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RESUMO

Cylindrospermopsis raciborskii tem sido uma das espécies de cianobactérias de agua doces
mais difundidas no Brasil e as linhagens brasileiras até entdo descritas sdo potencialmente
produtoras de saxitoxinas (STXs) (SANT’ANNA et al., 2008). Daphnia laevis é um
claddcero de ampla distribuicdo na América do norte e do sul e tem sido estudado como um
possivel organismo teste a ser padronizado para uso em ensaios de toxicidade. Dessa forma, o
presente trabalho avaliou os efeitos agudos e cronicos em D. laevis expostas a diferentes
concentracdes de cepas de C. raciborskii, sendo uma produtora e outra ndo produtora de
STXs, isolados de ecossistemas brasileiros. O efeito agudo observado em D. laevis foi
caracterizado pela paralisia dos movimentos natatorios, somente para a cepa produtora de
STXs. Efeitos crbénicos negativos na fecundidade, idade da primeira reproducdo e
sobrevivéncia de D. laevis foram observados para ambas as cepas de C. raciborskii, porém
mais acentuados para os tratamentos com a cepa produtora de STXs. Os resultados indicaram
que D. laevis tem potencial para uso como organismo-teste na avaliacdo de floracGes de C.
raciborskii.

Palavras chaves: cianobactérias, saxitoxina (STXs), Cylindrospermopsis raciborskii, Daphnia
laevis



ABSTRACT

Cylindrospermopsis raciborskii has been one of the most common fresh water
cyanobacteria in Brazil and its Brazilian breedings described so far are potential productors of
saxitoxins (STXs) (SANT’ANNA et al., 2008). Daphnia laevis is a cladocer of broad
distribution on both North and South America and has been considered as a likely test
organism to be considered for toxicity tests purposes. This work assessed the acute and
chronic effects of D. laevis when exposed to different concentrations of C. raciborskii
breedings, one of which products STXs while the other breeding does not product them. Both
were isolated from Brazilian ecosystems. The acute effect on D. laevis was the
immobilization of natatorial movements only under STXs productor breeding. Chronic
negative effects were on the fecundity, age of first reproduction and survival of D. laevis were
observed under both breedings of C. raciborskii. However, these effects were most
pronounced STXs productor breeding. Results confirm that D. laevis has a great potential as a
test organism on the assessment of C. raciborski blooms.

Key Words: cyanobacteria, saxitoxins (STXs), Cylindrospermopsis raciborskii, Daphnia laevis
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1. INTRODUCAO

Devido as atividades antropicas ha um aumento do aporte de compostos nitrogenados e
fosfatados nos recursos hidricos, acelerando o processo de eutrofizagdo. Como resposta a este
processo surgem floragdes de microalgas, entre elas as cianobactérias.

Cianobactérias podem produzir metabolitos secundérios, os quais tem sido estudados para
a exploracdo farmacéutica e biotecnologica. No entanto, alguns deles sdo toxicos e
conhecidos por cianotoxinas. Estas sdo mais comumente classificadas de acordo com a sua
toxicidade para os animais em dermatotoxinas, hepatotoxinas e neurotoxinas. Dessa forma,
floragdes de cianobactérias podem trazer sérios problemas a satde animal incluindo os seres
humanos, além de outros prejuizos ambientais, podendo acabar inviabilizando a utilizacdo de
um recurso hidrico.

Entre as espécies de cianobactérias conhecidas, a Cylindrospermopsis raciborskii tem sido
considerada uma espécie invasora, com floracdes relatadas em vérios paises, sendo que
linhagens desta espécie tem sido referidas por produzirem cilindrospermopsina (CYN) e
saxitoxinas (STXs). A literatura relata que até o0 momento as linhagens brasileiras conhecidas,
séo potencialmente produtoras de STXs.

As saxitoxinas sdo neurotoxinas cuja a¢do é o blogueio dos canais de sodio, o0 que impede
a propagacao de impulsos nervosos. Essas STXs foram originalmente isoladas de moluscos
marinhos que a bioacumularam ao se alimentar de dinoflagelados causadores da maré
vermelha e, sdo melhores estudadas em ambiente marinho.

Os estudos dos efeitos de STXs em organismos de agua doce ainda sdo poucos relatados na
literatura, porém apontam prejuizos para varios organismos estudados. Particularmente no
caso dos cladoceros, os estudos ja existentes demonstraram que as diferentes espécies
estudadas apresentaram diferentes respostas a presenca das STXs. Neste sentido, o presente
trabalho visa contribuir para o conhecimento sobre efeitos de STXs sobre aspectos do ciclo de
vida de D.laevis, um cladocero endémico de regifes tropicais e subtropicais ainda néo

avaliado com relacéo a cepas de C. raciborskii, particularmente produtoras de STXs.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CIANOBACTERIAS E CIANOTOXINAS

Cianobactérias sdo seres procariotos que possuem um sistema de tilacéides contendo
clorofila a e outros pigmentos fotossintetizantes como os carotendides e ficobilinas
(RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001), realizam fotossintese associadas aos
fotossistemas | e Il (CASTENHOLZ e WATERBURY, 1989 apud CHORUS e
BARTRAM, 1999).

Segundo Sergeev, Gerasimenko e Zavarzin (2002), ha aproximadamente 3 bilhdes de
anos atras, os seres dominantes na Terra foram procaridticos, o que inclui comunidades de
cianobactérias. Assim, elas estdo entre as formas mais antigas de vida do planeta e podem
estar vinculadas a liberacdo de oxigénio na atmosfera primitiva.

Quanto a morfologia, as cianobactérias podem ser unicelulares, coloniais ou
filamentosas, com células variando entre 2um e 40um de didmetro (KAEBERNICK e
NEILAN, 2001). Algumas espécies podem formar um envoltorio mucilaginoso ou bainha,
que mantém unidos grupos de células ou filamentos (RAVEN; EVERT; EICHHORN,
2001).

O habitat das cianobactérias é bastante variado e muitas vezes podem crescer em
ambientes indspitos, como aguas de fontes termais com temperaturas proximas de 74°C
ou lagos antarticos com temperaturas proximas a 0°C (ALIPIO, 2008). Algumas espécies
habitam em solos ou rochas, em simbioses com plantas ou fungos. No entanto, a grande
maioria das espécies conhecidas cresce em ambientes aquaticos — principalmente os de
agua doce (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

Em ambientes limnicos, as condigdes ideais para o desenvolvimento das cianobactérias
sdo aguas neutro-alcalinas (pH 6-9), temperaturas entre 15°e 30°C e altas concentra¢Ges
de nutrientes, principalmente fosforo e nitrogénio (AZEVEDO, 1998).

O sucesso competitivo de cianobacterias se deve a adaptacbes como: capacidade para
fixar nitrogénio (heterocistos); habilidade para regular sua flutuagcdo (aerotopos);
pigmentos acessorios para captagdo de luz e a varios metabdlitos secundarios produzidos
por elas com fungdes especificas (KAEBERNICK e NEILAN, 2001).
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A habilidade das cianobactérias em sintetizar varios metabolitos secundarios como
peptideos, alcaldides, etc., tém fascinado os pesquisadores para exploracdo farmacéutica e
biotecnologica (RASTOGI e SINHA, 2009). No entanto, o crescimento excessivo de
cianobactérias (floragdes), altera drasticamente a qualidade da agua, impedindo que este
recurso seja utilizado para consumo humano ou mesmo para recreagdo, uma vez que
alguns destes metabdlitos produzidos por elas sdo tdxicos, conhecidos como cianotoxinas.

Atualmente, floracdes de cianobactérias tém se tornado um problema de escala mundial
devido as atividades antropicas acelerarem o processo de eutrofizacdo nos corpos
aquaticos. Um corpo aquético eutr6fico possui concentracdes relativamente altas de
nitratos e fosfatos e alta produtividade primaria e secundaria, sendo, a principio, um
processo natural de envelhecimento de um ecossistema, que leva milhdes de anos para
acontecer (SILVA, 2008). Com o crescimento e o desenvolvimento das sociedades,
residuos domésticos, agricolas e industriais langados em corpos d’adgua tém acelerado o

processo de eutrofizagdo, como pode ser visualizado na figura 1.

EVOLUGCAO DO PROCESSO DE EUTROFIZAGAO
DE UM LAGO Ol REPRESA

OCUPACADO POR MATAS E FLOREBTAS

EAlZSA CARGA DE FOSFORO

HeP
HeP

EAlEA COMCEMTRACED DE 8LGAS
POUCOASSOREAMENTO

OGUPAGAO POR AGRICULTURA

FERTILIZBNTES ESCOAMEMTO

HaP SUFERFICI&L

AUMENTO DA COMCENTRACED DE ALGAS
AUMEMTO DO ASSORELMENTO

WEGETAIS

OCUPAGAD URBANA

ELEWEDA CARGA DE FASFORO
DREMAGEM FLUMIAL

ESGOTOS
MNeP

AUMEMNTO DA COMCEMTRACED DE ALGAS
AUMENTO DO ASSOREAMEMNTO
FRESEMCA DE MACROFITAS

Figura 1. Evolucdo do processo de eutrofizacdo em um lago ou represa. Associagdo entre 0 uso
e ocupacdo do solo e a eutrofizacdo. (Fonte: VON SPERLING, 1996 apud SILVA 2008).
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Além das floragBes de cianobactérias, a eutrofizacdo provoca profundas mudangas nas
condicBes fisicas, quimicas e biologicas do meio aquético. Dentre essas mudangas Sigee
(2005) menciona, por exemplo: reducdo da penetracdo de luz no corpo aquatico; aumento da
atividade de bactérias heterotréficas; alteracdo da concentracdo de oxigénio dissolvido;
mortandade de peixes; perda da qualidade cénica e de funcGes recreacionais; elevacdo do
custo e da dificuldade no tratamento da 4gua para consumo humano.

Ja as floracBes de cianobactérias nesses corpos aquaticos eutrofizados podem acentuar
alguns efeitos da eutrofizacdo e acarretarem outras conseqiiéncias como alteracdo nos
aspectos organolépticos da agua; alteracdes nas cadeias alimentares, inibicdo do zooplancton
herbivoro e sérios problemas a satde animal, devido as possiveis producgdes de cianotoxinas
(FERNANDES et al., 2009).

De acordo com sua estrutura, as cianotoxinas sdo divididas em trés grandes grupos:
peptideos ciclicos (microcistinas e nodularinas), alcal6ides (anatoxina-a, anatoxina-a (s),
saxitoxinas, cilindrospermopsinas, aplysiatoxinas e lyngbyatoxina-a) e lipossacarideos (LPS).
Porém, sdo mais comumente classificadas em termos de sua toxicidade para 0s animais em:
dermatotoxinas (lyngbyatoxina e aplysiatoxinas), as hepatotoxinas (cilindrospermopsinas,
microcistinas e nodularinas) e neurotoxinas (saxitoxinas, anatoxina-a e anatoxina-a(s))
(KAEBERNICK e NEILAN, 2001).

Segundo Ibelings e Chorus (2007), os seres humanos podem ser expostos a cianotoxinas
através de diferentes rotas e ndo somente pelo consumo de agua contaminada, pois alguns
organismos, como peixes, moluscos e crustaceos, podem bioacumular essas toxinas em seus
tecidos e serem consumidos pelo homem. Por isso, existe a constante necessidade de
monitorar sistemas aquéticos eutréficos com floracbes de cianobactérias. No Brasil,
cianobactérias e cianotoxinas sdo utilizadas no monitoramento de qualidade de &gua para
consumo humano, por meio da Portaria 518/2004 do Ministério da Saude (BRASIL, 2004).

Segundo Sant’Anna et al. (2008) cianobactérias potencialmente téxicas no Brasil sdo
representadas por 32 espécies nas ordens: 12 Chroococcales, 10 Oscillatoriales e 10
Nostocales. A Cylindropermopsis raciborskii pertence a ordem Nostocales e familia
Nostocaceae (Dominio Bacteria, divisdo Cyanobacteria). Esta espécie possui tricomas
solitarios, células cilindricas com aerdtopos, heterocistos terminais e conicos, 0s acinetos sao
cilindricos e distantes dos heterocistos (ATLAS..., 2007). Seu sucesso ecologico tem sido
atribuido a diversos fatores, tais como: alta taxa de assimilacdo de amonia (NH,); capacidade

de fixar nitrogénio atmosférico; elevada afinidade por fosforo; resisténcia a predacdo pelo
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zooplancton; tolerancia & baixa intensidade luminosa (PADISAK, 1997); e habilidade para
tolerar certas variagGes climaticas (BRIAND et al., 2004 apud HANDEE et al., 2008).

A espécie C. raciborskii, pode ser produtora de cilindrospermopsina, como nas linhagens
de origem australiana, por exemplo, ou de saxitoxina (STX), como ocorre no Brasil. A
primeira informacdo de floragbes de C. raciborskii produtora de cianotoxinas no Brasil
ocorreu em 1999. Lagos et al. (1999) relataram a ocorréncia de uma floragdo ocorrida no
estado de S&o Paulo com a producdo de saxitoxina, neosaxitoxina e goniautoxina e desde
entdo as linhagens tdxicas brasileiras de que se tem conhecimento atualmente sdo produtoras
de saxitoxinas, as quais inibem a conducdo nervosa por bloqueio dos canais de sodio
(KAEBERNICK e NEILAN, 2001).

Floragbes com a espécie C. raciborskii tém se tornado comum em varios paises, e esta
espécie tem sido considerada como uma espécie invasora (JARDIM e AZEVEDO, 2006). No
presente trabalho foi utilizada cepas de C. raciborskii, sendo uma produtora de saxitoxinas e a
outra ndo produtora, ambas isoladas de ecossistemas brasileiros. A seguir aspectos gerais das

saxitoxinas serdo abordados com detalhes.

2.2 SAXITOXINAS (STXs)

As STXs foram originalmente isoladas de moluscos filtradores que a bioacumularam ao se
alimentar de dinoflagelados marinhos causadores da maré vermelha (CHORUS e
BARTRAM, 1999). Apos trinta anos de sua descoberta, a estrutura da saxitoxina foi
elucidada por cristalografia raio-x (SCHANTZ et al. apud HUMPAGE, 2008).Mais tarde,
Shimizu et al. (1976 apud ARAOZ, MOLGO, MARSAC, 2009), isolaram muitas novas
toxinas paralisantes de moluscos, nomeadas de goniautoxinas.

As STXs sdo um grupo de alcaldides carbamatos que podem ndo ser sulfatados, as
saxitoxinas (STXs), com um Unico grupamento sulfato, as goniautoxinas (GTXs) ou com dois
grupamentos sulfato (C-toxinas). Além dessas, grupamentos dercabomoil (dcSTX ou dcGTX)
e muitas novas toxinas relacionadas como as lyngbiatoxinas (LWTXs) tem sido identificadas.
(APELDOORN et al., 2007; ARAOZ; MOLGO; MARSAC, 2009; CHORUS e BARTRAM,
1999; HUMPAGE, 2008). As LWTXs tem sido encontradas em espécies de cianobactérias

bentbnicas. A figura 2 demonstra a estrutura quimica das neurotoxinas.
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Figura 2— Analogos de Saxitoxinas produzidos por diferentes géneros de cianobactérias.
Fonte: Llewellyn (2006) apud Aradz; Molg6; Marsac, 2010
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Essas neurotoxinas agem afetando a permeabilidade ao potassio ou a resisténcia das
membranas blogueando os canais de sodio, impedindo assim a propagacdo do impulso
nervoso (CHORUS e BARTRAM, 1999). A posicdo do bloqueio do canal de sddio é a
sequinte: STX carbamato> STX> neoSTX> GTX> decarbomoil STX> N-sulfocarbomoil
derivados de STX (DEEDS et al., 2008 apud ARAOZ; MOLGO; MARSAC, 2009). As
saxitoxinas foram consideradas na lista 1 da Convencdo de Armas Quimicas juntamente com
0 gas mostarda, sarin, ricin e muitos outros (LLEWELLYN et al., 2006 apud ARAOZ;
MOLGO; MARSAC, 2009; LOVE, 2008).

Os sintomas de intoxicacdo humana sdo: formigamento, sensacdo de ardéncia nos labios e
boca, que logo depois aparece nos dedos das maos e dos pés e se propaga para a extremidade
dos bracos, pernas e pescoco. Pode acontecer fraqueza muscular no pescogco e nos membros
com ataxia (imobilidade) acompanhados por perda de coordenacdo e pode ocorrer morte por
parada respiratoria. Os sintomas podem comecar 5 minutos ap6s a ingestdo e a morte pode
ocorrer de 2 a 12 horas (BRANCO; AZEVEDO; TUNDISI, 2006). Em casos de doses nédo
letais, os sintomas desaparecem entre 1 a 6 dias e 0s conhecimentos de efeitos crénicos sdo
escassos (CARMICHAEL, 1994).

Em 4gua doce, as saxitoxinas podem ser produzidas pelas seguintes cianobactérias:
Aphanizomenon spp, Anabaena circinalis (CHORUS e BARTRAM, 1999),
Cylindrospermopsis raciboskii (LAGOS et al., 1999), Lyngbya wollei (CARMICHAEL et al.,
1997 apud HUMPAGE, 2008), Plankttothrix spp (POMATI et al., 2000), Anabaena
lemmermanii (KAAS e HERINKSEN, 2000).

O tratamento de agua convencional, ou seja, oxida¢do, coagulacdo, floculagdo, decantacéo,
filtracdo, desinfecgéo, correcdo de pH e fluoretacdo (COPASA, 2011) ndo remove as STXs da
agua e estas por sua vez sdo bastante estaveis. O tempo necessario para degradar 50% dessas
toxinas varia de uma a dez semanas, sendo frequientemente necessario mais de trés meses para
a degradacdo de 90% dessas moléculas (CHORUS e BARTRAM, 1999).

No Brasil, Castro et al. (2004) demonstraram que a estabilidade das saxitoxinas produzidas
por C. raciborskii foi bastante alta, elas permaneceram ativas em média apés trinta dias a uma
temperatura de 25°C e ap06s cinquenta dias em uma temperatura de 19°C. Também se
mostraram inalteradas a um pH em torno de 9.

Os efeitos farmacoldgicos das saxitoxinas tém sido estudados e os valores da DLs para
ratos podem ser observado na tabela 1, mas os dados da toxicidade ainda s&o inadequados
para se determinar um limite de concentracdo maximo aceitavel de saxitoxinas em agua doce
(CHORUS e BARTRAM, 1999). No entanto, Fitzgerald, Cunliffe e Burch (1999), baseados
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em alguns estudos, propuseram 3ug/L como o limite maximo aceitvel de saxitoxinas em
agua para consumo humano, valor este adotado pela Portaria 518/2004. Porém, este valor

encontra-se em fase de revisdo pelo Ministério da Saude (Soares, comunicacgdo pessoal).

Tabela 1 - Valores da DLs, ap6s uma Gnica dose do extrato da toxina PSP (STX) em ratos em relagdo a via
de administrag&o.

-1
Rota de DL 50 (ugarsfr. ;)g por peso
Admini x
dministragdo Machos Fémeas
Intravenosa 3,4(3,2-3,6) -
Intraperitoneal 10,0 (9,7 -10,5) 8,0 (7,6 —8,6)
Oral 263,0 (251 - 267) -

Fonte: IPCS, (1984); adaptado de Wiberg and Stephenson, (1960 apud CHORUS E BARTRAM, 1999)

Os estudos dos efeitos de STXs em espécies aquéticas tem sido extenso em ambientes
marinhos, e ainda escassos em organismos de agua doce (FERRAO-FILHO, 2009¢).

Pereira et al. (2004) estimou o acumulo de STXs produzidas por Aphanizomenon
issatschenkoi no bivalve Anodonta cynea e concluiram que esses bivalves podem atuar como
vetores de STXs através da cadeia alimentar. Sasner et al. (1984) detectaram acumulacdo de
STXs, provenientes da cianobactéria Aphanizomenon flos-aquae nos bivalves Ellipio
campanatus e Corbicula fluminea. Negri e Jones (1995) verificaram que o molusco Alathyria
condola bioacumulou altos niveis de STXs (> 80ug/ 100g molusco) quando expostos a
células de Anabaena circinalis. Os autores consideraram essa bioacumulagdo como um risco a
salde de animais que se alimentam destes moluscos, como peixes e aves e também aos seres
humanos uma vez que os aborigenes na Australia costumam consumi-lo.

Clemente et al. (2010) encontraram STXs (GTXs) bioacumuladas em musculos do peixe
Geophagus brasiliensis, coletados em um reservatério brasileiro com floracGes e
predominancia de C. raciborskii em 3 esta¢fes do ano. Encontraram também outras alteragdes
histopatolégicas mas que poderiam ser atribuidas a outros compostos quimicos presentes na
agua do reservatorio.

Lefebvre et al. (2005) expuseram o peixe Clupea harengus pallasi a STXs e observaram
gue estes animais diminuiram sua resposta natatdria espontanea, porém, apos 4 a 24h de
exposicdo continua voltaram a nadar normalmente. Ferrdo-Filho et al. (2007b) observaram
que Danio rerio aumentou sua atividade natatdria, quando exposto a agua do reservatorio do

Funil (contendo STX) e quando exposto a cepa de C. raciborskii produtora de STXs (CYRF).
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Os autores reportaram que o resultado ndo é compativel com o mecanismo de acdo das STXs
e que outras toxinas ou compostos com propriedades irritantes aos peixes poderiam estar
presentes.

Em claddceros temos os trabalhos de Haney et al. (1995) que notaram uma reducdo nos
batimentos dos apéndices toracicos e um aumento de rejei¢do de particulas pelo pds-abdome
de Daphnia. carinata quando exposta a um filtrado de A. flos-aquae e STX purificada.

Ferrdo-Filho et al. (2007b) demonstraram que Daphnia pulex teve sua atividade natatoria
(avaliados pela distancia meédia percorrida e velocidade média) diminuida na presenca de
STXs. Ferrdo-Filho et al. (2007a) avaliaram efeitos agudos de uma cepa de C. raciborskii
produtora de STXs (cepa T3) e em amostras de agua do reservatério do Funil/ Rio de Janeiro
aos claddceros D. gessneri, D. pulex e Moina micrura. Neste trabalho, D. pulex e M. micrura
apresentaram inibicdo de seus movimentos natatérios, sendo que D. pulex foi a espécie mais
sensivel e D. gessneri ndo apresentou sensibilidade a presenca de STXs. Tanto D. pulex
quanto M. micrura recuperaram Seus movimentos ao serem expostas em suspensdes
desprovidas de algas tdxicas (a maioria se recuperando apos 48h). Ferrdo-Filho et al. (2010)
expuseram D. pulex e M. micrura por 3 horas em suspensdes contendo uma cepa de C.
raciborskii produtora de STXs (CYRF) e em amostras de &gua do reservatério do Funil/RJ.
Os autores detectaram que estes organismos apresentaram sensibilidade a presenca de STXs e
capacidade de recuperacéo, e concluiram que ambos possuem potencial para serem utilizados
em ensaios de toxicidade para detectar STXs.

Nogueira et al. (2004b) observaram efeitos adversos sobre o crescimento, a sobrevivéncia e
também o acumulo de STXs produzida por A. issatschenkoi no cladécero D. magna. Soares et
al. (2008) também observaram efeitos sobre crescimento e a reproducdo de D. magna quando
expostas a uma cepa de C. raciborskii produtora de STXs (CYRF). Os autores atribuiram
esses efeitos a baixa qualidade nutricional de C. raciborskii. Costa (2005) estudou o efeito de
STXs sobre aspectos do ciclo de vida de 3 espécies de claddceros, D. pulex, D. gessneri e M.
micrura. Segundo essa autora, as taxas de reproducdo de D. pulex e M. micrura foram
negativamente afetadas e as duas espécies apresentaram paralisia Por outro lado, D. gessneri
ndo apresentou imobilidade e obteve sua taxa de reproducdo estimulada pela cepa de C.
raciborskii produtora de STXs (cepa T3). Ainda segundo a autora, isso demonstra que as
especies apresentam diferentes sensibilidades a presenca de STXs.

Outros estudos também apontam que alguns animais aquaticos também podem ter
desenvolvido receptores hidrofilicos para saxitoxinas (RASTOGI e SINHA, 2009). A

saxiphilina, que é uma proteina do soro sanguineo, isolada originalmente em sapos-boi, tem
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sido encontrada em répteis, anfibios, peixes e artropodes. Essa proteina seqliestra a toxina da
corrente sanguinea, impedindo que ela se ligue aos canais de sddio (LEWIS et al., 2008).
Esses animais podem colaborar na transferéncia de saxitoxinas via cadeia alimentar, pois a
transferéncia de saxitoxinas ja foi comprovada em ambientes marinhos (CASTONGUAY et
al., 1997; CHEN e CHOU, 1998) como por exemplo nos trabalhos de Jiang et al. (2007) e
Teegarden e Cembela (1996). Portanto, faz-se necessario o conhecimento das respostas das

diversas espécies de animais aquaticos a presenca das STXs.

2.3 ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA, CRONICA E ORGANISMOS — TESTE

Desde a antiguidade, respostas de alguns organismos expostos as condi¢des de estresse tém
sido utilizadas para avaliar condi¢fes ambientais. Ha relatos de que Aristoteles (384-322 a.
C.) submeteu peixes de agua doce a 4gua do mar para estudar suas reacdes (MAGALHAES e
FERRAO-FILHO, 2008).

Apds a Revolucdo Industrial e a urbanizacdo da sociedade, houve o aumento do nimero e
da quantidade de substancias quimicas lancadas na atmosfera, nos ambientes terrestre e
aquatico. Gherardi-Goldstein et al. (1990) menciona que 0s ecossistemas aquéaticos
constituem os principais receptaculos de contaminantes, sejam eles langados diretamente nos
corpos d’agua por meio das descargas de efluentes, emitidos no ar ou depositados no solo.
Segundo Rand (1995 apud ZAGATTO e BERTOLETTI, 2006) na década de 1930 foram
implantados alguns testes de toxicidade com organismos aquaticos com 0 objetivo de
estabelecer a relacdo causa/efeito de substancias e despejos liquidos.

Em 1969, o toxicologista René Truhaut sugeriu o termo Ecotoxicologia e o definiu como:
“o0 bracgo da toxicologia envolvida com os estudos dos efeitos toxicos, causados por poluentes
naturais ou sintéticos, para constituintes dos ecossistemas, animal (incluindo o homem),
vegetal e microbial, em um contexto integrado” (TRUHAUT, 1977 apud KAHRU e
DUBOURGIER, 2010).

A pressdo da opinido publica, principalmente na década de 1970, corroborou para o
desenvolvimento da ecotoxicologia e, para atender a demanda das industrias em satisfazer a
opinido publica, agéncias de protecdo ambiental na Europa e Estados Unidos comecaram a
desenvolver os primeiros protocolos padronizados de testes de toxicidade (MAGALHAES e
FERRAO-FILHO, 2008).
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No Brasil, a primeira iniciativa em termos metodologicos na area da ecotoxicologia
aquatica se deu em 1975, num programa internacional de padronizacgdo de testes de toxicidade
aguda com peixes, desenvolvido pelo Comité Técnico de Qualidade das aguas TC147 da
International Organization for Standartization (ISO). A Companhia de Tecnologia de
Saneamento Ambiental do Estado de S&o Paulo (CETESB) participou desse programa com
convite da Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) (ZAGATTO e BERTOLETTI,
2006). E, a partir dai foram desenvolvidos e adaptados varios protocolos de ensaios de
toxicidade aguda e cronica (MAGALHAES e FERRAO-FILHO, 2008).

A importancia de um teste ecotoxicoldgico ou bioensaio é que ele complementa as analises
fisicas e quimicas de um corpo hidrico, pois permite a verificacdo dos possiveis efeitos de
uma substancia aos organismos de um dado ecossistema. Segundo Zagatto e Bertoletti (2006),
0s ensaios de toxicidade podem ser utilizados para fins como:

e Determinar a toxicidade de agentes quimicos, efluentes liquidos,
lixiviados de residuos sélidos, entre outros;

e Estabelecer critérios e padrbes de qualidade das aguas;

e Estabelecer limites maximos de lancamento de efluentes liquidos em
corpos hidricos;

e Avaliar a necessidade de tratamento de efluentes liquidos quanto as
exigéncias de controle ambiental;

e Auvaliar a qualidade das aguas;

e Auvaliar a toxicidade relativa de organismos aquéticos;

e Subsidiar programas de monitoramento ambiental;

e Estimar impactos provocados em acidentes ambientais.

Os procedimentos ecotoxicoldgicos tradicionais sdo os testes de toxicidade aguda e crénica
e sua maior preocupacdo € caracterizar os efeitos adversos causados por um poluente
(DAHMS; HAGIWARA,; LEE, 2011).

O teste de toxicidade agudo tem como objetivo avaliar a dose ou a concentracdo de um
agente toxico que tenha capacidade de produzir efeitos aos organismos expostos em um
periodo de tempo relativamente curto. Esse periodo de exposi¢do pode variar dependendo do
organismo e do seu ciclo de vida, e geralmente é de 24h para claddceros e 96h para peixes.

Os bioensaios agudos permitem estimar os valores de CEsy (imobilidade a 50% da
populacdo) ou de CLsy (mortalidade a 50% da populacdo), determinados por varios metodos

estatisticos. Geralmente os valores de concentracfes efetivas e letais sdo expressos em relacdo
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a 50% dos organismos porque estas respostas sdo mais reprodutiveis, podem ser estimadas
com maior grau de confiabilidade e sdo mais significativas para serem extrapoladas para uma
populacdo (COSTA et al., 2008). A vantagem dos bioensaios agudos é que sdo baratos,
simples e confiaveis (MAGALHAES e FERRAO-FILHO, 2008).

Os testes de toxicidade cronica sdo realizados para medir os efeitos de substancias
quimicas sobre espécies aquéticas por um periodo que pode abranger parte ou todo o ciclo de
vida do organismo-teste, em concentracfes sub-letais (COSTA et al., 2008). O tempo de
exposicao deve ser maior que 10% da duracao do ciclo de vida do organismo, uma vez que 0S
lancamentos continuos de efluentes aquéaticos, ou o contato prolongado com substancias
toxicas podem provocar efeitos cronicos que afetam suas fungdes bioldgicas como a
reproducdo, o crescimento e o comportamento. Geralmente os resultados dos bioensaios
crénicos sdo expressos em CEO (concentracdo do efeito observado) ou CENO (concentragédo
do efeito ndo observado, e valor cronico (média entre CEO e CENO) (ZAGATTO e
BERTOLETTI, 2006).

Os testes de toxicidade podem ser classificados em estaticos, semi-estaticos e dinamicos,
de acordo com o método de adi¢do das solucbes-teste. (COSTA et al., 2008). No sistema
estatico, 0s organismos sdo expostos & mesma solucdo durante o periodo de ensaio e
geralmente sdo aplicados em testes de curta duracdo, com substancia ndao volatil ou pouco
degradavel ou ainda para agentes quimicos com efeito toxico agudo de imediato e persistente.
No sistema semi-estatico, 0s organismos-teste sdo periodicamente transferidos as novas
solucdes-teste ou ha renovacdo parcial dessas solugbes. Costuma ser empregado quando a
substancia ndo € muito estavel, quando o teste é prolongado ou quando o organismo é
pequeno e pode ser arrastado em sistemas dindmicos. No sistema dindmico ou de fluxo
continuo, as solucdes-teste fluem continuamente através dos recipientes onde estdo 0s
organismos—teste e ele é especialmente recomendado para substancias volateis e/ou
biodegradaveis em curtos periodos de exposicdo (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2006).

Quanto a escolha do organismo-teste, existem alguns critérios a serem considerados, tais
como: sensibilidade a uma ampla gama de substancias; abundancia e disponibilidade; se
possivel, a espécie deve ser enddgena para melhor representatividade do ecossistema;
importancia ecoldgica; facilidade de cultivo no laboratorio; estabilidade genética; grande
quantidade de informacdes disponivel na literatura a respeito da biologia da espécie; ciclo de
vida relativamente curto, entre outros. Outro aspecto importante a escolha de um organismo-
teste € a avaliacdo da sensibilidade desse organismo, que deve ser feita atraves de testes de

sensibilidade (testes agudos) com substancias de referéncia especificas ao organismo
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(COSTA et al, 2008, MAGALHAES e FERRAO-FILHO, 2008; ZAGATTO e
BERTOLETTI, 2006).

Os organismos mais comumente utilizados nos testes sdo algas, microcrustaceos, peixes e
bactérias. As algas verdes e unicelulares de agua doce Chlorella vulgaris, Scenedesmus
subspicatus e Pseudokirchneriella subcapitata sdo freqientemente utilizadas em testes de
toxicidade (ABNT, 2005).

Crustaceos de agua doce da ordem Cladocera e do género Daphnia sdo bastante utilizados
em testes de toxicidade devido a atenderem muitos critérios para uso como organismo-teste,
como por exemplo: possuirem ampla distribuigdo nos corpos d’agua, sdo espécies-chave em
muitas cadeias alimentares, o ciclo de vida é curto e sdo partenogenéticos (estabilidade
genética), sdo facilmente cultivados em laboratérios e sensiveis a varios contaminantes
podendo, assim, serem considerados como bioindicadores. Varias espécies de Daphnia sdo
utilizadas em testes de toxicidade e a mais utilizada ¢ a Daphnia magna em regifes
temperadas. No Brasil, a Ceriodaphnia silvestrii, uma espécie nativa, padronizada pela
ABNT, vem sendo utilizada em ensaios de ecotoxicidade e Daphnia similis também vem
sendo bastante utilizada em testes de toxicidade e apesar de ndo ser uma espécie nativa, €
facilmente cultivada em laborat6rio e atende os critérios estabelecidos pelos procedimentos
padrbes para a selecdo de espécies alternativas (BEATRICI, 2001).

Diversas espécies de peixes também sdo utilizadas como bioindicadores, sendo no Brasil a
espécie mais utilizada o Danio rerio, vulgarmente conhecido como paulistinha ou peixe zebra
e Pimephales promelas, popularmente conhecido como “Fathead minnow” (NBR 15088 apud
COSTA et al., 2008). Alguns testes também sdo realizados com bactérias, dentre estes o
Microtox® que utiliza a bactéria marinha bioluminescente Vibrio fischeri.

Existe uma variedade de testes de toxicidade ja estabelecidos, sendo que alguns se
encontram padronizados por associac@es ou organizagdes de normalizacdo como: Associacdo
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), Association Frangoise de Normalisation (AFNOR),
American Society for Testing and Materials (ASTM), American Water Works Association
(AWWA), Deutches Institut fur Normung (DIN) e International Organization for
Standardization (ISO) (ZORATTO, 2007). A tabela 2 apresenta as principais normas
brasileiras referentes a testes de toxicidade aquatica.

No Brasil a legislacdo vigente, a Resolugdo do CONAMA 357/05, que estabelece os
padrbes de qualidade de aguas continentais, estuarinas e marinhas, bem como a classificacao e
0s usos preponderantes das aguas superficiais € a mesma que regulamenta o langamento de

efluentes em corpos hidricos. Essa resolucdo possui algumas descri¢des referentes a ensaios
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ecotoxicoldgicos, como em seu artigo 8° 84° requer que possiveis substancias contaminantes
que ndo estejam listadas, sejam investigadas com a utilizagéo de ensaios ecotoxicologicos
(BRASIL, 2005).

Tabela 2 - Testes de Toxicidade padronizados pela ABNT e CETESB.

. NORMAS
ORGANISMO EFEITO ESPECIE BRASILEIRAS
Bactéria Agudo Vibrio fischeri CETESB, L5.22740
Bactéria Agudo Spirillum volutans CETESB, L5.22841
Chlorella vulgaris,
Alga Crénico Scenedesml_Jssubspicatus, ABNT, NBR
Pseudokirchneriella 12648/2005

subcapitata

S CETESB, L5.01844 ¢
Daphnia similis,

Microcrustaceo Agudo Daphnia magna ABNT, NBR
12713/2009

Microcrustaceo Agudo Artemia salina CETESB, L5.02146

. . A Ceriodaphnia dubia CETESB, 1502247
Microcrustaceo Cronico Ceriodaphnia silvestr'ii ABNT, NBR
13373/2010

. Danio rerio, Pimephales CETESB, L5.01949 e
Peixe Agudo pron11elas ABNT, NBR
15088/2011

Fonte: Costa et al. (2008), com atualizaces.

2.4 CLADOCERA: Daphnia laevis - ECOLOGIA E USO COMO ORGANISMO-TESTE

Os Crustacea constituem uma classe do Filo dos Artropodos e sdo marinhos em sua
maioria, alguns podendo habitar &gua doce ou salobra e poucos, como o tatuzinho-de-quintal,
lugares umidos na terra.

A subclasse Branchiopoda compreende, principalmente, os crustaceos de agua doce, cujas
formas mais comuns sdo pelagicas (STORER et al., 2002) filtradores, se alimentando de
algas, bactérias e outras particulas em suspensdo (RUPPERT; BARNES; FOX, 1996).

Os Branchiopodas, em geral, apresentam segmentacao reduzida do corpo, térax e abdémen
fundidos em um tronco, de quatro a seis pares de apéndices na porcdo anterior, as quais
funcionam como brénquias e estruturas filtradoras de alimento. Apresentam carapaca Unica,

dobrada na porc¢éo dorsal (dando a impresséo de estrutura bivalve), que ndo cobre a estrutura
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cefélica, possuem olho composto e a maioria um ocelo. O primeiro par de antenas é
comumente pequeno e ndo segmentado, tendo funcdo quimiosensora. O segundo par de
antenas € grande e usado para natacdo. As figuras 3 e 4 ilustram a anatomia de um daphnideo
(DODSON e FREY, 2001).

A reproducédo na familia Daphnidae geralmente é partenogenética e 0s machos séo raros,
aparecendo provavelmente quando as condi¢Ges ambientais ndo estdo muito favoraveis. Nesse
caso, pode ocorrer reproducdo sexuada e ha geracdo de efipios, estrutura que abriga ovos de
resisténcia (Figura 5). Os efipios freqiientemente sdo extremamente resistentes a dessecacao e
a temperatura e sdo capazes de eclodir meses ou anos apds terem sido armazenados no seco
ou no frio (STORER et al., 2002). Também se acredita que os efipios estejam envolvidos na
dispersdo das Daphnias (DODSON e FREY, 2001).

Os daphnideos geralmente possuem desenvolvimento direto e seu desenvolvimento pés-
embrionario € dividido em instares. A primeira fase inclui o desenvolvimento e
amadurecimento sexual do organismo, quando ocorre sua primeira reproducdo e a fémea é
denominada primipara. Na segunda fase, o individuo ja adulto continua a sofrer ecdise,
atingindo outro instar. Cada instar é considerado como uma unidade fisiologica do ciclo de
vida dos claddceros. A duracdo e o numero de instares variam conforme a espécie e as
condig¢Ges ambientais (HERBERT, 1977 apud JACONETTI, 2005).

Em lagos eutroficos, grandes claddceros como Daphnias, freqlientemente, sdo organismos
dominantes (PINTO-COELHO et al., 2003) e, juntamente com outros microcrustaceos,
ocupam um papel-chave nos ecossistemas aquaticos, tanto como predadores de algas e
bactérias como fonte de alimentacdo para peixes, aves e outros organismos (DODSON e
FREY, 2001; FONSECA, 1991)

Para Lynch (1989) algumas das caracteristicas das Daphnias, como a reproducdo
partenogenética, a facilidade para o cultivo em condicdes controladas, a transparéncia da
carapaca (facilitando medidas de crescimento e reproducéo) as tornam populares para estudos
em laboratdrio. Seu curto tempo de desenvolvimento e sua alta taxa intrinseca de aumento
natural também corroboram para estudos laboratoriais. A maior parte do conhecimento
ecologico de Daphnias vem de regides de clima temperado (GILLOOLY; DODSON, 2000),
sendo que espécies como Daphnia magna, Daphnia similis e Ceriodaphnia dubia ja séo
internacionalmente padronizadas para bioensaios.

Segundo Ferrdo-Filho et al. (2009), é importante a padronizagdo de um maior nimero de

espécies nativas no Brasil, pois elas sdo mais representativas de nossos ecossistemas,
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tornando as respostas dos bioensaios mais consistentes com o0 que ocorre no ambiente,
tornando-os mais confidveis e eficientes.

Dentre as trés especies de Daphnia de ocorréncia no Brasil (D.gessneri, D. laevis e D.
ambigua) (MATSUMURA-TUNDISI, 1984) D. laevis tem sido estudada como um possivel
organismo teste a ser padronizado para uso em ensaios de toxicidade. Dentre suas vantagens
destacam-se o tamanho, podendo atingir 2mm de comprimento, ciclo de vida em média de 40
dias, a 22 +2°C, e fotoperiodo de 12 horas sob condigBes de cultivo em laboratério
(FONSECA, 1991). Trata-se de uma espécie de ocorréncia em regides tropicais e subtropicais
e de ampla distribuicdo na América do Norte e Sul (MATSUMURA-TUNDISI, 1984).

Alguns dos estudos acerca de sua ecologia sdo os de Fonseca (1991); Eskinazi-Sant’ Anna
et al. (2002); Macedo e Pinto-Coelho (2000 a e b); entre outros, e como uso em bioensaios,
podem ser citados os de Arauco, Cruz e Machado Neto (2005); Jaconetti (2005) e Rocha
(2009). Todos os trés trabalhos realizaram ensaios de toxicidade com compostos quimicos
organicos e inorganicos visando avaliar os efeitos agudos e/ou cronicos em D. laevis.

Desta forma, a utilizacdo da D. laevis como organismo-teste neste trabalho para se avaliar
o efeito de cepas de C. raciborskii produtoras de STXs, podera contribuir com os estudos

acerca de sua ecologia e de seu potencial para utilizagcdo em bioensaios.
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A 2- Musculos das antenas
3- Ap. digestivo
4- Coragéo
5 - Camara de choco
6- Embrides
7 -Ovario
8- Gldbulos adiposos
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Fig. 3- A anatomia de um dafinideo . Daphnia pulicaria Forbes, 1893. Fonte: Dodson e Frey,2001.
Adaptado.

1- Efipio
2- Ovo de Resisténcia

Fig. 4 — Efipio de Daphnia pulicaria. Fonte: Dodson e Frey, 2001. Adaptado.
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3. JUSTIFICATIVA

Ferrdo-Filho et al. (2009), relatam que é importante a padronizacdo de um maior niUmero
de espécies nativas no Brasil, pois elas sdo mais representativas de nossos ecossistemas,
tornando as respostas dos bioensaios mais confiaveis e eficientes. Neste sentido Daphnia
laevis tem sido estudada como um possivel organismo teste (FONSECA & RIETZLER, no
prelo).

Segundo Sant’Anna et al. (2008), linhagens de Cylindrospermopsis raciborskii tem sido
constatada por varios autores como produtoras de STXs, dentre eles: Bouvy et al. , 1999;
Lagos et al., 1999; Nascimento et al., 2000; Jardim et al. , 2000 e 2001. Costa (2005) relata
que diferentes espécies de claddceros apresentam diferentes sensibilidades a presenca de
STXs. Neste sentido, a utilizagcdo da D. laevis como organismo-teste para se avaliar o efeito
de cepas de C. raciborskii produtora de STX isolada do reservatorio do Funil (Rio de Janeiro)

sera 0 tema abordado nesta dissertacdo, e que confere uma abordagem pioneira.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar efeitos de cepas de Cylindrospermopsis raciborskii produtora e ndo produtora de

STXs sobre aspectos do ciclo de vida de Daphnia. laevis.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar efeitos agudos da concentracdo de STXs presente em diferentes concentracfes
celulares de cepas de Cylindrospermopsis raciborskii potencialmente produtoras de STXs
sobre a mobilidade de Daphnia laevis e verificar se as concentracGes de STXs encontradas
nestes bioensaios sdo compativeis com os dados descritos por outros autores em

concentragOes obtidas em ambientes naturais;

e Avaliar efeitos crénicos de diferentes concentracdes celulares de cepas de
Cylindrospermopsis raciborskii potencialmente produtoras e ndo produtoras de STXs sobre
0s parametros mobilidade, fecundidade, idade da primeira reproducdo e sobrevivéncia de
Daphnia laevis.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 ORIGEM, CULTIVO E DENSIDADE CELULAR DAS CEPAS DE
CIANOBACTERIAS

Ambas as linhagens foram gentilmente cedidas pelo banco de cultivo mantido no
Laboratorio de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias (LETC), do Instituto de
Biofisica Carlos Chagas Filho/IBCCF/UFRJ, sob coordenacdo da Profa. Dra. Sandra
Azevedo.

A cepa de C. raciborskii - CYRF foi originalmente isolada do reservatério do Funil, na
cidade de Resende, Rio de Janeiro, como produtora de saxitoxinas e a cepa de C. raciborskii -
NPCS-1, isolada de um reservatorio de Custddia em Pernambuco, ndo é produtora de
cianotoxinas.

Os cultivos em massa foram realizados no Laboratério de Ecotoxicologia Aquatica da
UNIFEI em meio ASM-1 (GORHAM et al., 1964), com pH ajustado para 7,5, sistema de
aeracdo continuo, temperatura de 244+2° C, intensidade luminosa de 20 e 26 umoles
fotons.m™2.s™ (Figura 5).

Para a realizacdo dos ensaios de exposicdo cronica, as culturas de CYRF foram mantidas
sob continua aeracdo, com reposicao de meio de cultivo a cada quatro dias com intuito de
manter a cultura na fase exponencial de crescimento. Portanto, a cada quatro dias, de 3 a 4
litros da cultura eram retirados, centrifugados e feita avaliacdo da densidade celular para uso
nos bioensaios. Uma aliquota de cada extrato foi mantida em freezer para posterior analise por
cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC).

A avaliacdo da densidade celular de ambas as cepas, foi realizada utilizando-se um
hemacitdmetro de Fuchs-Rosenthal. Para se estabelecer o tamanho médio de cada célula e
cada tricoma, foram feitas medi¢des de no minimo 30 células e 100 tricomas . Desta forma, o
numero de células/mL pode ser estimado pela divisdo do tamanho médio de tricomas pelo
tamanho médio das células conforme expressao abaixo:

Céls/mL = (média dos tricomas medidos) x diluicdo x fator de correcéo)
média do tamanho das células
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Figura 5 - Foto ilustrativa do cultivo de cepa de C. raciborskii em mariotes de 10L.
Laboratério de Ecotoxicologia UNIFEI, Restani, 2010.

5.2 CULTURA E MANUTENCAO DE Daphnia lagvis

O claddcero D. laevis utilizado foi originalmente isolado da Lagoa da Pampulha, Belo
Horizonte/Minas Gerais e foi gentilmente fornecido pela Profa. Dra. Arnola Rietzler, do
Instituto de Biologia - ICB da Universidade Federal de Minas Gerais/UFMG.

No laboratério de Ecotoxicologia Aquatica da UNIFEI, esses organismos foram cultivados
em &gua de fonte natural (fornecida pela Comunidade Sol de Deus/Itajubd), com pH ajustado
entre 7,2 e 7,4, dureza média de 34,0 (+3,23) mg.L™*.CaCO3 e condutividade média de 87,28
(+13,31) pS.cm™.

Os organismos foram mantidos em recipientes com capacidade para 2000 mL numa
densidade de 25 organismos L™. Para a alimentacéo, diariamente era oferecida a concentracao
de 10° céls.mL™, da cloroficea Pseudokirchneriella subcapitata, contada com auxilio da
camara Fuchs-Rosenthal, cultivada em meio Oligo, conforme NBR 12713(2009). A
renovacdo da agua de cultivo era efetuada a cada dois dias, e 0s recipientes eram mantidos em
incubadora da marca Eletrolab, com temperatura de 23+2°C e fotoperiodo de 12h. Nos
periodos que antecederam o0s bioensaios e durante o periodo em que 0s mesmo foram
realizados, foram feitos testes de sensibilidade conforme a NBR 12713 (2009), mensalmente
(Anexo A).
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5.3 QUANTIFICACAO DE SAXITOXINAS

A quantificacdo foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) no
Laboratorio de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias (LETC), do Instituto de
Biofisica Carlos Chagas Filho/IBCCF/UFRJ. Para extra¢do, foram adicionados 5 mL de &cido
acetico 500 mM sobre os extratos. Essas amostras ficaram sob agitacdo magnética por 2h, em
agitador de bancada. Posteriormente, foram centrifugadas durante 30min a 10000 g. Os
sobrenadantes foram recolhidos e filtrados em filtros de nylon (0,45um — 13 mm diametro -
Millipore). Cada amostra foi analisada para quantificacdo de STX e neoSTX de acordo com a
metodologia de Oshima (1995). As toxinas foram identificadas e quantificadas pela
comparagdo com tempo de retencdo e area integrada geradas por padrdes. Os padrdes foram
adquiridos do “Institute of Marine Bioscience, National Research Council of Canada”
(Halifax, Canadd).

5.4 BIOENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA

A metodologia utilizada nos bioensaios de exposi¢do aguda foi a proposta por Ferrdo-
Filho et al. (2010). Esta metodologia foi desenvolvida especialmente com o objetivo de
detectar efeito de neurotoxinas em Cladocera.

Esses ensaios consistiram de duas fases:

1. Fase de exposicdo: nesta fase, neonatos de D. laevis, entre 6 e 24h de idade, foram
expostos a diferentes densidades celulares das cepas de C. raciborskii- CYRF
(produtora de saxitoxinas) e de C. raciborskii - NPCS-1 (ndo produtora de
cianotoxinas): 107, 10°, 10%, 10° e 10° células.mL™, além do controle (somente 4gua de
cultivo). Foram utilizados tubos de fundo chato com 20 mL de suspensdo algal,
contendo 10 neonatos em cada tubo, em tréplicas. A atividade natatoria dos
organismos foi observada ap6s 30 minutos, 1; 2; e 3 horas de exposicao. (figura 6)

2. Fase de recuperacdo: ap0os 3 horas de exposi¢do, o controle e os individuos paralisados
foram transferidos para novas solu¢fes com apenas agua de cultivo e P. subcapitata,

numa concentracdo de 10° células.mL™. A atividade natatdria desses individuos foi
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observada em 15 e 24 horas de exposi¢do. Ao final da fase de recuperacéo, o niUmero

de individuos com atividade natatoria, de imobilizados e de mortos foi contabilizado.
Foram realizados um total de 5 ensaios agudos. Para anélise estatistica foi calculado a ETsg
(tempo efetivo de paralisacdo a 50% dos organismos) por analise de regressao por probit, com
0 programa SPSS versdo 2.0. Foram feitas analises de variadncia (ANOVA) a um critério de
classificacdo e teste de Tukey, quando houve diferenca significativa, para comparagdo das
respostas das concentracGes repetidas entre os testes. Essas analises também foram realizadas
para comparar o efeito dose-resposta separadamente em cada teste. Para realizacdo desses

testes estatisticos o programa utilizado foi o Graph Pad Prism versdo 5.04.

Figura 6 — Foto ilustrativa do bioensaio agudo com D. laevis e C. raciborskii
Laboratério de Ecotoxicologia UNIFEI, Restani (2010).

5.5 BIOENSAIO DE TOXICIDADE CRONICA

O efeito de C. raciborskii na sobrevivéncia e reproducdo de D. laevis foi estudado
mediante a exposi¢do de neonatos de idade entre 6 e 24 horas, em solucGes de cultivo,
conforme delineamento experimental apresentado na tabela 3. Ao todo foram 10 tratamentos,
sendo 4 com diferentes concentracbes de CYRF e P. subcapitata, 4 com diferentes
concentragdes de NPCS-1 e P. subcapitata, o controle com apenas P. subcapitata e 0

tratamento sem nenhum tipo de alimento.
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Tabela 3 — Diferentes concentracfes de P. subcapitata e de C. raciborskii utilizadas no ensaio de exposic¢éo
crénica com D. laevis.

Tratamento Concentracéo de Concentracéo de
P. subcapitata (%) C. raciborskii (%)
(CYRF OU NPCS-1)

A (controle) 100 -
B 75 25
C 50 50
D 25 75
E - 100
F - -

As diluicBes necessarias de C. raciborskii e P. subcapitata foram calculadas de acordo
com a contagem prévia da densidade celular dos concentrados realizadas com auxilio do
hemocitémetro de Fuchs-Rosenthal, onde: 100% = 1,0 x 10° células.mL™; 75% = 7,5 x 10°
células.mL™; 50% = 5,0 x 10° células.mL™; 25% = 2,5 x 10° células.mL™.

O ensaio foi conduzido em béqueres com capacidade de 40 mL de solucdo algal, sendo
mantido 1 organismo em cada recipiente (figura 7). Para cada tratamento foram utilizadas 10
réplicas, mantidas em incubadora Eletrolab com temperatura controlada para 23+2°C, luz
difusa e fotoperiodo de 12h.

A duracdo do experimento foi de 15 dias, tempo este necessario para a ocorréncia da
terceira ninhada dos organismos expostos ao tratamento controle. A troca das solugdes foi
efetuada diariamente, juntamente com a observacao do nimero de animais mortos, o tempo da
primeira reproducdo e o nimero de neonatos nascidos em cada tratamento. Para o preparo
das solucdes, a agua de cultivo utilizada foi previamente filtrada em rede de plancton com
abertura de malha de 20 um, para a remogdo de material particulado e organismos.

Foi calculada a taxa intrinseca de aumento natural (r) para cada um dos tratamentos. Essa
taxa pode ser considerada um coeficiente instantaneo de crescimento populacional. A curva
de crescimento exponencial também foi tracada. A taxa intrinseca de aumento natural foi

calculada pela seguinte expresséo:

r=(InN¢ - InNg) /t

onde:
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Ng— nimero de individuos iniciais;
N;— nimero de individuos no instante t;

t— duracdo do experimento

As analises estatisticas das diferentes concentraces de CYRF e NPCS-1 sobre os
pardmetros sobrevivéncia; fecundidade média e idade da primeira reproducdo foram feitas por
analise de variancia (ANOVA) a um critério de classificacdo. As diferencas significativas
entre os tratamentos foram testadas por comparagdo mdltipla, pelo teste de Tukey.

A taxa intrinseca de aumento natural (potencial biético) também foi analisada por anélise
de varidncia a um critério de classificacdo (ANOVA — one way) e as diferancas significativas
analisados pelo teste de Tukey. O programa utilizado para a realizacao dos testes estatisticos e

para tracar a curva de crescimento exponencial foi o Graph Pad Prism versao 5.04.

Figura? - Foto ilustrativa do bioensaio crénico com D. laevis e C. raciborskii
Laboratério de Ecotoxicologia UNIFEI, Restani (2010).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 BIOENSAIO AGUDO

Ferrdo-Filho et al. (2007a) em estudo com outros cladéceros descreveram que a acao das
STXs agem nas células nervosas que controlam os musculos das segundas antenas destes
organismos, 0 que inibi a transmissdo do impulso nervoso e causa imobilidade nestes
organismos. Os efeitos dos bioensaios agudos observados em D. laevis expostas as cepas
produtoras de STXs (CYRF) foi caracterizado pela paralisia dos movimentos natatérios. Os
movimentos dos apéndices filtradores foram mantidos, mas os claddceros ficaram imoveis no
fundo dos tubos de ensaio, alguns poucos até apresentaram pequenos movimentos, mas foram
incapazes de se locomover na coluna d’agua. Para a cepa ndo produtora de saxitoxina (NPCS-
1) e os organismos do tratamento controle, nenhum efeito de paralisia foi observado dentro do
periodo de 3 horas. Esse fato sugere que a imobilidade é decorrente do efeito da saxitoxina
sobre 0s organismos.

Nas concentracdes mais baixas de CYRF (10° e 10° céls.mL™), ou as menores
concentracdes de STX e neoSTX (tabelas 4 e 5) houve uma variacdo nas respostas de
imobilizacdo entre os bioensaios realizados, mas de acordo com a analise de variancia,
ANOVA com o0s cinco ensaios realizados ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos com a mesma densidade celular (p<0,05)- (Anexo B). Outros autores como
Hietala et al. (1995 e 1997) e Lailren-méaatd, Hietala e Walls (1997) verificaram que a
sobrevivéncia, crescimento e reprodugdo de diferentes clones de Daphnias foram
diferencialmente afetados por Microcystis aeruginosa produtora de microcistinas. Portanto

diferencas na sensibilidade entre clones de D. laevis podem ter ocorrido.

Tabela 4 - Concentrac6es de Neurotoxinas detectadas em CYRF para o bioensaio de 13/10/10

Conc. CYRF Concentragdes de Neurotoxinas (ng.EqSTX.mL™)
(céls.mL™)
STX neoSTX
108 1,4 x 10 1,2x107?
10° 1,4x10° 1,2x10°
10* 1,4 x 10* 1,2 x 10*
10° 1,4x 107 1,2x 107

102 1,4 x 10 1,2x10°
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Tabela 5 - ConcentracOes de Neurotoxinas detectadas em CYRF para os bioensaios de 21/10/10, 22/10/10,
25/10/10 e 26/10/10

Conc.

Concentragdes de Neurotoxinas (ng.EqSTX.mL™)
CYRF(céls.mL™)

STX neoSTX
10° 1,4 x 107 55x 107
10° 1,4x10° 55x 10™
10* 1,4 x10™ 55x 107
10° 1,4 x10° 55x 10°
102 1,4x10° 55x 107

Para os organismos de D. laevis expostos a concentracdo de 10° céls.mL™ de CYRF, a
paralisia total se estendeu até o periodo de 2 horas (figura 8), mas como 0s organismos
expostos as concentracfes maiores tiveram respostas muito rapidas, ndo foi possivel o calculo
da ECsp. Os valores da ETsg (tempo efetivo para imobilizacdo de 50% dos individuos) foram

calculados e sdo apresentados na tabela 6.

Tabela 6 - Valores de ET50 (tempo efetivo de imobilizagdo a 50% dos individuos em horas) para D. laevis exposta a C.
raciborskii produtora de saxitoxina (CYRF)

Bioensaio Concentragdes (céls.mL™)
Agudo 10’ 10° 10° 10° 10°

1 2,76 0,47 0,29 (0,19-0,38) 0,28 (0,17-0,37) 0,28 (0,17-0,37)
2 0,00 0,86 0,51(0,42-0,61) 0,28 (0,17-0,37) 0,28 (0,17-0,37)
3 3,41 1,14 (0,99-1,32) 0,54 (0,45-0,64)  0,35(0,25-0,44) 0,28 (0,17-0,37)
4 0,00 0,71(0,61-0,81)  0,34(0,23-0,42)  0,28(0,17-0,37) 0,28 (0,17-0,37)
5 2,58(2,30-2,95) 0,54 (0,43-0,64) 0,29 (0,19-0,38) 0,28 (0,17-0,37) 0,28 (0,17-0,37)

Ferrdo-Filho et al. (2010) realizaram bioensaios similares aos do presente trabalho, com
duracdo de trés horas para Daphnia pulex e Moina micrura, com &gua do Reservatério do
Funil e com a cepa CYRF e relataram uma resposta linear para as concentraces de STXs no
seston entre 3,0 x 10 ng.EqSTX.mL™ e 3,0 x 10° ng.EqSTX.mL™ e para concentracdes mais
altas que 3,0 x 10> ng.EqSTX.mL™ houve estabilizacdo na resposta, ndo havendo decréscimos
no valor de ETsp. De acordo com esses autores, isso reflete uma saturagdo na resposta de
absorcdo das toxinas por bioacumulacdo e, apds certa concentracdo de toxina, os efeitos
sofridos levam o mesmo tempo para ocorrer. Os resultados obtidos nos bioensaios com D.
laevis corroboram aos encontrados por esses autores, pois observou-se que os cladoceros

expostos as maiores concentracdes de CYRF (conteido em, 10*, 10° e 10° céls.mL™) ou seja,
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as maiores concentragcdes de STXs e neoSTXs (tabelas 4 e 5) apresentaram paralisia entre 30
min e 1 hora de exposicdo. Este efeito foi estatisticamente comprovado, quando comparado
aos organismos do tratamento controle, pela ANOVA (p<0,05) (Anexo B) (Figura 8).

A fase de recuperacdo (com somente agua e P. subcapitata) corroborou os resultados
obtidos na fase de exposic¢do, ou seja, organismos expostos a maiores concentracgdes celulares
da cepa CYRF, levaram mais tempo para recuperar 0s movimentos natatorios (24 horas ou
mais), enquanto que apenas 15 horas foram suficientes para oS organismos expostos as
concentragcdes mais baixas. A figura 8 ilustra as respostas obtidas dos organismos expostos as
diferentes concentracOes da cepa CYRF, tanto para a fase de exposi¢do quanto para a fase de
recuperacdo. Apesar, dessa diferenca no tempo de recuperacao observado nos dados brutos, a
ANOVA (p<0,05) s6 demonstrou diferenca significativa quanto ao tempo de recuperacdo com
relagdo aos organismos expostos as concentracdes mais altas de CYRF (10° e 10° céls.mL™)
comparado ao tratamento controle e 0s expostos a concentracdes mais baixas (10% e 10°
céls.mL™*) em dois dos bioensaios. (Anexo B).

Ferrdo-Filho et al. (2007a) relatam que a recuperacdo depende da espécie de claddcero
testada, da densidade dos filamentos toxicos na agua e também do tempo de exposicao.
Assim, embora a taxa de mortalidade durante 24 horas, periodo de realizacdo dos ensaios,
tenha sido extremamente baixa, sendo nula em 4 bioensaios, para todos os tratamentos e de
apenas 3,33% em um dos bioensaios para 0s organismos do tratamento de 10 céls.mL™ de
CYRF. A dependéncia desses fatores para a recuperacdo de claddceros pode trazer
implicacdes para a sua sobrevivéncia em ambientes naturais. Havens (2008) descreve que a
dindmica temporal das florac6es de cianobactérias é variavel — em alguns sistemas podem ser
persistentes e em outros esporadicas. Assim, em sistemas onde as floracfes de cianobactérias
produtoras de STXs sdo persistentes, a comunidade zooplancténica podera sofrer alteracdes
permanentes.

Ferrdo-Filho (2009a) detectou que no Reservatorio do Funil mais de 90% da comunidade
fitoplanctonica foi composta por cianobactérias durante a maior parte do periodo monitorado
(Junho 2002 a margo 2006). Esse autor relata que desde 2004, quando as floragdes de
cianobactérias tornaram-se mais constantes, houve reducdo na diversidade de fitoplancton e,
consequentemente, nos cladoceros de grande porte. Hessen, Donk e Gulati (2005) estudaram
trés lagos eutréficos nos Paises Baixos com constantes floracdes de cianobactérias e
constataram que esses lagos sdo caracterizados por pouca abundancia de Daphnias.

No Brasil, floragbes de cianobactérias de C. raciborskii tem sido descritas por muitos
autores (LAGOS et al., 1999; TUCCI e SANT’ANNA, 2003; MOLICA et al., 2005;
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BARROS e BARBOSA, 2009; NUNES, LAZARO e MARTINS, 2009; NISHIMURA,
POMPEO e MOSCHINI-CARLOS, 2009; WERNER et al., 2009; ARAGAO et al., 2010) .

As concentracdes de STXs em ambientes naturais podem sofrer variacGes. Ferrdo-Filho
(2009a) detectou concentracdes de STXs no seston do Reservatdrio do Funil que variaram de
zero (abaixo do limite de deteccdo) a 3,48ng.EqSTX.mL™. Ferrdo-Filho et al. (2010)
encontraram nesse mesmo reservatorio, concentracdes no seston que variaram entre 3,0 x 10™
ng.EqSTX.mL™? a 3,48 ng.EqSTX.mL™. Clemente et al. (2010) encontraram na agua do
Reservatdrio Alagados diferentes concentraces de STXs conforme as estacbes do ano. Na
primavera a concentraco foi de 5,15 x 10 ngEqSTX.mL™ (GTX-2,3 e 5), no veréo de 4,384
x 10 % ng.EqSTX.mL * (GTX 2,34 e 5) e no outono de 5,078 x 10 % ng.EqSTX.mL™*
(GTX2,3,4 e 5). Molica et al. (2005) encontraram concentraces de 5,2 x 10 2 ng.mL™ de
STX e 51 x 10 * ng.mL™ de neoSTX em uma amostra de &gua no Reservatorio
Tapacuréd/Pernambuco, no periodo que se estendeu do final de marco até maio (2002), em que
houve predominancia de C. raciborskii na floragéo.

As concentragfes de STXs estimadas nos bioensaios realizados com cepa CYRF e D.
laevis foram compativeis (quando os autores se referem a niveis de STX abaixo do limite de
deteccdo) e alguns casos, até mais baixos dos que ocorrem em ambientes naturais, quando
comparadas com os dados mencionados acima, uma vez que os valores estimados para estes
bioensaios apresentaram variagdes entre 1,4 x 102 e 1,4 x 10° ng.STX.mL™? e de 1,2 x 102 a
1,2 x 10° ou ainda 5,5 x 10° a 5,5 x 10”7 ng.neoSTX.mL™. Os resultados obtidos nos
bioensaios corroboram com relatos de autores sobre a diminuicdo de espécies de grandes
claddceros em ambientes com floragGes de cianobactérias, conforme ja mencionado.

D. laevis mostrou-se bastante sensivel a presenca de STXs de forma que sua sobrevivéncia
em locais com floragdes de espécies de cianobactérias produtoras desta toxina estaria
comprometida principalmente em casos de floracBes que se estendessem por grandes
periodos. Desta forma, a utilizacdo desta espécie nativa como organismo teste nos ensaios de
toxicidade poderéa ser incorporada na avaliacdo de efeitos de floragdes de cianobactérias.

Os resultados encontrados nos bioensaios cronicos e discutidos no proximo topico

corroboram com os encontrados nos bioensaios agudos.
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Figura 8 — Resultados de bioensaios agudos com D. laevis expostos a cepa CYRF em diferentes concentracGes
celulares. Estes bioensaios consistiram de duas fases: Fase de exposi¢do — quando os claddceros foram expostos
por 3 horas em diversas concentrac@es de dgua e CYRF; e Fase de recuperacdo — quando os cladéceros foram
expostos a agua e P. subcapitata (concentracdo de 10° céls.mL™) por 24 horas. O controle foi exposto a somente
agua (Fase de Exposicao) e agua e P. subcapitata (fase de recuperagio).
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6.2 BIOENSAIO CRONICO

Claddceros de agua doce tém seu desenvolvimento e reproducao influenciados por fatores
intrinsecos a cada espécie e também por fatores externos (MELAO, 2011). Neste bioensaio,
com D. laevis, submetida aos diferentes tratamentos com C. raciborskii e P. subcapitata,
demonstrou sensibilidade as cepas de C. raciborskii. Na figura 9 observam - se os valores de
fecundidade média para Daphnia laevis cultivados com diferentes propor¢des de alimento
preparado com a cloroficea P. subcaptata, e as cepas de C. raciborskii, produtora e ndo
produtora de cianotoxinas. Evidencia—se uma diminuicéo significativa na fecundidade média
dos organismos para gquase todos os tratamentos, com exce¢ao daqueles cultivados com 50% e
25% da cepa NPCS-1. Estas diferencas foram comprovadas estatisticamente por meio da
ANOVA, teste de Tukey, p < 0,05. (Anexo C)
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Figura 9 — Fecundidade média (+DP) para D. laevis submetida a diferentes tratamentos de C. raciborskii (cepas
produtoras e ndo produtoras de STX.

Nos tratamentos com NPCS-1 100%, CYRF 75% e o sem alimento ndo houve a producédo
de filhotes, embora as fémeas tenham atingido idade para a reproducdo. O efeito na
fecundidade média foi bem pronunciado nesses casos e também as fémeas expostas a CYRF

100%, que nem atingiram a idade esperada para a reproducao.
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Ferrdo-Filho, Arcifa e Fileto (2003) em trabalho no Lago Monte alegre concluiram que as
flutuacbes do zooplancton neste ambiente poderiam estar relacionadas & quantidade e a
qualidade do fitoplancton desse ambiente. Alguns autores relatam o baixo valor nutricional
das cianobactérias (ARNOLD, 1971; AHLGREN, LUNDSTEDT, FORSBERG, 1990;
FERRAO-FILHO, 2000). Le Cren e Lowe-McConnell (1980) relatam que a qualidade
nutricional e a concentragdo dos alimentos interferem no desenvolvimento, crescimento e
reproducdo de uma espécie. Os resultados deste bioensaio poderiam, entdo, também ser
explicados pela qualidade nutricional do alimento fornecido as Daphnias uma vez que a
fecundidade das fémeas esté relacionada a oferta e a qualidade do alimento.

No entanto, em qualquer um dos tratamentos, excluindo-se os que continham 100% de C.
raciborskii, tanto produtora como ndo produtora de cianotoxinas, 0s organismos receberam
guantidade de P. subcapitata correspondente a 10> céls.mL™ conforme recomendado pela
NBR 12713 (2009), e concentracdes utilizadas na manutencéo dos organismos em laboratério.
Portanto, apenas o baixo valor nutricional das cianobactérias ndo explica a queda na
fecundidade das Daphnias, uma vez que elas receberam quantidade suficiente de alimento
com boa qualidade nutricional para sua manutencéo.

Durante todo o periodo deste bioensaio, foi observada a imobilidade das fémeas de D.
laevis expostas a cepa produtora de STXs. Como as STXs sd0 neurotoxinas que agem
bloqueando os canais de sddio e conseqilientemente impedem a propagagdo do impulso
nervoso, elas provocam a imobilidade nesta espécie de claddcero, prejudicando assim, sua
taxa de filtracdo, levando-as a deficiéncia nutricional, causando a queda na fecundidade.
Porém, esse fato sozinho ndo explica a queda da fecundidade dos claddceros expostos a cepa
nédo produtora de STXs, uma vez que ela ndo provocou imobilidade nestes organismos.

Os resultados de sobrevivéncia das fémeas de D. laevis durante a exposicao cronica podem
ser visualizados na figura 12. Nesta figura é possivel evidenciar uma reducdo maior na
sobrevivéncia das fémeas expostas a CYRF em todas as concentra¢fes quando comparadas ao
controle. Quanto aos tratamentos com NPCS-1, também houve uma reducdo na sobrevivéncia
sendo que os Unicos tratamentos que ndo apresentaram diferenca significativa com relacéo ao
controle foram os tratamentos com NPCS-1 a 50% e a 25%. O tratamento sem alimento
tambem teve sua sobrevivéncia reduzida. Esses resultados foram comprovados por ANOVA e
teste de Tukey (p<0,05) (anexo C).
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Figura 12- Porcentagem (%) de sobrevivéncia de fémeas de D. laevis nas diferentes concentragdes alimentares com cianobactérias.
A — Diferentes proporcdes de NPCS-1 e P. subcapitata. B - Diferentes proporcdes de CYRF e P. subcapitata.
Os tratamentos Controle e Sem Alimento se repetem para melhor visualizagdo dos dados.
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Porter e Orkut (1980) relatam que algas e cianobactérias com formas filamentosas, além de
aumentar o gasto energético dos cladoceros pela movimentacdo excessiva para a rejeicdo de
particulas do pos-abdomen podem também obstruir a cAmara de filtracdo desses animais.
Assim, os efeitos negativos a sobrevivéncia e a fecundidade de NPCS-1 sobre D. laevis
poderiam também ser explicados por um efeito mecénico produzido pelos filamentos da
cianobactéria, obstruindo sua cAmara filtradora. Esse efeito pode ser ilustrado pela figura 13

abaixo:

Figura 13 — Foto ilustrativa de D. laevis alimentada com filamentos de C. raciborskii
Laboratdrio de Ecotoxicologia UNIFEI, Restani, 2010
As setas indicam filamentos de C. raciborskii presos as segundas antenas
e no pos-abdomen de D. laevis. O aumento da lupa nédo pode ser definido.

Haney, Sasner e lkawa (1995) reportaram e um aumento da rejei¢ao de particulas pelo p6s-
abdomen além de uma reducdo nos batimentos dos apéndices toracicos de Daphnia carinata
guando exposta a um filtrado de Aphanizomenon flos-aquae e saxitoxina purificada. Mas
esses efeitos mecanicos também ndo explicariam muito bem, o bom desenvolvimento das
Daphnias expostas aos tratamentos com NPCS-1 50% e 25% (5,0 x 10° céls.mL™ e 2,5 x 10°
céls.mL™ de NPCS-1 respectivamente).

Nogueira et al. (2004a) demonstraram que tanto a cepa de C. raciborskii produtora de
cilindrospermopsina quanto uma nao produtora de cianotoxina reduziram o crescimento e a
sobrevivéncia de D. magna , embora a cepa produtora de cilindrospermopsina tenha sido mais
efetiva. Costa (2005), observou sensibilidade para D. gessneri a uma cepa de C. raciborskii
ndo produtora de cianotoxinas. Lirling (2003) também encontrou um resultado negativo de
Microcystis ndo produtora de cianotoxinas para Daphnia magna que ndo pode ser atribuida a
baixa qualidade nutricional, morfologia e inibicdo alimentar demonstrando que esta cepa

estaria produzindo outras substancias toxicas as Daphnias que ndo seriam as microcistinas.
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Segundo Lampert (1981) se os organismos sem alimento sobrevivem por mais tempo
comparado aos expostos a cianobactérias é indicio de que essas cianobactérias sdo toxicas, e
na figura 12 pode-se observar que a sobrevivéncia do tratamento sem alimento foi um pouco
melhor do que para os tratamentos com C. raciborskii (excluindo-se os tratamentos com
NPCS-1 a 50% e 25%).

Dessa forma, a presenca de STXs provavelmente afeta a fecundidade e a sobrevivéncia de
D. laevis, pois existe uma diferenca significativa nas analises estatisticas feitas entre as
mesmas concentracfes das duas cepas de C. raciborskii. Mas ha indicios de que a cepa nédo
produtora de STXs deva possuir algum composto bioativo, ainda néo identificado, que seja
toxico a esses cladoceros.

A taxa intrinseca de aumento natural (r) esta diretamente relacionada a fecundidade. Neste
trabalho, os resultados obtidos (tabela 7, figura 10) confirmaram estatisticamente, pela
ANOVA e teste de Tukey (anexo C) as diferencas na fecundidade. Esses dois resultados por
sua vez, bem como a sobrevivéncia, concordam com os resultados para o crescimento
populacional (figura 11). Esses dois parametros (taxa intrinseca de aumento natural e curva
de crescimento populacional) é que fornecem subsidios para prever qual seria o
comportamento da populacdo da espécie em questdo sobre determinadas condi¢des. Os
resultados dos bioensaios obtidos no presente trabalho demonstram que floragdes extensivas
de C. raciborskii em um corpo hidrico poderiam levar a populacdo de D. laevis ali presente,
ao declinio o que poderia acarretar em consequéncias drasticas ao meio uma vez que elas
ocupam um papel chave em cadeias alimentares, tanto como predadoras de algas como fonte

de alimentacéo para peixes e outros organismos. (FONSECA, 1991).

Tabela 7 — Valores de r para D. laevis nas diferentes concentra¢des alimentares com cianobactérias

Taxa Intrinseca de Aumento Natural N Ng t (dias) r (dias ™)

P. subcapitata 100% (Controle) 1020 10 15 0,31
Sem Alimento 0003 10 15 -0,08

NPCS-1 - 100% 0001 10 12 -0,19

NPCS-1 - 75% + 25% Cloroficea 0337 10 15 0,23
NPCS-1 — 50% + 50% Cloroficea 0547 10 15 0,27
NPCS-1 — 25% + 75% Cloroficea 0751 10 15 0,29
CYRF - 100% 0001 10 05 - 0,46

CYRF — 75% + 25% Cloroficea 0001 10 09 -0,25

CYRF - 50% + 50% Cloroficea 0012 10 15 0,012

CYRF — 25% + 75% Cloroficea 0041 10 15 0,09
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Figura 10 — Taxa intrinseca de aumento populacional (r). Valores obtidos D. laevis
submetida a diferentes tratamentos de C. raciborskii, cepas produtoras e ndo produtoras de
STX.

O tempo médio da primeira reproducdo esta representado na tabela 8. Observa-se que
organismos expostos aos tratamentos com 75%, 50% e 25% da cepa NPCS-1 néo
apresentaram diferencas significativas quando comparados com 0s organismos cultivados em
apenas agua de cultivo e P. subcapitata (controle). Tais diferencas foram estatisticamente
confirmadas por ANOVA e teste de Tukey (p<0,05) (Anexo C- Tabelas 28 e 29).

Tabela 8 — Tempo medio (xDP) da primeira reproducdo de D. laevis nas diferentes concentra¢fes alimentares
com cepas de C. raciborskii (produtoras e ndo produtoras de STX).

Tratamentos Tempo da Primeira Reprodugéo (dia + SD)
Controle 7 (x0)
NPCS-1 - 100% -
NPCS-1 - 75% 8 (x0,5)
NPCS-1 - 50% 7,3 (£0,483)
NPCS-1 - 25% 7,11 (20,333)
CYRF - 100% -
CYRF - 75% -
CYRF - 50% 10(x2)*
CYRF - 25% 9,5 (x2,51) *

Sem Alimento -
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O tempo de desenvolvimento pds-embrionario dos microcrustaceos é o tempo gasto para
que um individuo atinja a maturidade e comece a procriar e é afetado principalmente pela
qualidade e quantidade de alimento (MELAO, 2011). Além da composicdo quimica, outros
aspectos devem ser considerados quando se determina a qualidade nutricional de uma alga
para o zooplancton, como a sua morfologia, digestibilidade ao zooplancton e a ndo-toxicidade
da alga (AHLGREN et al., 1990). H& evidéncias, entdo, de que a presenca da cepa de C.
raciborskii produtora de STXs esteja afetando o desenvolvimento pos-embrionario das
Daphnias, o que aparentemente nao esta ocorrendo com a cepa nao produtora de toxina.

Uma hipdtese é que metabdlitos secundarios, ainda ndo identificados, produzidos por
NPCS-1 possam estar se acumulando no organismo de D. laevis, portanto seus efeitos
citotoxicos sé se manifestem a partir de uma determinada concentracdo acumulada pela
Daphnia. No entanto, existe a necessidade de investigacdes para a comprovacgdo desses dados.

Efeitos cronicos na sobrevivéncia dos organismos foram demonstrados ao longo do
periodo do ensaio. A sobrevivéncia dos tratamentos com NPCS-1 a 50% e a 25% pode ser
explicada pelas altas concentracdes de P. subcapitata nesses tratamentos (5,0 x 10°e 7,5 x 10°
respectivamente), uma vez que a presenca de alimentos nutritivos nos tratamentos com
cianobactérias assim como sua concentracéo, interfere nos resultados dos testes (FERRAO-
FILHO, 2009b).

Uma das explicagbes seria a seletividade de alimentos. Pinto-Coelho et al (2003),
encontraram em seus dados de campo, no Reservatdrio da Pampulha — Belo Horizonte que D.
laevis pode coexistir por longos periodos de tempo com extensivas floracGes de Microcystis
sp., mas que suas reservas de lipideos totais diminuem. Eskinazi-Sant’ Anna et al (2002) em
uma andlise da dieta natural de D. laevis também no Reservatorio da Pampulha, encontraram
gue cianobactérias estiveram praticamente ausentes em seu trato digestivo, sendo detectado
apenas pequenas guantidades de col6nias de Microcystis aeruginosa nao digeridas em seus
intestinos. Esses autores relatam que as cianobactérias presentes no reservatério foram M.
aeruginosa e Anabaena sp e que essa espécies representavam menos de 15% do total de
fitoplancton. Demott (1988) relata que os mecanismos de selecdo alimentar de copépodos
dependem de quatro fatores, um deles é a concentragdo de alimento. D. laevis expostas as
baixas concentracbes de ambas as cepas de C. raciborskii (50% e 25%) apresentaram
condi¢des melhores, tanto para fecundidade como para sobrevivéncia, do que as expostas as
concentragcdes mais altas (100% e 75%). Assim, esses resultados corroboram o fato de que D.
laevis em condigBes de laboratorio pode ser seletiva na sua fonte alimentar, e no ambiente

isso tambeém pode ser possivel quando as condi¢Bes forem similares. Esse resultado também
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corrobora com a evidéncia de que a presenga de STXs interfere na sobrevivéncia de D. laevis,
pois comparando-se apenas 0S 0rganismos expostos as concentragdes mais baixas (50% e
25%) das duas cepas de C. raciborskii entre si, pode-se observar que houve diferencas nas
respostas, sendo que 0S organismos expostos as cepas produtoras de STX tiveram seu
desenvolvimento mais afetado. Assim, a absorcdo da STX em D. laevis exposta a baixas
concentragbes da cepa CYRF (50% e 25%) pode estar ocorrendo por via dérmica e ndo
através da via digestiva. No entanto sdo necessarios mais estudos para essas confirmacoes.

Soares et al. (2008) encontraram resultados diferentes aos do presente trabalho para
organismos de D. magna expostos a cepa CYRF. No tratamento com 100% CYRF os
organismos sobreviveram por nove dias enquanto que em seu tratamento sem alimento
sobreviveram por apenas 7 dias. A conclusdo dos autores foi de que a cepa CYRF ndo
apresentou toxicidade a D. magna, mas foi um alimento de baixa qualidade nutricional.
Nogueira et al. (2004b) encontram efeitos adversos de uma cepa de Aphanizomenon
issatschenkoi produtora de STXs, na sobrevivéncia e no desenvolvimento de D. magna e
também que essa espécie de Daphnia pode acumular STXs. Costa (2005) estudou o efeito de
uma cepa de C. raciborskii produtora de STXs e verificou que a mesma ndo interferiu na
sobrevivéncia dos claddceros D. pulex e Moina micrura, embora tenham apresentado
prejuizos em seus desenvolvimentos (crescimento e fecundidade) e, verificou também que
Daphnia gessneri apresentou resisténcia a esta mesma cepa, ndo apresentando paralisia e nem
tendo seu desenvolvimento afetado (crescimento e fecundidade).

Alguns estudos, como o de Christoffersen (1996 apud COSTA, 2005) sugerem que as
suscetibilidades a cianotoxinas podem diferir em diferentes espécies de claddceros e é esta
diferenca na sensibilidade entre as espécies que podem favorecer algumas em detrimento de
outras em ambientes aquaticos com floracbes de cianobactérias, causando mudancas na
dindmica da populacdo zooplancténica. Dessa forma, devido a sensibilidade as cepas de C.
raciborskii apresentadas por D. laevis, muito provavelmente estes organismos ndo consigam

coexistir com floragdes dessa espécie de cianobactéria em ambientes naturais.
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7. CONCLUSOES

1 As concentracdes de STXs estimadas para os bioensaios agudos foram compativeis
com o relato de alguns autores sobre as concentragcbes de STXs encontradas em

ambientes naturais;

2 D. laevis tem potencial para ser utilizada como um organismo-teste em bioensaios
agudos na avaliacéo de floracdes de C. raciborskii, produtoras de STXs, uma vez que
esses organismos apresentaram paralisia dos movimentos natatorios na presenca da

mesma,

3 D. laevis apresentou uma resposta linear entre a concentragdo de STX a que foi

exposta e seu tempo de recuperacgéo;

4 As cepas de C. raciborskii, tanto a produtora como a ndo produtora de STXs,
apresentaram efeitos cronicos adversos ao desenvolvimento de D. laevis, sendo mais

acentuados aos organismos expostos a cepa produtora de STXS;

5 Haindicios de que a cepa ndo produtora de STXs (NPCS-1) possua outros metabdlitos
secundarios ainda ndo identificados que sdo tdxicos a D. laevis e que possuam efeitos

cronicos.
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RECOMENDACOES

Confeccédo de bioensaios agudos com diferentes tempos de exposicdo e concentracfes de
C. raciborskii produtora de STXs com o intuito de verificar a relacdo entre exposicao a

STXs e tempo de recuperacédo de D. laevis;

Realizacdo de trabalhos para confirmar a seletividade alimentar de D. laevis;

Realizacdo de estudos que visem identificar metabdlitos secundarios que ndo as
cianotoxinas, produzidos por cepas de C. raciborskii que apresentem toxicidade para D.

laevis.
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ANEXOS



ANEXO A - RESULTADOS DOS TESTES DE SENSIBILIDADE

CARTA CONTROLE
Daphnia laevis - 24h
NaCl (g/L)
3,5
3
o 25 +
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b2 * . o
-2 L L e S Limite inferior (2DP}
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o
g e Limite superior (2DP)
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Sequénciados Testes

Valores de ECsp em 24 horas para D. laevis submetida a NaCl.

Daphnia laevis - 48h

NacCl (g/L)
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2 _____________________
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Sequénciados Testes

Valores de ECso em 24 horas para D. laevis submetida a NaCl
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ANEXO B — RESULTADOS ESTATISTICOS PARA OS BIOENSAIOS AGUDOS

Resultado da ANOVA para as os Bioensaios Agudos com D. laevis expostas em diferentes concentracdes de
CYRF

ANOVA Table df MS F P (<0,05)
Treatment (between columns) 25 407,1 2,788 0,0001
Residual (within columns) 104 146
Total 129

Tratamento estatistico do efeito de recuperacgdo dos organismos em cada teste

Resultado da ANOVA para fase de recuperacdo do bioensaio agudo com D. laevis e CYRF em 13/10/2010

ANOVA Table df MS F P(<0,05)
Treatment (between columns) 5 257,4 19,55 0,0012
Residual (within columns) 6 13,17
Total 11

Resultado do Teste de Tukey para fase de recuperagdo do bioensaio agudo com D. laevis e CYRF em
13/10/2010

Tukey's Multiple Comparison Test q Significant? P < 0,05?
Controle vs 10° 8,574 Yes
Controle vs 10° 9,744 Yes
10% vs 10° 8,574 Yes
10% vs 10° 9,744 Yes
10% vs 10° 7,99 Yes
10° vs 10° 9,159 Yes

Resultado da ANOVA para fase de recuperacdo do bioensaio agudo com D. laevis e CYRF em 21/10/2010

ANOVA Table df MS F P(<0,05)
Treatment (between columns) 5 104,3 2,436 0,1544
Residual (within columns) 6 42,83
Total 11

Resultado da ANOVA para fase de recuperacdo do bioensaio agudo com D. laevis e CYRF em 22/10/2010

ANOVA Table df MS F P (<0,05)
Treatment (between columns) 5 248,3 4,806 0,0411
Residual (within columns) 6 51,67

Total 11
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Resultado da ANOVA para fase de recuperacdo do bioensaio agudo com D. laevis e CYRF em 25/10/2010

ANOVA Table df MS F P(<0,05)
Treatment (between columns) 5 254,3 9,687 0,0077
Residual (within columns) 6 26,25
Total 11

Resultado do Teste de Tukey para fase de recuperacdo do bioensaio agudo com D. laevis e CYRF em
25/10/2010

Tukey's Multiple Comparison Test q Significant? P < 0,05?
Controle vs 10° 7,039 Yes
10? vs 10° 7,039 Yes
10% vs 10° 7,039 Yes

Resultado da ANOVA para fase de recuperacdo do bioensaio agudo com D. laevis e CYRF em 26/10/2010

ANOVA Table df MS F P(<0,05)
Treatment (between columns) 5 153,3 3,37 0,0856
Residual (within columns) 6 455

Total 11
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ANEXO C - RESULTADOS DO TRATAMENTO ESTATISTICO PARA O
BIOENSAIO CRONICO

Resultado da ANOVA para fecundidade média em D. laevis nas diferentes concentracfes alimentares

ANOVA df MS F P
Tratamentos 9 1571 59,6 <0,0001
Residual 203 26,35
Total 212

* df — Grau de liberdade; MS- média quadratica; F- fator; P- nivel de significancia de 95% (<0,05)

Resultado do Teste de Tukey para fecundidade média em D. laevis nas diferentes concentragdes alimentares

Teste de Tukey q Significante? P < 0,05
Controle 100% vs Sem alimentacdo 16,36 Yes
Controle 100% vs NPCS 100% 16,36 Yes
Controle 100% vs NPCS 75% 9,487 Yes
Controle 100% vs CYRF 100% 19,24 Yes
Controle 100% vs CYRF 75% 19,24 Yes
Controle 100% vs CYRF 50% 9,463 Yes
Controle 100% vs CYRF 25% 11,86 Yes

* g- Valor critico; P — Nivel de significancia

Resultado da ANOVA para taxa intrinseca de aumento natural em D. laevis nas diferentes concentracGes
alimentares com cianobactérias

ANOVA
df MS F P (<0,05)
Treatmentos 9 276757 9,693 <0,0001
Residual 65 28551
Total 74

* df — Grau de liberdade; MS- média quadratica; F- fator; P- nivel de significancia de 95% (<0,05)

Resultado do Teste de Tukey para taxa intrinseca de aumento natural em D. laevis nas diferentes concentragdes
alimentares com cianobactérias

Teste de Tukey q Significante? P < 0,05

Controle vs NPCS-1 - 100% 7,606 Yes
Controle vs NPCS-1 - 75% 5,059 Yes
Controle vs CYRF - 100% 6,991 Yes
Controle vs CYRF - 75% 7,007 Yes
Controle vs CYRF - 50% 7,533 Yes
Controle vs CYRF - 25% 8,109 Yes
Controle vs Sem alimentacéo 7,304 Yes

* g — Valor critico; P- nivel de significancia

Resultado da ANOVA para o tempo da primeira reproducdo de D. laevis nas diferentes concentragdes
alimentares com cianobactérias
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ANOVA df MS F P
Treatmentos 9 50,54 61,79 <0,0001
Residual 44 0,8179
Total 53

* df — Grau de liberdade; MS- média quadratica; F- fator; P- nivel de significancia de 95% (<0,05)

Resultado do Teste de Tukey para o tempo da primeira reproducéo de D. laevis nas diferentes concentragdes
alimentares com cianobactérias

Teste de Tukey q Significante? P < 0,05?
Controle vs NPCS-1 - 100% 14,13 Yes
Controle vs CYRF - 100% 14,13 Yes
Controle vs CYRF - 75% 14,13 Yes
Controle vs CYRF - 50% 7,929 Yes
Controle vs CYRF - 25% 6,608 Yes
Controle vs Sem alimento 14,13 Yes

* g — valor critico; P- nivel de significancia

Resultado da ANOVA para a sobrevivéncia D. laevis nas diferentes concentracfes alimentares com
cianobactérias

ANOVA df MS F P
Treatmentos 9 1,378 14,42 <0,0001
Residual 90  0,09556
Total 99

* df — Grau de liberdade; MS- média quadratica; F- fator; P- nivel de significancia de 95% (<0,05)

Resultado do Teste de Tukey para a sobrevivéncia de D. laevis nas diferentes concentracdes alimentares com
cianobactérias

Teste de Tukey q Significante? P < 0,05?
Controle vs Sem alimento 7,161 Yes
Controle vs CYRF - 100% 10,23 Yes
Controle vs CYRF - 75% 10,23 Yes
Controle vs CYRF - 50% 9,207 Yes
Controle vs CYRF - 25% 10,23 Yes
Controle vs NPCS-1 - 100% 10,23 Yes
Controle vs NPCS-1 - 75% 8,184 Yes

* g — Valor critico; P- nivel de significancia



