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RESUMO 

 

Florações de cianobactérias representam potencial risco para os animais, inclusiveos seres 

humanos, pelo fato de produzirem compostos tóxicos que comprometem a qualidade da 

água. A fim de minimizar o risco de exposição às cianotoxinas e confirmando a 

necessidade de se estabelecer um monitoramento para garantir a segurança, a OMS 

(Organização Mundial da Saúde) e os órgãos responsáveis pela gestão da agua em cada 

país, desenvolveram um quadro de recomendações para o manejo de toxinas de algas em 

águas potáveis e recreativas, com valores máximos permitidos de cianotoxinas. Nesse 

sentido, o presente estudo avaliou as técnicas biológicas utilizadas para detecção das 

cianotoxinas microcistina-LR, cilindrospermopsina, saxitoxina e anatoxina, bem como, 

compreender mecanismos de toxicidade neurológicas, digestivas e genotóxicas 

ocasionados por esses compostos secundários. Assim, no 1º capítulo foi realizado um 

estudo de revisão sobre as técnicas biológicas utilizadas para detecção das cianotoxinas: 

bioensaios com organismos modelos, ensaio de inibição da proteína fosfatase (PPIA) e o 

ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA). Dentre essas técnicas, o ensaio ELISA é o 

mais comumente utilizado, no entanto, esse método não é tão eficaz na detecção de toxinas 

como a saxitoxina e cilindrospermopsina. Pois, esse método pode subestimar a 

concentração dessas toxinas quando mais de uma variante se faz presente. Diante disso, 

faz-se necessário abordagens analíticas capazes de quantificar toxinas multiclasses em 

matrizes ambientais, e assim direcionar para um tratamento mais eficaz da água de 

reservatórios destinados ao abastecimento público. No 2º capítulo foram avaliados os 

possíveis efeitos neurológicos, digestivos e genotóxicos das cianotoxinas (microcistina-LR 

(MC-LR), cilindrospermopsina (CYN), saxitoxina (STX), e anatoxina (ATX)) em 

concentrações baixas e em valores máximos permitidos (VMP) pela OMS e pela legislação 

brasileira (CONAMA e Ministério da Saúde), utilizando o peixe-zebra como organismo 

modelo. Então, foi observado que a exposição as cianotoxinas (MC-LR, CYN, STX, ATX) 

nas concentrações testadas induziu efeitos bioquímicos e genotóxicos no sistema nervoso e 

digestivo do peixe-zebra, além disso, os resultados aqui encontrados servem como alerta e 

gatilhos para novos estudos no que diz respeito aos níveis de toxinas permitidos pela 

legislação na água usada para abastecimento público. 

 

Palavras-chave: Desordens metabólicas;Hepatotoxinas;Neurotoxinas; Perfil da Expressão 

Gênica; Qualidade da Água.  



 
 

 

 

ABSTRACT 

 

Cyanobacterial blooms pose a potential risk to animals, including humans, as they produce 

toxic compounds that compromise water quality. In order to minimize the risk of exposure 

to cyanotoxins and confirming the need to establish monitoring to ensure safety, the WHO 

(World Health Organization) and the bodies responsible for water management in each 

country have developed a framework of recommendations for the management of algal 

toxins in drinking and recreational waters, with maximum permissible values of 

cyanotoxins. In this sense, the present study evaluated the biological techniques used to 

detect the cyanotoxins microcystin-LR, cylindrospermopsin, saxitoxin and anatoxin, as 

well as to understand mechanisms of neurological, digestive and genotoxic toxicity caused 

by these secondary compounds. Thus, in the 1st chapter, a review study was carried out on 

the biological techniques used for the detection of cyanotoxins: bioassays with model 

organisms, protein phosphatase inhibition assay (PPIA) and the enzyme immunosorbent 

assay (ELISA). Among these techniques, the ELISA assay is the most commonly used, 

however, this method is not as effective in the detection of toxins such as saxitoxin and 

cylindrospermopsin. This method may underestimate the concentration of these toxins 

when more than one variant is present. In view of this, it is necessary analytical approaches 

capable of quantifying multiclass toxins in environmental matrices, and thus directing 

towards a more effective treatment of water from reservoirs intended for public supply. In 

the 2nd chapter, the possible neurological, digestive and genotoxic effects of cyanotoxins 

(microcystin-LR (MC-LR), cylindrospermopsin (CYN), saxitoxin (STX), and anatoxin 

(ATX)) at low concentrations and at maximum permitted values were evaluated (VMP) by 

the WHO and Brazilian legislation (CONAMA and Ministry of Health), using zebrafish as 

a model organism. So, it was observed that exposure to cyanotoxins (MC-LR, CYN, STX, 

ATX) at the concentrations tested induced biochemical and genotoxic effects in the 

nervous and digestive system of zebrafish, in addition, the results found here serve as a 

warning and triggers for further studies regarding the levels of toxins permitted by 

legislation in water used for public supply. 

 

Keywords: Metabolic disorders; Hepatotoxins; Neurotoxins; Gene Expression Profile; 

Water quality. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Um dos maiores problemas associados às mudanças climáticas e interferência de ações 

antropogênicas dos ecossistemas aquáticos é a eutrofização. A eutrofização contribui para a 

alta biomassa fitoplanctônica, depleção de oxigênio, diminuição da transparência da água, 

gosto, cheiro e odor desagradáveis e restrição de atividades recreativas (Mantzouki et al., 

2016; Janssen, 2019). Muitos desses problemas sãocausados pela prevalência das 

cianobactérias, muitas das quais são indesejáveis do ponto de vista de qualidade da água 

(Brasil et al., 2016; Havens et al., 2017). 

As cianobactérias podem produzir uma ampla gama de metabólitos secundários, 

incluindo as cianotoxinas, que podem causar implicações na saúde da vida aquática, animais 

terrestres, e até mesmo humanos (Baiget al., 2017; Funari et al., 2017; Qiao et al., 2019).As 

toxinas produzidas pelas cianobactériaspertencem a várias classes com propriedades físico-

químicas, estruturais e mecanismos de ações toxicológicas diferentes. Ascianotoxinas podem 

ser classificadas em hepatotóxicas (microcistina, nodularina, cilindrospermopsina), 

neurotóxicas (anatoxina-a, saxitoxina) ou dermatotóxicas(Buratti et al., 2017; Zhao et al., 

2019). Além disso, também são consideradas citotóxicas, imunotóxicas e genotóxicas (Chen 

et al., 2020). 

Diante dessas circunstâncias, os efeitos tóxicos das cianotoxinas têm sido amplamente 

estudados. Dentre essas, as microcistinas (MCs) e cilindrospermopsina (CYN) estão entre as 

maisfrequentemente investigadas devido à sua toxicidade e ampla distribuição (Spoofand 

Catherine, 2017). As MCs possuem cerca de 246 variantes, sendo a forma MC-LR a mais 

tóxica 

e frequentemente observada em florações de cianobactérias (Díez-Quijada et al., 2019). Sua 

ação tóxica está relacionada à inibição das proteínas fosfatases 1 (PP1) e 2ª (PP2A) (Dietrich 

andHoeger, 2005; Papadimitriou et al., 2018). Além disso, é reconhecida por induzir o 

estresse oxidativo (Buratti et al., 2017), alterar atividades enzimáticas (Moreno et al 2005; 

Atencio et al., 2008), induzir apoptose (Zhou et al., 2017) e foi classificada como possível 

carcinogênico (Zegura, 2016). A toxicidade das cilindrospermopsinas (CYN) está associada à 

inibição irreversível da síntese de proteínas, à depleção da glutationa (GSH) relacionada ao 

estresse oxidativo (Gutiérrez-Praena et al., 2011; Silva et al., 2017) e indução da 

fragmentação do DNA (Puerto et al., 2018). Esses mecanismos podem afetar adversamente 
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uma ampla variedade de alvos em um organismo (Buratti et al 2017; Guzmán-Guillén et al., 

2017). 

Quanto às neurotoxinas, as saxitoxinas são responsáveis por bloquearem os canais de 

Ca2+ e K+ nas células cardíacas, evitando a propagação da transmissão elétrica dentro dos 

nervos periféricos e músculos esqueléticos ou cardíacos (O’Neill et al., 2016; Christensen& 

Khan, 2020). Já a anatoxina-a atua como agonista competitivo da acetilcolina, podendo se 

ligar a seus receptores de membrana específicos (mAChR), levando ao bloqueio da 

transmissão do sinal neuromuscular, causando superestimulação das células musculares 

(Aráoz, Molgo e Marsac, 2010; Colas, Duval e Marie, 2020). 

Tendo em vista os efeitos tóxicos ocasionados por essas cianotoxinas, eo aumento de 

intoxicações por florações de cianobactérias tóxicas, limites máximos aceitáveis de toxinas 

foram determinados por órgão mundial (OMS) e nacionais (Ministério da Saúde (MS) e 

Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)). A definição de limites para a 

concentração de cianobactérias e suas toxinas requer a necessidade imediata de ações de 

controle e vigilância da qualidade d`água.  Vários são os métodos utilizados para detecção 

desses metabólitos secundários, mas os métodos biológicos como bioensaios em animais para 

avaliar a toxicidade de amostras de águas com florações, imunoensaio tipo ELISA, e ensaios 

de inibição enzimática dominam as análises de cianotoxinas. A escolha do método mais 

adequado irá depender do nível e da qualidade da informação desejada. A disponibilidade de 

equipamento, o custo da análise, o treinamento pessoal e o tempo necessário para a obtenção 

de resultados são as principais diferenças entre os métodos e importantes parâmetros a serem 

considerados durante a definição da metodologia. Entretanto, tais metodologias de detecção 

ainda dificultam o monitoramento em pequenas e médias comunidades (Pearson e Neilan, 

2008; Mekebriet al., 2009). Diante disso, o presente trabalho traz uma revisão dos principais 

métodos biológicos utilizados para detecção de cianotoxinas.  

Para avaliação ecotoxicológica das cianotoxinas, foi utilizado neste trabalho o peixe 

Danio rerio(Hamilton, 1822). Essa escolha teve como propósito o uso de um organismo 

aquático com sensibilidade adequada a poluentes (Brito & da Luz, 2015), o que permitiu a 

obtenção de importantes informações sobre os possíveis impactos neurológicos e intestinais a 

que os organismos aquáticos possam estar submetidos em eventos de floração de 

cianobactérias. Além disso, seguiu os indicativos de que devem ser usados em bioensaios 

organismos que sejam sensíveis e representativos para uma das categorias importantes do 

meio investigado, neste caso os peixes (Brito & da Luz, 2015; Marins, 2018). Como os peixes 

de um modo geral respondem aos produtos químicos no ambiente, o peixe-zebra também se 
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tornou um organismo modelo para estudos ecotoxicológicos (Azevedo et al., 2020). É um 

bom indicador de contaminação de poluentes por possuirfácil adaptação e sensibilidade às 

condições ambientais, não requer grande espaço para cultivo e criação, além de sua utilização 

ser bem documentada (Meyers, 2018). Isso foi demonstrado com estudos que avaliaram o 

efeito de metais pesados e de agrotóxicos utilizando peixe-zebra como modelo (Bridi et al., 

2017; Marins, 2018; Pereira et al., 2018). 

  Tendo em vista que os trabalhos realizados com peixe-zebra avaliaram os efeitos de 

altas concentrações de cianotoxinas(Kist et al., 2012; Wu et al., 2017; da Silva et al., 2014; 

Hou et al., 2015),o presente estudo visa preencher a lacuna dos efeitos desses compostos 

tóxicos em concentrações baixas, referente às concentrações permitidas pela legislação na 

água bruta. Neste contexto, os biomarcadores serão usados para identificar as interações entre 

as cianotoxinas e a espécie Danio rerio, e, dessa forma, indicar os efeitos causados por esses 

compostos no organismo alvo. 
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1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo geral  

 

Avaliaros métodos biológicos utilizados para detecção de cianotoxinas, bem como 

compreenderas respostas enzimáticas e moleculares como forma de esclarecer mecanismos 

pelos quais as cianotoxinas microcistina-LR (MC-LR), cilindrospermopsina (CYN), 

saxitoxina (STX) e anatoxina (ATX) podem ser prejudiciaisao peixe-zebra adulto.  

 

1.1.2Objetivos específicos  

 

• Explorar as vantagens e desvantagens dos métodos biológicos utilizados para detecção 

de cianotoxinas;  

• Estimar alterações na atividade enzimática da enzima acetilcolinesterase extraídasdo 

cérebro e músculo do peixe-zebra;  

• Estimar alterações nas atividades das enzimas digestivas tripsina equimotripsina 

extraídas do peixe-zebra;  

• Apontar o efeito da microcistina-LR em diferentes transcritos (superóxido dismutase, 

acetilcolinesterase, tripsina e quimotripsina) dos tecidos do peixe-zebra.  
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2REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 EUTROFIZAÇÃO E CIANOBACTÉRIAS 

 

A eutrofização é uma preocupação global e tem sido considerada uma grande ameaça 

aos ecossistemas aquáticos (Figura 1). Esse processo consiste na resposta do ecossistema à 

carga de nutrientes, normalmente nitrogênio (N) e fósforo (P), causada pelo efeito de fatores 

naturais e atividades antropogênicas como atividades industriais, intensificação da 

urbanização, despejos de esgotos in natura, entre tantas outras que aumentam as 

concentrações de nutrientes o que acelera a produtividade dos organismos fotossintéticos 

(Muri et al., 2018). Como consequência tem-se o desequilíbrio ecológico do reservatório, 

levando ao florescimento frequente de cianobactérias. 

 

Figura 1– Ocorrência de florações de cianobactérias tóxicas no mundo. 

 

Fonte: Du et al. (2019, p.13) 

 

Dentre os aproximadamente 270 gêneros descritos de cianobactérias (Komárek et al., 

2014), 40 estão relacionados com a produção de algum tipo de toxina. Entretanto, à medida 

que novas pesquisas sãodesenvolvidas, novas espécies produtoras de 

cianotoxinassãorelatadas. Deste modo, a princípio, qualquer cianobactéria pode ser 

considerada como potencialmente produtora de cianotoxinas (Bernard et al., 2016). 

Dolichospermum, Aphanizomenon, Microcystis, Nodularia e Cylindrospermopsissãoos 

gêneros mais frequentes em florações deáguas superficiais (Munoz et al., 2019). 
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Uma das grandes preocupações, no que concerne às cianobactérias, está na capacidade 

em biossintetizar e liberar alguns metabólitos secundários bioativos, conhecidos como 

cianotoxinas (Huang e Zimba, 2019), que são armazenadas nas células das bactérias e são 

liberadas para a água durante processo de predação e competição (Wood, 2016).  Esses 

metabólitos podem afetar a atividade das enzimas celulares de outros organismos, interferir 

nas vias de sinalização das células, causar apoptose dos tecidos, e levar a mortalidade (Huang 

e Zimba, 2019). 

 

2.2 CIANOTOXINAS 

 

As cianotoxinas divergem em estrutura química e são classificadas em três grandes 

grupos: peptídeos cíclicos, alcalóides e lipopolissacarídeos. Em relação à toxicidade, toxinas 

de cianobactérias são classificadas como hepatotoxinas (microcistinas, nodularina), 

citotoxinas (cilindrospermopsina), neurotoxinas (anatoxinas, saxitoxinas, β-metilamino-L-

alanina) e dermatotoxinas (lipopolissacarídeo, lingbyatoxinas, aplysiatoxina) (Sanseverino et 

al., 2017). Dentre eles, as microcistinas (MCs) e particularmente algumas variantes 

específicas (por exemplo, MC-LR, MC-RR) são as mais frequentemente investigadas e 

detectadas (Figura 1) (Buratti et al., 2017; Du et al., 2019). 

 

2.2.1 Microcistinas 

 

MCs são toxinas de heptapeptídeos cíclicos e mais de 200 isômeros foram relatados 

(Spoof e Catherine, 2017). Entre eles, a microcistina-LR (MC-LR) é o isômero mais tóxico e 

amplamente distribuído (Gupta et al., 2003). O peso molecular de MC-LR é 995,2 Da. A 

estrutura química de MC-LR (-D-Ala-l-Leu-D-isoMeAsp-l-Arg-l-Adda-D-Glu-Mdha) é 

cíclica, em que Adda (3-amino-9-metoxi- ácido 2,6,8-trimetil-10-fenil-4,6-dienóico) é um 

grupo essencial para expressar a toxicidade de MC-LR. Os dois aminoácidos exclusivos do 

MC-LR são a leucina na segunda posição e a arginina na quarta posição ( Figura 2). A 

estrutura cíclica e a presença dos aminoácidos leucina e arginina tornam a MC-LR resistente 

ao calor, hidrólise e oxidação. Essas propriedades químicas da MC-LR aumentam sua 

estabilidade e persistência no meio ambiente (de la Cruz et al., 2011). A MC-LR também é 

altamente resistente aos processos convencionais de tratamento de água potável, o que 

aumenta o risco de exposição animal e humana (Song et al., 2011).  
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Figura 2– Representação da estrutura molecular da microcistina-LR (MC-

LR), cilindrospermopsina (CYN), saxitoxina (STX) e anatoxina-a (ATX-a). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Munoz et al. (2019, p.4). 

 

As microcistinas (MCs) estão entre as toxinas cianobacterianas mais difundidas 

detectadas em águas doces. Elas foram isoladas pela primeira vez da cianobactéria 

Microcystis aeruginosa (Carmichael et al. 1990), porém, outros gêneros de cianobactérias 

também são capazes de sintetizá-los: Planktothrix, Dolychospermum, Microcystis, 

Radiocystis, Nostoc,Phormidium, Aphanizomenon, Geitlerinema, Leptolyngbya, 

OscillatóriaeAphanothece. (Bittencourt-Oliveira et al., 2014; Salmaso et al., 2017). 

De maneira geral, a absorção de MCs ocorre por meio de polipeptídeos 

transportadores de ânios orgânicos (OATPs), que são expressos em vários tipos de células 

(Chen e Xie, 2016), como enterócitos, hepatócitos e células epiteliais renais, e órgãos como 

coração, pulmão, baço, pâncreas, cérebro e barreira hematoencefálica (BHE) (Testai et al., 

2016). Isso significa que quantidades significativas de MCs podem atingir o cérebro através 

da BBB e induzir patologia cerebral, dependendo do tipo e expressão de OATPs na BHE, na 

barreira sangue-líquido cefalorraquidiano e na membrana da célula neuronal (Westholm et al., 

2009). A distribuição sistêmica das MCs nos órgãos édependente do grau de perfusão 

sanguínea e dos tipos e nível de expressão dos portadores do OATP (Campos e Vasconcelos, 

2010; Díez-Quijada et al., 2019).   Além disso, foi recentemente evidenciado que MC-LR 

induziu a produção de produtos citotóxicos e citostáticos [óxido nítrico (NO)), bem como 

mediadores pró-inflamatórios, por exemplo, fator de necrose tumoral α, TNF- α e interleucina 
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6 (IL- 6)] na linhagem de macrófagos RAW 264.7 que não expressam OATPs 1ª1, 1ª5 e 1b2: 

a captação ocorreu por meio dos receptores Toll-like (TLRs) (Adamovsky et al., 2015). 

O mecanismo de ação mais conhecido das MCs é a inibição da proteína serina/treonina 

fosfatase, que leva à hiperfosforilação de proteínas e desencadeia uma cascata de eventos 

levando a uma série de respostas celulares, como: modificação do citoesqueleto e ruptura dos 

filamentos de actina, estresse oxidativo, indução de apoptose, reparo de DNA reduzido e 

proliferação celular levando a promoção de tumor (Buratti et al., 2017; Catherine et al., 2017; 

Qian et al., 2018). 

MC-LR é a MC mais estudada entre os diferentes congêneres, devido à sua 

ubiqüidade, abundância e toxicidade. Seu alvo principal é o fígado, porém é capaz de afetar 

outros órgãos como o coração, rim, cérebro e o intestino (Liu, Zhong e Zeng, 2006).A MC-

LR tem atraído crescente atenção devido à presençadogene c-myc, um proto-oncogene, que 

codifica um fator de transcrição envolvido no controle da proliferação celular, diferenciação e 

apoptose, ou seja, pode formar tumores e se tornar ameaça para o organismos (Huiying et al., 

2009). Logo, a expressão de c-myc desempenha um papel significativo no desenvolvimento 

do câncer (Fan et al., 2014). De fato, a Agência Internacional de Investigação do Câncer 

classifica a microcistina-LR como potencialmente cancerígena para o homem (Wang et al., 

2015). 

Paralelamente, estudos recentes de genotoxicidadein vivo e in vitro revelaram que a 

MC-LR apresenta propriedades genotóxicas, ou seja, é capaz de alterar a estrutura ou função 

da molécula de DNA podendo causar doenças em indivíduos e seus descendentes, além de 

aumentar a incidência de câncer (Zegura, 2016).  

 

2.2.2 Cilindrospermopsina 

 

Entre as cianotoxinas, a cilindrospermopsina (CYN) vem se tornando uma das toxinas 

mais importantes da água doce em todo o mundo (de La Cruz et al., 2013),sendo produzida 

por um grande número de cianobactérias: Cilindrospermopsis, Aphanizomenon, 

RaphidiopsisLyngbya, Dolichospermum, Microseira, Oscillatoria, Umezakia  (Huang e 

Zimba, 2019). 

A toxina cianobacteriana CYN é um alcalóide tricíclico que consiste em uma porção 

tricíclica de guanidina combinada com hidroximetiluracila (Hinojosa et al., 2019) (Figura 2). 

A subunidade uracila e o grupo funcional hidroxi na posição C7 do CYN são responsáveis 

pela toxicidade (Banker et al., 2001). Atualmente, cinco análogos de CYN são conhecidos, a 
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saber, CYN, 7-epi-CYN, 7-desoxi-CYN e os dois congêneres recentemente caracterizados, 7-

desoxidesulfo-CYN e 7-desoxidesulfo-12-acetil-CYN (Scarllet et al., 2020). Destes, o mais 

investigado é o CYN, devido a sua maior ocorrência em sistemas aquáticos. 

A estrutura molecular da CYN confere características hidrofílicas, por essa razão, sua 

absorção intestinal e a captação pelos hepatócitos precisam ser mediadas por um sistema de 

transporte ativo, como o sistema de transporte de ácido biliar, por exemplo, colato e 

taurocolato (Chong et al. 2002; Buratti et al., 2017). Apesar de ser o fígado seu principal alvo, 

já foram detectados efeitos tóxicos em outros órgãos como olhos, baço, rins, pulmões, timo, 

coração, estômago (Guzmán-Guillén et al., 2017; Huang e Zimba, 2019). 

O mecanismo de ação mais conhecido para CYN é a inibição da síntese de proteínas 

(Froscio et al., 2003). Além disso, devido à sua capacidade de aumentar a produção de 

espécies reativas do oxigênio(VER’s), essa toxina pode levar a danos no DNA, causando 

morte celular por apoptose (Puerto et al., 2011; Guzmán-Guillén et al., 2013; Silva et al., 

2017). Do mesmo modo, alguns estudos têm demonstrado a importância de sua ativação 

metabólica prévia pelo complexo enzimático citocromo P-450, por ser capaz de exercer 

potencial genotóxico (Žegura et al., 2011; Puerto et al., 2018). 

É conhecido e comprovado tanto in vitro em culturas primárias de hepatócitos de 

camundongos (Froscio et al., 2003) e in vivo (Terao et al. 1994) que a CYN induz a inibição 

irreversível da síntese proteica levando à citotoxicidade nofígado e no rim (a depender da 

concentração). Ao usar inibidores do citocromo P450, a toxicidade de CYN diminui, mas 

nenhuma proteção contra o comprometimento da síntese de proteínas foi observada (Froscio 

et al., 2003;Zegura et al., 2011), sugerindo que o composto original e os metabólitos 

possivelmente formados poderiam exercer toxicidade com mecanismos diferentes, também 

dependendo das concentrações de CYN (Buratti et al., 2017). De modo geral, os efeitos 

citotóxicos estão associados ao estresse oxidativo devido ao aumento dependente da 

concentração no conteúdo de H2O2, diminuição da atividade de superóxido dismutase (SOD) 

e catalase (CAT), nível elevado de glutationa peroxidase e apoptose (Poniedziałek et al., 

2014, 2015). 

 Como citotoxina, esses efeitos também podem ser causados no sistema nervoso. 

Embora não seja provável que CYN cruze a barreira hematoencefálica por difusão passiva 

devido às suas propriedades hidrofílicas (Banks, 2009), seu baixo peso molecular pode 

desempenhar um papel em sua entrada no sistema nervoso. Existem alguns estudos que 

apontam sua neurotoxicidade em diferentes modelos in vitro e in vivo, embora os mecanismos 

pelos quais a CYN possa exercer efeitos neurotóxicos no cérebro permaneçam desconhecidos 
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(Hinojosa et al., 2019). Somados a esses, estudos in vitro do mesmo grupo relataram o 

possível efeito imunotóxico do CYN (Poniedziałek et al., 2012). 

Estudos para avaliar a toxicidade causada pela CYN ainda são escassos. Existem 

outros novos efeitos de toxicidade emergentes que são atribuíveis ao CYN, como 

neurotoxicidade ou imunotoxicidade, que raramente foram investigados por métodos in vitro. 

Portanto, ainda é necessário completar o conhecimento sobre o perfil tóxico do CYN e seus 

compostos relacionados. 

 

2.2.3 Saxitoxina 

 

Saxitoxina (STX) é um alcalóideneurotóxico produzido por alguns gêneros de 

dinoflagelados marinhos e também por cianobactérias de água doce como Anabaena, 

Aphanizomenon, Cuspidothrix, Cylindrospermopsis, Dolichospermum, Fischerella, 

Geitlerinema, Lyngbya, Phormidium, Planktothrix, Raphidiopsis, Scytonema, Tolypothrix 

(Buratti et al., 2017; Salmaso et al., 2017). A estrutura da STX, é composta por um sistema 

tricíclico de 3,4-peridropurina com dois grupos guanidino (Figura 2). 

Esse bioproduto é a toxina causadora do envenenamento paralítico por marisco (PSP – 

ParallyticShellfishPoisoning) mais pesquisada, onde seus análogos têm níveis variados de 

toxicidade, sendo a saxitoxina e neosaxitoxina as mais potentes (Ballot et al., 2017). Essas 

toxinas atuam bloqueando os canais de Na+ nas células neuronais e os canais de Ca++ e K+ nas 

células cardíacas, esta ação impede a propagação da transmissão elétrica dentro dos nervos 

periféricos e músculos esqueléticos ou cardíacos (Su et al., 2004; Buratti et al., 2017). 

As saxitoxinas funcionam por ligação reversível aos canais de sódio dependentes de 

voltagem (Nav). Os Nav estão presentes nas células dos tecidos excitáveis, como músculos e 

nervos, onde atuam no desequilíbrio no gradiente de íons através da membrana celular, 

produzindo uma voltagem e resultando na transmissão de sinais elétricos na forma de 

potenciais de ação (Wada, 2006;Christensen& Khan, 2020). A ligação da saxitoxina às alças 

externas do Nav causa o bloqueio dos canais, impedindo a despolarização da membrana 

celular e a transmissão dos potenciais de ação. Como resultado, os tecidos nervoso e muscular 

tornam-se disfuncionais, levando à paralisia (Llewellyn 2006; Buratti et al., 2017). 

Após a exposição a STX, os potenciais de ação nas fibras nervosas e musculares são 

interrompidos. Os sintomas podem ser gastrointestinais e neurológicos, incluindo; parestesia, 

náusea, vômito, falta de coordenação, diarréia, fraqueza, ataxia, falta de ar, disartria, disfagia, 

hipotensão e, dependendo da quantidade de toxina consumida, pode resultar em paralisia 
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completa da vítima e morte por depressão respiratória (O’Neill et al., 2016). Porém, a 

consequência da PSP é variável entre os indivíduos, por exemplo, as crianças mostraram-se 

mais suscetíveis com uma taxa de mortalidade mais elevada (O’Neill et al., 2016). 

Além disso, STX pode induzir mudanças nos mecanismos antioxidantes causando 

aumento no estresse oxidativo e efeitos adversos no neurodesenvolvimento, uma vez que o 

cérebro tem uma vulnerabilidade aumentada ao estresse oxidativo e menos defesas (Song et 

al., 2011; Christensen& Khan, 2020; Chen et al., 2020). No entanto, ainda não está claro 

como as toxinas causadores de PSPs interferem nas mudanças dos mecanismos antioxidantes 

(O’Neill et al., 2016). Isso apóia a idéia de que elas podem ter efeitos adversos não apenas no 

sistema nervoso. 

A evidência de outros efeitos neurotóxicos das saxitoxinas, particularmente no 

contexto da neurodegeneração, é limitada. Melegari et al. (2012) mostraram que STX é capaz 

de induzir estresse oxidativo em células neurais, por meio de vias de peroxidação lipídica 

(LPO). Isso é importante, uma vez que os mecanismos de LPO estão bem estabelecidos na 

patogênese da Doença de Alzheimer (DA) (Butterfield e Lauderback 2002). No entanto, uma 

ligação direta entre a saxitoxina e a DA através de peroxidação lipídica ainda não foi 

estabelecida. O potencial efeito genotóxico das saxitoxinas também não foi determinado. 

Desta forma, o efeito da toxicidade de STX precisa ser mais investigado a fim de 

compreender os prováveis efeitos neurodegenerativos, como também efeitos reprodutivos, 

teratogênicos, genotóxicos e carcinogênicos, tendo em vista que poucas pesquisas foram 

realizadas nesse âmbito. 

 

2.2.4 Anatoxina 

 

A anatoxina-a (ATX-a) e seus análogos são estruturalmente um dos menores grupos 

de metabólitos bioativos cianobacterianos. ATX-a é um alcaloide bicícliconeurotóxico(2-

acetil-9-azabiciclo (4.2.1) non-2-eno) que possui uma amina secundária bicíclica, com massa 

molecular e pka de 165 u.m.a. e 9,4, respectivamente (Rodríguez et al., 2006).(Figura 2). 

ATX-a foi a primeira cianotoxina a ser estruturalmente definida por cristalografia de raios-X 

e confirmada por 1H-NMR (Du et al., 2019). Sabe-se que a anatoxina-a e seus análogos são 

produzidos pelas seguintes espécies de água doce: Aphanizomenon, Arthrospira, 

Cylindrospermum, Dolichospermum, Kamptonema (syn. Oscillatoria), Plankocystis, 

NostocePhormidium coletados de várias áreas geográficas (Huang e Zimba, 2019). 
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O principal alvo das anatoxinas são os receptores nicotínicos de acetilcolina (nAChRs) 

(Spivak, 1980). Esses receptores são encontrados tanto no SNC quanto nos terminais pós-

sinápticos dos neurônios motores (Aráoz et al., 2010ª, b). A anatoxina-a tem uma afinidade 

para nAChRs 20 vezes maior do que a nicotina (Thomas et al., 2006). A anatoxina-a é um 

potente agonista nicotínico da acetilcolina, tendo sido comprovado que impede 

reversivelmente a despolarização neuromuscular de receptores nicotínicos colinérgicos em 

músculo esquelético estriado de mamíferos (Skulberg et al., 1992), superestimulando os 

neurônios pós-sinápticos e, eventualmente, parando a transmissão sináptica colinérgica 

(Aronstam e Witkop 1981). Além disso, a anatoxina-a é um anticolinesterase, ou seja, evita a 

degradação e absorção de acetilcolina nos neurônios pré-sinápticos, resultando em 

superestimulação dos neurônios pós-sinápticos (Mahmood e Carmichael 1986). Os sintomas 

de envenenamento por anatoxina incluem convulsões, tremores musculares, paralisia, parada 

respiratória e morte subsequente (Mello et al., 2017). 

Geralmente, o envenenamento agudo por anatoxina pode levar rapidamente à morte, e 

quaisquer efeitos crônicos de baixas doses ainda não foram documentados. Seu papel como 

agonista nicotínico, entretanto, pode fornecer algumas pistas. A neurotransmissão colinérgica 

é importante no sistema nervoso central, particularmente na função do hipocampo e do núcleo 

basal, que são centros de memória, percepção e aprendizagem (Mello et al., 2017). A 

anatoxina-a também mostrou induzir dano oxidativo em timócitos e células de rim de macaco 

por meio da indução da caspase-3 (Rao et al., 2002). Mais exploração sobre o potencial 

neurotóxico das anatoxinas e sua capacidade de acessar o cérebro também são necessários 

para estabelecer se eles poderiam ser implicado em doenças como a Doença de 

Alzheimer(Colas et al., 2020), que é caracterizada por danos e morte de neurônios 

colinérgicos (Mello et al., 2017).  

Mais recentemente, intoxicações atribuídas especificamente a neurotoxinas foram 

documentadas (Wood, 2016). Para a anatoxina-a, os efeitos agudos do envenenamento para a 

saúde incluem convulsões, espasmos musculares, desequilíbrio, paralisia e insuficiência 

respiratória (Al-Sammak et al., 2014; Rutkowska et al.,2019). Portanto, os efeitos 

neurológicos agudos foram sugeridos como a principal causa de preocupação ao se considerar 

a avaliação de risco à saúde humana (Huang e Zimba, 2019). É importante ressaltar que não 

existem estudos sobre a potencial genotoxicidade da ATX, portanto, não podemos dizer que a 

toxicidade de longo prazo não tem importância para o risco à saúde humana, especialmente 

porque também não há dados disponíveis sobre a capacidade do ATX de cruzar a barreira 

hematoencefálica ou placentária. 
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2.3LEGISLAÇÃO PARA CONTROLE DE CIANOBACTÉRIAS E MONITORAMENTO 

DE CIANOTOXINAS 

 

Relatos de intoxicações em seres humanos causadas pela exposição aos metabólitos 

secundários de cianobactérias têm sido frequentes (Teixeira et al., 1993; Pouria et al., 

1998;Rapala et al., 2005; Li et al., 2011; Bellem et al., 2013; Garrison et al., 2015; Svirčev et 

al., 2017). As duas intoxicações letais mais comuns atribuídas a cianobactérias na água 

potável ocorreram no Brasil. Na região de Paulo Afonso (Bahia) após uma floração maciça 

dos gêneros Anabaena e Microcystis na barragem Itaparica, resultando em 2000 casos de 

gastroenterites, com 88 mortes, principalmente crianças (Teixeira et al., 1993). E o outro caso 

ocorreu na Cidade de Caruaru (Pernambuco) no ano de 1996, quando pacientes de uma 

clínica foram submetidos a sessões de hemodiálise com água contaminadas com cianotoxinas, 

resultando em mais de 60 mortes (Pouria et al., 1998).  

Cenários de degradação dos recursos hídricos, com recorrentes episódios de florações 

de cianobactérias potencialmente produtoras de cianotoxinas, levou a indicação do limite 

máximo de 1µg. L-1 de microcistina total em água para consumo humano pela Organização 

Mundial de Saúde (OMS). Este valor corresponde ao valor máximo permitido das variantes 

de microcistinas nas formas intracelular e extracelular, ou dissolvida. Este valor é utilizado 

como padrão em diversos países para o controle e monitoramento desta hepatotoxina em 

água, como ocorre no Brasil.  

O Brasil foi o primeiro país a estabelecer limites para densidade de cianobactérias e 

concentração de cianotoxinas em norma nacional, como lei.Além de discutir padrões de 

potabilidade, a portaria foi pioneira ao inserir norma legal a obrigatoriedade do 

monitoramento de cianobactérias, junto ao ponto de captação em mananciais 

superficiais.Desde 1977, com a instituição do Decreto n.º 79.367/1977, foi designado ao 

Ministério da Saúde (MS) a competência do estabelecimento das normas e dos padrões de 

potabilidade de água a serem seguidos, abrangendo definições, características da qualidade da 

água potável, amostragem e métodos analíticos (BRASIL, 1997). Em consonância ao decreto, 

foi publicada a primeira Portaria de Potabilidade da água para consumo humano no Brasil, 

PRT BSB n.º 56/1977. A revisão da Portaria BSB nº 56/1977 foi orientada pelos guias 

publicados pela OMS na década de 80, culminando com a publicação da Portaria GM nº 36, 

em 19 de janeiro de 1990. Após esse ano, sucederam-se, entre 1990 a 2017, cinco 

atualizações da norma correspondentes à: PRT GM n.º 36/1990, PRT n.º 1.469/2000, PRT 
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GM/MS n.º 518/2004 e PRT GM/MS n.º 2.914/2011, inserida no Anexo XX da Portaria de 

Consolidação GM/MS n.º 5/2017 (BRASIL, 2020). Em maio de 2021, foi instituída nova 

portaria de potabilidadePRT GM/MS n° 888/2021, em revisão e substituição do Anexo XX da 

portaria de 2017. 

 Entre as principais alterações impostas na portaria de 2021, está a inclusão da análise 

de clorofila-a de mananciais superficiais, como indicadora da presença e abundância de 

cianobactérias (Art. 43), que apresenta menor custo e complexidade quando comparada à 

identificação e contagem de cianobactérias; e a inclusão do monitoramento da 

cianotoxinacilindrospermopsina na avaliação da toxicidade de florações de cianobactérias 

(Art. 43). Essas foram as modificações em referência com a portaria anterior apresentada no 

Anexo XX da PRT Consolidação GM/MS nº 5/2017, cujo conteúdo é idêntico ao da PRT 

GM/MS 2.914/2011. 

A portaria PRT GM/MS n° 888/2021 que está em vigor estabelece limites máximos 

aceitáveis (LMA) para três tipos de cianotoxinas: MC total (1,0 μg L-1), CYN (1,0 μg L-1)  e 

STX (3,0 μg L-1).De acordo com esta regulamentação, é determinado que ocorra o 

monitoramento mensal em todos os pontos de captação de água do manancial quando o 

número de células de cianobactérias não exceder 10.000 células∙Ml-1 e, semanalmente quando 

o número de células de cianobactérias exceder este valor. Quando ocorrer um valor maior que 

20.000 células∙Ml-1 deve ser realizada a análise semanal das cianotoxinas microcistinas, 

saxitoxina e cilindrospermopsina. Além disso, deve-se identificar os gêneros de 

cianobactérias presentes. Logo, trata-se de uma etapa crucial, uma vez que a capacidade de 

detectar essas toxinas na água de consumo humano representa uma garantia de não expor os 

consumidores a riscos associados à saúde (Brasil, 2021). 

 

2.4 ENZIMAS 

 

Enzimas sãoproteínas, consideradas catalisadores biológicos por exercer a função de 

aumentar a velocidade de uma reação química(Nelson e Cox, 2014). Atuam de forma 

altamente específica com seus substratos. Possuem elevada massa molecular e atuam 

sobresubstratos específicos (Fogler, 2009).Normalmente são solúveis em soluções aquosas. 

(Kieling, 2002).  

A maioria das características catalíticas de uma enzima deriva de sua estrutura 

molecular. As enzimas são proteínas formadas pela interação entre cadeias de polipeptídeos. 

Estes são oriundos pela combinação de aproximadamente 20 aminoácidos, ligados através de 
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ligações peptídicas (ligação covalente) formadas a partir de um grupo carboxila e um grupo 

amina. Sua estrutura como um todo é essencial para a atividade catalítica, que é definida pelas 

estruturas primária, secundária, terciária e quaternária, sendo proteínas globulares 

apresentando diversos tamanhos (Whitaker, 1972).  

As enzimas contêm um centro ativodenominado de apoenzima.Algumas vezes 

apresentam um grupo não proteico, um íon metálico ou uma molécula orgânica, 

denominadodeco-fator ou coenzima, respectivamente. Holoenzima é o nome de toda a 

molécula (apoenzima + cofator ou coenzima), quedependendo do tipo de ligação entre o 

grupo proteico e a proteína, pode ser separada através demétodos brandos (Nelson e 

Cox,2014). Devido ao sítio ativo das enzimas, elas sãoespecíficas, ou seja, 

quebramousintetizam um composto em particular(Kieling, 2002).Essas macromoléculas agem 

como catalisadores biológicos essenciais à existência da vida, uma vez que desempenham 

funções centrais em processos metabólicos essenciais à manutenção da homeostase, além de 

atuarem em diversos processos industriais (Rocha-Filho e Vitolo, 2017). 

As enzimas atuam de forma que a reação aconteça com uma energia de ativação 

menor, possibilitando acelerar processos biológicos somente com sua presença e sem o seu 

consumo. Mas sua atividade depende da integridade de sua estrutura proteica como um todo. 

Podendo se dizer que a atividade é geralmente destruída, quando uma enzima se encontra 

desnaturada ou dissociada em subunidades ou partes (Costa, 2016).  

A eficiência da enzima como catalisador pode ser explicada através de sua atividade, 

sendo determinado a partir da velocidade de reação, ou seja, a atividade enzimática 

corresponde à quantidade de enzima que catalisa para a formação de produto por unidade de 

tempo. (Reece et al., 2015). 

As enzimas são classificadas em seis famílias de acordo com o tipo de reação que é 

catalisada, segundo critérios do Comitê da União Internacional de Bioquímica e Biologia 

Molecular (sigla em inglês IUBMB), que são elas: oxirredutases, transferases, hidrolases, 

liases, isomerases e ligases (Nelson e Cox, 2014). As hidrolases são uma das seis classes 

enzimáticas, responsáveis por catalisar a clivagem da ligação química seguida da adição da 

molécula de água (Reece et al., 2015). 

Nessa classe encontram-se as colinesterases que são as enzimas presentes no sistema 

nervoso de vertebrados e invertebrados,atuando na regulação da transmissão dos impulsos 

nervosos entre os neurônios, dentre elas, destacando-se a acetilcolinesterase (AchE). E as 

proteases que correspondem às enzimas intervenientes nos processos digestivos, entre elas 

merece destaque a pepsina, tripsina e quimotripsina (Voet et al., 2008). 
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2.4.1 Acetilcolinesterase 

 

A acetilcolinesterase está presente no sistema nervoso central e periférico, sendo 

responsável pela finalização da transmissão dos impulsos nervosos por meio da hidrólise do 

neurotransmissor acetilcolina (Ach). Desta forma, a ação da AchE é crucial na propagação do 

impulso nervoso. Uma vez liberada nas sinapses, a acetilcolina é degradada pela enzima 

acetilcolinesterase em acetato e colina, sendo esta última recaptada pelo neurônio. O 

neurotransmissor é sintetizado e armazenado em vesículas no neurônio pré-sináptico, sendo 

que a liberação depende de alterações iônicas e elétricas da membrana plasmática. A 

despolarização da membrana plasmática do neurônio pré sináptico promove o influxo de Ca2+ 

seguida de fusão de vesículas sinápticas com a membrana plasmática. Essa fusão promove a 

liberação de acetilcolina na fenda sináptica e difusão até o receptor localizado na membrana 

plasmática do neurônio pós-sináptico. Antes que ocorra nova liberação de acetilcolina, a 

molécula previamente liberada deve ser hidrolisada pela AchE (Mota et al., 2012). 

Com a inibição da acetilcolinesterase, o neurotransmissor acetilcolina (Ach) não é 

hidrolisado nas junções sinápticas e nas junções neuromusculares, causando acúmulo de uma 

quantidade anormal de Ach nestes locais, ocasionando a síndrome colinérgica, a qual envolve 

uma superestimulação das estruturas inervadas pelas fibras colinérgicas (coração, glândulas, 

músculos lisos), o que poderá causar alterações comportamentais, como hiperatividade, além 

de miose, salivação, broncorreia, broncoconstrição, fasciculações, fraqueza muscular e 

convulsões, culminando à morte por asfixia (Mileson et al., 2008). Em contrapartida, quando 

o estímulo da AchE resulta na deficiência na secreção da Ach,como consequência funções 

importantes como alerta, controle motor, aprendizado e a memória são prejudicadas (Vinutha 

et al., 2007). 

No entanto, a diversidade de respostas biológicas para a inibição da AchE por 

diferentes substâncias pode ser explicada principalmente por diferenças no mecanismo 

inibitório que estão associadas com os vários sítios de ligação no sítio ativo desta enzima (a 

tríade catalítica e um sítio de ligação periférico) (Almeida, 2014). 

 

 

 

  



30 
 

 

2.4.2 Proteases (EC 3.4) 

 

Proteases, também conhecidas como proteinases, peptidases ou enzimas proteolíticas, 

atuam clivando ligações peptídicas entre os aminoácidos das proteínas, através de reações de 

hidrólise (Santos et al., 2013; Santos, 2016) 

Estas biomoléculas atuam não somente na hidrólise de dieta proteica, mas também são 

indispensáveis na organização e manutenção das funções fisiológicas dos mais diversos 

organismos vivos, sendo essenciais no desenvolvimento das funções metabólicas e 

regulatórias. Atuam, por exemplo, nas rotas metabólicas de proteínas, na coagulação 

sanguínea, no crescimento e na migração de células, na formação de tecidos, em processos 

inflamatórios, e auxiliam no transporte de proteínas através das membranas (Warner, 2017). 

Além disso, as proteases são indispensáveis em processos biológicos como digestão e 

apoptose, além de serem responsáveis pela síntese de biomoléculas e pela replicação do DNA 

(Gurumallesh et al., 2019). 

 

2.4.2.1 Tripsina (EC, 3.4.21.4) 

 

Dentre as proteases alcalinas, a tripsina é uma serinoendopeptidase de 22 a 28 kDa, 

característica por clivar a ligação peptídica dos resíduos de aminoácidos arginina (Arg) ou 

lisina (Lys) na região do grupo carbonila. A estrutura terciária da tripsina é constituída 

unicamente por uma cadeia polipeptídica, possuidora de dois domínios de estruturas similares 

unidos de forma assimétrica, possuindo uma interface que forma a tríade catalítica (His, Asp e 

Ser) (Reis, 2009). 

A tripsina é uma das mais importantes enzimas de peixes e invertebrados aquáticos 

(Oliveira et al., 2014), sendo responsável pela hidrólise de proteínas oriundas da dieta (Barkia 

et al., 2009; Oliveira et al., 2014). Os zimogênios secretados pelo pâncreas são ativados por 

clivagem proteolítica no intestino pela enteroquinase, convertendo o zimogênio tripsinogênico 

pancreático em tripsina (Kanno et al., 2009), pela remoção de um hexapeptídeo na porção N-

terminal. A tripsina, subsequentemente, converte outras moléculas de tripsinogênio em 

tripsina. De tal modo, a enteroquinase desencadeia uma cascata de atividade proteolítica, pois 

a tripsina é o ativador comum de todos os zimogênios pancreáticos, como por exemplo o 

quimotripsinogênio (Oliveira et al., 2014). 

Esta enzima é indispensável no processo de digestão alimentar. Os alimentos 

previamente digeridos pela pepsina, ao chegarem ao intestino, impulsionam a liberação do 
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zimogênio da tripsina, o tripsinogênio, que é clivado através da ação de enteropeptidades, 

liberando-o na sua forma ativa, a tripsina, que por sua vez irá dar continuidade a hidrólise das 

proteínas (Berg, Stryer e Tymozko, 2004).  

Vale salientar sobre a necessidade da tripsina se manter inativada, sendo 

disponibilizada apenas quando necessário para a atuação nas funções fisiológicas, pois caso 

contrário ocorre à autólise enzimática e consequentemente impulsiona o desenvolvimento de 

patologias como a pancreatite (Hirota et al., 2006; Hasan et al., 2019). 

 

2.4.2.2 Quimotripsina (EC, 3.4.21.1) 

 

Semelhante à tripsina, a quimotripsina é uma serinoendopeptidase alcalina, com massa 

molecular variando entre 22 a 30 kDa. A mesma é produzida no pâncreas e secretada como 

quimotripsinogênio no lúmen do intestino, tendo sua atividade complementar à da tripsina, e 

contribuindo na digestão de proteínas (Hasan et al., 2019). Em comparação a tripsina, os 

conhecimentos sobre a quimotripsina para larvas de peixes são escassos (Zhou et al., 2011). 

Oquimotripsinogênio é ativado pela tripsina no duodeno (Oliveira, 2014). Ao sofrer 

clivagem com a tripsina, o quimotripsinogênio é fragmentado em duas partes, que ainda ficam 

atreladas por uma ligação dissulfeto (S-S). Após a quebra do quimotripsinogênio ocorre a 

perda de dois peptídeos pequenos, numa etapa chamada de trans-proteólise, em seguida 

obtém-se a quimotripsina. A mesma é específica para a hidrólise de ligações peptídicas em 

que grupos carboxila são fornecidos por um dos três aminoácidos aromáticos, que são a 

fenilalanina, a tirosina e o triptofano (Yang et al., 2009). 

Essa enzima apresenta três isoformas que variam na solubilidade, mobilidade 

eletroforética, ponto isoelétrico e especificidade de clivagem (Yang et al., 2009; Zhou et al., 

2011). A quimotripsina apresenta uma tríade catalítica composta por uma rede de pontes de 

hidrogênio entre a Ser195, His57 e a Asp102 (Zhou et al., 2011). Tanto ela quanto a tripsina 

contêm a mesma “tríade” de resíduos cataliticamente ativos (Oliveira, 2014). 

 

2.5 BIOMARCADORES DE TOXICIDADE 

 

 Os biomarcadores são medidas quantitativas e qualitativas que indicam mudanças em 

um sistema biológico após a exposição a uma determinada substância (exemplo: poluentes) 

ou agente físico (exemplo: radiação). Esses biomarcadores podem ser alterações celulares, 

bioquímicas, moleculares, histológicas ou fisiológicas que podem ser provenientes de fluidos 
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corporais, tecidos ou órgãos. Os biomarcadores são muito utilizados na área da 

ecotoxicologia, 

pois são excelentes indicativos do grau de contaminação dos organismos (Lam& Gray, 2003; 

Walker, 1998). 

 Um biomarcador de efeito é um parâmetro biológico, medido no organismo, que 

reflete a interação da substância química com os receptores biológicos (Amorim, 2003). Estes 

biomarcadores retratam diferentes tipos de alterações mensuráveis no organismo, as quais, de 

acordo com a sua magnitude, podem ser reconhecidas e associadas a uma disfunção do 

organismo (Silva, 2016).  

 A detecção de biomarcadores bioquímicos é uma estratégia baseada na identificação 

das alterações bioquímicas precoces e reversíveis que são indicadores sensíveis e específicos 

de uma resposta do organismo à exposição (Amorim, 2003). Entre os biomarcadores mais 

utilizados para organismos aquáticos, tem a utilização de enzimas envolvidas nos processos 

de desintoxicação de substâncias e seus metabólitos, enzimas antioxidantes, entre outras 

enzimas utilizadas como indicadores específicos de efeitos tóxicos em órgãos (Ganguilhet, 

2019), como é o caso da enzima acetilcolinesterase (AchE).Neste sentido, a quantificação da 

atividade da enzima acetilcolinesterase funciona como um biomarcador de neurotoxicidade 

(Amorim, 2003).Posto isso, a quantificação de AchE, nos tecidos muscular e nervoso de 

peixes tem sido bastante utilizada para avaliar os efeitos da contaminação, pois essa enzima 

encontra-se com ampla disponibilidade e em grande quantidade nesses tecidos (Coimbra et 

al., 2013). 

 Visto que a interação primária dos poluentes com os organismos acontece no âmbito 

de biomoléculas, é esperado que ocorram nos organismos, alterações de expressão gênica 

como resultado da exposição aos poluentes. Portanto, estudos com abordagens moleculares 

permitem obter maiores informações sobre os efeitos dos poluentes nos organismos, 

aprimorando o conhecimento dos modos de ação dos contaminantes, e resultando na 

identificação de biomarcadores induzidos pelo estresse (Fent&Sumpter, 2011). Nesse sentido, 

estudos ecotoxicológicos de compostos tóxicos em peixes começaram a ser realizados. Velki 

et al. (2017) avaliaram o efeito de agrotóxicos diazinon e diuron em peixes-zebra, e 

encontraram alterações na expressão gênica e nas atividades enzimáticas. Outro estudo expôs 

embriões de peixe-zebra a toxina Nodularina (NOD), os autores identificaram apoptose de 

células embrionárias, danos ao DNA, danos oxidativos significativos e alteração na expressão 

de genes do desenvolvimento vascular e genes relacionados a apoptose (Chen et al., 2020).  
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2.6 ORGANISMO MODELO: Danio rerio  

 

Entre os fatores que estimulam a ampla utilização de peixes como bioindicadores 

estão os mecanismos de resposta à contaminação por substâncias tóxicas, considerados muito 

similares aos dos grandes vertebrados (Meyers, 2018). Os peixes, assim como os mamíferos, 

possuem mecanismos de bioacumulação, no qual o agente químico é acumulado pela biota 

por meio da água, e também a biomagnificação, na qual o agente químico é absorvido por 

intermédio da cadeia alimentar (Weisbrod et al., 2007). O uso de peixes como bioindicadores 

consiste, portanto, em uma importante ferramenta para o monitoramento de ambientes 

impactados por agentes químicos. Isto porque, devido a adaptações anatômicas, 

comportamentais e fisiológicas do grupo, estes animais podem ocupar vários ambientes 

aquáticos, sob condições ambientais diversas. 

Danio rerio (também conhecido por peixe-zebra ou paulistinha) descrito pela primeira 

vez por Francis Hamilton em 1822, é um peixe tropical teleósteo de água doce da família dos 

ciprinídeos proveniente da região da Ásia central. Apresenta como característica marcante 

transparência dos embriões durante o desenvolvimento, levando a comunidade científica a 

adotá-lo como animal modelo (Irons et al., 2010). O desenvolvimento embrionário ocorre de 

forma rápida, as larvas eclodem entre 48 a 72 h e no quinto dia após fertilização (dpf), a 

maioria dos tecidos já estão desenvolvidos (Kimmel et al., 1995). Em comparação com as 

demais espécies de peixe, alcançam a maturidade sexual em três meses de vida e podem 

produzir 200 a 300 ovos por desova (Spence et al., 2008). 
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Figura 3– Vantagens do uso do peixe-zebra como organismo modelo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: O autor (2022). 

 

O genoma do peixe-zebra foi totalmente sequenciado (26.000 genes codificados), e a 

partir disso, verificou-se que esses organismos apresentam 70% de semelhança genética com 

seres humanos, bem como similaridades fisiológicas e anatômicas (sistema cardiovascular, 

nervoso e digestivo), incluindo células endoteliais, presença de barreira hematoencefálica, 

respostas imunogênicas, e vias de sinalização (Bar-llan et al., 2009; Beliaeva et al., 2010; 

Beffagna, 2019). Como também, o peixe-zebra e mamíferos mostram respostas fisiológicas 

semelhantes a compostos tóxicos, como a indução de enzimas metabólicas e estresse 

oxidativo (Cavalcante, 2017). Esses fatores justificam sua grande utilização em pesquisas que 

visam prever efeitos de toxicidade em humanos (Figura 3).  

O peixe D. rerio se destaca por ser bom indicador de contaminação de poluentes, uma 

vez que, apresenta adaptação e sensibilidade as condições ambientais, não precisa de grande 

espaço para cultivo e criação, além de ser bem documentado e normatizado (Meyers, 2018). 

Essa espécie é um modelo experimental bem consolidado em diversas áreas, como na 

compreensão de doenças genéticas, biologia celular e do desenvolvimento, toxicologia, 

estudos metabólicos, entre outras (Bradford et al., 2017).  O peixe-zebra é um organismo 

modelo ideal para estudos em toxicologia, pois as alterações na morfologia, expressão de 

genes, parâmetros bioquímicos e comportamento são facilmente detectáveis em todas as suas 

fases de desenvolvimento (Bradford et al., 2017).  

Considerando a similaridade genética entre humanos e peixe-zebra, estudos de perfis 

de expressão gênica em Danio rerio podem permitir: (a) elucidar mecanismos de toxicidade; 

(b) detectar os efeitos de substâncias tóxicas em vias bioquímicas inesperadas; (c) comparar 
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perfis de expressão gênica para determinar diferenças/similaridades às respostas dos seres 

humanos a essas mesmas substâncias (Rogers et al, 2011; van der Ver et al., 2006) 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados dessa tese estão apresentados na forma de artigo. 

3.1 ARTIGO 1 

 

Métodos biológicos usados para detecção de cianotoxinas (Microcistina-LR, 

Cilindrospermopsina, Saxitoxina e Anatoxina-a) em amostras ambientais: Uma Revisão. 

Flávia Morgana Monteiro1, José Etham de Lucena Barbosa2, Ranilson de Sousa Bezerra1 

 

1Departamento de Bioquímica, Universidade Federal de Pernambuco – UFPE, Recife, PE, Brasil. 

2Departamento de Biologia, Universidade Estadual da Paraíba – UEPB, Campina Grande, PB, Brasil.  

 

 

Resumo:A ocorrência de cianobactérias tem aumentado em todo o mundo devido a ações 

antrópicas, mudanças climáticas e eutrofização. As cianobactérias têm a capacidade de formar 

densas florações que levam ao decréscimo da qualidade da água, pela acumulação de escumas 

superficiais e por originarem eventos tóxicos, visto que muitas espécies podem produzir 

substâncias nocivas biologicamente ativas (cianotoxinas). As cianotoxinas, como 

microcistina-LR (MC-LR), cilindrospermopsina (CYN), saxitoxina (STX) e anatoxina 

(ATX), têm uma vasta gama de mecanismos de toxicidade, como efeitos hepatotóxicos, 

neurotóxicos, citotóxicos e genotóxicos. Assim, a dispersão destas cianotoxinas em ambientes 

de água doce, atuam como uma séria ameaça à saúde humana e ambiental. Nesse sentido, 

foram desenvolvidos métodos de detecção de cianotoxinas, no intuito de garantir a qualidade 

da água e dos alimentos e preservar a saúde humana. Com isso, este artigo traz uma revisão 

dos métodos bioanalíticos [bioensaios com organismos modelos, ensaio de inibição da 

proteína fosfatase (PPIA) ou o ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA)] utilizados para 

detecção de cianotoxinas, no intuito de destacar as vantagens e desvantagens relativas de cada 

método e sua eficiência no fornecimento de dados para fazer uma avaliação de risco 

apropriada. Dentre essas técnicas, o ensaio imunoenzimático (ELISA) é o mais comumente 

utilizado, no entanto, esse método não é tão eficaz na detecção de toxinas como a saxitoxina e 

cilindrospermopsina. O método ELISA pode subestimar a concentração de saxitoxina 

presente quando mais de uma variante se faz presente, e em relação a cilindrospermopsina, 

durante o uso dessa técnica, pode ocorrer uma incerteza na detecção da toxina CYN quando 

desoxi-CYN ou 7-epi-CYN estiver presente. Mesmo sendo o método ELISA o mais utilizado 

para detecção de toxinas presentes na agua, o mesmo apresenta algumas peculiaridades em 

relação a algumas toxinas, desta forma é de extrema importância novas abordagens analíticas 

capazes de quantificar toxinas multiclasses em matrizes ambientais, e assim direcionar para 

um tratamento mais eficaz da água de reservatórios destinados ao abastecimento público. 

 

Palavras-chave: Cianobactérias. Cianotoxinas. Ecotoxicologia. ELISA.Normas de Qualidade 

da Água.  
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Introdução  

 

A ocorrência de cianobactérias tem aumentado em todo o mundo devido a ações 

antrópicas, mudanças climáticas e eutrofização (Bormans et al., 2019; Jimenéz et al., 2020). 

Essas bactérias são predominantemente aquáticas, capazes de formar florações que criam um 

biofilme superficial. As consequências dessas florações podem afetar tanto o meio ambiente 

quanto o homem, uma vez que interferem no equilíbrio dos ecossistemas aquáticos, alteram a 

cor, odor e gosto da água (Amorim e Moura, 2020; Ai et al., 2020; Mendes et al., 2021), 

afetam a potabilidade da água, e podem expor diversos mamíferos, aves, peixes e, inclusive, o 

homem as cianotoxinas liberadas pelas cianobactérias: hepatotoxinas, neurotoxinas e 

dermatotoxinas – cuja toxicidade pode levar a morte (Abdallah et al., 2021; Buratti et al., 

2017; Howard et al., 2021).   

A principal via de intoxicação dessas substâncias se dá pela ingestão de água ou 

alimentos contaminados com cianotoxinas (Mendes et al., 2016; Howard et al., 2021). As 

cianotoxinas e, em particular, as microcistinas têm sido associadas à morte de animais em 

todo o mundo (Mez et al., 1997; Frazier et al., 1998; Puschner et al., 1998) e a microcistina 

foi também já foi identificada como a causa de fatalidades humanas, como por exemplo em 

uma clínica de hemodiálise no Brasil, quando a água usada para diálise estava contaminada e 

vários pacientes foram afetados (Azevedo et al., 2002). 

A fim de minimizar o risco de exposição às cianotoxinas, e confirmando a necessidade 

de se estabelecer um monitoramento para garantir a segurança, a OMS (Organização Mundial 

da Saúde) desenvolveu um quadro de recomendações para o manejo de toxinas de algas em 

águas potáveis e recreativas (Chorus e Bartram, 1999). Esta abordagem tem sido adotada por 

muitos países ao redor do mundo (Chorus, 2012). Deste modo, limites máximos admissíveis 

(LMA) de cianotoxinas nas águas de abastecimento público foram propostos, a fim de evitar 

os efeitos danosos à saúde pública. No Brasil, os órgãos responsáveis pelo monitoramento e 

qualidade da agua (Ministério da Saúde e CONAMA)adotaram como valor máximo permitido 

para a microcistina-LR o mesmo recomendado pelo OMS que corresponde a 1,0 µg/L em 

água para abastecimento publico(esse valor representa o somatório das concentrações de 

todas as variantes dessa toxina), e para as toxinas saxitoxina e cilindrospermopsina, os órgãos 

nacionais adotaram como valor máximo 3,0 µg/L e 1,0 µg/L, respectivamente.Também existe 

recomendação para a análise da presença de anatoxina-a (s) quando for detectada a presença 

de gêneros de cianobactérias potencialmente produtores no monitoramento de cianobactérias, 

porém sem estabelecimento de limite máximo aceitável (LMA).  
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Nesse sentido, alguns métodos de detecção de cianotoxinas foram 

desenvolvidos, baseados em bioensaios como a inibição da proteína fosfatase (PPIA) ou o 

ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA), no intuito de garantir a qualidade da água e 

dos alimentos e preservar a saúde humana (Li et al., 2011; Wood et al., 2007; Xu et al., 2008). 

Com isso, este artigo traz uma revisão dos métodos bioanalíticos utilizados para detecção de 

cianotoxinas, no intuito de destacar as vantagens e desvantagens relativas de cada método e 

sua eficiência no fornecimento de dados para fazer uma avaliação de risco apropriada. 

 

Cianobactérias e Cianotoxinas 

 

As cianobactérias são um grupo diversificado de organismos que diferem amplamente 

em suas características, muitas das quais são indesejáveis do ponto de vista da qualidade da 

água (Brasil et al., 2016; Havens et al., 2017).  

Nas últimas décadas, muitos dos ambientes marinhos e de água doce do mundo têm 

experimentado um aumento constante na proliferação de cianobactérias devido à rápida 

multiplicação de algas como resultado da eutrofização (Pouria et al., 1998; Preusselet al., 

2006; Liao, Yu e Gui, 2017; Mantzouki et al. Al., 2016; Ndlela et al., 2016). Essas 

cianobactérias podem produzir uma ampla gama de toxinas potentes que podem ter 

implicações na saúde da vida aquática, pecuária e animais selvagens (Baig et al., 2017; Brient 

et al., 2017) e até mesmo humanos (Pouria et al., 1998; Funari et al., 2017; Qiao et al., 2019). 

De acordo com suas ações toxicológicas, as cianotoxinas são classificadas como: (i) 

hepatotoxinas (microcistinas e nodularinas): atuam na inibição das proteínas fosfato 1ª e 2ª, 

que causam hiperfosforilação dos filamentos do citoesqueleto, deformação dos hepatócitos, 

promoção do câncer e danos ao fígado; (ii) neurotoxinas (anatoxina, anatoxina (s), saxitoxinas 

e análogos e β-metilamino-l-alanina): são alcalóides de baixo peso molecular que bloqueiam 

os canais de sódio inibindo a condução nervosa; e (iii) citotoxinas (cilindrospermopsina): 

estão envolvidas na inibição da glutationa, síntese protéica e são responsáveis por danos 

necróticos e genéticos (Díez-Quijada et al., 2019; Abdallah et al., 2021). Embora as citadas 

sejam as mais presentes nos ambientes aquáticos, dermatoxinas (lingbyatoxina, aplisiatoxina e 

debromoaplisiatoxina) e toxinas irritantes (endotoxinas lipopolissacarídicas) também podem 

estar presentes e são responsáveis pela irritação da pele e inflamação do trato gastrointestinal, 

respectivamente. Dentre essas toxinas citadas, as microcistinas, cilindrospermopsina, 

saxitoxina e anatoxina (Figura 1) geralmente representam as toxinas cianobacterianas mais 

discutidas. 
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Microcistinas 

 

As microcistinas (MCs) estão entre as toxinas cianobacterianas mais difundidas 

detectadas em águas doces. São heptapeptídeos monocíclicos formados por  cinco 

aminoácidos constantes e dois variáveis. Os resíduos de L-aminoácidos nas posições 2 (X) e 4 

(Y) resultam em variações estruturais da molécula. Além de variar nos aminoácidos das duas 

posições variáveis, as MCs diferem no grau de metilação, hidroxilação, epimerização e, 

consequentemente, na toxicidade (Buratti et al., 2017; Catherine et al., 2017). 

Até o momento, mais de 200 variantes de microcistinas foram identificadas, cada uma 

com polaridade, lipofilia e toxicidade diferentes (Janssen, 2019). Entre eles, a microcistina-

LR, com leucina (L) e arginina VER como aminoácidos variáveis, é o congênere mais 

difundido e mais tóxico detectado em águas doces (Figura 1) (Huang e Zimba, 2019; Salmaso 

et al., 2017). Essa toxina foi isolada pela primeira vez da cianobactéria Microcystis 

aeruginosa (Carmichael et al. 1990), porém, outros gêneros de cianobactérias também são 

capazes de sintetizá-los: Planktothrix, Dolychospermum, Microcystis, Radiocystis, Nostoc, 

Phormidium, Aphanizomenon, Geitlerinema, Leptolyngbya, Oscillatoria e 

Aphanothece(Tabela 2) (Bittencourt-Oliveira et al., 2014; Salmaso et al., 2017). 

A estrutura química hidrofílica da maioria das variantes das microcistinas impede o 

transporte passivo, portanto, a absorção a nível gastrointestinal (gi), bem como a captação 

celular é facilitada pela presença na membrana externa do sistema de transporte de ânions 

orgânicos (OATP), particularmente pelas isoformas OATP1B1 e 1B3, conforme demonstrado 

por alguns estudos in vitro (Fisher et al. 2005, 2010). 

Em geral, a absorção de MCs ocorre por meio de OATPsexpressos em vários tipos de 

células (Chen e Xie, 2016), como enterócitos, hepatócitos e células epiteliais renais, e órgãos 

como coração, pulmão, baço, pâncreas, cérebro e barreira hematoencefálica (BHE) (Testai et 

al., 2016). Isso significa que quantidades significativas de MCs podem atingir o cérebro 

através da BBB e induzir patologia cerebral, dependendo do tipo e expressão de OATPs na 

BHE, na barreira sangue-líquido cefalorraquidiano e na membrana da célula neuronal 

(Westholm et al., 2009). Portanto, não é estranho que efeitos tóxicos induzidos por 

microcistinas tenham sido relatados em outros órgãos além do fígado. 
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Figura 1–Estruturas químicas das principais cianotoxinas relevantes em amostras 

ambientais (Microcistina-LR (MC-LR), Cilindrospermopsina (CYN), Saxitoxina 

(STX) e Anatoxina (ATX)). 

 

 

Fonte: Du et al. (2019) 

 

O mecanismo de ação mais conhecido das microcistinas é a inibição da proteína 

serina/treonina fosfatase (proteínas fosfatase 1ª e 2ª), que leva à hiperfosforilação de proteínas 

e desencadeia uma cascata de eventos levando a uma série de respostas celulares, como: 

colapso do citoesqueleto e ruptura dos filamentos de actina, estresse oxidativo, indução de 

apoptose, reparo de DNA reduzido e proliferação celular levando a promoção de tumor 

carcinogênico (Buratti et al., 2017; Catherine et al., 2017; Qian et al., 2018). 

 

Cilindrospermopsinas 

 

Entre as cianotoxinas, a cilindrospermopsina (CYN) vem se tornando uma das toxinas 

de maior preocupação devido ao seu potencial de toxicidade e disseminação em vários 

ambientes (de La Cruz et al., 2013). Sendo produzida por um grande número de 

cianobactérias dos gênerosCilindrospermopsis, Aphanizomenon, Raphidiopsis, Lyngbya, 

Dolichospermum, Microseira, Oscillatoria e Umezakia(Tabela 2) (McGregor e Sendall, 2015; 

Huang e Zimba, 2019). 

A toxina cianobacterianacilindrospermopsina (CYN) é um alcalóide tricíclico que 

consiste em uma porção tricíclica de guanidina combinada com hidroximetiluracila 

Microcistina-LR Cylindrospermopsina

Anatoxina-a
Saxitoxina
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(Hinojosaetal., 2019) (Figura 1). A subunidade uracila e o grupo funcional hidroxi na posição 

C7 do CYN são responsáveis pela toxicidade (Banker et al., 2001). Atualmente, cinco 

análogos de CYN são conhecidos, a saber, CYN, 7-epi-CYN, 7-desoxi-CYN e os dois 

congêneres recentemente caracterizados, 7-desoxidesulfo-CYN e 7-desoxidesulfo-12-acetil-

CYN (Scarllet et al., 2020). Destes, o mais investigado é o CYN, devido a sua maior 

ocorrência em sistemas aquáticos. 

Sua estrutura molecular confere características hidrofílicas, por essa razão, sua 

absorção intestinal e a captação pelos hepatócitos precisam ser mediadas por um sistema de 

transporte ativo, como o sistema de transporte de ácido biliar, por exemplo, colato e 

taurocolato (Chong et al. 2002; Buratti et al., 2017). Apesar de ser o fígado seu principal alvo, 

em outros órgãos como olhos, baço, rins, pulmões, timo, coração, estômago já foram 

relatados efeitos tóxicos (Guzmán-Guillén et al., 2017; Huang e Zimba, 2019). 

Essa toxina está diretamente envolvida na inibição da síntese de proteínas e de GSH 

(Froscio et al., 2003). Além disso, devido à sua capacidade de aumentar a produção de 

espécies reativas do oxigênio (EROs), essa toxina pode levar a danos no DNA, causando 

morte celular por apoptose (Puerto et al., 2011; Guzmán-Guillén et al., 2013; Silva et al., 

2017). Do mesmo modo, alguns estudos têm demonstrado a importância de sua ativação 

metabólica prévia pelo complexo enzimático citocromo P-450, por ser capaz de exercer 

potencial genotóxico (Žegura et al., 2011; Puerto et al., 2018; Miglione, Napoletano& Cinti, 

2021).  

No que se diz respeito aos efeitos citotóxicos, estes estão associados ao estresse 

oxidativo devido ao aumento dependente da concentração no conteúdo de H2O2, diminuição 

da atividade de superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), nível elevado de glutationa 

peroxidase e apoptose com potencial capacidade reduzida de lutar contra microorganismos 

patogênicos (Poniedziałek et al., 2014, 2015). Além desses, efeitos no sistema nervoso 

também podem ocorrer, embora não seja provável que CYN cruze a barreira 

hematoencefálica (BBB) por difusão passiva devido às suas propriedades hidrofílicas (Banks, 

2009), seu baixo peso molecular pode contribuir para sua entrada no sistema nervoso. 

Existem alguns estudos que apontam sua neurotoxicidade em diferentes modelos in vitro e in 

vivo, embora os mecanismos pelos quais o CYN possa exercer efeitos neurotóxicos no 

cérebro permaneçam desconhecidos (Hinojosa et al., 2019). Somados a esses, estudos in vitro 

do mesmo grupo relataram o possível efeito imunotóxico do CYN (Poniedziałek et al., 2012).  
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Tabela 1- Mecanismos de exposição às cianotoxinas. 

 

Fonte: Arquivo pessoal do pesquisador (2022). 

 

Saxitoxinas  

 

 Mais de 30 análogos de saxitoxinas foram descritos, e agrupados  em quatro 

subgrupos: carbamato, N-sulfo-carbamoil, descarbamoil e saxitoxinas hidroxiladas (Salmaso 

et al., 2017), com níveis variados de toxicidade, sendo a saxitoxina e neosaxitoxina as mais 

potentes (Ballot et al., 2017).  

Saxitoxina (STX) é um alcalóideneurotóxico (Figura 1) produzido por alguns gêneros 

de dinoflagelados marinhos e também por cianobactérias de água doce como 

Dolichospermum, Aphanizomenon, Cuspidothrix, Cylindrospermopsis, Fischerella, 

Geitlerinema, Lyngbya, Phormidium, Planktothrix, Raphidiopsis, 

ScytonemaeTolypothrix(Tabela 2) (Buratti et al., 2017; Salmaso et al., 2017). O modo de ação 

desse bioproduto consiste na interferência dos canais de sódio dependentes de voltagem nos 

neurônios e nos canais de cálcio (Ca++) e potássio (K+) nas células cardíacas, causando mau 

funcionamento celular e paralisia (Su et al., 2004; Buratti et al., 2017).  

A ingestão de saxitoxina geralmente se dá através do consumo de moluscos bivalves e 

outros vetores como caranguejos, lagostas e caracóis carnívoros contaminados por 

proliferação de algas tóxicas, sendo responsável pelo envenenamento paralítico de moluscos 

(PSP), com risco de vida. Após a exposição a STX, os potenciais de ação nas fibras nervosas 

e musculares são interrompidos. Os sintomas podem ser gastrointestinais e neurológicos, 

incluindo; parestesia, náusea, vômito, falta de coordenação, diarreia, fraqueza, ataxia, falta de 
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ar, disartria, disfagia, hipotensão e, dependendo da quantidade de toxina consumida, pode 

resultar em paralisia completa da vítima e morte por depressão respiratória (O’Neill et al., 

2016). Porém, a consequência da PSP é variável entre os indivíduos, por exemplo, as crianças 

mostraram-se mais suscetíveis com uma taxa de mortalidade mais elevada (O’Neill et al., 

2016). 

Além disso, STX pode induzir mudanças nos mecanismos antioxidantes causando 

aumento no estresse oxidativo e efeitos adversos no neurodesenvolvimento, uma vez que o 

cérebro tem uma vulnerabilidade aumentada ao estresse oxidativo e menos defesas (Song et 

al., 2011; Christensen& Khan, 2020; Chen et al., 2020). 

 

Anatoxina  

 

A anatoxina-a (ATX-a) e seus análogos, são estruturalmente um dos menores grupos 

de metabólitos bioativos cianobacterianos, produzidos pelas espécies  Aphanizomenon, 

Arthrospira, Cylindrospermum, Dolichospermum, Oscillatoria, Plankocystis, Nostoc e 

Phormidium( Tabela 2) (Huang e Zimba, 2019).  

A anatoxina-a (ATX-A) é um alcalóidebicícliconeurotóxico amino secundária (Figura 

1), de ocorrência mais comum, com peso molecular de 165,232 g/mol. Apresenta-se como um 

agonista colinérgico que se liga à receptores de acetilcolina no sistema nervoso central e 

periférico e às junções neuromusculares, causando estimulação contínua com bloqueio da 

transmissão elétrica. (Quiñones-Reyes et al., 2019; Cunha et al., 2018). Além disso, a 

anatoxina-a também mostrou induzir dano oxidativo em timócitos e células de rim de macaco 

por meio da indução da caspase-3 (Rao et al., 2002). Mais exploração sobre o potencial 

neurotóxico das anatoxinas e sua capacidade de acessar o cérebro são necessários para 

estabelecer se eles poderiam ser implicados em doenças como a Doença de Alzheimer (DA), 

tendo em vista que, é uma doença neurodegenerativa caracterizada por danos e mortes de 

neurônios colinérgicos presentes no sistema nervoso central, mais especificamente no 

hipocampo e núcleo basal, que são os  centros de memória, percepção e aprendizagem (Mello 

et al., 2017; Colas et al., 2020). 

Exposição à anatoxina-a ocorre comumente pela ingestão ou ingestão de alimentos e 

água contaminados, o que induz sinais clínicos como salivação, lacrimejamento, 

incontinência, defecação, convulsões e arritmia cardíaca. Em altas doses, podem resultar em 
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paralisia da musculatura respiratória e morte. Esses efeitos tóxicos são observados em 

humanos, animais, pássaros e peixes. (Al-Sammak et al., 2014; Rutkowska et al., 2019). 

 

Tabela 2–Cianotoxinas: resumo das estruturas químicas, principais gêneros produtores e 

modos de ação dos principais grupos de cianotoxinas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Arquivo pessoal do pesquisador (2022). 

 

 

Legislação e diretrizes da qualidade da água 

 

Florações de cianobactérias resultam em vários problemas de qualidade da água e 

graves danos econômicos ao prejudicar o abastecimento de água, atividades recreativas e 

pesca (Merel et al., 2013; Brooks et al., 2016) . Além disso, a exposição elevada a 

cianotoxinas através de alimentos e água pode ser fatal para humanos e animais selvagens ( 

Merel et al., 2013; Buratti et al., 2017; Pearson et al., 2016).Apesar da complexidade das 

exposições ambientais e das perdas econômicas causadas por esses contaminantes de 

preocupação emergente, existem poucos critérios e regulamentações de qualidade da água 

para exposição a cianotoxinas, especialmente nos países em desenvolvimento (Merel et al., 

2013; Brooks et al., 2017). Muitos países têm valores regulatórios para exposição à 

microcistina-LR que estão de acordo com o nível de exposição recomendado (1,0 μg L−1) 

fornecido pela Organização Mundial da Saúde (WHO, 2011). Os valores de microcistina total 

aceitáveis pode variar entre os países. Na Itália, por exemplo, e 0,84 μg L−1 , enquanto no 

Canadá e 1,5 μg L−1. Nos Estados Unidos, a Agência de Proteção Ambiental (EPA) revisou a 
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Regra de Monitoramento de Contaminantes Não Regulamentados (UCMR 4) para Sistemas 

Públicos de Água para adicionar 10 tipos de cianotoxinas (EPA, 2015), adicionou várias 

toxinas à Lista de Candidatos a Contaminantes 3 e 4 (CCL3 e 4) (EPA, 2016), e propôs o 

Projeto de Critérios de Qualidade da Água Ambiente Recreativa de Saúde Humana ou Avisos 

de Natação para MCs (4 μg L−1) e CLD (8 μg L−1) (EPA, 2016).  

Já no Brasil, duas regulamentações acerca dos padrões da qualidade da água e critérios 

de potabilidade apontam considerações sobre a presença de cianotoxinas e/ou presença de 

cianobactérias no corpo hídrico: CONAMA 357 e Portaria de Consolidação GM/MS nº 5, de 

28 de setembro de 2017, em seu Anexo XX, alterada pela Portaria GM/MS nº 888, 04 de 

maio de 2021.  

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), a partir da Resolução 

CONAMA 357 estabelece os padrões de qualidade de diferentes classes de água e nestas são 

determinados valores de densidades de cianobactérias para garantir a proteção da saúde e 

bem-estar humano (Tabela 3). Assim, há três limites máximos de densidade celular para 

cianobactérias, de acordo com a classe do corpo d’água: Classe 1, os quais destinam-se ao 

abastecimento para consumo humano após tratamento simplificado, dentre outros, o limite 

máximo aceitável (LMA) é de densidade máxima de cianobactérias de 20.000 células.ml-1. 

Para corpos hídricos de Classe 2, destinados ao abastecimento para consumo humano após 

tratamento convencional além dos outros usos, é estabelecido densidade celular máxima de 

cianobactérias de 50.000 células.ml-1. Por fim, a Classe 3, considera densidade celular 

máxima de cianobactérias de 100.000 células.ml-1(Tabela 3)(CONAMA, 2005).  

O Ministério da Saúde por meio da Portaria GM/MS nº 888 de 04 de maio de 2021, 

estabelece os limites de controle e vigilância dos padrões da qualidade da água para consumo 

humano e potabilidade (BRASIL, 2021). A portaria em vigor estabelece limites máximos 

aceitáveis (LMA) para três cianotoxinas: Microcistina total, Cilindrospermopsina e 

Saxitoxina.   

De acordo com esta regulamentação, fica determinado que deve-se ter monitoramento 

mensal em todos os pontos de captação de água do manancial quando o número de células de 

cianobactérias não exceder 10.000 células.ml-1 e, semanalmente quando o número de células 

de cianobactérias exceder este valor. Quando ocorre um valor maior que 20.000 células.ml-1 

deve ser realizada a análise semanal das cianotoxinas microcistinas, saxitoxinas e 

cilindrospermopsinas. Além disso, deve-se identificar os gêneros de cianobactérias presentes. 

Para estas toxinas, a portaria estabelece o limite máximo aceitável de 3 µg.L-1 para saxitoxina, 

e 1µg.L-1 para cilindrospermopsina e microcistina total em mananciais superficiais.  
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Tabela 3– Valor máximo permitido conforme resolução 357/2005 para três diferentesclasses 

de água doce. 

 

 

Fonte: Resolução CONAMA 357/2005. 

 

Assim, métodos de triagem para cianotoxinas são necessários para apoiar estudos 

ecológicos e de saúde pública de cianotoxinas em águas superficiais e organismos 

consumidos por populações humanas. 

 

Métodos para detecção de toxinas  

 

 A presença de cianobactérias toxigênicas em reservatórios de água para abastecimento 

públicorepresenta um risco para a saúde humana e animal em todo o mundo (Haddad et al., 

2019), tornando-se motivo de preocupação crescente.  

Do ponto de vista legislativo e toxicológico, as toxinas variantes de microcistina 

(MC), cilindrospermopsina (CYN), saxitoxina (STX) e anatoxina-a (ATX-a) são as mais 

relevantes (Vogiazi et al., 2019). Embora se concorde que esses compostos tóxicos devem ser 

monitorados de perto, a vigilância de rotina desses produtos químicos bioativos pode ser feita 

de várias maneiras, e decidir a técnica a ser 46omoscedast um grande desafio. Devido às 

diversas técnicas e à grande diversidade de cianotoxinas identificadas atualmente, neste 

trabalho optou-se por restringir-se aos métodos biológicos utilizados para detecção de 

cianotoxinas na água.  

Classificação da 
Água 

Destino da Água Clorofila-a (µg/L-1) Fósforo total (mg/L-1)
Cianobactérias 

(cels.mL/mm3.L-1) cc

Classe 1

Abastecimento para consumo 
humano simplificado, 

recreação de contato primário, 
irrigação de hortaliças e frutas 

que  são consumidas cruas

10
0,020 (lêntico)

0,025 (intermediário)
0,1 (lótico)

20.000/2

Classe 2

Abastecimento para consumo 
humano convencional, 

recreação de contato primário, 
proteção comunidade 

aquáticas,  recreação de 
contato primário, irrigação de 

hortaliças e aquicultura e a 
atividade de pesca. 

30
0,030 (lêntico)

0,050 (intermediário)
0,1 (lótico)

50.000/5

Classe 3 

Abastecimento para consumo 
humano, após tratamento 
convencional ou avançado, 

irrigação de culturas, à pesca 
amadora, recreação  de 

contato secundário e 
dessedentação de animais.  

60
0,05 (lêntico)

0,075 (intermediário)
0,15 (lótico) 

100.000/10

50.000/5 
(Para dessedentação 

de animais)
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Dentre os testes e métodos laboratoriais disponíveis para detectar e identificar células 

e cianotoxinas na água, encontram-se os métodos biológicos como: ensaios em camundongos 

ou peixes, ensaios de inibição de proteínas fosfatases (PPIA) e ensaio imunoenzimático 

(ELISA) (Tabela 3). Esses métodos podem variar muito em grau de sofisticação e nas 

informações que fornecem (Msagati, Siame e Shushu, 2006). Especificidade é um parâmetro 

de validação dos métodos analíticos e biológicos que diz respeito ao poder do método de 

detectar somente o analito ou cianotoxina em questão e não outros interferentes. Quanto mais 

exclusivo for a detecção do método, mais seletivo ele será. A sensibilidade é outro parâmetro 

também utilizado na validação de métodos analíticos que diz respeito à concentração do 

analito ou cianotoxina detectada. Quanto menor for a concentração detectada, mais sensível é 

o método (INMETRO, 2007). 

 

Bioensaios 

 

Em bioensaios realizados com ratos, camundongos ou peixes, o material (extrato bruto 

ou purificado de toxinas) é administrado via injeção peritoneal no animal escolhido. 

Geralmente, este método é utilizado para determinar a toxicidade de material proveniente de 

florações, apresentando um resultado qualitativo de, por exemplo, uma floração ser ou não 

tóxica. Dependendo da resposta e sintomatologia apresentada pelo animal exposto também é 

possível identificar a classe de toxina. Contudo, esse tipo de ensaio apresenta algumas 

limitações, entre elas são: (i) este teste em concentrações de amostras de 1 a 2 µg/l pode ser 

realizado pelo sistema de microinjeçao; (ii) muitos países hoje em dia não permitem testes em 

animais, salvo sob licença e em número restrito (McElhiney et al., 2002; Torokne, 1999). 

O método de referência para a análise da saxitoxina é o bioensaio em camundongo ou 

a análise cromatográfica (Cao et al., 2018). No entanto, questões éticas relacionadas ao 

bioensaio em camundongos ou peixes, bem como as características de requisitos de métodos 

demorados, trabalhosos e sofisticados de ensaios cromatográficos estão direcionando a busca 

por métodos alternativos para análise de STX (Campbell et al., 2011; Turner et al., 2011). 

A anatoxina-a foi a primeira toxina de cianobactérias a ser elucidada estruturalmente, 

portanto o desenvolvimento de estratégias analíticas para sua detecção foi relativamente mais 

rápido. Devido à sua alta toxicidade para mamíferos, o bioensaio em camundongos via 

administração intraperitoneal, foi usado nos primeiros estudos para avaliar seus efeitos 

(Falconer, 1993), posteriormente, outros ensaios biológicos usando diferentes organismos-

alvo em testes ecotoxicológicos (Artemia salina, (Lahti et al., 1995), 
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Thamnocephalusplatyurus (Torokne et al., 2000), e larvas de insetos (Kiviranta et al., 1993) 

foram realizados para avaliação da toxicidade de amostras com anatoxina-a. A sensibilidade 

do teste Artemia salina foi semelhante à obtida com o bioensaio em camundongos (Osswald 

et al., 2007). Porém, esses bioensaios apresentaram desvantagens como a falta de seletividade 

em altas doses e a necessidade de grande quantidade de material para tal avaliação (Henriksen 

et al., 1997).  

 

Ensaio de Inibição Enzimática  

 

Abordagens de inibição enzimática são realizadas para detectar a toxicidade de 

compostos bioativos como as Microcistinas (MCs) e anatoxina-a. As MCs são compostos que 

atuam diretamente na inibição das porções serina e treonina das proteínas fosfatases 1 e 2ª, 

cuja consequência direta é a hiperfosforilação intracelular, mecanismo de ação específico das 

hepatotoxinas, enquanto que o princípio do mecanismo de ação da toxina ANA-a é a inibição 

da enzima acetilcolinesterase (AchE) (Dorr et al., 2010; Picardo et al., 2019). 

Há duas variações dos ensaios de inibição: ensaios colorimétricos e fluorescentes. 

Esses ensaios usam p-nitrofenil fosfato como substratos e podem ser utilizados em associação 

com imunoensaios, como o ELISA, o que torna a análise altamente sensível e específica 

(Msagati, Siame e Shushu, 2006). 

As primeiras abordagens foram realizadas por Ver e Carmichael (1994) usando um 

método colorimétrico de ensaio de proteína fosfatase para detectar MC, porém diferentes 

variantes foram bem-sucedidas. O nível de detecção mais baixo foi alcançado usando um 

bioensaio enzimático baseado na quantificação do fosfato 32P radiomarcado (Lambert et al., 

1994; Chorus, 2001). Reações colorimétricas e fluorimétricas foram aplicadas para detecção 

de diversas cianotoxinas com a medida de fosvitina (Clark & Smith, 2004; McElhiney et al., 

2002). A principal vantagem dos métodos baseados na inibição enzimática é a rápida resposta 

sem preparo de amostra. No entanto, as principais limitações gerais são a falta de 

especificidade e versatilidade desses ensaios (Picardo et al., 2019)  

 

Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) 

 

Essa técnica é amplamente utilizada na avaliação da segurança da água, e provou ser 

um método muito sensível. Este método se baseia no reconhecimento dos peptídeos por 

anticorpos monoclonais (Nagata et al., 1995). Alguns anticorpos desenvolvidos para uma 
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toxina específica, como por exemplo, a microcistina-LR também reconhecem outras variantes 

desta toxina, o que torna o método pouco seletivo. Contudo, é bastante utilizado em amostras 

ambientais e é um ótimo método de varredura, pois detecta pequenas concentrações de 

microcistinas (Msagati, Siami e Shushu, 2006). A  principal limitação deste procedimento é 

que não é possível determinar  qual tipo de microcistina está presente no meio(Masango et al., 

2008).  

Este método também é utilizado para detecção de cilindrospermopsina e saxitoxina em 

amostras de água, com limite de detecção em 0,04 mg CYN/L e uma precisão de 0,01 mg 

CYN/L, e 0,015 mg STX/L e uma precisão de 0,001 mg STX/L, respectivamente (Picardo et 

al., 2019), no entanto, esses limites de detecção estão acima dos valores permitidos pela 

portaria 888/2021.  

 

Tabela 4– Vantagens e limitações dos métodos biológicos utilizados para a detecção de 

cianotoxinas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Arquivo pessoal do pesquisador (2022). 
 

 

Estudos realizados para detectar microcistina pelos métodos ELISA e PPIA, 

mostraram que ambas as abordagens se correlacionaram bem, ou seja, os dois métodos são 

capazes de proporcionar uma resposta equivalente ao total de microcistinas presentes na 

amostra (Abdallah et al., 2021). Gaget et al. (2017) observaram que as concentrações das 

toxinas variaram entre os métodos, porém a quantificação de microcistina pelo método PPIA 

correspondeu apenas a 60% do resultado pelo método ELISA.  Isso veio a corroborar com um 

Métodos Biológicos 

Parâmetros de 
avaliação 

Bioensaios ELISA Ensaio PPI

Sensibilidade Baixo ✓ ✓

Custo Baixo ✓ ✓

Quantificação ✓ ✓

Distinguir 
variantes

Ambos os métodos não diferenciam as variantes 
de cianotoxinas 

Várias classes de 
toxinas 

Ambos os métodos não identificam várias classes 
de cianotoxinas simultaneamente 

Outros 
Aprovação 

pelo comitê 
de ética

Interferência 
da matriz 

Específico para 
algumas 
toxinas
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estudo de Hawkins et al. (2005), que mostra que os resultados obtidos por PPIA são 

geralmente inferiores aos obtidos por ELISA. Isso pode ser explicado pela afinidade que cada 

método apresenta para as diversas microcistinas. Desta forma, a técnica para detecção dessa 

toxina, deve ser escolhida com cuidado, no intuito de se ter os melhores resultados possíveis, 

uma vez que, de acordo com cada mecanismo de detecção  a mistura de microcistinas é 

observada de forma diferente. 

A presença da cilindrospermopsina é bem relatada através do método ELISA (Gaget et 

al., 2017). No entanto, durante o uso dessa técnica, pode ocorrer uma incerteza na detecção da 

toxina CYN quando desoxi-CYN ou 7-epi-CYN estiver presente, mesmo assim, esse é o 

método que fornece estimativa mais precisa da presença da CYN.  Recentemente, Lei et al. 

(2018) desenvolveram uma técnica com um anticorpo monoclonal N8 altamente sensível 

através de imunoensaio de fluorescência resolvido no tempo competitivo direto (TRFIA) para 

detecção de cilindrospermopsina na água. Esse método apresentou uma resposta sigmoidal 

típica para CYN em concentrações de 0,01–100 ngMl−1, com uma ampla faixa quantitativa 

entre 0,1 e 50 ngMl−1. O limite de detecção do método foi calculado em 0,02 ngMl−1, que 

está bem abaixo do valor de referência de 1 μg L−1 e é sensível o suficiente para fornecer um 

alerta precoce da ocorrência de florações de cianobactérias produtoras de CYN. Além disso, 

uma comparação realizada do TRFIA com o kit ELISA em amostras de água e culturas de 

Cylindrospermopsis produziu um valor de correlação r2 de 0,963, o que afirma que o novo 

teste é melhor para detecção de CYN em amostras de água e algas.  

Para a detecção de saxitoxina várias técnicas como:bioensaios baseados em células 

(Okumura, Tsuzuki e Tomita, 2005; Wang et al., 2015), ensaios de ligação ao receptor (RBA) 

(Van Dolah et al., 2012), ensaios fluorométricos (Louzao et al., 2003) e ensaio 

imunoenzimático (ELISA) (Chu e Fan, 1985; Garet et al., 2010) foram relatados por 

pesquisadores nas últimas décadas. Entre esses mecanismos, Gaget et al. (2017) observaram 

que o método ELISA parece subestimar a presença de STX presente quando mais de uma 

variante se faz presente. Portanto, as análises cromatográficas continuam sendo a abordagem 

mais confiável disponível para esse grupo de toxinas. 

Recentementeum ensaio ELISA para anatoxina-a foi produzido, no intuito de se ter 

uma metodologia de análise mais rápida e confiável baseada em anticorpos  (Quiñones-Reyes 

et al., 2019).Isso vem a contribuir para o desenvolvimento de diversos sistemas 

imunoanalíticos para a análise rápida dessas potentes toxinas biológicas em águas ambientais, 

contribuindo assim para a segurança do abastecimento de água, para a saúde humana e animal 
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e para o conhecimento sobre a incidência mundial de proliferação de cianobactérias e suas 

consequências tóxicas (Smith et al., 2020). 

 

Considerações Finais  

 

As autoridades de monitoramento ambiental enfrentam grandes desafios na análise de 

cianotoxinas. Isso porque, a qualidade das informações usadas para o gerenciamento de risco 

depende da qualidade do método analítico e da precisão das premissas que fundamentam a 

conversão de um resultado de ensaio em uma estimativa de potencial risco. É esse potencial 

risco que é comparado aos níveis de alerta, que são fundamentais no manejo de florações 

toxigênicas. 

As técnicas analíticas mais comuns para a determinação de cianotoxinas são técnicas 

imunológicas, como ensaio imunoenzimático (ELISA) e abordagens bioquímicas. Porém, são 

métodos conduzidos em laboratórios, o que os tornam inadequados para o monitoramento do 

uso da água.  

Diante da grande variedade de cianotoxinas e o número crescente de fontes de água 

afetadas por cianobactérias, é necessário abordagens analíticas capazes de quantificar toxinas 

multiclasses em matrizes ambientais. Para isso, é necessário o uso de métodos de detecção 

sensíveis e eficientes de espectro mais amplo, para verificar um número maior de compostos e 

metabólitos secundários. Com uma abordagem que apresente limite de detecção 

extremamente baixo e alto grau de confiança na identificação dos compostos alvo, e assim 

possa direcionar um tratamento mais eficaz da água de reservatórios destinados ao 

abastecimento público.  
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3.2 ARTIGO 2 

 

Efeitos neurotóxicos e intestinais de cianotoxinas em peixes-zebra (Daniorerio – 

Hamilton, 1822) 

  

Flávia Morgana Monteiro1, José Etham de Lucena Barbosa2, Diego de Souza Buarque3, 

Rafael David Souto de Azevedo4,Ranilson de Sousa Bezerra1 
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Resumo: Efeitos tóxicos das cianotoxinas têm sido amplamente discutidos, principalmente 

aqueles causados pelas chamadas hepatotoxinas, como a microcistina (MC) e a 

cilindrospermopsina (CYN), porém, os efeitos causados por toxinas neurológicas como a 

saxitoxina (STX) e anatoxina (ATX) ainda são bastante escassos. Este estudo investigou os 

efeitos in vitro das cianotoxinas sobre a atividade de enzimas neurológicas e digestivas, como 

também os efeitos das cianotoxinas na transcrição de genes do peixe-zebra (Daniorerio). 

Neste trabalho, extratos do peixe-zebra contendo enzimas acetilcolinesterase cerebral, 

acetilcolinesterase muscular, tripsina e quimotripsina foram expostos a diferentes 

concentrações (0.5, 1, 2.5, 5, 10, 15, 20 e 25 mg/L) das cianotoxinas: microcistina-LR, 

cilindrospermopsina, saxitoxina e anatoxina. A maior inibição da atividade da colinesterase 

foi observada para a enzima AchE cerebral exposta à saxitoxina (STX) e à anatoxina (ATX). 

Em relação a ação das cianotoxinas na AchE muscular, apenas a anatoxina foi capaz de inibir 

significativamente no grupo exposto à maior dose testada (25 µg/L) em comparação ao grupo 

controle. Em contraste, as enzimas digestivas mostraram atividade diminuída em exposições à 

microcistina-LR (MC-LR) e cilindrospermopsina (CYN). O maior efeito inibitório na 

atividade da tripsina foi observado na exposição à microcistina-LR. Em relação aos efeitos 

causados na quimotripsina, foi observado que a MC-LR diminuiu significativamente a 

atividade dessa enzima em concentrações ≥  1 µg/L. A cilindrospermopsinacausou redução na 

atividade da quimotripsina em concentrações mais altas (15, 20 e 25 µg/L). Já a anatoxina 

proporcionou diminuição da atividade da quimotripsina em concentrações ≥ 5 µg/L. Somados 

a esses resultados, na análise de transcrição gênica realizada com a MC-LR, foi visto que o 

nível de Mrna de vários tecidos do peixe-zebra foi alterado nas concentrações 1 e 2.5 µg/L de 

MC-LR. Esses resultados sugerem que as alterações enzimáticas em combinação com 

alterações na transcrição gênica é um conjunto de efeitos bioquímicos e moleculares que 

podem subsidiar novos estudos sobre alterações fisiológicas nesta espécie com implicações 

em seu metabolismo neurológico e digestivo.  

 

Palavras-chave: Biomarcadores. Cianotoxinas. Colinesterase. Enzimas digestivas. 

Transcrição Gênica. 
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Introdução 

 

A entrada de nutrientes advindos de atividades antropogênicas, como nitrogênio e 

fósforo, somados as mudanças climáticas, tem acelerado o processo de eutrofização nos 

ecossistemas aquáticos em todo o mundo (Buratti et al., 2017; Huisman et al., 2018;Paerl et 

al., 2019). Uma das principais consequências da eutrofização é o aumento significativo de 

florações de cianobactérias, as quais são reconhecidas por serem produtoras de cianotoxinas 

(Huisman et al., 2018; Silva et al., 2020). Essas toxinas são prejudiciais para a estrutura e 

função dos ecossistemas aquáticos e uma ameaça não apenas para organismos aquáticos, mas 

também para os terrestres, incluindo os seres humanos (Aguilera et al., 2018; Huisman et al., 

2018). Isso tem levado a preocupações referentes à qualidade da água e à saúde pública em 

todo o mundo (Brooks et al., 2017; Preece et al., 2017; Sanseverino et al., 2017). 

As cianotoxinas representam um grupo diversificado de compostos e são classificadas 

de acordo com os seus efeitos tóxicos, comohepatotoxinas (e.g. microcistina, 

cilindrospermopsina), neurotoxinas (e.g. saxitoxina, anatoxina), dermatotoxinas e toxinas 

irritantes (Du et al., 2019; Huisman et al., 2018). No entanto, outros órgãos como coração, 

pulmões, timo, baço, glândulas adrenais e trato intestinal, além do sistema imunológico 

também podem ser afetados por essas toxinas (Kubickova et al., 2019; Walter et a., 2018; 

Moraes and Magalhães, 2018). 

Mesmo com mecanismos de ação específicos para as cianotoxinas, a toxicidade dessas 

substâncias é um processo de múltiplas vias, além do risco ecotoxicológico das cianotoxinas 

permanecer pouco compreendido (Campos and Vasconcelos 2010; Qian et al., 2018; Mehinto 

et al., 2021). Neste contexto, pesquisas mostram exemplos de intoxicação humana por 

microcistina e cilindrospermopsina. Nesses estudos, 89% dos pacientes não desenvolveram 

apenas insuficiência hepática grave, mas também exibiram sintomas agudos de 

neurotoxicidade (e.g. tontura, zumbido, dor de cabeça, vômito e cegueira) (Azevedo et al., 

2002; Pouria et al., 1998).  

Para compreender o efeito das cianotoxinas, estudos têm sido realizados em peixes e 

mamíferos, para verificar os efeitos neurotóxicos, assim como os efeitos digestivos 

ocasionados pela potencial ingestão dessas cianotoxinas (Yan et al., 2017; Kubickova et al., 

2019; Wu et al., 2018).Dentre esses organismos, o peixe-zebra (Daniorerio, Hamilton, 1822) 

é largamenteusado como modelo geral para vertebrados em estudos comportamentais, 

genéticos e toxicológicos, tratando-se de um modelo que apresenta um alto grau de 
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similaridade genética com os humanos, permitindo o entendimento de mecanismos 

relacionados a patologias humanas (Trigueiro et al., 2020).  

         De modo geral, organismos aquáticos são capazes de acumular contaminantes 

presentes na água em células e tecidos, resultando em alterações enzimáticas responsáveis 

porprocessos vitais(Jonssom e Aoyama, 2010). As respostas subcelulares que incluem 

alterações na atividade de genes e proteínas, e danos ao DNA, representam em torno de 30% 

de todos os estudos de efeitos agudos das cianotoxinas (Mehinto et al., 2021). Portanto, esses 

organismos podem fornecer informações valiosas sobre as vias de toxicidade induzidas por 

produtos químicos ambientais e os possíveis danos à exposição a esses contaminantes.  

Além disso, como os peixes estão em contato direto com a água em função da ingestão 

da água com contaminantes, estes organismos estão propícios a ingestão de toxinas, podendo 

desencadear alterações nas enzimas digestivas. Um exemplo é que extratos de cianobactérias 

contendo aeruginosinas inibiram a atividade da tripsina (Kohler et al., 2014; Mazur-Marzec et 

al., 2015). Em outro estudo, extratos de cianopeptolina, inibiram potentemente as atividades 

das enzimas tripsina e quimotripsina (Gademann et al., 2010). 

As cianotoxinas também podem interferir na expressão gênica. Chen et al. (2020) 

relataram que a nodularina (NOD) causou dano ao DNA, danos oxidativo significativos e 

alteração na expressão de genes do desenvolvimento vascular e genes relacionados a 

apoptoseno peixe-zebra. Além disso, a exposição de peixes-zebraà MC-LR causou 

desregulação nas atividades e níveis de transcrição de enzimas antioxidanteshepáticas(Hou et 

al., 2015).  

Curiosamente, poucos estudos realizaram análises bioquímicas e moleculares de 

organismos aquáticos expostos a cilindrospermopsina, saxitoxina e anatoxina-a. Sendo a 

maioria deles realizados com microcistina-LR. Acrescenta-se também a necessidade de 

avaliar efeitos em dosagens menores, equivalentes ao valor máximo permitido pelos órgãos 

responsáveis (1 µg/L para MC-LR e CYN, 3 µg/L para STX). Diante disso, o objetivo do 

presente trabalho é avaliar os efeitos das toxinas MC-LR, CYN, STX e ATX em baixas 

concentrações (variando de 0.5 a 25 µg/L) nas enzimas neurológicas (Acetilcolinesterase) e 

intestinais (tripsina e quimotripsina), e o efeito da microcistina-LR na expressão gênicadoD. 

rerio. 

 

Materiais e Métodos 

Produtos Químicos 
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As toxinas Microcistina-LR, Cilindrospermopsina, SaxitoxinaDiidrocloreto e 

Anatoxina-acom uma pureza de ≥ 95% foram adquiridos da Abraxis (Warminster, PA, EUA). 

O trizol e a enzima TaqDNA polimerase foram adquiridos da ThermoScientific. O kit de 

síntese de Cdna foi obtido da Qiagen.   

 

Desenho Experimental 

 

Todas as condições experimentais foram previamente submetidas e aprovadas pelo 

Comissão de Ética no Uso de Animais – CEUA da Universidade Federal de Pernambuco – 

UFPE (Recife-PE, Brazil) (Processo nº 104/2019). Fêmeas alevinos de Daniorerio (Hamilton, 

1822) (n = 150) foram cultivados no laboratório de Enzimologia da UFPE em dois aquários 

de 90 L cada (45 cm x 54 cm x 45 cm; com fotoperíodo de 12h) desde o nascimento até os 3 

primeiros meses de vida. Os indivíduos foram alimentados ad libitum com ração comercial 

para peixes ornamentais (32% de proteína), e a água foi renovada diariamente (80% de água). 

Os parâmetros físico-químicos da água (Ph e Temperatura) foram monitorados 

continuamente.  

Os indivíduos foram anestesiados com mesilato de tricaína(100 mg/L),em seguida 

foram sacrificados e cérebro, músculo e intestinoforam removidos para a produção dos 

extratos brutos e a realização da exposiçãoàstoxinasin vitro.  

  

Extratos enzimáticos e exposição às toxinas  

 

Amostras do cérebro e do músculo (ambas contendo acetilcolinesterase) foram 

homogeneizados em 20 mg de tecido por Ml de Tris-HCl 0.5 M, Ph 8,0, usando um 

homogeneizador de tecidos (IKA RW20, China) a 300 rpm durante 60 s. Em seguida, o 

homogenato foi centrifugado (HerolabUnicen MR Centrifuge, Germany) a 10.000 x gpor 10 

min à 4 °C. O sobrenadante (extrato enzimático) foi coletado e acondicionado em freezer à -

25 °C para serem usados nos ensaios enzimáticos. 

As amostras do intestino (contendo tripsina e quimotripsina) foram homogeneizadas 

em 40 mg de tecido por Ml de 0,01 M Glicina-HCl, Ph8,0 e 0,01 M Tris–HCl, Ph 8,0, 

respectivamente. Foi utilizado um homogeneizador de tecidos (IKA RW20, China) a 300 rpm 

durante 60 s. Em seguida o homogeneizado foi centrifugado (HerolabUnicen MR Centrifuge, 

Germany) a 10.000 x gpor 25 min à 4 °C. O sobrenadante foi coletado e acondicionado em 

freezer à -25 °C para serem usados nos ensaios enzimáticos. 
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As enzimas intestinais (tripsina e quimotripsina) e colinesterases (acetilcolinesterase 

do cérebro e músculo) foram expostas a oito concentrações diferentes (0.5, 1, 2.5, 5, 10, 15, 

20 e 25 µg/L) das cianotoxinas: Microcistina-LR, Saxitoxina, Anatoxina-a e 

Cilindropermopsina em cinco réplicas. O grupo controle inclui amostras sem a presença de 

qualquer cianotoxina. Amostras dos extratos enzimáticos foram incubadas durante 1 h com a 

presença de cada uma das cianotoxinas nas diferentes concentrações e a atividade residual foi 

subsequentemente determinada. 

 

Atividades enzimáticas neurológicas 

 

As atividades da AchE do músculo e cérebro foram determinada após a incubação de 1 

h do extrato enzimático do respectivo tecido (10 µL) com cada uma das concentrações e tipos 

de cianotoxinas (10 µL) com posterior adição de DTNB (0,25 M; 200 µL). A reação foi 

realizada usando um espectrofotômetro de microplacas (BioRad Model X-MarkTM, USA) a 

405 nm durante 3 min em microplaca inerte de fundo chato com 96 poços depois da adição de 

62 Mm acetilcolina (20 µL). A reação do branco foi realizada como citado anteriormente, 

com exceção da substituição do extrato enzimático com a solução tampão (Tris-HCl, 0,5 MPh 

8,0). A unidade de atividade (U) foi determinada como a quantidade capaz de converter 1 

mmol de substrato por min (Assis et al., 2010). 

  

Atividades enzimáticas digestivas 

 

  As atividades da tripsina e quimotripsina foram determinadas usando BapNA e Suc-

Phe-p-Nan 4 Mm, respectivamente, dissolvidos em DMSO como substratos. O extrato 

enzimático do intestino (15 µL) foi incubado durante 1 h com a presença dos diferentes tipos 

e concentrações das toxinas (15 µL), seguida da adição do tampão Tris–HCl 0,5 M (Ph 8,0; 

140 Μl). A reação foi iniciada pela adição do respectivo substrato (30 µL). A absorbância foi 

monitorada a 405 nm usando o espectrofotômetro microplate (BioRad Model X-MarkTM, 

USA) após 15 e 10 min de reação para tripsina e quimotripsina, repectivamente. A reação do 

branco foi quantificada seguindo os mesmos passos anteriormente descridos com a ausência 

da enzima. A unidade de tripsina e quimotripsina foi determinada como a quantidade de 

enzima capaz de produzir 1 mmol de p-nitroanilina por minuto por mg de proteína (Bezerra et 

al., 2005). 
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Expressão de transcritos de peixe zebra desafiado coma toxina microcistina-LR 

 

 Os animais foram expostos amicrocistina-LR nas concentrações 1 µg/L e 2.5 µg/L. 

Após a exposição foram anestesiados e eutanasiados em mesilato de tricaína 100 mg/L. Em 

seguida, os tecidos (cérebro, estômago, intestino e fígado) foram retirados e as carcaças foram 

descartadas em recipientes para lixo biológico e foram incineradas pelaempresa encarregada 

da destinação de resíduos biológicos. 

Primeiramente, o RNA total (1 µg) dos diferentes grupos (Controle, desafiado com 

microcistina 1 µg/L e 2.5 µg/L) foi extraído de cérebro, intestino, fígado e músculo de peixe 

zebra com reagente Trizol (ThermoScientific) seguindo as instruções do fabricante. Em 

seguida, este RNA foi utilizado para a síntese de Cdna utilizando o Quantitec Reverse 

Transcription Kit (Qiagen). Então, estes cDNAs foram utilizados para Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR), com oligonucleotídeos específicos para os seguintes transcritos: 

superóxido dismutase, Catalase (GenBank AJ007505.1), Acetilcolinesterase (GenBank 

BC163898.1), Tripsina (GenBank: AJ297822.1), Quimotripsina (GenBank: AW133968.1) e 

β-actina (GenBank: AF057040.1) (Tabela 1). A PCR foi realizada utilizando Taq DNA 

polimerase (1 U), MgCl2 (1 Mm), dNTPs (1 Mm) e os oligonucleotídeos, em 35 ciclos.   Por 

fim, os produtos de PCR foram detectados por eletroforese em gel de agarose (1%).  

 

Tabela 1–Oligonucleotídeos utilizados para a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). 

 

Nome do alvo Sequência (5’          3’) 

Superóxido dismutase (manganês) fwd TCAACCCCCTGTTAGGTGCT 

Superóxido dismutase (manganês) ver CTCCAACAGCTCACCCTGTG 

Acetilcolinesterase fwd GAACCTGACCTCGTAGTAGC 

Acetilcolinesterase ver CAGGGCTTTTTGGGCTCAGC 

Tripsina fwd GCTCCGCCCAAATCAACAGC 

Tripsina ver GCATTCAGGCACATCAGACG 

Quimotrpsinafwd CTGACTGCACCAGCCTCTC 

Quimotripsinaver GGAGCTCATCAGGGGTGAAC 

β-actina fwd CATTGTTGGACGACCCAGAC 

β-actina ver CAGTTGGTCACAATACCGTGC 

fwd – forward; ver – reverso 

 

Análise de Dados  

 

As unidades de atividade enzimática foram transformadas em porcentagem (%) e 

expressas como média ± erro padrão. Para verificar diferenças significativas entre as médias 
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dos diferentes tratamentos foi realizada uma análise de variância (ANOVA) de dois fatores 

(concentrações x cianotoxinas) com 95% (p < 0,05) de nível de significância. A normalidade 

e 66omoscedasticidade dos dados foram verificados a partir dos testes de Shapiro-Wilk e 

Bartlett, respectivamente. Todas as análises foram realizadas com o pacote estatístico “vegan” 

(Oksanen et al., 2018) no software R Core Team (2020). 

 

Resultados 

Efeitos das cianotoxinas nas atividades enzimáticas do peixe-zebra 

 

As enzimas envolvidas no processo colinérgico estão apresentadas nas Figura 1 e 2. A 

redução na atividade da acetilcolinesterase (AChE) cerebral foi observada nos grupos 

expostos a saxitoxina (STX) e anatoxina (ATX). A redução significativa (p < 0.05) na 

atividade da AChE cerebral exposta a STX  foi encontrada nas concentrações 20 e 25 µg/L, 

quando comparados ao controle. Já no grupo exposto à anatoxina, diminuições significativas 

na atividade da AChE cerebral foram observadas para as concentrações maiores que15, 20 e 

25 µg/L. Em relação a ação das cianotoxinas na AChE muscular, apenas a anatoxina foi capaz 

de inibir significativamente (p < 0.05) no grupo exposto à maior dose testada (25 µg/L) em 

comparação ao grupo controle.  

Figura 1 -Efeitos da microcistina-LR (MC-LR), cilindrospermospina (CYN), saxitoxina 

(STX) e anatoxina (ATX) em diferentes concentrações (0.5, 1, 2.5, 5, 10, 15, 20, 25 µg/L)  

 

 

 

Fonte: Arquivo Pessoal do pesquisador (2022) 
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Figura 2 - Efeitos da microcistina-LR (MC-LR), cilindrospermospina (CYN), 

saxitoxina (STX) e anatoxina (ATX) em diferentes concentrações (0.5, 1, 2.5, 5, 10, 

15, 20, 25 µg/L)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Arquivo Pessoal do pesquisador (2022) 

 

Figura 3-Efeitos da microcistina-LR (MC-LR), cilindrospermospina (CYN), saxitoxina (STX) 

e anatoxina (ATX) em diferentes concentrações (0.5, 1, 2.5, 5, 10, 15, 20, 25 µg/L)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Arquivo Pessoal do pesquisador (2022) 
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As enzimas digestivas são mostradas nas Figura 3 e 4. O gráfico mostra diferença 

significativa na atividade da tripsina em relação ao controle na concentração 1 e ≥ 5.0 µg/L de 

exposição a microcistina-LR. Foi observado uma relação dose-dependente, pois não há 

diferença significativa entre os tratamentos a partir dessa concentração (5.0 µg/L)de 

exposição à microcistina-LR. O desempenho da tripsina exposta a cilindrospermopsina, 

saxitoxina e anatoxina não mostrou diferença significativa quando comparadas ao controle. 

No que diz respeito aos efeitos causados na quimotripsina, foi observado que a MC-LR 

diminuiu significativamente (p < 0.05) a atividade dessa enzima naconcentração 10 µg/L. A 

cilindrospermopsina causou redução na atividade da quimotripsina em concentrações mais 

altas (15, 20 e 25 µg/L). Já a anatoxina proporcionou diminuição da atividade da 

quimotripsinanasconcentrações5, 10 e 20 µg/L.  Nos grupos expostosàsaxitoxina, as 

atividades de ambas as enzimas digestivas, não mostraram diferenças significativas quando 

comparadas ao controle.  

Figura 4 -Efeitos da microcistina-LR (MC-LR), cilindrospermospina (CYN), saxitoxina 

(STX) e anatoxina (ATX) em diferentes concentrações (0.5, 1, 2.5, 5, 10, 15, 20, 25 µg/L)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Arquivo Pessoal do pesquisador (2022) 
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Efeitos da Microcistina-LR na transcrição gênica do peixe-zebra 

 

Os níveis de expressão de mRNA de superóxido dismutase (SOD), acetilcolinesterase 

(AChE), tripsina (Tryp)equimotripsina (Chym) em grupos controle e desafiados com 

microcistina-LR são mostrados na  Figura 5. Em geral, o nível de mRNA de vários tecidos foi 

alterado nas concentrações 1 e 2.5 µg/L de MC-LR.   O transcrito da superóxido dismutase foi 

o que teve a maior expressão no cérebro. O mesmo teve sua expressão diminuída neste órgão 

no grupo tratado com MC-LR(Figura 5-A). Já no intestino, o transcrito mais expresso foi a 

tripsina (Figura 5-B). SODdo intestino e AChE,TrypeChym do cérebro e do intestino não 

foram detectadasnos grupos expostos às concentrações 1 e 2.5 µg/L de MC-LR, sendo 

expressos apenas no grupo controle. A expressão da acetilcolinesterase não foi detectada no 

fígado, enquanto que o transcrito da superóxido dismutase foi o mais expresso nesse órgão 

(Figura 5-C). Para SOD, Tryp e Chym, a expressão diminuiu no grupo microcistina 1 µg/L e 

não foi detectada no grupo 2.5 µg/L. Acerca dos efeitos no músculo, o único transcrito cuja 

expressão foi detectada foi SOD (Figura 5-D). O padrão de expressão para esse transcrito nos 

diferentes grupos foi similar ao encontrado no fígado.  

 

Figura 5 - Determinação da expressão de transcritos em diferentes órgãos de peixe zebra 

(Daniorerio). Eletroforese em gel de agarose (1%) de produtos de PCR utilizando 

preparações de cDNA de: Cérebro (A); Intestino (B); Fígado (C) e Músculo (D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Arquivo Pessoal do pesquisador (2022 
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Discussão  

 

Em relação aos efeitos das neurotoxinas (STX e ATX) na AChE, no nosso estudo 

observou-se que ambas em concentrações maiores (a partir de 15 μg/L) foram capazes de 

suprimir a ação enzimática, porém, a anatoxina atuou inibindo as duas enzimas neurológicas, 

e a saxitoxina apenas a acetilcolinesterase cerebral. A alteração no desempenho dessas 

enzimas acontece porque as atividades colinesterásicas cerebral e muscular são reativas à 

exposição de produtos organofosforados e carbamatos, que são análogos estruturais da 

acetilcolina, como é o caso da STX e ATX(Assis et al., 2010; Kist et al., 2012). Além disso, o 

músculo é um dos locais de bioacumulação de produtos como metais, organofosforados e 

outros xenobióticos, o que pode resultar em alterações enzimáticas (Rodríguez-Fuentes., et al 

2008).  

Vários estudos têm mostrado a inibição da AChE cerebral de várias espécies de peixes 

contra diferentes xenobióticos (Guzmán-Guillén et al., 2015; da Silva et al., 2014; 

Muthulakshmi et al., 2018; Oliveira et al., 2017; Moreno et al., 2019). No entanto, em relação 

aos efeitos de cianotoxinasnaAChE, em alguns casos não foram observadas alterações 

significativas neste parâmetro, como em Geophagus brasiliensis exposto à 

saxitoxina(Clemente et al., 2010), e em traíras expostas a cilindrospermopsina (da Silva et al., 

2018). Outros autores relataram que durante a exposição a MC-LR dissolvida na água em 

concentrações baixas, a atividade da AChE foi significativamente aumentada (Kist et al. 

2012; Wu et al., 2016), mas não mudou quando a toxina foi exposta intraperitonealmente no 

peixe-zebra (Kist et al., 2012). Desta forma, essas observações em diferentes organismos com 

várias concentrações de distintas toxinas sugerem que as alterações enzimáticas dependem do 

modo de exposição do organismo à toxina. Contudo, os resultados observados nesse estudo e 

somados a outros resultados já relatados (Kist et al., 2012; Wu et al., 2018) sugerem que a 

MC-LR não atua diretamente na atividade enzimática colinérgica, e servem como gatilhos 

para novos estudos no intuito de se ter uma melhor compreensão dos mecanismos 

moleculares de toxicidade dessas toxinas no sistema nervoso. 

Este é o primeiro trabalho a investigar implicações de cianotoxinas nas atividades de 

tripsina e quimotripsina extraídas do peixe-zebra, fornecendo uma base importante para 

estudos sobre toxicologia aquática. Ao contrário dos resultados observados para as 

colinesterases, o desempenho das enzimas intestinais foi reduzido nos ensaios de exposição às 

microcistina-LR, cilindrospermopsina e à anatoxina. No entanto, como tais exposições lidam 
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com mecanismos de ações peculiares de cada toxina, observou-se que a exposição à 

microcistina-LR induziu a maior supressão da atividade da tripsina e quimotripsina nas 

concentrações 1 e 10 μg/L, respectivamente. Além disso, as toxinas CYN (15, 20 e 25 μg/L) e 

a ATX (≥ a 5 µg/L) atuaram na inibição da quimotripsina, sendo este o primeiro estudo a 

mostrar efeito de uma neurotoxina (anatoxina) na função de uma enzima intestinal. 

A inibição in vitrode enzimas digestivas por outros xenobiontes  já foi relatada em 

outros estudos (Costa et al., 2013; Oliveira et al., 2017). Além desses, estruturas peptídicas 

(microgininas, aeruginosinas, cianopeptolinas, micropeptinas, anabaenopeptinas e 

microviridinas) com atividade de inibição de protease foram identificadas em espéciesde 

cianobactérias como Microcystis, Planktothrix, Anabaena, Nostoc, Lyngbya e 

Symploca(Nagarajan et al., 2012; Mazur-Marzec et al., 2015). No entanto, não existiam dados 

sobre o comprometimento da atividade das enzimas digestivas mediado por essas 

cianotoxinas purificadas.   

Numerosas cianobactérias produzem inibidores de proteases, que são principalmente 

peptídeos cíclicos e/ou lineares (Mazur-Marzec et al., 2015; Hasan et al., 2019). Serino 

proteases são um importante grupo de enzimas hidrolíticas que participam de processos como 

digestão, coagulação sanguínea, fibrinólise, resposta imune e apoptose (Di Cera, 2009). 

Estudos têm citado que compostos que desregulam a atividade de proteases como tripsina e 

quimotripsina, podem ser utilizados no tratamento de vários distúrbios metabólicos como: 

urticaria, dermatite, asma, doença inflamatória intestinal, distúrbios neurológicos, doenças 

cardiovasculares, trombose, hipertensão, infecções virais ou câncer (Janssen &Rebollo, 2012; 

Patel, 2017).  

No nosso estudo, a inibição da atividade da tripsina no intestino do peixe-zebra pela 

MC-LR foi confirmada pela análise da expressão gênica. ParaHouet al (2015), alterações nos 

níveis de transcrição de genes de enzimas concomitantes com alterações na atividade dessas 

enzimas podem ser explicadas pelas alterações na síntese enzimática a nível molecular. No 

nosso estudo, também foi visto alteração do gene tryp no cérebro e fígado. Além disso, as 

expressões gênicas da superóxido dismutase do cérebro, intestino e músculo mostraram-se 

mais afetadas negativamente quando testadas a concentração maior (2,5 μg/L). A supressão 

dessa enzima antioxidante pode ser atribuída a efeitos secundários devido à inibição do 

substrato ou diminuição da síntese proteica em nível molecular (Hou et al., 2015).  

Nossas observações indicam que a toxicidade das quatro toxinas testadas (MC-LR, 

CYN, STX e ATX) é evidente para o peixe-zebra. Foi notável que as concentrações mais altas 

usadas neste estudo foram cerca de vinte e cinco microgramas por litro, porém, a 
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concentração de exposição que resultou em neurotoxicidade variou a partir de 15μg/L para 

ambas as toxinas neurotóxicas. Além  disso, no presente estudo, foi visto que a toxina MC-LR 

causou toxicidade na atividade enzimática da tripsina em concentrações a partir de 1μg/L, e 

efeitos na transcrição gênicaforamverificados nos organismos desafiados em concentrações 

baixas equivalentes a 1 e 2.5 μg/L  MC-LR.Esses efeitos genotóxicosafirmam o potencial de 

toxicidade da MC-LR em concentração máxima permitida pela órgãos responsáveis (1 μg/L 

MC-LR) para água destinada ao abastecimento público.Portanto, a toxicidade dessas 

substâncias em concentrações permitidas pela legislação deve ser levada a sério ao avaliar a 

segurança da qualidade da água para abastecimento público. 

 

Considerações Finais  

 

A exposição às cianotoxinas nas concentrações mais altas testadas induziu efeitos 

negativos nas atividades das enzimas neurológicas (acetilcolinesterase cerebral e muscular) e 

digestivas (tripsina e quimotripsina), somados a esses, efeitos genotóxicos no cérebro, 

músculo, intestino e fígado também foram vistos quando os peixes-zebra foram desafiados a 

baixasconcentrações de MC-LR.    Os resultados aqui encontrados servem como alerta e 

gatilhos para novos estudos no que diz respeito aos níveis de toxinas presentes na água 

utilizada para abastecimento público. 
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4 CONCLUSÕES  

 

 

O teste in vitro mostrou que as toxinas testadas provocaram alterações nas atividades 

enzimáticas do peixe-zebra. Em especial, as alterações provocadas pela saxitoxina e 

anatoxina, causaram efeitos neurotóxicos. Isso pode trazer consequências severas, visto que o 

desempenho da enzima acetilcolinesterase é essencial na propagação do impulso nervoso.   

As toxinas hepatotóxicas, microcistina-LR e cilindrospermopsina, interferiram 

negativamente na atividade tripsina e quimotripsina, respectivamente. E a anatoxina  

provocou diminuição da quimotripsina, demonstrando seu efeito prejudicial ao sistema 

digestivo. Sobre isso, prejuízos que venham a afetar o sistema neurológico, ou comprometer a 

atividade das enzimas envolvidas no processo de digestão, é muito significativo, pois podem 

provocar efeitos irreversíveis.  

Portanto, a identificação de doses de cianotoxinas que comprometam a função 

neurológica e digestiva é extremamente importante e reafirmam a necessidade de controles e 

métodos de detecção de cianotoxinas mais precisos para águas utilizadas para abastecimento 

público. 
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ANEXO A- SÚMULA CURRICULAR 

 

• Participação no curso à distância Agência de Água: O que é, o que faz e como funciona, 

promovido pela Agência Nacional de Águas - ANA, com carga horária de 30 horas. (Ano 

2020);  

• Participação no curso à distância Hidrologia Geral, promovido pela Agência Nacional de 

Águas - ANA, com carga horária de 40 horas. (Ano 2020); 

•Participação no curso à distância Monitoramento da Qualidade da Água de Rios e 

Reservatórios, promovido pela Agência Nacional de Águas - ANA no período de 01/04/2020 

a 20/05/2020, com carga horária de 40 horas. 

• Participação no  curso à distância Planejamento, Manejo e Gestão de Bacias, promovido 

pela Agência Nacional de Águas - ANA, com carga horária de 40 horas. 

• Participação no curso à distância Qualidade da Água em Reservatórios, promovido pela 

Agência Nacional de Águas - ANA no período de 01/04/2020 a 20/05/2020, com carga 

horária de 60 horas. 

• Participação no I Curso Internacional sobre Comunidades de Algas Continentais, 

promovido pelo Departamento de Biologia Animal e Vegetal do Centro de Ciências 

Biológicas da Universidade Estadual de Londrina, realizado de 28 de setembro a 9 de outubro 

de 2020, totalizando 60 horas;  

• Publicação do artigo 

Submergedmacrophytessupportcyanobacteriaandmicrocystinproduction in a drawdown 

tropical semiaridreservoir, na revista AquaticEcology.Disponível em: 

https://doi.org/10.1007/s10452-021-09866-1 

• Publicação do artigoThe reduction in water volume favors N-fixing cyanobacteria and 

heterocyst production in semi-arid tropical reservoirs, without the influence of the N:P 

ratio, narevistaScience of the Total Environment.Disponívelem: 

https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.151584 

• Participação no I Encontro de Ecologia Neotropical: Implicações para a Conservação 

em Tempos de Mudanças Climáticas, que ocorreu de 02 a 06 de Agosto de 2021, com carga 

horária de 20h (vinte horas). 
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ANEXO B- AUTRIZAÇÃO DA COMISSÃO DE ÉTICA  

 




