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“0 papel dos infinitamente pequenos na natureza é infinitamente grande.”

(Louis Pasteur)

“Tudo quanto te vier a mao para fazer, faze-o conforme as tuas forcas. ”
(Eclesiastes 9: 10)



RESUMO

A proposta do presente trabalho foi entender a dindmica da ocorréncia de
cianobactérias no lago Paranoa, pelo uso de ferramentas moleculares desenvolvidas para a
identificacdo de cianobactérias potencialmente produtoras de toxinas, uma vez que, o Lago é
um reservatério urbano, que serd utilizado como fonte de abastecimento publico. Dessa
forma, € necessario monitorar a presenca das cianobactérias potencialmente tdxicas, a fim de
avaliar a qualidade da agua do Lago. Para isso, foram coletadas amostras de agua no periodo
de 2012 a 2014. As amostras foram usadas em ensaios de PCR, com o emprego de
oligonucleotideos do gene 16 S DNAr, do operon da ficocinina e dos genes de sintese das
microcistinas (mcyB e mcyD). Alguns dos resultados positivos das reacBes de PCR foram
sequenciados para a identificacdo das cianobactérias presentes na area de estudo, e a
quantificacdo das microcistinas foi realizada por meio do teste de ELISA. Foi detectada a
presenca de cianobactérias (avaliacdo qualitativa), por meio das reacdes de PCR
convencional, em 97% das amostras de agua avaliadas com os iniciadores do 16S DNAr. Os
iniciadores referentes a por¢do da ficocianina (PCBF/PCaR) amplificaram somente 13,8% das
amostras avaliadas. Com relagdo aos oligonucleotideos dos genes de sintese das microcistinas
(mcyB e mcyD), apenas um deles — mcyD — amplificou fragmento em uma Gnica amostra. 1sso
provavelmente ocorreu devido a baixa concentracdo do DNA alvo no DNA genémico
extraido do fitoplancton e & presenca de interferentes da PCR em amostras ambientais. E
necessario o desenho de iniciadores especificos para as sequéncias de cianobactérias
brasileiras. O resultado do sequenciamento revelou 100% de similaridade com a sequéncia de
Radiocystis sp. JJ30-12. A presenga de microcistinas foi constatada em todas as amostras
avaliadas. Por fim, pode-se afirmar que as reacdes de PCR, utilizando iniciadores especificos
relacionados com a sintese de cianotoxinas, como por exemplo, as microcistinas, podem ser
Uteis para a otimizacdo das metodologias analiticas usadas para o0 monitoramento de
reservatorios, e precisam de estudos mais aprofundados com o intuito de aprimorar 0s
protocolos atualmente utilizados para a amplificacdo de fragmentos de interesse. Dessa forma,
elas poderiam ser incluidas nas analises de rotina, em programas de monitoramento da

qualidade da &gua, sendo uteis para identificacdo de cianobactérias.

Palavras-chave: Cianobactérias. Microcistinas. Reagdo em cadeia da polimerase (PCR).



ABSTRACT

The purpose of this work was to understand the dynamics of the occurence of cyanobacteria
in lake Paranoa through of molecular tools developed for identifying of potentially
cyanobacteria producing toxins, since the lake is an urban wealth that will be used as a source
of public supply. Thus, it is necessary to monitor the presence of potentially toxic
cyanobacteria, in order to evaluate the quality of the reservoir water. For this, water samples
were collected in the period of 2012-2014. The samples were filtered and used in PCR assay,
with the use of oligonucleotides 16 S rDNA gene, the ficocian operon and microcystins
synthesis genes (mcyB and mcyD). Positive results of PCR reactions were sequenced to
identifying the cyanobacteria present in the area of study and the quantification of
microcystins was performed by ELISA kit. The cyanobacteria were detected (qualitative
assessment) for conventional PCR reactions in 97% of water samples evaluated with the
primers 16S rDNA. Primers related to phycocyanin (PCBF / PCaR) amplified only 13.8% of
the samples. Regarding to oligonucleotide of gene synthesis of microcystins (mcyB and
mcyD) only one of them - mcyD - amplified fragment in a single sample. This was probably
due to low concentration of template DNA within genomic DNA extracted from
phytoplankton and the presence of interfering PCR in environmental samples. It is necessary
to design specific primers for sequences of Brazilian cyanobacteria. The result of sequencing
showed 100% similarity with the sequence of Radiocystis sp. JJ30-12. The presence of
microcystins was found in all samples. Finally, we can affirm that the PCR reactions using
specific primers related to cyanotoxins synthesis, for example, microcystins can be useful for
optimization of analytical methods used for the monitoring of reservoirs, and it need more
studies in order to improve the protocols currently used for the amplification of fragments of
interest. Thus, they could be included in routine analyzes, monitoring programs of water

quality, and useful for cyanobacteria identification.

Key Words: Cyanobacteria. Microcystins. Polymerase chain reaction (PCR).
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1 INTRODUCAO

As cianobactérias sdo essenciais para 0s processos biogeoquimicos da Terra. Elas
sdo consideradas responsaveis pela introducdo do oxigénio elementar na atmosfera e sdo
produtores primarios importantes. A origem antiga e importancia biogeoquimica das
cianobactérias refletem na sua colonizacdo em uma vasta gama de ambientes terrestres e
aquaticos. Podem ser encontradas em ambientes frios e quentes, sendo essenciais na ciclagem
de nutrientes, tais como, carbono e nitrogénio. Através de suas estratégias ecofisioldgicas
podem prosperar em habitats com pouca disponibilidade de nutrientes ou até mesmo em
locais poluidos (CEBALLOS; AZEVEDO; BENDATE, 2006; DIEZ; ININBERGS, 2014;
WYNN-WILLIAMS, 2000).

A grande versatilidade fisioldgica e ecoldgica das cianobactérias, permitindo-lhes
adaptacdo a diferentes ambientes, relaciona-se, direta ou indiretamente, com a producéo de
diversos metabolitos secundarios. Esses compostos produzidos pelas cianobactérias tém
grande importancia sanitaria, uma vez que, podem ser toxicos e causar riscos para a saude
humana. Os compostos toxicos, chamados de cianotoxinas, podem ser produzidos por uma
variedade de linhagens de cianobactérias, em ambientes aquaticos, causando, entdo, grande
preocupacdo em relacdo a qualidade da &gua destinada ao consumo humano.

Diversos relatos de intoxicacdes provocadas por cianotoxinas, presentes em fontes
de &gua, ja foram documentados por todo 0 mundo, sendo responsaveis por graves problemas
de saude, inclusive a morte de animais domesticos e de seres humanos. Paises, tais como,
Austrdlia, China, Brasil, Inglaterra e Argentina relataram a presenca de cianotoxinas na agua
(AL-TEBRINEH et al., 2012; DORR, et al. 2010; FALCONER et al., 1999; TURNER et al.,
1990).

A confirmacdo do primeiro episddio de morte humana no mundo, associado as
cianotoxinas, ocorreu no Nordeste do Brasil, no municipio de Caruaru em Pernambuco, em
uma clinica de hemodialise, ap6s a utilizacdo de agua contaminada captada em ambiente
impactado sem o adequado monitoramento do ambiente. A partir dessa constatagdo, 0s
estudos relacionados & detecgdo, quantificacdo e mitigacdo da ocorréncia de floragGes de

cianobactérias em corpos d’agua de usos multiplos foram intensificados.

O crescimento populacional desordenado ao redor dos corpos d’agua, 0 excesso
de nutrientes, principalmente de nitrogénio e fésforo, e 0s processos de assoreamento sdo

alguns dos fatores responsdveis pela alteracdo da comunidade fitoplancténica em
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reservatorios. Esses eventos podem acelerar o processo de eutrofizagdo nos ecossistemas

aquaticos e, como parte desse processo, o desenvolvimento de floragfes de cianobactérias.

A metodologia tradicional de analise da dindAmica da comunidade do fitoplancton
inclui 0 uso de microscopia para a contagem e identificacdo de células por meio de
carateristicas morfoldgicas das cianobactérias. Essa abordagem é minuciosa e demorada, 0
que acaba dificultando a obtencdo de dados répidos e precisos, além de ndo permitir a
deteccdo das cianotoxinas (LORENZI, 2004). Entre os métodos analiticos utiliza-se, para a
identificacdo e quantificacdo de cianotoxinas em amostras de agua, a cromatografia liquida de
alta performance (HPLC), a espectrometria de massa (MS) e o teste de ELISA (do inglés
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

As metodologias baseadas na analise de biologia molecular, com foco nas
sequéncias oligonucleotidicas de regides especificas do DNA das cianobactérias, como as
sequéncias do DNA ribossomal 16S, da regido do espaco intergénico da ficocianina e as
sequéncias de genes relacionados a producdo das cianotoxinas — como mcyA, mcyD e mcyE —
tém sido exploradas, com o intuito de desenvolver protocolos praticos de deteccdo de
cianobactérias potencialmente toxicas, em reservatorios de abastecimento de agua (HA,;
HIDAKA; TSUNO, 2009; NEILAN et al., 1995; NEILAN et al., 1997; RANTALA et al.,
2008; SEVILLA et al., 2010).

A aplicacdo de técnicas moleculares pode auxiliar na rapida identificacdo das
espécies de cianobactérias produtoras de toxinas e proporcionar maior rapidez aos sistemas de
alerta e controle de qualidade de agua de mananciais de abastecimento humano; maior
assertividade e seguranca aos sistemas de tratamento de agua, para diminuir os riscos a saude

publica, devido a exposicdo as cianotoxinas.

Portanto, a padronizacéo e a aplicacdo de testes moleculares, capazes de detectar a
presenca de espécies de cianobactérias potencialmente produtoras de toxinas, podem tornar-se
métodos importantes para 0 monitoramento da qualidade da agua, minimizando os riscos da

presenca de cianotoxinas em mananciais para abastecimento de agua.

O acelerado crescimento populacional do Distrito Federal, associado as mudancas
nos ciclos climéticos e a escassez hidrica de 2016, tem aumentado a demanda de agua para
abastecimento publico. Devido a isso, 0 lago Paranoad serd utilizado pela Companhia de
Saneamento Ambiental do Distrito Federal (CAESB) como manancial para abastecimento de

agua. Estudos realizados pela CAESB, no que diz respeito a disponibilidade de agua do lago
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Parano4, afirmam que este manancial tem capacidade de fornecer uma vazéo de 2,8 m*/s de
agua, para fins de abastecimento publico do Distrito Federal (CAESB, 2005).

Contudo, por ser um manancial urbano, seu uso como fonte de abastecimento
publico traz a preocupagdo quanto a presenca das cianobactérias potencialmente tdxicas caso
ndo haja manutencdo da qualidade da agua do reservatorio.

A proposta do presente trabalho foi entender a dindmica da ocorréncia de
cianobactérias no lago Paranod, pelo uso de meétodos moleculares desenvolvidos para a
identificacdo de cianobactérias potencialmente produtoras de toxinas. A aplicacdo dessas
metodologias nos ecossistemas aquaticos pode aprimorar 0 monitoramento das floracdes de
cianobactérias e auxiliar na tomada de medidas de controle e prevencéo da ocorréncia dessas
floracBes. Devido ao risco de contato e/ou consumo de dgua contaminada com cianotoxinas
pela populacdo, acredita-se que a utilizacdo de metodologias rapidas e precisas na
identificacdo de cianobactérias toxicas possa trazer um avanco para a garantia da qualidade da
agua.

Os estudos de biologia molecular de cianobactérias possibilitam identificar os
genes responsaveis pela regulacdo e producao das cianotoxinas. A deteccdo dessas sequéncias
na comunidade de cianobactérias permite a identificacdo das linhagens produtoras de toxinas
e pode ser uma ferramenta Util para avaliacdo do potencial toxico das floracdes.

Com o exposto, entende-se que o estabelecimento de metodologia, com aplicacéo
de técnicas moleculares, que permita a deteccdo e o monitoramento da ocorréncia de
cianobactérias potencialmente toxicas em mananciais destinados ao abastecimento de agua,
apresenta relevancia consideravel. O desenvolvimento do trabalho visou avancar no
conhecimento sobre a ocorréncia das cianobactérias nos ambientes aquaticos, como também a
oportunidade de melhor avaliar o risco potencial da presenca de toxinas nesses ecossistemas,

apresentando resultados rapidos e com maior confiabilidade.
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2 OBJETIVOS DA PESQUISA

2.1 Geral

- Investigar as populacdes de cianobactérias para identificagdo e determinacdo da
dindmica de ocorréncia de ecotipos toxicos no lago Paranoa, como parte do processo de
utilizacdo e aprimoramento do uso de metodologias moleculares na avaliacdo e

monitoramento continuo desse reservatorio.

2.2 Especificos

1. Identificar a ocorréncia de cianobactérias presentes no lago Paranoa entre 2012

e 2014 por meio de analises de biologia molecular;

2. Avaliar a eficacia da utilizacdo de técnicas moleculares para avaliacdo e
monitoramento continuo da ocorréncia de cianobactérias como suporte a avaliacdo da
qualidade da agua em reservatérios destinados ao abastecimento de agua para consumo

humano;

3. Caracterizar o potencial toxicoldgico de cianobactérias presentes nas amostras

de agua do lago Paranod entre 2012 e 2014.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O texto a seguir descreve 0s caracteres gerais das cianobacterias, suas adaptacdes,
ocorréncia, producdo de metabdlitos secundarios, com énfase para as cianotoxinas (descrigéo,
estruturas quimicas e mecanismos de acdo). Trata ainda da ocorréncia de floracGes de
cianobactérias e faz um breve relato sobre os diferentes métodos analiticos utilizados para

deteccdo e quantificacdo de cianobactérias e cianotoxinas em ambientes aquaticos.

3.1 Caracteristicas gerais das cianobactérias

Cianobactérias ou cianoficeas sdo organismos procariontes, fotossintetizantes e
produtores primarios, que possuem caracteristicas tanto de algas como de bactérias
(SANT’ANNA et al., 2006). Podem formar colonias ou filamentos, ou ainda, viver como
células isoladas. Suas populaces podem ser visiveis, quando em elevada densidade, como
coldnias gelatinosas ou floragdes (blooms), embora sejam organismos microscopicos
(CATHERINE et al., 2013; QUIBLIER et al., 2013).

As cianobactérias apresentam mecanismos eficientes para absorcéo de nutrientes e
CO,. Algumas espécies podem fixar o nitrogénio (DIEZ; ININBERGS, 2014), em células
especializadas chamadas de heterocitos, por meio da enzima nitrogenase (KOMAREK';
KOMARKOVA; KLING, 2003), o que Ihes permite levar vantagem durante variacbes das
condi¢des ambientais em ambientes aquaticos (PAERL; PAUL, 2012).

Algumas cianobactérias possuem inclusdes intracelulares importantes chamadas
aerotopos que sao vesiculas de gas, presentes em muitas espécies planctdnicas (ex.
Microcystis spp.) (KOMAREK, 2003). Cianobactérias que possuem aerotopos apresentam
melhor estabilidade na coluna d’agua, sendo esta uma vantagem competitiva sobre os demais
grupos do fitoplancton. Esses organismos podem entdo migrar verticalmente, aumentando sua
capacidade de obtencéo de luz e nutrientes em relacdo as espécies que ndo podem controlar a
flutuabilidade na coluna d’agua (MITROVIC; BOWLING; BUCKNEY, 2001; OREN, 2014;
WHITTON; POTTS, 2000).

Algumas espécies de cianobactérias apresentam adaptagbes as condigdes
anaerdbicas, crescimento em extremos de temperatura, salinidade e pH, entre outros fatores
que fazem com que essas, mesmo em condi¢Oes desfavoraveis, possam sobreviver por longos
periodos (OREN, 2014). Esses micro-organismos possuem diversos pigmentos responsaveis
pela coloracdo e envolvidos no processo de fotossintese. S&o eles: carotendides, clorofilas e
ficobiliproteinas (CHRISTAKI; BONOS; FLOROU-PANERI, 2015; TOTH et al., 2015).
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Algumas espécies sdo cosmopolitas ocorrendo, principalmente, em regides
tropicais, por exemplo, Microcystis aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskii (CHORUS;
BARTRAM, 1999; KOMAREK; KOMARKOVA, 2002).

Outra importante caracteristica das cianobactérias é a capacidade de produzir uma
grande variedade de metabdlitos secundarios tais como: policetideos, alcaloides e peptideos.
Algumas dessas substancias possuem acdo toxica para animais e sdo denominadas
cianotoxinas (ex.: microcistinas, cilindrospermopsinas e saxitoxinas). (CARMICHAEL, 1992;
GADEMANN; PORTMANN, 2008; WELKER; DOHREN, 2006).

A presenca de cianotoxinas na 4gua de consumo humano implica em sérios riscos
a salde publica, ja que sdo hidrossollveis e podem ndo serem eliminadas durante o processo
de tratamento convencional (CARVALHO et al., 2013). A exposi¢cdo cronica a baixas
concentracdes dessas toxinas pode, devido aos efeitos adversos potenciais (genotoxico,
carcinogénico), a longo prazo, aumentar o risco para o desenvolvimento do céancer. Em
regides com floracbes de cianobactérias persistentes e atividades recreacionais intensivas, a
exposicao subcrénica pode causar efeitos adversos a salde (ZEGURA; STRASER; FILIPIC,
2011).

A maioria desses metabdlitos é sintetizada por complexos enziméaticos chamados
peptideo sintetase ndo ribossomal (NRPS — Nonribosomal peptide synthetase), policetideo
sintetase (PKS — polyketide synthases) e hibridos NRPS/PKS (MEJEAN e PLOUX, 2013;
MICALLEF et al., 2014), os quais catalisam a formacdo da estrutura quimica da toxina
(SILVA, C. etal., 2012).

O complexo peptideo sintetase ndo ribossomal (NRPS) € responsavel pela
montagem dos aminoé&cidos, levando a formacéo peptidica, e o policetideo sintetase (PKS) é
usado para interligar o acetato como bloco construtor principal na producao das toxinas. Uma
vez que, as enzimas NRPS e PKS sdo capazes de aceitar uma vasta gama de diferentes
substratos, um grande nimero de estruturas quimicas diferentes pode ser obtido usando esses
sistemas enzimaticos, 0 que resulta em uma diversidade de cianotoxinas atualmente
conhecidas (VALERIO; CHAVES; TENREIRO, 2010).

Dentre as formas de contato com as cianotoxinas podemos destacar: a ingestao de
agua sem tratamento adequado para remocéo das toxinas, o contato com agua contaminada e
0 consumo de peixes e mariscos provenientes de ambientes aquaticos com ocorréncia
frequente de floragbes toxicas de cianobactérias (MOTA; ROLLA, 2011). A rota de
exposicdo as cianotoxinas inclui: inalacdo, exposicdo cutdnea ou da mucosa nasal
(FALCONER, 1999; NYBOM, 2013).



24

Assim, 0 monitoramento das cianobactérias potencialmente produtoras de toxinas,
nos mananciais de &gua para abastecimento publico, € imprescindivel para identificar os
locais com risco potencial (BARTRAM et al., 1999; CARVALHO et al. 2013; MOSCHINI-
CARLOS; NISHIMURA; POMPEO, 2011; SANCHES et al., 2012;). A resolugio CONAMA
n® 357, de 17/03/2005 que dispbe sobre a classificacdo e as diretrizes ambientais para o
enquadramento dos corpos de aguas superficiais, e a portaria MS n° 2.914 de 12/12/2011, de
potabilidade da &gua, estabelecem padrGes para o0 monitoramento das cianobactérias

(monitoradas via contagem em microscopio) e cianotoxinas, respectivamente.

3.2 Toxicidade de cianobactérias

Dentre as cianobactérias potencialmente toxicas encontradas em ambientes
aquaticos, pode-se destacar alguns géneros, conforme apresentado no Quadro 3.1. Ndo ha
diferencas morfoldgicas entre linhagens de cianobactérias toxicas e ndo toxicas, dessa forma,
a deteccdo precoce de cianobactérias toxicas em mananciais € muito importante, a fim de
evitar problemas de contaminacdo e de salde publica. Sem a possibilidade de distin¢édo
morfoldgica entre as linhagens tdxicas e ndo tdxicas de cianobactérias, a utilizacdo de analises
moleculares pode ser aplicada para 0 monitoramento da qualidade da dgua em reservatorios,
por possibilitar a diferenciacdo entre a ocorréncia de genotipos tdxicos e ndo tdxicos
(BITTENCOURT-OLIVEIRA; SANTOS; MOURA, 2010; BITTENCOURT-OLIVEIRA, et
al., 2012). No Brasil, a maioria (82%) das linhagens de cianobactérias isoladas em ambientes
de 4gua doce sdo produtoras de toxinas quando testados por imunoensaios ou analises de
HPLC (SOARES; MAGALHAES; AZEVEDO, 2004).

Quadro 3.1 - Exemplos de géneros de cianobactérias potencialmente txicas encontradas em ecossistemas
aquaticos

Géneros de cianobactérias Referéncias

Sinoven e Jones (1999)
Komarek et al. (2001)
Aphanizomenon Codd et al. (2005)
Melcher (2008)

WHO (2008)
Carmichael et al. (2001)
Bittencourt-Oliveira e Molica (2003)
Cylindrospermopsis Melcher (2008)

Schaker (2012)
Hoff-Risseti et al. (2013)
Codd (1995)
Dolichospermum (Anabaena) Carmichael et al. (2001)
Soares et al. (2006)
WHO (2008)

Sa et al. (2010)




Géneros de cianobactérias

Referéncias

Lyngbya

Carmichael et al. (1997)

Seifert et al. (2007)

Foss (2011)

Mihali, Charmichael e Neilan (2011)
Lajeunesse et al. (2012)

Microcystis

Carmichael et al. (2001)

WHO (2008)

Wu et al. (2012)
Bittencourt-Oliveira et al. (2014)
Wu et al. (2014)

Nodularia

Carmichael (1992)
Koskenniemi et al. (2007)
WHO (2008)

Fewer et al. (2013)
Mazur-Marzec et al. (2013)

Nostoc

Sivonen et al. (1990)
Codd (1995)

Vieira et al. (2005)
WHO (2008)

Li et al. (2010)

Oscillatoria

Carmichael (1990)
Carmichael (1992)
Vieira et al. (2005)
Mazmouz et al. (2010)
Méjean et al. (2010)

Planktothrix

Vieira et al. (2005)

WHO (2008)

Ostermaier et al. (2013)
Akcaalan et al. (2014)
Bittencourt-Oliveira et al. (2014)

Fonte: Elaborado pela autora
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As cianotoxinas podem ser classificadas de acordo com sua agdo em:

hepatotoxinas (microcistinas, nodularinas), neurotoxinas (anatoxinas, saxitoxinas), citotoxinas

(cilindrospermopsinas), toxinas irritantes da pele - dermatotoxinas

(endotoxinas

lipopolissacaridicas - LPS) e toxinas gastrointestinais (CARMICHAEL, 1992; ZEGURA,;

STRASER; FILIPIC, 2011). A estrutura quimica de algumas cianotoxinas, descritas com

maiores detalhes, pode ser visualizada na Figura 3.1.



26

0
N N _ N - -"/Y
a o)

- _ o
- &( .0 ‘ ‘ . ~
Microcistina-LR M N Nodularina
\ 0O
O O
O OM ~N 7’
. A : -~ '
282 = ’ Xl O [ o \
0 N R\
- . N g 0O
o Na . NM NN ~ NH b Nﬁ "
Y ! = . Y N, o K.’\ -
Nrd O ’ OM L
N_\
Cilindrospermopsina

Anatoxina-a Homoanatoxina-a  Anatoxina-a(s)

Saxitoxina

Figura 3.1 - Estrutura quimica de cianotoxinas

A. Microcistina-LR (a forma mais téxica de microcistina, onde os aminoécidos variaveis sdo
leucina e arginina) e nodularina.

B. Toxinas alcaloides: cilindrospermopsina, saxitoxina, anatoxina-a, homoanatoxina-a,
anatoxina-a(s).

Fonte: Neilan et al. (2013)

As microcistinas sdo polipeptideos hepatotoxicos, de baixo peso molecular, com
diferentes graus de poténcia. O principal modo de acéo € a inibicdo das proteinas fosfatases 1
e 2A de modo especifico e irreversivel, o que pode danificar o suprimento energético da
célula (AME; DEL PILAR DIiAZ; WUNDERLIN, 2003; CARMICHAEL, 1994;
FALCONER, 2008; HILBORN et al., 2013; MACKINTOSH et al., 1990), causando a
deformacéo celular do hepatocito, pela ruptura do citoesqueleto dessas células (FALCONER,
2008). Essa toxina possui aminoacidos variaveis que ddo origem a mais de 80 isoformas
estruturais diferentes de microcistinas, cada uma exibindo um perfil de toxicidade diferente
(PEARSON; NEILAN, 2008).

Dentre os efeitos nocivos das microcistinas temos: aumento da mortalidade, leséo
hepatica, dano renal e evidéncias de efeito promotor de tumores (carcinogénese hepatica)
(BLAHA; BABICA; MARSALEK, 2009). A Organizagdo Mundial de Saide (OMS)
recomenda um valor de referéncia de 1 pg/L, como valor maximo de exposicdo a
microcistina-LR para animais e humanos (WHO, 1998; 2008). A portaria MS n° 2.914 de
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12/12/2011, de potabilidade da &gua, utiliza 0 mesmo valor de referéncia, adotado pela OMS,
quanto a exposi¢do as microcistinas.

A estrutura quimica das microcistinas sdo produtos de NRPSs. A sequéncia de
DNA (2kb) codificando uma NRPS foi identificada pela primeira vez no genoma da linhagem
Microcystis aeruginosa PCC 7806, uma linhagem produtora de microcistina. O grupo
completo de genes, envolvidos na sintese de microcistinas, foi entdo sequenciado. Esse grupo
compreende 10 genes (mcyA-J) (Figura 3.2), arranjados em dois operons descritos
divergentemente, consistindo de mcyA-C e meyD-J (MEJEAN; PLOUX, 2013; TILLETT et
al., 2000). A organizagdo dos operons e genes variam nos géneros em que foram descritos:
Microcystis, Dolichospermum (Anabaena) e Planktothrix (DITTMANN; FEWER; NEILAN,
2013).

STRAUB et al. (2011) utilizaram o genoma de Microcystis aeruginosa PCC 7806
para estudar a dindmica da expressao gendmica nesta cianobactéria, durante ciclos de luz e
escuro, e revelaram que a biossintese de metabdlitos secundarios, como as microcistinas,
ocorre essencialmente durante o periodo de luz, sendo a luz um fator critico para essa espécie,

como para outros micro-organismos fotossintéticos.

mevG meyl” mceyE mcyD mcyA mevB  meyC Uma 1—6

dnaN
mcyt-J

Figura 3.2 - Organizagdo do agrupamento de genes responsaveis pela biossintese da microscitina

Fonte: Tillet et al. (2000)

Outra toxina pertencente a familia dos peptideos ciclicos é chamada de
nodularina, com propriedades quimicas semelhantes a microcistina (CARMICHAEL, 1992).
Microcistinas e nodularinas sdo as cianotoxinas mais frequentemente relatadas em ambientes
de agua doce eutrofizados (SINOVEN; JONES, 1999), e foram originalmente isoladas de
linhagens dos géneros Microcystis e Nodularia, respectivamente (CHORUS; BARTRAM,

1999). A toxicidade das nodularinas também ocorre devido a inibicdo das proteinas fosfatases
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1 e 2A. Elas podem também induzir estresse oxidativo intracelular e sdo consideradas
promotoras de tumores (CHEN; SHEN; FANG, 2013; UFELMANN et al., 2012).

As neurotoxinas interferem no funcionamento do sistema nervoso levando a
paralisia dos musculos respiratorios. Quatro neurotoxinas tém sido estudadas detalhadamente:
anatoxina-a, anatoxina-a(s), saxitoxina e neosaxitoxina (CARMICHAEL, 1992; CHORUS;
BARTRAM, 1999). Espécies e linhagens de Dolichospermum (Anabaena) produzem
neurotoxinas, chamadas anatoxinas. Linhagens de Aphanizomenon flos-aquae produzem
saxitoxina e neosaxitoxina. (CARMICHAEL; MAHMOOD; HYDE, 1990).

Anatoxina-a € um pequeno alcaloide neurotdxico, que atua na juncdo
neuromuscular, causando descarga espontanea e morte, eventualmente, por insuficiéncia
respiratoria (DEVLIN et al., 1977; FALCONER, 2008). Anatoxina-a(s) provoca salivacao,
lacrimacdo, incontinéncia urinéria, ataxia e convulsées. A morte € geralmente o resultado de
um colapso respiratorio (MATSUNAGA et al., 1989). No sul do Brasil foi detectada a
presenca de Dolichospermum (Anabaena) crassa, em reservatorio de abastecimento de agua
da cidade de Caxias do Sul, constatando a presenca de anatoxina-a(s) (BECKER et al., 2010).

As saxitoxinas ou PSP (Paralytic Shellfish Poisons) sdo alcaloides que bloqueiam
0s canais de sodio nos axo6nios, provocando paralisia (FALCONER, 2008). Apesar do
conhecimento sobre a funcdo das saxitoxinas e seus analogos (por exemplo, a neosaxitoxina)
como bloqueadores de canais de sédio, o efeito dessas toxinas sobre o ambiente e 0s genes
qgue sdo responsaveis pela sua producdo, ainda precisam de elucidacdo mais detalhada,
principalmente no que diz respeito ao seu papel nos organismos potencialmente produtores
dessas toxinas (WIESE et al., 2010).

As espécies de cianobactérias potencialmente tdxicas: Microcystis spp.,
Planktothrix agardhii, Radiocystis fernandoi, Pseudanabaena mucicola e Cylindrospermopsis
raciborskii, foram detectadas em reservatorios de agua brasileiros, sendo consideradas
responsaveis pela producédo de saxitoxinas e neosaxitoxinas (ANJOS et al., 2006; MOLICA et
al., 2005; MONTEIRO et al., 2014).

As cilindrospermopsinas sao alcaloides que causam danos ao figado, rins, trato
gastrointestinal, érgdos enddcrinos, sistema imune, sistema vascular e muscular. Elas inibem
a sintese de proteinas (FALCONER, 2008; FROSCIO et al., 2008). As cilindrospermopsinas
sdo toxinas especialmente perigosas porque os sintomas clinicos podem se manifestar
somente varios dias ap0s exposicdo, sendo entdo, dificil correlacionar os efeitos toxicos
(MANKIEWICZ et al., 2003).
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A toxicidade em linhagens de Cylindrospermopsis raciborskii depende da
presenca do grupo de genes, denominados gene cyr, sendo este grupo responsavel pela sintese
de cilindrospermopsinas (SINHA et al.,, 2014). As espécies Sphaerospermopsis
aphanizomenoides (anteriormente denominada Aphanizomenon aphanizomenoides Forti) e C.
raciborskii, potencialmente produtoras de cilindrospermopsina, ja foram detectadas na
comunidade fitoplanctnica de reservatorios brasileiros (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al.,
2011). Alem da cilindrospermopsina, microcistina também ja foi detectada em varios
reservatorios do Nordeste brasileiro. Dentre as cianobactérias identificadas podemos destacar:
C. raciborskii, Planktothrix agardhii, Microcystis panniformis (BITTENCOURT-OLIVEIRA
etal., 2014).

As endotoxinas lipopolissacaridicas — LPS sdo componentes integrais da parede
celular de todas as bactérias Gram-negativas e de cianobactérias, e podem induzir uma
resposta alérgica em humanos e outros mamiferos. Os sintomas da exposi¢do incluem
irritacdo na pele e nos olhos e distdrbios gastrointestinais (CHEN; BURKE; PREPAS, 2011).
Como todas as cianobactérias contem lipopolissacarideos (LPS) em suas paredes celulares, as
concentracdes dessa substancia aumentam com a densidade celular na agua (WATSON et al.,
2015).

Acredita-se que as cianotoxinas sejam importantes na comunidade do
fitoplancton, porém, o papel fisiologico e ecolégico dos compostos ndo é claro (BACSI; B-
BERES; VASAS, 2013; FLYNN, 2008; SVERCEL, 2013). As cianotoxinas, possivelmente,
possuem multiplas funcdes, variando com a toxina em particular e com suas espécies
produtoras. As possiveis vantagens relacionadas a producgdo das toxinas estdo agrupadas em
dois temas: vantagens competitivas e auxilio fisiolégico. O primeiro tema esta ligado aos
mecanismos de defesa celular, resposta a herbivoria e/ou competicao por recursos ambientais.
O segundo tema — fisioldgico — considera que estes metabdlitos secundarios melhoram a
fisiologia celular atraves de beneficios para a homeostase, eficiéncia fotossintética e taxas de
crescimento aceleradas (HOLLAND; KINNEAR, 2013; VALERIO; CHAVES; TENREIRO,
2010; TWISS; GOUVEA, 2006.).

3.3 Floracg6es de cianobactérias

No ambiente aquatico, a espécie do fitoplancton que é capaz de competir com
sucesso, por exemplo, pelos nutrientes disponiveis, tem o potencial de tornar-se dominante
por aumentar a sua biomassa, formando floragdes (GRANELI; WEBERG; SALOMON,
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2008). As cianobactérias, ocasionalmente, podem dominar o fitoplancton de lagos,
reservatorios e rios. A ocorréncia e abundancia de varios tipos de cianobactérias dominantes
nas floracGes ndo dependem de um unico estimulo ambiental, mas de um conjunto de fatores
com acdo reciproca, como a intensidade da luz, as alteracbes climaticas sazonais, a
temperatura e a disponibilidade de nutrientes (OLIVER; GANF, 2000).

Segundo Newcombe et al. (2012), a proliferacdo de cianobactérias em ambientes
aquaticos é favorecida pela entrada de nutrientes, que pode estar relacionada com o aumento
da urbanizacdo, de praticas agricolas modernas, da erosdo de solos fertilizados, da ocorréncia
de temperaturas mais elevadas, do reduzido fluxo de rios, associado & condicGes de seca.

Davis et al. (2009) constataram que a temperatura mais elevada da agua (13 a
30°C) aumenta o percentual de Microcystis tdxicas e 0 nimero de copias do gene mcyD —
gene envolvido na sintese de microcistinas em cianobactérias - por célula, o que pode
produzir floragdes com maior concentragdo de toxina em um ecossistema.

O enriquecimento (elevacdo da concentragcdo de nutrientes) de corpos d’agua
juntamente com as mudancas nas condi¢des climaticas contribuem para a frequéncia,
intensidade e distribuicdo de floracdes toxicas de cianobactérias no ambiente. Além do mais, a
regulacdo dos genes e da producdo de toxinas pela luz solar, parece ser universal entre as
cianobactérias, sugerindo uma ligacdo entre a producao de toxinas e a fotossintese (NIELAN
etal., 2013).

Diversos trabalhos tém demostrado que a acentuada eutrofizacdo dos corpos
hidricos, resultado da entrada massiva de nutrientes (principalmente N e P), esteja
possivelmente relacionada ao aumento na prevaléncia de floracdes de cianobactérias
potencialmente produtoras de toxinas no ambiente aquatico (EPA, 2016; HOLLAND;
KINNEAR, 2013; ISLES et al., 2015; MA et al., 2014a; MA et al., 2014b; NYBOM, 2013;
O’NEIL et al., 2012; PAERL; HALL; CALANDRINO, 2011; WATSON et al., 2015.).

A salinizacdo, o conteudo de ferro (Fe) e outros metais tragos, baixas taxas de
herbivoria (PAERL; OTTEN, 2013), a baixa relacdo N:P e a estabilidade da coluna d’agua,
também sdo apontados, na literatura, como fatores responsaveis pela formacéo de floragdes de
cianobactérias (CORDEIRO-ARAUJO et al, 2010; FERNANDES et al., 2009;
MANKIEWICZ et al., 2003;).

Analises de amostras de agua do reservatério Vargem das Flores, localizado no
estado de Minas Gerais, regido sudeste do Brasil, indicaram que no periodo chuvoso
ocorreram as maiores mudancas na coluna d’agua e caracterizou 0 periodo de ocorréncia de

cianobactérias. Uma vez que as cianobactérias tenham um periodo de ocorréncia definido,
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algumas ac¢des preventivas devem ser aplicadas nesta época do ano, a fim de evitar problemas
relacionados a presencga de cianobactérias potencialmente toxicas (GOMES et al., 2012). O
esquema representativo do conjunto de fatores que influenciam a ocorréncia das floragdes de
cianobactérias pode ser observado na Figura 3.3.

Algumas medidas de manejo que levem a reducdo do processo de eutrofizacéo,
com manutencdo do equilibrio das concentragGes de nutrientes (fésforo e nitrogénio), sdo
colocadas como formas adequadas para prevenir a ocorréncia de floracGes de cianobactérias
em ambientes aquaticos (CHISLOCK et al., 2013; MA et al., 2014b; MARZOUK et al. 2013;
MOSCHINI-CARLOS; NISHIMURA; POMPEO, 2011; PAERL; HALL; CALANDRINO,
2011; PAERL; OTTEN, 2013; SANCHES et al. 2012; SMITH; SCHINDLER, 2009; von
SPERLING; FERREIRA; GOMES, 2008; WANG et al., 2012;). Além do controle da
eutrofizacdo, a manutencdo de programas de monitoramento deveria ser uma das acfes para
evitar problemas relacionados a presenca de cianobactérias em reservatorios de agua
(GOMES et al., 2012).
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Figura 3.3 - Figura esquematica ilustrando os processos ambientais que influenciam a ocorréncia de floragdes de
cianobactérias

Fonte: Paerl, Hall e Calandrino (2011)
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3.4 Ocorréncia de florac6es de cianobactérias toxicas
3.4.1 Episodios de floragdes no mundo e no Brasil

Francis (1878) descreveu o primeiro episodio de morte de animais, ap0s ingestao
de 4gua contendo cianobactérias (Nodularia spumigera) no lago Alexandria, na Australia. O
primeiro registro de intoxicacdo humana por cianotoxinas ocorreu em 1930, na cidade de
Charleston (EUA) onde um surto gastrointestinal afetou aproximadamente 10.000 pessoas.
Exames microscopicos de amostras da agua revelaram crescimento abundante de
cianobactérias de diferentes espécies (TISDALE, 1931).

Diversos eventos de floragbes de cianobactérias ja foram relatados, em corpos
hidricos, por todo o mundo (BECKER et al., 2006; HO e MICHALAK, 2015; ISLES et al.,
2015; MA et al., 2014b; MICHALAK et al., 2013; MISHRA, D.; MISHRA, S., 2010;
REJIMANKOVA et al., 2011). Em muitos paises ja foram registradas intoxicacdes por
cianotoxinas, oriundas da ocorréncia de floragdes de cianobactérias. Além da Australia e dos
Estados Unidos, paises como: Canadd, Inglaterra, China, Argentina, Colémbia e Uruguai ja
constataram a morte de animais domeésticos e doencas em humanos, apds o contato com agua
contendo cianotoxinas (CODD et al., 2015; DILLENBERG; DEHNEL, 1959; DORR et al.,
2010; FALCONER et al., 1999; TURNER et al., 1990).

No Brasil, a presenca de cianotoxinas em aguas destinadas ao abastecimento
humano foi responsavel pela primeira confirma¢do no mundo de morte por cianotoxinas,
conhecida como “Sindrome de Caruaru” (CARMICHAEL et al., 2001). Na &gua utilizada em
uma clinica de hemodialise, no municipio de Caruaru/PE, foram identificados dois grupos de
cianotoxinas - microcistina e cilindrospermopsina - nos exames do fitoplancton das amostras
de agua, no sistema de tratamento de &gua da clinica, e no tecido hepéatico dos pacientes
(AZEVEDO et al., 2002; CARMICHAEL et al., 2001; JOCHIMSEN et al., 1998; POURIA
et al., 1998). O contato com a 4gua contendo cianotoxinas durante o processo de diélise levou
a morte de 76 pacientes (CARMICHAEL et al., 2001).

Varios registros da presenca de cianobactérias potencialmente tdxicas, envolvidas
em episodios de floragdes, foram relatados no Brasil, incluindo locais como o Rio Grande do
Sul, Minas Gerais, Rio de Janeiro, S&o Paulo, Pernambuco e outros, conforme Quadro 3.2.
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Localidade

Cianobactérias identificadas

Referéncias

Rio Grande do Sul (RS)

Aphanotece, Dolichospermum, Microcystis
spp., Dolichospermum (Anabaena),
Sphaerocavum cf. brasiliense, Planktothrix,
Cylindrospermopsis

Matthiensen, Yunes e
Codd (1999)

Carvalho et al. (2008)
Chaves et al. (2009)
Domingues et al. (2011)
Becker et al. (2010)

Minas Gerais (MG)

Microcystis novacekii
Dolichospermum (Anabaena)

Figueredo, Giani, Bird

(2007)

Sphaerocavum  brasiliensis, Microcystis | Freitas et al. (2012)
spp. Jardim et al. (2014)
Mello e Maia-Barbosa
(2015)
Rio de Janeiro (RJ) Chlorococcales e Microcystis Magalhdes, Soares e
Cylindrospermopsis raciborskii, | Azevedo (2001)

Planktothrix agardhii

Ferrdo-Filho et al. (2009)
Bonilla et al. (2012)

Cruz, Oliveira e Gomara
(2012)

Sé&o Paulo (SP)

Microcystis aeruginosa;
Microcystis spp., Planktothrix agardhii,

Azevedo et al. (1994)
Anjos et al. (2006)

Radiocystis  fernandoi, Pseudanabaena | Sotero-Santos et  al.
mucicola, Cylindrospermopsis raciborskii (2006)
Tundisi et al. (2015)
Distrito Federal (DF) Cylindrospermopsis raciborskii Branco e Senna (1991)
Branco e Senna (1994)
Para (PA) Dolichospermum (Anabaena), Microcystis, | Vieira et al. (2005)
Oscillatoria,  Aphanizomenon,  Nostoc, | S& et al. (2010)
Planktothrix, Radiocystis Silva, S. (2012)
Costa et al. (2014)
Rio Grande do Norte | C. raciborskii, Microcystis spp e | Costa et al. (2006)
(RN) Aphanizomenon  ssp.,  Dolichospermum | Panosso et al. (2007)

(Anabaena) circinalis

Chellappa et al. (2008)

Pernambuco (PE)

C. raciborskii  Planktothrix  agardhii,
Sphaerospermopsis aphanizomenoides,
Microcystis spp., Raphidiopsis,
Geitlerinema amphibium, Synechocystis
aquatilis

Coelomoron tropicale

Silva, E. et al. (2013)
Bittencourt-Oliveira et al.
(2014)

Bahia (BA) Dolichospermum (Anabaena), Microcystis | Teixeira et al. (1993)
Trichodesmium erythraeum, | Lima et al. (2013)
Cylindrospermopsis Affe et al. (2016)
Paraiba (PB) Planktothrix agardhii, C. raciborskii, M. | Torquato (2012)
aeruginosa, Aphanocapsa, Oscillatoria, | Monteiro et al. (2014)
Dolichospermum (Anabaena) Lins et al. (2016)
Ceara (CE) Cylindrospermopsis raciborskii, | Costa (2010)

Aphanocapsa, Merismopedia, Chroococcus,
Aphanothece, Microcystis.

Lucas et al. (2013)
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Quadro 3.2 — Localidades no Brasil onde cianobactérias foram identificadas (Continuacéo)

Localidade Cianobactérias identificadas Referéncias

Espirito Santo (ES) Pseudoanabaena moniliformis, C. | Kotaka, LEITE, e
raciborskii,  Synechococcus  nidulans, | GADOTTI (2005)
Synechococcus sp e Synechocystis sp FUNASA (2007)

Parané (PR) C. raciborskii Gomes (2011)

Bel6 (2015)

Santa Catarina (SC) C. raciborskii Moser (2011)

Goiés (GO) Microcystis spp., Aphanocapsa, | Pimentel et al. (2015)
Oscillatoria

Tocantins (TO) C. raciborskii, Dolychospermum solitarium | Silva, J. et al. (2015)

Fonte: Elaborado pela autora

3.5 Métodos analiticos utilizados para deteccdo de cianobactérias e cianotoxinas
3.5.1 Metodologias para identificagdo taxondmica e quantificacdo de cianobactérias

A identificagdo e a quantificacdo de cianobactérias em reservatorios de agua se
faz necessario para 0 monitoramento de cianotoxinas, podendo fornecer um sistema precoce
de alerta sobre o desenvolvimento de floragbes potencialmente toxicas. Avancos nas
ferramentas diagnosticas tém ajudado a caracterizar as cianobactérias e cianotoxinas,
incluindo: uso de microscopia Optica e de fluorescéncia para a taxonomia de cianobactérias; e
a identificacdo e caracterizacdo de cianotoxinas usando ensaios bioquimicos (inibicdo de
atividades enzimaticas), analiticos (cromatografia de alta resolucdo e a espectrometria de
massa) e moleculares (PCR) (HARADA; KONDO; LAWTON, 1999; LAWTON et al., 1999;
SILVA, C. etal., 2012).

A microscopia é utilizada para identificacdo e baseia-se em critérios morfolégicos.
Os taxonomistas devem ter habilidade e experiéncia para identificacdo adequada dos géneros
e espécies. Dois tipos de microscopios sdo comumente usados: (1) microscopio composto
padrdo e (2) o microscopio invertido (KARLSON et al., 2010). Em conjunto com a
microscopia, 0 método de Utermohl é adequado para a quantificacdo do fitoplancton,
incluindo as cianobactérias (MULLER; RAYA-RODRIGUEZ; CYBIS, 2010).

O método de Utermohl pode ser util tanto para identificagdo quanto para
quantificacdo desses organismos. Essa metodologia baseia-se na sedimentacdo de uma
aliquota de amostra de agua, em uma camara. A gravidade provoca a fixacdo das células no

fundo da camara, e as células fixadas podem ser identificadas e enumeradas usando um
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microscopio invertido. Para quantificar o resultado como células por litro, um fator de
conversdo deve ser determinado. A desvantagem do método é o tempo necessario para analise
de cada amostra, além de pessoal treinado, principalmente no que diz respeito a taxonomia. O
tempo de sedimentagdo dificulta a analise imediata da amostra (EDLER; ELBRACHTER,
2010).

3.5.2 O uso de marcadores moleculares via PCR para deteccdo de cianobactérias

O uso da taxonomia classica, bem como, dos métodos analiticos para analise
qualitativa e quantitativa de cianobactérias em amostras ambientais, fazem parte das
metodologias empregadas atualmente no monitoramento de reservatdrios de usos multiplos.
Porém, esses métodos muitas vezes requerem, dentre varios fatores, de tempo e acuracia do
analista para obtencdo dos resultados, e entdo, surge a necessidade de utilizacdo de uma
metodologia diagndstica sensivel e de facil manuseio para obtencdo de resultados rapidos, no
que diz respeito a presenca de cianobactérias potencialmente toxicas em amostras de agua.

Linhagens tdxicas e ndo-toxicas de cianobactérias podem ser detectadas, por meio
de técnicas moleculares, sendo Uteis para a identificacdo precoce da ocorréncia de espécies
potencialmente tdxicas. Abordagens moleculares podem também ser Uteis para fornecer
informacdes sobre a abundancia e dominancia das principais espécies toxicas e, assim, podem
ser inseridas no desenvolvimento de métodos de analise e monitoramento da qualidade da
agua, disponiveis para estratégias de controle da ocorréncia de cianobactérias em ambientes
aquaticos (MIHALI et al., 2011; SRIVASTAVA et al., 2013).

Dentre as diversas técnicas moleculares que podem ser utilizadas com essa
finalidade destaca-se a reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Muller e Faloona (1987)
desenvolveram essa metodologia, por meio da qual, uma sequéncia de acido nucleico pode ser
amplificada exponencialmente in vitro. A PCR é um procedimento que possibilita a
amplificagdo de fragmentos de DNA especificos, partindo-se de uma quantidade minima de
DNA alvo, que consiste em ciclos repetitivos. Para a aplicacdo da técnica sdo necessarios: a
dupla fita de DNA para servir de molde e a construgéo de dois oligonucleotideos especificos —
desenhados de modo a flanquear a sequéncia a ser amplificada (CHEN; BURKE; PREPAS,
2011; LIMA, 2008;).

As técnicas moleculares baseadas nos ensaios de PCR convencional ou em

variagOes dessa ferramenta, tais como PCR em tempo real e PCR multipla, podem ser Uteis
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para deteccdo e/ou quantificacdo de genes de biossintese de cianotoxinas, como as
microcistinas e nodularinas. Essas abordagens permitem a identificagdo de cianobactérias
potencialmente produtoras de toxinas (DITTMANN; FEWER; NEILAN, 2013; PEARSON et

al., 2016), sendo importantes para 0 monitoramento da qualidade da agua.

Alguns genes relacionados com a sintese de cianotoxinas, como 0s grupos de
genes denominados mcy, cyr, sxt, ana, nda, envolvidos, respectivamente, com a sintese de
microcistinas, cilindrospermopsinas, saxitoxinas, anatoxinas e nodularinas tém suas
sequéncias oligonucleotidicas utilizadas para deteccdo de cianobactérias potencialmente
toxicas, por meio da técnica de PCR. A Figura 3.4 contém 0s grupos de genes responsaveis
pela biossintese de cianotoxinas, com énfase para o agrupamento de genes relacionados com a
sintese de microcistinas — mcy — gene alvo utilizado neste trabalho de pesquisa (AL-
TEBRINEH et al.,, 2010; AL-TEBRINEH et al., 2012; BURFORD et al., 2014; HA;
HIDAKA; TSUNO, 2009; LI; GU; HE, 2014; NEILAN et al., 1997; RANTALA et al., 2011).
Essas andlises podem fornecer uma indicacdo do potencial para a producdo de toxina em
floracGes de cianobactérias (BITTENCOURT-OLIVEIRA; SANTOS; MOURA, 2010).

Outras sequéncias de iniciadores oligonucleotidicos utilizadas para identificacdo
taxondmica e analise filogenética de cianobactérias, nos ensaios de PCR, incluem sequéncias
referentes a porcdo 16S do DNA ribossomal (DNAr) e as porgdes cpcA e cpcB, incluindo o
espaco intergénico (cpcBA-IGS), do operon da ficocianina. A ficocianina é um pigmento
especifico presente em cianobactérias (Figura 3.5) (LANE et al., 2012; NEILAN; JACOBS;
GOODMAN, 1995; WEISBURG et al., 1991).
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Figura 3.4 - Representacdo do grupo de genes de biossintese de cianotoxinas

Fonte: Adaptado de Pearson et al. (2016).
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Figura 3.5 - Representa¢do esquemética do operon da ficocianina

Fonte: Neilan, Jacobs e Goodman, (1995)

A caracterizagdo molecular de cianobactérias e suas toxinas, usando iniciadores
oligonucleotidicos especificos, por meio das reacdes em cadeia da polimerase, vém sendo
utilizada por diversos pesquisadores em todo o mundo. A utilizagdo de PCR e iniciadores
especificos pode ainda ser utilizada para investigar além da diversidade filogenética de
cianobactérias, sua significancia ecoldégica (AMANN; LUDWIG; SCHLEIFER, 1995;
NUBEL et al., 1997).

Diversos trabalhos tém sido desenvolvidos utilizando amplamente os ensaios de

PCR, a fim de monitorar a presenca de cianobactérias potencialmente toxicas em corpos
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d’agua. Essa ferramenta foi utilizada para detecgdo de cianobactérias potencialmente
produtoras de microcistinas em reservatorios no Nordeste do Brasil (BITTENCOURT-
OLIVEIRA; SANTOS; MOURA, 2010). Em conjunto com a taxonomia classica, muitas

cianobactérias toxicas foram identificadas em diversos reservatdrios brasileiros (Quadro 3.2).

DRUGA et al. (2013), utilizando reagbes de PCR tradicional, detectaram a
presenca de cianobactérias produtoras de microcistinas, por meio da amplificacdo de
fragmentos referentes as regibes dos genes mcyA, mcyB, mcyD e mcyE, usando
oligunucleotideos especificos, em aguas doces na Roménia. Os autores afirmam que a
identificacdo de genes responsaveis pela sintese de microcistinas, por PCR, é muito sensivel,

rapida, utiliza numero pequeno de amostras e tempo reduzido para a realizacdo dos ensaios.

BARON-SOLA et al., (2012) utilizaram a PCR mudltipla para detectar
simultaneamente  cianobactérias  potencialmente  produtoras de  microcistinas e
cilindrospermopsinas, utilizando sequéncias especificas dos genes mcy e aoa, em amostras
ambientais de um lago espanhol e de uma lagoa argentina. Os testes geraram produtos de
amplificacdo esperados, confirmando a presenca de cianobactérias produtoras de toxinas nas

amostras avaliadas.

A técnica da PCR mdltipla também foi utilizada para deteccdo de genes
relacionados a sintese de microcistinas — mcyE (70%), nodularinas - ndaF (51%) e saxitoxinas
- sxtl (65%), em amostras de floracGes de cianobactérias coletadas em fontes de 4gua doce na
Australia (BAKER et al. 2013).

Al-Tebrineh et al. (2011) utilizaram reacdes de PCR quantitativa para detec¢éo e
quantificacdo de cianobactérias hepatotdxicas oriundas de reservatorios localizados na
Turquia. Todas as amostras renderam amplicons com uma faixa de deteccdo de 10* — 10°
copias do gene hepatotoxico por reacdo, indicando que todas as amostras continham linhagens

potencialmente capazes de sintetizar toxinas.

Ap0s a descoberta do mecanismo de sintese ndo-ribossomal da microcistina e do
conjunto de genes relacionados a sintese dessa toxina ter sido isolado (gene mcy), o
desenvolvimento de técnicas moleculares para detectar cianotoxinas progrediu rapidamente
(CHEN; BURKE; PREPAS, 2011). Dessa forma, a utilizag&o de marcadores moleculares, via
PCR, para detecgédo de cianobactérias potencialmente toxicas, de forma rapida e sensivel, vem
sendo explorada ao redor do mundo, resultando em diagnosticos precisos e capazes de

detectar cianobactérias potencialmente tdxicas.
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3.5.3 Metodologias para deteccdo de toxinas

Informacdes obtidas a partir do exame microscopico dos taxa de cianobactérias
podem influenciar na escolha do método de analise das cianotoxinas. Diferentes métodos
bioquimicos/analiticos podem ser utilizados para deteccdo dos componentes toxicos
produzidos pelas cianobactérias. A metodologia analitica utiliza as propriedades fisico-
quimica das cianotoxinas, tais como, peso molecular, cromoforos e reatividade devido aos
grupos funcionais presentes nas moléculas (HARADA; KONDO; LAWTON, 1999). O
Quadro 3.3 resume algumas caracteristicas relacionadas as metodologias analiticas das

cianotoxinas.

Quadro 3.3 - Métodos de deteccdo e/ou quantificagdo de cianotoxinas

Método Toxinas Comentarios
Inibicio da proteina | Microcistina, Muito sensivel e requer o uso de
fosfatase nodularina radioatividade ou colorimetria

Acetilcolinesterase

Anatoxina-a(s)

O método ndo é seletivo porque ele
pode detectar outros compostos toxicos,

tais como, 0s pesticidas
organofosforados
ELISA Microcistina, Muito sensivel, especifico e de féacil
nodularina, saxitoxina operacdo para quantificacdo  de
cianotoxinas
HPLC Microcistinas, Combinado com detec¢do UV, os dados
nodularinas, anatoxina- | sdo coletados a 238 nm para deteccdo de
a, homoanatoxina-a, | microcistinas. Solventes sdo utilizados,
cilindrospermopsina como por exemplo, o metanol
LC/MS Microcistinas, Permite a separacdo simultdnea e a
nodularinas, anatoxina- | identificagdo de microcistinas em uma
a, homoanatoxina-a, | mistura, por exemplo
saxitoxina
MALDI Microcistinas, Fornece a massa molecular de todos os

nodularinas

peptideos em uma amostra, e dessa
forma, indica as cianotoxinas presentes

Fonte: Adaptado de Harada; Kondo e Lawton (1999)

Dentre as metodologias utilizadas para deteccdo e quantificacdo de cianotoxinas
destaca-se o teste de ELISA (do inglés enzyme linked immunosorbent assay). Kfir, Johannsen
e Botes (1986) foram os pioneiros na producgéo de anticorpos monoclonais especificos para as
toxinas de M. aeruginosa. Dessa forma, tornou-se possivel a deteccdo de baixas
concentracdes dessas toxinas em reservatorios e na agua potavel, por meio do teste de ELISA,

com a ajuda desses anticorpos.

O método de ELISA pode ser utilizado para quantificar concentracBes de
microcistinas por meio de um processo de ligacdo competitiva entre a toxina, quando presente

em uma amostra, e um analogo de microcistina, contido no teste, pelo sitio de ligacdo do
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anticorpo em solucdo. A concentracdo da toxina é visualizada por um processo de
desenvolvimento da cor e é inversamente proporcional a cor desenvolvida (por exemplo,
guanto mais escura a cor da amostra, menos toxina presente) com uma relacdo néo linear.
Durante o teste, um nimero de solucdes-padrdo com concentra¢fes conhecidas de toxina séo
usadas para desenvolver uma curva padrdo, um modelo matematico de densidade dptica (OD)

em funcédo das concentragdes de toxina (QIAN et al., 2015).
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4 METODOLOGIA
4.1 Descricdo da &rea de estudo: lago Paranoa

Em 1959, o represamento do rio Paranoa originou o lago homénimo ao inundar os
terrenos situados abaixo da cota de 1.000 metros de altitude em relacdo ao nivel do mar
(ADASA, 2011a). O lago possui 37,5 Km?® de area superficial (FERRER; DEL NEGRO,
2012), e teve seu enchimento finalizado em 1960 (Figura 4.1). O lago possui quatro bracos,
que sao frutos dos antigos vales dos tributarios Bananal e Torto ao norte e Riacho Fundo e

Gama ao sul (Figura 4.2).

Barragem do Parano4, acampamento, 19!
Acervo DEPHA/ SC | GDF

Figura 4.1 - Barragem do Paranoa

Disponivel em: CAESB (2011a)

Estas unidades hidrogréaficas, juntamente com o lago, formam a bacia do Lago
Paranod. O Lago abrange as Regides Administrativas (RA’s) de Brasilia, Lago Sul, Lago
Norte, Cruzeiro, Nucleo Bandeirante, Candangolandia, Riacho Fundo, Guara, parte de
Taguatinga e a area urbana do Paranoa (ADASA, 2012), e ocupa, por sua vez, cerca de 5% da
bacia (DISTRITO FEDERAL, 2005).
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Figura 4.2 - Mapa do lago Paranoa — DF.

1 — Braco do Ribeirdo do Torto; 2 — Brago do  Bananal; 3 - Regido Central (Brago do Paranod); 4 — Brago do
Riacho Fundo; 5 — Braco do Gama Fonte: Corréa (2011)

O lago Paranoa foi criado com o intuito de fornecer energia elétrica, aumentar a
umidade, garantir lazer e turismo, para a populacdo de Brasilia. Também é utilizado para
diluir os efluentes sanitarios, receber as aguas pluviais, e para a pesca, além de sua utilizacéo,
em breve, para captacdo de agua com a finalidade de abastecimento publico (ADASA, 2011,
BARROS, 2010; ECHEVERRIA, 2007; FONSECA, 2001).

Segundo a Companhia de Saneamento Ambiental do Distrito Federal - CAESB
(2005), os esgotos sanitarios de Brasilia sdo coletados e transportados para duas estacdes de
tratamento de esgotos (ETE) com tratamento terciario, denominadas ETE Brasilia Norte
(atende ao Lago Norte e parte do Plano Piloto) e ETE Brasilia Sul (atende ao Guara, Cruzeiro,
Nucleo Bandeirante, Candangolandia, Lago Sul, parte de Brasilia e a quadra QN1 do Riacho
Fundo) que descarregam seus efluentes préximos do inicio de dois bracos do lago, os bragos
do Ribeiréo Bananal e do Riacho Fundo (ADASA, 2012).

O Lago situa-se na regido urbana de Brasilia entre os paralelos 15° 45’ S e 47° 47’
W. Possui profundidade média de 12,4 m e volume de 498,6 x 10° m®. O clima da regi&o é
caracterizado como tropical de savana, de acordo com a classificacdo de Koppen,
apresentando duas estacfes bem caracteristicas: uma seca e fria correspondendo ao inverno

(de maio a setembro) e outra quente e chuvosa (outubro a abril) no verdo (FONSECA, 2001).
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A temperatura média de suas aguas esta entre 19 e 22° C e a transparéncia varia entre 0 a 5
metros na profundidade da coluna d’agua (BARROS, 2010). As caracteristicas do lago podem

ser observadas na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Caracterizagdo do lago Paranoa

Bacia de Drenagem 1.034,07 km*  Perimetro 111,87 km
Area Superficial 37,5 km® Comprimento 40 km
Volume Total 498 x 10° m® Largura Maxima 5 km
Profundidade Média 12,42 m Tempo de Retencéo 299 dias

Profundidade Maxima 40, 00 m

Fonte: Fonseca (2001)

A recarga do lago € formada pelas aguas dos seus tributarios, aguas de drenagens
pluviais urbanas, e efluentes das Esta¢des de Tratamento de Esgotos (ETE Brasilia Sul e ETE
Brasilia Norte), as quais usam o lago Paranod como corpo hidrico receptor; bem como a
precipitacdo direta sobre sua superficie. Também chegam até o lago, através dos tributarios,
os efluentes de outras estacdes de tratamento de esgotos situadas na sua bacia de drenagem, a
saber: ETE Riacho Fundo, cujo corpo hidrico receptor € o Riacho Fundo, e ETE Torto
(PARENTE, 2006).

Em novembro de 1978, foi registrado o evento mais critico no lago Paranoa,
causado por uma floracdo de cianobactérias, atribuida a elevada disponibilidade de nutrientes
(fosforo e nitrogénio), em decorréncia do lancamento de esgotos sanitarios inadequadamente
tratados naquela época. A floracdo foi formada pela espécie Microcystis aeruginosa, tendo
havido elevada producdo de mau cheiro e mortandade de peixes. A solucdo rapida e efetiva
para acabar com a floracdo de Microcystis aeruginosa foi a adicdo do algicida sulfato de
cobre (BURNETT; MATTOS; AZZOLIN, 2001; PINTO; CAVALCANTI; LUDUVICE,
1999). Qutros episddios de floragbes ainda foram observados principalmente no brago do
Riacho Fundo, por¢do sul do reservatorio (BURNETT; MATTOS; AZZOLIN, 2001;
PADOVESI-FONSECA; PHILOMENO, 2004).

Apdbs os episodios de floragdes, a Companhia de Saneamento Ambiental do
Distrito Federal — CAESB — iniciou um programa de monitoramento, com o0 objetivo de
melhorar e manter a qualidade da agua do reservatdrio. O tratamento terciario do esgoto, com

inicio das operagOes das ETE em 01/1993, passou a ser realizado e mostrou que o controle do
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fosforo é condicdo essencial para a diminuicdo da produtividade primaria no reservatério
associado ao flushing que aumentou a transparéncia da &gua, reduzindo os valores de
clorofila-a e fésforo total (ANGELINI; BINI; ATARLING, 2008). O resultado do processo
de controle da eutrofizacdo foi a reducdo da biomassa algal (em média 90%), identificada

como desencadeadora de diversos episodios de mortandade de peixes (STARLING, 2010).

Devido a utilizagdo, futura, do lago Paranod para abastecimento publico, o
monitoramento da qualidade da agua é fundamental. As cinco estacGes de monitoramento do
lago (A e B porcao Sul; C corpo central; D e E por¢do Norte do Lago) operadas pela ADASA
— Agéncia Reguladora de Aguas, Energia e Saneamento Basico do Distrito Federal —
apresentaram resultados satisfatorios, o que ndo acarretam em prejuizos aos usos da agua
(ADASA, 2012). A qualidade da &gua e a localizacao do lago, além do aumento na densidade
populacional, justificam a captacdo, que sera realizada na porcdo central do Lago préximo ao
ponto C (Figura 4.3) (CAESB, 2011b).

=« = Rede de distribuicao

Lago Norte v

Local de captacao ,)
Lago Parano&
Barragem(
1

W)

(4

o

’

¢

7 Auiptano Leste
’

Lago Paranod >

Figura 4.3 - Ponto de captacdo de 4gua no lago Paranoa

Disponivel em: Adasa (2011b)
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Assim, dentre os diversos parametros avaliados continuamente no lago Paranod,
pelos 6rgdos competentes, para garantir os usos multiplos desse reservatorio, a avaliacdo do
fitoplancton, o que inclui o monitoramento de cianobactérias potencialmente toxicas e seus
compostos, sdo fundamentais para a avalicdo da qualidade da 4gua nesse manancial, que em

breve sera utilizado como fonte para abastecimento publico.

4.2 Amostragem

O trabalho foi realizado com amostras de agua previamente coletadas em
diferentes pontos no lago Paranoa, entre os anos de 2012 e 2014, parte do monitoramento
realizado no &mbito dos projetos de pesquisa do Programa de P6s-Graduacdo em Tecnologia
Ambiental e Recursos Hidricos, PTARH, ENC/FT/UnB.

As amostras foram coletadas mensalmente em 07 diferentes estacdes
denominadas: A e B (localizadas na por¢do Sul do lago), C (Barragem), D e E (por¢do Norte),
G e H (corpo central do lago), conforme descrito na Figura 4.4. As amostras utilizadas no
presente estudo foram coletadas na profundidade de extingdo do disco de Secchi

(correspondente a 10% de incidéncia de luz na coluna d’agua).

Figura 4.4 - Localizagao dos pontos de coleta de amostras no lago Paranoa

Fonte: Google Earth, 2015
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No laboratério, as amostras de agua coletadas no lago Paranod foram filtradas
utilizando-se o sistema de filtragdo a vacuo seguindo os seguintes procedimentos:

a) Foram preparados envelopes de papel aluminio, contendo informagdes como:
n° da amostra, local, pH, data da coleta e da filtracéo;

b) As amostras foram cuidadosamente homogeneizadas e um volume de 01 litro,
medido em uma proveta graduada foi filtrado, utilizando filtro analitico AP 40 em microfibra
de vidro, sem resina, com 47 mm de diametro e porosidade de 0,45 pum (Millipore);

c) Terminada a filtracdo das amostras, o filtro foi retirado cuidadosamente com
uma pinga, evitando o contato com as maos. O filtro foi dobrado ao meio, deixando o material
filtrado do lado interno da dobra. O filtro foi guardado no envelope de papel aluminio
previamente identificado;

d) Os envelopes contendo os filtros utilizados foram mantidos no freezer em
temperatura igual ou inferior a -20 °C e superior a -30 °C;

e) Apos a filtracdo, foram registrados (formulérios em papel e sistema eletr6nico)
o volume filtrado e informacdes relevantes da amostra como n° da amostra, data e local de
coleta, pH e data da filtragem (mesmas informacdes do envelope) (BRANDAO et al., 2011;
CETESB, 2014).

f) Os filtros devidamente armazenados foram utilizados para extracdo de DNA

gendmico conforme protocolo descrito a seguir.

4.3 Extragéo de DNA genémico

Para a extracdo do DNA, foi utilizado inicialmente, meio filtro para obtencéo do
material gendbmico do séston. O protocolo de extracdo seguiu 0 proposto por Neilan et al.
(2002). O primeiro passo consistiu na adicdo de 500 pL do tampdo XS (1% de potéssio-
metilxantogenato; 800 mM de acetato de aménio — NH;OAc; 20 mM EDTA; 1% SDS; 100
mM Tris-HCL, pH 7,4) a metade do filtro. Esse material foi incubado, am banho-maria, a
65°C por duas horas (agitando em vértex apos uma hora).

A solucdo foi entdo colocada em banho de gelo por 10 minutos e em seguida
centrifugada a 14.000 g por 20 minutos. O sobrenadante foi recolhido em tubos eppendorfs
limpos e foi feita a extracdo do DNA utilizando o tamp&o TNE — adicionou-se 500 pL de
fenol/cloroférmio/alcool isoamil (25:24:1) e centrifugou-se a 12000 g por 05 minutos.

Repetiu-se esse procedimento uma vez.



47

Apos essa fase, o sobrenadante foi recolhido e o DNA presente foi precipitado
com a adigdo de uma solugdo de isopropanol (1 volume) e acetato de potassio (KOAc) 4 M
(1/10 de volume) e colocado na geladeira a 4° C por 15 minutos, seguido de centrifugacéo a
12.000 g por 20 minutos. O DNA ja extraido foi entdo lavado com 1 mL de etanol 70% e
novamente centrifugado a 12.000 g por 15 minutos. Apds o descarte do sobrenadante e
evaporacdao do etanol o DNA foi ressuspendido em 50 pL de 4gua deionizada.

Dentre as amostras de 4gua, coletadas no lago Paranoa no periodo de 2012 a 2014,
foram selecionados os meses de janeiro, junho, julho, agosto, novembro e dezembro, e um
total de 36 amostras de agua foram utilizadas para a extracdo do material genémico (Quadro
4.1). O DNA extraido foi congelado e posteriormente preparado para a amplificacdo de

sequéncias especificas do DNA de cianobactérias, por meio de reacoes de PCR.

Quadro 4.1 - Periodos e pontos selecionados para coleta das amostras

Ano de coleta Meses de coleta Pontos/estacdes de coleta

Agosto A B,C D E G H

2012 Novembro A CE
Dezembro A B, H
Janeiro A B,CDEH

2013 Junho A B CDEG
Janeiro C,D,EH

2014 Julho A B CDEGH

Fonte: Elaborado pela autora

O Quadro 4.2 descreve os pontos de referéncia onde localizam-se as estacdes de

coleta das amostras de agua no lago Paranoa.

Quadro 4.2 - Pontos de referéncia das esta¢fes de coleta das amostras no lago Paranoa

EstacOes Referéncia
A Setor de clubes Sul (proximo a ETE Sul)
B Peninsula dos ministros
C Ermida Dom Bosco (barragem)
D Proximo a rede Sarah
E Ponte do Bragueto (proximo a ETE Norte)
G Clube de golfe (Corpo central do lago)
H Palacio da Alvorada (Corpo central do lago)

Fonte: Elaborado pela autora

A extracdo de DNA foi também efetuada com a amostra utilizada como controle

nas reacdes de PCR. A amostra controle foi oriunda da cianobactéria — Microcystis NPLJ-4 -
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cultivada no Laboratorio de Saneamento Ambiental, do Departamento de Engenharia Civil e
Ambiental da UnB.

4.4  Amplificagdes usando PCR convencional

Para a realizacdo das amplificacdes das sequéncias do DNA alvo foi empregada a
técnica de amplificacéo in vitro, reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction
— PCR), utilizando oligonucleotideos iniciadores, especificos para a deteccao tanto dos genes
relacionados a producdo de toxinas, quanto da porcdo 16S do DNAr e do operon da
ficocianina de cianobactérias.

A escolha dos iniciadores, especificos para a deteccdo dos genes relacionados a
producdo de cianotoxinas, foi feita com base nas analises qualitativas do fitoplancton das
amostras de agua. Os estudos qualitativos do fitoplancton, realizados no Laboratério de
Saneamento Ambiental (LSA) do Departamento de Engenharia Civil e Ambiental da
Universidade de Brasilia, demonstram até o momento o predominio de cianobactérias
potencialmente produtoras de microcistinas, como 0s géneros Aphanocapsa, Aphanothece e
Microcystis (ndo publicado). Dessa forma, os iniciadores utilizados na pesquisa foram aqueles
relacionados aos genes da sintese de microcistinas (mcyA-J). Todos os oligonucleotideos
utilizados estéo descritos no Quadro 4.3.

Quadro 4.3 - Relagéo dos iniciadores oligonucleotidicos usados para a amplificagdo de porcdes distintas do
genoma de cianobactérias: DNA 16S, operon da ficocianina, sintese de microcistinas

Denominagéo Sequéncias? Genes alvo Ta (°C)° Referéncias
27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 16S Rrna 55 Salmon e Neilan (ndo
809R GCTTCGGCACGGCTCGGGTCGATA publicado)

Jungblut et al. (2005)

PCBF GGCTGCTTGTTTACGCGACA Ficocianina 55 Neilan et al. (1995)
PCaR CCAGTACCACCAGCAACTAA

FAA CTATGTTATTTATACATCAGG McyB 50 Neilan et al. (1999)
RAA CTCAGCTTAACTTGATTATC

mcyDF GGTTCGCCTGGTCAAAGTAA McyD 55 Rinta-Kanto et al. (2005)
mcyDR CCTCGCTAAAGAAGGGTTGA Hotto et al. (2008)

Kaebernick et al. (2000)

a Sequéncias oligonucleotidicas dadas na orientagdo 5’ — 3°.

b Temperatura de anelamento dos iniciadores.
Fonte: Elaborado pela autora
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O protocolo padréo para a realizagdo da PCR foi volume de reagéo definido de 20
uL, sendo 19 pL da solugdo de reagentes e 1 uL da amostra de DNA gendmico extraido (a
partir da diluicdo de 1:10), na primeira etapa da metodologia, e pronto para ser amplificado. A
reacdo foi feita em solucéo contendo: 0,2 uL da enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen), 1
uL de cloreto de magnésio (MgCl,) 2,5 mM, 2 uL de tampéo para reacdo PCR 10X, 2 uL de
dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) 0,2 mM (Invitrogen), 0,5 pmol de cada iniciador (1 uL) e
agua ultra pura esterilizada suficiente para um volume final de 19 uL.

A reacdo ocorreu em um termociclador MJ Mini Thermal Cycler (Bio Rad).

A regido 27F/809R do gene 16S do DNA ribossomal foi amplificada, com os
oligonucleotideos descritos no Quadro 4.3, gerando um fragmento de aproximadamente 800
pb. O ciclo da reagdo consistiu em uma fase inicial de desnaturacdo a 94 °C por 4 minutos,
seguido por 30 ciclos de: 94 °C por 20 segundos, 55 °C por 30 segundos e 72 °C por 1 minuto.
Em seguida a extensdo final ocorreu em um passo de 7 minutos a 72 °C.

Um protocolo adicional foi utilizado para amplificar a regido 27F/809R do gene
16S do DNA ribossomal consistindo em: desnaturacdo a 94 °C por 2 minutos, seguido por 35
ciclos de 94 °C por 20 segundos, 54 °C por 1 minuto e 65 °C por 5 minutos. A extensao final
ocorreu a 65 °C por 10 minutos. Esse protocolo utilizou a enzima Long Amp Taq DNA
polimerase (Ludwig Biotec).

A regido PCBF/PCaR do pigmento ficocianina foi amplificada, por meio dos
oligonucleotideos descritos no Quadro 4.3, gerando um fragmento de aproximadamente 685
pb. O ciclo da reacdo consistiu em uma fase inicial de desnaturacdo a 94 °C por 2 minutos,
seguido por 40 ciclos de: 94 °C por 20 segundos, 55 °C por 30 segundos e 72 °C por 1 minuto.
Em seguida a extensao final a 72 °C por 7 minutos.

A regido FAA/RAA do gene mcyB foi amplificada, por meio dos
oligonucleotideos descritos no Quadro 4.3, gerando um fragmento de aproximadamente 758
pb. O ciclo da reagdo consistiu em uma fase inicial de desnaturagdo a 94 °C por 2 minutos,
seguido por 35 ciclos de: 93 °C por 10 segundos, 50 °C por 20 segundos e 72 °C por 1 minuto,
e extensdo final a 72 °C por 7 minutos.

A regido mcyDF/mcyDR do gene mcyD foi amplificada, por meio dos
oligonucleotideos descritos no Quadro 4.3, gerando um fragmento de aproximadamente 297
pb. O ciclo da reacdo consistiu em uma fase inicial de desnaturagéo a 94 °C por 4 minutos,
seguido por 35 ciclos de: 94 °C por 30 segundos, 42 °C por 30 segundos e 72 °C por 1 minuto,

e extensdo final a 72 °C por 7 minutos.
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Os produtos da reacdo foram analisados em eletroforese em gel de agarose (1%)
em solucdo tampédo TBE 1X e corados em solucdo de brometo de etidio (1 pg/mL) por 10
minutos. Para a documentacdo fotogréafica e visualizacdo do gel foi utilizado um
transluminador UV GelDoc EZ Imager (BioRad) e o programa de computador Image Lab
Software (versao 5.2.1) (BioRad). De forma geral, foram aplicados 4 uL de amostra (produtos
de PCR) e 2 pL de tampdo de carregamento (loading buffer) em cada gel de agarose, para

visualizacdo das bandas.

4.5 Sequenciamento dos produtos da PCR

Os produtos obtidos ap6s as reacdes de amplificacdo (PCR) foram enviados para
serem sequenciados pela empresa Macrogen (Coreia do Sul) e pela Universidade Catdlica de
Brasilia (UCB) usando o método de Sanger. As sequéncias enviadas pela Macrogen e pela
UCB foram, entdo, analisadas utilizando-se o programa de computador Applied Biosystem
Auto-Assembler e conferidas manualmente quanto a sua qualidade. A identidade de cada
sequéncia foi determinada através da homologia com as sequéncias publicadas no banco
internacional de genes — GenBank (http://www.ncbi.nih.gov/Genbank), utilizando-se a
Ferramenta Basica de Busca de Alinhamento Local — BLAST (do inglés, Basic Local
Aligment Search Tool), disponibilizado na internet pelo Instituto Nacional de Saide (National
Institutes of Health) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

4.6 Testede ELISA

A presenca e quantificacdo de cianotoxinas nas amostras foram medidas por meio
da utilizagdo de kit do teste de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) — Microcystins
ELISA (Abraxis) utilizando a metade do filtro que néo foi utilizado no processo de extracéo
de DNA conforme item 4.3. As amostras coletadas em 2013 e 2014, descritas nos Quadros
4.1 e 4.2, foram selecionadas para quantificacdo de cianotoxinas. Adicionou-se 1,5 mL de
metanol a cada amostra. Essa mistura foi mantida em temperatura ambiente por duas horas.
Em seguida, os tubos foram centrifugados a 12000 g por 15 minutos. O sobrenadante foi
coletado e armazenados em tubos eppendorfs limpos. A solugdo contida nos tubos foi
evaporada e concentrada em speed vac (Eppendorf), e ressuspendida em 500 pL de agua
deionizada. A solucéo final foi entdo utilizada para realizacdo do teste, conforme orientacGes

do fabricante.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Perfil genético e investigacéo da toxicidade das cianobactérias

Os resultados referentes ao perfil genético das cianobactérias presentes em
amostras de &gua, coletadas no lago Paranoa, sdo apresentados a seguir contendo a
caracterizacdo molecular, a avaliacdo do potencial de biossintese de toxinas e da toxicidade

das amostras.

5.1.1 Caracterizagdo molecular

As amostras utilizadas no estudo, coletadas na profundidade de extin¢do do disco
de Secchi, cujas estacGes de coleta estdo descritas no Quadro 4.1, detectaram a presenca de
cianobactérias por meio da amplificagdo do fragmento da porcdo 16S DNAr, usando o0s
iniciadores 27F/809R, com excecdo das amostras coletadas em novembro de 2012, nos pontos
A e C, e a amostra de junho de 2013, coletada no ponto A. Os resultados dos ensaios de PCR
podem ser visualizados no Quadro 5.1. As imagens dos géis de agarose resultantes das

amplificagdes do 16S DNAr podem ser observadas no Apéndice 1.

Dados sobre o percentual de ocorréncia de cianobactérias, resultantes do
monitoramento mensal do fitoplancton do lago Paranoa realizado pela CAESB, que analisa
amostras coletadas a 1 m da superficie, foram utilizados com o intuito de comparar 0s
resultados obtidos nos testes de PCR e as cianobactérias identificadas e quantificadas no
Lago, por microscopia. Os resultados estdo disponiveis no Quadro 5.1. E importante ressaltar
que a CAESB nédo realiza monitoramento nos pontos G e H e que esses dados néo
correspondem, necessariamente, ao mesmo dia de coleta das amostras utilizadas nos ensaios
da PCR, mas sdo Uteis para que se possa ter uma ideia do percentual de ocorréncia das
cianobactérias em relacéo ao valor total do fitoplancton no Lago.

Quadro 5.1 - Resultados dos ensaios de PCR usando os iniciadores da porcdo do 16 S do DNAr, das porcdes

cpcA e cpcB, incluindo o espago intergénico (cpcBA-IGS), do operon da ficocianina e percentual de
cianobactérias (individuo/mL)

Periodo de coleta Amostras 27F/809R PCBF/PCaR Percentual de ocorréncia de cianobactérias
A + - Aphanocapsa spp (1,2%)
B + - Aphanocapsa spp (12%)
Agosto de 2012 Cyanodictyon sp (5%)
C + - Aphanocapsa spp (11%)
Cyanodictyon sp (3%)
D + - Aphanocapsa spp (19%)
Cyanodictyon sp (1%)
E + - Aphanocapsa spp (8%)
Cyanodictyon sp (1%)
G + - N4o realizado
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Periodo de coleta

Amostras

27F/809R

PCBF/PCaR

Percentual de ocorréncia de cianobactérias

+

Nao realizado

Novembro de 2012

Sem dado

Sem dado

Sem dado

Dezembro de 2012

Sem dado

Sem dado

Ndo realizado

Janeiro de 2013

>|IT|m|>|m{O(>|T

+|+|+]|+]|+]

Aphanocapsa spp (34%)
Cyanodictyon sp (2%)

@

+

Aphanocapsa spp (70%)
Cyanodictyon sp (2%)

Aphanocapsa spp (89%)
Cyanodictyon sp (2%)

Aphanocapsa spp (91%)
Cyanodictyon sp (2%)

Aphanocapsa spp (90%)
Cyanodictyon sp (0,4%)

Ndo realizado

Junho de 2013

Aphanocapsa spp (30%)
Cyanodictyon sp (0,4%)
Planktolyngbya limnetica (0,7%)

Aphanocapsa spp (73%)
Cyanaodictyon sp (0,5%)

Aphanocapsa spp (81%)
Cyanodictyon sp (0,6%)
Planktolyngbya limnetica (2%)

Aphanocapsa spp (72%)
Cyanodictyon sp (0,5%)
Planktolyngbya limnetica (1%)

Aphanocapsa spp (77%)
Cyanodictyon sp (0,4%)
Planktolyngbya limnetica (0,4%)

Néo realizado

Janeiro de 2014

Aphanocapsa spp (60%)
Cyanodictyon sp (2,6%)
Epigloeosphaera (3%)
Planktolynghya limnetica (22%)

Aphanocapsa spp (47%)
Cyanodictyon sp (0,8%)
Epigloeosphaera (1%)
Planktolynghya limnetica (44%)

Aphanocapsa spp (62%)
Cyanodictyon sp (2%)
Epigloeosphaera (1%)

Planktolyngbya limnetica (17%)

Ndo realizado

Julho de 2014

Sem dado

Sem dado

Sem dado

Sem dado

Sem dado

Néo realizado

I OMmMO0|m|> I

|||+

Nao realizado

(+) presenca e (-) auséncia de produtos de amplificagdo por PCR confirmado pela presenca de banda em gel de agarose
Fonte: Elaborado pela autora

O més de novembro de 2012 (Quadro 5.1) enquadra-se no periodo chuvoso, sendo

més de verdo, com temperaturas mais elevadas e de estratificacdo térmica da coluna d’agua, e

essas caracteristicas favorecem o desenvolvimento das cianobactérias. A auséncia de

amplificagdo da porcéo do gene 16 S DNAr, provavelmente, esta relacionada com a presenca

de inibidores das reacGes de PCR ou possivelmente relacionada com a qualidade do DNA

alvo presente no DNA gendmico. Na Figura 5.1 pode-se observar o gel de agarose contendo o

DNA gendémico extraido a partir de amostras coletadas em agosto de 2012 e janeiro de 2013.
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De acordo com o percentual de ocorréncia de cianobactérias no lago Paranog, de
modo geral, as cianobactérias foram detectadas com baixas densidades, quando comparado
com a densidade do fitoplancton total, com excecdo do género Aphanocapsa spp.
(picoplancton), que destacou-se por apresentar percentual de ocorréncia elevado nos periodos

de janeiro de 2013, janeiro de 2014 e junho de 2013, nas estagdes de coleta (Quadro 5.1).

Figura 5.1 - Imagem do gel de agarose contendo 0 DNA gendmico extraido de amostras coletadas em agosto
de 2012 (parte superior do gel) e em janeiro de 2013 (parte inferior do gel)
Fonte: Elaborado pela autora

O percentual pequeno de ocorréncia de cianobactérias provavelmente refletiu na
qualidade do DNA alvo presente no material genémico do fitoplancton, obtido por meio da
extracdo e utilizado nos testes da PCR. Paabo, Irwin e Wilson (1990) afirmam que se
amplificacdes sdo iniciadas com poucas moléculas molde (DNA alvo), danos na molécula

molde podem refletir nos produtos de amplificag&o.

Souza (2013) avaliou a utilizacdo de indices de integridade bidtica do
fitoplancton, como ferramenta para a estimativa da qualidade da agua do lago Parano4, e para
isso, utilizou os dados de monitoramento realizado pela CAESB, o que inclui os valores de
clorofila a, densidade celular e biomassa do fitoplancton no periodo de 1999 a 2011, descritos
na Tabela 5.1. Esses parametros apresentaram valores médios baixos, o que confirma o
percentual pequeno do fitoplancton no lago ao longo dos anos.
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Tabela 5.1 - Valores médios de clorofila a (ug/L), densidade celular (Cel/L) e biomassa (mg/L) do lago Paranoa
no periodo de 1999-2011

Estacdes™ Clorofilaa  Densidade de células Biomassa

8,000 3.576.497,00 0,430
B 3,800 2.994.406,00 0,200
C 3,985 2.305.867,00 0,150
D 3,700 3.269.094,00 0,170
E 6,250 2.294.767,00 0,200

*Dados referentes a profundidade 1 m da superficie em todas as estagdes
Fonte: Adaptado de Souza (2013)

Os valores apresentados na Tabela 5.1 mesmo ndo sendo exatamente 0 mesmo
periodo de amostragem usado nos ensaios da PCR, refletem o quanto, historicamente, a
biomassa do fitoplancton é baixa no lago Paranoa, principalmente ap6s a melhoria da
qualidade da agua. Esses dados podem ser Uteis para justificar a quantidade reduzida de

material gendémico oriundo nesse trabalho.

Outrossim, vale salientar que as espécies identificadas, pelo monitoramento
mensal da CAESB, sdo espécies do picoplancton, o que implica em biomassa bem reduzida.
Segundo Callieri (2005), as picocianobactérias sdo os principais componentes do fitoplancton
em aguas oligotréficas. Elas sdo pequenas (0,2 a 2,0 um) e devido ao seu tamanho, podem
passar por filtros com poros de 1 a 2 um. Em ambientes oligo ou mesotréficos esses membros
do picoplancton sdo produtores primarios importantes e algumas dessas pequenas espécies sao
bons competidores pelo fésforo, mas raramente produzem uma biomassa substancial
(KOMAREK, 2003).

Cianobactérias dos géneros Aphanocapsa, Cyanodictyon e Epigloeosphaera
pertencem a ordem Synechococcales, apresentam morfologia celular simples e podem formar
col6nias mucilaginosas. Sao especies importantes do picoplancton de corpos hidricos de agua
doce oligo e mesotréfico (KOMAREK; KOMARKOVA; KLING, 2003; SANT’ANNA et al.,
2004).

As pertencentes ao género Planktolyngbya estdo incluidas na ordem
Oscillatoriales e sdo cianobactérias filamentosas, de vida livre, solitarias e de livre
flutuabilidade na agua, com espécies sendo descritas em reservatorios de zonas temperadas e
tropicais (KOMAREK et al., 2003). Domingos et al. (1999) identificaram espécie de
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picocianobactéria do género Aphanocapsa como sendo a responsavel pela producdo de

microcistina no primeiro relato de morte humana por cianotoxina que ocorreu no Brasil.

Wintzingerode, Gobel e Stackebrandt (1997) descrevem uma série de fatores que
podem interferir nos resultados da PCR: (a) a quantidade e o tempo necessarios para filtracéo
das amostras podem influenciar na composicdo da microbiota; (b) a lise das células de
amostras ambientais também pode interferir na qualidade do DNA gendmico,
consequentemente, do DNA alvo. Varios componentes bidticos e abioticos de ecossistemas
ambientais, tais como particulas inorganicas ou matéria organica, afetam a eficiéncia da lise e
podem interferir com a purificacdo do DNA subsequente. Tais substancias podem inibir a
amplificacdo; (c) a diluicdo do DNA alvo; (d) a eficiéncia da hibridizacdo do DNA alvo e os

iniciadores; (e) a eficiéncia da extensdo da DNA polimerase para todos os templates.

Assim, as amplificacbes geraram, em sua maioria, bandas fracas,
consequentemente, contendo pouca concentracdo de DNA. Por isso, uma série de medidas
foram adotadas a fim de otimizar as reacdes de PCR: novos iniciadores (primers) e dNTPS
foram testados, nova Taq DNA polimerase foi utilizada, bem como a enzima Long Amp Taq
DNA Polimerase. A otimizagdo das reagbes de PCR foi uma tentativa de aumentar a
quantidade de amplicons gerados para utilizacdo nas reacOes de sequenciamento, e
consequentemente, a identificacdo das cianobactérias presentes no lago. Amostras com boa

quantidade de produtos de amplificacdo foram purificadas e sequenciadas.

Os produtos de PCR da porcdo 16S do DNAr que foram sequenciados obtiveram
99% - 100% de similaridade com a sequéncia de Radiocystis sp. JJ30-12 (nUmero de acesso:
AM710388.1) com 98% - 100% de cobertura das sequéncias. N&o foi possivel a construgédo
da arvore filogenética porque a maioria das sequéncias obtidas ndo apresentaram boa
qualidade, o que indica a presenca de possiveis contaminantes no DNA. Apenas as amostras
coletadas em dezembro de 2012 (estacdo de coleta H), janeiro de 2014 (estacGes de coleta C,

D e H) produziram sequéncias de boa qualidade no sequenciamento.

Ao contrario dos resultados obtidos nesse estudo, os dados do monitoramento do
fitoplancton realizado pela CAESB, por meio do uso da taxonomia classica, demonstraram o
predominio de cianobactérias pertencentes ao género Aphanocapsa spp., enquanto que, 0S
dados obtidos com o sequenciamento, identificaram a presenca de cianobactérias do género
Radiocystis sp. JJ30-12.
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As amostras também foram testadas para amplificacdo da regido cpcBA-IGS, do
operon da ficocianina. Dentre as amostras avaliadas apenas as amostras coletas em: janeiro de
2013 (pontos C e H), janeiro de 2014 (pontos C e E) e junho de 2013 (ponto B) amplificaram
fragmento correspondente a ficocianina (Quadro 5.1). As bandas geradas apresentaram baixa
intensidade, caracterizando pouca quantidade de produtos de amplificacdo (As imagens dos
géis de agarose resultantes das amplificagdes da regido cpcBA-IGS podem ser observadas no
Apéndice 2).

Esse resultado é semelhante aqueles obtidos em amplificacdes usando os
iniciadores da porcdo 16S do DNAr, sugerindo, da mesma forma, que a qualidade do DNA
alvo presente em amostras ambientais com baixa densidade do fitoplancton, pode ter
interferido na obtencdo de concentragdes maiores de amplicons ou até mesmo, podem ter sido

responsaveis pela auséncia de amplificagdes.

Algumas das amplificacbes geraram duas bandas. Além da qualidade do DNA
alvo (Figura 5.1), a diversidade das sequéncias de cianobactérias brasileiras, possivelmente,

explica os resultados das amplificacdes com os iniciadores utilizados nos ensaios de PCR.

Bittencourt-Oliveira, Piccin-Santos e Gouvéa-Barros (2012) utilizaram o0s
oligonucleotideos cpcBA, da ficocianina, para amplificacdo de cianobactérias em amostras
coletadas em reservatdrios, utilizados para o abastecimento publico, nos estados de S&o Paulo
e Pernambuco. A amplificacdo de duas bandas também foi observada com estes

oligonucleotideos nas amostras avaliadas.

Pimentel (2009) realizou a avaliacdo qualitativa e quantitativa de cianobactérias
em um reservatorio e afirmou que os resultados dos testes da PCR de amostras ambientais dos
iniciadores PC-IGS nem sempre geraram produtos de amplificacdo, apesar da presenca de
cianobactérias em todas as amostras. Os géis de agarose com os resultados das PCR desse
gene também mostraram a presenca de bandas duplas. A autora atribuiu a auséncia de
amplificagdes a presenca de inibidores de amostras ambientais e/ou residuos da extracdo de
DNA.

Silva (2006) relatou a dificuldade em amplificar sequéncias usando os iniciadores
PCBF/PCaR em algumas linhagens de cianobactérias. A autora afirma que essa dificuldade
ocorre devido ao fato de que os iniciadores foram construidos usando as sequéncias

disponiveis no GenBank em 1995 (NEILAN et al., 1995) com um nUmero existente de
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sequéncias bastante limitado e sem cianobactérias brasileiras incluidas. A vantagem de se
utilizar essa regido do operon da ficocianina € que no dominio Bacteria esse pigmento é
encontrado exclusivamente em cianobactérias, o que facilita a identificacdo desse grupo de

micro-organismos em amostras ambientais.

5.1.2 Investigacdo do potencial de biossintese de microcistinas

Para avaliar o potencial de biossintese de microcistinas nas amostras de agua
foram realizados testes de PCR utilizando diferentes oligonucleotideos, tendo como
sequéncias alvo os genes relacionados com a sintese das microcistinas — mcyB e mcyD

(iniciadores descritos no Quadro 4.3).

Os ensaios de PCR realizados com iniciadores relacionados com a biossintese de
microcistinas foram realizados com o intuito de detectar a presenca de genes toxicos nas
amostras analisadas, 0 que caracterizaria a presenca de cianobactérias potencialmente
produtoras de microcistinas na area de estudo, por meio do uso de uma metodologia sensivel,

de fécil deteccdo e resultados rapidos - a técnica de PCR.

Os resultados obtidos para a amplificacdo de sequéncias de genes relacionados a
sintese de microcistinas estdo apresentados no Quadro 5.2. Apenas a amostra coletada em
novembro de 2012, na estacdo E, amplificou a sequéncia de nucleotideos do gene alvo mcyD.
As reacOes de PCR das demais amostras, incluindo os ensaios de PCR com iniciadores do
gene mcyB, amplificaram apenas a amostra utilizada como controle - NPLJ-4 (ver as imagens
dos géis de agarose dos ensaios da PCR com os iniciadores dos genes mcyB e mcyD no
Apéndice 3).

Quadro 5.2 - Resultados das rea¢des de PCR realizadas com os nucleotideos iniciadores de biossintese de
microcistinas mcyB e mcyD

Periodo de coleta Amostras mcyB mcyD

Agosto de 2012

Novembro de 2012

> Mo|>» Tomoolo >
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Periodo de coleta Amostras mcyB mcyD
Dezembro de 2012

Janeiro de 2013

Junho de 2013

Janeiro de 2014

Julho de 2014

ITOMOO®@>ITMOooomOoOm>IImIO mX> I|w

(+) presenca e (-) auséncia de produtos de amplificagdo por PCR confirmado pela presenga de banda em gel de
agarose; *Amostra que amplificou fragmento com aproximadamente 297 pb, correspondente a regido do gene
mcyD.

Fonte: Elaborado pela autora

A auséncia de amplificagdes possivelmente pode estar mais uma vez relacionada a
qualidade do DNA gendmico, conforme descricdo no item 5.1.1, e a diversidade nas
sequéncias nucleotidicas de cianobactérias toxicas brasileiras, uma vez que, os iniciadores
utilizados no estudo foram desenhados a partir de sequéncias nucleotidicas de cianobactérias
encontradas em ambientes temperados.

O arranjo do grupo de genes produtores de microcistinas (mcyA-J) é diferente nas
espécies de cianobactérias (NEILAN et al., 2008). Os iniciadores usados no estudo foram
desenhados a partir de sequéncias do gene envolvido com a sintese de microcistina de
linhagens de Microcystis (KAEBERNICK et al., 2000; NEILAN et al., 1999). Os dados do
monitoramento realizado pela CAESB apontam a presenca de cianobactérias dos géneros
Aphanocapsa, Cyanodictyon, Epigloeosphaera e Planktolyngbya no lago Paranod. Dessa
forma, as divergéncias nas sequéncias nucleotidicas das cianobactérias pertencentes a esses

géneros e as cianobactérias do género Microcystis, que foram usadas para o desenho dos
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iniciadores, provavelmente, podem explicar a auséncia de amplificacbes das amostras

testadas.

PIMENTEL (2009) afirma que ha necessidade de utilizacdo de nucleotideos mais
universais, que abranjam um maior numero de géneros ao mesmo tempo. O uso de iniciadores
universais € extremamente importante para estudos em amostras ambientais, que podem

conter varios géneros produtores de microcistinas.

Bittencourt-Oliveira, Piccin-Santos e Gouvéa-Barros (2012) testaram 16 amostras
de 4gua com os mesmos iniciadores FAA/RAA (mcyB) e apenas uma delas foi positiva. O
resultado foi atribuido a variacbes nas sequéncias do gene mcyB de populacdes de
cianobactérias brasileiras, afetando o anelamento dos oligonucleotideos e subestimando o
potencial toxico desses micro-organismos. Ao utilizar os oligonucleotideos, relacionados com
a biossintese de microcistinas (mcyB), desenhados para populagdes de cianobactérias
brasileiras, os autores obtiveram produtos de amplificacdo especificos em 99% das amostras

avaliadas.

Gomes (2014) também realizou a amplificacdo de cianobactérias potencialmente
toxicas com iniciadores moleculares, referentes a regido do gene mcyB e mcyD, desenhados a
partir de sequéncias génicas de cepas potencialmente toxicas brasileiras. Assim, o gene mcyB

foi identificado em 81,2% e 0 mcyD em 87,5% das amostras avaliadas.

Gomes (2008), utilizando os mesmos nucleotideos de sintese do gene mcyD,
usados nesse estudo, ressaltou que algumas das sequéncias amplificadas, em seu trabalho via
PCR, ndo apresentaram 0 nimero de pares de bases esperado (sequéncias menores). Os
resultados confirmam que o uso de iniciadores desenvolvidos para linhagens encontradas em
ambientes temperados, para amplificar sequéncias de cepas brasileiras, pode explicar a razdo
pela qual os iniciadores utilizados ndo geraram produtos correspondentes as sequéncias alvo.

Algumas hipoteses sdo sugeridas para explicar esses resultados e dentre elas
destaca-se a existéncia de mutantes naturais (MBEDI et al., 2005). Nos genes toxicos podem
ocorrer, além das mutacdes, eventos de recombinacdo, o que ocasionou a inativacdo dos

genes, ao longo do processo evolutivo das cianobactérias (DITTMANN; BORNER, 2005).

Dessa forma, o desenho de iniciadores dos genes relacionados com a sintese de
microcistinas, o0 que inclui as porcdes dos genes mcyB e mcyD, em populagdes de

cianobactérias brasileiras, capazes de gerar produtos de amplificagdo a partir de diversos
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géneros potencialmente tdéxicos, deve ser considerado, a fim de evitar a obtencdo de
resultados falsos negativos.

5.2 Discussdo sobre a eficiéncia da PCR convencional no monitoramento de
cianobactérias em ambientes aquaticos

Atualmente, as metodologias usadas para 0 monitoramento de cianobactérias
envolvem a avaliacdo do fitoplancton para identificacdo e quantificacdo desses micro-
organismos, por meio do uso de microscopia. Essa metodologia requer tempo, pessoal
treinado para identificacdo dos taxa, além de néo ser capaz de separar linhagens toxicas e nao-

toxicas, uma vez que, a identificacao baseia-se, de modo geral, em critérios morfoldgicos.

Dessa forma, € necessaria a padronizacdo de métodos capazes de identificar as
cianobactérias, de forma mais rapida e precisa, avaliando a presenca e/ou auséncia de espécies
potencialmente toxicas, que possam ser utilizados em analises de rotina, nos programas de
monitoramento ambiental, realizado por 6érgdos competentes em reservatorios de usos

multiplos.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) encaixa-se nesse perfil, uma vez que é
uma metodologia precisa. Os resultados obtidos nesse estudo mostraram que a técnica foi
capaz de detectar cianobactérias, nas amostras coletadas em diferentes estacdes do lago
Paranod, pela presenca de fragmentos de amplificacdo, visualizados em géis de agarose,
utilizando os iniciadores especificos da por¢do do gene 16 S do DNAr nos ensaios.

A técnica pode ainda ser til para deteccdo de picocianobactérias potencialmente
toxicas, ja que esses micro-organismos sdo de dificil identificacdo pelos métodos tradicionais,
devido ao seu pequeno tamanho, levando em consideracdo sua prevaléncia em reservatorios

brasileiros, como é o caso do lago Paranoa, como potenciais produtores de cianotoxinas.

Os ensaios de PCR podem ser eficazes para a avalicdo precisa e para 0
direcionamento de estratégias de acdo em recursos hidricos, uma vez que, o protocolo esteja
padronizado, ja que a analise consome tempo menor do que a identificacdo taxonémica
tradicional, caso seja necessario, quando cianobactérias potencialmente toxicas forem
detectadas. Porém, a PCR convencional ndo permite avalicdo da concentracdo de toxinas, e
entdo, outras metodologias devem ser acopladas ao monitoramento, a exemplo das reacGes de
PCR em tempo real e/ou do teste de ELISA.
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Diversos trabalhos j& foram realizados, usando varia¢des da técnica de PCR, para
quantificar genotipos toxicos em populacdes de cianobactérias, presentes em reservatorios de
agua, utilizando ensaios de PCR em tempo real — PCR quantitativa (AL-TEBRINEH et al.,
2011; GUEDES et al., 2014; KURMAYER; KUTZENBERGER, 2003).

E importante frisar que algumas linhagens ndo produtoras de toxinas podem
conter os genes de biossintese desses compostos. Devido a variagGes nos niveis de producao
observados em diferentes linhagens, a analise molecular, por si s, ndo pode ser usada para
avaliacdo quantitativa de toxinas em linhagens potencialmente téxicas (DITTMANN;
FEWER; NEILAN, 2013; PEARSON et al., 2016), podendo a quantificacdo de cianotoxinas

ser feita por imunoensaios ou por cromatografia.

A deteccdo de cianobactérias tdxicas utilizando marcadores moleculares para
microcistina apresenta uso potencial em andlises de rotina de ecossistemas aquaticos. Assim,
0 monitoramento da agua pode ser mais pratico e permite aplicacbes rapidas de acOes
corretivas (BAKER et al., 2013; BITTENCOURT-OLIVEIRA, 2003). A PCR indicando a
presenca de cianobactérias toxicas em corpos d’agua pode orientar quanto a necessidade da
quantificacdo acurada de toxinas (FOULDS et al., 2002).

Pimentel (2009) comparou a sensibilidade do método de PCR convencional e
PCR quantitativa, sendo a Gltima mais sensivel do que a qualitativa (PCR convencional),
detectando a presenca do gene téxico mcyD em todas as analises quantitativas, € 0 mesmo nédo

ocorreu com a PCR convencional (Figura 5.2).

10000 Feversiro/2008 - mecyD
VR

1000
1

1 l |
o0 . .
FOL FO41 FOC FOD F12 FI4 F

| meyD

16 FiS F20 FO1 FO4 FO6 FO09 F12 FI4 FI6 FIS F20 L

Figura 5.2 - — Comparacéo da PCR quantitativa em cels.mL™ e a PCR convencional de amostras ambientais.
PCR quantitativa a esquerda e PCR convencional a direita

Fonte: Adaptado de Pimentel (2009)



62

Por meio da aplicacdo de PCR para medir o potencial toxico de uma floracdo, os
gestores e gerentes responsaveis pelo acompanhamento das condi¢cBes dos ambientes
aquaticos destinados a usos multiplos e, principalmente, ao abastecimento de &gua para
consumo humano, tem acesso a um protocolo de avaliacdo de risco rapido. Isso permitiria
implementacBGes precoces de estratégias de controle para evitar a exposicdo humana as
hepatotoxinas de cianobactérias antes que essas toxinas alcancem niveis perigosos (AL-
TEBRINEH et al., 2011; BARON-SOLA et al., 2012).

Pimentel e Giani (2013) afirmam que o uso de iniciadores especificos para
deteccdo de cianobactérias potencialmente toxicas por meio de reacfes de PCR ainda é raro
no Brasil e que os métodos moleculares podem ter um papel importante nas praticas voltadas
para 0 monitoramento ambiental. Essas abordagens oferecem novos procedimentos para a
prevencdo e controle efetivo de floragbes de cianobactérias toxicas. Essa ferramenta pode
dispor informacBes complementares a analise tradicional baseada apenas na morfologia das

cianobactérias, com beneficios para a gestéo e controle desses micro-organismos.

Assim, a deteccdo de cianobactérias tdxicas por métodos moleculares representa
uma metodologia poderosa para analise de rotina em ecossistemas aquaticos, capaz de
antecipar agOes corretivas auxiliares no controle, embora estudos complementares de outras
variaveis ambientais e bioldgicas sejam imprescindiveis (PIMENTEL, 2009). Oberholster et
al. (2008) apud Pimentel (2009) criaram um modelo que consiste em um conjunto de técnicas
de monitoramento e avaliacdo preventiva de cianobactérias (Figura 5.3). A estratégia sugere 0
uso de PCR para deteccéo rapida e precoce de cianobactérias toxicas e medidas preventivas.

Dessa maneira, € possivel avaliar a eficicia da utilizagdo de métodos moleculares,
baseados no uso das reacOes em cadeia da polimerase (PCR), em conjunto com outros
protocolos analiticos, no monitoramento ambiental de reservatérios de usos multiplos, como é
0 caso do lago Paranoa, pelos Orgdos competentes, a fim de obter resultados rapidos e
confiaveis no que diz respeito a presenca das cianobactérias e 0 seu potencial toxico em

amostras ambientais.
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Monitoramento Regular da agua bruta

Medidas da Contagem celular e chl a

A

Observagao de Odores

Nao

-

Detecgao de Células de Cianobactéria

Exames microscoépicos e contagem celular

Contagem de 2.000 Cel/mL

t

Nivel de Reposta do Monitoramento

Nao
Alerta 1 Confirma a presenca de capas tdxicas usando

a PCR e/ou a qPCR.

Contagem de 20.000 Cel/mL

£

Identificagdo do Perigo
Testes do nivel de toxicidade com ELISA ou
HPLC

e

Resposta de Operagao

Figura 5.3 - Plano de monitoramento de cianobactéria usando a contagem celular e a PCR como indicadores
primarios da qualidade da agua

Fonte: Adaptado de Oberholster et al. (2008) apud Pimentel (2009)

A partir dos resultados obtidos nesse estudo por meio da realizacdo das reacgdes de
PCR néo foi possivel estabelecer um protocolo de avaliacdo de risco quanto a presenca de
cianobactérias potencialmente toxicas no lago Paranoa, sendo necessarios mais estudos
relacionados com a area de estudo e o fluxograma descrito na Figura 5.3 poderia nortear 0s
gestores responsaveis pela avalicdo e manutencdo da qualidade da &gua de reservatorios de
usos mdltiplos, o que inclui o lago Paranod: método tradicional de contagem microscopica
com deteccédo de cianobactérias, confirmacéo da presenca de linhagens potencialmente toxicas
por meio de reaces de PCR tradicional e/ou quantitativa, testes de toxicidade usando ELISA
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e/ou HPLC caso o resultados das PCR sejam positivos e por fim, uma resposta do sistema de

operacdo do reservatorio.

5.3 Investigacdo da toxicidade das amostras

Os ensaios de PCR sdo Uteis para deteccdo de cianobactérias e o potencial toxico
desses micro-organismos em amostras ambientais, porém, o meétodo ndo permite a
quantificacdo da toxina, caso haja a necessidade de se conhecer sua concentracdo. Por isso, 0
ensaio imunologico ELISA foi utilizado para a investigacdo da toxicidade das amostras (a

descricdo do método ELISA pode ser visualizada no item 3.5.3).

O teste foi realizado em duplicata e conseguiu quantificar as microcistinas em
uma faixa de deteccdo que esté entre 0,15 e 5 pg/L. As amostras coletas em janeiro e junho de
2013 e em janeiro e julho de 2014 foram utilizadas para quantificacdo das hepatotoxinas
microcistinas. Todas as amostras avaliadas foram positivas para a presenca de microcistinas e
quantificadas em pg/L (Quadro 5.3). As amostras coletadas em julho de 2014 obtiveram os

maiores valores de concentracdo das microcistinas.

Para a realizacéo do teste de ELISA foi medida a toxina em sua forma particulada,
contida no interior da célula, uma vez que, as amostras foram filtradas e o material retido no
filtro, foi empregado para quantificacdo. Devido a falta de dados sobre o percentual de
ocorréncia das cianobactérias no periodo de julho de 2014 (Quadro 5.1), ndo ha como
relacionar a concentracdo de microcistinas detectada nessa época e a densidade de

cianobactérias.

Quadro 5.3 - Resultado da quantificacdo de microcistinas em amostras de agua coletadas no lago Paranoa

Periodo de coleta Ponto de coleta Concentracdo de microcistina (ug/L)
>5
2,33
1,02
1,08
2,35
1,99
1,58
4,68
0,39
2,80
0,20
2,80
0,20
1,38

Janeiro de 2013

Janeiro de 2014

Junho de 2013

OMOOIm>ITMOO|ITmMO0n
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Periodo de coleta Ponto de coleta Concentragéo de microcistina (pg/L)

Julho de 2014 >5
4,04
3,99
>5
>5
441

OMOO W >

Fonte: Elaborado pela autora

A ocorréncia de maior concentracdo de microcistinas em julho de 2014,
possivelmente se deve a presencga de linhagens tdxicas e ndo-toxicas em uma populacéo de
cianobactérias nesse periodo, contendo o agente de ligacdo das microcistinas ao anticorpo
(porcdo Adda), uma vez que, o imunoensaio é capaz de detectar valores abaixo do valor de
microcistinas recomendado pela OMS na agua potavel — 1 pg/L. Ou ainda, devido a presenca
de substéncias eluidas com a toxina que podem interferir com os resultados obtidos. Dessa
forma, pode ocorrer, provavelmente, uma superestimativa do valor da concentragdo de

microcistinas na amostra.

Essa superestimacdo da quantidade de microcistinas presente em amostras
ambientais pode ter ocorrido de modo geral, nos pontos avaliados nesse estudo, levando
possivelmente, a resultados falso-positivos e isso estd relacionado a diversos fatores.
McElhiney e Lawton (2005) afirmam que o teste de ELISA é muito especifico, sendo possivel
a deteccdo de valores abaixo de 1 pg/L. Assim, a presenca de formas conjugadas de
microcistinas com menor toxicidade ou mesmo de cianobactérias ndo-toxicas mas que
possuem o aminoacido ADDA (por¢do toxica das microcistinas utilizada para deteccdo da

toxina por ELISA), em pequenas quantidades na amostra, podem superestimar a toxidade real.

Metcalf et al. (2000) afirmam que alguns fatores podem interferir na acuracia da
quantificacdo de toxinas por meio dos testes de ELISA, sdo eles: o metanol, o pH, a
concentracdo de sais e 0 uso de tubos e ponteiras de plastico na manipulacdo da amostra.
Dentre tais fatores destaca-se 0 metanol - solvente usado para extragdo das microcistinas das
células de cianobactérias. Esse composto quando usado em altas concentracgdes, permite a co-
eluicdo de outros compostos presentes na amostra com a toxina em questdo (efeito matriz),
resultando em ligagdes inespecificas do conjugado proteina-microcistinas no teste. Esse viés
pode interferir no valor real de microcistinas presente na amostra, produzindo entéo,

resultados falso-positivos.
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Semelhante aos resultados encontrados nesse estudo, Fonseca et al. (2015)
detectaram a presenca de microcistinas em todas as amostras avaliadas usando o kit de
ELISA, coletadas em reservatorios do Rio Grande do Norte, com concentracfes acima do
valor permitido para o consumo humano, em 27% das amostras avaliadas, conforme portaria
MS n° 2,914 de 12/12/2011, que regula os padrdes de potabilidade da agua. As analises
microscopicas revelaram a presenca de 21 espécies de cianobactérias, e 11 delas foram
consideradas potencialmente produtoras de cianotoxinas, com predominio das espécies
produtoras de microcistinas: Microcystis aeruginosa, Anabaena circinalis e Planktothrix

agardhii.

Bittencourt-Oliveira et al. (2014) detectaram a presenca de microcistinas, por
meio da realizacdo do ensaio de ELISA, em todas as amostras de 4gua analisadas, oriundas de
reservatorios utilizados como fonte de abastecimento publico, no Nordeste do Brasil (estado
de Pernambuco), com excecdo de um reservatorio (Ipojuca), cuja presenca de microcistinas
ndo foi detectada. Os autores também identificaram as cianobactérias potencialmente tdxicas

por meio de microscopia.

Esses resultados demonstram a importancia do monitoramento da qualidade da
agua em reservatorios, assim como no lago Paranoa, uma vez que, esse manancial de usos

maultiplos seréa utilizado para abastecimento publico.
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6 CONCLUSOES

Foi detectada a presenca de cianobactérias (avaliacdo qualitativa), por meio do
uso das reacGes de PCR convencional, em 97% das amostras de agua coletadas no lago
Paranod, no periodo de 2012 a 2014 e amplificadas com os iniciadores especificos da por¢éo
do 16S DNAr (27F/809R).

Os iniciadores referentes a porcdo da ficocianina (PCBF/PCoR) amplificaram
somente 13,8% das amostras avaliadas. Com relacdo aos oligonucleotideos dos genes de
sintese da microcistina (mcyB e mcyD), apenas um deles — mcyD — amplificou fragmento em
uma unica amostra. Isso provavelmente ocorreu devido a baixa concentragdo do DNA alvo no
DNA gendmico extraido do fitoplancton e a presenca de interferentes da PCR em amostras

ambientais.

O uso de iniciadores desenvolvidos para a amplificacdo de linhagens de
cianobactérias presentes em ambiente temperado, possivelmente inibiu o0 anelamento desses
oligonucleotideos com as sequéncias variaveis de cianobactérias brasileiras. Dessa forma, ha
uma necessidade de desenvolvimento, padronizacdo e utilizacdo de nucleotideos iniciadores

especificos para linhagens de cianobactérias brasileiras.

Em funcdo dos fatores que afetam as reacdes de PCR ndo foi possivel estabelecer
a padronizacao para estas analises no lago Paranoa, mesmo sendo um método preciso e de
facil manuseio, para o estabelecimento de padronizacao das reacGes de PCR que confirmem a
presenca de cianobactérias potencialmente toxicas sdo necessarios mais estudos e testes
capazes de ajustar os fatores ambientais e os elementos utilizados nas reagdes de PCR, por
exemplo, os iniciadores e concentracdes dos reagentes e DNA molde, para a obtengdo de
resultados capazes de corroborar com os resultados oriundos da taxonomia classica de
identificacdo e contagem de cianobactérias usado atualmente em laboratorios responsaveis
pela andlise da presenga desses micro-organismos em ecossistemas aquaticos de usos

maultiplos.

Os resultados do sequenciamento indicaram baixa qualidade para a maioria das
sequéncias obtidas, o que inviabilizou a construcdo da arvore filogenética. As sequéncias de
boa qualidade apresentaram 100% de similaridade com a sequéncia de Radiocystis sp. JJ30-12
(ndmero de acesso: AM710388.1) com 98% a 100% de cobertura das sequéncias. Porém, as

analises do fitoplancton realizada pelo programa de monitoramento da CAESB revelaram o



68

predominio de cianobactérias dos géneros Aphanocapsa, Cyanodictyon e Epigloeosphaera,
Planktolyngbya. Essa diferenca no resultado da identificagdo das cianobactérias nesse estudo
e comparado com os dados de monitoramento da CAESB sugerem gue a escolha do método

analitico vai influenciar diretamente no resultado obtido.

A presenca de microcistinas foi constatada em todas as amostras avaliadas. Vale
ressaltar que, para o monitoramento da qualidade da agua, em corpos hidricos de usos
multiplos, como € o caso do lago Paranod, o teste de ELISA pode indicar mais rapidamente a
presenca de cianotoxinas em reservatorios, porém, sua associa¢do com outra metodologia
analitica para a confirmacao dos seus resultados, como por exemplo, com o uso de HPLC a

fim de minimizar o viés do método.

Levando-se em consideracdo a necessidade da utilizacdo de metodologias
analiticas capazes de indicar, de forma mais simples e répida, a presenca de cianobactérias
possivelmente envolvidas com a sintese de cianotoxinas, o que pode nortear a tomada de
decisdo, em tempo habil, com relacdo as medidas necessarias a manutencdo da qualidade da
agua em reservatorios, pode-se afirmar que as reacdes de PCR, utilizando iniciadores
especificos relacionados com a sintese de cianotoxinas, como por exemplo, as microcistinas,
podem ser (teis para a otimizacdo das metodologias analiticas usadas para 0 monitoramento
de reservatorios, desde que levado em consideracdo todos os fatores que podem interferir na
acuracia dos resultados. Dessa forma, eles poderiam ser incluidos nas analises de rotina, em
programas de monitoramento da qualidade da &gua, sendo Uteis para identificacdo de

cianobactérias.
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APENDICE A - IMAGENS DOS GEIS DE AGAROSE (16S DNAr)

Imagens dos géis de agarose resultantes dos ensaios de PCR utilizando os oligonucleotideos
da porcéo do gene 16S DNAr, com amostras coletas no lago Paranoa no periodo de 2012 a
2014, em diferentes estacGes denominadas: A, B, C, D, E, G, H.

Gel de agarose 1% com os produtos de PCR do 16 S DNAr. Br — branco; M — marcador; C+ -
controle; A, B, C, D, E, G, H —amostras de agosto de 2012.
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Gel de agarose 1% com os produtos de PCR do 16 S DNAr. Br — branco; M — marcador; C+ -
controle; A, C, E — amostras de novembro de 2012; A, B, H — amostras de dezembro de 2012.



Gel de agarose 1% com os produtos de PCR do 16 S DNAr. Br — branco; M — marcador;
C+ - controle; A, B, C, D, E, H — amostras de janeiro de 2013.

89



Gel de agarose 1% com os produtos de PCR do 16 S DNAr. Br — branco; M —
marcador; C+ - controle; A, B, C, D, E, G — amostras de junho de 2013.
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Gel de agarose 1% com os produtos de PCR do 16 S DNAr. M — marcador; C, D, E,
H — amostras de janeiro de 2014; A, B, C, G — marco de 2014.
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Gel de agarose 1% com os produtos de PCR do 16 S DNAr. M — marcador; C+ - controle; A, B, C, D, E
— julho de 2014; - branco; G, H — amostras de julho de 2014.
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APENDICE B - IMAGENS DOS GEIS DE AGAROSE (FICOCIANINA)

Imagens dos géis de agarose resultantes dos ensaios de PCR utilizando os oligonucleotideos
das porcdes cpcA e cpcB, incluindo o espaco intergénico (cpcBA-IGS), do operon da
ficocianina, com amostras coletas no lago Paranoa no periodo de 2012 a 2014, em diferentes

estacdes denominadas: A, B, C, D, E, G, H.

Gel de agarose 1% com os produtos de PCR do gene da ficocianina (cpcBA-1GS). Br —
branco; M — marcador; A-H (08/2012); A, C, E (11/2012); A, B (12/2012).



Br: M -G+ G DL E  H G Bl

Gel de agarose 1% com os produtos de PCR do gene da ficocianina (cpcBA-1GS). Br —
branco; M — marcador; C+ - controle; C, D, E, H (01/2013); C, D, E, H (01/2014).
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Br M C+A B CD E G

Gel de agarose 1% com os produtos de PCR do gene da ficocianina (cpcBA-1GS). Br —
branco; M — marcador; C+ - controle; A-G (06/2013).
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Gel de agarose 1% com os produtos de PCR do gene da ficocianina (cpcBA-1GS). Br —
branco; M — marcador; C+ - controle; A-G (07/2014).

96



97

APENDICE C - IMAGENS DOS GEIS DE AGAROSE (mcyB E mcyD)

Imagens dos geis de agarose resultantes dos ensaios de PCR utilizando os iniciadores das
porc¢des dos genes mcyB e mcyD, com amostras coletas no lago Paranoa no periodo de 2012 a
2014, em diferentes estacGes denominadas: A, B, C, D, E, G, H.

.E;rlmj‘cll‘clﬁ%l,ﬂm" YLy

Gel de agarose 1% com os produtos de PCR do gene de biossintese de microcistina -
mcyB. Br — branco; M — marcador; C+ - controle; C, D, E, H — janeiro de 2013.
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Gel de agarose 1% com os produtos de PCR do gene de biossintese de microcistina - mcyB.
Br — branco; M — marcador; C+ - controle; C, D, E - H — janeiro de 2014; C, D, E, G — junho
de 2013.



99

} e -

(,<._.'~ i e’ _‘:-—-
Br

M C+ C D £ G

Gel de agarose 1% com os produtos de PCR do gene de biossintese de microcistina - mcyB.
Br — branco; M — marcador; C+ - controle; C, D, E - G — julho de 2014.
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Gel de agarose 1% com os produtos de PCR do gene de biossintese de microcistina - mcyD.
Parte superior do gel: M — marcador; C+ - controle; A, B, C, D, E, G — junho de 2013; Br —
branco; A, B, C, D, E — janeiro de 2013. Parte inferior do gel: H — janeiro de 2013; A, C, E -
novembro de 2012; A — dezembro de 2012.
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Gel de agarose 1% com os produtos de PCR do gene de biossintese de microcistina - mcyD.
Br — branco; M — marcador; C+ - controle; C, D, E, H — janeiro de 2014; A, B, C, G — mar¢o
de 2014; A, B, C, D — julho de 2014.



