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RESUMO

EMYGDIO, S. A. B. Efeito das cianotoxinas cilindrospermopsina e microcistina sobre o ciclo
de vida de Chironomus xanthus (Diptera, Chironomidae). Dissertacdo. Mestrado em Meio
Ambiente e Recursos Hidricos — MEMARH. Universidade Federal de Itajuba — UNIFEI.
Itajuba: 2011, 53 p.

O enriquecimento de corpos d’dgua com o aporte de nutrientes provenientes de atividades
antropicas pode culminar com o surgimento de floracdes de cianobactérias toxicas. Tal
fendmeno pode afetar toda a biota aquéatica ap6s lise celular, incluindo os organismos
bentdnicos. As espécies Cylindrospermopsis raciborskii e Microcystis aeruginosa sao
produtoras em potencial das cianotoxinas cilindrospermopsina (CYN) e microcistina
(MCYST) respectivamente. Com o intuito de avaliar efeitos agudos e crénicos sobre alguns
aspectos do ciclo de vida do organismo benténico Chironomus xanthus, no presente trabalho
larvas dos instares Il e 11l foram submetidas aos extratos celulares toxicos e ndo toxicos das
espécies selecionadas, a uma concentracdo celular correspondente & floracao (10°células/ml),
previamente cultivadas em laboratdrio. Os atributos avaliados foram mortalidade, crescimento
(avaliado pela largura da céapsula cefélica) e acimulo de toxinas. Efeitos agudos quanto a
mortalidade ndo foram observados entre os estagios larvais de C. xanthus, em exposicdo aos
extratos celulares de ambas as cepas. Porém, a largura da capsula cefalica indicou retardo no
crescimento dos organismos expostos a cepas de M. aeruginosa e estimulo as submetidas a C.
raciborskii. Efeitos crénicos também puderam ser observados por meio da largura da capsula
cefélica, sendo também estimuladas quando expostas as cepas de C. raciborskii, e
contrariamente aos efeitos da exposi¢do aguda, os organismos também tiveram crescimento
estimulado, o que pode inferir um possivel processo de adaptacdo ou mesmo de detoxicacao
guando expostos a um periodo maior. C. xanthus acumulou mais CYN (35,97 e 29,67 ng/mg
instares Il e 111, respectivamente) comparado a MCYST (0,04 e 0,15 ng/mg instares Il e IlI,
respectivamente) exibindo diferenca de acimulo entre os estagios de vida. Tratam-se dos

primeiros relatos sobre os efeitos de cianotoxinas numa espécie nativa tipicamente bentdnica.

Palavras-chave: efeitos agudos e crénicos, mortalidade, largura da capsula cefalica



ABSTRACT

EMYGDIO, S. A. B. Effects of the cyanotoxins cylindrospermopsin and microcystin on the
life cycle of Chironomus xanthus (Diptera, Chironomidae). Dissertation. Master program in
Meio Ambiente e Recursos Hidricos — MEMARH. Universidade Federal de Itajubd —
UNIFEL. ltajubé: 2011, 53 p.

Water body enrichment of nutrients caused by antropic activity might propitiate toxic
cyanobacteria to bloom affecting the aquatic biota, including benthic organisms after the cell
death of the bacteria. The species Cylindrospermopsis raciborskii and Microcystis
aeruginosa are potencial producers of the cyanotoxins cylindrospermopsin (CYN) and
mricocystin (MCYST) respectively. Aiming to evaluate the acute and chronic effects of these
toxins in the life cycle of the benthic organism Chironomus xanthus, we exposed chironomid
larvae of Il and Il instars to toxic cell extracts and non-toxic cell extracts of the chosen
bacteria species to a concentration corresponding to the maximum blooming (10°células/ml),
previously cultivated in laboratory. The parameters measured were mortality, growth
(evaluated by head capsule width) and toxin accumulation. Acute effects on the mortality
were not observed within the larval instars of C. xanthus, in maximum exposure to both cell
strains. However, the head capsule width indicated a slower growth rate in the organisms
exposed to strains of M. aeruginosa and a faster growth of the ones exposed to strains of C.
raciborskii. Chronic effects were also observed in the head capsule width and were equally
stimulated when exposed to strains of C. raciborskii, but differently from the acute effects,
the organisms had faster growth, what might account for a process of adaption or even
detoxification when exposed to a longer period. C. xanthus, accumulated more CYN (35,97 e
29,67 ng/mg instars Il e I, respectively) than MCYST, (0,04 e 0,15 ng/mg instars Il e IlI,
respectively) with differences within different life stages. This constitutes the first studies of

the effects of cyanotoxins on a typically benthic native species.

Key-words: Chronic and acute effects, mortality, head capsule width.
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1 INTRODUCAO

O enriquecimento dos corpos d’agua com o aporte de nutrientes, principalmente
nitrogénio e fosforo, provenientes da urbanizacdo, atividades agropastoris e industriais, sao
considerados como umas das principais causas que provocam a eutrofizagdo. O surgimento de
floragdes, em especial de cianobactérias, sdo uma das respostas ambientais a tal processo. Em
geral, os processos que culminam com as floragbes estdo associados a condigdes eutréficas,
entretanto, podem também ser observados em sistemas oligotroficos ou mesmo mesotroficos
(FERNANDES et al., 2009).

Cianobactérias sdo microrganismos procariotos fotossintetizantes, pertencentes ao reino
Bactéria, capazes de colonizar uma grande variedade de ambientes, dentre estes, dulcicola,
salobro, marinho e terrestre (SANT’ ANNA et al., 2006).Entretanto, sdo mais comumente
encontradas habitando o plancton de ambientes marinhos e de &gua doce Apresentam uma
consideravel diversidade morfoldgica, podendo ser unicelulares (ex: Chroocuccus sp.) ou
filamentosas (ex: Anabaena sp, Oscillatoria sp., Planktothrix sp., Nostoc sp.,
Cylindrospermospis sp.), ocorrer individualmente (ex: géneros Synechococcus sp. e
Aphanothece sp.) ou agrupados em coldnias envolvidos por mucilagem (ex: Microcystis sp.
Gomphospheria sp. e Merismopedia sp.) (CALIJURI et al., 2006).

A ocorréncia de floragdes de cianobactérias é ampla. Tal fendbmeno ja pode ser
observado em praticamente todos os continentes (CHORUS & BARTHRAM, 1999). Certas
floracGes de cianobactérias podem ser tdxicas devido ao potencial que algumas espécies
apresentam em produzir e liberar metabdlitos secundarios denominados cianotoxinas
(APELDOORN et al., 2007).

No Brasil, as cianobactérias potencialmente toxicas sdo representadas por 32 espécies
pertencentes as ordens Choococales (12 espécies), Oscillatoriales (10 espécies) e Nostocales
(10 espécies). A regido tropical do pais apresenta uma maior diversidade (27 espécies) em
relagdo a regido subtropical (com 14 espécies) (SANT’ANNA et al., 2008). Estes mesmos
autores relataram que as cepas de maior ocorréncia no pais sdo Microcystys sp. e
Cilindrospermopsis raciborskii produtoras em potencial das toxinas microcistina (MCYST) e
saxitoxina (STX), respectivamente. Porém, C. raciborskii & conhecida como produtora de
cilindrospermopsina (CYN) nas regides temperadas e, até entdo, a presenca desta toxina no
Brasil foi identificada em amostras de agua e no carvdo ativado usado pelo sistema de
tratamento de agua da clinica de hemodialise da cidade de Caruaru/PE, onde 54 pessoas

morreram devido ao contato com a agua contaminada por esta toxina e, principalmente, por



MCYST (CARMICHAEL et al., 2001). Recentemente, Moreira & Bizi, (2007) encontraram
uma cepa de C. raciborskii no rio Doce/MG, como produtora de CYN.

Efeitos agudos e cronicos de cianotoxinas sobre organismos zooplanctonicos,
particularmente com MCYST e STX isoladas de cepas toxicas provenientes de corpos
aquaticos brasileiros, foram relatados por Ferrdo-Filho et al. (2002) e Ferrdo-Filho (2009).
Estudos de acumulacdo, depuragdo e efeito de CYN no crescimento de tilapias (Oreochromis
niloticus) expostas a extrato celular toxico e células integras de C. raciborskii foram realizados
por SILVA (2008) gue observou capacidade de detoxicacao ao longo dos dias de exposicao.

Os exemplos acima mencionados referem-se apenas a algumas citagdes sobre efeitos de
cianotoxinas em organismos aquaticos. Porém, sdo poucas as informagdes, até entdo relatadas
com organismos benténicos, uma vez que apds morte celular e consequente lise, as
cianotoxinas podem permanecer nos sedimentos dos ecossistemas agquaticos.

Neste sentido, o presente trabalho optou em utilizar larvas de Chironomus xanthus,
organismo benténico endémico de grande representatividade, que ja vem sendo utilizado como
organismos teste em ensaios de toxicidade. Desde a sua descri¢cdo e proposta de emprego como
organismo teste, C. xanthus tem sido utilizado em alguns trabalhos no Brasil como, por
exemplo: Santos et al. (2005), Dornfeld (2006), Almeida (2007), Penido (2010) para avaliacéo
de amostras de sedimento de ambientes contaminados.

O estudo sobre efeitos agudos e cronicos ocorridos apos exposi¢do de C. xanthus em
diferentes estagios larvais aos extratos de C. raciborskii e M. aeruginosa, produtores e nao
produtores das cianotoxinas, MCYST e CYN confere um carater pioneiro, uma vez que

cianotoxinas e quironomideos sdo frequentemente encontrados em ambientes eutrofizados.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar efeitos cronicos e agudos sobre aspectos do ciclo de vida de larvas da espécie
nativa C. xanthus (Diptera, Chironomidae) ocasionados pela exposi¢do aos extratos das cepas
produtoras e ndo produtoras das cianotoxinas cilindrospermopsina e microcistina.

2.2 Objetivos especificos

» Avaliar o efeito da concentragdo das cianotoxinas contida em 10° células/ml,

correspondente a condicdo de floracdo normalmente encontrada no ambiente;

= Determinar qual o instar de desenvolvimento das larvas de C. xanthus se mostra mais
sensivel a exposicdo, bem como se ha diferencas de sensibilidade entre as

cianotoxinas;

= Avaliar a capacidade de absorcéo de cianotoxinas pelos organismos ap0s exposicao

aguda e crénica.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Ensaios de toxicidade

A utilizacdo de comunidades bioldgicas nos bioensaios ecotoxicologicos é uma das
maneiras de se obter uma maior relevancia ecoldgica visando a tanto a preservagdo da biota
aquatica como do préprio ecossistema (CETESB, 2010).

Segundo Goldstein (1991), a toxicidade é definida como sendo o resultado nocivo a
salde proveniente do sistema composto por substancias quimicas e substancias préprias do
organismo, que se evidenciam sobre organismos vivos. Logo, na toxicidade, o objetivo de
analise é o organismo, onde é determinado o efeito causado por uma substancia quimica ou
uma mistura, levando em consideracéo o tempo de exposi¢do e a concentracdo (ZAGATTO &
BERTOLETTI, 2006).

A toxicidade de determinados agentes no meio hidrico é avaliada por meio de ensaios
ecotoxicologicos com organismos representativos da coluna d’4dgua ou do sedimento de
ambientes de agua doce, estuarina ou marinha (ZAGATTO & BERTOLETT]I, 2006).

Os ensaios de toxicidade consistem na determinacdo de efeitos toxicos causados por
um ou por uma mistura de agentes quimicos, sendo tais efeitos detectados por respostas
fisiol6gicas dos organismos aquaticos. Portanto, 0s ensaios ecotoxicoldgicos expressam 0s
efeitos adversos a organismos aquaticos resultantes da interacdo das substancias presentes na
amostra analisada (CETESB, 2010). Ao se buscar uma espécie para utilizacdo nos ensaios de
toxicidade, e para que esses fornecam resultados confiaveis, além do cultivo e da manutencgéo
dos organismos-teste em laboratério de maneira adequada (ABNT, 2004), é necessario que as
espécies escolhidas apresentem determinadas caracteristicas comuns como sensibilidade a
diferentes agentes quimicos, ampla distribuicdo geografica e estabilidade genética. Ainda
como premissa basica, 0os organismos aquaticos utilizados em ensaios ecotoxicoldgicos
devem pertencer a grupos taxondmicos representativos dos ecossistemas aquaticos
(ZAGATTO & BERTOLETTI, 2006).

Na tabela 1 sdo apresentadas algumas espécies frequentemente utilizadas em ensaios

de toxicidade em ambientes dulcicolas e marinho.



Tabela 1 - Espécies mais utilizadas em testes de toxicidade.

Grupo taxondmico

Espécies

Algas de agua doce

Algas de agua marinha

Microcrustaceos de agua doce

Microcrustaceos de agua marinha

Moluscos de &gua marinha

Equinodermos

Peixes de 4gua doce

Peixes de 4gua marinha

Insetos de agua doce
Bactérias de agua doce

Bactérias de agua marinha

Chlorella vulgaris, Scenedesmus quadricauda,
Scenedesmus  subspicatus, Pseudokirchneriella
subcapitata

Phaeodactylum tricornutum, Asterionella
japonica, Dunaliella tertiolecta, Champia parvula
Daphnia magna, Daphnia similis, Ceriodaphnia
dubia, Hyalella azteca, Hyalella meinerti
Mysidopsi bahia, Mysidopsi juniai, Leptocheirus
plumulosus, Tiburonella viscana, Artemia salina
Mytilus edulis, Crassostrea rhizophorae

Arbacia lixula, Lytechinus variegatus, Arbacia
punctulata

Pimephales promelas, Danio rerio, Poecilia
reticulata, Oncorhynchus  mykiss, Lepomis
macrochirus

Menidia beryliina, Menidia menidia, Cyprinodum
variegatus

Chironomus sp., Hexagenia sp.

Spirillum volutans, Pseudomonas fluorescens

Vibrio fischeri (Photobacterium phosphoreum)

Fonte: ZAGATTO & BERTOLETTI, (2006).

Atualmente, varios ensaios de toxicidade ja estdo bem estabelecidos, sendo alguns
padronizados nacional e internacionalmente por associagdes ou organizagdes de
normalizacdo, como Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), Association
Francaise de Normalisation (AFNOR), American Society for Testing and Materials (ASTM),
American Water Work Association (AWWA), Deutsches Institut fur Normung (DIN),
International Organization for Standardization (ISO) e Organization for Economic Co-
Operation and Development (OECD) (ZAGATTO & BERTOLETTI, 2006).

Os ensaios ecotoxicoldgicos avaliam efeitos agudos e crbnicos. Os efeitos agudos
caracterizam-se por serem mais drasticos, causados por elevadas concentracGes de agentes
quimicos e, em geral, manifestam-se em um curto periodo de exposicdo dos organismos
(CETESB, 2010), geralmente de um a quatro dias para Claddceros e peixes, respectivamente.

Devido a facilidade de execucéo, curta duracao e baixo custo, 0s ensaios de toxicidade aguda



foram os primeiros a serem desenvolvidos e, portanto, constituem a base de dados
ecotoxicoldgicos (ZAGATTO & BERTOLETTI, 2006).

Nos ensaios de toxicidade aguda usualmente os critérios de avaliacdo sdo a
mortalidade e a imobilidade dos organismos. Em geral, observam-se mortalidade para peixes
e imobilidade para invertebrados (Claddceros, por exemplo). Esses critérios sdo utilizados
porque sdo facilmente determinados e tem significado bioldgico e ecoldgico para o ambiente
(ZAGATTO & BERTOLETTI, 2006). Os resultados destes ensaios sdao dados como a
concentracdo efetiva inicial mediana que causa imobilidade/mortalidade a 50% dos
organismos (CE (I) 50), ou toxico ou ndo toxico quando se utiliza amostras ambientais sem
diluicéo.

Claddceros do género Daphnia tem sido utilizados como organismos Uteis para
investigar o impacto de substancias tdxicas em agua doce, 0s quais existem varios protocolos
padronizados por agéncias internacionais de meio ambiente, inclusive no Brasil (ABNT,
2004, 2005).

Ferrdo-Filho et al., (2010) desenvolveram um ensaio utilizando Daphnia como
organismo teste com o objetivo de avaliar o efeito especificamente de saxitoxina.

O efeito cronico relaciona-se a resposta a um estimulo que continua por um longo
tempo. Este periodo pode durar parte ou todo o ciclo de vida dos organismos aquéaticos
(ZAGATTO et al., 1992). S&do mais sutis, causados por baixas concentracdes de agentes
quimicos dissolvidos e sdo detectados por respostas fisiologicas adversas na reproducdo e
crescimento dos organismos vivos (CETESB, 2010).

No ambiente aquético, devido a fatores de diluicdo, em geral, os organismos estdo
expostos a concentracdes sub-letais dos poluentes, que podem ndo levar a morte do
organismo, mas causar disturbios fisiolégicos e/ou comportamentais a longo prazo
(ZAGATTO & BERTOLETTI, 2006). O resultado destes testes é dado pela concentracdo
maxima do agente toxico que ndo causa um efeito observado (CENO), e pela menor
concentracdo que o efeito é evidenciado (CEO). Estes valores devem ser estatisticamente
significativos, com relacdo a sobrevivéncia e reproducdo dos organismos-teste, quando
comparados ao tratamento controle (CETESB, 2010).

A escolha de organismos ecologicamente significativos e representativos se faz
necessaria. Neste sentido, Chironomus xanthus (FONSECA & ROCHA,2004a),
Ceriodaphnia silvestrii (FONSECA & ROCHA, 2004b) e Daphnia laevis tem sido
investigados como potenciais organismos teste, inclusive ja inseridos nas normas brasileiras,

como por exemplo, C. silvestrii (NBR 13373/2004). Fonseca & Rocha (op. cit.) propuseram o



cultivo e teste de toxicidade utilizando a espécie nativa C.xanthus para uso com amostras de

sedimento de &gua doce contaminado.

3.2 Organismo-teste: C. xanthus

A comunidade bentbnica é a biota que habita o substrato de ambientes aquaticos e sua
estrutura pode se alterar em resposta as variagdes na qualidade desses ecossistemas,
possibilitando a elaboracdo de um diagndstico ecoldgico, inclusive as alteraces associadas a
impactos antropicos (KUHLMANN, et al 2006). Os resultados da caracterizagcdo dessa
comunidade integram efeitos de varios poluentes presentes na agua e principalmente no
sedimento, respondem a concentracdo de contaminantes as vezes ndo detectaveis por métodos
guimicos, acusam a ocorréncia de despejos intermitentes e inserem o componente temporal na
avaliacdo de qualidade ambiental.

Rosemberg & Resh (1993) defendem a utilizacdo de organismos bentbnicos pelas

seguintes vantagens ecoldgicas:

* s3o comuns a maioria dos corpos d’agua;

= estdo presentes em lagos, represas e rios, sejam ambientes Iénticos ou léticos;

= vivem em diversos habitats dentro de um ecossistema, geralmente apresentando um
grande nimero de grupos taxonémicos, gerando assim ampla diversidade de respostas
a estresses ambientais;

= possuem habitos sedentarios, que permitem a analise espacial do efeito da perturbacao;

= tem ciclo de vida comparativamente mais longo, permitindo a avaliacdo temporal das

alteracdes provocadas por contaminacéo.

A comunidade bentbnica esta representada, dentre outros, pelos Filos Aschelmintos,
Nematoda, Mollusca e Arthropoda. A classe Insecta contém mais de 750.000 espécies
descritas, formando o maior grupo de animais existentes no planeta. Os insetos aquaticos
caracterizam-se por habitar a &gua doce nos estagios larvais de desenvolvimento (WETZEL,
1991).

A familia Chironomidae (Ordem Diptera) apresenta uma ampla distribuicdo
geografica, reunindo 10 subfamilias e compreendendo um total de 355 géneros. Na regido
neotropical, contribui com 109 géneros, sendo o grupo mais importante dos insetos de agua

doce, formando elo na cadeia alimentar. Em ambiente fluvial, as larvas colonizam



basicamente o sedimento e a vegetacdo aquéatica, mostrando uma ampla faixa de condicdes
nas quais podem sobreviver, o que reflete a capacidade adaptativa do grupo (TRIVINHO-
STRIXINO & STRIXINO, 1995).

Os quironomideos na fase larval vivem em casulos formados por seda e lodo a poucos
centimetros do sedimento, e constituem frequentemente a propor¢do mais significativa da
biomassa bentdnica. Possuem papel importante na ciclagem de nutrientes do sedimento e sdo
importantes na dieta de passaros e peixes de agua doce (FONSECA, 1997). Exibem diversos
modos de alimentacdo e podem ingerir uma ampla variedade de alimentos, dentre estes
podem ser consideradas cinco categorias: algas, detritos e microrganismos associados,
macrdfitas, detritos de madeira e invertebrados.

De modo geral, o ciclo de vida dos Quironomideos pode ser dividido em 4 estagios
distintos em ovo, larva, pupa e adulto, sendo os dois Gltimos estagios de curta duracdo. O
estdgio adulto requer apenas um abrigo para o acasalamento, maturacdo dos ovos e
ovoposicao. Em contraste, grande parte do ciclo de vida desses organismos ocorre no periodo
larval, pois é neste estdgio que se adquire toda a energia necessaria para completar o
desenvolvimento (FONSECA & ROCHA, 2004a). O ciclo de vida da espécie Chironomus
xanthus foi investigado e um protocolo de cultivo laboratorial foi desenvolvido com o
objetivo de padronizacdo dessa espécie como organismo teste (FONSECA & ROCHA, op.
cit)

Inicialmente, C. xanthus foi descrito por Rempel (1939), apresentando mais tarde
sinonimia com C. domizzi (Paggi, 1997) e com C. sancticaroli (Strixino & Strixino, 1982).
Sua distribuicdo geografica restringe-se ao Brasil e a Argentina. Strixino & Strixino (1981)
relataram a ocorréncia de organismos em Sdo Carlos — SP e Spies & Reiss (1996) do
holétiopo em Campina Grande — Paraiba (FONSECA & ROCHA, op. cit.)

Em condicdes ideais de laboratorio, com aproximadamente dois dias de vida apés a
emergéncia, os adultos de C. xanthus copulam e as fémeas gravidas depositam 0s ovos
reunidos numa massa gelatinosa no substrato, presa por um pedinculo e em contato com a
agua das bandejas de cultivo. Cada fémea deposita em média 500 — 600 ovos dispostos em
forma de espiral. A ovoposicdo ocorre geralmente no inicio da manhd ou no final da tarde. Os
ovos sdo deixados imediatamente apos a copula, ocorrendo em seguida a morte das fémeas.
Todo esse processo pode ocorrer em torno de 10 minutos.

A matriz gelatinosa que envolve 0s ovos, em contato com a agua se expande dando a
massa ovigera um aspecto tubular recurvado. Decorridos um periodo de aproximadamente 44

a 48 horas, em incubacdo a 23 * 2°C, ocorre a ecloséo das larvas, que medem em torno de



0,099 = 0,006 mm de largura da cabeca (FONSECA & ROCHA, 2004). Os autores
acrescentam que as larvas de C. xanthus iniciam a construgédo dos casulos a partir do segundo
estdgio de vida, pois durante o primeiro permanecem entre as particulas do substrato,
alimentando-se das bactérias geradas pela fermentacdo aerdbia. Este estagio ¢é
predominantemente planctonico. Os casulos aumentam de largura e tamanho juntamente com
0 crescimento da larva, através da adi¢do de pequenas particulas do substrato unidas por fios
de seda secretada pelas glandulas salivares. Ap6s 0 quarto instar o organismo passa para 0
estagio de pupa que possui coloracdo preta (Gltimo dia antes de atingir a fase adulta) e cabeca
bem diferenciada, emergindo depois como adulto (imago) (Figura 1).

A largura da cépsula cefélica é a melhor varidvel para definir a posi¢éo do estagio de
vida da larva (instar) nos quironomideos. Cada instar tem um tempo de duracdo diferente,
sendo que o quarto instar € o mais longo devido a taxa de crescimento geométrico do tamanho
do corpo (FONSECA & ROCHA, op. cit).



10

1A
|
| ,
. J
/ B\
Larva Adulto
1B
{
%
Pupa ,‘)

Figura 1 - Estdgios do ciclo de vida de C. xanthus (1A), esquema genérico do ciclo de vida de
Chironomus sp. (exemplo de C. tentans) (1B) (Fonte: modificado de Dornfeld, 2006).

3.3 Cilindrospermopsinas

As cilindrospermopsinas pertencem ao grupo dos alcaldides, compostas por uma
fracdo triciclica guanidica ligada através de uma ponte de carbono hidroxilado a fragéo uracil,
sendo esta a fracdo que Ihe confere toxicidade (HUMPAGE, 2008). Trata-se de uma molécula
quimicamente estavel a luz solar e a altas variacdes de pH e temperatura (CHISWELL et al..
1999) (FIGURA 2).
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Figura 2 - Representacdo da estrutura quimica da molécula de cilindrospermopsina (SILVA, 2008).

A producéo do alcal6ide hepatotdxico cilindrospermopsina jé foi identificada em oito
espécies de cianobactérias: C. raciborskii (OHTANI et al. 1992), Umezakia natans (HARADA et
al., 1994), Aphanizomenon ovalisporum (BANKER et al., 1997; SHAW et al., 1999), Raphidiopsis
curvata (LI et al.,2001), Anabaena bergii (SCHEMBRI et al., 2001), Anabaena lapponica (SPOOF et
al., 2006), Aphanizomenon flos-aquae (PREUBEL et al., 2006), Lyngbya wollei (SEIFET et al., 2007)
e possivelmente em Aphanizomenon gracile (RUCKER et al., 2007). Sdo também conhecidos dois
analogos dessa toxina, sendo deoxi-cilindrospermopsina identificada em C. raciborskii (NORRIS et
al., 1999) e 7-epicilindrospermopsina produzida por Aphanizomenon ovalisporum (BANKER et al.,
1997).

O mecanismo de a¢do de cilindrospermopsina se da através do bloqueio da sintese protéica
(TERAO et al., 1994) e os primeiros sintomas clinicos de intoxicacdo em invertebrados incluem
insuficiéncia renal e hepatica. Por via oral, a toxina pode causar gastroenterite por lesionar o
revestimento do intestino, hepatite por lesionar células do figado, mau funcionamento renal por lesbes
as células dos rins e hemorragia ocasionada por lesdes dos vasos sanguineos (APELDOORN et al.,
2007). Segundo Humpage et al. (2000) e Shen et al. (2002) CYN pode também causar danos a
molécula de DNA, indicando, portanto, uma possivel atividade carcinogénica e mutagénica.

Tal toxina pode gerar no organismo de vertebrados duas respostas: uma mais rapida
ocasionada pela acéo da enzima citocromo P-450 e outra mais lenta com a maior toxicidade observada
ao final do 5° ou 7° dia de exposi¢do, com inibigdo da sintese protéica desde o primeiro instante
(SOARES, 2009). Como conseqliéncia destas duas respostas, tem-se dois valores de DL 50 para
camundongos quando expostos @ CYN. Por injecdo intraperitoneal obteve-se 2100 pg.kg'
com morte até 24 horase de 200 ug.kg: de peso corporeo para morte entre 5-6 dias (OHTANI
et al., 1992). Por via oral, a DL50ap06s 5 dias é de aproximadamente 6000 pg kg™

Inicialmente, através de estudos toxicolégicos Shaw et al., (2000) propuseram um valor
aceitdvel de 15 pg/L para agua de abastecimento, valor este incorporado como recomendacdo na
portaria 518 (2004) pelo Ministério da Salde no Brasil. Estudos mais recentes de Humpage &

Falconer (2003), baseados em toxicidade por via oral em doses subcrbnicas para camundongos,
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propuseram a recomendacdo de 1ug/L como limite maximo aceitavel da toxina em agua para consumo
humano.

Segundo Sant’Anna, et al. (2008), C .raciborskii tem sido um dos géneros de cianobactérias
toxicas mais amplamente distribuido no Brasil. Trata-se de uma cianobactéria filamentosa
planctonica de agua doce, pertencente a ordem Nostocales. A especie foi inicialmente
identificada em 1912 em amostras de agua de uma lagoa em Java e descrita mais tarde como
uma cianobactéria tropical por Geitler e Ruttner em 1936. (HAANDE., 2008).

Como ja mencionado, C. raciborskii é conhecida como potente produtora de CYN e STX,
entretanto, no Brasil prevalecem cepas produtoras de STX (SANT’ANNA et al., 2008). No Pais, até
entdo, as ocorréncias relatadas desta cepa como produtora de CYN (“Sindrome de Caruaru” -
CARMICHAEL et al, 2002 e rio Doce- MOREIRA & BIZI, 2007, sem confirmagdo) indica a
capacidade potencial que esta cepa possui em sintetizar também esta toxina, além da grande
capacidade de dispersdo.

Devido as razfes mencionadas acima, e também pelo fato desta toxina ter sido descoberta
recentemente, quando comparada com as microcistinas, as informacdes sobre efeitos desta toxina em
organismos aquéticos ainda séo insuficientes, conforme pode-se constatar na descricdo no topico a
seguir. Estes fatos estimularam a realizacdo da presente dissertacdo. Para tanto, foram utilizadas duas
cepas de C. raciborskii, uma produtora de CYN de origem australiana, e uma ndo produtora de

qualquer cianotoxina, isolada de um reservatorio em Pernambuco/BR.

3.3.1 Efeito de CYN em organismos aquaticos

Uma das hipdteses lancadas sobre a razdo da producédo de cianotoxinas seria o controle
da herbivoria, uma vez que cianobactérias participam das cadeias alimentares como alimento
para 0 zooplancton e peixes herbivoros (FERRAO-FILHO et al., 2009). As rotas de exposicdo
destes organismos as estas toxinas podem ocorrer pela ingestdo direta de células vivas ou pelo
contato e absorcdo de toxinas disponiveis no ambiente (FOURNIE et al., 2008).

Cianobactérias presentes em ambientes naturais podem afetar potencialmente a
sobrevivéncia, o crescimento e a fecundidade de populac@es inteiras de zooplancton. Varios
fatores tém sido propostos para explicar tais efeitos adversos, incluindo insuficiéncia
nutricional, interferéncia na capacidade de alimentacdo e a producdo de substancias toxicas
(SUSEELA et al., 2008).

O potencial de C. raciborskii em produzir mudancas na estrutura de populacdes do
zooplancton em corpos d’agua naturais vem sendo investigado. Hawkins & Lampert (1998)

observaram uma reducdo proporcional na abundancia de espécies de claddceros quando na
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presenca de filamentos de C. raciborskii produtores de CYN, com diminuicdo da taxa de
filtracdo. A toxina CYN também ja é conhecida por ser tdxica para outros crustdceos como
Artemia salina (NOGUEIRA et al., 2004).

Nogueira et al., (op.cit) em ensaios realizados com Daphnia magna, demonstraram
que populagbes naturais de Daphnias submetidas a florac6es de C. raciborskii produtoras de
CYN podem apresentar alta taxa de mortalidade, redugéo de crescimento do corpo e efeitos
negativos quanto a fecundidade devido a presenca dos metabdlitos toxicos. Os autores ainda
salientam o fato de CYN ter sido detectada nos tecidos dos organismos, indicando que
D.magna é potencialmente capaz de transmitir a toxina para niveis troficos superiores.

Alguns estudos tém demonstrado que extratos de células de cianobactérias sdo mais
toxicas para Daphnias do que a exposicdo a toxina purificada, sugerindo que outros
compostos podem vir a contribuir com o efeito tdxico. Um estudo realizado por Metcalf et al.,
(2002), investigando a influéncia de CYN e de seu extrato purificado sobre a sobrevivéncia de
Artemia salina constatou maior mortalidade para 0s organismos expostos ao extrato celular
em comparagdo aos expostos a toxina pura.

Os principais modos de captacdo de CYN sdo desconhecidos. A abundancia relativa
da toxina em fragOes extra e intracelular no ambiente, incluindo a variagéo espacial e temporal
dependem, principalmente, da especiacdo da floracdo e da idade de uma possivel floracéo
toxica. Isso pode ser critico, uma vez que a fracdo biodisponivel estd indissociavelmente
ligada as rotas de captacdo da toxina pelos organismos. Recentemente, este conceito tem sido
investigado com o objetivo de prever e gerir riscos da bioacumulacdo da toxina por
organismos aquaticos (WHITE et al., 2006).

Existem também alguns estudos sobre acumulacdo de CYN em organismos aquaticos
de agua doce. Dentre estes, destacam — se os realizados com peixes. Estes tém demonstrado
gue CYN pode exercer efeitos diversos, incluindo danos ao figado, as guelras e aos rins,
disturbios no equilibrio i6nico, mudancas comportamentais, reducdo no crescimento e
mortalidade (SILVA 2008).

Silva (2008) avaliou o acumulo, a depuracdo e o efeito da presenca de CYN no
crescimento de tilapias (Oreochromis niloticus) expostas a extrato celular téxico e células
integras de C. raciborskii produtoras de CYN. O autor observou que peixes jovens
alimentados com extrato toxico acumulam proporcionalmente mais toxina do que os animais
alimentados com células integras, e que houve um padrdo oscilatorio ao longo do tempo de
exposicdo a toxina, o que pode estar relacionado ao processo de detoxificagdo. Este foi o

primeiro trabalho que investigou a bioacumulacdo de CYN em tecidos de tilapias, uma vez
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que este organismo é utilizado como alimento humano, o que revela um risco potencial para
salide humana.

No que se refere aos macroinvertebrados bentdnicos, alguns estudos de bioacumulagéo
de CYN em decapodas e bivalvas foram realizados. Saker & Eaglesham (1999) estudaram o
acumulo de CYN em Cherax quadricarinatus (Decapoda) provenientes de agude de
aqlicultura em condigdes de laboratério e verificaram maior acumulo desta toxina no
hepatopancreas. White et al., (2005), em estudo com Melanoides tuberculata avaliaram o
potencial em bioconcentrar e bioacumular CYN nos tecidos dos organismos expostos ao
extrato e a células intactas de C. raciborskii.

Tanto bioconcentracdo quanto biocumulacdo foram observadas, porém, a
contaminacdo dos tecidos através da exposicdo ao extrato celular foi menor do que quando
expostos a cultura de células inteiras. Deste modo, os autores concluiram que embora a
captacdo de CYN tenha ocorrido tanto por via intra quanto extracelular, a disponibilidade da
toxina intracelular foi fundamental para afetar os tecidos do molusco.

Kinnear et al. (2007) também investigaram possiveis efeitos sub-letais em M.
tuberculata durante exposicdo ao extrato e células intactas C. raciborskii produtora de CYN.
Os autores observaram que ambos os tratamentos ndo causaram alteracdes na mortalidade,
taxa de crescimento ou comportamento nos individuos adultos e sim na liberacdo de filhotes
pela bolsa incubadora, o que revela um efeito na reproducéo destes organismos.

Estudos da distribuicdo de toxinas em tecidos de moluscos bivalves tém mostrado que
a maioria das toxinas estd presente na massa visceral, resultante do consumo de células
contendo toxina e pela presenca de toxinas no trato digestivo. Saker et al., (2004)
demonstraram a capacidade do mexilhdo de 4gua doce Anodonta cygnea em acumular grande
concentracdo de CYN na hemolinfa em propor¢des superiores as encontrada no ambiente. Os
autores encontraram concentragdes de CYN da ordem de 2,9 a 5,9 ug.g+nos tecidos (corpo e
visceras), mas valores maiores (61,5 pg.g:) ocorreram na hemolinfa deste bivalve. Estes
autores também referem que a concentragdo maxima desta toxina atingiu 408 pg L: na
hemolinfa do bivalve quando a concentragdo no meio era de 34 pg L-.

Através de analise protedmica e bioquimica, Puerto et al., (2010) investigaram 0s
efeitos da exposicdo dos bivalves Mytilus galooprovincialis e Corbicula fluminea a
cianobactéria C. raciborskii produtora de CYN com objetivo de avaliar o estado fisiologico
dos organismos. Foram relatadas alteragOes nas atividades das enzimas glutationa S

transferase (GST) e em proteinas do citoesqueleto dos animais, traduzindo a condigdo de
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estresse fisiologico.A toxina CYN foi capaz de afetar as diferentes vias bioguimicas
relacionadas com a producéo de energia, fungdo mitocondrial e transporte de metal.

3.4 Microcistina

Microcistinas sdo classificadas como heptapeptideo monociclicos. Estas foram primeiramente
identificadas e isoladas da espécie Microcyistis aeruginosa (BISHOP et al., 1995). S&0 as toxinas
mais frequentemente encontradas em ambientes de &gua doce, podendo ser isoladas de varias espécies
de cianobactérias como 0s géneros Microcystis, Planktothrix, Anabaena e Nostoc. Atualmente, mais
de 70 variantes estruturais de MCYST sao conhecidas (GOMES et al., 2009).

O primeiro relato da presenca de MCYST no Brasil foi feito por Azevedo et al.
(1994), que estudaram uma cepa de M. aeruginosa. Desde entdo, a producéo de tais toxinas ja
foi registrada em Aphanocapsa cumulus (DOMINGOS et al., 1999), Radiocystis fernandoi
(VIEIRA et al., 2003), M. panniformis (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al. 2005), M. viridis
e M. wesenbergii (SANT’ANNA et al., 2008). Estas toxinas sdo caracterizadas pela
presenca de 5 D-aminoacidos e 2 L-aminoacidos, sendo sua estrutura geral descrita como:
ciclo-(D-alanina:-X.-D-MeAsps-Y:-Addas-D-glutamatos-Mdhar), onde D-MeAsp: é D-eritro--
acido metilaspartico, Mdha é N- metildehidroalanina e Adda é (2S, 3S, 8S, 9S)-3-amino-9-
metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeca-4,6-acido diendico, onde os L-aminoacidos podem ser
arginina ou leucina. (SOARES, 2009) (FIGURA 3).

Microcistinas sdo solGveis em agua, metanol e etanol; resistentes a hidrolise quimica
ou oxidacdo em pH neutro; bastante estaveis a luz natural. Apresentam alta estabilidade
qguimica e apesar de sua degradacdo fotoquimica ja ter sido demonstrada por Tsuji et al.
(1995) e por Welker & Steinberg, (1999), tal processo € de menor relevancia, pois
geralmente os corpos d’agua que contenham elevadas concentragbes de microcistina sdo
eutréficos, apresentando portanto uma maior turbidez. Sua degradacdo microbiana é rapida.
Diversas fases podem ser observadas antes mesmo da total degradacdo ocorrer,
provavelmente porque as bactérias que podem degradar microcistina nem sempre estdo
presentes em quantidades suficientes ou apresentem necessidades de adaptacdo. No entanto,
uma vez que se inicie a degradacdo, a meia vida pode estar no intervalo de poucos dias (1 a
2), conforme JONES & ORR (1994).
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Figura 3 - Desenho esquematico da molécula de microcistina-LR. Os dois L-aminoacidos variaveis
estdo destacados na figura (neste caso: arginina- esquerda; leucina- direita). Fonte: Modificado de
Carmichael (1994, apud Soares, 2009).

O tipo mais comum de intoxicacdo envolvendo cianobactérias estd relacionado a
presenca de hepatotoxinas, que sdo toxinas de acdo mais lenta, podendo causar morte num
curto intervalo de tempo (horas ou dias). (MOLICA & AZEVEDO, 2008).

Essas hepatotoxinas tém o figado de vertebrados como érgéo alvo, podendo promover
desorganizacdo dos microfilamentos de actina que compde parte do citoesqueleto
(RUNNEGAR & FALCONER 1987). Esta desorganizacdo leva a uma densa agregacéo
desses microfilamentos para o centro da célula, que resultam na perda do suporte celular.
Com a destruicdo das células parenquimais e sinusoidais do figado, ocorrem hemorragia intra-
hepatica e choque hipovolémico, causando morte entre poucas horas a poucos dias
(CARMICHAEL, 1994).

Microcistinas sdo moléculas hidrofilicas, apresentando pouca capacidade de
ultrapassar as membranas lipidicas. Quando captadas pelas células do figado tornam-se
potentes inibidores de proteinas fosfatases PP1 e 2A. (RUNNEGAR et al., 1995).

A DL50 para as MCYST por injecéo intraperitoneal em camundongos situa-se entre
50 e 1.200 pg.kg: de peso corporeo e entre 5.000 ¢ 10.900 pg.kg: de peso corporeo por
administracdo oral (CHORUS & BARTRAM, 1999).

Em 1997 a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) elaborou um valor de referéncia
provisorio para microcistina — LR em agua de abastecimento de 1,0 pg/L, baseado em uma
ingestdo didria maxima tolerada de 0,04 pg/kg de peso corporal (OMS, 2004). Tal orientacéo

é provisoria devido as limitagdes no banco de dados, particularmente no que diz respeito aos
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estudos sobre a exposicdo a longo prazo e da carcinogenicidade. Em um documento de apoio
as orientacdes da OMS para agua de abastecimento, Chorus & Bartram (1999) e Falconer et

al. (1999) recomendam o uso de tal concentracdo como equivalente para outras variantes.

3.4.1 Efeito de MCYST sobre organismos aquaticos

A proliferacdo de cianobactérias potencialmente produtoras de toxinas em
ecossistemas aquaticos tem a capacidade de comprometer a qualidade da &gua, com isso
aumentando o risco de toxicidade para componentes da biota e para o homem. Dentre tais
toxinas, as mais estudadas foram as MCYST (MAGALHAES et al., 2001).

Métodos com maior poder de deteccdo de MCYST como o teste imunolédgico ELISA
tornaram possiveis a analise de pequenas concentracdes, possibilitando com isso a andlise de
pequena biomassa de animais. Utilizando ELISA, Thorstrup & Christoffersen (1999)
conseguiram detectar MCY ST em Daphnia expostas as células toxicas de M. aeruginosa.

Ferrdo-Filho et al. (2002) encontraram valores de MCYST variando de 0,3 a 3,9 ug /g
de peso seco (PS) no fitoplancton, de 0,3 a 16,4 pg/g no zooplancton e de 0 a 5,8 ng/g no
séston da Lagoa de Jacarepagua (RJ), chegando a conclusdo de que estes organismos
acumularam as toxinas a partir do seston.

O efeito de cepas tdxicas e ndo-toxicas de M. aeruginosa em Procambarus clarkii
(Crustacea, Decapoda) foi avaliado por Vasconcelos et al., (2001). Os autores observaram que
0s animais mais jovens foram mais suscetiveis as cepas nao-tdxicas, demonstrando que outras
toxinas mais potentes que MCYST podem estar sendo produzidas por esta cianobactéria.
Montagnolli et al., (2004) testaram a toxicidade de extratos de uma cepa de M. aeruginosa em
Kalliapseudes schubartii (Crustacea, Tanaidacea) e observaram uma CLso (48h) de 1.440
mg/L™ (equivalente a 1,58 mg MCYST L:, considerando-se o contetido de microcistinas do
extrato), além de um aumento no consumo de oxigénio.

Marsalek & Blaha (2004) testaram o efeito de extratos brutos e fracdes de toxinas
purificadas a partir de floraces de M. aeruginosa em diferentes invertebrados aquaticos,
incluindo o camardo A. salina, o cladécero D. magna, o rotifero Brachionus calyciflorus, o
crustaceo anostracoide T. platyurus, o cnidario Hydra tenuata e o oligoqueta Tubifex tubifex,
encontrando grande variabilidade na sensibilidade destes organismos, sendo T. platyurus o
mais sensivel a ambas as amostras e B. calyciflorus apresentou-se mais resistente.

Apesar de geralmente apresentarem maior resisténcia as cianotoxinas, 0s moluscos

também podem ser afetados por estas. Gérard et al., (2005) demonstraram que, aléem de
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acumular microcistina-LR, o gastropode pulmonado Lymnaea stagnalis apresentou reducao
na producdo de ovos e na locomocdo quando expostos a toxina purificada. Em outro estudo,
Juhel et al., (2006) demonstraram que o mexilhdo Dreissenia polymorpha teve uma reducgédo
na taxa de ingestdo e absorcao de alimento, na producéo de fezes e pseudo-fezes e no balanco
liquido de energia quando expostos as suspensdes de células de M. aeruginosa, e que este
efeito foi mais intenso quando esta cianobactéria foi oferecida em mistura com uma
diatomacea (Asterionela formosa).

Cianobactérias podem fazer parte da dieta de peixes, dentre os quais os ciclideos e
caprinideos (SOARES, 2009). Beveridge et al., (1993) demonstraram supressdo na taxa de
filtracdo e crescimento de duas espécies de tilapias (Hipophthalmichthys molitrix e
Oreochromis noloticus) quando na presenca de cepa toxica de M. aeruginosa.

Elevadas taxas de mortandade em peixes foram observadas por Tencalla et al., (1994).
Os autores constataram que trutas tratadas com altas doses de células liofilizadas de M.
aeruginosa (doses de 6,6 mg de MCYST.kg™" de peso vivo) morreram em 96 horas de
exposicao.

Soares et al., (2004) avaliaram o acimulo e a depuracdo de MCYST em Tilépia
rendalli. Os resultados obtidos pelos autores demonstraram diferentes perfis de acimulo no
figado e mUsculo do animal, correspondentes & concentracdes de 0,6 pg MCYST g™ no figado
de 0,05 pg MCYST g™ no musculo.Os autores concluiram que T. rendalli é capaz de
acumular MCYST em seus tecidos.

Alguns estudos ja foram realizados até o presente momento com insetos aquaticos.
Dentre estes, Kiviranta & Abdel-Hameed (1994), identificaram que as larvas de dipteros
como as do mosquito A. aegypti apresentaram sensibilidade moderada as cianobactérias. Os
autores encontraram valores de CLs proximos aos valores encontrados para outros organismos
aquaticos testados.

Embora o conhecimento sobre efeitos de MCYST em organismos aquéaticos seja bem
conhecido dada a grande ocorréncia destas cianotoxinas nos ecossistemas aquéaticos do mundo
inteiro, ainda sdo poucas as informacdes sobre efeitos destas cianotoxinas em organismos
bentbnicos, particularmente as larvas de insetos, as quais compdem a maior densidade da
comunidade bentdnica. Neste sentido, o presente trabalho de dissertacéo se propds a avaliar 0s
possiveis efeitos da exposicdo de larvas do quironomideo C. xanthus a presenca de extratos
toxicos e ndo tdxicos de duas cepas de M. aeruginosa isoladas de ecossistemas brasileiros,

uma produtora de MCYST e outra nao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Condicdes de cultivo de C. xanthus em laboratério

O cultivo e a manutencdo dos organismos foram realizados no laboratério de
Ecotoxicologia da Universidade Federal de Itajubd, segundo metodologia proposta por
Fonseca & Rocha (2004a).

A agua utilizada para a manutencdo das culturas foi proveniente de fonte natural
(mina) sendo armazenada em galdes de 10L por um periodo maximo de 10 dias em
labioratorio. Os padrdes fisico quimicos da dgua de cultivo utilizada correspondiam a padrdes
de dureza de 35 a 40 mg/L de CaCO3 pH entre 6,5 e 7,5 e temperatura de 22 + 2°C.

O alimento oferecido durante o primeiro instar de desenvolvimento (fase
exclusivamente plancténica) foi composto apenas por algas em  suspensdo
(Pseudokirchneriella subcapitata) na proporcéo de 10° células.mL™, adicionadas as bandejas
de cultivo apenas no primeiro dia.

Para os demais instares de desenvolvimento foram adicionadas as bandejas de cultivo
uma suspensdo de racdo floculada para peixes Tetramin® na proporgdo de 0,04mg/ml,
adicionadas diariamente as bandejas que continham entre 100 e 150 organismos.

Como substrato, utilizou-se uma proporcdo de areia (lcm) coletada em rio,
previamente lavada com agua de torneira em abundancia e agua destilada, e posteriormente
esterilizada em mufla a uma temperatura média de 550°C. As proporcdes granulométricas

utilizadas na constituigdo do substrato estéo expressas na (TABELA 2).

Tabela 2 - Granulometria do substrato utilizado para cultivo de C. xanthus.

Peneira (mm) Porcentagem de areia utilizada (%0)
1,000 1,0
0,500 8,0
0,250 50,0
0,105 40,0
0,053 0,5
Silte/argila 0,5

Fonte: Fonseca (1997).
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4.2 Cultivo e manutencdo de células das cepas produtoras e ndo produtoras de CYN e
MCYST

Para a realizacdo dos experimentos, duas cepas de C. raciborskii e duas cepas de M.
aeruginosa foram cultivadas no Laboratério de Ecotoxicologia da Universidade Federal de
Itajubd, sendo elas:

CYP 011K - cepa de origem australiana, produtora da toxina CYN, gentilmente

cedida pelo professor Dr. Andrew Humpage -“Australian Water Quality Center”;

= NPCS1 - cepa ndo produtora da toxina CYN, isolada do reservatorio de Custodia/PE;

= NPLJ 4 — cepa original da lagoa de Jacarepagué - RJ, produtora da toxina MCYST,;

= NPCD - cepa ndo produtora da toxina MCYST, isolada de lagoas da Cidade de Deus
—RJ.

Todas as cepas foram obtidas do banco de culturas de cianobactérias do Laboratério
de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias — LECT, do Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho- IBCCF/UFRJ, que possui um convénio de parceria cientifica com a UNIFELI.

As cepas foram cultivadas em mariotes com capacidade de 10 L durante 15 dias, em
meio ASM1 (Gorham et al., 1964) até que atingissem o crescimento exponencial maximo,
sob as seguintes condigdes:

pH entre 7,5 e 8,0;

= temperatura mantida entre 23 £ 2°C;

= intensidade luminosa de 21,43 pmol.fétons.m-2.s-* medida com auxilio de luximetro
(LM 8000 Digital Instruments) ap6s devida conversdo de unidades;

= fotoperiodo de 12 horas claro/escuro;

= aeracgdo continua.

Os indculos utilizados para obtencdo de novas culturas foram equivalentes a 10% do
volume de culturas pré existentes paras as cepas de C. raciborskii e 5% para as cepas de M.

aeruginosa. A partir dai, o crescimento das cultuas foi interrompido e as mesmas mantidas
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sob refrigeracéo por cerca de 3 dias até que toda a biomassa fosse decantada, possibilitando o
descarte da solugéo sobrenadante. Do concentrado obtido foram feitas diluicdes e a estimativa
do volume celular foi realizada sob microscopio 6ptico em hemocitdmeto de Fuchs Rosenthal.

Para a extracdo de toxinas adotou-se o procedimento de gelo/degelo com repeticdo
minima de trés vezes, até que as células fossem rompidas e as toxinas liberadas para 0 meio.

O extrato entdo foi novamente congelado para uso posterior durante os ensaios.
4.3 Ensaio de toxicidade aguda - Instares Il e 11|

Um total de 30 organismos com idades de 5 e 7 dias de vida (instares Il e IlI,
respectivamente) foram coletados das bandejas de cultivo e expostos individualmente a cada

tratamento, sendo:

» Tratamento 1: extrato toxico da cepa de C. Raciborskii;

= Tratamento 2: extrato ndo toxico da cepa de C. Raciborskii;
» Tratamento 3: extrato toxico da cepa de M. Aeruginosa;

» Tratamento 4: extrato ndo toxico da cepa de M. Aeruginosa
» Tratamento 5: grupo controle (somente dgua de cultivo).

Os organismos forma expostos individualmente em béqueres de vidro contendo
solucdes compostas pelo alimento Tetramin, na proporcdo 0,04 mg.SSV.mL™" adicionado
apenas no primeiro dia de exposicdo, extratos celulares equivalentes a 10° células.mL™
(condicio de floracéo) e 4gua de cultivo, perfazendo um volume final de 20 mL™ em cada
recipiente. Foram realizadas um total de seis repeticdes de cada ensaio, com periodo de
exposicao de 96 horas.

Os atributos de avaliagdo foram mortalidade e crescimento do corpo, avaliado pela
medida da largura da capsula cefélica. Para tanto, no inicio de cada ensaio dez larvas foram
coletados das mesmas bandejas de cultivo dos organismos a serem expostos e preservados em
solucdo alcool 70%. As variaveis fisicas e quimicas como pH, condutividade elétrica (uScm’
1), oxigénio dissolvido (mgL™) e temperatura (°C) foram mensurados no inicio e no final de
cada ensaio. Das larvas sobreviventes a cada tratamento, dez foram coletadas e preservadas
em alcool 70% para medicdo da capsula cefalica e as demais congeladas para quantificacdo de
toxinas. Este procedimento foi realizado apenas para 0S organismos expostos ao extrato

contendo as toxinas.
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4.4 Ensaio de toxicidade crbnica

Os ensaios de toxicidade cronica foram realizados com a exposicao de 30 organismos
individualizados do instar Il a cada tratamento, além do controle, por um periodo de 8 dias
(tempo suficiente para que os organismos controle atingissem o IV instar, num total de 2
repeticGes. Diariamente as soluges teste foram renovadas, respeitando-se um periodo de 24
horas entre as trocas.

Os atributos de avaliacdo foram mortalidade/sobrevivéncia e crescimento do corpo,
avaliados também pela largura da cépsula cefalica (mm). Para tanto, no inicio de cada teste,
10 organismos foram coletados das mesmas bandejas de cultivo dos organismos a serem
expostos e preservados em solucdo alcool 70%. Essa mesma quantidade de organismos foi
também preservada dentre os sobreviventes ao final da exposi¢do para a mesma finalidade. As
larvas expostas as toxinas foram coletadas ao final do periodo experimental e congeladas para
posterior analise de toxinas. Atributos como pH, condutividade elétrica (uScm™), oxigénio

dissolvido (mgL™) e temperatura (°C) foram mensurados no inicio e final de cada teste.
4.5 Extracdo e andlise de CYN e MCYST dos organismos e dos extratos celulares

O procedimento de extracdo e analise de CYN e MCYST dos organismos teste C.
xanthus expostos aos extratos celulares tdxicos foi realizado no Laboratorio de Ecofisiologia e
Toxicologia de Cianobactérias do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho — Universidade
Federal do Rio de Janeiro.

Os organismos a serem analisados foram pesados e em seguida liofilizados (Freezone
6 — Labconco) por um periodo de quatro horas. Apds liofilizacdo, o conjunto de organismos
referentes a cada ensaio foi novamente pesado (obtencdo do peso seco), macerado e
homogeneizado com adicdo de 1mL™ de 4gua ultra pura (Milli-Q) para ressuspensdo da
toxina dissolvida para os expostos a CYN e adicdo de 1ml de metanol para 0s expostos a
MCYST. O material foi entdo filtrado em filtro de celulose (0,45 um de porosidade e 13mm
de diametro) ou centrifugado (amostras contendo CYN e MCYST, respectivamente) e

analisado pelo método ELISA. Para tanto, foram utilizados “kits” especificos para CYN e

®
MCYST (Beacon Kit— Analitical Testes Kits).
O principio do método do Imunoensaio enzimaticos ELISA baseia-se na identificagdo

de um antigeno (CYN ou MCYST), através de um anticorpo especifico em solucéo.



23

4.6 Ensaio de sensibilidade a substancia de referéncia Cloreto de Potassio (KCI)

Substancias de referéncia sdo utilizadas para avaliar as condi¢bes de
salde/sensibilidade dos organismos-teste, sejam eles oriundos do campo ou cultivados em
laboratorio. Sdo também utilizados em pesquisas basicas com organismos aquéticos e
terrestres para definir condigdes essenciais de ensaios para cada espécie. Uma vez
estabelecidas essas condi¢bes Otimas de teste, € possivel obter resultados comparaveis, isto €,
que apresentem boa repetibilidade e reprodutibilidade (ZAGATTO et al., 2006).

Para tanto, ensaios de sensibilidade foram realizados ao longo de toda a fase
experimental de modo a garantir uma periddica avaliacdo da satde dos organismos utilizados
nos ensaios e a consequente elaboracdo de uma carta controle. A solucédo estoque utilizada foi
Cloreto de Potassio (KCI) 40,0 g.L™ em seis diferentes concentracdes, além do controle. A
faixa das concentracdes ficou entre 0,5 g.L™ e 3,0 g.L"". Um total de 10 organismos dos
instares 1l e Ill foram expostos a cada concentracdo durante um periodo de 96 horas,
totalizando 70 organismos por teste. Ao final da exposicao, foram realizadas as contagens dos
organismos mortos em cada concentracdo, e posterior calculo dos valores de CL50 com o
auxilio do programa Sperman — Karber. De posse dos valores das CL50 foi aplicado o modelo
desenvolvido pela USEPA (1994) para célculo dos limites superiores e inferiores referentes &

carta controle.

4.7 Analise estatistica dos dados

O tratamento dos dados para o atributo largura da capsula cefalica foi realizado com o
auxilio do programa estatistico SPSS 17.0.Inicialmente, uma andlise de variancia (ANOVA
UNIVARIADA) foi aplicada com o intuito de se avaliar a existéncia de diferenca significativa
entre os ensaios com ambos os instares (11 e I11), tendo como variavel dependente a largura da
capsula cefalica (mm). A ndo existéncia de diferenca entre 0s ensaios permitiu que 0s mesmos
fossem agrupados, utilizando para os calculos as médias das larguras capsulas cefalicas.
Posteriormente, utilizou-se o teste de Dunnett com o intuito de verificar a existéncia de
diferenca significativa entre o grupo controle e os demais tratamentos, e o teste de Bonferoni
para comparagGes multiplas. Todas as analises foram realizadas com nivel de significancia de
5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Ensaios agudos: Instares Il e 11l
5.1.1 Mortalidade
5.1.1.1 Cepas de C. raciborskii
A figura 4 apresenta os dados relativos a mortalidade obtida nos ensaios de toxicidade

aguda com larvas dos instares Il e 11l ap0s exposicao aos extratos das cepas de C. raciborskii

e na tabela 3 os valores das variaveis fisicas e quimicas obtidas durante estes ensaios.
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Tratamentos

Figura 4 - Porcentagens de mortalidade para os instares Il e 11l ap6s exposi¢cdo aguda de larvas de C.
xanthus aos extratos celulares das cepas de C. raciborskii.

Tabela 3 - Variaveis fisicas e quimicas mensuradas no inicio e término dos ensaios de toxicidade
aguda com exposicdo de larvas de C. xanthus dos instares Il e Ill aos extratos das cepas de C.
raciborskii.

i CONTROLE
Instares pH CE(Scm?) oOD(mgL%)  T(C)
Inicio Fim Inicio Fim Inicio Fim Inicio Fim

1 7,2 8,1 140 151 59 6,2 23 22
i 7,5 8,1 165 188 5,8 6,5 23 23

CYP-011K
1 7,4 8,1 129 277 6,1 5,8 23 23
i 7,3 8,3 204 252 5,2 5,2 22 22

NPCS-1
1 7,2 8,0 165 219 6,2 6,0 22 23
1l 74 8,2 186 222 5,6 5,1 22 24
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A andlise quantitativa dos resultados indicou uma maior sensibilidade de larvas do
instar 11 em exposicdo ao extrato toxico (CYN) correspondendo a uma porcentagem de
mortalidade de 14%. Contrariamente, larvas do instar Ill foram mais sensiveis quando
expostas ao extrato ndo toxico, com 15% de mortalidade, ndo apresentando efeito quando
expostas ao extrato toxico, porém, ndo se pode afirmar que houve efetivamente efeito agudo
pronunciado em relacdo a mortalidade para ambos os instares e ambos 0s extratos, uma vez
que os maiores valores de mortalidade ndo ultrapassaram porcentagens de 15%, valor
aceitavel como baixo.

Efeitos agudos avaliados pelo atributo mortalidade foram encontrados por Dornfeld
(2006) apds exposicdo de larvas de C. xanthus ao metal cAdmio e por Almeida (2007) apds
exposicdo ao inseticida atrazina. Tais contaminantes possuem mecanismos de acdo em C.
xanthus totalmente diferentes da CYN, de efeito ja comprovado por varios autores como
potente blogueador da sintese protéica, porém ndo avaliado no presente trabalho.

Nogueira et al. (2004) tambem avaliaram os efeitos sobre o crescimento de D. magna
juvenis ap6s exposicdo aguda a duas cepas de C. raciborskii (toxica e ndo toxica). Apos 48
horas de exposicdo os autores observaram taxas de mortalidade da ordem de 93,33% e 10%
para as cepas toxicas e nao toxicas, respectivamente.

Kinnear et al., (2007) também investigaram possiveis efeitos sub-letais em M.
tuberculata durante exposicdo ao extrato e células intactas de C. raciborskii produtora de
CYN. Os autores observaram que ambos o0s tratamentos ndo causaram alteracbes na
mortalidade, taxa de crescimento ou comportamento nos individuos adultos, e sim na
liberacdo de filhotes pela bolsa incubadora, o que revelou um efeito na reproducdo destes
organismos.

A semelhanca observada nas taxas de mortalidade para ambas as cepas, em especial
para os dados obtidos apds exposicao ao extrato ndo toxico também pode indicar a presenca e
atuacdo de outros metabdlitos que ndo cianotoxinas na solucdo de exposicdo. Tal fato é de
grande relevancia, uma vez que a mortalidade de larva de C. xanthus em condicOes
ambientais normais pode estar relacionada a simples presenca de cianobactérias.

Os valores das variaveis fisicas e quimicas monitoradas durante os ensaios agudos ndo
sofreram alteracbes entre o inicio e final dos experimentos. Observa-se apenas que nas
solugdes com os extratos houve um pequeno aumento nos valores de condutividade, e pH, o
que € explicado por conter justamente extratos de cianobactérias, as quais foram cultivados

em meio com pH em torno de 8,0 (valor similar ao encontrado nos ambientes com floragdes).
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5.1.1.2 Cepas de M. aeruginosa

A figura 5 apresenta os dados de mortalidade dos ensaios de toxicidade aguda ap0s
exposicdo de larvas dos instares Il e Ill aos extratos das cepas de M. aeruginosa e ao
tratamento controle, e na Tabela 4, os valores das variveis fisicas e quimicas monitoradas.
Também foi observada a mesma tendéncia ja relatada nos ensaios com o0s extratos de C.
raciborskii.

3 Winstarll
2 Dinstar 1l

Porcentagem de mortalidade {%)

Controle NPLI4 NPCD

Tratamentos

Figura 5 - Porcentagem de organismos mortos dos instares Il e 111 durante exposi¢do aguda (96 horas)
aos extratos celulares das cepas de M. aeruginosa.

Tabela 4 - Variaveis Fisicas e Quimicas obtidas no inicio e fim dos ensaios de toxicidade aguda com
exposicdo de larvas de C. xanthus dos instares Il e 111 aos extratos das cepas de M. aeruginosa.

CONTROLE
instares pH CE (uS.cm®)  OD (mg.L™) T (°C)
. Fim .. . .. . .. .
Inicio Inicio Fim Inicio Fim Inicio Fim

I 7,2 8,1 140 151 5,9 6,2 23 22
i 7,5 8,1 165 188 58 6,5 23 23

NPLJ4
I 7,0 8,2 146 187 6,5 6,5 24 23
i 7,4 8,1 151 178 6,4 6,9 24 24
NPCD

I 7,1 8,1 143 188 6,6 6,6 22 23
i 7,5 8,1 166 184 6,5 6,1 23 22
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Como observado, a analise quantitativa dos resultados revelou a ndo existéncia de
efeito agudo quanto & mortalidade para larvas de C. xanthus, uma vez que as maiores
porcentagens de mortalidade ndo corresponderam a valores superiores a 6% para ambos 0s
extratos.

Em estudo ja realizados com larvas de insetos Marsalek & Blaha (2004) compararam a
diferencga de sensibilidade apds exposicdo aguda ao extrato, pigmento e toxina purificada em
trés diferentes amostras de M. aeruginosa nas concentracfes de 1,085; 0,48 e 0,03 mg/g de
peso seco (PS). Tais concentracdes foram denominadas como toxica (1), intermediaria (2) e
ndo toxica (3), respectivamente, para larvas de Culex pipiens e Drosophila melanogaster. Para
C. pipiens, a exposicdo a concentragdo ndo toxica ndo resultou em mortalidade, porém, os
maiores valores de CL50 foram registrados apds exposicdo a toxina purificada tanto para a
concentracdo toxica quanto a intermediaria (22,3 e 25,9 mg/g PS, respectivamente). Ja para D.
melanogaster, os maiores valores de CL50 foram registrados ap0s exposi¢do ao pigmento
para as trés amostras analisadas.

No presente trabalho, larvas de C. xanthus foram expostas apenas aos extratos
celulares, sendo detectado nos organismos concentracdes de toxina equivalentes a 0,016 e
0,060 ng/mg respectivamente para os instares Il e 11l. (Tabela 8). Tais valores sdo menores,
comparados aos obtidos pelos autores acima mencionados, 0 que permite indicar que a
concentracdo de MCYST (equivalente a condigdo de floragcdo) a que os organismos foram
expostos foi insuficiente para provocar um efeito agudo avaliado pelo atributo mortalidade.

Estes mesmos autores mencionam que a mortalidade muitas vezes pode ser resultado
da interacdo entre toxina e outros metabdlitos presentes nas amostras. Neste sentido, Kivirata
et al., (1993) concluiram que a cepa de Oscillatoria agardhii ndo produtora de MCYST foi
altamente toxica para larvas de Aedes aegypti, apresentando valores de CL50 - 24 horas de 8,7
e 6,1 g/celulas/ml para os instares IV e Il, respectivamente. Porém, este efeito ndo foi
observado no presente trabalho, o que pode indicar que a cepa ndo produtora de MCYST
(isoladas das lagoas da Cidade de Deus/RJ) ndo possuem metabdlitos secundarios diferentes
da toxina que provocam efeitos agudos em C. xanthus, ou que mesmo se houver, a

concentracgéo utilizada ndo foi suficiente para provocar um efeito agudo.
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5.1.2 Largura da capsula cefalica — instares 11 e 111

5.1.2.1 Cepas de C. raciborskii

As figuras 6 e 7 apresentam os valores médios mais 0s desvios padrdes para o atributo
largura das cépsulas cefélicas de larvas de C. xanthus dos instares Il e 11l apds exposicdo
aguda aos extratos das cepas de C. raciborskii.

A andlise de variancia dos dados referentes as médias das larguras das capsulas
cefélicas dos instares Il e Il ap6s exposicdo aos extratos de C. raciborskii revelou a
existéncia de ndo interacdo entre tipo de tratamento (extrato) e estagio de vida. Foi também
verificada a existéncia de diferenca significativa de resposta a exposi¢cdo entre 0s instares,
bem como entre o tipo de extrato oferecido. Pela aplicacdo do pos teste de Bonferoni, pode-se
observar que a média das capsulas cefalicas de larvas expostas ao tratamento controle diferiu
significativamente das médias dos dois extratos celulares, que também diferiram entre. Em
geral, para os dois instares testados, ao final do periodo de exposicdo, 0 maior estimulo de
crescimento ocorreu entre larvas expostas ao tratamento com extrato da cepa NPCS1, seguida
pelo tratamento com extrato toxico da cepa CYPO11K, e por fim pelo tratamento controle.
Com isso, ficou claro que a exposi¢do aos extratos promoveu o crescimento.

Nogueira et al. (2004) avaliaram possiveis efeitos quanto ao crescimento e
desenvolvimento de D. magna ap6s exposicdo aguda as cepas tdxicas e nao toxicas de C.
raciborskii e uma alga ndo toxica utilizada como alimento (A. falcatus), além do grupo
controle. Os autores observaram a ocorréncia de aumento na taxa de crescimento do corpo de
2,54% para Daphnias expostas a cepa toxica, 38,14% para a ndo toxica, 55,54% para as que
receberam A. falcatus como alimento e de 11,47 para o grupo controle.

Os autores comentam gue além do fato de C. raciborskii ser considerada como fonte
inadequada de alimento devido ao baixo teor nutricional apresentado ou pela inibicdo de
enzimas digestivas (ARNOLD, 1971; PORTER & MCDONOUGH, 1984; HAWKINS &
LAMPERT, 1989; JUTTNER & WESSEL, 2003), o efeito da CYN neste caso foi
pronunciado, o que também foi observado no presente trabalho.

Os resultados dos ensaios agudos avaliados pelo atributo largura da cépsula cefalica
indicaram que independente da presenca de CYN, organismos expostos a ambos os extratos
tiveram estimulo no crescimento do corpo, com maior expressividade para 0s expostos ao
extrato ndo toxico. Isso pode indicar que a ligacdo dos extratos (maior contetdo de carbono

organico), acrescido da ragdo Tetramin, foi melhor assimilada pelo organismos, promovendo
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um maior crescimento. Cabe ressaltar que por intermédio da avaliacdo desse atributo, pode-se
observar melhor o efeito, quando comparado ao parametro mortalidade.

O estimulo de crescimento mais acentuado observado ap0s exposicdo ao extrato nao
ndo do crescimento, pois ficou claro que o extrato ndo tdxico oferecido se mostrou mais
eficiente em estimular o crescimento das larvas. Isto mostra que possivelmente existam outros

metabdlitos no extrato considerados estimulantes.

Controle CYP 011K NPCS 1
Tratamentos

Figura 6 - Valor médio (£DP) da largura das capsulas cefalicas de larvas de C. xanthus do instar Il
apos exposicdo aguda aos extratos de C. raciborskii (* e ** = diferencas significativas entre os
tratamentos, p<0,05).
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Figura 7 - Valor médio (xtDP) das cépsulas cefélicas de larvas de C. xanthus do instar Il apds
exposicdo aguda aos extratos das cepas de C. raciborskii . (* e ** = diferencas significativas entre os
tratamentos, p<0,05).
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5.1.2.2 Cepas de M. aeruginosa

As figuras 8 e 9 apresentam os valores médioas mais os desvios padrfes para a largura
das capsulas cefalicas de larvas de C. xanthus dos instares Il e 11l apds exposicdo aguda aos
extratos das cepas e M. aeruginosa.

A andlise estatistica revelou a existéncia de diferenca significativa entre os estagios de
vida e tipo de tratamento, ou seja, o efeito de toxicidade gerada pela exposicdo aos diferentes
extratos esta diretamente relacionado ao estadgio de desenvolvimento dos organismos.
Organismos do instar Il tiveram efeito mais pronunciado (cresceram menos) em comparagao
aos do instar I1.

O teste de comparacdo multipa (Bonferroni) evidenciou a existéncia de diferenca
significativa entre o tratamento controle e os tratamentos com as cepas produtoras e nao
produtoras de MCYST, porém, ndo havendo diferenca entre os dois tratamentos com o0s
extratos.

Contrariamente ao que foi observado apds exposicdo as cepas de C. raciborskii, houve
efeito de retardo no crescimento dos organismos para ambos os instares, fato este nédo
relacionado a presenca de MCYST, uma vez que o mesmo efeito ocorreu em ambos 0s
instares, o que reflete uma preocupacdo ecoldgica ao se avaliar o efeito de cianobactérias
sobre comunidades bentonicas, uma vez que esta faz parte da cadeia de detritos nos
ecossistemas aquaticos.

Para os ensaios agudos, o atributo largura da capsula cefalica, comparado ao de
mortalidade foi mais expressivo, uma vez que os resultados indicaram uma maior acuracidade
na avaliacdo do efeito de extratos de cianobactérias sobre aspectos do ciclo de vida de C.

xanthus.
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Figura 8 - Valores médios (£DP) de largura das cépsulas cefélicas de larvas do instar Il de C. xanthus
apos exposicdo aguda aos extratos de M. aeruginosa (*diferencas significativas, p<0,05).
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Figura 9 - Valores médios (£DP) de largura das capsulas cefalicas de larvas do instar 11l de C. xanthus
apos exposicao aguda aos extratos de M. aeruginosa (* diferencas significativas ANOVA, p<0,05).

5.2 Ensaio de toxicidade cronica
5.2.1 Mortalidade
5.2.1.1 Cepas de C. raciborskii
O emprego de testes de toxicidade cronica é de fundamental importancia, pois tende a
mostrar os efeitos subletais dos contaminantes aos organismos, sendo importante na avaliacéo

da dindmica populacional e também nas extrapolagdes para os provaveis efeitos a saude
ambiental (DORNFELD, 2002).
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Segundo Janssens de Bisthoven et al. (1998), os atributos de avaliagio como
desenvolvimento, sobrevivéncia e crescimento sdo frequentemente utilizados para a avaliagdo
da toxicidade em invertebrados bentonicos. Portanto, varios sdo os trabalhos realizados com
quironomideos que apontam os testes de longa duracdo e pardmetros de avaliacdo mais
sensiveis que a sobrevivéncia como ferramenta importante para a avaliacdo da toxicidade
ambiental.

A figura 10 apresenta os dados quantitativos de mortalidade para larvas de C. xanthus
expostas aos extratos das cepas de C. raciborskii. Os maiores valores de mortalidade foram
observados dentre as larvas expostas ao extrato contendo CYN, o que ndo foi observado nos
resultados dos ensaios agudos. Tal fato pode indicar a expressdo de um possivel efeito
citotoxico relacionado a presenca de CYN, uma vez que o apice da interrupcdo da sintese
protéica ocasionada por tal toxina ocorre ao final do 7° ou 8° dia de exposicao. Entretanto, ndo
se pode afirmar que tenha ocorrido um efeito expressivo de mortalidade, ja que ao final do 7°
dia de exposicao a maior taxa de mortalidade (para larvas expostas ao extrato contendo CYN)
ndo ultrapassou 16%, o que ainda pode-se considerar dentro dos parametros de validacdo dos
ensaios de toxicidade (até 10% de mortalidade para os organismos do tratamento controle).

Os valores das variaveis fisicas e quimicas monitoradas neste ensaio estdo na Tabela
5. Observa-se também, como nos ensaios agudos, tendéncia de pequeno aumento nos valores

de condutividade e pH.
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Figura 10 - Porcentagem de organismos mortos ao final do 7° dia de exposigdo cronica aos extratos
celulares de C. raciborskii.
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Tabela 5 - Variaveis fisicas e quimicas obtidas no inicio e término dos ensaios de toxicidade cronica
com exposicdo de larvas de C. xanthus aos extratos celulares das cepas de C. raciborskii.

CONTROLE
pH CE (us.cm™) OD (mg L™ T(°C)
Inicio Fim Inicio Fim Inicio Fim Inicio Fim
7,20 8,0 107 132 6,0 6,2 23 22
CYP- 011K
7,30 8,1 127 275 6,2 59 22 23
NPCS-1
7,3 8,0 166 172 6,3 6,0 23 22

5.2.1.2 Cepas de M. aeruginosa

A figura 11 apresenta os dados relativos a mortalidade de larvas de C. xanthus apos
exposicdo aos extratos das cepas de M. aeruginosa e na tabela 6 as variaveis monitoradas
durante o ensaio que prevalecem as mesmas observacdes ja relatadas para 0s experimentos
com os extratos de C. raciborskii.

Foi observada a ocorréncia de maior porcentagem de mortalidade para larvas expostas
ao extrato ndo toxico, o que pode evidenciar efeito da presenca de outras substancias
relacionadas a toxicidade que ndo MCYST, entretanto, de acordo com resultados obtidos
através dos ensaios agudos para todos os extratos, ndo se pode afirmar a existéncia de efeito
pronunciado de mortalidade.

Apesar da capacidade apresentada por cianobactérias e cianotoxinas em exercer
efeitos em todos os niveis taxondémicos, especial atencdo tem sido dada aos efeitos em
invertebrados  aquaticos,  principalmente  aos  componentes do  zooplancton
(CHRISTOFFERSEN, 1996; WIEGAND & PFLUGACHER, 2005). Os efeitos toxicos da
presenca de tais organismos e substancias dependem da concentracéo, rota de exposicao, tipo
de toxina e espécie de zooplancton afetada. Segundo Ferrdo-Filho (2009), efeitos agudos de
MCYST sobre a sobrevivéncia sdo obtidos com concentracfes relativamente elevadas de
células vivas, extratos ou toxina purificada, enquanto efeitos crénicos ocorrem em
concentragGes menores.

Fernandes (2008), em ensaio crénico de acumulo e depuracdo de MCYST no

mexilhdo Mytilus galloprovincialis, obteve um valor maximo de mortalidade de apenas 5%
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apds expor os animais a uma concentracio de 7,1 pg MCYST /10° células, também ndo
evidenciando a existéncia de efeito cronico.

Os resultados obtidos no presente trabalho, no que se refere a sobrevivéncia das larvas
de C. xanthus indicaram, que embora a concentracdo celular de 10° cels/mL™ n&o tenha
provocado efeitos agudos e crbnicos, a exposicdo prolongada efetuada no ensaio cronico
provocou um aumento na mortalidade para ambas as cepas.

Vale ressaltar que a concentracdo de MCYST livre contida na solucgéo teste foi de 39
ngMCYST.mL™ (Tabela 8) obtida no extrato celular ndo provocou efeitos agudos e cronicos
para larvas de C. xanthus, o que implica em dizer que estes efeitos s6 poderdo ser observados
em concentragdes mais elevadas de extrato celular, com a toxina purificada ou mesmo com

células integras.

Porcentagem de organismos

Controle NPL4 NPCD

Tratamentos

Figura 11 - Porcentagem de mortalidade apos exposicdo cronica de larvas de C. xanthus aos extratos
celulares das cepas de M. aeruginosa.

Tabela 6 - Variaveis fisicas e quimicas medidas no inicio e fim dos ensaios de toxicidade crénica com
larvas de C. xanthus em exposicao aos extratos celulares das cepas de M. aeruginosa.

CONTROLE
pH CE (ps.cm™) OD (mg.L™) T (°C)
Inicio Fim Inicio Fim Inicio Fim Inicio Fim
7,2 8,1 142 155 6,0 5,8 23 22
NPLJ-4
7,0 8,2 144 155 6,2 6,1 23 24
NPCD-1

7,1 8,1 145 151 6,4 6,0 22 23
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5.2.2 Largura da Cépsula cefélica

5.2.2.1. Cepas de C. raciborskii

A figura 12 apresenta os dados referentes as médias das cdpsulas cefélicas das larvas
de C. xanthus medidas ap0s exposic¢do cronica aos tratamentos controle e extratos celulares
das cepas de C. raciborskii.

A andlise de variancia revelou a existéncia de diferenca significativa entre a média das
capsulas cefélicas de organismos expostos ao tratamento controle e entre os demais
tratamentos. J& o teste de comparagdo multipla possibilitou a identificacdo de tais diferencas,
onde, larvas expostas ao extrato ndo tdxico apresentaram maior crescimento em relacao
expostas ao extrato toxico, o que corrobora com resultados obtidos apds exposicdo aguda as
mesmas cepas. Novamente, a hiptese anteriormente levantada sobre a presenca de outras
substancias no extrato se apoia a tais resultados, uma vez que a exposi¢do ao extrato da cepa
NPCS foi mais efetivo em estimular o crescimento das larvas.

Os resultados acima expostos indicaram também que extratos de cianobactérias
acrescidos de alimento promoveram estimulo no crescimento das larvas, independente da
presenca da CYN. Isso pode indicar que floracdes de C. raciborskii (10° cels.mL™), embora ja
comprovada como alimento de baixo contetdo nutricional comparado as cloroficeas, quando
presentes no ambiente e ao morrerem e se depositarem nos sedimentos poderdo estimular o

crescimento da biomassa de C. xanthus.
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Figura 12 - Média e desvio padrdo das cépsulas cefalicas de larvas de C. xanthus apds exposi¢do
cronica aos extratos de C. raciborskii (* diferenca significativa p<0,05).
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5.2.2.2 Cepas de M. aeruginosa

A figura 13 apresenta os dados referentes as médias das larguras das capsulas cefalicas
de larvas de C. xanthus apds exposicao aos extratos de M. aeruginosa.

A andlise de variancia indicou a existéncia de diferenca significativa entre as médias
das capsulas expostas aos trés diferentes tratamentos. Pelo teste de Bonferoni pode-se contatar
que a media das capsulas do grupo controle diferiu significativamente da média das capsulas
das larvas expostas aos dois extratos celulares, porém, ndo existindo diferenca estatistica

significativa entre os tratamentos com ambos 0s extratos.
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Figura 13 - Valores referentes as médias (xDP) das larguras das capsulas cefalicas de larvas de C.
xanthus apés exposi¢do cronica aos extratos de M. aeruginosa (* diferenca significativa p<0,05).

Existe grande disponibilidade de dados relacionados a ensaios utilizando
quironomideos e agentes estressores ambientais, entretanto, devido ao ineditismo do presente
trabalho, que se propds a avaliar o efeito de extratos de cepas de M. aeruginosa sob
determinados aspectos do ciclo de vida de C. xanthus, poucos séo os resultados que puderam
ser comparados com dados ja existentes na literatura relacionada.

Os ensaios cronicos realizados com exposicdo de larvas de C. xanthus aos extratos
celulares de cianobactérias revelaram que um periodo maior de exposicdo permitiu que o
efeito observado nos ensaios agudos fosse minimizado, uma vez que houve crescimento dos
organismos, independente da presenca ou ndo de toxinas. Portanto, ao se expor larvas de C.
xanthus em estagios iniciais de desenvolvimento e com renovacdo diaria da quantidade de

alimento (racdo Tetramin agregada aos extratos celulares de M. aeruginosa), ndao foram
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observados efeitos que comprometessem a manutencdo dos organismos no ambiente, apds
morte celular das cianobactérias.

Cabe ressaltar que possivelmente o processo de detoxicacdo tenha ocorrido somente
apos o quarto dia de exposicdo, ou mesmo que tenha ocorrido uma adaptacdo a concentracao
exposta, 0 que posteriormente devera ser objeto de investigagao.

O efeito da detoxicacdo pode estar relacionado a atividade de enzimas como a GST
(glutatinona S — transferase) ou GP-X (glutationa peroxidase), efeito este ja demonstrado em
estudos com peixes como o realizado por Wiegand et al. (1999) onde os autores constataram a
existéncia de absorcdo de MCYST nos estagios larvais de Danio rerio e a capacidade de
metabolizacdo da toxinas a substancias menos danosas. Larvas de C. xanthus também podem
apresentar a capacidade de metabolizacdo acima discutida, o que possibilitou maior

resisténcia das larvas em estagios iniciais de desenvolvimento aos extratos.

5.3 Absorcao de CYN e MCYST apds exposicao aguda e crbnica

5.3.1 Absorcdo de CYN nos organismos ap0s exposicao aguda (instares I e 111)

A Tabela 7 apresenta os valores da concentracdo de CYN oferecida, de peso seco
(mg), as concentragdes nos tecidos dos organismos (ngCYN/mg), e a porcentagem de
absorcédo apresentada pelas larvas nos diferentes estagios de vida (instares 1l e I11).

Cabe ressaltar que os dados apresentados sdo apenas estimativas preliminares,
necessitando de uma confirmacdo mais segura, uma vez que ndo foi possivel quantificar em
um ndmero maior de organismos. Mediante tal impossibilidade, uma anéalise mais acurada dos
dados ficou comprometida. Novos experimentos deverdo ser realizados numa futura

investigacao cientifica.
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Tabela 7 - Concentragdo de CYN (ng.mL-1) oferecida as larvas durante exposi¢cdo aguda; valor de
peso seco (mg); concentracdo de CYN nas larvas ap6s ensaios (ng/mg) e porcentagem (%) de acimulo
de toxina.

Concentragao Concentracéao
d.e CYN no P'eso de de CYNnos % médiade CYN
inicio dos organismos secos .
. organismos acumulada
ensaios (mg) (ng/mg)
(ng.ml_-l) g g
Instar
| 5,56 0,35 2,00 35,97
instar
5,56 0,47 1,65 29,67

Pode-se observar que houve tendéncia da porcentagem de acimulo de CYN ser
inversamente proporcional ao peso seco das larvas secas, uma vez que larvas maiores (instar
[11) acumularam menos toxina do que larvas menores (instar Il). Entretanto, como ja
mencionado, estes dados necessitam ser confirmados, além do que, existem poucas
informagdes disponiveis sobre o acimulo de CYN em animais aquaticos, especialmente em
invertebrados.

Dentre estes trabalhos, Nogueira et al. (2004), em estudo com D. Magna oferecendo
células intactas de uma cepa de C. raciborskii produtora de CYN, encontraram uma
concentracdo de CYN ap6s exspoicdo aguda de 24 horas de 0.025 ng animal ™ e de 0,020 ng
animal !, ap6s 48 h de exposicdo, respectivemente. Os autores comentam que tais animais
podem ter tido uma maior capacidade de filtrar as células das cianobactérias, uma vez que a
taxas de filtracdo e ingestdo sdo dependentes do comprimento do corpo de claddceros
(HANEY, 1985; LAMPERT, 1987) e neste caso, D.magna é considerada um organismo
grande (5 — 6mm), comparado a outros Cladocera. A relativa baixa concentracdo de CYN
detectada no tecido D. magna neste estudo poderia ser atribuidas a intoxicacdo progressiva
dos animais, causando a uma diminuic¢do na taxa de alimentagdo (LAMPERT, 1981).

Estudos com invertebrados benténicos tambem revelaram a capacidade de acumulagao
de CYN. Shaker et al., (2004) expuseram o mexilhdo de 4gua doce Anodonta cygnea durante
16 dias a cultura de C. raciborskii produtora de CYN em uma concentra¢do entre 14 e 90
Hg.L™ durante a fase de acumulagdo, obtendo uma concentraccdo de até 2,52 pg/g PS .

Entretanto, houve diferenca entre acumulo de toxina, onde hemolinfa acumulou 68,1%,
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visceras 23,3%, pé e gbnadas 7,7% e manto 0,9%. Apds um periodo de depuracdo de duas
semanas, cerca de 50% de toxina ainda permanecia nos tecidos do animal em quest&o.

Outros macroinvertebrados benténicos também apresentaram capacidade de
bioacumulacdo de CYN. Em estudos com decapodas e bilvavos Saker & Eaglesham (1999)
demonstraram a acumulacdo de CYN em Cherax quadricarinatus (Decapoda) provenientes
de agude de aquicultura. Em condi¢des de laborat6rio os autores verificaram maior acimulo
de CYN no hepatopéancreas do animal. White et al. (2005), em estudo com Melanoides
tuberculata, avaliaram o potencial em bioconcentrar e bioacumular CYN nos tecidos dos
organismos expostos ao extrato e a células intactas de C. raciborskii.

Mais estudos relacionados ao acumulo e a bioconcentracdo de CYN em macro
invertebrados bentbnicos sdo necessarios para que se possam entender exatamente quais 0S
verdadeiros danos que a exposicao a toxina possa vir a causar a tal nivel da biota aquatica.

Cabe ressaltar que estas investigacGes necessitam ser realizadas com extratos celulares
de cianobactérias ou com a toxina purificada, uma vez que a presenca de células intactas no

compartimento sedimento é praticamente improvavel.

5.3.2 Absor¢do de MCYST pelos organismos apds exposi¢do aguda (instares Il e IlI) e

cronica

A tabela 8 apresenta os dados relacionados a concentracdo de MCYST oferecida as
larvas durantes os ensaios agudos, bem como as médias de peso seco das mesmas, as
concentracfes de MCYST absorvidas e a porcentagem média de acumulo. Os resultados
revelaram que a incorporacdo da toxina livre foi proporcional a massa dos organismos para
ambos o0s estagios de desenvolvimento durante o tempo de exposicdo aguda, ou seja, maior
massa, maior quantidade de toxina assimilada.

Os organismos foram expostos a uma concentracgéo inicial de MCYST na solucdo teste
de 39,0 ng.mL™ (inicio) e final de 34,8 ng.mL™, havendo, portanto, apenas 10,76% de
degradacéo de toxina. Observou-se que os valores médios de assimilacdo ficaram entre 0,04%

e 0,15% para os instares Il e 11l respectivamente.
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Tabela 8 - Concentracdo de MCYST oferecida as larvas de C. xanthus dos instares Il e Il durante
exposicdo aguda e porcentagem média de toxina absorvida pelos organismos.

Concentracao Concentracéao
de MCYST no Peso medio de media (xDP) % media de
inicio dos organismos secos de MCYST nos MCYST
ensaios (mg) organismos absorvida
(ng.mL™") (ng/mg)
'”ﬁar 39 0,05(+003) 0,016 (+0,011) 0,04
Instar 39 0,21 (+0,18) 0,060 (0,02) 0,15

No gue concerne aos ensaios crénicos, como o tempo de exposicdo foi maior (7 dias) e
também com renovacdo diaria das solucdes, maior foi a porcentagem de toxina assimilada
(0,23%) ao final do sétimo dia de exposicdo quando comparado a uma Unica dose na
exposicdo aguda (Tabela 9). Porém, ambos os resultados indicaram a baixa capacidade de

absorcéo destes organismos. Estes resultados serdo apresentados na tabela 9.

Tabela 9 - Concentracdo de MCYST oferecida aos organismos durante ensaio cronico e porcentagem
média de toxina absorvida.

~ Concentracao
Concentracéo de média (+DP) de
MCYST noinicio  Peso médio (xDP) MCYST nos % média de
dos ensailos de organismo (mg) organismos MCYST absorvida
(ng/mL"™) (ng/ma)
0,09
39 (£0,007) 0,093 (x0,0007) 0,23

A comunidade zooplanctonica € uma das mais importantes ligacbes entre 0s
produtores primarios e 0s consumidores, como peixes. Assim, 0 zooplancton pode ser um
importante vetor de cianotoxinas ao longo da cadeia alimentar (FERRAO-FILHO et al.,
2002). Entretanto, existe uma ampla necessidade de estudos que avaliem o efeito da
acumulacdo de toxinas em organismos bentonicos, também importantes elos da cadeia
alimentar de ecossistemas aquaticos.

Os processos de absorcdo e bioacumulacdo de MCYST ja foram demonstrados em
varios trabalhos (WATANABE et al., 1992);: LAUREN MAATA et al., 1995; KOTAK et al.,
1996; THOSTRUP & CHRISTOFFERSEN, 1999; MAGALHAES et al., 2001; FERRAO-
FILHO et al., 2002; IBELINGS et al,. 2005; SILVA, 2008).
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Thorstrup & Christoffersen (1999) pela utilizacdo do método ELISA detectaram de 0,7
a 24,5 ug de MCYST.g™" PS (peso seco) de Daphnias submetidas as células toxicas de M.
aeruginosa. Os autores ainda salientaram que se a quantidade de toxina fosse originaria
somente do conteido de células contidas no tubo digestivo dos animais (calculada em 0,002
ng.MCYST Daphnia-), a quantidade de toxina realmente medida (0,19 ng.MCYST Daphnia-)
foi cerca de 100 vezes maior, indicando que esta toxina foi assimilada e acumulada em outras
partes do animal.

No presente trabalho, os valores encontrados para a absor¢do de MCYST por larvas
de C. xanthus variaram entre 0,016, 0,060 e 0,23 ng de MCYST/gPS para larvas dos instares
Il e Il (ensaio agudo) e crbnico, respectivamente, uma vez que o modo de exposi¢do (células
intactas, extratos, toxina purificada) € um dos principais fatores que influenciam nos
resultados. Quando expostos a células intactas, mesmo em baixas concentracdes, 0s efeitos
sdo mais evidentes do que quando os animais sdo expostos a extratos ou toxinas purificadas
(FERRAO-FILHO, 2009).

Fernandes (2008), avaliou o acimulo e a depuracdo de MCYST no mexilhdo Mytilus
galloprovincialis. A autora concluiu que os mexilhdes mostraram um nivel maximo
detectavel de MCYST de 0,38 pg/g peso seco durante o periodo de acumulagdo e de 0,37 pg/g
de PS durante o periodo de depuracdo, o que indica potencial de acumulacdo de toxina.

Em estudo com uma teia alimentar simples, Laurén-Maaté et al. (1995) demonstraram
gue Choaborus apresentou alta mortalidade quando alimentado com Daphnia, alimentada por
sua vez com Microcystis toxica, sugerindo que Daphnia pode ter transferido a toxina para as
larvas de Chaoborus. Entretanto, estes autores ndo detectaram microcistinas (por HPLC) nas
larvas de mosquito, sugerindo que estas toxinas podem ter sido metabolizadas ou excretadas
por estes organismos ou mesmo ndo detectadas pelo método de analise escolhido.

De acordo com resultados obtidos com larvas de C. xanthus, as mesmas também
pareceram ser pouco suscetiveis a acumularem MCYST em seus tecidos, quando expostas a
concentracdo de toxina contida em 10° cels/ml, que foi a abordagem do presente trabalho.
Exposicdes as concentracdes maiores, bem como outros métodos de avaliacdo, como, por
exemplo, ensaios de genotoxicidade, e com biomarcadores bioquimicos poderao ser objeto de
novas investigacoes.

Em concordancia com resultados obtidos através da avaliacdo final das médias de
crescimento das larvas (medicdo das cépsulas cefalicas), estdo as médias de peso seco
mensurados apds exposicdo as cepas de C. raciborskii e M. aeruginosa. Pode-se observar que

houve grande diferenca de peso entre as que foram expostas aos extratos de C. raciborskii
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com crescimento mais pronunciado e entre as expostas aos extratos de M. aeruginosa que
apresentaram retardo no crescimento e conseqtiente menor media de peso seco.

A avaliacdo de tal atributo deixa mais clara a acdo dos extratos celulares a que foram
expostas as larvas. Dentre estas, as de efeito mais pronunciado foram as de M. aeruginosa,
mais eficientes em inibir o crescimento das larvas. Entretanto, pode-se observar também um
aumento da média de peso seco para larvas apds exposicdo crdnica, 0 que pode estar

relacionado aos processos de detoxicacao.

5.4 Ensaio de sensibilidade a substancia referéncia KCI

Assim como em outros processos analiticos, as substancias de referéncia sdo utilizadas
para estabelecer a faixa de aceitacdo de resultados da sensibilidade dos organismos para uso
em testes. A USEPA (1992) recomenda a realizacdo mensal de testes de toxicidade para a
avaliacdo da sensibilidade de organismos (ZAGATTO et al., 2006)

A elaboracdo da carta controle (figura 14) com a substancia de referéncia KCL para
larvas de C. xanthus, foi elaborada com os valores médios de CL50, obtidos com 7 ensaios de
sensibilidade. Observa-se que durante os experimentos, todos 0s ensaios encontraram-se
dentro da faixa de sensibilidade adotada pelo modelo da USEPA (1994) permitindo com isso
a utilizacdo dos organismos durante todos os ensaios de toxicidade para ambas as

cianotoxinas.

3,5

AN /\ /
N NV

Valores de CL 50 {média)

0,5

Ensaios de toxicidade

Figura 14 - Carta controle para C. xanthus com a substancia de referéncia KCI g.L™.
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6 CONCLUSOES

= A concentracdo das cianotoxinas microcistina e cilindrospermopsina contida em 10°
células mL™ ndo provocaram efeitos agudos e cronicos em larvas de C. xanthus,

independente do instar quando avaliados pelo atributo mortalidade;

=  Existe diferenca de sensibilidade entre os estagios larvais de C. xanthus, apenas para
organismos expostos aos extratos celulares de M. aeruginosa, independente da

presenca de microcistinas, para curtos periodos de exposi¢éo;

= Exposicdo crbnica, avaliada pela largura da capsula cefalica, provocou um estimulo
no crescimento das larvas de C. xanthus para ambos os extratos celulares de C.

raciborskii e M. aeruginosa;

= OQOrganismos de maior massa absorveram mais microcistinas durante a exposicao

aguda e este processo tambem foi evidenciado durante a exposi¢do cronica.
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7 RECOMENDACOES

Os efeitos deletérios da presenca de cianobactérias e cianotoxinas em ambientes
aquaticos a componentes da biota requer cada vez mais investigacdo da comunidade
cientifica. Especial atencdo deve ser dada aos organismos bentdnicos, devido a sua grande
representatividade e relevante importancia ecoldgica. Os resultados obtidos na presente
dissertacdo de mestrado que se propds a avaliar efeitos da exposicao de larvas do inseto nativo
C. xanthus aos extratos celulares de cepas tdxicas e ndo toxicas de C. raciborskii e M.
aeruginosa levantaram alguma questes de grande relevancia que devem ser investigadas,

como:

e Seaconcentracdo de cianotoxinas acumulada nos organismos provoca danos celulares
ou fisioldgicos. Tal investigacdo podera ser avaliada por outras abordagens, como por

exemplo, ensaios de genotoxicidade e com biomarcadores bioquimicos;

e A realizacdo de ensaios agudos e crénicos com concentracdes de cianotoxinas mais
altas da utilizada no presente trabalho com extratos celulares e com toxina purificada,

com intuito de se conhecer as reais concentragdes que provocam tais efeitos.
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