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Resumo:  Cianobactérias sdo  organismos
procariontes, fotossintetizantes, com grande
importancia ecoldgica, especialmente nos ciclos
globais do carbono e nitrogénio. Sdo capazes de
produzir metabdlitos com atividades bioldgicas,
dentre o0s quais as cianotoxinas, as quais
abrangem as microcistinas  (hepatotoxinas),
saxitoxinas e as anatoxinas (neurotoxinas). A
triagem em desenvolvimento na Colegdo de
Cultura de Cianobactérias (Ficologia) prospecta
ndo s as cianotoxinas conhecidas como também
novas substancias ativas tdxicas e com potencial
efeito terapéutico. As linhagens estudadas foram:
Lyngbya sp. CCIBt 3200, Microcystis panniformis
CCIBt 3209, Rhabdoderma sp. CCIBt 3168,
Geitlerinema splendidum CCIBt 3223, G.
amphibium CCIBt 3231, Cocoide CCIBt 3244,
Phormidiaceae CCIBT 3253 e Nostoc sp. CCIBt
3259. Da biomassa de cada cepa estudada, foram
feitos extratos metanodlico e em acido acético, os
guais foram empregados em todos os ensaios. A
identificagdo de cianotoxinas conhecidas foram
feita por Cromatografia Planar e a deteccdo de
novas toxinas, por bioensaio em camundongo
(OMS); a prospeccdo de substancias com acgéo
anticolinesterasica e antifungica, por
bioautografia. No extrato metandlico e em acido
acético da M. panniformis foi detectada a
presenca de microcistina; o extrato em &cido
acético da G. splendidum apresentou toxicidade
aguda, o extrato em 4cido acético de G.
amphibium, intensa agdo anestésica, no bioensaio
em camundongo. Os resultados para a presenca de
fungitoxicos foram negativos, porém os extratos
metandlicos da G. splendidum e G. amphibium e
0s extratos em acido acético da Rhabdoderma sp.
e Phormidiaceae  apresentaram resultados
positivos para acao anticolinestesasica.
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INTRODUCAO
As cianobactérias, séo organismos
procariontes e fotossintetizantes, sdo

reconhecidamente  prolificas e produtoras de
metabdlitos secundarios. Grande parte desses
metabdlitos sdo peptideos e depsipeptideos que
apresentam aminoacidos raros ou que formam
hibridos pela incorporacdo de por¢des de policetideos
(DITTMANN et al.,, 2001). Os resultados dessa
diversidade de novas estruturas sdo potentes
atividades biolégicas: hepatotoxicidade,
neurotoxicidade, citotoxicidade e propriedades anti-
enzimatica, anti-viral, bactericida, antitumoral,
antifangica (YAMAKI et al., 2005; SETHUBATHI
& PRABU, 2010).

Entretanto, as mais conhecidas dessas
substancias ativas sdo as toxinas, que foram
agrupadas por sua acdo em mamiferos, em
hepatotoxinas, neurotoxinas, citotoxinas e
dermatotoxinas (CARVALHO, 2008).

Cianobactérias toxicas em reservatorios
publicos de agua podem causar problemas graves de
salide tanto para 0s seres humanos quanto para 0s
animais. O desenvolvimento desses organismos
decorre da contaminacdo e da degradacdo das aguas
nesses ambientes, que é motivo de preocupacao para
a sociedade (AZEVEDO et al., 2002).

Neste contexto, este estudo teve como
objetivo avaliar o0s potenciais toxicoldgicos e
farmacolégicos de cepas selecionadas da Colegdo de
Cultura do Instituto de Botanica (CCIBt).

MATERIAL E METODOS

As cepas escolhidas para o desenvolvimento
deste projeto foram: Lyngbya sp. CCIBt 3200
(pesqueiro, SP), Microcystis panniformis CCIBt 3209
(pesqueiro, SP) Rhabdoderma sp. CCIBt 3168
(Taquacetuba / Billins, SP), Geitlerinema splendidum
CCiIBt 3223 (Represa Guarapiranga, SP), G.
amphibium CCIBt 3231 (Represa Billins, SP),
Cocoide CCIBt 3244, Phormidiaceae CCIBT 3253
(Bromélia /Ibt) e Nostoc sp. CCIBt 3259 (IBt, SP).
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Producdo de biomassa

In6culos de cada linhagem foram
cultivados no meio ASM-1 (STANIER et al.,
1971) esterilizados, sob as seguintes condicdes:
temperatura de 23+1 °C, irradiancia 40-50( mol
fotons m2s™? e fotoperiodo 14-10h claro-escuro
(AZEVEDO & SANT’ANNA, 2003). Apds o
desenvolvimento das cepas, as células foram
separadas por centrifugacdo e congeladas a -20
°C.

Preparo das amostras

As  biomassas  congeladas  foram
liofilizadas e divididas em duas porg¢des; ambas
foram submetidas a extracdo assistida por
ultrassom: a primeira, com metanol 100% e a
segunda, com acido acético 0,1 M (4 x 10 sec., 50
W). Os extratos foram centrifugados (1.750 x g,
50 min) e os sobrenadantes foram evaporados, sob
pressdo reduzida (FASTNER et al., 1998).

Prospecgdo de cianotoxinas conhecidas
por Cromatografia Planar.

1 mg de cada um dos extratos de cada
cepa foram aplicados a trés placas de gel de silica
(20x20 cm, 0,25 mm, Kieselgel 60GFs,,
(E.Merck). Duas das placas foram desenvolvidas
com a fase madvel cloroférmio/metanol/agua -
64:36:8, v/viv e a terceira, com 0 sistema de
solventes butanol/acido acético/agua 5:4:1 (V/VIV).
Apbs o desenvolvimento dos cromatogramas, as
placas foram secas, observadas sob luz UV
(comprimento de onda 254 e 366 nm) e
derivatizadas sendo a primeira com tetrametil
benzidina, para a deteccdo de microcistinas, de
acordo com PELANDER et al. (2000); a segunda,
com peroxido de hidrogénio, para a deteccdo de
saxitoxinas, segundo BUCKLEY et al., (1976) e a
terceira, com ninidrina, como descrito no
MERCK  (1971), para deteccdo do -
metilaminoalanina (BMAA).

Prospeccéo de
anticolinesterasicos

10 mg de cada um dos extratos de cada
cepa, foram submetidas a duas placas
cromatogréaficas e desenvolvidas nas mesmas
condicBes estabelecidas para a pesquisa de
cianotoxinas. Uma das placas foi submetida a
bioautografia para deteccdo de substancias
portadoras de atividade anticolinesterasica,
segundo RHEE et al. (2001) e a outra, para
pesquisa de  substdncias com  atividade
antifungica, de acordo com HOMANS & FUCHS
(1970).

antifngicos e
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Prospeccao de novas cianotoxinas.
Quantidades equivalentes a 20 mg de células
cianobacterianas liofilizadas, foram administradas,
por via intraperitoneal, em camundongos machos
“Swiss-Webster”, pesando de 19 a 21 g (n=3)
(HARADA, 1999). Os animais foram observados por
uma semana; os sintomas de intoxicacgdo e tempo de
sobrevida foram anotados, e os animais mortos foram
submetidos a exames “post- mortem”.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Prospeccéo de cianotoxinas conhecidas por
Cromatografia Planar.

Seis cepas (CCIBt 3209, CCIBt 3200, CCIBt
3244, CCIBt 3259, CCIBt 3223 e CCIBt 3231) séo
produtoras da neurotoxina [I-metilaminoalanina
(Figura 1la) (COX et al., 2005). A cepa CCIBt 3209
apresentou resultado positivo para a presenca de
microcistinas  (Figura 1b). Nenhuma outra toxina
conhecida foi detectada.

Prospeccédo de metabdlitos secundarios com
atividade antifangica e anticolinesterasica

Os extratos metandlico de CCIBt 3223 e 3231 e 0s
em acido acético 0,1M de CCIBt 3168 e 3253
apresentaram resultados positivos, na deteccdo de
anticolinesterasicos (Figura 2).

Prospeccéo de novas cianotoxinas.

Esses estudos foram realizados nas cepas que
apresentaram resultados negativos para a deteccdo das
cianotoxinas de efeito agudo, ja conhecidas. As
observacGes feitas durante esses ensaios estdo
compiladas na Tabela 1. Os 6rgdos dos animais que
receberam a cepa CCIBt 3232 foram submetidos a
estudos histolégicos, que evidenciaram congestdo
nos pulmdes,dutos das regides distal e cortical dos
rins com paredes destruidas e nlcleos picnéticos no
limen e figado hemorragico. A analise destes dados
mostra que a cepa G. splendidum CCIBt 3223
sintetiza uma toxina de efeito agudo ainda
desconhecida, porém causadora de sinais de
intoxicacdo e lesdes post-mortem semelhantes aos
apresentados por G. amphibium CCIBt 3213, sendo
os pulmdes, os érgdos alvo da intoxicacdo (DOGO,
2011). A cepa G. amphibium CCIBT 3231 ndo
apresentou efeito letal agudo, porém causou 0 mesmo
tipo de lesdo pulmonar observado para as outras
especies de Geitlerinemas estudadas.
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Figura 1 — 1a- Cromatograma de CCIBt 3223, 3231,
3209, 3244 e 3259; as setas apontam as manchas com
Rf correspondente ao Rf do padrdo do BMAA,; 1b -
Cromatograma do extrato em &cido acético da cepa
CCIBt 3209; as setas apontam as manchas de
microcistinas.

Figura 2 - Bioautografia em silica de gel dos extratos
metanolicos de CCIBt 3223 e 3231 e do extrato
acido acético 0,1M de CCIBt 3253 e 3168. As
setas indicam os inibidores da acetilcolinesterase.

CONCLUSOES

Das 08 cepas estudadas, 87,5%
apresentaram efeitos deletérios para mamiferos,
12,5% apresentaram toxinas de efeito agudo, 75%
apresentaram resultados positivos para BMAA
causador de doencas neurodegenerativas cronicas

BMAA
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Figura 3. Grafico consta resultados em (%) para
as atividades bioldgicas encontradas.
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Tabela 1: Compilacdo dos sinais de intoxicacdo, tempo decorrido até o ébito e alteracbes macroscopicas

apresentadas pelos camundongos ap6s administragao i.p. dos extratos das cepas em estudo.

Cepas

Sinais de intoxicacao

Principais achados post-mortem*

Lyngbya sp. CCIBt 3200
Extrato ac. acético 0,1M

Andar cambaleante, dispnéia,
prostragdo, arrepiados e olhos
fechados.

Manchas brancas no figado em n=2

Lyngbya sp. CCIBt 3200
Extrato metanolico 100%

Coceira.

Presencga de manchas brancas no
figado em n=2

Cocoide CCIBt 3244
Extrato ac. acético 0,1M

Andar cambaleante, dispnéia.

Manchas brancas no figado em n=2

Cocoide CCIBt 3244
Extrato metanolico 100%

Dispnéia, dificuldades de locomocéo.

Sem alteragdes macroscOpicas aparentes

Nostoc CCIBt 3259
Extrato ac. acético 0,1M

Andar cambaleante, reducéo da
atividade motora, dispnéia.

Sem altera¢Ges macroscopicas
aparentes

Nostoc CCIBt 3259
Extrato metanolico 100%

Arrepiados

Sem alteracBes macroscépicas
aparentes

G. splendidum CCIBt 3223
Extrato ac. acético 0,1M

Dispnéia, andar cambaleante e
prostracdo e 6bit,0 apos 2 horas da
administracéo

Sem altera¢BGes macroscopicas
aparentes

G. splendidum CCIBt 3223
Extrato metanolico

Contragdo abdominal, dificuldade de
locomocdo, agitacao.

Focos hemorragico no pulmao;
manchas negras no figado

G. amphibium CCIBt 3231
Extrato ac. acético 0,1M

Dispneia, sem reflexos, dificuldades de
locomogéo levando a paralisia

Figado com coloragdo alterada
(escura), pulmdes com coloracéo
alterada

G. amphibium CCIBt 3231
Extrato metanodlico

Dispnéia, arrepiados, contragéo
abdominal.

Pulmao esquerdo com coloragao
alterada; pulméo direito com foco
hemorragico.

Rabdoderma sp CCIBt 3168
Extrato ac. acético 0,1M

Pelo arrepiado, micgdo exagerada e
posterior prostacio

Sem altera¢Ges macroscopicas
aparentes

Rabdoderma sp CCIBt 3168
Extrato metanodlico

Agitacdo, contracdo abdominal, pelo
arrepiado, respiracdo ofegante.

Foco hemorragico nos pulmdes

Phormidiaceae CCIBt 3253
Extrato ac. acético 0,1M

Forte contrac6es abdominais,
paralisisa do trem posterior; pelo
arrepiado.

Foco hemorragico nos pulmdes (n=1)

Phormidiaceae CCIBt 3253
Extrato metandlico

Forte contracao abdominal, respiracéo
ofegante, dificuldades de locomoc&o.

Alteracdes no figado e nos rins;
coagulo no estomago

*QOs animais sobreviventes foram submetidos a eutanasia apés 7 dias.



