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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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2 Revisao de Literatura

2.1 Historico

A histoéria paleontoldgica das cianobactérias € muito bem documentada, devido
ao seu tamanho e localizacdo bem definidas, o que proporcionou boa conservacao de
cianobactérias fossilizadas (SERGEEV; GERASIMENKO; ZAVARZIN, 2002). Os
primeiros fosseis documentados para esse procarionte datam de 3,5 bilhdes de anos
(MOLICA; AZEVEDO, 2009).

Nos primérdios da terra as cianobactérias se destacaram como primeiro grande
grupo de organismos fototroficos, que apresentam a capacidade de oxidar a agua para
produzir oxigénio molecular. Existem evidéncias que indicam a transi¢do destes
organismos do seu estado inicial anaerdbico para sua condi¢do atual aerdbica
(GIOVANNONI et al., 1988). Acredita-se que elas desempenharam papel crucial na
evolugdo das condi¢des da terra, tendo contribuido para a oxigenacao inicial da atmosfera
terrestre (CARMICHAEL, 1994).

As adaptagdes evolutivas deste grupo de organismos conferiram a eles vantagem
competitiva por apresentarem resisténcia as intempéries ambientais como variagdes de
temperatura, pH, salinidade e presenca de nutrientes, sendo, entdo, capazes de
sobreviverem mesmo quando as condi¢cdes ambientais se mostravam extremas

(REICHWALDT; GHADOUANI, 2012; MOHAMED, 2016).

2.2 Cianobactérias

Os organismos conhecidos como cianobactérias também recebem os nomes de
cianoficeas (algas azuis), por realizarem fotossintese, ou cianoprocariotas, por nao
possuem sistemas de endomembranas desenvolvidos, como envoltorio nuclear e
organelas definidas por membrana, caracteristicas estas também comumente observada
em bactérias (SOUZA, 2006).

As cianobactérias sdo organismos procariotos fotoautotroficos, que realizam
fotossintese de forma semelhante a realizada nos cloroplastos de plantas e algas, mesmo
nao possuindo cloroplastos. Estes organismos podem ser unicelulares ou filamentosos e

se apresentarem individualizados ou agrupados em colonias (WHITTON, 2012).
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As cianobactérias possuem, de maneira geral, a capacidade de crescer e se
manter em diferentes meios, embora os ambientes dulcicolas sejam os mais propicios para
0 seu crescimento e manutengdo. As condicdes ideais para o desenvolvimento desses
organismos sao as aguas neutras a alcalinas, com alta concentragdo de nutrientes,
principalmente nitrogénio e fosforo (AZEVEDO, 1998).

Existem cerca de 150 géneros e aproximadamente 2000 espécies pertencentes a
classe das cianobactérias. Acredita-se que mais de 40 géneros dessas bactérias sejam
produtores de toxinas. Dentre o grupo de cianobactérias, destacam-se os géneros:
Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Lyngbya, Nodularia, Nostoc,
Oscillatoria e  Microcystis  (DEMOTT; ZHANG; CARMICHAEL, 1991;
CARMICHAEL, 1992, 2012).

Estes organismos sdo microscopicos, habitualmente menores que 10 um de
comprimento e diametro, podendo apresentar uma variagcdo de tamanho consideravel
entre as espécies e, ainda, ao longo do crescimento durante as diferentes fases do seu ciclo
de vida (BELLINGER; SIGEE, 2010). Uma unica colonia de cianobactérias pode conter
centenas ou até milhares de células. As floragdes de cianobactérias sdo eventos
caracterizados pela presenga de milhdes de colonias em um corpo d’agua, que podem
estar limitadas a superficie ou migrarem para as partes profundas do corpo d’agua, em
busca de protecdo contra a alta luminosidade (PADISAK; REYNOLDS, 1998;
REYNOLDS, 2006; SANT’ANNA et al., 20006).

As cianobactérias sao organismos conhecidos como produtores de diferentes tipos
de toxinas, que apresentam diversos efeitos toxicos (hepatotoxicidade, neurotoxicidade
citotoxicidade). Desta forma, as floragdes por cianobactérias podem acarretar em
contaminagdes que levam a uma variedade de problemas ecoldgicos como também de
risco para a saude humana (CARMICHAEL, 1992; PEUTHERT; CHAKRABARTI;
PFLUGMACHER, 2007).

2.2.1 Floracoes de cianobactérias

As floragdes de cianobactérias podem ocorrer de varias formas, dependendo das
interagoes estabelecidas entre as cianobactérias e o ambiente. Esta intera¢do ¢ marcada,
principalmente, por fatores como luminosidade, temperatura e disponibilidade de
nutrientes, que podem, inclusive, ser responsaveis pela determinagdo das espécies

dominantes dos locais das floragdes (REYNOLDS, 1987; OLIVER; GANF, 2000).
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O aumento de floragdes nos ambientes aquaticos estd muito ligado a agdo
humana, principalmente aos descartes de esgotos domésticos (CROSSETTI; BICUDO;
CARLOS, 2008), efluentes industriais (CROSSETTI et al., 2008) e de quimicos aplicados
na agropecudria. Isso porque essas atividades humanas conferem um aporte quimico
excessivo ao manancial receptor, que leva ao decréscimo da qualidade das suas aguas.
No caso de floragdo em rios, lagos e reservatdrios utilizados para abastecimento, os
efeitos podem ser negativos tanto para o ambiente como para os seres vivos associados
ao local contaminado (SA et al., 2010).

A floragdo que ganhou mais destaque no Brasil ocorreu em Caruaru — PE no ano
de 1996, quando um centro médico utilizou agua contaminada por cianotoxinas em seus
pacientes de hemodidlise, incorrendo em 123 pacientes com intoxicac@o hepatica, dentre
os quais 60 vieram a 6bito (AZEVEDO, 1998). Esse fato serviu de alerta para os perigos
deste tipo de contaminagdo, o que levou a exigéncia, pela legislagao brasileira, de um

monitoramento mais efetivo nas contaminagdes por cianobactérias.

2.2.2 Floracoes de cianobactéria no reservatorio de Salto Grande, Americana-SP

Os reservatorios, em geral, sdo ambientes dominados por comunidades
fitoplanctonicas que, em ecossistemas aquaticos tropicais, apresentam grande variedade
de espécies que estao vinculadas as proprias caracteristicas do clima, como, por exemplo
a temperatura, a dindmica de circulacdo da agua e o pH (BICUDO; BICUDO, 2004;
TUCCI; DEBERDT; DEBERDT, 2004; CROSSETTI; BICUDO; CARLOS, 2008)

O reservatdrio de Salto Grande fica localizado no municipio de Americana-SP
e estd inserido na sub-bacia do rio Atibaia, que faz parte da bacia do rio Piracicaba
(ESPTNDOLA; FARIA; LEITE, 2004). A represa foi construida entre 1940 e 1949, com
inicio de operagdo em 1950 (DEBERDT, 1997). Esse reservatorio possui um historico de
floragdes de cianobactérias desde 1969. As espécies aquaticas de cianobactérias fazem
parte dos chamados fitoplanctons, que ¢ uma comunidade de diversos micro-organismos
fotossintetizantes, que incluem também as algas. Minoti (1999) monitorou as
comunidades fitoplanctdnicas no periodo de ago/95 a jul/96 e verificou que 60,7% das
espécies deste estrato aquatico eram de cianobactérias. Falco (2000) observou que entre
os 15 taxons mais abundantes do reservatorio, no periodo de Jun/97 e jun/98, destacava-
se o grupo das Microcystis (92%), sendo que a frequéncia média de Microcystis

aeroginosa foi de 74%.
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A presenca constante das cianobactérias em um ambiente pode facilitar a
reincidéncia de floragdes, porque os compostos toxicos produzidos por estes
microrganismos podem reduzir a diversidade de espécies do local, o que acaba por
facilitar a proliferagdo de novas floragdes (RIBEIRO, 2007). Outro fator que pode
também facilitar o reaparecimento de floragdes ¢ a propria caracteristica ambiental.
Geralmente os ambientes acometidos de aumento consideravel da biomassa apresentam
caracteristicas como estacdes mais secas e quentes e frequéncia de descartes ricos em
nutrientes, onde estes organismos encontram o ambiente perfeito para se desenvolverem

e, assim, formar grandes floragdes toxicas (ESPINDOLA; LEITE; DORNFELD, 2004).

2.3 Cianotoxinas

Inimeras cianobactérias sao capazes de produzir metabolitos que agem como
toxinas no meio aquatico. Essas toxinas podem agir em varios niveis de toxicidade,
dependendo da espécie produtora, do tipo da toxina e da concentracdo presente no
ambiente (ZANCHETT; OLIVEIRA-FILHO, 2013).

Os metabdlitos sintetizados por essas bactérias sao divididos em metabolitos
primarios, ou seja, aqueles utilizados na propria atividade celular da bactéria, e
metabolitos secundarios, que atuam como hormonios, antibidticos ou ainda como as
toxinas, conhecidas como cianotoxinas (CARMICHAEL, 1992; VAN APELDOORN et
al., 2007; MEJEAN; PLOUX, 2013). As toxinas sdo metabodlitos secundarios que agem
negativamente sobre cé€lulas, tecidos ou outros organismos que, segundo os autores, estao
relacionadas com o mecanismo de defesa da cianobactéria (DEMOTT; ZHANG;
CARMICHAEL, 1991; CARMICHAEL, 1992). Uma mesma cianotoxina pode ser
produzida por varias espécies diferentes de cianobactérias ou também por populagdes
diferentes de uma mesma espécie, assim como pode haver cianobactérias toxicas € nao
toxicas (CARMICHAEL, 2001; VAN APELDOORN et al., 2007; ZEGURA;
STRASER; FILIPIC, 2011). Para Demott et al. (1991), é clara a relagdo entre o nivel de
toxicidade e a concentracao da toxina; assim como a forma de exposi¢ao ¢ a sensibilidade
do organismo alvo.

As cianotoxinas podem ser divididas por dois critérios principais: 1. Baseado no
mecanismo de acdo em vertebrados terrestres, como mamiferos, e sua acdo em 0rgaos
alvo (hepatotoxina, neurotoxina, dermotoxina etc.) e 2. baseado na estrutura quimica que
apresentam (peptideos ciclicos, alcaloides ou lipopolissacarideos) (CARMICHAEL,
1992; FERRAO-FILHO; KOZLOWSKY-SUZUKI, 2011).



Revisdo de Literatura 22

A primeira cianotoxina descrita foi a Anatoxina-a (ANTX-a), cuja agao
bioldgica a coloca na classe das neurotoxinas, pois se liga, irreversivelmente, aos
receptores de acetilcolina e ndo se degrada pela acetilcolinesterase, provocando assim,
espasmos musculares em animais e, consequente, a morte por parada respiratoria (CODD
et al., 1999).

Outra toxina da classe das neurotoxinas alcaloides ¢ a Saxitoxina (STX), também
conhecida como “veneno do crusticeo paralitico”, por terem sido primeiramente
encontradas em mariscos intoxicados. Essa toxina bloqueia os canais de sodio dos
neurdnios desses organismo, paralisando os seus musculos (CHORUS; BARTRAM,
1999; FERRAO-FILHO; KOZLOWSKY-SUZUKI, 2011).

As hepatotoxinas fazem parte da classe de cianotoxinas mais estudas, e apesar
de serem conhecidas desde os anos 50, sua identificacao e sua estrutura quimica s6 foram
determinadas nos anos 80 (CARMICHAEL; GORHAM, 1980). Dentre as hepatotoxinas,

destaca-se as microcistinas.

2.3.1 Microcistina

As microcistinas (MCs) sdo cianotoxinas do grupo dos heptopeptideos ciclicos
produzidos por inumeras espécies de algas azuis. Até o momento, ja foram descritas 90
variagoes estruturais desta toxina (LIU; SUN, 2015), cujos organismos envolvidos na sua
producdo sdo cianobactérias dos géneros Microcystis, Anabaena, Nodularia e
Oscillatoria, que podem ser encontradas tanto em aguas doces quanto salgadas
(IKEHARA et al., 2015). Estas toxinas podem ser libertadas para o meio extracelular em
pequenas quantidades, durante a vida das cianobactérias (PANTELIC et al., 2013) ou
apos a lise celular (CORBEL; MOUGIN; BOUAICHA, 2014).

A sintese das microcistinas acontece a partir de um complexo multienzimatico,
formado por um peptideo ndo-ribossomal sintetase (PNRS) e policetideo sintetase (PCS).
Esse complexo ¢ codificado por um grupo de genes de composi¢cdo e organizagdo
variadas, denominados de genes mcy (CARMICHAEL, 1992; CHRISTIANSEN et al.,
2003; KURMAYER; CHRISTIANSEN, 2009; PEARSON et al., 2010). A presenca
destas microcistinas em corpos d’dgua e em 4agua de abastecimento pode causar
envenenamento, tumorizagoes, perda da integridade do citoesqueleto e até morte celular

(GANDHI; KUMAR, 2017).
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As microcistinas estdo entre as toxinas prevalentes no ambiente (ZEGURA et
al.,2011), sendo que as suas grandes produtoras sdo as linhagens toxicas do gé€nero
Microcystis. Este género abrange cerca de 50 espécies de cianobactérias, frequentemente
encontradas em lagos de diversos paises (KOMAREK et al., 2012). Segundo Pearson et
al. (2010), dentre os varios tipos estruturais da microcistina, ha uma toxicidade variada,
sendo a isoforma microcistina-LR a mais toxica.

A microcistina-LR (MCLR) ¢ a cianotoxina mais comumente encontrada no
ambiente. Ela apresenta uma estrutura molecular ciclica [ciclo — (D-Alal1-Leu2-D-
MeAsp3-L-Arg4-Adda5-D-Glu6-Mdha?7) ], conforme apresentada na Figura 1. O figado
¢ o principal 6rgao-alvo das MCLRs, cuja agdo dessas toxinas induz hepatomegalia,
hemorragia hepatica e até¢ falha hepatica (GANDHI; KUMAR, 2017). O potencial
hepatotoxico da MCLR ¢ principalmente vinculado aos peptideos de transporte de anions
organicos, que sao expressos apenas na membrana sinusoidal dos hepatocitos humanos,
0 que viabiliza o transporte da MCLR para dentro dos hepatocitos, facilitando sua agdo

(LIU; SUN, 2015).
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Figura 1 Formula quimica estrutural da cianotoxina Microcistina-LR (BLAHA; BABICA; MARSALEK,
2009)

2.3.2 Mecanismos de acao

Diante do conhecimento da toxicidade das microcistinas, alguns estudos tém

focado em qual nivel de toxicidade pode afetar os organismos. Segundo Ding et al.
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(1999), as microcistinas sdo inibidoras das fosfatases 1 e 2A, sendo consideradas,
predominantemente, como promotoras de tumor (ERIKSSON et al., 1990). Em
consequéncia dessa inibicdo, ocorre a hiperfosforilagdo das proteinas do citoesqueleto,
que leva a inumeras alteragdes como distirbio da homeostase celular, alteragdes e
rearranjos do citoesqueleto e perda da adesdo entre desmossomos. Essas alteragdes
decorrem em disfuncdo da arquitetura hepética e, consequentemente, comprometimento
do orgdo (ERIKSSON et al., 1990; HOOSER et al., 1991; TOIVOLA; ERIKSSON,
1999).

De acordo com Zegura (2016), nas ultimas décadas, muitos estudos envolvendo
as microcistinas mostram que essas toxinas induzem danos no DNA, que estdo envolvidos
com a iniciagdo de tumores, mas, apesar desses estudos, ainda ndo ficou claro o
mecanismo de acdo que leva ao potencial genotoxico e carcinogénico das MCLRs. No
entanto, existem algumas evidéncias de que as microcistinas induzem danos no DNA que
geram espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, pela quebra das cadeias da dupla hélice
originada da excisdo de adutos oxidativos do DNA (LOPES, 2011; STRASER et al.,
2013). Essas espécies reativas originadas do processo sdo, entdo, as moléculas
responsaveis pela genotoxicidade e carcinogenicidade desta cianotoxina (NISHIWAKI-
MATSUSHIMA et al., 1992; OHTA et al., 1992). Alguns autores citam, também a
nefrotoxicidade como efeito da MCLR destacando que em baixas concentracdes e
exposicao cronica pode levar a falha renal (ZEGURA; SEDMAK; FILIPIC, 2003;
ZEGURA etal., 2011).

Doses elevadas de MCLR apresentam uma alta poténcia hepatotoxica, mas os
mecanismos promotores de proliferacdo das células hepaticas, em doses baixas, ainda nao
estao totalmente esclarecidos. Em, altas concentracdes a MCLR podem levar a necrose
ou apoptose de células hepaticas (ESPINDOLA et al., 1998; NASCIMENTO et al.,
2010).

Em decorréncia dos perigos das contaminagdes por cianotoxinas e das
frequéncias em que t€m sido registradas floragdes de cianobactérias, ha cada vez mais a
necessidade do desenvolvimento de ensaios com organismos sensiveis, que possam
estimar as potencialidades toxicas desta substancia quimica. Também € necessario avaliar
a agdo destas substancias sobre o material genético dos organismos, mesmo quando os
contaminantes estejam presentes em baixas concentragdes (FRENZILLI et al., 2009;

KLOBUCAR et al., 2003).
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2.4 Métodos de avaliacao de ecotoxicidade

2.4.1 Bioindicadores in vitro e in vivo

Devido aos atuais comprometimentos observados nos ecossistemas aquaticos,
fica cada vez mais evidente a necessidade de se avaliar, mais detalhadamente, esses
ambientes. Por isso, ¢ indicada a realizacdo de ensaios desenvolvidos por meio de
diferentes metodologias, para que se possa obter um melhor monitoramento dos possiveis
impactos que acometem os ecossistemas (DOWLING; MOTHERSILL, 2001) .

Os testes mais utilizados para detec¢do de genotoxicidade e mutagenicidade de
uma substancia sao os ensaios do cometa e do micronucleo, respectivamente, por serem

considerados simples, eficazes e de rapida aplicacdo e obtengao de resultados.

2.4.2 Cultura de células

Inimeras linhagens de células mantidas em culturas vém sendo utilizadas em
diversos ensaios de monitoramento ambiental, principalmente em estudos de avaliagdo
da mutagenicidade de ambientes aquaticos (RABELLO-GAY; RODRIGUES;
MONTELEONE-NETO, 1991). Estes sistemas in vitro permitem uma padronizagao das
condig¢des do ensaio (densidade populacional, pH, temperatura, composi¢cao do meio de
cultivo); a realizagdo de tratamentos das células em varias fases do ciclo celular
(ROGERO et al.,, 2003); a reproducao do teste em diferentes laboratorios, pela
uniformidade de seu metabolismo e comportamento celular; rapidez, sensibilidade e
viabilidade de realizacdo dos ensaios, além de serem financeiramente acessivel
(KNASMULLER et al., 1998).

As linhagens celulares usadas em ensaios bioldgicos podem ser metabolizadoras
ou nao metabolizadoras, dependendo do tecido de origem. As linhagens metabolizadoras
sao utilizadas, geralmente, para avaliar os efeitos dos metabolitos derivados das
transformagdes que o produto sofre dentro do organismo e as ndo metabolizadoras servem
para avaliar o efeito do préprio produto investigado. Dentre as linhagens celulares
metabolizadoras, podemos citar a HepG2 (célula de hepatoma humano) e a ZFL (célula
de figado de Danio rerio).

As células HepG2 sao derivadas de hepatoblastoma primario de um jovem de 11
anos. Essa linhagem apresenta morfologia semelhante ao epitélio e ao parénquima

hepatico e, além disso, conserva a capacidade de sintetizar e secretar a maioria das
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proteinas caracteristicas das células normais do figado humano (MIRANDA; COLLODI;
ZHAO, 1993; GHOSH; ZHOU; COLLODI, 1994; HE, 2010). A linhagem celular ZFL ¢
derivada da juncdo de aproximadamente 10 figados de peixes adultos normais (Danio
rerio), sendo esta a inica linhagem que apresenta a morfologia epitelial tipica deste 6rgao.
Esta célula ¢ muito importante no estudo da toxicologia in vitro, principalmente na anélise
dos efeitos de metabdlitos bioativos derivados de compostos xenobidticos
(KNASMULLER et al., 1998; UHL; HELMA; KNASMULLER, 1999; VALENTIN-
SEVERIN et al., 2003). Desta forma, os ensaios desenvolvidos com estas linhagens
celulares refletem, de forma mais fiel, a metabolizacao de mutadgenos, sem a necessidade
de adi¢do de substincias para desenvolver essa fungdo (KNASMULLER et al., 1998;
UHL; HELMA; KNASMULLER, 1999; VALENTIN-SEVERIN et al., 2003).

2.4.3 Ensaio do cometa

Na década de 80 foi desenvolvido um método de anélise de danos no DNA que
foi realizado com células unicas, dispostas em gel de eletroforese. Este método foi
desenvolvido por (OSTLING; JOHANSON, 1984) e passou a ser chamado de ensaio do
cometa, ensaio de eletroforese em gel de célula unica ou eletroforese de microgel
(OSTLING; JOHANSON, 1984). Neste teste, as células sdo dispostas em laminas
cobertas de agarose, lisadas e tratadas com sal. Apds esses procedimentos, obtem-se
nucledides, que sdo nucleos sem envoltdrios nuclear, mas com proteinas que mantém a
sua forma. Assim, o DNA ¢ submetido a uma corrida eletroforética em condi¢des neutras
e corado com corante fluorescente (SINGH et al., 1988).

Ap6s um periodo de estudos (BELPAEME; COOREMAN; KIRSCH-
VOLDERS, 1998; LIAO; MCNUTT; ZHU, 2009) fizeram algumas modificagdes na
técnica e passaram a usar um tampao alcalino na corrida eletroforética, forma essa
utilizada até hoje para este ensaio. A técnica do cometa alcalino ¢ considerada um
“endpoint” de genotoxicidade que permite detectar os danos no DNA em células
individuais, e viabiliza quantificar quebras desta macromolécula induzidas por agentes
fisicos ou quimicos (PAVLICA et al.,, 2001; ANDRADE; FREITAS; SILVA, 2004;
MATSUMOTO et al., 2006).

O ensaio do cometa ¢ considerado um teste genotdxico rapido, simples e
sensivel, capaz de detectar danos no DNA de células individuais de qualquer tecido e/ou

tipo celular induzidos por agentes alquilantes, intercalantes e oxidantes (PAVLICA et
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al., 2001; ANDRADE; FREITAS; SILVA, 2004; MATSUMOTO et al., 2006). Para
(SPEIT, 1996; PAVLICA et al., 2001; SPEIT; VASQUEZ; HARTMANN, 2009), o
ensaio do cometa ganhou popularidade por ser um teste capaz de detectar baixos niveis
de danos e também ser uma técnica que nao requer um niamero muito grande de células e
ndo necessitar que elas estejam em divisdo, o que facilita a aplicabilidade do teste em
qualquer fase do ciclo celular (FRENZILLI; NIGRO; LYONS, 2009; LIAO; MCNUTT;
ZHU, 2009).

Este teste ¢ baseado na quantificagdo de fragmentos de DNA que migram para
fora do nucledide durante a corrida de eletroforese. Esses fragmentos sdo decorrentes
tanto dos danos no DNA como de processo de reparo celular, que fazem excisdo de bases
do local que sofreu mutacdo (FRENZILLI; NIGRO; LYONS, 2009; MARTINS; COSTA,
2015; IMANIKIA et al., 2016; REIS et al., 2017). Por ser um método reconhecido e por
detectar baixos niveis de danos e reparos no DNA, cada vez mais, o ensaio do cometa
tem sido utilizado para avaliar as quebras no material genético induzidas por
contaminantes e, portanto, para a realizagdo de biomonitoramento ambiental de
genotoxicidade de substancias, tanto por meio de testes in vivo como in vitro (COLLINS
etal., 1997; HE et al., 2000; OLIVE; BANATH, 2006).

Alguns autores afirmam que apenas uma pequena parte dos danos que ocorrem
no DNA ndo sdo passiveis de reparo, o que pode levar a eventos de transformacao do
DNA e consequentemente a uma mutagdo (FENECH, 2000; BONASSI et al., 2003;
FENECH et al., 2003b).

2.44 Teste do Micronucleo com Bloqueio de Citocinese

O microntcleo (MN) ¢ uma pequena massa de cromatina delimitada por
membrana e separada do nucleo principal, com aparéncia de um pequeno nucleo. A
presenca de MN em uma célula, significa que o seu ntcleo perdeu parte da sua cromatina,
devido a quebras cromossomicas ou perdas de cromossomos inteiros (FENECH, 2000;
FENECH et al., 2003b). Sdo considerados MN classicos as estruturas circulares de
mesma refringéncia que o nucleo, nao ligadas a este, com tamanho variando de 1/3 a 1/16
do tamanho do nucleo principal da célula (FENECH et al., 2003a; KIRSCH-VOLDERS
et al., 2003; NERSESYAN et al., 2016; HARA; MARIN-MORALES, 2017) .

Virios eventos celulares podem resultar em MNs, alguns por acdo direta no
material genético dos organismos expostos, promovendo ruptura da molécula de DNA e

resultando em fragmentos acéntricos (agao clastogénica), e outros por acao indireta, por
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interagirem com outras moléculas ou estruturas celulares, como, por exemplo, proteinas
do fuso mitdtico, levando a perda de cromossomos inteiros ou alterando a maquinaria
mitotica (agdo aneugénica) (FENECH, 2000; SOUZA; FONTANETTI, 2006).

O teste do MN ¢ uma técnica muito usada no monitoramento ambiental, pois
avalia a potencialidade mutagénica de contaminantes, sendo, entdo, um “endpoint” de
avaliagdo mutagénica de ecossistemas (FENECH, 1997, 2000; KIRSCH-VOLDERS et
al., 2003).

O ensaio do MN, também conhecido como teste do micronticleo com bloqueio
de citocinese (CBMN), realizado com sistema in vitro e que utiliza a citocalasina B, um
inibidor de polimerizagdo da actina, que impede a citocinese, mas ndo impede a
cariocinese, resulta em células binucleadas, formadas a partir de células que passaram por
apenas um ciclo de divisdo, independentemente do grau de sincronia e da propor¢ao de
células em divisao (FENECH, 1998; KIRSCH-VOLDERS; FENECH, 2001; FENECH
et al., 2003b; TONELINE et al., 2014). Nesta técnica, sdo contabilizadas as células
binucleadas, o que garante que os micronucleos que apareceram siao decorrentes da acao
do agente de exposicao (AYLLON; GARCIA-VAZQUEZ, 2000; BOETTCHER et al.,
2010).

Alguns trabalhos demonstram a aplicabilidade do teste do MN em avaliacdes da
extensdo da poluicdo aquatica, testando a genotoxicidade de poluentes, por meio de testes
in vivo (FENECH, 2000; FENECH et al., 2011).

Alguns estudos demonstraram que esta técnica pode também ser usada para
avaliar a presenca de brotos e pontes nucleares em células expostas a agentes toxicos.
Durante a anéfase, cromossomos dicéntricos (originados de quebras e reorganizacao
cromossomicas) em que cada centrdmero ¢ tensionado para um dos polos da célula,
provavelmente, resultam em uma estrutura semelhante a uma ponte, que ¢ revestida pela
membrana nuclear. Essas pontes, juntamente com os brotos nucleares, sdo consideradas
“endpoints” de genotoxicidade, e os MN “endpoints” de mutagenicidade

(LAUGHINGHOUSE et al., 2012; OZAKCA; SILAH, 2013).

2.4.5 O organismo teste A. cepa

A espécie A. cepa € reconhecida como um excelente modelo genético e, por isso,
muito utilizada para ensaios de contaminacao ambiental. S3o ensaios recomendados pelo

United Nations Environment Programme- UNEP, World Health Organization (WHO) e
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US Environmental Protection Agency (US EPA) como instrumento na avaliacdo de
substancias presentes no ambiente (RANK; NIELSEN, 1994; LEME; MARIN-
MORALES, 2009; RADIC et al., 2010).

Os ensaios realizados com plantas tém muitas vantagens sobre outros sistemas,
incluindo a semelhancga entre a morfologia dos cromossomos de plantas e mamiferos, bem
como a resposta aos agentes mutagé€nicos. Além disso, os vegetais sdo sistemas mais
econdmicos, requerem um menor tempo de experimentacdo € seus cromossomos Sao
grandes e em pequeno numero, o que facilita a observacao de alteragdes citogenéticas
(CARITA; MARIN-MORALES, 2008; RADIC et al., 2010; LAUGHINGHOUSE et al.,
2012).

Este teste ¢ muito utilizado para avaliar os danos do DNA, aberracdes
cromossomicas e perturbagdes no ciclo mitdtico, o que permite monitorar efeitos de

poluentes inclusive de misturas complexas (MOHAMMED et al., 2015).

2.4.5.1 Aberracoes cromossomicas em células meristematicas de 4. cepa

O teste de aberracdes cromossdmicas € um importante instrumento para avaliar
os efeitos toxicos e genotoxicos de amostras ambientais, destacando-se dentre elas as
misturas complexas e os micropoluentes (RUSSEL, 2002; RANK; NIELSEN, 2004).

Neste teste, observa-se as alteragdes estruturais e numéricas dos cromossomos,
que ocorrem espontaneamente ou por inducdo de agentes fisicos ou quimicos (LEME;
MARIN-MORALES, 2008; FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2009).
Alguns autores consideram estas altera¢des, como evidéncias de efeitos genotoxicos e
mutagénicos induzidos por agentes clastogénicos e/ou aneugénicos (LEME; MARIN-
MORALES, 2008; FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2009).

Dependendo da acao dos agentes toxicos, podem ser induzidas diferentes tipos
de aberracdes cromossomicas. Quando um agente interfere na estrutura do fuso mitoético,
portanto de acdo aneugénica, ele pode afetar a segregacdo correta dos cromossomos
durante a divisdo celular ou ainda decorrer em C-metafases (ALBERTINI et al., 2000;
FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2009; GOUJON et al., 2014). Estas
aberracdes, que podem ser irreversiveis e muito prejudiciais as células, podem também
estar relacionadas com o processo de morte celular (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-
MORALES, 2009; FREITAS et al., 2016; PALMIERI, 2016).
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A desestruturacao do citoesqueleto pode levar a mal formagdes do fuso mitdtico
e causar inumeras alteracdes cromossOmicas, dentre elas as células poliploides
(FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007). Além dos distarbios causados
pelas alteracdes no citoesqueleto, a agao de agentes toxicos sobre constituintes celulares
podem levar ao surgimento de células binucleadas e com MN (SHAMINA; SILKOVA;
SERIUKOVA, 2003), o que também pode gerar perdas de cromossomos inteiros e
consequente formacao de células aneuploides (FENECH; CROTT, 2002; FERNANDES;
MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007).

Ja a os brotos nucleares podem ser derivados de um processo de eliminacao do
DNA amplificado, em decorréncia de inativagdo total do fuso mitotico (STANIER et al.,

1979). Quando estes brotos sdo eliminados do nucleo, eles passam a formar os MNSs.
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3 Objetivos

Como a eutrofizagdo de rios e lagos tem como consequéncia a floragdo de
cianobactérias, microrganismos potencialmente produtores de toxinas, este trabalho teve
como objetivos avaliar a acdo bioldgica, em diversos niveis de toxicidade, das
cianotoxinas presentes em extratos obtidos de amostras de recursos hidricos
contaminados com cianotoxinas, no meio de cultivo onde estes procariontes foram
cultivados (em laboratorio) e da substancia microcistina-LR (95% de pureza).

Para esta avaliagao foram realizados testes especificos para:

- Avaliar os efeitos genotoxico e mutagénicos da biomassa de cianobactérias cultivadas
em laboratdrio, das microcistinas presentes no meio de cultivo de Microcystis aeruginosa,
em amostras de aguas da represa de Salto Grande (Americana-SP) e da microcistina-LR
(95% de pureza), por meio do teste do cometa, de anormalidades nucleares e do teste do
micronucleo realizados com linhagens de hepatocitos humanos (HepG2) e de de Danio
rerio (ZFL);

- Avaliar o potencial citotdxico, genotoxico e potencial mutagénico da biomassa de
cianobactérias cultivadas em laboratorio, das microcistinas presentes no meio de cultivo
de Microcystis aeruginosa, em amostras de aguas da represa de Salto Grande (Americana-
SP) e da microcistina-LR (95% de pureza), por meio da andlise de alteragdes nos indices
mitoticos, de morte celular, de aberracdes cromossomicas e micronticleos e quebras
realizados com células meristematicas de 4. cepa expostas a diferentes concentragdes
desses compostos quimicos;

- Avaliar a agdo mutagénica da biomassa de cianobactérias cultivadas em laboratorio, das
microcistinas presentes no meio de cultivo de Microcystis aeruginosa, em amostras de
aguas da represa de Salto Grande (Americana-SP) e da microcistina-LR (95% de pureza),
por meio da andlise de micronucleos células F1 de A. cepa expostas a diferentes
concentragdes desses compostos quimicos;

- Comparar os diversos resultados de toxicidade obtidos nos ensaios realizados com as
diversas amostras de microcistinas produzida pela cianobactéria Microcystis aeruginosa;
- Avaliar a eficiéncia dos ensaios realizados com culturas celulares (HepG2 e ZFL) e com

A. cepa, para monitorar efeitos citogenotdxicos e mutagénicos dessas toxinas.
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4 Material e Métodos

4.1 Substancia quimica

Foi utilizado como material quimico a microcistina-LR (CAS N° 101043-
37-2— Cayman- 95% de pureza), que foi testada em trés concentracdes (lpg/L
concentracdo tida pela OMS como alerta de nivel 1 para esta toxina; 1,5 pg/L
concentracdo 50% maior que o alerta de nivel 1, simulando um inicio de floracao
e, portanto, baixa presenca de microcistina; e 2 pg/L concentragdo que ¢ o dobro da
concentragdo inicial, simulando uma floragdo em processo mais avangado de

producao de microcistina).

4.2 Material bioldgico

Para a obtencdo das microcistinas, foi utilizada uma cepa da cianobactéria
Microcystis aeruginosa, fornecida pela Profa Dra. Maria do Carmo Bittencourt-
Oliveira, do departamento de Ciéncias Biologicas da Universidade de Sao
Paulo/ESALQ. A obten¢ao das microcistinas foi feita no Laboratorio da referida
professora (Dra. Maria do Carmo), cujos protocolos foram desenvolvidos conforme
rotina daquele laboratorio e sob a orientagcdo da pesquisadora.

Para a realizagao dos testes de micronucleo ¢ do cometa foram utilizadas
duas linhagens celulares: a linhagem de célula metabolizadora humana (HepG?2),
derivada de hepatoma humano, obtida junto ao banco de células do Rio de Janeiro
(BCRJ); e a linhagen de células metabolizadora de D. rerio (ZFL), derivada de
hepatocito de D. rerio, cedida pela Profa. Dra. Claudia Bueno dos Reis Martinez,
da Universidade Estadual de Londrina/PR,

Para os testes de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade,
também foi utilizada a espécie A.cepa (cebola), organismo teste indicado para

avaliagdo de toxicidade de aguas.

4.2.1 Cianobactérias

As cianobactérias (BCCUSP 232) foram cultivadas em camaras climaticas

sob condicdes controladas de temperatura (23 + 0,5 °C), fotoperiodo (12:12hs
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claro:escuro) e intensidade luminosa (40 umol.m-2.s-1, medida com sensor esférico
120 subaquatico fotdmetro LI-COR, mod. LI-250). O meio de cultura utilizado foi
o ASM-1, pH 7,4 (STANIER et al., 1979), modificado por (HE, 2010), pela
substitui¢do do citrato férrico de amonia por cloreto férrico. Sob intensidade
luminosa de aproximadamente 55 pE.m-2.s-1, temperatura de 24+1 °C, pH entre 7
e 8 e foto-periodo de 12 horas.

Ao atingirem a fase exponencial de crescimento (15-18 dias de cultivo) as
células precisam de meio de cultivo novo pois ja consumiram grande parte dos
nutrientes, entdo foi realizado o repique, levando a uma producao maior de células.
Para o repique foi utilizada a proporcdo de 1 parte de células em fase exponencial
para 9 partes de meio novo. O meio ASM-1 ¢ composto apenas por substancias
inorganicas.

Apo6s a obtengdo de grande quantidade de cultivo (aproximadamente 65 L)
foi realizada a centrifugacao (10 minutos a 3000 rpm) destes para a obtencdo da
biomassa isolada. O meio de cultivo restante deste processo foi armazenado para
posteriormente passar pela extracao de fase sélida com cartucho C18, mais indicado
para esta finalidade. A biomassa resultante do cultivo foi liofilizada e armazenada
em freezer (-20°C) até o momento do uso.

Para a obten¢@o de microcistina extracelular a partir das células cultivadas
de M. aeruginosa, foi realizado um procedimento de gelo/degelo do cultivo por trés
vezes consecutivas, sendo que a fase de congelamento foi realizada em nitogenio
liquido (N2) e o degelo em banho-maria 24°C. Este procedimento promove o
rompimento da membrana celular e a microcistina extracelular ¢ liberada. Em
seguida, todo esse material composto por membranas celulares rompidas e
microcistinas foi misturada com agua de osmose reversa para a realizagdo da
dosagem de microcistinas por meio do Kit de Elisa para esta cianotoxina (Abraxis,
N° 522015). De acordo com o resultado desta dosagem foram preparadas as

concentracoes utilizadas.

4.3 Amostra Ambiental

4.3.1 Reservatorio de Salto Grande
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O reservatorio de Salto Grande fica localizado no municipio de
Americana, no centro-leste do Estado de Sdo Paulo, em uma altitude de 530 m
(coordenadas geograficas: 22° 44°S e 47° 19°W). Estd inserido na sub-bacia do rio
Atibaia, que faz parte da bacia hidrografica do rio Piracicaba.

A represa foi construida entre 1940 e 1949 com a finalidade de possibilitar
o aproveitamento hidrelétrico pela Usina Hidroelétrica de Americana (USAM), mas
atualmente contribui com a regularizacdo da vazao do rio Piracicaba, além de ser
importante para irrigacao, piscicultura, recreagdo e abastecimento.

O reservatorio ¢ dividido em trés compartimentos formados em
decorréncia da topografia de fundo que ¢ condicionada a existéncia de dois saltos
submersos, dividindo o reservatério em compartimentos distintos em termos de
profundidade méaxima e distribui¢ao dos sedimentos.

Os pontos de coleta das amostras de agua foram distribuidos nos trés
compartimentos do reservatdrio de Salto Grande (Americana — SP), como segue:

P1-Ponto localizado logo apds o estreitamento do compartimento 4, inicio

do compartimento 3.
P2 — Ponto localizado onde ocorre um estreitamento do compartimento 2.
P3-Ponto localizado no compartimento 1.

P4- Ponto préximo a barragem do reservatdrio, inicio do compartimento

Reservatorio de Salto Grande ——

Figura 2 Esquema dos pontos de coleta localizados no reservatério de Salto Grande (Americana —
Salto Grande (Americana-SP). P1- ponto localizado no compartimento 3 (C3), logo apds o
estreitamento do compartimento 4 (C4); P2- ponto localizado onde ocorre um estreitamento entre o
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compartimento 2 (C2) e 1 (C1); P3- ponto localizado no compartimento 1 (C1); P4- ponto localizado
no estreitamento do compartimento 1 (C1), proximo da barragem.

ApOs a coleta, as amostras foram centrifugadas (10 minutos a 3000 rpm)
para a decantagdo da biomassa. Em seguida, foi retirado o sobrenadante e
armazenado para posterior filtragem e realizagdo do processo de extracdo de fase
solida (EFS).
4.3.2 Extracio de Fase Solida (EFS)

O processo de extragdo exige preparo das amostras, desde antes do
momento das coletas até o processamento das mesmas. Sendo assim, antes da
realizagdo da coleta foi feita a lavagem dos frascos de vidro (4L), como segue: os
galdes (v: 4 L) passaram por banho com agua destilada e Extran® “overnight”.
Posteriormente, foram lavados em dgua corrente, até que ndo houvesse mais residuo
do detergente. Os galdes foram secos e novamente lavados com agua destilada.
Apos nova secagem, foram submetidos a uma desinfeccdo com etanol e secos
novamente. Em seguida, foram passados por um novo banho em agua destilada e,
depois de estarem totalmente secos, passado acetona P.A. Apos todo procedimento,
os galdes foram levados para estufa, para secagem, e destinados a coleta.

No momento da coleta das amostras de agua, foi adicionado nos galdes 8
mL de acido acético glacial P.A., para fixacdo das condi¢cdes da amostra e para
evitar a proliferacdo de microrganismos.

Depois de realizada a coleta, as amostras foram filtradas trés vezes em
sistema de filtracdo a vacuo, com filtro de fibra de vidro (Glass-microfibre Discs
MGA 47mm — Sartorius Stedim Biotech®). Apos o processo de filtracdo, as
amostras foram subdivididas em aliquotas de 1 L. Essas aliquotas passaram pelo
processo de extragdo de fase solida, que consistiu em passar a dgua por cartuchos
poliméricos que retém, em resinas apropriadas, apenas as substancias de interesse
presentes nas amostras.

O procedimento de extracdo foi iniciado com o condicionamento dos
cartuchos CI8 EC 500mg/3mL (Chromabond® - Macherey-Nagel). Esses
cartuchos foram acoplados a um aparelho de Manifold (Chromabond® - Macherey

Nagel), onde foi adicionado 6 mL de metanol, em cada cartucho, para a abertura
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das cadeias poliméricas dos mesmos. Apds a passagem do metanol foi adicionado
6 mL de dgua milli-Q, para retirar residuos do metanol.
Apo6s o procedimento de extracdo, os cartuchos passaram por secagem,

para serem armazenados em freezer (-20 °C).

4.3.3 Eluicdo das Amostras

Para a eluicao das amostras, os cartuchos foram retirados do congelador e
acoplados ao Manifold, para a retirada do excesso de dgua. Uma vez secos, 0s
cartuchos foram presos a um vidro de aproximadamente 15 mL, onde foram
passados 10 mL de metanol, em sequéncias de 2 em 2 mL. Depois de passados os
10 mL de metanol, as amostras foram secas com nitrogénio gas Ny, até restar
apenas um pequeno residuo no fundo do frasco. Esse residuo foi retirado pela
lavagem realizada com 1,5 mL de metanol, para ser transferido para um “vial” de 2
mL. O contetudo do vial (1,5 mL) passou por processo de secagem, até alcangar um
volume de 1 mL. Este extrato foi mantido em geladeira, para posterior uso nos
experimentos. Para os testes em A. cepa utilizou-se extratos diluidos (1/10, v:v de

extrato/agua).

4.4 Bioensaios com cultura celular (HepG2 e ZFL)

As células de hepatoma humano - HepG2 (2n=46 cromossomos), foram
cultivadas em meio MEM (Meio Minimo Essencial Eagle), com solugdo
antibiotica/antimitdtica, suplementado com 10 % de soro bovino fetal. Os frascos
de 25 cm? (com ventilagao de cultivo celular) foram mantidos em temperatura
controlada (37 °C) em estufa de CO2 (5 %) e umidade de 80 %. Inicialmente, foram
descongeladas as ampolas contendo a linhagem HepG2 em 10 mL de meio MEM
com soro bovino fetal (SBF). Apos o crescimento celular, as células foram lavadas
duas vezes com 5 mL de PBS, tripsinizadas por 5 minutos com Tripsina-EDTA 0,5
% e, logo em seguida, foram adicionados 1,5 mL de meio de cultura suplementado,
para inativar a tripsina. Apos obter a quantidade ideal de células, foram realizados
o teste da resazurina, ensaio do cometa e teste do MN com bloqueio de citocinese.

As células de hepatdcitos de Danio rerio — ZFL apresenta morfologia

tipica de células epiteliais. Em geral, o tempo de duplicagdo dessa linhagem de
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células ¢ de aproximadamente 72 horas. Estas células exibem um cari6tipo
hipodiploide, com numero modal de cromossomos de 47 (2n = 50) (HE, 2010).

As células foram mantidas em frascos de 25 cm? sem ventilagdo, em
temperatura controlada (28°C) em BOD. Inicialmente, as ampolas com a linhagem
ZFL foram descongeladas em 10 mL de meio RPMI + Leibowitz L-15 (60/40%),
suplementado com SBF. Apds o crescimento celular, as células foram lavadas duas
vezes com 5 mL de PBS e tripsinizadas com Tripsina-EDTA 0,125% por 7 minutos.
Em seguida, a tripsina foi inativada com 1,7 mL de meio de cultura suplementado.
Quando se obteve a quantidade ideal de células, foram realizados os testes da

resazurina, do cometa e do MN com bloqueio de citocinese.

4.4.1 Ensaio de viabilidade celular - Teste da Resazurina

A resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido) € um corante azul
com baixa fluorescéncia que, apds ser reduzido nas células vivas, transforma-se em
resorufina, que ¢ um corante rosa de alta fluorescéncia. O teste da resazurina foi
realizado como um ensaio inicial para se determinar as concentragdes que
mantinham a viabilidade das células testadas (HepG2 e ZFL) maior que 80%. Uma
vez definidas essas concentra¢des, foram realizados os ensaios de genotoxicidade
(ensaio do cometa) e de mutagenicidade (teste do MN com bloqueio de citocinese)
com essas linhagens celulares.

O ensaio foi realizado em placas de Elisa de 96 pocos, de acordo com o
protocolo proposto por O’brian et al. (2000), com as seguintes modifica¢des: as
placas foram preparadas com 2,34 x 10° células por pogo, em um volume total de
100 pl. de meio de cultura, correspondente de cada suspensdao celular,
suplementado com soro e incubadas por um periodo de 24 horas, tempo necessario
para ocorrer a adesdo das células na superficie dos pocos. Apos esse periodo, 0 meio
foi retirado e foram adicionados os tratamentos previamente preparados com meio
de cultura sem soro, em um volume final de 200 puL por pogo. Nos pogos destinados
ao controle negativo (CN) foi adicionado meio de cultura sem soro € nos pogos
destinados ao controle positivo (CP) houve a adicdo de uma solu¢do de Triton X-
100 (1 %), preparado com meio de cultura sem soro. Nos demais pogos, foram
adicionadas as diferentes solugdes de microcistina-LR ou da biomassa preparadas
com meio de cultura sem soro, nas seguintes concentragdes: 2ug/L; 1,75ug/L;

1,50ung/L; 1,25ng/L; 1ug/L; 0,75 png/L (todas as concentracdes foram calculadas a
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partir da concentracdo ambiental considerada alerta de nivel 1 pela OMS). Os
tratamentos permaneceram nos pog¢os por um periodo de 24 horas. Em seguida, os
tratamentos foram retirados e foram adicionados 200 pL de solu¢do de resazurina
(44 uM) diluida em meio de cultura sem soro, permanecendo incubadas por 4 horas.

A fluorescéncia foi medida pelo fluorimetro leitor de placa, modelo
Infinite M2000 Pro™ plate reader (Tecan, Crailsheim, Germany), utilizando um
comprimento de onda de excitagdo de 560 nm e um comprimento de onda de
emissao 590 nm. A viabilidade foi avaliada com base na comparacao das células
tratadas com as células nao tratadas (CN), onde as concentragdes abaixo de 80 %

de viabilidade foram consideradas citotoxicas.

4.4.2 Ensaio do cometa

Apos o periodo de crescimento celular, foi realizada a confeccao dos pré-
frascos, onde foram semeadas, aproximadamente, 5x10° células, mantidas nas
condi¢des ideais para o cultivo pelo periodo de um ciclo celular. Em seguida, as
células foram submetidas aos tratamentos por um periodo de 24h (HepG2) e 48h
(ZFL). Apos este tempo, foi coletada a suspensao celular, transferida para tubos
Falcon® e centrifugada por 5 minutos a 1500 rpm. Foi retirado o sobrenadante, e
adicionado meio novo (de acordo com a linhagem celular) e a suspensao foi entdo
homogeneizada por meio da utilizagdo de uma seringa de insulina (1mL).

Para o ensaio do cometa, foram montadas laminas com 20 pL da suspensao
celular + 120 pL de agarose de baixo ponto de fusao a 37 ° C. Posteriormente, as
laminas foram banhadas, no escuro, em geladeira a 4 ° C, por 1 hora em solugdo de
lise (1 mL de Triton X-100, 10 mL de DMSO e 89 mL de solu¢do de lise estoque -
NaCl 2.5 M, EDTA 100mM , Tris10 mM, pH 10, aproximadamente 8g de NaOH
solido para 1 L), pH 10. Apos este procedimento, as laminas foram colocadas em
uma cuba de eletroforese, contendo uma solug¢ao tampao (NaOH 300mM + EDTA
ImM, com pH>13), por 20 minutos, para a deselicoidizagio do DNA. A
eletroforese foi realizada por 20 minutos a 25 V e 300 mA (~ 0.8 V/cm). Em
seguida, as laminas foram neutralizadas, durante 15 minutos, em tampao de
neutralizacdo (pH 7.2). Ap6s a neutralizagdo, as laminas foram fixadas, em etanol
absoluto (10 minutos) e coradas com GelRed® (15 pL de GelRed 10.000X em agua,

5 mL de NaCl a 1M, e 45 mL de agua destilada), no momento da analise ao
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microscopio de epifluorescéncia (Leica, filtro B - 34 (excitagcdo: i=420 nM — 490
nM, barreira: [=520 nM), em objetiva de 40x. Foram analisados, ao acaso, 100
nucledides por frasco (trés réplicas, duas laminas com 50 nucledides cada),
totalizando 300 nucleodides/tratamento. A quantificagao de danos no DNA foi feita
pela porcentagem de DNA que estava presente na cauda do cometa, pelo software
Comet IV. A média dos resultados de cada tratamento foi calculada e submetida ao
teste de normalidade Shapiro-Wilk e ao teste estatistico paramétrico, ANOVA ou
nao paramétrico Kruskal-Wallis/Dunn’s (p>0,05), para comparar os efeitos das

cianotoxinas e o controle negativo.

4.4.3 Teste do micronicleo com bloqueio de citocinese

Para a realizagao do teste do micronucleo em células mantidas em cultura,
foi utilizada a técnica descrita por (CETESB, 2008), com algumas modificagdes,
como segue: as cé¢lulas foram cultivadas por um ciclo celular completo (24 horas
para a célula humana e 72 horas para a célula de D. rerio), antes da adi¢cao dos
tratamentos. Em seguida, foram realizados tratamentos simultaneos (24h para
HepG2 e 48h para ZFL), com a adi¢do das concentracdes preparadas em meio de
cultura (trés frascos para cada amostra). O controle positivo foi feito adicionando
50 uL de MMS (4x102M) e o controle negativo, 50 uL de PBS.

ApOs os tratamentos, as células foram lavadas, por duas vezes, com PBS,
seguida da adicdo de 5 mL de meio de cultura completo com 3 pg/mL de
citocalasina B, onde permaneceram por 28 horas. Decorrido este tempo, as células
foram colhidas e fixadas em Carnoy (etanol/acido acético 3:1 — v:v). A seguir,
foram gotejadas sobre laminas limpas, geladas e contendo um filme de agua,
algumas gotas da cultura de células. Apds secagem, as laminas foram coradas com
Giemsa 5 % por 5 minutos, e analisadas em microscopio (aumento de 100 x), para

serem contabilizadas 2000 células por frasco, sendo 6000 células por tratamento.

4.5 Bioensaio com Allium cepa

Sementes de A.cepa foram expostas a germinacdo em placas de Petri
contendo os tratamentos. Os controles foram realizados com agua mineral Controle
Negativo — CN) e com solucdo aquosa de metilmetano sulfonato (MMS - 4 x 10

“M), para o controle positivo.
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Apo6s germinagdo, quando as radiculas atingiram cerca de 1,5 centimetros
de comprimento, elas foram coletada e fixada em Carnoy 3:1 (3 partes de etanol
para 1 de acido acético — v:v). As raizes fixadas foram mantidas em geladeira, até

sua utilizagcdo na confec¢ao das laminas.

4.5.1 Teste de Aberracoes Cromossomicas e Microntucleos em Células
Meristematicas de 4. cepa

Para os testes de aberragcdes cromossOmicas e micronucleos em células
meristematicas de raiz de cebola, foi adotado o protocolo descrito por Grant (1982),
com algumas modificagdes. As raizes fixadas em Carnoy 3:1, ap6s 3 banhos em
agua destilada, foram hidrolisadas em HCl 1 N a 60 ° C por 10 minutos e,
novamente, lavadas em agua destilada. As raizes foram transferidas para frascos
escuros contendo reativo de Schiff, onde permaneceram por, aproximadamente, 2
horas. Apos alguns banhos em 4gua destilada, necessarios para a total retirada do
excesso do reativo, os meristemas foram utilizados para a confec¢cdo das laminas
(técnica comum de esmagamento suave), e foram observadas em microscopio de
luz.

Foi realizada contagens de 500 células/ laminas em 15 laminas, e com esta
contagem, foram estimados os efeitos citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos da
substancia. O indice mitotico (IM) foi obtido pela relagdo entre o nimero de células
em divisdo/nimero total de células observadas. O indice de Morte Celular (IMC)
foi obtido pela relag@o entre o numero de células em morte celular/numero total de
células observadas. O efeito genotoxico foi avaliado pela presenga de alteragdes do
tipo perdas, aderéncias, pontes e atrasos cromossoOmicos, anafases multipolares,
dentre outras e o mutagénico a partir das observagdes de alteracdes do tipo quebras
cromossomica e presenga de microntuicleos.

A andlise estatistica para citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade
foi realizada pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk e, de acordo com a
distribuicdo dos dados, realizou-se o teste paramétrico ANOVA com post hoc
Turkey e ndo paramétrico Kruskal-Wallis, com p<0,05, comparando os resultados

dos tratamentos com o controle negativo.
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5 Resultados

ARTIGO 1 — “Efeitos citogenotoxico da agua contaminada por Microcistina-LR, coletada

durante uma floragao de cianobactérias”

ARTIGO 2 — “Danos no DNA induzidos tanto por endotoxinas como por exotoxinas de

biomassa e meio de cultura de cianobactéria”

ARTIGO 3 —“Alta genotoxicidade de amostras ambientais contaminadas com microcistina em
relagdo a toxicidade da microcistina-LR purificada, comprovam sinergismo da toxina com os

estressores do ambiente”

ARTIGO 4 — “Acdo das microcistinas produzidas por Microcystis aeruginosa sobre o

citoesqueleto de hepatdcitos de humanos e de peixes resultando em danos toxicogenéticos™
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5.1 ARTIGO 1.
Efeitos citogenotoxicos da Agua contaminada por microcistina-LR coletada durante uma
floracao de cianobactérias

Maria Tereza Pamplona-Silva'; Leticia Cristina Gongalves'; Maria Aparecida Marin-Morales'”

'UNESP — Univ Estadual Paulista, Departamento de Biologia, Instituto de Biociéncias, Av 24-A, 1515,
CEP 13506-900, Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil.

* Autor correspondente. Tel.: +55 19 3526 4143; fax: +55 19 35360009.

e-mail: mamm(@rc.unesp.br

Resumo

A Microcistina-LR (MCLR) ¢ a toxina produzida principalmente pela
Microcystis aeruginosa, cianobactéria mais encontrada em ambientes eutrofizados. O
reservatorio de Salto Grande (Americana, Estado de Sao Paulo/Brazil) ¢ alvo de floragdes de
cianobactérias ha varias décadas, principalmente observadas nos periodos de estiagem. Neste
estudo foram avaliados os efeitos toxicogenéticos da MCLR adquirida comercialmente
(microcistina pura) e de amostras de aguas contaminadas por essa toxina, durante floracao de
cianobactérias, por meio de ensaios realizados com o organismo teste Allium cepa. Os
resultados mostraram ag¢ao genotoxica para a microcistina pura e acao citotoxica, genotoxica e
mutagénica para as amostras de agua coletadas durante a floragao. Os ensaios de aberracdes
cromossomicas mostraram que a MCLR induz quebras cromossdmicas que persistem nas
células filhas como MN. Portanto ¢ possivel inferir uma agao clastogénica para esta toxina. A
MCLR presente em amostras ambientais mostrou ser mais citogenotoxica para as células que a
substancia pura, pois mesmo em concentragdes mais baixas, induziram efeitos citotoxicos,
genotdxicos e mutagénicos no organismo teste utilizado. Essa agdo toxica amplificada deve
estar relacionada a um efeito sinergistico e/ou aditivo entre a MCLR e outros compostos
presentes nas amostras ambientais. Como os estudos toxicogenéticos da MCLR sao escassos €
inconsistentes, sao necessarias investigagdes adicionais sobre esta toxina, para compreender,

mais detalhadamente, o seu modo de a¢do no sistema biologico.

Palavras-chaves: Allium cepa; cianotoxina pura; aberracdes cromossdmicas; micronucleos;

morte celular
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Introducio

O estado de Sao Paulo é considerado o estado mais desenvolvido do Brasil, em termos
de urbanizacao e industrializacdo (CORBI et al., 2006), tendo também um grande destaque na
agricultura, por ser o maior produtor de cana-de-agucar do pais (MANZANO et al., 2015). Esse
desenvolvimento, contudo, acaba gerando muitos residuos que colocam em risco a qualidade
ambiental. Como o ambiente aquatico ¢ o que mais sofre com a contaminagao ambiental, por
ser o destino final de todo poluente, os rios e reservatdrios acabam recebendo muitos compostos
que deterioram a qualidade de suas aguas (DOWNING et al., 2005; JANG et al., 2006; EPA,
2017; ZHANG et al., 2017), caracterizando-se em um risco tanto para a vida aquatica como
para a propria saide da populagcdo humana local.

As cianotoxinas sdo substancias toxicas produzidas por varias espécies de
cianobactérias. Dentre esse grupo a Microcistina-LR (MCLR) ¢ a mais comumente encontrada
no ambiente, toxina esta produzida, principalmente, pela Microcystis aeruginosa (SINHA et
al., 2012; KE et al, 2015; RIETZLER et al, 2016; TROUT-HANEY; WOOD;
COTTINGHAM, 2016). A MCLR ¢ comumente encontrada em reservatérios de agua
eutrofizados, decorrente de um grande aporte de nitrogénio e nutrientes (SINHA et al., 2012;
KE et al., 2015; RIETZLER et al., 2016; TROUT-HANEY; WOOD; COTTINGHAM, 2016).
De maneira geral, essas cianotoxinas  apresentam grande potencial hepatotdxico,
dermototoxico e neurotoxico (LONE; KOIRI; BHIDE, 2015). Por estas moléculas
apresentarem uma grande estabilidade molecular, quanto a variagdes de temperatura, de pH e
de hidrdlise, e por serem altamente toxicas, ha uma grande preocupagdo com a sua presenca
nos recursos hidricos (LONE; KOIRI; BHIDE, 2015) pois, por serem de dificil remogao dos
ambientes, podem incorrer, por longos periodos em um perigo para o meio bioldgico e para a
satide humana.

O reservatério de Salto Grande (cidade de Americana-Sao Paulo/Brazil) tem tido
reincidéncia de floragdes ocasionais de cianobactérias, desde 1969, principalmente observadas
nas épocas de seca associadas a altas temperaturas ((DEBERDT, 2002), TUCCI; DEBERDT;
DEBERDT, 2004). Este reservatorio, que esta localizado proximo a grandes centros urbanos
do estado de Sao Paulo, tem grande valor econdmico e social para a regido (MATSUMOTO et
al., 2006; CARITA; MARIN-MORALES, 2008; LEME; MARIN-MORALES, 2009), além de
ser utilizado pela populagdo para lazer e abastecimento publico, o que desperta uma grande
preocupagdo com a sua contaminagao por cianobactérias e, consequentemente, com a presenca

das toxinas desses organismos. Desta forma, ha uma demanda real e urgente de melhor
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compreender os efeitos dessas toxinas sobre o DNA, bem como realizar monitoramento de
recursos hidricos que apresentem incidéncias sazonais de floragdes de cianobactérias.

A investigagdo da toxicidade de uma substancia pode ser feita por diferentes tipos de
bioensaios. Os testes citogenéticos sao muito usados para monitorar a extensao da poluicao e
também para avaliar os efeitos que diferentes substancias podem causar no meio biolégico
(LEME; MARIN-MORALES, 2009). Muitos ensaios citogenéticos de curto prazo sao
aplicados para estudar o potencial mutagénico e genotdxico de contaminantes ambientais
(FISKESJO, 1985; GRANT, 1994, 1998, 1999; RANK; NIELSEN, 1994; LEME; MARIN-
MORALES, 2009).

Os ensaios desenvolvidos com plantas superiores fornecem informagdes precisas sobre
o potencial toxico de uma substancia e sao mais faceis de serem realizados que os ensaios com
células ou embrides de animais (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2009;
LEME; MARIN-MORALES, 2009; MAZZEO; FERNANDES; MARIN-MORALES, 2011).
Por esta razdo, esses ensaios sdo frequentemente utilizados para monitorar ambientes
contaminados (RANK; NIELSEN, 1994; ROBERTO et al., 2016). O organismo teste 4. cepa
¢ considerado um eficiente indicador pois responde prontamente a genotoxicidade e fornece
informagdes importantes sobre o mecanismo de a¢ao de xenobiontes (REPAVICH et al., 1990;
RAO; BHATTACHARYA, 1996; LAKSHMANA RAO et al., 1998; DING et al., 1999;
ZEGURA; LAH; FILIPIC, 2004; GAUDIN et al., 2008).

Alguns estudos indicam que hd uma relagdo entre cianotoxinas e anormalidades
cromossomicas e quebras de cromatides (MELLO; VIDAL, 1978). Diante disso, este estudo
teve como objetivo avaliar tanto os efeitos da cianotoxina adquirida comercialmente, usada
como parametro de efeito individual da substancia em estudo, como a presente em extratos de
aguas coletadas durante floragao de cianobactérias em um importante reservatorio da cidade de

Americana (estado de Sao Paulo-Brazil), por meio do organismo teste A/lium cepa.

Materiais e métodos
Microcistina LR

Foram testadas neste estudo trés concentragdes de microcistina-LR (CAS N° 101043-
37-2— Cayman- 95% de pureza): 1pg/L (concentragdo considerada como alerta de nivel 1 pela
OMS); 1,5 ng/L (concentragdo 50% maior que a de alerta de nivel 1), simulando um inicio de
floragdo; e 2 pg/L (concentracdo duas vezes maior que a concentragdao de alerta), simulando
uma floracao de cianobactéria em estado avangado. Também foram testadas aguas coletadas

em quatro pontos distribuidos do reservatorio de Salto Grande (Americana — SP): P1- Ponto
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localizado no compartimento 3, logo apés o estreitamento do compartimento 4; P2- Ponto
localizado onde ocorre um estreitamento entre o compartimento 3 e 2; P3- Ponto localizado no
compartimento 2; P4- Ponto localizado no compartimento 1, proximo a barragem do

reservatorio (Figura 1).
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Figura 1 Esquema do Reservatdrio de Salto Grande Americana — SP, constando os pontos de coleta. P1- ponto
localizado no compartimento 3 (C3), logo ap6s o estreitamento do compartimento 4 (C4); P2- ponto localizado
onde ocorre um estreitamento entre o compartimento 2 (C2) e 1 (C1); P3- ponto localizado no compartimento
1 (C1); P4- ponto localizado no estreitamento do compartimento 1 (C1), proximo da barragem.

Extracao de Cianotoxinas de amostras ambientais

Apos a coleta das amostras de dgua da represa com floragdo de cianobactérias, foram
obtidos extratos (Extragdo de Fase Solida — EFS) dos contaminantes organicos presentes nos 4
pontos coletados, por meio de cartuchos C18, considerado o mais indicado para extragao de
cianotoxinas. Os cartuchos foram eluidos em metanol, seguido por evaporagdo do metanol com
N2 () em aparelho Manifold. O material obtido da elui¢ao foi utilizado para a dosagem da
microcistina presente nas amostras, pelo kit especifico para esta cianotoxina (Abraxis, N°
522015) e para realizagdo de testes preliminares de germinagdo de sementes de 4. cepa. Diante
da ndo germinacdo das sementes no extrato bruto, foram testadas diluicdes desses extratos,
sendo selecionada a concentragdo de 1/10 mL (1 de extrato bruto para 10 de dgua Mili-Q),
concentracdo esta que permitiu uma viabilidade de germinacao superior a 80%. O Controle
Negativo (CN) foi realizado em 4gua mineral e o Controle Positivo (CP) em MMS (4x 1072 M).
Todos os ensaios foram desenvolvidos com 3 réplicas. A exposi¢ao das sementes foi continua,

durante 7 dias.
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Ap6s a germinagao e crescimento das raizes (cerca de 1 cm de comprimento), as raizes
foram fixadas em Carnoy 3:1 (3 partes alcool etilico PA:1 parte de acido acético glacial PA)
por 6 h, sendo, apos este periodo, transferidas para um novo Carnoy, onde foram conservadas
em geladeira, até sua utilizagao.

Para a realizagdo das analises citogenéticas, as raizes foram hidrolisadas em HCI IN a
60 ° C, durante 10 minutos, e submetidas a reacdo de Feulgen (LAUGHINGHOUSE et al.,
2012). Para a confeccao das laminas, as regioes meristematicas foram seccionadas em uma das
extremidades da lamina e as regides F1 (cerca de 1Imm acima da regido meristematica —
(DOLMAN et al., 2012)) na outra extremidade. O material foi contra corado com carmim
acético 2%, para permitir uma melhor visualizagdo das delimitacdes do citoplasma das células,
e submetido a um esmagamento suave entre lamina e laminula, para a dissociagdo das células
dos tecidos utilizados. As laminulas foram extraidas em nitrogénio liquido Ny e as laminas
montadas em Entellan®, para serem posteriormente observadas sob microscopia de luz.

Foram analisadas 15 ldminas por tratamento, contabilizando 500 células
meristematicas de 4. cepa por lamina, totalizando 7.500 células para cada tratamento. Nesta
analise foram determinadas e comparadas as frequéncias de células interfasicas, mitdticas e em
processo de morte celular. A citotoxicidade foi avaliada pelo indice mitético (IM) e pelo indice
de células em processo de morte celular (IMC). Para o IM, foram consideradas as porcentagens
das células em processo de divisdo celular, seguindo da aplicacdo da férmula: (IM = Numero
de células em divisao/total de células observadas) X 100. Para o IMC foram consideradas as
células com volume celular aumentado, com nucleo perifericamente posicionado e com
citoplasma vacuolizado. Os (IMC) foram obtidos pela aplicagdo da formula: IMC = (Numero
de células em morte celular/total de células observadas) X 100. A genotoxicidade (IAC) foi
avaliada pelo ntimero de células portadoras de aberragdes cromossomicas (AC) e de
anormalidades nucleares (AN), em relagdo as células sem alteragao, segundo a formula: IAC =
(Numero de células com AC e AN/total de células observadas) X 100. Também foram avaliadas
a presenca de células com microntcleos (MN) e de células com quebras cromossomicas (QC),
que foram consideradas alteracdes que podem promover uma maior instabilidade para a célula,
pois sdo eventos que, se nao reparados pelas células, podem se caracterizar em um potencial
mutagénico (IMt). O indice (IMt) foi calculado segundo a formula: IMt = (Numero total de
células com MN e QC/total de células observadas) X 100. Todos os resultados obtidos foram
submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk e, de acordo com a distribui¢ao de cada grupo
de dados, aplicado o teste paramétrico ANOVA com Post hoc Dunnet) ou nao paramétrio

Kruskal Wallis com post hoc de Dunn).
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Resultados

A dosagem da cianotoxina presente nas amostras, realizada por meio de kit de Elisa,
especifico para esta cianotoxina (Abraxis, N° 522015), foi de 6,23 ug/L para P1, 6,86 para P2,
6,85 para P3 e 6,88 para P4. Esses resultados mostram que as concentragdes de microcistina —
LR presentes nas aguas coletadas na represa, excedem ao indice de alerta da OMS, o que

comprova uma alta contaminacao do recurso hidrico estudado.

Indice mitético (IM)

Os IMs dos grupos expostos as diferentes concentragdes da microcistina pura nao
apresentaram diferencas significativas com o controle negativo. No entanto, pelo teste realizado
com a dilui¢ao de 1:10 dos extratos obtidos das amostras de dgua coletadas na represa (média
de 0,66 £ 0,22 pg/L), pode-se observar diferencas estatisticamente significativas para os pontos
de coleta P2 (203,60 +32,31) e P3 (192,20 + 30,87), quando comparados com o CN (149,66 =
25,23) (Fig 2), mostrando que as dguas da represa apresentam uma contaminacdo de

cianotoxina que pode conferir perigo tanto para a biota endémica como para a saude humana.
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Figura 2: Indice mitotico (media e desvio padrdo) observados nos testes realizados com diferentes concentragdes
de microcistina pura (A) e dilui¢cdes de 1/10pug/L dos extratos das dguas coletadas no reservatdrio de Salto Grande
(B). CN- Controle Negativo; CP- Controle Positivo; P1 — Ponto 1; P2 — Ponto 2; P3 — Ponto 3 e P4- Ponto 4

Indice de aberracdes cromossomicas (IAC)
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Os IACs obtidos nos ensaios realizados com as diferentes concentragdes da substancia
pura apresentaram resultados estatisticamente significativos (Fig. 7), em relagdo ao CN), para
todas as concentragoes testadas (1pg/L: 6.86 = 3.75; 1,5ug/L: 5.60£3.48; e 2ug/L: 5.73+2.34).
Os indices obtidos com a dilui¢dao de 1/10 pg/L dos extratos referentes aos diferentes pontos de
coleta na represa também apresentaram diferencas estatisticamente significativas (P1:
7.26+6.43; P2: 6.20+4,83; P3; 5.00+2.22; e P4: 8.53+4.47), quando comparados ao
CN(0.60+0.95) (Figura 3).
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Figura 3 Aberracdes cromossdmicas (AC) observadas nos testes realizados com diferentes concentracdes de
microcistina pura (A) e diluigdes de 1/10pug/L dos extratos das aguas coletadas no reservatdrio de Salto Grande
(B). CN- Controle Negativo; CP- Controle Positivo; P1 — Ponto 1; P2 — Ponto 2; P3 — Ponto 3 e P4- Ponto 4

indice de potencial mutagénico (IPM)

Os resultados dos ensaios de IPM realizados com as diferentes concentragdes da
substancia pura ndo se mostraram estatisticamente diferentes para nenhuma das concentragdes
quando comparadas com o CN (0,66+0,81). Ja os testes realizados com os extratos da dgua do
reservatorio (em diluicdo de 1/10 pg/L), foi observado diferencas estatisticamente significativas
para todos os pontos P1(10,20+7,30), P2 (8,53+4,58), P3 (9,46+4,92) e P4 (9,06+4,72), quando

comparados com o CN (0,46+1,12) (Figura 4). Esses resultados mostram que a contaminagao
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da represa por microcistina - LR, derivada da flora¢ao da cianoficea, inferiu um alto potencial

mutagénico para as suas aguas, inviabilizando a 4gua para consumo publico.
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Figura 4 Indice de potencial mutagénico (IPM) observadas nos testes realizados com diferentes concentragdes de
microcistina pura (A) e dilui¢des de 1/10ug/L dos extratos das dguas coletadas no reservatdrio de Salto Grande
(B). Indice de potencial mutagénico (IPM) observadas nos testes realizados com diferentes concentragdes de
microcistina pura (A) e dilui¢des de 1/10pug/L dos extratos das dguas coletadas no reservatdrio de Salto Grande

(B).
Indice de morte celular (IMCO)

Os IMCs observados para a substancia pura ndo indicaram diferengas significativas,
quando comparados ao CN, diferentemente dos resultados obtidos para os ensaios realizado
com as dilui¢des de 1/10 pg/L dos extratos das aguas coletadas, que exibiram diferencas
significativas, em relagdo ao CN (0,00+0,00), para os P1 (2,93+4,35), P2 (2,00+4,44) ¢ P4
(3,80+3,91) (Figura 5).

Os resultados dos IMCs mostraram que as dguas da represa apresentaram, no periodo

de floragdo das cianobactérias, um alto potencial toxico.
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Figura 5 Indice de morte celular (media e desvio padrdo) observados nos testes realizados com diferentes
concentragdes de microcistina pura (A) e diluigdes de 1/10ug/L dos extratos das aguas coletadas no reservatdrio
de Salto Grande (B). CN- Controle Negativo; CP- Controle Positivo; P1 — Ponto 1; P2 — Ponto 2; P3 — Ponto 3 ¢
P4- Ponto 4
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indice de Mutagenicidade (IMt)

Os IMts dos testes realizados com as diferentes concentragdes preparadas com
microcistina pura apresentaram resultados estatisticamente diferentes (1pg/L: 7,73+3,08;
1,5ng/L: 7,13+4,83 e 2ug/L: 5,73+4,09) dos valores obtidos no CN (0,60+0,91). Os testes
realizados com os extratos da 4gua do reservatdrio mostraram que apenas o P1 (5,40+3,20) e
P4 (4,46+3,99) foram estatisticamente diferentes do CN (0,33+0,81) para esse indice avaliado
(Figura 6). Esses resultados mostram que a agua da represa, em alguns pontos especificos,

apresentou, durante a floragao por cianobactéria, um potencial mutagénico.
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Figura 6 Indice de mutagenicidade (media e desvio padrio) observados nos testes realizados com diferentes
concentragdes de microcistina pura (A) e diluicdes de 1/10ug/L dos extratos das dguas coletadas no reservatorio
de Salto Grande (B) CN- Controle Negativo; CP- Controle Positivo; P1 — Ponto 1; P2 — Ponto 2; P3 — Ponto 3 e
P4- Ponto 4
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Figura 7 Células meristematicas de Allium cepa expostas ao controle negativo (A-E) e aos tratamentos com microcistinas (F-O) A: Interfase B: Profase C: Metafase D:
Anéafase E: Telofase F: Interfase com Broto nuclear; G: Célula binucleada com brotos nucleares; H: Interfase com micronucleo; I: Célula binucleada com micronucleo e
com microcito associado; J: Metafase com aderéncia; parcial dos cromossomos; K: C- Metafase; L: Metafase Poliploide M: Anafase com quebras cromossomicas; N:
Telofase com pontes cromossomicas; O: Telofase com perda cromossdmica.
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Discussao

O declinio da qualidade dos corpos hidricos ¢ um problema de ordem mundial
(DROBAC et al., 2013) causado principalmente por fatores relacionados ao aumento de
descartes de poluentes pela industria e pela urbanizacao, o aumento do uso dos agroquimicos e
a degradacao dos ambientes naturais.

As agressOes aos ambientes aquaticos geram eutrofizacao, o que ¢ fator determinante
para o aumento de floracdes de cianobactérias, microorganismos estes produtores de
cianotoxinas (DROBAC et al., 2013). As cianotoxinas podem causar danos aos organismos,
caracterizando-se em um problema de saude ambiental (DROBAC et al., 2013). Por esta razao,
¢ de extrema importancia a realizagao de ensaios que permitam avaliar os efeitos destas toxinas
sobre o material genético dos organismos expostos e compreender o seu modo de agdo tanto
isoladamente como em associagdo com outros poluentes presentes no ambiente.

Neste estudo foi possivel observar que, quando o organismo foi exposto a microcistina
pura, nao houve alteragdo do indice mitético, em relagdo ao resultado do CN. Esse resultado
indicou que a substancia pura, nas concentracdes testadas, ndo levou a nenhuma altera¢do na
divisdo celular, contrariando os estudos de Lankoff et al. (2003), realizados com a cultura
celular CHO-K 1, onde os autores observaram a indu¢ao de um aumento do indice mitotico, mas
corroborando os estudos de Pflugmacher (2002), onde os autores observaram reducao do
crescimento da planta Ceratophyllum demersum, quando submetida a concentragdo de 1 pg/L
de microcistina. Esta discordancia entre os resultados ¢ explicada por Gehringer (2004) e Mathé
et al. (2013), que afirmam que esta resposta dualista pode ser devido a dose ou ao tempo de
exposicao a cianotoxina, sendo que baixas doses e exposi¢ao aguda levariam ao aumento do
indice de divisdo celular, enquanto que altas doses ou exposi¢des cronicas podem levar a
inibi¢do desse indice.

Os testes realizados com dilui¢des dos extratos obtidos de amostras de 4guas coletadas
no P2 (concentragdo de 0,686 pg/L) e P3 (concentragdes de 0,685 pug/L) da Represa de Salto
Grande, em periodo de floracdo de cianobactérias, mostraram que houve um aumento dos
indices mitdticos, em relagdo ao CN, corroborando os resultados dos autores anteriormente
citados, que afirmam que baixas concentragdes de microcistina levam a um aumento de indice
mitdtico. Nossos resultados refor¢am essa afirmagao, pois concentragdes muito maiores que as
testadas por esses autores, preparadas com a substancia pura, se mostraram menos toxicas que

as baixas concentracdes presentes nas diluigdes das amostras ambientais.
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O aumento do IAC observado nos ensaios realizados com todas as dilui¢cdes dos
extratos das amostras ambientais, como com as concentragdes preparadas com a substancia
pura, comprova que a microcistina — LR tem um alto potencial genotoxico.

Embora haja estudos sobre o potencial mutagénico e genotdxico de extratos de
amostras contendo MCLR, bem como da prépria substancia pura, Zegura (2016) afirma que os
resultados encontrados ainda sdo inconclusivos. Contudo, os nossos resultados mostram que
houve um aumento estatisticamente significativo do IAC para todos os tratamentos realizados,
quando comparados com o CN. Ainda quanto ao endpoint IAC, as dilui¢des dos extratos
apresentaram médias dessas alteracdes maiores que as médias obtidas nos ensaios com a
substancia pura, o que pode indicar a presencga de outros compostos no extrato que aumentam
a toxicidade e genotoxicidade da amostra, resultados estes semelhantes aos encontrados por
(LANKOFF et al., 2004).

Os ensaios realizados com os extratos obtidos da extragcdo de fase solida dos pontos de
coleta da represa de Salto Grande exibiram indices de IPM estatisticamente significativos para
todos os pontos amostrados. Esses resultados sdo corroborados pelos estudos de (LANKOFF et
al., 2006), onde os autores atribuem essa mutagenicidade das amostras ambientais a um efeito
sinergistico entre o composto alvo de estudo e outras substincias presentes na amostra, uma
vez que as amostras ambientais apresentam uma composi¢do complexa, que pode levar a uma
maior toxicidade, quando comparada com os efeitos da substancia pura.

A incidéncia de MNs em bioensaios realizados com a MCLR purificada e com os
extratos obtidos do ambiente da represa contaminada por esta cianotoxina pode ser atribuida a
acdo clastogénica deste composto, conforme descrito nos estudos realizados com linfocitos
humanos (ZEGURA, 2016) e com células CHO-K1 de hamster chinés (ZEGURA, 2016).

O IMC ¢ um parametro utilizado para avaliar a citotoxicidade de amostras ambientais
ou de compostos quimicos. Como ja apresentado anteriormente, a MCLR pode apresentar
efeitos, que podem variar desde proliferacdo até morte celular (ZEGURA, 2016). Este
parametro ndo apresentou diferengas estatisticamente significativas para a substancia pura, mas
foi significativo para trés dos quatro pontos amostrados (P1, P2 e P4). Chen e Xie (2016) e Ma
etal. (2016) afirmam que a citotoxicidade da MCLR esté ligada, principalmente, a uma inibigao
especifica de serina/treonina fosfatase 1A e 2A (FF1 e FF2), o que resulta em uma
hiperfosforilacdo de proteinas chaves, que leva a apoptose. Esta acdo pode estar sendo
magnificada por outras substincias também presentes nestes pontos, conforme citado por

ESTERHUIZEN-LONDT et al. (2016).
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De acordo com (MEREL et al., 2013)), as MCs podem inibir o mecanismo de reparo
de DNA, por meio da inibi¢do da FF1 e FF2A, enzimas estas relacionadas com o reparo por
excisdo de nucleotideos. O IMt foi avaliado pela presenga de MN em células F1 de 4. cepa,
conforme indicacdo de (WERNER, 2002; SANT’ANNA et al.,, 2008). Os resultados
encontrados em nosso estudo podem estar relacionados com falhas no mecanismo de reparo,
onde os danos genotoxicos observados nas células meristematicas persistiram nas células F1,

sob a forma de MN.

Conclusoes

Diante dos dados encontrados neste estudo, podemos concluir que a microcistina
purificada possui agdo mutagénica e genotoxica e que sua agcdo pode estar relacionada com a
inibicao do sistema de reparo da célula e consequentemente com uma agao clastogénica sobre
o DNA. Podemos ainda acrescentar que, em amostras complexas, o efeito toxico da
microcistina pode ser amplificado por outras substancias presentes no ambiente e, por isso,
induzir processos apoptéticos decorrentes de hiperfosforilagao de proteinas chaves da fisiologia
celular. Como os estudos toxicogenéticos da MCLR ainda sdo escassos € com resultados
inconsistentes, entendemos que sdo necessarios mais estudos nesta area, para se ter uma
compreensdo melhor e mais detalhada dos efeitos desta cianotoxina para o meio bioldgico e
para a satide publica, principalmente quando estd presente em amostras ambientais, uma vez
que baixas concentragdes desta toxina em amostras ambientais ja sdo suficientes para promover

danosos severos aos organismos.
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Resumo

As cianobactérias sao procariontes envolvidos com contaminagdo de ambientes
aquaticos por toxinas altamente potentes e perigosas para os organismos vivos. Dentre as
toxinas desses procariontes estdo as endo e exotoxinas. A literatura traz que as exotoxinas sao
altamente toxicas, mas que as endotoxinas tém uma acdo toxica mais branda. Com base nessas
descrigoes, este trabalho avaliou os efeitos toxicogenéticos da endotoxina, por meio de ensaios
com as diferentes concentragdes de biomassa de cianobactérias (1ug/L, 1,5 ng/L, 2ug/L), e de
meio de cultivo contendo exotoxina, na concentragdo de 10% do extrato do meio onde as
cianobactérias foram cultivadas. Os resultados mostraram que todas as concentragdes da
biomassa (acdo da endotoxina) e da exotoxina induziram alteragdes genotoxicas e mutagénicas
em Allium cepa, mostrando que, mesmo em baixas concentragdes, essas toxinas sao altamente
potentes para desencadear alteragcdes na molécula do DNA de organismos a elas expostos. Essas
informagdes sdo altamente importantes para serem consideradas em contaminagdes ambientais
por floragdes de cianobactérias, pois alertam que essas toxinas podem, além de causar a morte
de organismos, quando em altas concentragdes, induzir mutagdes, em baixas concentragoes,
que se expressarao tardiamente nos organismos, impossibilitando a associa¢do do efeito

observado com o evento indutor do dano.

Palavras-chave: Allium cepa; biomassa; micronucleos; aberragdes cromossomicas;

clanotoxinas
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Introducio

As cianobactérias sdo organismos que podem ser unicelulares ou filamentosos,
podendo se apresentar individualizados ou agrupados em colonias. Estes organismos sao
procariotos fotoautotroficos, que realizam fotossintese de forma semelhante a realizada nos
cloroplastos de plantas e algas, mesmo nao possuindo essas plastideos (SANT’ANNA et al.,
2008). As cianobactérias possuem caracteristicas de algas, como clorofila a e pigmentos
acessorios fotossintetizantes organizados nos tilacoides, (CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS,
2006) e de bactérias, como estrutura celular de procarionte (ZEGURA; STRASER; FILIPIC,
2011; MOWE et al., 2014). Estes procariotos, que se apresentam organizados apenas na classe
Cyanobacteria, tem uma grande plasticidade ecoldgica, podendo ser encontrados em habitas
dulcicolas, marinhos, fontes termais, regidoes polares, no nivel do mar ¢ em montanhas de
altitudes, troncos arboricolas, na neve e nas areias do deserto (CARMICHAEL, 2001;
NIAMIEN-EBROTTIE et al., 2015).

Existe uma grande preocupacdo com a presenca dessas cianobactérias no ambiente
pois elas podem produzir compostos toxicos, denominados de cianotoxinas, que sao perigosos
para o ecossistema e para a saude humana (CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS, 2006;
MACHADO, 2016). Estas toxinas podem ser produzidas por vdrias espécies diferentes de
cianobactérias ou também por populacdes diferentes de uma mesma espécie. Desta forma, as
cianobactérias podem sintetizar compostos com diferentes toxicidades, que podem variar de
muito toxicos a ndo toéxicos (MOLICA; AZEVEDO, 2009; MONTGOMERY, 2017).

As cianotoxinas podem estar ligadas a estrutura celular da cianobatéria (endotoxinas)
ou serem exportadas para o meio onde a bactéria se encontra (exotoxinas). As endotoxinas sao
constituintes da parede celular das cianobactérias, e geralmente sdo liberadas no ambiente
quando estas morrem. J& as exotoxinas sao compostos especificos e de alta toxicidade, cujo
motivo da liberagdo pelas bactérias ainda ¢ pouco conhecido (GARCIA, 2001). Sabe-se que
exotoxinas sdo liberadas nas ocorréncias de grandes floragdes de cianobactérias e que as
endotoxinas podem também atingir o meio, quando as aguas contaminadas por esses
procariontes sdo tratadas, por exemplo, por algicidas. Estes tratamentos promovem a lise
celular, com a consequente liberacdo das toxinas e elevagdao da toxicidade do ambiente
(CARMICHAEL, 1992; SAITO et al., 2003; JAKUBOWSKA; SZELAG-WASIELEWSKA,
2015; MONTGOMERY, 2017). Tanto as endotoxinas como as exotoxinas despertam grande
preocupacao, pois podem estar envolvidas com envenenamento de animais € do homem, pois a

toxicidade das cianobactérias pode se dar pelo consumo das proprias células bacterianas, pelo
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consumo de outros animais que consumiram as cianobactérias ou ainda por consumo de dguas
contaminadas com cianotoxinas. O risco para os humanos ira depender dos niveis de consumo
desses organismos contaminados ou do consumo ou contato com aguas contaminadas
(MELLO; VIDAL, 1978) .

Dentre as exotoxinas, destacam-se as microcistinas, principalmente por serem
compostos hepatotoxicos. A microcistina ¢ um heptopeptideo ciclico que pode se apresentar
em vdrias configuragdes, alterando, assim, a sua toxicidade (CALIJURI; ALVES; DOS
SANTOS, 2006). Esta toxina vem despertando maior aten¢ao em floragdes das cianobactérias,
por serem as encontradas em maior quantidade e frequéncia nos corpos d’agua.

Diante dos perigos que as cianotoxinas representam para a vida aquatica e para a saude
ambiental e pela toxicidade comprovada das endo e exocianotoxinas, este trabalho teve como
objetivo avaliar os efeitos toxicogenéticos desses compostos, por meio de ensaios de
genotoxicidade e mutagenicidade, desenvolvidos com o bioindicador Allium cepa. As
avaliagdes dos efeitos das endotoxinas foram feitas com biomassa de cianobactérias obtidas de
cultivo desses organismos e as avaliacdes das exotoxinas, com o extrato do meio onde as

cianobactérias foram cultivadas.

Materiais e métodos

Obtencao do meio e extrato contaminado com microcistina

Para a obtencdo das microcistinas, foi utilizada uma linhagem da cianobactéria
Microcystis aeruginosa (BCCUSP 232), fornecida pela Prof* Maria do Carmo Bittencourt-
Oliveira, do departamento de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Sdo Paulo/ ESALQ. Os
ensaios de cultivo das cianobactérias, tanto para obten¢do de biomassa do procarionte como do
extrato do meio de cultivo contendo as microcistinas, foram realizados no Laboratério da Prof*
Maria do Carmo, sob a orientacdo da referida pesquisadora.

A extracdo das exotoxinas presentes no meio de cultivo foi realizada por Extragdo de
Fase Solida (EFS), utilizando para esse procedimento o cartucho C18. Depois dos cartuchos
serem eluidos em metanol (100% de pureza) foi realizada a dosagem da microcistina no extrato
obtido, por meio de kit de Elisa especifico para esta cianotoxina (Abraxis, N° 522015).
Teste de Allium cepa

Para os testes de toxicogenética realizados com a endotoxina (biomassa de
cianobactérias), as sementes da espécie 4. cepa foram expostas a germinagao por 7 dias, em

trés diferentes concentragdes da biomassa da cianobactéria diluidas em 4agua mineral (1pg/L,
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1,5 png/L, 2ug/L). Para avaliar a acdo da exotoxina dessas bactérias, as sementes foram
submetidas a uma solugdo de 10% do extrato de meio de cultura (dilui¢do em 4agua mineral)
que continha as cianotoxinas. O controle negativo (CN) foi realizado com dgua mineral e o
Controle positivo (CP) em Metil Metano Sufonato (MMS) na concentragio de 4x 102 M. Todos
os ensaios foram realizados em trés réplicas. Posteriormente a germinacao, as raizes foram
coletadas e fixadas em Carnoy 3:1 (3 partes alcool etilico PA:1 parte de 4cido acético glacial
PA) por 6 h, sendo, apos este periodo, transferidas para um novo Carnoy, onde foram
conservadas em geladeira, até sua utilizagao.

Para a realizagdo das analises citogenéticas, as raizes coletadas foram submetidas a
reacdo de Feulgen (CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS, 2006), com hidrolise dcida em HCl
IN a 60° C, durante 10 minutos e exposi¢do ao reativo de Schiff, por duas horas. As regides
meristematicas e as regides F1 das raizes foram seccionadas em laminas contendo carmim
acético e submetidos a um esmagamento suave entre lamina e laminula. As laminulas foram
extraidas em nitrogénio liquido (N21)) e as laminas montadas em resina sintética, para posterior
observagao.

Foram analisadas 15 laminas por tratamento, contabilizando 500 células
meristematicas de 4. cepa por lamina, totalizando 7.500 células para cada tratamento realizado.
As analises realizadas neste estudo foram usadas para a determinagao das diferentes frequéncias
de células do ciclo celular, presenca de células portadoras de aberragdes cromossomicas e
presenca de células em processo de morte. A citotoxicidade foi avaliada pelo indice mitotico
(IM), que foi baseado no nimero de células das diferentes fases do ciclo celular, segundo a
formula IM = nimero de células em divisdo/total de células observadas X 100, e pelo indice de
células em processo de morte celular (IMC), seguindo da férmula IMC = nimero de células em
morte celular/total de células observadas X 100. A genotoxicidade foi avaliada pela obtencao
do indice de aberragdes cromossomicas (IAC), baseado na presenca de células portadoras de
aberracdes cromossdmicas (AC) e anormalidades nucleares (AN), seguindo a férmula: IAC =
numero de células com AC e AN/total de células observadas X 100. Também foram avaliadas
neste estudo a ocorréncia de células portadoras de micronucleos (MN) e de quebras
cromossomicas (QC), cujos resultados da analise foram utilizados para avaliar instabilidade
cromossdmica, que denominamos de indice de potencial mutagénico (IPM). E sabido que, se
eventos como MN e QC ndo forem reparados ou forem reparados erradamente pelas células,
pode haver indugdo de mutagdes. O IPM foi calculado, segundo a formula: IPM = Numero total
de células com MN e QC/Total de células observadas X 100. Os resultados obtidos foram

submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk e, de acordo com a distribui¢ao de cada grupo
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de dados, foi aplicado o teste estatistico mais indicado. Para os dados paraméticos foi aplicagao
o teste ANOVA, com Post hoc de Tukey, e para os ndo paramétrios o Kruskal Wallis, com post

hoc de Dunn.

Resultados
Dosagem da Microcistina
A dosagem de microscistina realizada com kit de Elisa (Abraxis, N° 522015)

detectou uma concentragao de 0,689 ng/L desta cianotoxicina no extrato do meio de cultivo.

Indice mitético

Os indices mitdticos das raizes de A. cepa expostas as diferentes concentragdes da
biomassa e ao extrato do meio de cultivo, ndo apresentaram diferenca significativa em relagao
aos resultados do CN (Figura 1) (Teste de normalidade Shapiro-wilk e Teste paramétrico

ANOVA/Tukey).
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Figura 1 Resultados dos ensaios de indice mitdtico (IM) realizados com as raizes submetidas
as diferentes concentragdes da biomassa de cianobactéria (expressas em pg/L) e com a
solugdo de 10 % do extrato do meio de cultivo.

indice de aberracdes cromossémicas (IAC)

Todos os tratamentos foram estatisticamente significativos (teste de normalidade
Shapiro-wilk e Teste paramétrico ANOVA/Tukey), quando comparados com os resultados do
CN (Figura 2). Sendo que os indices foram dose-dependentes, quanto maior a concentracao,

maior o nimero de aberragdes apresentados.
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Figura 2. Resultados dos ensaios de aberragdes cromossomicas (AC)
realizadas com as raizes submetidas as diferentes concentragdes da
biomassa de cianobactéria (expressas em pg/L) e com a solugdo de 10 %
do extrato do meio de cultivo.
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Indice de potencial mutagénico (IPM) de células meristematicas
Os resultados de todos os tratamentos realizados foram estatisticamente significativos,
quando comparados com o CN. (Figura 3) (Teste de normalidade Shapiro-wilk e Teste

paramétrico ANOV A/Tukey).
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Figura 3 Resultados dos ensaios de indice de micronucleos (IMN)
realizados com células meristematicas de raizes submetidas as diferentes
concentragdes da biomassa de cianobactéria (expressas em pg/L) e com a
solugdo de 10 % do extrato do meio de cultivo.

indice de Mutagenicidade (IMt) de células F1

Na analise de células F1, todos os tratamentos apresentaram significancia estatistica,

quando comparado com o CN (Figura 4).
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Figura 4 Resultados dos ensaios de indice de microntucleos (IMN)
realizados com cé¢lulas F1 de raizes submetidas as diferentes concentragdes
da biomassa de cianobactéria (expressas em pg/L) e com a solugdo de 10 %

do extrato do meio de cultivo.

Discussao

Diante dos resultados encontrados, ficou evidente a toxicidade da biomassa de

cianobactéria, portanto das endotoxinas desse grupo de bactéria, bem como do extrato do meio
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de cultivo desses procariontes, conferida pelas exotoxinas das cianobactérias, para todas as
concentragdes estudadas. A toxicidade das endotoxinas estd ligada a presenga de
polissacarideos ou glicofosfolipideo denominado de lipidios “A”. Esses compostos possuem
propriedades toxicas fracas, mas potencialmente fatais em altas doses. J& a toxicidade das
exotoxinas sao conferidas por polipeptideos altamente toxicos, mesmo quando em baixas
concentracoes (CALIJURI; ALVES; DOS SANTOS, 2006).

Apesar das endotoxinas serem consideradas toxinas fracas, nossos estudos
comprovaram um potente potencial toxico para as endotoxinas derivadas de cianobactérias,
pois observamos que todas as concentragdes de biomassa utilizadas neste estudo
desencadearam processos toxicogenéticos significativos no organismo teste 4. cepa. Esses
resultados indicam que ambientes com floracdo de cianobactérias podem levar organismos
associados ao local contaminado a morte e essas mortes podem aumentar ainda mais os
processos de eutrofizacao desses ambientes. Os resultados comprovam, entao, um alto potencial
toxico para as endocianotoxinas. Contudo, estudos in vitro realizados por Lakshmana Rao et al.
(1998), com as doses 25, 50, 100 e 150 mg/mL da biomassa de Microcystis aeruginosa (UTEX
2385) e com as concentragoes de 0,25, 0,50, 1 e 2 mg/mL da toxina MCLR, mostraram que os
danos causados no DNA, foram maiores nas células tratadas com MCLR do que com a
biomassa. Os autores registraram a presenca de alteracdes nucleares do tipo fragmentacao
nuclear, que foi relacionada a processo de morte celular, processo este ndo registrado entre os
resultados do nosso estudo. Em contrapartida, mais recentemente, (DING et al., 1999;
ZEGURA, 2016) expuseram o organismo 4. cepa ao extrato de Microcystis aeruginosa
(NPCD-1) e obtiveram resultados semelhantes aos encontrados no presente estudo. Além da
grande presenga de danos genotoxicos, os autores ainda destacam o aumento significativo de
micronucleos e de alteragdes citogenéticas dos tipos cromossomos em anel € cromossomos
dispostos de forma desorganizada nas células, alteragdes estas também registradas em nosso
estudo. Estas alteragdes podem estar ligadas a alteracdes no citoesqueleto celular que, segundo
(ZEGURA, 2016), ¢ uma via de sinalizacdo da a¢do de proteinas quinases ativadas por
mitogenos (MAPK). Essa ativagdo pode promover a hiperfosforilagdo das protéinas
responsaveis pela manutencdo da organizacao do citoesqueleto e, consequentemente a
desorganizagao celular durante a divisao.

Em um dos primeiros estudos realizados para avaliar a genotoxicidade de extratos
isolados do ambiente (ZEGURA, 2016), foi destacado um aumento de quebras no DNA dose

dependente a presenga de biomassa de cianobactérias. Em nossos estudos, também encontramos
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uma relacao diretamente proporcional entre o aumento de genotoxicidade e a concentracao de
biomassa desses organismos.

Quanto ao potencial mutagénico de cianotoxinas, os dados de literatura ainda sdo
pouco precisos e ainda controversos. Os estudos trazem tanto resultados positivos como
negativos para este parametro de andlise. Esses resultados controversos para mutagenicidade
de extratos de cianotoxinas obtidos de amostras ambientais sdo discutidos por Zegura (2016),
como sendo decorrente da presenca de outros interferentes presentes na amostra (ZEGURA,
2016). Neste estudo, entretanto, encontramos resultados estatisticamente significativos para
mutagenicidade, nos extratos obtidos em cultura de laboratorio, contrapondo as afirmacdes do
autor acima citado.

Os resultados encontrados no presente estudo corroboram os dados de Epavich et al.
(1990), que mostraram efeitos clastogénicos da toxina MCLR para linfocitos humanos. Nossos
resultados também corroboram os resultados de (LAUGHINGHOUSE et al., 2012), onde os
autores observaram, pelo teste de Ames, acdo mutagé€nica para baixas concentracdes de
cianotoxinas presentes em amostras ambientais.

A acdo mutagénica da microcistina, foi confirmada por (DEMOTT; ZHANG;
CARMICHAEL, 1991; ZEGURA; STRASER; FILIPIC, 2011; MEJEAN; PLOUX, 2013), por
meio de ensaios realizados com células hibridas. Os autores citam que a mutagenicidade da
MCLR pode estar relacionada com a interacao dessa toxina com as mitocondrias. Segundo eles,
a exposicdao a MCLR pode levar a um aumento de monoxido de nitrogénio (NO) na célula e,
consequentemente, a uma disfuncdo mitocondrial, que pode levar a liberagdo de anions
superoxidos. Esses anions podem reagir com NO, formando peroxinitrito reativo, que podem
induzir mutagdes por hidroxilacdo e nitragdo do DNA.

Conclusoes

Nossos estudos trazem informacdes importantes e adicionais as ja descritas para a
ecotoxicogenética de toxinas de uma das cianobactérias mais relacionadas a floragdes de
recursos hidricos dulcicolas (M. aeruginosa). Nossos dados confirmam a agdo genotoxica e
mutagénica ja descrita por alguns autores tanto para a endo como para a exotoxina de M.
aeruginosa, mas mostram ainda que, independente do organismo teste usado nos ensaios, esta
toxina ¢ altamente potente para desencadear eventos mutacionais na molécula de DNA. Os
resultados dos estudos ja realizados com as cianotoxinas alertam sobre os perigos imediatos
que as floragdes de cianobactérias podem conferir a biota endémica e a saide humana, pois as
toxinas derivadas destas floragdes podem levar os organismos a morte. Contudo, nossos estudos

alertam ainda para uma preocupacgdo sobre a contaminagdo por baixas concentragdes desta
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toxina, pois estas podem induzir muta¢des no material genético, que poderdo ser detectadas
tardiamente a exposi¢do, o que impossibilitard relacionar o efeito observado com a causa

indutora do dano.
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5.3 ARTIGO 3.

Alta genotoxicidade de amostras ambientais contaminadas com microcistina em rela¢io
a toxicidade da microcistina-LR purificada, comprovam sinergismo da toxina com os
estressores do ambiente.
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Resumo
O aumento da industrializagdo e do desenvolvimento das populacdes tem gerado

grandes danos aos corpos hidricos, o que resulta em um aumento na concentragdo de nutrientes,
gerando eutrofizacdo dos ambientes aquaticos. Ambientes eutrofizados sdo propicios para
floragdes de cianobactérias e, consequentemente para produgdo de toxinas perigosas a saude
ambiental e humana. Diante da preocupagdo com o aumento destas toxinas nos ambientes, este
estudo teve como objetivo avaliar e comparar os efeitos da substancia microcistina-LR e dos
extratos das aguas do reservatorio de Salto Grande em Americana —SP, contaminada com
microcistina, sobre o DNA de células hepaticas humanas e de zebrafish. Pelo teste do
micronucleo, foram evidenciados efeitos genotdxicos € mutagénicos para a microcistina, o que
nao ficou evidente pelos ensaios do cometa. Esta contradi¢dao de resposta entre os ensaios pode
ser decorrente das toxinas estarem mais envolvidas com estagios iniciais de apoptose. Os
resultados deste estudo também mostraram que amostras ambientais contaminadas com
cianotoxinas apresentam maior toxicidade do que a cianotoxina purificada, adquirida
comercialmente, provavelmente por haver um efeito sinergistico entre essa toxina e outros
compostos presentes nas amostras.

Palavras-chaves: Células HepG2, Cé¢lulas ZFL, citotoxicidade, genotoxicidade,
mutagenicidade, sinergismo de amostras ambientais.

Introducio
Atualmente, existe grande preocupacdo mundial com a integridade dos corpos

hidricos, pois muitos mananciais vém perdendo a qualidade de suas aguas. Muitas das
alteragdes que os corpos d’agua vem sofrendo em decorréncia da polui¢ao pode colocar em
risco a biota associada e at¢ mesmo a saude humana. Uma das consequéncias da polui¢cdo que
atinge nossos recursos hidricos ¢ a eutrofizagdo. A eutrofizagdo dos ambientes propicia
floragdes de cianobactérias (GRAF; KLEINECKE; NEUMANN, 1974; CARMICHAEL, 2001;
ZEGURA; STRASER; FILIPIC, 2011), que sdo procariontes que podem ou ndo serem
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produtores das toxinas denominadas de cianotoxinas. Essas toxinas sdo metabolitos secundarios
que podem apresentar variados niveis de toxicidade para os organismos vivos (GRAF;
KLEINECKE; NEUMANN, 1974; CARMICHAEL, 2001; ZEGURA; STRASER; FILIPIC,
2011).

Dentre as cianotoxinas, as microcistinas sdo a mais conhecidas, com mais de 90
variantes descritas, além de serem também as que apresentam maior potencial tdxico. Sao
toxinas do grupo dos heptapeptideos monociclicos, que podem ser produzidas por diferentes
espécies de cianobactérias, sendo as mais usualmente relacionadas com esse tipo de
contaminagao, as espécies do género Microcystis (LIU; SUN, 2015).

A Microcistina-lisina arginina (MCLR), que ¢ a microcistina mais comumente
encontrada em ambientes contaminados por cianobactérias, apresenta alto potencial téxico,
sendo a Unica cianotoxina que possui valor de referéncia em agua para consumo humano
(1ng/L) proposto pela World Health Organization (WHO) (LIU; SUN, 2015).

Intoxicagdes por microcistinas levam a inibicdo das fosfatase, que acarreta em
subsequente mecanismos incluindo danos oxidativos, alteragdo no citoesqueleto e autofagia
(BAUTISTA et al., 2015). Alguns estudos descrevem, ainda, outros efeitos como disfuncao
mitocondrial e apoptose (BOLOGNESI; HOLLAND, 2016) e necrose hemorragica (RUSSEL,
2002; HARA; MARIN-MORALES, 2017). Pela toxicidade reconhecida das microcistinas,
existe, entdo, a necessidade de mais estudos possam melhor esclarecer a agdo delas no meio
ambiente. Por isso, ¢ de grande importancia realizar estudos € monitoramentos de ambientes
que apresentem floragdes frequentes de cianobactérias.

Para entender melhor a interacdo das microcistinas com o DNA, podem ser utilizados
ensaios toxicogenéticos como o do micronucleo e o do cometa. Estes testes sdo
internacionalmente considerados preditivo de genotoxicidade e mutagenicidade ambiental, que
podem ser usados para avaliar substancias isoladas e/ou misturas complexas encontradas no
meio ambiente (MATSUMOTO et al., 2006; BIANCHI et al., 2015; MANZANO et al., 2015;
HARA; MARIN-MORALES, 2017), portanto também aplicdveis a ambientes contaminados
com as cianobactérias.

As substancias isoladas ou em misturas que estdo presentes no ambiente podem ter
acao bioldgica, sendo muitas vezes toxicas para o material genético. Nestes casos, 0s compostos
podem induzir aberragdes ou danos estruturais nos cromossomos (FENECH, 2000).

Muitos dos ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade de amostras ambientais sdo
realizados com linhagens celulares mantidas em cultura (FENECH; CROTT, 2002; KIRSCH-
VOLDERS et al., 2003; FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2009). O teste de
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micronucleo com bloqueio de citocinese ¢ um dos testes mais eficientes para avaliagdao
ambiental, sendo considerado um 6timo instrumento para monitoramento de ecossistemas. Os
testes genotoxicos avaliam a presenca de brotos, pontes nucleares e micronticleos (MN)
(FENECH; CROTT, 2002; KIRSCH-VOLDERS et al., 2003; FERNANDES; MAZZEO;
MARIN-MORALES, 2009). Os MNs sao estruturas que podem ser resultantes de diferentes
processos, como os gerados por acdo direta de um xenobidtico com o material genético. Neste
caso, os efeitos dessa interagdo podem induzir quebra na fita de DNA, gerando fragmentos
acéntricos (considerada uma acao clastogénica). Podem também ser gerados por acao indireta,
onde o agente interage com outras moléculas ou estruturas celulares, como por exemplo os
fusos mitoticos, levando a perda de cromossomos inteiros, sendo esta a¢do chamada de
aneugénica (PALMIERI, 2016).

Outro teste reconhecido e muito utilizado na Ecotoxicologia € o ensaio do cometa, na
maioria das vezes utilizado em paralelo com o teste do micronucleo (SINGH et al., 1988). Essa
associacdo permite a avaliagdo mais completa dos danos sofridos pelo DNA. O ensaio do
cometa permite avaliar o grau de dano sofrido por meio da intensidade da cauda formada ao
correr uma corrente em gel de eletroforese (SINGH et al., 1988).

Diante da necessidade de compreender melhor a interacdo de uma substancia toxica
produzida pelas cianobactérias, a microcistina, o objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar
os efeitos da substancia microcistina-LR pura e dos extratos das dguas do reservatorio de Salto
Grande em Americana —SP, contaminada com microcistina sobre o DNA de células hepaticas

humanas e de zebrafish.

Materiais e métodos

Substancia quimica

Foi utilizado como material quimico neste estudo a microcistina-LR (CAS N° 101043-
37-2— Cayman- 95% de pureza), testada em trés concentra¢des: 1pg/L (concentragdao
considerada pela Organizagdo Mundial da Satde - OMS como alerta de nivel 1); 1,5 pg/L
(concentracdo 50% mais alta que a de alerta de nivel 1, para simular um inicio de floracdo); e
2 pg/L (concentracdo 100% mais alta que a de alerta de nivel 1, para simular uma floragdo em

estado avangado de contaminagao).

Amostra ambiental
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Foram coletadas 4guas de quatro pontos distribuidos no reservatério de Salto Grande,
situado em Americana, uma regido de alto desenvolvimento urbano, agricola e industrial do
estado de Sao Paulo/Brasil, como segue:

P1 —Ponto localizado logo ap6s o estreitamento do compartimento 4 da represa, inicio
do compartimento 3.

P2 — Ponto localizado onde ocorre um estreitamento do compartimento 2.

P3 - Ponto localizado no compartimento 1.

P4 - Ponto proximo a barragem do reservatorio, inicio do compartimento 1.

[

Salto Grande Reservoir T —

Figura 1 Esquema do Reservatorio de Salto Grande Americana — SP, constando os pontos de coleta.
P1- Ponto localizado no compartimento 3 (C3), localizado logo apds o estreitamento do
compartimento 4 da represa, inicio do compartimento 3 P2- Ponto localizado no compartimento 2,
onde ocorre um estreitamento do compartimento 3 (C3); P3- Ponto localizado no compartimento 1
(C1); P4- Ponto préximo a barragem do reservatorio, inicio do compartimento 1 (C1).

As amostras coletadas nos pontos anteriormente citados, foram submetidas a Extragao
de Fase Solida (EPS) em cartucho C18, considerado o mais indicado para a retengdo de
cianotoxina, para a obten¢do de extratos dos 4 pontos de coleta. Os extratos obtidos foram,
posteriormente, eluidos em metanol, para serem submetidos a dosagem da microcistina, por

meio de kit de Elisa especifico para esta toxina (Abraxis, N° 522015).

Bioensaios realizados com as linhagens celulares HepG2 e ZFL

As células de hepatoma humano (HepG2), obtidas junto ao Banco de Células do Rio

de Janeiro, foram cultivadas em meio MEM (Meio Minimo Essencial Eagle) e suplementado

com 10% de soro bovino fetal. Os frascos de cultivo celular com ventilagdo (25 cm?) foram
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mantidos em temperatura e umidade controlada (37 ° C e 25 cm?, respectivamente) em estufa
de CO2 (5%).

As células de figado do peixe Danio rerio (ZFL) cedidas pela Dr* Claudia Bueno dos
Reis Martinez da Universidade Estadual de Londrina, foram cultivadas em meio 60 % Leibovitz
(L-15) e 40 % RPMI e suplementado com 10 % de soro bovino fetal. Os frascos de cultivo sem

ventilagdo (25 cm?) foram mantidos em temperatura controlada (28 ° C).

Teste de viabilidade celular com Rezasurina

Antes da realizagdo dos testes de genotoxicidade (ensaio do cometa) e de
mutagenicidade (teste do MN com bloqueio de citocinese), foi realizado o teste com resazurina,
para as culturas celulares, para definir as concentragdes de Microcistina-LR a serem utilizadas
neste estudo. O ensaio de resasurina foi realizado em placas de 96 pocos, de acordo com o
protocolo proposto por (FENECH, 2000), com algumas modificagdes. As placas foram
preparadas com 2,34 x 10° células e incubadas por um periodo de 24 horas, tempo necessario
para ocorrer a adesdo das células na parede dos pogos. Apos esse periodo, o meio foi retirado e
foram adicionados os seguintes tratamentos: Controle negativo - meio de cultura sem soro;
Controle positivo - solugdo de Triton X-100 (1 %), preparada com meio de cultura sem soro; e
nos demais pogos as diferentes concentragdes de Microcistina-LR (2; 1,75; 1,50; 1,25; 1; 0,75
ug/L), preparadas com meio de cultura sem soro. Essas concentragdes partiram do valor
estabelecido pela OMS para presenca de microcistina-LR em aguas destinadas ao consumo
humano. Os tratamentos permaneceram nos pog¢os por um periodo de 24 horas. Em seguida, os
tratamentos foram retirados e foi adicionado em cada poco 200 puL de solugdo de resazurina (44
uM), diluida em meio de cultura sem soro, onde as células foram incubadas por 4 horas. A
fluorescéncia foi medida em fluorimetro Infinite M2000 Pro™ (Tecan, Crailsheim, Germany),
utilizando o comprimento de onda de excitagdo de 560 nm e o comprimento de onda de emissao
590 nm. A viabilidade celular foi avaliada com base na comparag@o entre as células tratadas e
as células ndo tratadas (CN). Nenhuma das concentragdes apresentaram citotoxicidade, ou seja,
nenhuma delas apresentou viabilidade menor que 80%. Portanto, optamos por usar as

concentragdes de 1, 1,5 ¢ 2 pg/L.

Ensaio do cometa
Apos o periodo de crescimento celular, foi realizada a confecgdo dos pré-frascos, onde
foram semeadas, aproximadamente, 5x10° células. O material foi mantido em condi¢des ideais

de cultivo para cada linhagem celular 24 h tempo este referente ao periodo de estabilizacao das
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células nos frascos. Apos exposicao aos tratamentos por 24 horas para HepG2 e 48 horas para
ZFL foi realizada a coleta da suspensao celular, que foi transferida para tubos de centrifuga e
centrifugada por 5 minutos a 1500 rpm (HepG2) e 7min a 1700 rpm (ZFL). O sobrenadante foi
descartado e a suspensdao homogeneizada em 0,5 mL de meio de cultura.

Para a realizagdo do ensaio de viabilidade celular, foram separados em criotubos, 20
puL da suspensdo celular. Em seguida, foi adicionado, em cada amostra, 20 pL. de Azul de
Trypan. A contagem das células viaveis foi realizada em camara de Neubauer, onde se
quantificou os percentuais das células vivas (brancas) e das células mortas (azuis) encontradas
em cada um dos quatro quadrantes da camara.

Para o ensaio do cometa, foram montadas laminas com 20 pL da suspensdo celular
com 120 pL de agarose de baixo ponto de fusdo a 37 °C. Posteriormente, as ldminas foram
banhadas em solucao de lise (1 mL de Triton X-100, 10 mL de DMSO e 89 mL de solucao de
lise estoque - NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, pH 10, aproximadamente 8§ g de NaOH
solido para 1 L), pH 10, no escuro, em geladeira a 4 °C por, no minimo, 1 hora. Apds este
procedimento, as laminas foram colocadas em uma cuba de eletroforese envolta por gelo,
contendo uma solucao tampao (NaOH 300 mM + EDTA 1 mM, com pH>13) a 4 °C, por 20
minutos, para a deselicoidizagdo do DNA. A corrida eletroforética foi realizada por 20 minutos
a 39 Ve 300 mA (~ 0,8 V/cm). Em seguida, as laminas foram neutralizadas com tampao de
neutralizagdo (pH 7,2) e fixadas em etanol absoluto.

As laminas foram coradas com GelRed® (15 puL de GelRed 10.000X em agua, 5 mL
de NaCl a 1M, e 45 mL de 4gua destilada) no momento da andlise, que foi feita em microscopio
de epifluorescéncia Leica, filtro B - 34 (excitagdo: i = 420 nM — 490 nM e barreira: 1 = 520
nM). Foram analisados ao acaso, em objetiva de 40x, 200 nucleodides por frasco (3 réplicas,
duas laminas com 50 nucledides cada), totalizando 300 nucleodides/tratamento. Os danos no
DNA foram estimados baseados na intensidade da cauda de DNA, medidos pelo software
Comet Assay IV. A média dos resultados de cada tratamento foi calculada e submetida ao teste
de normalidade Shapiro-Wilk e entdo, de acordo com a distribui¢do dos dados, foi realizado o
teste estatistico paramétrico ANOVA com post hoc de Dunnet, para comparar os danos entre
as células tratadas com as concentracdes de microcistinas-LR e os extrato das amostras

coletadas na represa com o controle negativo.

Teste do Microntucleo

As células HepG2 e ZFL foram semeadas em frascos de cultura com 1x10° células e

mantidas em condi¢des controladas por 24 horas. Em seguida, as células foram submetidas aos
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tratamentos por mais 24 (HepG2) e 48(ZFL) horas. Apds a exposi¢ao das células aos
tratamentos, foi retirado todo o contetdo do frasco para ser substituido por meio de cultura
novo com adi¢do de 3 pg/mL de citocalasina B. Transcorridas as 28 horas para obtengdo de
c¢lulas binucleadas, as células foram coletadas e centrifugadas, o sobrenadante descartado ¢ a
suspensao homogeneizada em 0,5 mL de meio de cultura. A suspensao celular foi tratada com
solugdo hipotdnica de citrato de sodio (0,01%) e homogeneizada com 2 gotas de formaldeido.
Em seguida, os tubos foram centrifugados, o sobrenadante descartado e a suspensdo
homogeneizada com solucdo fixadora de Carnoy (3 metanol:1 acido acético, v: v). Para o
preparo das laminas, a suspensdo celular foi ressuspendida em 0,5 mL de Carnoy e gotejada
sobre laminas pré-lavadas com agua destilada e com um filme de 4gua a 4°C. As laminas foram
secas em temperatura ambiente e coradas com Giemsa 5 % por 8 minutos.

Foram contabilizadas 1.000 células binucleadas (com limite nuclear e limite
citoplasmatico integros, ntiicleos de tamanhos similares ndo sobrepostos € com o mesmo padrao
e intensidade de coloragdo) por réplica, totalizando 6.000 células por tratamento. Foram
observadas células binucleadas normais e células binucleares portadoras de MN, pontes
nucleoplasmaticas e brotos nucleares , usando critérios descritos por (FENECH, 2000). Para
avaliar o indice de divisdo celular e citotoxicidade (IDCC), foram contabilizadas 500 células
por frasco, totalizando 3000 células/tratamento. O IDCC foi calculado seguindo a férmula:
IDCC = Ap+ Nect+ M1 + (2M2) + (3M3) + (4M4) /N, onde M1 — M4 representa o numero de
células com 1-4 ntcleos, respectivamente, Ap (células em apoptose), Nec (células em necrose)
e N o niumero de células analisadas (LAUGHINGHOUSE et al., 2012). Os resultados foram
submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk e, de acordo com a distribuicdo dos dados,
foi realizada a andlise de significancia ou pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, ou o

paramétrico ANOV A com post hoc Dunnet (p<0,05).

Resultados

As dosagens da toxina microcistina foram realizadas por meio de kit de Elisa,
especifico para esta cianotoxina (Abraxis, N° 522015). Os resultados obtidos com as amostras
de agua coletadas na represa foram; 6,23 ug/L para P1, 6,86 para P2, 6,85 para P3 ¢ 6,88 para
P4.
Os resultados do ensaio do cometa realizado com as duas linhagens celulares (HepG2 e ZFL)
estdo apresentados nas tabelas 1 e 2. Como pode ser observado, todas as concentragdes de
Microcistina-LR testadas ndo apresentaram resultados estatisticamente significativos em

relacdo ao teste controle (Tabela 1). Ja os resultados do ensaio do cometa obtidos com os
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extratos dos quatro pontos de coleta da represa, mostraram que o P1 apresentou efeito
genotdxico para as duas linhagens testadas e o P3 para as células de figado de peixes (ZFL)

(Tabela 2).

Tabela 1 Resultados do ensaio do cometa realizado com células HepG2 e ZFL, apos
tratamento com a substancia Microcistina-LR.

HepG2 ZFL
Tratamentos
Intensidade da Cauda Intensidade da Cauda

Controle Negativo 24,38+5,79 11,06+8,20
Controle Positivo 56,30+24,18%* 19,94+3,80*
1 ug/L 27,05+8,00 12,33+2,28

1,5 ng/L 22,86+4,85 15,31+£6,33

2 ug/L 32,09+12,89 12,08+4,29

*_ Estatisticamente significativo, quando comparado com o controle negativo.

Tabela 2 Resultados do ensaio do cometa realizado com células HepG2 e ZFL, apos
tratamento com Extratos das dguas do reservatério de Salto Grande.

HepG2 ZFL
Tratamentos
Intensidade da Cauda Intensidade da Cauda

Controle Negativo 24,08+14,81 10,33+£2,68
Controle Positivo 56,30+24,18%* 22,94+2,19*

P1 43,52+6,63* 18,00+0,93*

P2 23,29+5,13 12,62+5,21

P3 20,06+5,04 16,10+4,78*

*- Estatisticamente significativo, quando comparado com o controle negativo.
P4 17,2144,49 13,4441 40

A genotoxicidade da microcistina-LR também foi avaliada pelo teste de MN com
bloqueio de citocinese. Neste ensaio foram observados resultados estatisticamente
significativos para todas as concentragdes testadas dessa toxina, em ambas as linhagens

celulares (Tabela 3).
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Tabela 3 Resultados da avaliagao da genotoxicidade, obtido no teste do microntucleo, para as células
HepG2 e ZFL, apds tratamento com a substancia Microcistina-LR.

Alteraciio ;Z;‘;l"vlz (l:,‘(’)‘s‘lttrl:ze 1ng/L 1,5ng/L 2ng/L
Broto 3,8340,75  10,33£2,94*%  21,16£549*%  18,0045,05%  18,50+531*
HepG2 Ponte 0,00+0,00  3,83+3,31* 5,5041,64* 3,33+1,36* 3,00£1,67*
B+MN 0,0040,00  0,00+0,00 0,50+1,22 0,330,81 0,0020,00
P+MN 0,00£0,00  0,00+0,00 0,0040,00 0,00+0,00 0,16+0,40
Total AN 3,83+0,75  10,33+2,94*  29.16+13,49*%  23,00410,05%  21,50+8,31*
Broto 7,83+4,44  40,50£11,11%  9,6645,20 18,1645,19%  18,66+12,89
ZFL Ponte 0,33+0,51  4,504+2,07* 1,33+1,50 1,83+1,47 2,16+4,02
B+MN 0,00£0,00  0,83+0,75 0,16+0,40 0,1620,40 0,0020,00
P+MN 0,16+0,40 1,33£1,50 0,330,51 0,16+0,40 0,3320,81
Total AN 8,33+4,63  4733+14,67%  11,50+6,80%  20,33+3,98*  21,16+17,30*

*- Estatisticamente significativo quando comparado com o controle Negativo. B+MN: Broto nuclear e Microntcleo; P+MN:
Ponte nuclear e Micronucleo; AN: Anormalidades Nucleares

Na avaliagdo realizada com os extratos do reservatério de Salto Grande, apenas as

amostras do P1 e P3 induziram resultados estatisticamente significativos para as duas linhagens

testadas. Para a linhagem ZFL ainda observamos resultado estatisticamente significativo para

P2 (Tabela 4).
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Tabela 4 Resultados da avalia¢ao da genotoxicidade realizada com células HepG2 e ZFL, apos tratamento com extratos das dguas do Reservatorio

de Salto Grande

Tratamentos Iigg;?\lzz Cpggit;%ls P1 P2 P3 P4

Broto 8,50+1,22 41,66+£14,34* 19,00+5,05%* 9,83+5,19 20,16+2,04* 10,50+1,04

Ponte 1,16+0,40 10,50+3,56* 5,83+2,63* 8,16+2,78* 3,33+0,51 3,50+1,87

HepG2

B+MN 0,00+0,00 1,00+1,54 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00

P+MN 0,00+0,00 0,50+0,83 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00

Total NA 9,66+1,36 53,66+£15,51* 24,83+4,66* 18,00+4,04 23,50+1,97* 14,00+1,26

Broto 5,66+1,44 12,16£3,11* 13,66+2,00%* 18,00+2,66* 11,33£3,00* 6,66+4,33

Ponte 1,33+0,81 3,16+2,48 4,50+2,94* 3,33+1,21* 3,50+0,83* 3,16+1,32*

ZFL B+MN 0,00+0,00 0,50+0,54 0,16+0,40 0,33+0,51 0,16+0,40 0,00+0,00
P+MN 0,00+0,00 0,16+0,40 0,66+0,51 0,50+0,83 0,16+0,40 0,00+0,00

Total NA 7,00+2,44 16,00£5,29* 19,00+£3,57* 22,16+5,41* 15,16+4,11* 9,83+5,84

*- Estatisticamente significativo quando comparado com o controle Negativo; MN: Microntcleo; B+MN: Broto+Microntcleo; P+MN: Ponte +Micronucleo; AN:

Anormalidades Nucleares
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Tabela 5 Resultados da avaliagdo da mutagenicidade realizada com o teste do microntcleo com
as c¢lulas HepG2 e ZFL, apds tratamento com a substancia Microcistina-LR.

Tratamentos IMN 2MN 3MN 4MN Total MN
Controle Negativo ~ 6,33+1,21  0,00+£0,00  0,00£0,00 0,00£0,00  6,33£1,21
Controle Positivo ~ 27,50+5,99*  0,16£0,40  0,16£0,40 0,00£0,00 27,83+5,94*
HepG2 lug/L 30,83+9,64*  1,16x1,00  0,00£0,00 0,16+£0,40 32,16£10,74*
1,5ng/L 22,5042,25%  0,83+0,98  0,0040,00 0,00+0,00 23,33+2,80*
2ug/L 31,0044,56*  1,5041,37  0,66+1,03 0,00+0,00 33,16+4,91*
Controle Negativo ~ 6,50+1,76  0,00£0,00  0,00£0,00 0,00+0,00  6,50+1,76
ZFL  Controle Positivo  51,50+£14,26% 2,16+2,40% 0,00£0,00 0,00£0,00 53,66+15,53*
lpg/L 15,66+£5,85*  0,50£0,54  0,33+0,81 0,00+0,00 16,50+6,34*
1,5ng/L 31,66+6,74*  0,66+1,03  0,0040,00 0,00+0,00 32,33+5,85*
2ug/L 26,83+6,17*  0,0040,00 0,0040,00 0,33+0,81 27,16+6,73*

*- Estatisticamente significativo quando comparado com o controle Negativo; MN: Micronucleo

Tabela 6 Resultados da avaliagdo da mutagenicidade realizada com o teste do microntcleo com
as células HepG2 e ZFL, apos tratamento com extratos das aguas do Reservatorio de Salto Grande.

Tratamentos IMN 2MN 3MN 4MN Total MN

Controle Negativo ~ 8,33+2,58  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 8,334+2,58
Controle Positivo  37,00+10,44* 0,33+0,51 0,16+0,40 0,00+0,00 37,50+11,00*
Pl 15,33+2,42*  0,00+£0,00 0,00+£0,00 0,00+0,00  15,33+2,42*

HepG2

P2 9,16+2,48  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 9,16+2,48
P3 15,66+4,17*  0,00+£0,00 0,00+£0,00 0,00+0,00  15,66+4,17*

P4 8,164+2,31 0,00+0,00  0,00+0,00 0,00+0,00 8,16+2,31

Controle Negativo ~ 7,00+1,41 0,16+0,40 0,00+0,00 0,00+0,00 7,16+1,60
Controle Positivo  24,50+7,39*  0,50+1,22  0,00+0,00 0,00+0,00  25,00+7,53*
P1 22,00+4,89*  0,66+1,21 0,00+0,00 0,16+£0,40  22,83+6,24*

LKL P2 12,83+4,70  0,16+0,40 0,00+0,00 0,00+0,00 13,00+4,97
P3 18,66+7,17*  0,00+0,00 0,50+0,83 0,00+0,00 19,16+7,35*

P4 11,66£7,81  0,66+1,63 0,16+0,40 0,00+0,00 12,50+9,00
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Pela avaliagdo de mutagenicidade pelo teste do MN, foi observado que a
Microscistina-LR induziu indices de MN estatisticamente significativos em relagdo ao
CN, para ambas as linhagens celulares (Tabela 5).

Na tabela 6 estdo representados os resultados de mutagenicidade dos extratos
das aguas do reservatorio de Salto Grande para as linhagens celulares HepG2 e ZFL. Os
resultados mostram que as amostras de dgua em forma de extrato do P1 e do P3 foram
mutagénicas para as duas linhagens avaliadas.

Os dados foram usados para a obten¢io do Indice de Divisdo Celular e

citotoxicidade, conforme apresentados na figura 2.

IDCC IDCC

2,1

2 * * *
1,8
15 1,5 &

*

1,2

1
0,9
0,6 0,5
0,3

0

CN CpP P1 P2 P3 P4

CP  1ug/L 1,5pg/L 2ug/L

HepG2 mZFL HepG2 mZFL

Figura 2 Resultados do Indice de Divisdo Celular e Citotoxicidade das células HepG2 e ZFL expostas
aos tratamentos com a substancia Microcistina-LR e com os extratos das dguas do reservatorio de Salto
Grande. *-Estatisticamente significativo quando comparado com o CN. CN: Controle Negativo; CP:
Controle Positivo. IDCC: Indice de divisio celular e citotoxicidade.

Pode-se observar que para este pardmetro, quando as células foram expostas as
diferentes concentragdes de Microcistina-LR, a concentragao de 1,5 pg/L apresentou
resultados estatisticamente significativo para a linhagem HepG2. J4 para os extratos de
amostras de aguas da represa, os resultados foram estatisticamente significativos para o

P3, para ambas as linhagens celulares, e para o P1 para a cultura celular ZFL.

Discussio

A degradagao do meio ambiente tem aumentado muito nos ultimos anos, em
decorréncia dos impactos gerados, principalmente, pelo desenvolvimento industrial, pela
alta densidade populacional e pelos insumos usados na agricultura. Esses impactos tém
afetado a qualidade ambiental, sobretudo os ambientes aquaticos e, por isso, vem

preocupando a comunidade cientifica e os dirigentes governamentais preocupados com a
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seguranca da populagdo, quanto as exposi¢des que possam estar colocando em risco a
satide humana.

Esse problema gerado pelas atividades antropicas nos leva a refletir sobre a
necessidade de avaliarmos com mais profundidade que tipo de impacto estamos causando
no ambiente e sobre os risco que estamos potencialmente expostos, porque, segundo
(HAVENS, 2008; O’NEIL et al., 2012) o declinio da saide humana esta diretamente
relacionado com o declinio da qualidade ambiental.

A degradacdo que os recursos hidricos vém sofrendo podem incorrer em
processos de eutrofizacdo, que podem levar ao desenvolvimento de floragdes de
cianobactérias (OBERHOLSTER; BOTHA; GROBBELAAR, 2004). O impacto causado
por essas floracdes podem agir diretamente sobre os organismos do meio, como por
exemplo, os peixes, invertebrados e outros organismos da fauna aquatica
(OBERHOLSTER; BOTHA; GROBBELAAR, 2004) ¢ indiretamente sobre seres vivos
que entram em contato com 0s organismos contaminados, como, por exemplo, os seres
humanos (OBERHOLSTER; BOTHA; GROBBELAAR, 2004).

Zhou et al. (2008) citam que para avaliar os contaminantes de recursos hidricos
deve haver uma sele¢do rigorosa do bioindicador a ser utilizado, pois este deve ser
representativo dos demais organismos do ambiente em estudo, cujas respostas
contemplem os propositos do monitoramento especifico. Devem ser escolhidos
representantes dos organismos abundantes do sistema hidrico investigado, como os
organismos representantes do plancton, do bento, dos peixes ou de outros grupo
especificos do ambiente. Os autores reforcam que, como a qualidade da agua afeta
diretamente a populagdo endémica do local, quanto ao numero de espécies, a abundancia
e o comportamento dos organismos, eles podem atuar como bioindicadores para a
avaliacdo da polui¢do da agua.

Neste estudo avaliamos a interagdo da cianotoxina sobre células hepaticas de
peixes e humanas, a fim de estimar a gama de efeitos que esta toxina pode desencadear
sobre os seres aquaticos e sobre o homem, bem como para comparar os efeitos
toxicogenéticos da microcistina-LR e de misturas complexas que contém essa toxina
como um dos componentes, entre as células metabolizadoras desses dois bioindicadores.

Os resultados do ensaio do cometa e de anormalidades nucleares da amostra
coletada em P1 se mostraram estatisticamente significativos, em relacdo ao CN, para as
duas linhagens celulares testadas (HepG2 e ZFL), indicando um efeito sinérgico e/ou

aditivo entre os contaminantes deste local. Sugerimos que esse efeito registrado para P1
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pode ser devido a presenca de outros contaminantes na amostra que amplificam o
potencial genotoxico da cianotoxina. Foi observado, também, diferenca significativa para
amostra de dgua de P3, apenas na célula ZFL, que, além de evidenciar o potencial
sinérgico da amostra, também destaca a sensibilidade desta linhagem celular tempo de
exposicao dependente. A sugestdo do possivel sinergismo dos compostos das nossas
amostras ambientais se baseia nos estudos de Freitas et al.(2014), que citam que floragdes
de cianobactérias em ambiente aquaticos podem decorrer em contaminagdo por
cianotoxinas. Segundo os autores essas substancias raramente sao encontradas isolada nos
ambientes, pois estdo sempre associadas a outros estressores do local. Os autores ainda
destacam que nos reservatorios brasileiros pode haver coexisténcia de cianobactérias,
como Microcystis aeruginosa € Anabaena spiroides, que podem estar envolvidas com
sintese de diferentes toxinas. Outros autores, como Leeman et al. (2013) também afirmam
que os compostos presentes em uma mistura complexa podem apresentar interagao entre
si e desencadear efeitos aditivos ou sinérgicos, podendo, inclusive, ter acdo acumulativa
nos organismos, fatores esses extremamente importantes para serem considerados em
uma avaliacdo de risco dos ambientes. Como as amostras coletadas na represa do Salto
Grande tém caracteristicas complexas, por receberem diferentes estressores derivados das
diversas atividades antropicas da regido, a maior toxicidade dessas amostras, em relagdo
a microcistina-LR pura, deve estar relacionada com a agdo sinergistica e/ou aditiva entre
a microcistina e demais xenobiontes presentes naquelas aguas.

A avaliagdo da genotoxicidade feita pelo parametro de anormalidades nucleares
(presenca de brotos e pontes nucleares), com o desenvolvimento do teste do MN, mostrou
que todas as concentragdes testadas de microcistina-LR purificada apresentaram
resultados significativos em relacdo ao CN, em ambas as linhagens testadas. Porém, a
genotoxicidade avaliada pelo ensaio do cometa ndo houve diferenca estatistica entre as
concentragdes testadas e o CN. Esses resultados contraditorios também sdo corroborados
por Dias et al. (2014), que também avaliaram a genotoxicidade da Microcistina-LR pelo
teste do MN com bloqueio de citocinese e pelo ensaio do cometa. Os autores que também
registraram resultados negativos apenas no ensaio do cometa, sugeriram que os danos no
DNA devem estar mais ligados a estagios iniciais de apoptose, do que propriamente com
acdo genotoxica da substancia.

Pelo teste de mutagenicidade realizado com a microcistina-LR, obtivemos
resultados estatisticamente significativos para todas as concentragdes testadas, em relagao

aos resultados do CN, para as duas linhagens celulares. Esses resultados indicam que,



Artigo 3 88

mesmo em baixas concentracdes, essa toxina ¢ capaz de induzir danos significativos no
DNA de células de figado de peixes e de humanos.

O teste de mutagenicidade, realizado com os extratos das amostras coletadas no
reservatorio, confirmam os resultados obtidos no ensaio do cometa para o P1 e P3. Esses
resultados reforcam a ideia de que existem outros contaminantes nestes pontos que estao
aumentando o potencial mutagénico dessas amostras. Qiao et al. (2016) mostraram em
seus estudos que a presenca de outros compostos produzidos por cianobactérias, além das
cianotoxinas, ou introduzidos no ambiente por outras fontes de contaminagdo podem
alterar as vias metabolicas dos organismos expostos. (DREWS, 2011; SANDRINI et al.,
2016) observaram em testes in vivo, que a microcistina induziu apoptose em células
hepaticas, por processos de fragmentagdo do DNA e ativacdo de caspases. Os autores
ainda observaram que as alteragdes induzidas pela microcistina-LR no citoesqueleto,
foram eventos que precederam a apoptose. Pelos resultados observados no presente
estudo, bem como nos estudos de (HUANG et al., 2015; ZHOU; TU; XU, 2015),
podemos inferir que os MN observados podem indicar o inicio do processo de apoptose.

O potencial citostatico e citotoxico observado para os extratos das amostras de
aguas coletadas em P1 e P3 na represa do Salto Grande, para as linhagens HepG2,
confirmam que os contaminantes presentes nas misturas atuam sobre a desregulagao do
ciclo celular, via citoesqueleto da célula (SANDRINI et al., 2016). Porém, esses efeitos
mostraram-se reduzidos, para as células ZFL, o que indica que as células de figado de
peixe sdo menos sensiveis que as de figado humano, para este parametro analisado.
Conclusoes

Diante dos resultados encontrados neste estudo, podemos ressaltar que, quando
a microcistina se associa a outros estressores, ela pode apresentar um potencial ainda mais
toxico que a substancia isolada. Pudemos observar também que as amostras de agua de
ambientes contaminados com cianobactérias apresentam alta genotoxicidade, devido ao
sinergismo e/ou efeito aditivo existente entre a cianotoxina € 0s outros compostos toxicos
presentes no local. Desta forma, este contaminante requer muita atengdo por parte dos
orgdos gestores de qualidade ambiental, pois a sua presenga no meio aquatico pode
comprometer a qualidade da agua e, consequentemente o ecossistema e a saude

ambiental.
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Resumo

As cianobactérias sdo organismos primitivos que sofreram muitas alteragdes
evolutivas para chegarem ao nivel de resisténcia atual. S3o microrganismos capazes de
sobreviver nas mais diversas condi¢des ambientais, por isso estdo presentes em ambientes
eutrofizados, devido a lancamento de residuos derivados das mais diversas atividades
antropogénicas. A resisténcia ambiental, a alta toxicidade dos metabolitos produzidos ¢ a
dificil remog¢do de suas toxinas do ambiente conferem, para as contaminacdes de
cianotoxinas, uma preocupagdo muito grande, quanto aos perigos que esses organismos
possam significar para os ecossistemas impactados e, sobretudo, para a satide ambiental.
Por esse motivo, tornou-se de grande importancia a compreensao da acgdo das
cianotoxinas sobre as macromoléculas bioldgicas, como o DNA e proteinas. Diante desta
preocupacdo, o presente estudo avaliou os efeitos citogenotoxicos das endo e exotoxinas
produzidas em culturas de Microcystis aeruginosa (linhagem BCCUSP 232), por meio
dos testes do microntcleo e do cometa em linhagens hepaticas humanas (HepG2) e do
peixe Danio rerio (ZFL). Os resultados do presente estudo mostram a agao citogenotoxica
e mutagénica das toxinas, sobre as linhagens estudadas, comprovando uma agdo direta
tanto sobre as proteinas que compdem o citoesqueleto celular como no DNA de células
expostas. Além destes efeitos, foi também observada a agdo proliferativa destas toxinas,
mesmos em baixas concentragdes, o que desperta para uma preocupacao adicional sobre
os perigos das microcistinas, pois o aumento de proliferacdo celular pode estar associado
com a promog¢do de tumores, principalmente de figado, j4 que toxinas tém um
comprovado efeito hepatotoxico.

Palavras-chaves: Endotoxina; exotoxina; citoesqueleto; células HepG2; células

ZFL; micronucleo.
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Introducio
As cianobactérias estdo presentes no ambiente ha bilhdes de anos, se

adaptando as pressoes evolutivas diversas conferidas pelo aumento dos niveis de CO»,
aumento da temperatura ¢ mudancas na pressao de predacgdo, tanto por alteracao no seu
aparato genético (RAVEN et al., 2012; SANDRINI et al., 2016), como por alterag¢des co-
evolutivas (DITTMANN; FEWER; NEILAN, 2013; DOWNING; PHELAN;
DOWNING, 2015). Dentre os fatores descritos acima, alguns autores descrevem que a
disponibilidade de carbono inorganico ¢ o mais importante a ser considerado na evolugao
das cianobactérias, porque o nivel aumentado de CO> pode alterar as respostas
fisiologicas e ecologicas das espécies, levando a sinteses de diferentes toxinas (BORNER;
DITTMANN, 2005) Essas respostas fisiologicas diferenciadas permitem que esses
microrganismos sobrevivam em condigdes extremas e persistam por mais tempo no
ambiente (MA et al., 2016b).

As toxinas produzidas pelas cianobactérias sdo metabdlitos de composi¢ao
diversificada, como alcaloides, lipopolissacarideos e peptideos, que podem desencadear
efeitos deletérios em outros organismos (VLCEK; POHANKA, 2015). Muitos estudos
tém sido realizados para compreender melhor as vias moleculares que levam a biossintese
desses compostos secundarios toxicos das cianobactérias. Neilan et al. (2013) afirmam
que esses estudos t€m possibilitado uma melhor compreensdo dos fatores moleculares
envolvidos com a producdao dessas toxinas. A resisténcia das cianobactérias aos
intempéries climaticas, como a temperatura por exemplo, tem conferido uma preocupagao
mundial quanto a limitagdo do uso da agua para fins diversos, pois essa resisténcia
dificulta tanto a eliminagao desses organismos do ambiente (DROBAC et al., 2013) como
também de seus metabolitos toxicos presentes na agua (O’NEIL et al., 2012). Outro fator
preocupante ¢ o aporte cada vez maior de CO2 no ambiente, agente esse que limita as
condicdes de sobrevivéncia de muitas espécies e favorece o desenvolvimento das
cianobactérias, tornando, entdo, as condi¢des ambientais propicias para o aparecimento
de floragdes desses organismos.

Os metabolitos secundérios toxicos das cianobactérias sdo conhecidos como
cianotoxinas. As cianotoxinas sdo subdivididas de acordo com sua ac¢do sobre os 6rgaos
e sistemas humanos em citotoxinas, hepatotoxinas, neurotoxinas, dermotoxinas e
irritantes do sistema gastrointestinal (SUN et al., 2014). Dentre as cianotoxinas, as

hepatotoxinas sdo as mais conhecidas e estudadas mundialmente, sendo que neste grupo
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as microcistinas, que sdo as mais conhecidas e de maior incidéncia (IKEHARA et al.,
2015).

As microcistinas sdo produzidas, principalmente, por Microcistis aeruginosa.
Sua estrutura quimica basica ¢ composta por cinco aminodcidos fixos e dois aminoacidos
variaveis, os quais sdo responsaveis por formar os mais de 90 tipos diferentes das
microcistina identificadas. Entre as variantes, a mais comumente encontrada é a
Microcistina-LR (IKEHARA et al., 2015). A microcistina-LR ¢ uma toxina de
reconhecido potencial toxico, com capacidade de inibir as atividades das proteinas
fosfatases serina/treonina PP1 e PP2A e de induzir tumores hepaticos (IKEHARA et al.,
2015). Zegura et al. (2011) ainda citam que a toxicidade desta cianotoxina pode estar
relacionada com uma alteragdo na maquinaria de reparo de danos das células, pois esses
autores encontraram que o aumento dos danos celulares estava relacionado com uma
expressao positiva de genes de reparo.

Alguns autores afirmam que as microcitinas podem também alterar a dinamica
dos citoesqueleto, devido indugdo de colapsos nessas estruturas (ZHOU et al, 2015).
Esses colapsos podem causar alteracdes morfoldgicas na estruturas das proteinas dos
citoesqueletos, levando a severas desorganizagdes dos microfilamentos (HUANG et al.,
2015). (DOOLEY; ZON, 2000) afirmam que esses distirbios do citoesqueleto levam a
formacao de brotos nucleares, ruptura do envoltorio nuclear e, consequentemente a perda
de cromatina, culminando com a formag¢ao de microntcleos nas células expostas as essas
toxinas.

Os bioensaios in vitro sdo técnicas usadas com sucesso, em todo o mundo
(CHAN et al., 2006; SEOK et al., 2007; CHEUK; CHAN; CHAN, 2008; SANDRINI et
al., 2009; WAN; CHEUK; CHAN, 2009; CHEN; CHAN, 2011; COSTA et al., 2012).
Dentre as linhagens celulares usadas em ensaios bioldgicos, temos as metabolizadoras e
as nao metabolizadoras, dependendo do tecido de que sdo originadas. As células hepaticas
de Danio rerio (linhagem ZFL) e de hepatoma humano (linhagem HepG2 sdo exemplos
de células metabolizadoras.

Zebrafish (Danio rerio) ¢ um importante organismo modelo para estudo de
biologia, desenvolvimento e genética de vertebrados. Essa importancia decorre da sua
grande similaridade de resposta com outros vertebrados e, principalmente, com a espécie
humana (CHAN et al., 2006; SEOK et al., 2007; CHEUK; CHAN; CHAN, 2008;
SANDRINI et al., 2009; WAN; CHEUK; CHAN, 2009; CHEN; CHAN, 2011; COSTA

et al., 2012). Ensaios in vitro com células hepaticas de D. rerio (células ZFL) sao muito
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utilizados em avaliagdes toxicologicas, inclusive para monitorar impactos ambientais,
desde1980, quando foi observada a correspondéncia desta espécies com outros
vertebrados (SPEIT, 1996).

Células de mamifero mantidas em cultura, como as de hepatoma humano,
sdo sistemas testes in vitro muito utilizados para avaliar o potencial citotdoxico e
genotoxico de agentes quimicos e de amostras complexas, sendo também aplicadas em
testes relacionados a toxicidade da microcistina-LR (FENECH, 2000). Com este sistema
teste sdo realizadas avaliacdes de genotoxicidade e do potencial mutagénico, por meio do
ensaio do cometa (FENECH, 1993) e do teste do microntcleo com bloqueio de citocinese
(FENECH, 1993).

O teste do micronticleo com bloqueio de citocinese ¢ um teste que permite uma
rapida avaliacdo dos efeitos de xenobiontes sobre as células, além de ser economicamente
vidvel, principalmente por poder ser realizado em larga escala (FENECH, 1993).

Diante da necessidade de mais estudos com a microcistina-LR, para que se possa
mensurar os reais efeitos genotdxicos e o potencial mutagénico desta substancia presente
em contaminagdes aquatica, derivadas de exo e endotoxina, o presente estudo teve como
objetivo avaliar os efeitos citogenotdxicos das endo e exotoxinas produzidas em culturas
de Microcystis aerusiginosa, por meio dos testes do micronucleo e do cometa em células
hepaticas humanas e de peixe.

Materiais e Métodos
Substancia quimica
Os ensaios de controle positivo (CP), realizados para avaliacdo da eficiéncia de

resposta das culturas celulares as amostras contaminadas com microcistinas, foram feitos
com solucdo de 4x10“*de metilmetano sulfonato (MMS -Sigma-Aldrich).
Material Biologico e obten¢io de amostras contaminadas com microcistina

Para a obten¢do das microcistinas, foi utilizada a cepa da cianobactéria
Microcystis aeruginosa (BCCUSP 232), fornecida pela Prof* Maria do Carmo
Bittencourt-Oliveira, do Departamento de Ciéncias Biologicas da Universidade de Sao
Paulo/ ESALQ. A cepa de M. aeruginosa foi cultivada em meios especificos para a
obtencdo de biomassa desta cianobactéria e meio de cultivo, materiais estes utilizados
para estimar a presenca ¢ acdo das endo e exotoxinas, respectivamente. Todo
procedimento foi realizado no Laboratorio de cianobactérias da ESALQ, sob a orientagao

da Dra. Maria do Carmo.
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Para os ensaios realizados com as exotoxinas, foi necessaria a realizacao de um
procedimento prévio de Extracdo de Fase Solida (EFS), em cartucho c18. Apds a
extracdo, os cartuchos foram eluidos em metanol, para a obtencdo do material a ser
utilizado na dosagem da microcistina, que foi realizada com o kit de Elisa especifico para

esta cianotoxina (Abraxis, N° 522015).

Bioensaios realizados com as linhagens celulares HepG2 e ZFL
As células de hepatoma humano - HepG2 (2n=46 cromossomos), obtidas junto ao
Banco de Cé¢lulas do Rio de Janeiro, foram cultivadas em meio MEM (Meio Minimo
Essencial Eagle) e suplementado com 10% de soro bovino fetal. Os frascos de cultivo
celular (25 cm?), com ventilagdo, foram mantidos em temperatura controlada (37 °C) em
estufa de CO2 (5 %) ¢ umidade controlada (60 %).
As células de figado do peixe Danio rerio (ZFL), foram cedidas pela Prof*
Claudia Bueno dos Reis Martinez da Universidade Estadual de Londrina. Essa linhagem
celular foi cultivada em meio 60 % Leibovitz (L-15) /40 % RPMI e suplementado com
10 % de soro bovino fetal. Os frascos de cultivo foram mantidos em temperatura

controlada (28 ° C).

Teste de viabilidade celular com Rezasurina

Antes de proceder com os ensaios de genotoxicidade (ensaio do cometa) e
mutagenicidade (teste do MN com bloqueio de citocinese), foi realizado, para ambas as
culturas celulares, o teste de viabilidade celular com resazurina, para se determinar quais
as concentragdes de Microcistina-LR que apresentavam uma viabilidade celular superior
a 80 %. O ensaio foi realizado em placas de 96 pocos, de acordo com o protocolo proposto
por (FENECH, 2000), com algumas modificagdes. As placas foram preparadas com 2,34
x 10° células e incubadas por um periodo de 24 horas, tempo necessario para ocorrer a
adesdo das células na superficie dos pogos. Apos esse periodo, o meio foi retirado e foram
adicionados os seguintes tratamentos: CN - meio de cultura sem soro; CP - solugdo de
Triton X-100 (1%), preparada com meio de cultura sem soro; as diferentes concentracdes
de Microcistina-LR, preparadas com meio de cultura sem soro (concentragoes de 2; 1,75;
1,50; 1,25; 1; 0,75 png/L). Essas concentragdes partiram do valor permitido, pela OMS,
para microcistinas em dagua destinada para consumo humano. Os tratamentos
permaneceram nos pocos por um periodo de 24 horas. Em seguida, foram retirados os

tratamentos e adicionados 200 pL de solugdo de resazurina (44 uM), diluida em meio de
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cultura sem soro, onde as células foram incubadas por 4 horas. A fluorescéncia foi medida
em fluorimetro Infinite M2000 Pro™ (Tecan, Crailsheim, Germany), utilizando um
comprimento de onda de excitacdo de 560 nm e um comprimento de onda de emissdo 590
nm. A viabilidade celular foi estimada com base na comparagao entre as células tratadas
e as células nao tratadas (CN). Nenhuma das concentragdes testadas apresentardao
citotoxicidade, ou seja, nenhuma apresentou viabilidade menor que 80%. Portanto,

optamos por continuar o estudo com as concentragdes de 1, 1,5 e 2 pg/L.

Ensaio do cometa

Apos o periodo de crescimento celular foi realizada a confecg¢ao dos pré-frascos,
onde foram semeadas, aproximadamente, 5x10° células. O material foi mantido em
condigdes ideais de cultivo para cada linhagem celular (ZFL e HepG2) por 24 h, tempo
este referente ao periodo de estabilizagdao das células nos frascos. Apds exposicao aos
tratamentos por 48 e 24 horas, respectivamente, foi realizada a coleta da suspensao
celular, que foi transferida para tubos de centrifuga e centrifugada por 5 minutos a 1500
rpm. O sobrenadante foi descartado e a suspensdo homogeneizada em 0,5 mL de meio de
cultura.

Para a realizacao do ensaio de viabilidade celular, foram separados em criotubos,
20 pL da suspensao celular. Em seguida, foi adicionado, em cada amostra, 20 uL. de Azul
de Trypan. A contagem das células foi realizada em cadmara de Neubauer, onde se
quantificaram os percentuais das células vivas (brancas) e células mortas (azuis)
encontradas em cada um dos quatro quadrantes da camara.

Para o ensaio do cometa, foram montadas ldminas com 20 pL da suspensdo
celular com 120 pL de agarose de baixo ponto de fusdo a 37 °C. Posteriormente, as
laminas foram banhadas em solucao de lise (1 mL de Triton X-100, 10 mL de DMSO e
89 mL de solucao de lise estoque - NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM. Tris 10 mM, pH 10,
aproximadamente 8 g de NaOH so6lido para 1 L), pH 10, no escuro, em geladeira a 4 °C
por, no minimo, 1 hora. Apods este procedimento, as ldminas foram colocadas em uma
cuba de eletroforese envolta por gelo, contendo uma solugdo tampao (NaOH 300 mM +
EDTA 1 mM, com pH>13) a 4 °C, por 20 minutos, para a deselicoidizacao do DNA. A
corrida eletroforética foi realizada por 20 minutos a 39 V ¢ 300 mA (~ 0,8 V/cm). Em
seguida, as laminas foram neutralizadas com tampao de neutralizacdo (pH 7,2) e fixadas

em etanol absoluto.
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As laminas foram coradas com GelRed® (15 pL de GelRed 10.000X em agua,
5SmL de NaCl a 1M, e 45 mL de 4gua destilada), no momento da andlise em microscopio
de epifluorescéncia Leica, filtro B - 34 (excitag@o: i =420 nM — 490 nM, barreira: [ = 520
nM). Foram analisados, ao acaso, 200 nucleoides por frasco (3 réplicas, duas ldminas com
50 nucledides cada), totalizando 300 nucledides/tratamento, em objetiva de 40x. Os danos
no DNA foram estimados baseados na intensidade da cauda de DNA, medidos pelo
software Comet Assay IV. A média dos resultados de cada tratamento foi calculada e
submetida ao teste de normalidade Shapiro-Wilk e entdo, de acordo com a distribui¢do
dos dados, foi realizado o teste estatistico paramétrico ANOVA com post hoc de Dunnet,

para comparar os danos entre as células tratadas com microcistina e controle negativo.

Teste do Micronucleo
As células HepG2 e ZFL foram semeadas em frascos de cultura com 1x10°

células e mantidas em condi¢des controladas por 24 horas. Em seguida, as células foram
submetidas aos tratamentos por mais 24(HepG2) e 48(ZFL) horas. Apos a exposi¢ao das
células aos tratamentos, foi retirado todo o contetido do frasco, substituido por meio de
cultura novo e adicionado 3 pg/mL de citocalasina B, onde permaneceram, por 28 horas,
para obtencdo de células binucleadas. As células coletadas foram centrifugadas, o
sobrenadante descartado e a suspensdao homogeneizada em 0,5 mL de meio de cultura. A
suspensdo celular foi tratada com solucdo hipotonica de citrato de sodio (0,01%) e
homogeneizada com 2 gotas de formaldeido. Em seguida, os tubos foram centrifugados,
o sobrenadante descartado e a suspensao homogeneizada com solugao fixadora de Carnoy
(3 metanol:1 acido acético, v:v). Para o preparo das laminas, a suspensdo celular foi
ressuspendida em 0,5 mL de Carnoy e gotejada sobre laminas pré-lavadas com agua
destilada e com um filme de agua, a 4°C. Apos secas em temperatura ambiente, foram
coradas com Giemsa 5% por 8 minutos.

Foram contabilizadas 1.000 células binucleadas com membrana nuclear e
citoplasmatica integras, niicleos de tamanhos similares ndo sobrepostos € com o mesmo
padrdo e intensidade de coloragdo, por réplica, totalizando 6.000 células por tratamento.
Foram observadas células binucleadas normais e células binucleares portadoras de MN,
pontes nucleoplasmaticas e/ou brotos nucleares, usando critérios descritos por (PAERL;
OTTEN, 2013). Para avaliar o indice de divisdo celular e citotoxicidade (IDCC), foram
contabilizadas 500 células por frasco, totalizando 3000 cé¢lulas/tratamento. O IDCC foi

calculado seguindo a formula: IDCC = Ap+ Nec+ M1 + (2M2) + (3M3) + (4M4) /N, onde
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M1 — M4 representa o numero de células com 1-4 nucleos, respectivamente, Ap (células
em apoptose), Nec(células em necrose € N o nimero de células analisadas(UENO et al.,
1996). Os resultados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk e de acordo
com a distribui¢do dos dados, foi realizada a analise de significancia ou pelo teste ndo

paramétrico Kruskal-Wallis, ou o paramétrico ANOVA com post hoc Dunnet (p<0,05).

Resultados
A andlise do ensaio do cometa resultou nos dados apresentados na tabela 1. Todos
os tratamentos apresentaram resultados estatisticamente significativos, para as duas

linhagens testadas.

Tabela 7 Resultados do ensaio do cometa realizado com células HepG2 e ZFL, apos
tratamento com biomassa obtida da cultura de cianobactérias e com extrato do meio em
que foram cultivadas

Tratamentos HepG2 ZrL
Intensidade da Cauda Intensidade da Cauda

Controle Negativo 6,08+3,53 6,86+2,19

Controle Positivo 64,00+£2,41%* 19,28+ 2,34%*
1 pg/L 26,55+3,36* 18,1244,51*
1,5 pg/L 19,61+4,74* 22,10+ 3,96*
2 ng/L 28,24+7,36* 21,38+2,79%*
Extrato do Meio 17,26+3,711% 12,36+2,72%*

-*estatisticamente significativo quando comparado com o controle negativo

Nas tabelas 2 e 3, estdo os resultados obtidos por meio do teste de
microntcleo com bloqueio de citocinese, sendo que na tabela 2 estdo expostos os dados
da analise de genotoxicidade em que apenas as maiores concentragdes € o extrato do meio
apresentaram diferenca estatisticamente significativas quando comparados com o
controle negativo. A andlise do potencial mutagénico da amostra exposto na tabela 3,
apresentou apenas resultados significativos para as maiores concentragdes da endotoxina

para o extrato da exotoxina.
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Tabela 2 Resultados da avaliagdo da genotoxicidade realizada com células HepG2 e ZFL, apos tratamento com a biomassa obtida da cultura

de cianobactérias e com o extrato do meio em que foram cultivadas.

Tratamentos Sgg;?\lzz Controle Positivo lug/L 1,5 ug/L 2ug/L Exlt\zaetic())do

Broto 3,83+0,75 32,33+13,64* 10,33+£2,42 15,66+2,42% 36,83+£14,98*%  36,16+2,78*

HepG2 Ponte 0,00+0,00 4,004+2,00%* 1,33+1,03 1,50+0,83 3,00+1,67* 8,50+0,83*
B+MN 0,16+0,40 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 1,16+1,60 0,83+1,32
P+MN 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,16+0,40

Total NA 4,16+1,16 36,33+14,74%* 11,66+3,01 17,16+2,48% 42,16+16,38*  45,83+1,60*

Broto 3,83+2,22 29,83421,25% 7,33+3,01 15,00+4,81%* 16,3342,25% 14,16+1,94*
Ponte 1,00+0,63 5,66+2,06* 0,50+1,22 2,50+2,42 5,83+5,19* 2,66+1,03
ZFL B+MN 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,16+0,40
P+MN 0,00+0,00 5,66+4,36* 0,00+0,00 0,16+0,40 0,50+0,54 0,33+0,81

Total NA 4,83+2,40 41,83+£23,57* 7,83+3,86 17,66+5,53* 22,66£7,17* 17,3343,38%*

*- Estatisticamente significativo quando comparado com o Controle Negativo. B+MN: Broto+Micronucleo; P+MN: Ponte+Micronticleo; AN: Anormalidades

Nucleares
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Tabela 3 Resultados da avaliagdo da mutagenicidade realizada com células HepG2 e
ZFL, ap6s tratamento com a biomassa obtida da cultura de cianobactérias e com o extrato
do meio em que foram cultivadas.

Tratamentos 1MN 2MN 3MN 4MN Total MN
Controle Negativo ~ 6,33+1,21  1,3342,42  0,16£0,40 0,00£0,00  7,83+3,54
Controle Positivo  49,66£11,51*%  0,00+£0,00  0,00+0,00 0,00+0,00 49,66+11,51%
HepG2 1 pg/L 21,33+3,82*  0,00+0,00 0,16£0,40 0,00£0,00  21,50+3,83
1,5 pg/L 27,5042,16*  1,16£0,98  0,00£0,00 0,00£0,00 28,66+1,63*
2 pg/L 48,66+16,96* 1,50+2,07  0,00+0,00 0,00+0,00 50,16+18,80%
Extrato do Meio ~ 48,16+7,52%  2,66+4,17  0,33+0,81  0,00£0,00 51,16+ 4,79%
Controle Negativo ~ 7,66£2,25  0,00£0,00  0,00£0,00 0,00£0,00  7,66+2,25
ZFL  Controle Positivo  78,83+15,84* 3,8343,18* 1,3340,81* 0,33+0,81 78,00+16,37*
1 pg/L 13,3344,17  0,00£0,00  0,00+£0,00 0,00+0,00  13,33+4,17
1,5 pg/L 17,16£3,92*  1,00+1,26  0,16+0,40  0,00+0,00 18,33+4,32%
2 pg/L 23,66+2,33*  0,33+0,81  0,00£0,00 0,00+£0,00 24,00+2,00*
Extrato do Meio ~ 17,00£1,89%  0,16+0,40  0,00£0,00 0,00£0,00 17,66+3,07*
Legenda: (--- pg/L) concentracdes testadas de microcistina *- Estatisticamente

significativo quando comparado com o Controle Negativo.
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Figura 1 Resultados da avaliagdo
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cianobactérias e com o extrato do meio em que foram cultivadas. *-
Estatisticamente si significativo quando comparado com o Controle
Negativo.

Na figura 1, foram apresentados os resultados do indice citostatico e de morte
celular. Sendo que para HepG2 foram significativos nas concentragdes maiores € para o
extrato, ja para a ZFL apenas a maior concentracdo e o extrato do meio apresentaram

significancia.

Discussao

As atividades antropogénicas produzem compostos que, quando descartados no
ambiente, alteram as caracteristicas fisico-quimicas e biologicas dos ecossistemas. Isto
pode ser visto quando ha um excesso de nutrientes langado no meio aquatico (rios, lagos,
reservatorios € oceanos) e estes sdo capazes de estimular o aparecimento de floragdes de
cianobactérias. As consequéncias ambientais das floragdes destes microrganismos
comecam pela propria descaracterizagdo da agua, pela perda da sua cristalinidade, o que
impede a penetragdo de luz adequada para a manutengao das macrofitas aquaticas,
causando um déficit destes organismos no sistema. Como esses sdo organismos
produtores do sistema, causa um efeito direto sobre os demais consumidores dependentes
da energia por eles gerada. Esse desequilibrio ambiental, além de afetar a biota do local,
interfere, de forma indireta na sautde humana (UENO et al., 1996). O efeito das
microcistinas derivadas de floragdes de cianobactérias sobre a saude humana foi sugerido
em estudos epidemioldgicos, que constataram a alta incidéncia de cancer hepatico
atribuido a presengca de MCLR em certas regides da China (ZEGURA et al., 2011).
Entretanto as informacdes sobre o risco de genotoxicidade em humanos ainda sao
escassas e inconclusivas.

Os resultados deste estudo mostram uma agdo citotoxica e genotoxica da
microcistina para células hepaticas humanas e de peixes (HepG2 e ZFL,
respectivamente), confirmando a hepatotoxicidade desta substancia. O teste do cometa
apresentou resultados significativos para todas as concentragdes da biomassa de M.
aeruginosa, ¢ para o extrato do meio, indicando genotoxicidade tanto da endotoxina
quanto da exotoxina. Nossos dados sdo corroborados por (ZEGURA et al., 2011), que
também observaram a presenca da genotoxicidade nos seus estudos realizados com

células de hamster chinés modificada com gene humano (Av).
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No entanto, quando avaliamos a genotoxicidade e mutagenicidade pelo teste do
MN, foram observados, para as duas linhagens testadas, aumentos desses indices apenas
para as maiores concentracdes de biomassa de M. aeruginosa e para o extrato do meio de
cultivos dessas cianobactérias. Esses resultados indicam que a toxicidade das
cianotoxinas ¢ dose dependente, podendo estar relacionada com a gravidade dos danos
causados por elas, onde baixas concentracdes induzem danos passiveis de serem
reparados pelos sistemas de reparo celular e as maiores concentracdes desta toxina,
causam distirbios na maquinaria de reparo das células. Essa influéncia da microcistina
sobre o mecanismo de reparo celular foram descritos também por (ZEGURA etal., 2011),
que encontraram que a microcistina induziu aumento do danos celulares e também
expressao positiva para genes de reparo.

Neste estudo, observamos um aumento no numero de MN para as células de
ambas as linhagens expostas a toxina. A presenga desta anormalidade pode ser decorrente
da interagdo das endo e exo toxinas com o citoesqueleto celular, que acaba interferindo
na segregacao cromossomica nos eventos de divisdo celular. Essa hipdtese também esta
suportada nos estudos de Zhou et al. (2015), que afirmaram que a MCLR pode causar um
colapso nos trés componentes do citoesqueleto (microfilamentos, microtibulos e
filamentos intermediarios); e pelas observacdes de Huang et al. (2015) que observaram
alteragdes morfoldgicas na estrutura do citoesqueleto de células de rim de carpa CIK,
expostas a MCLR. Os autores descrevem que, apos 24 horas de exposi¢ao, ficou clara a
diminui¢do no nimero de microtubulos ¢ uma retracdo desses microtubulos e dos
microfilamentos agregados em torno do nticleo. Apoés 48 hora de tratamento, as células
apresentaram severas desorganizagdes dos microfilamentos. Lammerding and Wolf
(2016) afirmam que o disturbio no citoesqueleto leva a formagao de brotos nucleares, que
podem levar a ruptura do envoltério nuclear, o que pode resultar na perda de cromatina,
mecanismo este que justifica a presenca de microntcleos nas células expostas as
microcistinas.

Também foi observado um aumento nos indices citostaticos e de morte celular
nas células expostas a maior concentracao da biomassa e ao extrato do meio de cultivo da
M. aeruginosa. Observamos que, na concentracdo média, também houve aumento
significativo desses indices na linhagem celular de hepatocito humano. A agdo
proliferativa da microcistina também ja foi comprovada em outros estudos, como o de
(MA etal., 1995), que verificaram a atividade proliferativa da MCLR em figado de ratos.
(MILUTINOVIC et al., 2002; MILUTINOVIC et al., 2003)) também estudaram a
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atividade proliferativa da microcistina em hepatocitos humanos (Linhagem HL7702), e
constataram um aumento na proliferacdo celular apdés 24h, 48 horas e 72 horas de
exposi¢do a concentragdes maiores que as testadas neste estudo.

Diante dos resultados observados e discutidos neste estudo, concluimos que a
MCLR (endo e exotoxinas) possui acdo genotoxica e potencial mutagénico para células
hepaticas, pois obtivemos resultados positivos para esses parametros, quando testamos
cianotoxina em linhagem de células de figados de peixes (ZFL) e de humanos (HepG2).
A acdo mutagénica observada, pela presenca de MN infere que essa microcistina interfere
no citoesqueleto e, em decorréncia disso, promove alteracdes que decorrem em
transtornos hepaticos graves, que associada a acdo proliferativa desta toxina, confirmada
pelo IDCC, pode promover a tumorigénese. Frente a essas discussoes, destacamos a
necessidade de mais estudos sobre as consequéncias que as floragdes de cianobactérias

podem acarretar a satide ambiental e humana.
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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
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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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