Algas Toéxicas — Controle das Toxines em
Aguas de abastecimento(*)

INTRODUCAO

O mais antigo caso que se conhece de
intoxicagio de animais relacionada com uma
intensa proliferagdio de algas na dgua que
bebiam, foi descrito, em fevereiro de 1878 por
George Francis, de Adelaide, Australia, em
carta que a revista “Nature” publicou em 2
de maio do mesmo ano, (12) Tratava-se de
uma alga azul (cianoficea) denominada No-
dularia spumigera que, em ocasides de mais
elevada temperatura reproduzia-se com gran-
de intensidade no lago Alexandrina dando ori-
gem ao fendmeno conhecido como “floragio
das Aguas” e provocando a morte rapida do
gado que as imgeria. O autor descrevia,
ainda, os sintomas produzidos, que muito
se assemetham aos que hoje observamos,
bem como o tempo que levavam o0s ani-
mais para morrer: cavalos, oito a vinte e qua-
tro horas; cies, quatro a cinco horas; porcos,
trés a quatro horas, carneiros uma a seis ou
oito horas. O estudo das algas téxicas, néste
mesmo lago, foi repetido por Ivan Ophel, em
1940 a 1950 confirmando, de um modo geral,
as observacdes feitas em 1878,

Durante os 81 anos que nos separam da
comunica¢io de Francis, multiplicaram-se os
casos de itoxicagbes produzidas por A4guas
contendo cianoficeas déste e de outros géne-
ros, podendo ser citados, a titulo de exem-
plo, os sucedidos em Fergus Falls, Minnesota,
em 1900; Winnipeg, Lake Michigan, 1914;
Frazer Lake, Hastings Country, Ontario, Ca-
nada, em 1924; 5 casos em Minnesota de 1918
a 1934; Colorado (comunicado em 1939); Rio
Missouri, em Montana {comunicado em 1934);
Onderstepoort, Sul da Africa (comunicado em
1945) Lago Des Lacs, North Dakota {comu-
nicado em 1947); Laguna Benedetti, Santa F¢,
Argentina 1948, (12) Além déstes, podem
ser citados casos ocorridos em: Idaho, lowa,
South Dakota, Wisconsin, Alberta (EUA),
Bermuda e Finldndia (13). Admite Olson que
se ndo temos noticias muito mais frequentes
de animais intoxicados por algas, é porque
existe uma tendéncia natural dos veterinérios
¢ criadores de atribuir as perdas de gado a
causas mais patentes ¢ melhor conhecidas {12).

CLASSIFICACAO

Tddas as algas de dgua doce evidenciadas
como toxicas pertencem ao grupo das Myxo-
phyceae, comumente denominadas cianoficeas
(*) Trabalho apresentado ao IV Seminirio de
Professores de Matérias Relacionadas com a Enge-
nharia Sanitiria, realizado em Porto Alegre. de 5 a
12 de Julho de 1959.
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ou simplesmente ‘“algas azuis”, gragas & pre-
senga, em suas células, de um pigmento de
c¢Or azul, ficocianina, do grupo das ficobilinas,
associado 2 clorofila. Algas désse grupo, que é
considerado o mais primitivo grupo de algas,
sio caracterizadas, entretanto, por uma colo-
ragao gue pode variar do verde azulado ou
azul, mesmo, até ao verde claro, amarelado, de
acHbrdo com a quantidade presente de ficocia-
nina, ao contrario do que se poderia esperar

Fig. 1 — ANABAENA

em face das denominagdes correntes de “algas
azuis” ou “verde-azuladas™. SAo consideradas
primitivas, em relagdo as outras algas, gragas
as seguintes caracteristicas: a) auséncia de
niicleo tipico, em suas células; b) auséncia de
plastos, isto é, de estruturas individualizadas
para a localizagdo da clorofila, encontrando-se,
pois, 0s seus pigmentos, dissociados na ma-
tria plasmatica; c¢) auséncia de qualquer for
ma de reprodugio sexuada.

O pgénero mais frequentemente citado
como causador de efeitos téxicos em daguas,
é o género Microcystis do qual se destacam
as espécies M. flos-aquae e M. aeruginosa.
Sabe-se, hoje, gragas aos trabalhos de Drouet
e Daily (5), que estas nada mais sdo do que
duas formas ou duas fases distintas de uma
s6 espéeie do género mais ‘antigo Anacystis
e passaram a receber a classificagdo de A.
vianea, Trata-se de cianoficeas unicelulares,
cujas células, de forma esférica, com dimen-
soes de 3 a 7 y de didmetro e caracterizadas
pela presenga de pseudo vactolos gasosos, reu-
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nem-se em coldnias, onde se encontram mer-

gulhadas em uma massa gelatinosa hialina que’

pode reunir dezenas, centenas ou milhares de
individuos. Além desta, causam frequente-
mente toxidez, algas do género Anabaena, ca-
racterizadas por filamentos formados de célu-
las aproximadamente esféricas, unidas como
as contas de um colar, com heterocistos inter-
calares. Destas, a principal espécie toxica é
A. flos-aquae, cujas células t&m 4 a 8 o de
didmetro. Qutros géneros sao ainda citados
como toxicos, embora menos frequentes:
Aphanizomenon, Coelosphuerinm, Gloeotrichia,
Nodularia. (5,9, 13, 14).

EFEITOS DA TOXINA SOBRE ANIMAIS

A grande maioria dos casos de envenena-
mente conhecidos até hoje, verificou-se com
animais domésticos ou selvagens. Assim, por
exemplo, no lago Alexandrina, citado por
Francis, morreram carneiros, cavalos, cies ¢
porcos; nos lagos Cordoba, Sakata e Tetonca,
em Minnesota, morreu grande ndimero de ani-
mais domésticos, principalmente vacas; 0 mes-
mo nos lagos rasos de Falls, Minnesota; no
lago Oaks, Minnesota morreram 50 galinhas,
17 porcos € um carneiro; no lago Anne, tam-
bém em Minnesota, nove cabegas de gado; no
lago Hall, da mesma regiflo, carneiros e ga-
linhas; no lago Milan, 45 pers, 4 patos e 2
gansos e em outra ocasido vacas, porcos, ca-
valos e aves; no lago Frazer, Canadd, 20
cabecas de gado; na Africa do Sul, gado, ratos
e aves aquaticas. No Transwaal muitos milha-
res de cabecas de gado; nas Bermudas, gado
etc. {9). Olson cita, ainda (11) a morte de
150.000 patos no lago Great Salt, no Canada.
Em estude realizado por ésse autor, junta-
mente com E. Bossenmaier e outros, no lago
White Water, Manitoba (3) sdo citadas ind-
meras mortes de aves aquiticas e migratérias
no verio de todos os anos, desde 1912 (pelo
que se tem noticia), sendo que sdmente uma
incursio realizada de 5 a 12 de agosto de
1949 revelou a presenga de 50 a 60.000 aves
mortas nés=e lago.

Muita: 1ém sido, por outro lado, as ex-
periéncias oe intoxicagio por estas algas, rea-
lizadas em laboratério, utilizando coelhos, co-
baias, ratos, galinhas e peixes. Com relagio &
morte déstes Ultimos, convém, entretanto, cha-
mar a atengiio para o seguinte: muitas vézes,
peixes colocados em presenga de quantidades
grandes de algas, podem morrer por fendmenos
nio decorrentes de agdo téxica, mas sim de
natureza mecinica, como entupimento das
brinquias (frequentemente causado por certos
géneros de algas), ou ainda pela limitagio do
oxigénio produzido pelo acimulo de algas na
superficie ou putrefagio das mesmas (13).
Parece, por outro lado, que os peixes, em ge-
ral, sio pouco sensiveis & agdo da toxina pro-
duzida por algas. Por essa razio, frequente-
mente éles se tornam veiculos da toxina para
outros animais que déles se alimentam, tais
como aves aquaticas e mamiferos. Palmer cita
o caso de intoxicagdes causadas por peixes
que se alimentavam de Lyngbya majuscula e
L. aestuarii, cianoficeas marinhas tdxicas ¢
ainda os casos, muito frequentes e aos Qquais
ainda nos referiremos, de doengas graves pro-
duzidas pela ingestio de moluscos que se nu-

trem de Gonyaulax marinhos, ¢ Olson (12)
refere casos de intoxicagho de animais que se
alimentavam de peixes de agua doce, bem
como de aves que haviam morrido intoxica-
das com algas, como por exemplo, a morte
de gatos que se alimentaram dos patos mortos
em uma dessas lagoas produtoras de algas
i0xicas.

O envenenamento por algas caracteriza-
-se pelos seguintes sintomas gerais (1, &, 9,
12, 13 etc.): Piloerecgdo, dispnéia, convul-
sdes, paralisia dos membros posteriores, perda
de equilibrio, espasmos da respiracic e morte.
Além déstes, alguns outros sintomas tém sido
observados por alguns e nao por outros, po-
rém menos essenciais para a qualificagdo da
natureza da acio toxica.

EFEITOS DA TOXINA SOBRE O HOMEM

Sdo relativamente raros e constituem,
ainda, objeto de muita polémica, os casos de
intoxicagio do homem, produzida por dguas
provenientes de¢ mananciais onde proliferam
algas cianoficeas. E citado um caso, no Ca-
nada, de uma crianga gque morreu instantinea-
mente, apos ter bebido dgua de uma lagoa
onde proliferavam dessas algas, A explicagio
para a pequena frequéncia de casos como ésse,
¢sta em que as aguas onde ocorre floragio
tém sempre aspecto repugnante, gragas & cOr
verde ¢ intensiva que apresentam, bem como
ao cheiro e gisto intensos causados pela pu-
trefagiio désses organismos. S30 mancionados,
entretanto, alguns casos de gastroenterites pro-
duzidas por dguas tratadas, provenientes de ma-
nanciais onde ocorria a floragdo. O caso clas-
sico é o ocorrido em Charleston, West Vir-
ginia, em outubro ¢ novembre de 1930, no
qual cérca de 10.000 pessoas foram atingidas
(9}, sendo que essas aguas eram tratadas por
decantagio, filtragdo e cloragio normal, além
de pré-cloragio que foi utilizada nessa ocasido
para reduzir a pesada polui¢do existente; sul-
fato de cobre para combate as algas; aeragdo
para reposigdo de oxigénio dissolvido; carvdoe
ativado, na fase de sedimentagio para evitar
odores desagradiaveis, além de permanganato,
amdnia e supercloragio para ésse mesmo fim
e sem sucesso. (Bartsch, (2)). Ingram e
Prescott {(9) referem, ainda, ocorréncia de epi-
demias gastro intestinais relacionadas com al-
gas em: Washington, Weston, Sisterville,
Ashland, Lounisville, Kentucky, Portsmouth,
Ironton e Cincinatti. Neil (2) cita, também,
um caso de epidemia de gastroenterite em um
municipio de Ontédrio, no Canad4, abastecido
¢om agua apenas clorada, procedente de ma-
nancial onde proliferavam essas algas. Esse
caso, como o de Charleston, tem sido discuti-
do, alguns autores acreditando tratar-se de
coincidéncia apenas. Palmer faz referéncia,
também, & possibilidade de que a decomposi-
¢do de grandes quantidades de cianoficeas nos
filtros de areia produza, como consequéncia, a
passagem dos produtos toxicos para o sistema
de distribuigdo, dando origem aos distirbios
gastro-intestinais {13).

Varios autores tém, ainda, defendido a
hipstese de que estas algas sejam as causado-
ras de moléstias de origem desconhecida, como
a chamada “febre do feno™ (13), moléstia de
Haff e outras. A moléstia de Haff ocorre na
Europa ¢ estd relacionada com o consumo de
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peixes ou do figado déstes. E interessante no-
tar-se que todos os lagos que produzem pei-
xes causadores da moléstia, sdo também pro-
dutores de floragio com cianoficeas perten-
centes aos géneros considerados téxicos. Olson
admite a possibilidade de que a toxina adqui-
rida pelo peixe, direta ou indiretamente da
agua, se concentre no figado ou na carne, As
algas désses lagos, quando injetadas em ani-
mais, produzem efeitos semelhantes aos que
caracterizam a moléstia do Haff (12). Segun-
do a opiniic de QOlson e de outros, nio exis-
tem razdes para se acreditar que a substéincia
produzida pelas algas, tOxica em pequenissi-
mas quantidades para todos os mamiferos e
aves em que foi experimentada, nio o seja
também para o homem, Em favor desta opi-
niio estio as recentes descobertas sobre as
propriedades dessas toxinas, realizadas em
principios déste ano por Bishop e outros, nas
quais ficou evidenciado que as enzimas do
aparélho digestivo humano nfo tém agdo hi-
drolisante sObre as mesmas, permanecende in-
tactas as suas propriedades tdxicas apds con-
tacto prolongado (1). E conhecida, além disso,
e muito frequente, a ocorréncia de intoxica-
¢do humana por algas marinhas, produzidas
pela ingestao de moluscos que delas se alimen-
tam. O veneno produzido por algas planctoni-
cas marinhas, do género Gonyaulax, foi descri-
to como uma toxina dez vézes mais potente
do que a estricnina. Essas algas microscopicas,
quando em grande nimero, tornam a agua do
mar vermelha. Sdo citados casos de intoxica-
¢ic humana em: Quebec, Nova Escocia, New
Brunswick, Vancouver Island, California, Alas-
ka, Oregon, Maine, México, Ilhas Britinicas,
Noruega, Franga, Bélgica e Nova Zelandia.
(13) Sommer e Meyer afirmam que trezentos
e cincoenta e seis casos de intoxicagio e vinte
¢ quatro mortes ocorreram no periodo de 1927
a 1941, motivados por essas algas. A fim de
proteger o publico, tém sido feitas leis de
“guarentena de moluscos”, em dreas infes-
tadas (12).

Por outro lado, esta atualmente compro-
vado (1, 8 e 15} que a toxidez das cianoficeas
de 4gua doce ¢ devida a dois fatores: um,
proveniente de uma endotoxina produzida
pelas proprias células da alga e outro elabora-
do por bactérias que se desenvolvem junta-
mente e a custa das algas. Essas bactérias sfo
conhecidas, de longa data, como produtoras do
“potulismo™ no homem caracterizado por uma
intoxicagio violenta e quasi sempre fatal pro-
vocada pela ingestio de alimentos enlatados,
mal conservados. Assim sendo, ainda que a
toxina produzida pela prépria alga (que é
muito mais violenta gue as das bactérias) nio
seja nociva aoc homem, a botulinica o é, com
tbda a certeza.

VARIACAO DA TOXIDEZ DAS ALGAS

Tem sido observada por quasi todos os
pesquisadores que se ocuparam com é€sse assun-
to, uma variagio, as vézes bastante grande,
do efeito téxico sbbre animais (2, 6, 8, 9, 11,
12). Assim, tém sido observados casos em
que algas retiradas de uma mesma cultura ou
floraciao natural em 2 dias diferentes, se apre-
sentam tdxicas no primeiro ¢ nao toxicas no
segundo dia. Além disso, enquanto que al-
guns testemunham que a agfo letal da alga,

para camundongos, se verifica em 50 minutos
ou | hora, outros, trabalhando com a mesma
espéeie afirmam que o efeito nunca se realiza
em menos que 3 ou 4 horas. Isto tem dado

Fig, 2 — Colénias de MICROCYSTIS

origem a um grande nomero de teorias a res-
peito dessa toxina, além de criar muita con-
fusio na bibliografia especializada. Sdo as
seguintes as principais hipdteses:

1. Teoria do ciclo bioldgico: essa teoria,
sustentada por muitos, supde que a toxina seja
um produto do metabolismo das algas e que
estas, em seu ciclo bioldgico, passam por fases
de maior ou menor produgfio désses produtos.
Essa hipdtese tem sido confirmada por al-
guns trabalhos, entre os quais se destacam as
recentes pesquisas de Hughes e outros (8) de-
monstrando que a produgdo da toxina varia
com o nimero de dias de cultura, em ambiente
constante,

2. Teoria da alergia: alguns autores,
como Heise ¢ outros, sustentaram a teoria de
que presenga de determinadas proteinas, nessas
algas, poderia constituir a causa de reagdes
histaminicas que, por conseguinte, variariam
de. um para outro individuo (6, 9).

3. Teoria du influéncia do meio: varios
fatores ambientais tém sido apontados como
causadores de variagio dos efeitos t6xicos em
condi¢gdes diferentes ou em épocas diferentes
do ano. Os principais désses fatores seriam:
a temperatura, a destruicdo meclnica das cé-
lulas e destruicdo bacteriana ou putrefagao.

a) FEfeitos da temperatura: — Wieters
(2) “observou que justamente no periodo do
ano em que as algas atingem sua maijor con-
centragdo nos lagos, isto €, no veriio, elas sfo
muito menos tdxicas. Tornam-se, entretanto,
altamente téxicas ainda que em menor quan-
tidade, quando, no fim da estagio quente, so-
brevém uma gqueda brusca de temperatura”.
Esse fato tem apdio em algumas experiéncias
que ouiros autores tém realizado, e que de-
monstram que o congelamento repentino das
algas provoca liberagdo da toxina, por causar 2
desintegragio parcial das células. Por outro
lado, infimeras s3o as experiéncias que de-
monstram o aumento da toxidez quando as
algas sio incubadas durante 25 a 30 horas a
27°C. (4, 6, &, 10, 12, 16).

b) Efeitos da destruigio mecénica: —
tem sido comprovada a liberagio de toxinas
da célula pelo efeito de destruicho mechnica,
ultra-sons, centrifugacio etc. (1, 8, 10, 16).

¢) Virios autdres tém demonstrado que
a toxidez aumenta quando as c€lulas entram
em decomposi¢io, o que deu origem i idéia
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de que as toxinas ndo sfio, realmente, produzi-
das pelas algas, mas sim pelas bactérias anae-
rébias que produzem a sua putrefagdo ou,
guando muito, pelas bactérias quando se de-
senvolvem em determinadas condigbes criadas
pelas algas. Essa idéia foi o ponto de partida
para a teoria que designarecmos como “teoria
botulinica”,

4, Teoria botulinica: Esses dois fatos,
observados indmeras vézes, de que a toxidez
aumenta com putrefagdo (até certo ponto)
e o de que a toxidez aumenta com a incuba-
¢do a 27-35%C, aproximadamente, levaram
muitos autores & conviegiio de que a toxina nio
era, realmente, produzida pela alga, mas sim
pelas bactérias que promoviam a sua decom-
posicio e que o papel da incubacdo era pro-
piciar um ambiente adequado & proliferagiio
bacteriana. Virios sio os trabalhos, princi-
palmente de procedéncia canadense, que
apoiam ésse ponto de vista (1, 3, 4, 6, 10, 12,
15, 16, 17). Parece ter sido Gillam, em 1925,
quem primeiro sugeriu essa idéia. Duas obser-
vagOes, entre outras, poderiam trazer dificul-
dades a essa interpretagio: a primeira, é a de
que somente determinadas espicies de ciano-
ficcas se apresentam como tdxicas: como expli-
car, pois, a preferéncia da bactéria botulinica
por essas espécies? Ha, como veremos adiante,
algumas teorias que visam responder a essa
objeciio; a segunda é a de que tddas as cul-
turas de bactérias contaminantes, isoladas des-
sas algas e que se apresentaram tdxicas, cau-
savam morte de ratos em nunca menos que
3 horas, enquanto que as algas ou o extrato
das mesmas determinavam a morte, muitas vé-
zes em 30 ¢ até em 5 minutos (6). Por outro
Jado, entretanto, hd muita semelhanga (e tam-
bém algumas diferengas (12) ) entre os sin-
tomas produzidos por uma e oulra toxina,

De 1950 a 1953, E. Bossenmaier, T. Olson
e outros realizaram um meticuloso estudo pro-
curando determinar a causa da morte de cen-
tenas de milhares de aves aquaticas, especial-
mente, patos, que se verificava no lago “Whitc
water”, Manitoba, Canadd (3). Estudos ante-
riores realizados per B. Cartwright em 1914,
em 1949 poro Cooch, em 1950 por Calls e
Neufield, faziam suspéitar de toxinas botu-
linicas, embora os poucos trabalhos experi-
mentais tenham consta:lo de testes que termi-
naram com resultados ndo concludentes, in-
clusive as experiéncias de recuperagdo dos
patos doentes por injegic de “mais de 4dcc
dos tipos A, B e C de anti-toxina botulinica™
{op. cit.) Bossenmaier, Olson et. al. experi-
mentaram nova técnica: realizavam culturas
com material extraido de intestino e outros
orgios dos animais moribundos, Nessa cul-
tura, faziam teste de neutralizacfio pela apli-
cacio de antitoxina botulinica. Eram consi-
deradas positivas as culturas que ndo se desen-
volviam em presenga da antitoxina especifica.
Aém disso, os mesmos extratos de drgios
eram injetados em camundongos, a fim de tes-
tar a sua toxidez. Verificaram os autores que
a grande maioria dos extratos letais a camun-
dongos nfio desenvolvia bactérias sensiveis 2
antitoxina botulinica em meio de cultura, em-
bora alguns raros casos o fizessem. Concluiram
us autores que as duas coisas ocorriam simul-
thneamente: agiio toxica das proprias algas,
além de toxinas botulinicas provenientes de

bactérias que se desenvolviam nas algas em
putrefacio.

No Canada, grande niimero de pesquisas
tem - sido realizado, por vérios cientistas, vi-
sando esclarecer essa questdo. Assim, em 1953
Grant, Elwin ¢ Hughes (6) concluiram pela
existéncia de toxina da propria alga e que esta
era produzida em maior quantidade quando
as algas eram incubadas a 27°C. Em 1955
Maclvor e o mesmo Grant (10) trabalhando
com algas coaguladas e depois incubadas a
359C, como também com macerados, estra-
tos, filtrados, etc., concluiram pela possibili-
dade de que a toxidez se deva A agio de bacté-
rias sdbre as células mortas. Concluiram ainda,
em oposicio a todos os autores anteriores, que
a toxina nio é soldvel em agua ¢ que ndo se
difunde para o meio, permanecendo na parede
celular ou limitada a alguma parte da célula.
Em 1957 Thomson, Laing ¢ Grant (16) corn
seguiram culturas de algas isentas de bactérias,
as quais nio se demonstraram tdxicas, cultu-
ras toxicas de algas contaminadas e culturas
de bactérias puras, também toxicas, embora
surgissem, frequentemente nos meios de cul-
tura, mutantes nio toxicos. O fator téxico era
uma neurotoxina de agdo lenta, causando mor-
te em ndo menos que 3 horas. Concluem, en-
tretanto que “é possivel que outras linhagens
de cultura destas mesmas algas sejam toxicas
em estado pure”, devendo-se, entretanto, pro-
ceder com cuidado, nessas experiéncias, dada
a dificuldade de se eliminar bactérias que vi-
vam dentro das células da alga. Afirmam,
ainda, que € possivel, embora nfo tenham
conseguido observar, que as células da alga
tenham capacidade de transformar a toxina
de agfio lenta em toxina de agdo rapida, Esses
autores parece acreditarem, assim, em uma
acio modificadora da toxina, exercida pelas
algas, e cxplicam o aparecimento das bacté-
rias téxicas somente em certas espécies de al-
gas pela produgio, por estas, de metabolitos
que constituem um meio favordvel a4 repro-
duciio das bactérias, pois constataram que
essas bactérias nio se desenvolvem em certos
meios de cultura a ndo ser que ai se cologuem
também as mesmas algas. Em 1958 Chaput e
Grant realizaram novas pesquisas, com varias
espécies de algas, inclusive cloroficeas, veri-
ficando que sdmente algumas cianoficeas (es-
pecialmente dos géneros Microcystis (Anacys-
tis) e Anabaena eram capazes de produzir to-
videz. Thomson, em 1958, confirma as expe-
riéncias anteriores, identificando uma das
bactérias téxicas contaminantes de uma cul-
tura de Anacystis, como sendo pertencente ao
género Bacillus ¢ causando sdmente morte
lenta, em camundonge (mais de 3 horas).
Conseguiu, também, imunizar 70% dos camun-
dongos pela injegdo de doses sub-letais da
toxina bacteriana {17).

Por outro lado, ainda no Canadd e em
1958, um novo estudo de Hughes, Gorham
e Zehnder, (8) vem modificar bastante os
concentos que se fazia da agfo téxica, bem
como solucionar grande parte das dividas e
contradicdes existentes entre os dados obtidos
pelos virios autores. Trabkalhando com cultu-
ras de algas do género Microcystis aeroginosa
{ Anacystis cianeaq) de uma linhagem que cha-
maram NRC-1, conseguiram demonstrar a
cxisténcia de duas toxinas: uma de ago ré-
pida, a que charam FDF (Fast-death factor)
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e que ¢ produzida pela propria alga; e outra
de agdo lenta, SDF (Slow-death factor) pro-
dubzida pelas bactérias contaminantes. A hi-
pétese de 2 toxinas ja havia sido aventada,
em 1951 e em 1953 por Olson (12). Resulta-
dos obtidos por Simpson e Gorham, nos Es-
tados Unidos, em 1958, vieram confirmar essa
teoria, demonstrando definitivamente que o
FDF é uma endotoxina, produzida pela alga,
enquanto que o SDF ¢ produto da bactéria.
(15) O fato de ser uma endotoxina vem ex-
plicar, também, o aumento da toxidez sem-
pre que se destroem as células, por a¢io me-
chnica, ou congelamento etc,

IDENTIFICACAO QUIMICA DA TOXINA
FDF.

Finalmente, em 1959, no Canada, Bishop.
Anet e Gorham revelaram um grande acon-
tecimento para a “histéria das algas toxicas™:
haviam conseguido identificar guimicamente a
toxina de agho rapida, produzida pelas células
da alga. Bsse trabalho (1) bastante extenso e
completo sob todes os aspectos, vem elucidar
definitivamente as dividas e as incoeréncias
ainda existentes. Assim, por exemplo, verifi-
caram tratar-se de uma substincia que se en-
contra, nas células, simultineamente, sob duas
formas distintas: uma Acida, insoldvel na agua,
portante ndo difusivel para o meio natural
em que vivem as algas; outra, salina, muito
soliivel em agua e facilmente difusivel ou dia-
lisivel através de membranas. Isto explica a
razio porque alguns autores, como Louw e
Mac Ivor-Grant (10) tenham concluido, con-
trariamente a quasi todos os outros pesquisa-
dores, que a toxina ndo é solivel em agua; ou
ainda as discrepincias sébre a influéncia do
pH na toxidez; ou, finalmente, sObre o grau
e a variagio de toxidez da alga, visto que,
guando a toxina se encontra sob a forma sa-
lina, soldvel em 4gua, a difusic para o meio
se faz em muito maior escala engquanto que,
quando predomina a forma écida, a agua adja-
cente nio adquire a toxina, niio produzindo
efeitos sébre animais.

Antes do trabalho de Bishop et.al, vérios
autores haviam tentado a identificacdo quimica
da substincia. Entre é&stes, podemos citar:
Fitch et al: Wheeler et al; Louw; Shelubsky;
Stewart et al (1,10) e Olson (12), De um
modo geral, ésses autores apontam as seguin-
tes propriedades como caracteristicas da to-
xina: soldvel em dgua (excepto Louw) € em
alcoois; estavel (dependendo para alguns, do
pH e para outros do estado séco ou liquido)
a 100°C e & autoclave; dlcali-labil. Mc lvor e
Grant (10) afirmam, pelo contrario, que os
pH mais elevados avmentam a toxidez: mas
somente experimentaram até 9 ¢ Hughes et al
(8} admitem, também, uma grande resistén-
cia do FDF aos alcalis: (NaOH O,IN, a
100°C, durante uma hora}; deram resultados
negativos os testes feitos para as seguintes
substincias: alcaloides, (excepto para Louw)
toxalbumina, toxina botulinica, cianetos amigda-
lina, acetil colina, metais, proteinas, carbohi-
dratos, nitratos, nitritos, pilocarpina, saponi-
nas, glicosidios cardidcos e alcaldides, além de
testes antigénicos, também negativos; além
disto, nio é volitil, é adsorvido pelo carvio

do qual dificilmente se libera, mas ndo pelo
ferro dializado; para Louw, parecia tratar-se
de. um alcaloide téxico; para Olson, parecia
tratar-se de mais de uma substéncia.

Bishop et.al (i) conseguiram obter dois
extratos téxicos do FDF, a partir de algas con-
geladas: o primeiro, &cido, dissolvido em
etanol a 50°; o segundo, sob a forma de um

Fig. 3 — Colénias de MICROCYSTIS

sal de sédio e muito soldvel em #gua. Esta-
beleceram uma unidade de toxidez MU, que
corresponde & quantidade minima de toxina
que ¢ necessaria para produvzir a morte de um
camundongo branco de 20 gr. Estudaram o
comportamento de ambos os extratos, em pre-
senga de a) resinas permutadoras de ions, veri-
ficando que a Amberlita IR-4B (forma OH}
retém a toxina, enquanto que a resina para
dcidos nio a retém: explicam que a resina
remove o cation da forma salina, causando
precipitagio da forma Acida, insolivel e, por-
tanto, nio detectivel por lavagem em &gua.
b) “Countecurrent distribution” — obtiveram
a separagio das duas formas, apenas: Aacida
e salina. ¢) Cromatografia em papel: conse-
guiram obter zonas em forma de manchas,
que, recortadas, produziam agfio toxica, mas
nio obtiveram separagdo das componentes.
Conseguiram reagio positiva, destas manchas,
com um reagente para peptidios, de Reindel ¢
Hoppe — cloro: iodeto de potassio: toluidina
e, assim, ‘revelar” o cromatograma. d) Croma-
tografia em coluna: empregaram celulose ¢
celite sem resultado; carvido adsorveu com-
pleta e irreversivelmente toda a toxina. e) En-
zimas proteoliticas: experimentaram as seguin-
tes enzimas digestivas: pepsina, tripsina, pa-
paina, quimotripsina, carbopeptidase, polidase,
takadiastase e takadiastase-papaina. Nenhuma
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delas causou perda de toxidez. f) Acidos —
obtiveram, com #acido acético glacial 4+ HCI
10N, perda total da toxidez em 70 horas. A
cromotografia em papel revelou, entdo, a pre-
senca de aminodcidos livres, demonstrando
portanto, hidrélise das ligagdes peptidicas g)
Eletroforese — usande como tampao, uma so-
luglo de borate, 0,1 M (pH 9,1) e realizan-
do a corrida em papel, cortavam, em seguida,
éste (ltimo, longitudinalmente: uma das meta-
des era “revelada”™ no reagente de Reindel e
Hoppe € a outra metade seccionada em trechos
correspondentes A4s varias fases reveladas, os
guais eram dissolvidos e as solugdes resultan-
tes injetadas em ratos, a fim de testar a to-
xidez de cada parcela separada eletroforética-
mente. O resultado disto foi a separagio de
cinco componentes, peptidios, dos quais um
somente se. demonstrou téxico, h) Estes cinco
componentes foram dissolvidos ¢ submetidos &
hidrolise pelo HCl e depois & cromatografia,
sendo os diversos setores obtidos submetidos
4 espectrofotometria, a qual revelou e permitiu
identificar a série aminodcida de cada um déles.
Verificou-se a presenga de acido aspértico,
glutimico, serina, valina, ornitina alanina e
leucina em quasi todos éles: o peptidio tdéxico
é o lnico que contém leucina; além disto, ©
glutimico, a alanina e a leucina aparecem,
néle, repetidos, formando uma cadeia de 10
aminodcidos, provavelmente com estrutura
ciclica.

CONSEQUENCIAS, DO PONTO DE VISTA
DA SAUDE PUBLICA

Da andlise de todos ésses dados, podemos
concluir o seguinte:

As algas citadas como téxicas (pelo me-
nos as da espécie Microcystis aeruginosa ou
Anacystis cianea) sao realmente produtoras
de uma neurotoxina que se encontra sob duas
formas, uma acida e outra salina, no interior
de suas células, toxina esta de ag¢io répida
(FDF) e violenta: no estado puro, bastam
cerca de 0,5 mg para produzir a morte de um
animal de um quilo de péso, em espago de
uma hora! Além disto, existe a possibilidade
da produgiic de uma outra toxina, SDF, esta
de acio lenta (tempo de agio nunca menor
que 3 horas) por intermédio de bactérias que
se desenvolvern nos aglomerados de algas em
decomposi¢io. Ambas as formas podem ser
nocivas a saude piblica, devendo ser evitado,
por t6das as maneiras, ¢ aclmulo destas al-
gas nos leitos filtrantes pois, ai, destruindo-se
por agio mechnica ou decomposi¢io, poderio
liberar grandes quantidades de toxina que se-
rio conduzidas pela dgua. (7).

O FDF £, hoje, conhecido guimicamente.
Importam, para fins sanitirios, as seguintes
propriedades que o caracterizam:

1 — E um peptidio nio hidrolisavel por
acio de enzimas digestivas proteoliticas —
iso explica e convence da sua aglo tdxica por
via oral.

2 — Quando sob a forma de um sal
(pode ocorrer sob forma #cida) € altamente
solivel em &gua, podendo permanecer nesta
quando as algas sio destruidas por efeito me-
cAnico, vibragbes de alta frequéncia, decom-

posicio  bacteriana ou pelo resfriamento
rapido,

3 — FE dialisivel, através de membranas,
para a dgua — alids, &ste é o processo usado

por Bishop e outros, para extragdo da toxina
do macerado de algas. Assim sendo, a toxina
pode passar da célula para o meio, ndo sendo
retida por nenhum processo comum de filtra-
¢io mecénica.

4 — Resiste muito ao calor, as grandes
variagbes de pH (até 10) e aos processos
comuns de tratamento, compreendendo: coa-
gulaciio pelo sulfato de aluminio, filtragio, clo-
ragio e carvio ativado gquando empregado
nas dosagens comuns.

5 — Por outro lado, essa substincia é
sensivel aos pH maicres que 10.

6 — Apresenta grande afinidade pelas su-
perficies adsorventes, sendo retido e dificil-
mente liberado pelo carvio.

Esta ltima propriedade encerra a prin-
cipal possibilidade de se tratar para fins de
abastecimento piblico, uma 4gua que conte-
nha toxinas provenientes de algas tdxicas
acumuladas em grande quantidade. Wheeler
e Lackey, em 1942 (1,6) realizaram experién-
cias nas quais demonstram que a toxina, é ape-
nas parcialmente retirada da agua, pelo carviio
ativado, quando éste é empregado em quanti-
dades equivalentes as usadas em estagbes de
tratamento de Aguas. Quantidades maiores de
carvio poderdo, segundo parecem indicar as
recentes experiéncias de Bishop et.al (1) re-
tirar totalmente essa substhncia da agua. Ha
um ano, no Spirit Lake, Iowa, USA, foram
alimentados coelhos com &guas que in-natura
eram téxicas, tratadas com carviao ativado, nao
sendo observados efeitos toxicos (Neel e Rose)
(2). Infelizmente nio possuimos dados sSbre
a quantidade de carvie ativado empregado.
Além disso, se a toxina nfo foi totalmente
adsorvida, resta sempre a possibilidade de que
a continuagio da ingestio de Agua nessas con-
digtes por um tempo indefinido, viesse a cau-
sar, com o tempo, algum efeito fisiologico
sobre o animal. A descoberta de um compos-
to gue reage com a toxina, dando uma colo-
racio azul, empregada por Bishop etc. al para
“revelar” os cromatogramas e eletroforogramas
realizados abre, talvez, uma possibilidade de se
realizar a dosagem dessa substincia nas dguas
de abastecimento, in-natura e tratadas pelo
carvao.

Em carta que recentemente tivernos em
mios, de G. Grant, um dos biologistas que
mais tém pesquisado ésse assunto no Canada
(7) lemos o seguinte: “Acredito niio haver
perigo (na utilizagio da dgua de um reserva-
tério onde proliferam algas téxicas) quando a
agua captada do reservatério & filtrada atra-
vés de carvido ou processo semelhante. Entre-
tanto, do ponto de vista da filtragio, é prefe-
rivel evitar o acimulo dessas algas no leito
filtrante, o que poderd produzir a liberagfio
de grandes guantidades de substéincias téxicas
quando as células morrem e desprendem suas
toxinas™.
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SUMMARY

Toxic Algae — Toxins control in water
supply.

The A. presents a list of algal toxicity
occurrences, for both animals or human beings
and summaryses the most important experien-
ces and discoveries that led to the knowledge
of toxic compound of algal origin.

He analyses the physical and chemical
properties of the algal toxin, comments the
public health aspects of some algae presence
in potable waters and examines the possibility
of treatment of such waters for public water

supply.
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