RESSALVA

Atendendo solicitacao da
autora, o texto completo desta tese
seré disponibilizado somente a partir
de 16/11/2019.



y - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unes p - “JULIO DE MESQUITA FILHO”

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS - RIO CLARO

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM
CIENCIAS BIOLOGICAS (BIOLOGIA
CELULAR E MOLECULAR)

AVALIAGAO DOS EFEITOS TOXICOS E GENETICOS DE
MICROCISTINAS SOB SISTEMAS TESTES ANIMAIS E
VEGETAIS

MARIA TEREZA PAMPLONA SILVA

Tese apresentada ao Instituto de Biociéncias
da Universidade Estadual Paulista, Campus
de Rio Claro, como parte dos requisitos para
a obtencgdo do titulo de Doutor em Ciéncias
Bioldgicas (Biologia Celular e Molecular).

RIO CLARO -SP

NOVEMBRO/2017



AVALIAGAO DOS EFEITOS TOXICOS E GENETICOS DE
MICROCISTINAS SOB SISTEMAS TESTES ANIMAIS E
VEGETAIS

MARIA TEREZA PAMPLONA SILVA

Orientadora: Prof? Dr? Maria Aparecida Marin Morales
Co-orientadora: Prof? Dr? Maria do Carmo Bittencourt-
Oliveira

Tese apresentada ao Instituto de Biociéncias
da Universidade Estadual Paulista, Campus
de Rio Claro, como parte dos requisitos para
a obtencdo do titulo de Doutor em Ciéncias
Bioldgicas (Biologia Celular e Molecular).

RIO CLARO -SP

NOVEMBRO/2017



5745  Silva, Maria Tereza Pamplona
Sh86a Avaliacdo dos efeitos toxicos e genéticos de microcistinas
sob sistemas testes animais e vegetais/ Maria Tereza
Pamplona Silva. - Rio Claro, 2017
140f. :il., figs., tabs.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista,
Instituto de Biociéncias de Rio Claro

Orientadora: Maria Aparecida Marin Morales

Coorientadora: Maria do Carmo Bittencourt Oliveira

1. Ecologia. 2. Ecotoxicologia. 3. Cianotoxinas. 4.
Microcistinas. 5. Allium cepa. 6. Células ZFL. 7. Células
HepG2. I. Titulo.

Ficha Catal ogréfica elaborada pela STATI - Bibliotecada UNESP
Campus de Rio Claro/SP - Adriana Ap. Puerta Buzza/ CRB 8/7987




UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA .

unesp® "I

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA TESE: AVALIAGAO DOS EFEITOS TOXICOS E GENETICOS DE MICROCISTINAS
NATURAIS E SINTETICAS, SOB SISTEMAS TESTES ANIMAIS E VEGETAIS

AUTORA: MARIA TEREZA PAMPLONA SILVA
ORIENTADORA: MARIA APARECIDA MARIN MORALES

Aprovada como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de Doutora em CIENCIAS
BIOLOGICAS (BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR), pela Comissdao Examinadora:

Profa. Dra. MARIA APARECIDA MARIN MORALES
Departamento de Biologia Rio Claro

Prof. Dr. CESAR KOPPE GRISOLIA
Departamento de Genética e Morfologia / Universidade de Brasilia

Profa. Dra. SILVIA TAMIE MATSUMOTO
Departamento de Ciéncias Bioldgicas / Universidade Federal do Espirito Santo

PWiarsssn s ot Pt o4
Profa. Dra. DEJANIRA DE FRANCESCH/DE ANGELIS
Departamento de Bioguimica e Microbiologia / IB Rio Claro

Profa. Dra. CARMEM SILVIA FONTANETTI CHRISTOFOLETTI
Departamento de Biologia / IB Rio Claro

Rio Claro, 16 de novembro de 2017

Titulo alterado para: “AVALIACAO DOS EFEITOS TOXICOS E GENETICOS DE MICROCISTINAS
SOB SISTEMAS TESTES ANIMAIS E VEGETAIS”

Instituto de Biociéncias - CAmpus de Rio Claro -
Avenida 24-A no. 1515, 13508800, Rio Claro - Sao Paylo
nullCNPJ: 48.031.918/0018-72,

Scanned by CamScanner



Dedice ese thabalbe a
Dews, meas pais Odenid ¢

Dnanc ¢ men crmao Brane



Yocé pode sonthar, crian, desenthar e
construin o lugar macs maravithoso do
mando. Mas ¢ wecessdnio Ter pesdoas

para  tandfoumar dew  douhho  em
wealidade. " (Walt Disuey)



AGRADECIMENTOS

A Deas, Aguele gue permitin que eu vencesde mace essa etapa. gue me levantou guande eu cac,
¢ fo¢ a minka forca quands ex udo tinka macis forcas. agradeco principalmente for Ele ter me
fortalecido quando tive medo, ¢ por colocar wo mew caminko, amiged ou anjod fdo especiacs.
Sem Ele nada disse seréa posscvel,

Aoo meus pacs, Odendl ¢ Trani, que me deram a vida e todo o amor ¢ a base. que me endinaram
a lutar pelos meus sonhos e fizenam o fosscwel e o imposdcvel pana que ew chegadde até agui.
Agradece a vocés por todss 0o sacrificios feitos for wocés para que e realizadse edse donks.

YVocés sd0 meus alicences, o amon macor gue existe.

Ao mew tvmdo, Brano, que mesmo distante sempre torcen fon mim e dempre acreditou gue e
goece capas.

A toda minkia famdia, tics, tias e primos que lorceram, acreditanam e dempre demondtraram
amon, caninho e confianca em mim. Também agradeco pelos momentos de descontracio em
famdlia, sempre tao importantes fara o dedcanse da mente e o conforte do coracdo.

Ao minkias nis de alma, Aua Carolina, Eniba ¢ Adna, gue foram minkas amigas, o
seatide mais paro da palawma, estavam comigo dempre, mesmo & distincia. Obrigada for me
apocanem, por me acalmanem, porn me aconsellanem e foor me manterem com 08 féd wo chio ¢ a

;@m&aow&mdgaemm Paduta e Cinthia gue também me ouviram e acompantiaram
todo o estresse e todas as alegrias, obrigada por edtanem dempre ao meu lado, me aconsellands
e cuidando de mim.

A winka ovientadona, Prof® Du* Maria Aparccida Marin Morales, por ter me acolliids ¢ me
“adotads” (hehelic...). Otrigada por me acolhen nesse grupo de pesguisa manavilhoso, onde
aprendi muits. Obnigada por toda a PACIENCIA (¢ gque pacisncial), pela dedicacio. pela
onéentacdo e frineipalmente fron ter me dadoe a oportunidade de aprender tanto com voce.

A professona Dn* Mania do Carmo Bitteucount- Oliveina, for woe ajudan desde o inicis do
frojete com o deu coublicciments. E for me necelier em sen labonatinie e fpon peunitin gue eu
realizasse pante do projete (d.

A minha " ound gémea ou frima” Raguel, gque foi para mim a minka famdia em Ko Plane,
a amiga que me acalmon ¢ que me ajudon em tude desde o inicio. Obrigada. pelo cncentivo,



#or ter me acolliido aguc e for todas as nisadas gue vocé dempre fropornciona. Agradeco tambem
pela ajuda e pelo cuidade comigo, ew sec que dei trabalho, mas agradeco a paciéncia!

A winha Os. Leticia, que foc meu brage dereits ¢ esquerdo dunante a realizacdo deste trabalho.
Obrigada pela amizade e pela parncenia em todod 08 momentos de traballio em fim de semanas,
feriados e liondnios alternativos (leketie. .. ).

Aoo mens amigos-iundos, T e Prets, que me ouviram, me aguentaram e me aconselharam em
wdniod momentos em gue eu Sunlec, e frincipalmente, nesses momentod me fzenam wn.

Ao (leiton, men {ilho. amigo e conselheirs, por der minka famdlia, for estar do mew lade
mesmo gquando ew udo meneci, Pon cuidar de mim wnos bous e mauns momentos. Obrigada fon

Ao Mawnicio, o amigo gue Rio are me troure. e que me ensinon muits e com quem eu pude
desabafar e a guem pade necovien wod momentos em gue frecidei,

Aos amigee mutagénices, Wichele, Lacs, Tddia, Yague Pina, Leticia C.. Leticca G.,
Raguel, Mathens, Dinca, Marncia, Wellian, Fewmanda. Franco, Leticia B. por todas as
nisadas, brincadecras durante todos 00 momentss. Obrigada for toda a ajuda nos experimentod
de cattura, discassics (satne assuntss sérios ou aia), fion toda o carinbo (meamo que eote fosce
demonstrads por povada e goacie). por me acollienem aguc e acima de tude isto, obrigada a
todes fpon esea amézade louca que surgiu tao napidamente. Yalew galena!

Aos agregados, Bacmal, (lecton, Camdila e forge pelos momentos de descontracio e divenddo,

Ao Gudlheune Thiage WMagivieno for wos ajudar ¢ wiabilizar a coleta no reservatonco.

A Wicheline do laboratinio de cianobactbriae da Esaly, que doou seu tempo ¢ teve muita
paciéncia em me endinar dobre o caltive das cianobactinias. Obrigada!

A Cnpg foelo financiaments fon meio deo frojete Unciversal 4609622014 -0.
A OAPES pela boloa concedida.

A Prof* Dejanira de Franceschi de Augelés, Dilya Nalim ¢ as Bito fon toda ajuda ¢ incentivo
para a nealizacdo desse trabalho, todss dempre disfostes a ajudar.



A todos 0o professornes do departaments de bislogia, da bislogia celular e molecalar. pela

A Prof” D Dejanira de Franceschi de rugelis, Prof* D’ Carmem Silvia Foutanetti
Ctnistofolette, Prof* Dr* Siluia Tamic Matsumots ¢ ao Prof’ (esar Roppe Grisilia for

aceitanem o conuite para fazern parte desta banca e de disponibilizanem parna contribuin para edte
trabalho.

Kmﬁm,mamwm%mmmemm;m,

Ao tecuico Ger, pela ajuda, disponibilidade em ajudar sempre e por tode o bom lumor noe
08008 cafézintios gue fizeram toda a diferenca.

JW@W%WWMWWMWmm@WmM
que edtivesse ao seu alecance. Obrigada pelos momentos de descontracio!

A todos 00 colegas do departaments de bislogia fels convivio agnaddvel de todas oo dias.
Espero udo ter deivade winguém de fora! Eufim. agradeco a tedss que de alyguma forma me

ajudaram dineta ou indiretamente parna que ew aleangaste esse douto... OBRIGHDA A
70005/



vi

RESUMO

As cianobactérias sdo organismos procariontes fotossintetizantes que apresentam
capacidade de produzir metabolitos secundarios de alto efeito toxico para seres vivos,
denominados de cianotoxinas. A presenca desses organismos nos ambientes aquaticos se
da, inicialmente, pelo excesso de nutrientes, derivados, principalmente, de excessivo
descarte de efluentes urbanos e industriais e de poluentes oriundos das atividades
agricolas. As cianobactérias produzem cianotoxinas do tipo endotoxinas, cuja toxicidade
se da, geralmente, quando a toxina ¢ liberada para o meio extracelular, em decorréncia de
lise celular, devido ao envelhecimento ou morte das cianobactérias. Sdo substancias
presentes nas paredes celulares de muitas cianobactérias; e exotoxinas, que apresentam
uma potente agdo toxica e estdo relacionadas com o metabolismo de manutengdo da
cianobactéria. Este estudo foi elaborado com o intuito de comparar a acdo de
cianotoxinas, sobre varios aspectos, em dois bioindicadores de citogenotoxicidade e sobre
diferentes formas de aparecimento no ambiente. Para tanto, foram analisadas:
microcistina-LR, substancia adquirida comercialmente, com grau de pureza de 95 %;
biomassa de cultivo, em laboratorio, da Microcystis aeruginosa (linhagem BCCUSP
232), para avaliagdo da toxicidade das endocianotoxicinas; extratos do meio em que a M.
aeruginosa foi cultivada, para avaliacdo da toxicidade das exocianotoxicinas; e extratos
de amostras ambientais coletadas no reservatorio de Salto Grande (Americana-SP),
ambiente que apresenta recorrentes floracdes de cianobactérias. Os organismos testes,
indicadores de cito, geno e mutagenicidade, utilizados neste estudo, para avaliar efeitos
das cianotoxinas, foram Allium cepa e células hepaticas 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 hepaticas humanas e de D. rerio foram utilizadas nos ensaios in
vivo. Neste estudo foram avaliados os efeitos citotdxico, genotoxico e mutagénico da
microcistina purificada, adquirida comercialmente; de amostras ambientais coletadas em
um ambiente com recorrentes floragdes por cianobactérias; com biomassa de Microcistis
aeruginosa, obtidas em laboratorio, 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 avaliacdo, foram realizados teste in vivo com
Allium cepa, e testes in vitro com as culturas celulares. Com o organismo teste 4. cepa,
foram aplicados testes de aberragdes cromossdmicas (AC) e de micronucleo (MN) em

células meristematicas e de microntcleo (MN) em células F1. Neste organismo foram
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testadas as concentragdes de 1 pg/L (concentragdo considerada como alerta de nivel 1
pela OMS); 1,5 ng/L (concentracdo 50% maior que a de alerta de nivel 1), simulando um
inicio de floragdo; e 2 pg/L (concentracao duas vezes maior que a concentragdo de alerta),
simulando uma flora¢ao de cianobactéria em estado avancado. As amostras ambientais ¢
o meio de cultivo das M. aeruginosa passaram pelo processo de extracao de fase sélida
(EFS). Os extratos foram utilizados na dilui¢ao 1/10. Foi observado nos testes realizados
com A. cepa, que nas concentragdes ¢ nas condi¢des a que as células foram expostas, a
microcistina purificada possui acdo mutagé€nica e genotoxica e que sua agdo pode estar
relacionada com a inibi¢do do sistema de reparo da célula e com uma agao clastogénica
sobre o0 DNA. Ainda pode-se observar que em amostras ambientais, consideradas
complexas, o efeito toxico da microcistina pode ser amplificado, em decorréncia de efeito
sinergistico da microcistina com outras substancias presentes na amostra, levando a
efeitos adicionais, como indugdo de processos apoptodticos. Pelo teste do micronucleo
com bloqueio de citocinese (MNBC), realizados com as linhagens celulares HepG2 e
ZFL, pode-se observar um alto indice de mutagenicidade e genotoxicidade, porém nao
foi observado resultados significativos de genotoxicidade pelo ensaio do cometa. Esta
contradi¢cdo entre os testes infere que os danos no DNA, observados no teste MNBC,
estariam relacionados a um estagio inicial de apoptose e ndo com uma agdo genotdxica
da substancia. Os resultados também sugerem que a indu¢do de MNBC pode ser
decorrente de agao direta da microcistina sobre o citoesqueleto celular, uma vez que
existem estudos que evidenciaram que essas toxinas agem sobre os microtubulos,
microfilamentos e filamentos intermediarios das células. Diante dos resultados obtidos
neste trabalho, pudemos entender um pouco mais sobre a a¢ao das cianotoxinas sobre os
organismos vivos e, portando, registrarmos a real necessidade de monitoramentos
efetivos que possam avaliar os comprometimentos nos ambientes aquaticos,
principalmente, naqueles que tem historico conhecido de floragdes por cianobactérias.
Com estes resultados queremos, ainda, alertar e sensibilizar os orgdos publicos
responsaveis pela qualidade ambiental, para que sejam realizadas, sistematicamente,
avaliacdes que possam melhor monitorar os nossos corpos hidricos, destacando a
necessidade de inclusdo de testes de cito, geno e mutagenicidade, uma vez que,
rotineiramente, vem sendo feito monitoramento desses ambientes, apenas por meio de
analises quimicas. Destacamos ainda que, a concentracdo de microcistina permitida pela
Organizac¢ao Mundial de Saude (OMS) também foi capaz de induzir danos na molécula

de DNA.



viii

Palavras-chaves: Allium cepa, ensaios in vitro, células HepG2, células ZFL, teste do
microndcleo com bloqueio de citocinese, ensaio do cometa, cianotoxinas, microcistinas

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). 4. 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 ug / L

(concentration considered as level 1 alert by the WHO) were tested; 1.5 ug / L



(concentration 50% higher than the alert level 1), simulating a beginning of flowering;
and 2 pg / 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 4. 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 Introducio

A qualidade dos recursos hidricos se transformou nos ultimos anos, em grande
preocupagdo para a populacdo mundial e especialmente para a sociedade cientifica que
tem discutido formas para evitar e remediar esta degradacdo. O decréscimo da qualidade
da agua esté diretamente ligado ao aumento populacional, ao desenvolvimento industrial
e ao consequente descarte de efluentes sem tratamento nos corpos hidricos. Este aumento
no descarte de poluentes gera um maior aporte de nutrientes, o que somado as constantes
alteragdes climaticas vinculadas ao aquecimento global, levam a floracdo de
cianobactérias.

A presenca de cianobactérias em corpos hidricos ja vem sendo observada ha
algum tempo e os efeitos das suas toxinas tém se tornado uma preocupagao crescente no
que tange a saude publica. No Brasil, em 1988, foi registrada a ocorréncia de floragdes
de cianobactérias no reservatdrio de Itaparica (Bahia), cujas aguas destinadas ao consumo
humano causaram intoxicagdo em 200 pessoas, em que cerca de 50% delas chegaram a
obito.

A ocorréncia e persisténcia das floragdes de cianobactérias estdo relacionadas a
diminui¢do do padrao de qualidade e ao aumento da eutrofizacdo das dguas doces. O
aumento das floragdes geralmente resulta em uma produgdo maior de toxinas que,
consequentemente, incorre em uma maior probabilidade dos organismos do local
contaminado se exporem as cianotoxinas.

A produgdo de toxinas por cianobactérias ¢ variavel dentre uma mesma
populagdo, sendo este padrao de irregularidade ainda pouco esclarecido. Porém, existem
hipoteses de que esta variagdo na producao esteja relacionada com alteragdes nos fatores
ambientais como luz, temperatura e nutrientes disponiveis, necessarios para a sintese das
toxinas(CARMICHAEL, 1992; CAMPOS; DUARTE, 2011)(CARMICHAEL, 1992;
CAMPOS; DUARTE, 2011)(CARMICHAEL, 1992; CAMPOS; DUARTE,
2011)(CARMICHAEL, 1992; CAMPOS; DUARTE, 2011)

As cianotoxinas sdo compostos reconhecidamente hepatotoxicos, neurotdxicos
e dermatotoxico. No figado, estas toxinas atrofiam os hepatocitos devido a inibi¢do de
fosfatases essenciais para este o0rgdo, provocando hemorragias hepaticas, que poderao

levar a problemas cardiacos graves. Dentre as cianotoxinas, as microcistinas s3o as mais
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estudadas, havendo registros do seu potencial tumorigénico para pele e figado, conforme
observado em estudos realizados com ratos (HOOSER et al., 1991; NISHIWAKI-
MATSUSHIMA et al., 1992; ZEGURA; STRASER; FILIPIC, 201 1). Abramsson-
Zetterberg Sundh e Mattsson (2010) associaram o potencial carcinogé€nico registrados
para essas substancias com a sua acao genotdxica, embora, segundo os autores, os dados
sobre os efeitos genotoxico e mutagénicos das microcistinas ainda sejam limitados e
contraditorios.

Para a avaliagdo destes parametros, foi utilizado neste trabalho, pela primeira
vez as cé€lulas hepaticas do peixe Danio rerio (ZFL) para avaliagdao ecotoxicologica de
cianotoxinas. A escolha da linhagem hepatica de peixes (ZFL) teve como proposito o uso
de células de um organismo aquatico altamente sensivel a xenobiontes, o que permitird a
obten¢do de importantes informagdes sobre os possiveis impactos que 0s organismos
aquaticos possam estar submetidos em eventos de floracdo e cianobactérias. Outro
aspecto importante de usar essa linhagem de peixe ¢ a possibilidade de se avaliar,
adicionalmente, as possibilidades da cianotoxina tornar-se ainda mais tdxica que o
composto original, apds passar por metabolizacao pelo figado. A escolha da linhagem
hepatica do peixe D. rerio seguiu entao os indicativos de que devem ser usados em
bioensaios organismos que sejam sensiveis e representativos para uma das categoria
importantes do meio investigado, neste caso os peixes. O peixe-zebra ¢ considerado um
poderoso organismo modelo para o estudo da biologia de vertebrados, sendo bem
adaptado tanto para andlise de desenvolvimento como para analise genética (DOOLEY;
ZON, 2000; BABIN; GOIZET; RALDUA, 2014).Somada a adequacio 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 correspondéncia com as respostas em humanos
(DOOLEY; ZON, 2000; BABIN; GOIZET; RALDUA, 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 agdo
citogenotoxica da cianotoxina para humanos. As informacdes obtidas neste estudo tem
uma alta relevancia, uma vez que ja existem muitos relatos de problemas de saide humana
decorrentes de exposi¢des a dguas contaminadas com esta toxina. Essa linhagem celular,
como descrito por Knasmiiller et al. (2004), t€ém enzimas remanescentes em seu sistema
fisiolégico que conseguem metabolizar drogas que normalmente ndo 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 detec¢do de compostos reativos ao DNA,

acdo esta que procuramos investigar.

Diante destes fatos, existe uma eminente necessidade de se investigar mais
amplamente estes compostos, para se conhecer as caracteristicas ¢ modo de agdo destas
toxinas sobre sistemas bioldgicos a elas expostos. Foram realizados estudos para avaliar
tanto os efeitos da cianotoxina adquirida comercialmente como os de aguas do
reservatorio de Salto Grande (cidade de Americana —SP), coletadas durante floracao de
cianobactérias. A avaliagdo 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 hepatica do peixe Danio rerio (ZFL).
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6 Conclusoes gerais

Diante dos resultados obtidos em ensaios in vitro € in vivo, realizados com
culturas de células hepaticas humana (HepG2) e de peixe (ZFL), expostas a microcistina-
LR podemos concluir que:

v A utilizagio de diferentes bioindicadores e biomarcadores contribuiram
para uma analise mais completa e significativa dos riscos que esta toxina
pode promover ao ambiente € a0s organismos expostos;

v' Todas as concentragdes de microcistina-LR (95 % de pureza) e da
biomassa testadas em Allium cepa apresentaram agdo genotdxica, pelo
aumento das aberragdes cromossdmicas, € agdo mutagénica, confirmada
pela presenca de MN em células meristematicas e F1.

v Dentre as amostras ambientais testadas com o bioindicador Allium cepa,
ficou evidente a genotoxicidade e mutagenicidade para as aguas
coletadas nos pontos 1 e 4, indicando um maior efeito sinergistico entre
a cianotoxina e outros compostos quimicos presentes nestes pontos;

v' O ensaio de citotoxicidade, realizado com as duas linhagens celulares,
ndo apresentou resultados significativos, demonstrando uma baixa acao
citotoxica da toxina nas concentracgoes testadas;

v A avaliagdo realizada por meio do teste do cometa ndo demonstrou
genotoxicidade da cianotoxinas, para nenhuma das concentragdes
testadas da microcistina, em ambas as linhagens celulares. Entretanto, no
teste de aberragdes cromossdmicas, pela técnica do micronucleo com
bloqueio de citocinese, o resultado foi inverso, pois todas as
concentracdes  apresentaram  genotoxicidade. Esses resultados
controvertidos podem ser decorrentes da acdo da toxina vinculada a
eventos iniciais de apoptose;

v" O ensaio do cometa e o teste do micronucleo, realizados em sistema in
vitro demostraram ser eficientes e¢ complementares para avaliagao
genotoxica e mutagénica de substancias quimicas;

v Os ensaios com as linhagens celulares permitiram, ainda, verificar a agdo
sobre o citoesqueleto e a agdo proliferativa das células expostas a agdo

da microcistina. Por esses, podemos inferir uma a¢ao tumorigénica das



Conclusées finais 113

microcistinas, mesmo em baixas concentragdes e reduzido tempo de
exposicao.

v Podemos ainda concluir, pelos resultados obtidos, que as cianotoxinas
apresentam-se mais toxicas quando presentes em amostras complexas,
como as ambientais, do que quando testada individualmente. Esses
resultados, provavelmente, se devem a uma a¢ao sinergistica e/ou aditiva

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