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RESUMEN

La presencia de floraciones de cianobacterias y de sus subproductos afecta directamente a la calidad del agua, pudiendo
producir impactos negativos tanto estéticos como de salud publica, debido a la produccién de compuestos
potencialmente toxicos y cancerigenos. El tipo mds comin de intoxicacién involucrando cianobacterias se debe a la
microcistina LR (hepatotoxinas), que puede causar graves dafos al higado. El objetivo de este estudio fue identificar el
género causante de la floracién de cianobacterias en el rio Tapajés (Santarém, Estado de Pard, Brasil) en marzo de 2007,
asi como realizar bioensayos de toxicidad aguda utilizando ratones Swiss-Webster. Las muestras se tomaron en cinco
puntos de muestreo, distribuidos en la margen derecha del rio Tapajés, donde fueron realizados arrastres horizontales, con
la ayuda de una red de plancton de 20 pm y fueron recogidas también muestras de agua cruda (5.000 ml) en botellas de
polipropileno color dmbar. Para la identificacién de los organismos se utilizé la microscopia éptica, y la determinacién de
microcistina LR se realizé por medio de las técnicas de ELISA y HPLC. El andlisis puso de manifiesto que a la altura de los
puntos POy PO2 ocurrié un desequilibrio ecolégico en la comunidad de fitoplancton caracterizado por la proliferacién de
los géneros Anabaena y Microcystis. En las muestras de agua cruda, las concentraciones de microcistina LR registradas,
estdn por debajo del valor méximo permitido en la legislacién brasilefia para el agua potable, aunque es importante
destacar que la floracién vista in situ ocupaba cerca de 10 cm de la superficie de la columna de agua y que, por lo tanto,
contenfa suficientes células de cianobacterias para ocasionar erupciones cuténeas en las personas que pudieran utilizar
los bafarse en los rios en ese periodo.
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INTRODUCCION

Las cianobacterias son organismos procariéticos
capaces de fijar carbono a través de fotosintesis, hacen
parte de la comunidad fitoplancténica, contribuyendo, de
este modo, con gran parte de la productividad primariay el
fljp de energia en ecosistemas acudticos”. Estos
microorganismos habitan una gran variedad de ambientes
(dulcicolas, salobres, marinos y ferrestres)” y estdn
presentes en todos los biotopos acudticos (interfaz
agua/aire, columna de agua y sedimento) .

La presencia de las cianobacterias en un cuerpo de
agua, estd asociada a un conjunto de factores ambientales
(concentracién de N y P temperaturas elevadas y
disponibilidad de luz), que, al sufrir alteraciones, pueden
llevar al aparecimiento de floraciones, fenémeno
caracterizado por el intenso crecimiento de esos
microorganismos en el dgua'”.

La ocurrencia de floraciones ha sido frecuentemente
atribuida al acelerado proceso de eutrofizacién de los
ambientes acudticos, producido principalmente por la
actividad humana (desagie doméstico y agro-industrial).
La presencia de floraciones de cianobacterias y sus
subproductos en rios, lagos y reservorios destinados al
suministro, interfiere directamente en la calidad del agua,
pudiendo introducir efectos negativos tanto de orden
estético y organoléptica, por la produccién de color, olory
sabor, como de salud publica, debido a la produccién de
compuestos potencialmente téxicos y carcinogénicos’.

Hay diversos registros de muerte por envenenamiento
de ganado bovino, caballos, cerdos, ovejas, perros, peces
e invertebrados, por la ingesta o contacto con esas
floraciones téxicas'®. Otro ejemplo observado de la accién
de esas toxinas fue la muerte de 60 pacientes de
hemodidlisis en Caruaru, Pernambuco, debido a la
presencia de hepatotoxinas en el agua utilizada™.
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dermatotoxinas; y hepatotoxinas, conforme sus efectos
toxicos en mamiferos. Las especies ya identificadas como
productoras de hepatotoxinas estdn incluidas en los
géneros Microcystis, Anabaena, Nodularia, Oscillatoria,
Nostoc y Cylindrospermopsis'®. La especie Microcystis
aeruginosa estd considerada como de mds amplia
distribucién en el territorio nacional, y la Anabaena, el
género con mayor nimero de especies potencialmente
téxicas, conforme Carmichael®. El tipo mds comdn de
infoxicacién involucrando cianobacterias se ocasiona
por hepatotoxinas'', destacandose las microcistinas (-LR,
-LL y -YA), las que pueden causar severos dafios al
higado™.

Llevando en consideracién la relevancia de los
hechos citados y la necesidad de més conocimiento
sobre los problemas relacionados a las floraciones de
cianobacterias y de la calidad del agua en general, este
estudio tuvo como objetivo identificar los géneros
causadores de una floracién de cianobacterias en el
margen derecho del rio Tapajés (Santarém, Pard, Brasil),
verificarla produccién de microcistinas por esa floracién,
bien como determinar la toxicidad de esas
cianobacterias, a través de andlisis de toxicidad con
ratones.

MATERIALES Y METODOS
DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO Y MUESTREQ

Las colectas se realizaron el dia 21 de marzo de 2007,
en el margen derecho del rio Tapajés, en Santarém, Pard,
Brasil en cinco puntos a lo largo del rio. Los puntos de
colecta fueron: PO1 - playa Ararid (54°44'10,28" S;
2°24'33,20"W); PO2 - playa Carapanari (50°44'29,66"S;
2°24'55,01" W); PO3 - ensenada de la Ponta de Pedra
(54°53'43,71" S; 2°26'04,78" W); P04 - en frente a la
entrada del agujero del Sururu, en esa época bajo
influencia del rio Amazonas (54°51'02,36"S, 2°17'06,24
W); y PO5 - lecho del rio, drea bajo influencia del rio

Arapiuns (54°58'44,59"S,2°20'20,29"W) (Figura 1).
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Figura 1 - Area en estudio con las estaciones de colecta (*), distribuidas a lo largo del rio Tapajés (Santarém, Pard, Brasil)



METODOLOGIA
Colecta de las muestras

Las muestras destinadas al estudio cualitativo de las
cianobacterias se obtuvieron a través de barridos
horizontales, en la superficie del agua, con el auxilio de
una red para plancton de 20 um de apertura de malla, a
través de la cual, se filtraron aproximadamente 2.000 L de
agua. Una alicuota de 100 mL fue fijada en formol a 4% y
una alicuota de 250 mL se mantuvo resfriada. También se
realizaron colectas de agua bruta superficial con el auxilio
de una botella de polipropileno del tipo dmbar, de 5.000
mL. Estas muestras se guardaron en heladera portdtil con
hielo reciclable hasta el momento de los andlisis.

Identificaciéon de las especies

En el laboratorio, las muestras se analizaron por
montado en ldminas temporales observadas en
microscopio binocular. La identificacién y nomenclatura de
las especies fue realizada de acuerdo a la literatura
especializada™"*",

Determinacién de microcistinas en el agua por la
técnica de ELISA

En el laboratorio una alicuota de 100 mL de agua bruta
se filtr6 en membranas Millipore AP-20, después de haber
pasado por sonicacién con el objeto de promover la lisis
celular y la liberaciéon de las toxinas en el agua. Una
alicuota de 20 pl del filtrado se sometié a andlisis a través
del método descrito por Any Carmichael' utilizando el kit de
la empresa Envirologix Inc. Ep 022, de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante, que detecta microcistina-
LR por medio de anticuerpos policlonales. Todos los andlisis
se hicieron por duplicado, el promedio de los resultados fue
considerado como la concentracién de la muestra.

Determinacién de microcistinas en el agua por HPLC

La determinacién de microcistinas en muestras de agua
se realizé a partir de la extraccién de 2 L de muestras de
agua por SPE (extraccién en fase sélida) con posterior
andlisis por Cromatografia Liquida de Alta Precisién
(HPLC). La extraccién por SPE se realizé a partir de la
metodologia propuesta por TSUJI y colaboradores™ y
consistié en: activar un cartucho C18-ODS con 20 mL de
metanol y 20 mL de agua desionizada; adicién, al vacio,
de 2 L de muestras de agua al cartucho C18-ODS
activado; adicién de 20 mL de agua desionizada para la
limpieza (clean-up) del cartucho C-18 ODS activado;
adicion de 20 mlL de metanol al cartucho C18-ODS
activado para la elucién de la toxina; secado total, en
evaporador rotativo, de la fraccién metandlica que
contiene la toxina; resuspensién, con 1 mL de metanol; y
filtrado de la solucién en un filtro de nylon de 0,45 um.
Para el andlisis cromatogréfico de las muestras se utilizé un
HPLC (Varian) en las siguientes condiciones: columna fase
reversa C-18, ODS, 5 um, 250 mm. x 4 mm. (Varian); fase
mévil acetonitrilo: acetato de amonio 20 mM, pH 5.0
(28:72 v/v), flujo - 1,0 mL/min.; deteccién de arreglo de
fotodiodo (PDA) a 238 nm.; volumen de inyecciéon 20 ul;
tiempo de andlisis 30 min.; y patrén Microcistina-LR
proveniente de M. aeruginosa (Sigma M-2912).

Determinacion de microcistinas en las células

liofilizadas por HPLC

Después del proceso de liofilizacién de 250 mL de la
muestra colectada por medio de barridos horizontales con
red para plancton (20 um), la muestra se extrajo con
butanol: metanol: agua bidesionizada (1:4:15, v/v) en una
proporcién de 20 mlL para cada 100 mg. de material
liofilizado, siguiendo la metodologia de Krishnamurthy y
colaboradores'’, modificada por Domingos y
colaboradores'. El material obtenido fue agitado por 1 hy
las células fragmentadas fueron removidas por
centrifugaciéon a 3.000 g por 10 min., repitiendo este
procedimiento por dos veces, para garantizar la extraccién
total de las microcistinas. Los sobrenadantes de las
extraccién fueron combinados, evaporados a 400° C. para
30% del volumen inicial, y pasados por un cartucho de
octadecilsilano (C18) (Bond-Elut Varian). En seguidg,
fueron lavados con una secuencia de 20 mL de agua
bidesionizada y 20 mL de metanol a 100%, para elucién de
las toxinas. La fraccién eluida con metanol fue colectada,
evaporada hasta secar y diluida en 1 mL de metanol a
50%. En seguida, la solucién fue filtrada en filtro de nylon
de 0,45 um vy las toxinas identificadas por HPLC, en las
mismas condiciones cromatogrdficas utilizadas para el
andlisis de las muestras de agua.

Bioensayos de toxicidad aguda con ratones

El material liofilizado fue disuelto en una solucién
salina esterilizada y sometido a sonicacién por cinco ciclos
de 30s a 100 W para liberar las toxinas™. La toxicidad fue
determinada por inyeccién intraperitoneal del extracto de
las células liofilizadas diluido en solucién salina, con
concentraciones de 1.200, 1000y 100 mg/Kg. en ratones
Swiss-Webster, machos, pesando entre 20-25 g, para
obtener la dosis letal (DLy,), utilizando cinco ratones para
cada dosis. La solucién fue aplicada en volumen de 0,1 mL
para cada 10 g de peso del ratén, para alcanzar la
concentraciéon esperada. Las sefales de infoxicaciones,
tiempo de supervivencia y el examen, pos-mortem del
higado, fueron llevados en cuenta para la confirmacién de
la toxicidad aguda y determinacién de la DL,,*****. Para
cada concentracién probada, dos animales control fueron
inoculados con solucién salina usada en la dilucién del
extracto.

RESULTADOS

Al momento de la colecta de las muestras se observéd
que a la altura de los puntos PO y PO2 ocurria un evidente
desequilibrio ecolégico en la comunidad fitoplancténica,
caracterizado por la visualizaciéon de la floraciéon (Figuras
2A y B). El andlisis de las muestras colectadas en esos
mismos puntos confirmé la  presencia del género
Anabaena (Figuras 2C y D), constituido por especies con
tricomas espirales, presentando distribucion mundial y
destacédndose en diferentes cuerpos de agua,
especialmente de ambientes eutrdficos; y Microcystis
(Figuras 2E y F) microorganismos con un denso mucilago y
que son reconocidos porque frecuentemente forman
floraciones superficiales.
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Sa LLC et al. Floracion de cianobacterias foxicas

Figura 2 — Registro fotogrdfico de la floracién al margen del rio Tapaijés (A y B) y de los géneros Anabaena (C e D) y Microcystys (E
y F) presentes en el agua. C y E, en la objetiva de 10x y D y F, en una objetiva de 40x
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Tabla 1 - Resultados de los andlisis utilizando los métodos de microscopia directa, para identificacion de los géneros de
cianobacterias, ELISAy HPLC para microcistinas, en muestras de aguas superficiales

géneros de
PONTOS cianobacterias

predominante

ELISA P/
MICROCISTINA-LR

Tipo de cianotoxina
produzida

muestras concentradas  muestras de agua bruta  muestras concentradas

HPLC P/
MICROCISTINA-LR
muestras de agua bruta

ELISA P/
MICROCISTINA-LR

HPLC P/
MICROCISTINA-LR

POl Anabaena sp. Microcistina-LR Positiva
(superiores 3.0 ppb)
P02 Anabaenasp.  picrocisting-LR Positiva
(superiores 3.0 ppb)
P03 Fi‘rop/london No es aplicable Negativa
autoctone
P04 Fitoplancton No es aplicable Negativa
autéctone
P05 Fitoplancton No es aplicable Negativa

autédctone

Negativa 3,25 ng.gl 0,23 mg/L
Negativa 12,39 pg.gl 0,55 mg/L
Negativa No analizada No defectado
Negativa Néo analizada No defectado
Negativa Nao analizada No detectado

El tabla 1 presenta los resultados de las andlisis
realizados por medio de microscopia directa y la
cuantificacién de la microcistina a través de los métodos de
ELISA y HPLC en muestras de agua concentrada
(liofilizada) y bruta.

La detecciéon de microcistinas realizada por la técnica
de ELISA fue negativa para todos los puntos, en las
muestras de agua bruta. En las muestras concentradas
(liofilizadas), se demostré positiva apenas en los puntos
PO1 y PO2 en concentraciones superiores a 3 ppb. Ya el
andlisis de microcistina-LR por HPLC registré
concentraciones de cianotoxinas en estos mismos
puntos, tanto en muestras de agua bruta (PO1=3,25
ug.L-1 y P02=12,39 pg.Ll-1) con relacién a las
concentradas y liofilizadas (P01=0,23 pg.L-1 vy
P02=0,55pg.L-1) (Tabla 1).

Los andlisis de toxicidad con ratones demostraron que,
a pesar de que los animales presentan dificultad de
locomocién y sefiales de contracciones abdominales
minutos después de la aplicacién, no ocurrieron muertes
durante y después de los siete dias de observacién, en
ninguna de las concentraciones analizadas, demostrando
asi que la floracién observada no presenta concentracién
de toxinas suficiente para desarrollar una toxicidad aguda
que se refleja en dafios inmediatos a la salud humana.

DISCUSION

En Brasil, hasta mediados de la década de 90, la
relacién de degradacién de los manantiales con la salud
publica se restringia a la contaminacién del agua por
agentes causadores de las enfermedades de vehiculacién
hidrica, principalmente varias especies de bacterias,
protozoarios, gusanos y algunos virus. Apenas en el afio de
1996, después del tragico caso que culminé con la muerte
de cerca de 60 pacientes renales crénicos sometidos a
hemodidlisis en una clinica en la ciudad de Caruaru,
Pernambuco, se constaté que habia ofro factor muy
importante y, muchas veces, no considerado por las
autoridades competentes y por la propia poblacién, que
podria ser responsable por la muerte del hombre via
ingestién de agua: las toxinas producidas biolégicamente,

que podrian estar presentes en el agua suministrada a la
poblacién®. Después de ese episodio, las floraciones de
cianobacterias téxicas fueron reconocidas como un
problema de salud publica y fueron establecidos limites
méximos permitidos para estas foxinas en agua de
abastecimiento’ y para usos multiples'.

Los efectos téxicos de las cianotoxinas han recibido
una creciente atencién de investigadores de todo el
mundo. Las microcistinas de accién hepatocarcinogénica
en ratones son las cianotoxinas mds frecuentemente
encontradas en los cuerpos hidricos de todo el mundo®. En
Brasil, ya ha sido observada la ocurrencia de
cianobacterias toxicas en reservorios de aguas destinadas
al consumo humano en varios estados’. En Pard, hemos
acompafiado eventos significativos de floraciones de
cianobacterias téxicas desde 1999, comprobando que
este hecho es preocupante. En 1999, durante un estudio
de monitoreo de cianobacterias en la represa de Utinga,
que abastece la Ciudad de Belém, Pard, fue constatada la
presencia de cepas téxicas de Radiocystis fernandoi y
Microcystis viridis, y presencia de microcistinas en el agua
bruta de la represa®”***. Durante una floracién de
Cylindrospermopsis raciborskii en los rios lIriri y Xingu
(Altamira, Pard) hubo una gran mortandad de peces, con
la presencia de saxitoxinas en las aguas™

En el presente estudio, las concentraciones de
microcistina-LR encontradas en las muestras de agua bruta
en el rio Tapajés estdn por debajo de los valores méximos
permitidos en la Legislacién Brasilefia para agua de
consumo” lo que descarta, en este momento, la
posibilidad de infoxicacién aguda en humanos. Sin
embargo, es importante destacar el efecto acumulativo de
esos heptapéptidos en el organismo, lo que puede
acarrear problemas futuros de salud.

Todos los géneros de cianobacterias son portadores, en
su pared celular, de dermatotoxinas (LPS), que son toxinas
irritantes en contacto con la piel”’, y que pueden también
causar irritacién en los ojos, conjuntivitis, urticaria,
obstrucciéon nasal y asma®.

Han sido relatados casos de dermatitis de confacto en
. .9
humanos, asociados al uso de aguas de recreacién’. De esta
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manera, no es posible desconsiderar la posibilidad de
eventuales irritaciones cutdneas, en personas
(principalmente en nifios, inmunodeprimidos y ancianos) que
frecuenten los balnearios de Arari¢ y Carapanari, que estdn
entre los mds visitados del Municipio de Santarém, Pard.

La confirmacién de que la floracién observada en el

de la biodiversidad local y de la elucidacién de los procesos
naturales y antrépicos que puedan estar relacionados a
esos eventos, que vienen sucediendo a cada afio en el rio
Tapajos; es necesario el monitoreo de las cianobacterias en
sus aguas, una vez que, en el periodo estudiado, se
encontraron floraciones de dos géneros de cianobacteria

(Anabaena y Microcystis) productores de toxinas, ademds
de la deteccién de microcistina-LR en el agua bruta. A lo
largo de los afios, estas floraciones se pueden volver cada
vez mds abundantes y resultar en riesgo para la salud de la
poblacién riberefia local, que utiliza esa agua para
consumo, pesca y recreacion.

margen derecho del rio Tapajés fue constituida por dos
géneros de cianobacterias (Anabaena y Microcystis)
potencialmente productores de cianotoxinas, llama la
atencién para la necesidad de monitoreo ambiental en esa
regién, con el fin de determinar las causas y/u origenes de
esas ocurrencias.
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Considerando su importancia para la salud piblica; la
contribucién de este tipo de estudio para el conocimiento

Ocorréncia de uma floracao de cianobactérias téxicas na margem direita do rio Tapajés,
no Municipio de Santarém (Pard, Brasil)

RESUMO

A presenca de floracées de cianobactérias e seus subprodutos interfere diretamente na qualidade da dgua, podendo
introduzir efeitos negativos, tanto de ordem estética, como de salde pUblica, devido & produgGo de compostos
potencialmente téxicos e carcinogénicos. O tipo mais comum de intoxicag@o envolvendo cianobactérias é ocasionado por
microcistina-LR (hepatotoxina), a qual pode causar severos danos ao figado. Assim, o objetivo deste estudo foi identificar
os géneros causadores de uma floracdo de cianobactérias no rio Tapajés (Santarém, Pard, Brasil) no més de marco de
2007, bem como realizar bioensaios de toxicidade aguda, utilizando camundongos Swiss-webster. As amostragens foram
realizadas em cinco pontos de coleta distribuidos na margem direita do rio Tapajés, onde foram realizados arrastos
horizontais, com o auxilio de uma rede para plancton de 20 um; e foram também coletadas amostras de dgua bruta
(5.000 ml) em garrafas de polipropileno do tipo @mbar. Para a identificacéo dos organismos utilizou-se microscopia ética.
A determinac@o de microcistinas-LR foi realizada por meio das técnicas de Ensaio Imunoadsorvente Enzima-Associado e
Cromatografia Liquida de Alta Presséo. As andlises demonstraram que na altura dos pontos PO1 e PO2 ocorreu um
desequilibrio ecolégico na comunidade fitoplancténica, caracterizado pela proliferagéo intensa dos géneros Anabaena e
Microcystis. Nas amostras de dgua bruta, as concentracdes de microcistina-LR registradas estdo abaixo dos valores
méximos permitidos na legislacdo brasileira para dgua de consumo; entretanto, é importante ressaltar que a floragéo,
visualizada in locu, ocupava cerca de 10 cm da superficie da coluna d'dgua, e que, portanto, continha células de
cianobactérias suficientes para provocar irritagcées cutineas em pessoas que usassem o rio como balnedrio nesse periodo.

Palavras-chave: Cianobactérias; Microcistinas; Qualidade da Aguo.

Occurrence of toxic cyanobacterial bloom in the left margin of the Tapaijés river, in the
Municipality of Santarém (Para State, Brazil)

ABSTRACT

The presence of cyanobacterial blooms and their subproducts interferes directly in water quality and may cause negative
effects, both aesthetically and to public health, due to the production of potentially toxic and carcinogenic compounds. The
most common type of intoxication involving cyanobacteria is caused by microcystin-LR (hepatotoxin), which can cause
severe damage fo the liver. The objective of this study was to identify the genera that caused cyanobacterial blooms in the
Tapaiés river (Santarém, Pard, Brazil) in March 2007, as well as to execute acute toxicity bioassays in Swiss-webster mice.
Sample collection was performed at five sampling points throughout the left margin of the Tapajés river, by horizontal
dragging with the aid of a 20 um plankton net. Samples of raw water (5,000 ml) were also collected in amber propylene
bottles. Optical microscopy was applied to identify the organisms, and the determination of microcystin-LR was executed
through ELISA and HPLC. The analyses showed that, at PO1 and P02, there was an ecological imbalance in the
phytoplanktonic community, characterized by an intense proliferation of the genera Anabaena and Microcystis. The
concentrations of microcystin-LR reported in the raw water samples were below the maximum values permitted by Brazil's
legislation for drinking water. However, it is important to note that the blooming observed in loco occupied around 10 cm of
the water column surface and therefore presented cyanobacterial cells enough to cause rashes in people who swam or
bathed in the rivers during this period.

Keywords: Cyanobacteria; Microcystins; Water Quality.
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