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RESUMO

VILAS BOAS, L. A. Efeitos agudos em Paramecium caudatum (Alveolata:
Ciliophora), expostos a cepas de cianobactérias e amostras da
comunidade fitoplancténica. 2018. 68f. Dissertacdo (Mestrado em Meio
Ambiente e Recursos Hidricos) — Universidade Federal de Itajuba. Itajuba.
2018.

Este trabalho teve como propoésito avaliar os efeitos agudos na espécie
Paramecium caudatum quando exposto a cepas liofilizadas de cianobactérias
produtoras e ndo produtoras da cianotoxina microcistina (MCs), assim como o
efeito de quatro amostras da comunidade fitoplancténica coletadas em 2007
num ambiente hipereutréfico (Lagoa de Jacarepagua/RJ) em dois periodos
amostrais (seco e chuvoso). O objetivo foi estabelecer o intervalo da
concentracdo letal de massa celular a 50% da populacdo (CL50). Os
organismos utilizados nos ensaios foram coletados no Ribeirdo José Pereira,
em Itajuba/MG, isolados e mantidos em cultivo no laboratério. Foram realizados
ensaios preliminares e definitivos de exposicdo aguda utilizando de massas
liofilizadas de duas espécies de cianobactérias do género Microcystis, das
linhagens NPCD-1, ndo produtora de MCs e MIRS-04, produtora de MCs em 2,
4, 6 e 8 horas de exposicdo. Os resultados indicaram que a cepa nao produtora
de MCs (NPCD-1) mostrou-se mais toxica, com menores valores de CL50,
comparado aos ensaios com a cepa produtora de MCs (MIRS-04). Estes
valores foram CL50-8h de 48,13 e 86,96 mg.L™ de massa celular liofilizada,
respectivamente. Quanto aos resultados com as amostras da comunidade
fitoplanctonica foi observado maior efeito agudo para as amostras coletadas na
estacdo chuvosa, com dominancia de espécies de cianobactérias
Aphanizomenon sp. e Planktothrix sp, quando comparadas as amostras da
estacdo de estiagem, com dominédncia da diatomacea Thalassiosira sp,
Synechocystis aquatilis e Oscillatoria sp. P. caudatum é um organismo-teste
de facil manutencdo em laboratério e se mostrou adequado ao uso em ensaios
ecotoxicolégicos com amostras de ambientes eutrofizados, justamente por ser
inicio da teia trofica, o que podera proporcionar informacdes sobre estudos de
bioacumulagao ou biomagnificacéo.

Palavras chave: Eutrofizacdo, Protozoarios ciliados, Ecotoxicidade,
microcistinas
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ABSTRACT

VILAS BOAS, L. A. Acute effects on Paramecium caudatum (Alveolata:
Ciliophora), exposed to strains of cyanobacteria and samples of the
phytoplankton community. 2018. 68p. Dissertation (Master’s in Environment
and Water Resources) - Federal University of Itajuba. Itajuba. 2018.

The main of this work was to evaluate the acute effects on Paramecium
caudatum species when exposed to strain cyanobacteria which produce or not
the cyanotoxin microcystin (MCs),as well as the effect of samples of
phytoplankton community collected from a hypereutrophic environment
(Jacarepagua Lagoon/ RJ) in 2007 at two period (dry and wet) in two points.
The focus was to establish the lethal concentration range of the cell mass in
50% of the population (LC50). The organisms were collected in Ribeirdo José
Pereira, in Itajuba - MG, isolated and kept in culture in laboratory. Preliminary
and definitive acute essays were conducted with mass lyophilized of two
strains of Microcystis genus, NPCD-1 non-MCs producer, and MIRS-04,
producer MCs, during 2, 4 and 8 hours of exposure. The results indicated that
non-MC-producer strain (NPCD-1) was more toxic, with lower LC50 values,
compared to the MC-producer (MIRS-04). These values were LC50-8h of 48.13
and 86.96 mg.L™?, respectively. In relation to LC50 values with phytoplankton
community the results indicated a higher acute effect for the samples collected
in the rainy season, with dominance of cyanobacterial species Aphanizomenon
sp. and Planktothrix sp, when compared to the samples from the dry season,
with dominance of the diatom Thalassiosira sp, Synechocystis aquatilis and
Oscillatoria sp. P. caudatum is an easy to maintain laboratory culture and it has
been proved to be suitable for use in ecotoxicological assays and in relation the
position of the trophic web, may provide information on bioaccumulation or
biomagnification studies.

Keywords: Eutrophication, Ciliated protozoa, Ecotoxicity, Microcystins
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1. INTRODUCAO

O aumento das populacbes humanas de modo desenfreado é
responsavel por causar diversas alteracdes danosas ao ambiente natural, em
que o0s ecossistemas aquéticos sdo os que mais sofrem com toda esta
interferéncia de modo direto ou indireto.

A interferéncia direta sobre as corpos hidricos se da através do uso
da &gua como um recurso ambiental para o abastecimento humano e
agroindustrial, o qual tem aumentado desenfreadamente nos ultimos anos,
sendo o consumo deste recurso maior do que o crescimento das populacdes
humanas e consequentemente o aumento do despejo de poluentes tem
também crescido nas ultimas décadas (TUCCI et al. 2001, TUCCI, 2005, 2008).

A entrada excessiva de material exdgeno nos ambientes aquaticos
alteram as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, ou seja, o acréscimo de
nutrientes como o fésforo e o nitrogénio provindos do despejo de efluentes
urbanos, agricolas e industriais, assim como da lixiviagdo resultante do
desflorestamento da mata ciliar causam a intensificacdo da produtividade
primaria dos organismos que compdem o fitoplancton (BEGON et al. 2008;
PAERL; HUISSIMAN, 2008). Como consequéncia, muitos outros organismos
seréo prejudicados.

O aumento de determinadas espécies de cianobactérias no corpo
d’agua pode causar a reducdao da luminosidade na agua, o que reduz o
metabolismo primario de organismos fotossintetizantes e consequentemente
ocorre a reducao da capacidade de dissolucao do oxigénio no ambiente, assim
como a anoxia do e reducao da diversidade ali existente (ZOHARY; ROBARTS,
1990).

Paerl et al. (2016) defendem que além do aumento dos nutrientes
presentes, as alteragcdes climaticas, principalmente pelo aumento da
temperatura da agua tem contribuido para o aumento na frequéncia das
floragcBes fitoplanctonicas nestes locais, havendo sobreposicdo das populagbes

de cianobactérias em relacdo as outras espécies ali presentes.
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Alguns autores defendem que em resposta evolutiva para protecao
contra a herbivoria, algumas espécies de cianobactérias produzem toxinas
como parte de seu metabolismo secundario, as quais sao classificadas de
acordo com sua farmacologia como hepato, dermato ou neurotdxicas
(FALCONER, 1993; ARAUJO, 2009; LI et al., 2012)

Dentre as cianotoxinas mais estudadas tém-se as microcistinas
(MCs), nodularinas e cilindrospermopsina, as quais sdo produzidas por
cianobactérias dos géneros Microcystis, Anabaena, Nostoc, Oscillatoria,
Cylindrospermopisis, aphanizomenon, entre outros (ARAUJO, 2009; ALMEIDA,
2013).

As MCs séo responsaveis por causar deformacdes nos hepatdcitos
de vertebrados e quando expostos por longos periodos podem apresentar
tumores em 6rgaos como o figado. Casos de intoxicagdo por cianotoxinas em
humanos podem ocorrer através da ingestdo da &gua contaminada ou por
peixes provindos de corpos d’agua onde ha floragcbes toxicas (LI et al., 2012).
Até a presente data, foram descritas mais de 100 variaveis, (MOLICA;
AZEVEDO, 2009; SVIRCEYV et al., 2017).

Os efeitos toxicos das MCs sobre organismos aquaticos tém sido
analisados através de testes ecotoxicologicos, de exposi¢do aguda, realizadas
com altas concentracdes em curto periodo de exposicdo, ou cronicas, onde a
exposicao ocorre em concentracdes subletais e por um periodo representativo
do ciclo de vida dos organismos.

Ha uma diversidade de efeitos toxicos causados pelas MCs sobre
diferentes organismos aquaticos, porém muitos ensaios e analises da presenca
desta toxina tém sido realizados utilizando espécies zooplanctdnicas como
organismos-teste (FERRAO-FILHO, 2009), como Cladoceros do género
Daphnia sp por serem sensiveis, apresentarem ciclo de vida curto e
consequentemente capazes de se reproduzirem rapidamente (HERRERA et
al., 2014; SMUTNA et al., 2014).

A utilizag&o dos protozoéarios ciliados como indicadores de qualidade
ambiental em ensaios ecotoxicologicos se mostra eficaz pelo fato de serem

cosmopolitas, apresentarem ciclo de vida curto, relativa vulnerabilidade as



15

alteracdes do ambiente, facil cultivo e manutencdo em laboratério e por
fazerem parte de diferentes nichos, apresentam populagcbes geneticamente
semelhantes, (DIVE; PERSOONE, 1984; AMANCHI; HUSSAIN, 2010;
MIRANDA; MARTINS, 2012). Por apresentarem curto ciclo de vida podem
apresentar respostas acerca das alteragcbes de modo rapido e eficaz; séo
organismos evolutivamente pouco complexos, sem parede celular e estdo
presentes em diferentes niveis na teia trofica, deste modo, podem ser
decompositores, predadores, parasitas ou presas (ARAUJO, 2009; GOMIERO
et al. 2013)

Como presa de organismos maiores, os ciliados desempenham
papel importante no processo de bioacumulacdo e biomagnificacdo
(BAGATINI, et al., 2013), por acumularem alguns compostos toxicos podendo
assim contaminar niveis mais elevados da cadeia alimentar.

Diante do exposto, a presente proposta visa contribuir com
informacdes acerca dos efeitos agudos de cepas produtoras e ndo produtores
de MCs e amostras liofilizadas provindas da Lagoa de Jacarepagua-RJ durante
floracbes fitoplanctbnicas, sobre os organismos da espécie Paramecium
caudatum. Os valores da Concentracdo Letal a 50% da populacdo (CL50%)
poderdo reforcar o uso destes organismos em ensaios ecotoxicologicos e

conhecer sua relacdo com ambientes eutrofizados.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Conhecer, através de ensaios agudos, o efeito de cianobactérias
produtoras e nao produtoras sobre a populacdo do ciliado Paramecium
caudatum, assim como de amostras liofilizadas de comunidades
fitoplancténicas presentes em um ambiente hipereutréfico, com ocorréncias de

floracBes frequentes de cianobactérias.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos da exposicdo aguda de células liofilizadas de
cianobactérias produtoras e nao produtoras de MCs em P. caudatum;

e Estabelecer o valor da Concentracdo Letal a 50% da populacao
(CL50) de P. caudatum com os extratos liofilizados de cepas produtoras e n&o
produtoras de microcistinas;

e Avaliar os efeitos da exposicdo aguda do material liofilizado da
comunidade fitoplanctonica de uma lagoa hipereutréfica em P. caudatum;

e Estabelecer o valor da CL50 comparativa para P. caudatum entre
amostras liofilizadas da comunidade fitoplanctbnica coletadas durante as
estacbes seca e chuvosa do ano de 2007, durante floracdes de cianobactérias

em um lago hipereutrofico.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Cianobactérias e microcistinas

Um dos resultados negativos do processo de eutrofizacdo é o
aumento da ocorréncia de floracdes de cianobactérias potencialmente toxicas.
Como consequéncia ocasionara alteracdo no ambiente aquatico devido a
reducdo da luminosidade que chega ao fundo do ecossistema aquatico, uma
vez que pode formar uma camada superficial que impede a penetracao da luz
(HANSEN et al., 1994; MARINHO et al., 2005).

A eutrofizacdo pode ocorrer de modo natural ou por acdo antropica
onde estes nutrientes sdo provindos de fontes poluidoras como atividades
agricolas, industriais ou de efluentes domésticos (HUTCHINSON, 1957;
BATISTA et al., 2013a; MACEDO; SIPAUBA-TAVARES, 2010).

As cianobactérias sdo organismos unicelulares, fotossintéticos,
procariotos, gram-negativos, pertencentes ao dominio Bacteria. Sé&o
cosmopolitas e generalistas, podendo ser encontradas nos diferentes
ambientes aquéticos como os marinhos, dulcicolas e salobros, além dos
terrestres (CASTENHOLZ; WATERBURY, 1989; BELLINGER; SIGEE, 2015).
Apresentam habilidade de formar grandes coldnias vivendo em numerosas
populacGes em ambientes aquaticos eutrofizados, o que contribui ainda mais
para o processo de anoxia dos corpos d’agua (SVIRCEV et al., 2017).

Um dos fatores que auxiliam para o aumento das floracdes de
cianobactérias é resultante do aquecimento ambiental em nivel de microclimas,
pois tendem a apresentar melhor crescimento populacional em temperaturas
maiores de 25°C e suas floracdes variam de acordo com as variaveis abidticas
tais como: luminosidade, turbidez, pH, disponibilidade de nutrientes de acordo
com a estacdo do ano, o que podera ser distinto entre os diferentes corpos
d’agua (PAERL; HUISMAN, 2008; FRANCY et al.; 2015; PAERL et al., 2016).

As floragbes de cianobactérias em ambientes aquaticos eutrofizados
apresentam riscos a diversos organismos presentes no corpo d'agua, por
produzirem cianotoxinas, as quais configuram como metabdlitos secundarios
em resposta a diversos fatores estressantes do meio (FALCONER, 1993;
ARAUJO, 2009; LI et al., 2012; PEARSON et al., 2010).



18

Segundo Carmichael (2001) e Dittman et al. (2013), as cianotoxinas
podem ser classificadas de acordo com o0s sintomas observados em
vertebrados tais como: hepatotoxinas (microcistinas (MCs) e nodularina),
neurotoxinas (anatoxina-a, saxitoxinas e [-Metilamino-L-alanina-BMMA),
citotoxinas  (cilindrospermopsina) e dermatotoxinas  (lygyatoxina e
aplysiatoxinas). As principais espécies de cianobactérias formadoras de
floracbes toxicas em ambientes de agua doce sdo pertencentes aos géneros
Dolichospermum,  Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Microcystis e
Planktothrix (PEARL, 2008).

No Brasil, conforme Sant’'Anna et al, (2008) e Dorr et al. (2010),
foram descritas 32 espécies de cianobactérias toxicas e 0s géneros
predominantes sdo Microcystis (7 espécies) e Dolichospermum (6 espécies).
Dentre as espécies potencialmente toxicas, Microcystis aeruginosa e
Cylindrospermopsis raciborskii foram as mais frequentemente registradas,
ocorrendo em &reas tropicais e subtropicais em que predominam as espécies
produtoras de MCs.

De acordo com Dawson (1998), as MCs sao heptapeptideos ciclicos
que possuem uma estrutura basica comum que sofrem variacfes na posicdo
dos seus aminoéacidos, o que garantem a molécula maior ou menor hidrofilia e
diferentes potenciais toxicos (Figura 1), bem como a formacao das diferentes
variantes. Até o momento, foram identificadas em torno de 100, sendo as mais
comuns a Microcistina — LR, Microcistina — RR e Microcistina — YR. Dentre
estas a MC—-LR apresenta o maior niumero de estudos acerca de efeitos tdxicos
no ambiente e em outros organismos (PUDDICK et al., 2015).

Estudos com animais vertebrados indicam que a ingestdo desta
toxina via agua contaminada, ou injecdo intraperitoneal dependendo da
concentracdo, podem causar destruicdo dos hepatocitos (SVIRCEV et al.,
2017). Como resultado, o animal pode apresentar sintomas de cansaco,
diarreia, vomitos, perda de apetite e se submetidos a longas exposicdes,
podem desenvolver céncer com surgimento de tumores principalmente no
figado (BARSANTI; GUALTIERI, 2006; FERRAO-FILHO, 2009). Elas agem
sobre o citoesqueleto, através de uma hiperfosforilacdo da estrutura celular,

colapsando-a de modo a provocar deformagdes como precursores de tumores
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hepaticos em animais vertebrados (McDERMOTT et al., 1998; LEAL; SOARES,
2004; KLAASSEN, 2010).

Figura 1. Estrutura molecular da microcistina, formada por um Heptapeptideo ciclico. Fonte:
ALMEIDA, 2013

Buratti et al. (2017) discorrem que quando ocorrem grandes
floragcBes de cianobactérias produtoras de MCs no meio aquético, o risco a
saude de vertebrados e invertebrados sera em decorréncia da liberacdo desta
toxina pelo seu metabolismo, ap6s a apoptose (morte celular) destas células.
Os autores citam também a capacidade de bioacumulacdo e biomagnificacdo
destas moléculas, o que compromete o consumo de peixes, por exemplo, pela
populacdo humana. Esses processos foram avaliados por Larson, et al. (2014)
ao quantificar a concentracdo de MCs presente em zoobentos, zooplancton e
peixes presentes em quatro lagos eutrofizados da Suécia. Os resultados foram
gue organismos bentdnicos e zooplanctdnicos apresentaram concentracdes
maiores de MCs comparados aos peixes, indicando que a MC apresenta
caracteristica  bioacumuladora, nao podendo afirmar seu carater
biomagnificador.

O uso da &gua para abastecimento publico proveniente de
reservatorios no Brasil é bastante frequente (Reservatorio do Funil, Furnas,
dentre outros).

Svircev et al. (2017) discorrem que diversas intoxicacbes em

humanos e outros animais, provavelmente, por MCs ocorreram ao longo da
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histéria e em diversas partes do mundo, sendo o primeiro relato feito ao final do
século XIX, na Austrélia onde foram observadas mortes de diversos animais,
além de injurias e doencas em seres humanos que consumiam agua de um
lago eutrofizado.

No ano de 1996, no Instituto de Doencgas Renais (IDR) de Caruaru/
Pernambuco/Brasil foi registrado o primeiro caso de morte em humanos por
intoxicacdo de MCs. O caso ocorreu em pacientes que passavam pelo
tratamento de hemodialise. Num total de 126 pessoas, 108 apresentaram
sintomas de intoxicagdo como hepatomegalia, ascite, pele amarelada
(ictericia), manchas vermelhas pelo corpo, uma forte anemia e faléncia renal.
(POURIA, et al. 1998; AZEVEDO et al. 2002; YUAN et al., 2006; CHEN et al.
2009; DORR, et al. 2010). Esses autores citam a morte de 76 pacientes pelo
envenenamento com MCs. A causa deste episddio foi a presenca de
cianotoxinas na agua utilizada para tratamento renal, retirada do Acude
Tabocas e posteriormente clorada antes de ser transportada para o Instituto.
Cabe ressaltar que a adi¢éo de cloro provocou a lise celular, liberando a toxina,
antes armazenada dentro das células de uma floracao de Microcystis sp.

Efeitos de MCs tém sido avaliados nos organismos aquaticos, tais
como peixes, anfibios, insetos e microrganismos, por meio de ensaios
ecotoxicolégicos de exposicdo aguda ou crénica. Neste sentido, Su et al.
(2016) realizaram ensaios com alevinos de Zebra Fish (Danio rerio) e
demonstraram que a presenca de MCs na agua durante todo o estagio de
desenvolvimento deste organismo resultou em danos que comprometem a
manutencdo da populacdo. Os individuos expostos apresentaram atraso no
desenvolvimento embrionario e larval como a reducdo no peso corpoéreo,
comprimento e maturidade sexual, além dos machos adultos apresentarem
reducdo da fertilidade, alteragcdo na sintese de horménios sexuais como o
luteinizante (LH) e o foliculo estimulante (FSH), producdo de gametas e
deformacdes celulares nas gbnadas.

Para conhecer os efeitos de cianobactérias toxicas sobre os animais
vertebrados presentes no ambiente aquatico, Oberem et al. (1999) utilizaram
ovos de peixes das espécies Danio rerio, Oncorhynchus mykiss e Leuciscus
cephalus; anfibios das espécies Ambystoma mexicanum, Triturus vulgaris e

Rana ridibunda. Através de testes agudos, estes autores puderam inferir 0s
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efeitos das MCs sobre o desenvolvimento embrionario. Ap6s 21 dias de
exposicao, a taxa de crescimento de D. rerio foi menor quando submetidos a
concentracdo de 5,0 pg.L ™ e a taxa de sobrevivéncia embrionaria caiu em 40%
quando expostos a 50 mg.L? de MC-LR. Enquanto isso, os anfibios nao
apresentaram alteracdes negativas durante seu desenvolvimento.

Biotestes realizados por Toporowska et al. (2014) utilizaram
invertebrados aquaticos, como larvas de Chironomus para avaliar o efeito da
MC sobre estes animais por meio de ensaios agudos de toxicidade. Os autores
expuseram as larvas a diferentes concentragbes de extratos brutos de
cianobactérias produtoras de MC-LR. Os resultados demonstraram relativa
tolerancia & toxina de modo que apenas em altas concentracées, 3,32 mg.L™,
apos 96 horas de exposicdo foi possivel observar efeito de letalidade em 61%
das larvas de Chironomus spp. Além disso, 0os sobreviventes apresentaram
altos niveis de MC em seu organismo, podendo assim transpd-la para outros
niveis da cadeia alimentar, sendo que estes animais servem de alimento para
insetos aquaticos predadores, peixes e anfibios.

Organismos zooplanctonicos apresentam papel importante como elo
na cadeia alimentar aquatica como consumidores primarios do fitoplancton e
presas para peixes. Portanto, ensaios de exposicdo de MCs com estes
organismos podem inferir a acdo bioacumuladora ou biomagnificadora desta
toxina. (HERRERA et al. 2014; SMUTNA et al. 2014; PAES et al. 2016).

Visando conhecer os efeitos das MCs sobre o zooplancton, diversos
trabalhos tém sido realizados com o clad6cero Daphnia (GER et al., 2016).
Neste sentido, a presenca de floracbes em ambientes aquaticos influencia a
capacidade reprodutiva destes animais. Herrera et al. (2014), em testes agudos
de toxicidade, expds neonatos e D. similis a cinco diferentes concentracdes
celulares de Microcystis wesenbergii produtoras de MCs e obtiveram o valor da
Clso de 261, 94, 88 e 79 pg.g”* em 24, 48, 72 e 96 horas de exposicéo,
respectivamente.

Batista et al. (2013b) analisaram os efeitos da exposi¢cdo aguda em
trés espécies de crustaceos, Artemia salina, Ceriodaphnia dubia e Daphnia
magna, para as cepas de cianobactérias, sendo duas produtoras (NPLJ-4 e
TAC-95) e uma néo produtora de MC-LR (Microcystis sp - NPCD). Nos ensaios

realizados com A. salina, com a cepa néo produtora de MCs (NPCD) foram
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expostas as concentracdes que variaram de 100 a 1200 mg.L™?, embora a
linhagem NPCD-1 seja conhecida por ndo produzir MC-LR, estes autores
encontraram a concentracao, através do teste ELISA, uma baixa concentracéo
desta toxina, a qual fora quantificada em 1,6.10° pug/img de extrato liofilizado.
Com isso, ndo foi possivel determinar a CL50-24h sobre este microcrustaceo,
em contrapartida, quando expostas as cepas de M. aeruginosa (NPLJ-4) e
Microcystis sp. (TAC-95), a LCso-24h foi de 730 mg.L™ e 440 mg.L™ de extrato
liofilizadas, respectivamente, onde as concentracdes de MC-LR foram de
5717,1 e 3675,1 mg.L™,

Os testes com D. magna apresentaram CE50-24h de 1150 mg.L'l
(1,9 pg.L! de MC-LR), 260 mg.L™ (2.036,2 pg.L* de MC-LR) e 140 mg.L™
(1.096,4 pg.L™* de MC-LR) de cepas liofilizadas de NPCD, NPLJ-4 e TAC-95,
respectivamente, enquanto que os realizados com C. dubia apresentaram
CEsp-24h de 580 mg.L™, 220 mg.L™! e 70 mg.L™ de cepas liofilizadas.

TAC-95 apresentou maior concentracdo de MC-LR e
consequentemente, maior toxicidade para os trés organismos testados,
enquanto que NPCD produziu MC-LR em menor quantidade, sendo assim,
menos toxica a eles.

Os exemplos acima citados demonstram que a presenca de
floracBes de cianobactérias do género Microcystis e a liberacdo de MCs podem
apresentar riscos a comunidade aquatica, bem como aos consumidores destes

organismos.

3.2. Ensaios ecotoxicoldgicos

A ecotoxicologia aquatica é uma ciéncia multidisciplinar, baseada em
conceitos provenientes da Ecologia, Toxicologia, Fisica, Quimica dentre outras.
E capaz de avaliar os efeitos de poluentes/ contaminantes sobre 0s organismos
presentes nos ecossistemas (HOFFMAN et al., 2003; GHIGLIONE et al., 2016).
Apresenta eficiéncia no prognéstico de riscos ambientais causados por
determinadas substancias despejadas nos corpos hidricos por partirem da
premissa que o0s organismos sdo o0s melhores indicadores da qualidade

ambiental, e ndo somente o0s resultados das variaveis fisicas e quimicas
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(MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008; ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008;
ARAUJO, 2009).

Segundo Ghiglione et al. (2017), a ecotoxicologia busca
compreender o impacto de substancias poluentes nos sistemas e com isso,
fornecer ferramentas para monitorar a qualidade do ambiente e, se possivel,
restaura-lo. Esta ciéncia surgiu ao final dos anos de 1960, onde o toxicologista
René Truhaut (1909*-19941) a descreveu como a ciéncia que estuda as
implicacbes causadas por um ou mais compostos quimicos sobre os
ecossistemas utilizando organismos vivos como sensores.

Os resultados de tais exposi¢cdes podem inferir a acdo destes
contaminantes sobre populacdes e comunidades, por meio de diferentes
parametros tais como mortalidade, efeitos na reproducdo, crescimento,
alteracdes bioquimicas, fisiologicas, genéticas, comportamentais e
moleculares. Para tanto, diversos protocolos utilizando organismos para uso
nos ensaios ecotoxicologicos foram elaborados em meados dos anos 80 tanto
na Europa, como nos Estados Unidos (HOFFMAN et al. 2003; MAGALHAES;
FERRAO-FILHO, 2008; NEWMAN, 2015).

Os testes baseiam-se nos efeitos agudos ou crénicos de substancias
sobre os organismos em determinadas concentracdes e sua exposicdo ao
longo de um periodo definido.

O efeito agudo sobre os organismos-teste consiste em reconhecer a
concentracgéo letal da substancia, sendo analisadas a mortalidade ou sua baixa
mobilidade. Os organismos sao expostos a altas concentracdes da substancia
teste em curto espaco de tempo. Testes de toxicidade crénica séo realizados
em longo prazo, variando de acordo com o ciclo de vida da espécie utilizada,
nele analisa-se o efeito da substancia-teste em baixas concentracbes (sub-
letais) de modo que simule o estresse metabdlico do composto no ecossistema
(BORRELY, 2001; FERRARD; BLAISE, 2013).

Para a realizagdo de bioensaios ecotoxicologicos € necessario que
0S organismos-teste sejam [1] representativos na cadeia trofica; [2] de facil
coleta, manuseio, identificacdo e cultivo em laboratério; [3] tenham um ciclo de
vida curto; [4] Relativa sensibilidade a poluentes e [5] apresentar resposta
rapida aos testes aplicados (MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008NEWMAN,
2015).
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Dentro destes critérios, 0s protozoarios ciliados apresentam
vantagens para uso nos ensaios de toxicidade com respostas rapidas por
apresentarem tais caracteristicas e possuirem populacdes geneticamente
semelhantes, devido ao tipo de reproducdo por cissiparidade e conjugacao;
(MADONI; ROMEO, 2006; AMANCHI; HUSSAIN, 2010; MIRANDA; MARTINS,
2012; GOMIERO et al. 2013).

3.3. Protistas ciliados e ensaios toxicolégicos

Protistas ciliados sdo organismos eucariontes unicelulares de vida
livre, que se apresentam em diferentes formas geométricas. Sao estritamente
heterotréficos, distinguindo-se dos outros protozoarios por possuirem
caracteres especificos como a presenca de macronucleo e micronucleo,
possuem cilios sobre a superficie celular com func¢des distintas como
locomocdo e alimentacdo e sdo capazes de realizar conjugacdo como
estratégia de troca do material genético (REGALI-SELEGHIM, 2006; LYNN,
2008).

Estes organismos estdo presentes em diversos niveis troficos,
exercendo importantes fun¢des dentro do ecossistema aquatico, tais como a de
presas para organismos maiores e de predadores de bactérias, de modo que
sao vistos como controladores populacionais destes organismos (GOMIERO et
al. 2013). Por servirem de alimento a outros organismos, estes autores
destacam que os protistas ciliados ao terem contato com substancias téxicas
representam papel importante no processo de biomagnificacdo e com isso sua
utilizacdo como organismos-teste pode mensurar a acdo da substancia-teste
sobre organismos maiores e sua interferéncia na cadeia alimentar.

Pauli et al. (2001) mencionam que em meados do século XX,
programas de biomonitoramento através do estudo da diversidade passaram a
apresentar protozoarios como organismos bioindicadores de qualidade
ambiental.

Ensaios ecotoxicoldgicos com crustaceos, peixes e ratos ou mesmo
ensaios celulares com cortes histoldgicos de érgdos como o figado apresentam
alto custo e demandam maior tempo quando comparados aos realizados com

protozoarios ciliados.
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Tais organismos como bioindicadores podem ser divididos em trés
grupos, de acordo com seu grau de susceptibilidade as alteracdes ambientais,
sendo classificados em: [1] sensiveis [2] intermediarios e [3] resistentes
(MADONI; ROMEO, 2006).

Como alternativa rapida de resposta em relacdo aos efeitos de
substancias toxicas, em 1978, dois pesquisadores, Persoone e Dive, revisaram
0s protocolos dos ensaios ecotoxicolégicos com protozoarios ciliados como
organismos-teste, e a partir da década de 1980 disponibilizaram estes estudos,
para testes de efeitos agudos e crbnicos com os géneros Colpidium,
Paramecium, Spirostomum e Tetrahymena. (FERARD; BLAISE, 2013).

A formulacdo destes protocolos partiu da premissa destes
organismos possuirem ciclo de vida curto; rapida taxa reprodutiva; facil cultivo
e manutencdo em laboratorio; semelhanca genética entre o0s taxa;
cosmopolitas e se encontram presentes em diferentes niveis da teia tréfica
(TWAGILIMANA et al.,, 1998; MADONI, 2000; MADONI; ROMEO, 2006;
AMANCHI; HUSSAIN, 2010; MIRANDA; MARTINS, 2012; SARVESTANI et al.,
2016).

Também por serem unicelulares e ndo possuirem tegumento, ou
através da endocitose, proporcionam respostas rapidas em relacdo a absorcao
de contaminantes organicos ou inorganicos. Além disto, existem muitos
estudos sobre a bioquimica e fisiologia destes organismos o que permite sua
aplicacado em outras modalidades de ensaios (DIVE; PERSOONE, 1984).

Apesar de todas estas vantagens e de ja possuirem protocolos, as
informacBes disponiveis na literatura com protozoarios ciliados como
organismos-teste referem-se aos efeitos de metais e agroquimicos e ndo sao
bem relatados os efeitos com cianotoxinas/MCs.

O primeiro ensaio utilizando ciliados para conhecer os efeitos toxicos
das cianobactérias foi realizado por Ransom, et al. (1978). Os autores
realizaram testes utilizando extratos liofilizados de cianobactérias das espécies
Anabaena flos-aquae, Fischerella epipyhtica, Gloeotrichia echinulata e Nostoc
linckia, tendo como organismo teste o Paramecium caudatum. Os resultados
comprovaram que a presenca destes extratos, provocaram danos as
populac6es destes ciliados, com total letalidade dos individuos expostos, com

isto estes autores concluiram que a presenca destas cianobactérias no
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ambiente aquatico pode causar intoxicagdo em P. caudatum do mesmo modo
que trabalhos anteriores demonstraram estes efeitos sobre crustaceos.

Ward e Codd (1999) verificaram o efeito de quatro variantes de MCs
purificadas (MC-LR, MC-LY, MC-LW e MC-LF) sobre protozoarios ciliados da
espécie Tetrahymena pyriformis, onde obtiveram a CL50—24h de 252 ug.mL™,
179 pg.mL*, 87 pg.mL? e 83 pg.mL* de MC-LR, respectivamente. A
concentracdo de 85 pg. mL™ de MC-LR causou inibicdo na taxa de crescimento
da cultura, 50 pg.mL™* para MC-LY, MC-LW e MC-LF. Outra variavel analisada
foi a taxa respiratoria, onde a exposi¢cao de MC-LR a reduziu em torno de 38%
apos 24h.

Araujo (2009) avaliou o valor da CL50 de cepas algais coletadas em
um reservatorio durante eventos de floracdo e cepas de NPLJ-4 (Microcystis
aeruginosa), com o intuito de conhecer os efeitos toxicos destas sobre a
populacao de P. caudatum. Em seu trabalho, a autora isolou a toxina MC-LR a
partir de cepas cultivadas em laboratdrio e expbs 0s organismos a cinco
diferentes concentracées (0,5; 5,0; 10,0; 20,0 e 30,0 pg. L™), delineando a
média da CL50 em 24h em 9,85 ug. L™,

Tendo em vista estes resultados e a escassez de trabalhos
utilizando os Paramecium caudatum como organismos-teste em toxicidade com
cianotoxinas, sua aplicacdo se mostra promissor devido a sensibilidade

apresentada por estes organismos.
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4.  MATERIAIS E METODOS

4.1. Coleta, cultivo e curva de crescimento de Paramecium caudatum.

Para aquisicdo de diferentes espécies de protozoarios, foram
realizadas coletas periédicas no sistema lotico da regido sul do estado de
Minas Gerais, na sub-bacia do Ribeirdo José Pereira, cidade de Itajuba, no
periodo de janeiro a marco de 2017. As coletas se estenderam ao longo de um
trecho urbano de aproximadamente 1,0 km do cérrego José Pereira, proximo
ao Campus Professor José Rodrigues Seabra da Universidade Federal de
Itajuba - 45°27‘31” e 45°20° 57W e 22°23'18” e 22°26’5’S) (Figura 2). Esse
trecho do cérrego, assim como os cinco pontos de coleta foram escolhidos com
0 intuito de obter a maior variedade de espécies de protozoarios,
principalmente aquelas que seriam utilizadas nos ensaios, haja visto que neste
trecho ha a presenca de despejo de matéria organica provinda de dejetos
humanos, de modo que haja grande quantidade de bactérias, as quais sao
fonte de alimento para os ciliados presentes no ambiente (VILAS BOAS, 2016).

As coletas de amostras de sedimento foram realizadas com auxilio
de uma draga Van Veen adaptada. As amostras foram todas colocadas em
garrafas PET de 500 ml, previamente lavadas e esterilizadas, sendo
identificadas.

ApoOs este procedimento, as amostras foram transportadas ao
Laboratério de Ecotoxicologia/Limnologia da Universidade Federal de Itajubd,
onde foram separadas trés aliquotas em placas Petri de cada ponto amostral.
Em cada uma foi adicionado em torno de 10 ml do sedimento coletado, arroz
com casca macerados em algodado e completados com de agua mineral para o
cultivo dos organismos. Essas placas de Petri foram transferidas para uma
camara incubadora BOD com fotoperiodo 12 horas e temperatura controlada
de 25°C (MADONI, 2005).



28

s o = . SN SR RS TP

v

Figura 2. Pontos de coleta no cérrego José Pereira, préximo ao Campus da Unifei, Fonte:
Google Earth.

Na primeira campanha, em janeiro de 2017, foram encontrados P.
caudatum apenas no ponto quatro, onde havia maior presenca de escoamento
de esgoto doméstico e sombreamento. Nas campanhas seguintes, de fevereiro
e marco do mesmo ano, esta espécie foi encontrada em todos os pontos, com
excecdo do quinto, onde ha escoamento do lago presente no campus da Unifei.

Exemplares de P. caudatum foram isolados em placas de
polipropileno para cultivo celular com 48 pocgos, em quintuplicata, com auxilio
de micropipetas de vidro confeccionadas no laboratério. Para cada poco
alocou-se 10 individuos imersos em 0,75 ml de agua mineral e como fonte de
carbono para as bactérias, que sdo fontes de alimento para os ciliados, fora
adicionado meio de cultura composto por arroz branco com casca macerado
(MADONI, 2005). As placas foram mantidas em incubadora BOD com
fotoperiodo 12 horas e temperatura controlada de 25°C.

Para a elaboracdo da curva de crescimento, foi realizado o calculo
da média aritmética dos organismos encontrados diariamente ao longo de 3

dias.
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4.2. Producéo das cepas de cianobactérias liofilizadas.

Para este estudo foram selecionadas cepas de Microcystis
wessemberg (MIRS — 04), coletadas no Reservatério de Samuel, em Rondonia,
como a espécie produtora de MCs e Microcystis sp. (NPCD — 1), isolada do
complexo lagunar de Jacarepagua, Rio de Janeiro como sendo ndo produtora
de MCs. Essas cepas foram adquiridas a partir do banco de cultivo de
microalgas e cianobactérias, pertencente ao Laboratorio de Ecofisiologia e
Toxicologia de Cianobactérias — LECT, do Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho — IBCCF da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Os cultivos em grande escala de ambas as cepas teve como objetivo
a obtencdo de biomassa suficiente para posterior uso nos ensaios
ecotoxicolégicos. Para tanto, foram realizados cultivos de cada cepa em 8 litros
de meio ASM-1, pH 7,0, de acordo com a metodologia proposta por Gorham et
al. (1964) e mantidos sob intensidade luminosa de 45 pmol féton.m?2.s™,
temperatura de 25°C e 12h de fotoperiodo.

ApoOs os 15 dias de crescimento, os meios com as culturas das
cepas MIRS—4 e NPCD-1 foram centrifugados a 4°C, velocidade de 5000 RPM
durante 20 minutos. O material sobrenadante foi descartado e o decantado foi
armazenado em freezer para posterior processo de liofilizacédo e futuro uso nos
testes ecotoxicologicos (figura 4B).

O processo de liofiizacdo ou criodessecacdo consistiu no
congelamento da cultura a baixas temperaturas, onde a agua foi removida no
vacuo de modo que as células foram conservadas por um grande periodo de
tempo e utilizadas apés seu descongelamento (TORTORA et al., 2012) (Figura
5). Todos estes procedimentos foram realizados no Laboratério de Botanica na
Universidade Federal de Itajubd, sob a supervisdo da Profa. Andreia M. A.

Gomes.
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Figura 3. Cultivo das cepas de cianobactérias (MIRS-04) mantidas a temperatura controlada
de 25°C, e radiacédo de 45 p.mol foton.m2.s™ (A); processo de centrifugacdo das cepas MIRS-
04 e NPCD-1 (B).

Figura 4. Processo de liofilizacdo da cepa MIRS-04. (A) Liofilizador. (B) Amostras em
processo de liofilizacdo e (C) material liofilizado.

4.3. Ensaios Ecotoxicoldgicos

Neste trabalho foram realizados ensaios ecotoxicoldgicos utilizando
protozoarios ciliados da espécie P. caudatum como organismos-teste expostos
a cepas isoladas de cianobactérias produtoras (Microcystis wessemberg -
MIRS-04) e nédo produtoras de MC-LR (Microcystis sp. - NPCD-1) e amostras
da comunidade fitoplanctbnica coletadas na Lagoa de Jacarepagua-RJ, as
quais foram liofilizadas e cedidas pela profa. Andreia Gomes. O uso destas
amostras justificou-se por esse ambiente se tratar de um sistema
hipereutrofico, com frequentes ocorréncias de floracbes de cianobactérias
(Gomes et al. 2009).
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4.3.1. Ensaios preliminares

A realizacdo dos ensaios preliminares teve o intuito de determinar
quais concentracdes minimas de massa celular ou toxinas seriam suficientes
para realizacdo dos ensaios definitivos, que por fim, tinham como objetivo a
determinacao dos valores de concentracéo letal de 50% (CL50) da populagéo

de P. caudatum expostos as diferentes amostras (figura 6).

4.3.1.1. Ensaios com as cepas de cianobactérias produtoras e néo

produtoras de MCs

Os ensaios foram realizados em placas para cultivo celular de
poliestireno com 48 pocos (perfuragdes). Com auxilio de pipetas de vidro,
foram retirados 1,0 mL da cultura de P. caudatum apo6s 72 horas de incubacao,
tempo este calculado através da curva de crescimento desta linhagem como
fase log. A partir desse volume de cultura, foram separados 50 individuos da
espécie P. caudatum e colocados 10 individuos em cada poc¢o da placa de
cultivo. Esse ensaio preliminar foi realizado em quintuplicata.

Foram selecionadas as concentracdes de 20, 50 e 100 mg.L™ de
massa celular liofilizada das cepas MIRS-04 e NPCD-1, baseado no principio
que 50 mg.L™ representa a concentracdo celular de um ambiente em baixa ou
média eutrofizacdo (MERILUOTO, et al, 2017). Sendo assim, essas
concentracfes de massa celular poderiam representar o efeito de elevadas
biomassas fitoplanctonicas dos ambientes eutrofizagdo sobre os P. caudatum.

A principio o teste fora analisado ap6s 2, 4, 8, 12 e 24 horas de
exposicdo, onde as amostras coletadas em cada poco foram fixadas apds este
tempo de exposicdo, utilizando lugol, para uma posterior contagem do namero
de individuos sobreviventes. Apds 12 e 24 horas observou-se que o numero de
individuos presentes nos pocos referentes ao tratamento controle aumentou,
mesmo sem a presenca de alimento e com isso, pressup0s-se que esta
populacdo de P. caudatum seria capaz de aumentar apdés as 8 horas de
exposicao. Portanto, os testes passaram a ser analisados a cada 2 horas de

exposicao.
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4.3.1.2. Ensaios com amostras comunidade fitoplancténica da Lagoa de
Jacarepagué/RJ.

Para compreender a resposta do organismo-teste selecionado
P.caudatum expostos as amostras de ambientes eutrofizados, foram realizados
ensaios com amostras liofilizadas da comunidade fitoplanctonica coletadas em
2007, na lagoa de Jacarepagua presente no Complexo Lagunar de
Jacarepagua, Rio de Janeiro (RJ), a qual apresenta grandes quantidades de
despejos de materiais aléctones (GOMES et al. 2009).

Estas amostras foram cedidas pela professora Andreia Maria da
Anunciacdo Gomes, do Instituto Federal do Rio de Janeiro, que estudou a
dindmica de organismos fitoplancténicos presentes no ambiente nos meses de
fevereiro de 2007 a janeiro de 2008, durante periodos de floracbes de
cianobactérias toxicas. Foram cedidas duas amostras referentes ao periodo
chuvoso e duas coletadas no periodo seco, referentes aos pontos 1 e 2 em
Gomes et al. (2009).

Assim como nos ensaios preliminares realizados com as cepas
isoladas, as concentracdes selecionadas também foram de 20, 50 e 100 mg.L™
e 0s tempos amostrais foram de 2, 4, 8, 12 e 24 horas de exposi¢ao, sendo as
amostras fixadas com lugol e posterior contagem do numero de individuos
sobreviventes, conforme metodologia descrita anteriormente. Cabe ressaltar,
que esses ensaios também foram realizados em quintuplicata e utilizados 10

individuos do organismo-teste em cada poc¢o da placa de cultivo.
4.3.2. Ensaios definitivos

A partir dos resultados dos ensaios preliminares foi possivel delinear
as provaveis concentracdes para inferir o valor de CL50 de cada cepa e

amostra ambiental ao utilizar P.caudatum como organismo-teste.

4.3.2.1. Ensaios com as cepas de cianobactérias produtoras e néo

produtoras de MCs
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Para se estabelecer os valores da CL50 de MIRS-04 e NPCD-01,
foram selecionadas as concentracdes de 10, 50, 100, 200 e 500 mg.L™ de
material celular liofilizado ressuspenso em agua mineral.

Na placa de cultivo as solucdes referentes as concentracdes foram
dispostas em triplicatas contendo 10 individuos de P. caudatum em cada poco,
totalizando 30 organismos/concentracdo. As observacdes foram realizadas
apos 2, 4, 6 e 8 horas de exposicéo. As placas foram mantidas em incubadora
BOD a temperatura controlada de 25°C, por 8 horas no claro. Apés cada
periodo de exposi¢cdo, as amostras foram fixadas com lugol para posterior
contagem do numero de organismos vivos (Considerou-se que a ndo presenca
do individuo representaria que estava morto no momento em que as aliquotas
foram fixadas). A figura 5 representa a organizacdo das placas de cultivo onde

foram realizados os ensaios.
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Figura 5. Croqui da montagem dos ensaios ecotoxicolégicos com P.caudatum expostos a
cepas de Microcystis (MIRS-04), produtora de MC-LR e NPCD-1, ndo produtora de MC-LR e
amostras da comunidade fitoplanctonica da Lagoa de Jacarepagua/RJ.

4.3.2.2. Ensaios com amostras da comunidade fitoplanctdénica da Lagoa

de Jacarepagua/RJ.

Para estes ensaios foi adotada a mesma metodologia aplicada para
as cepas isoladas e descritas anteriormente, inclusive com as mesmas
concentracdes (10, 50, 100, 200 e 500 mg.L™) e tempos amostrais (2, 4, 6, 8h).
Em fungcdo dos resultados obtidos nos ensaios preliminares, foi realizado
ensaios com material da amostra do PONTO 1, periodo chuvoso (15/08/2007)

também na concentracéo de 750 e 1000 mg.L™.

4.3.3. Analises Estatisticas
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Os dados obtidos foram registrados em planilhas do programa
Microsoft Excel 2010 e plotados em graficos de coluna para melhor observacgao
dos resultados. O calculo da CL50 foi realizado utilizando-se o programa
Jspear (Hamilton et al., 1977), o qual utiliza o método Probit (BLISS, 1934a,
1934b e 1935), com intervalo de confianga de 95%.

5.  RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Curvade Crescimento: Paramecium caudatum

A curva de crescimento foi realizada com o intuito de se conhecer a
fase log de P.caudatum coletados e cultivados no Laboratério de
Ecotoxicologia/Limnologia da UNIFEI, para assim poder utiliza-los em ensaios
ecotoxicoldgicos durante o auge da atividade metabdlica destes organismos.

Os resultados indicaram uma atraso no crescimento de P. caudatum
em todos os tratamentos contendo a cloroficea e que a fase log deste
organismo iniciou apés 3 dias de cultivo, ou seja 72 horas de cultivo celular

(Figura 6).
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Figura 6. Curva de crescimento para P. caudatum em conjunto com arroz com casca
macerado.
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5.2. Ensaios Ecotoxicolégicos
5.2.1. Ensaios preliminares

5.2.1.1. Ensaios com as cepas de cianobactérias produtora e néo
produtora de MC-LR

No ensaio preliminar com a cepa MIRS-04, a concentracdo de
massa celular e o tempo de exposicdo foram diretamente proporcionais a taxa
de mortalidade, de modo crescente, onde embora este experimento tenha sido
realizado com apenas trés concentragdes, foi possivel estimar o valor da CL50,
a qual foi de 57,82 mg.L™ de cepa liofilizada. Este valor permitiu estimar a faixa

de concentragdes a serem utilizadas nos ensaios definitivos. (Figura 7).
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Figura 7. Ensaio preliminar de exposicdo aguda em 8 horas de P. caudatum as concentracdes
de 20, 50 e 100 mg.L™" de massa celular liofilizada de M. wessemberg (MIRS-04), produtora de
MC-LR

Enquanto isso a exposicdo de P. caudatum as amostras contendo a
massa celular da cepa NPCD-1, ndo produtora de MC-LR, apresentou
mortalidade variavel ao longo do tempo de exposicdo, na qual os efeitos

observados indicaram que a letalidade a 50% da populagé&o ocorre apos 2h e
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8h de exposicdo com valores de CL50 muito semelhantes, de 84,10 e 82,78
mg.L™* de biomassa liofilizada respectivamente (Figura 8).

Os resultados reforcam que embora nesta cepa nao tenha sido
detectado a MC-LR, esta linhagem de Microcystis possui outros metabdlitos
secundérios capazes de provocar efeitos de letalidade (COSTA; AZEVEDO,
1994). Fernandes (2016) detectou nesta mesma cepa a presenca de
compostos nao identificados, 0os quais provocaram alteracdes morfologicas em
larvas de Astyanax altiparanae e SILVA (2006) expde que a cepa desta
linhagem, NPCD-1, pode estar envolvida na producdo de outros peptideos
possivelmente toxicos e semelhantes a barbamida, utilizada no controle de

moluscos.
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Figura 8. Ensaio preliminar de exposi¢do aguda em 8 horas de P. caudatum as concentracdes
de 20, 50 e 100 mg.L™ de massa celular liofilizado de Microcystis sp. (NPCD-1), ndo produtora
de MC-LR.

Tabela 1. Valores de concentracao letal em mg.L™ a 50% da populacéo (CL50) de Paramecium
caudatum expostos as amostras de cepas de cianobactérias produtoras (MIRS-04: Microcystis
wessemberg) e ndo produtoras (NPCD-1: Microcystis sp.) de MCs, liofilizadas em diferentes
tempos de exposicdo (2, 4, 6 e 8h) encontradas nos testes preliminares.

Tempo (horas) MIRS-04 (mg.L™) NPCD-1 (mg.L™)
2 - 84,10
4 - -
6 - -
8 57,82 82,78




37

5.2.1.2. Ensaios com as amostras da comunidade fitoplancténica da
Lagoa de Jacarepagua/RJ.

A lagoa de Jacarepagua faz parte do Complexo Lagunar de
Jacarepagua, na cidade do Rio de Janeiro (43°17° e 43°30°'W; 22°55’ e
23°00'S), ela possui uma area de 3,7 km? e profundidade média de 3,3 m
(DOMINGOS, 2001 apud GOMES et al. 2009).

Segundo os dados abioticos presentes em Gomes et al. (2009), no
periodo chuvoso da coleta houve um aumento da temperatura da agua em
torno de 10°C para a campanha realizada no periodo de chuva, quando
comparado a temperatura marcada na seca, com o pH tendendo a &cido para
P1 e para basico em P2 na coleta da estac&do chuvosa.

Outra caracteristica apresentada € a anoxia em ambos 0s pontos
coletados apds 50 cm de profundidade, além da alta concentracdo de clorofila
presente, sendo no ponto 1 em torno de 350 pg.L™ (seca) e 450 pg.L™ (chuva)
e 450 pg.L™ (seca) e 350 pg.L™ (chuva) (Figura 15).

Na amostra referente a P1 coletada na estacdo chuvosa houve 55%
de dominancia das cianobactérias Aphanizomenon sp, 32% de M. aeruginosa e
8% de Planktothrix sp. (GOMES et al. 2009) no periodo chuvoso. Por outro
lado, 88% da composicéo fitoplanctonica foi de Oscillatoria sp. para amostra
coletada no periodo seco (Figura 9 e tabela 2).

Meriluoto et al. (2017) mencionam que Aphanizomenon sp. € um
género de cianobactéria produtora das cianotoxinas cilindrospermopsina,
anatoxina-a e saxitoxinas, de acdo neurolégica enquanto que M. aeruginosa e
Planktothrix sp., produtoras de microcistinas de agcdo hepatotdxica em animais
vertebrados, onde causa deformacdes no citoesqueleto de células hepaticas e
renais.

A exposicdo inicial de P. caudatum a amostra de P1 no periodo
chuvoso, demonstrou uma mortalidade expressiva a partir da concentracéo de
20 mg.L™ de biomassa liofilizada para o tempo de exposicdo de 8 horas (Figura
10), com valores de CL50-8h de 35,98 mg.L™ de biomassa liofilizada.
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Figura 9. Dados de densidade fitoplancténica do ponto 1, coletadas durante os periodos
chuvoso e seco de 2007 na Lagoa de Jacarepagua/RJ. Fonte: GOMES et al., 2009.

Tabela 2. Dominancia fitoplancténica presente nas amostras coletadas Lagoa de Jacarepagua
—RJ, no ponto 1, referentes as estacdes de seca e chuva no ano de 2007, (GOMES, et al.,
20009).

Ponto 1
Chuva Seca
Organismo (%) Organismo (%)
Aphanizomenon sp. 55 Oscilattoria sp. 88
M. aeruginosa 32
Planktothrix sp. 8

A amostra de P1 do periodo de seca, apresentou dominancia de
Oscillatoria sp. em 88% da densidade fitoplancténica total (Figura 10 e tabela
2), a qual causou um menor efeito sobre P. caudatum para as mesmas
concentracdes testadas ap0s 8 horas de expoiscéo.

Observou-se 50% de mortalidade na maior concentracdo de material
liofilizado testado (100 mg.L™), porém no menor tempo (2h) com valores de
CL50 de 73,5 mg.L™ (2h) e 53,16 mg.L™ (8h) exposicdo (Figura 12 e tabela 4).
Os resultados indicaram que a combinacdo de Aphanizomenon sp. com outras
espécies de cianobactérias potencializaram o efeito comparado a apenas
Oscillatoria sp. quando dominante.
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Figura 10. Ensaio preliminar expondo P. caudatum as concentra¢fes de 20, 50 e 100 mg.L'l
apos 8h de exposicao, a partir da amostra liofilizada, referente ao ponto 1, da estacdo chuvosa,
com dominancia de Aphanizomenon sp. (55%), M. aeruginosa (32%) e Planktothrix sp. (8%),
coletada na Lagoa de Jacarepagua-RJ em 2007.
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Figura 11. Ensaio preliminar expondo P. caudatum as concentra¢gfes de 20, 50 e 100 mg.L'l
apos 8h de exposi¢do, a partir da amostra liofilizada, referente ao ponto 1, na estacdo de seca,
com dominancia de Oscillatoria ( 88%),coletada na Lagoa de Jacarepagua-RJ em 2007.

Os resultados dos ensaios preliminares com as amostras
provenientes de P2 indicaram que no periodo seco a presenca da diatoméacea
Thalassiosira sp. como dominante (59%) em conjunto com a picocianobactéria
Synechocystis aquatilis (14%), seguida por Planktothrix sp. (13%) (Figura 13 e
tabela 3) apresentaram efeito mais pronunciado sobre a mortalidade de P.
caudatum a partir da concentracdo de 20 mg.L™?, apés 8 horas de exposicdo
(figura 14), porém a taxa de mortalidade apresentada foi baixa, ndo foi
possibilitando o calculo da CL50-8h e com isso testes com maiores

concentracdes foram realizados.
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Enquanto isso as amostras de P2-chuva demonstraram maior
mortalidade aos P. caudatum quando comparados os resultados dos ensaios
de exposicéao (tabela 4), onde foi possivel o calculo da CL50-8h de 99,99 mg.L"
! de biomassa liofilizada, demonstrando assim o efeito dessa amostra sobre a
populacao de P. caudatum é causada em maiores concentracdes de biomassa
ressuspensa. Cabe ressaltar que essa amostra apresentou dominancia de
cianobactérias toxicas identificadas como Aphanizomenon sp. (49%) e
Planktothrix sp. (16%) em relacdo as outras espécies fitoplanctdnicas (Tabela
3).

As altas temperaturas da agua registrada na campanha de chuva,
assim como as elevadas incidéncias de luz estdo diretamente ligados a alta
densidade fitoplanctonica presente nas amostras referentes a este periodo
(GOMES et al., 2009), assim como pode interferir na concentracédo de toxinas
presentes no ambiente onde ocorreu a floragdo. Com isso, como mencionado,
os resultados destes ensaios preliminares permitram a escolha das
concentracfes a serem utilizadas nos ensaios definitivos de modo a obter os
valores e intervalos das concentracdes letais para P. caudatum, quando

expostos as amostras de culturas de cianobactérias e comunidade
fitoplanctonica.
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Figura 12. Dados de densidade fitoplanctdnica do ponto 2 coletadas durante os periodos
chuvoso e seco de 2007 na Lagoa de Jacarepagua/RJ. Fonte: GOMES et al., 2009.
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Tabela 3. Dominancia fitoplanctonica presente nas amostras coletadas Lagoa de Jacarepagua
— RJ, no ponto 2, referentes as estacdes de seca e chuva no ano de 2007, (GOMES, et al.,
20009).

Ponto 2
Chuva Seca
Organismo (%) Organismo (%)
Aphanizomenon sp. 49 Thalassiosira sp. 59
Outras 25 S. aquatilis 14
Planktothrix sp. 16 Planktothrix sp. 13
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Figura 13. Ensaio preliminar expondo P. caudatum as concentra¢bes de 20, 50 e 100 mg.L'l
apos 8h de exposicdo, a partir da amostra liofilizada, referente ao ponto 2, na estacdo de
chuvosa, com dominancia de Aphanizomenon sp. (49%), Planktothrix sp. (16%), coletada na
Lagoa de Jacarepagua-RJ em 2007.
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Figura 14. Ensaio preliminar expondo P. caudatum as concentra¢gfes de 20, 50 e 100 mg.L'l
apos 8h de exposicdo, a partir da amostra liofilizada, referente ao ponto 2, na estacao de seca,
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com dominancia de Thalassiosira sp. (59%), S. aquatilis (14%) e Planktothrix sp. (13%)
coletada na Lagoa de Jacarepagua-RJ em 2007.

Tabela 4. Valores de concentracéo letal em mg.L'1 a 50% da populacdo (CL50) de Paramecium
caudatum expostos as amostras da comunidade fitoplancténica coletados na lagoa de
Jacarepagua - RJ, no ano de 2007em duas épocas do ano (periodos chuvoso e seco) em
quatro diferentes tempos de exposicéo (2, 4, 6 e 8h), encontradas nos testes preliminares.

Tempo Ponto 1 Ponto 2
(horas)  Chuva (mg.L™) Seca (mg.L")  Chuva (mg.L™) Seca (mg.L™)
2 ) 73,50 - -
4 - 53,90 - -
6 99,99 45,62 - -
8 35,98 53,16 99,99 -
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Figura 15. Concentracao de clorofila-a, nos pontos 1 (a) e 2 (b), na lagoa de Jacarepagua-RJ,
onde PIIlI corresponde ao periodo estudado de fevereiro de 2007 a janeiro de 2008. Fonte:
GOMES et al. 2009.

5.2.2. Ensaios definitivos

5.2.2.1. Ensaios com as cepas liofilizadas de cianobactérias produtora e
ndo produtora de MC-LR

Foram realizados 2 ensaios, onde os P. caudatum foram expostos
as concentracdes de 10, 50, 100, 200 e 500 mg.L™ no primeiro e no segundo
as de 50, 100, 500, 750 e 1.000 mg.L™* massa celular liofilizada das cepas
produtora, MIRS-04 e nao produtora, NPCD-1 de MCs com o intuito de
conhecer a CL50 destas cianobactérias sobre os Paramecium caudatum.

Os dois ensaios com as cepas liofilizadas com novos valores para

conhecer-se a CL50. Os resultados indicaram um efeito toxico maior para P.
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caudatum quando exposto a cepa ndo produtora de MCs (NPCD-1) quando
comparado a cepa produtora (MIRS-04).

No primeiro ensaio realizado com as cepas, NPCD-1 apresentou a
CL50-8h de 48,13 mg.L™" de biomassa liofilizada sobre a populacdo de P.
caudatum, enquanto que MIRS-04 apresentou este efeito na concentracao de
145,94 mg.L™" (figuras 16 e 17). Ambas as cepas ja demonstram efeito sobre os
organismos em baixas concentracdes, onde em MIRS-04, a concentracdo de
10 mg.L™* de biomassa causou mortalidade a em torno de 35% da populacédo
apos 8 horas de exposicao.

A tabela 5 evidencia efeito de ambas as cepas a partir de 2 horas de
exposicao, onde NPCD-1 ja demonstra maior toxicidade sobre os organismos,
com CL50-2h de 103,53 mg.L' de biomassa enquanto que MIRS-04
apresentou CL50-2h de 195,80 mg.L™. Portanto, mesmo n&o contendo MCs,
como ja evidenciado nos ensaios preliminares, esta cepa contém outros
metabdlitos secundarios cujo efeito em P. caudatum foi maior.

Com o intuito de comprovar o maior efeito de NPCD-1 em relacéo a
MIRS-04, o0s organismos foram expostos a concentracbes maiores
ultrapassando as encontradas em ambientes naturais hipereutréficos, os quais,
segundo Meriluoto et al. (2017), geralmente apresentam em torno de 400 mg.L"
! de massa celular algal.

Os resultados dos ensaios 2 para ambas as cepas (figuras 18 e 19),
fortaleceram a resposta de P. caudatum indicando que para NPCD-01 este
organismo foi mais sensivel, uma vez que os dados indicaram para MIRS-04
valores de CL50 estéo acima de 100 mg.L™ de massa celular liofilizada (163,60
mg.L™) em 8 horas de exposicdo, e para NPCD-1 ao redor de 50 mg.L™ (61,56
mg.L™) em 2 horas de exposic&o.

Para o segundo ensaio, NPCD-1 causou letalidade a 77% da
populacdo na concentracdo de 50 mg.L™ de biomassa liofilizada, reforcando
assim os resultados do primeiro ensaio e ndo possibilitando o calculo da CL50
em 8 horas de exposigao.

Em relacdo a letalidade total (100%), concentracdes acima de 200
mg.L™ para a cepa n&o produtora (NPCD-01) e 500 mg.L'1 de biomassa para a
cepa produtora de MCs (MIRS-01) provocam total extincdo da populacao de P.

caudatum.
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Silva (2006) realizou a caracterizacdo molecular de Microcystis sp.
da linhagem NPCD-1 e encontrou por meio de sequenciamento genético a
capacidade desta cepa produzir alguns peptideos capazes de apresentar
efeitos toxicos e Batista (2013b) quantificou baixas concentracdes de MCs
nesta mesma cepa.

Araujo (2009) realizou ensaios de exposicdo aguda em 24 horas,
utilizando como organismo teste o P. caudatum, exposto a cepas produtoras e
nao produtoras de MCs. Os resultados encontrados pela autora foram similares
ao do presente trabalho, ou seja, maior sensibilidade de P. caudatum a cepa
nao produtora de MCs, comparada com a produtora.

Cabe ressaltar que todas as amostras destes ensaios, ou seja, as
solugcbes com as devidas concentracbes de ambos as cepas foram
armazenadas para posterior quantificagdo de MCs e seus derivados. Acredita-
se que estas informacdes serdo de extrema importancia de modo a fornecer
maior robustez e complementar os resultados apresentados na presente

dissertacao.
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Figura 16. Exposi¢do aguda de 8h de P. caudatum as concentra¢gfes de 10, 50, 100, 200 e
500 mg.L"l de biomassa liofilizada de M. wessemberg (MIRS-04), produtora de MC-LR.
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Figura 17. Exposicdo aguda de 8 horas de P. caudatum as concentragdes de 10, 50, 100, 200
e 500 mg.L‘l de extrato biomassa liofilizada de Microcystis sp. (NPCD-1), ndo produtora de MC-

LR.
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Figura 18. Exposi¢do aguda de 8 horas P. caudatum as concentra¢des de 50, 100, 500, 750 e
1.000 mg.L"l de biomassa liofilizada de M. wessemberg (MIRS-04), produtora de MC-LR
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Figura 19. Exposicao aguda de P. caudatum as concentragdes de 50, 100, 500, 750 e 1.000
mg.L'1 de biomassa liofilizada de Microcystis sp. (NPCD-1), ndo produtora de MC-LR.

Tabela 5. Valores de concentracao letal em mg.L™ a 50% da populacéo (CL50) de Paramecium
caudatum expostos as amostras de cepas de cianobactérias produtoras (MIRS-04: Microcystis
wessemberg) e ndo produtoras (NPCD-1: Microcystis sp.) de MCs, liofilizadas em diferentes
tempos de exposicao (2, 4, 6 e 8h).

Tempo MIRS-04 (mg.L™) NPCD-1 (mg.L™)
(horas) Teste 1 Teste 2 Teste 1 Teste 2
2 195,80 391,47 103,53 61,56
4 231,77 318,60 77,61 -
6 171,54 207,71 73,88 -
8 145,94 163,60 48,13 -

5.2.2.2. Ensaios com as amostras liofilizadas da comunidade

fitoplancténica da Lagoa de Jacarepagud/RJ.

As amostras coletadas no periodo chuvoso referentes aos pontos 1
e 2, em GOMES et al. (2009), apresentaram efeitos agudos na ordem
decrescente conforme o tempo de exposicéo, ou seja: maiores valores de CL50
foram encontrados para o menor tempo (2h) para ambos os pontos (Tabela 6,
Figuras 20 e 21). Como ja mencionada tais amostras possuem dominancia de
Aphanizomenon sp, espécie é conhecida como produtora das cianotoxinas
cilindrospermopsina, anatoxina a, saxitoxina e [(-Methylamino-L-alanine
(BMAA). BMAA é um amino&cido ndo proteinogenico de ag¢do neuroldgica
(EPA, 2015).
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Porém ao se comparar ambos o0s pontos, P1l, além de
Aphanizomenon sp, também possui Microcystis sp , uma espécie produtora de
MCs (MOLICA; AZEVEDO, 2009). O resultado desta composi¢cdo provocou
efeito agudo mais pronunciado sobre P. caudatum conferindo valores menores
de CL50 (Tabela 2).

No entanto os valores de CL50 para P. caudatum expostos a
diferentes tempos de exposicdo as amostras coletadas no periodo seco, néao
apresentaram a tendéncia decrescente de valores, pois para cada tempo de
exposicao, houve um resultado diferente de CL50 (Tabela 6, Figuras 22 e 23).
Cabe ressaltar que P1 apresentou dominancia de 80% de Oscillatoria sp. e o
ponto 2 59% da diatomacea Thalassiosira sp. e os efeitos agudos a P.
caudatum foram mais pronunciados quando expostos a diatomécea,
comparado a dominancia de Oscillatoria sp. (para os dois ensaios - Figuras 23
e 24).

Pode-se inferir a amostra com dominancia da cianobactéria possua
concentracbes de compostos, tais como o0s lipopolissacarideos, em
concentragbes minimas, as quais refletiram em valores de CL50 muito altos
(Swanson-Mungerson et al, 2017).

E importante ressaltar que Barsanti e Gualtieri (2006) expdem que a
diatoméacea da espécie Thalassiosira rotula € capaz de produzir alguns
aldeidos polinsaturados tdxicos, os quais podem causar apoptose celular na
fase embrionéaria de diversos organismos como copépodos e ouricos do mar,
por exemplo.

Outro ponto importante para se ressaltar acerca das diatomaceas é
a presenca da frustula, uma parede celular bipartida formada por silica
organica, a qual pode variar em quantidade de acordo com as espécies e
condicbes ambientais, onde a incidéncia solar e a espessura da parede celular
sdo razles diretamente proporcionais (ZHANG et al., 2017). Estas estruturas
tém como uma de suas fungbes a protecdo contra herbivoria, onde, segundo
Raven e Waite (2004), explanam acerca da indigestibilidade de diatomaceas
por alguns organismos que se alimentam de fitoplancton, o que pode justificar o
os resultados encontrados no presente trabalho sobre P. caudatum.

Além disso, P2 no periodo seco apresentou 14% de sua biomassa

formada por Synechocystis sp. e 13% de Planktothrix sp. ambas cianobactérias



48

capazes de produzir diversas toxinas e mesmo em baixa propor¢do, quando
comparada a dominante, pode ocasionar na efeitos agudos téxicos sobre os
organismos testados. Com isso, essa amostra apresentou CL50-8h de 186,61
mg.L™? sobre os organismos expostos, mostrando maior efeito sobre P.
caudatum quando comparada a amostra de chuva deste ponto.

Em relagdo aos dados abioticos, P2-seca apresentou uma
concentracdo de clorofila em torno de 450 ug.L™, o que demonstra uma alta
biomassa algal quando comparada a amostra do periodo de seca, onde ha em

torno de 350 pg.L™ de clorofila-a (Figura 15).

Tabela 6. Valores de concentracdo letal em mg.L'1 a 50% da populacdo (CL50) de
Paramecium caudatum expostos as amostras da comunidade fitoplancténica coletados na
lagoa de Jacarepagué - RJ, no ano de 2007em duas épocas do ano (periodos chuvoso e seco)
em diferentes tempos de exposicdo (2, 4, 6 e 8h).

Tempo Ponto 1 Ponto 2

(horas) Chuva (mg.L™) Seca (mg.L™) Chuva (mg.L™) Seca (mg.L™)

2 115,14 191,94 - -
88,33 99,30 233,85 181,14

4
6 87,81 157,45 125,89 93,76
8 39,76 354,60 70,78 186,61
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Figura 20. Ensaio expondo P. caudatum as concentracdes de 10, 50, 100, 200 e 500 mg.L™
apo6s 8h de exposicao, a partir da amostra liofilizada, referente ao ponto 1, na estagédo chuvosa,
com dominéncia de Aphanizomenon sp. (55%), M. aeruginosa (32%) e Planktothrix sp. (8%),
coletada na Lagoa de Jacarepagua-RJ em 2007.
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Figura 21. Ensaio expondo P. caudatum as concentra¢bes de 10, 50, 100, 200 e 500 mg.L'1
apos 8h de exposicao, a partir da amostra liofilizada, referente ao ponto 2, na estacéo chuvosa,
com dominancia de Aphanizomenon sp. (49%), Planktothrix sp. (16%) e outras nao
identificadas (25%) coletada na Lagoa de Jacarepagua-RJ em 2007.

100 -
S 80 -
D
K
% 60 CL50-8h=354,60 mg.LL
5
£ 40
(O]
©
g
8 20

0 10 50 100 200 500

Biomassa liofilizada (mg.L™)

Figura 22. Ensaio 1 expondo P. caudatum as concentragdes de 10, 50, 100, 200 e 500 mg.L'l
apo6s 8h de exposicéo, a partir da amostra liofilizada, referente ao ponto 1, na estagéo seca,
com dominéncia de Oscillatoria (88%), coletada na Lagoa de Jacarepagua-RJ em 2007
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Figura 23. Ensaio 2 expondo P. caudatum as concentra¢es de 50, 100, 500, 750 e 1000

mg.L™" ap6s 8h de exposicéo, a partir da amostra liofilizada, referente ao ponto 1, na estagéo
seca, com dominancia de Oscillatoria (88%), coletada na Lagoa de Jacarepagua-RJ em 2007.
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Figura 24. Ensaio expondo P. caudatum as concentra¢bes de 10, 50, 100, 200 e 500 mg.L'l
apo6s 8h de exposicéo, a partir da amostra liofilizada, referente ao ponto 2, na estagéo seca,
com dominéncia de S. aquatilis (14%), Thalassiosira sp. (59%) e Planktothrix sp. (13%),
coletada na Lagoa de Jacarepagua-RJ em 2007.

Como ja mencionado, as devidas amostras de todos o0s ensaios
acima apresentados encontram-se armazenadas para a devida quantificacdo
das cianotoxinas e seus derivados, de modo a complementar os resultados

apresentados na presente dissertacgao.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

e Paramecium caudatum se mostrou de facil cultivo e manutencdo em
laboratério somente com agua mineral e arroz com casca macerado, pois
nestas condicdes existirA a fonte de bactérias necessarias para sua

alimentacao;

e P. caudatum pode ser um bom organismo-teste para avaliar ambientes
eutrofizados, porém faz-se necessario a realizagdo de ensaios com
substancias de referéncia, com enfoque dos compostos nitrogenados e

fosfatados;

e Os resultados apresentados no presente estudo sinalizaram que P.
caudatum apOs exposicdo a extratos semi-purificados de cianobactérias
produtoras e ndo produtoras de MCs, bem como as amostras da comunidade
fitoplanctbnica pode indicar o inicio de processos de bioacumulagdo ou
biomagnificacdo de cianotoxinas, podendo prejudicar toda a teia trofica, o que

poderda ser investigado.

e E necessaria a quantificacdo das toxinas presentes nas amostras testadas a
fim de aprimorar os testes utilizando os Paramecium caudatum, de modo que
haja uma maior precisao nas faixas das CL50 destas cianotoxinas sobre estes

organismos, para assim padronizar protocolos de anélise ambiental.
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ANEXO 1

» Composicao das solucdes estoque utilizadas na formulacido do meio de

cultivo.

e Solucdo A
o NaNOgs: 8,5 mg.mL™
o MgCl, . 6H,0: 2,05 mg.mL™
o MgSO, . 7H,0: 2,45 mg.mL*
o CaCl,. 2 H,0: 1,45 mg.mL*

e Solucédo B
oK;HPO,: 8,7 mg.mL™" ou
oK;HPO, . 3H,0: 11,4 mg.mL™
oNA;HPO, . 12H,0: 17,8 mg.mL* ou
oNAHPO, . 7H,0: 13,3 mg.mL™*

> Preparacdo do meio de cultivo:

e Solugcédo C
oHsPOs: 24,8 mg.mL™
oMnCl, . 4H,0: 13,9 mg.mL™
oFeCl; . 6H,0: 10,8 mg.mL™
0ZnCl,: 3,35 mg.mL™*
oCoCl, . 6H,0: 0,19 mg.mL™
oCuCl,: 0,014 mg.mL* ou
oCuCl, . 2H,0: 0,018 mg.mL™

e Solugcédo D
o EDTA

mg.mL™

Na, (Titriplex II): 18,6

e Em um recipiente estéril € adicionado 20,0 mL da Solucdo Estoque A, 2,0

mL da B, 0,10 mL da solucdo C e 0,40 mL da D, para cada litro de agua

destilada;

e O pH do meio deve estar entre os valores 7,0 e 8,0 o qual devera ser

calibrado com hidréxido de sédio;

e Apl6s a calibracdo o meio € esterilizado em autoclave para posterior

inoculacao das cepas.



