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RESUMO

A presenca de floragcdes de cianobactérias toxicas nos ambientes aquaticos
eutrofizados restringe o uso das dguas, reduz a qualidade das mesmas e, consequentemente,
afeta a biota aquatica, incluindo os organismos bentonicos. O conhecimento dos efeitos de
cianotoxinas nestes organismos e seus indicadores fisiologicos e celulares ainda sao
reduzidos. Atualmente, a cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii, com distribuigdo nos
ambientes aquaticos brasileiros tem sido investigada também pelo potencial em produzir
cianotoxinas, incluindo cilindrospermopsina (CYN). Assim, o presente trabalho objetivou
avaliar os efeitos genotoxicos e de acumulagao de CYN em larvas do organismo bentonico
Chironomus xanthus expostos a células de C. raciborskii produtora desta toxina. Foram
avaliados os efeitos de acumulacdo de CYN nos organismos em um ensaio de exposi¢ao
cronica (duragio de 8 dias) a concentracio equivalente a 10° cels.ml™ (condicdo de floracdo).
Igualmente foram avaliados danos ao DNA, por meio de ensaio cometa nos organismos
expostos a quatro tratamentos distintos durante 8 dias: Controle negativo (agua de
manuten¢do), Controle positivo (dgua de manutengao e 0,3 mg.L'1 de cadmio), Tratamento A
(4gua de manutengdo e extrato celular de C. raciborskii equivalente a 10° cels.ml™) e
Tratamento B (dgua de manutengdo ¢ extrato celular de C. raciborskii equivalente a
3,3x10%els.ml” — pré-floracio). Os resultados indicaram que o acumulo maximo de toxina
nos organismos ocorreu nas primeiras 24 horas de exposicdo. Para o ensaio cometa foram
avaliados os indices e frequéncia de danos, observando-se que os resultados foram
significativamente maiores para o controle positivo (ID=223 + 18 e FD=100 + 0,45),
tratamento A (ID=175 + 4 e FD=94 £ 3) e tratamento B (ID=239 + 22 ¢ FD=100 + 0,82),
quando comparados ao controle negativo (ID=48 + 4 e FD=41 + 3), determinados pelo teste
Post Hoc de Dunnet (p<0,05). Os resultados demonstraram a capacidade de acumulagdo de
CYN com consequente dano ao DNA para os organismos-teste desde a concentragdo mais
baixa, condi¢do de pré-floragdo, o que pode a partir dai comprometer toda a populagao destes
organismos bentdnicos. Trata-se dos primeiros resultados da aplicacdo do ensaio cometa, bem
como de acumulacdo de uma cianotoxina em larvas de C. xanthus, os quais poderdo ser
aplicados em outros estudos de avaliacdo de contaminantes ambientais, com énfase para o

compartimento sedimento.

Palavras-chave: Genotoxicidade; Ensaio Cometa; Cilindrospermopsina.



ABSTRACT

The presence of toxic cyanobacterial blooms in eutrophic freshwater ecosystems
restricts the use of water, reduces their quality and therefore affect the aquatic biota, including
benthic organisms. Knowledge of the effects of cyanotoxins in these organisms and their phy-
siological and cellular indicators are still low. Currently, the cyanobacterium Cylindrosper-
mopsis raciborskii, with wide distribution in Brazilian aquatic environments has been investi-
gated also by the potential to produce cyanotoxins, including cilindrospermopsin (CYN).
Thus, this study aimed to evaluate the genotoxic effects and accumulation of CYN on larvae
of benthic organism Chironomus xanthus cells exposed to C. raciborskii producing this toxin.
The effects of accumulation of the test organisms CYN a chronic test (lasting eight days) of
exposure to concentrations equivalent to 10° cels.ml™ (condition of flowering). Also DNA
damage were evaluated, by the comet assay organisms exposed to four treatments during 8
days: negative control (water maintenance), a positive control (water maintenance and 0.3
mg.L"! cadmium), Treatment A (water and maintenance of C. raciborskii cell extract equiva-
lent to 10 cels.ml™) and treatment B (water and maintenance cell extract C. raciborskii
equivalent to 3,3x10* cels.ml™ initial bloom). The results indicated that the maximum accu-
mulation of toxin in organisms occurred in the first 24 hours of exposure. For the comet assay
were evaluated indices and frequency of damage, noting that the results were significantly
higher for the positive control (ID =223 + 18 and FD = 100 + 0.45), treatment A (ID =175 +
4 and DF = 94 =+ 3), and treatment B (ID =239 + 22 and FD = 100 + 0.82) compared to nega-
tive control (ID =48 £ 4 and FD = 41 + 3) determined by the test Post hoc Dunnett (p <0.05).
The results demonstrated the ability accumulation of CYN with consequent of DNA damage
to the test organisms from the lower concentration, under pre-flowering, which thereafter can
compromise the entire population of benthic organisms. This is the first results of applying the
alkaline comet assay, as well as accumulation of a cianotoxin larvae of C. xanthus, which can
be applied in other studies assessing environmental contaminants, with emphasis on the sedi-

ment compartment.

Keywords: Genotoxicity; Comet assay; Cylindrospermopsin
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1 INTRODUCAO

A degradagdo dos ambientes aquaticos decorrentes de agdes humanas reduz a
qualidade e restringe o uso das aguas e, consequentemente, impede a utilizagdo para
determinados fins, entre eles o abastecimento publico e a recreagdo. O fendmeno mais
frequente nesses ambientes ligado principalmente as cargas poluidoras formadas por
compostos nitrogenados e polifosfatados, sdo as floragdes de cianobactérias
(BITTENCOURT-OLIVEIRA e MOLICA, 2003).

A alteragdo do equilibrio ecologico nos ambientes aquaticos, provocado pelas
floragdes destes microrganismos de ampla distribuicdo geografica, em parte estd relacionado
ao fato de produzirem metaboélitos secundarios, denominados cianotoxinas (Oliveira, 2005).
Tais compostos constituem um grupo quimicamente heterogéneo, com diferentes
propriedades toxicoldgicas. Pertencem a trés classes quimicas distintas: peptideos ciclicos,
alcaldides e lipopolissacarideos e, de acordo com sua acdo farmacologica, sdo caracterizados
como hepatotoxinas, neurotoxinas, dermatotoxinas e citotoxinas (CHORUS E BARTRAM,
1999; KAEBERNICK e NEILAN, 2001).

No Brasil, ja foi registrada a ocorréncia de 32 espécies de cianobactérias toxicas,
sendo 14 na regido tropical e 27 na subtropical, com predominancia dos géneros Microcystis e
Cylindrospermopsis. Esses géneros sdo potencialmente produtores de hepatoxinas e ou
neurotoxinas, respectivamente (SANT’ ANNA et. al, 2008).

Atualmente Cylindrospermopsis raciborskii tem sido objeto de grande interesse para
os pesquisadores, devido ao seu potencial em produzir toxinas, sendo no Brasil especialmente
produtora de saxitoxina, e por ser um dos géneros de ampla distribuigdo (SANT’ANNA et. al,
2008, GOMES et al, 2008, BITTENCOURT-OLIVEIRA et al, 2011).

A maioria das cepas toxicas de C. raciborskii isoladas de ecossistemas brasileiros,
demonstrou ser produtora de saxitoxinas (MOLICA et al.,2002; ZAGATTO et al., 2012), o
grupo das neurotoxinas, porém, nos ecossistemas de regides temperadas tem sido registradas
como produtoras de cilindrospermopsina (CYN) (SANT’ANNA et al, 2008). No Brasil,
Bittencourt-Oliveira et al. (2011), demonstraram a presenga de CYN em trés reservatorios de
abastecimento publico de dgua do Nordeste: Jacazinho, Duas Unas e Arcoverde, entretanto,
nao foi possivel determinar se a espécie responsavel pela producdo de CYN foi C. raciborskii
ou Aphanizomenoides haerospermopsis (anteriormente denominada Aphanizomenon

aphanizomenoides Forti).
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Muitos organismos aquaticos (zooplancton, macrofitas, macroinvertebrados
bentonicos, peixes), entram em contato com cianotoxinas dissolvidas apds lise celular, por
ingestdo de agua ou por alimento contaminado (KINNEAR, 2010). Nestas duas situacdes os
organismos bentonicos estdo vulneraveis, acrescentado pelo fato de viverem parte do ciclo de
vida, no sedimento, considerado como o compartimento de maior acuimulo de substincias
toxicas (SILVANO, 2003).

A espécie bentdnica nativa Chironomus xanthus foi estudada por Fonseca ¢ Rocha
(2004) como um potencial organismo a ser utilizado em ensaios de toxicidade com amostras
de sedimento (DORNFELD, 2006, MORAIS et. al., 2010 e NOVELLI, 2010). No entanto,
poucas sdo as informacdes sobre os efeitos de cianotoxinas em organismos bentdnicos
(HUMPAGE, 2008).

Neste sentido, o estudo desenvolvido por Emygdio (2011) demonstrou que a
exposicdo a concentragdo de microcistina (MCYST) e cilindrospermopsina (CYN) contida em
10%cels.ml™, equivalente a uma condi¢do de floracdo normalmente encontrada nos ambientes
eutrofizados, ndo provocou efeitos agudos e cronicos em larvas de C. xanthus, analisados
pelos parametros sobrevivéncia e crescimento do corpo (largura da capsula cefalica). Diante
de tal resposta, um dos objetivos da presente dissertagdo foi avaliar se a concentracdo de CYN
equivalente a 10°cels.ml”" provocaria efeitos em nivel celular nas larvas de C. xanthus. Neste
sentido, os ensaios de acumulagdo e posterior avaliacdo de dano do DNA (ensaio cometa)
foram adotados para verificacao destes efeitos apds exposicao cronica.

A utilizagdo de estudos de genotoxicidade envolvendo cianotoxinas visa conhecer
melhor o efeito de toxicidade cronica provocados por estas substincias. Tais estudos sdo
recentes, quando comparados aos ja conhecidos efeitos agudos em mamiferos (LANKOFF e
CARMICHAEL, 2006). Dentre os testes de genotoxicidade, o ensaio cometa ou SCGE
(Single Cell Gel Eletrophoresis Assay) é um ensaio capaz de detectar danos no DNA passiveis
de reparo e possui como vantagem, a necessidade de um pequeno ntimero de células, nao
necessariamente em divisdo, € pode ser executado com qualquer organismo eucarioto
(VILELLA et al., 2003).

Cabe ressaltar que a escolha desta toxina deve-se ao fato da mesma ter um efeito
citotoxico, como ja observado em trabalhos com mamiferos (HUMPAGE et al., 2000), ¢ de
haver maior necessidade de informacdes sobre essa molécula.

O principal desafio do uso de larvas de insetos no ensaio cometa foi o rompimento da
camada de quitina, bem como o estabelecimento do nimero exato de organismos a serem

expostos, visando a obten¢ao do niimero compativel de células.
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2  OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a acumulagdo e os efeitos genotoxicos em Chironomus xanthus (Diptera-
Chironomidae) expostos a células de Cylindrospermopsis raciborskii produtora de

cilindrospermopsina - CYN (cianotoxina).

2.2 Especificos

e Desenvolver a metodologia do ensaio cometa com larvas de C. xanthus, utilizando o

cadmio como controle positivo;

e Avaliar a acumulagio da CYN na concentragio equivalente a 10° cels.ml” (condigdo

de floragdo), apOs exposicdo cronica na solugdo utilizada e nas larvas de C. xanthus;

e Avaliar danos ao DNA (ensaio cometa) da CYN nas concentragdes equivalentes a
3,3x10" cels.ml™ (inicio de floracdo) e de 10° cels.ml (pré-floracio), apds exposicio

cronica em larvas de C. xanthus.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Eutrofizacao, cianobactérias e cianotoxinas

A partir da Revolugdo Industrial no século XVIII, a expansdo da industria
contribuiu com os problemas de contaminacdo ambiental e esta alcangou um espago
importante nas pesquisas e discussdes da sociedade. Além dos processos industriais, o
constante crescimento da descarga de efluentes domésticos sem nenhum tratamento, devido a
alta taxa de urbanizagdo e a falta de saneamento basico (TUNDISI e TUNDISI, 1992 apud
BRANDAO e DOMINGOS, 2006), e a extensa utilizagio de fertilizantes na agricultura
(COSTA, 2003), contribuem para o processo de eutrofizagdo de rios, lagos, mananciais e
represas.

A eutrofizagdo € o processo de enriquecimento de nutrientes, principalmente
nitrogénio e fésforo, nos ecossistemas aquaticos ultrapassando sua capacidade de assimilagao

(NEMP, 2002). A Figura 1 mostra os principais fatores envolvidos neste processo.

o o Aumento de
Emissoes atmosféricas
de NH, e NO, ———>| NH,e No,nas Hipertrfico
precipitagbes )
Niveis de Eutrofizagio Eutréfico
Mesotréfico :
Aumento de nutrientes nas descargas das Oligotréfico
estagdes de tratamento de efluentes

Aumento de nutrientes agricola, PR
urbano e industrial b

Aumento de nutrientes }—ﬁ Crescimento de macrdfitas,

algas e cianobactérias
_ N\ \ N
Ixiviagdao de J ITemperatura ‘

nutrientes da Liberagdo de fosfatoa | Oxigenio
geologia local e solos partir de sedimentos
Tempo de retencéac

Absorcao de fosfato
no sedimento

Figura 1- Esquema simplificado ilustrando os principais fatores envolvidos no processo de eutrofizacdo (Fonte:
Adaptado de NEMP, 2002).

Como consequéncia, a eutrofizagdo produz alteragdes na qualidade da &gua,
incluindo a redugdo de oxigénio dissolvido, aumento de custo de tratamento de agua para

abastecimento, morte de organismos aquaticos ¢ aumento da incidéncia de floragdes de
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microalgas e cianobactérias (CHORUS e BARTRAM, 1999; FERNANDES, 2001). As
floragdes de cianobactérias ocorrem preferencialmente em agua doce, em pH entre 6 ¢ 9, em
altas concentragdes de nutrientes e temperaturas entre 15° e 30°C (SANTOS e
BRACARENSE, 2008).

As cianobactérias tém sua origem a cerca de 3,5 bilhdes de anos, sendo
organismos pioneiros na Terra (AZEVEDO, 1998), e provavelmente os primeiros produtores
primarios a liberar oxigénio na atmosfera primitiva (CHORUS, 2000; CALIJURI et al.,
2006). Os relatos sobre os impactos relacionados as microalgas tém amplo registro historico, a
exemplo as marés vermelhas (“redtides”) registradas na Biblia Sagrada:

Eis aqui, pois o que diz o Senhor: nisto conheceras tu que eu sou o Senhor: eis que
ferirei eu a agua do rio com a vara, que tenho na minha mao, e essa agua se
converterd em sangue. Os peixes também, que estdo no rio, morrerdo; as aguas se

corromperdo; e os egipcios, que beberem, serdo atormentados (Moises, Velho
Testamento, Exodo apud ROCHA et al., 2004).

As cianobactérias sdo classificadas como microrganismos aerdbicos,
fotoautotroficos, unicelulares e procariontes (SMITH, 1987 apud BRANDAO, 2006). Além
da clorofila a, possuem outros pigmentos acessorios, como a ficocianina que auxilia na
fotossintese. A combinagdo do efeito visual do verde-azulado da ficocianina e o verde da
clorofila a resultou na sinonimia de “algas azuis” (CALIJURI et al., 2006). A fotossintese ¢ o
seu principal modo de obtencdo de energia para o metabolismo (AZEVEDO, 1994;
CHORUS, 2000). E, segundo Chorus e Bartram (1999), as cianobactérias contribuem para a
fertilidade do solo e da agua por meio da fixagao de nitrogénio atmosférico.

Possuem distribuicao geografica ampla ¢ podem ser encontradas em diversos
habitats como, por exemplo, lagos antartico, fossas termais, desertos aridos e solos tropicais
acidos, podendo ser bentonicas ou planctonicas, como também viver em simbiose com plantas e
fungos (CHORUS e BARTRAM, 1999). Porém, sdo predominantes no fitoplancton de
ambientes marinhos e de agua doce podendo se organizar em colonias (Microcystis sp.,
Gomphospheria sp. e Merismopedia sp.), filamentos (Cylindorspermopsis sp., Nostoc sp.,
Anaebaena sp., Oscillatoria sp., Planktothrix sp.) ou de modo unicelular (Chroocuccus sp.),
devido as adaptacdes morfologicas, bioquimicas e fisiologicas adquiridas durante sua
evolu¢do (BITTENCOURT-OLIVEIRA e MOLICA, 2003; CALIJURI et al., 2006). Na

Figura 2 estdo ilustrados exemplos de organizacao de cianobactérias.



19

Figura 2- Formas de organizacdo de cianobactérias: (A) Colonia — Microcystis aeruginosa (1000x); (B)
Unicelular — Chroococcus sp. (1000x) (C) Filamento — Cylindrospermopsis raciborskii (1000x), a seta indica
heterécito terminal (Fonte: SANT’ANNA et al., 2006).

Seu sucesso adaptativo ¢ muito influenciado pelo desenvolvimento de estruturas
especiais vantajosas, tais como a bainha de mucilagem e a formagao de aerétopos em algumas
espécies, que lhes permite a flutuabilidade. Estas adaptacdes fazem as células migrarem
verticalmente na coluna d’agua, e com isso, elas se mantém a uma profundidade em que a
oferta de luz e de nutrientes se torna favoravel para seu crescimento (CALIJURI et al., 20006).
Sdo essas estruturas que possibilitam em floracdes a formagdo de “natas” na superficie e
podem mudar a coloracao da agua. Porém, algumas espécies de cianobactérias que possuem
aerotopos nao produzem esse fendmeno em virtude de nao possuirem bainhas de mucilagem
que agregam ¢ mantém os organismos juntos (SANT’ANNA et al., 20006).

Sabe-se que, o aumento massivo e floragdes desses microrganismos resultam em
alteragdes no equilibrio ecoldgico, como a perda de biodiversidade, problemas estéticos como
a produgdo de compostos que modificam o odor € o sabor da agua, bem com o aumento no
custo do tratamento da 4gua e danos a saude humana, principalmente por meio da produgao
de metabolitos secundarios, as cianotoxinas (FREITAS, 2008). Os principais impactos

causados pelas floragdes de cianobactérias sao apresentados na Figura 3.
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Figura 3- Esquema ilustrativo dos principais impactos de floragdes de cianobactéria. (Fonte: Adaptado de
NEMP, 2002).

As cianobactérias, em condigdes normais, podem liberar toxinas para agua e os
fatores que levam a formagdo da toxina ainda nao sdo bem conhecidos. Duas importantes
hipodteses sdo que a produgdo e a liberagdo delas estejam relacionadas com a competicao entre
os organismos fitoplanctonicos e que possam também atuar inibindo a predagdo por
consumidores primarios (larvas de peixes, moluscos, microcrusticeos, dentre outros)
(BRASIL, 2003).

Um levantamento realizado em 1998 mostrou que aproximadamente 75% das
cepas isoladas apresentavam-se toxicas (AZEVEDO, 1998). Os registros brasileiros das
floragdes de cianobactérias indicam que os eventos de floragcdes toxicas sdo
significativamente maiores do que as floragdes de cepas nao toxicas (AZEVEDO, 1998).

As cianotoxinas sdo classificadas de acordo com sua estrutura quimica em
peptideos ciclicos (microcistinas e nodularina), alcaldides (anatoxina-a, anatoxina-a(s),
saxitoxinas, cilindrospermospinas, aplysiatoxina e lyngbyatxina-a) e lipopolissacarideos
(LPS). De acordo com sua toxicidade, sdo consideradas como dermatotoxinas (aplysiatoxina e
lyngbyatoxina-a), hepatotoxinas (microcistinas e nodularina), citotoxinas
(cilindrospermopsina) e neurotoxinas (anatoxina-a, anatoxina-a(s) e saxitoxinas)
(KAEBERNICK e NEILAN, 2001; SANTOS ¢ BRACARENSE, 2008). As hepatotoxinas sao

as mais comuns. As acoes e os géneros produtores destas toxinas estao listados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Caracteristicas gerais das toxinas produzidas por cianobactérias, géneros em que foram encontradas e
mecanismos de agao.

Toxina Como e onde age Género
Inibidora das enzimas fosfatasesl e 2A — Microcystis, Anabaena,
*Microcistina Figado (hepatdcitos) principalmente e outros Planktothrix (Oscillatoria), Nostoc,
orgaos Hepalosiphon e Anabaenopsis
“Nodularina Ir}lbldora das e’n.21mas fosfatasesl e 2A - Nodularina
Figado (hepatocitos)
At . o , . Cylindrospermopsis, Umezakia,
Cilindospermopsina Inibidora de sintese protéica Aphanizomenon e Raphidiopsis
A e Liga-se aos canais de so6dio - Membrana do Anabaena,Aphanizomenon,
Saxitoxina 2. : .
axonio Lyngbya e Cylindrospermopsis

Anabaena, Planktothrix
(Oscillatoria), Aphanizomenon e
Raphidiopsis

Liga-se ao receptor da acetilcolina — sinapse
nervosa

2Anatoxina-a

Inibidora de acetilcolinesterase - sinapse
nervosa

Anatoxina-a(s) Anabaena

2 Existem variantes estruturais com diferentes toxicidades.
Fonte: Adaptado de Ferrdo-Filho e Kozlowsky-Suzuki, 2011; Bittencourt-Oliveira e Molica, 2003.

3.1.1 Cylindrospermopsis raciborskii

A espécie Cylindrospermopsis raciborskii ¢ considerada uma espécie invasora e
pode representar 10% do total de biomassa fitoplanctonica dependendo das condic¢des
ambientais (GOMES et al., 2008). Apesar de serem dominantes por todo o ano, se proliferam
com maior intensidade quando ha baixa pluviosidade e tempo seco (OLIVEIRA, 2005). O
estudo de Carvalho et al. (1999) em um reservatério de Pernambuco observou que o sertdo ¢ a
regido com maior intensidade e duragdo de floragdes de C. raciborskii. A Figura 4 ilustra a

floragdo desta espécie.

n LA

is sp. (Fonte: BRASIL, 2003).

2

S
Figura 4 - Aspecto de floragdo de Cylindorspermops



22

C. raciborskii foi inicialmente identificada em regides tropicais e subtropicais,
estando sua ocorréncia usualmente associada a baixa disponibilidade de luz e alta afinidade
por nutrientes (N e P). Entretanto, nas ultimas décadas sua ocorréncia em regides temperadas
tem aumentado o que tem sido atribuido a eutrofizacdo e ao aquecimento global. Além disso,
sua alta capacidade de adaptacdo, como a formagdo de acineto e tolerancia a baixos niveis de
fosforo e nitrogénio e, consequente vantagem competitiva possibilitou sua rapida expansio e
sobrevivéncia em condi¢des desfavoraveis (SINHA et al., 2012). Fatores antrépicos, como a
dispersdo através do lastro de navios ou de transferéncia inadequada de amostras cientificas, e
a dispersdo por aves também tém sido sugeridos como potenciais mecanismos de contribui¢ao
para a disseminagdo de C. raciborskii (MOREIRA et al., 2011).

Entre suas estratégias adaptativas estdo a resisténcia a herbivoria, tolerancia as
baixas irradiagdes, possibilidade de migracao para posicionamento na coluna d’agua a procura
de melhores condi¢cdes de nutrientes e luz, tolerdncia as altas concentra¢des ioOnicas,
armazenamento e utilizagdo de reservas intracelulares de fosforo, alta afinidade pela amonia
ionizada (NH4"), que é a forma energeticamente mais acessivel de nitrogénio (ou na sua falta,
podem fixar o nitrogénio atmosférico) e flexibilidade as grandes variacdes de condutividade
elétrica (BITTENCOURT-OLIVEIRA e MOLICA, 2003).

Como mencionado na introdugao, entre as toxinas produzidas pela C. raciborskii
estdo a cilindrospermopsina (CYN), um alcaldide, e as toxinas do tipo STXs (saxitoxinas) ou
PSP (Paralytic Shellfish Poisons), que agem no sistema neuromuscular e causam a paralisia
(CHORUS E BARTRAM, 1999).

A CYN ¢ um alcaldide que possui uma guanina ciclica ligada a um grupo
hidroximetiluracil, sendo a fracdo uracil responsavel pela toxicidade (HUMPAGE, 2008)
(Figura 5). Essa molécula foi identificada em espécies do género Cylindrospermopsis
(HAWKINS et al. 1985; OHTANI et al., 1992), Umezakia natans (HARADA et al., 1994),
Anabaena bergii (SCHEMBRI et al., 2001), Raphidiopsis curvata (LI et al., 2001),
Aphanizomenon ovalisporum (BANKER et al., 1997; SHAW et al. 1999), Aphanizomenon
flos-aquae (PREUSSEL et al., 2006) e Lyngbya wollei (SEIFERT et al., 2007).
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Figura 5- Estrutura quimica da molécula de cilindrospermopsina (Fonte: SILVA, 2008).

Entre os principais mecanismos de agdo ¢ a inibi¢do da sintese protéica (TERAO
et al., 1994) ¢, estudos in vitro (HUMPAGE et al., 2000, 2005) ¢ in vivo (SHEN et al. 2002) tém
mostrado que CYN pode também causar danos ao DNA, induzindo genotoxicidade. Além
disso, efeitos carcinogénicos (FALCONER ¢ HUMPAGE, 2001) e mutagénicos (SEDMAK,
2012) ja foram relatados.

A caracterizagdo inicial ocorreu apds intoxicagdes provocadas em 148 pessoas
nativas de uma ilha da costa australiana (Queensland) em 1979, onde o principal sintoma era
hepatoenterites (FALCONER, 1994). Posteriormente, foi detectado que a 4gua do reservatorio
que abastecia a ilha continha floragdes toxicas de C. raciborskii, porém o relato deste episddio
ndo atribui os sintomas aos efeitos da CYN (HAWKINS et al., 1985).

A referida cianobactéria ja foi relacionada com uma série de danos a satude, sendo
o figado seu principal alvo em vertebrados. Portanto, inicialmente foi considerada como uma
hepatotoxina, porém observou-se também que induzem alteracdes nos rins, glandulas supra-
renais, timo, coragdo, trato intestinal e pulmdes (WORMER et al., 2009), sendo assim,
recentemente classificada como citotoxina.

A ocorréncia de CYN com maior destaque foi observada no carvao ativado do
sistema de tratamento de 4gua da clinica de hemodidlise em Caruaru/PE, no episddio
conhecido como Sindrome de Caruaru, que resultou na intoxicacao de 130 pessoas e morte de
54 (CARMICHAEL et al., 2001; AZEVEDO et al.,2002).

Bittencourt-Oliveira et al. (2011), também encontraram CYN em trés
reservatorios de abastecimento publico de adgua do Nordeste: Jacazinho, Duas Unas e
Arcoverde. Entretanto, ndo foi possivel determinar se a responsavel pela produgdo de
cilindrospermopsina foi a cepa de C. raciborskii ou de Aphanizomenoides sphaerospermopsis
(anteriormente denominada Aphanizomenon aphanizomenoides Forti).

Diante de tais fatos, foi incluida a analise de cianotoxinas no monitoramento da

qualidade de agua para consumo humano no manancial de captagdo e na dgua tratada, na qual
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¢ objeto da Portaria 2914/2011 do Ministério da Saude (BRASIL, 2011). Esta legisla¢ao
recomenda o limite de 1pg.L™" de CYN na agua tratada, como limite permitido dentro dos

padrdes de potabilidade, quando detectada a presenca da mesma em amostras de agua

3.1.2 Efeitos de CYN em organismos aquaticos

Embora um grande niimero de pesquisas tem sido dedicado aos efeitos das
cianotoxinas em animais terrestres (particularmente mamiferos), o papel ecoldgico dessas
toxinas no ambiente aquatico ainda permanece em debate (FERRAO-FILHO e
KOZLOWSKY-SUZUKI, 2011). As rotas de exposicdo dos organismos aquaticos a estas
toxinas sdo pela ingestdo direta de células vivas ou pelo contato e absorcdo de toxinas
disponiveis no ambiente (FOURNIE et al., 2008).

Saker e Eaglesham (1999) avaliaram a acumulacdo de CYN proveniente de C.
raciborskii em tecidos de Cherax quadricarinatus (Decapoda) em viveiros de aquicultura e
em condi¢des de laboratdrio. Os autores observaram que ambos organismos acumulam CYN
em maiores concentra¢des no hepatopancreas. Saker et al. (2004) encontraram concentragdes
CYN de 2,9 ¢ 5,9 pug.g”"' em todo o corpo e visceras, respectivamente, do bivalve Anodonta
cygnea. Mas os valores mais elevados foram detectados na hemolinfa, correspondendo a 408
ng CYN.L", quando a concentragio no meio era de 34 ug CYN.L", obtendo um fator de
bioacumulagcdo (FBA) de 12. Porém, em ambos os estudos, ndo foram observados efeitos
adversos.

No estudo desenvolvido por Nogueira et al. (2004), organismos de Daphnia
magna foram expostos a cepas produtoras e ndo produtoras de CYN e ambas a cepas
reduziram a sobrevivéncia e crescimento dos organismos, porém nao foi evidenciada
bioacumulagdo. Em outra investiga¢do, duas cepas produtoras de CYN (C. raciborskii ¢
Aphanizomenon ovalisporum) causaram redu¢do na sobrevivéncia e crescimento de D.
magna, mas apenas a cepa de C. raciborskii causou danos no epitélio do intestino e
diverticulos. Este resultado sugeriu que nem todos os efeitos adversos sobre D. magna pode
ser atribuido a CYN. (NOGUEIRA et al,.2006).

Metcalf et al. (2002), investigando a influéncia do extrato celular de CYN e da
toxina pura sobre a sobrevivéncia de Artemia salina constataram maior mortalidade para os
organismos expostos ao extrato celular em comparagao aos expostos a toxina pura.

Kinnear et al. (2007) pesquisaram possiveis efeitos sub-letais no caracol aquatico

Melanoides tuberculata expostos a extrato celular e células integras de C. raciborskii
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contendo CYN. A exposicdo as duas formas ndo resultou em mudangas significativas no
comportamento ou crescimento dos animais. No entanto, foram detectadas alteracdes na
liberacdo de filhotes a partir dos tratamentos contendo > 200 pg.L"' de CYN. White et al.
(2005), em estudo com Melanoides tuberculata avaliaram o potencial dos organismos em
bioconcentrar e bioacumular CYN nos tecidos expostos ao extrato e a células intactas de C.
raciborskii. Foram observadas tanto bioconcentracdo (absor¢do de toxina a partir de uma
fonte exclusivamente extracelular) quanto bioacumulagdo (absor¢do de toxinas a partir de
ambas as fontes intracelular e extracelular), porém, a contaminagdo dos tecidos através da
exposi¢do ao extrato celular foi menor do que quando expostos a cultura de células inteiras.
Quando a concha dos organismos foi avaliada ndo foi evidenciado bioconcentragdo, sendo a
média do fator de bioconcentragdo (FBC) 0,12.

Silva (2008) expds tilapias juvenis (Oreochromis niloticus) a células integras de
C. raciborskii e ao extrato celular contendo CYN e observou que os organismos expostos ao
primeiro tratamento parecem ndo ter tido seu crescimento suprimido ou aumentado. No
entanto, os peixes tiveram seu crescimento diminuido quando expostos por 15 dias a baixas
concentragdes de extrato celular contendo CYN. Porém, quando os animais foram expostos
por 30 dias as mesmas concentracdes ndao houve influéncia no crescimento, o que
provavelmente estd relacionado com o processo de detoxificagdo do animal. Observou-se
também que os peixes acumularam toxina nos tecidos (visceras e musculo) durante a ingestao
tanto do extrato toxico quanto em células integras, mas ndo houve mortalidade dos animais ao
longo dos tempos de exposicao.

Em seu trabalho Puerto et al. (2011) utilizaram analise protedmica e bioquimica
para estudar os efeitos da exposi¢do de duas espécies de bivalves, Mytilus galloprovincialis e
Corbicula fluminea a cianobactéria C. raciborskii produtora e ndo produtora de CYN com
objetivo de avaliar o estado fisiologico dos organismos. Foram relatadas alteracdes nas
atividades das enzimas glutationa S-transferase (GST), assim como na glutationa peroxidase
(GPx), nas branquias, no trato digestivo dos bivalves e em proteinas do citoesqueleto dos
animais, quando expostos a ambas as células. A toxina foi capaz de afetar as diferentes vias
bioquimicas relacionadas com a produgdo de energia, fungdo mitocondrial e transporte de
metal.

Emygdio (2011) avaliou os efeitos de cianotoxinas CYN e MCYST sobre o ciclo
de vida de Chironomus xanthus, expondo os organismos a extratos celulares de cepas toxicas
e ndo toxicas de cada cianotoxina. Para os ensaios agudos e cronicos, foi adotado a

mortalidade e crescimento do corpo, mensurados pela largura da capsula cefalica, como
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pardmetros de avaliagio final. Os resultados indicaram que o extrato de 10°cels.ml”" contendo
cianotoxina ndo provocou efeitos agudos e cronicos em larvas de C. xanthus, independente do
instar, quando avaliados pelo atributo mortalidade. No entanto, quando avaliado pela largura
da cépsula cefalica, a exposi¢ao cronica provocou um estimulo no crescimento das larvas de
C. xanthus para ambos os extratos celulares C. raciborskii e M. aeruginosa independente da
presenga ou ndo de toxinas.

Além disso, pode-se observar que houve tendéncia de acumulacdo de CYN nos
organismos apos o ensaio agudo, € que o acumulo mostrou-se ser inversamente proporcional
ao peso seco das larvas, uma vez que larvas maiores (instar I1I) acumularam menos toxina do
que larvas menores (instar II). Entretanto, estes dados necessitavam ser confirmados,
principalmente por haver poucas informacdes disponiveis sobre o acimulo de CYN em

animais aquaticos, especialmente em invertebrados bentonicos.

3.2 Genotoxicidade

Genotoxicidade ou toxicologia genética ¢ a area da ciéncia que estuda os
processos que alteram a base genética da vida, alterando a estrutura fisico-quimica do DNA,
processo conhecido como mutagénese, ou alterando o determinismo genético ao nivel celular
podendo gerar carcinogénese ou organico podendo gerar teratogénese. Ou seja, “a
genotoxicidade estuda, sob o aspecto genético, o que perturba a vida ou induz a morte tanto
em nivel de célula como de organismo” (ERDTMANN, 2003). Efeitos genotoxicos podem
afetar a reproducgdo, a vida embrionaria, desenvolvimento, crescimento e sobrevivéncia de
organismos (DIPAOLO, 2006). O que mantém a estabilidade genética, a estrutura fisico-
quimica do DNA, s3o os mecanismos celulares de replicacao e de reparo das lesoes.

Dessa forma, surgiram os ensaios de genotoxicidade entre os anos 50 e 60,
firmando-se na década de 1980, a fim de detectar e quantificar danos genéticos por meio da
utilizagdo de células ou organismos para a investigagao do potencial de agentes contaminantes
induzirem mutagdes nas células somaticas ou germinativas (VILLELA et al., 2003).

A genotoxicidade pode ser avaliada por diversos ensaios: com microrganismos
existem o teste de Ames, o Induteste e o Cromoteste; ou com células de organismos
eucariotos existem o teste de microntcleos e o ensaio Cometa, entre outros (ZAGATTO e
BERTOLETTI, 2008).

Na presente dissertagdo utilizou-se o ensaio cometa como ferramenta para

avaliagdo da genotoxicidade de extratos de C. raciborskii produtora de CYN. Trata-se de um
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teste capaz de detectar danos no DNA induzidos por agentes alquilantes, intercalantes e
oxidantes (VILLELA et al., 2003) por meio de uma eletroforese em microgel, em que se
combinam técnicas bioquimicas simples com a abordagem de células individuais dos testes

citogenéticos (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2006).

3.2.1 Ensaio Cometa

O Ensaio Cometa ou Single Cell Gel (SCG) Assay ¢ amplamente utilizado para a
detec¢do de genotoxicidade, e pode ser util na avaliagcdo de risco (MOLLER, 2006). Como ja
mencionado, ¢ um método de eletroforese em microgel, utilizado para a deteccao e
quantificagdo de lesdes e efeitos de reparo no DNA, podendo ser observado quebras em fitas
simples ou duplas de DNA, danos alcali-labeis, ligagdes cruzadas e quebras resultantes de
reparo por excisdes nao concluidas. Todos esses processos sdo avaliados usando microscopia
optica (SINGH et al., 1988).

Em comparagao com outros ensaios de genotoxicidade, as vantagens desta técnica
incluem a sensibilidade para detectar danos no DNA, possibilidade de pequeno ntiimero de
células por amostra que ndo necessariamente precisam estar em divisao, a coleta de dados em
nivel de célula individual, os custos baixos, facilidade de aplicacdo, utilizacdo de quantidades
relativamente pequenas de uma substancia teste, a possibilidade de aplicagdo em qualquer
populagdo de células eucarioticas e principalmente o periodo de tempo curto (de alguns dias)
para a obten¢do dos resultados (TICE et al., 2000).

Determinados parametros como, a concentragdo de agarose no gel, pH,
temperatura ¢ duracdo do desenrolamento alcalino, voltagem, amperagem e duragdo da
eletroforese, influenciam na detecgdo do dano ao DNA (HARTMANN et al.,2003), que pode
ser realizada de diferentes maneiras como, por exemplo, medir o comprimento do DNA
migrante com a ajuda de uma ocular de medidas, ou classificar visualmente, em diferentes
niveis de dano, as células analisadas (Figura 6) (SILVA, 2007), ou ainda por meio de

ferramentas computacionais, a exemplo o programa CASP (PEREIRA, 2006).
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Figura 6- Demonstracdo da classificacdo de danos em células de sangue de Ctenomys torquatus (A) Classe 0,
sem dano; (B) Classe 1; (C)Classe 2; (D),Classe 3; (E)Classe 4, dano maximo; (F),Célula com apoptose. (Fonte:
SILVA et al., 2000).

A coloracdo de laminas do ensaio cometa pode ser realizada com brometo de
etidio, que apresenta alguns fatores negativos, como a necessidade de equipamentos
especificos, além dos efeitos adversos que podem ser causados pela a acdo mutagénica do
corante e a curta durabilidade da coloragdao (DIPAOLO, 2006), ou a coloragdo com nitrato de
prata, que demonstrou alta sensibilidade quando comparada a coloragdo por brometo de etidio
(REINHARDT-POULIN et al., 2000). Dentre suas vantagens esta a possibilidade de analisar
em microscopio Optico comum, o baixo custo e a duragao da coloracao (PEREIRA, 2006).

Enquanto as orientagdes relativas a utilizacdo do ensaio cometa foram publicados
para genotoxicologia de mamiferos (TICE et al., 2000), ndo existe nenhum protocolo
padronizado atualmente para organismos aquaticos. Porém, alguns trabalhos, a exemplo o de
Andrade et al., (2004), provaram que o ensaio cometa ¢ uma ferramenta poderosa para
garantir a relacdo entre danos ao DNA e a exposi¢ao dos organismos aquaticos a poluentes
genotoxicos.

A padronizacao da técnica do ensaio cometa estd inserida desde 2008 no Test
Guidelines Programme: WORK PLAN FOR THE TEST GUIDELINES PROGRAMME
(TGP), na se¢@o 4 de projetos relacionados com orientagdes de ensaio sofre efeitos na saude

da Organisation for Economic Co-operation and Development— OECD (OECD, 2011).
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Neste sentido, a presente dissertagdo se propds aplicar o ensaio cometa num
organismo bentonico nativo (Chironomus xanthus), com a finalidade de estabelecer este
parametro de avaliagdo (dano ao DNA) em organismos que vivem no sedimento dos

ecossistemas aquaticos, considerado como compartimento acumulador de contaminantes.

3.3 Chironomus xanthus

Os insetos da familia Chironomidae sdo de facil adaptacdo em ambientes
variados, e apresentam uma ampla riqueza de espécies, distribui¢do geografica e abundancia.
Ocorrem em ambientes lénticos e loticos, de dguas frias ou quentes, ricas ou pobres em
oxigénio, pois possuem hemoglobina o que os torna capazes de tolerar baixos teores de
oxigénio (ALMEIDA, 2007).

A espécie Chironomus xanthus (Diptera — Chironomidae) foi escolhida como
organismo-teste porque, além do fato de executarem um papel importante na cadeia alimentar,
¢ de facil cultivo em laboratorio, curto ciclo de vida, nativa e béntonica, bem como por ja ter
sido utilizada em estudos ecotoxicoldgicos anteriores (FONSECA e ROCHA, 2004;
DORNFELD, 2006; ZORATTO, 2007; COSTA, 2007; CAVALCANTI, 2010).

C. xanthus foi descrito por Rempel (1939) e possui sinonimia com Chironomus
domizzi (PAGGI, 1977) e Chironomus sancticaroli (STRIXINO e STRIXINO, 1981). Até o
momento sua distribuicdo geografica se restringe ao Brasil e Argentina (FONSECA e
ROCHA, 2004).

A metodologia para sua manutengdo em laboratério foi primeiramente
desenvolvida por Strixino (1980) e posteriormente adaptada por Fonseca (1997) e Almeida
(2002), visando o uso em ensaios ecotoxicoldgicos, e posterior padronizagdo desta espécie
como um organismo-teste (FONSECA e ROCHA, 2004; ALMEIDA, 2007).

O ciclo de vida dos C. xanthus consiste de quatro fases: ovo, larva, pupa e adulto
(Figura 7).0s dois ultimos estagios sdo muito curtos. A fase adulta requer apenas um abrigo
de acasalamento e posterior deposi¢cdo dos ovos. Sendo assim, a maior parte do ciclo de vida
do organismo ocorre no periodo larval, composto por quatro instares ou estadios larvais, e €
nesta fase que a energia necessaria para o desenvolvimento ¢ adquirida, ja que os adultos ndo

se alimentam (FONSECA e ROCHA, 2004).
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Figura 7- Ciclo de vida de Chironomus xanthus. (A) Desova - = 15mm de comprimento; (B) Larvas recém-
nascidas — 0,099+0,005mm de largura da capsula cefalica; (C) Larva no 2° instar — 0,150+0,161mm de largura
da capsula cefalica; (D) Estagio de pupa — 5,0-6,0mm; (E) Individuo adulto, fémea — 4,4-5,2mm de comprimento
total (Fonte: FONSECA, 1997).

Apos a emergéncia dos adultos (duragao de aproximadamente dois dias), estes
copulam e as fémeas depositam em média 500 a 600 ovos reunidos numa massa gelatinosa
que permanece presa por um pedundulo, preferencialmente, na parede da bandeja de cultivo,
na superficie, mas em contato com a d4gua (FONSECA e ROCHA, 2004).

Em um periodo de 44 a 48 horas, a uma temperatura de incubacao de 24 + 1°C as
larvas eclodem. No primeiro instar permanecem planctonicas ingerindo algas e bactérias
(FONSECA e ROCHA, 2004), sendo os instares posteriores preferencialmente detritivoros
(ALMEIDA, 2007). Apo6s o quarto instar, o organismo passa para o estagio de pupa, que se
diferencia por possuir coloragdo preta e cabeca bem diferenciada, emergindo depois como
adulto (imago) (USEPA, 2000).

Todo o ciclo de vida dura cerca de 13 dias, podendo variar de 12 a 15,
dependendo da temperatura, sendo que cada instar possui um tempo de duracio diferenciado,
em média dois dias para os trés primeiros e cinco dias para o instar quatro (FONSECA e
ROCHA, 2004).

O habito alimentar de C. xanthus pode influenciar na sua permanéncia no
ambiente, ja que se alimentam de matéria organica depositada no sedimento, os tornando
susceptiveis a contaminagdes e por consequéncia ocorrendo diminui¢do na populacao. Porém,

esse mesmo modo de alimentagdo ¢ o que favorece sua adaptagdo a diversos locais (possuem
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baixa seletividade), contaminados ou nio, sendo muitas vezes os primeiros colonizadores de
novos habitats e por isso sua utilizagdo como bioindicadores tem crescido (GOULART e
CALLISTO, 2003). Os movimentos realizados por esse organismo podem colaborar para a
liberacao de nutrientes do sedimento para a coluna agua e, dependendo do nutriente estes
podem favorecer as floragdes de cianobactérias (N e P) (GUERESCHI, 2004).

Assim, o presente trabalho pretende confirmar se organismos de Chironomus
xanthus acumulam cianotoxina quando expostos a condi¢des de floragdo de cianobactérias,
bem como se acumulam a toxina e se isso resulta em danos no DNA durante a exposigao,

avaliados por meio do ensaio cometa.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Cultivo de cepas de Cylindrospermopsis raciborskii e extracio de

cilindrospermopsina (CYN)

Para a realizagdo deste trabalho foi selecionada uma linhagem de
Cylindrospermopsis raciborskii, CYP-011K, produtora de CYN, que foi gentilmente cedida
pelo Prof. Dr. Andrew Humpage do Australian Water Quality Centre - Australia. Tal cepa foi
obtida do banco de culturas do Laboratorio de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias
— LETC/UFRIJ e cultivada em grande escala no Laboratorio de Ecotoxicologia da UNIFEI
com o intuito de obter material suficiente para os ensaios cronicos.

O cultivo foi mantido em frascos do tipo mariote (Figura 8) e erlenmeyer, em
meio ASMI1, com pH ajustado para 7,5, aeragdo continua e temperatura de 20 + 3°C, sob
intensidade luminosa de 40 pmoles fotons.m™.s”', obtida com auxilio de lampadas
fluorescentes de 20W e fotoperiodo de 12 horas. Os indculos para o inicio dos cultivos foram
sempre equivalentes a 10% do volume das culturas.

Apos atingir a fase exponencial, com aproximadamente 15 dias de cultivo, a
cultura foi desmontada e centrifugada, uma aliquota de 100 pl do concentrado (fixados com
lugol) foi retirada e nela acrescentada 4,9 ml de 4gua ultra pura e duas gotas de lugol para
fixagdo. A contagem foi realizada através microscopio optico, com auxilio de hemocitometro
de Fuchs-Rosenthal.

Para obtengdo do extrato, o concentrado foi submetido ao rompimento celular
realizado pelo processo de gelo/degelo, e mantido em freezer para posterior utilizacdo nos

ensaios cronicos.
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Figura 8- Cultivo de Cylindrospermopsis raciborskii (Fonte: RESTANI, 2010).
4.2 Cultivo de Chironomus xanthus

Os organismos de C. xanthus foram mantidos no laboratério de Ecotoxicologia da
UNIFEI, conforme metodologia desenvolvida por Fonseca e Rocha (2004).

Para o cultivo foram utilizadas bandejas plasticas de 45x35x6 cm de tamanho,
contendo uma camada de substrato esterilizado em autoclave e 4 litros de d4gua proveniente de
fonte natural. A cada lote de agua coletada, foram avaliados os parametros condutividade
elétrica (uS.cm™) e dureza (mg.L™). A granulometria do substrato utilizado é apresentada na

Tabela 2.

Tabela 2 — Granulometria do substrato utilizado no cultivo de C. xanthus.

Peneira (mm) Porcentagem (%)
1,000 1,0
0,500 8,0
0,250 50,0
0,105 40,0
0,053 0,5
Silte e Argila 0,5

Fonte: Fonseca, 1997.

No primeiro dia de vida (instar I) foi oferecido como alimento somente uma

mistura de algas em suspensio (Pseudokirchneriella subcapitata) na propor¢io de 10°cels.ml
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!¢ a ra¢io de peixes Tetramin® na proporcio de 0,04 mg.ml”. Nos demais periodos de vida
(instar IT a I'V) foi oferecida a racdo de peixes na mesma propor¢ao.

O sistema foi mantido sob aeracdo continua em sala com temperatura de 23 + 2°C,
fotoperiodo de 12 horas, coberto por gaiolas de nylon para retengdo dos adultos ao final do
desenvolvimento larval (Figura 9A). A cada desova as mesmas foram retiradas das bandejas e
colocadas em béqueres contendo dgua de manutengdo até a eclosdo das larvas e posterior
abandono da mucilagem gelatinosa. Em seguida, um total de 100 larvas recém-eclodidas foi
transferido para novas bandejas, contendo o substrato e a agua nas quantidades adequadas

para seu desenvolvimento (Figura 9B).

Figura 9- Bandeja de cultivo de C. xanthus. (A) Destaque para as gaiolas de contengdo dos adultos; (B) Destaque
para aeracao e substrato (Fonte: SANTIAGO, 2012).

4.3 Ensaio de toxicidade cronica para avaliacio da acumulacdo de

cilindrospermopsina

Como mencionado, o objetivo de tais experimentos foi verificar se larvas de C.
xanthus, expostas ao concentrado celular equivalente 4 condicdo de floracdo (10° cels.ml™)
rompido (extrato celular, ainda com debris celulares) contendo CYN seriam capazes de
acumular toxina nos tecidos.

Foram realizados cinco ensaios preliminares, visando refinamento e validagcdo do
método, e um ensaio de toxicidade cronica definitivo. Os ensaios preliminares foram
essenciais para estabelecer o nimero de organismos a serem expostos em cada ensaio com a
finalidade de obter biomassa suficiente para posterior quantificacdo da toxina nos organismos.

No ensaio definitivo, foram utilizados quarenta béqueres, contendo 40 ml de agua
de manutengdo cada. Vinte frascos foram selecionados para receber o concentrado celular

rompido de C. raciborskii contendo o equivalente a 10° cels.ml’ da cepa CYP-011K,



35

preparado de acordo com o item 4.1, e os outros vinte frascos, apenas dgua de manutengao
(tratamento controle). Em cada béquer, foi inserido um organismo correspondente ao instar I

(Figura 10).

antrole ' Tratamento A
Agua Agua + 109 cels.ml' CYP-0011K

20 organismos 20 organismos
individualizados individualizados

Figura 10 - Representag@o esquematica do ensaio cronico realizado para avaliacdo de acumulacdo de CYN.

Os organismos foram mantidos do instar I até o instar IV (8 dias de exposi¢ao) em
incubadora com fotoperiodo (12h) e temperatura controlada (+22°C) com renovacio das
solugdes a cada 2dias, tomando-se o cuidado para ndo provocar estresse aos organismos. No
primeiro dia e a cada troca das solugdes, os organismos foram alimentados com a racao
Tetramin® na propor¢io de 0,04 mg.ml™.

No inicio dos ensaios, para os tratamentos contendo o extrato celular, foi retirada
uma aliquota de 15 ml e congelada em frasco &mbar para posterior quantificagio de CYN
(solucdo inicial). A cada dois dias, solu¢des novas eram preparadas e antes da renovagdo, uma
aliquota de 15 ml foi retirada e congelada em frasco ambar (solugao final). Este procedimento
foi realizado com intuito de conhecer as concentragdes de CYN oferecidas aos organismos
para posterior quantificacdo nos tecidos dos organismos expostos (% de acumulagdo). Ao
final dos ensaios todos os organismos sobreviventes foram também congelados e liofilizados.
Apos a liofilizagcdo foi tomado o peso seco dos organismos de cada ensaio cronico e cm base
nestes resultados e na concentracdo de CYN da solugdo inicial foi calculada a porcentagem de
acumulacdo de CYN nos organismos.

A quantificacdo de CYN nas solucdes e nos organismos foi realizada através da
Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS/MS), descrito

posteriormente no item 4.7.
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4.4 Ensaios preliminares para de validacio do ensaio cometa - cadmio e

cilindrospermopsina

Como meio de validar o ensaio cometa, foi selecionado o metal cadmio para
exposicdo dos organismos-teste, pois se trata de uma substancia de referéncia adotada nos
ensaios ecotoxicologicos, provavelmente devido a sua presenca natural, bem como a sua
ocorréncia em efluentes (industriais ¢ domésticos) (MOUNT et al., 1995).

Para tanto, a escolha das concentragdes as quais 0s organismos seriam expostos
baseou-se no trabalho de Dornfeld (2006) onde foi avaliada a CLs, concentragdo letal que
causa morte de 50% da populagio de C. xanthus exposta, sendo determinada em
0,70 mgCd.L™.

Com base nos valores encontrados por Dornfeld (2006), foi determinada a
concentragdo de 0,50 mgCd.L" para o primeiro ensaio. Porém 19 dos 20 organismos que
estavam expostos morreram, € assim nao se obteve a biomassa indicada para a realizacdo do
ensaio cometa.

Com isso, foi realizado o segundo ensaio preliminar definindo-se a concentracao
em 0,30 mng.L'l, bem como o aumento no numero de organismos a ser utilizado, sendo
agora 56 organismos. Com essa concentracdo, 70% dos organismos-teste sobreviveram ao
final do ensaio, resultando em uma biomassa adequada para a realiza¢do do ensaio cometa.

A partir dessa defini¢ao, o ensaio cronico foi realizado conforme descrito no item
seguinte e a quantificagdo de cadmio foi realizada conforme descrito no item 4.8.

O ensaio preliminar com CYN foi realizado expondo também 20 organismos a
extrato celular de C. raciborskii contendo o equivalente a 10° cels.ml” da cepa CYP-011K. A
biomassa resultante desse nimero de organismos também ndo foi suficiente para a
quantificagdo do ensaio cometa, sendo que as laminas que obtiveram material genético
apresentaram dano total ao DNA. Com isso, no ensaio definitivo (descrito a seguir) foram
utilizados 56 organismos, além de definida também a utilizagao de extrato celular contendo o
equivalente a 10° cels.ml” e 3,3x10* cels.ml”’ da mesma cepa (condi¢des de pré e inicio de

floragdo, respectivamente) para uma melhor visualizagao dos danos ao DNA.

4.5 Ensaio de toxicidade cronica para deteccio de danos ao DNA

De posse dos resultados dos ensaios preliminares descritos anteriormente, foram

realizados os ensaios de exposi¢cdo crdonica definitivos para avaliagdo de danos ao DNA
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(ensaio cometa). Ao todo foram utilizados 224 béqueres contendo em cada apenas um
organismo na idade do instar I em 40 ml de solugdo. Os tratamentos selecionados estdo

descritos a seguir, totalizando 56 frascos para cada tratamento (Figura 11):

e Controle negativo:somente agua de manutengao;

e Controle positivo: 4gua de manutencio + 300 pg.L™'de cadmio;

e Tratamento A: agua de manutencdo + extrato celular de C. raciborskii
contendo o equivalente a 10°cels.ml™ da cepa CYP-011K;

e Tratamento B: 4gua de manutengdo + extrato celular de C. raciborskii

contendo o aproximadamente 3,3x10%cels.ml™ da cepa CYP-011K.

Controle negativo Controle positivo
Agua Agua + Cadmio

el &l &) el & &

56 organismos individualizados | 56 organismos individualizados

Tratgmento A Tratgmento B
Agua + Agua +
103 cels.ml' CYP-0011K 3,3x10% cels.ml"' CYP-0011K

56 organismos individualizados | 56 organismos individualizados

Figura 11- Representacdo esquematica do ensaio cronico realizado para verificagdo de danos ao DNA.

Os organismos foram mantidos at¢ o instar IV (8 dias de exposicdo) em
incubadora com fotoperiodo (12h) e temperatura controlada (+22°C). A renovacdo das
solucdes foi efetuada a cada 2 dias, tomando-se o cuidado para ndo provocar estresse aos
organismos. No primeiro dia e a cada troca das solucdes, os organismos foram alimentados
com a ra¢io Tetramin® na proporg¢do de 0,04 mg.ml™.

Ao final do experimento, para os organismos sobreviventes foi realizado o ensaio

de genotoxicidade do tipo cometa, cuja metodologia serd descrita no item a seguir.



38

4.6 Ensaio cometa

A metodologia utilizada foi uma adaptacao dos métodos desenvolvidos por Villela
et al. (2006; 2007) e por Lee et al. (2009). Para tanto, os organismos sobreviventes apds
exposicdo cronica foram transferidos para frascos eppendorf contendo 200ul de tampao
fosfato (PBS — phosphate-buffered saline) e submetidos ao rompimento da membrana celular
com auxilio de um homogeinizador de tecidos (Tissuemiser) da marca Fischer Scientific.

Em seguida, obteve-se 10ul de suspensao celular e adicionou-se 90ul de agarose
Low Melting 0,75% (w/v). Esta suspensdo (células + agarose low-melting) foi transferida
para uma lamina de microscopio pré-revestida com agarose 1,5% (w/v). Adicionou-se a
laminula e esperou-se solidificar. Apos solidificacdo, as laminulas foram retiradas, e as
laminas imersas em uma solugdo de lise gelada (2,5M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris,
pH 10.0-10.5) contendo 1% Triton X-100 e 10% de dimetilsulfoxido (DMSO), sendo, em
seguida, mantidas em geladeira e protegidas da luz por ao menos 2 horas € no maximo 72
horas. Para cada tratamento foram preparadas doze laminas, divididas em A e¢ B, o que
resultou um total de 48 laminas.

Posteriormente, as laminas foram incubadas em solugdo tampao alcalino recém
preparado (300mM NaOH e 1mM EDTA, pH 13.0) por 20 minutos para o desenrolamento do
DNA. Em seguida, foram submetidas a uma corrente elétrica - eletroforese por 20 mim a 300

mA e 25V (Figura 12). Todas estas etapas foram realizadas sob luz vermelha indireta.

Figura 12- Cuba e fonte de eletroforese (Fonte: Leticia Lisboa Santiago).
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Ap0s a eletroforese, as 1dminas foram neutralizadas com solugdo de 0,4 M Tris
(pH 7.,5), lavadas trés vezes em agua destilada, e secas em temperatura ambiente. As ldminas
secas foram fixadas com solugdo de acido tricloacético 15% w/v, sulfato de zinco 5% w/v,
glicerol 5% v/v por 10 min, lavadas trés vezes em agua destilada e secas a temperatura
ambiente. Na etapa seguinte, as laminas secas foram re-hidratadas por 5 minutos em agua
destilada e em posteriormente coradas (solu¢do de carbonato de sodio 5%w/v, nitrato de
amonia 0,1% w/v, nitrato de prata 0,1% w/v, acido tungstosilicico 0,25%, formaldeido 0,15%
w/v, preparados no escuro) e constantemente agitadas por 10 minutos, deixando-as na solugao
o tempo suficiente para corar.

As laminas coradas foram lavadas duas vezes com dgua destilada e submergidas
na solucdo de parada (4cido acético 1%), lavadas novamente e imediatamente codificadas
para andlise. A contagem foi realizada através de microscopio Optico marca NIKON modelo
YS100. As células foram divididas em cinco classes, de dano O a dano 4, conforme
metodologia descrita por Silva et al. (2000). A classe 0 corresponde aos cometas sem danos
pela exposicao; a classe 1 aos cometas com danos minimos; a classe 2 aos cometas com danos
médios; a classe 3 aos cometas com danos intensos; € a classe 4 corresponde aos cometas com
danos méaximos (DIPAOLO, 2006).

Para o calculo do indice de dano (ID), 100 células de cada repeticao (laminas A e
B) foram escolhidas aleatoriamente (50 em cada lamina). O (ID) ¢ a soma das classes de 100
células analisadas, e pode variar de 0 (todas as células sem danos — 0x100) até 400 (todas as
células com danos — 4x100). Ele ¢ baseado no comprimento da migracdo e da quantidade de
DNA na cauda, e ¢ considerado uma medida sensivel de danos detectaveis no DNA. A
frequéncia de danos (FD) foi calculada pelo nimero de células com cauda, independente da

classe de dano, em relacao ao numero de células sem cauda.
ID¢otai= 0.(nClasse 0)+1.(nClasse 1)+ 2.(nClasse 2) +3.(nClasse 3)+4.(nClasse 4)
FD(%)= [(n total —n Classe 0] / n total
Todos estes ensaios foram realizados no Laboratorio de Ecotoxicologia da
UNIFEI, porém previamente foi realizado um treinamento desta técnica no Laboratorio de

Toxicologia da ULBRA/RS, sob coordenacdo da Profa. Juliana da Silva, bem como

participacdo em ensaios similares no Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho - IBCCF -
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UFRJ. Ambas as instituicdes possuem parceria cientifica com o Laboratorio de

Ecotoxicologia da UNIFEI.

4.7 Quantificacio de cilindrospermopsina (CYN) no extrato celular e nos organismos

Para a analise de CYN nas solucdes testes (inicial e final), o material foi
centrifugado e o sobrenadante filtrado em membrana filtrante de celulose regenerada (45 pm
de porosidade e 13 mm de didmetro) (Sartorius). Em seguida uma aliquota de 1 ml foi
separada para analise. Para a quantificagdo de CYN nos organismos, se procedeu da mesma
forma, porém antes da centrifugagao, o pool de organismos de um mesmo teste, foi liofilizado
e extraido com 4gua em 2ml agua ultra-pura (MilliQ) de acordo a metodologia desenvolvida
por Welker et al. (2002).

A quantificacdo de CYN foi realizada por Cromatografia liquida acoplada a
Espectrometria de Massas em modo tandem (LC-MSMS) utilizando a ionizacdo por
eletronspray (ESI) em modo positivo (Figura 13). A coluna utilizada foi Zorbax Eclipse
XDB-C18 4,6 x 150 mm 5Sum para a separagdo cromatografica, sendo empregadas duas fases

moveis descritas abaixo. O volume injetado foi de 10ul com fluxo de 800ul/min.

e Fase A: 2mM de acetato de amonia em agua + 0,1% de Acido Formico e;

e Fase B: Metanol

A corrida cromatografica ocorreu em modo isocratico: 60% de fase A e 40% de

fase B, com tempo de corrida de 6 minutos.

As transicoes analisadas foram:
e 416>194 — Quantificacao
e 416>336 — Confirmagdo
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Figura 13- Cromatografo liquido acoplado a um espectrometro de massas (Fonte: Leticia Lisboa Santiago).

Para a quantificagdo da CYN, foi feita uma curva de calibracdo contendo sete
pontos, variando de 0,625ng/ml a 200ng/ml, sendo que para a avaliacdo dos resultados finais
foi utilizado o procedimento de padronizacdo externa, onde ¢ feita a comparagdo direta entre a
resposta da area do analito presente na amostra com o padrdo utilizado na calibragao. O
padrdo utilizado foi obtido no Institute for Marine Bioscience (NRC-CNRC) e o lote utilizado
foi o 20050531 na concentracio de 30uM. Tais determinagdes foram realizadas no

Laboratério de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias — LECT/UFRJ.

4.8 Analise de cAdmio na solucio utilizada

Para a quantificacdo de cddmio na solucdo do ensaio cometa foram analisadas as
aliquotas que foram reservadas, fixadas com acido nitrico e mantidas em geladeira.

O procedimento analitico para analise de cadmio nas solugdes utilizadas como
controle positivo no ensaio cometa foi integralmente realizado no Laboratério de
Radioisotopos Eduardo Penna Franca (LREPF), Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho
(IBCCF), Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). A solugao utilizado como controle
positivo foi preparada a partir de uma solucao padrao de Cloreto de Cadmio, e a concentracao
preparada ¢ equivalente a 0,3mg.I"" de cadmio.

Para tal, utilizou-se o método detalhado em estudo recente (DORNELES et al.,
2007) efetuado pela equipe da referida instituicdo (LREPF, IBCCF, UFRJ), com ligeiras
modificagdes.

Brevemente, 20 pul de HNO;3; 65% foram adicionados a um volume de 980 pl de

cada amostra, produzindo-se solugdes de 1,3% v/v HNOs;, que foram levadas ao
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espectrometro para mensuragdo. A determinacdo do elemento em questdo foi efetuada através
de Espectrometria de Absor¢do Atdmica com Atomizagdo Eletrotérmica (ETAAS),
utilizando-se de um Espectrometro ZEEnit 60 equipado com corretor de fundo por efeito
Zeeman, da Analytik Jena. Uma solucdo de nitrato de paladio (Pd(NOs),) foi utilizada como
modificador quimico e, consequentemente, adicionada a cada solugdo a ser analisada. Esta foi
preparada a partir de uma solugdo padrdo de nitrato de paladdio, modificador para forno de
grafite AAS (Merck No.B9366989 710).

Uma solugdo padrao de Cd (1000 mg/L) foi preparada a partir de diluicdo
adequada de ampola Titrisol® Merck. As solugdes padriao na faixa de trabalho (2 — 10 ng/ml)
foram preparadas a partir da solu¢do padrdo anterior (1000 mg/L), utilizando 1,3% v/v HNO;.

O controle de qualidade foi efetuado através do uso de brancos, que foram
submetidos a procedimentos idénticos aqueles pelos quais passaram as amostras, bem como
através da determinacdo de cddmio no material de referéncia DOLT-4 (NRCC — National
Research Council of Canada). As solugdes padrao e os brancos foram preparados utilizando-
se agua deionizada, altamente purificada (18.2 M Qcm) através de Sistema MilliQ. O material
de referéncia DOLT-4 foi tratado e analisado da mesma forma que as amostras € nossos
resultados analiticos (em pg/g £ D.P.) relativos a determinagao de cddmio no mencionado
material (22,8 + 1,34, n=5) estiveram de acordo com o valor certificado (24,3 + 0,8). O limite
de deteccdo para o método foi de 0,07 ng/ml, tendo sido este determinado pela razdo entre o
desvio-padrdo de dez leituras do branco, multiplicado por trés, e a inclinagdo da curva
analitica.

O programa de temperatura utilizado e as condi¢des de operacao do aparelho sdao

mostrados nas tabelas 3 e 4 respectivamente.

Tabela 3 - Programa de temperatura usado para determinacgio das concentragdes de cadmio em agua.

Secagem 1
Temperatura (°C) 90
Rampa /Hold (s) 6/15
Secagem 2
Temperatura (°C) 120
Rampa / Hold (s) 2/25
Pirdlise
Temperatura (°C) 900
Rampa / Hold (s) 10/20
Atomizacio
Temperatura (°C) 1450

Rampa / Hold (s) 02/5
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Cleanout
Temperatura (°C) 1950
Rampa / Hold (s) 0,5/7

Tabela 4 - Condigdes de operagdo para determinagdo de cadmio no espectrometro de absor¢do atdmica Analytik
Jena ZEEnit 60.

Comprimento de onda (nm) 2228.8
Fenda (nm) 0,8
Corrente da lampada (mA) 6,0
Modo de integragao Area de pico
Tempo de integracao (s) 5,0
Modo do Zeeman 2 campos
Campo maximo (T) 0,8
Volume de injecao (ul) 16,0

4.9 Analise estatistica

A analise estatistica utilizada na interpretagao dos resultados do ensaio cometa foi
realizada utilizando-se andlise de variancia (ANOVA) com o teste Post Hoc de Dunnett e,
para os resultados do ensaio de acumulagdo foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, com

auxilio do programa Graph Pad Prism® versao 5.0 de 2007.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Acumulacio de cilindrospermopsina (CYN) nos organismos

A Tabela 5 apresenta os resultados do ensaio cronico de acumulagao de CYN em
larvas de C. xanthus durante oito dias de exposi¢ao, além das concentracdes de CYN na
solugdo, o peso seco dos organismos obtidos apos liofilizagdo de todas as larvas juntas e a
concentracdo de CYN nos organismos em todos os dias de ensaio. Evidencia-se que os
percentuais de acumulo encontrados nos tecidos dos organismos foram baixos, quando
comparados & quantidade de toxina oferecida, que pode estar relacionado a um processo de
saturacdo dos organismos, porém para certificar tal informagdo ¢ necessario um estudo de
acumulac¢do e depuracdo do animal.

Cabe ressaltar que a variacdo ocorrida na concentragdo de CYN disponivel na
solucdo durante os dias de ensaio pode estar relacionada aos debris celulares, j& que o
concentrado celular (extrato celular) ndo foi centrifugado e filtrado apos o processo de
gelo/degelo para ser oferecido aos organismos, entdo ora a toxina esteve mais dissolvida, ora
mais associada ao material particulado. Outro fator que pode ter influenciado a
disponibilidade de toxina ¢ a adsor¢do a particulas do alimento oferecido. Sabe-se que a
preferéncia alimentar dos organismos bentonicos no ambiente natural ¢ detritivora e que a este

alimento, alguns contaminantes se aderem possibilitando a ingestdo de substancias toxicas.

Tabela 5 — Valores de concentragdo de CYN (ng.ml'l) oferecida as larvas de C. xanthus; peso seco das larvas
tomados apos liofilizagdo (mg); concentracdo de CYN nas larvas apds ensaios (ng.mg'l) e porcentagem (%) de
acumulo de toxina, durante ensaio de exposi¢do cronica.

Concentracio Peso seco das Concentracao de
Dias de ¢ larvas CYN nos organismos % de CYN
. de CYN na 1
Ensaio N -1, (mg) em todos os (ng.mg ) em todos os Acumulada
solu¢ao (ng.ml™) - . . .
dias de ensaio dias de ensaio
1° dia 470 0,34
3°dia
- 563 73 239 0,28
5° dia 611 0,26
7° dia 493 0,32

No grafico ilustrado na Figura 14 observa-se que houve uma tendéncia a um maior
actmulo no primeiro dia de experimento. Mas, através do teste de Kruskal-Wallis foi possivel

avaliar que ndo ha diferengas significativas entre os dias de exposicdo (p< 0,05).
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Figura 14 — Porcentagem de acumulagdo de CYN nos tecidos dos organismos expostos ao extrato celular toxico
e concentra¢do de CYN na solugdo. Nao houve diferenca significativa entre os dados de acumulagao (Kruskal-
Wallis — p < 0,05).

Os C. xanthus sao vulneraveis a absor¢ao transdérmica, devido sua morfologia em
certas etapas do ciclo de vida, e seu contato prolongado com toxinas dissolvidas. Essa
absor¢ao pode ocorrer durante o crescimento das larvas, quando elas passam por um processo
de ecdise, rompendo o exoesqueleto quitinoso e formando outro, de maiores dimensoes.
Embora essa quitina seja rigida devido a esclerotizacao (envelhecimento), existem regides em
que a cuticula que reveste a parede do corpo permanece membranosa, 0 que permite a
contaminagdo do ambiente por processo passivo. Para a formagdo da nova cuticula, ocorrem
dois processos: a separacao da cuticula velha da epiderme e a sua posterior ruptura (COSTA e
IDE, 2006). Esses autores acrescentam que quando a cuticula se separa da epiderme, o liquido
de muda ¢ secretado no espaco entre as duas. Esse liquido contém enzimas, uma protease e
uma quitinase, que digerem a endocuticula da cuticula velha. Apos a digestdo da cuticula
velha, o produto da atividade do liquido de muda ¢ reabsorvido através do tegumento e mais
de 90% do material presente na cuticula pode ser reaproveitado para a formagdo da nova
cuticula.

Diante de tal explicagdo, no presente trabalho, além da ingestdo do alimento
contaminado pela CYN, é provavel que as larvas de C. xanthus também tenham absorvido
mais toxina nos periodos de mudancas entre os estagios larvais (instar I ao IV), uma vez que a
toxina do meio que estava disponivel para os organismos pode ter sido absorvida de forma

passiva pela membrana permeavel. Ou mesmo durante a muda, grande parte da toxina
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presente entre as camadas da cuticula foi reabsorvida junto com o que foi digerido pelo
liquido de muda. E, de acordo com Runnegar et al. (2002) o pequeno peso molecular de CYN
torna possivel a difusdo passiva, sendo esta considerada uma via importante para a absorg¢ao.

Segundo White et al. (2006) os resultados de acumulagdo dos organismos também
depende da temperatura, do tamanho dos organismos-teste € do método de extragdo da toxina.
No presente estudo, essas trés variaveis citadas foram mantidas controladas para que
independente do tratamento os organismos passassem pelas mesmas condi¢gdes de exposigao.

Nogueira et al. (2004), observaram uma baixa concentragdo de CYN no tecido de
Daphnia magna apés exposicdo aguda de 24 horas (0,025ng.animal™) e apds 48 horas de
exposicao (0,020ng.animal'1) a extrato celular contendo CYN. Os autores atribuiram tal
resultado a intoxicacdo progressiva dos organismos, refletida pela diminui¢do na taxa de
alimentacao.

Estudos laboratoriais avaliaram o potencial do gastropode Melanoides tuberculata
em acumular toxina em seus tecidos e na concha apds exposi¢do de 7 e 14 dias de células
inteiras e extrato celular de C. raciborskii. Ao final do experimento foi confirmado que os
organismos acumularam toxina nos tecidos, porém, nao foi detectado bioconcentragcdo de
CYN nas conchas (White et al., 2006). O mexilhdo Alathyria pertexta pertexta também
demonstrou acumular CYN nos tecidos, na ordem de 130-560 ngCYN kg™, quando exposto a
agua de um reservatorio contendo menos de 0,8 pg. L de toxina (ANDERSON et al., 2003).

Silva (2008) em trabalho com a mesma cepa utilizada na presente dissertagao
(CYP-011K) observou que juvenis de tilapias (Oreochromis niloticus) ao ingerirem extrato
celular equivalente a 1,5 x 10’ células, acumularam em baixos percentuais a toxina nos
musculos e nas visceras, detectavel desde o terceiro dia de exposi¢ao, para ambos 0s ensaios
realizados durante 15 e 30 dias. Houve oscilacao na concentracdo de CYN que o autor sugeriu
como sendo devido ao processo de detoxificagdo do animal.

Em um estudo mais recente realizado no Lago Catemaco, Berry e Lind (2010)
observaram acimulo de CYN nos caracoéis de agua doce — Tegogolo (Pomacea catemacensis
patula). A toxina foi detectada nos tecidos do animal em 3,35 + 1,90 ng.g™', através de técnica
de imunoensaio do tipo ELISA, representando um fator de bioacumulagdo de 157. A
concentragio ambiental foi de 20 ng CYN. L', relativamente baixa para o comumente
encontrado na coluna d’agua, mas mesmo assim foi demonstrada a bioconcentragao.

Puerto et al. (2011) avaliaram o estado fisiologico de duas espécies de bivalves,
Mytilus galloprovincialis e Corbicula fluminea, expostos a cianobactéria C. raciborskii

produtora de CYN. Os autores relataram alteracdes nas atividades das enzimas glutationa
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peroxidase, glutationa S-transferase (que sdo enzimas de estresse oxidativo utilizadas para
avaliar efeitos toxicos e detoxificacdo) e em proteinas do citoesqueleto dos animais. Sugere-se
essa mesma investigagdo com C. xanthus em estudos futuros a fim de avaliar se esses
organismos também sofrem alteracdes na atividade das enzimas.

O resultado do ensaio de exposi¢do cronica mostrou que CYN em concentragdo
equivalente a condicdo de floragdo normalmente encontrada em ambientes eutrofizados
(10%els.ml™) foi detectada nos tecidos das larvas de C. xanthus. Embora as condi¢des
ambientais reais sejam diferentes e sofram interferéncias, tais como: o processo de degradagdo
da toxina, liberagdo variada da toxina extracelular decorrentes das condi¢des ecofisioldgicas
das cepas de C. raciborskii, ou mesmo a adsor¢do da toxina no sedimento, ficou claro que
existe o potencial para estes organismos bentonicos absorverem CYN. E, ocorrendo o
acumulo pode haver efeitos na populacdo como um todo, bem como em organismos
superiores através de uma possivel transferéncia trofica, ja que fazem parte da base da cadeia
alimentar, representando a liga¢do entre produtores e consumidores (SILVA et al., 2008)
como também sdao responsaveis pela ciclagem de nutrientes no sedimento, diminuindo o
tamanho das particulas (ABILIO et al., 2005). Segundo Kinnear (2010) organismos de nivel
trofico inferior acumulam maiores concentragdes de CYN do que os outros animais, mais
biologicamente complexos. No entanto, tais possibilidades devem ser mais bem investigadas,
utilizando-se concentra¢des determinadas em laboratorio, assim como, reais concentragdes
desta toxina nos sedimentos de corpos d’agua com floragdes de C. raciborkii produtora de

CYN.

5.2 Ensaio cometa

O objetivo deste ensaio foi verificar se o extrato toxico provocava danos ao DNA,
por meio do ensaio cometa, na concentragio de 10’°cels.ml”" bem como na concentragio de
3,3x10%els.ml”, considerado condicdo de possivel pré-floracdo e inicio de floracao,
respectivamente.

Na Figura 15 estdo apresentados os resultados do ensaio cometa para Indices de
Danos (ID) no DNA que varia de 0-400. Nota-se que os valores observados para o controle
positivo e para o tratamento B foram semelhantes, estando os dois entre 200 e 250. Seguindo
a linha de raciocinio que o indice de danos varia de 0-400 (sendo analisadas 100 células a
cada duas laminas) um indice de 200 seria metade das células com dano maximo, quanto mais

o ID se aproxima de 400, maior ¢ o nimero de apoptoses que se tem. A apoptose no ensaio
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cometa ¢ caracterizada pelas células totalmente estouradas, ndo ¢ possivel enxergar o
contorno nucleo. No tratamento A também foram observados danos, porém em niimero menor

que os apresentados para controle positivo e tratamento B.
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Figura 15 — Valor médio de indice de Dano (ID) do controle positivo e dos valores médios das concentragdes de
103 e 3,3x104 cels.ml-1 CYN (***Valores significativamente diferentes em relagdo ao controle negativo
(P<0,05 — Dunnett’s Test)).

Na figura 16 estdo apresentados os resultados do ensaio cometa para Frequéncia
de Danos (FD) no DNA que ¢ dado em porcentagem. Como observado para indice de danos
os valores apresentados para o controle positivo e tratamento B também foram semelhantes,
aproximando-se de 100% de danos. Embora seja lenta a agdo da cilindrospermopsina (sdo
necessarios 5 a 7 dias para atingir seu efeito toxico maximo) (SANT’ANNA et al., 2006) os
organismos foram expostos a 8 dias, entdo a toxina pode ter atingido seu efeito toxico
maximo resultando na alta frequéncia de danos observada. O tratamento A também

apresentou frequéncia de danos significativa estando préximo de 95% de danos.
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Figura 16— Valor médio de Frequéncia de Dano (FD) do controle positivo ¢ dos valores médios das
concentragdes de 103 e 3,3x104 cels.ml-1 CYN (¥***Valores significativamente diferentes em relagdo ao
controle negativo (P<0,05 — Dunnett’s Test)).

No geral a média dos valores de ID e FD foram significativamente maiores para o
controle positivo e tratamento A e B, quando comparados ao controle negativo. Tais
resultados foram confirmados por meio do teste Post Hoc de Dunnett. (p<0,05).

Cabe ressaltar que o cadmio foi usado como controle positivo para validagao da
metodologia e certificagdo de danos, pois o referido metal ¢ considerado como muito téxico e
relativamente acessivel.

No controle negativo o nimero de danos observado ¢ comum, pois se deve ter em
mente que nao existe célula sem dano no DNA, visto que o proprio metabolismo celular pode
gerar em torno de 1000 lesdes diarias no DNA/célula (PRETTI, 2007). Para os demais
tratamentos os resultados mostram um efeito genotdxico do extrato celular contendo CYN.

Embora nao tenha sido possivel a quantificacao de CYN pelo método utilizado na
solucdo que continha o equivalente a 10° cels.ml”" da cepa CYP-011K utilizada no ensaio
cronico, os resultados do ensaio cometa indicaram que o extrato toxico gerou danos ao DNA,
estatisticamente significativos (p <0,05), quando comparados com os resultados do tratamento
do controle negativo. Ressalta-se que tal concentragdo celular ¢ considerada como condigao
de pré-floracao, comumente encontrados nos ambientes eutrofizados. De acordo com Chorus
e Bartran (1999), ¢ considerado como inicio de floracdo quando a densidade celular atinge a
concentragdo de 10%cels.ml”. Os autores recomendam que nestas condi¢des é necessario o

inicio do monitoramento, caso este recurso aquatico seja utilizado para abastecimento publico.
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Observa-se também que embora o indice de dano tenha apresentado maior
diferenca entre os dois tratamentos (10°cels.ml™ e 3,3x10*cels.ml™) (Figura 16), os resultados
da frequéncia de danos (Figura 18) apresentaram-se mais proximos (ambos acima de 90% de
danos), o que denota que a partir da concentracdo mais baixa, condi¢ao de pré-floracao, ja
existe o comprometimento da populacdo destes organismos bentdnicos.

Além disso, resultados similares tanto de indice de dano como de frequéncia de
dano foram observados entre a concentracio de CYN equivalente a 3,3x10%els.ml” ¢ o
controle positivo o que indica que ambos geram sérios agravos aos 0rganismos expostos.
Cabe assim investigagdes futuras sobre os danos nas células dos organismos apds o processo
de detoxificacdo, pois sabe-se que mesmo depois da toxina ter sido eliminada de topo o corpo,
a sintese protéica pode nao ser reparada (SEDMAK, 2012).

Embora sejam escassos trabalhos que avaliam danos ao DNA causados por CYN
em invertebrados aqudticos, sdo diversos os trabalhos para vertebrados, como mamiferos.
Humpage et al. (2005) utilizaram o ensaio cometa para avaliar se metabdlitos gerados pelo
citocromo P-450 (CYP450) de CYN induzem genotoxicidade e toxicidade aguda em
camundongos. Para isso, foram utilizadas células do figado, tanto na presenca como na
auséncia de inibidores de CYP450, e inibidores conhecidos para bloquear a citotoxicidade
aguda de CYN. Os resultados mostraram o comportamento citotoxico de CYN em
concentragdes superiores a 0,1 uM, porém acima de 0,05 pM j& se observou aumento
significativo dos danos ao DNA. Humpage et al. (2005) também confirmaram que a toxina
inibe a produgdo de glutationa (GSH). Portanto, pareceu provavel que metabolitos derivados
de CYP450 fossem responsaveis pela toxicidade aguda e genotoxicidade induzida por CYN
no presente trabalho.

O ensaio cometa foi também aplicado no trabalho de Fonseca et al. (artigo aceito
para publicagdo, Journal of the Brazilian Society of Ecotoxicology - ISSN 2236-1693) para
verificar se dgua tratada da cidade de Boa Esperanga-MG contaminada em condi¢des de
laboratorio com CYN causa danos no DNA em células humanas in vitro (HepG2). Foram
utilizados quatro tratamentos (agua tratada, agua tratadatextrato toxico de CYN, extrato
toxico de CYN e extrato ndo toéxico de CYN) e apenas o tratamento contendo extrato toxico
causou danos ao DNA na concentragio de 300ug de CYN.L"' a partir de 24 horas de
exposicdo e de 150pg de CYN.L™ apés 48 ¢ 72 horas de exposicao.

Straser et al. (2011) também avaliaram o potencial genotoxico de CYN em
HepG2 e os resultados forneceram evidéncias de que CYN ¢ genotoxica e sugerem que esta

cianotoxina precisa ser considerada na avaliag¢do de risco a satide humana.



51

Embora ndo correlacionados com o organismo do presente trabalho esses dados
refletem a importancia em se avaliar organismos de base da cadeia trofica, ja que € possivel a
transferéncia do contaminante, no caso CYN, para toda a cadeia, podendo afetar animais

terrestres e a saude humana.

5.3 Analise de CYN nas solu¢des- ensaio cometa

Durante o experimento cronico para a realizagdo do ensaio cometa foram
reservadas aliquotas retiradas de apenas um frasco experimental para quantificagdo de CYN
oferecida nas concentragdes de 10° e 3,3x10%cels.ml™. Este procedimento foi realizado a cada
troca da solugao.

Nao foi possivel quantificar a toxina disponivel nas solugdes equivalentes a 103
cels.ml'pelo método utilizado. Na Tabela 6 estdo apresentados os valores quantificados de

toxina nas solugdes equivalentes a 3,3x10%cels.ml™.

Tabela 6 — Valores de concentragdo de CYN (ng.ml'l) oferecida as larvas de C. xanthusdurante o ensaio croénico
para deteccdo de danos ao DNA.

Dias de exposiciao Concentracio de CYN na solucio (ng.ml’l)
equivalente a 3,3x10* cels.ml’
1° dia 16,8
3° dia 19,2
5° dia 16,7

A variagao apresentada nos resultados pode ser dada pelo fato das quantificagdes
terem sido realizadas em apenas uma amostra de cada dia de ensaio. Para um proximo
trabalho sugere-se a retirada de aliquotas de todas as réplicas visando a quantificagdo da
toxina. Esse procedimento permitira a obtengdo da média dos valores e uma real variagdo dos
mesmos.

Observou-se nas células dos organismos submetidos a essa concentracao de
floracdo inicial um alto indice e frequéncia de danos ao DNA. Pode-se inferir que caso esses
mesmos organismos fossem submetidos a uma concentragdo de CYN equivalente a condi¢ao
de floragdo, possivelmente as células entrariam em apoptose, o que podera ser certificado em
experimentos futuros.

Como j4 citado, vale relembrar que mesmo em concentragdes baixas de 20 ng.L™

de CYN no ambiente, carac6is de agua doce foram capazes de acumular toxina nos tecidos.
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Tal concentracdo de CYN pode ocasionar danos ao DNA assim como os observados no

presente estudo para condi¢ao de pré-floragao e floracdo inicial.
5.4 Analise de cAdmio nas solucoes — ensaio cometa

Apds os organismos serem expostos durante 8 dias a solucdo com agua de
manutencio e cadmio (300 pg.L™), foi quantificado o real valor de cadmio na solucdo e os

resultados encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7 - Concentragio de ciddmio (ug.L") oferecida as larvas durante o ensaio cronico.

Concentracao de Cadmio

Amostras na solucdo (ng.L™")
1a 7.9
1b %3
22 25,5
2b 11,2
3a 21,5

Legenda: a) Refere-se as solugdes preparadas para reposi¢do; b) Refere-se as solugdes descartadas a cada dois
dias.

A variagao apresentada nos resultados pode ser dada pelo fato das quantificagdes
terem sido realizadas em apenas uma amostra a cada dois dias de ensaio.

Com as concentragdes obtidas de cadmio foi observado alto indice de danos e
frequéncia de danos na hemolinfa dos organismos-teste. Esses resultados corroboram os
dados obtidos por Dornfeld (2006) que observou efeitos de reducdao da sobrevivéncia para
organismos de C. xanthus, efeitos negativos no desenvolvimento, bem como atraso na
emergéncia dos adultos, que atrasaram em torno de 3 dias esse processo quando comparados
com o controle.

Os resultados obtidos no presente trabalho e no estudo de Dornfeld (2006)
indicam os problemas que a contaminacdo de ambientes aquaticos por cddmio ou outros
metais pode causar nos organismos, afetando todo o ciclo de vida, em nivel de individuos e
até mesmo a populagdo, devido ao atraso na emergéncia dos adultos ou transferéncia de

contaminantes a cadeia trofica.
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6 CONCLUSOES

e A concentragdo de CYN equivalente a condicdo de floracdo normalmente
encontrada em ambientes eutrofizados (10°cels.ml™) foi detectada nos tecidos
das larvas de C. xanthus, quando avaliada a capacidade de acumula¢do do

organismo;

e Foram detectados danos ao DNA provocados por exposicao ao extrato toxico na
concentragdo equivalente a 10°cels.ml” e 3,3x10* cels.ml™, condi¢io de pré-

floracdo e floracdo inicial, respectivamente;

e Os resultados da frequéncia de danos foram similares entre as diferentes
concentragdes de CYN avaliadas, o que denota que a partir da concentragao mais
baixa, condi¢do de pré-floracdo, ja existe o comprometimento da populacao

destes organismos bentonicos;

e Os resultados de indice de dano e frequéncia de danos da concentracio celular
de CYN equivalente a 3,3x10* cels.ml” foram similares aos observados no

controle positivo de cadmio;

e A concentracdo de cadmio utilizada se comportou como um efetivo controle
positivo, apresentando alto indice de danos e frequéncia de danos na hemolinfa

dos organismos-teste;

e Larvas de Chironomus xanthus se apresentaram como boas ferramentas quanto

utilizados como organismos-teste em ensaios genotdxicos do tipo cometa.
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7 RECOMENDACOES

Ambientes aquaticos com presenga de cianobactérias e cianotoxinas requerem
cada vez mais investigacdes sobre os efeitos genotoxicos nas populagdes. Especial atencao
deve ser dada aos organismos bentonicos, devido ao seu papel ecoldgico e grande
representatividade na cadeia trofica. Os resultados obtidos na presente dissertacdo de
mestrado, que se prop0Os a avaliar os efeitos genotoxicos e de acumulagdo em Chironomus
xanthus expostos a extrato toxico contendo CYN, levantaram algumas questdes que devem
ser mais bem investigadas.

Portanto, recomenda-se:

Realizagdo de mais ensaios de acumulagdo para certificacio de uma possivel

saturacdo dos organismos ap6s exposi¢ao cronica a CYN;

e Realizagdo de ensaio cometa com a concentragdo de CYN equivalente a
condicao de floragdo normalmente encontrada em ambientes cutrofizados
(10°cels.ml™) para avaliar se células de C. xanthus suportam os danos gerados

por essa concentrag@o ou se sofrem apoptose;

e Avaliagdo dos danos causados pelas reais concentracdes desta toxina nos

sedimentos de corpos d’agua com floragdes de C. raciborkii produtora de CYN;

e Realizacdo de ensaios de detoxificagdo em C. xanthus para avaliar a capacidade

desses organismos em se detoxificar e eliminar a cianotoxina acumulada.
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10 ANEXOS

ANEXO A: Resultados estatisticos para o ensaio cometa

Detecgdo de danos no DNA na hemolinfa do organismo béntonico C. xanthus expostos a duas

concentragdes de cilindrospermopsina e cadmio.

Grupo n/pool Indices de Danos (0-400) Frequéncia de Danos (%)
Controle negativo 40 48,50 £ 4,59 40,83 £2,71
H20 + Cadmio 40 223,20 + 18,17 *** 99,80 + 0,45 ***
H20 +10° CYN 40 175,50 & 4,04 *** 94,33 & 3,50 ***
H20 + 3,3x10° CYN 40 239,33 £ 21,91 *** 99,67 + 0,82 ***

*** Valores estatisticamente significativos (p<0,05 - Dunnett's Test) quando comparados ao grupo controle.

Resultados da estatistica de Indice de Danos através do Teste de Dunnet realizado no
programa Graphpad Prism, para avaliar diferengas significativas entre os danos ocorridos no

grupo controle e os outros tratamentos.

Dunnett's Multiple . Significant? 95% CI
Comparison Test MeanDiff. q P <0.05? Summary of diff
Contrgfdﬁi?zo i 1741 20,11 Yes *ok '19195'3 b
3
Controleéf§{§20 +10 127 15,34 Yes sk -2 1142%’) ;O -
Comole i)™ 1908 2304 Yes o 1223 t0 -

Resultados da estatistica de Frequéncia de Danos através do Teste de Dunnet realizado no
programa Graphpad Prism, para avaliar diferengas significativas entre os danos ocorridos no

grupo controle e os outros tratamentos.

Dunnett's Multiple . Significant? 95% CI
Comparison Test MeanDiff. q P <0.05? Summary of diff
Controle vs H20 + - -61.51 to -

Cadmio -58.97 41,47 Yes 56.42
Controle vs H20 + 10’ s -61.26 to -
CYN -53,5 39,93 Yes 5641
Controle vs H20 + 15883 43,92 Yes oo -6280.42 to -

3,3x10* CYN




ANEXO B: Células com danos observadas para os tratamentos realizados.

Célula com dano 4 visualizada através de microscopio Optico com

aumento de 400x.

(A) Célula com dano 3 (B) Célula em apoptose; ambas visualizadas

através de microscopio Optico com aumento de 400x.
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ANEXO C: Resultados das amostras de cadmio analisadas e curva de calibra-

¢ao.

Resultados da analise das amostras de cadmio e determinacdo de cadmio no material de

referéncia DOLT-4 utilizado para verificagdo da qualidade dos resultados.

weight/g  ASDF

No  Name = PoS  'Sviml  Pre-DF

Conc. png/L CI SD RSD/%

0.1096 8.0000
6 dolt1096 1 200000 50.000 A 25780. 1779. 3223 1.250

0.1066 8.0000

7 Dolt1066 2 200000 50.000 A 24100. 1811. 859.6  3.566
8 Cd la 3 10000 50.000 A 7.931 1420 0.5191 6.545
- 1.00000 ’ ’ ’ ’ ’

1.0000

9 Cd _1b 4 1.00000 50.000 A 9.665 14.09 1267 13.11
1.0000

10 Cd 2a 5 1.00000 50.000 A 2548 13.19 1.001  3.930
1.0000

11 Cd 2b 6 1.00000 50.000 A 11.24 1399 0.5995 5.331
1.0000

12 Cd 3a 7 1.00000 50.000 A 21.52 1339 0.8427 3.916

13 Dolt1096 8 0.1096 2.2857 A 20910. 6085 1964  0.939

2.00000  50.000

Curva de calibragao utilizada.

-
Calibration curve . - -' r l l — ‘ —

i i S i Peak area Cd

MNonlinear 228.8 nm

Calibration data:
0.20

R(adj.): 0.999618704
Slope: 0.02812 Absjjg/L
scl: 0.05570 pg/L

Char.conc.: 0.15504 pgfL 1%A

Absorbance

[ Peak height ‘ l Show residuals ]

| Cancel I | oK |
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