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RESUMO

Floragdes da cianobactéria Microcystis sdo regulares e recorrentes na lagoa dos Patos e seu estuario (RS).
Embora o primeiro registro cientifico seja datado de 1987, informagdes de antigos moradores das margens
indicam que as floragdes de cianobactérias existem desde o inicio do século passado. Durante os meses de
verdo e outono as grandes floragdes de M. aeruginosa aparecem e estdo associadas ao fluxo de enchente do
estuario, a condigdes N:P entre 10:1 a 16:1 ¢ a temperaturas médias da agua acima de 20°C. Este fluxo mais
lento de descarga das aguas de superficie permite diversos ciclos de crescimento de Microcystis e o efeito do
sal marinho interfere na composi¢ao intra e extracelular de microcistinas. No verdo de 1995 a cepa RST9501
foi isolada a partir de uma floracao na lagoa dos Patos e suas células consideradas toxicas em bioensaios com
camundongos, microcrustaceos e camardes. A cepa possui quatro variantes de microcistinas sendo a principal
a D-Leu' MCyst-LR. Estas toxinas foram também acumuladas por mariscos marinhos das praias do Atlantico
Sul e por peixes de agua doce. A toxicidade das microcistinas desta cepa tem sido avaliada através de testes que
demonstraram estresse oxidativo em poliquetas e caranguejos marinhos e através de interferéncia na osmore-
gulagdo de peixes. As microcistinas isoladas da lagoa dos Patos sdo consumidas por bactérias heterotroficas do
género Burkholderia. As floragdes também produzem endotoxinas presentes em quantidades proporcionais as
células de Microcystis e tem causado problemas de irritagdo de pele por contato em banhistas na regido.
Palavras-chave: Cianobactéria, floragdes toxicas, lagoa dos Patos, Microcystis, microcistinas.

ABSTRACT

BLOOMS OF Microcystis IN THE PATOS LAGOON AND ESTUARY (RIO GRANDE DO SUL,
BRAZIL): A TWENTY-YEAR STUDY. Cyanobacterial blooms of Microcystis are frequent in the Patos
Lagoon and estuary located in Rio Grande do Sul State, Brazil. Although the first scientific record of such
occurrence dates to 1987, local villagers claim cyanobacterial blooms have occurred in the area since the
begining of the 20th century. Great blooms of M. aeruginosa take place during the summer and fall, as a result
of seasonal swells in the estuary and suitable abiotic conditions, as N:P ratios between 10:1 and 16:1 and
water temperatures above 20°C. The reduced water outflow enables the growth of Microcystis populations, and
the surplus of sea salt directly affects intracellular and extracellular composition of microcystins. The strain
RST9501 was isolated in the summer of 1995 from a cyanobacterial bloom in the area, and the cells proved
toxic to mice, microcrustaceans and shrimp. This strain presents four types of microcystins, mainly D-Leu!
MClyst-LR. These toxins also demonstrated to accumulate in marine shellfish from the South Atlantic Sea and
in freshwater fish. The toxicity of RST9501 cells was demonstrated by oxidative stress to polychaetes, sea
crabs and osmoregulatory alterations in fish. The microcystins isolated from the Lagoa dos Patos lagoon are
consumed by bacteria of the genus Burkholderia. Local blooms demonstrated to present toxins related to the
quantity of Microcystis cells and caused contact dermatitis to the local human population.
Keywords: Cyanobacteria, toxic blooms, Patos Lagoon, Microcystis, microcystins.

RESUMEN

FLORACIONES DE Microcystis EN LALAGUNA DE LOS PATOS Y SU ESTUARIO: 20 ANOS DE
ESTUDIOS. Las floraciones de la cianobacteria Microcystis son regulares y recurrentes en la laguna de los
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Patos y su estuario (RS). Aunque el primer registro cientifico fue datado en 1987, informaciones de antiguos
moradores de las margenes indican que las floraciones de cianobacterias ocurren desde el inicio del siglo pasado.
Durante los meses de verano y otofio las grandes floraciones de M. aeruginosa parecen estar asociadas al flujo
de crecidas del estuario, con condiciones N:P entre 10:1 a 16:1 y a temperaturas medias del agua por encima
de los 20°C. Este flujo mas lento de descarga de las aguas superficiales permite diversos ciclos de crecimiento
de Microcystis y el efecto de la sal marina interfiere en la composicion intra y extracelular de microcistinas
en las células. En el verano de 1995, una cepa RST9501 fue aislada a partir de una floracion en laguna de los
Patos y sus células consideradas tdxicas en bioensayos con ratones, microcrustaceos y camarones. La cepa
posee cuatro variantes de microcistinas siendo la principal D-Leu' MCyst-LR. Estas toxinas también fueron
acumuladas por mariscos marinos de las playas del Atlantico Sur y por peces de agua dulce. La toxicidad de las
microcistinas de esta cepa ha sido evaluada a través de test que demostraron estrés oxidativo en poliquetos y
congrejos marinos a través de interferencia en la osmorregulacion de peces. Las microcistinas aisladas del lago
dos Patos fueron consumidas por bacterias heterotroficas del género Burkholderia. Las floraciones también
producen endotoxinas (LPS) presentes en cantidades proporcionales a las células de Microcystis y han causado

problemas de irritacion de la piel por contacto en bafiistas de la region.

Palabras-clave: Cianobacteria, floraciones toxicas, lago dos Patos, Microcystis, microcistinas.

INTRODUCAO

A presente revisdo enfoca como estudo de caso as
floragdes da cianobactéria do género Microcystis na
lagoa dos Patos e no seu estudrio. O presente texto
ndo pretende sobrepor ou repetir as duas revisdes
anteriores ja publicadas (Yunes 2000, Yunes et al.
2003). No caso da primeira, o tema versou sobre dois
programas de monitoramento das floragdes que acon-
teceram ao longo do estuario da lagoa dos Patos entre
dezembro de 1993 e maio de 1996 e entre abril de 1997
e julho de 1998. No caso da segunda revisdo, o tema
versou estritamente sobre a determinagao e ocorréncia
das formas de neurotoxinas (saxitoxinas e anatoxina-a
(S)) em mananciais na regido Sul do Pais.

A lagoa dos Patos ¢ 0 seu estuario representam o
segundo maior volume de dguas interiores naturais
no Pais. As aguas da lagoa provém de uma grande
bacia de drenagem (201.600km?) que atravessa as
mais industrializadas areas do estado do Rio Grande
do Sul. Principalmente na por¢ao Norte, onde a
influéncia marinha ¢ inexistente, a lagoa serve como
manancial a diversos municipios, incluindo-se a
capital do estado do Rio Grande do Sul.
de 3 milhdes de
habitantes vivem em diversas cidades e vilarejos

Nas suas margens, mais
utilizando as suas aguas para lazer, abastecimento
publico, industrias, pesca comercial ¢ de subsisténcia,
agricultura (irrigagdo) e navegacao.

Como fatos historicos: os primeiros registros
cientificos de floracdes de Microcystis aeruginosa
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na lagoa dos Patos, por¢ao estuarina, foram descritos
por Odebrecht et al. (1987). No entanto, informagdes
prestadas por antigos moradores das fazendas de
criagdo de gado nas suas margens (Feitoria) indicam
que as floragdes de cianobactérias existiam, desde o
inicio do século XX, sendo marcadamente observadas
durante o verdo e outono (Figura 1).

O QUE MUDA NOS MESES DE VERAO PARA
PROVOCAR AS FLORACOES?

Diferente de outros corpos aquaticos a lagoa dos
Patos ¢ uma laguna. Este fato favorece o forte fluxo
de descarga de agua no sentido Norte-Sul, princi-
palmente durante os meses de mais intensas chuvas
(inverno) e quando sob a predominancia dos ventos
Norte ou Nordeste. Ja nos verdes, devido a estiagem
ou predominancia de ventos de outros quadrantes,
o fluxo de enchente de aguas marinhas (desde o
Oceano Atlantico-Sul) for¢a uma ‘cunha’ de agua de
maior densidade e salinidade a penetrar pelo fundo
e lavar a superficie do sedimento do estuario. Esta
entrada re-suspende parte dos nutrientes ali depo-
sitados como material particulado, principalmente
compostos combinados de fosforo. O aumento da
condutividade nestas aguas de fundo ¢ outro fator que
facilita a re-suspensdo do fosforo (Yunes et al. 1994,
1996a). Como resultado observou-se nos monitora-
mentos realizados entre 1994 e 2006, que os eventos
das floragdes de Microcystis eram antecedidos e/ou
concomitantes a uma relacdo dos nutrientes de nitro-
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Figura 1. Lagoa dos Patos e o seu estuario. O estuario ¢ delimitado em teoria pela area de influéncia da 4gua do Oceano Atlantico.

Figure 1. Lagoa dos Patos and estuary. The estuary is delimited by Atlantic seawater.

génio combinado soluvel sobre o fosforo combinado
soluvel (N:P) entre 10:1 a 16:1.(Yunes et al. 1996b).
Este fato parece ser o mais importante condicionante
ao surgimento das grandes floragdes como obser-
vadas nos anos de 1994 a 2003. O fator temperaturas
médias da 4gua, mesmo que superior aos 20°C , ndo
provou per se condicionar o vasto sistema hidrico da
lagoa dos Patos a induzir floragdes de Microcystis
nos meses de verdo. Dai serve como evidéncia, a
baixa concentracao celular de células de Microcystis
encontradas mesmo sob temperaturas superiores a

20°C nos verdes de 1997-1998 (Matthiensen et al.
1999) e atualmente em 2007-2008.

Este condicionamento do crescimento celular
que se inicia nas regides centrais da lagoa dos Patos
durante os verdes mostra uma diversidade de formas
coloniais que vao desde grupamentos de duplicagdo
rapida as formas planctonicas com vesiculas de
gas (Reynolds 1980) e terminando com as formas
senescentes (Yunes et al. 1998, Minillo et al. 2000)
muitas vezes levando ao deposito destas formas nas
praias oceanicas do Atlantico Sul.
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QUANTO AO EFEITO DA PRESENCA DE
MAIORES CONCENTRACOES DE SAIS NAS
AGUAS OCEANICAS DO QUE NO INTERIOR
DA LAGOA DOS PATOS

Este fator limitante da salinidade sobre o cresci-
mento ou duplicagdo celular foi medido com valores
nitidos de inibicdo do crescimento a salinidades >4,2
(Salomon 1999, Yunes 2000). No entanto, outros
aspectos do efeito de maiores concentragdes de sais,
ja& mencionados anteriormente, merecem ser apon-
tados como decisivos para a manutencao de altas
densidades celulares de Microcystis junto as praias
oceanicas do Atlantico-Sul. O mais importante ¢
que a penetracdo da cunha salina junto e sobre o
sedimento do fundo do estuario parece ser o fator
decisivo para a ressuspensdo do fosforo solivel e
provocar o crescimento intenso (floracdo) de células
de Microcystis na superficie em aguas onde a salini-
dade ¢ <1. J4 o fluxo lento de descarga da lagoa para
o0 oceano, preponderante nos meses de verdo, garante
e permite varios ciclos celulares de duplicagdao (~6
horas) para as células de Microcystis.
das
Microcystis em natas ainda no interior da lagoa,

Analises concentracdes de células de
mostraram concentragdes mais altas de microcistinas
do que naquelas encontradas longe dali, nas praias
do Atlantico-Sul. Além disto, em experimentos de
laboratdrio, observou-se que o aumento de salinidade
provocou um aumento extracelular de N-amoniacal e
aminodcidos e uma diminui¢o na atividade glutamina
sintetase e na taxa fotossintética das células. Células
crescendo em diferentes salinidades apresentaram
um conteido variavel de toxinas intracelulares
e extracelulares. O maior percentual de toxinas
extracelulares foi encontrado em salinidades mais
baixas (0,5). Ao contrario, o mais baixo percentual de
toxinas extracelulares foi encontrado na salinidade de

2,5 (Salomon 1999).
ESTUDOS COM A CEPA RST9501

Em 1995, uma amostra de uma pequena floracao
de Microcystis aeruginosa foi coletada no estuario
da lagoa dos Patos, trazida ao laboratorio, purificada
e colocada em meio de cultivo BG11 (Rippka et al.
1979) mostrou crescimento com sucesso. Esta cepa
foi registrada com cddigo RST9501 e desde aquele
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ano tem sido utilizada por dezenas de trabalhos
de Mestrado e Doutorado da FURG e de outras
Instituigoes.

Esta cepa teve a sua DL, determinada para
camundongos Swiss albinos como sendo de 53,6mg.
kg! peso corporal. Em animais marinhos obteve-se
uma CL, de 0.48mg mL"' para Artemia salina (Yunes
et al. 1996a) ¢ de 1,44mg.mL" para o tanaidaceo
Kalliapseudis shubartti (camarao branco ou cego) em
solugdes aquosas e de 1,79mg.mL"! em testes onde o
sedimento havia sido contaminado com microcistinas
(Montagnolli et al. 2004). A cepa RST9501 provou
também ser toxica a pos-larva do camardo rosa
Farfantepenaeus paulensis, comuma CL, de 0,91mg.
mL! (Yunes 2000).

A mesma cepa foi testada para a acumulacdo de
microcistinas em bivalves marinhos (Mesodesma
mactroides) e obtiveram-se os niveis mais altos no
hepatopancreas quando expostos a niveis celulares
que ultrapassavam a 10.000 células.mL"'. Nestas
condi¢des 0 maximo encontrado de microcistinas
totais no hepatopancreas do marisco branco foi de
5,27ug.g'ps (Ledo 2004). Niveis muito baixos de
acumula¢@o de microcistinas (<0,015ug g peso seco™)
foram encontrados no musculo dos peixes herbivoros,
como a carpa prateada (Hypophthalmichthys molitrix),
mesmo quando mais de um milhdo de células de
Microcystis aeruginosa foram oferecidas aos peixes
ao longo de 48 h de experimentos (Giordano 2007).

Oefeitotoxico dos extratos celulares de Microcystis
aeruginosa cepa RST9501 sdo devidos a presenca
de pelo menos 4 variantes de microcistinas. A mais
abundante destas formas de variantes ¢ a D-Leu!
MClyst-LR que corresponde a 90% da fragdo toxica de
origem peptidica (Matthiensen ez al. 2000). Embora
a toxicidade total das células de Microcystis seja o
resultado de um efeito conjunto, outras trés variantes
de menor ocorréncia foram encontradas nos extratos
metandlicos da cepa RST9501. Sobre a toxicidade
destas variantes ainda ndo foi possivel testa-las.

Ahepatoxicidade das microcistinas ¢ mediada pela
inibicdo das proteinas fosfatases. Novas evidéncias
sugerem outros mecanismos de toxicidade incluindo
o estresse oxidativo e efeitos sobre a osmoregulagao
em peixes e outros organismos aquaticos. Altos niveis
de oxigénio reativos, peroxidacdo de lipideos e danos
ao DNA foram observados depois de exposi¢do a
microcistina. O tripeptideo glutationa (GSH) ¢ um dos
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mais importantes antioxidantes e tem sido observada
asua conjugagdo a microcistinas (Pflugmacher 2004).
Esta conjugacdo diminui os estoques intracelulares
de GSH, deixando as células mais suscetiveis ao
estresse oxidativo. Tais evidéncias deste efeito das
microcistinas foram observadas em poliquetas (Rosa
et al. 2005), em caranguejos marinhos (Dewes et
al. 2006) e sobre peixes de agua doce (Pietro et
al. 2006). Nestes ultimos organismos aquaticos, a
inibicdo da Na*K*-ATPase pela microcistina pode ser
responsavel pela queda na osmoregulacido necessaria
para a sobrevivéncia e tolerancia ao sal em regides
de estuarios como a lagoa dos Patos (Monserrat
et al. 2003).

OUTROS FATORES DE TOXICIDADE
NA LAGOA DOS PATOS

A parede celular das cianobactérias constituida
de lipossacarideos (LPS) também possui atividade
toxica devido ao lipideo A (endotoxina). Contagens
ambientais de Microcystis que atingiram valores
superiores a 600.000 células mL' possuem alta
presenca de lipopossacarideos. Estes lipideos foram
detectados pelo método de LAL e tem uma correlagao
positiva com o nimero de células de cianobactérias
presentes nas floragdes (Gutierrez 2007). No verdo
de 2003, mais de 30 banhistas na Praia do Cassino,
RS, foram atendidos no Posto Médico com sintomas
de alergias epicutaneas resultantes do contato com
visiveis colonias de Microcystis (22.000 células
mL™") junto ao vai-vem da arrebentacdo das ondas
ou de coldnias depositadas na areia da praia. Estas
paredes celulares causam alergia e irritagdo primaria
na pele de mamiferos e, em experimentos topicos,
demonstraram provocar o aumento de neutrofilos e
eosinofilos sanguineos em ratos (Silva 2005).

As floragdes de Microcystis, na lagoa dos Patos,
embora de toxicidade ja comprovada devido aos
peptideos conhecidos e também aos lipopolissacari-
deos da parede celular, permitem a existéncia de uma
flora bacteriana heterotréfica acompanhante. Cepas
da bactéria do género Burkholderia foram isoladas de
floragdes de Microcystis no estuario da lagoa dos Patos
e cresceram positivamente na presenca de microcis-
tinas (1-5Spg L) como tunica fonte de carbono. Esta
observacdo indicou aquele género como decompo-
sitor de microcistinas (Lemes et al. 2008).
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CONSIDERACOES FINAIS

No momento continuam em andamento as
pesquisas sobre o consumo de microcistinas por
novas cepas de bactérias isoladas do estuario da
lagoa dos Patos. Estamos intensificando esforgos
para adaptacdo dos métodos existentes para a
quantificagdo de lipolissacarideos (LPS) de agua
tratada para a analise de LPS livres nas floragdes de
cianobactérias. Finalmente, estamos mantendo um
sistema de monitoramento pontual na margem oeste
do estuario da lagoa dos Patos em busca de floragdes
de cianobactérias, isolamento de cepas e identificacao
de microcistinas.
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