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RESUMO 

 
As cianobactérias são organismos procariontes fotossintetizantes que apresentam 

capacidade de produzir metabólitos secundários de alto efeito tóxico para seres vivos, 

denominados de cianotoxinas. A presença desses organismos nos ambientes aquáticos se 

dá, inicialmente, pelo excesso de nutrientes, derivados, principalmente, de excessivo 

descarte de efluentes urbanos e industriais e de poluentes oriundos das atividades 

agrícolas. As cianobactérias produzem cianotoxinas do tipo endotoxinas, cuja toxicidade 

se dá, geralmente, quando a toxina é liberada para o meio extracelular, em decorrência de 

lise celular, devido ao envelhecimento ou morte das cianobactérias. São substâncias 

presentes nas paredes celulares de muitas cianobactérias; e exotoxinas, que apresentam 

uma potente ação tóxica e estão relacionadas com o metabolismo de manutenção da 

cianobactéria.  Este estudo foi elaborado com o intuito de comparar a ação de 

cianotoxinas, sobre vários aspectos, em dois bioindicadores de citogenotoxicidade e sobre 

diferentes formas de aparecimento no ambiente. Para tanto, foram analisadas: 

microcistina-LR, substância adquirida comercialmente, com grau de pureza de 95 %; 

biomassa de cultivo, em laboratório, da Microcystis aeruginosa  (linhagem BCCUSP 

232), para avaliação da toxicidade das endocianotoxicinas; extratos do meio em que a M. 

aeruginosa foi cultivada, para avaliação da toxicidade das exocianotoxicinas; e extratos 

de amostras ambientais coletadas no reservatório de Salto Grande (Americana-SP), 

ambiente que apresenta recorrentes florações de cianobactérias. Os organismos testes, 

indicadores de cito, geno e mutagenicidade, utilizados neste estudo, para avaliar efeitos 

das cianotoxinas, foram Allium cepa e células hepáticas mantidas em cultura (humana – 

HepG2 e do peixe Danio rerio –ZFL). A espécie A. cepa foi utilizada em ensaios in vivo 

e as culturas de células hepáticas humanas e de D. rerio foram utilizadas nos ensaios in 

vivo. Neste estudo foram avaliados os efeitos citotóxico, genotóxico e mutagênico da 

microcistina purificada, adquirida comercialmente; de amostras ambientais coletadas em 

um ambiente com recorrentes florações por cianobactérias; com biomassa de Microcistis 

aeruginosa, obtidas em laboratório, para inferir efeitos das endotoxinas produzidas por 

essa espécie; e com o meio de cultivo da M. aeruginosa, para inferir os efeitos das 

exotoxinas desses procariontes. Para esta avaliação, foram realizados teste in vivo com 

Allium cepa, e testes in vitro com as culturas celulares. Com o organismo teste A. cepa, 

foram aplicados testes de aberrações cromossômicas (AC) e de micronúcleo (MN) em 

células meristemáticas e de micronúcleo (MN) em células F1. Neste organismo foram 
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testadas as concentrações de 1 µg/L (concentração considerada como alerta de nível 1 

pela OMS); 1,5 µg/L (concentração 50% maior que a de alerta de nível 1), simulando um 

início de floração; e 2 µg/L (concentração duas vezes maior que a concentração de alerta), 

simulando uma floração de cianobactéria em estado avançado. As amostras ambientais e 

o meio de cultivo das M. aeruginosa passaram pelo processo de extração de fase sólida 

(EFS). Os extratos foram utilizados na diluição 1/10. Foi observado nos testes realizados 

com A. cepa, que nas concentrações e nas condições a que as células foram expostas, a 

microcistina purificada possui ação mutagênica e genotóxica e que sua ação pode estar 

relacionada com a inibição do sistema de reparo da célula e com uma ação clastogênica 

sobre o DNA. Ainda pode-se observar que em amostras ambientais, consideradas 

complexas, o efeito tóxico da microcistina pode ser amplificado, em decorrência de efeito 

sinergístico da microcistina com outras substâncias presentes na amostra, levando a 

efeitos adicionais, como indução de processos apoptóticos. Pelo teste do micronúcleo 

com bloqueio de citocinese (MNBC), realizados com as linhagens celulares HepG2 e 

ZFL, pode-se observar um alto índice de mutagenicidade e genotoxicidade, porém não 

foi observado resultados significativos de genotoxicidade pelo ensaio do cometa. Esta 

contradição entre os testes infere que os danos no DNA, observados no teste MNBC, 

estariam relacionados a um estágio inicial de apoptose e não com uma ação genotóxica 

da substância. Os resultados também sugerem que a indução de MNBC pode ser 

decorrente de ação direta da microcistina sobre o citoesqueleto celular, uma vez que 

existem estudos que evidenciaram que essas toxinas agem sobre os microtúbulos, 

microfilamentos e filamentos intermediários das células. Diante dos resultados obtidos 

neste trabalho, pudemos entender um pouco mais sobre a ação das cianotoxinas sobre os 

organismos vivos e, portando, registrarmos a real necessidade de monitoramentos 

efetivos que possam avaliar os comprometimentos nos ambientes aquáticos, 

principalmente, naqueles que tem histórico conhecido de florações por cianobactérias. 

Com estes resultados queremos, ainda, alertar e sensibilizar os órgãos públicos 

responsáveis pela qualidade ambiental, para que sejam realizadas, sistematicamente, 

avaliações que possam melhor monitorar os nossos corpos hídricos, destacando a 

necessidade de inclusão de testes de cito, geno e mutagenicidade, uma vez que, 

rotineiramente, vem sendo feito monitoramento desses ambientes, apenas por meio de 

análises químicas. Destacamos ainda que, a concentração de microcistina permitida pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS) também foi capaz de induzir danos na molécula 

de DNA. 
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ABSTRACT 

 
Cyanobacteria are prokaryotic photosynthetic organisms that have been 

developed to produce live, called cyanotoxins. The presence of organisms in aquatic 

environments is initially due to excess nutrients, mainly derived from excessive disposal 

of urban and industrial effluents and pollutants from agricultural activities. Cyanobacteria 

produce cynotoxins of the endotoxin type, the toxicity of which generally occurs when 

the toxin is released into the extracellular medium as a result of cell lysis due to the aging 

or death of the cyanobacteria. They are substances present in the cell walls of many 

cyanobacteria; and exotoxins, which present a potent toxic action and are related to the 

maintenance metabolism of cyanobacteria. This study was developed with the aim of 

comparing the action of cyanotoxins, on several aspects, in two bioindicators of 

cytotoxicity and on different forms of appearance in the environment. Therefore, we 

analyzed: microcystin-LR, a substance commercially acquired, with a purity of 95%; 

laboratory culture of Microcystis aeruginosa (strain BCCUSP 232), to evaluate the 

toxicity of endo-cyanotoxicins; extracts from the medium in which M. aeruginosa was 

cultured, to evaluate the toxicity of exocyanotoxicins; and extracts from environmental 

samples collected in the Salto Grande reservoir (Americana-SP), an environment that 

presents recurrent cyanobacterial blooms. The test organisms, cyto, geno and 

mutagenicity indicators used in this study to evaluate the effects of cyanotoxins were 

Allium cepa and cultured hepatic cells (human - HepG2 and Danio rerio-ZFL). A. cepa 

was used in in vivo assays and cultures of human hepatic and D. rerio cells were used in 

the in vitro assays. In this study the cytotoxic, genotoxic and mutagenic effects of the 

commercially acquired purified microcystin were evaluated; of environmental samples 

collected in an environment with recurrent cyanobacterial blooms; with biomass of 

microcystis aeruginosa, obtained in the laboratory, to infer effects of the endotoxins 

produced by this species; and with M. aeruginosa culture medium, to infer the effects of 

the exotoxins of these prokaryotes. For this evaluation, in vivo tests were performed with 

Allium cepa, and in vitro tests with cell cultures. With the test organism A. strain, tests 

of chromosomal aberrations (AC) and micronucleus (MN) were applied in meristematic 

and micronucleus (MN) cells in F1 cells. In this organism, concentrations of 1 μg / L 

(concentration considered as level 1 alert by the WHO) were tested; 1.5 μg / L 
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(concentration 50% higher than the alert level 1), simulating a beginning of flowering; 

and 2 μg / L (concentration twice as high as the alert concentration), simulating an 

advanced cyanobacteria bloom. The environmental samples and culture medium of M. 

aeruginosa underwent solid phase extraction (SAI). The extracts were used in the 1/10 

dilution. It was observed in the tests carried out with A. cepa that at the concentrations 

and the conditions to which the cells were exposed, the purified microcystin has a 

mutagenic and genotoxic action and that its action may be related to the inhibition of the 

cell repair system and with a clastogenic action on DNA. It can be observed that in 

environmental samples, considered as complex mixtures, the toxic effect of microcystin 

can be amplified, due to the synergistic effect of microcystin with other substances 

present in the sample, leading to additional effects, such as induction of apoptotic 

processes. A high index of mutagenicity and genotoxicity was observed by the 

micronucleus test with cytokinesis blockade (MNBC), carried out with the cell lines 

HepG2 and ZFL, but no significant results of genotoxicity were observed by the comet 

assay. This contradiction between the tests infers that DNA damage, observed in the 

MNBC test, would be related to an early stage of apoptosis and not to a genotoxic action 

of the substance. The results also suggest that the induction of MN may be due to the 

direct action of microcystin on the cell cytoskeleton, since there are studies that showed 

that these toxins act on the microtubules, microfilaments and intermediate filaments of 

the cells. In view of the results obtained in this work, we could understand a little more 

about the action of cyanotoxins on living organisms and, therefore, the real need for 

effective monitoring to assess the aquatic environment, especially those with a known 

history of cyanobacteria bloom. With these results, we also want to alert and sensitize the 

public bodies responsible for environmental quality, so that systematic evaluations can 

be carried out to better monitoring our water bodies, highlighting the need to include 

cytogenetic and mutagenicity tests, a since, routinely, monitoring of these environments 

has been done, only through chemical analysis. We also highlight that the concentration 

of microcystin permitted by the World Health Organization (WHO) was also able to 

induce damage in the DNA molecule. 

 
 

Key-words: Allium cepa, in vitro assays, HepG2 cells, ZFL cells, micronucleus test with 
cytokinesis block, comet assay, cyanotoxins, microcystins 
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1 Introdução 
 

  
A qualidade dos recursos hídricos se transformou nos últimos anos, em grande 

preocupação para a população mundial e especialmente para a sociedade científica que 

tem discutido formas para evitar e remediar esta degradação. O decréscimo da qualidade 

da água está diretamente ligado ao aumento populacional, ao desenvolvimento industrial 

e ao consequente descarte de efluentes sem tratamento nos corpos hídricos. Este aumento 

no descarte de poluentes gera um maior aporte de nutrientes, o que somado às constantes 

alterações climáticas vinculadas ao aquecimento global, levam à floração de 

cianobactérias. 

A presença de cianobactérias em corpos hídricos já vem sendo observada há 

algum tempo e os efeitos das suas toxinas têm se tornado uma preocupação crescente no 

que tange a saúde pública. No Brasil, em 1988, foi registrada a ocorrência de florações 

de cianobactérias no reservatório de Itaparica (Bahia), cujas águas destinadas ao consumo 

humano causaram intoxicação em 200 pessoas, em que cerca de 50% delas chegaram a 

óbito.  

 A ocorrência e persistência das florações de cianobactérias estão relacionadas à 

diminuição do padrão de qualidade e ao aumento da eutrofização das águas doces. O 

aumento das florações geralmente resulta em uma produção maior de toxinas que, 

consequentemente, incorre em uma maior probabilidade dos organismos do local 

contaminado se exporem às cianotoxinas.  

A produção de toxinas por cianobactérias é variável dentre uma mesma 

população, sendo este padrão de irregularidade ainda pouco esclarecido. Porém, existem 

hipóteses de que esta variação na produção esteja relacionada com alterações nos fatores 

ambientais como luz, temperatura e nutrientes disponíveis, necessários para a síntese das 

toxinas(CARMICHAEL, 1992; CAMPOS; DUARTE, 2011)(CARMICHAEL, 1992; 

CAMPOS; DUARTE, 2011)(CARMICHAEL, 1992; CAMPOS; DUARTE, 

2011)(CARMICHAEL, 1992; CAMPOS; DUARTE, 2011)  

As cianotoxinas são compostos reconhecidamente hepatotóxicos, neurotóxicos 

e dermatotóxico. No fígado, estas toxinas atrofiam os hepatócitos devido a inibição de 

fosfatases essenciais para este órgão, provocando hemorragias hepáticas, que poderão 

levar a problemas cardíacos graves. Dentre as cianotoxinas, as microcistinas são as mais 
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estudadas, havendo registros do seu potencial tumorigênico para pele e fígado, conforme 

observado em estudos realizados com ratos (HOOSER et al., 1991; NISHIWAKI-

MATSUSHIMA et al., 1992; ZEGURA; STRASER; FILIPIČ, 2011). Abramsson-

Zetterberg Sundh e Mattsson (2010) associaram o potencial carcinogênico registrados 

para essas substâncias com à sua ação genotóxica, embora, segundo os autores, os dados 

sobre os efeitos genotóxico e mutagênicos das microcistinas ainda sejam limitados e 

contraditórios. 

 Para a avaliação destes parâmetros, foi utilizado neste trabalho, pela primeira 

vez as células hepáticas do peixe Danio rerio (ZFL) para avaliação ecotoxicológica de 

cianotoxinas. A escolha da linhagem hepática de peixes (ZFL) teve como propósito o uso 

de células de um organismo aquático altamente sensível a xenobiontes, o que permitirá a 

obtenção de importantes informações sobre os possíveis impactos que os organismos 

aquáticos possam estar submetidos em eventos de floração e cianobactérias. Outro 

aspecto importante de usar essa linhagem de peixe é a possibilidade de se avaliar, 

adicionalmente, as possibilidades da cianotoxina tornar-se ainda mais tóxica que o 

composto original, após passar por metabolização pelo fígado. A escolha da linhagem 

hepática do peixe D. rerio seguiu então os indicativos de que devem ser usados em 

bioensaios organismos que sejam sensíveis e representativos para uma das categoria 

importantes do meio investigado, neste caso os peixes. O peixe-zebra é considerado um 

poderoso organismo modelo para o estudo da biologia de vertebrados, sendo bem 

adaptado tanto para análise de desenvolvimento como para análise genética (DOOLEY; 

ZON, 2000; BABIN; GOIZET; RALDÚA, 2014).Somada a adequação de D.rerio ao tipo 

de estudo aqui realizado, temos ainda que esta espécie também tem sido muito utilizada 

em ensaios que buscam uma boa correspondência com as respostas em humanos 

(DOOLEY; ZON, 2000; BABIN; GOIZET; RALDÚA, 2014). 

A linhagem HepG2 (hepatoma humano) foi escolhida para ser aplicada neste 

estudo, por ser um bioindicador que, segundo Zhou et al. (2008), pode estimar a ação 

citogenotóxica da cianotoxina para humanos. As informações obtidas neste estudo tem 

uma alta relevância, uma vez que já existem muitos relatos de problemas de saúde humana 

decorrentes de exposições a águas contaminadas com esta toxina. Essa linhagem celular, 

como descrito por Knasmüller et al. (2004), têm enzimas remanescentes em seu sistema 

fisiológico que conseguem metabolizar drogas que normalmente não seriam 

metabolizadas por outros cultivos celulares. Assim, o autor cita que estas células pode se 
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caracterizar em importantes ferramenta para a detecção de compostos reativos ao DNA, 

ação esta que procuramos investigar.  

 

 

Diante destes fatos, existe uma eminente necessidade de se investigar mais 

amplamente estes compostos, para se conhecer as características e modo de ação destas 

toxinas sobre sistemas biológicos a elas expostos. Foram realizados estudos para avaliar 

tanto os efeitos da cianotoxina adquirida comercialmente como os de águas do 

reservatório de Salto Grande (cidade de Americana –SP), coletadas durante floração de 

cianobactérias. A avaliação da citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade dessas 

toxinas foi realizada por meio de ensaios desenvolvidos com o organismo teste Allium 

cepa, com cultura de células de hepatoma humano (células HepG2) e com cultura de 

células hepática do peixe Danio rerio (ZFL). 
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6 Conclusões gerais 
 

Diante dos resultados obtidos em ensaios in vitro e in vivo, realizados com 

culturas de células hepáticas humana (HepG2) e de peixe (ZFL), expostas a microcistina-

LR podemos concluir que: 

 A utilização de diferentes bioindicadores e biomarcadores contribuíram 

para uma análise mais completa e significativa dos riscos que esta toxina 

pode promover ao ambiente e aos organismos expostos; 

 Todas as concentrações de microcistina-LR (95 % de pureza) e da 

biomassa testadas em Allium cepa apresentaram ação genotóxica, pelo 

aumento das aberrações cromossômicas, e ação mutagênica, confirmada 

pela presença de MN em células meristemáticas e F1.  

 Dentre as amostras ambientais testadas com o bioindicador Allium cepa, 

ficou evidente a genotoxicidade e mutagenicidade para as águas 

coletadas nos pontos 1 e 4, indicando um maior efeito sinergístico entre 

a cianotoxina e outros compostos químicos presentes nestes pontos; 

 O ensaio de citotoxicidade, realizado com as duas linhagens celulares, 

não apresentou resultados significativos, demonstrando uma baixa ação 

citotóxica da toxina nas concentrações testadas; 

 A avaliação realizada por meio do teste do cometa não demonstrou 

genotoxicidade da cianotoxinas, para nenhuma das concentrações 

testadas da microcistina, em ambas as linhagens celulares. Entretanto, no 

teste de aberrações cromossômicas, pela técnica do micronúcleo com 

bloqueio de citocinese, o resultado foi inverso, pois todas as 

concentrações apresentaram genotoxicidade. Esses resultados 

controvertidos podem ser decorrentes da ação da toxina vinculada a 

eventos iniciais de apoptose; 

 O ensaio do cometa e o teste do micronúcleo, realizados em sistema in 

vitro demostraram ser eficientes e complementares para avaliação 

genotóxica e mutagênica de substâncias químicas; 

 Os ensaios com as linhagens celulares permitiram, ainda, verificar a ação 

sobre o citoesqueleto e a ação proliferativa das células expostas à ação 

da microcistina. Por esses, podemos inferir uma ação tumorigênica das 
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microcistinas, mesmo em baixas concentrações e reduzido tempo de 

exposição. 

 Podemos ainda concluir, pelos resultados obtidos, que as cianotoxinas 

apresentam-se mais tóxicas quando presentes em amostras complexas, 

como as ambientais, do que quando testada individualmente. Esses 

resultados, provavelmente, se devem a uma ação sinergística e/ou aditiva 

entre a toxina e os demais compostos presentes nas amostras ambientais. 
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