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RESUMO

MOSOLINO LERCHE, L. H. Proposta de modelo de exposi¢do humana a saxitoxina em
aguas de recreacdo e de abastecimento publico do reservatorio Itupararanga.
Dissertacdo — Faculdade de Sadde Publica. Universidade de Séo Paulo, S&o Paulo, 2018.

O aporte artificial de nutrientes nos ambientes aquéaticos tem favorecido a incidéncia de
floracGes de cianobactérias, causando impactos na qualidade da agua e colocando em risco a
salde humana. O género de cianobactéria Cylindrospermopsis, amplamente distribuido em
agua doce pelo mundo, é capaz de produzir diversas cianotoxinas, dentre elas saxitoxina e
analogos. O objetivo deste trabalho foi elaborar um modelo de exposicéo referente a ingestdo
de agua contaminada por saxitoxina e analogos através da recreacdo de contato primario e do
consumo de &gua. Os dados de densidade de células de Cylindrospermopsis e de
concentragdes de saxitoxina e andlogos na agua bruta foram obtidos da Rede de
Monitoramento de Qualidade de Aguas Superficiais da CETESB (2015 e 2016) do
reservatorio ltupararanga. O modelo conceitual de exposicdo e o célculo da ingestdo diaria
cronica de saxitoxina e analogos consideraram: concentracdes maxima e minima de
saxitoxina e analogos encontradas na agua bruta do reservatério, vias de exposicao, populacédo
exposta, taxa de ingestdo de &gua, frequéncia e duracdo da exposicdo, peso corporal para
adultos (maiores de 21 anos) e criangas (menores de 5 anos), para cenarios de exposicdo
relativos a recreacao de contato primario e consumo de agua potavel. Os valores de células de
cianobactérias estiveram entre 2.216 e 203.082 céls.mL™ e as concentracBes de saxitoxina e
analogos estiveram entre 0,04 e 0,37 pg equivalente STX..L™. Os resultados obtidos na
analise da agua bruta do reservatério, estiveram abaixo do valor estabelecido na legislacéo
brasileira para 4gua potavel (3 pg equivalente STX.L™), mas ndo atenderiam as especificacdes
adotadas por Oregon e Ohio (0,3 pg equivalentes STX.L™) e & proposta em discussdo no
Comité Permanente para Gestdo Integrada da Qualidade da Agua destinada ao Consumo
Humano no Estado de S&o Paulo (0,13 pg equivalente STX.L™), indicando a possibilidade da
ocorréncia de efeito adverso a saude em grupos sensiveis que utilizem agua do reservatorio,
dependendo da eficiéncia de remocdo dessas cianotoxinas no processo de tratamento. Os
valores de ingest&o diaria cronica estimados, para recreacéo, variaram de 2,55 x 10° a 1,08 x
10" g equivalente STX. kg™.dia™ (adultos) e 2,78 x 10° a 4,35 x 10™ pg equivalente STX.
kg™.dia™ (criancas). Para ingestdo de 4gua potavel, esses valores variaram de 2,5 x 10 a 1,47
x 102 ug equivalente STX. kg™.dia™ (adultos) e 5,36 x 10”° a 2,55 x 107 pg equivalente STX.
kg™t.dia™ (criancas). Esses valores indicaram que as criangas estdo mais expostas que 0s
adultos, fato preocupante, pois elas sdo mais sensiveis aos efeitos de substancias tdxicas, e
apesar de estudos indicarem efeitos da saxitoxina em cultura de células neurais, sua
capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica e de causar danos cognitivos em ratos,
os efeitos da exposicdo cronica em humanos ainda sdo desconhecidos. Ndo foi possivel
estimar os riscos a salde da populacdo exposta a saxitoxina e analogos, pela falta de dados na
literatura, porém o modelo de exposi¢do proposto € um avanco para a identificacdo de lacunas
para a conducdo da avaliacdo de risco a saude humana considerando a exposi¢éo cronica.

Descritores: Cianobactérias, Saxitoxina, Cylindrospermosis e Cenério de exposi¢éo.



ABSTRACT

MOSOLINO LERCHE, L. H. Proposal of a model of human exposure to saxitoxin in
recreational waters and public supply of the Itupararanga reservoir. Dissertation —
School of Public Health. University of Séo Paulo, Sdo Paulo, 2018.

The artificial enrichment of nutrients in aquatic environments has favored the incidence of
cyanobacteria blooms, causing impacts on water quality and putting human health at risk. The
genus of cyanobacteria Cylindrospermopsis, widely distributed throughout the world in
freshwater environments, is able to produce cianotoxin, among them saxitoxin and its
analogues. The objective of this work was to elaborate a model of exposure referring to the
ingestion of water contaminated by saxitoxin and analogues through recreation of primary
contact and water consumption. Cylindrospermopsis cell density and saxitoxin and analogues
concentrations in surface water were obtained from the CETESB Surface Water Quality
Monitoring Network for the Itupararanga reservoir in 2015 and 2016. The development of the
conceptual model of exposure and the calculation of the chronic daily intake of saxitoxin and
analogues, considered: maximum and minimum concentrations of saxitoxin and analogues
found in the raw water of the reservoir, route of exposure, exposed population, rate of water
intake, frequency and duration of exposure, body weight for adults (over 21 years) and
children (under 5 years), for exposures scenarios concerning recreation of primary contact and
consumption of drinking water. The values of cyanobacteria cells were between 2,216 and
203,082 cells.L™* and the concentrations of saxitoxin and analogues were between 0.04 and
0.37 pg STX equivalent. L™. The comparison of these variables indicated a significant
positive correlation between them. The results obtained in the raw water analysis of the
reservoir were below the value established in Brazilian legislation for drinking water (3 pg
equivalent STX.L™), but would not meet the specifications adopted by US states Oregon and
Ohio (0.3 pg equivalents.L™") and the proposed value for the Standing Committee for
Integrated Water Quality Management for Human Consumption in the State of Sdo Paulo
(0,13 pg equivalent STX.L™), indicating the possibility of adverse health effects in sensitive
groups using water from the reservoir. Estimated chronic daily intake values, for recreation,
ranged from 2.55 x 10-6 to 1.08 x 10-4 ug STX equivalent. kg™*.day™ (adults) and 2.78 x 10
to 4.35 x 10™ pg STX equivalent. kg™.day™ (children). For water intake, these values ranged
from 2.5 x 10-4 to 1.47 x 10-2 ug STX equivalent. kg™ day.; (adults) and 5.36 x 10 to 2.55 x
102 pg STX equivalent. kg™. day™ (children). These values indicated that children are more
exposed than adults, a worrying fact because they are generally more sensitive to the effects
of toxic substances than adults, and although studies indicate that saxitoxin was able to cross
the blood brain barrier and to cause cognitive damage in rats, as well as changes in neural cell
cultures, the effects of chronic exposure in humans are still unknown. It was not possible to
estimate the health risks of the population exposed to saxitoxin and the like, due to the lack of
data in the literature, but the proposed exposure model is an advance for the identification of
gaps for conducting the human health risk assessment considering the exposure chronic.

Descriptors: Cyanobacteria, Saxitoxin, Cylindrospermosis and Exposure scenario.
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1 INTRODUCAO

O enriquecimento artificial dos ambientes aquéaticos provocado principalmente pela descarga
de esgoto doméstico e industrial além das atividades agropastoris tem favorecido a incidéncia
de floracbes de cianobactérias (MOLICA; AZEVEDO, 2009). Essas floracdes estdo se
tornando cada vez mais frequentes, (HELLER; PADUA, 2006) e podem se configurar em
riscos para a saude humana, devido a capacidade desses organismos de produzirem toxinas
(CARVALHO et al., 2013).

Aliado a isso, estudos demonstram que o aquecimento global podera acentuar a ocorréncia, a
frequéncia e a duracdo de floracdes em razdo do aumento da temperatura média das aguas,
provocando a estratificacdo térmica por periodos mais longos e desse modo promovendo
condicBGes propicias para o desenvolvimento das cianobactérias (MOLICA; AZEVEDO,
2009; BONILLA et al., 2012; PAERL; VALERIE, 2012; PIERANGELINI et al., 2015).

Além do comprometimento dos usos multiplos dos corpos d"agua superficiais, as floracbes de
cianobactérias e de outros grupos da comunidade fitoplancténica também podem contribuir
para a iniquidade de um dos direitos constitucionais basicos de todo o cidaddo, que é o acesso
universal a agua potavel de qualidade, uma vez que interferem na eficiéncia e geralmente
causam um aumento no custo do tratamento da agua para abastecimento humano. Desse
modo, também dificultando a implantacdo de um dos 17 Objetivos da Agenda 2030 para o
Desenvolvimento Sustentavel, que foi lancada em setembro de 2015 durante a Clpula das
Nacbes Unidas sobre o Desenvolvimento Sustentavel, especificamente o objetivo 6.1, que
propBe alcancar o acesso universal e equitativo a dgua potavel e segura para todos até 2030
(ONUBR, 2015).

Existem varios géneros e espécies de cianobactérias que formam floracfes e sdo citados na
literatura como potenciais produtores de toxinas, denominadas cianotoxinas (CHORUS;
BARTRAM, 1999; HILBORN; BEASLEY, 2015). Dentre esses organismos, destaca-se a
espécie Cylindrospermopsis raciborkii, uma vez que é considerada invasora em ambientes
temperados e tem se verificado aumento de registros de sua presenca em aguas doces
globalmente (PADISAK, 1997; SINHA et al., 2012).

E importante destacar a complexidade da situacdo, uma vez que esse aumento de registro
pode estar associado tanto a melhoria do monitoramento da qualidade da agua quanto ao

aumento das condicGes propicias para seu desenvolvimento (KLING, 2009).
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Outros fatores importantes a serem considerados sdo a variedade de mecanismos adaptativos
da espécie C. raciborskii, que Ihe confere vantagens competitivas sobre outros organismos do
fitoplancton, favorecendo sua dominancia na comunidade (SINHA et al., 2012), e o alerta
sobre essa espécie ser considerada uma das cianobactérias mais importantes em termos de
acidentes por intoxicacdo no mundo (MCGREGOR; FABBRO, 2000).

A referida espécie pertence ao género Cylindrospermopsis, importante do ponto de vista de
salde humana devido a capacidade dos organismos compreendidos nessa classificagcao serem
potencialmente produtores de metabdlitos secundarios como a cianotoxina neurotdxica,
saxitoxina (STX) (WIESE et al., 2010).

Para minimizar e/ou reduzir a exposi¢do as cianotoxinas, diversos paises adotaram valores
guias para quantidade de células de cianobactérias e concentracdo de cianotoxinas na agua
para consumo humano e em corpos de agua usados para recreacdo e dgua potavel (CHORUS,
2012), sendo que o Brasil foi o primeiro pais a ter uma legislacdo especifica para controle de
cianobactéria e cianotoxinas em agua potavel (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2014).
Esse pioneirismo foi resultado do incidente ocorrido em 1996, no municipio de Caruaru,
situado em Pernambuco. Na ocasido, 131 pacientes renais crénicos foram expostos as
cianotoxinas e 76 foram a 6bito (MOLICA et al., 2002).

No Brasil, as legislacBes que tratam do assunto sdo a Resolucdo do Conselho Nacional de
Meio Ambiente (CONAMA) n° 274, de 29 de novembro de 2000, a Resolugdo CONAMA
357, de 17 de marco de 2005, a Portaria de Consolidacdo n° 5, de 3 de outubro de 2017 e no
Estado de S&o Paulo, a Resolucdo Conjunta SMA/SSRH N° 4 de 22 de novembro de 2012.

A Resolugdo do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) n°® 274, de 29 de
novembro de 2000, “Define os critérios de balneabilidade em &guas brasileiras”,
determinando no Art. 2°, § 4° que as aguas sao consideradas improprias quando for verificada
“floracdo de algas ou outros organismos, até que se comprove que ndo oferecem riscos a
saude humana”. Cabe ressaltar que essa legislacdo ndo apresenta valores guias relacionados a

contagem de células de cianobactérias ou concentragdes de cianotoxinas (BRASIL, 2000).

A Resolucdo CONAMA 357, de 17 de marco de 2005, “Dispde sobre a classificacdo dos
corpos de agua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como estabelece as
condicdes e padrdes de lancamento de efluentes, e da outras providéncias”, estabelecendo no
Art. 4° as classificagBes para agua doce de acordo com seus usos preponderantes e no Art. 14,

suas condicbes e padrdes determinando que &guas doce de classe 1 deverdo apresentar,
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contagem de células de cianobactérias inferior a 20.000 céls.mL™?, de classe 2, inferior a
50.000 céls.mL™ e de classe 3, inferior a 100.000 céls.mL™ (BRASIL, 2005).

A Portaria de Consolidacdo n° 5, de 3 de outubro de 2017, apresenta a “Consolidacdo das
normas sobre as agdes e 0s servigcos de salde do Sistema Unico de Salide” e que contém no
anexo XX, o controle e vigilancia da qualidade da 4gua para consumo humano e seu padréo
de potabilidade. Esse anexo incorpora na integra a Portaria do Ministério da Saude n°® 2914 de
12 de dezembro de 2011, que determina no Art. 40° 8 4° que quando a densidade de
cianobactérias exceder 20.000 céls.mL™ deve-se realizar analise de cianotoxinas na 4gua do
manancial, no ponto de captacdo, com frequéncia semanal. Quanto as cianotoxinas, o valor
méximo de microcistina na 4gua destinada ao consumo humano n&o deve ultrapassar 1 pg.L™,
ja para equivalente de saxitoxina o valor néo deve ultrapassar 3 pg.L™. Quando for detectada
a presenca de géneros produtores de cilindrospermopsina e anatoxina-a(s), recomenda-se a
analise dessas cianotoxinas na agua atentando-se ao valor méximo aceitavel de 1 pg.L™ para
cilindrospermopsina. Para anatoxina-a(s) nao foi recomendado um valor aceitavel (BRASIL,
2017).

A Resolugédo Conjunta SMA/SSRH N° 4 de 22/11/2012, “Dispde sobre a regulamentacéo das
excepcionalidades para aplicacdo de algicidas nos corpos d’agua superficiais no Estado de
Sdo Paulo e da outras providéncias”. Essa Resolu¢do foi elaborada para atender uma
demanda do Estado, que apresenta corpos hidricos destinados ao abastecimento que sdo
vulneraveis a floragdes, eventualmente controladas com algicidas. Assim, o disposto nessa
Resolucdo visa, dentre outros objetivos, diminuir a possibilidade de efeitos nocivos das
cianotoxinas, tanto para biota quanto para a saude humana, uma vez que 0 sistema
convencional de tratamento de 4gua ndo remove de maneira eficiente esse tipo de composto.
(DURIGAN et al., 2012).

Diante dos desafios relacionados a manutencdo e melhoria da qualidade das &guas, a
Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo (CETESB), instituiu em 1974 um programa de
monitoramento da qualidade das &guas superficiais no estado de Sao Paulo, inicialmente com
47 pontos, a fim de subsidiar as acdes de politicas publicas e assegurar 0s menores prejuizos

possiveis a salde humana e & biota aquatica.

Em 2017, foram amostrados 461 pontos pela CETESB, sendo que em 64 pontos foram

levantados dados relativos a comunidade fitoplancténica e contagem de células de
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cianobactérias. Desses pontos, 24 estdo situados em rios e 40 em reservatorios, sendo 31 em

locais onde ocorre captacdo de &gua para abastecimento publico.

Dentre os pontos com monitoramento do fitoplancton foram verificados alguns onde héa
ocorréncia e mesmo dominancia do género Cylindrospermopsis, como por exemplo no brago
Rio Pequeno do reservatério Billings, no reservatorio Broa e no reservatorio ltupararanga.
Desses, 0 reservatorio ltupararanga se destaca por apresentar altas densidades de células de
cianobactérias, dominancia do referido género, por ser utilizado para as atividades de
recreacdo de contato primario e para captagdo de agua para abastecimento publico e por ter
um histérico de dados relevante na CETESB.

O reservatodrio Itupararanga, situado na bacia do Alto Sorocaba e Médio Tieté, fez parte de um
estudo desenvolvido pela CETESB no periodo de 1997 e 1998 de ‘“Atualizacdo e
Aperfeicoamento de Metodologias Analiticas”, cuja atividade foi o desenvolvimento de
indices bioldgicos para monitoramento de reservatérios, e teve como objetivo principal
estabelecer métodos e medidas de biomonitoramento de reservatdrios do Estado de Sao Paulo.
Nessa ocasido, esse corpo d'agua ja suscitou preocupacdo devido a dominadncia de
cianobactérias sobre os demais grupos da comunidade fitoplanctonica. Apesar de ter sido
quantificado o género Cylindrospermopsis, o reservatorio era dominado principalmente por
organismos da ordem Chroococcales. O monitoramento desse reservatorio na rede da
CETESB iniciou em 2002, sendo que, a partir de 2008, observou-se incremento das
densidades celulares de cianobactérias e dominancia do género Cylindrospermopsis. A
dominéncia de cianobactérias desse género, que até essa data havia sido intermitente, passou a
ser constante. Esse cenario foi crucial para a escolha desse corpo d"agua no desenvolvimento

do presente trabalho.

A imbricacdo dos fatos relatados, aliada a crises no abastecimento de &gua, provocadas por
periodos prolongados de seca e pelo aumento da demanda em funcdo do crescimento das
cidades, devera intensificar o interesse no desenvolvimento de cenarios de exposicdo a
cianotoxinas, que ja vem sendo demonstrado por alguns autores e agéncias ambientais
(CHORUS; BARTRAM,1999; CODD et al., 2005; WHO, 2008; OEHHA, 2009; CHURRO et
al., 2012; NHMRC, NRMMC, 2016).

Desse modo, a identificagdo dos perigos relacionados a presenca de cianobactérias e
cianotoxinas em um corpo d"agua e a elaboragdo de modelos de exposicéo, poderdo nortear 0s

estudos de avaliagdo de riscos (AR), ferramentas importantes no subsidio de processos
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decisorios (FREITAS, 2002), principalmente em situagdes que demandam uma priorizagao de
acOes de politicas publicas como, por exemplo, no planejamento de planos de contingéncias

para reservatdrios que sao utilizados em abastecimento publico.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Propor um modelo conceitual de exposicdo humana a saxitoxina e seus analogos para o
reservatorio Itupararanga, em funcdo das elevadas densidades de cianobactérias do género
Cylindrospermopsis nele detectados, considerando a ingestdo de &gua durante atividades de
recreacdo de contato primario e ingestdo de agua potével.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Apresentar a situacdo da qualidade da agua do reservatorio Itupararanga em termos de
densidades de células de cianobactérias, porcentagem de células de Cylindrospermopsis
em relacdo ao total de células de cianobactérias e as concentracbes de saxitoxina
encontradas no reservatorio Itupararanga, com base nos dados do “Programa de avaliacédo
da qualidade das aguas superficiais do estado de Sdo Paulo, operacdo e manutencdo das

redes de monitoramento da CETESB”.

2. Construir um cenario de exposicao a saxitoxina e analogos nesse reservatorio, considerando
a ingestdo de agua durante atividades de recreacdo de contato primario e ingestdo de agua
potavel, para nortear a construgdo do modelo conceitual de exposicdo para futuros estudos
de avaliacdo de risco.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CYLINDROSPERMOPSIS

O género Cylindrospermopsis pertence a ordem Nostocales, familia Aphanizomenonaceae
(KOMAREK et al., 2014). Apresenta dez espécies descritas com base em suas caracteristicas
morfolégicas (BUCH, 2009). O género é caracterizado por tricomas com células cilindricas
ou em forma de barril e com presenca facultativa de aer6topos (KOMAREK, 2013). Os
tricomas sdo solitarios, frequentemente atenuados numa ou em ambas as extremidades,
podendo ser retos, ligeiramente curvados, sigmoidalmente ondulados ou enrolados. Os
heterocitos® se desenvolvem na posicao terminal dos tricomas e os acinetos? sdo intercalares,
sendo a posigao e tamanho do acineto e as dimensdes do heterocito, ferramentas importantes
na identificacdo em nivel de espécie (MOORE et al., 2004).

A classificacdo de cianobactérias, segundo Komarek et al. (2014), levou em consideracdo ndo
apenas caracteristicas morfolégicas, mas também a posicdo dos tilacGides, andlises
filogenéticas baseadas em dados de sequéncias moleculares, extraidos a partir do genoma
referente a transcricdo de 31 proteinas conservadas, e imagens de microscopia eletrénica. No
caso do género Cylindrospermopsis, a classificacdo considerou na filogenia molecular,
sequéncia do gene 16S rRNA (KOMAREK, et al., 2014).

A espécie Cylindrospermopsis raciborskii apresenta extrema variacdo de suas caracteristicas
morfolégicas tanto no ambiente quanto em culturas de laborat6rio, o que levou a necessidade
de se realizar testes de similaridade, utilizando-se para isso a sequéncia génica 16S do rRNA
de tricomas com formas retas e espiraladas. Os resultados apontaram 99,8% de semelhanca.
Possivelmente essa plasticidade morfologica reflita a variacdo natural da populacéo, porém,
também é possivel que represente uma morfogénese ambiental induzida temporariamente sob
condigdes subotimas de crescimento ou reflita niveis de diferenciagdo de acordo com seu
estagio no ciclo de vida (SAKER, et al., 1999). No reservatorio ltupararanga, as células

formam tricomas retos (Figura 1).

! Heterocito - estrutura responséavel pela fixag&o de nitrogénio atmosférico.
2 Acinetos - célula diferenciada que se forma quando as condig8es ambientais néo estdo favoraveis a
sobrevivéncia do organismo



22

Figura 1- Fotos de organismos da espécie Cylindrospermopsis raciborskii. Reservatorio
Itupararanga. 2017. Microscopio invertido Zeiss. Aumento de 400x

Legenda: 1: Heterdcito terminal; 2: Célula; 3: Tricoma
Fonte: Luciana Haipek Mosolino Lerche. 2017

A espécie C. raciborskii foi descrita pela primeira vez por Woloszynska (1912), em Java,
Indonésia, a partir de amostras planctonicas coletadas de lagos entre os anos 1899 a 1900,
sendo identificada como Anabaena raciborskii, (BUCH, 2009). No Brasil, o primeiro relato
de sua ocorréncia foi realizado por Palmer (1969) no Lago Paranod em Brasilia, sendo
identificado na época como Aphanizomenon flos-aquae. (TUCCI; SANTANA, 2003).
Atualmente sua ocorréncia geogréafica abrange Australia, América do Sul, do Norte e Central
(Cuba), Africa, paises da Europa como Portugal, Alemanha, Hungria, Italia, Grécia e Sérvia,
tendo sido detectado também no Japdo (SINHA et al., 2012).

Seu crescimento, em geral, é favorecido quando a temperatura das aguas superficiais esta
acima de 25°C e quando a coluna d"agua apresenta estratificagdo térmica (McGREGOR
;FABBRO, 2000). Saker e Griffiths (2000), comprovaram isso em experimentos. Suas cepas

tiveram taxa maxima de crescimento entre 25 e 30°C.

Essa espécie apresenta varios mecanismos de adaptacdo que lhe conferem vantagens
competitivas sobre outras espécies do fitoplancton, como formacéo de acineto, tolerancia a
baixa disponibilidade de nutrientes como fésforo e nitrogénio gracas a capacidade de estocar
fosforo e de fixar nitrogénio atmosférico (SINHA et al., 2012), tolerncia a alteracdes
ambientais de temperatura, pH, luz, condutividade e alcalinidade (CARNEIRO et al., 2013),
boa resisténcia ao transporte e existéncia de ecotipos com diferentes tolerancias e preferéncias
ambientais (BONILLA et al., 2012). Também demostrou interferir negativamente no



23

crescimento de cianobactérias do género Microcystis, conforme experimentos realizados por
Mello et al. (2012).

Além disso, o género apresentou flexibilidade fisiologica, com capacidade de otimizar seu
crescimento ajustando a captacdo de fosfato durante as flutuagdes das condi¢des nutricionais
do ambiente, o que ajudaria a explicar seu sucesso em uma ampla variedade de ecossistemas
aquaticos (AMARAL et al.,, 2014). Também apresentou resisténcia a predacdo e boa
flutuabilidade, que permite sua migracdo diurna na coluna de agua, da zona eufotica para as
camadas mais profundas, de modo que consegue acessar regides mais ricas em nutrientes e
minimizar os possiveis prejuizos fisioldgicos em decorréncia de seu acimulo na superficie
(PADISAK, 1997).

Outra caracteristica interessante desses organismos, e que deve ser levada em consideracéo, é
que mesmo em elevadas concentracBes ndo ha alteracdo da coloragdo da agua, como
geralmente ocorre em floragdes de outros géneros, uma vez que apresenta baixa concentracdo
de clorofila a. Essa variavel, portanto, subestima a densidade de Cylindrospermopsis no
ambiente, dificultando a constatacdo de floragcbes (McGREGOR; FABBRO, 2000).

Os riscos a saude humana atribuidos a esse organismo sdo referentes a presenca de
lipopolissacarideos (LPS) em suas membranas, caracteristicas comum a todas cianobacteérias,
capazes de causar irritacdo e alergias ao contato primario e a sua capacidade de produzir o
amino&cido ndo-protéico B-N-metilamino-L-alanina (BMAA), a cilindrospermopsina (CYN)
e a saxitoxina (STX) e analogos (CHORUS; BARTRAM,1999; CARVALHO et al., 2013).
Além dessas cianotoxinas, ha indicios de que esse organismo também seja capaz de produzir
microcistina (MANTHOS et al., 2016).

A funcdo das cianotoxinas ndo foi completamente elucidada, mas sua producdo pode estar
relacionada a protecdo contra predacdo e ser um mecanismo de defesa contra exposicdo
quimica (RZYMSKI; PONIEDZIALEK, 2014), sendo influenciada também por fatores como
intensidade de luz e tempo de exposicdo, temperatura, salinidade e movimento da &gua,

competicdo por recursos e fase de crescimento (MEREL et al., 2013).

A variagédo das linhagens potencialmente toxicas esta possivelmente ligada a sua distribui¢éo
geografica, uma vez que linhagens australianas e tailandesas caracterizaram-se por
produzirem cilindrospermopsina, cepas brasileiras apresentaram a capacidade de produzir
saxitoxina (LAGOS, 1999, BERNARD et al. 2003; ZAJAC, 2006) e cilindrospermopsina
(BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2011), enquanto em linhagens francesas, portuguesas e



24

alemas foi encontrado outro metabdlito téxico ainda ndo identificado, mas com caracteristicas
semelhantes a cilindrospermopsina (BERNARD et al., 2003; FALCONER, 2005).

3.2 CIANOTOXINAS

As cianotoxinas que podem ser potencialmente produzidas por organismos do género
Cylindrospermopsis serdo abordadas a seguir separadamente, em funcdo de suas
importancias, da contextualizacdo de cada uma e de suas singularidades. No entanto, devido a
auséncia de informacdes especificas, algumas dessas cianotoxinas ndo serdo utilizadas no
contexto desse trabalho. A cianotoxina que serd utilizada no cenario de exposicdo é a

saxitoxina.

3.2.1 Lipopolissacarideos de membrana (LPS)

Os lipopolissacarideos, também conhecidos como endotoxinas, sdo estruturas da parede
celular tipicas de bactérias gram-negativas, sendo encontrados também em paredes celulares
de cianobactérias. Essas estruturas apresentam uma por¢do polissacaridica e uma porcdo
lipidica, permanecendo ancoradas na membrana externa da parede celular. Elas possuem
atividade imunoestimuladora e sdo essenciais para a sobrevivéncia das bactérias por

contribuirem para a estabilidade e integridade da membrana (GEMMA et al., 2016).

Em 2009, foi publicada a primeira estrutura de LPS de uma cianobactéria, sendo utilizado
nesse estudo cepas de Synechococcus. Apesar de ndo haver um consenso sobre uma estrutura
geral de LPS para todas as cianobactérias, foi a partir desse estudo que foi possivel verificar
que ha diferencas importantes na estrutura quimica dos polissacarideos presentes em

membrana de cianobactérias e de bactérias gram-negativas (GEMMA et al., 2016).

A revisdo realizada por Stewart et al. (2006a) sugeriu gue 0s riscos relacionados a exposicao
ao LPS provenientes de cianobactérias sdo controversos, podendo apresentar efeitos
biologicos diferentes. Sua atividade endotoxica varia de acordo com sua conformagéo
tridimensional e seus agregados multimetricos. Durai et al. (2015) discutiram, dentre outros
fatores, os possiveis efeitos do LPS em humanos, relatando que apesar deles serem

considerados toxinas irritantes devido as suas propriedades dermatotoxicas e inflamatorias,
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em cianobactérias, esses lipopolissacarideos sdo até 10 vezes menos toXicos que 0s presentes
nas bactérias Gram-negativas.

Um estudo realizado por Macagno et al. (2006) demonstrou que o LPS extraido de uma
cianobactéria filamentosa de agua doce, além de ndo induzir a producéo de citocina® também
apresentou um efeito antagénico ao LPS extraido de Escherichia coli em células humanas.
Uma revisdo sobre o tema, realizada por Gemma et al. (2016), conclui que, apesar de LPS de
cianobactérias ndo incitar reacdes imunes fortes e de existir LPS que apresente um efeito
protetor contra reagdes inflamatdrias induzidas por bactérias, ha a necessidade de mais
estudos sobre o LPS derivado de cianobactérias. O “The Guidelines for Managing Risks in
Recreational Water”, publicado em 2008 considera o0s riscos de exposi¢do recreacional aos

LPSs de cianobactérias, 0 menor dos perigos relacionados a esses organismos.

Desse modo, apesar de sua importancia em relacdo a exposicdo de recreacdo de contato
primario pela possibilidade de causar irritacbes dérmicas e da importancia em relacdo a
ingestdo de agua, devido a possibilidade da ocorréncia de processos inflamatorios no trato
digestorio, essa cianotoxina ndo serd considerada neste trabalho em virtude da
inespecificidade dos sintomas de intoxicacdo subagudas dificultarem o diagndstico
(GIANNUZZI et al.,, 2011), e desse modo subestimarem sua ocorréncia e estudos

epidemioldgicos.

Além disso também foram consideradas no impedimento de sua utilizacdo a possibilidade de
ser encontrada em bactérias gram-negativas, amplamente distribuidas no meio ambiente, o
fato dos efeitos a saide humana provocados por LPSs encontrados em cianobactérias ainda
serem controversos e de ndo ter sido encontrado trabalho especifico sobre LPS de

Cylindrospermopsis.

3.2.2 Aminoacido ndo-protéico B-N-metilamino-L-alanina (BMAA)

O aminoacido ndo-protéico 3-N-metilamino-L-alanina (BMAA) é uma neurotoxina associada
com a possivel causa de enfermidades neurodegenerativas, como esclerose aminiotréfica

lateral, mal de Parkinson e doenga de Alzheimer (COX et al., 2003).

? Citocina-mensageiros quimicos responséveis pela regulacéo do sistema imune.
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Essa substancia foi isolada originalmente de uma &arvore do género Cycas em 1967, em uma
ilha situada na porgdo ocidental do Oceano Pacifico, a ilha de Guam. Nessa ilha, havia uma
elevada incidéncia de doencas relacionadas a esclerose aminiotréfica lateral/Complexo de
deméncia Parksoniana, e esse fato foi relacionado ao consumo de Cycas e de morcegos, que
também se alimentavam dos frutos das Cycas, pelos indigenas da tribo Chamorro (COX et al.,
2003, ROSEN; HELLENAS, 2008, FAASSEN, 2014).

Com o aprimoramento das investigacdes, verificaram o crescimento simbibntico de
cianobactérias na raiz da referida arvore e descobriu-se que era a cianobactéria 0 organismo
responsavel pela producdo do BMAA (COX et al., 2003). Atualmente, também foi
demostrada a producdo de BMAA por organismos marinhos como diatomaceas plancténicas e
dinoflagelados. (FAASSEN, 2014).

O BMAA pode estar presente de forma livre no meio ambiente aquético ou associado a
proteinas enddgenas de animais que tiveram contato com essa toxina. Quando esse
aminoacido estd agregado a proteinas enddgenas, funciona como reservatorio e pode ser
passado atraves de niveis tréficos superiores de uma cadeia alimentar, aumentando sua
concentragdo nos organismos receptores a medida que avanga na cadeia. Fato comprovado
com a constatacdo das concentracdes de BMAA encontradas nos tecidos dos morcegos, que
foram 10.000 vezes maiores do que as produzidas pelas cianobactérias das raizes das Cycas.
(COX etal., 2003, JIANG et al., 2014).

Um aspecto importante da acdo dessa toxina é o seu longo periodo de laténcia, uma vez que
mesmo apds anos e até décadas da saida de pessoas de Guam, a incidéncia da doenca nessas
pessoas € quatro vezes maior do que no restante da populacdo mundial. Esse conceito de
neurotoxina de acédo lenta ndo tem precedente, ndo sendo conhecida nenhuma neurotoxina que
apresenta inicio significantemente tardio no desenvolvimento dos sintomas ap0s a exposicao.
A possivel explicacdo para esse periodo de laténcia seria a possibilidade do BMAA estar
conjugado as proteinas do corpo humano e ser liberado lentamente para os tecidos durante o
metabolismo proteico (MURCH et al., 2004).

De acordo com Faassen (2014), que fez uma revisdo e discussdo de artigos importantes
relacionados a deteccdo de BMAA em sistemas aquaticos, as concentracdes de BMAA
reportadas nesses sistemas variaram amplamente entre os estudos, devido principalmente a
diversidade de métodos utilizados, os quais também apresentavam diferencas nos limites de

deteccdo e quantificagdo, impedindo desse modo a comparacdo de resultados. Também foi



27

mencionada a impossibilidade de avaliacdo de estudos passados quanto a confiabilidade dos
dados obtidos e a existéncia do isdmero 2,4-diaminobutyric acid (2,4-DAB), que se ndo for

distinguido durante a anélise provocara alteracdo nos resultados.

O problema de deteccdo do BMAA também foi relatado no estudo de Rosén e Hellends
(2008), que desenvolveram um método usando cromatografia liquida acoplada a
espectrofotdbmetro de massa (LC-MS/MS) para deteccdo da referida substancia de maneira
direta, desse modo, minimizando o aparecimento de compostos semelhantes ao BMAA
durante o processo de derivacdo que poderiam elevar a deteccdo do produto nas amostras e
superestimar o resultado. Foram avaliadas amostras de Cycas e de cianobactérias do género
Spirulina de duas fontes diferentes, de uma floragdo que ocorreu no mar Baltico e de cepas
comerciais. Os resultados para detec¢do de BMAA da Cycas foi semelhante a outros estudos,
mas nas amostras de cianobactérias ndo foi confirmada a presenca do BMAA, o que contradiz
o estudo de Cox et al. (2005), que teria encontrado uma concentracéo entre 3 a 6.000 ug.g™
em 95% das amostras de cianobactérias investigadas, indicando que possivelmente, em

estudos anteriores, a concentracao dessa substancia foi superestimada.

Considerando as dificuldades relacionadas a quantificacdo dessa substancia, bem como de
comparacdo dos resultados, em funcdo de terem sido empregados métodos diversos em sua
deteccdo e quantificacdo, além da falta de estudos referentes a possivel producdo de BMAA

pelo género Cylindrospermopsis, esta cianotoxina néo foi considerada nesse trabalho.

3.2.3 Microcistina

A microcistina, heptapeptideo ciclico (peptideo formado por sete aminoacidos), foi isolada
pela primeira vez por Bishop e colaboradores em 1959, da cianobactéria do género
Microcystis (MOORE, 1996). Em 1988, em fungéo dessa toxina ter sido denominada fator de
morte, Carmichael e colaboradores, sugeriram que fosse adotada como nomenclatura oficial,
“microcistina” (CHORUS; BARTRAM, 1999).

Foram identificados aproximadamente 100 anadlogoss dessa cianotoxina (U.S.EPA, 2015a),
sendo que a variante mais frequentemente encontrada € caracterizada pela presenca de leucina
(L) e de arginina (R) nas posi¢des 2 e 4 da estrutura, conhecida como MCYST-LR ou MC-LR
(CHORUS; BARTRAM, 1999). Ela pode ser produzida por cianobactérias dos géneros
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Microcystis, Anabaena, Nodularia, Planktothrix, Fischerella, Nostoc, Oscillatoria e
Gloeotrichia (U.S.EPA, 2015a).

A microcistina € a mais comumente encontrada pelo mundo, sendo relativamente estavel no
ambiente por ser resistente a hidrolise em pH préximo ao neutro. A exposicdo a essa
substancia proveniente de fontes de 4gua potavel contaminada pode ocorrer através contato de
partes do corpo (cuténea) ou ingestdo (oral) de agua contaminada. Foram encontrados relatos
de agua tratada destinada ao abastecimento publico com microcistina dissolvida em diversas
partes do mundo como, por exemplo, nos Estados Unidos (U.S.EPA, 2015a) e no Egito
(MOHAMED et al., 2015), sendo que em algumas ocasides, a cianotoxina ultrapassou o valor

de 1 ug.L™ na 4gua potéavel.

Em relacéo a atividades recreativas, essa exposi¢do pode ocorrer por contato direto, inalacéo
e/lou ingestdo, sendo também encontrados relatos de pessoas expostas que sofreram
intoxicagoes (U.S.EPA, 2015a).

O mecanismo de toxicidade dessa cianotoxina é complexo. Gehringer (2004) fez uma revisao
sobre o tema e apontou o principal mecanismo de agéo e seus desdobramentos. A microcistina
é um potente inibidor das proteinas fosfatases Serina/Theorina (PP1 e PP2A), in vitro e in
Vvivo, esse recurso permite que a molécula de microcistina interaja com uma ampla diversidade
de moléculas intracelulares resultando em aumento dos processos de fosforilacdo das

proteinas regulatdrias das células.

Além disso, a inibicdo da proteina PP1 também pode provocar interferéncia em varios
processos celulares uma vez que ela esta associada a divisdo celular, apoptose, reorganizacdo
do citoesqueleto e regulacdo dos receptores de membrana. Ja a inibicdo da proteina PP2A
pode afetar, dentre outras funcdes, a proliferacdo e morte celular, a dindmica do citoesqueleto,

o controle do ciclo celular e a regulacdo de diversas vias de sinalizagéo (SHI, 2009).

Como consequéncia da exposicdo podem promover tumores, quando a exposi¢do ocorre em
baixas, mas continuas, concentracGes, e/ou promover o aumento de apoptose celular em
varios 0rgdos, quando a exposicdo se da em altas concentracdes. Os efeitos no figado,
considerado o 6rgéo alvo devido ao fato da citotoxicidade da microcistina ser mais acentuada
nos hepatdcitos (McDERMOTT et al., 1998), podem ser provenientes da apoptose de suas

células, induzida pela cianotoxina, ou por hipdxia derivada da obstrucdo do fluxo sanguineo
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para os tecidos hepéaticos em funcdo da degeneragdo dos vasos sanguineos do Orgédo
(GEHRINGER, 2004).

Os indicios da producdo dessa toxina pela espécie Cylindrospermopsis raciborskii foram
demonstrados por Manthos et al. (2010), que testaram oito cepas de cianobactérias da ordem
Nostocales provenientes de corpos d'agua da Grécia, para producdo de microcistina,
cilindrospermopsina, anatoxina-a, saxitoxina e nodularina pelo método de cromatografia
liquida com ionizacdo por eletrospray acoplado a espectrometria de massa. O resultado foi

positivo para presenca de microcistina na cepa de Cylindrospermopsis.

Outro indicio da producdo de microcistina pelo referido género foi observado no estudo
realizado por Otafio e Bogarin (2014), que também guantificaram microcistina em cultivos de
Cylindrospermopsis provenientes de Arroyo Yatay, um afluente do rio Uruguai, utilizando o
método ELISA. A referida cianotoxina s6 foi quantificada nos cultivos, em concentracdes
muito elevadas de células, acima de 5 milhdes de células por mL.

Embora essa cianotoxina seja importante em relacdo as exposi¢es de recreacdo de contato
primario e ingestdo de agua potavel, as evidéncias de producdo dessa cianotoxina pelo género
Cylindrospermopsis sdo escassas e desse modo, ndo foi contemplada nesse trabalho.

3.2.4 Cilindrospermopsina

A cilindrospermopsina (CYN) é um alcaléide com uma porg¢do guanidino funcional central
combinado com hidroximetiluracilo ligado a um triciclico esqueleto de carbono. Sua estrutura
quimica foi proposta pela primeira vez em 1992, por Ohtani e colaboradores. Essa cianotoxina
de peso molecular de 415 daltons, apresenta dois analogos, o 7-deoxicilindrospermopsina (7-
deoxy-CYN) e o 7-epicilindrospermopsina (7-epi-CYN) (NORRIS, 1999) e pode ser
produzida por cianobactérias dos géneros Cylindrospermopsis, Raphidiopsis, Aphanizomenon,
Dolichospermum (Anabaena), Umezakia, Lyngbya, Oscillatoria e Hormocilla (ZAJAC, 2006;
BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2014; RZYMSKI; PONIEDZIALEK, 2015.).

Existem diversos fatores que influenciam na concentracdo dessa toxina na agua, como
concentracdo do organismo produtor, forma de liberacdo pela célula, estabilidade e
degradacédo, sendo que sua liberacdo na &gua pode ser realizada por transporte ativo em
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células intactas sob condi¢des de estresse fisioldgico, ndo sendo necessaria a lise das células
para que essa toxina fique disponivel no meio ambiente (PREUREL et al., 2009).

A degradacdo da cilindrospermopsina em &guas de superficie € um processo complexo,
envolvendo muito fatores, como presenca de oxigénio, uma vez que condi¢des andxicas ndo
favorecem sua degradacdo (KLITZKE; FASTNER, 2012), presenca de bactérias, que acelera
a degradacdo bioldgica, e a presenca de pigmentos de algas, que acelera a degradacdo
fotoquimica da cilindrospermopsina. De modo geral, a meia vida dessa toxina na dgua pode
variar de 11 a 15 dias até 8 semanas (CHISWELL et al., 1999).

Considerando que concentracfes de CYN intra e extracelular dependem de multiplos fatores
ambientais, que ela pode se acumular na dgua ao longo do tempo e que sua producdo ndo
ocorre necessariamente sob condi¢cdes 6timas de crescimento dos organismos produtores, ndo
foi possivel relacionar densidades celulares de cianobactérias e concentragbes de CYN
(RZYMSKI; PONIEDZIALEK, 2014).

O interesse por essa cianotoxina foi despertado em 1979, quando ocorreu o primeiro caso de
intoxicacdo humana, na Australia. Na ocasido 148 pessoas foram hospitalizadas por
intoxicacdo (HAWKINS et al., 1985). No Brasil, os registros de sua ocorréncia foram
relatados no trabalho realizado por Azevedo et al. (2002), onde foram analisadas a resina e 0
carvdo do sistema de tratamento de agua de uma clinica de hemodiélise no municipio de
Caruaru, Pernambuco e por Bittencourt-Oliveira et al. (2011), em um trabalho que envolveu

trés reservatérios no Nordeste.

Os efeitos clinicos da exposicdo a cilindrospermopsina sdo febre, cefaleia, vomitos, diarreia
sanguinolenta, hepatomegalia e danos nos rins (U.S. EPA, 2015). Em relacdo aos efeitos
dérmicos, estudos realizados por Stewart et al. (2006 b) e por Torokne et al. (2001) em ratos,

demostraram positiva reagdo alérgica, e foi considerada moderada por Torkne et al. (2001).

Os sintomas primarios de sua acdo sdo a faléncia renal e hepatica, entretanto, também
apresenta acdo sobre o trato intestinal, sistemas vasculares e musculares, glandula adrenal,
pulmdes, além de promover efeitos genotdxicos, carcinogénicos e mutagénicos (HUMPAGE
et al., 2000, BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2014, U.S. EPA, 2015). Houve evidéncia de
efeitos sobre as células vermelhas do sangue de ratos durante exame microscopico, revelando
a presenga de globulos vermelhos com superficies alteradas em vez da sua forma normal

bicdncava-disco. A remocéo dessas celulas anormais pelo bago aumenta tanto o peso do bago
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quanto a bilirrubina no soro, e estimula a hematopoiese (REISNER et al., 2004; U.S. EPA,
2015).

Estudos realizados por Chong et al. (2002), com hepatécitos de ratos indicaram que a
cilindrospermopsina adentra nas células por duas maneiras: pelo sistema de transporte
envolvendo &cidos biliares e por simples difusdo passiva, uma vez que a molécula apresenta
baixo peso molecular. A segunda via é mais importante que a primeira por permitir entrada
continua da CYN.

Um dos mecanismos de acdo da CYN é o bloqueio irreversivel da sintese de proteinas com
diminuicdo da glutationa (GSH) que protege as células contra o estresse oxidativo
(RUNNEGAR et al., 1995). O outro mecanismo de acao envolve fragmentacdo do DNA e/ou
perda de cromossomos inteiros durante a andfase devido a mé formacgéo dos microtubulos
(HUMPAGE et al., 2000).

Apesar da importancia em relacdo a salde humana devido aos inimeros problemas que
podem ser desencadeados em fungéo da exposicdo a essa cianotoxina, esta substancia néo foi
considerada no estudo devido a inexisténcia de dados de monitoramento e de n&o ter sido
constatada sua producdo em trabalhos realizados com cepas do estado de Sdo Paulo (ZAJAC,
2006; RISSETI, 2012; SCHAKER, 2012).

3.2.5 Saxitoxina e analogos

A saxitoxina (STX) pertence a um vasto grupo de alcaldides com propriedades neurotdxicas
conhecidos como PSTs (paralitic shellfish toxin). As intoxicacdes severas e ocasionalmente
fatais provocadas por toxinas do tipo PST sdo denominadas PSPs (paralitic shellfish
poisoning) (WIESE, 2010).

As PSTs sdo moléculas triciclicas compostas basicamente por uma tetrahidropurina e dois
grupos guanidinicos (AMORIM, 2007; WIESE, 2010), podendo ser ndo sulfatadas
(saxitoxinas - STX), mono sulfatadas (goniautoxinas - GTX) ou duplamente sulfatadas
(toxinas C). Ha& também as decarbamoil e suas variantes (CHORUS; BARTRAM, 1999). A
referida molécula apresenta cinco grupos quimicos (R1 a R5) que podem variar conforme

representado na figura 2.
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Figura 2 - Estrutura basica da saxitoxina e grupos quimicos variantes dos analogos da
saxitoxina

. Grupos quimicos varidveis
Toxina

R1 R2 R3 R4 R5
STX H H H CONH2 OH
neo STX OH H H CONH2 OH
GTX1 OH H 0S03~ | CONH2 OH
Rq/ﬁ GTX2 H H 0S03~ | CONH2 OH
GTX3 H 0S03~ H CONH2 OH
GTX4 OH 0S03- H CONH2 OH
GTX5 H H H CONHSO371 OH
GTX6 OH H H ICONHSO37 OH
13 C1 H H 0S0O3~ |CONHSO31 OH
HoN'# c2 H 0503" H [CONHsOs] OH
Cc3 OH H 0S03~ [CONHSO31 OH
c4 OH 0S03~ H CONHSO31 OH
dcSTX H H H H OH
dcneoSTX| OH H H H OH
dcGTX1 OH H 0S03- H OH
dcGTX2 H H 0S03~ H OH
dcGTX3 H 0S03~ H H OH
dcGTX4 OH 0S03~ H H OH

Zetekitoxina

LWTX1 H 0S03~ H COCHs3 H
LWTX2 H 0S03~ H COCHs3 OH
LWTX3 H H 0S03~ | COCH3 OH

LWTX4 H H H H H
LWTX5 H H H COCHs3 OH

LWTX6 H H H COCHs3 H

Legenda: STX - Saxitoxina; GTX - Gonialtoxina; C - toxina C; neoSTX - neo saxitoxina; dcSTX - decarbamoilsaxitoxina;
LWTX - toxina de Lyngbya wollei.

Fonte: CHORUS e BARTRAM (1999), AMORIM (2007), SCARDALA et al. (2016), MEREL, et al. (2013) e Oshima*
(1995, apud Hallegraeff et al., 2004 p. 192 ).

De modo geral, sdo estaveis quimicamente e sollveis em agua, podendo ser degradadas em
condigdes alcalinas fortes. Em temperatura de 25°C, a meia vida para degradacdo de
diferentes tipos de saxitoxina variou de 9 dias a mais de 3 meses (JONES; NEGRI, 1997). A
saxitoxina (peso molecular de 299) é a variante mais estavel em condic6es acidas (pH de 3 a
4), podendo ser armazenada a 5 °C durante anos sem perder sua toxicidade (INDRACENA,;
GILL, 2000; WIESE, 2010).

Ao todo ja foram descobertos 57 analogos das PSTs (WIESE, 2010), portanto, para fins de
monitoramento, quando é utilizado a Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para
deteccdo dessas substancias, usa-se a expressao equivalente de STX (STX-eq) (BOTANA et
al., 2010).

* Oshima, Y. Post-column derivatization liquid chromatographic method for paralytic shellfish toxins. 1995 In:
HALLEGRAEF G.M.; ANDERSON, D.M.; CEMBELLA, A. D. Manual on Harmful Marine Microalgae.
UNESCO. (I0C manuals and Guides, 33), pp. 81-94.
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As PSTs estdo amplamente distribuidas pelo mundo e podem ser produzidas por alguns
organismos marinhos como dinoflagelados dos géneros Alexandrium, Gymnodinium e
Pyrodinium, e por cianobactérias planctonicas de aguas doces dos géneros
Cylindrospermopsis (LAGOS et al., 1999), Dolichospermum (VELZEBOER et al., 2000),
Aphanizomenon (BALLOT et al.,, 2010), Planktothrix (POMATI et al., 2000) e Lyngbya
(ONODERA et al., 1997).

Esses compostos podem ser encontrados dentro das células dos organismos produtores,
livremente na coluna d"agua ou se acumular nos tecidos de invertebrados filtradores como
mariscos, moluscos e crustaceos sem lhes causar dano aparente. Tal caracteristica possibilita a
esses filtradores servirem como vetor da toxina, transmitindo-a para niveis tréficos superiores
(WIESE, 2010).

Essa toxina foi isolada pela primeira vez em 1957 por Schantz e colaboradores
(MARTINELLI, 1986). Eles utilizaram o bivalve marinho Saxidomus gigangteus, encontrado
na costa oeste dos EUA, onde também foram observados dinoflagelados que provocavam o
fendmeno denominado “maré vermelha” (CHORUS; BARTRAM, 1999; WIESE, 2010).
Entretanto, sua estrutura quimica s6 foi completamente elucidada em 1975, por dois grupos
independentes (WIESE, 2010).

No Brasil, o primeiro registro da producdo de PST por organismos da espécie
Cylindrospermopsis raciborskii foi realizado por Lagos et al. (1999). Na ocasido, foram
isoladas trés cepas, uma delas proveniente de uma amostragem realizada em uma fazenda,
situada no municipio de Amparo (SP), onde havia sido registrada uma ocorréncia de floracao
de Cylindrospermopsis e duas cepas provenientes de amostras do reservatorio Billings,
coletadas para o programa de monitoramento da qualidade de &guas interiores da CETESB e
que, durante a realizacdo de bioensaios com ratos, evidenciaram reacfes toxicoldgicas

semelhantes as causadas por PSTs.

Sua biossintese e regulacdo foram diretamente relacionados a presenca do grupo de genes stx,
uma vez que, sem 0S genes necessarios para sua biossintese, ndo ha producdo de toxina.
(PEARSON et al., 2016).

Quanto & producdo de saxitoxina, estudos em laboratério com cepas de C. raciborskii
realizados por Stucken, et al. (2014) demostraram que producdo de saxitoxina foi dependente

da fase de crescimento e afetada negativamente pela privacdo de nitrogénio. A transcricdo dos
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genes responsaveis pela expressao das toxinas diminuiu nas primeiras horas de privacao de N,
porém voltou a crescer com o passar do tempo devido a capacidade de fixacdo de nitrogénio
dos organismos, porém, a niveis mais baixos do que sob condi¢bes favoraveis de nitrogénio

no ambiente.

Além de sua ocorréncia natural, as PSTs também podem ser biotransformadas em compostos
que ndo podem ser produzidos diretamente por cianobactérias ou dinoflagelados, podendo
ocorrer a conversao de uma PST menos tdxica para um analogo mais toxico ou o contrario,
conversdo de uma mais toxica para uma menos toxica. Essas biotransformacbes podem
ocorrer no interior de moluscos bivalves filtradores, por degradacdo bacteriana, através de
processos de tratamento bioativos ou atraves do metabolismo celular (WIESE, 2010).

O primeiro relato de intoxicacdo por PST ocorreu no século XVIII. O capitdo do veleiro
“Discovery”, George Vancouver, apresentou sintomas caracteristicos de PSP e foi a 6bito
apos ter ingerido marisco quando navegava por uma area conhecida, atualmente, por British
Columbia (MAGALHAES, 2015).

O mecanismo de acdo da saxitoxina e suas variantes baseia-se no bloqueio dos canais i6nicos
de sodio das membranas axonais das células nervosas, evitando a geracao e propagacdo dos
impulsos nervosos (KAO, et al., 1983) e bloqueando os canais de célcio e potassio em células
cardiacas, impedindo a propagacéo da acdo muscular (SU et al., 2004).

A distribuicdo e excrecdo da saxitoxina e suas variantes em seres humanos foi demonstrada
através de estudos realizados por Llewellyn et al. (2002) com fluidos corporais, contetido
intestinal e tecidos obtidos post-mortem de uma vitima fatal de intoxicacdo por PST apds
ingestdo de caranguejo. Os resultados da autopsia confirmaram que a distribuicdo da toxina
pelo organismo é feita através da corrente sanguinea, tendo sido encontrada PST no figado e
em maior quantidade na urina, confirmando os resultados de outras pesquisas, como as de
Gessner et al., 1997, que demostraram que a principal via de excre¢do das PSTs ocorre pela
urina. Nesse estudo também foi sugerido que a meia vida da toxina sérica é de menos de 10
horas, com base em observacGes de pessoas intoxicadas por consumo de marisco

contaminado.

Os efeitos clinicos de intoxicacdo sdo variados e a maioria das informagGes foram
provenientes da ingestdo de mariscos contaminados: paralisias, asfixia, nausea,

adormecimento da boca e extremidades, fraqueza muscular, dentre outros. Em caso de
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intoxicacdo letal, quando o efeito é agudo, a morte pode ocorrer de 2 a 12 horas apos a
exposicdo, ja em casos ndo fatais, a intoxicacdo pode ocorrer em um periodo de 1 a 6 dias
apos a exposicdo (GESSNER et al., 1997, FITZGERALD et al., 1999; HARDY, 2011;
FARRER et al., 2015).

Efeitos cronicos como a possibilidade de causar danos genotoxicos, foram demostrados por
Costa et al., 2012, em ensaios realizados com o peixe marinho da espécie Diplodus sargus. Os
testes consistiram de aplicagdes intraperitoneais de aproximadamente 1,60 pg STXeq kg ?,
extraidas de culturas de células do dinoflagelado Gymnodinium catenatum, e posterior analise
dos eritrocitos dos organismos sacrificados apds 2 e 6 dias da exposigdo. O teste para
frequéncia de anormalidade nuclear de eritrocito (ENA), realizado através de visualizacao das
células coradas e ampliada 1.000 vezes, evidenciou aumento significativo de lesGes nucleares
(caracterizada pela formacdo de microndcleos e de anormalidades nucleares como nicleos em
forma de rim, lobados e segmentados) ap6s os dois periodos de exposi¢do, indicando
atividade clatogénica/aneugénica. Também se observou que a frequéncia das anormalidades
(ENA) foi mantida significativamente alta nos organismos expostos até o sexto dia,
independentemente do fato de ter ocorrido diminuigdo dos niveis de dcSTX no figado do dia 2
para o dia 6, e da hipdtese de eliminacéo dos outros grupos de PSTs entre o segundo e 0 sexto
dia.

Os efeitos teratogénicos foram visualizados em ensaios realizados com exposi¢éo de embrides
de Zebrafish (Danio rerio) a diferentes concentragdes de saxitoxina purificada (10, 50, 100, e
500 pg.L™). Os resultados demostraram que a 500 pg.L™, 34% dos embrides tratados
apresentaram malformacdes, sendo essas visiveis ap0s 6 dias de desenvolvimento, levando a

um aumento de aproximadamente 40% na mortalidade (OBEREMM et al., 1999).

Além dos efeitos citados acima, ha os que ainda estdo sendo explorados, como efeitos sobre o
sistema nervoso central. O estudo conduzido por Diehl et al. (2016), sugere que a exposi¢do
prolongada a STX pode acarretar em efeitos amnésicos sobre a memdria e diminuir o
processo de aprendizagem. Nesse estudo, 0s ratos beberam &gua contaminada com
Cylindrospermopsis por 30 dias. Essa agua foi preparada de modo a apresentar concentracoes
de equivalente de STX nas proporcdes 3 e 9 pg. L™, sendo que a ingestdo de cada rato testado
foi de 0,24 ou 0,72 pg de equivalente de STX por dia. Esses animais foram submetidos a
diversos testes e o0s resultados demostraram que ndo houve efeito motor ou ansiolitico, mas
sim alteracBes cognitivas relacionadas @ meméria no grupo tratado com 9 pg. L™. O grupo

tratado com 3 pg. L™ ndo apresentou alteracdes significativas.
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Tais resultados podem ser corroborados pelos estudos realizados por Cervantes Cianca et al.
(2007) em ratos macho administrados com injecdes intraperitoneais de STX, nas proporgoes
de 5 e 10 pg por kg de peso corpoéreo, e sacrificados apds 30, 60 e 120 minutos (para dose de
5 ng. kg™t de STX) e 30 minutos (para dose de 10 pg. kg™ de STX), que demostraram que a
STX € capaz de atravessar a barreira hematoencefalica, sendo encontrada em todo o cérebro
em pg/mg de tecido cerebral. Apesar de ter sido encontrada em todo o cérebro, sua
distribuicéo foi heterogénea. De modo geral, os tecidos que tiveram maiores concentracfes de

STX foram o hipotalamo e cortex frontal.

Os estudos de toxicidade relativos a obtencdo de valores da dose letal 50 (LDsy — Lethal
Dose), que é a dose que provoca a morte de 50% dos animais testados ap6s um periodo de

observacao, variaram conforme a forma de administracao e a idade dos animais testados.

Estudos realizados por Wiberg e Stephenson (1960), com camundongos albinos demostraram
que os valores de LDsy variaram de acordo com as rotas de exposicdo (tabela 1). Eles
concluiram que a taxa de absorcao interfere na toxicidade e a rota oral apresentou-se menos

toxica devido a incompleta ou tardia absorcéo pelo intestino.

Tabela 1 - Valores de LDs, de pg PSP. kg™ de peso corporal de camundongos albinos, de

acordo com as rotas de exposi¢éo

Via de exposicao LDso de pg PSP. kg™ de peso corporal
Intravenoso 3,4(3,2-3,6)
Intraperitonial 10 (9,7 - 10,5)

Oral 263 (251 - 267)

Fonte: Adaptado de WIBERG; STEPHENSON (1960)

Ja os estudos realizados por Watts et al. (1996) obtiveram o LDsy para ratos em diferentes
idades, sendo eles recém-nascidos com 24 horas de vida, desmamados com 21 dias e jovens e
adultos com 60 a 70 dias de vida (tabela 2). Os dados mostram maior efeito toxico em recém-
nascidos devido, provavelmente, a maior taxa de absor¢do nesses animais e ao menor

desenvolvimento do estdmago quando comparado com animais mais velhos.
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Tabela 2 - Valores de LDsy de pg PSP. kg™ de peso corporal de administracdo oral ou

intraperitoneal em ratos de acordo com a idade

LDso (1g PSP. kg™ de peso corporal)

Idade

Oral Intraperitonial
Recém-nascidos (24 horas) 64 (51 - 80) 5,5 (4,7 - 6,5)
Em fase de desmame (21 dias) 270 (204 - 356) 8,3 (7,7-9,0)
Adultos (60-70 dias) 531 (490 - 576) 10 (8,5-11.8)

Fonte: Watt et al. (1996)

Devido & complexidade da saxitoxina e suas variantes e do fato de apresentarem efeitos

toxicos semelhantes, € comum, nessas condicdes, a utilizacdo de um valor que define uma

poténcia relativa da toxicidade de cada composto em relacdo a um composto toxico de

referéncia, representando assim a toxicidade total de uma amostra. (BOTANA et al., 2010).

Nesse contexto, em julho de 2006, a Comissdo Europeia solicitou a Agéncia Europeia de

Seguranca Alimentar (EFSA), um parecer avaliando limites para a saide humana e métodos

de analise para varias biotoxinas marinhas, incluindo a saxitoxina. Esse documento foi

publicado em 2009 e dentre diversas constatagdes e conclusdes, foram propostos Fatores

Téxicos Equivalente para as saxitoxina e suas variantes, discriminados no quadro 1.

Quadro 1 - Fatores Toxicos Equivalente para a saxitoxina e suas variantes

Saxitoxinas e equivalente

Fator Toxico Equivalente

STX 1
Neo-STX 1
GTX1 1
GTX2 0,4
GTX3 0,6
GTX4 0,7
GTX5 0,1
GTX6 0,1
C2 0,1
C4 0,1
dc-STX 1
dc-neo-STX 0,4
dc-GTX2 0,2
dc-GTX3 0,4
11-hydroxy-STX 0,3

Fonte: EFSA, 20092

Legenda: STX - Saxitoxina; GTX - Gonialtoxina; C - toxina C; neoSTX- neo saxitoxina; dcSTX - decarbamoilsaxitoxina.
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Cabe ressaltar que, além dos diferentes graus de toxicidade apresentados pelos diversos
analogos da saxitoxina, o nivel de intoxicacdo, em humanos, também varia de acordo com a
sensibilidade. Foram reportados casos de consumo de 300 pg sem efeitos tdxicos e casos com
esta mesma concentracdo que foram fatais (FUNARI; TESTAI, 2008).

Essa cianotoxina foi considerada no presente estudo, pois além dos dados de monitoramento
disponibilizados pela CETESB demostrarem a deteccdo de saxitoxina no reservatorio
Itupararanga, ha registro na literatura de que as cepas brasileiras possuem o0s genes
responsaveis por sua producdo (RISSETI, 2012) e esses genes estdo sendo expressos tanto
para a produgdo de saxitoxina como também para seus analogos (LAGOS et al., 1999;
RISSETI, 2012).

3.3 DIRETRIZES PARA AGUA TRATADA E AGUA DE RECREACAO DE
CONTATO PRIMARIO PARA SAXITOXINAS

Os valores diretrizes sdo importantes na fase de avaliacdo de risco, que apesar de ndo ter sido

contemplada nesse trabalho, precisa ser contextualizada.

A anélise de risco consiste em basicamente de trés etapas, avalia¢do, gestdo e comunicacéo de
risco (GERBA et al., 2000). A avaliacdo de riscos, por sua vez, é constituida de 4 etapas 1)
identificacdo de perigo; 2) avaliacdo da relacdo dose-resposta; 3) avaliacdo de exposicéo; e 4)
caracterizacdo de riscos (FREITAS, 2002). Neste contexto, 0 modelo conceitual proposto €

um elemento importante no direcionamento de uma avaliacao de risco.

Os valores utilizados como diretrizes para adgua potavel e agua de recreacdo de contato
priméario, sdo baseados em estudos epidemioldgicos de toxicidade de onde sdo derivadas
doses de referéncia (RfDs - Reference Dose) ou ingestBes diarias toleraveis (TDIs - Tolerable
Daily Intake). Ambos representam uma dose "segura™ para os seres humanos, abaixo da qual
nenhum efeito téxico é esperado (OHIO, 2013). Os valores, de modo geral, sdo expressos em
miligramas por quilograma de peso corporal por dia (mg.kg-dia™). No caso da saxitoxina,
esse valor é expresso em micrograma por quilograma de peso corporal por dia (pg.kg-dia™)

em funcéo de sua quantificacdo geralmente ocorrer nessa ordem de grandeza.

Tanto RfDs como TDIs incluem fatores de seguranca que variam de 3 a 3000 (OHIO, 2013) e

sdo utilizados para suprir incertezas referentes a falta de informacgdes, sendo geralmente
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utilizado o valor de 10 para cada incerteza (U.S.EPA, 2012a). As incertezas para aplicacdo

desses fatores referem-se a:

Variagdo na sensibilidade entre os membros da populacdo humana (variabilidade inter-

humana ou intraespécie);
Extrapolacdo de dados de animais para humanos (variabilidade interespécies);

Extrapolagdo de dados obtidos em um estudo com exposicdo abaixo da vida util a
exposicdo ao longo da vida (extrapolacéo de exposicao subcronica a cronica);

Extrapolagdo no uso de um valor de nivel de efeito adverso mais baixo observado (LOAEL
- Lowest Observed Adverse Effect Level) em vez de um valor onde ndo sdo observados
efeitos adversos (NOAEL -No Observed Adverse Effect Level); e

Extrapolacdo de dados de animais quando a base de dados esta incompleta.

Os valores de RfD e TDIs séo derivados para explicar os diferentes periodos de exposicao as

toxinas, incluindo uma exposicdo aguda, uma exposicdo de curto prazo, uma exposicdo

subcrénica e uma exposicdo cronica (ou para toda a vida). Nem todas as toxinas tém todos os

tipos de exposicao avaliados (OHIO, 2013).

As exposic¢des podem ser definidas como:

Exposicdo aguda: exposi¢ao unica com duragdo de no méximo um dia;
Exposicdo de curto prazo: exposicao repetida por mais de 24 horas, até 30 dias;

Exposicdo subcrbnica: exposicdo repetida por mais de 30 dias, até aproximadamente 10%

do tempo de vida em humanos;

Exposicdo cronica: exposicdo repetida por mais de aproximadamente 10% do tempo de

vida em humanos.

As definicdes de exposicbes foram obtidas da lista de catalogo de vocabulario da Agéncia de
Protecdo Americana (U.S.EPA. 2011).
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3.3.1 Diretrizes para Agua Tratada

Fitzgerald e colaboradores, reconhecendo a importancia dos valores de alerta de
cianobactérias e cianotoxinas, para autoridades responsaveis pela satde e pelo monitoramento
da 4gua, publicaram em 1999, um artigo descrevendo o desenvolvimento de niveis de alerta
para diversas cianobactérias e cianotoxinas de particular interesse no sul da Australia. Dentre
as cianotoxinas descritas, a saxitoxina foi a que necessitou de uma analise mais profunda, uma
vez que os niveis de alerta até entdo propostos estavam voltados para 0 consumo de mariscos
contaminados e ndo havia evidéncias de efeitos na salde humana causados diretamente pela

exposicao a agua contendo cianobactérias produtoras de saxitoxina.

Desse modo, foi realizada uma revisdo dos dados disponiveis sobre intoxicacdo humana
relacionada a referida toxina e foi constatada uma ampla variabilidade de susceptibilidade.
Diante disso, foi assumido como LOAEL, o valor de 124 ug de saxitoxina, ja que, na época,

ndo foi possivel obter o NOAEL dessa cianotoxina.

Esse valor de LOAEL foi obtido de um estudo publicado em 1955 por Tennant e
colaboradores. Nesse estudo foram comparadas informagdes obtidas de um caso de
intoxicagdo que ocorreu em 1954 em Metis Beach, no Canada, com as informagfes da época
referentes a toxicidade de amostras de mariscos coletadas no mesmo local. Os valores de
toxicidade foram expressos em “unidade de camundongo” (mouse unit — MU®). Na ocasi#o,
sete pessoas de uma mesma familia sofreram intoxicacdes apds consumir mariscos, sendo que
duas foram a ébito. No referido caso, duas pessoas do sexo feminino, uma com 27 e outra
com 12 anos de idade, consumiram a menor dose ndo fatal, correspondente a
aproximadamente 650 MU. Considerando que cada “mouse unit” corresponde a valores de
0,18 a 0,19 g de toxina e que para o calculo da dose média de toxina ingerida, utilizou-se o
valor de 0,19 pg, o resultado obtido foi de aproximadamente 124 ug. O valor do LOAEL foi
obtido pela diviséo da concentracdo da toxina ingerida com o peso assumido para o caso, 60

kg, resultando em 2,06 pg kg™.

® “Mouse unit” é a quantidade de toxina necessaria para levar um camundongo de 20 g a 6bito em 15 minutos
através de injecdo intraperitoneal. (HORWITZ, 1980 — apud LLEWELLYN e ENDEAN,1989)
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Os valores utilizados no célculo do valor guia foram discriminados no quadro 2.

Quadro 2 - Variaveis utilizadas para o calculo do valor guia de saxitoxina para agua tratada

Variaveis Valor
Fator de incerteza (UF) 10
LOAEL (124 g /60kg) 2,06 ug kg™
Peso corporal médio de um australiano 70 kg
Consumo de agua por dia 2L
P (proporgdo de ingestdo de STX, atribuida para a agua) 0,5

Fonte: Fitzgerald et al. (1999).

O fator de incerteza 10 foi utilizado em funcéo da abordagem padrdo para calculo de valores
guias que utilizam o LOAEL ao invés do NOAEL. Né&o foi utilizado um fator de incerteza
entre espécies, pois o valor assumido refere-se a toxicidade em humanos e a proporcao de
ingestdo de saxitoxina (P) atribuida para a agua foi estabelecida em 50% (0,5), considerando
que a populacdo pode ingerir as cianotoxinas através do consumo de agua e por meio do
consumo de alimento contaminado (FITZGERALD et al., 1999). A férmula do célculo foi

discriminada na equacao 5.

NOAEL ou LOAEL x Peso corporal (kg) xP = 2,06 x70x05 = 3,6 ug.L™ (5)
UF x Volume diario consumido (L) 10x 2

Para facilitar a utilizacdo do dado, o valor guia proposto para saxitoxinas em &gua de

consumo humano foi de 3 pg.L™.

Entretanto é importante salientar que os valores diretrizes para agua destinada ao consumo
humano variam para diferentes locais, conforme exemplificado no quadro 3. Essas varia¢fes
ocorrem em funcdo da utilizacdo de diferentes valores de pesos corporais e taxa de consumo

de agua, que sdo diferentes para adultos e criancas e podem variar de um pais para outro.
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Quadro 3 - Valores de referéncia para cianotoxinas para agua destinada ao abastecimento
publico de acordo com dois estados dos EUA, Australia e Nova Zelandia

Estado Valores de referéncia para Saxitoxina em agua de abastecimento
publico

Ohio * 0,3 pug.L™ - Criancas menores de 6 anos e populacio sensivel.
1,6 pg.L™* - Criancas com 6 anos e maiores e adultos.

Oregon** 0,3 pg.L™ - Criancas menores de 5 anos.
1,6 pg.L™ - Criancas maiores de 5 anos e adultos.

Australia*** 3pug Lt

Nova Zelandia*** | 3 pg.L™*

Fonte:* .Ohio.EPA, 2017
<http://epa.ohio.gov/Portals/28/documents/habs/2017_PWS_HAB_Response_Strategy 5-15-17-FINAL.pdf>
acesso em:07.05.17.

**Adaptado de <https://www.epa.gov/nutrient-policy-data/guidelines-and-recommendations#what3> acesso em:
07.05.17.

*** CHORUS, 2012.

3.3.2 Diretrizes para agua de recreagdo

Eventos de mortandade de cdes e a falta de critérios federais para exposi¢do as cianotoxinas
em agua de recreacdo levaram as autoridades de Saude de Oregon (OHA - Oregon Health
Authority) a desenvolverem valores orientadores para as quatro cianotoxinas mais comuns na
regido (anatoxina-a, cilindrospermopsina, microcistina e saxitoxina). Esses valores foram
baseados em dados do programa de monitoramento, sendo calculados especificamente para
cada tipo de exposicdo: agua tratada para consumo humano e exposicdo recreacional de
humanos e cédes (FARRER et al., 2015).

A ingestdo diaria toleravel (TDI) para saxitoxina foi calculado com base na dose de referéncia
aguda (ARfD) de 0,5 pg STX-eq.kg™.dia’, baseado em dados da EFSA (2009a). A essa
concentragdo aplicou-se um valor de 10 como fator de incerteza para limitagdes de base de
dados e obteve-se um valor de 0,05 pg.kg™.dia®. Ndo foram aplicados fatores para
variabilidade entre espécies, pois os estudos foram baseados em casos humanos, nem para
variabilidade individual, uma vez que o estudo da EFSA abrangeu a populagédo em geral
(FARRER et al., 2015).

A dose de referéncia aguda de 0,5 pg STX-eq.kg™.dia™ foi estimada com base em estudos de
relatos de intoxicagdes em seres humanos, que permitiram estabelecer a menor dose na qual

um efeito é observado (LOAEL) de 1,5 ug STX-eq.kg™ por peso corporal. Considerando que
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muitos individuos ndo sofreram reacfes adversas em doses mais altas e que seria necessario
um valor que abrangesse individuos sensiveis foi proposto a divisdo do LOAEL por um fator
de 3 para deslocar o referido LOAEL e, desse modo, obter-se 0 NOAEL de 0,5 pg STX-
eq.kg™ de peso corporal (EFSA, 2009a).

Para peso corporal, a OHA utilizou um valor restritivo baseado em criangas de 4 a 6 anos
assumindo-se um valor de 20 kg. Essa faixa etaria foi considerada, partindo-se do principio
que apenas criancas a partir dos 4 anos teriam maior probabilidade de uma exposicdo, por
meio de contato primario, igual ou superior a 2 h por dia. Para contribuicdo relativa da fonte
(CRF) foi estipulado o valor de 1 (assumindo que 100% da ingestdo de cianotoxina por um
individuo seria através ingestdo de agua). A taxa de ingestdo para uso recreativo considerou
que, se uma crianca pode nadar até 2 h em agua contaminada e caso ela ingira 0,05 litros por
hora de natacdo (conforme manual de orientacdo de avaliacdo de salde publica da Agéncia
Estadunidense para Substancias Toxicas e Registro de Doencas (ATSDR), o valor final seria
de 0,1 litros por dia (FARRER et al., 2015).

Os valores utilizados na obten¢do do valor guia para agua recreacional, baseados nos valores
de Ohio, foram dispostos no quadro 4.

Quadro 4 - Valores das variaveis utilizadas no célculo do valor guia para saxitoxina em

relacdo a ingestdo de agua recreacional

Taxa de ingestdo diaria toleravel - TDI Saxitoxina: 0,05ug STX-eq.kg™.dia™
Peso corporal — PC (Kg) 20

Contribuigdo relativa da fonte - CRF 1

Taxa de ingestdo - IR (L.dia™) 0,1

Fonte: FARRER et al., 2015

A equacdo geral para calculo do valor guia e os calculos referentes a concentracdo de
saxitoxina, utilizados pelas autoridades de saude de Oregon, em aguas destinadas a recreacao

de contato primario foram discriminados nas equac@es 6 e 7, respectivamente.

Valor guia = Taxa de ingestdo de toxina diaria x Peso corporal x CRF (6)
Taxa de ingestdo de agua

005x20x1 = 10pg.L™(7)
0,1
Entretanto, esses valores podem mudar significantemente de acordo com os valores

assumidos nas variaveis que sdo consideradas no calculo, bem como quais variaveis serdo
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utilizadas. Por exemplo, o departamento de Saude do Estado de Washington determinou um

valor de 75 pg.L™ para saxitoxina (Equacées 9 e 10).

Valor guia = Dose de referéncia x Peso corporal (9)
Taxa de ingestao de agua

05x15 = 75pug.L™ (10)
0,1

Considerando:

Dose de referéncia aguda: 0,5ug STX-eq.kg™.dia™
Peso corporal de crianga: 15 kg
Taxa de ingestdo de 4gua: 0,05L/h, assumindo 2h.dia® = 0,1 L.dia™.

Ohio, por sua vez, apresenta dois valores de alerta para saxitoxina em &gua destinada a
recreacdo de contato primario, sendo considerado como valor elevado de alerta, 3 pg.L™ e
valor de alerta, 0,8 pg.L™ (OHIO.EPA, 2016).

3.4 METODOS PARA REMOCAO DE CIANOTOXINAS DAS AGUAS PARA
CONSUMO HUMANO

Considerando a importancia da exposi¢do oral de cianotoxinas por consumo de agua potavel e
que a remocao dessas substancias da agua é um processo complexo, envolvendo a retirada das
toxinas intra e extracelulares, sendo que a retirada de células de cianobactérias intactas pode
ser realizada durante o tratamento convencional (coagulacdo, floculacdo, sedimentacdo e
filtracdo), mas que esse processo € ineficiente para toxina dissolvida na agua (FREITAS,
2007; DURIGAN et al., 2012), o conhecimento de novas técnicas e a aplicacdo delas de
maneira conjunta pode contribuir significantemente para a reducdo da exposicdo da

populacéo.

Também se faz necessario a utilizagdo com cautela de algicidas como o sulfato de cobre,
utilizado com frequéncia para controlar floragdes, bem como o uso de 0zénio na &gua bruta
que serd tratada para abastecimento publico, devido ao risco de lise das células com liberacdo
de cianotoxinas na agua. Vislumbrando esse risco, o § 6° do Art. 40, do anexo XX, da
Portaria de Consolidagdo n° 5/2017, veta “o uso de algicidas para o controle do crescimento

de microalgas e cianobactérias no manancial de abastecimento ou qualquer intervencéo que
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provoque a lise das células”, sendo também abordado seu uso no guia: Cyanobacteria and
Cyanotoxins: Information for Drinking Water Systems, da U.S. EPA, (2014).

Da mesma forma, o pré-tratamento de oxidacao deve ser avaliado, pois seu sucesso depende
do oxidante, da dose e das espécies de cianobactérias presentes na dgua (U.S. EPA, 2014). A
utilizacdo de oxidantes no processo de tratamento para &gua de abastecimento requer alguns
cuidados, pois, esses produtos ndo devem, de preferéncia, deixar residuos ou subprodutos
toxicos, ndo podem permanecer na dgua apos o termino do tratamento, devem ser eficientes,
ter um custo acessivel e ser facilmente manuseaveis. Assim, os oxidantes que melhor
preenchem os requisitos supracitados sdo: ar ou oxigénio, 0zonio, perdxido de hidrogénio,

permanganato de potassio, cloro ou hipocloritos e dioxido de cloro (FREITAS, 2007).

Um dos processos que tém se apresentado bastante eficaz na degradacéo de cianotoxinas séo
0S processos oxidativos avancados do tipo Fenton, que podem ter sua eficiéncia aumentada
guando se incorpora radiacdo (ultravioleta ou visivel), caracterizando os processos foto-
Fenton. Nesse tipo de processo, oxidantes como ozonio e peroxido de hidrogénio séo
irradiados com luz ultravioleta ou visivel na presenca de catalizadores (ions metalicos ou
semicondutores) para formar o radical hidroxila, que possui alto poder de reducdo sendo

capaz de oxidar uma grande diversidade de compostos organicos (NOGUEIRA et al., 2007).

Porém, esses processos geralmente sdo aplicados em escala de bancada e os inconvenientes
observados foram: estudos em bancadas sdo mais faceis de controlar, a quantidade utilizada é
geralmente muito inferior aos sistemas de tratamento para abastecimento e, no caso desses
processos, ao se utilizar como reagentes o sulfato ferroso e o peréxido de hidrogénio, gera-se
outro inconveniente. O perdxido de hidrogénio, apesar de ser toxico, degrada-se rapidamente,
mas o ferro continua no sistema e precisaria ser removido do produto final para ndo causar

outro tipo de impacto, o langcamento de ferro no ambiente (DURIGAN et al., 2012).

Microfiltracdo e ultrafiltracdo sdo altamente efetivos na remocdo de células intactas de
cianobactérias, entretanto, para remocdo de cianotoxinas dissolvidas os tratamentos mais
comuns englobam a utilizacdo de carvdo ativado, membrana filtrante e inativagdo quimica
com ultravioleta, desinfetantes e oxidantes (U.S. EPA, 2014). Os processos de tratamento
mais utilizados e suas respectivas eficiéncias foram discriminados no quadro 5, baseado em
U.S. EPA. 2014 e Di Bernardo et al., 2010. As demais fontes que complementam a tabela

foram discriminadas individualmente.
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Quadro 5 - Processo de remocéo de cianotoxinas e respectivas eficiéncias (continua)

Processo de
Tratamento

Eficiéncia

Remocéo de cianotoxinas intracelulares (células intactas)

Pré-tratamento
com oxidacao

Oxidacdo frequentemente lisa as células de cianobactérias liberando a
cianotoxina para a agua. Se a oxidacdo for necessaria para atender outros
objetivos, considerar o uso de doses mais baixas de um oxidante menos
agressivo como o permanganato de potassio. Se for necesséria a utilizagdo de
doses mais elevadas, utilizar doses suficientes para também destruir toxinas
totais presentes.

Coagulacdo, Eficaz na remocdo de toxinas intracelulares quando as células acumuladas no
Sedimentacdo e | lodo séo isoladas e ndo voltam para a agua, que pode ser separada do lodo e
Filtracdo devolvida para o sistema de tratamento.

Membranas Os dados de estudos sdo limitados. Assume-se que as membranas sdo eficazes
para a remogao de cianotoxinas intracelulares. Microfiltragédo e ultrafiltragdo
sdo eficazes quando as células ndo se acumulam sobre elas por longos
periodos de tempo.

Flotacao Flotacdo com ar dissolvido é eficaz para a remocdo de cianotoxinas
intracelulares, uma vez que a maioria das cianobactérias potencialmente
produtoras de toxina flutuam.

Remocao de cianotoxinas extracelular (dissolvida)
Membranas Depende do material, a distribuicdo de tamanho dos poros e da qualidade da

agua. Estudos realizados por Branddo e Amorim (2012) demostraram que a
remocdo de trés variantes da saxitoxina (STX, neo-STX e dC-STX) extraidas
de Cylindrospermopsis raciborskii por nanofiltracdo em membranas de
poliamida e acetato de celulose, foi diferente para cada variante e dependeu do
tempo de contato com as membranas. Também se verificou que o pH pode
influenciar na remocdo de neo-STX, mas ndo a remocao de STX e dC-STX. E
que apesar da saxitoxina ter peso molecular semelhante ao R-estradiol a
remocao da Neo-STX foi diferente quando se compara a remocao das duas
substancias, sugerindo que ha outros fatores além do tamanho da molécula,
que interferem na remocdo, como por exemplo a natureza da toxina
(hidrofilica ou hidrofébica).

Cloraminas

Néo efetivo
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Quadro 5 - Processo de remogéo de cianotoxinas e respectivas eficiéncias (fim)

Processo de

Eficiéncia

Né&o efetivo em doses usadas no tratamento de dgua para abastecimento.

Sua efetividade depende da dosagem, do pH, do tempo de contato e da selegcédo
do ponto de aplicacdo, pré ou pos-oxidacdo (VERONEZI, et al. 2009). Eficaz
para oxidar cianotoxinas extracelulares, quando o pH for inferior a 8. (EPA,
2014). Estudos de Nicholson et al. (2003) demostraram que a degradacgéo de
saxitoxinas ndo é linear com o aumento do pH e a remocdo mais significativa
ocorre com pH de 7,4 para saxitoxinas e de 8,8 para goniautoxinas. A remocao
de mais de 90% das cianotoxinas testadas ocorreu com pH de 9,0 e cloro
residual livre de 0,5 mg/L ap6s 30 minutos de tempo de contato. Avaliacéo
realizada por Veronezi et al. (2009) demonstrou que em 30 ou 60 minutos 0s
resultados para remocéo de 15,80 (+ 0,20 pg.L™) de saxitoxina a um pH de (6,3
+ 0,2), com dosagens de 0,9; 1,2 e 1,5 variaram de aproximadamente 60% a
80%. Quanto a cilindrospermopsina, Merel et al. (2010) estudaram os efeitos do
cloro sobre essa toxina e constataram a diminui¢do da sua concentracdo e a
transformac&o desta em mais trés subprodutos. Também constataram que apds a
cloracdo houve decréscimo da toxicidade. Eles concluem que serdo necessarios
novos estudos para confirmar a diminuicdo da toxicidade apos a cloracdo em
outras linhagens celulares e aprimorar o entendimento da transformacdo
quimica da cianotoxina.

Eficaz mas em doses impraticavelmente altas.

Tratamento
Didxido de
cloro
Cloracao
Radiacdo UV
Carvéao

Ativado em pé
(CAP)

Eficécia varia muito dependendo do tipo, do tamanho dos poros e da quantidade
de matéria orgénica (compete com 0s sitios ativos). Os carvdes derivados de
madeira sdo geralmente os mais eficazes na adsorcdo microcistina. Ndo € tdo
eficaz na adsorcdo de compostos de saxitoxina. Doses superiores a 20 mg/L
podem ser necessarias para a remoc¢do completa das toxinas dissolvidas (EPA,
2014). Estudo realizado por Veronezi et al. (2009), confirmaram que, de modo
geral, os CAPs de madeira sdao mais eficientes na remocdo de cianotoxinas. No
caso, foram testados CAPs de madeira, 0sso e mineral para remocdo de
saxitoxina (concentracao inicial de 24,8 pg/L), e o CAP de maneira removeu,
em média, 58% da saxitoxina.

Ferrato de
Potassio

Sal de ferro que atua como oxidante em toda a escala de pH, sendo o0s
contaminantes de efluentes liquidos removidos em segundos ou minutos. Tem
se mostrado bastante eficaz na decomposicdo de cianotoxinas. O problema é o
ferro residual acima de 0,2mg/L.

Fonte: Adaptado de U.S. EPA. (2014) e Di Bernardo et al. (2010). As demais fontes que complementam a tabela
foram discriminadas individualmente.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AREA DE ESTUDO

Reservatdrio Itupararanga

O reservatorio ltupararanga situa-se a sudoeste da Regido Metropolitana de Sdo Paulo, com
clima caracterizado por verdo chuvoso e inverno seco (FRASCARELI, et al., 2015). O corpo
d"agua estd inserido na Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos — UGRHI 10,
23°36°/47°23°, bacia do Alto Sorocaba e Médio Tieté (PEDRAZZI et al., 2014). E formado
pelos rios Sorocabacu, Sorocamirim e Una e a area de sua bacia de drenagem possui 929 km?
abrangendo os municipios de Aluminio, Cotia, Ibilna, Mairinque, Piedade, S& Roque,
Vargem Grande Paulista e VVotorantim. A area do referido reservatorio é de 29,9 km?, sua
profundidade média de 7,8 m e tempo de residéncia médio anual de 250 dias (FRASCARELI,
et al., 2015). Esse corpo d"agua possui volume (til de 286 x 10° de m? (TANIWAKI, 2012). A
figura 3 é uma imagem aérea ilustrando o reservatorio do ltupararanga e a figura 4 séo fotos

tiradas da barragem.

Figura 3 - Imagem aérea do reservatorio Itupararanga com demarcacao




49

Figura 4 - Fotos da barragem do reservatorio Itupararanga

Fonte: Luciana Haipek Mosolino Lerche. 2017.

Esse reservatorio comegou a ser construido em 1912 pela empresa Sdo Paulo Eletric
Company (Light) para a geracdo de energia elétrica (PEDRAZZI et al., 2014). Em 1998, com
o objetivo de proteger o corpo d’agua e sua biodiversidade, foi criada a Lei Estadual n°
10.100, que definiu a area de seu entorno como Area de Protecio Ambiental (APA), sendo
entdo regulamentada pela Lei Estadual n°® 11.579/2003 (FRASCARELLI, et al., 2015).

Atividades de Recreacéo

Os municipios que englobam o referido reservatorio, sdo os de Aluminio, Cotia, Ibilna,
Mairinque, Piedade, S8o Roque, Vargem Grande Paulista e VVotorantim. Ha& clubes nauticos
em suas margens além de prainhas municipais (TRIPADVISOR LLC, [20167]). Apenas a

prainha do Escritorio, recebe 4.000 pessoas nos finais de semana de verdo (IBIUNA, 2011).

Abastecimento PUblico

Atualmente a agua proveniente do reservatorio ltupararanga é utilizada para abastecimento
publico nos municipios de Sorocaba e Votorantim. As empresas fornecedoras de agua potavel

e respectivos locais de captacdo foram dispostos no quadro 6.
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Quadro 6 - Municipios que utilizam &gua do reservatorio Itupararanga para abastecimento,
empresas fornecedoras de dgua potavel, locais de captacdo e Referéncia de informacGes

Municipio | Fornecedor Captacéo Referéncia
de 4gua
Sorocaba Servico Reservatorios do | http://saaesorocaba.com.br/site/?page_id=178,

Auténomo de | Clemente/ltuparar | 18.08.2016
Agua e Esgoto | anga
(SAAE)
Votorantim | Concessionari | Res. ltupararanga | http://www.grupoaguasdobrasil.com.br/aguas-

a Aguas de |e um poco | votorantim/agua-e-esgoto/eta/ >acesso em 05.06.2017
Votorantim tubular.

O municipio de Sorocaba ndo é banhado pelo reservatério Itupararanga, mas é abastecido por
ele. A empresa Servico Autdnomo de Agua e Esgoto (SAAE) é responsavel pela captacio,
tratamento e distribuicdo de dgua nesse municipio, que abastece 85% da populacdo com agua
proveniente dos reservatorios do Clemente/ltupararanga e Ipaneminha, 10% com agua
captada no cérrego Piragibu-Mirim e 5% nos 23 pocos tubulares profundos distribuidos pela
cidade (SAAE, [2018?]a). Durante a visita realizada na ETA Cerrado do SAAE, foi
informado que o reservatdrio Ipaneminha apenas complementa a captacdo da agua em
periodos de maior demanda, mas a principal fonte de agua é do reservatorio Clemente (figura
5), que recebe agua do ltupararanga. Antes de ser distribuida a populagéo, a 4gua passa pelo
processo convencional de tratamento que consiste em pré-desinfeccdo, fluoretacdo;

coagulacao e floculacédo; decantacdo; correcdo de pH e filtragem. (SAAE, [2018?]b).

Figura 5 — Imagem de satélite com a localizacéo do reservatdrio Clemente

Google edfth

Fonte: GOOGLE EARTH, (2017)
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No municipio de Mairinque a captacdo de dgua para abastecimento publico é realizada nos
mananciais Fiscal e Carvalhal e em 18 pogos de captacdo de dgua subterranea. De acordo com
SANEAQUA ([20177?]) o reservatorio Fiscal seria um braco do reservatorio Itupararanga,
porém, o Fiscal € um dos formadores do reservatorio Itupararanga e nao exatamente o brago

do ltupararanga (figura 6).

Figura 6 — Imagem de satélite da aérea do local de captacdo de agua de Mairinque, no

reservatorio Fiscal

\SAN EAQUA

-
Image © 2018 DigitalGlobe N

Ny~ s Google earth

Data da: /2017 lat -23.584900° lon =47.236146° elev. 848 m altitude do ponto de visao 1.58 km

/.
Fonte: GOOGLE EARTH, (2017)

O municipio Votorantim ¢é abastecido pela empresa Aguas de Votorantim, formada pelos
acionistas: Grupo Aguas do Brasil e Sistema de Gestdo Ambiental. Essa empresa administra
quatro estacGes de tratamento de agua: ETA Central que atende 75.542 habitantes, ETA
Votex que atende 6.786 habitantes, ETA Votocel que atende 17.975 habitantes e ETA Novo
mundo que atende 11.684 habitantes, além de um poco tubular que atende 268 habitantes
(AGUAS DE VOTORANTIM, [2017?]). Considerando que 0,2% da populacdo é atendida
por 4gua proveniente de poco tubular, e que o restante 99,8% € atendida pelas ETAS, optou-se

por considerar 100% da populacdo como abastecida pelo reservatoério.

A populacdo estimada que recebe agua do reservatorio Itupararanga é de 640.843 habitantes.

Essa estimativa baseou-se na soma dos seguintes valores:

e 521.985 habitantes: esse valor corresponde a 85% da populacgéo estimada para 2016 no
municipio de Sorocaba, 652.481 habitantes.
(https://cidades.ibge.gov.br/v4/brasil/sp/sorocaba/panorama, acesso em 15.06.17).
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e 118.858 habitantes: esse valor corresponde a 100% da populacéo estimada em 2016 no
municipio de Votorantim

(https://cidades.ibge.gov.br/v4/brasil/sp/votorantim/panorama, acesso em 15.06.17).

Monitoramento CETESB

O reservatorio Itupararanga faz parte da rede de monitoramento de qualidade das aguas
interiores do Estado de S&o Paulo da Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo -
CETESB, orgédo vinculado a Secretaria do Meio Ambiente do Estado de S&o Paulo. Seu
monitoramento, em relacdo a composicdo da comunidade fitoplanctonica e densidade de
células de cianobactérias, teve inicio em 2002, no ponto situado préximo a barragem (SOIT
02900). Nessa epoca foram realizadas apenas duas amostragens, para fins de avaliagdo prévia
do local.

A CETESB possui dois pontos de monitoramento de balneabilidade, onde séo realizadas
amostragens semanais com analises que envolvem variaveis bacterioldgicas, e dois pontos
para monitoramentos da rede bésica, um situado proximo da barragem e outro no corpo
central, que envolvem andlises quimicas, fisicas, bacteriolégicas e hidrobioldgicas, com

amostragens realizadas quatro vezes ao ano.

No presente estudo foram utilizados apenas os dados referentes ao ponto proximo da
barragem, na estrada que liga IbiGna a Votorantim, Latitude: 23°36742"e Longitude:
47°23'52”" (SOIT 02900), conforme ilustrado na figura 7, que mostra a localizacdo do
reservatorio e do ponto de coleta. A selecdo do ponto foi feita em funcdo da elevada
ocorréncia, frequéncia e densidade de organismos do género Cylindrospermopsis, e do fato de

estar préximo ao local onde ocorre a captacdo de dgua para abastecimento publico.
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Figura 7 — Localizacéo do reservatorio Itupararanga na UGRHI 10 — Sorocaba e Médio Tieté
e do ponto de coleta de onde foram utilizados os dados. SOIT 02900

SOIT 02900

VOTORANTIM

e (O
Itupararanga 3 IBIONA Sor,
Lo ) hin,

BOFETE ¢,

LEGENDA: C.L. Midaglia

@ PRINCIPAIS CIDADES

®) SEDE MUNICIPAL
— LIMITE DE UGRHI CURSO D'AGUA

Fonte: Carmen Midaglia. 2018

=-= LIMITE INTERESTADUAL ©  PONTO de MONITORAMENTO em ESTUDO

4.2 AMOSTRAGEM E TRANSPORTE

As amostragens de agua foram realizadas de acordo com o Guia Nacional de Coleta e
Preservacdo de Amostras de Agua, Sedimento, Comunidades Aquaéticas e Efluentes Liquidos
(BRANDAO et al., 2011), pela Divisdo de Amostragens da CETESB, em periodos
considerados chuvosos e de temperaturas mais elevadas (janeiro e novembro) e em periodos
considerados secos e geralmente com temperaturas mais amenas (maio e julho) totalizando
quatro amostragens anuais. O periodo do estudo compreendeu 2015 e 2016, totalizando oito

amostras.

Para as andlises quantitativas de identificacdo e contagem de células de cianobactérias, e
quantificacdo de saxitoxina equivalente foram realizadas amostragens na sub-superficie do
corpo d’agua, com balde de aluminio. As amostras foram armazenadas em frasco de vidro
ambar de 1 L de capacidade, com amostra preenchendo aproximadamente ¥ da capacidade do

frasco.
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O transporte ocorreu sob refrigeragdo (4°C a 10°C) em caixas térmicas com gelo até o

laboratério em prazo inferior a 24 horas.

4.3 PROCEDIMENTO ANALITICO

Cianobactérias

A metodologia para a analise de identificacdo e contagem de cianobactérias baseou-se em:
Utermoéhl (1958), Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA —
AWWA — WEF, 2012) Secdo 10200 A, B, C, D, E e F, na Norma Técnica CETESB L5.303
(2012) e Chorus & Bartram (1999).

Em laboratério, um volume de 5 mL da amostra era transferido a uma camara de Utermohl
para observacdo sob luz de epifluorescéncia para a diferenciacdo entre as cianobactérias e
bactérias. A segunda etapa constou da preservacao de, aproximadamente, 100 mL da amostra
com cerca de 0,5 mL de lugol-acético, que foi acondicionada em frasco ambar e

armazenamento em local escuro para posterior analise.

A andlise foi realizada transferindo-se uma aliquota da amostra para camaras de sedimentagao
de Utermohl, que permaneceram em repouso em uma camara Umida para a sedimentacdo dos
organismos. Apds o periodo de sedimentacdo, minimo de 1 hora por mm de altura da camara
(APHA, 2006), as mesmas foram analisadas em microscopio invertido Zeiss, sob 0 aumento
de 400X e com o auxilio do reticulo de Whipple, aferido com régua micrométrica calibrada,
em transectos, garantindo desta forma precisdo dos resultados. A quantidade de células de
cianobactérias contabilizada foi multiplicada pelo fator de concentracdo (Férmula 1) e desse
modo convertida em concentracdo por unidade de volume da amostra e o resultado expresso
em numero de células de por mililitro (mL) (CETESB, 2012).

Formula 1

Onde:

F = Fator de concentracéo

A = area da camara de Utermonhl
a" = area de um transecto

V = volume da cdmara (mL)
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A identificacdo de géneros e espécies levou em consideragdo caracteristicas morfoldgicas
como dimensdes e formato de tricomas, células e acinetos, quando presentes. Foram
consultados os autores: KOMAREK e ANAGNOSTIDIS (1989, 1998, 2005),
KOMARKOVA-LEGNEROVA e CRONBERG (1994), SANT’ ANNA et al. (2006),
KOMAREK (2013) e artigos cientificos pertinentes na area de taxonomia.

Total de Saxitoxinas e analogos

Para deteccdo do total de saxitoxina e analogos, que inclui a por¢do que se encontra livre na
agua e a que ainda permanece dentro das células, a amostra de &gua foi congelada e
descongelada por trés vezes e depois foi submetida a ultrassom (50 Hz por 15 minutos) em

banho de gelo, para que ocorresse a lise das células.

A andlise foi realizada pelo meétodo imunoenzimatico de ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) — método de competicdo com antigeno marcado — utilizando o Kit,
Saxitoxin (PSP) ELISA Kit (Microtiter plate format, 96T) PN 52255B, da empresa
ABRAXIS. Nesse tipo de ensaio as microplacas sensibilizadas com anticorpo especifico séo
incubadas com a amostra e com o conjugado antigeno-enzima (foto 2). Apo6s o periodo de
reacdo em que ocorre a competicdo da amostra e do conjugado pelos sitios de ligagdo com o
antigeno, foi realizada a lavagem para retirada dos reagentes ndo aderidos a microplaca e
adicionou-se o substrato especifico para enzima. A reacdo enzimatica foi interrompida e fez-
se leitura a 450 nm em espectrofotdmetro para microplacas. Nesse ensaio a relacdo entre a
concentracdo do antigeno na amostra e no controle (padrdo de toxina fornecida pelos kits com
concentra¢do conhecida) € inversamente proporcional. Os kits de microplacas para teste de
ELISA (Figura 8) empregados nesse estudo fornecem padrdes da saxitoxina e equivalente
totais a ser detectada em diferentes concentracfes para construcdo da curva dose-resposta
(curva de calibracdo). Desta forma, por meio da interpolagdo da curva de calibracdo foi
possivel calcular a concentracdo de saxitoxina e equivalente presente na amostra. Os
resultados foram expressos em pg. STX eq. L™ (micrograma de equivalente de saxitoxina por

litro) e o limite de quantificacdo do método foi 0,02 ug. STX eq. L™
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Figura 8 — Foto de microplaca com amostras sensibilizadas com anticorpo especifico para

saxitoxina
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Fonte: Luciana Haipek Mosolino Lerche, CETESB. 2017.

A sensibilidade do kit variou de acordo com a reatividade do antigeno/anticorpo relativa as

variantes da SXT (Quadro 7).

Quadro 7 — Porcentagem de reatividade da saxitoxina e variantes do kit ELISA da empresa

ABRAXIS
Saxitoxinas e variantes Reatividade
Saxitoxina (STX) 100 %
Decarbamoil STX 29%
GTX2e3 23%
GTX-5B 23%
Sulfo GTX 1e2 2.0%
Decarmaboil GTX 2 e 3 1.4%
Neo STX 1.3%
Decarmaboil Neo STX 0.6%
GTX1le4 <0,2%

4.4 LEVANTAMENTO DE DADOS

O levantamento referente aos resultados das concentracdes totais de celulas de cianobactérias

e de células do género Cylindrospermopsis foram obtidos a partir das fichas de leitura

utilizadas nas analises realizadas no programa de avaliagdo da qualidade das &guas
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superficiais do estado de Sdo Paulo, operacdo e manutencdo das redes de monitoramento da
CETESB. Os resultados de saxitoxina e seu andlogos foram compilados do Relatério de
Qualidade das Aguas Superficiais no Estado de Sdo Paulo da CETESB, Parte 1, Aguas Doces
dos anos de 2015 e 2016.

4.5 VARIAVEIS DO MODELO CONCEITUAL DE EXPOSICAO E CALCULO DA
TAXA DE INGESTAO

As variaveis utilizadas na composi¢cdo do modelo conceitual de exposi¢éo para o reservatorio
Itupararanga foram discriminadas separadamente em funcdo de suas peculiaridades. Por
exemplo, para a via de exposicdo foi elaborada uma justificativa em relagdo ao contexto do
trabalho, ja em relacdo a concentracfes de saxitoxinas e populacdo exposta foi informado de

onde os valores foram extraidos.

O cenério de exposicdo construido para esse estudo servird para estimar a ingestdo diaria
cronica (IDC), que representa a quantidade de saxitoxina que ingressa nos organismos dos
individuos (criancas e adultos) expostos pelo consumo de agua potavel e ingestdo de agua
durante a atividade de recreacdo. Esse IDC é expresso em pg STX eq. kg™ de peso corpéreo

por dia.

4.5.1 Concentracdo de equivalente de saxitoxina

Os dados de equivalente de saxitoxina utilizados no modelo conceitual foram obtidos no
monitoramento da CETESB de 2015 e 2016, sendo que o valor minimo encontrado foi de

0,04 ug. equivalente STX eq. L™ e o valor maximo, 0,37 ug. equivalente STX eq. L™.

4.5.2 Via de exposicéo

De modo geral, as exposi¢cdes as cianobactérias e suas toxinas podem ocorrer de diversas
maneiras, porém, nesse trabalho foram consideradas apenas ingestdo de agua potavel e

ingestdo de &gua acidental durante atividade de recreagdo de contato primario.
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Apesar da exposicdo de recreacdo de contato primario envolver outras vias de exposic¢éo,
como a dérmica e a inalacdo, essas ndo foram consideradas em decorréncia da dificuldade de
se mensurar 0s inumeros fatores que incidem sobre a absorcdo de qualquer substancia. Por
exemplo, a inalacdo depende da fisiologia e resisténcia da mucosa nasal, que variam de
acordo com a idade, a temperatura ambiental, processos inflamatorios, ingestdo de alcool,
prética de exercicios, dentre outros (FONSECA et al. 2006).

4.5.3 Populagéo exposta

Para a elaboracdo de um cenario de exposicdo assumiu-se como populacdo exposta criancas
de até 5 anos e adultos com idade igual ou maior de 21 anos até 70 anos, uma vez que adultos
e criancas apresentam sensibilidades diferentes. Nesse cenério foi considerada uma condicéo

extrema em que ndo ha remocdo de saxitoxina e analogos na estacao de tratamento de agua.

Esse reservatorio ainda € utilizado como area de lazer para recreacdo por contato primario,

sendo estimadas taxas de ingestdo de dgua para criancas e para adultos, por dia de atividade.
4.5.4 Taxa de ingestdo de agua
Agua potavel

A obtencdo das taxas de consumo de agua potavel foi baseada em estudo realizado pela
USDA (United States Department of Agriculture) no periodo de 1994 a 1996 e em 1998, por
meio de entrevistas realizadas com mais de 20.000 individuos, distribuidos em 50 Estados e
no Distrito de Columbia, em dois dias ndo consecutivos. Dessas entrevistas foram obtidos
dados sobre ingestdo de agua de consumo e desse modo foi possivel estimar, por faixa etéria,
a média e percentis 90 e 95 da distribuicdo da ingestdo diaria média per capita de agua em
mL/pessoa/dia e, entdo se estimou a ingestdo diaria média por peso (mL/kg/dia) (KAHN e
STRALKA, 2009). Essas estimativas foram multiplicadas pela média ponderada do peso
corporal no Estado de Sdo Paulo (IBGE, 2008), para fornecer as estimativas de média e
percentil 90 para ingestdo diaria de agua por pessoa (ml/dia). Com base nesses parametros,
uma distribuicdo lognormal foi ajustada para cada faixa etaria: criangas menores de 5 anos e
adultos maiores de 21 anos. Esses dados foram utilizados por SATO et al. (2013), para avaliar
o risco de infecgdo por Giardia e Cryptosporidium em agua potavel da rede publica no estado

de Sé&o Paulo, com ingestdo média de agua e desvio padrdo (DP) de 0,44L/dia (DP 0,92L/dia)
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para criangas menores de 5 anos e de 1,5L/dia (DP 0,80 L/dia) para adultos maiores de 21

anos.

N&o estdo disponiveis dados das concentracdes de saxitoxina na adgua captada e tratada do
reservatorio de Itupararanga, assim para o cenario avaliado foi considerado que ndo ocorre

remoc&o das cianotoxinas no processo de tratamento convencional da &gua.
Agua para recreagio

Para taxa de ingestdo de agua durante a atividade de recreacdo de contato primario foram
utilizados dados do estudo de DUFOUR et al. (2006), que envolveu a participacdo de 53
individuos, classificados como ndo adultos (menores de 18 anos) e adultos (maiores de 18
anos), que nadaram em piscina durante 45 minutos. A ingestdo de &gua entre individuos ndo
adultos variou de 0 a 154 mL, sendo que 97% ingeriram 90 mL ou menos. Ja os adultos
ingeriram de 0 a 53 mL de agua. Os valores médios foram de 37 mL e 16 mL para criancas e
adultos, respectivamente. Transformando esses valores em mL por hora obtivemos os
seguintes valores: 49 mL.h™ e 21 mL.h™. Assumindo 2 horas por dia de natacio (FARRER,
et. al., 2015), obteremos taxas de ingestdo de 98 mL (0,098L) para criangas e 42 mL (0,042L)

para adultos, por dia de atividade.
4.5.5 Frequéncia e duracdo da exposi¢do

Para consumo de agua potavel assumiu-se como frequéncia de exposi¢do 365 dias por ano
para adultos e criancas. J& a duracdo da exposicdo, assumiu-se a idade de 5 anos para criancas

e 70 anos para adultos.

Para a frequéncia de exposicdo em agua de recreacdo de contato primario foi assumida uma
distribuicéo triangular, onde foram considerados trés valores (em dias) de exposi¢do. O maior
valor assumido foi de 115 dias, o valor médio (considerado o mais provavel) foi de 42 dias e
o valor minimo foi de 6 dias. Todos esses valores foram calculados com base no calendario de
2016.

Para a obtencdo do maior valor para recreacdo (115 dias) considerou-se a quantidade, em dias,
de sabados, domingos e feriados (sem considerar as emendas) que foram: 53 sabados, 52

domingos e 10 feriados.
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Para o valor mais provavel (42 dias) considerou-se que atividades de recreagdo sdo
preferencialmente exercidas durante os dias de verdo (agradaveis termicamente para o tipo de
atividade), excluiram-se da contagem os meses de maio a agosto, pois costumam apresentar
temperaturas mais baixas. Desse modo, adotou-se 8 feriados e 34 domingos, totalizando 42

dias de exposicao por ano.

O valor minimo estabelecido no cenario foi seis dias, em funcdo das comemoracdes de final
de ano e carnaval (PINTO, 2016).

Em relacdo a duragdo da exposicdo, é importante destacar que os dados da literatura variam
de acordo com o objetivo do estudo, por exemplo, a exposicdo em piscina € diferente da
exposicdo que ocorre no mar e em reservatorios. Desse modo, para criangas assumiu-se 0
valor mais restritivo possivel, 5 anos, e para adultos assumiu-se 30 anos como sendo uma
duracdo razoavel para uma populacdo que apresenta como tempo de vida médio de 70 anos, e

ndo o utilizam o reservatorio todos os anos.
4.5.6 Peso corporal

O peso corporal assumido para criancas de 5 anos foi de 20 kg, respaldado no valor assumido
pelas autoridades de Saude de Oregon (FARRER et al., 2015). J& para o peso de adultos
adotou-se 60 kg, baseado no Guia de qualidade de 4gua tratada da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) (WHO, 2017).

4.5.7 Equacdo da ingestdo diaria cronica

A ingestdo diaria cronica (IDC), em inglés denominada como Chronic Daily Intake (CDI)
baseada no cenério de exposicao construido para esse estudo de caso, foi calculada de acordo
com a equacdo 10 (U.S.EPA, 2001). Esses valores representam a determinacdo das
concentracdes da saxitoxina que estardo em contato com a populacdo exposta durante o

periodo de exposicdo e em relagcdo ao peso corporal.

IDC= CxTIxFExDE (10)
PCx TE

Onde:

IDC = Ingestdo diaria crénica de um contaminante quimico (ug. kg™.dia™),
C = concentrago do quimico no meio (ug.L™),

TI = Taxa de ingestdo (L.dia™),

FE = Frequéncia de exposi¢éo (dias/ano),
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DE = duracdo da exposic¢éo (ano),
PC = Peso corporal (kg),
TE = tempo médio de exposicdo (FE x DE) (dias).

4.5.8 Calculo da ingestdo diaria crénica e tratamento de incertezas e variabilidade

O célculo da ingestdo diaria cronica (IDC) foi realizado utilizando-se o método de Monte
Carlo por meio do software Crystal Ball® (Oracle), que realizou 10.000 iteracbes das
distribuicbes dos parametros utilizados no calculo do IDC, desse modo, tratando as incertezas

e variabilidades dos dados de exposicao.

Os resultados obtidos equivalem aos intervalos de IDC com grau de confianca de 95%, sendo
também obtidos os valores médios e medianos alem da andlise de sensibilidade, a qual aponta

as variaveis que mais impactaram nos valores de exposicéao diaria.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Células de cianobactérias no reservatorio Itupararanga em relacdo a concentracdo de

saxitoxinas.

No periodo de 2015 e 2016, foram coletadas 8 amostras, que evidenciaram concentracfes de
células de cianobactérias superiores a 90.000 céls.mL™ em 75% das amostragens (Tabela 3),
sendo que o maior valor total de células de cianobactérias foi obtido em maio de 2015
(203.082 céls.mL™) e o menor em julho de 2016 (2.216 céls.mL™) , quando houve uma queda
consideravel no valor de células de cianobactérias totais. Considerando os dados historicos do
monitoramento da CETESB, concentracGes tdo baixas de células de cianobactérias totais
foram obtidas pela Gltima vez em setembro de 2007, quando o valor foi de 2.290 céls.mL™. A
porcentagem de células de Cylindrospermosis sobre as demais células de cianobactérias
encontradas evidencia a dominancia desse organismo sobre o0s demais géneros de

cianobactérias na maioria das amostragens.
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Tabela 3 - Densidades de células de cianobactérias (céls.mL™) e de células de
Cylindrospermopsis (céls.mL™), porcentagem de células de Cylindrospermopsis em relagéo
ao total de células e concentragdo de saxitoxina e analogos (ug. equivalente STX.L™) no

Reservatdrio Itupararanga. Sdo Paulo. 2015 e 2016

Varidveis jan/15 | mai/l5 | jul/15 | nov/15 | jan/16 | mai/l16 | jul/16 | nov/16

Total de céls de cianobactérias (céls.mL™) | 92.702 | 203.082 | 162.185 | 180.561 | 124.557 | 21.177 2.216 | 115.920

Céls de Cylindrospermopsis (céls.mL™) 24,503 | 183.421 | 128.115 | 122.572 | 78.409 8.226 0 88.560
% de céls de Cylindrospermopsis 26 90 79 68 63 39 0 76
Saxitoxina (bg.L™) 011 0,32 0,37 0,28 0,34 0,07 0,04 0,23

Em relacdo a legislacdo, as concentragbes de células de cianobactérias ultrapassaram o
estabelecido na Resolugdo CONAMA 357/2005 para classe 2 (50.000 céls.mL™) em
praticamente todas as amostragens realizadas, excetuando-se as de maio e julho de 2016.
Quanto as cianotoxinas, o monitoramento da CETESB é realizado para saxitoxinas, cujas
concentracdes variaram de 0,04 a 0,37 pg. equivalente STX.L™?, permanecendo abaixo do
limite estipulado no anexo XX, da Portaria de Consolidacdo n° 5/2017 para agua de
abastecimento publico, que é de 3 pg. equivalente STX. L™ (Figura 9).

Figura 9 - Concentracdes de células de Cylindrospermopsis (céls.mL™), total de células de
cianobactérias (céls.mL™) e concentragdo de saxitoxina (pg. equivalente STX.L™) no

reservatorio Itupararanga. Sdo Paulo. 2015 e 2016
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De modo geral, as concentragdes de saxitoxina na dgua bruta do reservatorio acompanharam

as densidades de células de cianobactérias. Em julho de 2015 e janeiro de 2016, a situacdo se
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inverteu, as densidades celulares diminuiram, mas as concentracfes de saxitoxina
aumentaram isso provavelmente ocorreu em fungdo da ocorréncia de maior densidade de
células de linhagens que produziram maior concentracdo de saxitoxina em relacdo aos

analogos, sendo desse modo, detectada mais eficientemente pelo Kit.

Apesar de numero reduzido de dados foi possivel observar, no periodo estudado, uma alta
correlacdo, tanto entre o numero de células de cianobactérias, como de células de
Cylindrospermopis com as concentracfes de saxitoxina e analogos encontradas (Figuras 10 e
11).

Figura 10 - Disperséo entre as concentracdes de células de cianobactérias totais (céls.mL™), e
as concentragdes de saxitoxina (pg. equivalente STX.L™) no reservatério ltupararanga. Sdo
Paulo. 2015 e 2016
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O coeficiente de determinacéo (R?) da regressdo exponencial foi de 0,84 e da linear foi de
0,78.
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Figura 11 - Dispersdo entre as concentracdes de células de Cylindrospermopsis (céls.mL™), e
concentracdes de saxitoxina (ug. equivalente STX.L™) no reservatério Itupararanga. S&o
Paulo. 2015 e 2016
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O coeficiente de determinacdo da regressdo exponencial foi de 0,7503 e o da linear foi de
0,7573.

Esses coeficientes de determinacdo obtidos evidenciaram uma correlagcdo positiva e elevada
entre as variaveis: quantidade de células de cianobactérias e concentracdo de células de
cianobactérias. Essas analises também mostraram que a correlacdo das concentracfes de
saxitoxina foi maior em relacdo a quantidade de células de cianobactérias totais do que em
relacdo apenas a quantidade de células de Cylindrospermopsis, que pode ser explicado pela
presenca de outro género também potencialmente produtor de saxitoxina, 0 Aphanizomenon,
com quantificacdo celular inferior ao género Cylindrospermopsis, 0 que significa que esse

outro género também pode estar produzindo e liberando essa toxina para a agua.

Esses dados indicaram que as condi¢cBes ambientais do reservatorio Itupararanga contrapdem
0 argumento de alguns trabalhos a respeito da falta de linearidade entre células de
cianobactérias e concentracdes de cianotoxinas que ocorre em algumas situacdes em fungéo
da existéncia de cepas produtoras e ndo produtoras de toxina coexistindo no mesmo ambiente
(CARMICHAEL e GORHAM, 1981), e da existéncia de indmeros gatilhos ambientais
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envolvidos na producdo e liberacdo das cianotoxinas (KURMAYER e CHRISTIANSEN,
2009).

Os fatores discutidos acima, presenca de linearidade entre a correlacdo de quantidade de
células de cianobactérias e concentracfes de saxitoxinas na agua e quantificacdo de outro
género que provavelmente também estd produzindo a saxitoxina podem se configurar em

intensificacdo de risco a saude humana.
Concentracédo de saxitoxinas no reservatorio Itupararanga e legislacao

Considerando que o tratamento convencional ndo remove eficientemente as saxitoxinas e
analogos dissolvidos na agua, a comparagdo das concentracGes obtidas na agua bruta do
reservatorio Itupararanga com o valor estabelecido no anexo XX da Portaria de consolidagdo
n® 5/2017 (3 pg. equivalente STX.L™), evidenciaram que tais valores estiveram inferiores em
todas as amostragens, sendo que o maior valor obtido foi de 0,37 pg. equivalente STX.L™.
Portanto, em relacdo a legislacdo brasileira para agua potavel, ndo foi evidenciado risco
toxicologico agudo para nenhuma das exposi¢cdes, consumo de agua potavel e ingestdo

acidental durante atividade de recreacdo de contato primario.

Essas concentracdes de saxitoxinas obtidas no monitoramento da CETESB também estiveram
abaixo dos valores de alerta adotados por Ohio, para saxitoxina em &gua destinada a recreacao
de contato primério, 0,8 pg equivalente STX.L e para nivel de alerta considerado elevado, 3
ug equivalente STX.L? (OHIO.EPA, 2016). N&o apresentando risco evidente para a

populacdo exposta.

Entretanto, os valores recomendados pelos estados americanos de Ohio e Oregon, para
saxitoxina na agua de abastecimento publico, para criangas menores de 6 anos e populacédo
sensivel (0,3 pg equivalente STX.L™) , podem indicar um cenario preocupante uma vez que,
aproximadamente 40% das amostragens estiveram com valores de saxitoxina acima desse
valor (0,32 pg equivalente STX.L™, 0,37 pg equivalente STX.L™ e 0,34 pg equivalente
STX.L,em maio e julho de 2015 e janeiro de 2016) e, de acordo com a literatura, a remog&o
dessas toxinas dissolvidas na agua ndo ocorre de forma eficiente no tratamento convencional
(FREITAS, 2007; DURIGAN et al., 2012) e sua degradacdo ambiental depende de muitos
fatores (KLITZKE e FASTNER, 2012; CHISWELL et al., 1999; JONES e NEGRI, 1997;
INDRACENA e GILL, 2000).



66

Assim, considerando a importancia dos valores de alertas em tomadas de decisdo no &mbito
das politicas publicas do estado e a necessidade de agdes integradas de 6rgdos publicos de
Saude, Meio Ambiente e Recursos Hidricos na gestdo da qualidade dos mananciais, o0 Comité
Permanente para Gestdo Integrada da Qualidade da Agua destinada ao Consumo Humano no
Estado de Sdo Paulo, instituido em 2014 (BRASIL, 2014), em fungdo da crise hidrica e
considerando a necessidade de trabalhar o Plano de Seguranca da Agua para mananciais
criticos, resolveu estabelecer um plano de contingéncia para cianobactérias e cianotoxinas
para a Represa Guarapiranga, a ser estendido para outros mananciais com problemas de

floracOes de alga.

Para isso, a CETESB prop0s para discussdo no Comité valores de alerta para cianotoxinas e
guantidade de organismos potencialmente produtores dessas substancias na agua, sendo
estabelecidos trés niveis de alerta para saxitoxina e andlogos em A&gua destinada ao
abastecimento publico: médio (0,13 pg equivalente STX.L™), alto (0,6 pg equivalente
STX.L™) e maximo (3 ug equivalente STX.L™).

Para a obtencdo dos valores supra citados, a CETESB utilizou 0 NOAEL proposto por
Fitzgerald e colaboradores em 1999 (FITZGERALD et al., 1999), 2,06 pg de saxitoxina
equivalente por Kg de peso corporal, ao qual, na ocasido, foi aplicado um fator de incerteza de
10 devido a utilizacdo de LOAEL e ndo de NOAEL, resultado em um valor de 0,2 pg de
equivalente STX por Kg de peso corporal. A esse valor (0,2 pg de equivalente SXT.kg?), a
CETESB aplicou um outro fator de incerteza de 10 para suprir lacunas de estudos crénicos,
obtendo entdo a dose de referéncia aguda de 0,02 ug de equivalente STX por Kg de peso

corporal.

A partir dessa dose de referéncia aguda (ARfD) de 0,02 pg de equivalente STX por Kg de
peso corporal, foi realizado o célculo do alerta médio em relacdo a um peso de 5 kg e ingestao
de 4gua equivalente a 0,75L, valores referentes a um bebé com menos de um ano de idade que
se alimenta exclusivamente com férmulas preparadas com agua (WHO, 2017). O resultado
desse célculo (0,13 ug de equivalente SXT.kg™) equivale a um valor que intenciona proteger
criangas menores que 6 anos e grupos vulneraveis como mulheres gravidas, méaes
amamentando, individuos com disfuncGes hepéticas pre-existentes, individuos recebendo

tratamento de diélise, idosos e populagdes suscetiveis.
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Desse modo, o valor de alerta nivel médio, proposto pela CETESB (0,13 pg de equivalente
SXT.kg™), é ainda mais restritivo que o proposto pelos estados americanos de Ohio e Oregon
(0,3 pg de equivalente SXT.kg™) e indica a possibilidade da ocorréncia de efeito toxicoldgico
agudo em grupos sensiveis que utilizem agua do reservatorio Itupararanga uma vez que 0S
dados amostrais do monitoramento da CETESB foram superiores que o referido valor de
alerta em aproximadamente 60% das amostragens. Tais fatos ndo consideraram a degradagéo

dessa cianotoxina nem sua remocdo durante o tratamento por falta de dados.

Outro fator importante a ser considerado é o fato das linhagens brasileiras estarem produzindo
ndo apenas a saxitoxina como também seus anélogos (MOLICA et al., 2002; RISSETI, 2012).
Essa variagdo na producdo dos analogos da saxitoxina apresentou distingdes entre as cepas.
No estudo de Lagos et al. (1999), a cepa proveniente da floracdo de um lago privado, em
Amparo, produziu maior quantidade de neoSTX; j4 a cepa proveniente do reservatorio
Billings (brago Taquacetuba) apresentou producdo de goniautoxinas (GTX2 e GTX3) que
foram superiores as de saxitoxina (RISSETI, 2012). Fato inquietante, considerando que o kit
utilizado na obtencdo dos dados desse trabalho € 100% sensivel para detec¢do de saxitoxina,
mas sua sensibilidade para os analogos estd abaixo de 30%, dessa forma poderia estar
ocorrendo uma subestimag&o dos valores reais das toxinas na agua. Por exemplo, para GTX 2
e 3 a sensibilidade cai a 23% e para neoSXT a queda é ainda maior, 1,3%.

Modelo conceitual de exposicdo para ingestdo de agua e Dose diaria de ingestdo com

analise de sensibilidade

Considerando a elevada correlagdo de células de cianobactérias e concentragdes de saxitoxina
na agua, a possibilidade de outro género também estar produzindo essa cianotoxina, a
possibilidade de efeitos toxicos agudos em pessoas sensiveis, gquando se compara as
concentracdes de saxitoxina obtidas na dgua bruta do reservatorio Itupararanga e o novo valor
de alerta em discussdo na CETESB para saxitoxina, a ineficiéncia do tratamento convencional
para remog¢do da saxitoxina e variantes da &gua destinada ao abastecimento e ao fato dos
valores obtidos para esse trabalho possivelmente estarem subestimados devido a sensibilidade
do kit utilizado para analise ser 100% reativo a saxitoxina porém menos reativo para as

variantes, prop06s-se a construgdo de um modelo de exposicdo baseado em dados da literatura
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e premissas ja detalhados no item material e métodos. O cenério resultante é apresentado no

quadro 8.

Quadro 8: Parametros utilizados no cenario de exposicao a agua, taxa de ingestdo, frequéncia

de exposicédo, duracdo da exposicao e peso corporal assumido para criangas e adultos

Agua potavel destinada ao abastecimento publico
Taxa de ingestao Frequéncia da exposicao Duragao da eXposicao
Populagdio | Peso corpéreo (L.dia™) (dias/ano) (anos)
exposta (ke) Valor médio (desvio Padro) Valor deterministico Valor deterministico
Criancas 20% 0,44 (0,92) ® 3657 57
Adultos 607 1,5(0,80) @ 3657 70
Agua de recreagdo de contato primario
Taxa de ingestdo Frequéncia da exposicio Duragéo da exposicao
Populagdo | Peso corpéreo (Ldia™) (dias/ano) (anos)
exposta (ke) Valor médio Distribui¢do Triangular Valor deterministico
Minimo Maximo Mais provével
Criangas 20 0,098 ¥ 6© 1157 27 57
Adultos 60 0,042 6© 1157 027 307

Legenda: (1) Farrer et al.,2015; (2) WHO, 2017; (3) Sato et al. (2013); (4) Gerba et al., 2000; (5) Dufour et al.,
2006; (6) Pinto, 2016; (7) assumidos no ambito desse trabalho.

Com base no cenario proposto no quadro 8, foi elaborado o modelo conceitual (Figura 12) de
exposicdo a saxitoxina no reservatorio ltupararanga, referente as elevadas densidades de
células de cianobactérias do género Cylindrospermopsis, considerando como exposi¢do a
ingestdo de agua potavel e ingestdo acidental de &gua durante atividade de recreacdo de

contato primario.
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Figura 12 - Modelo conceitual de exposicdo a saxitoxina no reservatdrio Itupararanga,

referente as elevadas densidades de células de cianobactérias do género Cylindrospermopsis,

considerando as exposicoes referentes a ingestdo de dgua potavel e ingestdo acidental de agua

durante atividade de recreacao de contato primario.
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Baseado no modelo e no cenario de exposicdo propostos obteve-se os valores médio,

medianas e intervalos de 5% a 95% de confianca, referentes aos valores da ingestdo diaria

cronica (IDC) de saxitoxina para ambas as exposicOes, ingestdo de agua potavel e ingestdo

acidental de &dgua durante atividade de recreacdo de contato primario, para criancas e adultos
(figuras 13, 14, 15 e 16).

Para ingestdo diaria cronica de saxitoxina em agua potavel em relacdo a exposicao de adultos

os valores obtidos foram: média de 4,66 x 10° g equivalente STX. kg™*.dia™; mediana de
3,75 x 107 pg equivalente STX. kg™.dia™e intervalo de 5% a 95% de confianca de 2,5 x 10

Hg equivalente STX. kgt.dia™ a 1,47 x 10 ug equivalente STX. kg™.dia™ (Figura 13).
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Figura 13 — Distribuicdo dos valores de ingestdo diéria crénica de saxitoxina (pg equivalente

STX. kg™.dia™) para 4gua destinada ao consumo humano para adultos
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Ainda em relacdo a ingestdo diaria cronica de saxitoxina em agua potavel, mas em relacédo a
exposicéo de criancas os valores obtidos foram: média de 4,18 x 10 pg equivalente STX. kg’
' dia®; mediana de 1,42 x 10 pg equivalente STX. kg™.dia™” e intervalo de 5% a 95% de
confianca de 5,36 x 10° g equivalente STX. kg™t.dia®a 2,55 x 10 ug equivalente STX. kg’
! dia™ (Figura 14).

Figura 14 — Distribuicdo dos valores de ingestdo diaria cronica de saxitoxina (pg equivalente

STX. kg™.dia™) para 4gua destinada ao consumo humano para criancas
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Para ingestdo diéria cronica de saxitoxina por meio de recreacdo de contato primario em
relacdo & exposicéo de adultos os valores obtidos foram: média de 3,87 x 10” ug equivalente
STX. kg™.dia®; mediana de 3,25 x 10 pg equivalente STX. kg™.dia™e intervalo de 5% a
95% de confianca de 2,55 x 10 pg equivalente STX. kg™*.dia’a 1,08 x 10 pg equivalente
STX. kg™*.dia™ (Figura 15).

Figura 15 — Distribuicdo dos valores de ingestdo diaria cronica de saxitoxina (g equivalente
STX. kg™.dia™) para agua ingerida durante atividade de recreacdo de contato primério para

adultos
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Ainda em relacdo a ingestdo diaria cronica de saxitoxina por meio de recreacdo de contato
primario, mas em relacdo a exposicdo de criancas os valores obtidos foram: média de 1,71 x
10" g equivalente STX. kg™.dia™; mediana de 1,42 x 10™ pg equivalente STX. kg™.dia™ e
intervalo de 5% a 95% de confianca de 2,78 x 10 pg equivalente STX. kg™.dia*a 4,35 x 10
ug equivalente STX. kg™.dia™ (Figura 16).
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Figura 16 — Distribuicdo dos valores de ingestdo diéria cronica de saxitoxina (g equivalente
STX. kg™.dia™) para agua ingerida durante atividade de recreacdo de contato primério para

criancas
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De forma geral, os valores de ingestdo diaria cronica (IDC) de dgua potavel foram superiores
aos valores relacionados a ingestdo acidental durante atividade de recreacdo de contato

primario tanto para adultos quanto para criancas (quadro 9).

Quadro 9 — Valores de Ingestdo diaria cronica de saxitoxina em pg equivalente STX.kg™.dia’

em relaco & agua potével e 4gua de recreacdo de contato primario para criancas e adultos

Dose - Agua potével destinada ao abastecimento publico (ug. equivalente STX.kg 'l.dia'l)

Populagao . . Yo . Percentis
e:pos:a Cianotoxina Média Mediana =% 95%
Criancas Saxitoxina 4,18x 10° 1,42x 10° 5,36x 10° 2,55 x 102
Adultos 4,66x 10" 3,75x10° 2,54x10" 1,47 x 10

Dose - Agua de recreagdo de contato primario (ug. equivalente STX.kg'l.dia'l)

Populagao . . L. ] Percentis
e)r:posia Cianotoxina Média Mediana 5% 95%
Criangas Saxitoxing 1,71x 10" 1,42x 10" 2,78x10° 4,35x 10"
Adultos 3,87x10° 3,25x10° 2,25x10° 1,08x 10"

Em relacdo a agua potavel, principalmente os valores médios e medianos de ingestdo foram
muito semelhantes para criancas e adultos, indicando que a exposic¢do similar entre os dois

grupos. Ja em relacdo a ingestdo de agua através de recreacdo de contato primario, os valores
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de ingestdo diaria crénica de criancas foram superiores aos valores de ingestdo dos adultos,

indicando que a exposicao das criangas é maior.

As duas formas de exposi¢cdo evidenciam que as criancas estdo submetidas a um nivel de
exposicdo mais critico pois, no caso da exposicao a agua potavel, estdo submetidas a mesma
ingestdo da saxitoxina que os adultos e no cenario de exposi¢do por recreacdo de contato
primario, estdo mais expostas por ingerirem mais saxitoxina. Tal situacdo € preocupante uma
vez as criancas sdo mais sensiveis aos efeitos de substancias toxicas que os adultos em fungéo
de estarem em fase de desenvolvimento tanto em relacdo ao metabolismo como em relacao as
vias de excrecdo (ALVES et al., 2007).

Além disso, a possibilidade de ocorréncia de danos cognitivos relacionados a memoria e
aprendizado (DIEHL et al., 2016) aliados a comprovacdo da capacidade da STX de atravessar
a barreira hematoencefélica e se distribuir por todo o cérebro, apresentando maior
concentracdo no hipotalamo e cortex frontal (CIANCA et al., 2007), ambos estudos realizados
em ratos, aliado ao fato da STX possivelmente apresentar meia vida de menos de 10 horas em
humanos (GESSNER, 1997) podem representar um risco neural ainda pobremente

compreendido da exposicdo continua e ndo letal da STX.

Tal risco foi evidenciado no estudo realizado O’Neill et al. (2017), com duas linhagens
celulares neuronais modelo, PC12° e SHSY5Y’, expostas por sete dias (tempo de exposicdo
considerado cronico para esse tipo de linhagem celular) em concentragcdes de saxitoxina que
variaram de 0,25 a 3 ug.L™* (0.25 pg.L?, 0.5 pg.L™, 0.7 pg.L ™, 1 pg.L?, 2 pg.L™ e 3 pg.Lh).
Os resultados demostraram que houve efeito sobre o desenvolvimento neuronal normal das
duas linhagens, com alteragdes morfoldgicas em relacéo aos filopodios, ao comprimento e a
porcentagem de projecdes dos axodnios das células e com relacdo a fisiologia da célula,
demostrado pela distribuicdo do corante histoquimico F-actina. Tais alteracdes indicaram
implicacdes funcionais para as células neuronais. Esse trabalho sugeriu que a acdo das PSTs
pode ser mais complexa do que se supunha e concluiu que a exposi¢éo a baixas doses poderia
acarretar em implicagOes para o desenvolvimento do sistema nervoso como todo, sugerindo

mais investigacdes com relacdo a exposicao aos analogos dessa cianotoxina.

® Células PC12: células de feocromocitoma de rato (SAKAGAMI et at. 2017). S&0 usadas como modelo de células
de neurdnios periféricos do sistema nervoso autondmicos

" Células SH-SY5Y células de neuroblastoma humanas (SAKAGAM I et at. 2017). S&o usadas como modelo de
neurénios do sistema nervoso central.
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Os calculos dos valores de ingestdo diéria cronica (IDC) foram influenciados de maneiras
distintas pelas variaveis inseridas de acordo com o cenario proposto, situacdo evidenciada

pelas analises de sensibilidade (figuras 17 e 18).

Figura 17 - Analise de sensibilidade do célculo da ingestdo diaria cronica (IDC) relativa a

ingestdo agua potavel, para criangas e adultos

Sensibilidade: Dose didria para adultos - Saxitona Sensibilidade: Dose diaria para crianca - Saxitona
0.0% 20,0% 40,0% 60,0% 0,0% 20,0% 40.9% 60,0%
SXT [ e ] T.IG [ B T~ S —
Tic | NS oy | S

Uniforme | 0,0% inanguiar | 0,0%
Triangular | 0.0% Uniforme | 0.0%
LogNormal (F14) | 0,0% LogNormal (F14) | 0,0%
Triangular (F18) | 0,0% LogNormal | 0,0%
LogNormal | 0,0% Triangular (F18) | 0.0%
LogNormal (F14) | 0,0% LogNorma | 0,0%

Legenda: SXT: Concentracdo de Saxitoxina; T. IG: Taxa de ingestdo de agua

Com relagdo a ingestdo de agua potavel, as andlises de sensibilidade evidenciaram que para
criancas a taxa de ingestdo foi a varidavel que mais interferiu no calculo da dose de ingestdo
diaria cronica, contribuindo com 73% do valor. Ja para adultos foi a concentracdo da
saxitoxina, provavelmente, isso ocorreu em funcdo do desvio padrdo em relacdo ao valor
médio de ingestdo para criancas (0,92 L.dia™), ser maior que o préprio valor médio de
ingestdo (0,44 L.dia™).
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Figura 18 - Analise de sensibilidade do célculo da ingestdo diaria cronica (IDC) relativa a
ingestdo acidental de agua durante atividade de recreacdo de contato primario, para criangas e

adultos

Sensibilidade: Dose para Adultos para recreagao - saxitoxing Sensibilidade: Dose para crianga para recreagao - saxitoxing|

0,0% 20,0% 40,0% 60,0% 0,0% 20,0% 40 p% 60,0%
sxT | I SXT | S
TIG | 282% | | T.IG | 30,6%| |
unirorme | 0,0% Uniforme | 0.0%
LogNormal | 0,0% Triangular | 0,0%
LogNormal | 0,0% LogNormal | 0,0%
LogNormal (F14) | 0,0% LogNormal (F14) | 0,0%
LogNormal (F14) | 0,0% i LogNorma | 0,0%
Triangular (F18) | 0,0% LogNormal (F14) | 0,0%

Legenda: SXT: Concentracdo de Saxitoxina; T. IG: Taxa de ingestdo de dgua

Com relacdo a ingestdo de agua durante atividade de recreacdo de contato primario, a analise
de sensibilidade evidenciou que a concentra¢do de saxitoxina na agua foi a mais importante
para os dois grupos expostos, entretanto, para criancas, a contribuicdo da taxa de ingestdo no
calculo de IDC foi superior a de adultos, pois as criancas ingerem mais agua durante as

atividades recreacionais que os adultos.

A ingestdo diaria cronica (IDC) é uma medida importante para caracterizagdo da exposi¢ao.
Entretanto, a literatura disponivel é escassa quanto a discussdes referentes a ingestdo diaria
crbnica de saxitoxina em cenarios especificos. As informacdes comumente encontradas sao

referentes a Dose de Referéncia aguda ou a ingestdo diaria toleravel.

Os valores de IDC sdo utilizados nos processos de avaliagdo de risco, sendo imprescindivel
no célculo do coeficiente de perigo (HQ - Hazard Quotient), risco ndo carcinogénico. O HQ é
um valor de risco usado para avaliar um potencial toxico ndo carcinogénico (NAFVAC 2013),
sendo estimado através da relacdo entre a exposi¢do (IDC) e o valor da dose de referéncia
(RfD) (U.S.EPA, 2001). Os IDCs e RfDs devem ser expressos nas mesmas unidades e



76

representam o mesmo periodo de exposicdo (isto é, crdnico, subcrénico ou curto prazo)
(NAVFAC, 2013).

Um HQ com valor menor do que 1 indica que a dose da exposic¢do de um Gnico contaminante
é inferior a0 RfD e, desse modo, ndo sdo esperados efeitos toxicos ndo cancerigenos
(NAVFAC, 2013).

O risco ndo carcinogénico, representado pelo HQ, poderia ser calculado para a saxitoxina e
suas variantes, que sdo capazes de induzir a severos danos toxicoldgicos (GESSNER et al.,
1997; FITZGERALD et al., 1999; HUMPAGE et al., 2000; HARDY, 2011;
BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2014, U.S. EPA, 2015). Entretanto, devido ao fato da
dose de referéncia da saxitoxina ser baseada em estudos toxicoldgicos agudos, ndo foi
possivel estimar o coeficiente de risco. Tal fato impossibilita extrair uma conclusdo
apropriada sobre as ingestBes diarias cronicas calculadas para 0 modelo proposto, se podem

ser consideradas elevadas ou adequadas em relacdo a salde da populacdo exposta.

Para completar o estudo de exposicdo foi realizada uma busca por informacdes referentes a
estimativa do risco carcinogénico, uma vez que ele poderia ser aplicado saxitoxina devido a
evidéncias de que a exposi¢do a essa cianotoxina induz a formacdo de micronicleos em

ensaios realizados com o peixe marinho da espécie Diplodus sargus (COSTA et al., 2012).

Entretanto, ndo foi possivel aplica-lo em virtude da falta do valor do Fator de
carcinogenicidade (Slope Factor). Esse valor indica o incremento de risco de cancer de uma
dose de 1 mg de substancia por kilograma de peso corporal por dia, durante o seu tempo de
vida. Provavelmente, o referido fator ndo foi calculado devido ao fato dos dados existentes
serem inadequados e/ou insuficientes para o propdsito uma vez que foram visitados 0s
principais sitios eletronicos® relacionados a agentes ambientais e a cancer e ndo foram

encontrados dados sobre essas cianotoxinas.

® IRIS - Integrated Risk Information System
(<https://cfpub.epa.gov/ncea/iris/search/index.cfm?keyword=Cylindrospermopsin) (https://www.epa.gov/iris>
Acesso em 09.09.17) e IARC — International Agency for Research on Cancer (<http://www.iarc.fr/> Acesso em
09.09.17)
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6. CONCLUSAO

A qualidade da agua do reservatério Itupararanga se encontra comprometida em funcéo das
elevadas densidades de células de cianobactérias, principalmente do género
Cylindrospermopsis, e de concentracdes quantificaveis de saxitoxina e analogos na agua

bruta.

As concentragdes, dessa cianotoxina, encontradas no monitoramento de agua bruta realizado
pela CETESB atendem ao valor especificado na legislagdo brasileira para a dgua potavel.
Assim, mesmo considerando a hipotese de que ndo haveria remocao da saxitoxina e analogos
durante o tratamento convencional, a agua utilizada para abastecimento atende ao padrédo de
potabilidade para esta cianotoxina. Porém, quando essas concentragdes sdo comparadas com
os valores de alerta de Ohio e Oregon nos Estados Unidos e com os novos valores de alerta
em discussdo no Comité Permanente para Gestdo Integrada da Qualidade da Agua destinada
ao Consumo Humano no Estado de S&o Paulo, ha evidéncia de possibilidade de ocorréncia de
efeitos adversos a saude em populagdes sensiveis como criangas menores que 6 anos,
mulheres gravidas, mdes amamentando e individuos com disfun¢des hepaticas pré-existentes.
Nesse caso a eficiéncia do tratamento na remocdo das cianotoxinas torna-se uma questdo

critica para as populacdes sensiveis.

Além disso, o calculo da ingestdo diaria cronica de saxitoxina e analogos, provenientes de
consumo de agua contaminada com esta cianotoxina, baseada no cenario de exposicao
proposto neste trabalho, permitiu inferir que as criancas estdo submetidas a um nivel de
exposi¢do mais critico quando comparadas a adultos. Esta situacdo € tanto mais preocupante
considerando o fato das criancas serem mais sensiveis aos efeitos de substancias toxicas que
os adultos, em funcdo de estarem em fase de desenvolvimento, e de estudos demostrarem que
a saxitoxina administrada com injecOes intraperitoneais foi capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica em ratos, que houve diminui¢do de aprendizado em ratos que consumiram
agua com saxitoxina, ou ainda alteracdo em culturas de células neurais expostas a saxitoxina.
Os efeitos cronicos da exposicdo continua e subletal da saxitoxina e analogos em humanos,
em relacdo aos seus possiveis efeitos, ainda sdo desconhecidos, mas infere-se que sua

interferéncia seja mais critica no periodo fetal e da infancia.
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Diante dessa situacdo, a constru¢cdo de um modelo conceitual de exposi¢do a saxitoxina e
anélogos, considerando a ingestdo de &gua durante atividades de recreacdo de contato
primario e ingestdo de dgua potavel, norteado por um cenario de exposicao elaborado para o
reservatorio Itupararanga, foi um avanco na identificacdo de lacunas de informacgoes
referentes a exposicdo da populacdo, principalmente em paises tropicais, onde as pessoas
estdo expostas de maneira mais frequente, quando comparadas a paises situados em regides
temperadas. Nestas ultimas, foca-se no consumo de organismos de origem marinha e seus
efeitos agudos. Assim, foi identificada a necessidade da realizacdo de mais estudos relativos
aos efeitos crénicos da exposicdo a saxitoxina, bem como analises probabilisticas para
derivacdo de doses de referéncias adequadas para avaliacdo de impacto na salde de expostos
a essa cianotoxina, além da obtencdo do valor de fator de carcinogenicidade (Slope Factor)

para que seja possivel estimar 0s riscos carcinogénicos.
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