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"O correr da vida embrulha tudo, a vida € assim:
esquenta e esfria, aperta e dai afrouxa,

sossega e depois desinquieta.

O que ela quer da gente é coragem.

O que Deus quer é ver a gente

aprendendo a ser capaz de ficar alegre a mais,
no meio da alegria, e inda mais alegre

ainda no meio da tristeza!A vida inventa!

A gente principia as coisas, no ndo saber por que,
e desde ai perde o poder de continuacdo

porque a vida é mutirdo de todos,

por todos remexida e temperada.

O mais importante e bonito, do mundo, é isto:
gue as pessoas nao estdo sempre iguais,

ainda ndo foram terminadas,

mas que elas vao sempre mudando.

Afinam ou desafinam. Verdade maior.

Viver é muito perigoso; e nao é néo.

Nem sei explicar estas coisas.

Um sentir é o do sentente, mas outro é do sentidor."

A gente quer passar um rio a nado, e passa:

mas vai dar na outra banda é um ponto muito mais em baixo,
bem diverso do em que primeiro se pensou.

Viver nem nao é muito perigoso?

Da6i sempre na gente, alguma vez, todo amor achavel,

que algum dia se desprezou...

Qualquer amor ja é um pouquinho de salde,

um descanso na loucura."

Fragmentos do livro "Grande sertdo Veredas”

(Guimarées Rosa)



Dedico este trabalho a meus pais, irméos e minha
avo. O amor que nos une € 0 mesmo que me deu
forcas durante essa jornada e que me serve de

inspiragéo todos os dias.
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RESUMO

FERNANDES, K. A. Efeitos agudos e alteraces morfologicas em larvas de Astyanax
altiparanae Garutti & Britski, 2000 (Teleostei, Characidae) expostas a extratos de
cianobactérias produtora e ndo produtora de microcistina-LR. 2016. 63f. Dissertacdo
(Mestrado em Meio Ambiente e Recursos Hidricos) - Universidade Federal de Itajuba, Minas
Gerais. 2016.

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos agudos de extratos de duas cepas de
Microcystis aeruginosa, produtora e ndo produtora de microcistina-LR (MC-LR) sobre larvas
de Astyanax altiparanae. As cepas foram cultivadas em meio ASM-1 até crescimento
exponencial maximo, sendo posteriormente centrifugadas e liofilizadas. A quantificacdo de
MC-LR foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). As larvas de
A.altiparanae foram obtidas através de reproducdo semi-natural realizada entre outubro e
fevereiro (2015/2016). Os ensaios foram realizados em cinco repetigdes, com cinco casais de
reprodutores diferentes. As larvas eclodidas foram expostas em tubos de ensaio de 10 mL
contendo uma larva/mL nas concentra¢cdes de 0,1 mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,3 mg/mL, 0,4
mg/mL, 0,5 mg/mL de ambos os extratos, além do tratamento controle que foi mantido em
agua reconstituida, totalizando 50 larvas por concentracdo. Para os tratamentos da cepa
produtora de MC-LR, as concentracdes correspondentes MC-LR foram de 0,1 mg/mL (0,5
pg/mL), 0,2 mg/mL (1,0 pg/mL), 0,3 mg/mL (1,5 pg/mL), 0,4 mg/mL (2,0 pg/mL), 0,5
mg/mL (2,5 pug/mL). Os experimentos foram mantidos em estufa a 26°C e fotoperiodo de
12:12h com leituras em 24, 48, 72 e 96 horas. O célculo da Concentracdo Letal (CL50) foi
realizado por regressdo nao-linear. Os valores de CL50 por tempo de exposi¢do foram, 0,40
mg/mL (24h), 0,32 mg/mL (48h), 0,27 mg/mL (72h) e 0,24 mg/mL (96h) para o extrato da
cepa produtora de MC-LR e 0,42 mg/mL (24h), 0,37 mg/mL (48h), 0,33 mg/mL (72h) e 0,32
mg/mL (96h) para o extrato da cepa ndo produtora de MC-LR. Através da analise de variancia
foi possivel constatar que ndo houve diferenca significativa nos valores de CL50 entre 0s
ensaios da cepa produtora e ndo produtora de MC-LR. A mortalidade de larvas foi avaliada
por tempo de exposicdo e o periodo de 24 horas foi estatisticamente diferente dos demais,
neste periodo foi registrado a maior taxa de mortalidade nos dois ensaios. Essa diferenca foi
confirmada nas concentragdes 0,4 mg/mL e 0,5 mg/mL, sendo que em 96h essas duas
concentracdes representaram mais de 90% de mortalidade de larvas. Para as larvas
sobreviventes nas concentragdes de 0,1 mg/mL, 0,2 mg/mL e 0,3 mg/mL de ambos os
extratos, foi analisado qualitativamente as alteragdes morfoldgicas como: edema na regido
pericardial, edema na regido gastrointestinal, curvatura na cauda e alteragcbes na coluna
vertebral. No ensaio do extrato produtor de MC-LR, as anomalias edema na regido do
pericardio (EPCR) e gastrointestinal (EGI) ocorreram em todas as concentracdes e alteracdes
na cauda (CC) foi menos expressiva, ocorrendo apenas na concentracdo 0,2 mg/mL. As
alteracdes morfologicas registradas nas larvas do ensaio com extrato ndo produtor de MC-LR,
foram, escoliose (ESC) e lordose (LOR) para todos os tratamentos, curvatura na cauda (CC) e
edema na regido do pericardio apareceram apenas na concentracdo 0,3 mg/mL, este foi o
unico tratamento no qual as larvas apresentaram os cinco tipos de anomalias. Além da toxina
MC-LR, outros compostos podem estar associados aos efeitos toxicos observados nas larvas
de A. altiparanae, como mostrado no ensaio com extratos da cepa ndo produtora de MC-LR.

Palavras-chaves: Malformac6es, Lambari-do-rabo-amarelo, embrio-larvais, microcistinas
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ABSTRACT

FERNANDES, K. A. Acute and morphological effects on larvae of Astyanax altiparanae
Garutti & Britski 2000 (Teleostei, Characidae) exposed to producing cyanobacterial extracts
and non producing microcystin-LR. 2016. 62f. Thesis (MA) - University of Itajuba, Minas
Gerais. 2016.

This study aimed to evaluate the acute effects of extracts from two strains of Microcystis
aeruginosa, producing and non-producing microcystin-LR (MC-LR) on larvae of Astyanax
altiparanae. Strains were grown in ASM-1 medium until maximum exponential growth, after
being centrifuged and lyophilized. Quantification of MC-LR was performed by high-
performance liquid chromatography (HPLC). Larvae of A.altiparanae were obtained through
semi-natural reproduction carried out between October and February (2015/2016). Assays
were performed in five replicates of five couples of different players. The hatched larvae were
exposed in 10 mL test tubes containing a larva / mL at concentrations of 0.1mg / mL, 0.2mg /
mL, 0.3mg/ mL, 0.4mg / mL 0, 5 mg / mL of both extracts, besides the control treatment that
was kept in reconstituted water, totaling 50 larvae per concentration. For treatments of the
producing strain MC-LR, the corresponding MC-LR concentrations were 0.1 mg/mL (0.5
pg/mL). 0.2 mg/mL (1.0 pg/mL). 0.3 mg/mL (1.5 pg/mL). 0.4 mg/mL (2.0 pg/mL). 0.5
mg/mL (2.5 pg/mL). The experiments were maintained in an oven at 26 ° C and a
photoperiod of 12: 12h with readings 24, 48, 72 and 96 hours. The calculation of the lethal
concentration (LC50) was performed by non-linear regression. The LC50 values with
exposure time were 0.40 mg/mL (24), 0.32 mg/mL (48 h) 0.27 mg/mL (72h) and 0.24
mg/mL(96h) to extract producing strain MC-LR and 0.42 mg/mL(24), 0.37 mg/mL(48 h) 0.33
mg/mL(72h) and 0.32 mg/mL(96h) to extract strain not producing MC-LR. Through variance
analysis it was found that there was no significant difference in LC50 values between tests of
the production strain and not a producer of MC-LR. The mortality of larvae was evaluated by
exposure time and the 24 hours was statistically different from the others, this period was
recorded the highest mortality rate in the two tests. This difference was confirmed at
concentrations of 0.4 mg/mL and 0.5 mg/mL, and 96h in these two concentrations accounted
for over 90% mortality of larvae. For the surviving larvae at concentrations of 0.1 mg/mL, 0.2
mg/mL and 0.3 mg/mL of both extracts was possible to qualitatively analyze the
morphological changes such as edema in the pericardial area, swelling of the gastrointestinal
tract bending the tail and changes in the spine. In the trial of MC-LR producer extract,
anomalies edema in pericardium region (EPCR) and gastrointestinal (EGI) occurred at all
concentrations and a change in the tail (CC) was less frequent, occurring only in the
concentration 0.2 mg/mL. Morphological changes recorded in the larvae of the test with
extract not producer of MC-LR, were scoliosis (ESC) and lordosis (LOR) for all treatments,
bend the tail (CC) and swelling of the pericardium region appeared only in the concentration
0.3 mg/mL, this was the only treatment in which the larvae had five types of anomalies. In the
MC-LR toxin, other compounds can be linked to the toxic effects observed in larvae of A,
altiparanae, as shown in the assay with extracts of non-producing strain MC-LR.

Key words: Malformations, yellow tetra, embryo-larval, microcystins
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1 INTRODUCAO

O crescimento populacional e urbano desencadeia varios impactos ambientais,
principalmente nos ecossistemas aquaticos. Ap6s a revolucdo industrial a exploracdo dos
recursos naturais foi intensificada, devido a necessidade de ocupagdo e transformacdo do
espaco terrestre pelo homem associados aos cursos d’agua. Com isso, problemas decorrentes
da poluicdo dos corpos hidricos tornaram-se recorrentes, devido a falta de planejamento
urbano, alta demanda de &gua para abastecimento, além dos contaminantes frequentemente
langados nos recursos hidricos em prol do desenvolvimento econdémico e social (TUCCI,
2008).

A poluicdo da &gua se caracteriza por qualquer mudanca fisica, quimica ou bioldgica,
podendo resultar em alteracdes na cor, no sabor ou no odor, desencadeando efeitos adversos
para 0s seres humanos e para a biota aquatica. Como consequéncia da poluicdo, o ambiente
aquatico acaba comportando altas concentracdes de nitrogénio e fosforo. O aumento desses
elementos caracteriza o processo da eutrofizacdo, que ocorre comumente em aguas
continentais (ESTEVES, 2011). Este processo proporciona o aumenta a produtividade
primaria fomentando o crescimento excessivo de plantas aquaticas e floracGes de algas,
principalmente cianobactérias as quais podem produzir toxinas (CALIJURI; SANTOS;
ALVES, 2006).

Algumas atividades de origem antrépicas contribuem para que ocorra este fenémeno,
atividades agricolas, pelo uso intensivo de fertilizantes quimicos, nitrogenados e fosfatados
que sdo lixiviados para os rios, lagos e zonas costeiras. O despejo in natura de efluentes
agricolas, industriais e urbanos, apontados como principais fontes de degradacdo dos
ecossistemas aquaticos. No entanto, nas Ultimas décadas, outras atividades vém se destacando
pela exploracdo dos recursos hidricos e merecem ser analisadas nesse ambito.

A piscicultura, uma das especialidades da aquicultura, € uma atividade milenar que
consiste em cultivar peixes. Essa atividade cresceu substancialmente nas ultimas décadas em
todo planeta, devido ao declinio da pesca extrativista e pelo aumento na demanda por pescado
(ARANA, 2004, FAO, 2015). Contudo, certas praticas adotadas dentro piscicultura tem
gerado problemas que compromete a qualidade da agua e consequentemente 0s organismos
que sdo cutivados neste sistema.

Os tanques de criacdo de peixes sdo geralmente caracterizados por altas concentrac6es
de nutrientes, que podem estar associados as técnicas de fertilizacdo empregadas (MACEDO;

SIPAUBA-TAVARES, 2010). Estas técnicas sdo importantes sob o ponto de vista econémico
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por possibilitar 0 aumento da biomassa dos peixes, mas quando mal administradas podem
comprometer a qualidade da agua e dos peixes cultivados (SANTOS; BRACARENSE, 2008).
O enriquecimento artificial desses ambientes, resultante do excesso de racdo, fertilizantes,
medicamentos, entre outros produtos usados para aumentar a producao de peixe também pode
conduzir & eutrofizacdo e consequentemente floragcdes de cianobactérias (BUFORD, 1997;
ARANA, 2004). Esta atividade é e serd indubitavelmente impactante aos corpos hidricos
devido as alteracdes no estado tréfico das aguas necessarias para seu desenvolvimento.

Um dos maiores problemas referente a floracGes de cianobactérias diz respeito a
producdo de toxinas e alteraces nos parametros fisico-quimicos da agua. Entre essas toxinas
identificada a partir de floracbes de cianobactérias, as microcistinas (MCs) sdo as mais
reportadas (DOMINGOS et al., 1999; CATHERINE et al., 2013; PAPADIMITRIOU et al.,
2013; GURBUZ et al., 2016). As MCs sao produzidas principalmente por espécies de
Microcystis sp. e sdo conhecidas pelo o efeito hepatotoxico, causando intoxicacdo parcial
podendo resultar em mortes. Além de ser alvo de preocupacdo constante, pois ja foi
encontrada em tanques de piscicultura no Brasil (PANOSSO et al., 2007). Diante desse fato,
torna-se cada mais necessario monitorar ambientes de cultivo de peixes, assim como de outros
organismos aquaticos que sdo comercializados.

Neste sentido, a qualidade da agua se torna a principal variavel a ser analisada nestes
sistemas, considerando ainda que, existe populacgdes tradicionais que sobrevive da pesca. Os
peixes, por estarem confinados em tanques de cultivo, ficam mais vulneraveis a sofrerem
algum tipo de intoxicacdo, podendo acumular poluentes ou cianotoxinas circundante na agua,
e transferi-los via cadeia trofica. As consequéncias dessa exposi¢do podem resultar em morte
precoce desses organismos ou danos fisicos e fisioldgicos, decorrentes da bioacumulacéo e
assim, acarretar prejuizos econémicos e impor riscos a satde publica.

No presente estudo, a espécie Astyanax altiparanae Garutti e Britski, 2000 (lambari—
do-rabo—amarelo) foi selecionado como organismo modelo, por ser uma espécie nativa da
regido Neotropical de facil cultivo e manuseo em laboratdrio. O género Astyanax se encontra
amplamente distribuido nos rios da América Latina e possue importancia ecologica e
econémica (LIMA et al., 2003). As espécies desse género sdo importantes fonte de alimento
para varias espécies de peixes carnivoros (AGOSTINHO; GOMES, 1997), além de serem
apreciados como petisco pela popula¢do humana.

Essas caracteristicas merecem ser avaliadas do ponto de vista ambiental, visando criar
subsidios para utilizacdo do Lambari como organismo-teste em ensaios ecotoxicoldgicos, uma

vez que a maioria dos testes de monitoramento ambiental realizados no Brasil sdo com
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espécies exoticas, como por exemplo o Danio rerio Hamilton,1822 (OECD, 2013). Portanto,
este estudo se propbs avaliar os efeitos de cepas de cianobacterias da espécie Microcystis
aeruginosa em larvas de A. altiparanae, afim de entender as consequéncias dessa exposi¢do

para peixes e outros organismos aquaticos em fase de desenvolvimento inicial.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos agudos de extratos de cepas de cianobactérias M. aeruginosa
produtora e ndo produtora de MC-LR em larvas de Astyanax altiparanae (Teleostei,

Characidae).

2.2 Objetivos especificos

e Calcular a Concentracdo Letal (CL50) para larvas expostas em concentracdes celulares de
extratos de cianobactérias produtora e ndo produtora de MC-LR durante 24, 48, 72 e 96
horas de exposi¢éo;

e Comparar as diferencas entre os valores de CL50 obtidos por tempos de exposicao nos
ensaios com cepa produtora e cepa ndo produtora de MC-LR;

e Analisar a mortalidade das larvas A. altiparanae entre as concentracdes dos tratamentos
com extratos da cepa produtora e nao produtora de MC-LR;

e Avaliar a diferenca de mortalidade das larvas A. altiparanae por tempo de exposicdo aos
extratos da cepa produtora e ndo produtora de MC-LR,;

e Analisar qualitativamente as alteragdes morfolégicas causadas pelas diferentes
concentracdes de extratos das cepas produtora e ndo produtora MC-LR sobre as larvas de

A. altiparanae apds 96 horas de exposicao.



15

3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Cianobactérias e cianotoxinas

As cianobacteérias, descritas como algas azuis ou verde-azuladas, s&o microrganismos
procariotos fotossintetizantes pertencentes ao dominio Bacteria capazes de habitar diversos
ambientes, dentre estes os dulcicolas, salobros, marinhos e terrestres (CASTENHOLZ;
WATERBURY, 1989). Ndo s6 a diversidade de habitats, mas também a diversidade
morfoldgica é uma caracteristica marcante deste grupo. Pois sdo microrganismos encontrados
tanto nas formas unicelulares como em coloniais ou filamentosas e suas células variam de
tamanho dependendo da espécie. As formas unicelulares sdo observadas nas espécies de
Chroococcus, enquanto que espécies de Anabaena, Oscillatoria, Planktothrix, Nostoc e
Cylindrospermospis séo filamentosas (CALIJURI; SANTOS; ALVES, 2006). Outra
caracteristica que pode ser observada na morfologia desses organismos é a ocorréncia
individual (e.g. espécies de Synechococcus e Aphanothece), agrupadas em coldnias ou ainda
serem observadas em pequenos agrupamentos envolvidos por mucilagem (e.g. espécies de
Microcystis, Gomphospheria e Merismopedia) (CALIJURI; SANTOS; ALVES, 2006).

Por serem produtores primarios de matéria organica e fixadores de nitrogénio
atmosférico, as cianobactérias possuem alta relevancia no contexto ecoldgico dos sistemas
aquaticos (HOWARTH et al., 1988). Por ocuparem esse nicho é que sdo favorecidas pelo
aumento de nutrientes dos corpos d’agua, quando formam floragdes. O principal problema
dos “blooms” ou floragdes de cianobactérias é que pode resultar na producéo de cianotoxinas
(REYNOLDS et al., 1981; CALIJURI; SANTOS; ALVES, 2006; O’NEIL et al., 2012;
DESCY et al., 2016).

As cianotoxinas constituem um grupo quimicamente heterogéneo, com diferentes
propriedades toxicologicas (CHORUS, 2001). A maioria delas sdo endotoxinas, ou seja,
liberam a toxina para 0 meio externo ap0s o rompimento da parede celular, ou sob a acéo de
algicidas, como o sulfato de cobre (CHORUS, 2001). Além disso, possuem estruturas
qguimicas distintas, compreendendo peptideos, compostos heterociclicos (alcal6ides) ou
compostos lipidicos (SIVONEN; JONES, 1999). Os lipopolissacarideos das cianotoxinas
integram a parede celular de todos esses organismos, podendo ser classificados de acordo com
acdo farmacoldgica como hepatotoxinas, neurotoxinas e dermatotoxinas (SINGH; DHAR,
2013; DURAI; BATOOL; CHOI, 2015). As cianotoxinas provocam varios impactos

ambientais, tais como: mortandade de peixes, efeitos adversos a saude humana, alem de
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contribuir para a perda de biodiversidade nos ecossistemas aquaticos (PERETYATKO et al.
2012). Os casos mais recorrentes de intoxicacdo envolvendo cianobactérias estéo relacionados
com as microcistinas (MCs).

As MCs sdo um grupo de heptapéptido monociclico, contendo sete aminoacidos (D-
Ala-X-D-MeAsp-Z-Adda-D-Glu-Mdha), sendo o0s mais numerosos das cianotoxinas
compreendo mais de 85 analogos (CHORUS; BARTRAM, 1999). Estes sete aminoacidos
estdo envolvidos por dois acidos L-amino, trés acidos comuns, D-aminoacidos ou seus
derivados, mais dois D-aminoacidos. Estes dois D-amino&cidos sdo: 3S-amino-9S-metoxi-
2,6,8S-trimetil-10-4cido-fenildeca-4,6-diendico (Adda) e N-metildeidroalanina (MDHA)
(CHORUS, 2001).

Os sete aminoacidos sdo numerados com porcdes variaveis mostradas como X, Z, R1
e R2, as s posicbes de X e Z representam 0s aminoacidos das variantes de MCs (Figura 1)
(BUTLER et al., 2009). As varia¢fes estruturais mais frequentes nas moléculas de MCs
ocorrem nas posi¢des dois e quatro, resultados de substituicdes de L-Aminoacidos e
desmetilacBes de residuos nas posicoes trés e sete (MERILUOTO, 1997). A classificacdo das
variantes segue a combinacdo de letras que representam suas varia¢@es, contendo leucina e
arginina (LR) ou tirosina e metionina (YM), com microcistina contendo L-arginina ambas nas
posicdes X e Y (RR) (SIVONEN; JONES, 1999).

Figura 1 Estrutura Geral das microcistinas

Os nimeros de 1 a 7, indicam a posi¢do dos aminoécidos variantes (BUTLER et al., 2009).

Este grupo de MCs também é conhecido pela extensa informacdo toxicologica
disponivel, sendo MC-LR a mais abordada nos casos de intoxicagdo (FALCONER, 2005). Em
seres humanos a intoxicacdo por MCs pode ser caracterizada por mal estar, vomitos, cefaleia,

gastroenterite, além de danos aos hepatdcitos, com consequente hemorragia intra-hepatica,



17

choque hipovolémico e hepatomegalia, podendo levar a morte (CHORUS; BARTRAM, 1999;
DROBAC et al., 2013).

O caso de intoxicacdo mais grave envolvendo seres humanos ocorreu 1996 em
Caruaru, Pernambuco/Brasil, onde pacientes que faziam tratamento em uma clinica de
hemodidlise, apresentaram distlrbios visuais, nauseas, vomitos, fraqueza muscular e
insuficiéncia hepatica aguda, ap6s o tratamento, levando a morte de 60 pacientes
(AZEVEDO, 1996). A morte dos doentes renais foi provocada por MC- LR que estavam
presente na agua utilizada no tratamento. Este evento ficou conhecido como “Tragédia de
Caruaru” (AZEVEDO et al., 2002).

As cianobactérias potencialmente toxicas estdo amplamente distribuidas no Brasil e sdo
representadas por 32 espécies pertencentes as ordens Choococales (12 espécies),
Oscillatoriales (10 espécies) e Nostocales (10 espécies) (SANT’ANNA et al., 2008). Dentro
dessa diversidade, as pertencentes aos géneros Anabaena, Aphanizomenon,
Cylindrospermopsis, Microcystis, Nodularia, Nostoc e Oscillatoria s&o as que realmente
preocupam devido grau de toxicidade (SKULBERG et al., 1993, GOMES et al., 2009).
Contudo, o género Microcystis e a espécie Cilindrospermopsis raciborskii sdo as de maior
ocorréncia no pais, sendo também produtoras em potencial das toxinas MCs e saxitoxinas
(STXs), respectivamente (AZEVEDO et al., 1994; DOMINGOS et al., 1999; COSTA et al.,
2006; SANT’ANNA et al., 2008).

3.2 Microcistinas e efeitos em peixes

As MCs foram identificadas a partir do isolamento de Microcystis aeruginosa atraves
de bioensaios com células de cianobactérias, causadoras de sérios danos ao figado de ratos
testados em laboratério (BISHOP et al., 1959). Posteriormente outros estudos mostraram a
ocorréncia de outros géneros de cianobactérias produtores de MCs, como Planktothrix,
Anabaena e Nostoc (WHO, 1998). Dentro do grupo das hepatotoxinas, as MCs séo
geograficamente predominantes e frequentemente encontradas em ambientes de agua doce
(CHORUS; BARTRAM, 1999; HUMBERT et al., 2013; MARMEN et al., 2016).

As MCs tem feito hepatotdxco, tendo como 6rgao alvo o figado de vertebrados, podem
promover a desorganizacdo dos microfilamentos de actina que compde parte do citoesqueleto,
levando a uma densa agregacdo dos microfilamentos para o centro da célula, resultando na

perda do suporte celular (RUNNEGAR et al., 1987). Por serem moléculas hidrofilicas e com
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pouca capacidade para ultrapassar as membranas lipidicas, tornam-se potentes inibidoras das
proteinas fosfatases P1A e P2A, quando captadas pelas células deste 6rgdo (RUNNEGAR et
al., 1995).

As MCs sdo soluveis em agua, metanol e etanol, resistentes a hidrélise quimica ou
oxidagdo em pH neutro e bastante estaveis a luz natural. Embora sejam estaveis
quimicamente, sua degradacdo microbiana pode ser um processo rapido e, sua degradacao
fotoquimica também ja foi relatada (TSUJI et al., 1994; WELKER; STEINBERG, 1999).
Entretanto a degradacao fotoquimica é de menor relevancia, pois geralmente os corpos d’agua
com elevadas concentragdes de MCs sdo eutroficos, apresentando portanto uma maior
turbidez, o que dificulta a penetracédo da luz.

A maioria dos organismos pode entrar em contato com as células ou mesmo com as
toxinas de cianobactérias. A intoxicacdo de peixes por MCs, por exemplo, se da a partir da
concentracio de alguns microgramas por litro (ug.L™), por meio da ingestdo acidental de
células ou de organismos que se alimentaram delas (TENCALLA et al., 1994; TENCALLA,
DIETRICH, 1997; FISCHER; DIETRICH, 2000; PAVAGADHI; GONG;
BALASUBRAMANIAN, 2013). Uma vez absorvidas pelos peixes, desencadeiam processos
de perturbacdo da atividade celular inibindo a acdo de proteinas fosfatases (P1A e P2A)
(TENCALLA; DIETRICH, 1997; BOARU et al., 2006).

As proteinas fosfatases P1A e P2A sdo essenciais no desenvolvimento embrionério dos
peixes, pois regulam os processos importantes no seu desenvolvimento (GOTZ et al., 2000).
Os peixes em geral possuem pouca capacidade de desintoxicacdo de MCs, podendo acumular
concentracbes elevadas e provocar efeitos toxicos no seu organismo (MOHAMED;
HUSSEIN, 2006; LI; GATLIN, 2007). A exposicao de organismos aquéaticos as MCs aumenta
a probabilidade de acumulacdo de toxinas na cadeia tréfica aquatica (MOHAMED;
CARMICHAEL; HUSSEIN, 2003; PAVAGADHI; BALASUBRAMANIAN, 2013).

Nos bioensaios de exposicao aguda, os efeitos toxicos das MCs podem resultar na morte
subita, enquanto testes de exposi¢cdo cronica podem resultar no estresse prolongado desses
organismos, pelas alteracbes em niveis bioquimicos e metabdlicos. Peixes que receberam
doses de cianotoxinas por injecao intraperitonial ou por alimento contaminado desenvolveram
sintomas de intoxicacdo semelhantes aos dos mamiferos em experimentacdo laboratorial
(PAVAGADHI; GONG; BALASUBRAMANIAN, 2013).

A partir de testes laboratoriais com peixes foi possivel estudar e avaliar a toxicidade de
MCs em fases distintas do ciclo de vida desses organismos. O contato com MCs por meio da

ingestdo, absorcdo branqueal e injecdo intraperitoneal permitiram avaliasse os efeitos toxicos,
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como, hepatotdxicidade e letalidade, observado em espécies de Truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) e embrides do peixe Medaka (Latipes oryzias) TENCALLA et al. (1994; JACQUET
et al.,2004). Outros efeitos, como, reducdo na taxa de sobrevivéncia, atraso no crescimento,
malformacdes, diminuicdo dos niveis hormonais, efeitos teratogénicos e interferéncias nas
distribuicdes de algumas proteinas, foram observados em embrides de Zebrafish (Danio rerio)
expostos a MC-LR (WANG et al., 2005; CAZENAVE et al., 2005; XIE et al. 2015). Segundo
Malbrouck e Kestemont (2006) os estagios iniciais de vida de espécies de peixes sdo 0s mais
sensiveis a exposi¢cdo de MCs comparados aos peixes adultos, devida a fina camada epitelial.

Estudos in situ também tem relatado a intoxicacdo de peixes por MCs em lagos
artificiais com relatos de floracbes de cianobactérias, sendo detectada MCs no organismo
detes animais. Em um estudo realizado no Lago artificial Karla na Greécia, foram encontradas
guantidades consideraveis de MCs no figado, rins, cérebro, intestino e musculos, de
espécimes Cyprinus carpio que eram cultivadas neste local (PAPADIMITRIOU et al., 2013).
Assim como, na Lagoa Jacarepagua localizado em sudeste do Brasil, foram detectado MC nas
gbnadas, no figado e na bilis de espécies de Tilapia (Oreochromis ssp.) cultivadas nesta Lagoa
(HAUSER-DAVIS et al., 2015). Em outro estudo, também envolvendo peixes cultivados em
lagos artificiais, neste caso no Lago Egirdir da na Turquia detectadaram MCs no figado e
musculo de duas espécies de peixes (GURBUZ et al., 2016).

Através de varios estudos sobre intoxicacdo por MCs, pesquisas envolvendo peixes
tem sido abordada com maior frequéncia na literatura. 1sso porque esses organismos estdo em
contato direto com a agua e ocupam diferentes niveis da cadeia trofica, sendo, portanto,
afetados diretamente por diversos contaminantes (KOPP; HETESA, 2000; ZURAWELL et
al., 2005; MITSOURA et al., 2013).

3.3 Ensaios ecotoxicoldgicos

A ecotoxicologia € um ramo da ciéncia que estuda os efeitos ocasionados por agentes
quimicos e fisicos sobre populacbes e comunidades que integram um ecossistema
(KENDALL et al., 2001). A maioria dos agentes toxicos e substancias quimicas que sdo
lancados no ambiente sdo de origem antropica. O grupo de poluentes mais encontrado no
ambiente pertence aos agrotoxicos (herbicidas, inseticidas e fungicidas), ions inorgéanicos
(metais), solventes organicos, substancias radioativas, produtos farmacéuticos entre outros

(CONNELL et al., 2009). Devido a diversidade e complexidade desses poluentes e a interacéo
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com os fatores bidticos e abidticos sobre a resposta a estes compostos, viu-se necesséria a
integracdo com outras disciplinas de forma a expandir o conhecimento da Ecotoxicologia.

Neste ambito, a Ecotoxicologia Aquatica avalia os efeitos adversos de substancias
quimicas em organismos representativos do ecossistema aquaticos (CONNELL et al. 2009).
Neste sentido, a realizacdo de testes para investigar o efeito toxico de diversos contaminantes
presentes no ambiente na biota aquatica é de suma importancia em programas de
biomonitoramento, pois estes, sofrem direta e indiretamente com contaminacao, através de
descargas de efluentes industriais e domésticos ou contaminantes advindos do ar e do solo
(COSTA et al., 2008). Portanto, o uso de ensaios de toxicidade estima o grau de impacto que
um determinado poluente pode causar no corpo receptor através de experimentos laboratoriais
ou in situ.

Para avaliar os efeitos toxicos contidos na coluna d’dgua sdo utilizados organismos
aquéticos pertencentes a diferentes niveis troficos, como: os produtores (algas), consumidores
primarios (microcrustaceos), consumidores secundarios (peixes) e decompositores (bactérias)
(RIBO, 1997).

A toxicidade dos poluentes varia em funcdo do tempo de exposicdo e de suas
concentracgdes, sendo dividida em efeitos agudos e cronicos. Nos ensaios de exposi¢cdo aguda,
0S organismos sdo expostos por um curto periodo de tempo (24 a 48h para Cladoceras, e 96h
para peixes) em no minimo cinco concentracbes do contaminante, além do tratamento
controle (somente agua de diluicdo). Os valores sdo expressos em CL50 ou CE50
(Concentracdo letal ou efetiva a 50% da populacdo), juntamente com 0s seus respectivos
limites inferiores e superiores. Portanto, os valores de CL50 ou CE50, referem-se a um
intervalo, que podem ser determinados por varios métodos estatisticos (COSTA et al., 2008).
Em geral, os métodos de analises estatisticas resultam em dados transformados em uma curva
dose-resposta, a partir de uma funcdo matematica conhecida ou esperada antes dos valores de
CL50 e CES50 serem estimados (ABNT, 2016).

Nos ensaios de exposicdo crbnica sdo utilizadas cinco concentragcdes, sendo estas
inferiores aos valores de CL50, além do tratamento controle por um tempo de exposi¢do
prolongado. Este tempo varia bastante dependendo do ciclo de vida de cada organismo-teste,
gue normalmente situa-se em pelo menos 1/3 do ciclo de vida da espécie. Os resultados dos
ensaios cronicos sdo expressos como CENO (Maior Concentracdo testada de Efeito nédo
Observado), CEO (Menor Concentragdo testada de Efeito Observado) e o Valor Cronico
(VC), que é a média aritmética entre 0 CENO e CEO (ZAGATTO; BERTOLETT]I, 2006).
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Os valores numéricos de efeito agudo ou crénico, expressos como CL50, CE50,
CENO, CEO e VC, exprimem uma relacdo inversa a toxicidade, ou seja, quanto menor o
valor numérico mais toxico (ABNT, 2016). Os testes ecotoxicoldgicos podem ser realizados
com organismos aquaticos ou terrestres seguindo um protocolo elaborado conforme varios
critérios, tais como organismos de ampla distribuicdo geogréfica, de facil cultivo/manutencéo
em laboratorio, de grande relevancia ecoldgica, alta sensibilidade a vérias substancias,
estabilidade genética (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006).

Diversos 6rgdos de protecdo ambiental desenvolveram protocolos com diversos
organismos para uso com amostras de agua, sedimento, efluentes domésticos e industriais etc.
Dentre estes 6rgdos destacam-se Environmental Protection Agency (USEPA/EUA), American
Society for Testing and Materials (ASTM), Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD) e International Organization for Standardization (ISO). No Brasil, o
orgdo responsavel pelo desenvolvimento de tais protocolos é a Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT) (COSTA et al., 2008).

3.4 Astyanax altiparanae (Lambari-do-rabo-amarelo)

O género Astyanax € o género mais comum e diversificado da familia Characidae, sendo
bastante representativo na regido neotropical. Este género agrupa varias espécies, das quais
muitas estdo presentes nas bacias hidrogréficas brasileiras (GARUTTI; BRITSKI 2000).

Garutti (1995) fez uma revisdo sistematica e filogenética de algumas espécies do género
Astyanax (Osteichthyes, Characidae), englobando exemplares das bacias dos rios Parana, Sdo
Francisco e da Amazbnica. Como resultado desta revisdo taxondmica do grupo Astyanax
bimaculatus Linnaeus (1758), uma nova espécie foi classificada como, Astyanax altiparanae
(GARUTTI; BRITISKI, 2000).

O nome popular dessa espécie varia conforme a regido sendo reconhecida como
“tambit”, “piaba”, “piabinha”, “lambari-do-rabo-amarelo”. Este organismo possui um
tamanho médio de 10 a 15 cm de comprimento podendo pesar atée 60 gramas
aproximadamente. O seu habito alimentar & predominantemente onivoro e possui facilidade
de adaptacgdo a varios ambientes como, por exemplo, lagoas, pequenos riachos e grandes rios
(NAKATANI et al., 2001, GARUTTI; BRITSKI, 2000; PORTO-FORESTI et al., 2005).

As fémeas dessa espécie séo facilmente distinguidas dos machos por possuirem corpo

maior e mais arredondadas comparadas aos machos, e sua primeira maturacdo sexual ocorre
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proximo de 69 mm de comprimento total (CT), além destas diferencas, os machos possuem
uma espicula na nadadeira anal (NAKATANI et al., 2001; PORTO-FORESTI et al., 2005;
SATO et al., 2006; CASTILHO-ALMEIDA, 2007)

A reproducdo é sexuada com fecundacdo externa e a desova € intermitente. Estes
organismos realizam pequenas migracgdes e apresentam cuidado com a prole e com 0s ovos. O
didmetro médio dos ovacitos maduros € de 0,77mm e os ovos recém-fecundados apresentam
diametro meédio de 0,90mm. A diferenciacdo do embrido inicia-se cerca de 8 horas apos a
fecundacédo (fase de somitogénese) e as larvas eclodem 24 horas ap6s a fecundacdo, a uma
temperatura de 26,0°C aproximadamente, medindo cerca de 2,15mm comprimento padréo
(CP) (AGOSTINHO et al., 1999; NAKATANI et al., 2001).

Alguns fatores ambientais podem influenciar o periodo reprodutivo das espécies de
peixes (VAZZOLER, 1996). Em espécimes de A. altiparane mudancas na temperatura e no
indice pluviométrico podem ser fatores determinantes no periodo reprodutivo que
normalmente comeca em setembro podendo se estender até marco (NAKATANI et al., 2001)

Esses aspectos facilitam a perpetuacdo da espécie em ambientes diversificados,
incluindo ambientes confinados e com espaco limitado como os de laboratério. Por estes e
outros motivos algumas espécies do género Astyanax tem chamado atencdo por parte de
alguns pesquisadores para estudos diversos, tendo este organismo como modelo experimental
(MORELLI et al, 1983; CIPRIANO et al., 2004; CASTILHO-ALMEIDA, 2007,
RAMSDORF, 2007; SILVA; PIRES JUNIOR; GRISOLIA, 2010; PEREIRA-SANTOS,
2014; YASUI et al., 2015, STEVANATO, 2016). L

Além disso, para estudos de biomonitoramento e ensaios ecotoxicoldgicos, o lambari se
torna um organismo promissor por se mostrar sensivel as alteragdes ambientais e por ser
bastante exigente quanto ao teor de oxigénio dissolvido (SANCHES, 2014). Adicionalmente,
espécies do género Astyanax sao bastante interessantes sob ponto de vista econdmico, para a
aquicultura e inddstria de enlatados (DUTRA et al., 2012).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cultivos das cepas de cianobactérias produtora e ndo produtora de microcistina-LR
(MC-LR).

As cepas de M. aeruginosa Kitzing (1846) produtora (MIRS-04) e ndo produtora
(NPDC-01) de MC-LR foram isoladas de ambientes naturais. A NPCD-01 foi isolada de um
afluente do complexo lagunar de Jacarepagua localizado no bairro da Cidade de Deus, Rio de
Janeiro, e a, MIRS-04 foi isolada do Reservatorio de Samuel localizado em Ronddénia. Estas
cepas foram adquiridas do banco de cultura de microalgas e cianobactérias do Laboratorio de
Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias - LECT, do Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho-IBCCF/UFRJ. No Laboratorio de Ecotoxicologia da Universidade Federal de
Itajubd-UNIFEI/MG, os cultivos foram mantidos em mariotes com capacidade de 10L por 15
a 20 dias em meio ASM-1 (GORHAM et al., 1964). Para proporcionar o crescimento
exponencial maximo, os cultivos foram mantidos sob as seguintes condicdes: pH entre 7,5 e
8,0; temperatura de 20 a 24°C; intensidade luminosa de 40 pmol.fotons.m'z.s'1 medida com
auxilio de Luximetro (LM 8000 Digital Instruments); fotoperiodo de 12 horas e aeracdo
continua.

Apos ter alcangado o crescimento exponencial méximo, as culturas foram interrompidas
e centrifugadas a 3.500 rpm por 20 minutos (Figura 2). Apds a centrifugacao, o sobrenadante
foi descartado e a biomassa concentrada foi congelada a 20°C para posterior processo de

liofilizag&o (Figura 3).

Figura 2 Cultivos das cepas de Microcystis aeruginosa produtora e ndo produtora de microcistina-LR

Cultivo em frasco Mariotte (A), medigdo do volume dos cultivos (B), centrifugacéo (C) e concentrado celular
(D). Fonte: O autor
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Figura 3 Processo de liofilizagdo

Liofilizacdo (A), pesagem do resultante da biomassa liofilizada (B)

Fonte: O autor

As amostras liofilizadas foram pesadas e transferidas para pequenos frascos ambar e
armazenadas em freezer para posterior quantificagdo da concentracdo de MC-LR contida no
extrato da cepa produtora de MC-LR e certificar a auséncia de MC-LR no extrato da cepa ndo
produtora. A quantificacdo foi realizada por cromatografia liquida de alta precisdo com
detector Diode Array (HPLC-DAD) no Laboratério de Toxinas e Produtos Naturais do
Departamento de Anélises Clinicas e Toxicologicas do Instituto de Farmécia da Universidade
de S&o Paulo (USP).

4.2 Extragéo e quantificagdo de MC-LR nos extratos celulares

Foram pesadas amostras de aproximadamente 25mg dos extratos celulares
seco/liofilizado e condicionadas em microtubos de pléastico de 2 mL. Ap6s a pesagem,
adicionou-se 1,5 mL de metanol 90%. As amostras foram submetidas a uma sonda de
ultrassom (Omni Sonic Ruptor 400 Ultrasonic Homogenizer - OMNI International, EUA)
com intensidade de 30% durante um minuto para que ocorresse a lise celular.

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 11.000 rpm, 15° C, por 15 minutos e
0 sobrenadante retirado. ApoOs trés ciclos de repeticbes da extracdo, 0s sobrenadantes
coletados foram secos sob nitrogénio e o extrato ressuspenso em 1 mL de metanol 50% e, por
fim, filtrado em Membrana de Transferéncia de fluoreto de polivinilidene (PVDF) com poro

de 0,45 um para a anélise cromatografica. As amostras foram analisadas e quantificadas por
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cromatografia liquida de alta precisio com detector Diode Array (HPLC-DAD, Shimadzu®)
em coluna Luna C18 (250 mm x 3 mm L.D., 5 pm ODS Phenomenex®), utilizando como fase
movel, dgua com 0,05% de &cido trifluoracético (TFA) e acetonitrila com 0,05% de acido
trifluoracético (TFA). A vazdo utilizada foi a de 0,5 mL/min. A analise foi conduzida em
gradiente, seguindo metodologia descrita por Lawton et al. (1994).

Os cromatogramas gerados foram monitorados em Amax 238 nm. Uma corrida com a
mistura de MC-LR padrdo foi realizada para auxiliar na deteccdo dessa cianotoxina pela
comparacdo dos tempos de retencdo e espectro no UV-VIS. A quantificacdo do extrato da
cepa produtora de MC-LR foi identificada pela comparacéo entre os tempos de reten¢do com
padrbes analiticos de MC-LR (curvas de calibracdo) e quantificadas pela integracdo das areas
dos picos cromatograficos. O mesmo se fez para confirmar a auséncia de MC-LR no extrato
ndo produtor. A quantificacdo resultou o valor de 5ug/mL de MC-LR no extrato produtor e

confirmou a auséncia dessa toxina no extrato da cepa ndo produtora.

4.3 Aquisicdo e manutencdo dos espécimes de Astyanax altiparanae

Durante a estacdo reprodutiva de A. altiparanae (Figura 4) entre 0os meses de outubro e
fevereiro (2015/2016), os exemplares adultos desta espécie foram coletados na Cachoeira de
Emas (21° 58'S, 47 ° 26 'W), no rio Mogi Guacu, em Pirassununga, Sdo Paulo e mantidos nos
tanques de piscicultura do Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Peixes Continentais
CEPTA/ICMBIo. Os espécimes aptos a reproducdo foram selecionados de acordo com o0s
aspectos reprodutivos secundarios, ou seja, fémeas com ventre cheio/arredondado, papila
urogenital inchada e avermelhada e os machos ativos para liberacdo de sémen
(WOYNAROVICH; HORVATH, 1983; PEREIRA-SANTOS, 2014).

Depois destas observagdes os reprodutores foram levados para o laboratério de
Biotecnologia de Peixes do CEPTA. No laboratorio, os peixes foram separados em lotes de
dois machos para cada fémea e colocados em aquarios com capacidade de 20 litros. Os
exemplares foram mantidos em agua de torneira com adigdo de anti-cloro. Os mesmos foram
mantidos a uma temperatura de * 26°C, fotoperiodo de 12h e oxigénio dissolvido de 7,7 e 8,0
mg/L. ApOs a captura, 0S organismos permaneceram em repouso por 6 horas antes das

inducdes hormonais
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Figura 3 Exemplar da espécie Astyanax altiparanae

Fonte: O autor

4.4 Reproducao semi-natural de Astyanax altiparanae

Decorrido o periodo de aclimatacdo dos peixes, foi preparada uma solucdo de horménio
OVOPEL® [(D-Ala® Pro®-Net) — mGnRH +metaclopramide] em uma concentragio de 3mg
kg?. Para o reparo da solugdo hormonal, primeiro fez a pulverizacdo do Ovopel, depois
acrescentou-se soro fisiologico (NaCl/0,9%) fez-se a homogenizagdo da solugdo para depois
ser injetada nos reprodutores (WOYNAROVICH; HORVATH, 1983).

Os reprodutores foram retirados dos aquarios e transferidos para recipientes com agua e
adicdo de anestésico Mentol (~100 mg/L?, Exodo Cientifica, Brasil). Apds a acio
anestetésica, aplicou-se uma dose/mL da solu¢do hormonal por quilograma peixe, a injecao
foi administrada intraperitoneal proxima a base da nadadeira ventral, com seringas graduadas
de 1 ml (HARVEY; CAROLSFELD, 1993; WOYNAROVICH; HORVATH, 1983). Depois 0s
peixes foram devolvidos para os aquarios e aguardou-se o tempo para a desova. Estes
procedimentos foram adotados a fim de assegurar o bem-estar do animal.

Percorridas aproximadamente seis horas apds a inducdo hormonal, os peixes foram
observados e avaliados de acordo com o comportamento de corte. Antes de acontecer a
desova o0s peixes mantinham natagdo sincronizada de forma que seus corpos ficavam
proximos e lateralmente alinhados, esses sinais eram evidéncias que a desova estava prestes a
acontecer. Ocorrida a desova, todos os ovos foram recolhidos dos aquarios com auxilio de
pipetas e divididos em placas de Petri de vidro (100 mm de didmetro) revestida com albumina
bovina sérica (BSA/0,1%), para facilitar o manejo dos embrides devido a adesividade dos
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ovos. Os embrides ficaram se desenvolvendo em meio estéril em agua reconstituida (12 mM
NaCl, ImM KCL, 1,5 mM CaCl,, 1,5mM MgCl.).

Durante a fase do desenvolvimento embrionario, alguns procedimentos foram adotados
para garantir o desenvolvimento dos embrides até a eclosdo. Quando mortos, os embrides
eram retirados de imediato para evitar a contaminacdo da agua pela liberacdo de ambnia e o
meio Agua reconstituida renovado pelo menos a cada duas horas para garantir a oxigenagao
da agua com embrides. Passado essa fase, de desenvolvimento embrionario, as larvas
eclodidas foram selecionadas para serem submetidas aos ensaios com 0s extratos das duas

cepas de M. aeruginosa.

4.5 Bioensaio

4.5.1 Preparo das concentracdes de extrato celular aquoso da cepa produtora de MC-LR
e ndo MC-LR

Para a realizacdo dos ensaios de toxicidade aguda foram utilizadas amostras de extratos
liofilizados das cepas produtora de MC-LR (MIRS-04) e ndo produtora de MC-LR (NPCD-
1). As concentracdes utilizadas nos ensaios, foram preparadas a partir de solugfes estoque
com concentragdo celular de 20mg/mL para ambos os extratos e diluidas em meio Agua
reconstituida, essa concentracdo correspondeu a 100 pg/mL de MC-LR para a cepa produtora
de MC-LR (Figura 5).

As concentracdes testadas neste estudo foram baseadas inicialmente em valores de
escala logaritmo e destas estabeleceu concentragfes inferiores a 1mg/mL. Portanto as
concentragdes de 0,5 mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,3 mg/mL, 0,2 mg/mL e 0,1 mg/mL se tornaram
fixas para todos os experimentos (Figura 6). Essas concentracdes celulares corresponderam a
0,1pg/mL, 1,0 pg/mL, 1,5 pg/mL, 2,0ug/mL e 2,5ug/mL de MC-LR.
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Figura 4 - Preparo das solugdes estoque para uso nos ensaios de exposi¢do aguda a partir dos extratos
liofilizados da cepa produtora de MC-LR (MIRS-04) e ndo produtora (NPCD-1).
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Fonte: O autor

Figura 5 - Preparo das concentracdes para uso nos ensaios de exposicéo aguda de larvas de A. altiparanae a
partir dos extratos da cepa produtora de MC-LR (MIRS-04) e ndo produtora (NPCD-1) de microcistina- LR
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4.6 Ensaio de toxicidade aguda com as larvas de Astyanax altiparanae

As larvas de A. altiparanae recém-eclodidas utilizadas nos ensaios foram compostas
por cinco desovas diferentes, ou seja, cada repeticdo correspondia a uma reprodugdo com
casais de peixe diferente (2 machos/fémea). Este procedimento foi adotado com intuito de

avaliar uma possivel variabilidade genética, nas larvas expostas as condi¢des idénticas com
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extratos de M. aeruginosa (produtora de MC-LR e ndo produtora). Uma sele¢do das mesmas
foi realizada, usando como parametro algumas caracteristicas, como: corpo uniforme,
motilidade, batimento cardiaco constante e saco vitelinico em condi¢cdes normais
(NAKATANI et al., 2001). Estes critérios foram adotados para garantir que possiveis
alteracbes fossem consequéncia da exposicdo as substancias (extratos) das cepas M.
aeruginosa a qual as larvas estavam expostas e ndo resultados de ma formacéo congenita.

As larvas foram entdo submetidas as cinco concentracfes celulares dos extratos da
cepa produtora de MC-LR e ndo produtora de MC-LR em tubos de ensaios com capacidade
de 10 mL, numa proporcéo de uma larva/ImL em cinco réplicas, totalizando 50 larvas por
concentracdo, incluindo o tratamento controle (somente emAgua reconstituida).

Todos os tratamentos foram mantidos nas mesmas condi¢des, em uma Estufa
Incubadora para B.O.D (demanda bioquimica de oxigénio), com temperatura controlada de 26
+ 1 ° C e fotoperiodo de 12 horas durante 4 dias (96h). As leituras do nimero de larvas
sobreviventes e mortas foram realizadas dentro de 24, 48, 72 e 96 horas. A cada observacéo,
larvas mortas eram retiradas e contadas. Durante estas observacdes, também foram anotadas
as anormalidades aparentes nas larvas sobreviventes de todos 0s experimentos, para posterior

analise morfoldgica.

4.7 Alterac6es morfologicas

Para avaliar as alteracdes morfolégicas foram realizadas observacGes visuais, assim
como registros fotograficos foram feitos aleatoriamente para um grupo de larvas
sobreviventes ap6s 96 horas de exposicdo. Com auxilio do estereomicroscopio (Nikon SMZ
1500, Nikon, Tokyo, Japdo) equipado com uma camera CCD (Nikon DS-Fi, Nikon, Japdo) as
imagens foram realizadas e salvas por meio do software NIS — AR Elements (Nikon, Tokyo,
Japdo). Tais alteracdes foram classificadas como presente (1) ou ausente (0).

A metodologia aplicada para caracterizar as anormalidades nas larvas seguiram a
proposta elaborada por Kist et al. (2011) e OECD (2013) que descrevem alteracdes
morfologicas em peixes na presenca de substancias que interferem nas caracteristicas
morfologicas e fisioldgicas. Foi possivel observar cinco tipos de anomalias: edema no
pericardio e edema gastrointestinal, ambos classificados devido a um incha¢o anormal na
regido abdominal; alteraces na coluna vertebral, lordose e escoliose, nomeadas pela

curvatura do eixo horizontal do corpo e; curvatura na cauda.
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Cabe ressaltar que nos dois primeiros ensaios, ou seja, as duas primeiras repeticoes
tanto para cepa produtora quanto cepa ndo produtora de MC-LR, realizava-se observagdes de
todos os tratamentos apds 96h de exposicdo. No entanto as imagens fotograficas eram
retiradas apenas das larvas que apresentava alguma anomalia, como uma forma de
representacdo. Possteriormente, procurou-se padronizar a forma de avaliar alteragdes
morfolégicas nas larvas decorrente da exposi¢do aos extratos de ambas as cepas. De forma
que nos trés altimos experimentos, cessado as 96 horas de exposicéo, escolhia-se uma amostra
de larvas aleatoriamente de cada tratamento e fotografava. Depois, por meio das imagens
fazia-se as observagdes quanto as alteracdes morfologicas. Nesta analise, foram trabalhadas
apenas trés concentracfes de cada ensaio baseado no maior nimero de sobreviventes mais

tratamento controle.

4.7 Anélise de Dados

A confecgdo das curvas concentracdo/resposta para os diferentes tempos de exposicéo
de ambos os extratos (produtor de MC-LR e n&o produtor), foi realizada por meio do software
GraphPad Prism Versao 6.0, bem como estimou os valores de CL50. Para tanto, inicialmente
realizou-se uma anélise de regressdo ndo-linear com intuito de definir uma curva sigmoidal
completa.

Como analise complementar, foi aplicado uma andlise variancia (ANOVA) seguidas
pelo teste de Tukey no software R Statistical versdo 3.1.2 (R CORE TEAM, 2012) para avaliar
as diferencas na mortalidade das larvas de A. altiparanae entre as concentragcdes dos extratos,
entre os periodos de exposicao (24 a 96h) e testar a diferenca entre os valores CL50 obtidos

por tempo de exposicéo.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise da toxicidade aguda (CL50)

Nos ensaios de toxicidade aguda observou-se que os valores de CL50 foram bastante

semelhantes para os tempos de exposi¢cdo de 24, 48, 72 e 96 horas, embora os valores

numericos de CL50 da cepa produtora de MC-LR tenham sido levemente mais baixos (Tabela
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1). Porém, quando os valores de CL50 da cepa produtora e da cepa ndo produtora de MC-LR
sdo comparados, ndo se observa uma diferenga significativa ao nivel de p < 0,05 (Tabela 2).
Evidenciou-se no presente estudo que ambos 0s extratos provocam efeitos agudos nas
larvas de A. altiparanae, independente da presenca da MC-LR para as concentracdes testadas.
Estes resultados estdo representados nas curvas das concentragfes/resposta destes ensaios
(Figuras 7 e 8), nos quais percebe-se que ao final dos experimentos (96h de exposi¢éo) houve
alta taxa de mortalidade (> 90%) para as larvas expostas as concentracoes de 0,4 e 0,5 mg/mL
para ambos os extratos (Figura 9), indicando que estas foram significativamente mais toxicas
para estes organismos (p < 0,05) (Tabela 3). Além disso, nota-se que 0s tratamentos controle,
para ambos 0s ensaios, apresentaram valores de mortalidade inferiores a 10% durante todos os
experimentos (Figura 9), o que valida os resultados dos ensaios conforme recomendado pela
OECD (2013), evidenciando o bom estado nutricional das larvas de A. altiparanae utilizadas

nos experimentos.

Tabela 1 Valores de Concentracéo Letal (CL50) e intervalos de confianga obtidos para larvas de A. altiparanae

expostas aos extratos cepa produtora e ndo produtora de MC-LR, em diferentes tempos de exposi¢éo.
Cepa produtora de MC-LR
CL50 (mg/mL)

Cepa néo produtora de MC-

Tempo de exposicéo
LR CL50 (mg/mL)

24h 0,40 (0,36-0,44) 0,42 (0,39-0,44)
48h 0,32 (0,29-0,35) 0,37 (0,35-0,39)
72h 0,27 (0,24-0,30) 0,33 (0,32-0,36)
96h 0,24 (0,21-0,26) 0,32 (0,28-0,35)

Tabela 2 Resultado do Teste de tukey (Q) para avaliar as diferencas de CL50 dos dois ensaios com os extratos da

cepa produtora (A) e ndo produtora de MC-LR (B) entre os tempos de exposicao.

CL50 por hora Q p Valor
24h(B) -24h(A) -0.0285 1,0
48h(B) -48h(A) -0.0005 1,0
72h(B) -72h(A) -0.0095 1,0
96h(B) -96h(A) -0.0195 1,0
24h(B) -96h(A) -0.1235 0,0*
72h(A) -24h(A) -0.1140 0,0*
96h(A) -24h(A) -0.1520 0,0*
96h(B) -24h(A) -0.1040 0,0*

*Valores estatisticamente significativos ao nivel de p<0,05
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Nos resultados de efeito agudo obtidos pela exposicdo das larvas ao extrato da cepa
produtora de MC-LR foi observado que na concentracdo celular de 0,3mg/mL = 1,5ug MC-
LR/mL, houve aproximadamente 50% de mortalidade das larvas em 48h de exposicdo e que
este valor foi aumentando até atingir 68% de mortes em 96h. Portanto, esta concentracdo de
MC-LR, apresentou também um efeito toxico acentuado nas larvas de A. altiparanae. Nas
demais concentracOes observou-se que para 0,2 mg/mL = 1,0 pg MC-LR/mL e 0,1 mg/mL =
0,5 ug MC-LR/mL houve 40% e <25% de mortalidade, respectivamente, ao final do
experimento (Figura 7). Considerando, que 40% de mortalidade em ensaios de exposi¢cdo
aguda, também é considerado efeito tdxico, concluiu-se que larvas de A. altiparanae so
sobreviveriam para o periodo de exposicdo testado, em concentracfes equivalentes igual 0,5
g MC-LR/mL ou inferiores a esta, 0 que possivelmente provocaria efeitos crénicos.

Nos ensaios com extratos da cepa ndo produtora de MC-LR as concentragdes celulares
de 0,3 mg/mL, 0,2 mg/mL e 0,1 mg/mL, apresentaram letalidades inferiores a 30% durante as
96 de exposicdo (Figura 8). Como mencionado anteriormente, houve efeito tdxico para ambos
0s extratos testados, com e sem MC-LR, no entanto as respostas das larvas de A. altiparanae
foram mais pronunciadas no extrato com MC-LR, considerando as mesmas concentracdes

celulares.
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Figura 6 Curva concentracdo-resposta (CL50) das larvas de A. altiparanae expostas as diferentes concentracées

de células da cepa de cianobactéria produtora de MC-LR (MIRS-04) em 24, 48, 72 e 96 horas de exposicao.
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Figura 7 Curva concentracdo-resposta (CL50) das larvas de A. altiparanae expostas as diferentes concentracoes

de células da cepa de cianobactéria ndo produtora de MC-LR (NPCD-01) em 24, 48, 72 e 96 horas de exposicéo.
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Por meio da analise de varidncia buscou-se testar se houve diferenca estatistica na

mortalidade de larvas quanto a exposicdo as diferentes concentragfes celulares das cepas

produtora e ndo produtora de MC-LR. Esta analise mostrou que as concentragdes celulares de

0,4 e 0,5 mg/mL diferiram significativamente (p < 0,05) do controle e do tratamento com

concentragéo celular de 0,2mg/mL para o extrato ndo produtor de MC-LR (Figura 9, Tabela

3). No experimento com a cepa produtora de MC-LR, os tratamentos com concentragdes

celulares de 0,4 e 0,5 mg/mL também apresentaram diferencas significativas quando

comparadas com controle (Figura 10, Tabela 3). As concentracGes de 0,4mg/mL e 0,5mg/mL

representaram letalidade para mais de 90% das larvas no decorrer de 96h de exposigéo e isso

ocorreu nos ensaios realizados paras as duas cepas.
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Figura 8 Variag&o dos valores de mortalidade das larvas de A. altiparanae expostas as diferentes
concentracdes celulares das cepas ndo produtora de MC-LR (A) e produtora de MC-LR (B)
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As linhas espessas representam a mediana; as caixas, 0s intervalos e 0s pontos representam 75, 90 e 95% da

variabilidade dos dados, respectivamente durante 96 horas de exposi¢&o.

Tabela 3 Resultado do Teste de tukey (Q) para avaliar as diferencas de mortalidade das larvas de A. altiparanae

entre os tratamentos com extratos ndo produtores e produtor de MC-LR apds 96 horas de exposi¢éo.

Extrato ndo produtor de

Extrato produtor de

MC.LR Q p valor MC-LR Q p valor
0,1mg/mL-Control 6,50E-01 0,99 0,1mg/mL-Control 1,50E-01 1,00
0,2mg/mL-Control 1,00E-01 1,00 0,2mg/mL-Control 7,50E-01 0,96
0,3mg/mL-Control 6,50E-01 0,99 0,3mg/mL-Control 1,45E+00 0,22
0,4mg/mL-Control 2,35e+00  0,00* 0,4mg/mL-Control 1,95E+00 0,02*
0,5mg/mL-Control 2,40E+00  0,00* 0,5mg/mL-Control 2,15E+00  0,00*
0,2mg/mL-0,1mg/mL -5,50E-01 1,00 0,2mg/mL-0,1mg/mL 6,00E-01 0,99
0,3mg/mL-0,1mg/mL 0,00E+00 1,00 0,3mg/mL-0,1mg/mL 1,30E+00 0,38
0,4mg/mL-0,1mg/mL 1,70E+00 0,07 0,4mg/mL-0,1mg/mL 1,80E+00 0,04
0,5mg/mL-0,1mg/mL 1,75E+00 0,05 0,5mg/mL-0,1mg/mL 2,00E+00  0,01*
0,3mg/mL-0,2mg/mL 550E-01 1,00 0,3mg/mL-0,2mg/mL 7,00E-01 0,98
0,4mg/mL-0,2mg/mL 2,25E+00  0,00* 0,4mg/mL-0,2mg/mL 1,20E+00 0,51
0,5mg/mL-0,2mg/mL 2,30E+00  0,00* 0,5mg/mL-0,2mg/mL 1,40E+00 0,27
0,4mg/mL-0,3mg/mL 1,70E+00 0,07 0,4mg/mL-0,3mg/mL 5,00E-01 1,00
0,5mg/mL-0,3mg/mL 1,75E+00 0,05 0,5mg/mL-0,3mg/mL 7,00E-01 0,98
0,5mg/mL-0,4mg/mL 5,00E-02 1,00 0,5mg/mL-0,4mg/mL 2,00E-01 1,00

*Valores estatisticamente significativos ao nivel de p<0,05
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Nas primeiras 24 horas de exposicdo foram registrados o maior nimero de mortalidade

de larvas para ambos os extratos. Tais resultados foram confirmados estatisticamente pelo
teste de Tukey (p < 0,05). Nos demais periodos, (48, 72 e 96h) a mortalidade de larvas
ocorreu de forma crescente, muito embora ndo tenham sido observadas diferencas
significativas no nimero de larvas mortas nestes trés ultimos tempos de exposi¢do (Figura 10,
Tabela 4).

Figura 9 Variacdo dos valores de mortalidade das larvas por tempo de exposicdo da cepa ndo produtora
de MC-LR (A) e produtora de MC-LR (B) em 24, 48, 72 e 96 horas
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As linhas espessas representam a mediana; as caixas, 0s intervalos e 0s pontos representam 75, 90 e 95% da

Tabela 4 Resultado do Teste de tukey (Q), diferenga na mortalidade de larvas de A. altiparanae por tempo de

exposicao entre os tratamentos dos ensaios com extratos da cepa ndo produtora (A) e produtora de MC-LR (B)

Horas Q p valor Horas Q p valor
48h(A)-24h(A) -1.70  0.00* 48h(B)-24h(B) -1.77  0.00*
72h(A)-24h(A) -1.76  0.00* 72h(B)-24h(B) 213 0.00*
96h(A)-24h(A) 190  0.00* 96h(B)-24h(B) 227 0.00*
48h(A)-24h(B) 2,16  0.00* 72h(B)-24h(A) 1,67  0.00*
96h(A)-24h(B) 2,36  0.00* 96h(B)-24h(A) -1,80  0.00*

*Valores estatisticamente significativos ao nivel de p<0,05
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Neste estudo, as larvas de A. altiparanae ficaram imersas a concentracoes celulares da
cepa M. aeruginosa, sendo uma produtora de MC-LR e a outra ndo produtora. O primeiro
impacto observado por essa exposicdo foi a mortalidade de larvas, nas primeiras 24 horas de
exposi¢cdo com o maior nimero de larvas mortas em todas as concentracdes, especialmente
nas concentracgdes de 0,4 e 0,5 mg/L (Figura 10).

As larvas expostas nos dois ensaios haviam acabado de eclodir, nesta fase ontogénica,
0s Orgaos ainda estdo em formacao, sendo, portanto mais sensiveis a mudancas no meio a qual
estdo se desenvolvendo (xxx). Nos resultados apresentados foi possivel observar que as
concentragdes celulares superiores a 0,24 mg/mL cepa com MC-LR e 0,32 mg/mL cepa sem
MC-LR causam mortalidade de aproximadamente 50% da populacdo de larvas até 96 horas de
exposicdo. Os efeitos agudos avaliados nas larvas mostram que as mesmas possuem pouca
capacidade de desintoxicacdo de MC-LR e outras substancias tdxicas presentes nos dois

extratos.

5.2 Alteracdes morfoldgicas ocorridas em larvas de Astyanax altiparanae expostas aos

extratos produtores e ndo produtores de MC-LR.

As larvas de A. altiparanae que se mantiveram vivas ao término dos ensaios de
exposicdo aguda (96h) nas concentragdes 0,1mg/mL, 0,2mg/mL e 0,3mg/mL para ambos 0s
extratos, além do tratamento controle, foram analisadas sobre aspectos morfol6gicos (Figuras
11 e 12). Nesta avaliacdo procurou-se detalhar a0 méximo os efeitos pontuais que as cepas de
M. aeruginosa pudessem causar nas larvas de A. altiparanae. Algumas dessas alteragdes
foram facilmente confirmadas devido a mudanca brusca no corpo dos organismos (Figuras 11
e 12). No tratamento controle também foram evidenciadas altera¢fes pontuais “leves” na
coluna vertebral (LOR), edema na regido do pericardio (EPCR) e na regido gastrointestinal
(EGI), no entanto em uma taxa bem menor comparada com as larvas dos tratamentos com
extratos de M. aeruginosa.

Fatores externos como temperatura, salinidade, pH e oxigénio ou ainda atividades
antropogénicas, podem influenciar negativamente na reproducéo dos peixes, comprometendo
a sobrevivéncia e ocasionando alteragdes morfoldgicas em embrides e larvas (KIGRSVIK;
MANGOR-JENSEN; HOLMEFJORD, 1990). No entanto algumas alteragdes morfoldgicas
podem ocorrer naturalmente durante a eclosdo dos peixes, porém a taxa de malformagdes

embrionarias ndo devera ser superior a 10% (OECD, 2013). No caso deste estudo, no
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tratamento controle, tanto na andlise de toxicidade aguda quanto na de alteracdes
morfoldgicas, apresentaram resultados conforme recomendado pela OECD (2013).

No ensaio com extratos da cepa produtora de MC-LR, as anomalias caracterizadas
como edema na regido do pericardio (EPCR) e gastrointestinal (EGI) também ocorreram em
todas as concentragdes. As alteracdes na cauda (CC) foram menos expressivas, ocorrendo
apenas na concentragdo 0,2mg/mL (1,0ug MC-LR/mL) (Tabela 5). Em relacdo as alteracGes
morfologicas registradas nas larvas expostas as concentragdes do extrato ndo produtor de MC-
LR, apareceram escoliose (SCO) e lordose (LOR) para todos os tratamentos. Curvatura na
cauda (CC) e edema na regido do pericardio apareceram apenas na concentra¢do 0,3mg/mL.
O tratamento 0,3mg/mL foi o Unico no qual as larvas apresentaram 0s cinco tipos de
anomalias (Tabela 5). Estes resultados permitem inferir que outros metabolitos, diferentes da
MC-LR, podem induzir alteracGes nas larvas de A. altiparanae, como por exemplo, escoliose
e lordose uma vez que estas anomalias ndo foram observadas nos tratamentos com a presenca

da cianotoxina MC-LR.

Tabela 5 Presenca das alteragdes morfoldgicas observadas nas larvas de A. altiparanae expostas aos extratos da

cepa produtora e ndo produtora de MC-LR.

Concentracao celular
(Concentracao de MC-LR)

LOR SCO CcC EPCR EGI

Controle + + +
0,1mg/mL (0,5ug MC-LR/mL) + + +
0,2mg/mL (1,0ug MC-LR/mL) + + + +
0,3mg/mL (1,5ug MC-LR/mL) + + +
0,1mg/mL + + +
0,2mg/mL + + +
0,3mg/mL + + + + +

LOR= Lordose, SCO= Escoliose, CC= Curvatura na cauda, EPCR= Edema no pericardio e EGI= Edema gastrointestinal
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Figura 10 Larvas do tratamento controle

100 pm

100 pm

Larva normal (A), larva do tratamento controle com edema leve na regido gastrointestinal e lordose levemente (B).

No presente estudo as alteracOes apontadas na regido da coluna vertebral, descritas
como escoliose, lordose e curvatura na cauda observadas em algumas larvas expostas aos
extratos, possivelmente podem ter sido ocasionadas pelos movimentos natatorios irregulares
(BOGLIONE et al., 2013). Durante os experimentos algumas larvas se mostraram bastante
agitadas, nadavam com muita rapidez fazendo movimentos circulares e irregulares, em torno
do proprio corpo, possivelmente pelo estresse a qual foram submetidas. Este comportamento
foi comparado com as larvas do tratamento controle, que demonstraram comportamento
diferente, com movimento natatorio retilineo e mais regular.

A maioria dos estudos de qualidade ambiental usados para avaliar alteragdes
morfolégicas em organismos adotam como parametro as alteragcdes anatdmicas, pois essas sdo
facilmente notadas em situacdo de estresse. No entanto, alteracdes microscéopicas podem
acontecer simultaneamente as macroscopicas, sendo tdo importantes quanto as alteracdes
macroscépicas. Dentre estas anomalias apresentadas neste estudo, alteragdes como, edemas na
regido abdominal foram as mais notadas.

Alteraces fisicas costumam ser as primeiras a serem observadas, por ocorrem de forma
mais grosseira no corpo dos organismos, tal como o desenvolvimento de edema nos tecidos de
embribes e larvas de peixes (WALKER; PETERSON, 1991). Varios mecanismos tém sido
proposto para explicar os diferentes locais e causas associado a formacdo de edema em
organismos aquaticos e terrestres. Esta anomalia ocorre devido a retencdo anormal de liquido
em compartimento extracelular intersticial ou em cavidades do corpor pelo aumento da
pressdo hidrostatica nas veias e capilares (GILBERTSON et al., 1991). A formacédo de edema
caracteriza-se também pela aumento da atividade metabolita ou por hemorragias subcutéaneas,

ou seja, 0 sangue para de circular propiciando acumulo de eritrocitos. Edemas na regido do
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coragdo ou pericardio acontece pela dilatagdo cardiaca, e aumentou venosa pressdo. Isso
ocorre por altas exigéncias metabolicas na qual o corpo do individuo é submetido, geralmente
associado ao estresse ou acdo de um algum agente toxico (GILBERTSON et al., 1991). Em
embrides, estes edemas ocorrem geralmente na regido caudal, olhos e sistema nervoso central
(cérebro e medula espinhal). Em fases posteriores do desenvolvimento o aparecimento de
edema, se manifesta na regido do pericardio, saco vitelino e regido gastrointestinal
(LEATHERLAND; WOO, 1998).

Figura 12 llustragao das alteragcfes morfologicas* em larvas de Astyanax altiparanae resultante da exposi¢do

(96h) aos extratos das cepas produtora e ndo produtora de MC-LR

B )

R
] -

100 pm

A= Edema leve na regido do coracéo, escoliose e curvatura na cauda. B= Edema na regido do coragdo e
gastrointestinal, lordose e curvatura na cauda. C= Alteracdo na morfologia da cauda e escoliose. D= Lordose
acentuada. E1 e E2= Edema na regido pericardial e na regido gastrointestinal. F1 e F2= Edema na regido

pericardial e na regido gastrointestinal e alteracdo na coluna do tipo lordose. Fonte: O autor
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As alteragcbes morfologicas descritas nas larvas de A. altiparanae foram as mesmas
descritas em ensaios expondo embrides e larvas do peixe D. rerio em extratos de
cianobactérias das espécies Microcystis aeruginosa, Anabaena flos-aquae e
Aphanizomenonflos-aquae e microcistina-LR pura (OBEREMM; FASTNER; STEINBERG,
1997, OBEREMM et al., 1999). Lui et al. (2002) avaliaram o efeito de extrato de M.
aeruginosa, em embrides e larvas do peixe Misguruns mizolepsis que resultaram em
malformacdes, mortalidade, curvatura no corpo e edemas. Concentracbes de MC-LR
presentes em amostras ambientais (extratos) parecem ser mais toxicas, comparadas as MC-LR
pura. Este mesmo resultado foi relatado por Bury Eddy e Codd (1995) em trutas e, por
Jungman e Bennodorf (1994) em Daphnia e por Yasuno et al. (1995) em Moina macropoda.
Efeitos de outros extratos de cianobactérias contendo a toxina anatoxina-a também mostraram
efeitos altamente toxicos em estégios iniciais de espécimes de Ciprino carpio (OSSWALD et
al., 2009).

Outras vias de exposi¢do, como alimentagdo ou injecdo intraperitonial tem mostrado a
toxicidade de extratos de cianobactérias produtoras ou nao de toxinas (PAVAGADHI; GONG;
BALASUBRAMANIAN, 2013). Phillips et al. (1985) investigaram o efeito produzido por
cepas toxicas de Microcystis aeruginosa e Anabaena ndo toxica expostas em truta arco-iris e
tildpias. Os peixes que consumiram tanto o0s extratos toxicos como ndo toxicos, ndo
apresentam efeitos nocivos, mas por meio de injecdo intraperitoneal de extratos toxicos
induziu a mortalidade dessas duas espécies de peixes.

No presente estudo, ocorreram alguns fatos curiosos. Algumas larvas que estavam
expostas no extrato com toxina (MC-LR) e no extrato livre de toxina se alimentaram dos
fragmentos celulares das cepa de M. aeruginosa (Figura 12, B e C). Pode ser que esse fato
tenha relacdo com aparecimento da anomalia edema gastrointestinal observada nestes
organismos.

As larvas de A. altiparanae tornam-se ativas para alimentar assim que abrem a boca,
isso ocorre dois dias apés a eclosdo. As larvas que estavam expostas aos extratos dos dois
ensaios e as larvas do controle, ndo foram alimentadas durante os quatro dias. Em testes de
toxicidade aguda ndo se alimenta o animal (USEPA,1975), no entanto, essa pratica ndo
prejudicou o desenvolvimento das larvas durante os ensaios, considerando a taxa de
sobrevivéncia do controle que foi superior a 90%. As larvas de A.altiparanae conseguem ficar
em jejum até quatro dias sem que isso comprometa a sua sobrevivéncia (relato de
experimentos em laboratério, ndo publicado). Mas tendo alimento disponivel, certamente elas

irdo capturar. Astyanax altiparanae é uma espécie onivora, incluindo algas em sua dieta
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alimentar (GOMIERO, BRAGA, 2003; BRANDAO-GONCALVES et al., 2010). Portanto, 0
fato de terem se alimentado de fragmentos celulares de cianobactérias, pode ter potencializado
ainda mais os efeitos toxicos de ambos os extratos. Com isso, é possivel dizer que esses
organismos assim como outros peixes podem sofrer influéncias direta e indiretamente se
tiverem se desenvolvendo em ambientes com a presenca de cianobactérias.

Os efeitos de ambos os extratos (cepa produtora e cepa ndo produtora de MC-LR)
causaram anormalidades parecidas no grupo de larvas expostas por 96 horas nas
concentracdes celulares de 0,1mg/mL, 0,2mg/mL e 0,3mg/mL. No ensaio com a cepa
produtora este efeito foi um pouco mais acentuado em relacdo a cepa ndo produtora,
certamente pela presenca de MC-LR. As duas cepas atuam negativamente no
desenvolvimento das larvas de A. altiparanae, possivelmente outros compostos além da
toxina MC-LR determinaram o aparecimento de tais anomalias assim como na mortalidade
das larvas, observada principalmente nas concentracdes de 0,4mg/mL e 0,5m/mL.

As cianobactérias sdo um dos grupos de procariontes fotossintéticos gram-negativo
mais diversificado do planeta, sendo capazes de produzir metabdlitos potencialmente toxicos
para organismos aquaticos. Os efeitos toxicos de extratos de cepas de cianobactérias ndo
produtora de toxina pode estd associado a varios compostos bioativos (WIEGAND;
PFLUGMACHER, 2005). As toxinas produzidas pelas cianobactérias sdo metabdlitos
secundarios que uma vez disponivel na agua pode causar intoxicacao seguido de mortes de
espécies aquaticas. Ainda ndo se conhece os reais motivos pelos quais as cianobactérias
produzem toxinas. Existem suposic¢des que elas podem funcionar como compostos protetores
anti-herbivoria (CARMICHAEL, 1992). Numa mesma floracdo de cianobactérias € comum a
existéncia de gendtipos toxicos e ndo-tdxicos, no qual as concentracdes de toxinas podem
variar bastante de acordo com a temperatura, espaco e parametros fisico-quimicos
(CATHERINE et al., 2013). Neste sentido é possivel que os efeitos toxicos observados nos
ensaios com a cepa hao produtora de MC-LR tenham sido pela ativacdo de outros compostos

produzidos pela espécie M. aeruginosa.
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6 CONCLUSAO

L 2

Os valores de CL50 calculados para os dois ensaios foram semelhantes, embora os
valores de CL50 da cepa produtora de MC-LR tenham sido mais baixos, indicando um
efeito mais pronunciado, possivelmente pela presenca da cianotoxina MC-LR.

A mortalidade das larvas foi maior nas duas concentragdes celulares 0,4mg/mL e
0,5mg/mL, sendo observado mais de 90% de mortes para ambas as cepas em 96 horas.
Entre os periodos de exposicdo, 24 horas foi 0 periodo que apresentou a maior taxa de
mortalidade de larvas de A. altiparanae e isso ocorreu nos dois ensaios, mostrando
que neste periodo as concentracbes de 0,4mg/mL e 0,5m/mL j& haviam causado
letalidade em 60% das larvas.

A maioria das larvas de A. altiparanae que tiveram contato com os extratos das cepas
de M. aeruginosa mostraram alto grau de sensibilidade, pois além de mortes,
desenvolveram alteracdes morfoldgicas, como, edemas subcutaneas e deformidades na
coluna vertebral.

Os resultados deste estudo permitem concluir que cepas de cianobactérias podem
produzir outras substancias tdxicas além das toxinas como MC-LR, o que pode ser
justificado pelos efeitos toxicos observado nas larvas expostas as concentracoes

celulares do extrato sem a presenca de MC-LR.
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