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RESUMO

ACUMULO E DEPURACAO DE CILINDROSPERMOPSINA (CIANOTOXINA) E
SEU EFEITO NO CRESCIMENTO DE TILAPIAS JUVENIS (Oreochromis niloticus).

Cilindrospermopsina (CYN) ¢ um alcaldide toxico produzido por diversos géneros de
cianobactérias e responsavel por diversos casos de intoxicagdo entre humanos ¢ animais.
Seu principal mecanismo de acdo ¢ a inibi¢do de sintese protéica, no entanto, em doses
subletais produz efeitos em organismos aquaticos, incluindo mudangas no desenvolvimento
embriondrio e de comportamento, que ainda sdo pouco estudados. Poucas informagdes
estdo disponiveis a respeito da bioacumulagdo de CYN nesses organismos. Neste estudo
foram examinados o actimulo, a depuracdo e o efeito de CYN no crescimento de tilapias
(Oreochromis niloticus) expostas a extrato celular toxico e células integras de
Cylindrospermopsis raciborskii produtoras de CYN. Quatro experimentos, em condigdes
de laboratorio, foram feitos. No primeiro experimento, os animais foram alimentados
durante 15 dias, com alimento (0.5 g alimento.dia™. peixe™) com uma concentragio de 0.31
ng CYN .g™" alimento. Durante o periodo de exposi¢io os animais foram coletados a cada 3
dias. No segundo experimento, os peixes foram alimentados por 30 dias (0.5 g alimento.dia”
! peixe) contendo uma concentracio de 0.35 pug CYN .g" alimento. Apés o 15° dia de
experimento, os peixes foram coletados a cada 3 dias. No terceiro experimento 0s animais
receberam (0.5 g alimento.dia. peixe), durante 12 dias, alimento contendo extrato toxico
(0.8 pg CYN g™ alimento), e nos 10 dias subseqiientes os animais foram alimentados com
alimento ndo toxico. O quarto experimento, as tilapias receberam (0.5 g alimento.dia™.
peixe), durante 15 dias, alimento contendo células integras de C. raciborskii (5.4 pg CYN
.g”! alimento). Em todos os experimentos, os animais foram pesados, medidos e seu tecido
muscular e visceras coletados. A extracdo foi feita com 4agua e metanol 100%, entdo, as
amostras foram filtradas e analisadas por imunoensaio enzimatico (ELISA). Foi verificado
que os animais expostos a toxina tiveram seu crescimento suprimido no experimento 1 mas
isso ndo foi verificado nos outros experimentos. No primeiro experimento as mais altas
concentragoes de toxina no musculo e nas visceras foram observadas no terceiro dia, essas
concentragdes decaem, oscilando ao longo do tempo. No segundo experimento, as maiores
concentragdes de toxina no musculo e nas visceras foram observadas no primeiro dia de
coleta (19° dia - 0.15 ng CYN.g" , 7.83 ng CYN.g", respectivamente). No experimento de
depuragdo (terceiro) as concentragdes de toxina encontradas no musculo e nas visceras
durante a fase de depuragdo foram muito semelhantes as encontradas durante a fase de
acumulo. No ultimo experimento, as mais altas concentragdes de toxina no musculo, foram
encontradas no 12° dia (2.3 ng CYN. g) e nas visceras, no 15° dia (21.1 ng CYN. g™).
Estudos sobre a distribuicdo da cilindrospermopsina em tecido animal mostram que a
maioria da toxina é observada nas visceras. No presente estudo foi observado um padrao
oscilatorio ao longo do tempo de exposicdo a toxina e isso pode estar relacionado com o
processo de detoxificagdo. Os resultados obtidos nesse estudo ndo corroboram os obtidos
na literatura j4 que aqui os peixes alimentados com extrato téxico acumulam
proporcionalmente mais toxina do que os animais alimentados com células integras. Este ¢
o primeiro trabalho que investiga a bioacumulagao de CYN em tecidos de tilapias e indica a
importancia de se promover um continuo monitoramento desses organimos para consumo
humano e animal.
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ABSTRACT

BIOACCUMULATION AND DEPURATION OF THE CYANOBACTERIAL TOXIN
CYLINDROSPERMOPSIN AND ITS EFFECTS ON GROWTH IN THE JUVENILE
TILAPIA (Oreochromis niloticus).

Cylindrospermopsin (CYN) is a toxic alkaloid produced by several genera of cyanobacteria
and is implicated in human and wildlife poisoning incidents. The principal mode of action
for CYN is protein synthesis inhibition, but the sublethal effects of this toxin in aquatic
organisms, including changes to development and behavior, have been poorly studied.
Little information is available regarding bioaccumulation of CYN in these organisms. This
study examined its bioaccumulation, depuration and effects on growth in the juvenile
tilapia (Oreochromis niloticus) exposed to freeze-thawed whole cell extracts and whole
cells of toxic (Cylindrospermopsis raciborskii). Four experiments under laboratory
conditions with these fish were done. In the first one the animals were fed for 15 days with
fish food plus cells extracts (0.5 g food.day™. fish™) containing 0.31 pg CYN .g" food.
Every three days for a fifteen day period, fish were collected. In the second trial, fish were
fed during 30 days and the fish food (0.5 g food.day™. fish™) contained 0.35 ug CYN .g”
food. After 15 days, fish were collected each 3 days. In the third trial fish received (0.5 g
food.day”. fish™), during 12 days, fish food with cells extract at a higher toxin
concentration (0.8 pg CYN .g™ food). In the following 10 days, the animals were fed (0.5 g
food.day™. fish™) without toxic cells extracts. The fourth trial, fish received (0.5 g food.day
' fish™), during 15 days, food plus whole cells of C. raciborskii (5.4 pg CYN .g" food).
Fish weight and length were measured, its samples of muscle tissue and viscera, in all trials,
were extracted with water and 100% methanol, filtered, evaporated and resuspendend in
water and analyzed by ELISA imunoassays. It was verified that CYN exposed animals had
their biomass and sizes reduced in relation to non-exposed fish in the trial 1, but not in the
others trials. In the first trial the higher concentration of CYN in muscle tissue was
observed on third day, tending to reduce on day with oscillations throughout the time.
Viscera showed the maximum concentration on third day and presented the same
concentration oscillation pattern throughout the time. In the second trial, maximum
concentration was found in the first sampling day on muscle tissues (19th day — 0.15 ng
CYN.g") and viscera (7.83 ng CYN.g"). In the depuration experiment (3rd trial) the
concentration found in muscle tissue and viscera, in depuration period, were almost the
same found on first sampling day. In the last trial (4th trial), highest concentrations of CYN
in muscle tissue was found on 12nd day (2.3 ng CYN. g''). But in viscera, the higher
concentration was found on 15th day (21.1 ng CYN. g"). Studies of CYN distribution in
animal tissues showed that the majority of this toxin is observed in viscera, resulting from
the consumption of toxin-containing food. In this study we have noted a bi-phasic pattern
of CYN throughout the time and it could be attributed to the detoxification process. These
results do not corroborate other works since fish accumulated CYN when nourished with
cellular extracts more than toxic cells. This is the first investigation of CYN
bioaccumulation in tilapia and indicates the importance of continuous monitoring of this
compound in organisms for human and animal consumptions.
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Introducéo

1. INTRODUCAO

As tematicas relacionadas com meio ambiente vém sendo amplamente difundidas
na sociedade e se constituindo em objeto de preocupacBes politicas e de praticas
governamentais, independentemente do grau de industrializacdo do pais em questdo, o que
evidencia uma nova consciéncia politica e social. Portanto, é cada vez maior 0 numero de
cidadaos que percebe na degradacdo ambiental uma ameaca a saude e ao bem-estar social
das civilizagdes.

Os problemas relativos a contaminacdo ambiental tém ocupado espaco significativo
em agendas de estudos e pesquisas na sociedade contemporanea, por estarem, de uma
maneira geral, associados ao crescente processo de industrializacdo iniciado em meados do
século XVIII com a Revolucdo Industrial. Desde entdo, o desenvolvimento de novas
tecnologias, processos de producéo e seus produtos tém contribuido significativamente para
0 comprometimento das condi¢es de saude do homem e dos ecossistemas (Brilhante &
Caldas, 1999).

A descarga de nutrientes através do lancamento de efluentes domésticos e industrias
nos ambientes aquaticos, e ainda, o escoamento de fertilizantes utilizados amplamente nos
processos agricolas sdo umas das principais acfes antrépicas que vem favorecendo a
degradacéo desses ecossistemas (Tundisi & Matsumura-Tundisi, 1992).

Essas agdes, dentre outros impactos, causam a eutrofizacdo que € 0 aumento no
aporte de nutrientes, principalmente, nitrogénio e fosforo, excedendo a capacidade de

assimilacdo do sistema (Reynolds, 1984; Kennish, 1990).
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A figura a seguir reproduz a evolugdo de um processo de eutrofizacdo em um
territorio especifico, no caso de um lago ou uma represa, e é possivel observar uma
associacdo entre o uso e a ocupacéo do solo e este processo (figura 1).

EVOLUCAO DO PROCESSO DE EUTROFIZACAO
DE UM LAGO OU REPRESA

OCUPACAO POR MATAS E FLORESTAS

BAlA CORGA DE FASFORO

EAIXA COMCEMNTRAGED DE aLGAS
FOUCOASSOREAMEMNTO

FERTILIZAMTES ESCOLMEMTO

HaP SUPERFICIAL

AUMEMTO DA COMCENTRACEO DOE ALGAS
LAUMENTO DO A5SOREAMENTO

WEGETAIS

OCUPAGCAC URBANA

ELEVEDS CARGH DE FASFORD
DREMAGEM PLIVIAL

ESGOTOS
Mol

AUMENTO D& COMCEMTRACED DE ALGAS
AUMENTO DO ASE0REAMENTO
PRESENCA DE MACROFITAS

Figura 1. Evolucéo do processo de eutrofizacdo em um lago ou represa. Associacao entre o
uso e ocupacéo do solo e a eutrofizacdo. (Fonte: Von Sperling, 1996).
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Alguns autores (Arceivala, 1981; Thomann & Mueller, 1987; Von Sperling, 1994
apud Von Sperling, 1996) pontuam diferentes consequéncias ambientais e econdmicas
decorrentes desse processo. Por exemplo:

e Problemas estéticos e recreacionais;

e CondicGes anaerdbias no fundo do corpo d’agua (reducdo do oxigénio dissolvido);
e Eventuais condi¢des anaerobias no corpo d’agua como um todo;

e Eventual mortandade de peixes;

e Maior dificuldade e elevacdo nos custos de tratamento da agua;

e Problemas com o abastecimento de aguas industriais;

e Modificagdes na qualidade e quantidade de peixes de valor comercial;

e Reducdo na navegacao e capacidade de transporte;

e Desaparecimento gradual do lago como um todo;

e Incidéncia de floracoes de microalgas e cianobactérias.

Quanto ao comprometimento da qualidade da saude humana, é sabido que desde
Hipdcrates (filésofo grego — considerado o “pai da medicina”) aos dias atuais, as ciéncias
que investigam a relacdo saude/meio ambiente/ser humano, tém procurado as causas, 0S
modos de transmisséo e a prevencdo das doencas no habitat humano. No que diz respeito a
preocupacdo com o0s perigos do consumo de agua contaminada, é possivel identificar em
documentos egipcios e gregos da antiguidade, bem como em passagens da Biblia, por
exemplo, no livro de EXODO capitulo 7, onde é destacada uma floracéo de dinoflagelados:

Todas as aguas do rio se tornaram em sangue (...) De modo que 0s
peixes que estavam no rio morreram, e o rio cheirou mal, e os
egipcios ndo podiam beber da agua do rio; e houve sangue por
toda a terra do Egito.

Ao longo das Ultimas décadas o problema das proliferaces (floragdes) de algas

nocivas, tém adquirido uma posicao de suma importancia dentro da comunidade cientifica,
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principalmente aquela ligada a saide publica, aléem de estar recebendo uma crescente
atencdo da midia e dos meios de comunicacdo, apesar de ndo se tratar de um fenémeno
recente.

A literatura especifica tem mostrado que corpos d’agua eutrofizados sdo bastante
favoraveis a proliferacdo de cianobactérias, e tal fendmeno tem sido registrado em diversos
paises no mundo (Yoo et al., 1995) e no Brasil ha registros de ocorréncia dessas microalgas
em 11 dos 26 estados brasileiros (Sant’anna & Azevedo, 2000).

As cianobactérias sdo organismos classificados como fotossintetizantes, datados de
aproximadamente 3,5 bilhfes de anos, fato esse que as tornam umas das possiveis
responsaveis pela formacdo da atmosfera atual, além disso, acredita-se também que foram
as precursoras na origem dos cloroplastos através de um evento endossimbidtico. Elas
possuem clorofila a e outros pigmentos acessorios, como por exemplo, ficocianina, o que
Ihes conferiu, antigamente, também o nome de “algas azuis”. Esta entre as formas de vida
mais antiga ja descrita no planeta terra. E podem se organizar de maneira unicelular,
colonial e filamentosa, além disso, seu tamanho celular pode variar de 2um a 40um de
diametro.

Esses organismos podem viver em simbiose com plantas e fungos, podendo ser
bentdnicos ou planctdnicos. As cianobactérias possuem uma distribuicdo cosmopolita e
podem ser encontradas em diversos tipos de habitat como, por exemplo, lagos antarticos,
fossas termais, desertos aridos e solos tropicais acidos. Entretanto, sdo organismos mais
comumente conhecidos por fazerem parte da comunidade planctébnica em ambientes
marinhos e de agua doce.

Estas microalgas possuem adaptacGes especiais que lhes conferem vantagens no

meio ambiente em que se encontram, por exemplo: sdo fixadoras de nitrogénio atmosférico
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contribuindo para fertilidade do solo e da dgua (Rai, 1990 apud Chorus & Bartram, 1999),
possuem controle da flutuabilidade por meio de estruturas chamadas de aer6topos (ou
vaclolo gasosos) e também possuem pigmentos acessorios que possibilitam uma melhora
na captacao de luz.

No entanto, 0 aumento excessivo desses organismos nos ecossistemas aquaticos
pode produzir impactos drasticos sobre 0s recursos pesqueiros e sobre a salde publica,
além da diminuicdo da biodiversidade local, odores desagradaveis e gosto ruim na agua
onde as mesmas estao presentes.

Além disso, casos de intoxicacdo humana e animal tém se tornado freqlentes. Um
dos primeiros relatos foi documentado por Francis no ano de 1878. No entanto héa relatos
desse tipo de intoxicacdo ocorridos a mais de 1000 anos, na dinastia chinesa, onde o
General Zuh Ge-Ling relatou perda de parte da tropa devido a intoxicagdo por ingestdo de
agua de um rio que estava “verde” (Shun Zang Yu, comunicacdo pessoal apud Chorus &
Bartram, 1999).

Tais incidentes devem-se ao fato de que as cianobactérias sdo potencialmente
produtoras de toxinas (cianotoxinas).

As Cianotoxinas configuram-se como metabdlitos secundarios produzidos por
cianobactérias e que acarretam conseqliéncias danosas a diversos organismos, entretanto,
parecem ser mais danosas a animais terrestres do que aos organismos aquaticos. Esses
compostos podem ser classificados de acordo com a estrutura quimica como peptideos
ciclicos (microcistinas e nodularina), como alcaldides (anatoxina-a, anatoxina-a (s),
saxitoxinas, cilindrospermospinas, aplysiatoxina e lyngbyatxina-a) e os lipopolissacarideos
(LPS). Esses metabdlitos sdo mais comumente classificados de acordo com a sua

toxicidade em mamiferos como: dermatotoxinas (aplysiatoxina e lyngbyatoxina-a),
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hepatotoxinas (microcistinas e nodularina), citotoxinas (cilindrospermopsina) e
neurotoxinas (anatoxina-a, anatoxina-a (s) e saxitoxinas) (Kaebernick & Neilan, 2001).

As dermatotoxinas, aplysiatoxina e lyngbyatoxina-a, até o momento foram
encontradas em cianobactérias bentdnicas marinhas do género Lyngbya, Oscillatoria e
Schizothrix. Essas toxinas podem causar dermatites de contato. As aplysiatoxinas séo
potentes promotores de tumor e ativadoras de proteinas quinases C, enquanto que a
lyngbyatoxina-a causa inflamagéo oral e gastrointestinal (Chorus & Barthram, 1999).

As neurotoxinas ja foram identificadas em espécies do género Anabaena,
Aphanizomenon, Oscillatoria, Thricodesmiun, Lyngbya e Cylindrospermopsis. S&ao
conhecidos trés diferentes tipos de neurotoxinas. As saxitoxinas ou toxinas paralisante de
mariscos (Paralytic Shellfish Poison — PSPs) séo assim chamadas por serem 0s mexilhdes
seus principais vetores, freqientemente relacionados as floragcBes de dinoflagelados
marinhos, essas toxinas acarretam um quadro toxicolOgico caracteristico. Elas também
agem no sistema nervoso bloqueando os canais de sodio neuronais impedindo a propagacao
do impulso nervoso. Ja a anatoxina-a e anatoxina-a(s) sdo potentes blogueadores
neuromusculares pds-sinéptico de receptores nicotinicos e colinérgicos e inibidoras da agdo
da acetilcolinesterase, impedindo a degradacdo da acetilcolina, respectivamente
(Carmichael, 1992; Falconer, 1998).

As hepatotoxinas sdo as toxinas mais comumente produzidas pelas cianobactérias.
Essas toxinas sdo oligopeptideos ciclicos, como as microcistinas e a nodularina ou
alcal6ides como a cilindrospermopsina.

Dentre essas, as mais freqiientemente encontradas sd@o as microcistinas que
comprovadamente agem como inibidoras potentes e especificas de proteinas fosfatases dos

tipos 1 e 2 A (PP1 e PP2), sendo consideradas promotoras de tumores (Carmichael, 1992;
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Rinehart et al., 1994). Essas hepatotoxinas penetram nos hepatdcitos através dos receptores
dos acidos biliares, promovendo uma desorganizacdo dos filamentos intermediarios e dos
microfilamentos de actina, que sdo polimeros protéicos do citoesqueleto, gerando uma
diminuicdo do tamanho dos hepatécitos. Consequentemente, o figado perde a sua
arquitetura e passa a desenvolver graves problemas (Hooser et al., 1991; Carmichael,
1994).

A nodularina é assim denominada por ter sido primeiramente isolada de uma
microalga chamada Nodularia spumigena (Rinehart et al., 1988). Essa toxina é um
pentapeptideo ciclico com estrutura muito semelhante a das microcistinas. Além da
semelhanca estrutural, essa toxina tem um modo de agdo também semelhante: a mesma
inibe a acdo das proteinas fosfatases 1 e 2A (Ohta et al., 1994), no entanto ndo se liga
covalentemente a essas proteinas.

A cilindrospermopsina, também uma hepatotoxina, foi recentemente classificada
como citotoxina, pois atinge outros orgdos além do figado. Em 1979 uma “doenca”
acometeu os moradores de Palm Island (Australia). Um total de 148 pessoas, das quais 138
criangas foram hospitalizadas. Os sintomas caracteristicos da populagdo afetada foram
anorexia e hepatomegalia. Testes sanguineos nos pacientes mostraram niveis anormais de
glicose e proteinas, bem como a presenca de sangue na urina dos pacientes, progredindo
para uma diarréia sanguinolenta. A médica local Susan Byth reportou o incidente como
”doenca misteriosa” (mystery disease — Byth, 1980).

Com base nas anélises, inicialmente foi sugerida uma doenca causada por uma
toxina vegetal proveniente de uma fonte comum (Bourke et al., 1983). No entanto, um

importante estudo ecoldgico deste reservatorio mostrou que 0 mMesmo apresentava,
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periodicamente, floracbes de cianobactérias, principalmente das espécies Anabaena
circinalis e Cylindrospermopsis raciborskii.

Sabia-se que a agua do local tinha odor e cheiro desagradaveis durante aquele
incidente e, além disso, o tratamento da dgua ndo havia sido feito de maneira correta (havia
sido tratada com o algicida sulfato de cobre), podendo acarretar riscos a salde da populacao
consumidora daquela &gua.

Estudos toxicoldgicos feitos com as duas cepas do local demonstraram que apenas a
cepa da espécie C. raciborskii era toxica (Hawkins et al., 1985). Este fato se constituiu o
primeiro caso documentado de intoxicacdo causado por cilindrospermopsina, que seria
posteriormente identificada e quimicamente definida como uma potente hepatotoxina
(Ohtani et al., 1992).

A cilindrospermopsina (CYN - figura 2), é um alcal6ide guanidinico ciclico que ja
foi identificado em espécies do género Cylindrospermopsis (Hawkins et al. 1985; Ohtani et
al., 1992), Umezakia (Harada et al., 1994), Aphanizomenon (Banker et al., 1997; Shaw et
al. 1999), Raphidiopsis (Li et al., 2001), Anabaena (Schembri et al., 2001),
Aphanizomenon flos-aquae (Preussel et al., 2006) e mais recentemente Lyngbya wollei

(Seifert et al., 2007).
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Figura 2. Estrutura quimica da molécula de cilindrospermopsina.
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E uma molécula quimicamente estavel a luz solar, a alta variagio de pH bem como a
altas variacOes de temperatura (Chiswell et al., 1999).

Trata-se de um potente inibidor de sintese protéica (Terao et al., 1994) e, segundo
estudos realizados por Humpage et al. (2000) e Shen et al. (2002), a cilindrospermopsina
pode causar danos a estrutura do DNA, indicando, portanto, um possivel efeito
carcinogénico e/ou mutagénico.

Seu érgdo-alvo principal é o figado onde a toxina causa necrose centrolobular em
mamiferos (Hawkins et al., 1985; Seawright et al., 1999; Bernard et al., 2003; Griffiths &
Saker, 2003; Humpage & Falconer, 2003), no entanto também causa danos aos rins
afetando a sua arquitetura basica além de causar necrose no tubulo proximal e, além disso,
foi verificada hemorragia nos pulmdes (Hawkins et al., 1985; Bernard et al., 2003). O timo
e coracdo também sdo afetados (Harada et al., 1994; Falconer et al.,1999). Kiss, et al.
(2002) sugeriram ainda, que esta toxina pode ter atividade neurotdxica.

Segundo Norris et al. (2001), estudos realizados em camundongos com CYN
marcada com carbono radioativo, indicaram que a principal via de excrecao desta toxina é a
renal onde aproximadamente 50% da dose intraperitonealmente administrada foi observada
na urina apos 6 horas, enquanto que 20% estava presente no figado. Apds 48 horas, 13% da
toxina permanecia no figado, ao passo que apenas uma pequena quantidade se mantinha
nos rins. A excrecdo fecal, neste caso, foi varidvel, com média de 10%.

Segundo Ohtani et al. (1992) a dose letal, intraperitoneal (i.p.), que mata 50% dos
animais (DLsp) de CYN purificada em camundongos é de 2100 pg/Kg em 24 horas e de
200 pg/Kg em 5-6 dias. Humpage e Falconer (2003) determinaram em 30 pg/Kg/dia a
Concentracdo de Efeito N&do Observavel (CENO) para camundongos (via oral)

estabelecendo o valor de 0,03 pg/Kg/dia como a Ingestdo Diaria Tolerada (IDT ou TDI). A
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partir deste dado foi atribuido a esta toxina um valor maximo aceitavel, em agua para
consumo humano de 1,0 pg/L.

No Brasil a presenca desta toxina ja foi identificada no carvéo ativado da clinica de
diélise, envolvida na tragédia de Caruaru, onde 130 pessoas se intoxicaram e 54 morreram
devido a exposicdo a agua contaminada com cianotoxinas (Carmichael et al., 2001). E
recentemente, Moreira & Bizi (2007) detectaram, através da técnica de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a um Espectrdmetro de Massa (LC-MS/MS) a presenca
desta toxina em uma cepa de Cylindrospermopsis raciborskii isolada de um reservatorio
brasileiro.

As cianobactérias sdo possivelmente um importante componente na cadeia
alimentar de varios peixes tropicais de acordo com Bowen (1982, apud Beveridge et al.,
1993).

O conhecimento de que algumas espécies de peixes herbivoros se alimentam de
colonias e floragbes de cianobactérias, levou ao desenvolvimento de experiéncias de
introdugdo desses peixes em lagos eutroficos com o objetivo de reduzir a populacdo de
cianobactérias (Starling, 1993).

No Brasil, a introducdo de Tilapias tais como: Tilapia rendalli e Oreochromis
niloticus, em reservatorios de todo pais, principalmente no nordeste, vem sendo feita desde
1956 (Gurgel & Fernando, 1994) como estratégia socio-econémica para a populacdo do
entorno, pois se trata de um recurso alimentar de alto valor nutritivo.

Em termos de contexto nacional, as tilapias tém sido bastante valorizadas, pois no
intuito de promover um aumento no sistema de producédo e contribuir com a perspectiva do
desenvolvimento sustentavel, grandes investimentos nas areas de cultivo e producdo de

pescados tém sido empregados. O Programa Nacional de Apoio a Competitividade e a
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Sustentabilidade da Cadeia da Tilapia, que é parte integrante do plano de acdo do
Departamento de Pesca e Aquicultura do Ministério da Agricultura e do Abastecimento, fez
investimentos na ordem de aproximadamente R$ 5.700.000,00 no ano de 2000 e de R$
81.000.000,00 no ano de 2003 provenientes de recursos publicos e setores privados
(IBAMA, 2004).

Duas perspectivas servem como justificativa desses investimentos voltados para o
crescimento da piscicultura e que precisam ser observadas. A primeira diz respeito a
producéo do pescado voltado para a promog¢édo da qualidade alimentar dos consumidores,
visto que, se trata de um alimento com alto valor nutritivo. E a segunda, visa a geragéo de
divisas para o pais no que diz respeito a exportacdo desse pescado e seus produtos e sub-
produtos, por exemplo, o couro. Tais perspectivas promoveram a introducdo de espécies de
peixes que possuem esses potenciais, sendo que a espécie tilapia-do-nilo, que foi
introduzida no pais em 1971, é, na atualidade, a espécie de agua doce mais cultivada no
pais (Ibama, 2004).

A tildpia ocupa um lugar de destaque no que diz respeito a producgdo de pescado em
tanques-rede. Isso se deve ao fato desse animal ser muito resistente ao transporte e
manuseio, de facil adaptacdo a diversos tipos de racles, de rapido crescimento e bastante
resistente a baixas concentracdes de oxigénio dissolvido, além de possuir uma carne
saborosa (Freitas & Gurgel, 1984).

Essa espécie de pescado apresenta uma boa aceitacdo por parte dos consumidores e
é comercializada na forma de filés congelados ou resfriados com pregos competitivos em
relacdo a outras espécies comercializadas (Siqueira, 2001). Além disso, a tilapia-do-nilo é
considerada uma espécie “magra”, isto é, possui um percentual de gordura de apenas

2,09%, e essa caracteristica favorece o processo de secagem e salga dos filés (Huet, 1973).
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Esse animal pode ser cultivado em uma grande variedade de ambientes que vao
desde tanques fertilizados a tanques com continua renovagdo de agua ou tanques-rede
(Lovishin & Cyrino, 1998). Em 1996, a producdo de tilapias no Brasil foi de 10.000
toneladas, aumentando para 75.000 ton. em 2002 e com uma producdo estimada em
182.000 toneladas de pescado em 2010 (Fitzsimmons, 2000).

Diante desse contexto, é possivel admitir que o processo de crescimento da
aqlicultura no Brasil é uma realidade, no entanto, a tendéncia € que esse processo cause
varios impactos ambientais, ja que o papel ecolégico dos peixes, além dos padrbes de
predacdo podem ter consequiéncias importantes para a estrutura e funcionamento do
ecossistema em que esses animais estdo inseridos (Rocha & Roche, 2005).

Um estudo feito por Gomes (2005) demonstrou que, em mesocosmos experimentais
a presenca de tilapias mais a sua dieta alteraram as caracteristicas fisicas, quimicas e
bioldgicas da &gua desse mesocosmos, provocando um aumento na concentracdo de
nutrientes (fésforo e nitrogénio) que, por conseguinte propiciaram o0 crescimento de
cianobactérias. Costa et al. (2007) em um levantamento da presenga de cianobactérias e
cianotoxinas em pesque-pague do estado do Rio de Janeiro concluiram que dos 30
estabelecimentos selecionados, 10 continham a presenca de cianobactérias. Amostras de
peixes (tilpias) foram analisadas e a concentracdo de microcistinas no muasculo variou de
0,05 a 0,23 pg/Kg. Galvéo et al. (2007) em um estudo feito em um pesque-pague do
interior do Estado de Séo Paulo, detectaram a presenca de saxitoxinas em tilapias cultivadas
naquele local, o que configura sérios riscos a satde publica.

O tipo de alimentagéo de cada peixe pode ser classificado com base na natureza dos
itens ingeridos (carnivoria, omnivoria, planctivoria, herbivoria, detritivoria, entre outros).

Com base no modo de alimentagdo, os peixes fitoplanctivoros tém uma fundamental

12
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importancia no que diz respeito ao consumo humano, pois sdo esses animais que ingerem
diretamente o fitoplancton e conseqiientemente as cianotoxinas, no caso das cianobactérias.

No caso dos peixes ciclideos (tilapias, por exemplo), estudos demonstram que a
presenca de algumas adaptacGes a herbivoria, da vantagens no que diz respeito a digestéo
de cianobactérias, como por exemplo: tubo digestério bastante alongado com maior
superficie de absorcao e pH do trato gastrointestinal de neutro a levemente alcalino (Fischer
& Dietrich, 2000; Carbis et al., 1997).

Alguns efeitos de cianotoxinas em peixes ja foram descritos por Malbrouck &
Kestemont (2006) Por exemplo, durante a fase embrionaria, exposicdes a essa toxina
podem causar inibicdo do desenvolvimento desse embrido, diminuicdo na taxa de
sobrevivéncia e taxa de crescimento, além de efeitos de méa-formacdo observados com
técnicas histopatoldgicas (anormalidades na cabeca, no saco vitelinico, no corpo e na
cauda, alteracdes ultra-estruturais em hepatdcitos e células cardiacas). Nas fases juvenil e
adulta, experimentos em campo e em condi¢des de laboratério demonstraram que a
ingestdo de microcistinas afeta padrdes de crescimento e osmoregulagdo, aumenta a
atividade enzimética do figado, modifica 0 comportamento animal, além de causar diversos
danos histopatol6gicos nos rins, figado, coracdo, guelras e intestino.

Na realidade brasileira, vem sendo observado, na ultima década, um grande
aumento na ocorréncia de espécies Cylindrospermopsis raciborskii em diferentes regides
do pais, de acordo com que demonstram alguns estudos, como o de Bouvy et al.(1999);
Branco & Senna (1994); Huszar et al. (2000); Jardim et al.(1999); Kémarkdva et al.
(1999). Muitas vezes essa espécie representa 100% da biomassa algal total em alguns

ecossistemas. Essa situacdo se deve, principalmente, ao fato de que os reservatorios e
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acudes brasileiros possuem altos valores de temperatura, pH, salinidade e condutividade,
além de altas taxas de nitrogénio inorgénico dissolvido (Gomes et al., 2007).

Vérios trabalhos ja foram realizados com relacdo a bioacumulacéo de cianotoxinas
em animais que podem servir para consumo humano e de outros componentes da cadeia
tréfica, bem como suas conseqliéncias para essas espécies expostas (Magalhdes et al., 2001;
Van Buynder et al., 2001; Magalhées et al., 2003; Malbrouck et al., 2003; Mohamed et al.,
2003; Yokoyama & Park, 2003; Jang et al., 2004; Li et al., 2004; Saker et al., 2004; Soares
et al., 2004; Xie, 2004; Cazenave et al., 2005; Chen et al., 2005; Chen & Xie, 2005a; Chen
& Xie, 2005b; Kankaanpaa et al., 2005; Shen et al., 2005; Xie et al., 2005; Sipia et al.,
2006; Wood et al., 2006; White et al., 2006;). Saker & Eagleshan (1999) estudaram o
acumulo da cilindrospermopsina em tecidos de lagosta, onde as maiores concentracdes de
CYN foram encontradas no hepatopancreas com 4,3 pg CYN/g de tecido liofilizado,
seguido de 0,9 ug CYN/g de tecido muscular liofilizado. Saker et al. (2004), estudaram o
acumulo e depuragdo de CYN em mexilhdo observando que ao final de duas semanas
(periodo de acumulo) a concentracdo de CY foi maior na hemolinfa (68,1 %), e ao final da
fase de depuragéo (duas semanas) 50% da toxina ainda permanecia nos tecidos do animal.

Ainda assim, pouco se sabe sobre o processo de acumulo de cilindrospermopsina
(Saker et al., 1999; Saker et al., 2004; Metcalf et al., 2002; White et al., 2006; Nogueira et
al. 2006; White et al., 2007; Kinnear, et al., 2007), principalmente nos tecidos de peixes,
seja em condicBes naturais ou em laboratorio.

Nesta perspectiva, objetivou-se verificar o acumulo e depuracdo de
cilindrospermopsina em tecido muscular de tilapias submetidos a dieta com uma cepa

toxica de Cylindrospermopsis raciborskii, examinando também o efeito desta cepa tdxica,
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bem como de sua toxina, no crescimento deste animal, contribuindo deste modo, para o
conhecimento da dindmica dessa toxina neste organismo aquatico.

Os experimentos e andlise foram feitos no Laboratério de Ecofisiologia e
Toxicologia de Cianobacterias da Universidade Federal do Rio de Janeiro. O detalhamento
da coleta, material e métodos, resultados e discussdo dos mesmos compdem itens a parte

desta dissertacéo.
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2. OBJETIVOS:

2.1. Geral:

Tendo em vista todas as informagfes anteriores, esse trabalho teve como objetivo
contribuir para o conhecimento dos efeitos da alimentacdo de tilapias (Oreochromis
niloticus) com células de  Cylindrospermopsis  raciborskii ~ produtora de

cilindrospermopsina. E para isso teve os seguintes objetivos especificos:

2.2. Especificos:

2.2.1 Verificar o processo de acumulo e depuracdo de cilindrospermopsina em tecido
muscular e visceras de tilapias (Oreochromis niloticus), submetidas a uma dieta
com cultura de células e extrato celular de C. raciborskii produtora de
cilindrospermopsina, simulando duas situagdes ecologicas distintas:

e um ambiente apds a senescéncia de uma floracéo (lise celular)e com outra

fonte de alimento

e e um ambiente com floragcdo e com outra fonte de alimento;

2.2.2 Verificar o efeito destas células, bem como de sua toxina, no processo de

crescimento desses animais.
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3. MATERIAL E METODOS:

Para o desenvolvimento desse trabalho foram realizados trés experimentos, todos no
Laboratorio de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias (LETC) do Instituto de
Biofisica Carlos Chagas Filho (IBCCFo.) na Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ).

No presente trabalho, algumas etapas foram comuns aos trés experimentos
realizados:

1. O cultivo de células da cepa Cylindrospermopsis raciborskii (cepa CYP011K);

2. A quantificacdo de toxina produzida por esta cepa produtora de
cilindrospermopsina por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), bem como por testes de imunoensaio enzimatico do tipo ELISA,;

3. A coleta e manutencao dos peixes da espécie Oreochromis niloticus.

4. A quantificacdo da toxina, tanto no inicio quanto no final dos experimentos, no
alimento oferecido aos animais (controle e experimental) para verificacdo e
confirmacéo da concentracdo de toxina presente através da técnica de ELISA;
Como etapa final, em todos os experimentos, foram realizadas as extracOes e

analises dos tecidos musculares e visceras de todos os animais para a verificacdo da
possivel presenca desta toxina, essas analises foram realizadas através da técnica de
ELISA.

Todos estes procedimentos estdo descritos nos itens a seguir.
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3.1 — Cultivo da cepa de Cylindrospermopsis raciborskii:

A cepa escolhida para ser utilizada nos experimentos foi a CYP011K, produtora de
cilindrospermopsina, e foi gentilmente cedida pelo Dr. Andrew Humpage “Australian
Water Quality Center” - Australia. Esta cepa foi cultivada em meio ASM-1 (Gorham et al.,
1964), pH 8,0, sob temperatura de 23 + 2° C, intensidade luminosa de 56 UE. m2.s™ medida
a partir de sensor quantico (QSL-100, Box — Biospherical Instrumets Inc.), com
fotoperiodo de 12 horas e aeragdo continua. Os indculos para o inicio dos cultivos foram

sempre equivalentes a 10% do volume das culturas.

3.2 — Extracao e Analise de Cilindrospermopsina da Cepa CYPO011K:

Para a quantificacdo de cilindrospermopsina, a cepa foi cultivada em grandes
volumes (nove litros) nas condigdes citadas anteriormente. O crescimento da cultura foi
acompanhado através da contagem de células em microscopio dptico, em hemocitdmetro
de Fuchs-Rosenthal, na qual estimou-se o nimero de células por mililitro. Ao chegar a uma
concentragdo de aproximadamente 10.000.000 células/mL, a cultura foi desmontada,
congelada a -50° C (Shell Freezer — Labconco) e liofilizada (Freezone 6 - Labconco). O
material seco foi extraido de acordo com a metodologia proposta por Welker et al.,(2002),
segundo a qual o material liofilizado foi ressuspenso em agua ultra-pura (Milli-Q) e agitado
durante uma hora. O material foi centrifugado (Eppendorf 5403 — 40.000 g por 30
minutos), o sobrenadante recolhido e filtrado em filtros de celulose regenerada (45 pum de

porosidade e 13 mm de didmetro) para posterior analise em CLAE (Shimadzu), segundo a
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metodologia proposta por Welker et al.(2002), cujo os procedimentos estdo sistematizados
nas Tabela I e Il, respectivamente.

Tabela | — Condigdes cromatograficas segundo Welker et al.,(2002):

Parametro Condicao
Fluxo 1 mL/min
Volume injetado (loop) 100 pL
Fase Movel Gradiente de 0-50% Metanol + TFA (0,05%) e agua
ultra-pura
Deteccéo 262 nm
Tempo 20 min. em gradiente e 15 minutos em isocratico

Tabela. Il — Componentes do sistema de CLAE (Shimadzu):

Componentes Descricéo
Detector UV/VIS - Detector de diiodo — SPDM 10 Avp
Bomba LC-10AT VP
Loop 100 pL
Coluna Lichrospher 100 — RP (reverse phase) — 18 (125x4 mm),
5 Um
Software Class VP

3.3 — Coleta e manutenc¢ao dos animais em laboratorio:

Os peixes utilizados nos experimentos foram gentilmente cedidos por Furnas
Centrais Elétricas S.A. e coletados na Estacdo de Hidrobiologia e Psicultura de Furnas,

localizada no municipio de Furnas — Minas Gerais. Da estagdo até o laboratério, os animais
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foram transportados em sacos plasticos, com agua do préprio tanque, na propor¢do de 2/3
de 4gua e 1/3 de ar, totalizando, em média, 10 peixes por saco, acondicionados em caixas
de isopor. No laboratério, os animais foram colocados em aquarios com aproximadamente
30 litros de &gua da torneira, previamente tratada com uma gota de hipossulfito de sddio
por litro de agua para que houvesse completa remocdo do cloro residual presente naquela
agua. A aeracdo foi continua e a temperatura do ar mantida em aproximadamente de 23° +
2° C. Os peixes permaneceram nestes aquarios por, no minimo, uma semana para a
aclimatac&o antes do inicio dos experimentos.

Os aquarios foram cobertos com papel opaco para que 0s animais ndo sofressem
nenhum tipo de estresse visual, e a agua desses aquarios foi trocada a cada 5 dias. Nessa
fase, os animais eram alimentados com racdo comercial, que foi utilizada em todos os
experimentos, inclusive no preparo dos alimentos toxicos e ndo-toxicos. Partiu-se da
premissa de que esta ragéo ndo continha cilindrospermopsina, visto que na sua composi¢ao
ndo h& qualquer informacdo do fabricante quanto ao uso de produtos com origem em
cianobactérias, no entanto foi feita a analise deste produto confirmando-se a auséncia de
cilindrospermopsina.

Para a realizagcdo do primeiro e terceiro experimentos foram coletados animais
pequenos, com aproximadamente cinco centimetros de comprimento, considerados juvenis
e, portanto, imaturos sexualmente (Fryer & lles, 1973). Para o segundo experimento foram
coletados animais maiores, entre oito e doze centimetros, ainda assim, imaturos

sexualmente e, portanto, também juvenis.
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3.4 — Estabelecimento do método para fornecimento de cianobactéria toxica e extrato

celular téxico aos animais expostos:

Ap6s algumas pesquisas e testes preliminares, optou-se por preparar o alimento
toxico para os peixes tomando como referéncia a metodologia estabelecida por Soares et
al., (2004). E com base nesse método foram adotados os seguintes procedimentos:

1. Utilizou-se 0,8 gramas de 4&gar dissolvidos em 34 mL de agua deionizada
aquecendo-se até a temperatura de 86° C, para que houvesse a polimerizacdo do
mesmo;

2. Apos essa dissolugdo, esperou-se a reducdo da temperatura até 50° C para entdo
acrescentar a solucdo 1,2 mL de extrato celular (Welker et al. 2002) ou cultura de
células de C. raciborskii na concentracéo desejada;

3. Em ato continuo, acrescentou-se 4,0 gramas de racdo comercial (correspondente a
10% do alimento). Tal mistura, ao assumir uma consisténcia homogénea, foi
colocada em recipientes para que pudessem ser resfriadas em geladeira.

O alimento ndo-tdxico foi feito da mesma maneira, entretanto, ndo foi utilizado
extrato nem células tdxicas para o seu preparo.

Apds varios testes para o estabelecimento da quantidade de alimento que para cada
animal poderia ingerir por dia, Soares et al., (2004) chegaram a conclusdo de que a cada
cinco centimetros de animal deveria ser oferecido 1 grama de alimento por dia. No entanto,
apos alguns testes preliminares para 0s experimentos que serdo apresentados a seguir,
observou-se que havia sobra de alimento no fundo do aquério. De acordo com as nossas

observacde, verificou-se que os peixes utilizados necessitavam de apenas 0,5 grama de
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alimento por dia. Essa, entdo, foi a quantidade de alimento oferecido, em todos 0s

experimentos, variando apenas a quantidade de toxina e de células nos mesmos.

3.5. Experimento 1: Acumulo de cilindrospermopsina em tecidos de Oreochromis

niloticus exposta a extrato toxico.

3.5.1 — Experimento 1A - com duracéo de 15 dias:

Para a realizacdo deste experimento, quarenta aquarios, com aproximadamente trés
litros de agua cada, foram montados, e a agua destes foram adicionadas uma gota por litro
de hipossulfito de sodio (anti-cloro) para remocdo de todo cloro residual (24 horas). Todos
que continham os peixes receberam aeracdo continua e ficaram aclimatados, por uma
semana, a uma temperatura do ar de aproximadamente 22° + 2°C. Em cada aquario foram
colocados quatro peixes, com aproximadamente cinco centimetros de comprimento cada
um. Vinte aquéarios foram selecionados para receber o alimento controle enquanto que 0s
aquarios restantes receberam o alimento toxico, isto €, contendo extrato de
Cylindrospermopsis raciborskii produtora de cilindrospermopsina. Ambos foram
preparados de acordo com o item 3.4, sendo que o alimento controle ndo recebeu nenhum
tipo de extrato toxico. O desenho experimental esta mostrado na figura 3.

Para o preparo do alimento toxico, foi feito um cultivo de nove litros da cepa CYP-
011K de acordo com os procedimentos descritos no item 3.1. Ao alcancar a fase
estacionaria, foi feita a contagem de células, em microscépio optico (Olympus BX50F4)
utilizando camara de Fuchs-Rosenthal e observou-se um nimero de 1,5 x 10" células.mL™,

a partir de entdo, a cultura foi desmontada para posterior congelamento e liofilizagéo da
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mesma. O material liofilizado passou pelo processo de extracdo conforme descrito no item

3.2.

Tratamento controle Tratamento experimental
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Figura 3: Representacdo esquematica dos aquarios para realizacdo do experimento
1A com duracgéo de 15 dias.

Nesse experimento foi oferecido por dia a cada peixe uma concentracdo de 0,31 ug
de CYN por grama de alimento, sendo que cada peixe comia apenas 0,5 grama de alimento
por dia (descrito no item 3.4), portanto, aproximadamente, 0,15 pg de CYN. Tal valor foi
equivalente & 1,5 x 10" células.

Este experimento foi realizado durante um periodo de 15 dias, sendo que 0s
aquarios controle receberam o alimento ndo-toxico e os aquarios experimentais receberam
o0 alimento toxico diariamente.

A cada trés dias, quatro aquarios controle e quatro experimentais foram
desmontados e os animais foram coletados atraves de uma pequena rede de nylon (puca).
Apds esse procedimento, os animais foram pesados e medidos (comprimento total)para se

observar efeitos no crescimento do animal, e, posteriormente, mortos por resfriamento em
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freezer (-10° C). Em seguida os animais foram dissecados com auxilio de bisturi para
separacdo das visceras e quantidade maxima possivel de muasculo. Mdsculos e visceras
foram pesados, separadamente, e colocados em beckers separados (musculos) e tubos do
tipo Falcon (visceras).

As visceras e masculos dos animais que estavam no mesmo aquéario foram reunidas
e colocadas no mesmo recipiente para que houvesse massa suficiente (amostra composta).
Em seguida todos foram submetidos ao processo de extracdo, procedimento que seréd

descrito posteriormente, e analisados de acordo com a técnica de ELISA.
3.5.2. Experimento 1B - com duracéo de 30 dias:

Este experimento foi semelhante ao anterior, pois utilizou a mesma metodologia
diferenciando-se apenas no numero de aquarios utilizados (vinte), na duracdo do
experimento (trinta dias) e no nimero de peixes utilizados em cada aquario (trés peixes por

aquario com cinco centimetros cada) conforme demonstrado na figura 4.

Tratamento controle Tratamento experimental

P MMM

21° Dia

27°. Dia ol el

30°. Dia 3 || 3|l 3

Figura 4: Representacdo esquematica dos aquarios para realizacdo do experimento
com duracdo de 30 dias.
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O cultivo da cepa, as condicdes utilizadas na aclimatacdo e 0 modo de alimentagéo
foram os mesmos do experimento relatado no item 3.5.1. Para isso, oito aquéarios foram
selecionados para receberem o alimento controle, e doze aquarios receberam o alimento
téxico, como uma concentracdo de cilindrospermopsina de 0,35 pg CYN .g™* de alimento,
sendo que cada animal comia 0,5 grama de alimento (0,175 pg CYN .g™%).

Os peixes foram alimentados durante quinze dias consecutivos, e ap6s esse periodo,
dois aquérios controle e trés aquarios experimentais foram desmontados a cada quatro dias,
para que fosse realizada a biometria e retirada dos tecidos dos animais neles contidos. Apés
essa etapa, 0s mesmos foram mortos por resfriamento e armazenados para posterior
dissecacao de suas visceras e musculos, processos ja explicados no item anterior. O método
de extracdo e andlise por ELISA foi idéntico ao experimento anterior e serd explanado

posteriormente.

3.6. Experimento 2: Acumulo e depuracdo de cilindrospermopsina em tilapias

(Oreochromis niloticus) expostas ao extrato toxico.

Para realizacdo desse experimento, trinta e seis aquarios com aproximadamente 3
litros de agua foram montados de acordo com a figura 5. Cada aquario recebeu um peixe
com aproximadamente dez centimetros de comprimento, isto é, o dobro do tamanho dos
peixes do experimento anterior, no entanto considerados sexualmente imaturos.

Dezoito aquarios foram selecionados para receberem o alimento controle e os
aquarios restantes, foram selecionados para receberem o alimento contendo extrato toxico

de ceélulas de Cylindrospermopsis raciborskii produtora de cilindrospermopsina. O
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alimento tdxico foi preparado como descrito no item 3.4 deste capitulo. O cultivo da cepa
também foi feito de acordo com o experimento relatado no item 3.5.

Apos a extracdo e andlise do alimento tdxico, verificou-se uma concentracéo de 0,80
Hg CYN.g™ de alimento, no entanto, cada animal s6 ingeria 0,5 gramas de alimento,
portanto cada animal recebeu a concentracdo de 0,4ug CYN por dia.

Esse experimento teve a duragdo de vinte e dois dias e foi dividido em duas fases: a
primeira com duracdo de doze dias e foi chamada fase de acumulo de cilindrospermopsina
e a segunda fase, denominada de fase de depuracéo, que teve duracdo de 10 dias.

Durante a fase de acumulo, os peixes experimentais receberam o alimento téxico.
Houve duas coletas nesse periodo, uma no terceiro dia (trés aquarios controle e trés
aquarios experimentais) e outra no décimo segundo dia (trés aquarios controle e trés
aquarios experimentais). Os animais foram pesados, medidos e mortos por resfriamento. Os
tecidos (visceras e musculo) foram extraidos e analisados. Essas coletas foram realizadas
com o objeitvo de verificar e/ou confirmar o acimulo da toxina nas visceras e musculo dos
peixes expostos ao extrato tdxico.

Na segunda fase, denominada de fase de depuracdo de cilindrospermopsina, todos
0s animais, experimentais e controle, foram alimentados com alimento ndo-toxico (0,5
gramas por dia) até o final do experimento. A cada trés dias, trés aquarios controle e trés
aquarios experimentais foram coletados. Também nessa fase, os animais foram pesados,
medidos e mortos por resfriamento. Seus tecidos (visceras e musculo) submetidos a
extracdo e analise. Além disso, nesses mesmos dias, 500 mL da agua dos aquéarios bem
como as fezes, nos seus respectivos dias, foram coletadas e utilizados para analise da

presenca de cilindrospermopsina. Durante esse periodo a 4gua néo foi trocada.
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Tratamento controle Tratamento experimental
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Figura 5: Representacdo esquematica dos aquarios para realizacdo do experimento

de depuracdo de CYN.
3.7. Experimento 3: Acumulo de cilindrospermopsina em tecidos de tilapias
(Oreochromis niloticus) exposta a células integras de Cylindrospermopsis

raciborskii.

Para a realizacdo deste experimento, assim como no experimento 1A, quarenta
aquarios, com aproximadamente trés litros de &gua cada, foram montados, e a dgua destes
foram adicionadas uma gota por litro de hipossulfito de sédio (anti-cloro) para remocéo de
todo cloro residual. Todos receberam aeracdo continua e ficaram aclimatados, por uma
semana, a uma temperatura de aproximadamente 22° + 2°C. Em cada aquéario foram
colocados quatro peixes, com aproximadamente cinco centimetros de comprimento cada

um. Vinte aquéarios foram selecionados para receber o alimento controle enquanto que 0s
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aquarios restantes receberam o alimento toxico, isto €, contendo células de
Cylindrospermopsis raciborskii produtora de cilindrospermopsina. Ambos foram
preparados de acordo com o item 3.4, sendo que o alimento controle ndo recebeu nenhum
tipo de célula téxica. O desenho experimental esta evidenciado na figura 3 do item 3.5.1.

Para o preparo do alimento toxico, foi feito um cultivo de trés litros da cepa CYP-
011K de acordo com os procedimentos descritos no item 3.1. Ao alcangar a fase
estacionaria, foi realizada a contagem de células, em microscopio éptico utilizando camara
de Fuchs-Rosenthal e observou-se um nimero de células de 4,3 x 10° células.mL™, a partir
de entdo, a cultura foi desmontada para que a mesma fosse centrifugada (35.000 g por 10
minutos) chegando & uma concentragdo de 4,1 x 10’ células.mL™. Essa cultura foi entdo
preparada para servir como alimento toxico, segundo o item 3.4 deste capitulo, e apds a
diluicdo, chegou a uma concentracdo de 2,8 x 10" célulasmL™ (54 pug CYN.g™ de
alimento), e esse alimento foi oferecido aos animais até o final do experimento.

Os processos de coleta, biometria, desenho experimental, dias de coleta e extragédo

foram idénticos aos utilizados no item 3.5.1.

3.8 - Extracao e analise de cilindrospermopsina.

3.8.1. Extracéo de cilindrospermopsina de viscera e tecido muscular de tilapias.

O processo de extracdo das visceras e tecido muscular dos animais controle e
experimentais foi adaptado da metodologia de Saker et al., (2004).
As visceras e muasculos foram coletados de acordo com os procedimentos descritos

no item 3.5.1, e entdo foram pesados.
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No experimento 1 (1A e 1B) e 3 foi adicionado ao musculo 2mL de &gua ultra-pura
e no experimento 2 foram adicionados 4mL. As amostras desse tecido foram
homogeneizadas com auxilio de um “mixer” (Tissuemiser System). Apds esse processo
foram adicionados 5 mL (experimento 1A, 1B e 3) e 10mL (experimento 2) de metanol
100% e utilizou-se novamente o “mixer” para homogeneizacao do tecido. O material obtido
por meio desse processo foi colocado em um agitador magnético por um periodo de uma
hora e, posteriormente, colocado na geladeira durante aproximadamente doze horas
(*overnight”).

As visceras sofreram processo semelhante ao tecido muscular, diferenciando-se no
fato de que ndo foi colocada agua para homogeneizacdo, ja que as mesmas naturalmente
possuem uma fragdo aquosa maior que facilita a homogeneizacdo com o “mixer”. Portanto,
foram adicionados 5 mL (experimento 1A, 1B e 3) e 10mL (experimento 2) de metanol
100% e entdo homogeneizados.

O material homogeneizado tanto das visceras quanto do tecido muscular foi
centrifugado (Eppendorf 5403 — 40.000 g por 30 minutos) e o sobrenadante foi levado a
evaporacao até secar. Esse material foi ressuspenso em 2 mL de agua ultra-pura agitado por
uma hora e novamente centrifugado para retirada do excesso de material particulado. O
sobrenadante foi entdo filtrado em filtros de celulose regenerada (0,45 um de porosidade e

13 mm de diametro) e congelados para posterior analise por técnica de ELISA.

3.8.2. Extracdo de cilindrospermopsina das fezes e &gua do experimento 2.
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As coletas de fezes e de agua foram realizadas concomitantemente aos dias de
coletas dos animais, somente no experimento 2, com o intuito de verificar a possivel
depuracdo da toxina.

Aproximadamente 500 mL de 4gua dos aquérios coletados foram congeladas a -50°
C (Shell Freeer — Labconco) e liofilizadas (Freezone 6 - Labconco). Ao material liofilizado
foram adicionados 5 mL de &gua ultra-pura e agitado por uma hora. O extrato obtido foi
centrifugado (40.000 g por 30 minutos), filtrado em filtros de celulose regenerada (0,45 pm
de porosidade e 13 mm de didmetro) e congelado para posterior analise por ELISA.

Para a coleta das fezes, o restante da agua dos aquérios foi decantada e coletada por
meio do processo de sifonamento. O material foi centrifugado (15.000 g por 10 minutos) e
0 sobrenadante descartado. O “pellet” (fezes) foi pesado, congelado e liofilizado. Esse
material foi submetido a extracdo com 3 mL de metanol 100% e agitado por uma hora, apds
esse processo foi levado a evaporagdo. O material seco foi entéo ressuspenso em 10 mL de
agua ultra-pura, agitado por uma hora e centrifugado. Assim como os tecidos e a agua, este
material foi filtrado em filtros de celulose regenerada (0,45 um de porosidade e 13 mm de

didmetro) e congelado para posterior analise por ELISA.

3.8.3. Extracéo do Alimento.

O alimento foi extraido no inicio e no final de cada experimento para confirmagédo
da quantidade de toxina. Para isso, utilizou-se 2 gramas de alimento, ao qual foram
adicionados 5 mL de &gua ultra-pura. O material foi agitado por 1 hora, centrifugado a
40.000 g por 20 minutos. O sobrenadante foi coletado, filtrado (0,45 pum de porosidade e 13

mm de diametro) e analisado por ELISA.
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3.9. Analise por Imunoensaio enzimatico do tipo ELISA:

O método utilizado para a analise de cilindrospermopsina escolhido foi o chamado
ELISA competitivo direto. Nesses experimentos foram utilizados “kits” de ELISA
especificos para cilindrospermopsina (Beacon® Kit).

Seu principio baseia-se na identificacdo de um antigeno, no caso a toxina
cilindrospermopsina, através de uma anticorpo especifico em solucdo. Uma placa com
anticorpos secundarios Anti-lgG € incubada com a amostra contendo o antigeno com um
conjugado composto de antigeno ligado a uma enzima (a peroxidase) e anticorpos
especificos Anti-CYN. O antigeno ligado a enzima e o antigeno nédo ligado (CYN, nesse
caso) competem pela ligagcdo com os anticorpos especificos. Este, por sua vez, se ligam aos
anticorpos da placa. Apds a reacdo, a placa é lavada e somente o que foi ligado aos
anticorpos secundarios permanecem. O substrato da enzima é adicionado e essa reacao,
substrato-enzima, é colorimétrica. Toda cilindrospermopsina que existir na amostra
analisada se ligara ao anticorpo, e o anticorpo que ficar livre se ligara ao conjugado CYN-
enzima. Logo, o resultado é expresso de acordo com a absorbancia das amostras. Sendo a
quantificacdo feita atraves da comparacao das absorbancias das amostras com a dos padroes
de CYN utilizados nas curvas de calibracdo de cada “kit”, sendo a relagéo cor/concentracéo
de toxina inversamente proporcinal.

As amostras que ficaram fora da faixa da curva de calibragdo foram diluidas com

agua ultra-pura para que fosse feita a correta quantificacdo das mesmas. Além disso, 0s
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valores de falso-positivo encontrados nas amostras dos animais controle, que também
foram analisados, foram descontados dos valores encontrados nos animais experimentais. E
importante ressaltar que a quantidade de toxina extraida dos tecidos corresponde as toxinas
livres, pois se essas tiverem conjugadas a algum tipo de proteina detoxificante, as mesmas

néo sdo identificadas pelos anticorpos.

3.10. Analise estatistica dos dados de peso e comprimento das tilapias:

As analises foram feitas através do programa de software STATISTICA 7.0
(Statsoft, Inc).

Com intuito de se verificar a normalidade e a homogenia de variancias dos dados,
foram aplicados os testes de Kolmogorov-Smirnov e Levine, respectivamente.
Posteriormente, foi aplicada uma anéalise de variancia (ANOVA) para cada um dos trés
“modelos” testados. Em todos os trés modelos a variavel independente foi “dia ou
concentracdo”, ja as variaveis dependentes foram distintas entre os modelos sendo estas
peso, comprimento e relacdo peso/comprimento. O teste post hoc de Turkey foi aplicado
para verificar a diferenga significativa entre os dias. O mesmo foi feito para variavel
“concentracdo de toxina”. Para todos os testes foram utilizados niveis de significancia de
5%. Tambeém foi feito o Teste T para verificar as diferengas entre as médias nos respectivos

dias entre 0s animais expostos e ndo expostos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO:

4.1. Quantidade de alimento oferecida aos animais:

A metodologia proposta por Soares et al.(2004) para estabelecer a quantidade de
alimento oferecida a cada animal ao longo do experimento foi a mesma utilizada nessa
pesquisa. No entanto, em testes realizados antes do inicio efetivo dos experimentos, pode-
se observar que os animais ndo ingeriam todo o alimento oferecido (1g), sendo assim cada
animal passou a receber metade dessa quantidade (0,5 gramas) de alimento por dia.

No experimento 2, os animais tinham aproximadamente o dobro do tamanho dos
animais dos outros experimentos, e por isso achamos que estes poderiam ingerir maiores
guantidades de alimento, porém isso ndo foi constatado, pois ao oferecermos 1 grama de
alimento aos animais, estes ndo ingeriram todo o alimento, entdo optamos em oferecer a
mesma quantidade dos experimentos anteriores (0,5 g). Esse fato ndo pode ser muito bem
explicado, no entanto alguns fatores como, por exemplo, o0 estresse causado pelo ambiente
pode ter influenciado essa rejeicdo. Outro aspecto, porém pouco provavel, seria a presenca
de agar nos alimentos, porém nos outros pré-experimentos nao notou-se rejeicao, por parte

dos animais, quanto a ingestao desse veiculo.

4.2. Estabelecimento do protocolo de extragéo:

Em testes realizados antes do inicio dos experimentos foi verificado a maneira mais

eficiente no que diz respeito a extracdo da toxina nos diferentes tecidos. Saker et al. (1999)

liofilizaram os tecidos de suas amostras e extrairam a toxina (cilindrospermopsina) com
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agua destilada, como solvente, e sonicacdo. Tais amostras foram analisadas por CLAE
segundo a metodologia de Eaglesham et al. (1999).

Esse mesmo método de extracdo e andlise foi testado, no entanto os resultados
ficaram abaixo do limite de deteccdo do aparelho. A partir desses resultados resolvemos
testar a extragdo com metanol 100% e ultrasonicagdo utilizada por Saker et al. (2004).
Esses autores também liofilizaram o material antes de extrai-lo. Ao testar essa metodologia
também ndo detectamos a presenca da toxina.

Como os resultados foram sempre abaixo do limite de deteccéao, resolvemos utilizar
uma metodologia de analise com menor limite de detecgdo (analise por ELISA com limite
de deteccdo de 0,1ug de CYN) e para tanto, a metodologia de extracdo de Saker et al.
(1999) escolhida, tambem foi modificada, como referido anteriormente (metodologia

descrita no item 3.9.1), obtendo-se resultados positivos.

4.3 - Semelhancas entre os experimentos apresentados e 0 meio ambiente.

O primeiro experimento (1A e 1B) representa uma situa¢éo onde as til&pias estariam
expostas a uma floracdo em fase senescente, onde as células estariam rompidas e a toxina
estaria mais disponivel para a absorcdo do animal, no entanto, o extrato toxico ao qual os
animais foram expostos ndo contém tdo somente cilindrospermopsina, mas sim outras
moléculas e substancias que podem agir sinergisticamente e potencializar o préprio efeito
da toxina, ja que ha trabalhos na literatura evidenciando que o extrato celular contendo
cilindrospermopsina é mais toxico do que a toxina purificada (Humpage & Falconer, 2003).

O segundo experimento denota um ambiente cuja floragdo tdxica estaria, também,

em fase senescente, no entanto, a fase de depuracdo desse experimento demonstra uma
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situacdo em que a floragéo de Cylindrospermopsis raciborskii deixa de ocorrer e, portanto o
animal teria possibilidade de ndo ingerir a toxina e possivelmente depurar o que havia
ingerido.

O terceiro experimento representa uma situacdo em que 0s animais estdo expostos a
uma floracdo toxica dominante de Cylindrospermopsis raciborskii e, portanto, ingerindo
suas células como uma das fontes de alimento.

Além disso, visou-se verificar uma possivel influéncia da toxina no crescimento

(peso e comprimento) dos animais expostos em ambas as situacoes.

4.4, - Experimento 1A

4.4.1 - Analise dos dados de peso e comprimento

Todos os animais foram medidos e pesados no inicio do experimento e nos seus

respectivos dias de coleta. As figuras 6 (A e B) e 7 (A e B) apresentam as variacOes de

crescimento das tilapias ao longo do tempo de exposi¢éo.
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Figura 6: A) Variagdo do comprimento nos animais controle e B) nos animais experimentais no experimento
1A, durante 15 dias de exposicdo a extrato toxico (0,15 pg CYN por peixe). O asterisco indica que houve
diferenca significativa entre os respectivos dados (ANOVA - p < 0,05).
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Figura 7: A) Variacdo do peso nos animais controle e B) nos animais experimentais no experimento 1A,
durante 15 dias de exposicdo a extrato toxico (0,15 pg CYN por peixe). O asterisco indica que houve
diferenca significativa entre os respectivos dados (ANOVA - p < 0,05).
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Testes estatisticos (anélise de variancia — ANOVA) dos valores de peso e
comprimento indicaram que houve uma diferenca significativa (p < 0,05) somente nos
animais ndo-expostos (controle).

Para verificar entre quais dias houve essa diferenca, foi realizado um teste de Tukey
ao nivel de significAncia de 5%, entdo, observou-se que houve diferenca significativa
apenas entre os valores iniciais e finais de peso e comprimento dos animais controle,
indicando que houve uma provavel influéncia da cilindrospermopsina no crescimento dos
animais expostos a toxina, ja que nao houve diferenca significativa entre os valores de peso
e comprimento desses animais ao longo do tempo de exposi¢do a mesma.

Através do teste T, foi verificado que somente no Gltimo dia de exposicdo (15° dia)
houve diferenca significativa (p < 0,05) nos valores de peso e comprimento comparando-se

as médias dos animais expostos com 0s animais Ndo expostos.

4.4.2 — Relagdo peso:comprimento.

Para complementar os resultados obtidos com os dados morfométricos, foi feita uma

relacdo peso:comprimento entre 0s animais no inicio do experimento e em seus respectivos

dias de coleta. Os gréficos estdo apresentados na figura 8 (A e B).
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Figura 8: A)Variacdo da relagdo peso:comprimento nos animais controle e B) nos animais experimentais no
experimento 1A, durante 15 dias de exposicéo a extrato toxico (0,15 pg CYN por peixe). O asterisco indica
que houve diferencga significativa entre os respectivos dados (ANOVA - p < 0,05).
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Testes estatisticos (analise de variancia — ANOVA) dos valores da relacdo
peso:comprimento indicaram que houve uma diferenca significativa (p < 0,05) somente
nos peixes nao-expostos a toxina (controles). Para verificar entre quais dias amostrais dos
animais ndo-expostos houve essa diferenca, foi realizada um teste de Tukey ao nivel de
significancia de 5%. O resultado indicou que a diferenca ocorreu entre o dia inicial e o dia

final de coleta.

4.5 - Experimento 1B

4.5.1 - Analise dos dados de peso e comprimento

Todos os animais foram medidos e pesados no inicio do experimento e nos seus

respectivos dias de coleta. As figuras 9 (A e B) e 10 (A e B) apresentam as variacoes de

crescimento das tilapias ao longo do tempo de exposi¢éo.
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Figura 9: A)Variacdo do comprimento nos animais controle e B) nos animais experimentais no experimento
1B, durante 30 dias de exposicdo a extrato tdxico (0,17 pg CYN por peixe). O asterisco indica que houve
diferenca significativa entre os respectivos dados (ANOVA - p < 0,05).
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Figura 10: A) Variacdo do peso nos animais controle e B) nos animais experimentais no experimento 1B,
durante 30 dias de exposicdo a extrato toxico (0,17 pg CYN por peixe). O asterisco indica que houve
diferenga significativa entre os respectivos dados (ANOVA - p < 0,05).

42



Resultados e Discussao

Testes estatisticos (anélise de variancia — ANOVA) dos valores de peso e
comprimento indicaram que ndo houve uma diferenca significativa entre os peixes nao-
expostos (controles). No entanto, analise de variancia do comprimento e peso dos animais
expostos mostrou uma diferenca significativa (p < 0,05).

Para verificar entre quais os dias essa diferenca foi significativa, realizou-se o teste
de Tukey, ao nivel de significancia de 5% e observou-se que houve diferenca significativa
entre os valores iniciais e 0 segundo dia de coleta (19° dia) tanto em rela¢éo ao peso quanto
ao comprimento dos animais expostos. 1sso indica uma possivel recuperacdo do animal
com relacdo ao seu crescimento que havia sido suprimido nos primeiros quinze dias
(experimento 1A). Essa hipdtese pode ser viavel, pois a quantidade de toxina oferecida a
cada animal foi praticamente a mesma (0,31 pg CYN.g™ de alimento no experimento 1A e
0,35 pg CYN.g ™ de alimento no experimento 1B).

O teste T mostrou que houve diferenca significativa comparando-se as médias dos
animais expostos e ndo expostos no dia zero, somente no pardmetro comprimento (p <
0,05), j& no 19° dia essa diferenga foi significativa tanto para peso quanto para
comprimento. No 23° dia, a diferenca foi significativa somente para comprimento e no 27°
dia somente para peso. E por fim, ndo houve diferenca significativa no ultimo dia de

exposicao.

4.5.2. - Relagdo peso:comprimento

Para complementar os resultados obtidos com os dados morfométricos, foi feita uma
relacdo peso:comprimento entre 0s animais no inicio do experimento e em seus respectivos

dias de coleta. Os gréficos estdo apresentados na figura 11 (A e B).
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Figura 11: A)Variagdo da relagcdo peso:comprimento nos animais controle e B) nos animais experimentais no
experimento 1B, durante 30 dias de exposi¢do a extrato tdxico (0,17 pg CYN por peixe). O asterisco indica
que houve diferencga significativa entre os respectivos dados (ANOVA - p < 0,05).
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Testes estatisticos (analise de variancia — ANOVA) dos valores da relacdo
peso:comprimento indicaram que ndo houve uma diferenca significativa nos peixes
expostos e ndo-expostos a CYN (controles). Esse resultado ndo corrobora os resultados
obtidos nos dados morfométricos desse experimento que indicou haver diferencas
significativas nos padrGes de crescimento dos animais experimentais durante os 19
primeiros dias de exposicdo, indicando que esses ndo tiveram seu crescimento influenciado

pela toxina durante esse periodo.

4.6. Experimento 2.

4.6.1 - Analise dos dados de peso e comprimento

As figuras 12 (A e B) e 13 (A e B) mostram os graficos de crescimento dos animais

ndo-expostos e dos animais expostos a toxina.
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Figura 12: A) Variacdo do comprimento nos animais controle e B) nos animais experimentais no experimento
2, durante 12 dias de exposicao (fase de acimulo) a extrato téxico (0,4 pug CYN por peixe). O asterisco indica
que houve diferencga significativa entre os respectivos dados (ANOVA - p < 0,05).
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Figura 13: A) Variacdo do peso nos animais controle e B) nos animais experimentais no experimento 2,
durante 12 dias de exposicdo (fase de acimulo) & extrato toxico (0,4 pg CYN por peixe). O asterisco indica
que houve diferencga significativa entre os respectivos dados (ANOVA - p < 0,05).

47



Resultados e Discussao

Testes estatisticos (anélise de variancia — ANOVA) dos valores de peso e
comprimento indicaram que houve uma diferenca significativa somente nos peixes nao-
expostos (p < 0,05).

Para verificar entre quais os dias essa diferenca foi significativa, realizou-se o teste
de Tukey, ao nivel de significancia de 5% e observou-se que houve diferenca significativa
entre os valores iniciais (tempo zero) e o ultimo dia de coleta (22° dia) tanto em relacdo ao
peso quanto ao comprimento. Isso indica que 0s animais expostos a toxina por 12 dias,
mesmo apos o cessar da oferta de alimento contaminado, ndo tiveram recuperagao no que
diz respeito aos parametros de peso e comprimento nos 10 dias subsequentes.

Tal resposta pode ter ocorrido pelo fato da toxina ainda estar, de alguma maneira,
influenciando no metabolismo do animal. No experimento 1B, p6de-se observar uma
possivel recuperacdo do animal mesmo este ingerindo alimento téxico por 30 dias. J& no
experimento 2, mesmo apo6s o cessar do alimento toxico, ndo notamos a recuperacao do
crescimento desses animais. Esse fato ndo pode ser muito bem explicado, no entanto, vale
observar que os desvios-padrdo sdo altos por se tratar de organismos vivos, e a isso, pode
estar associado um erro de interpretagdo dos resultados. Além disso, o nimero amostral
pode ndo ter sido suficiente para a analise deste tipo de efeito.

Os valores encontrados no teste T, comparando-se as médias entre 0s animais
expostos e ndo-expostos nos respectivos dias, mostram que no dia zero houve diferenca
significativa somente no parametro de comprimento (p < 0,05). Nos dias subsequentes (3°,
12°, 139, 16 e 19°) houve diferenca significativa tanto no peso quanto no comprimento(p <

0,05). Ja no ultimo dia ndo houve diferenca significativa em nenhum dos parametros.
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4.6.2. - Relacdo peso:comprimento
Os graficos que estdo apresentados na figura 14 (A e B) mostram a relacdo
peso:comprimento entre 0s animais expostos e nao-expostos no inicio do experimento e em

seus respectivos dias de coleta.
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Figura 14: A) Variacdo da relacdo peso:comprimento nos animais controle e B) nos animais experimentais no
experimento 2, durante 12 dias de exposicdo (fase de acimulo) & extrato toxico (0,4 pg CYN por peixe). O
asterisco indica que houve diferenca significativa entre os respectivos dados (ANOVA - p < 0,05).
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N&o foram encontradas diferencas significativas na relacdo peso:comprimento dos
animais expostos ao longo do tempo de exposicao, entretanto, houve diferenca significativa
(p < 0,05) entre os dos animais controle, indicando que houve um aumento na biomassa
desses animais.

Para verificar entre quais os dias essa diferenca foi significativa, realizou-se o teste
de Tukey, ao nivel de significancia de 5% e observou-se que houve diferenca significativa

entre os valores iniciais (tempo zero) e o Gltimo dia de coleta (22° dia).

4.7. Experimento 3.

4.7.1 - Analise dos dados de peso e comprimento

Assim como nos experimentos anteriores, todos os animais foram medidos e

pesados no inicio do experimento e nos seus respectivos dias de coleta. As figuras 15 (A e

B) e 16 (A e B) apresentam as variacGes de crescimento das til&pias expostas e ndo-

expostas ao longo do tempo de exposicao.
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Figura 15: A) Variacdo do comprimento nos animais controle e B) nos animais experimentais no experimento
3, durante 15 dias de exposic¢ao a células integras de Cylindrospermopsis raciborskii (2,7 ug CYN por peixe).
O asterisco indica que houve diferenca significativa entre os respectivos dados (ANOVA - p < 0,05).
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Figura 16: A) Variacdo do peso nos animais controle e B) nos animais experimentais no experimento 3,
durante 15 dias de exposi¢do a células integras de Cylindrospermopsis raciborskii (2,7 ug CYN por peixe).

Né&o houve diferenca significativa entre dias amostrados (ANOVA).
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A andlise de variancia entre os dados obtidos nos animais controle demonstraram
que houve uma diferenca significativa (p < 0,05) nos valores referente aos dados de
comprimento. A partir do teste de Tukey verificou-se que essa diferenca se dava entre 0s
valores do 9° e 12° dias. Os valores de peso e comprimento dos animais expostos nao
apresentaram diferenca significativa, bem como os valores de peso dos animais controle.

Apesar da diferenca encontrada entre 0 3° e 0 9° dias os resultados nos permitem
deduzir que os animais expostos a células de C. raciborskii ndo tiveram seu peso e tamanho

alterado ao longo do tempo de exposicao desse experimento.

4.7.2. - Relagdo peso:comprimento

Os gréficos estdo apresentados na figura 17 (A e B) mostram a relagdo

peso:comprimento entre 0s animais expostos e ndo-expostos no inicio do experimento e em

seus respectivos dias de coleta.
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Figura 17: A) Variacdo do comprimento nos animais controle e B) nos animais experimentais no experimento
3, durante 15 dias de exposic¢ao a células integras de Cylindrospermopsis raciborskii (2,7 ug CYN por peixe).
O asterisco indica que houve diferenca significativa entre os respectivos dados (ANOVA - p < 0,05).
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A anélise de variancia dos dados relativos a relacdo peso:comprimento nos animais
expostos ndo apresentaram diferenca significativa. Porém, houve diferenca significativa
entre esses dados nos animais controle (p < 0,05). A partir do teste de Tukey constatou-se
que essa diferenca ocorre entre os 3° e 9° dias. Apesar desse resultado, os dados nos
permitem deduzir que oS animais expostos ndo tiveram sua relagdo peso:comprimento
alterada em relacéo ao controle ao longo do experimento.

O resultado do teste T mostrou que somente no 6° dia de experimento houve
diferenca significativa (p < 0,05) e ocorreu no parametro de peso.

A influéncia dos extratos tdxicos de cianobactérias no crescimento de tilapias
(Tilapia rendalli), ja foi observada anteriormente por Soares (1999), que ofereceu 29,2 ug
de microcistina por grama de alimento por 42 dias aos peixes. O autor observou uma
reducdo no peso ao longo do tempo de exposicdo (42 dias), no entanto, ndo foram
observadas diferengas significativas entre as variagoes de comprimento. Nesse experimento
de exposicdo a microcistina, a concentragdo utilizada foi 94 vezes maior do que a oferecida
no presente estudo (0,31 pg de CYN por grama de alimento). Além disso, o tempo de
exposicao também foi quase 3 vezes maior.

Em experimentos realizados por Zhao et al. (2006) foi oferecida a tilapias
(Oreochromis niloticus), uma concentraco de 6000 g de microcistinas. Kg™ de peixe por
12 semanas, e verificou-se que ndo houve diferenca significativa no crescimento do animal
exposto em relagdo ao controle. Esta concentracio foi 10 vezes maior (600 pg CYN. Kg™*
de peixe — experimento 1A) do que a concentracdo de cilindrospermopsina oferecida no
presente experimento.

A toxina administrada aos animais dos experimentos explicados anteriormente era

diferente (microcistinas e cilindrospermopsina). No entanto é valido ressaltar que as
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microcistinas sd0, para mamiferos, muito mais téxicas (DL50 (i.p) 50 pg. Kg ™) do que a
cilindrospermopsina (DL50 (i.p) 2100 ug. Kg ™), e, provavelmente também mais toxicas
para organismos aquaticos, e mesmo assim ndo foram observados resultados evidentes em
relagdo a influéncia da microscistina no crescimento das tilapias.

White et al. (2006) utilizaram como modelo animal girinos de Bufo marinus e 0s
expuseram & extrato celular de C. raciborskii produtora de cilindrospermopsina com
concentracdes que variavam de 0-400 pg.L™ , durante 15 dias. Os resultados demonstraram
que ndo houve diferenca significativa entre os animais expostos em relagdo ao controle no
que diz respeito ao crescimento e desenvolvimento desses animais. No entanto, nesse
mesmo estudo, 0s autores expuseram esses animais a células vivas de C. raciborskii com
concentracdes de toxina que variaram de 36 — 232 pg.L™. Os resultados mostraram que 0s
animais expostos as células vivas tiveram seu crescimento relativo diminuido em relacéo
aos animais controle. No presente estudo, os resultados foram diferentes do citado
anteriormente, ou seja, ao administrarmos células integras de C. raciborskii ndo notamos
diferencas significativas entre os valores de peso e crescimento dos animais expostos.

Em estudos feitos com mamiferos (camundongos), Sukenik et al. (2006) ofereceram
aos animais extrato celular de Aphanizomenon ovalisporum com uma concentracdo de
cilindrospermopsina que variou de 10 - 55 pg.Kg™ ao longo de 42 semanas. Os autores ndo
encontraram diferencas significativas entre os pesos dos animais expostos e dos animais
controle, indicando ndo haver influéncia da toxina no peso do animal, no entanto,
encontraram diferengas significativas no aumento do peso dos rins em relacdo ao peso
corpoOreo nos animais expostos. Tal fato pode subestimar a interrup¢do no ganho de peso
corporeo total em relacdo & um 6rgédo especifico, nesse caso, 0s rins. O mesmo pode estar

ocorrendo no presente estudo, pois o fato de ndo haver diferencas significativas
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(experimentos 1B e 3) entre os valores de peso e comprimento ndo significa que o animal
néo esteja sendo afetado da mesma maneira que esses camundongos.

Raisner et al. (2004) ofereceram, via oral, uma concentracdo de 66 pg CYN
purificada. Kg™.dia™ por 3 semanas & camundongos e ndo observaram nenhum efeito no
peso desses animais. Humpage e Falconer (2003) expuseram, oralmente, camundongos a
diversas concentragcbes de CYN, proveniente de extrato celular, durante 10 semanas e
verificaram que somente as concentracdes acima de 432 pg CYN. Kg™ de peso corpéreo
eram capazes de reduzir significativamente (7%) o peso do animal.

Em estudos feitos com fémeas prenhas e fetos de camundongos, Rogers et al.
(2007) expuseram (injecdo intraperitoneal) fémeas prenhas a CYN purificada em uma dose
que variou de 8 — 32 ug. Kg* e ndo notaram diferencas significativas em relagdo ao ganho
de peso entre os fetos controle e os fetos expostos. No mesmo estudo, com a exposic¢ao de
fémeas gravidas a uma dose de 50 pg CYN.Kg™ foi observado uma reducéo no tamanho e
peso dos neonatos expostos a toxina em relagdo aos animais controle.

A comparagdo entre mamiferos e peixes é, de certa forma, erronea. Entretanto, é
valido ressaltar a influéncia da fonte da toxina administrada no animal, isto é, se a e mesma
é purificada, se € um extrato celular ou proveniente de células vivas (integras), ja que, isso
de alguma forma pode interferir tanto na absorcdo da molécula quanto no efeito desta sobre
0 organismo.

Alguns autores questionam a forma como essas toxinas sdo administradas nos
ensaios toxicoldgicos. As vias de ingestdo sdo de extrema importancia, visto que a
proximidade da realidade deve ser um fator a se levar em consideragdo. Por exemplo,
Bradberry et al., (2003) observam que proteinas injetadas intraperitonealmente séo 10 mil

vezes mais toxicas do que se administradas oralmente. Devido, provavelmente, ao fato de
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que oralmente estas moléculas sofrem acdes de &cidos e enzimas que fazem parte do trato
gastro-intestinal. O mesmo pode estar ocorrendo nas tilapias, onde a via de ingestdo da
toxina foi através da via oral.

Além disso, alguns compostos presentes na parede celular das cianobactérias
(lipopolissacarideos — LPS) sdo, em muitas vezes, responsaveis pela toxicidade destes
micoorganismos (Best et al.,2002). Entretanto, estudos realizados por Lindsay et al.,(2006)
mostraram que microcrustaceos (Artemia salina) que foram expostos previamente a LPS de
cianobactérias, ndo tiveram a atividade da GST diminuida apds exposicdo a CYN,
indicando que estes LPSs, funcionaram, de alguma forma, como protecdo para esses
organismos, diminuindo a toxicidade da cilindrospermopsina.

Analisando os resultados obtidos nos experimentos realizados, nota-se que
diferentes resultados sdo apresentados. No experimento 1A, observamos que 0S animais
expostos parecem ter seu crescimento anulado pela exposi¢do a toxina, ja que ha um
aumento no peso e comprimento dos animais controle, o que ndo acontece nos animais
expostos. J& no experimento 1B, os animais controle ndo tém seu crescimento aumentado
ao logo dos dias de exposi¢do, ao passo que 0 animais experimentais, nos 19 primeiros dias
tem seu crescimento aumentado. Ja& no experimento 2, os animais controle crescem em
relacdo aos animais expostos a toxina. E por fim, no experimento 3, nem 0s animais
controle nem o0s animais expostos tém seu crescimento alterados ao longo dos 15 dias de
experimento.

Levando-se em consideracdo que uma tilapia (Oreochromis niloticus) leva, em
média, oito meses para chegar no seu peso e comprimento maximos (Centro de Pesquisas
Ictiologicas de Pentecostes-CE. Bassanezi & Ferreira, 1988), 0 tempo em que 0s animais

foram expostos no presente experimento (no méaximo de 30 dias) pode ser considerado
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demasiadamente curto, e, portanto, o resultado observado ndo nos permite afirmar que a
toxina tem ou ndo influéncia no crescimento das tilapias dessa espécie, além disso, 0
numero de amostras pode ter sido insuficiente para tal conclusdo. Logo, experimentos com
maior tempo de exposic¢ao sdo necessarios para elucidar se a cilindrospermopsina influencia

no crescimento de tilapias dessa espécie.

4.8 — Dados da variacdo das concentracdes de cilindrospermopsina em tecidos de

tilapias (Oreochormis niloticus) em diferentes condi¢des experimentais.
4.8.1 — Experimento 1A

Nesse experimento os peixes receberam uma concentracdo de 0,31 pg CYN.g™ de
alimento toxico e como cada peixe ingeriu apenas 0,5 gramas de alimento, cada peixe

recebeu a concentragdo de 0,15 pg CYN.dia™. A figura 18 (A e B) apresenta a variacio da

concentracdo da toxina no musculo e nas visceras ao longo dos quinze dias de exposicao.
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Figura 18: Experimento 1A. A) Variacdo da concentragdo de CYN no tecido muscular e B) nas visceras dos
animais expostos, durante 15 dias de exposicao a extrato celular toxico (0,15 pg CYN por peixe). As letras
“a” e “b” indicam a diferenca estatistica significativa entre os respectivos dados (ANOVA - p < 0,05).
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Observando a figura 18 (A), nota-se que no terceiro dia de experimento ocorreu 0
acimulo maximo de toxina no tecido muscular dos animais (0,257 ng CYN.g™?), esse valor
representa um percentual de 0,14 % em relacdo ao total de toxina oferecida por grama de
peixe durante os trés primeiros dias (0,18 pg CYN.g™ de peixe), isto &, se cada animal
ingeria 0,15 pg CYN.galimento.dia® e os peixes tinham uma média de 2,5 gramas,
significa que a dose foi de 0,06 g CYN.g™ de peixe.dia™.

No sexto dia de experimento a concentracdo de toxina caiu para 0,07 ng CYN.g™, o
que representa um percentual baixo (0,018%) em relacéo ao total oferecido durantes os seis
dias (3,6 pg CYN.g™). Esta concentragdo da toxina encontrada no musculo continuou baixa
até o final do experimento com percentuais de 0,002 % (0,009 ng CYN.g™), 0,007% (0,053
ng CYN.g™) e 0,005% (0,043 ng CYN.g™), nos nono, décimo segundo e décimo quinto
dias de experimento, respectivamente.

Na figura 18 (B), observa-se a variacdo da toxina nas visceras das tilapias. Nota-se
que, assim como no musculo, as maiores concentracdes de toxina foram encontradas no
terceiro dia de experimento (4,64 ng CYN.g™) correspondendo a 2,58% do total de toxina
oferecido ao animal durante os trés dias (0,18 ug CYN.g™). A partir de entdo, igualmente &
cinética da toxina no musculo, as concentracdes de cilindrospermopsina decairam,
atingindo valores de 1,34 ng CYN.g™ (0,37%) no sexto dia, 1,47 ng CYN.g™ (0,27%) no
nono dia, 2,11 ng CYN.g™ (0,29%) no décimo segundo dia e 1,42 ng CYN.g™ (0,16%) no

décimo quinto dia.
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4.8.2 — Experimento 1B

Neste experimento, 0s animais expostos a toxina foram alimentados com racdo
téxica contendo 0,35 pg CYN.g™ de alimento, e da mesma forma que o experimento
anterior, os peixes comeram 0,5 gramas de alimento, ou seja, cada animal ingeriu 0,175 ug
CYN.dia™. A média de peso dos animais era de 3,4 gramas, portanto, a dose foi de 0,05 pg
CYN.g™" de peixe.dia™. A diferenca em relagdo ao experimento anterior foi que os animais
somente foram coletados a partir do 19° dia, totalizando 30 dias de experimento. A figura
19 (A e B) apresenta as concentracBes de CYN, nos musculos e visceras, ao longo do

tempo de exposicao.
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Figura 19: Experimento 1B. A) Variacao da concentragdo de CYN no tecido muscular e B) nas visceras dos
animais expostos, durante 30 dias de exposicao a extrato celular toxico (0,17 ug CYN por peixe). As letras
“a” e “b” indicam a diferenca estatistica significativa entre os respectivos dados (ANOVA - p < 0,05).
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Analisando os dados obtidos nesse experimento, com relacdo ao acumulo de
cilindrospermopsina nos tecidos do animal, nota-se que o maior acumulo no tecido
muscular ocorreu no décimo nono dia (0,15 ng CYN.g), o que corresponde & 0,02% do
total de toxina oferecido nos dezenove dias (0,95 pg CYN.g™). Este percentual decaiu ao
longo dos dias restantes, atingindo 0,002% no 23° dia (0,018 ng CYN.g™), periodo no qual
foi oferecido um total de 1,15 pg CYN.g™ . No 27° dia, ndo foi detectada a presenca de
cilindrospermopsina no tecido muscular dos peixes, isso pode ter ocorrido pelo fato de
realmente ndo haver niveis detectaveis de toxina ou ainda pelo fato de que a massa
(quantidade de musculo) ndo foi suficiente para a identificacdo da toxina pelo método
utilizado. Até o Gltimo dia de coleta (30° dia) foi oferecido um total de 1,5 ug CYN.g™,
entretanto somente 0,003% (0,04 ng CYN.g™") foi detectado neste tecido ao final deste
experimento.

Analisando as concentragfes de toxina nas visceras, observa-se que no 19° dia,
assim como no tecido muscular, foi observada a maior concentracdo de toxina (7,83 ng
CYN.g™), que corresponde a 0,8% do total de CYN oferecido (0,95 ug CYN.g™) ao longo
dos 19 dias. Da mesma forma que ocorreu no musculo, a concentragdo de toxina nas
visceras decaiu e no 23° dia de coleta foi encontrada a concentragdo de 0,2 ng CYN.g™, o
que corresponde a 0,02% do total oferecido (1,15 pg CYN.g™). Tal concentragdo voltou a
aumentar no 27° dia (1,78 ng CYN.g™), no entanto o percentual continuou baixo (0,1%) em
relacdo ao total oferecido até este dia (1,35 pg CYN.g™). E no dltimo dia de coleta (30° dia)
essa concentragdo se manteve baixa (2,13 ng CYN.g™) alcancando o valor de 0,14%.

A figura 20 (A e B) representa a jun¢do dos dados do experimento 1A e 1B, ja que

as concentragdes utilizadas foram muito semelhantes (0,06 pg CYN.g™de peixe. dia™ -
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Experimento 1A e 0,05 pg CYN.g™. dia™— Experimento 1B). Isso nos permite visualizar a

cinética da toxina ao longo de 30 dias exposicao.
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Figura 20: Experimento 1A + 1B. A) Variagdo da concentracdo de CYN no tecido muscular e B) nas visceras
dos animais expostos a extrato celular toxico. As letras “a” e “b” indicam a diferenga estatistica significativa
entre os respectivos dados (ANOVA - p < 0,05).
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Na figura acima, pode-se observar um padrdo oscilatorio da toxina ao longo dos
dias de coleta, esse fato ndo pode ser muito bem explicado, mas pode estar associado ao
processo de detoxificacdo que pode ter sido ativado pela toxina. Testes estatisticos
(ANOVA) mostraram que 0 3° e 0 19° dias foram diferentes estatisticamente (p < 0,05) dos
outros dias de coleta, tanto para o tecido muscular quanto para as viscreas. Para verificar se
esse padrdo se mantém ao longo do tempo faz-se necessarios experimentos com maiores

tempos de duracao.

4.8.3 — Experimento 2

Este experimento teve como principal objetivo verificar o processo de acumulo e
depuracdo de cilindrospermopsina num total de 22 dias. Os animais foram expostos,
durante 12 dias, a uma concentracdo de 0,8 pg CYN. g* de alimento por dia, como cada
peixe comeu 0,5 grama de alimento, os mesmo ingeriram 0,4 pg CYN por dia. A média de
peso dos animais era de 26,5 gramas, fazendo a correlagdo com a quantidade de toxina a
que foram expostos, pode-se dizer que os animais foram expostos & 0,02 pg CYN. g™ de
peixe. dia™. A figuras 21 (A e B) mostra a variagdo da concentrag&o de toxina no musculo e

nas visceras ao longo do tempo de acimulo e depuragéo da toxina.
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Figura 21: Experimento 2. A) Variacdo da concentracdo de CYN no tecido muscular e B) nas visceras dos
animais expostos durante 12 dias a extrato celular téxico (0,4 ug CYN por peixe). As barras verdes
correspondem as concentracdes de toxina detectadas na fase de depuracdo. As letras “a” e “b” indicam a
diferenca estatistica significativa entre os respectivos dados (ANOVA - p < 0,05).
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Assim com nos outros experimentos, a concentragao de cilindrospermopsina, variou
ao longo do tempo de exposicdo. Nesse experimento, apesar dos animais terem sido de
maior tamanho, a concentracdo de toxina oferecida por grama de peixe foi menor que a dos
experimentos anteriores.

No tecido muscular dos animais expostos foi encontrada, no 3° dia de exposicao, a
concentracéo de 0,017 ng CYN. g™ o que corresponde a 0,03% do total de toxina oferecida
(0,06 ug CYN. g™). Ocorre, entdo, um decréscimo na concentracdo no 12° dia (0,005 ng
CYN. g alcancando o valor de 0,002% do total de toxinas oferecido. Estes valores se
mantiveram, mesmo na fase de depuracdo. No 13° dia o valor encontrado no musculo foi de
0,006 ng CYN. g™ (0,002% do total oferecido até o 12° dia), no 16° dia um valor de 0,007
ng CYN. g* (0,003% do total oferecido até o 12° dia), e a partir do 19° dia (0,02 ng CYN.
gt - 0,007% do total oferecido até o 12° dia), esses valores tiveram um aumento, e no
Gltimo dia de depuracéo o valores foram de 0,018 ng CYN. g* (0,01% do total oferecido
até o 12° dia). Os percentuais de acimulo encontrados foram muito baixos em relacdo a
guantidade de toxina oferecida, no entanto, é importante ressaltar que os valores de toxina
encontrados no dltimo dia de depuragdo sdo semelhantes aos valores encontrados no 3° dia
de acimulo.

Nas visceras, as quantidades de toxina encontradas foram de uma ordem de
grandeza maiores que as encontradas nos masculos, chegando a ultrapassar esse valor em
alguns momentos. No terceiro dia da fase de acimulo encontrou-se o valor de 0,93 ng
CYN. g™ (1,6 % do total) este valor decaiu, assim como no musculo, para 0,28 ng CYN. g*
no 12° dia (0,12 % do total). J& na fase de depuracgdo, no 13° dia a concentracdo de toxina

alcancou o menor valor, 0,09 ng CYN. g™*. Entretanto, esse valor voltou a subir para 0,21
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ng CYN. g™ no 16° dia e se manteve quase homogéneo até o final do experimento, no 19°
dia com valores de 0,23 ng CYN. g™ e no 22° dia com valores de 0,27 ng CYN. g™.

A andlise dos dados estatisticos (ANOVA) mostrou que ndo houve diferenca
significativa entre os valores de toxina encontrados no tecido muscular nos dias
amostrados. Ao passo que, nas visceras, o 3° dia foi significativamente diferente (p < 0,05)
dos outros dias de coleta.

Foram realizadas analises de fezes e da dgua dos aquéarios nos dias correspondentes
a fase de depuracdo para verificar se a toxina estava sendo eliminada pelas fezes e/ou urina
dos animais. Entretanto, através do método de deteccdo utilizado (imunoensaio enzimatico
do tipo ELISA) ndo foi possivel analisar a quantidade de toxina nessas fragdes, pois o valor
de falso-positivo nos aquarios controle foi muito alto chegando, na maioria das vezes, a
ultrapassar os valores encontrados nos aquarios experimentais e, portanto invalidando o
nosso método de deteccdo para essas fracbes. Esse fato ndo pode ser muito bem explicado,
mas uma hipétese é que a toxina que talvez estivesse presente nos excretas estaria na forma

de conjugados que néo sao reconhecidos pelos anticorpos.

4.8.4 — Experimento 3

Como dito anteriormente, nesse experimento, foram usadas células integras de C.
raciborskii produtora de cilindrospermopsina. Foi oferecida a quantidade de 5,4 ug CYN.
g™ de alimento.dia™ e cada animal ingeria apenas 0,5 gramas de alimento, portanto 2,7 g
CYN.dia™. A média de peso dos peixes foi de 5,3 gramas, sendo assim, a concentracéo

oferecida por grama de peixe foi de 0,5 pg CYN. g™ de peixe.dia™, ou seja, uma ordem de
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grandeza maior que nos experimentos anteriores. A figura 22 (A e B) apresenta as

variacgdes de toxina ao longo dos 15 dias de experimento.
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Figura 22: Experimento 3. A) Variacdo da concentracdo de CYN no tecido muscular e B) nas visceras dos
animais expostos, durante 15 dias de exposi¢do a células integras de C. raciborskii (2,7 pg CYN por peixe).
As letras “a” e “b” indicam a diferenca estatistica significativa entre os respectivos dados (ANOVA - p <
0,05).
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Apesar da quantidade de CYN oferecida as tilapias ter sido 10 vezes maior que no
experimento 1B, por exemplo, o percentual de acimulo no tecido muscular e nas visceras
n&o foi proporcional ao valor oferecido.

No musculo, as concentracdes no 3° dia (0,28 ng CYN. g* correspondente a 0,02%
do total oferecido — 1,5 pg CYN. g* de peixe) e no 6° dia (0,22 ng CYN. g*
correspondendo a 0,008% do total oferecido até esse dia) foram as mais baixas encontradas
durante todo o experimento. No 9° dia, esses valores aumentaram (1,56 ng CYN. g*
correspondente & 0,03%) e chegaram ao maximo encontrado no 12° dia (2,3 ng CYN. g™)
com um percentual de acimulo de 0,04% em relacdo ao total oferecido até aquele dia (6,0
Hg CYN. g' de peixe). A concentracdo de toxina tornou a cair no Gltimo dia de
experimento, chegando ao valor de 0,78 ng CYN. g (corresponde & 0,01% do total
oferecido).

Nas visceras, o comportamento foi semelhante ao mdsculo, ja que no 3° dia de
experimento a concentracdo encontrada foi a mais baixa (8,23 ng CYN. g, no entanto, o
percentual de acumulo foi de 0,55% em relagdo ao total oferecido até o 3° dia de
experimento. A concentracdo de toxina aumentou no 6° dia (22,2 ng CYN. g*) bem como o
percentual de acimulo que chegou ao maximo durante todo o experimento (0,74%). No 9°
dia houve um decréscimo na concentracio (18,6 ng CYN. g™*) bem como no percentual de
acimulo (0,41% em relacdo ao total oferecido — 4,5 pug CYN. g' de peixe). As
concentracBes no 12° dia voltaram a aumentar (21,1 ng CYN. g™* ) no entanto, o percentual
ainda assim diminuiu (0,35%). No ultimo dia, as concentragdes voltaram a aumentar, mas,
0 percentual continuou praticamente o mesmo (0,33%).

A andlise estatistica (ANOVA) dos dados obtidos nos mostrou que a concentragdo

de toxina encontrada no 12° dia, no tecido muscular, foi significativamente diferente (p <
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0,05) somente em relacdo as concentragdes encontradas no 3° dia de coleta. Ja nas visceras,
ndo houve diferencas significativas entres as concentracdes obtidas ao longo do
experimento.

Até 0 momento poucos estudos foram realizados no que diz respeito ao acimulo de
cilindrospermopsina em diferentes organismos. Saker et al., (1999) foram os pioneiros a
investigar esse assunto. Os autores encontraram nas visceras de peixes (Melanotaenia
eachamensis) coletados de um tanque de criag@o de lagostas com constante floracdo de C.
raciborskii, uma concentragdo de 1,2 pg CYN.g™, sendo que o valor maximo de toxina
encontrado na agua foi de 598 pug CYN.L™' (concentracdo de CYN total — fragbes
intracelular e extracelular). Ja nos tecidos de lagostas (Cherax quadricarinatus) coletadas
no mesmo tanque, foi observada uma concentracéo de 4,3 pg CYN.g™ no hepatopancreas e
0,9 pg CYN.g™" no tecido muscular. No mesmo estudo, lagostas daquele tanque foram
expostas durante 14 dias, a diferentes concentragcfes de extrato celular (méximo de 568 ug
CYN.L™) da cepa de C. raciborskii isolada daquele tanque, e foi observado que o actimulo
de toxina tanto no hepatopancreas, quanto no tecido muscular do animal, eram dose-
dependentes sendo que as maiores concentragcbes de toxina no hepatopancreas (1,0 ug
CYN.g™?) foram aproximadamente cinco vezes maior do que as maiores concentracdes de
CYN encontradas no tecido muscular (0,2 pug CYN.g™?). Entretanto, quando as lagostas
foram expostas & culturas vivas de células (2 x 10° células/mL - 128 ug CYN.L™), também
por 14 dias, o acumulo da toxina foi, proporcionalmente, maior tanto no tecido muscular
(0,12 pg CYN.g™) quanto no hepatopancreas (0,54 pg CYN.g™) em relagdo aos animais
expostos ao extrato celular. Esse resultado indica que 0s animais expostos a células vivas

acumularam mais toxina do que os animais expostos ao extrato celular.
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Resultados diferentes ocorreram no presente estudo, ja que as tilapias expostas ao
extrato celular contendo cilindrospermopsina, tiveram um acumulo de toxina,
proporcionalmente, maior do que 0s animais expostos a células integras de C. raciborskii.
Entretanto, as lagostas foram expostas ao extrato celular dissolvido na &gua, diferentemente
das tilapias que tiveram de ingerir a toxina através do alimento, e esse pode ter sido um
fator preponderante na absorcéo da toxina. Outro fator que pode ser considerado importante
é o fato de que as tilapias ingeriam a toxina, tanto extrato celular quanto células integras,
juntamente com a racéo, diferentemente das lagostas que ndo tinham outra fonte alimentar.
Isso também pode ter influenciado, de alguma forma, a absorc¢éo da toxina.

Soares et al., (2004) expuseram tilapias a microcistinas em alimentos contendo
racdo e também sem a ragdo, e verificaram que a maior absorcdo da toxina ocorreu no
tecido muscular dos animais expostos a toxina sem ragdo. Os autores indicam que,
provavelmente, deve ter havido competicdo pela absor¢do entre a toxina e 0s nutrientes
presentes na racdo, sendo que os nutrientes, de alguma forma, foram favorecidos.

Em teoria, 0 extrato celular torna a toxina mais disponivel para a absorcao,
entretanto, no caso dos peixes que ingeriram a toxina oralmente, essa toxina também se
torna mais disponivel a acdo dos &cidos e enzimas presentes no trato gastro-intestinal dos
animais, possibilitando a degradacdo da toxina. No entanto a ragéo presente nesse alimento,
possivelmente, auxiliou na absor¢do da toxina, o que ndo ocorreu nas lagostas expostas ao
extrato celular.

Os baixos percentuais de acumulo observados no presente estudo corroboram
alguns estudos da literatura. Soares et al., (2004) estudaram o acumulo e a depuracdo de
microcistinas em tecidos de Tilapia rendalli expostas a condi¢gdes semelhantes. Os autores

observaram que, tanto no musculo quanto nas visceras, 0s percentuais de acimulo da toxina
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foram extremamente baixos, ndo chegando a ultrapassar o valor de 3% em relacdo ao valor
méximo de toxina oferecido (29,2 pg microcistina .g™ peixe.dia®). O mesmo pode-se
observar com as tilapias do presente estudo (Oreochromis niloticus) expostas a
cilindrospermopsina, onde o percentual de acimulo n&o foi superior a 1,6% nas visceras e
ndo chegando a 1% nos musculos em relagdo ao total oferecido (2,7 pg CYN.g™ peixe.dia
1. Em estudos com Daphnia magna, Nogueira et al. (2004), verificaram que do total de
cilindrospermopsina a que os organismos foram expostas (0,28 pg CYN.L™) somente 0,02
ng CYN.animal™ foram encontrados.

Alguns estudos com microcistinas (Pflugmacher et al., 1998) explicam que esse fato
ocorre devido ao rapido e eficiente processo de detoxificagdo, mediado pelas enzimas da
fase Il desse processo (Glutationa S-transferase — sGST) que parecem ser 0 primeiro passo
no processo de eliminacdo destas toxinas. Além disso, esse mesmo fato pode explicar a
oscilacdo da toxina ao longo dos dias de exposic¢do. Trabalhos com diferentes organismos
demonstram que h& um significativo aumento na expressdo dessas enzimas quando um
organismo é exposto a microcistina (Bulera et al., 2001; Gehringer et al., 2004).

Outros estudos (Runnegar et al. (1994); (1995) indicam que as enzimas do
complexo Citocromo P450 (CYP450 -fase I) também sdo responsaveis pelos processos de
eliminacdo dessas toxinas, entretanto, Wang et al., (2006) verificaram que a exposi¢ao a
microcistina ndo altera a expressdo das enzimas desse complexo, indicando a fase Il (GST)
como a principal via de detoxificacdo de cianotoxinas em tilapias (Oreochromis niloticus).
Esse fato, ainda nédo foi bem elucidado para a cilindrospermopsina, visto que, em estudos
feitos com camundongos (Runnegar et al., 1994; 1995) mostram que esses animais quando
expostos a essa toxina, tém a expressdo de sGST diminuida. Além disso, essa toxina tem

sua toxicidade aumentada quando em contato com as enzimas do complexo CYP450 (fase |
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do processo de detoxificagdo) (Runnegar et al., 1995; Shaw et al., 2000). Portanto, mais
estudos sdo necessarios para elucidar os processos de biotransformagdo da CYN pela
CYP450 e a participacdo das enzimas GST nos possiveis processos de detoxificacdo desses
metabdlitos. Outro fator a ser levado em consideracdo € que por se tratar de ser uma
molécula extremamente hidrossolivel, a cilindrospermopsina pode ser facilmente
eliminada através da urina.

Em outro estudo, Saker et al., (2004) estudaram o acumulo e depuragdo de CYN em
tecidos de mexilhdes por 32 dias (16 dias de acimulo e 16 dias de depuracdo). Os autores
expuseram os animais a células vivas de C. raciborskii produtora de cilindrospermopsina
com concentragdes de toxina que variaram de 14 a 90 pg .L™. Os valores encontrados na
hemolinfa (408 pg CYN.L™) foram muito superiores as concentracdes oferecidas,
indicando a bioacumulagdo dessa toxina. Além disso, no final do periodo de depuracdo
desse experimento, 50% da toxina ainda permanecia nos tecidos do animal. Resultados
semelhantes foram encontrados no presente estudo com as tilapias, visto que os valores
encontrados na fase de depuragdo sdo muito parecidos com os valores encontrados na fase
de acumulo. Esse fato ndo é muito bem entendido, ja que ndo se sabe ao certo quais as
enzimas sdo responsaveis pelo processo de detoxificacdo dessa toxina (item discutido
anteriormente).

A deteccdo destas cianotoxinas pode ser, muitas vezes, subestimada pelo método de
ELISA, ja que toxinas detectaveis por essa metodologia sdo as toxinas livres, isto é, ndo
conjugadas, fato este, que pode estar ocorrendo nesse experimento.

Estudos envolvendo exposicdo a extratos toxicos ou células vivas tém sido feitos
para tentar elucidar de que maneira a forma como a toxina é disponibilizada ao animal pode

influenciar na sua absorcdo. White et al., (2006) avaliaram a bioacumulacdo de CYN
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provenientes de extrato toxico (contendo CYN) e células vivas, em tecidos de caramujos
(Melanoides tuberculata) ao longo de 14 dias de exposicdo. Os autores observaram que a
bioacumulacéo foi bem evidente tanto no extrato toxico quanto na exposicdo a células vivas
e, além disso, os animais que foram expostos ao extrato celular toxico apresentaram
concentracOes de toxinas nos tecidos muito menores que 0s animais que foram expostos a
células vivas.

Em outro estudo (White et al., 2007), os autores avaliaram a exposicao de girinos de
Bufo marinus a extrato celular toxico contendo CYN (tempo de exposicdo de 15 dias) em
concentragdes que variaram de 0 — 400 pg.L™, além de células vivas de cianobactérias
produtoras de CYN em concentracdes que variaram de 0 — 232 pg.L™ (tempo de exposicéo
de 8 dias). Os resultados mostraram que 0s animais expostos ao extrato toxico ndo tiveram
mortalidade ao longo do experimento ao passo que os que foram expostos a células vivas
apresentaram 66% em taxa de mortalidade. Com rela¢do ao acimulo da toxina nos tecidos,
0s autores observaram que 0s animais expostos as células vivas tiveram em 15 vezes a
concentracdo aumentada nos tecidos em relacdo aos animais expostos ao extrato tdxico,
apesar da concentragéo de toxina ter sido quase a metade da oferecida no extrato celular.

Resultados diferentes da pesquisa apresentada acima foram observados no presente
estudo, onde as tilapias que foram expostas a células de C. raciborkii toxicas tiveram um
acmulo menor do que os animais 0s quais foram expostos ao extrato celular.

Em teoria, como discutido anteriormente, o extrato celular torna a toxina mais
disponivel para o animal, entretanto, mais susceptivel para a agdo dos acidos e enzimas
digestivas dos seus consumidores. Além disso, a velocidade de absor¢do da toxina presente
no extrato toxico é maior do que a toxina que esta presente no meio intracelular, ja que a

parede celular das células precisar ser digerida para que a toxina se torne disponivel, isso
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pode explicar o fato de que as maiores concentracdes encontradas na exposi¢do das tilapias
ao extrato celular séo as do primeiro dia de coleta (3° dia de exposi¢cdo) ao passo que na
exposicao a células integras as maiores concentragcdes encontradas estdo a partir do 3° dia
de coleta (9° dia de exposigéo).

De alguma forma, a toxina que foi disponibilizada para as tilapias através do extrato
celular foi absorvida de maneira mais eficiente do que as toxinas que foram
disponibilizadas através de células integras. Além dos fatores citados anteriormente, essa
absorcdo pode ter sido facilitada pelo fato da molécula de CYN ter um baixo peso

molecular e, portanto, ser facilmente carreada por difusdo simples (Chong et al., 2002).

4.9 — Avaliacdo do potencial de risco para o consumo de tilapias (Oreochromis

niloticus) contaminadas com cilindrospermopsina

O consumo de pescado contaminado por cilindrospermopsina torna-se um risco para
a populacdo humana j& que essas toxinas causam danos ao DNA e possuem um potencial
carcinogénico e mutagénico (Humpage et al., 2000; Shen et al.,2002).

Os resultados dos experimentos anteriores demonstram que ha, embora em um
percentual bastante baixo, um acumulo de toxina no musculo desses animais. Como
explanado na introducdo desta dissertacdo, 0 consumo desse pescado vem aumentando no
Brasil, portanto, avaliagOes desse tipo sdo de extrema importancia para se verificar o
possivel papel deste animal como vetor de transferéncia da cilindrospermopsina para outros
niveis da cadeia tréfica, j& que as concentragdes utilizadas nesses experimentos sdo iguais
ou menores que as concentragdes encontradas nos ambientes naturais (Saker & Eaglesham,

1999).
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Através de valores pré-estabelecidos de concentracdes de efeito ndo-observavel —
CENO, Humpage & Falconer (2003) estabeleceram um valor diério de ingestdo toleravel
(IDT) para cilindrospermopsina de 0,03 pg CYN.Kg™.dia™ para uma pessoa de 60 Kg.

As tabelas I, 1V, V e VI mostram os valores de IDT para trés tipos de
consumidores diferentes. O primeiro refere-se a uma pessoa adulta com mais de 60 quilos
(um grupo critico onde os consumidores ingerem 300 gramas de filé de peixe por dia), a
segunda, € uma crianca com 20 quilos e a terceira trata-se de uma ave (2 quilos) que
consuma esse pescado contaminado. Vale ressaltar que o valor de IDT é proveniente de
calculos feitos com mamiferos, para aves nao ha nenhum estudo feito nesse sentido.

Tabela Il1: Valores de IDT referentes ao experimento 1A. A marcagdo em cor refere-se o
potencial risco do consumidor para com o pescado contaminado.

MUSCULO
DIAS | Média conc. CYN (ng/g) ng/300g /3009 TDI (0,03 x 60 Kg) Adultos | TDI {003 x 20Kg) Criancas | TOI {0,03 x 2Kg) Aves
3 0257 LA aor 148 0k
B 0,085 1988 0020 148 0k 005
el 0,009 27 0,003 148 0k 06
12 0,053 1597 il 148 0k 005
18 0,043 1276 om3 148 0k 06
VISCERAS
DIAS Média conc. CYN [ng/g} 1ng/300g j9/300g TD1 {0,03 x 60 Kg) Adultos i TOI {0,03 x 2Kq) Aves
3 454 139124 1,39 18
i 133 400,43 040 13
g 147 440,86 044 18
12 2,12 534,77 053 13
15 142 426,13 043 18

Tabela IV: Valores de IDT referentes ao experimento 1B. A marcagdo em cor refere-se o
potencial risco do consumidor para com o pescado contaminado.

MUSCULO
DIAS | Média conc. CYN ng/g) | ng/300g pg300g | TDI{0,03 x 60 Kg) Adultos | TDI 0,03 x 20Kg) Criangas | TDI {0,03 x 2Kq) Aves
13 0,150 401 0,045 18 g 0,06
3 0,018 525 0,005 18 06 0,06
7 0,000 0,00 0,000 18 g 0,06
Ell 0,041 1244 0,012 18 g 0,06

79



Resultados e Discussao

VISCERAS |
DIAS  |Média conc. CYN (ng/g)| ng/300g | pg/300g | TDI (0,03 x 60 Ky
19 7834 23007 236
23 0,193 954 006
Pl 1771 B35 043
Ell 21% 37 .73 054

Tabela V: Valores de IDT referentes ao experimento 2. A marcacdo em cor refere-se o
potencial risco do consumidor para com o pescado contaminado.

MUSCULO
DIAS Média conc. CYN (ng/g) | ng/300g | pg/300g | TDI (0,03 x 60 Kg) Adultos | TDI (0,03 x 20Kg) Criancas | TDI (0,03 x 2Kg) Aves
3 0,070 5,09 0,0051 18 05 0,06
12 0,0053 1,59 0,0016 18 0B 0,08
13 0,0058 1,76 0,0018 18 0B 0,06
16 0,0066 1,99 0,0020 18 0k 0,06
19 0,070 5,09 0,0051 18 05 0,06
e 0,0185 5155 0,0055 18 0B 0,05
VISCERAS |
DIAS Média conc. CYN {ng/g} | ng/3009 pg300g TDI 0,03 x 60 Kg} Adultos
5 0934 280,33 0,280 18
12 0278 8354 0,084 18
13 0,052 7 E9 0,028 18
16 0,207 52,16 0,082 18
19 0,232 69,72 0,070 18
e 0,268 80,50 0,080 18

Tabela VI: Valores de IDT referentes ao experimento 3. A marcagdo em cor refere-se o
potencial risco do consumidor para com o pescado contaminado.

MUSCULD
DIAS | Média cone. CYN {ng/g}| ng/300g | pg/300g | TDI (0,03 x 60 Kg} Adultes | TDI {0,03 x 20Kg} Criancas| TDI {0,03 x 2Ky
3 0276 82,72 0,083 18
b 0225 b7 b4 0,068 18
g 1547 464,13 0,464 18
12 231 593,30 0,693 18
15 0,783 234 .98 0,235 18
VISCERAS |

DIAS  [Média conc. CYN {ng.-"gﬂ ng300g | pg/300g |TDI{0,03 x 60 Kg) Adultes|TDI (0,03 x 20Kg) Criancas| TDI {0,03 x 2Kq) Aves
3 823 2468 0607 | 2469

F 27 BGED,1473 | 6669
5 1557 5705111 | 5571
12 21,10 532565922 | B30
15 2457 7076 4347 | 7476

Pode-se observar que em nenhum dos trés experimentos, foram encontrados valores
de toxina no tecido muscular acima dos niveis aceitaveis para seres humanos (0,03 pg.Kg
! dia™), o que, teoricamente, ndo oferece risco a populacdo consumidora. Porém, os efeitos

dessa toxina em longo prazo ainda sdo pouco conhecidos e, além disso, ndo se sabe ao certo
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qual a cinética desta molécula (CYN), que possui efeitos carcinogénicos, no que diz
respeito aos processos de bioacumulagdo em seres humanos (Ibelings e Chorus, 2007).

O presente estudo teve como um dos objetivos, verificar o acumulo de
cilindrospermopsina, em tilapias, proveniente de cultura de células, entretanto, sabe-se que
outros organismos, por exemplo, em moluscos (Saker et al., 2004), que fazem parte da
dieta de peixes onivoros (Ciclideos, por exemplo), sdo capazes de acumular toxinas em
valores muito mais altos dos que os valores encontrados nesses experimentos, aumentando
a possibilidade de acimulo dessas toxinas nesses animais (peixes) que consomem esses
organismos e potencializando a transferéncia para niveis superiores da cadeia trofica.

Os niveis encontrados nas visceras estdo, em muitas vezes, acima desse valor de
IDT para adultos, criancas e aves. E valido lembrar que apesar das visceras ndo serem
consumidas por seres humanos, ja que o produto principal de consumo € o filé do pescado,
esse conjunto de drgdos €, de fato, fonte de alimento de outros seres, como por exemplo, as
aves, representando um risco para a salde desses animais e para outros niveis da cadeia
trofica.

Apesar dos resultados dos experimentos ndo apresentarem, em sua grande maioria,
valores de IDT, no tecido muscular, acima do recomendado, é valido ressaltar que, em
condigdes naturais de floragdes, 0s peixes ficam expostos por muito mais tempo a essas
toxinas. Além disso, o resultado do experimento de depuracdo da toxina (experimento 2)
nos mostra que mesmo ap0s o0 cessar de ingestdo de toxina, as concentragdes desta
molécula no tecido muscular se mantém, ndo se sabendo por quanto tempo. Por isso sdo
fundamentais estudos que elucidem o tempo de permanéncia dessa toxina nos tecidos do
animal, além de outros fatores relacionados com o processo de detoxificagdo dessa toxina e

seus efeitos em organismos aquaticos, principalmente em peixes adultos.
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5. CONCLUSOES:

1. As tildpias juvenis (Oreochromis niloticus), parecem ter seu crescimento anulado
quando expostas, por 15 dias, a baixas concentracfes de extrato celular contendo
cilindrospermopsina. Quando esses animais sdo expostos por mais tempo (30 dias) a
concentragdes semelhantes de toxina, a mesma parece ndo influenciar nesse

crescimento.

2. No entanto, quando expostas a células integras de C. raciborskii toxica a baixas
concentracBes de toxina as tilapias parecem ndo ter seu crescimento suprimido ou
aumentado. Apesar desses resultados, ndo nos permitimos concluir que a
cilindrospermopsina seja ela proveniente de extrato celular ou células integras,
tenha algum tipo de influéncia no crescimento de tilapias em nossas condi¢des

experimentais.

3. Os animais, ao ingerirem extrato celular de C. raciborskii tdxica, acumulam a
toxina nos musculos e nas visceras, mesmo que em baixos percentuais, sendo

detectaveis desde o terceiro dia de exposicao.

4. A concentracdo de toxina oscila ao longo do tempo de exposicao e isso pode estar

relacionado com o processo de detoxificacao do animal.

5. Nos experimentos com extrato celular toxico, as tilapias tiveram seu maior

acimulo, tanto no tecido muscular quanto nas visceras, no terceiro dia de
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experimento, com excecdo das visceras no experimento 1B, que teve seu maior

acumulo no décimo nono dia de experimento.

Mesmo ap0s o cessar da oferta de toxina aos animais, essas permanecem nos tecidos
das tilapias por, pelo menos, dez dias ap6s a interrupcdo da ingestdo de

cilindrospermopsina.

Os animais expostos a células integras de C. raciborskii sdo capazes de acumular

cilindrospermopsina em seus tecido muscular e nas visceras.

Apesar das concentra¢fes de toxina nos tecidos (musculo e visceras) terem sido
mais altas nos experimentos com ingestdo de células integras, 0os animais expostos
ao extrato celular toxico acumulam uma concentracdo de toxina, proporcionalmente

maior do que os animais expostos a células de C. raciborskii.

A ingestdo de toxina tanto em extrato toxico quanto em células integras, ndo causou

mortalidade dos animais ao longo dos tempos de exposigéo.

Apesar das tilapias juvenis ndo acumularem cilindrospermopsina em seus tecidos
acima dos valores permitidos para consumo humano, esses animais podem ser

vetores dessa toxina para cadeia tréfica.

Mais estudos sdo necessarios para elucidar os mecanismos de acumulo,

detoxificacdo e efeitos dessa toxina, principalmente, em organismos aquaticos.
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