além disso,
grande parte das cepas de cianobactérias isoladas
de corpos d’agua brasileiros mostrou-se produtora
de toxinas (Costa & Azevedo 1994, Domingos et al.
1999, Sant’Anna & Azevedo 2000). Sabendo-se que
muitos desses mananciais sao utilizados para o abas-
tecimento publico, a liberagdo dessas toxinas na agua
representa um risco para a saude publica.

TOXINAS DE CIANOBACTERIAS

As toxinas de cianobactérias sdo caracterizadas
como endotoxinas por serem, geralmente, liberadas
apenas quando acontece o rompimento da célula.
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Uma espécie de cianobactéria pode produzir mais de
um tipo de toxina e dentro de uma mesma espécie
podem existir cepas produtoras e cepas ndo produtoras
de toxinas. Estas moléculas estdo divididas em trés
classes principais: dermatotoxinas (aplysiatoxina
e lyngbyatoxina-a), neurotoxinas e hepatotoxinas,
sendo estas duas ultimas as mais freqiientemente
encontradas em corpos d’agua e que geram maiores
preocupacdes (Carmichael 1997).

As neurotoxinas ja foram isoladas nos seguintes
géneros: Anabaena, Aphanizomenon, Oscillatoria,
Trichodesmium, Lyngbya e Cylindrospermopsis. A
anatoxina-a ¢ um alcaloide que age como bloqueador
neuromuscular  pos-sinaptico  de  receptores
nicotinicos e colinérgicos. A ligacdo irreversivel desta
molécula aos receptores de acetilcolina gera o efeito
neurotoxico pelo fato da toxina ndo ser degradada
pela acetilcolinesterase. A dose letal para 50% (DL )
dos camundongos injetados intraperitonealmente (i.p)
com anatoxina-a ¢ de 375ug.Kg'de peso corporeo,
com um tempo de sobrevivéncia de 1 a 20 minutos.
A anatoxina-a(s) ¢ um organofosforado natural e tem
um mecanismo de a¢do semelhante a anatoxina-a,
pois inibe a acdo da acetilcolinesterase, impedindo
a degradacao da acetilcolina ligada aos receptores. A
DL, daanatoxina-a(s)porinje¢aoi.pemcamundongos
¢ de 20ug.Kg'de peso corpdreo. Saxitoxinas é o
nome genérico que se tem adotado para um grupo de
neurotoxinas conhecidas como ‘toxinas paralisantes
de mariscos’ (PSTs) que foram primeiramente isoladas
de dinoflagelados marinhos. Estas moléculas sao um
grupo de alcaloides carbamatos que podem ser ndo
sulfatados (saxitoxinas), com um Unico grupamento
sulfato (G-toxinas), com dois grupamentos sulfato
(C-toxinas) e ainda conter grupamentos decarbamoil
(deSTXs oudcGTXs). Atoxicidade do grupo das PSTs
varia bastante, sendo a saxitoxina a mais potente, com
uma DL, para camundongos de 10ug.Kg' de peso
corporeo pelaviai.p. e de263ug.Kg'de peso corporeo
por consumo oral. As PSTs agem através da inibigao
do impulso nervoso por bloqueio dos canais de sodio,
afetando assim ou a permeabilidade ao potassio ou a
resisténcia das membranas. Os sintomas em animais
podem se iniciar 5 minutos apds a injecdo i.p. € a
exposicao a doses letais leva a morte entre 2 ¢ 12 horas
pela conseqiiéncia final de parada respiratoria, assim
como ocorre com as outras neurotoxinas (Carmichael
et al. 1997, Funasa 2003).

As hepatotoxinas estdo divididas em trés
grupos: os heptapeptideos ciclicos, as chamadas
microcistinas, os pentapeptideos ciclicos chamados
nodularinas e o alcaléide cilindrospermopsina. Todas
foram assim nomeadas por terem sido primeiramente
isoladas dos géneros Microcystis, Nodularia e
Cylindrospermopsis, respectivamente. Os géneros
ja identificados como potencialmente produtores
de microcistinas sdo Microcystis, Anabaena,
Oscillatoria (Planktothrix), Nostoc € Anabaenopsis.
J4 a nodularina s6 foi encontrada até o momento em
Nodularia spumigena e a cilindrospermopsina ja foi
relatada sendo produzida por Cylindrospermopsis
raciborskii, Umezakia natans e Aphanizomenon
ovalisporum (Chorus & Bartram 1999).

As nodularinas sdo um grupo de pentapeptideos
ciclicos que agem de modo muito semelhantes as
microcistinas (que serdo abordadas a seguir), princi-
palmente por conter o mesmo aminoacido responsavel
pela atividade bioldgica destas moléculas, o Adda
(descrito mais adiante), que causa a inibi¢do enzima-
tica das proteinas fosfatases 1 ¢ 2A. As nodularinas
apresentam uma DL, que varia de 50 a 200pg.Kg'de
peso corpéreo (Funasa 2003).

As cilindrospermopsinas sao alcaldides guanidi-
nicos ciclicos que, apesar de frequentemente serem
denominadas como hepatotoxinas, apresentam efeitos
bem mais amplos. Estas moléculas além de causarem
danos ao figado, afetam rins, trato gastrointestinal,
orgdos enddcrinos, sistema imune, sistema vascular e
musculos. Cilindrospermopsinas geram duas respostas
de toxicidade: uma rapida, provavelmente devido a
formacédo no organismo de um metabdlito toxico resul-
tante da acao da enzima citocromo P-450, e outra mais
lenta - resultado da inibicdo da sintese protéica que
esta cianotoxina causa. Isso gera duas diferentes DL,
em camundongos pela via i.p.: 2100pg.Kg!' de peso
corpéreo para morte até 24 h e 200ug.Kg' de peso
corporeo para morte entre 5-6 dias (Silva 2008).

Tanto para as nodularinas, quanto para as cilindros-
permopsinas ha alguns estudos que indicam efeitos
genotdxicos, carcinogénicos e, para as cilindrosper-
mopsinas, também mutagénicos. No entanto, existem
poucos estudos sobre efeitos reprodutivos e de desenvol-
vimento embrionario. Além disso, todos estes estudos
toxicologicos sdo deficitarios em relagdo as neuroto-
xinas (Falconer 2007). Existem possiveis explicacdes
para essa observacgao: algumas destas moléculas foram
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descobertas mais recentemente do que outras, algumas
sdo de dificil purificacdo para trabalhos experimentais e
muitas ndo t€m uma importancia global como as molé-
culas que serdo descritas a seguir, as microcistinas. Estas
foram descritas pela primeira vez no inicio da década de
1980 e desde entdo sdo largamente estudadas, sendo um
dos motivos para tal a sua ampla presenca em floragdes
de cianobactérias em todo o mundo.

MICROCISTINAS
ESTRUTURA QUIMICA E FARMACOCINETICA

As microcistinas (MCYST) sdo as cianotoxinas
mais frequentemente encontradas nos ambientes
aquaticos, e seus efeitos toxicos ja foram descritos em
diversos grupos de organismos, tais como macrofitas,
zooplancton, peixes e mamiferos (Sahin et al. 1995,
Pflugmacher 2002, Guzman & Solter 2002, Ferrao-
Filho & Azevedo 2003). Abioacumulagao também ja foi
bem caracterizada em zooplancton, peixes, crustaceos
e moluscos (Ferrdo-Filho et al. 2002, Magalhaes ef al.
2003, Soares et al. 2004, Vasconcelos 1995).

Essas toxinas sdo caracterizadas pela presenca
de 5 D-aminoacidos e 2 L-aminoacidos, sendo sua
estrutura geral descrita como: ciclo-(D-alanina!-X?-
D-MeAsp?-Y*-Adda’-D-glutamato®~-Mdha’),  onde
D-MeAsp® é D-eritro-p-acido metilaspartico, Mdha é
N- metildehidroalanina e Adda ¢ (2S, 3S, 8S, 9S)-3-
amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeca-4,6-
acido dienoico. Na Figura 1 podem ser observados
em destaque os dois L-aminoacidos da molécula (no
caso a arginina =R e a leucina=L). A variabilidade
dos L- aminoacidos ¢ uma das principais razoes da
existéncia de mais de 80 congéneres de microcistinas
até entdo descritos.

Por serem moléculas hidrofilicas, microcistinas
apresentam pouca capacidade de

Mas,
pelas células, sdo potentes inibidores de proteinas

ultrapassar

membranas lipidicas. uma vez captadas
fosfatases da familia serina/treonina, especialmente
PP1 e 2A. Nos animais vertebrados, essas toxinas
tém o figado como orgdo alvo, pois os hepatocitos
sdo capazes de capta-las através dos transportadores

dos acidos biliares. Este fato foi constatado com a

Figura 1. Desenho esquematico da molécula de microcistina-LR. Os dois L-aminoacidos variaveis estdo destacados na figura (neste caso: arginina-
esquerda; leucina- direita). Fonte: Modificado de Carmichael (1994).

Figure 1. Schematic representation of the molecule microcystin-LR. The two variable L-amino acids are indicated on the figure (arginine to the left
and leucine to the right). Modified from Carmichael (1994).
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observacdo in vitro de que essa captacao € inibida
por Aacidos biliares. No entanto, as moléculas
transportadoras envolvidas no processo ainda nao
foram especificamente identificadas; sabe-se apenas
que estdo entre os transportadores de acidos biliares
do sistema de transportadores de anions organicos
sodio-dependente e sodio-independente (Runnegar et
al. 1995, Boaru et al. 2006). Ja foi também observado
que este transporte ocorre de forma rapida. Em estudos
com camundongos injetados intraperitonealmente
(i.p.) com [*H]-MCYST-LR, Robinson et al. (1989,
1991) verificaram que 1 hora apds a inje¢ao entre 60
e 70% da toxina ja se encontrava no figado. Neste
mesmo estudo, os autores indicam uma eliminagao
rapida, cerca de poucos dias, das microcistinas pela
urina e fezes. No entanto, um estudo recente com
ratos Wistar mostrou a presenca destas toxinas no
soro sanguineo por até dois meses (Soares 2005). No
incidente em Caruaru-PE (1996), onde 76 pacientes
renais faleceram apos intoxicagdo com microcistinas
contidas tratamento de
hemodialise, os pacientes sobreviventes chegaram
a apresentar toxinas no soro por mais de trés meses
apos o periodo de exposi¢ao (dados ndo publicados).

na agua utilizada no

A DL, de microcistinas para camundongos inje-
tados intraperitonealmente varia de 50 a 1200ug.Kg!
de peso corpéreo entre as variantes desta toxina. Tais
doses causam a morte dos animais apds um periodo
que varia de 1 a 3h em ensaios de laboratdrios (Wata-
nabe et al. 1996). Ja a DL, oral pode variar bastante
entre diferentes roedores, apresentando valores de 50
a 170 vezes mais altos que a DL intraperitoneal. No
entanto, ndo ha evidéncias de que microcistinas sejam
hidrolisadas por peptidases no estomago. Existe
pouca informacao na literatura sobre os processos de
absorcao gastrointestinal, mas, aparentemente, uma
quantidade significativa destas toxinas € capaz de
ultrapassar a barreira intestinal (Chorus & Bartram
1999). Enterdcitos do intestino delgado podem absor-
vé-las ativamente e mostram respostas de deformagao
in vitro a essas toxinas semelhantes as observadas em
figado (Falconer 2007).

METABOLIZACAO E DETOXIFICACAO
A principal via de metaboliza¢do e detoxificagdo

das microcistinas no figado ocorre através da gluta-
tiona reduzida (GSH). Este tripeptideo (L-y-glutamil-

L-cisteinil-glicina) é conhecido por sua importancia
direta ou indireta em diversas fungoes bioldgicas, tais
como sintese de proteinas e DNA, atividade enzima-
tica, metabolismo e prote¢do da célula. Sabe-se que
a glutationa também reage com uma grande varie-
dade de xenobidticos formando conjugados de GSH.
Muitos desses conjugados podem ser convertidos
em acidos mercaptiricos para posteriormente serem
excretados (Meister & Anderson 1983).

Um dos primeiros estudos a sugerir a participacao
de glutationa no processo de detoxificagdo de
microcistinas foi o trabalho de Runnegar et al. (1987)
em que foi descrito um decréscimo no poo/ de GSH
em hepatdcitos expostos a estas toxinas, de modo
dose-dependente.

Até uma certa concentragdo, as microcistinas
podem ser biotransformadas através de ligacao
ndo-enzimatica com GSH ou através da agdo da
glutationa S-transferase (GST). Esta enzima ¢ membro
do grupo de enzimas de detoxificagdo de fase II e age
conjugando substincias eletrofilicas a glutationa,
tornando-as mais hidrossoluveis e facilitando, deste
modo, o processo de excre¢do. Uma ampla gama de
substratos esta associada a varias isoenzimas de GST
soltveis e a uma GST microssomal. As microcistinas
sdo conjugadas a GSH através do terminal metileno
do aminoécido Mdha, o qual ¢ também a unidade que
se liga covalentemente ao residuo de cisteina 273 das
proteinas fosfatases. Assim, o conjugado MCYST-SG
além de ser um composto mais facilmente excretavel,
também fica impossibilitado de estabelecer a ligagao
covalente com as fosfatases (Wiegand et al. 2002). No
entanto, ja foi observado que este conjugado, apesar
de muito menos téxico, ainda pode causar danos ao
figado, pois o aminodcido Adda das microcistinas
continua disponivel para a ligacdo com o sitio ativo
das fosfatases (Kondo ef al. 1992).

Em organismos aquaticos, o processo de detoxi-
ficacdo se torna especialmente importante devido
ao contato mais direto e frequente com as microcis-
tinas. Alguns estudos ja demonstraram a conjugagao
de MCYST a glutationa, assim como o aumento da
atividade de GST, em organismos tao diversos quanto
macrofitas, invertebrados, peixes e embrides de peixe
(Pflugmacher et al. 1998, Wiegand et al. 2002).

Gehringer et al. (2004), em experimentos com
camundongos injetados com 75% da DL, de
MCYST-LR, verificaram que apds aumento da

Oecol. Bras., 13(2): 259-271, 2009



264 SOARES, R.M.

peroxidagado lipidica (o que gera estresse oxidativo),
causada por esta toxina, ocorre um aumento na
atividade de glutationa peroxidase (GPX). Também
foi observado um decréscimo inicial de GSH total,
o que foi relacionado ao aumento da atividade de
glutationa S-transferase. Posteriormente, os niveis
de GSH voltaram ao normal, claramente devido ao
aumento da atividade da glutationa sintetase. Neste
trabalho, o0 aumento da atividade enzimatica, em todos
os casos, foi regulado pelo aumento da transcrigdo
destas enzimas.

EFEITOS AO NIVEL MOLECULAR, CELULAR
E TECIDUAL

Ao nivel molecular, os principais alvos das
microcistinas sdo as proteinas fosfatases (PP) da
familia serina/treonina, dentre estas: PP1, PP2A,
PP4 e PP5 (e também PP2B quando expostas a altas
concentragdes de microcistinas). A ligagdo MCYST-
PPase ocorre em duas etapas principais: inicialmente,

Cavidade

C-terminal

P'

Cavidade
hidrofobica

o aminoacido hidrofobico Adda das microcistinas
ocupa o sitio ativo das proteinas fosfatases através
de ligacdo ndo-covalente, o que produz o efeito
inibitoério da toxina. Em seguida, o aminoacido Mdha
se liga covalentemente ao residuo de cisteina 273 das
fosfatases (Honkanen & Golden 2002) (Figura 2).
Essaligagao ¢ irreversivel e prolonga o efeito deletério
causado ao tecido. As constantes de inibigdo (K)) de
PP1 e PP2A para MCYST-LR estao entre 0,06-6nM e
0,01-2nM, respectivamente, o0 que mostra uma maior
afinidade desta toxina pela PP2A (Dawson 1998).

A relevancia do efeito inibitdrio de microcistinas
se deve ao fato de que o status de fosforilagdo de
qualquer proteina € um processo dinamico que reflete
a ag¢do combinada de proteinas cinases e fosfatases.
Nas células eucaridticas, a maior parte da fosforilagao
protéica ocorre em residuos de serina e treonina.
Portanto, o papel das fosfatases do grupo PP1 e PP2 ¢
crucial, uma vez que estas enzimas sao responsaveis
por grande parte da atividade fosfatdsica celular
(Honkanen & Golden 2002).

Cavidade
acida

Figura 2. Superficie molecular do complexo PP1-MCYST-LR. No centro esta a molécula de microcistina-LR com o aminoacido Adda ocupando o
sitio ativo da enzima (na cavidade hidrofobica). Fonte: Adaptado de Gupta et al. (1997).

Figure 2. Digital representation of the surface of the molecular complex PP1-MCYST-LR. In the center lies the microcystin-LR molecule with the

amino acid Adda blocking the active site of the enzyme (hydrophobic groove). Adapted from Gupta et al. (1997).
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Sabe-se que PP1 esta diretamente envolvida em
multiplos controles de fung¢des celulares, tais como
metabolismo do glicogénio, contragdo muscular,
progressao do ciclo celular, atividades neuronais, entre
outros. Ja a PP2A esta envolvida em sinalizagoes,
controle do ciclo celular e da atividade da telome-
rase (Barford et al. 1998). No entanto, ainda ha muito
que se investigar sobre a importancia destas enzimas
no funcionamento celular. A proteina fosfatase 2A ¢
descrita como crucial no controle (interrompimento)
da proliferacdo celular, o que pode indicar um papel
importante em processos de tumorigénese. Outros
estudos mostraram que a mesma enzima também
¢ fundamental para que haja crescimento celular e
sobrevivéncia da célula. Assim, alguns autores atri-
buem esta dualidade de fungdes ao fato desta proteina
ser uma enzima de ‘multiplas tarefas’, apresentando
diferentes sitios subcelulares como alvo e diferentes
especificidades a substratos (Schonthal 2001).

A inibigdo de fosfatases por microcistinas leva
a um aumento da fosforilagdo de diversos alvos
subcelulares, inclusive proteinas do citoesqueleto
e proteinas associadas ao mesmo, provocando o
seu desarranjo (Figura 3). Como conseqiiéncia,
no figado, as células hepaticas tendem a se
arredondar, se separam e o tecido perde sua estrutura

parenquimal. Concomitantemente, 0s

capilares

sinosoidais rompem e ocorre um extravasamento de
sangue para o espaco intersticial. Nao ha evidéncias
de que o rompimento dos capilares sinusoidais esteja
relacionado a efeitos da microcistina nas células
endoteliais. Considera-se que o rompimento dos
sinus6ides € uma conseqiiéncia das alteragdes que
essas toxinas provocam na estrutura dos hepatdcitos
(Falconer et al. 1981, Hooser et al. 1990, Wickstrom
et al. 1996). Em situagdes de intoxicacdo aguda, se
observa uma hemorragia intra-hepatica e o sangue
retido no figado faz com que o mesmo tenha seu peso
dobrado e a morte ocorre por choque hemorragico ou
faléncia hepatica (Carmichael 1994).

Em intoxicagdes agudas e letais com microcistinas,
os danos histologicos observados no tecido hepatico
geralmente sdo: a congestdo dos sinusoides,
hepatocitos arredondados, necrose centrolobular e
0 extravasamento sanguineo intersticial (Slatkin et
al. 1983, Ito et al. 1997). Alguns autores também
acreditam que microcistinas possam desencadear
um processo inflamatorio no figado que contribuiria
para o choque que leva a morte. Nos hepatdcitos,
além das microcistinas inibirem proteinas fosfatases,
ativam fosfolipase A, e cicloxigenase. Essas duas
ultimas enzimas participam da via metabolica do
acido aracdonico que leva a produg@o dos mediadores
inflamatorios tromboxano A, (um forte mediador

Figura 3. Fotomicrografia de hepatdcitos antes (esquerda) e apos (direita) a exposigdo as microcistinas, onde se pode observar o desarranjo do
citoesqueleto. Fonte: John Eriksson, Universidade de Turku, Finlandia— imagem de website (2005, http://www.btk.fi/Research_Groups/Protein_

Phosphorylation_Group/protein_phosphorylation_group.htm)

Figure 3. Photomicrography of hepatocytes before (left) and after (right) exposure to microcystins. Note disruption of the cytoskeleton architecture.
Source: John Eriksson, University of Turku, Finland, from website (2005, http://www.btk.fi/Research_Groups/Protein_Phosphorylation_Group/
protein_phosphorylation_group.htm)
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de agregagdo plaquetaria) e prostaglandina 1.
Além disso, alguns estudos ja demonstraram que
microcistinas estimulam macréfagos peritoneais
a produzir TNF-a (fator de necrose tumoral-a).
Também ja foi sugerido que IL-1 (interleucina-1)
possa ser produzida por estes macrofagos. Estas
importantes citocinas podem levar a produgdo de
PAF (fator de ativagdo plaquetaria) e consequente
ativagdo da cicloxigenase. Desta forma, sugere-se que
também ¢ possivel que macréfagos hepaticos (células
de Kupffer) respondam as microcistinas produzindo
estes mediadores inflamatoérios (Watanabe et al.
1996). Recentemente, foi demonstrado o potencial
atrativo de microcistinas para neutrdfilos e os mesmos
autores também verificaram que estas células quando
estimuladas por essas toxinas, in vitro, produzem
maiores quantidades de duas quimiocinas, IL-8 e
CINC-20p, envolvidas no processo de migracao
leucocitaria (Kujbida et al. 2008). Essas observagoes
estdo de acordo com outros estudos in vivo que ja
verificaram processo inflamatério em alguns tecidos,
originado por microcistinas.

A toxicidade
expostos a doses subletais em administragdo Unica
ou cronica apresenta algumas diferencas em relacao

de microcistinas em animais

aos efeitos causados por doses letais. Segundo
Guzman & Solter (2002), a amplitude de lesoes
no figado de camundongos observada apés uma
unica dose subletal de MCYST-LR (i.p.) inclui
hipertrofia hepatocelular, inclusdes eosinofilicas
intracitoplasmaticas e apoptose. Doses repetidas
induzem hepatocitomegalia e cariomegalia, com
desarranjo ¢ perda da arquitetura hepatocelular, além
de apoptose e perda de vacuolizagdo citosolica. Essa
ultima estd relacionada a deplecdo de glicogénio,
causada pela inibi¢do de proteinas fosfatases, que leva
a maior ativacdo de glicogénio fosforilase e inibi¢ao
de glicogénio sintetase.

As condig¢des que levam a apoptose no figado into-
xicado com microcistinas ainda nao estdo totalmente
claras. Alguns estudos indicam que a apoptose ocorre
na periferia de regides de necrose e, portanto, ¢ resul-
tado de isquemia/hipoxia. Entretanto, outros estudos
in vivo ndo constataram esta rela¢do e alguns estudos
in vitro com hepat6citos mostraram que a apoptose
esta diretamente associada a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) induzida por microcis-
tinas (Guzman & Solter 2002, Gehringer 2004).
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Espécies reativas de oxigénio, tais como radicais
superdxido, peroxido de hidrogénio e radicais hidro-
xila, estdo relacionadas a toxicidade de varios xeno-
biodticos ¢ ao desenvolvimento de diversas doencas
degenerativas, incluindo o cancer. Em hepatdcitos
expostos as microcistinas, o aumento da formagao
de ROS foi paralelamente relacionado ao aumento da
liberagdo de lactato desidrogenase (LDH), um indi-
cativo de dano hepatico, ¢ também ao aumento de
peroxidacao lipidica, o que indica estresse oxidativo
(Ding et al. 1998).

Apds uma Unica inje¢do intraperitoneal de uma
dose subletal de microcistina-LR, hd estudos que
indicam que o figado tem a capacidade de reversao
do quadro de dano. Soares (2005) verificou que apds
uma deplecdo inicial, a partir de 24h apds a exposicao
houve aumento da atividade das fosfatases 1 e 2A. Isso
possivelmente ocorreu através de aumento da sintese
destas enzimas alvo das MCYSTs, ou seja, turnover
das mesmas devido ao reconhecimento pelas células
das fosfatases inativas (Guzman et al. 2003, Gehringer
comunicacao pessoal). Andrinolo et al. (2008) também
observaram evidéncias citologicas e fisioldgicas de
recuperagdo da fungao hepatica até 2 meses apos expo-
sicdo a uma dose subletal a microcistina-LR.

Como descrito anteriormente, nos animais
vertebrados doses letais de microcistinas levam
rapidamente a morte devido aos efeitos extensos e
danosos ao figado. No entanto, estudos com doses
subletais dessas toxinas mostraram que as mesmas
provocam efeitos também em outros 6rgaos. Coracao,
gonadas e cérebro estdo entre os 6rgdos que nio sio
frequentemente estudados, mas podem ser afetados
por microcistinas (Wang et al. 2008). Em alguns dos
orgaos afetados, tais como rins e cérebro, ja foram
identificados os transportadores da familia OATP ja
descritos no figado (Feurstein ef al. 2008).

Ja foram observados alteracdes de atividades
enzimaticas (sucrase, fosfatase acida e succinato
desidrogenase) e aumento da peroxidacao lipidica na
mucosa intestinal de ratos, assim como apoptose em
quase todo o trato gastrointestinal de camundongos
injetados intraperitonealmente com microcistinas
(Moreno et al. 2003, Botha er al. 2004). A fungdo
renal também pode ser afetada: Nobre ef al. (2001)
observaram alteragdes no funcionamento de rins de
ratos perfundidos com MCYST-LR que podem estar
relacionadas a lesdes vasculares e glomerulares.
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Apesar de serem poucos os estudos descritos
na literatura, sabe-se que o pulmdo também pode
ser atingido por estas toxinas. Apdés uma Unica
administracdo intratraqueal de dose subletal de
MCYST-LR a camundongos, Ito et al. (2001)
detectaram, por técnicas de imunohistoquimica, a
presenga desta toxina no tecido pulmonar por até sete
dias. Em um dos primeiros estudos toxicologicos,
Slatkin et al. (1983) observaram que camundongos
injetados intraperitonealmente com doses altas de
MCYST-LR apresentaram uma trombose pulmonar
atipica. Falconer et al. (1988), em um longo estudo
de intoxicagdo cronica, ofereceram a camundongos
agua contendo extratos de Microcystis aeruginosa
produtorade MCY STse verificaram broncopneumonia
nos animais que receberam doses mais altas.

O pulmao pode ser exposto as microcistinas tanto
pela via area quanto pela circulagdo sanguinea. Em
um estudo sobre a exposi¢ao por inalacao, Fitzgeorge
et al. (1994) comprovaram que a DL, de MCYST-LR
para camundongos por administragdo intranasal foi
igual a DL por inje¢do intraperitoneal. Os autores
afirmaram que isto foi resultado de necrose extensiva
do epitélio da mucosa tanto da via respiratoria quanto
olfatoria, o que facilitou a absorcdo da toxina pela
extensa rede de capilares presentes na regido.

A exposi¢do a estas toxinas por inalagdo tem
relevancia maior quando se considera o uso de corpos
d’agua com floracdes de cianobactérias para fins
recreativos. Turner et al. (1990) descreveram um caso
de recrutas no Reino Unido que deram entrada no
hospital com quadro de pneumonia basal esquerda 5
dias apos exercicios de canoagem em um reservatorio
com alta concentragdo de células de Microcystis
aeruginosa, onde beberam e inalaram agua. Também
foram observados sintomas como garganta inflamada,
tosse seca, vomito e¢ dor abdominal. A floragdo de
cianobactéria foi comprovada como sendo toxica
(células produtoras de MCYST-LR) e os autores
acreditam ser esta a razdo mais plausivel para o
quadro clinico observado.

Estudos experimentais ja verificaram que tanto
MCYST-LR pura quanto o extrato de M. aeruginosa
produtora de microcistinas em doses subletais
produziram no pulmao de camundongos uma resposta
inflamatéria aguda e colapso alveolar. Os danos
ocorreram em niveis praticamente iguais. Isto indica
que no extrato de Microcystis os principais agentes

devem ser as microcistinas. Esta ¢ uma constatacdo
importante, uma vez que em condigdes reais, seres
humanos ou animais se intoxicam com c¢lulas de
cianobactérias ou seus metabolitos como um todo
(Picango et al. 2004, Soares et al. 2007).

A presenca de floragdes de cianobactérias em
corpos d’agua utilizados para a recreagdo tem sido
cada vez mais frequente e o risco para a populacdo
esta diretamente relacionado aos efeitos de irritagdo
dérmica, assim como a potencial ingestdo e inalagdo
da 4gua (Chorus & Bartram 1999, Hobson et al.
2004). O spray gerado por esportes aquaticos que
utilizam lanchas e jet ski também pode aumentar a
exposicao por inalagao.

Entretanto, em muitos paises onde o tratamento da
agua para abastecimento da populagdo ¢ deficitario,
um dos maiores problemas em relacdo a presenca de
cianobactérias toxicas na agua € o consumo oral. No
Brasil, em 1988, foi descrito um dos primeiros casos
de morte humana em que a causa mais provavel foi
relacionada a intoxicagdo com cianotoxinas. Neste
incidente, dentre os 2000 casos de gastroenterite
registrados, 88 pessoas (em sua maioria criangas)
faleceram apo6s consumirem agua do reservatorio
de Itaparica-BA que havia sido recém inundado e
apresentava uma intensa floracdo de Anabaena e
Microcystis (Teixeira et al. 1993).

A China apresenta um dos mais altos indices de
carcinoma hepatocelular no mundo. Alguns estudos
tém investigado se o consumo de agua contaminada
com cianobactérias toxicas € parte da complexa rede
de fatores de risco existentes. Foi verificado que a
hepatite B e o consumo de grdos contaminados com
aflatoxina B1 sdao as maiores causas. No entanto, o
consumo de 4gua contaminada com cianotoxinas
pode ser o terceiro elemento responsavel pelos altos
indices de cancer hepatico (Ueno et al. 1996, Chorus
& Bartram 1999).

Microcistinas sd3o consideradas promotoras de
tumores em diversos tecidos, tais como pele, célon
e figado (Humpage et al. 2000). Um estudo com
camundongos que receberam oralmente doses suble-
tais de microcistinas por 1 ano mostrou uma inci-
déncia maior de tumores hepaticos nos animais que
receberam agua contaminada em relagdo aos animais
controle (Falconer ef al. 1988).

Em relacdo ao cancer, experimentalmente estas
toxinas podem apresentar efeitos aparentemente
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contraditorios, os quais seriam apoptose e proliferacao
celular. Gehringer (2004) afirma que a resposta celular
em direcdo a um dos dois efeitos possivelmente
depende da dose de microcistina a qual o organismo
foi exposto. Geralmente, doses mais altas levam a
apoptose ¢ doses mais baixas promovem proliferacao
celular. Essa tiltima parece estar relacionada a inibi¢ao
de proteinas fosfatases e consequente ativagdo de uma
cascata de respostas celulares incluindo a ativagao de
proteinas cinases, tais como a proteina cinase ativada
por mitégenos (MAPK).

Virios estudos ja foram realizados com o objetivo
de se verificar a genotoxicidade de microcistinas, com
uma série de diferentes abordagens, e alguns destes
resultados pareceram contraditorios. No entanto, a
Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer,
através de um grupo de trabalho reunido em 2006,
avaliou todos os estudos existentes e concluiu que
existem evidéncias de genotoxicidade e propriedades
epigenéticas para
considerd-las possivelmente carcinogénicas para
seres humanos (Lankoff & Carmichael 2006).

Portanto, a exposicao prolongada a doses baixas
de microcistinas através do consumo de 4gua
contaminada, ou mesmo de peixes e outros alimentos

das microcistinas suficientes

contaminados com esta toxina, pode favorecer o
surgimento de cancer. No entanto, a 4gua ndo afeta
a saude humana apenas pelo consumo oral. O uso de
agua para tratamento dialitico traz um dos maiores
riscos a populagdo humana no que se refere a agua
contaminada com cianotoxinas.

O primeiro caso de morte humana confirmada por
intoxicagdo por microcistinas ocorreu em Caruaru,
Pernambuco, em 1996. Devido a forte seca que atingia
a regido na época, os reservatorios que abasteciam a
cidade estavam com volumes reduzidos e apresen-
tavam intensa floracdo de cianobactérias. A intermi-
téncia no abastecimento de 4gua, devido ao pouco
volume nos reservatorios, fez com que as clinicas de
dialise da cidade buscassem a agua diretamente nos
reservatorios através de caminhdes pipa. Entretanto,
o tratamento dado a agua nessas clinicas foi inade-
quado, o que promoveu lise das células de cianobac-
térias e liberacdo da toxina para a agua. Os sistemas
de colunas de troca idnica e carvdo ativado ndo
estavam em condic¢des adequadas de uso e, assim, ndo
puderam reter as toxinas. Consequentemente, dos 136
pacientes em tratamento de hemodialise, 117 sofreram
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distirbios visuais, ndusea, vomito, fraqueza muscular
e hepatomegalia. Destes, 100 desenvolveram faléncia
hepatica aguda e 76 faleceram. Analises do soro e
do figado dos pacientes que faleceram indicaram a
presenga de microcistinas e todo o quadro fisiopato-
logico foi compativel com o observado para intoxi-
cacdo por estas toxinas. As analises das colunas de
troca idnica e do carvdo ativado também mostraram
presenca de MCYSTs, além de outra hepatoto-
xina, a cilindrospermopsina (Jochimsen et al. 1998,
Carmichael et al. 2001, Azevedo et al. 2002). Em
2001, o Rio de Janeiro presenciou outro incidente de
contaminacdo de pacientes renais através de hemo-
dialise. Felizmente, ndo houve sintomas ou morte
associada a baixa dose de microcistinas a qual estes
pacientes foram expostos (Soares et al. 2000).

Atualmente, existe uma preocupagdo mundial
quanto aos riscos impostos pela ocorréncia de ciano-
bactérias em corpos d’agua utilizados para o abaste-
cimento publico. Isto se reflete na criagdo de legis-
lagdo especifica para o aperfeicoamento do controle
da qualidade da agua, incluindo o monitoramento de
cianotoxinas. O Brasil foi o primeiro pais a estabe-
lecer tal medida, através da portaria 518 do Ministério
da Saude, ¢ neste momento a concentracdo maxima
de microcistinas permitida na agua para consumo
humano no pais é 1pg.L".

Concluindo, cabe ressaltar que os estudos toxi-
colégicos experimentais sdo uma importante ferra-
menta na avaliacao dos riscos dessas toxinas para a
populacdo humana. No entanto, a grande maioria dos
dados sobre cianotoxinas ainda ¢ obtida em estudos
de intoxicagdo aguda, mas a intoxicagdo cronica e
subletal certamente ¢ mais frequente, também repre-
senta sérios riscos a populacdo e deve merecer,
assim, uma maior atengdo das pesquisas cientificas
neste campo.
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