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Resumo

As cianobactérias sdo micro-organismos aquaticos e apresentam grande interesse
para pesquisa por sua capacidade de producao de metabdlitos secundarios, dentre
os mais estudados, toxinas que podem ser altamente prejudiciais a saude
humana e animal. Alguns destes produtos naturais podem também ser
responsaveis por alteracées organolépticas das aguas, promovendo alteracdo do
odor e sabor. As toxinas produzidas por cianobactérias (cianotoxinas) podem
causar Intoxicacoes graves pela ingestdo ou contato com corpos dagua
contaminados. Mais recentemente, cerca de 600 metabdlitos secundarios estao
descritos, muitos com inibi¢cdo sobre varias proteinas, constituem uma fonte de

produtos com potencial farmacolégico ainda desconhecido. Neste trabalho de
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divulgacdo procuramos atualizar algumas informagbes sobre peptideos de
cianobactérias, seus efeitos em sistemas bioldgicos e potencial farmacolédgico,

ainda pouco conhecido.

Palavras-chave: Cianobactérias. Cianotoxinas, Cianopeptideos. Potencial

farmacologico e qualidade da agua.

Abstract

Cyanobacteria are aquatic microorganisms and have been investigated due its
capacity of secondary metabolites production. Several studied cianotoxins could
be highly harmful to human health and animal. Some of these natural products
can also be responsible for environment alterations, promoting alteration of the
odor and flavor of waters. These toxins produced may cause serious poisonings by
ingestion or contact of contaminated water. More recently, about 600 secondary
metabolites are described. Most of them with several protein inhibitions
constitute a pharmacological source of products still unknown. In this work we
look for to bring up to date some information on cyanobacterial peptides, its effect

on biological systems and probable pharmacological uses.

Keywords: Cyanobacteria. Cyanotoxins. Cianopeptides. Pharmacological uses

and water quality.

Introducao

O que sao cianobactérias?

As cianobactérias sao micro-organismos procarioticos, ou seja, sem nucleo

celular definido, aerdbios, uni ou pluricelulares e com reproducdo sexuada

desconhecida. Constituem um grupo muito antigo de micro-organismos e sua

atividade metabdlica foi responsavel pela deplecao de di6xido de carbono e o
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concomitante acimulo de oxigénio na atmosfera durante o curso da evolucao,
resultante da sua capacidade em realizar a fotossintese (CHORUS; BARTRAM,
1999). Sendo assim, em funcdo da liberacdo de oxigénio molecular para a
biosfera, as cianobactérias tiveram e tém papel fundamental na formacao e
manutencao do oxigénio na atmosfera (BOLD; WYNNE, 1985; TANDEAU de
MARSAC; HOUMARD, 1993). A caracteristica mais marcante desses micro-
organismos € o fato de serem capazes de crescer em diferentes ambientes, tendo
sido identificados em praticamente todos os ecossistemas aquaticos, de geleiras a
fontes termais (GIBSON; SMITH, 1982; TANDEAU de MARSAC; HOUMARD,
1993).

Eutrofizacao e floracoes de cianobactérias

A crescente urbanizacdo e aumento da atividade humana aliada ao néo
tratamento adequado dos residuos gerados pelas industrias, faz com que as
substancias liberadas para rios e lagos (muitos desses utilizados como fonte para
abastecimento de uma populacdo) promovam a mudanca na qualidade inicial da
agua, aumentando concentracoes significativas de compostos como fosforo e
nitrogénio, causando assim um quadro chamado de eutrofizacdo antropogénica.
Em um ambiente aquatico que contenha cianobactérias esta mudanca na
qualidade da agua favorece o crescimento exagerado desses micro-organismos
fenomeno conhecido como floracao. Aliado a isto, a eutrofizacdo promove ainda a
reducao de oxigénio dissolvido, perda de qualidade cénica (caracteristicas
estéticas do ambiente e seu potencial para o lazer), morte extensiva de peixes.
Floragoes também geram conseqliéncias negativas sobre a eficiéncia e custo do

tratamento da agua de mananciais de abastecimento publico (FUNASA, 2003).
Toxinas de cianobactérias (cianotoxinas)

Varias espécies de cianobactérias formadoras de floragoes produzem toxinas.

Essas cianotoxinas sdo metabdlitos secundarios que causam graves efeitos toxicos
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e morte por ingestao ou contato com a agua contaminada (AZEVEDO et al., 2002;
HUDNELL 2008). A tabela 1 descreve as principais toxinas de cianobactérias ja
descritas, bem com um resumo de sua toxicidade. As cianotoxinas também
incluem um grupo de moléculas pouco estudadas, dermatotoxinas, irritantes ao
contato (FUJII et al., 2002). Estas tém sido 1dentificadas como lipopolissacarideos
(LPS), que também siao comumente encontradas em membranas de bactérias
Gram negativas, sendo endotoxinas pirogénicas com toxicidade menor que as
produzidas por bactérias, como por exemplo, Salmonella (CHORUS; BARTRAM,
1999).

Casos de intoxicac¢ao e ocorréncias de floracoes

A ocorréncia de floragoes toxicas esta bem relatada em todo o mundo. Cerca
de 50% das floragoes de cianobactérias testadas em diferentes paises mostraram-
se toxicas, em bioensaios (CARNEIRO, 2005). No Brasil, os episédios de floragoes
sao favorecidos pelo precario sistema de tratamento e fiscalizacdo dos efluentes
de esgoto residencial e industrial, aliado, geralmente, as caracteristicas edafo-
climaticas (niveis altos de radiagao solar e ventos fracos, aguas com temperatura
amena e pH) propicias ao crescimento intenso de cianobactérias durante todo o
ano (CARNEIRO, 2005).

Em 1988 cerca de duas mil pessoas foram hospitalizadas em conseqiiéncia
de um quadro de gastrenterite, no estado da Bahia. Esta grave epidemia resultou
na morte de oitenta pessoas. KEstudos relacionaram esta ocorréncia com o
consumo de agua contaminada por cianobactérias produtoras de toxinas. A agua
captada para regido de ocorréncia (Paulo Afonso-BA) provinha da barragem de
Itaparica, onde ocorreu, na época, uma grande floracao dos géneros Microcystis e
Anabaena (TEIXEIRA et al., 1993). BEYRUTH et al. (1992) relatam a ocorréncia
de floracoes téxicas do género Microcystis em dois lagos no estado de Sao Paulo,

causando morte de pombos e patos.
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Tabela 1 — Principais toxinas produzidas por cianobactérias. Para comparacao da
toxicidade incluimos o potencial téxico do veneno da cobra Naja (Elapidae).

DLso* Tipos de toxina
Géneros potencialmente (ng.kgtde
Toxina
produtores peso
corporeo)
BMAA Neurotoxina
(B-N-metilamino-L- Nostoc Nao descrito
alanina)
Cilindrospermopsinas Cylindrospermopsis, Citotoxina
Aphanizomenon, Umezakia, 2000
Rhaphidiopsis e Anabaena
Microcistinas Microcystis, Anabaena, Hepatotoxina
Nodularia, Oscillatoria
) Entre 25 e
(Planktothrix), Nostoc,
) 150
Anabaenopsis e o género
terrestre Haphalosiphon
Nodularinas . Entre 50 e | Hepatotoxina
Nodularia
200
Saxitoxinas Cylindrospermopsis 10 Neurotoxina
Anatoxina-a Anabaena 200.000 Neurotoxina
Anatoxina-a(s) Anabaena 20.000 Neurotoxina
Veneno da Naja Naja 20 Neurotoxina

*DL50 é a dose letal que mata 50% da populacdo que entra em contato com a toxina. Aqui
consideramos a via de administragdo intraperitoneal, comumente utilizada para ensaios
toxicoldgicos. Fontes: AZEVEDO (1998); CHORUS; BARTRAM (1999).

Em 1996, cento e vinte e trés doentes renais, apds terem sido submetidos a
sessOes de hemodialise em uma clinica de Caruaru, no estado de Pernambuco,
apresentaram um quadro clinico compativel com uma grave hepatotoxicose.
Sessenta destes pacientes faleceram em decorréncia do agravamento da
intoxicacao. Estudos toxicolégicos e bidpsias nos pacientes afetados identificaram
a hepatotoxina microcistina, produzida por cianobactérias, como sendo

responsavel pelas mortes (AZEVEDO et al., 2002). Mais recentemente, um estudo
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mostrou a contaminag¢ao de pacientes de hemodialise no Hospital Universitario
da UFRJ (SOARES et al., 2006)

Segundo SANT'ANNA e AZEVEDO (2000), ja foram registradas a
ocorréncia de pelo menos 20 espécies de cianobactérias potencialmente
produtoras de toxinas, distribuidas em 14 géneros, em diferentes ambientes
aquaticos brasileiros. Esses autores indicam Microcystis aeruginosa como a
espécie com maior distribuicdo no Brasil. Das cepas de cianobactérias isoladas de
diferentes corpos d’agua do Brasil, 75% mostraram-se hepatotdxicas apds a
realizacdo de bioensaios (CARNEIRO, 2005). Segundo CARNEIRO (2009), nas
ultimas décadas, observa-se um grande aumento na ocorréncia da espécie
Cylindrospermopsis raciborskii em diferentes regices brasileiras (Tabela 2). Fato
estranho é o de esta espécie, somente no Brasil, produzir saxitoxinas, enquanto
que no resto do mundo produz cilindrospermopsina. Saxitoxinas e seus analogos
sao responsaveis por cerca de 2000 casos anuais de intoxicacdao, no mundo, com
uma taxa de mortalidade aproximada de 15% destes casos (PEARSON et al.,
2010).

Tabela 2 - Ocorréncia e dominancia de floragées de C. raciborskii encontradas em
alguns ecossistemas brasileiros. Fonte: CARNEIRO, 2009.

(Meses com dominancia ou Autor

Localidade (ambiente estudado)

ocorréncia) / (percentagem média de

dominancia de C. raciborskii)

(apud CARNEIRO,
2009)

Sao Paulo (Reservatério Billings)

(Nov/1992 - Mai1/1993) / Nao estudado

Souza et al. (1998)

Pernambuco (Reservatoério

Ingazeira)

(Abril - Nov/1998) / 96,0 -100%

Bouvy et al. (1999)

Rio de Janeiro (Lago Cima)

(Jun/1995) / 90,0%

Pedrosa et al. (1999)

Pernambuco (39 reservatorios)

(Set - Nov/1998) / 0,0% - 99,6% (maioria

com mais de 80%)

Bouvy et al. (2000)

Continua
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Continuacéo

Rio de Janeiro, Sdo Paulo e
Pernambuco (8 Lagos e

reservatorios)

(Abr/1995 - Abr/1996) / 33 - 78%

Huszar et al. (2000)

Pernambuco (Reservatoério

Tapacura)

Ma1/1998 - Out/1998 e Nov/1998 -
Jul/1999) / 25,8 - 60,9%, respectivamente

Bouvy et al. (2003)

Rio Grande do Norte (Gargalheiras)

Estacdo de seca/ 38,0 - 48,0%

Chellappa e Costa
(2003)

Sao Paulo (Lago das Garcas)

(12/1997) / > 50,0%

Tucel e Sant’Anna

(2003)

Rio Grande do Norte (Armando

Ribeiro Gongalves)

(Abr - Mai/2000 e Nov - Dez/2000) / >
50,0%

Costa et al. (2006)

Rio Grande do Norte (6

reservatorios)

(12/2002, 04/2003, 03/2004) / 60,6 - 97,5%

Panosso et al. (2007)

Espirito Santo (Duas bocas)

(Out/2002 - Mar/2003) / 25,9 - 81,6%

Delazari-Barroso

(2007)

Minas Gerais (Reservatério Chapéu

D’Uvas e Rio Paraibuna)

(Jul/2001) / 33 - 94%; (Fev/2002) / 24 -
54%

Soares et al. (2007)

Séo Paulo (Lagoa das garcas)

(Jan/1997- Jan 1998 / Set/1999 —
Dez/2004) / Nao estudado

Crosseti e Bicudo

(2008)

Rio Grande do Norte (Cruzeta, acude
publico)

(Set/2004) / 68,21%

Chellapa et al. (2008a)

Rio Grande do Norte (Marechal
Dutra)

(Dez/2003) / 90% em associa¢do com

bloom de M. aeruginosa

Chellapa et al. (2008b)

Sao Paulo (Lagoa das garcas)

(Set-Dez/ 1997) / 16,1% em associacio
com bloom de Rhaphidiopsis sp.

Fonseca e Bicudo

(2008)

Rio de Janeiro (Funil)

(Jan-Mar/2003) / NC

Soares (2008)

Potencial farmacolégico de Cianobactérias
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As cianobactérias também vém sendo estudadas para uso no ramo
alimenticio, farmacéutico e agricola; pelo seu alto valor nutritivo, possivel
potencial farmacolégico e pela influéncia que exercem sobre a fertilidade de solos
e aguas (REPKA et al. 2004; GOMES et al., 2009). Além das toxinas, um grande
numero de substancias ativas com potencial biolégico antibacteriano, antiviral,
fungicida, de inibicdo de enzimas, com atividade imunossupressora, efeitos
citotéxicos e algicida foram isolados a partir de cianobactérias (MUNDT et al.,
2001). A identificacdo desses compostos e o estabelecimento de seus efeitos
constituem uma nova fonte de produtos naturais chamados cianopeptideos
(CNPPTs). Até o momento, ja foram descritos cerca 600 CNPPTs (WELKER,
DOHREN, 2006) em diferentes taxa de cianobactérias. Divididos em diferentes
classes, esses cianopeptideos estdo listados na tabela 3.

Aeruginosinas (fig. 1la) sao peptideos lineares caracterizados por um
derivado de hidroxi-fenil acido lactico (HPLa) na por¢ao N-terminal do
aminoacido “2-carboxy-6-hidroxidroindole” e uma arginina derivativa na proc¢ao
C-terminal (MURAKAMI et al., 1997). A classe das microgininas (fig. 1b) é
composta por peptideos lineares caracterizados por um acido decanoico
derivativo, “3-amino-2-hydroxy-decanoic acid” e uma predominancia de 2
unidades de tirosina na proc¢ao C-terminal (OKINO et al., 1993).

As anabaenopetinas (fig. 1c) sdo hexapeptidieos ciclicos caracterizados por
uma lisina na posicao 5 e a formacao de um anel por um ligacao N-6-peptidica
entre a lisina e o grupamento carboxi, de outro aminoacido na posicdo 6
(HARADA et al., 1995). As cianopepitolinas (fig. 1d) sdo caracterizadas pelo
aminoacido especifico “3-amino-6-hydroxy-2-piperidone” e a ciclizacdo do
peptideos pela formacdo de um anel do grupo B-hidroxi da treonina com o carboxi
terminal deste aminoacido (WELKER; DORHEN, 2006). As microviridinas (fig.
le) sdo oligopeptideos caracterizados por uma estrutura multi-ciclica estabelecida
por um peptideo secundario e uma ligacdo éster (ISHITSUKA et al., 1990).
Finalmente, as ciclamidas (fig. 1f) apresentam varias estruturas, mas com duas
subdivisbes tiazdlica e oxazdlica caracteristicas, podendo ser derivadas de

cisteina ou treonina, respectivamente.
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Tabela 3 — Principais classes de cianopeptideos ja descritos. Fonte: WELKER e
DOHREN (2006).

Géneros de onde
Nuamero de
Classes Sindénimos foram
. . variantes
indentificados
Microcystis,
Aeruginosinas Microcina, spumigina Planktothrix, 27
Nodularia
) o Cyanostatina, oscillaginina, Microcystis,
Microgininas o i 38
nostoginina Planktothrix, Nostoc
Anabaena,
Osillamida, acido ferintéico, Aphanizomenon,
) queramamida, combamida, Microcystis,
Anabaenopeptinas ) ] ) 32
monzamida, nodulapeptina, Planktothrix,
plectamida, schizopeptina Plectonema,
Nodularia, Schizothrix
Aeruginopeptina, anbaenopeptilideo,
dolostatina, hofmanolina,
S ] ) Anabaena, Lyngbya,
microcistilida, micropeptina, ) )
) o ) Microcystis,
Cyanopeptolinas nostociclina, nostopeptina, ) 82
. . ] . Planktothrix,
oscillapeptilida, oscilapeptina,
) o ) Scytonema, Symploca
planctopeptina, sciptolina, somamida,
simplostatina, tasipeptina
) o Microcystis,
Microviridinas . 10
Planktothrix, Nostoc
Aniascicalmida, bistramida, ) )
) . ] . Lyngbya, Microcystis,
dendroamida, microciclamida, . .
] . ] . ) . Nostoc, Oscillatoria,
Ciclamidas nostociclamida, obianamida, ] 21
) ] . . Stigonema,
raociclamida, tenueciclamida, o
] ) ) Westelliopsis
ulongamida, westielamida
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Figura 1 — Estruturas quimicas de algumas variantes das principais classes de cianopeptideos ja
descritos. a) aeruginosina 98-A; b) microginina; c) anabaenopetina A; d) cianopeptolina A; e)
microviridina A; f) nostociclamida. Fonte: WELKER e DORHEN (2006).

Varios mecanismos de acdo em diferentes 6rgaos vém sendo atribuidos a
alguns destes compostos. Fornecendo um panorama geral, mas sucinto, na tabela
4 estdao mostrados os efeitos e/ou papel destes compostos em alguns sistemas
biolégicos. Devido a algumas caracteristicas estruturais especificas, varios
autores discutem sobre a relacdo entre a conformacdo estrutural de algumas
destas moléculas e as possiveis atividades biolégicas sobre alguns organismos.
Porém, as informacdes encontradas na literatura, sobre a relacdo estrutura-
atividade bioldogica, parecem ser escassas, apesar da descricao de grande

quantidade de moléculas, como apresentado na tabela 4.
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Tabela 4 — Acgbes farmacolégicas ou toxicas de alguns dos diferentes
cianopeptideos ja descritos na literatura. Fonte: WELKER e DORHEN (2006).

Peptideos Acoes farmacolégicas ou téxicas

- Inibidor de proteases (tripsina, quimotripsina, trombina,
plasmina, elastase, leucina, aminopeptidase e papaina) e
proteinas fosfatases 1 e 2A
] - Atividade de relaxamento dose-dependente da constri¢do do
Anabaenopetinas ) ) ) ) ) L
endotélio da artéria aorta induzido por norepinefrina, inibidor
de protease.

- Atividade inibidora de protease carboxipeptidase A

- Inibidor de proteina fosfatase PP1 e PP2

. . - Inibidor de proteases
Aeruginosinas . o
- Inibidor de tripsina

- Atividade antifingica
Microviridinas e - Atividade anticancer e inseticida
cianopeptolinas - Promotor da diferenciacio celular

- Inibidor de proteases

Outras consideracoes

Em muitos casos, as cianobactérias toxicas e nao toxicas causadoras de
floracoes desaparecem do reservatério de abastecimento publico antes que as
autoridades em saude publica considerem uma floracdo como o possivel risco e
assumem que os padroes de purificacdo de agua utilizados nas estacoes de
tratamento sdo capazes de remover qualquer problema. Entretanto, varias
toxinas de cianobactérias, quando em solucdo, ndo sido removidas através do
processo normal de tratamento da agua (cloracdo, coagulacdo, floculacdo e

sedimentacao). Em regides agriculturaveis ou areas densamente povoadas ha
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muitas vezes o aparecimento de floragdoes constantes de cianobactérias e,
usualmente, as autoridades de meio ambiente tentavam controlar as floracées
com o tratamento convencional com sulfato de cobre. Este método provoca a lise
desses organismos, liberando as toxinas frequentemente presentes nas células
para a agua (FUNASA, 2003). Tais acoes podem causar exposi¢coes agudas as
toxinas. Além disso, ha evidéncias que populacoes abastecidas por reservatorios
que apresentam intensas floragées podem estar expostas a baixos niveis de
toxinas por longo periodo (LAMBERT et al., 1994). Com isso, se faz necessaria a
conscientizacdo da populacdo e entidades politicas e comerciais, no sentido de
controlar e solucionar essa problematica.

Varios tratamentos quimicos da agua vém sendo propostos, no entanto, é
possivel que esses tratamentos possam gerar substancias carcinogénicas e até
substancias mutagénicas. A biodegradacido, com uso de bactérias, pode ser uma
alternativa de tratamento da dgua para remocado de toxinas de cianobactérias
(GOMES et al., 2009). Sao descritos métodos para remocio de cianotoxinas da
agua. Para anatoxina-a, anatoxina-a(s) e saxitoxina recomenda-se a utilizacao de
carvao ativado, Os e cloro (pouco eficiente para saxitoxinas), além de
aquecimento. Para cilindrospermopsina e microcistina, recomenda-se a filtracéao,
além dos métodos ja citados. Pode-se ainda promover a oxidagao quimica na agua,
0 que ira promover a inativacao das toxinas, mas pode ocorrer o aparecimento de
outros analogos estruturais, ainda mais potentes. Ha também o método de
microfiltracao do qual é eficaz na remocao das toxinas porém é caro, além do
retido ser extremamente toxico (FUNASA, 2003).

Para se estabelecer os padrbes de seguranca da agua sao necessarias
demonstracoées dos efeitos de toxicidade dose-dependentes e determinacio dos
niveis maximos que ndo causam efeitos adversos ou Nivel Maximo Aceitavel
(“Maximum Acceptable Level” - MAL), pelo uso de muitos tipos de dados
bioldgicos, toxicoldgicos e epidemioldgicos, sendo esses dados apresentados em
“guidelines” propostos pela OMS. No Brasil, a portaria do Ministério da Satude n.°
518 de 25 de marco de 2004 estabelece, em seus capitulos e artigos, as

responsabilidades por parte de quem produz a agua, no caso, os sistemas de
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abastecimento de agua e de solugdes alternativas, a quem cabe o exercicio de
“controle de qualidade da agua” e das autoridades sanitarias das diversas
instancias de governo, a quem cabe a missdo de “vigilancia da qualidade da agua
para consumo humano”. Também ressalta a responsabilidade dos o6rgaos de
controle ambiental no que se refere ao monitoramento e ao controle das aguas
brutas de acordo com os mais diversos usos, incluindo o de fonte de
abastecimento de agua destinada ao consumo humano.

Porém, esta portaria contém somente o valor maximo permitido para o
consumo de agua na presenca de microcistina, sendo esse 1ug/LL o VPM em até 3
amostras consecutivas ou nao, em um ano. Recomenda-se analisar também
cilindrospermopsina e saxitoxina com limites de 15 e 3 pg/L, respectivamente.

E importante ressaltar ainda que a inibicdo de algumas proteases por
CNPPTs é também um risco a saude, uma vez que algumas das proteinas
descritas na tabela 4 apresentam papel chave no metabolismo de varios 6rgéos.
As proteinas fosfatases, por exemplo, como a fosfatase 1 esta associada ao
mecanismo regulador da sintese e degradacdo do glicogénio no musculo
esquelético. Uma vez inibida, gera acimulo de glicogénio no musculo esquelético,
podendo causar distrofia (NELSON; COX, 2002). Outro exemplo sio as proteinas
elastases que estdo associadas ao sistema imunoldogico. A elastase neutrofila é
importante em doengas inflamatérias como enfisema pulmonar. Sendo assim, por
sua inibicdo, sistemas de defesa podem ser comprometidos (NELSON; COX,
2002). Além disso, pouco se conhece sobre o potencial uso desses metabdlitos
como produtos farmacéuticos e até o momento relatos na literatura sobre a
pesquisa desses cianopeptideos em linhagens de cianobactérias isoladas de
ambientes brasileiros ainda sio escassos, com apenas um caso ocorrendo em
floracdo com identificacdo de anabaenopeptinas B e F, na Lagoa do Violao —RS
(CARVALHO et al., 2008). Dentre as toxinas, por exemplo, saxitoxinas vém sendo
utilizadas como anestésico local, para tratamento de fissuras anais
(RODRIGUEZ-NAVARRO et al., 2009).

Apesar de no Brasil o estudo com cianobactérias toxicas ter mais de 20

anos, pouco ainda se sabe sobre o potencial risco que cianobactérias representam
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em ambientes brasileiros. Neste sentido, ndo s6 programas de monitoramento da
agua para abastecimento publico precisam ser rapidamente implantados a fim de
alertar as autoridades sobre a presenca de cianobactérias produtoras de
clanotoxinas e os principals problemas que possam acarretar a saide humana,
mas também a divulgacdo de dados e o conhecimento gerado por estudos
brasileiros precisam ser realizados. Dessa forma, fica clara a necessidade de
melhoria nos projetos para estudos e divulgagao da ocorréncia de cianobactérias e
seu potencial téxico e farmacolégico, como se buscou realizar pela publicacio

deste artigo de atualizacao.
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