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RESUMO

A principal preocupagdo com o aumento da ocorréncia de
floracdes de cianobactérias em mananciais de abastecimento de
agua, é a capacidade destes microorganismos de produzirem e
liberarem para o meio liquido toxinas (cianotoxinas) que podem
afetar a salde humana, sendo que a principal via de intoxicacdo se
da pelo consumo da agua quando esta ndo recebe tratamento
adequado para remocao destas toxinas. O manancial da Lagoa do
Peri é utilizado para o abastecimento publico de dgua potavel no Sul
e na costa Leste de Floriandpolis, (llha de Santa Catarina). A
predominéncia da cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii tem
sido registrada no local por diversos pesquisadores, sendo que esta
espécie € uma potencial produtora de toxinas extremamente
agressiva, a qual pode causar problemas de salide publica e danos ao
meio ambiente. Diante deste cenario, este trabalho realizou uma
avaliacdo toxicologica da agua da Lagoa do Peri através de testes
ecotoxicoldgicos, citotoxicos e genotoxicos. As amostras testadas
apresentaram toxicidade aguda para Daphnia magna, e causam
efeitos genotoxicos induzindo a formagdo de micronicleos em
peixes e cultura celular, bem como a formacdo de cometas em
peixes. Os resultados obtidos com este trabalho fornecem
informacGes preliminares para orientar a exploragdo do manancial
através de um programa de gerenciamento visando 0 monitoramento
da qualidade da 4gua no ambito toxicol6gico, a remocéo das algas e
das cianotoxinas, fornecendo também subsidios para estudos futuros.

Palavras chave: Lagoa do Peri, Cylindrospermopsis raciborskii ,
Genotoxicidade .






ABSTRACT

The main concern with the increased occurrence of
cyanobacterial blooms in the sources of water, is the ability of these
microorganisms to produce and release toxins (cyanotoxins) that can
affect human health considering the major route of intoxication is
gives the consumption of water when it is not properly treated to the
removal of these toxins. The Lagoa do Peri is used to public
drinking water supplies in the south and the east coast of
Florianopolis (Santa Catarina Island). The predominance of the
cyanobacterium Cylindrospermopsis raciborskii has been reported
on site by several researchers, where this species is a potential toxin-
producing extremely aggressive, which may cause public health
problems and environmental damage. Therefore that research
conducted a toxicological evaluation of water from Lagoa do Peri
through ecotoxicological cytotoxic and genotoxic tests. The samples
tested showed acute toxicity to Daphnia magna, and cause
genotoxic effects by inducing the formation of micronuclei in fish
and cell culture, as well as the formation of comets in fish. The
results of this study provide preliminary information to guide the use
of the lagoon and a management program aimed at monitoring water
guality in toxicology, also providing subsidies for future studies.

Keywords: Lagoa do Peri, Cylindrospermopsis raciborskii,
Genotoxicity.
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1. INTRODUCAO

Apesar de uma maior consciéncia da necessidade de
protecdo dos habitats de adgua doce, os impactos decorrentes das
atividades humanas continuam a prejudicar os ecossistemas. Este
constitui um problema real para o fornecimento de agua potavel para
as populacées humanas, sendo que atualmente, além de poluentes
guimicos, 0s mananciais de abastecimento e a &gua doce em areas de
lazer também estdo sujeitas a contaminacdo por cianobactérias
toxicas (DUVAL et al.).

O aumento das floragBes de cianobactérias tornou-se um
problema mundial, tanto em ambientes aquaticos de agua doce
guanto em ambientes aquaticos marinhos. A grande proliferacéo
desses organismos se da, em grande parte, a eutrofizacdo dos corpos
d’agua. Uma vez que certas espécies de cianobactérias sdo bem
conhecidas nos processos de biossintese de potentes
hepatotoxinas e neurotoxinas, tais floragdes podem representar uma
significativa ameaca para a salde dos animais e dos seres humanos
(SIVONEN e JONES, 1999).

Além da aclo toxica direta, estas toxinas podem se
acumular na cadeia trofica, ocasionando diferentes sintomas de
intoxicacdo e efeitos cronicos, muitas vezes dificeis de serem
diagnosticados (CARMICHAEL, 1992). Desta forma, as toxinas
produzidas por cianobactérias podem causar varias formas de
intoxicacdes no homem, tornando-se um sério problema de salde
publica (FREITAS, 1995). As cianotoxinas podem ser agrupadas em
classes de acordo com o seu modo de toxicidade (CARMICHAEL,
1992;) sendo que seus mecanismos de toxicidade descritos e
conhecidos sdo muito diversos e vdo desde efeitos hepatotdxicos,
neurotéxicos e dermatotoxicos, & inibicdo geral da sintese de
proteinas (CAMPINAS et al., 2002.)

Os fendmenos de floracdes de cianobactérias tém ocorrido
ao longo da histéria porém nas duas Ultimas décadas, os problemas
de salde publica e os impactos econdmicos e ambientais tém
aumentado em frequéncia, intensidade e distribuicdo geografica
(DARANAS et al,, 2001). Desta maneira, as floragbes de
cianobactérias e outras microalgas tdxicas tornaram-se uma
problematica de consideravel magnitude, levando a Organizacdo das
Nagdes Unidas para Educacgdo, a Ciéncia e a Cultura (UNESCO) a
criar um comité especial denominado “International Oceanographic
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Commission (IOC-UNESCO) responsavel pela gestdo e pesquisa
dos fenémenos das floragdes de microalgas toxicas.

E reconhecido que dentro de uma mesma espécie, podem
existir cepas produtoras e ndo produtoras de toxinas. Entre os
géneros que apresentam espécies toxicas que formam floracdes, cita-
se: Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Microcystis,
Nodularina e Oscillatoria. (CHORUS e BARTRAM, 1999).

Devido a sua capacidade altamente “invasora” a certos
corpos d’agua, a Cylindrospermopsis raciborskii ocorre em corpos
d’agua de todo o mundo, numa ampla diversidade de habitats. Esta
cianobactéria dé origem a floragdes de elevada densidade e produz
toxinas extremamente agressivas tais como as saxitoxinas, também
conhecidas por “venenos paralisantes de mariscos”. De acordo com
Ohtani (1992), C. raciborskii pode produzir mais de um tipo de
toxina, e entre elas estd a cilindrospermopsina, um alcal6ide com
acdo deletéria no figado e nos rins. A ocorréncia e a producdo de
toxinas por esta espécie tem sido objeto de estudo de diversos
pesquisadores e autoridades sanitarias em diversos locais do globo
como na Oceania (STIRLING e QUILLIAM, 2001), Asia (LI,
2001), Europa (FASTNER et al., 2003; SAKER et al.,, 2003;
KOKOCISNKI et al., 2009; BLAHOVA et al., 2009), América
(JONES e SAUTER, 2005), Africa (HARDING e PAXTON, 2001)
e num ambito nacional (LAUDARES-SILVA, 1999; BOUVY et al.,
2001; MONDARDO, 2004; MELO-FILHO, 2006).

A composicdo da comunidade fitoplancténica da Lagoa do
Peri, ja foi estudada por diversos pesquisadores (LAUDARES-
SILVA, 1999; MATTHIENSEN, 2001; MONDARDO, 2004, 2010;
GRELLMANN, 2006, CORAL, 2009) em diferentes ciclos anuais.
Todos foram unanimes em apontar C. raciborkii como a espécie de
cianobactéria mais importante, ndo s6 devido a sua constancia e
abundancia como também devido a sua dominancia em varios meses
do ano.

A resisténcia quimica, a morfologia e a flutuabilidade da C.
raciborskii foram apontadas por Yunes et al. (2003) como as
caracteristicas que possibilitam a passagem destas cianobactérias de
maneira praticamente intacta através das diversas etapas do
tratamento convencional da agua, aparecendo inclusive, na &gua ja
tratada, o que pode apresentar riscos & salde publica. Este
indesejavel fendmeno pode ser observado na Estacdo de Tratamento
de Agua (ETA) da Lagoa do Peri, a qual, desde setembro de 2000,
abastece a Costa Leste/Sul da Ilha de Santa Catarina. Esta estacdo, a
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gual utiliza a tecnologia da filtragdo direta de escoamento
descendente, passa por sérias dificuldades operacionais nos periodos
em que se verifica um elevado nimero de cianobactérias no seu
manancial (MELO-FILHO, 2006).

O monitoramento e a remocdo de cianobactérias e
cianotoxinas nos mananciais ainda é uma pratica pouco comum em
diversos paises, sendo o Brasil um dos poucos paises que possuem
uma Legislacdo Federal que obriga a deteccdo das cianobactérias e
das cianotoxinas na &gua destinada ao abastecimento publico: a
Portaria n° 1.469/2000 do Ministério da Salde substituida pela
Portaria n° 518 de 2004 do Ministério da Satde. Com a edi¢do dessa
Portaria, novos parametros analiticos comecaram a fazer parte do
elenco de parametros analisados para garantir a qualidade da agua
potével nos sistemas produtores de &gua. A partir da deteccdo das
cianobactérias e das cianotoxinas na agua de abastecimento publico,
uma nova Vvisdo sobre os processos de tratamento, até entdo tidos
como verdadeiras barreiras sanitarias para alguns patdgenos,
comecou a ser reavaliada. (BRASIL, 2004; JARDIM e VIANA,
2003).

Testes  toxicolégicos sdo considerados uma das
metodologias mais apropriadas para se estimar os efeitos toxicos de
contaminantes sobre os organismos aquaticos (MENDONGCA, 2006).
Atualmente, além dos testes ecotoxicoldgicos convencionais, tem-se
utilizado técnicas de citotoxicologia e de genotoxicidade para
auxiliar nos estudos que avaliam os efeitos destes agentes nos
organismos vivos, inclusive no homem. A caracterizagdo dos
perigos causados aos seres humanos baseia-se fortemente em
estudos com animais, a partir dos quais estimativas quantitativas dos
riscos para os seres humanos podem ser extrapolados (CODD et al.,
2005).

Toxinas produzidas por algas toxicas podem ser potentes
promotoras de tumores, causar distirbios em varias funcdes
celulares, inibir a sintese de proteinas e muitas vezes sdo
neurotéxicas. Além disso, algumas dessas toxinas podem ser
genotdxicas, ou seja, alteram a sequéncia nucleotidica do DNA e
podem acelerar ou aumentar o aparecimento de mutacdes que estao
associadas ao desenvolvimento de neoplasias (FUJIKI et al., 1997).
No entanto, os cientistas acreditam que se conhece muito pouco da
verdadeira acdo das toxinas produzidas por cianobactérias nos
organismos. O conhecimento toxicolégico e as consequéncias a
nivel celular, geradas pelas acGes a longo prazo na salde dos
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organismos consistem numa grande interrogacdo para a toxicologia,
exigindo amplos programas de investigacdo e redobrados cuidados
com as fontes de contaminagdo. A Organizacdo das Nagdes Unidas
revela que apenas se conhece uma avaliagcdo completa da toxicidade
a saude puablica e ao ambiente, de uma quantidade inferior a 2% dos
compostos quimicos naturais (I0C, 1995).

Neste sentido, os estudos de citotoxicidade in vitro auxiliam
na avaliacdo dos compostos quimicos naturais (toxinas) e os danos
que podem causar nas estruturas biolégicas e nos processos
fisiolégicos. Uma via comum é quando o toxicante alcanga a
molécula-alvo e reage com ela, resultando em disfuncéo celular.
Pode acontecer também, do composto téxico ndo alcancar o alvo
especifico, mas influenciar adversamente o microambiente biol6gico
causando disfuncdo molecular, celular e de organelas ou 6rgaos,
levando a efeitos deletérios. Os testes em cultura celular sdo simples
e baseiam-se em ensaios colorimétricos de viabilidade celular: apds
a exposicao das células as amostras, estas sdo tratadas com reagentes
especificos para que a mudanga de cor seja identificada
automaticamente por um espectrofotbmetro. Em relagdo aos
bioensaios, estes testes oferecem diversas vantagens como rapidez,
simplicidade, seguranca, preciséo e reprodutibilidade.

Essas praticas ja estdo sendo difundidas nos Paises
Europeus e América do Norte desde o fim da década de 80, e
atualmente, sdo utilizadas em alguns paises como parametros de
avaliacdo de risco ambiental dos compostos quimicos naturais
dispostos no meio ambiente. Diversos trabalhos tem utilizado, em
especial, técnicas de genotoxicidade como o micronucleo, cometa ou
testes em cultura celular como o Vermelho Neutro e 0 MTT
aplicadas a estudos relacionados com toxinas produzidas por
microalgas (FASTNER et al., 2003; BOTHA, 2004; CARVALHO
PINTO-SILVA, 2005; LI, 2008; SOUID-MENSI et al., 2008,
MELEGARI, 2010). Sendo assim, estas técnicas nos permitem o
entendimento dos fendmenos de toxicidade, originados pelos
compostos quimicos naturais ou sintéticos, ao nivel celular e das
moléculas.

A importancia destes estudos na area de Engenharia
Ambiental se d& através da informacdo precisa da agdo dos
compostos nos organismos, possibilitando o uso dos resultados
como ferramenta para a indicacdo da qualidade ambiental através da
presenca e tolerdncia dos organismos.  Assim, o0s testes de
citotoxicidade e genotoxicidade propostos neste estudo, podem
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colaborar para compreendermos melhor o fenémeno das floracdes de
microalgas e elucidar alguns mecanismos de acéo tdxica que levam
estas toxinas a alterar a fisiologia celular causando diversas
patologias, em especial o cancer.

A Lagoa do Peri, tanto suas aguas quanto seu entorno, sdo
de grande importancia para a populagdo do Sul da llha de Santa
Catarina, seja para pratica de caminhadas, passeios e recreagdo.
Além disso, como mencionado anteriormente, esta Lagoa € usada
pela Companhia de agua e Saneamento da Capital (CASAN) como
fonte de abastecimento de &gua. Devido as diversas formas
importantes do uso destas &guas a presenca de cianobactérias
produtoras de toxinas geram algumas dlvidas tais como: As
cianobactérias presentes na Lagoa do Peri liberam toxinas? As
toxinas sdo capazes de causar citotoxicidade e genotoxicidade em
peixes e cultura celular? Com a densidade celular de cianobactérias
existente na Lagoa é seguro utiliza-la para o abastecimento publico?
Diante deste contexto esta pesquisa teve como foco a aplicagdo de
testes ecotoxicoldgicos, citotoxicos e genotdxicos em amostras de
agua do manancial da Lagoa do Peri a fim de tentar responder a
estas perguntas.
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2. JUSTIFICATIVA

O presente trabalho justifica-se através de trés argumentos:
cientifico, legal e local.

O primeiro argumento cientifico trata da problemética que
envolve a presenca de algas tdxicas nos corpos d’agua utilizados
para consumo humano. O aumento aparente da intensidade, duracao
e distribuicdo geografica de floragdes de algas nocivas tem sido
relatado com maior frequéncia nas duas Gltimas décadas em diversos
locais do globo. No entanto é necessario provar com rigor cientifico
gue o aumento € real, o que exige dados de séries temporais do
fitoplancton e as condicGes ambientais que estdo disponiveis. Estas
floragcbes de algas nocivas — assim designadas pela Comissdo
Oceanografica Intergovernamental da UNESCO - sdo vistas como
prejudiciais ao homem por seus efeitos adversos a salde humana, as
exploragbes aquicolas, as populagdes naturais de organismos
marinhos e ao turismo nas zonas costeiras (SAR et al., 2002).

Sua alta competitividade em ambientes eutrofizados, aliada
a sua capacidade de formar floracdes e de produzir toxinas, assim
como os problemas causados ao dificultar o tratamento das aguas
naturais para abastecimento, faz que atualmente C.raciborskii seja
uma das espécies de cianobactérias mais estudadas tanto do ponto de
vista ecoldgico como de saude publica.

Além do consumo direto da dgua contaminada, o acumulo
das toxinas na rede trofica pode atingir conjuntos de organismos
muito além da comunidade aquatica, como a populacédo local que
consome esta agua podendo assim afetar a salde humana. Os
problemas decorrentes vao desde intoxicagOes leves até a morte.
Estas toxinas presentes na agua podem ser prejudiciais ao homem se
ingerida mesmo em doses pequenas e de forma constante.
Atualmente além dos testes ecotoxicolégicos convencionais
(bioensaios), tem-se utilizado também testes toxicolégicos mais
apurados para auxiliar nos estudos que avaliam os efeitos destes
agentes nos organismos vivos, inclusive no homem. Sua aplicagéo
nas investigacoes de toxicologia ambiental principalmente utilizando
amostras naturais de mananciais de abastecimento publico, tem
importancia ndo s6 pelo fato de que a adaptacdo e aplicacdo das
técnicas disponiveis podem colaborar com o avanco da ciéncia mas
também pelo enriquecimento dos registros existentes a respeito dos
efeitos destas toxinas.
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Assim, a justificativa local se da pela presenca abundante e
persistente da espécie produtora de toxinas C.raciborskii na Lagoa
do Peri, um manancial localizado na llha de Santa Catarina e que é
utilizado para abastecer o Sul e a Costa Leste de Floriandpolis.

Devido a suas caracteristicas, a Lagoa do Peri e a presenca
de C. raciborskii neste manancial tem sido objeto de estudo de
diversos pesquisadores e autoridades sanitarias, sendo também
objeto de estudo de alguns grupos de pesquisa da Universidade
Federal de Santa Catarina no ambito da presenca desta alga e de suas
toxinas na Lagoa. Desta forma este trabalho estd inserido nas
pesquisas do Laboratério de Toxicologia Ambiental da mesma
Universidade. Este realiza desde 1997 estudos cientificos no &mbito
das floraces de algas toxicas e desenvolve técnicas que possibilitam
introduzir nos diagnosticos de qualidade ambiental variaveis sobre
os efeitos toxicos e genotdxicos de elementos quimicos dispostos no
meio ambiente. Em 2007, Moser realizou estudos preliminares
aplicando testes de toxicidade aguda com Daphnia magna e teste do
micronlcleo com peixes a agua da Lagoa do Peri apresentando
toxicidade em D.magna e a formacdo de micronucleos em peixe
coletado no manancial e também em espécie aclimatado com a agua
da Lagoa em laboratdrio. A fim de melhor investigar os resultados
encontrados nestes testes preliminares, este trabalho aplicara estes e
outros métodos de testes de laboratorio. Desta forma, este trabalho
se insere no contexto das pesquisas cientificas da Universidade
Federal de Santa Catarina, em especial como parte integrante de um
grupo de trabalhos ja realizados ou em andamento no Programa de
Pds-Graduagdo em Engenharia Ambiental (PPGEA), cujo objetivo
esta relacionado & caracterizagdo da comunidade fitoplanctonica da
Lagoa do Peri, manancial de abastecimento de agua, a avaliacdo e
aplicacdo de processos de tratamento viaveis na remocdo de
cianobactérias e cianotoxinas e ao estudo da toxicidade das suas
amostras ou das toxinas ali encontradas.

O argumento legal por sua vez, baseia-se no fato que o
Brasil € um dos poucos paises que possuem uma legislagdo federal
que determina aa deteccdo das cianobactérias e das cianotoxinas nas
aguas destinadas ao abastecimento publico: trata-se da Portaria n°
1469 de 2000, substituida pela Portaria n° 518 de 2004 do Ministério
da Saude (BRASIL, 2004). Este trabalho possibilitara verificar se as
amostras estudadas atendem as condi¢des minimas determinadas por
legislacdo para que a dgua da Lagoa do Peri possa ser ingerida ou
utilizada para fins higiénicos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Este trabalho tem como objetivo avaliar a toxicidade da

dgua da Lagoa do Peri através da aplicacdo de testes
ecotoxicologicos, citotdxicos e genotdxicos.

3.2 Objetivos Especificos

e Quantificar a cianobactéria C. raciborskii presente na Lagoa
do Peri;

e Auvaliar a toxicidade aguda da agua bruta da Lagoa do Peri
em Daphnia magna;

e Auvaliar a genotoxicidade da agua bruta da Lagoa do Peri
através do ensaio do Micronucleo e do Cometa em peixes;

e Auvaliar a genotoxicidade da agua bruta da Lagoa do Peri
através do ensaio do Microntcleo em cultura celular.

e Avaliar a citotoxicidade da agua bruta da Lagoa do Peri em
cultura celular.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Lagoa do Peri

A Lagoa do Peri estd localizada nos limites do Parque
Natural Municipal da Lagoa do Peri, ao Sul da Ilha de Santa
Catarina, entre as coordenadas 27°42°30*” e 27°46°30” de latitude
Sul e 48°30°00°” ¢ 48°33°30°” de longitude Oeste cerca de 20 Km do
centro de Floriandpolis (LAUDARES-SILVA, 1999). E uma
importante praia lacustre que estd preservada como Patriménio
Natural desde 1976, seguido da criacdo do Parque pela Lei
Municipal n° 1.828/1981, regulamentada pelo Decreto Municipal n°
091/82 e alterado pela Lei Complementar n° 315/2008 de
Floriandpolis. Esta sob jurisdicdo da Fundagdo Municipal do Meio
Ambiente (FLORAM) e é uma das mais importantes reservas
florestais, bioldgicas e reserva natural de dgua doce de Florianopolis,
considerada como uma Unidades de Conservacao de Protecdo

Integral.

Figura 4.1- Localizacdo geografica do Parque Municipal da Lagoa do Peri:
Brasil, Floriandpolis e o Parque em destaque (Google Earth).

Fonte: Moser, 2007.
Devido sua importdncia do ponto de vista ambiental,
cultural, econémico e até mesmo estratégico - como fonte de

recursos naturais — a Lagoa do Peri tem sido objeto dos mais
diferentes estudos que datam desde o inicio da década de 70. Mais
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tarde, Laudares-Silva (1999) realizou um importante e amplo estudo
dos aspectos limnoldgicos, variabilidade espacial e temporal na
estrutura da comunidade fitoplanctonica do manancial, sendo ponto
de partida para diversos outros estudos deste tipo. Na Ultima década
destacam-se as pesquisas ligadas a sua caracterizacdo ambiental
através da andlise de parametros fisico-quimicos e bioldgicos
(SIMONASSI, 2001), andlise sedimentar da area (OLIVEIRA,
2002), da vegetacdo do Parque (HINKEL, 2002), sendo que em
2006, Grellmann publicou seu trabalho que trata dos aspectos da
morfologia e ecologia de C. raciborskii e a producéo de cianotoxinas
na Lagoa do Peri . Além disso diversos autores realizaram estudos
de remocdo das algas da Lagoa utilizando diferentes tecnologias de
tratamento da 4agua (SILVEIRA, 2003; MONDARDO, 2004;
RABELO, 2006; MELO-FILHO, 2006; GARCIA, 2007).

Esta Lagoa costeira, como as demais ocorrentes ao longo
do litoral brasileiro, compreende um dos principais sistemas lénticos
do pais. Suas aguas ndo sdo afetadas pelas oscilacdes da maré pois
estd cerca de 3 metros acima do nivel do mar (CECCA, 1986)
constituindo o maior manancial de dgua doce de Floriandpolis. Em
novembro de 2000, através de um projeto da CASAN, este
reservatorio comegou a ser utilizado para abastecimento das regides
Sul e Leste da llha.

A Lagoa é abastecida por um conjunto de mananciais
hidricos formados junto as encostas que dividem o Sul da llha sendo
os rios Ribeirdo Grande e Cachoeira Grande s&o os dois principais
tributarios da bacia. Outros pequenos rios como o Cachoeira
Pequena e alguns cdrregos - classificados como temporarios -, que
se formam durante periodos mais prolongados de chuvas, também
contribuem com a manutencédo do fluxo de agua a lagoa, porém de
forma menos expressiva (CECCA, 1986; SIMONASSI, 2001). Suas
aguas desaguam proximo a Praia da Armacdo através do Rio
Ribeirdo Grande conhecido como canal Sangradouro. Possui volume
de aproximadamente 21,2 x 10° m®, uma érea superficial de 5,2 km*
Levantamentos batimétricos da Lagoa do Peri revelaram que a
mesma € simétrica em suas margens laterais, com taludes
relativamente ingremes proximos as margens, em seus extremos NE
e SW a Lagoa apresenta areas mais suaves e no centro ela é
relativamente plana. Apresenta profundidade média de 4,2m e a
maxima de 11,0 m proximo a margem oeste da Lagoa, area que
concentra as maiores profundidades (SIMONASSI, 2001). Sendo
uma importante praia lacustre é amplamente utilizada para o lazer e
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recreacdo em novembro do ano 2000 através de um projeto da
CASAN, este reservatorio comecou a ser utilizado para
abastecimento das regides Sul e Leste da Ilha.

A temperatura da d&gua maxima registrada pela bibliografia
consultada foi de 31°C em 2001 (MONDARDO, 2004) e minima de
15°C (LAUDARES-SILVA,1999), os valores de pH de 6,0 a 8,6
(LAUDARES-SILVA ,1999; MOSER, 2007) e a condutividade
elétrica varia entre 47 e 250uS/cm  (MONDARDO, 2004;
LAUDARES-SILVA, 1999). Isso pode ser explicado pela a¢do dos
ventos na regido, o que acaba gerando um aporte de compostos
ionicamente carregados provenientes do spray marinho, bem como
pela interferéncia das precipitagdes marinhas. As concentracdes de
oxigénio dissolvido variaram entre 6,1 e 9,8mg/L (MOSER, 2007,
MONDARDO, 2004), sendo que os perfis de oxigénio revelaram
uma tendéncia & reducdo dos valores em dire¢cdo ao fundo, néo
apresentando deficiéncia de oxigénio (LAUDARES-SILVA, 1999;
SIMONASSI, 2001). Devido a intensa acdo dos ventos que agem
sobre a Lagoa, hd uma constante circulagdo na coluna d’agua,
fazendo com que o oxigénio se distribua ao longo da coluna, ndo
havendo registros de regides anoxicas. A média anula da Clorofila a
¢ de 18,11 pg/L (GRELLMANN, 2006). Além da abundante
presenca de C. raciborskii, diversas espécies comp6e a comunidade
fitoplactonica da Lagoa. Laudares-Silva (1999) identificou 76 taxons
sendo que Grellmann (2006) observou uma reducédo para 50 taxons.

Figura 4. 2 — Vista Panoramica do parque Municipal da Lagoa do Peri
(MOSER)
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4.2 Cianobactérias e Cianotoxinas

As cianobactérias sdo  microorganismos  aeréhicos
fotoautotrdficos, ou seja, fotossintetizantes, sendo a fotossintese seu
principal modo de obtengdo de energia para o metabolismo
assemelhando-se assim as algas (vegetais eucariontes). No entanto
sua organizacdo celular demonstra que esses microorganismos sao
procariontes e portanto muito semelhantes bioquimicamente e
estruturalmente as bactérias.

A capacidade de crescimento nos mais diferentes meios é
uma das caracteristicas marcantes das cianobactérias. Vérias
espécies vivem em solos e rochas onde desempenham um
importante papel nos processos funcionais do ecossistema e na
ciclagem de nutrientes. Entretanto, ambientes de &gua doce séo 0s
mais importantes para 0 seu crescimento, visto que a maioria das
espécies apresenta um melhor crescimento em aguas neutro alcalinas
(pH 6-9), temperatura entre 15 a 30°C e alta concentracdo de
nutrientes, principalmente nitrogénio e fésforo (AZEVEDO, 1998).

A morfologia das cianobactérias € bastante variada podendo
ser encontradas na forma unicelular, colonial e filamentosa. Suas
células podem apresentar-se esféricas, clbicas, ovéides, cilindricas,
ou mesmo sem forma definida, formando filamentos simples ou com
ramificacOes e colbnias com diferentes arranjos.

O sucesso competitivo das cianobactérias em relacdo a
outras espécies é baseado em estratégias fisioldgicas e adaptativas
ecologicamente (SANT’ANNA, 2008). S&o reconhecidas neste
sentido, a capacidade de varias espécies de cianobactérias em ajustar
sua flutuabilidade por meio de vesiculas de gas, buscando condicdes
do meio mais favoraveis ao seu crescimento, principalmente em
relacdo a intensidade luminosa. Pode-se considerar também a
afinidade destes organismos com fésforo e nitrogénio, dois
nutrientes geralmente limitantes no crescimento. Possuem a
capacidade em armazenar importantes quantidades de fosforo para
posterior utilizacdo, e de certas espécies em fixar o nitrogénio
atmosférico (ROBERT et al., 2005).

Os blooms de cianobactérias em reservatorios de agua
destinada & produgdo de &gua para consumo humano originam
muitos problemas, sendo o mais preocupante o fato de uma
proporcgdo significativa de cianobactérias produzirem uma ou mais
toxinas (CAMPINAS et al., 2002).
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As cianotoxinas por sua vez, constituem um grupo de
diversas toxinas que sdo biossintetizadas por certas espécies e cepas
de cianobactérias, sendo um grupo quimicamente heterogéneo e que
apresenta diferentes propriedades toxicolégicas. As toxinas das
cianobactérias sdo  consideradas  metabdlitos  secundarios
biologicamente ativos, isto é, sdo compostos nao utilizados por esses
organismos em seu metabolismo primario, muitos dos quais com
potencial farmacolégico. Em geral as cianotoxinas encontram-se
dentro das células vidveis de cianobactérias, sendo apenas uma
pequena fracdo liberada para o meio liquido (AZEVEDO e
BRANDAO, 2003). De acordo com a sua estrutura quimica, estas
toxinas podem ser classificadas em trés grandes grupos: peptideos
ciclicos, alcaléides e lipopolissacarideos. A classificacdo principal,
porém, baseia-se na sua acdo farmacoldgica, ou seja, sobre
determinados tecidos, érgdos-alvo ou organismos. Segundo esta
classificacdo, as cianotoxinas sdo agrupadas de acordo com seu
modo de toxicidade em hepatotoxinas, neurotoxinas e
dermatotoxinas (citotoxinas) (SIVONEN e JONES, 1999,
CARMICHAEL, 1992).

O Quadro 4.1 apresenta de forma simplificada os grupos de
cianotoxinas que sdo atualmente estudados, o tecido e/ou 6rgaos
principalmente afetados e os principais géneros de cianobactérias
que as produzem:

Grupo de Estrutura | Tecido/6rgdos alvo| Géneros de
toxinas quimica e acao Cianobactérias
Sinapse nervosa Anabaena,
Anatoxina-a alcaléide liga-se ao receptor Planktothrix
da acetilcolina (Oscillatoria),
Aphanizomenon,
Raphidiopsis
Anatoxina-a alcaléide Sinapse nervosa- Anabaena,
(s) inibidora da
acetilcolinesterase
Aplisiatoxina alcaléide Pele Lyngbya,
Schizothrix,
Planktothrix
(Oscillatoria),
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alcal6ide Figado, rim — Cylindrospermo
Cilindrosper- inibidora de sintese psis,
mopsina protéica Aphanizomenon,
Umezakia
Raphidiopsis
Homoanato- alcaléide Sistema nervoso Oscillatoria
xina-a formosa
Lymbyatoxina alcal6ide Pele, trato gastro- Lyngbya
-a intestinal
Lipopolissaca- | lipopolissa- | Irritante aos tecidos todas
rideo carideo eXpostos
Microcystis,
Anabaena,
Microcistina peptideo Necrose do figado e |  Planktothrix
tumores (Oscillatoria),
Anabaenopsis,
Nodularia,
Nostoc, ,
Anabaenopsis,
Hapalosiphon
Neosaxitoxina Nervo axénico- Anabaena,
e Saxitoxina alcaléide Liga-se aos canais | Aphanizomenon,
de sddio Cylindrospermo
psis, Lyngbya
Nodularina peptideo Figado Nodularia

Quadro 4.1: Grupos de cianotoxinas, tecido e/ou 6rgdos principalmente
afetados e os principais géneros de cianobactérias que as produzem.
Fonte: Chorus e Bartram (1999), Calijuri et al., (2006),
Bittencourt-Oliveira e Molica, 2003.

A partir da producdo de cianotoxinas, a toxicidade de
floracBes de Cianobactérias pode apresentar uma variagao temporal,
desde intervalos curtos de tempo até diferencas sazonais, anuais e
também espaciais, provavelmente decorrente de alteracdes na
proporcao de cepas toxicas e ndo tdxicas na populacdo. A ocorréncia
irregular da toxicidade nas cianobactérias ainda néo foi devidamente
esclarecida sendo que para o estudo desta variabilidade deve-se
considerar a hipotese da ocorréncia de cepas geneticamente distintas
que ndo produzem toxinas e/ou da possibilidade de que fatores
ambientais tais como luz, temperatura, nutrientes que regulem a
sintese dessas toxinas (CARMICHAEL, 1992).

36




Da mesma forma os motivos e a funcdo exata produgéo das
cianotoxinas ainda é desconhecida. Acredita-se que estes compostos
tenham fungéo protetora contra herbivoria (CARMICHAEL, 1992;
FREITAS, 1995), enquanto outros pesquisadores sugerem que a
producdo estd relacionada as condigdes de crescimento ou a
competicdo por recursos e pode ser ocasionada e liberada a0 meio
por situacdes de estresse, mesmo sem a ruptura celular (CALIJURI
et al., 2006). A liberacdo ao meio externo pode ocorrer também
naturalmente, pela reducdo na popula¢do como resultado de morte
ou por acdo humana via adicdo de compostos algicidas ou por
processos de tratamento de agua (SIQUEIRA e OLIVEIRA-
FILHO). Para a realizacdo de ensaios em laboratério pode-se
considerar o congelamento e descongelamento em temperatura
ambiente por 3 vezes, para provocar 0 rompimento das membranas
das células com o objetivo de liberar as toxinas presentes no interior
das células das cianobactérias (WHITE et al., 2007; CETESB, 2003
apud TAKENAKA 2007).

Floragbes de cianobactérias produtoras de toxinas tem
causado intoxicacdo e morte de organismos aquaticos e outros
animais que utilizam a &gua como fonte de alimentacdo
(CARMICHAEL, 1992). Diversas pesquisas mostram que
cianobactérias toxicas tem efeitos adversos na comunidade
zooplanctonica e nos diversos niveis tréficos devido a letalidade ou a
diminuicdo da sua taxa de crescimento e reproducdo (BOUVY et al.,
2001; TRABEAU et al., 2004).

Visando identificar cepas produtoras de toxinas e também
elucidar o mecanismo de agéo, o extrato de diversas cianobactérias
cultivadas em laboratério tem sido testado em camundongos, peixes
(BERRY et al., 2009), anfibios (WHITE et al., 2007), cultura
celular, plantas superiores (BEYER et al., 2009), invertebrados
(WHITE et al., 2006; KINNEAR et al., 2007), microalgas (DUVAL,
et al), zooplancton (FASTNER 1995SANEVAS, 2006,
METCALF et al., 2002).

Nesta perspectiva, torna-se preocupante a possibilidade de
bioacumulacdo e transferéncia de cianotoxinas através da cadeia
tréfica, como exemplo na ingestdo de peixes e moluscos que se
alimentaram continuamente de cianobactérias, possibilitando a
acumulacdo de toxinas em seus tecidos, oferecendo assim um sério
risco a salde humana (CARVALHO PINTO-SILVA, 2005;
FALCONER 1991, 1994). Além disso, a exposi¢cdo humana pode
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se dar de outras maneiras: contato dermal, inalacdo, ingestdo oral e
por via intravenosa (CALIJURI et al., 2006).

No Brasil diversos estudos confirmam a ocorréncia de cepas
toxicas de cianobactérias em corpos d’agua de diversos Estados,
como por exemplo: Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Parg,
Bahia, Pernambuco e Distrito Federal (AZEVEDO, 1998, BOUVY
et al., 2001, MOLICA, 2005). No entanto, é sensato considerar que
esta informagcdo ndo reflete a ocorréncia de cepas toxicas de
cianobactérias apenas nestes Estados, mas sim uma maior
representacdo de estudos sobre este tema concentrados na regido
Centro-Sul do Brasil (MENDONCA, 2006).

4.3 Cylindrospermopsis raciborskii

Cylindrospermopsis raciborskii & uma espécie de
cianobactéria bem conhecida por formar bloom toxico,
originalmente  descrita como uma espécie de origem tropical
(WOLOSZYNSKA, 1912 apud VALERIO, 2005). No entanto a
formacdo de blooms causados por esta cianobactéria tem ocorrido
nas regides dos trépicos as zonas temperadas e 0s registros das
aparicBes nas Ultimas décadas foi primeiramente documentado em
um amplo estudo realizado por Padisak (1997).

A ocorréncia e até a dominancia da C.raciborskii tem sido
identificada em diferentes locais do planeta como em Portugal
(SAKER et al., 2003), Alemanha (FASTNER et al., 2003;
WIEDNER,  2007), Franca (BRIAND et al., 2002), Egito
(MOHAMED, 2006), Nova Zelandia (STIRLING e QUILLIAM,
2001; WOOD e STIRLING, 2003), Tailandia (LI et al.,2001),
Polénia, (KOKOCINSKI et al., 2009), Australia (MC GREGOR e
FABBRO, 2000), Estados Unidos (JONES e SAUTER, 2005),
Africa do Sul (HARDING e PAXTON, 2001), Uruguai (VIDAL e
KRUK, 2008) sendo que a maioria destes trabalhos comprovam a
ocorréncia de cepas produtoras de toxinas.

No Brasil, floragdes de C.raciborkii tém sido identificadas
em diversas regides e se caracterizam pela dominancia em sistemas
tropicais eutréficos rasos (MELO-FILHO, 2006) e tem sido
identificada em diversos corpos d’agua de regifes de Pernambuco
(BOUVY et al.,, 2001, MOLICA et al., 2005), Espirito Santo (
FUNASA, 2007), Sdo Paulo (TUCCI e SANT'ANNA, 2003;
GEMELGO, 2008; MATSUZAKI, et al.; 2004), Santa Catarina
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(LAUDARES-SILVA, 1999), Minas Gerais (FIGUEREDO et al.,
2007), Rio de Janeiro (FERRAO-FILHO et al.,2009% entre outros
citados por Bittencourt-Oliveira e Molica (2003) como Parang,
Distrito Federal, Goiés, Paraiba, Rio Grande do Norte, Rio Grande
do Sul e Tocantins.

Segundo Padisék (1997) seu sucesso é atribuido a diversas
razdes, em especial: grande habilidade de flutuagdo que por um lado
permite uma migracdo diurna entre as camadas de agua com maior
ou menor disponibilidade de nutrientes e por outro evita a
acumulacdo na superficie de uma grande quantidade de filamentos, o
gue poderia causar danos fisiologicos; alta tolerancia ao
sombreamento o0 que permite 0 crescimento de uma grande
populacdo, a alta afinidade na absorcdo de amoénio, além da
capacidade de fixar nitrogénio atmosférico através de células
vegetativas diferenciadas chamadas heterocitos (Figuras 4.3 € 4.4) e
a capacidade de estocar fosfato na forma de gréos de polifosfato e a
resisténcia a herbivoria. Pode ainda apresentar estrutura
denominadas acinetos (Figura 4.5), que podem ser caracterizados
como esporos de resisténcia, normalmente presentes quando da
ocorréncia de desequilibrio nas condi¢fes ambientais, além de serem
capazes de estocar substancias de reserva (MENDONGCA, 2006).
Suas paredes espessas acumulam reservas de proteinas sob a forma
de grénulos de cianoficinas sendo produzidos quando as condicGes
do meio sdo desfavoraveis, sdo altamente resistentes ao
dessecamento e podem resistir nos sedimentos por muitos anos
(SANT’ANNA et al.,2006).

Estudos recentes indicam também que um efeito alelopatico
sobre outras espécies pode facilitar sua expansdo geografica e a
ocorréncia de blooms (FIGUEREDO et al., 2007; MENDOZA-
VERA et al, 2008). Padisdk (1997) afirma também que
C.raciborskii tem preferéncia por altas temperaturas (25°C) e por
altos valores de pH (8,0-8,7). Entretanto esta espécie foi encontrada
na Lagoa do Peri durante o inverno, em temperaturas baixas (15°C) e
em pH préximo a 6,0 (LAUDARES-SILVA, 1999; MOSER, 2007).

Em muitos corpos d’agua a combinacdo destas e de outras
caracteristicas permitem a formacdo de floracfes e até mesmo de
dominéancia durante longos periodos de tempo. Diversos autores
(MCGREGOR e FABBRO, 2000, BRIAND et al., 2002, 2004)
sugerem que as mudangas no clima possam servir como uma
possivel explicagdo para a expansdo da espécie em certas regides do
planeta.
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Figuras 4.3 e 4.4 : Filamentos de C.raciborskii com heterocito (H). Fonte:
Bittencourt-Oliveira e Molica, 2003.

Figura 4.5: Filamento de C.raciborskii com heterocito e acineto.
Fonte: Briand et al.,2002.

Além disso, a alta competitividade em ambientes
eutrofizados aliada a capacidade de formar floragdes e produzir
toxinas fazem desta, uma das cianobactérias mais estudadas tanto do
ponto de vista ecolégico como de salde pablica (TUCCI, 2003).

No ambito da toxicologia, esta cianobactéria é de grande
interesse e estudo pois produz comprovadamente ao menos dois
tipos de cianotoxinas: as neurotoxinas (‘“Paralitic Shellfish
Poisonig”- PSP-saxitoxinas, neo-saxitoxinas e goniautoxinas) e as
citotoxinas (cilindrospermopsina) (OHTANI et al.,1992; LI et
al.,2001,). Segundo Sens et al. (2005), as andlises de deteccdo da
concentracdo de saxitoxina e neosaxitoxina, podem atingir um total
de 5,4 pg/L de equivalentes de saxitoxina, num periodo de
dominancia da espécie de cianobactéria Cylindrospermopsis
raciborskii nas 4guas da Lagoa do Peri.

As saxitoxinas sdo alcaléides carbamatos que inibem a
conducdo nervosa por bloqueamento dos canais de sédio, afetando a
permeabilidade ao potéssio ou a resisténcia das membranas. Os
sinais de intoxicacdo sdo: tontura, adormecimento da boca e de
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extremidades, fraqueza muscular, nausea, vomito, sede e taquicardia,
podendo levar a morte entre 2 a 12 horas ap06s a ingestdo (FUNASA,
2003).

Em camundongos, por via intraperitonial a DL50 para 24h é
de 10-30 pg /kg (CHORUS e BARTRAM 1999). Segundo Carneiro
et al. (2009) a producdo de saxitoxinas pela C.raciborskii é
modulada pela luz em um ritmo circadiano.

A Figura 4.6 apresenta a estrutura quimica geral da
saxitoxina:

Figura 4.6: Estrutura geral das saxitoxinas
Fonte: Chorus e Bartram, 1999.

A cilindrospermopsina por sua vez, ¢ um alcal6ide ciclico
de guanidina altamente sollvel em &gua e relativamente estavel no
escuro, ndo sendo suscetiveis a variagbes de pH nem temperaturas
elevadas (50°C).

Novas variantes tém sido identificadas, entre elas a
demetoxi-cilindrospermopsina (CHORUS e BARTRAM, 1999) e a
deoxi-cilindrospermopsina (LI et al., 2001). Seu mecanismo de
acdo se da por inibicdo da sintese protéica, podendo causar danos
severos em células renais, pulmonares, estomacais, cardiacas e do
figado bem como no sistema circulatério e linfatico, quando testada
em animais (HAWKINGS, 1985; FUNASA, 2003).
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Tem agdo lenta, podendo ser necessarios de 5 a 7 dias para
atingir seu efeito toxico maximo. Em camundongos, por via
intraperitonial a DL50 para 24h é de 2100 pg/kg, passando a ser 200
ug /kg para 6 dias (OHTANI et al., 1992, TERAO et al., 1994)
sendo que resultados também foram encontrados para uma espécie
do zooplancton Artemia salina: a DL50 para 24h é de 8.1.mg.kg-1,
passando a ser 0,7mg.kg0-1 para 72h (METCALF et al., 2002).

Diversas pesquisas mostram que esta cianotoxina pode
acumular-se nos tecidos de organismos aquaticos (SAKER e
EAGLESHAM, 1999) e pode ser causadora de efeitos adversos nos
diversos niveis troficos como em bactérias, na comunidade
zooplancténica, (BOUVY et al.,, 2001; METCALF et al., 2002),
comunidade fitoplanctonica ( DUVAL et al.), peixes (SAKER e
EAGLESHAM, 1999; BERRY et al., 2009), anfibios (WHITE et al.,
2007), cultura celular, invertebrados (WHITE et al., 2006;
KINNEAR et al., 2007) , microalgas (DUVAL et al.) entre outros.

A Figura 4.7 apresenta a estrutura quimica geral da
cilindrospermopsina:

0,50

Me

Figura 4.7: Estrutura da cilindrospermopsina.
Fonte: Chorus e Bartram, 1999.

4.4 Cianobactérias em mananciais de agua utilizados
para abastecimento publico

Devido a sua capacidade altamente “invasora” a certos
corpos d’agua, Cylindrospermopsis raciborskii ocorre em corpos
d’agua de todo o mundo numa ampla diversidade de habitats. As
floragBes de cianobactérias estdo relacionadas com alteragcBes no
gosto e odor da agua através da producdo de compostos aromaticos
podendo causar a modificagdo da sua transparéncia, deplecdo de
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oxigénio e propiciando a produgdo de toxinas, podendo levar a
morte da fauna e flora existentes (CARMICHAEL, 1992).

Os blooms de cianobactérias em reservatérios destinados a
producdo de dgua para consumo humano originam muitos problemas
para 0 abastecimento de agua potavel como entupimento de filtros,
acréscimo da dosagem de reagentes, produgdo de odores e sabores
(CAMPINAS et al., 2002). De acordo com Di Bernardo (1995), a
presenca de cianobactérias em ETAs pode causar problemas
operacionais em varias etapas de tratamento, tais como dificuldade
de coagulacdo e floculagdo, baixa eficiéncia do processo de
sedimentacdo, colmatacdo dos filtros e aumento da necessidade de
produtos para a desinfecgdo. No Brasil, algumas ETAs que utilizam
a tecnologia da filtracdo direta descendente apresentam problemas
operacionais 0s quais podem levar & producdo de &gua com
qualidade impropria para consumo humano (BRANDAO et al., 1996
apud MONDARDO, 2004).

De um modo geral sdo poucos os trabalhos que avaliaram a
remocdo de cianotoxinas em ETASs, principalmente a fracdo
extracelular, ou seja, a toxina que ja esta dispersa na massa liquida.
Além disso, a maioria dos autores aborda principalmente a remocao
de cianotoxinas numa Unica etapa do processo de tratamento e
apenas um reduzido nimero de autores pesquisados na bibliografia
avaliou as sequéncias de tratamento mais comuns, que envolvam a
coagulacdo quimica e uma ou mais etapas de clarificagdo (MELO-
FILHO, 2006).

O monitoramento de cianobactérias e cianotoxinas em
fontes naturais de agua € uma pratica ainda pouco comum em
muitos paises. No entanto, quando estas apresentam a ocorréncia de
populacdes de cianobactérias, deve ser efetuado um controle da sua
ocorréncia, bem como da possivel producdo de cianotoxinas ao
longo de pontos criticos do sistema de abastecimento de agua. Estes
locais incluem o reservatério de dgua origem da captacdo, a agua
bruta da estacdo de tratamento de agua (ETA), pontos chave do
processo de tratamento e a 4gua tratada.

O tratamento ¢ o manejo do corpo d’agua devem incluir
algumas técnicas de engenharia que alterem em grau minimo suas
condicBes hidrofisicas e reduza satisfatoriamente o crescimento das
cianobactérias. As técnicas de controle mais imediatas que podem
ser usadas no manejo do corpo d’agua em estado natural incluem:
anulacdo da espécie indesejada por meio de um desvio, selecéo pelo
processo de filtragdo, uso de barreiras para restringir o movimento
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da espécie indesejada e intervengdo com tratamento quimico, porém
estas devem ser tratadas com cuidado e estudos prévios.
Atualmente, a remocdo de cianobactérias e suas toxinas e a
avaliacdo da sua remocédo é um dos maiores desafios do tratamento
da é&gua, devendo ser considerada uma questdo prioritaria
(CAMPINAS et al., 2002; CHORUS e BARTRAM, 1999).

4.5 Estacdo de Tratamento de agua da Lagoa do Peri

A Estacdo de Tratamento de Agua (ETA) da Lagoa do Peri
estd em funcionamento desde 2000, sob o controle da Companhia de
Agua e Saneamento (CASAN) e abastece as regides Sul e Leste de
Florian6polis, atendendo uma populacdo estimada em 70 mil
habitantes das localidades: Campeche, Retiro da Lagoa, Barra da
Lagoa, Lagoa, Ribeirdo da llha, Armacdo, Pantano do Sul, Tapera,
Alto do Ribeirdo, Morro das Pedras, Praia dos Agores, Praia da
Soliddo, Costa de dentro, Joaquina, Praia Mole, Canto da Lagoa,
Canto dos Aracas e Caieira. A captacdo da agua é feita através de
uma barragem de elevacdo de nivel com um canal adutor até a
Estacdo de Recalque de Agua Bruta de onde é bombeada para a
ETA.

Na estacdo, a agua é tratada passando primeiramente pelo
processo de coagulagdo. Neste processo € adicionado a agua bruta o
sulfato de aluminio para aglutinar particulas coloidais, retirando as
impurezas da dgua. Apds este processo a agua passa por uma bateria
de filtros descendentes que sdo formados por camadas de antracito,
areia e pedra (seixos). Durante a filtracdo ocorre a floculagéo e a
retencdo dos flocos formados no processo de coagulacdo. A limpeza
dos filtros é feita por retrolavagem a contra corrente e o efluente
resultante deste processo é tratado antes de ser devolvido ao canal
que leva ao mar. Apds a filtracdo, para completar o processo de
tratamento, sdo adicionados a agua, o cloro (desinfeccdo) e o flor
(prevencdo de céries). A &gua ja tratada é bombeada para os diversos
reservatorios localizados na Regido da Costa Leste e Sul, para ser
distribuida a populacdo (CASAN).

A presenca de C.raciborskii (Figura 4.8) ocasiona diversos
problemas nas etapas de tratamento da ETA da Lagoa do Peri. A
elevada densidade de fitoplancton ocasiona rapida oclusdo de seus
filtros, diminuindo as carreiras de filtragdo, gastando um grande
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volume de &gua de lavagem dos mesmos e comprometendo a
gualidade da agua produzida (MONDARDO, 2004).

Figura 4.8: C. raciborskii encontrada na Lagoa do Peri. Fonte: Moser, 2007

Assim, a remocdo de cianobactérias e/ou das toxinas por
elas produzidas na Lagoa do Peri tem sido objeto de estudos de
muitos pesquisadores e sdo varias as linhas de abordagem do
problema, entre os quais alguns se destacam. Mondardo (2004)
realizou estudos com diferentes oxidantes utilizados na pré-oxidacao
da agua a ser submetida a filtracdo direta descendente seguida de
desinfeccdo por cloro, avaliando a qualidade da agua apds o
tratamento completo, principalmente, no que se refere a formag&o de
trihalometanos e atividades genotdxicas. Melo—Filho (2006) cita a
remo¢do com pré-ozonizacdo ou pré-cloracdo ou processos de
filtracdo direta com polimento com o0zbnio e carvdo ativado
granular. J& Rabelo (2006) sugere a utilizacdo da filtracdo em
margem como etapa de pré-tratamento da &gua. Apesar de
apresentarem resultados satisfatorios, estes ndo eliminaram as
cianobactérias e/ou suas toxinas dispersas na agua em sua totalidade,
e mesmo atingindo algumas vezes limites inferiores aos
estabelecidos pela legislagdo, sabe-se que o efeito do consumo a
longo prazo de baixas concentrages de cianotoxinas sobre a salde
do ser humano pode ser prejudicial. No entanto deve-se considerar
que trabalhos recentes tem apontado técnicas mais eficientes na
busca pela remocédo das cianobactérias e das cianotoxinas presentes
em 4gua de abastecimento plblico. Mondardo (2004) e Coral
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(2009) por sua vez, apontam técnicas mais eficientes como a pré-
ozonizacdo seguida da filtragdo direta descendente e flotagdo
por ar dissolvido e nanofiltracdo utilizando membranas,
respectivamente. Deve-se considerar também que estes métodos
exigem maiores estudos pois a ozonizacdo, por exemplo, se ma
utilizada, pode apenas quebrar as células do fitoplancton e ndo ser
suficiente para oxidar a toxina, aumentando assim o problema.

E importante citar ainda, trabalhos que visam a
remocgédo de microalgas e cianobactérias atraves de técnicas de
filtracdo em margem, pois estudos mais aprofundados tém
mostrado que esse método pode eliminar 100% das células.
(SENS et al., 2006 - PROSAB 4; MONDARDO, 2009).

4.6 Intoxicacdes causadas por Cianobactérias e suas
implicacdes em Saude Publica

Registros de intoxicagdo animal pelo consumo de &gua
contaminada por cianobactérias tdxicas tem sido documentados pelo
mundo (CHORUS e BARTRAM, 1999). As intoxicacdes de
populagdes humanas pelo consumo oral de 4gua contaminada por
cepas tdxicas de cianobactérias, por sua vez, ja foram descritas em
paises como Australia, Inglaterra, China e Africa do Sul.

Ha inGmeras suspeitas de mortes humanas por consumo
oral de cianotoxinas, porém sua confirmacao é bastante dificil. Tem-
se dificuldades de obter dados e registros a respeito do meio de
contaminacdo e situagbes que confirmem a presenca de cianotoxinas
em alimentos ou em d4gua de abastecimento. O primeiro relato
documentado de mortes humanas devido a exposicdo direta a
hepatotoxinas ocorreu de forma intravenosa em uma clinica de
hemodialise em Caruaru (Brasil) no ano de 1996. (JOCHIMSEN et
al., 1998; CARMICHAEL et al., 2001). Este passou a ser o primeiro
caso confirmado de mortes humanas causadas por uma toxina
produzida por cianobactérias (JOCHIMSEN et al., 1998). Em
termos globais, os relatos clinicos de danos para a populagdo
humana, pelo consumo oral de toxinas de cianobactérias em aguas
de abastecimento, aparecem como conseqliéncia de acidentes,
ignoréncia ou ma administracdo. Como resultado, esses relatos s&o
parcialmente estimados e as circunstancias originais sdo
frequentemente de dificil definicdo (AZEVEDO, 1998).
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Em muitos casos, as cianobactérias causadoras dos danos
desaparecem do reservatorio antes que as autoridades de salde
publica considerem uma floracdo como o possivel risco, pois sdo
geralmente desconhecedoras dos danos possiveis resultantes da
ocorréncia de floracdes de cianobactérias e, portanto, assumem que
0s padrdes de purificacdo de agua utilizados nas estagdes de
tratamento de &gua sdo capazes de remover qualquer problema
potencial. Entretanto, varias toxinas de cianobactérias, quando em
solucdo, ndo podem ser retiradas atraves de processos convencionais
de tratamento, sendo inclusive resistentes a fervura. Desta forma, 0s
reservatorios de agua utilizados para o abastecimento da populacdo
que sdo sujeitos ao aparecimento de floracbes de cianobactérias
precisam ser cuidadosamente monitorados para evitar todos 0s riscos
potenciais adversos a salde humana. Sabendo-se que as cianotoxinas
sdo endotoxinas, que s6 sao liberadas para a dgua quando ocorre a
lise ou morte celular, a relacdo entre a idade e a condicéo da floragédo
deve ser avaliada para evitar as consequéncias para a salde publica
(AZEVEDO, 1998).

Segundo Di Bernardo et al. (2003 apud Melo-Filho, 2006),
estudos realizados no Laboratério de Ecofisiologia e Toxicologia de
Cianobactérias da Universidade Federal do Rio de Janeiro (LETC-
IBCCF-UFRJ) tém confirmado a ocorréncia de cepas tdxicas de
cianobactérias em reservatorios de abastecimento publico de agua
dos Estados de S&o Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Parg,
Bahia, Pernambuco e Distrito Federal. Segundo os autores, quando
testadas em bioensaios de toxicidade ou por analises quimicas, 82%
das cepas isoladas mostraram-se toxicas, mais especificamente 9,7%
neurotoxicas, e as restantes hepatotdxicas.

O fato de C. raciborskii ser um perigo potencial para a
salde humana se tornou evidente em um incidente em Saloméo
Dam, Palm Island, no norte de Queensland, Australia em 1979.
Ocorreram varios casos de hepatoenteritis na populacéo local (cerca
de 148 pessoas contaminadas) devido a contaminacdo da agua
potavel com um cianobactéria que mais tarde foi identificada como
C.raciborskii (BOURKE et al., 1983). Estudos epidemioldgicos
confirmam que filamentos desta espécie provenientes de um
reservatério de agua potavel produzia sérios efeitos hepatotdxicos
em um rato utilizados para os bioensaios e havia, portanto, sido
responsavel pelas ocorréncias de hepatoenterities (HAWKINS et al.,
1985).
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No Brasil, a pratica da analise das saxitoxinas em amostras
de agua para consumo humano é de extrema importancia, pois um
grande aumento da ocorréncia do género Cylindrospermopsis,
produtoras deste grupo de neurotoxinas, tem sido isoladas de varios
mananciais de abastecimento, desde a regido Nordeste até a regido
Sul do pais (FUNASA, 2003). Ainda de acordo com a mesma fonte,
em muitos reservatérios, incluindo alguns recém construidos, este
género ja € dominante e atinge um numero de células muito acima
dos limites maximos aceitaveis, cujo risco para a salde humana ndo
pode ser desprezado.

Diante deste contexto € importante considerar que a
atividade de vigilancia da qualidade da agua para consumo humano
envolve uma série de cuidados, desde a avaliacdo do grau de risco
que os sistemas representam a salde publica em funcdo da origem
da agua, do tratamento empregado e dos procedimentos adotados em
todo o processo, até a verificacdo de queixas e dendncias realizadas
por consumidores em relacdo a qualidade da agua fornecida. Assim
0 potencial de risco apresentado pela agua consumida pela
populacdo deve ser avaliado criteriosamente e desencadear medidas
corretivas e preventivas para que o sistema recupere ou mantenha as
condig¢des de seguranca (CORAL, 2009).

4.7 Aspectos da Legislacéo

Em decorréncia da proliferagdo crescente de cianobactérias
toxicas em corpos d’agua utilizados para 0 abastecimento publico,
como € o caso da Lagoa do Peri, as autoridades sanitarias do pais
revisaram a Portaria 36/MS/1990, dando origem a Portaria
1469/MS/2000. Assim, todos os Orgdos produtores de agua no
Brasil, passaram a ter alguns novos parametros de controle de
qualidade da agua potavel. Dentre esses parametros, a analise de
cianobactérias e das toxinas produzidas por algumas espécies,
passaria a ser obrigatoria, trés anos a partir da edicdo da citada lei.
Mais tarde, esta foi substituida pela Portaria 518/MS/2004,
estabelecendo assim 0s atuais os procedimentos e responsabilidades
relativos ao controle e vigilancia da qualidade da 4gua para consumo
humano e seu padréo de potabilidade.

Segundo a Portaria 518/MS/2004, o monitoramento de
cianobactérias na agua do manancial, no ponto de captacdo, é
baseado na contagem do nimero de células, e varios dos seus artigos
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estdo relacionados a presenca de C.raciborskii em agua utilizada
para abastecimento publico. Esta portaria alerta para que sempre que
0 numero de cianobactérias na dgua do manancial, no ponto de
captacdo, exceder 20.000 células/ml (2mm®/L de biovolume),
durante 0 monitoramento, serd exigida a andlise semanal de
cianotoxinas na agua na saida do tratamento e nas entradas
(hidrémetros) das clinicas de hemodidlise e industrias de injetaveis,
sendo que esta andlise pode ser dispensada quando ndo houver
comprovacao de toxicidade na agua bruta por meio da realizacdo
semanal de bioensaios em camundongos. Além disso, o
monitoramento de cianobactérias na agua do manancial, no ponto de
captagdo, deve obedecer frequéncia mensal, quando o nimero de
cianobactérias ndo exceder 10.000 células/ml (ou 1mm*/L de
biovolume), e semanal, quando o nimero de células exceder este
valor. Recomenda ainda, que as analises para cianotoxinas incluam a
determinacdo de cilindrospermopsina e saxitoxinas (STX),
observando, respectivamente, os valores limites de 15,0 pg/L e 3,0
ug/L de equivalentes STX/L.

4.8 Toxicologia

Segundo Chasin e Azevedo (2003), a Toxicologia € a
ciéncia que tem por objetivo estudar os efeitos nocivos decorrentes
das interagBes de substancias quimicas com o organismo, tanto no
plano analitico, como do ponto de vista fisiol6gico e bioquimico. A
Toxicologia Ambiental e a Ecotoxicologia sdo termos que 0s autores
tém empregado para descrever o estudo cientifico dos efeitos
adversos causados aos organismos vivos pelas substancias quimicas
liberadas no ambiente. Dentro desta perspectiva, alguns termos
usados em toxicologia devem ser compreendidos:

-Agente Toxico, Toxicante ou Xenobiotico € uma substancia, de
estrutura quimica definida, que interagindo com um organismo,
produz um efeito nocivo. Pode estar nas seguintes formas fisicas:
solida, liquida, gasosa (vapor, aerossol);

-Toxicidade é a capacidade ou propriedade potencial que as
substancias quimicas possuem, em maior ou menor grau, de
produzirem efeitos nocivos ao interagirem com um organismo. E
influenciada por diversos fatores relacionados ao préprio agente
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quimico (solubilidade, volatilidade), ao organismo (fatores
genéticos, idade, sexo, estado nutricional), ao ambiente
(temperatura, pressdo), e a exposicdo (dose, via de administracao,
tempo e freqliéncia de exposicao);

-Intoxicacdo é o desequilibrio organico manifestado por sinais e
sintomas, causado pela interacdo do sistema biolégico com o
intoxicante;

Sendo assim, a avaliagdo toxicolégica envolve a
determinacdo da toxicidade de uma substancia quimica, geralmente
em uma variedade de sistemas bioldgicos e sob diferentes condi¢des
de exposicdo e também uma estimativa da relacdo risco-segurancga
em uma exposicdo especifica a substancia quimica em humanos.

Em diversas ocasides €& possivel que os efeitos de
substancias quimicas observados em animais de laboratério ocorram
também em humanos sob condic¢des apropriadas. Por isso, estudos
em animais tém se tornado a principal fonte de dados de toxicidade.
As principais vantagens da utilizacdo de animais de laboratério
nestes estudos séo:

- A possibilidade de empregar doses relativamente elevadas que
induzirdo sinais de toxicidade evidentes, que ajudardo a localizar
com precisdo o Orgdo alvo e efeito especifico, os quais sao
examinados criticamente em animais tratados com doses mais
baixas;

-A possibilidade de controlar as condi¢Ges experimentais e
determinar os efeitos da substancia quimica através de uma maior
variedade de determinacfes, incluindo estudos patologicos. No
entanto, alguns fatores influenciam os dados experimentais e devem
ser considerados:

-Caracteristicas  fisico-quimicas: pureza, estabilidade, outras
propriedades como pH, solubilidade, tamanho de particula, veiculo,
etc;

-Varidveis bioldgicas: espécie e linhagem, sexo, idade;

-Outros: dose, duracdo da exposicdo, via de administracdo, nimero
de animais controles.

As substancias nocivas influenciam os seres vivos de modo
muito diferente, provocando assim as mais variadas reacfes. Para
qualificar e quantificar os efeitos, localizar o local da intervencdo ou
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identificar os caminhos da acdo de substancias dentro de um
organismo necessita-se, conforme o objetivo da investigacéo,
escolher o procedimento e a configuragcdo adequada de um sistema
de teste (KNIE e LOPES, 2004).

Em geral, o principio do método dos testes de toxicidade
para avaliar os efeitos causados aos organismos testados, consiste na
exposicdo destes a varias diluicGes da amostra a ser testada por um
periodo determinado de tempo (NBR 12.713) (ABNT, 2003). Neste
contexto, levando em consideracdo o tempo de exposi¢do, 0s testes
de toxicidade aquatica podem ser classificados, segundo Knie e
Lopes (2004) em testes de toxicidade aguda, testes crénicos e testes
de curta duracéo ou subletais.

O tempo de exposicdo geralmente compreende 24-48h. Os
efeitos avaliados sdo mortalidade, no caso de peixes; imobilidade, no
caso de invertebrados; e crescimento, no caso de algas. O resultado é
expresso em Concentracdo Efetiva Mediana - CE50, ou seja, a
concentracdo na qual 50% da populacdo exposta resiste a amostra a
gual foi exposta no periodo de tempo determinado.

Convém notar que as vezes uma exposi¢ao aguda pode ndo
determinar um efeito crénico, e que um dos eventos da exposicao
cronica pode, por outro lado, determinar ou ndo efeitos agudos. Na
exposicdo crbnica, quando a taxa de absorcdo supera a de
eliminacéo, o toxico acumula-se no organismo até atingir um estado
de equilibrio responsavel por efeitos especificos, ou até quando a
eliminacdo for muito lenta, atingindo niveis de exposi¢do aguda,
com seus efeitos consequentes.

A exposicdo do organismo ao toxico e conseqiente
absorcéo podem ocorrer de varias maneiras, com variabilidade na ou
eficiéncia sendo as vias: endovenosa, respiratoria, intraperitonial,
subcutanea, intramuscular, intradérmica, oral e topica. Quer a
exposicdo seja aguda ou cronica, uma das caracteristicas da relagéo
exposicdo-efeito toxico, é a existéncia de proporcionalidade entre a
dose e a resposta. A mensuracdo desta resposta, por métodos
variados, permite avaliar o grau de toxicidade de uma substancia.

4.9 Ecotoxicidade: Toxicidade aguda com Daphnia
magna

O género Daphnia é um microcrusticeo que tem sido
amplamente utilizado para a avaliagdo e monitoramento da
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toxicidade aguda e cronica de agentes quimicos, efluentes liquidos,
lixiviados de residuos sdlidos e amostras de varias outras
formulagdes. Espécies desse género, representativas de ambientes
limnicos, desempenham um papel importante para a transferéncia de
energia de um nivel trofico a outro no ecossistema aquético.
Facilmente cultivadas em laboratério, elas tém se demonstrado
bastante sensiveis a diferentes grupos de compostos quimicos.

Segundo Ruppert e Barnes (1996), o organismo teste
D.magna é classificado taxonomicamente no filo Arthropoda,
subfilo Crustacea, classe Branchiopoda, ordem Diplostraca,
subordem Cladocera. Mede de 5a 6 mm de comprimento, que atua
como consumidor primério na cadeia alimentar aquética,
alimentando-se por filtracdo de material organico particulado em
suspensdo. Os organismos deste género sao vulgarmente conhecidos
como pulga d'dgua, tém larga distribuicdo no hemisfério norte e
ocupam uma importante posicdo nas cadeias alimentares aquaticas
(NBR 12.713, 2003a).

Este organismo foi selecionado como organismo-teste para
esta pesquisa por ser amplamente conhecido, facilmente cultivado e
mantido em laboratdrio e por ter reproducéo freqiiente, o que garante
0 suprimento para testes constantes. Necessita-se de pequena infra-
estrutura, 0s custos para manutencdo sdo relativamente baixos se
comparados a outros tipos de organismos e as respostas aos agentes
ambientais sdo rapidas, devido ao seu ciclo de vida.

Cabe também lembrar que o monitoramento usual realizado
através de parametros fisicos e quimicos, ao ser complementado pelo
monitoramento de carater ecotoxicolégico, permite avaliar
amplamente corpos d’dgua complexos, uma vez que o resultado do
teste ecotoxicoldgico baseia-se na resposta da biota ao conjunto de
substancias que compdem o meio aquatico (BRENTANO e LOBO,
2003).

4.10 Considerac0es sobre genotoxicidade

Funcionalmente, os agentes genotdxicos possuem a habilidade
de alterar a replicacdo do DNA e a transmissdo genética. Dessa
forma, as medidas de genotoxicidade incluem principalmente danos
no DNA, mutacBes e aberracbes cromossdmicas. Os ensaios de
genotoxicidade in vitro sdo ferramentas sensiveis para a detec¢do da
genotoxicidade e da potencial carcinogenicidade de agentes
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quimicos ou fisicos (TICE et al., 2000), podendo ser avaliadas pelos
seguintes ensaios: teste de Ames, teste do microndcleo, ensaio do
cometa, entre outros.

4.10.1 Teste de Mutagenicidade: Ensaio de Micronucleo

O teste do micronlcleo tem sido amplamente utilizado para
ensaios laboratoriais de genotoxicidade de muito compostos e para
pesquisas in situ visando avaliar o risco de ambientes contaminados
com potencial mutagénico (CHAUDHARY, 2006). O estudo do
micronlcleo se constitui em um dos métodos para a medida de
danos cromossdmicos espontaneos ou induzidos, ou ainda de erros
de segregacdo, uma vez que o micronucleo resulta da produgdo de
fragmentos acéntricos, ou de cromossomos inteiros que se atrasam
em relacdo aos demais em sua migracdo para os pélos da célula em
anafase. No processo de divisdo celular, quando a célula entra em
tel6fase, tanto fragmentos acéntricos como cromossomos com
quebras cromossdmicas ou cromatidicas, ou ainda, cromossomos
inteiros perdidos por problemas no fuso mitético, sdo incluidos nas
células filhas, podendo se fundir com o nucleo principal ou formar
um ou mais ndcleos secundarios: os microntcleos (HEDLLE et al.,
1983 apud CARVALHO PINTO-SILVA, 2005). O autor afirma
ainda que existem 4 mecanismos reconhecidos que podem dar
origem ao microndcleo e estruturas semelhantes como: 1) perda
mitética de fragmentos acéntricos, 2) uma variedade de
conseqliéncias mecanicas de quebras e trocas cromossdmicas, 3)
perda mitdtica de cromossomos inteiros e por fim, 4) apoptose, que é
uma forma de destruicdo nuclear em que o nlcleo se desintegra e
fragmentos celulares sdo formados. O fenbmeno da apoptose ocorre
naturalmente ou em resposta a danos celulares quimicamente
induzidos, sendo que estes danos ndo necessitam ser de natureza
genética.

O teste consiste basicamente na exposicdo dos organismos ao
material testado, no preparo de laminas com o material biolégico e
na avaliacdo das alteracBes causadas as células em microscépio. Esta
Gltima etapa consiste na contagem dos micronucleos (e de ma
formagdes nucleares) presentes em 1000 células binucleadas por
organismo testado, considerando teste realizado com cultura celulare
e utilizando-se no a citocalasina (FENECH, 2000). Para os testes
com animais a contagem é realizada 2000 células mononucleadas.
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A presenca de micronicleos pode ser considerada como uma
indicacdo de ocorréncia prévia de aberragdes cromossdmicas
estruturais ou numéricas, em algum momento do ciclo de vida das
células (CARRANO e NATARAJAN, 2002). Assim, este teste tem
sido amplamente utilizado tanto in vitro como in vivo e in situ, com
a vantagem de ser simples e rapido na deteccdo de danos
cromossdmicos induzidos. Além disso é bem aceito por varias
autoridades regulamentatorias, incluindo o Guia de Substincias
Quimicas Testadas para Mutagenicidade - Gra -Bretanha (1981) e €
recomendado pela CSGMT- Colaborative Study Group for the
Micronucleus Test (1995). Outra vantagem dos micronucleos é que
podem ser observados em quase todos os tipos de células e a maioria
pode ser empregada no estudo com humanos e animais de
laboratério.

O numero de ensaios de mutagenicidade/genotoxicidade em
aguas superficiais citados em 128 publicacdes cientificas do periodo
entre 1990 a 2004 mostrou que 17% destes consistiam no ensaio do
micronucleo in vivo e/ou in vitro (OHE et al, 2004). Considerado
uma excelente ferramenta para avaliar a genotoxicidade de diversas
substancias em agua (BARDIENE, 2005; GRISOLIA et al., 2009),
0 ensaio do microndcleo tem sido utilizado na avaliagdo toxicoldgica
de diferentes pesquisas ambientais: estudo de tratamento de
efluentes utilizando plantas (MIELLI, 2008), no biomonitoramento
de areas sob influéncia de petréleo aplicando o teste em peixes e em
cultura celular humana (LEMQOS, 2008), em estudos envolvendo a
presenca de cianotoxinas na agua como a cylindrospermopsina
(SAKER, 1999; HUMPAGE et al., 2000) entre outros.

No caso da aplicacdo in vivo, 0s organismos utilizados em
testes de mutagénese tem que ser selecionados através de critérios
que permitam uma avaliacdo realista do potencial mutagénico de
uma amostra. Organismos aquaticos como os peixes séo indicados
para testes envolvendo o meio aquatico pois estes podem acumular
substancias obtendo-as diretamente da &gua contaminada ou
indiretamente através da ingestdio de organismos aquaticos
contaminados ou dos prdprios produtores destas toxinas (algas)
(MATSUMOTO et al., 2006). Em geral os cromossomos de peixes e
outros organismos aquéticos sdo relativamente pequenos em
tamanho e/ou em nimero elevado. No entanto estas caracteristicas
ndo afetam a desempenho do ensaio do microntcleo na analise de
aberracfes cromossdmicas podendo ser facilmente aplicado a peixes
ou outros organismos aquaticos (AL-SABTI e METCALFE, 1995).
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4.10.2 Teste de Genotoxicidade: Ensaio do cometa

O Ensaio Cometa ou Single Cell Gel (SCG) Assay é
utilizado amplamente na genética médica, genética toxicoldgica
ecotoxicolégica, em diagnosticos e tratamentos médicos, medicina
ambiental, ocupacional, biomonitoramento ambiental, além de
outras aplicagfes. O ensaio consiste em um método de eletroforese
em microgel répido e eficiente quando usada para a deteccdo e
guantificacdo de quebras das fitas do DNA em células individuais,
usando microscopia (SINGH et al., 1988; FAIRBAIRN; 1995).

Essa metodologia de ensaio genotdxico apresenta algumas
vantagens sobre os testes bioquimicos e citogenéticos, entre as quais
a utilizagdlo de um pequeno numero de células que ndo
necessariamente precisam estar em fase de divisdo. As células,
englobadas em gel e espalhadas sobre uma lamina, para entdo serem
transferidas para uma solugdo com altas concentracfes de sais e
detergentes, afim de lisar as células, removendo o seu contetido
citoplasmatico e membrana nuclear. Posteriormente as laminas sdo
imersas em um tampdo de pH varidvel de acordo com a versao do
teste empregado. Tal processo visa o desenovelamento das cadeias
de DNA, pelo rompimento das estruturas secundarias e terciarias
presentes no ndcleo celular.Sdo entdo submetidas a uma corrente
elétrica que age como uma forga proporcionando a migracdo dos
segmentos de DNA livres, resultantes de quebras, para fora do
nucleo. Sdo coradas através do emprego de substancias capazes de
associar ao DNA, como agentes intercalantes (p.e. brometo de
etidio) ou redutores (p.e. nitrato de prata). Apos a eletroforese, as
células que apresentam um nucleo redondo sdo identificadas como
normais, sem dano detectavel no DNA. Por outro lado, as células
lesadas sdo identificadas visualmente por uma espécie de cauda,
similar a um cometa, formada pelos fragmentos de DNA. Estes
fragmentos podem se apresentar em diferentes tamanhos, e ainda
estar associados ao nlcleo por uma cadeia simples.

Para alguns autores, o tamanho da cauda é proporcional a
dimenséo do dano que foi causado, mas é de consenso que a simples
visualizag¢do do “cometa” ja significa que danos estdo presentes no
DNA, podendo ser quebras de fita simples, duplas, crosslinks, sitios
de reparo por excisdo e/ou lesGes alcali-1abeis (SILVA, 2007).

A andlise teste do cometa ¢é efetuada em microscépico de
fluorescéncia com filtros adequados, onde é avaliado o comprimento
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da imagem do cometa (cabeca + cauda), e este comprimento vai
indicar a magnitude de dano ocorrido. A classificagdo é feita de
forma visual enquadrando o dano em uma das classes descritas a
seguir:

* Classe 0: auséncia de cauda, sem danos

« Classe 1: cauda pequena, pequeno dano,

* Classe 2: Cauda média, médio dano;

* Classe 3: cauda maior que o diametro da cabeca, grande dano;

* Classe 4: Cauda muito extensa com cabeca muito pequena, grande
dano.

Figura 4.9: Teste do cometa: A) Classe 0; B)Classe 1; C)Classe 2;
D)Classe 3; E)Classe 4; F) Célula em apoptose (SILVA et al., 2000).

H& algumas investigagcbes comparativas entre o teste do
micronucleo e o teste do cometa com o objetivo de se determinar
qual é o mais adequado para 0 monitoramento em organismos
aquaticos, porém estes estudos muitas vezes sdo realizados sob
condi¢Bes determinadas em um determinado organismo ou um
tecido, utilizando um determinado agente mutagénico sendo assim,

56



especifico para cada caso (SILVA, 2009). Deve-se considerar
também que em alguns casos € possivel obter respostas positivas
para um destes dois testes e negativa para outro, sendo entdo testes
considerados complementares na analise global do mecanismo de
acao toxica de uma substancia.

O Quadro 4.2 a sequir ilustra as principais diferencas entre
as técnicas do microndcleo e do cometa, duas técnicas consideradas
complementares na avaliacdo do dano genotdxico:

Parametros Teste do Microntcleo Teste do cometa

Tipo de alteracéo Mutacdo cromossémica | Dano no DNA
Reparo Né&o reparavel Reparavel
Divisdo celular Necessaria Né&o
necessaria
Tempo de exposicdo Mediano/longo Curto/mediano
(dias/meses) (min/horas)

Quadro 4.2: Comparacao entre as técnicas de micronicleo e cometa
Fonte: Melegari, 2008.

4.11 Considerac0es sobre Citotoxicidade

O primeiro efeito citotéxico que pode ser identificado
através de uma avaliacdo microscdpica das alteragdes morfoldgicas
ocorridas na monocamada de células se traduz pela desorganizagéo
do tapete celular, pelo aspecto granuloso, arredondado e/ou
vacuolizado das células. Por conseguinte, os ensaios frequientemente
utilizados para avaliar a citotoxicidade baseiam-se nas alteracdes da
permeabilidade celular (ex. uso de corantes vitais, tais como azul de
tripan, preto de naftaleno, eosina, entre outros), nas funcdes
mitocondriais (ex: ensaio do MTT, XTT, entre outros) e nas
alteracBes da morfologia celular e da proliferacdo celular (ex:
ensaios de proliferacdo celular, ensaios clonogénicos, entre outros).
Esses ensaios ja estdo estabelecidos para muitos tipos de células e
avaliam diferentes aspectos das fungdes celulares. Tem sido
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utilizados na avaliacdo dos efeitos causados por cianobactérias
produtoras de toxinas, incluindo a C.raciborskii (FASTNER et al.,
2003).

4.11.1 Teste do MTT

Um dos mais utilizados métodos para medida da citotoxicidade
in vitro é também uma das mais rapidas e sensiveis formas de se
obter uma estimativa da proliferacdo e da viabilidade celular: a
reducdo metabolica dos sais de tetrazélium (MTT - 3-4,5-
dimethylthiazol 2,5-diphenyltetrazolium bromide) a uma substancia
denominada formazan. A succinato desidrogenase, uma enzima do
ciclo de Krebs ativa em mitocondrias de células viaveis, é capaz de
transformar o MTT que é de cor amarela e soltvel em cristais de
formazan que séo de cor purpura e insolGveis. Assim, 0 nimero de
celulas sobreviventes € diretamente proporcional ao nivel de
formazan gerado que com o auxilio de um detergente induz a
liberacdo dos cristais que estdo solubilizados. Desta forma os sais de
tetraz6lium sdo especialmente utilizados para ensaios de
quantificacdo da viabilidade celular devido & possibilidade de
mensurar, por espectrofotometria, a mudanca de coloracdo da
cultura, o que indica a quantidade de células viaveis. Este ensaio
apresenta-se mais rapido, seguro e com alto grau de precisdo quando
comparado a outros métodos colorimétricos ou outras técnicas como
as radioativas (ensaio que consiste na capacidade das células de
incorporar substancias radioativas ou na capacidade liberar um
marcador radioativo).

Outra particularidade e vantagem deste ensaio, é o fato de
gue apenas as células viaveis sdo consideradas. Apresenta-se como
um ensaio muito versatil, considerado como um avango sobre as
tradicionais técnicas de ensaios de citotoxicidade (MOSMANN,
1983). Ente os ensaios o Teste do MTT se destaca e tem disso
utilizado pela comunidade cientifica no desenvolvimento das mais
diversas linhas de estudo, desde células expostas a substancias
quimicas (FOTAKIS E TIMBRELL, 2006), estudo dos efeitos
causados por benzeno as células de pulmdo humano (GIULIANO
et. al, 2009), estudo da viabilidade de esperma bovino (AZIZ, 2006),
efeito de toxinas sintetizadas por fungos (BOUAZIZ et al., 2006)
por exemplo.
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5. MATERIAL E METODOS

As coletas das amostras da dgua da Lagoa do Peri ocorreram
no ano de 2009 e 2010. O processamento das amostras e a realiza¢do
dos testes ocorreram nas dependéncias do Laboratério de
Toxicologia Ambiental (LABTOX) do Departamento de Engenharia
Sanitaria e Ambiental (ENS) da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC). Durante todo o periodo da pesquisa e inclusive
simultaneamente aos testes, outras atividades de rotina foram
realizadas como o preparo de solucGes e a manuten¢do constante da
cultura celular.

5.1 Coleta, preservacdo e processamento das amostras
da Lagoa do Peri

As coletas foram realizadas dentro dos limites do Parque
Municipal da Lagoa do Peri, na area de captagdo da agua da ETA da
CASAN. Grellmann (2006) destaca que este ponto é caracterizado
como um ambiente raso, com influéncia da margem antrépica,
devido a proximidade com a sede do Parque Municipal da Lagoa do
Peri, em que se verifica um elevado fluxo de pessoas, por este ser
um ambiente recreativo, e maior taxa de renovacdo da dgua, uma vez
gue corresponde ao ponto de desague da Lagoa. As coletas foram
realizadas neste local considerando-se a exigéncia do monitoramento
da agua bruta nos sistemas de tratamento de &gua no ponto de
captagdo. As Figuras 5.1 e 5.2 apresentam a &rea do Parque, sua
situacdo geografica em Floriandpolis e no Brasil, bem como a
localizacdo do ponto de coleta:
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Figura 5.1: Localizagdo geogréfica do Parque Municipal da Lagoa do Peri:
Brasil. Fonte: Martins et al.;2009.

Figura 5.2: Localizacéo do ponto de coleta das amostras (Google Earth)

As amostras foram coletadas nas seguintes datas:
20/5/2009, 26/5/2009, 01/06/009, 16/9/2009, 17/11/2009,
15/12/2009, 26/6/2010, 25/08/2010, 16/09/2010.
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Foram coletados volumes diferentes de amostra variando de
2 a 20 L, dependendo do teste que seria realizado a cada coleta,
sendo que as amostras foram acondicionadas em frascos de
polietileno com volumes de 200 mL, 1,5 L e 5 L. Para as analises
quantitativa das C.raciborskii presentes na Lagoa por exemplo,
foram reservadas aliquotas de 500 ml de amostra. Os demais
volumes foram processados conforme a necessidade de cada teste,
adquirindo assim uma identificacdo e possibilitando diferentes
analises posteriores, considerando as hipo6teses apresentadas no
Quadro 5.1:

Nome Processamento Objetivo
LP Bruta | Utilizac8o imediata em | Analise da agua contendo C.
temperatura ambiente | raciborskii e toxinas dispersas
na agua
LP Filtrada | Filtracdo utilizando Anélise da agua livre de
filtro 25um células de C. raciborskii e
com possibilidade de toxinas
dispersas na agua
LP Congelamento/descong Analise da agua apés
Congelada | elamento sequéncia de | rompimento das células de C.
3 processos repetidos. raciborskii e com
possibilidade de toxinas
dispersas na agua
LP Congelamento/descong Analise da agua ap6s
Congelada/ elamento, numa rompimento das células de C.
Filtrada sequéncia de 3 raciborskii, livre das células e
processos repetidos | com possibilidade de toxinas
seguido de filtracdo dispersas na agua
com filtro 25um;

Quadro 5.1: Processamento das amostras utilizadas nos testes.
LP = Lagoa do Peri

Além das amostras provenientes da Lagoa do Peri, foram
realizados também alguns testes com uma cepa T3 como
comparativo, pois segundo estudos realizados por Coral (2009) e
por Mondardo (2009) utilizando técnicas de deteccdo por HPLC,
esta cepa é produtora de toxinas e poderd balizar a confiabilidade
dos métodos aplicados e dos resultados obtidos.

As células de C.raciborskii, cepa T3 utilizadas neste
trabalho possuem média de 20 células para filamentos mais longos e
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8 células para filamentos mais curtos (CORAL, 2009). Foram
cultivadas no Laboratério Integrado de Meio Ambiente (LIMA) da
UFSC sendo inicialmente adquirida no Laboratério de Ecofisiologia
e Toxicologia de Cianobactérias (LETC) do Instituto de Biofisica
Carlos Chagas Filho da Universidade do Rio de Janeiro (UFRJ) e
fornecida pelo Laboratdrio de Ficologia e Laboratério de
Potabilizacdo de Aguas da UFSC que através de um cultivo
permanente a utiliza em suas pesquisas. O processamento destas
amostras seguiram o mesmo que foi descrito para a agua da Lagoa
do Peri assim como a denominacdo padréo, sendo consideradas: T3
Bruta, T3Filtrada, T3 Congelada e T3 Congelada/Filtrada.

De um modo geral, apds a coleta e tratamento das amostras,
foram realizados os seguintes ensaios conforme apresenta a Figura
5.3:
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Figura 5.3: Esquema geral dos ensaios realizados

5.2 Quantificacdo da Cianobactéria Cylindrospermopsis
raciborskii

A identificacdo e contagem dos exemplares de C.raciborskii
presentes nas amostras foi realizada logo ap6s a coleta, ao chegar ao
LABTOX. Ap6s homogeneizacdo, uma aliquota de 1ml de amostra
foi fixada com lugol e depositada em uma cadmara de contagem
(Sedgwick-Rafter) permanecendo em descanso para sedimentacdo
por cerca de 2h. A contagem foi realizada com o auxilio de um
microscopio Optico Bioval XDS-1 (aumento de 250x) segundo as
recomendaces do Standard Methods (APHA, AWWA, WPCF,
2005). Pelo menos 100 individuos da espécie de interesse devem ser
contados em cada amostra para que se tenha erro < 20% ( LUND et
al., 1958).
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O ndmero de filamentos por ml é dado pela formula:

No/ml = NO x 1000 mm3
CxPxLxNF
Sendo que:

NO = Numero de organismos contados
C = Comprimento da faixa contada

P =Profundidade da faixa contada

L = Largura da faixa contada

NF = Ndmero de faixas contadas

5.3. Cultivo de Daphnia magna

Desde 1996 o LABTOX tem o cultivo de D. magna (Figura
5.4) como rotina de trabalho. A metodologia de cultivo do
organismo teste Daphnia magna Straus, 1820 (Cladocera,
Crustacea) segue o descrito na NBR 12.713 (2003).

Figura 5.4 : D. h‘{aga cultivada pelo
LABTOX (0,5 cm). Fonte: Moser, 2007

O método de cultivo objetiva a manutengdo do organismo
teste em laboratorio, sob condi¢des que permitam a avaliacdo da
toxicidade de amostras de efluentes liquidos, &guas continentais
superficiais ou subterrdneas e substancias quimicas sollveis ou
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dispersas em 4&gua. Para crescimento dos organismos foram
utilizados recipientes com capacidade para 500mL de meio de
cultura M4 (DIN 38412, 1989).

Os organismos foram alimentados diariamente com cultura
algacea de Scenedesmus subspicatus, produzida pelo prdprio
laboratério conforme ISO 8692 (1986). Cada lote de Daphnias
comportou de 15 a 20 individuos, exclusivamente fémeas. As
fémeas se reproduzem por partenogénese, 0 que garantiu que 0s
individuos fossem clones uns dos outros. As culturas foram
mantidas em ambiente com temperatura controlada a 20 £ 2°C e em
fotoperiodo de 16 horas de luz, condi¢Ges obtidas através do uso de
um germinador.

Os lotes receberam manutencdo trés vezes por semana,
havendo troca do meio de cultura, eliminacdo dos restos de
carapacas e retirada dos filhotes. A sensibilidade do organismo teste
é avaliada através de ensaios com a substancia de referéncia
dicromato de potassio (K,Cr,0-), realizado conforme a metodologia
descrita segundo a ISO 6341 (1996), visando assegurar a
qualificacdo dos mesmos dentro dos padrdes internacionais e
garantir a validacdo dos testes realizados.

5.4 Teste de toxicidade aguda com Daphnia magna

Os testes de toxicidade aguda com D. magna ocorreram
com as amostras coletadas nas seguintes datas: 25/08/2010
e16/09/2010. Para a realizacdo dos testes foram utilizados
organismos cultivados pelo Laboratdrio de Toxicologia Ambiental e
a metodologia do teste seguiu o descrito na NBR 12.713 (2003).

Foram realizados testes de toxicidade aguda de 48 horas
baseando-se na exposi¢cdo de neonatos de D. magna, de 2 a 26 horas
de idade, em diluicbes da amostra preparadas com precisao
volumétrica, em progressdo geométrica de razdo 2. Para o grupo
controle negativo, utilizou-se agua de diluicdo (meio 1SO), descrito
na norma ISO 6341 (ISO, 1996). Cada diluicdo foi colocada em 2
béqueres de 25ml, sendo testados 20 organismos por diluicdo com
exposicdo de 10 exemplares do organismo D. magna em cada
béquer (Figura 5.5). Os frascos foram cobertos com filme de
policloreto de vinila (PVC) e mantidos em uma germinadora de
testes com controle de temperatura entre 18°C e 22°C, sem
alimentacéo ou iluminago.
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Apb6s o tempo de exposicdo (48 horas) observou-se o
nimero de individuos imdveis por concentracdo e a partir destes
dados, calculou-se a porcentagem de imobilidade por concentragéo.
O resultado do teste é expresso em Concentracdo Efetiva Inicial
Mediana - CE(1)50 48h (CE50), que corresponde a concentracdo da
amostra no inicio do ensaio, que causa efeito agudo (imobilidade) a
50% dos organismos expostos em 48horas, nas condicdes de teste.
Para o calculo da CE50 utilizou-se o programa estatistico Sperman-
Karber Method.

PRINCIPIO DE EXPOSIGAOQ DO TESTE ECOTOXICOLOGICO AGUDO

Fator de Diluigido
L N

Controle

32 16 8 4 2

C_ 3 0 3 3
Bequer
25 mL

10 Daphnia magna por bequer, 20 por diluico
EM DUPLICATA

Figura 5.5: Esquema do teste de toxicidade aguda com D.magna.
Fonte: Brentano, 2006.

5.5 Manutencéo e Intoxicacao dos peixes

Espécies aquaticas sdo mais utilizadas na genética
ecotoxicolégica do que as terrestres e microbioldgicas: poucos sdo
os estudos que utilizaram organismos terrestres ou passaros. Isso
pode ser explicado pela prdpria natureza do agente quimico, sendo a
maioria dos compostos genotoxicos lipofilica, os quais no ambiente
aquatico se acumulam na fracdo bidtica, facilitando o
monitoramento de espécies aquaticas (SILVA, 2009). Os estudos
sobre ensaios de genotoxicidade utilizando peixes, indicam que estes
podem ser utilizados para o estabelecimento de um modelo
adequado de monitoramento de genotoxicidade de ambientes
aquaticos e da qualidade das &guas devido a sua capacidade de
metabolizar xenobidticos e acumular poluentes (CHAUDHARY et

65




al.; 2006). Desta forma foram utilizados exemplares de Geophagus
brasiliensis (Figura 5.6) para o0s testes de genotoxicidade e
mutagenicidade desenvolvidos neste estudo.

Figura 5.6: Geophagus brasiliensis (LABTOX)

Os exemplares utilizados nos testes foram oriundos uma
lagoa de criacdo localizada na cidade de Pomerode -SC, sendo
transportados para o LABTOX, onde foram mantidos em
aclimatacdo por no minimo 10 dias, até a execucdo dos testes. A
aclimatacdo se deu em tanques de &gua natural desclorada e
mantidos com aeracdo constante, pH entre 6,5 a 7,5 e temperatura
controlada (cerca de 25°C), sendo alimentados com rac¢do granular
especifica para peixes de agua doce. Para os experimentos com
peixes in vivo, as substancias teste devem ser injetadas nos peixes ou
misturadas & &gua ou aos alimentos (COTELLE e FERRARD,
1999). Para a realizacdo dos testes propostos os peixes foram
colocados em aquérios com volume de 2,5L de amostra disponivel
por peixe, mantidos sob aera¢do constante e sem alimentacdo
durante as 48h de exposicao (Figura 5.7).

O controle negativo se deu com a exposi¢do dos peixes a
agua de torneira desclorada (a mesma que era utilizada para a
aclimatacéo).
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Figura 5.7: Aquérios de intoxicacdo dos peixes

5.6 Teste de Mutagenicidade: Ensaio do Micronucleo
utilizando peixes

Os testes de do micronucleo com peixes foram realizados
com as amostras coletadas em 17/11/2009 nas formas: LP Bruta, LP
Filtrada e LP Gelo. O controle positivo foi realizado com a
intoxicacdo de peixes em solu¢cdo de Dicromato de Potassio
(K2Cr,07) a 2,5 ml/L, de acordo com Lemos et al. (2007). O teste
foi realizado em triplicata, submetendo 3 peixes a cada amostra.

O material citol6gico de cada peixe também foi analisado
em triplicata, ou seja, laminas por peixe. A preparacdo citolégica do
material proveniente dos peixes deu-se da seguinte forma: foi
retirado, com o auxilio de uma seringa contendo anticoagulante
(heparina), o sangue da espinha dorsal dos peixes para a seguir ser
realizado um esfregaco do sangue em Iaminas de microscopia. Os
esfregacos foram fixados em metanol (PA) por 20 minutos, para
depois secos em temperatura ambiente (Figura 5.8). Logo apds esta
etapa, as laminas foram coradas pelo método Feulgen-Fast-Green .
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Figura 5.8: Preparacdo citol6gica (Retirada do material sanguineo dos
peixes e esfregaco em laminas). Fonte: Moser, 2007

A anélise citogenética foi realizada utilizando um
microscopio optico (Olympus BX40) para a leitura. Particulas com
uma cor e estrutura semelhante a cromatina, sem brilho ou refracao,
ao lado do ndcleo principal mas sem toca-lo e sem existéncia de
ponte ligando-os, foram interpretados como micronucleos. Foram
considerados também segundo os critérios de Fenech (2003), as
anormalidades nucleares (NA) encontradas em células binucleadas
como a formagdo de pontes nucleoplasmicas e de gemas nucleares.
Somente células integras foram consideradas para a analise, ou seja,
com membrana celular e nuclear intactas. Além disso, para
determinar a freqiiéncia da ocorréncia de microntcleos (MN) foram
analisadas em teste cego, 2000 células mononucleadas por lamina.
Este consiste na recodificagdo das laminas para que o examinador
ndo tenha conhecimento da origem do material analisado e assim se
evite a inducdo na leitura dos resultados.
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5.7 Teste de Genotoxicidade: Ensaio do cometa
utilizando peixes

O teste de cometa com peixes foi realizado com as amostras
coletadas em 15/12/2009 nas formas: LP Congelada/Filtrada e T3
sendo que o ensaio foi realizado em triplicata, submetendo 3 peixes
por amostra. O material citolégico de cada um deles foi analisado
em no minimo 2 laminas.

Foi utilizada a metodologia descrita por Singh et al. (1988)
e as consideracOes de Tice et al. (2000), com adaptacgdes,
observando também as recomendacdes do International Workshop
on Genotoxicity Test Procedures.

A preparacdo citolégica do material proveniente dos peixes
deu-se de forma semelhante a metodologia do ensaio do
micronucleo na primeira parte: extracdo de 5 ml de sangue da
espinha dorsal dos peixes, com o auxilio de uma seringa contendo
100pl de anticoagulante (heparina).

Todo o procedimento a seguir foi realizado em ambiente
com pouca luz para evitar que esta pudesse causar danos ao DNA.
As amostras de sangue (5 pl) foram entdo misturadas a 120ul de
agarose de baixo ponto de fusdo (Sigma) mantida a 37C. Apds
homogeneizacdo, 120ul da mistura foram depositados sob lamina
pré- preparada com camada de agarose de ponto de fusdo normal
(Sigma). Colocou-se uma laminula sob o material mantendo em
geladeira por aproximadamente 5 min até que a camada de agarose
endurecesse para que a laminula pudesse ser retirada. Em seguida as
laminas foram mergulhadas em solucdo de lise celular gelada
recentemente preparada e protegida da luz (Cloreto de sodio 2,5M,
EDTA dissddico 100 mM, Tris 10 nM, Triton-X-100, DMSO e agua
desionizada). O desenrolamento e eletroforese do DNA se deu em
uma cuba para eletroforese (Horizon GIBCO) preenchida com
solucdo tampdo ( Hidréxido de Sodio 10 N, ETA dissodico 200 mM
e agua desionizada) previamente resfriada em geladeira. As laminas
foram colocadas sob o suporte da cuba e mergulhadas na solucdo
permanecendo por 30 minutos para o desenrolamento do DNA. Em
seguida a cuba foi ligada por cerca de 30 minutos para a corrida com
ajuste da fonte em cerca de 25V e corrente de 300 mA. Apoés o
término da corrida as Iaminas foram retiradas e receberam por 3
vezes com intervalos de 5 minutos uma solucdo de neutralizagéo
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(Tris 0,4M e agua desionizada) para serem coradas com solugédo de
Brometo de Etidio a 20 p g/ml.

A leitura foi realizada em microscopio de epifluorescéncia
Olympus BX40 em aumento de 400x com auxilio de filtro de
excitacdo de 515 a 560 nm (verde), sendo selecionadas 50 células
por lamina e classificando a migracdo do DNA em 5 diferentes
classes,de 0 a 4, atribuindo scores com valor correspondente em uma
escala de 0 a 4 também.

O controle positivo foi realizado submetendo amostras de
sangue de peixes do controle negativo a 200puM de uma solugéo de
Peréxido de Hidrogénio (H,0O;) a 30% (MACHADO, 2005) durante
2h em estufa com temperatura e umidade controlada, antes da
confeccdo das laminas para teste (COURA, 2004).

5.8 Cultura Celular

As linhagens de célula VERO sdo fibroblastos provenientes
dos rins de Macaco verde africano (Cercopitecus aeothiops) e sao
suscetiveis a uma grande variedade de virus, o que possibilitou que
fossem utilizadas para a producdo industrial de vacinas virais.
Podem ser cultivadas em laboratério crescendo em sistema de
monocamadas e em abundancia (DOYLE e GRIFFITHS, 1998).

A cultura celular se deu com linhagens de células VERO
fornecidas pelo Laboratério de Protozoologia do Departamento de
Microbiologia e Parasitologia da UFSC.

Figura 5.9: Cultura de células VERO
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Estas foram cultivadas em garrafas descartaveis para cultura
celular com volumes de 25 cm? e de 75 cm? (TPP) em meio RPMI
1640 (Sigma) contendo 5 % de soro bovino fetal (Cultilab/Gibco ),
1 % de L-Glutamina (Amresco) e 1% de antibioticos (penicilina e
estreptomicina- Invitrogen). A cultura foi mantida em incubadora
exclusiva (Ultrasafe HF 212 UV) com atmosfera mida a 5 % de
CO, e temperatura de 37°C. A repicagem de manutencdo foi
realizada a cada 48 horas.

5.8.1 Teste do Microntcleo utilizando cultura celular

Os testes do micronucleo com células foram realizados com
as amostras coletadas em 16/09/2009, na versdo LP Filtrada, LP
Filtrada/Congelada, T3 Filtrada e T3 Filtrada/Congelada.

Para a realizacdo dos testes, uma suspensdo celular
contendo 10° células por ml foi colocada em microplacas com 6
pocos e Incubadas a 37°C e 5% de CO, durante 24 horas. Apds
incubacgdo, o meio foi retirado e 0s po¢os contaminados com 0 meio
de cultivo em p6 preparado com agua da Lagoa a ser testada ap6s
procedimento de filtracdo em laboratério (filtro 25um seguido de
filtragem a 0,22um ), a fim de eliminar matéria organica e bactérias.
Para o controle positivo foi utilizada Colchicina (Sigma) a 6uM.
Ap6s a incubacdo por 24h as células foram retiradas e parte da
suspensdo foi delicadamente colocada sobre as laminas pré-coradas
com Acridine Orange para entdo serem analisadas em microscopio.

A andlise citogenética foi realizada da mesma forma que o
teste utilizando peixes, ou seja, utilizando um microscopio dptico
(Olympus BX40) para a leitura. Particulas com uma cor e estrutura
semelhante a cromatina, sem brilho ou refracdo, ao lado do nucleo
principal mas sem toca-lo e sem ponte ligando-os foram
interpretados como micronicleos. Foram consideradas também,
segundo os critérios de Fenech (2003) as anormalidades nucleares
(NA) encontradas em células binucleadas como a formacdo de
pontes nucleoplasmicas e de gemas nucleares. Somente células
integras foram consideradas para a analise, ou seja, com membrana
celular e nuclear intactas 1ém disso, para determinar a freqtiéncia da
ocorréncia de micronicleos (MN) foram analisadas em teste cego,
2000 células mononucleadas por lamina.
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5.8.2 Testes de Citotoxicidade: Teste do MTT

Os testes do MTT foram realizados com as amostras LP
Filtrada com filtro de seringa a 0,22p1.

Logo ap6s descrito por Mosmann (1983), o método tem
sofreu pequenas alteragdes e tem sido constantemente aperfeicoado
por diversos pesquisadores, inicialmente por Gerlier e Thomasset
(1986) e Denizot e Lang (1986) visando maior sensibilidade. A
técnica utilizada neste trabalho segue o descrito por Freshney (2005)
com adaptagoes.

A suspensdo celular foi transferida da garrafa de cultivo
para placas com 96 pocos e incubadas em estufa de CO,5% a 37°C e
atmosfera Umida por 24h para que haja o crescimento do tapete
celular. Em seguida foram intoxicadas através da aplicacdo de um
preparado de meio de cultivo em pé (RPMI) utilizando amostra
filtrada como &gua de diluicdo, sendo novamente incubada sob as
mesmas condicfes e tempo. Logo apos esta etapa, 0 meio liquido foi
descartado e uma solucdo de meio RPMI com corante MTT 3-4,5-
dimethylthiazol 2,5-diphenyltetrazolium bromide (Fluka) a 50
mg/ml foi adicionada a cada poco mantendo as células em
incubadora por 4 horas. Adicionou-se entdo 150 ul de solugéo
solvente (DMSQO) em cada pogo para solubilizar os cristais de
formazan. As placas foram brevemente agitadas e a leitura da
absorbancia foi feita por um espectrofotdmetro leitor de microplacas
(Biotek EIx 800) ao comprimento de onda de 570nm. Com 0s
valores obtidos na leitura é possivel calcular a média da
porcentagem de viabilidade celular em relagéo ao controle de células
(100%) utilizando-se o software Genb.

O controle negativo consistiu no tratamento de alguns pogos
com meio de cultivo e para o controle positivo foi utilizado Metil
metanosulfonato a 2mM.

A Figura 5.10 apresenta um esquema com as principais
etapas deste experimento:
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Figura 5.10 : Esquema do teste do MTT

73



74



6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Analises Quantitativas e Qualitativas de C.raciborskii
na Lagoa do Peri

Os tricomas de C. raciborskii identificados nas analises
qualitativas apresentam estruturas que permitem a flutuabilidade
denominadas aer6topos, ndo apresentaram acinetos e alguns
exemplares continham heterocitos que sdo estruturas vegetativas de
células modificadas que permite ao organismo a fixacdo de
nitrogénio atmosférico quando da auséncia deste no meio, sendo que
a presenca ou auséncia desta estrutura pode ser considerada um
indicativo da condicdo do ambiente.

Coral (2009) confirma estes resultados em seu trabalho,
apresentando ainda um valor médio de 14 células para filamentos
longos e 5 células para filamentos curtos de C.raciborskii. Os
exemplares em sua maioria eram retos sendo alguns de forma
espiralada (Figura 6.1) sendo as células das extremidades geralmente
arredondadas, algumas vezes levemente afiladas. Bittencourt-
Oliveira e Molica (2003) apontam que a ocorréncia de cepas com
exemplares espiralados é rara no Brasil, havendo registro de
ocorréncia frequente apenas no Nordeste do pais. Quando ao
procedimento de contagem, destaca-se que os fragmentos muito
pequenos nao foram considerados.

Figura 6.1: Exemplar de C. raciborskii encontrada nas amostras da
Lagoa do Peri (MOSER)

Este trabalho ndo realizou a quantificacdo das cianotoxinas
dispersas nas amostras, porém cabe ressaltar que Sens et al., (2005),
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Melo-Filho (2006), Mondardo (2009) entre outros, realizaram
pesquisas em que foram detectados e quantificados os niveis de
cianotoxinas dispersos no manancial a exemplo de Melegari (2008)
que encontrou valores < 3,0ug/L para a 4gua da Lagoa do Peri apds
processo de ruptura celular por sonicagdo (ultra-som), ndo
encontrando  valores para as amostras filtrada. A amostra foi
coletada em 10/03/2008 e a quantificacdo foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
fluorescéncia (HPLC-FD) conforme Figura 6.2:
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Figura 6.2: Cromatogramas sobrepostos do padrdo da STX e
da amostra de dgua da Lagoa do Peri sonicada.
Fonte: Melegari, 2008.

A Tabela 6.1 apresenta o resultado das andlises quantitativas
da C. raciborskii em algumas das coletas realizadas.

Tabela 6.1: Resultado das analises quantitativas de C.raciborskii

Data da coleta N° organismos N° células por ml
por mi
20/5/2009 310.857 3108570
26/5/2009 152.375 1.523.750
01/06/009 318.111 3.181.110
16/9/2009 223 444 2.234.440
17/11/2009 199.700 1.997.000
26/6/2010 202.429 2.024.290
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Nas analises qualitativas e quantitativas ndo foi realizada
uma avaliagdo criteriosa das demais espécies presentes nas amostras,
pois foram contados apenas os exemplares de C.raciborskii. No
entanto, foi possivel observar a presenca de exemplares das espécies:
Limnothrix planctonica e de Planktolyngbya sp em maior
guantidade, sendo que visualmente observou-se que C.raciborskii
mostrou-se dominante em relacéo as demais cianobactérias presentes
nas amostras coletadas.

A Figura 6.3 apresenta o perfil da densidade de fitoplancton,
cianobactérias e C.raciborskii na agua bruta da Lagoa do Peri nos
meses de fevereiro de 2005 a maio de 2008.

Cyltindrosperatopsis raciborski
N Cianchactérias

Fitoplancton Total
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Figura 6.3: Perfil da densidade de fitoplancton, cianobactérias e
C.raciborski na 4gua bruta da Lagoa do Peri nos meses de fevereiro de 2005
a maio de 2008. Fonte: Mondardo, 2009

Alguns autores (LAUDARES-SILVA, 1999;
MONDARDO, 2004; GRELLMANN, 2006) monitoraram a
composicdo fitoplanctonica da Lagoa do Peri, manancial que
abastece a costa Sul e Leste de Florian6polis durante diferentes
ciclos anuais, e todos identificaram C.raciborskii como a espécie de
cianobactéria mais importante, em funcdo de sua constancia e
dominancia em alguns meses e abundancia nos demais. Sens et al.
(2005) aponta a dominancia desta espécie em 99% do ndmero total
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de cianobactérias e 97% do total do fitoplancton do manancial. No
entanto a dominéncia de C. raciborskii durante o ciclo anual na
Lagoa do Peri configura-se como persisténcia e ndo como floracdes,
uma vez que estas se caracterizam por serem eventos explosivos,
autolimitantes e de curta duracdo (ACIESP, 1997). Grellmann
(2006) constatou que no monitoramento de um ciclo anual esta
espécie contribuiu com 45,05 a 85,35% da densidade total do
fitoplancton.

Os artigos da portaria 518/MS/2004 apontam que ©
monitoramento de cianobactérias na agua do manancial, no ponto de
captacdo, deve obedecer frequéncia mensal, quando o nimero de
cianobactérias ndo exceder 10.000 células/ml e semanal, quando o
nimero de cianobactérias exceder este valor. Analisando a Tabela
6.1 observa-se que em todas as contagens realizadas o nimero de
celulas encontradas foi maior que 10.000 células/ml, o que exige um
monitoramento semanal da agua do manancial. Além disso, nota-se
que com frequéncia, 0 ndmero de cianobactérias na agua do
manancial, no ponto de captacdo ultrapassou o valor de
20.000células/ml, devendo haver a andlise semanal de cianotoxinas
na agua na saida do tratamento.

Assim como na Lagoa do Peri, um trabalho realizado em
Lagoa Santa, um reservatorio do Estado de Minas Gerais
(FIGUEREDO et al., 2007) mostra que C. raciborskii mantém
floracBes durante todos os periodos do ano, fazendo com que as
outras espécies fitoplanctbnicas sejam menos abundantes neste
corpo d’agua também, sendo exce¢do a presenga constante da
cianobactéria, Planktolyngbya sp. Esta associacdo de C.raciborskii
com membros da ordem Oscillatoriales foi anteriormente observada
em uma série de lagos temperados europeus (MCGREGOR e
FABBRO, 2000).

C.raciborskii tem sido relatada como formadora de blooms
e assim parece diminuir a biodiversidade local, eliminando outras
espécies do fitoplancton (BOUVY et al., 2001). A possibilidade de
uma vantagem alelopatica poderia ser utilizada para explicar a
expansdo geogréafica da espécie, sendo que estudos comprovaram
este mecanismo de acdo sob a atividade fotossintética de diversas
espécies fitoplanctonicas de Lagoa Santa, por exemplo
(FIGUEREDO et al., 2007).

Trabalho desenvolvido por Mohamed (2006) relata que os
efeitos toxicos causados pela C. raciborskii encontrada nos corpos
d’agua do Egito pode ter maior relagdo com 0s compostos totais

78



presentes nos extratos brutos desta alga do que somente na
cilindrospermopsina, por exemplo. Neste contexto e considerando
que o fendmeno da alelopatia consiste na liberacdo de produtos
quimicos / toxinas de plantas ou microorganismos, que afetam seus
potenciais concorrentes para recursos (LAMPERT e SOMMER,
1997), cabe lembrar que estudos realizados para avaliar as condigdes
que favorecem o surgimento de blooms de cianobactérias, a
alelopatia ainda é bastante inexplorada, embora tenha ja sido
relatadas para algumas espécies de fitoplancton. Considerando que
0s resultados apontados por Figueredo et al., (2007) que sugerem
que as interagdes alelopaticas podem ser consideradas um possivel
fator para explicar a estabilidade das floragdes de C.raciborskii na
Lagoa Santa, cumpre registrar 0 questionamento: a dominancia na
Lagoa do Peri de C.raciborskii sob outras espécies por longos
periodos de tempos, de forma até permanente, poderia estar
associada a producdo de substancias alelopaticas? Investigacdes
para a identificacdo de compostos ndo identificados neste trabalho e
em outros ja realizados, e que podem ser liberados ao meio por esta
cianobactéria, podem abrir novas frentes de estudo e elucidar seu
mecanismo de acdo.

O trabalho mostra, portanto, que a simples contagem de
organismos pode reforcar a importancia de um controle apurado das
técnicas de tratamento da agua para que esta possa ser oferecida a
populacdo com controle dos potenciais riscos ambientais e a saude
publica.

6.2 Teste com Daphnia magna

Para garantir as condi¢cbes dos testes adequadas aos
organismos foram realizadas medidas dos indices de pH e de
Oxigénio dissolvido das amostras testadas apresentando valores de
OD de 6,5a 8,8 e de pH de 6,23 a 8,3 ajustados para valores entre 7
a’.s.

Os resultados obtidos com os testes de toxicidade aguda
utilizando D.magna estdo apresentados na Tabela 6.2. Foram
expressos atraves do calculo da CES0 e a quantidade de amostra (em
%) responsavel pela toxicidade da amostra. Para facilitar o
entendimento dos resultados, deve-se lembrar que quanto menor a
CE50 obtida em um teste, maior é a toxicidade da amostra testada,
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pois até mesmo uma pequena quantidade de amostra é capaz de
resultar na imobilidade de 50% dos organismos expostos.

Tabela 6.2: Valores de CE50

Lagoa do Peri - Amostra de dgua Bruta
Teste CE50 % [Y%]Amostra
25/08/2010 Nao definido Nao definido
16/09/2010 >100 Né&o toxica

Para o teste do dia 25/08/2010 n&o foi possivel determinar a
CE50 pois os resultados observados nas diferentes dilui¢cbes da
amostra ndo apresentaram a configuragdo esperada e aceita pelo
software que realiza este calculo. No entanto foi apresentada
toxicidade até a diluicdo de 8,33% da amostra.

Pereira dos Santos (2007), Moser (2007) e Cristiano (2009)
encontraram valores semelhantes para a CE50 da amostra bruta, em
testes realizados num periodo anterior ao estudado (Tabela 6.3), o
que indica que os resultados apresentados estdo de acordo com a
série historica:

Tabela 6.3: Valores de CE50 encontrado na bibliografia:

Lagoa do Peri - Amostra de dgua Bruta

Teste CE50 % [%6]Amostra
19/9/2006 24,8 Nao registrada
17/10/2006 19,7 Na&o registrada
1/11/2006 >100 Né&o tdxica

06/11/06 76,7 33,33
04/12/06 >100 Né&o tdxica
11/12/06 21,59 16,66
06/02/07 8,33 1250u<
13/02/07 6,2 6,25
07/03/07 6,97 6,25
30/03/07 4,6 4,16 ou <
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17/04/07 2,84 3,12
12/05/08 8,54 N&o registrada
19/05/08 18,84 Nao registrada
26/05/08 18,68 N&o registrada
16/06/08 <12,5 N&o registrada
23/06/08 9,15 N&o registrada
30/06/08 7,91 Nao registrada
09/07/08 15,93 N&o registrada

Fonte: Pereira dos Santos (2007), Moser (2007), Cristiano (2009)

A diferenca entre 0s resultados apresentado
provavelmente pode estar relacionada a uma grande variabilidade do
grau de toxicidade que a amostra pode apresentar no decorrer do
tempo, ora se apresentando com alta toxicidade, ora com baixa
toxicidade, e até mesmo ndo toxica.

Ha diversas pesquisas que evidenciam a influéncia de
culturas ou extratos de cianobactérias potencialmente produtoras de
toxinas sobre microcrustaceos comumente utilizados em testes de
toxicidade aguda, em especial o género Daphnia (GUO e XIE, 20086,
SOTERO-SANTOS et al., 2006). Pela exposicdo a saxitoxina e a
neosaxitoxina, Sasner et al.(1984 apud SIQUEIRA e OLIVEIRA-
FILHO observaram movimentos erraticos e paralisia da segunda
antena de D.magna, levando os organismos a afundarem.
C.raciborskii pode afetar o potencial de crescimento de juvenis de
D. magna em testes agudos: quando submetidas a duas cepas de
C.raciborskii, uma produtora de toxinas e outra ndo, o indice de
sobreviventes foi de 10,00% e 93,33%, e houve aumento no
tamanho do corpo em 2,54% e 38,14%, respectivamente (Nogueira
et al., 2004). Estudos realizados por Padisak (1997) mostram que,
apesar de ndo ser letal a D.magna em alguns testes, pode promover
uma redugdo no tamanho dos organismos.

Cabe ressaltar também que estudos realizados por Nogueira
et al. (2006) apontam que a estrutura intestinal e digestiva de D.
magna  alimentadas com  C.raciborskii ~ produtora  de
cylindrospermopsina mostraram uma dissociagdo generalizada das
células epiteliais, associadas a desorganizacao intracelular grave. No
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entanto o trabalho aponta a possibilidade de que estas alteragdes
sejam causadas por outro metabolito ativo produzido pela
cianobactéroa ainda ndo identificado. O trabalho aponta que
C.raciborskii é inadequada como alimento para D. magna, devido ao
baixo valor nutricional e contetido toxico.

Por outro lado estudos de toxicidade aguda submetendo 3
espécies de Daphnia a cepas de Cylindrospermopsis raciborskii (T3)
provenientes de um reservatdrio do Rio de Janeiro produtoras de
saxitoxina apontam que h& diminuicdo do numero de individuos
com capacidade natatdria apresentando progressiva imobilizacdo e
recuperacdo dos movimentos natatorios quando transferidos para
suspensdes de alimentos sem células toxicas (FERRAO-FILHO et
al.2007).

Gustafsson e Hansson (2004) por sua vez, utilizaram
uma cepa téxica de Microcystis para provar que a habilidade e
sucesso de D. magna para lidar com a presenca de Microcystis no
meio é melhorada se 0s animais tiveram exposi¢cdo prévia a
Microcystis toxicas. Isto sugere que a toxina pode afetar menos as
populacdes de D. magna que estdo repetidamente expostas ao
cianobactérias toxicas em seu habitat natural em relagdo as
populagdes sem exposicao prévia.

Testes realizados por Trabeau et al., (2004) mostram gue a
espécie Microcystis aeruginosa, por exemplo, causa diversos efeitos
em uma espécie de Daphnia (D.pulicaria), alterando comportamento
alimentar mandibular e aumentando as taxas de rejeicdo ao alimento,
aumentando significativamente as taxas de respiracdo destes
organismos quando comparados com individuos alimentando-se de
cloroficeas. De forma semelhante, um trabalho realizado por Dao et
al.( 2010) ao submeter exemplares de D. Magna por duas geracoes
(teste crénico) ao extrato da mesma cianobactéria ou a microcistina
pura, observou diveras alteragdes nos organismos como diminuicdo
da sobrevivéncia, cessacdo de producdo de ovos / embrides e ma
formacdo de recém-nascidos. Okumura et al. (2007) observaram
efeito dose-resposta na reproducdo de dafinideos submetidos a
microcistina, o que ndo foi observado em estudo realizado por
Takenaka et al. (2007), no qual a reproducdo dos dafinideos foi
estimulada nas menores concentracbes dos extratos brutos, sendo,
muitas vezes, superior a do controle. Chen et al. (2005) observaram
que baixas concentracbes de microcistina ndo tiveram efeitos
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deletérios sobre Daphnia, mas sim efeitos estimuladores, sendo a
reproducdo significativamente superior a do controle.

Os efeitos observados dos extratos brutos de cianobactérias
sobre os dafinideos revelam que diversos fatores interferem na
toxicidade. Outras variaveis modificam a toxicidade, fazendo com
que amostras com menor concentragdo de toxinas possam ser mais
toxicas do que outras com maior concentracdo, ou vice-versa
(TAKENAKA et al.; 2007). Os resultados apontados por estas
pesquisas evidenciam a influéncia que amostras contendo
cianobactérias podem causar sob microcrustraceo, em especial
D.magna. Alguns dos efeitos causados estdo consolidados na
comunidade cientifica como as alteragdes no trato digestivo, na
reproducdo, tamanho. No entanto é possivel constatar que ha
diversas incOgnitas acerca deste assunto, 0 que requer
aprofundamento das pesquisas cientificas, como por exemplo, a
possibilidade de que as alteracbes observadas nos organismos sejam
causadas por outro metabdlito ativo produzido pela cianobactéria
ainda ndo identificado e a hipdtese de que as toxinas possam afetar
menos as populacBes de D. magna que estdo repetidamente expostas
a cianobactérias toxicas em seu habitat natural em relacdo as
populagdes sem exposicdo prévia.

Com os testes realizados neste trabalho ndo é possivel
responder a algumas das inquietacGes existentes na comunidade
cientifica, porém apontam que num dado momento efeitos em
D.magna sdo observados e em outro ndo. Para melhor
acompanhamento da toxicidade causada ao organismo-teste torna-se
necessario realizar um acompanhamento intensivo com testes
realizados periodicamente em curtos intervalos de tempo.

6.3 Teste do microntcleo

O teste do micronicleo é um método citogenético simples,
rapido e capaz de detectar quebras e perdas cromossémicas
(aneuploidia) tanto in vivo como in vitro. O microntcleo (MN) se
constitui em pequena massa de cromatina separada do nlcleo
principal, formada durante a teléfase da mitose ou meiose, e
resultante de fragmentos de cromossomos acéntricos ou de
cromossomos inteiros que nao foram incluidos no ndcleo principal
(FENECH, 1997).
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6.3.1 Teste do microndcleo utilizando peixes

O tamanho dos peixes utilizados nos testes foi registrado no
momento da retirada do material sanguineo e preparo das laminas:

Tabela 6.4: Média dos comprimentos dos peixes utilizados no

ensaio do Micronucleo

Tamanho dos peixes
Amostra Comprimento (cm)
Controle Positivo 16
Controle Negativo 16
LB Bruta 16
LP Filtrada 13
LP Gelo 13

Os organismos utilizados estavam na mesma fase de
desenvolvimento e apresentaram tamanho médio aproximado,
evitando variabilidade nestes indices.

A Tabela 6.5 e as Figuras 6.4, 6.5 e 6.6 apresentam 0s
resultados encontrados para o teste do MN realizado com peixes:

Figura 6.4: a) célula com dois Figura 6.5: ¢) célula com um MN e d)
MN e b) célula binucleada com  célula trés MN.
um MN.
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Tabela 6.5: Ocorréncia de MN e alteragfes nucleares nos

testes com peixes

Ensaio do Micronucleo (MN) utilizando peixes
Amostra Cél. com Cél.commais  Gemas Ponte
MN de 1 MN nucleares  Nucleoplasmica

Controle Pos. 85 10 0,3 N.A.
Controle Neg. 0,7 N.A. N.A. N.A.
LB Bruta 53 N.A. N.A. N.A.
LP Filtrada 3,5 N.A. N.A. N.A.

LP Gelo 0,6 N.A. N.A. 0,5

Controle Positivo = Dicromato de Potassio
N.A. = N&o apresentou

Ensaio do micronucleo com peixes
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Figura 6.6: Ocorréncia de MN e altera¢Ges nucleares nos testes com peixes

Na figura 6.6 e tabela 6.5 pode ser observado o indice de
formacdo de microndcleos de forma mais acentuada e de outras ma
formagdes apresentadas pelos peixes expostos & 4&gua do manancial
indicando efeito mutagénico dessas amostras. O efeito foi observado
com mais énfase e semelhanca nas amostras bruta e filtrada. A
amostra submetida a gelo/degelo apresentou resultados semelhantes
ao controle negativo, indicando que este processo pode interferir na
manutencdo das caracteristicas das amostras. Brentano, 2006 ja
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apontou esta possibilidade ao realizar testes cronicos e agudos com
D.magna expostas a efluentes. A quantidade de micronicleos
encontrada no peixe exposto a agua desclorada (controle) é o
esperado para analise em 2.000 células, assim como o controle
positivo.

Resultados apresentados por Moser (2007) (Tabela 6.6)
apresentam resultado semelhante para o peixe submetido a dgua da
Lagoa do Peri. Este estudo apresenta ainda maior incidéncia de MN
para peixes nativos deste manancial, confirmando os resultados
encontrados neste teste, ou seja, o potencial mutagénico da amostra
testada.

Tabela 6.6: Ocorréncia de eritrocitos micronucleados (MN)

Origem do Peixe NUmero de MN
Nativo da Lagoa (in situ) 7
Peixe de cultivo, exposto a agua da Lagoa 5
Peixe de cultivo (controle) 2

Fonte: Moser, 2007

O teste do microntcleo cada vez mais vem sendo utilizado
na avaliacdo do potencial mutagénico de amostras naturais, em
laboratério ou in situ (CHAUDHARY et al.; 2006). Deste modo ja
em 1998, Hayashi et al. realizaram estudos com o objetivo de
desenvolver e avaliar sistemas de monitoramento que utilizam
organismos aquaticos para avaliar a genotoxicidade de agua em
campo e em laboratério. Seus estudos de campo constataram que 0
teste do micronucleo é aplicavel a dgua doce e peixes marinhos e
que as células branquiais sdo mais sensiveis que as células
hematopoiéticas para agentes indutores de formacao de microntcleo
por exemplo. Em 2007, Hayashi et al. apresenta as discussfes do
grupo de trabalho do Workshop Internacional sobre Testes de
genotoxicidade (IWGT) acerca da utilizacdo do teste do microntcleo
in vivo e seus aspectos associados como a aceitagdo regulamentar
de dados provenientes de contagem automatizada, especialmente no
que diz respeito a utilizacdo da citometria de fluxo e o uso do ensaio
em outros tecidos da medula 6ssea e do sangue (por exemplo,
figado, pele, célon, células germinativas).
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A aplicacdo deste ensaio em peixes tem sido cada vez mais
frequente citando como exemplo a avaliacdo da genotoxicidade de
rios que recebem contribuicdo de descarga de efluentes contendo
metais pesados ou outras substancias nocivas como evidencia estudo
realizado por Ergene et al. (2007) e Lemos et al. (2007).

6.3.2Teste do micronucleo utilizando células VERO

Os testes realizados com células VERO submetidas a amostra da
Lagoa do Peri também apresentaram efeitos mutagénicos através da
formagdo de micronicleos e de ma formacgBes nucleares. Na
literatura consultada ndo foram encontrados trabalhos similares
utilizando amostras da Lagoa do Peri aplicando o ensaio do
micronucleo a cultura celular. As Figuras 6.7 e 6.8 apontam imagens
dos resultados encontrados neste trabalho:

Figura 6.7: células VERO sem alteracfes
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Figura 6.8: Micronucleos e mé formacOes apresentadas em células VERO

As figuras acima apresentam os efeitos causados pela
amostra da Lagoa do Peri ao cultivo de células VERO. As duas
primeiras figuras apresentam células mononucleadas com
micronicleo e a terceira figura apresenta uma célula binucleada
também com formagdo de MN. Ja a Ultima figura apresenta uma
célula trinucleada.

Tabela 6.7: Ocorréncia de MN e alteragdes nucleares nos testes com
célula VERO.

Ensaio do Micronudcleo (MN) utilizando células VERO

Amostra Cél com MN Méz;‘sggggﬁes
Controle Positivo 65,5 3,0
Controle negativo 1,3 1,3

LP Filt 9,3 2,3
LP Gelo/Filt 22,4 2,3
T3 Filt 23,7 3,7
T3 Gelo/Filt 14 1,7
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Ensaio do Micronticleo com células VERO
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Figura 6.9: Ocorréncia de MN e alteragfes nucleares nos testes com VERO.

Os testes realizados com células apresentam altos indices de
ocorréncia de MN e de mé formagdes para as amostras filtradas e
submetidas a gelo/desgelo também, diferentemente dos resultados
apresentados nos testes com peixes. Isto mostra a complexidade da
questdo envolvendo a producéo, liberacdo para o meio e degradagao
das cianotoxinas e os fatores externos que influenciam estes
processos. Cabe ressaltar também que os testes realizados com
peixes e com células foram realizados com amostras coletadas em
datas diferentes podendo apresentar caracteristicas um pouco
diferentes.

Outros autores também registram a ocorréncia de
clastogénese e formacdo de micronicleos em linhagem de células
humanas cultivadas e incubadas com toxinas produzidas por
fitopléncton. Ensaios realizados por Humpage et al, (2000 ab )
sugerem que a cilindrospermopsina age induzindo uma perda de
cromossomos inteiros (aneuploidia). Carvalho Pinto-Silva et al.
(2006) avaliaram o potencial genotoxico do acido doméico e acido
ocaddico sobre células Caco-2. Ambos demonstraram-se
mutagénico, induzindo a formacdo de micronicleos. Melegari
(2010) por sua vez, aponta a formacdo de micronuicleo em células
N2A e Vero expostas & diversas concentracBes de saxitoxina
utilizando a Colchicina como controle positivo :

89



357

= W NZA
S Vero
30
2 L I
& 25
=
=
- 20 1
E T . [
g 15
~
z
e 10 1
g
£
g 05
=
Positive 3,0 1,50 0,75 0,38 Negative
trol trol
Contro STX (nM) Contro!

Figura 6.10: Namero de células N2A e VERO micronucleadas induzidas
por saxitoxina (0.38, 0.75, 1.50, 3.00 nM) ap6s 24h de exposicao.
Fonte: Melegari, 2010.

Desta forma, mos Ultimos anos, o teste do micronicleo in
vitro tem se tornado uma ferramenta atrativa para os testes de
genotoxicidade devido a sua simplicidade de aplicacdo em diferentes
linhagens celulares (Editorial, 2006). Da mesma forma, Lemos e
Erdtmann (2000) apontam o ensaio do microndcleo com linfocitos
humanos, por exemplo, como um ensaio de grande sensibilidade
citogenética e de grande viabilidade para estudos ambientais de
amostras aquaticas.

A avaliaco da inducdo de micronucleos é o primeiro ensaio
in vivo em uma bateria de testes genotoxicidade e é recomendado
pelas agéncias reguladoras em todo o mundo a ser realizada como
parte da avaliacdo da seguranca dos produtos. Estudos sobre ensaios
de genotoxicidade utilizando peixe indicam que estes organismos
sdo adequados para estabelecer um modelo para o monitoramento de
genotoxicidade aquatica e da qualidade de aguas devido as suas
habilidades de metabolizar xenobioticos e poluentes. Desta forma o
teste do micronlcleo pode ser considerado uma ferramenta facil e
simples de avaliacdo da genotoxicidade e pode ser aplicada para a
avaliacdo de extensdo do efeito mutagénico da dgua em corpos de
agua naturais.
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6.4 Teste do cometa utilizando peixes

O tamanho dos peixes utilizados nos testes foi registrado no
momento da retirada do material sanguineo e preparo das laminas.
Os resultados estédo na Tabela 6.8:

Tabela 6.8 : Média dos comprimentos dos peixes utilizados no
ensaio cometa

Tamanho dos peixes
Amostra Comprimento (cm)
Controle Positivo 16
Controle Negativo 10
LP Gelo 10,3
T3 10

Os organismos utilizados estavam na mesma fase de
desenvolvimento e apresentaram tamanho médio aproximado, o que
¢ importante para garantir que estejam na mesma fase de
desenvolvimento.

A Tabela 6.9 e a Figura 6.11 apresentam os resultados
encontrados para o teste do cometa realizado com peixes, expressos
no namero de células que apresentaram danos nas classes de 0 a 4 e
em Unidades Arbitrarias Totais (UAT) que consiste na multiplicacdo
da classe do dano pelo nimero de células contadas. Quanto maior a
UAT maior o dano causado.

Tabela 6.9: Danos ao DNA -Ensaio Cometa com peixes

Ensaio do Cometa utilizando peixes- Classe de dano ao DNA
Classe | Classe | Classe | Classe | Classe
Amostra 0 1 2 3 4 UAT.
Controle Pos. 0 0 3 17 30 177
Controle Neg. 45 3 2 0 0 7
LP gelo 0 16 31 2 1 66
T3 0 17 27 4 2 91
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Ensaio do Cometa com peixes
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Figura 6.11: Danos causados ao DNA -ensaio Cometa com peixes

A Tabela 6.10 e a Figura 6.12, apresentam os resultados
encontrados para o teste do cometa realizado com peixes, expressos
na percentagem (%) de células que apresentaram danos nas classes
de 0 a 4 e em Unidades Arbitrarias Totais (UAT). Pode ser
observada alta incidéncia de formacdo de cometas principalmente
nas classes 1 e 2, indicando a genotoxicidade da amostra quando
testada em peixes.

Tabela 6.10: Danos ¢ ao DNA em (%) - ensaio Cometa com peixes

Ensaio do Cometa utilizando peixes- Classe de dano ao DNA
(%)
Classe | Classe | Classe | Classe | Classe

Amostra 0 1 2 3 4 UAT.

Controle Pos. 0 0 6 34 60 177
Controle Neg. 90 6 4 0 0 7

LP gelo 0 32 62 4 2 66
T3 0 34 54 8 4 91
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Ensaio do Cometa com peixes- Danos no DNA
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Figura 6.12: Danos ao DNA em (%) - ensaio Cometa com peixes

As tabelas 6.9 e 6.10 apresentam resultados com valores
aproximados para as amostras LP gelo e T3. Estes valores indicam
toxicidade com formacdo de cometa em sua maioria com classe 2 ou
3, indicando efeitos significativos. Considerando que a cepa T3
testada é produtora de toxinas, os resultados apresentados para a
amostra LP gelo testada podem indicar que esta também produz
compostos capazes de causar danos ao DNA dos organismos
testados, neste caso o peixe Geophagus brasiliensis.

Cada vez mais o teste do cometa vem sendo utilizado na
avaliacdo genotoxica de amostras naturais sendo aplicado a
organismos nos diversos niveis. No entanto, durante as pesquisas
bibliograficas ndo foi encontrado registro de experimentos aplicando
o teste do cometa a organismos submetidos a agua da Lagoa do Peri.
Este trabalho aplicou o teste a peixes apresentando formacdo de
cometa em todos 0s niveis, porém em maior quantidade nos niveis
de danos intermedidrios (Classe 1 € 2).

Devido a dificuldades de cultivo e de estabelecimento de
metodologias ndo foi realizado ensaio cometa aplicado a cultura
celular, impossibilitando comparagdo com efeitos causados em
estruturas diferenciadas.

E importante considerar que diversos ja trabalhos
realizados e que envolvem a aplicacdo deste teste a diferentes
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culturas celulares, apresentam informacdes importantes e
orientativas. Com relacdo a genotoxicidade da cilindrospermopsina,
por exemplo, ensaios realizados por Humpage et al. (2000) e Shen et
al. (2002) sugerem que a inducéo de quebras de fitas do DNA é um
dos principais mecanismos de genotoxicidade desta toxina. Podem-
se citar também estudos realizados por Fessard e Bernard (2003)
apontando que as células de ovario de hamster chinés (CHO) K1
tratadas com cilindrospermopsina ndo apresentaram danos no ensaio
cometa, no entanto, houve inibicdo do crescimento celular e
alteragdes morfoldgicas das células. Este estudo concluiu que a
cilindrospermopsina pode ndo reagir diretamente com o DNA em
celulas CHO K1, e que a hipétese de sua metabolizacdo em um
produto genotdxico deve ser mais explorada.

Ressultados como estes, se comparados aos encontrados
neste trabalho indicam a variabilidade de respostas que o0s
compostos podem apresentar quando testados em diferentes
linhagens de cultura celular e em organismos complexos por
exemplo. Deve-se considerar as complexas interacbes com as
atividades metabolicas por exemplo, que diferem ao tratarmos de
organismos superiores e de sistemas celulares.

6.5 Ensaio de citotoxicidade: Teste do MTT

Os testes com cultura celular ocorreram durante o ano de
2009. Durante este periodo foram enfrentadas diversas situacdes
criticas e dificuldades. Nos primeiros periodos de manutencdo das
culturas celulares e estabelecimento de metodologias ocorreu uma
persistente contaminagdo das culturas celulares causada por fungos,
prejudicando assim o andamento das atividades. Apos
descontaminacdo do laboratério de cultura celular, melhoria das
praticas de assepsia e reinicio da rotina de cultura utilizando novas
cepas houve consideravel reducdo das contaminacGes ao ponto de se
tornarem ausentes durante a manutencgdo e repicagens. Mesmo ap6s
todas as medidas diversos testes realizados ainda manifestaram
contaminacfes causadas por bactérias na fase de inoculacdo das
microplacas ou na fase de intoxicagdo com as amostras-teste. As
diversas tentativas mostraram que a contaminacdo pode estar
relacionada a metodologia de preparacdo das solucdes de
intoxicagéo.
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As Ultimas tentativas realizadas apresentaram auséncia ou
pouca contaminagdo, no entanto os resultados apresentados nao
foram satisfatérios, ndo havendo coeréncia entre os resultados
apresentados entre as células tratadas com as amostras e 0s
controles, além de alteracbes morfolégicas apresentadas pelas
culturas celulares em teste, indicando algum problema néo
identificado. Admitem-se duas possibilidades para a origem destes
problemas. A primeira hipotese aponta problemas na metodologia
utilizada no preparo das solucbes-teste. Esta ndo foi considerada
adequada uma vez que o preparo do meio de cultivo em pé
utilizando as amostras liquidas filtradas como agua de diluicdo
podem causar desequilibrio nas fungdes celulares devido a presenca
de nutrientes que podem estar sendo oferecido as células causando
desequilibrio no meu metabolismo ou mascarando os resultados. A
segunda hipGtese aponta a possibilidade de ocorréncia de
contaminacdo por micoplasma. Segundo Miyaki (1989), desde que a
introducdo de antibidticos nos meios de cultivo de células
minimizou o problema das contaminagdes bacterianas e fungicas, 0s
micoplasmas passaram a ser 0s contaminantes detectados com maior
freqliéncia em células animais cultivadas in vitro. Em 1989 a autora
ja realizou estudos apontando que, do total de 106 amostras
testadas, provenientes de bancos de cultura de laboratdrios de
pesquisa, 48 apresentaram-se contaminadas por micoplasma
(45,28%), o que constitui elevado indice de contaminagdo. O fato
indica que testes periddicos para a determinagdo da presenca de
micoplasma nas culturas em utilizacdo é recomendavel.

Com relagdo & aplicabilidade dos testes de citotoxicidade,
em especial o MTT, pode-se citar estudos realizados por Bain (2007)
mostram que através deste ensaio € possivel verificar que a
cylindrospermopsina causa decréscimo no crescimento de células
das linhagens HepG2, Caco-2 e Hela, causando disruptura da
membrana celular de fibroblastos apés 72h de exposicdo a
concentracdes relativamente altas desta toxina. Buchli et al. (2009)
apresentam a ocorréncia de alteracdo morfoldgica de células Vero,
tais como distenséo e arredondamento, evoluindo para morte celular,
indicando o potencial citotoxigénico do isolado de algas como
Pseudoanabaena sp. Além disso, estudos realizados por Young et al.
(2008) apontam que a cylindrospermopsina é um potencial disruptor
enddcrino pois pode alerar a relacdo progesterona/estrogénio em
mulheres.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Estudos sobre os organismos produtores e sobre as toxinas
produzidas, assim como 0s mecanismos de atuacdo destas no
organismo humano, tornam-se de grande relevancia quando se
considera a incidéncia de casos de intoxicagdo e morte registrados
em todo o mundo, inclusive no Brasil.

A Lagoa do Peri, por constituir o maior manancial doce de
superficie de Floriandpolis, é uma fonte potencialmente exploravel.
Entretanto, sua utilizacdo indiscriminada pode comprometer o
equilibrio do sistema ecolégico em sua bacia hidrografica e
consequentemente a disponibilidade de seus recursos. N&o obstante
coloca-se em cheque até que ponto o consumo da &gua para
abastecimento é seguro e ndo oferece riscos a saude publica.

Com o passar do tempo, os diversos estudos realizados na
Lagoa e na sua bacia hidrografica geraram grande quantidade de
informagBes técnicas que sdo instrumentos indispensaveis na
elaboracdo de programas de gerenciamento, que visem a utilizago e
conservagdo dos recursos naturais ali disponiveis. Programas de
monitoramento para alertar as autoridades sobre a presenca de
cianotoxinas e melhorias nas técnicas de tratamento de agua que
permitam a sua remocdo da agua tratada tornam-se essenciais na
busca pela minimizacdo dos potenciais riscos associados a esta
problemética. Da mesma forma torna-se fundamental a importancia
do estabelecimento de um programa de prevencao da saude publica
com foco no monitoramento dos corpos d’agua utilizados como
mananciais de abastecimento (a exemplo do manancial da Lagoa do
Peri) uma vez que, com dados histéricos e com monitoramento
periodico é possivel prever floragBes fitoplanctdnicas, compreender
os fatores que podem estar promovendo a elevacdo na densidade
destes organismos e possibilita a tomada de decisGes para 0 manejo
adequado do ecossistema.

Neste contexto e levando-se em conta as caracteristicas
regionais poderiam ser adotadas medidas como: convénios com
centros de pesquisa que trabalnem com desenvolvimento de
tecnologia para tratamento de aguas, investimento na formacao dos
profissionais que atuam na ETA para que estejam preparados para a
identificagdo e classificagdo das espécies de cianobactérias
potencialmente toxica, educacdo ambiental, visando a formacdo de
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espirito critico, que pressionaria os 6rgaos governamentais na busca
por solugdes.

Cabe registrar também que ndo foram encontrados na
literatura consultada registros que indicando a produgéo de toxinas
por outras espécies de cianobactérias identificadas na Lagoa do Peri,
como Limnothrix planctonica e Planktolyngbya sp., sendo que estas
sdo consideradas potenciais produtoras de microcistinas.
Considerando que ha na Lagoa do Peri cepas de C.raciborskii
produtoras de toxinas conforme indicado em diversos trabalhos
consultados na realizacdo desta pesquisa, ha indicativos de que a
C.raciborskii presente no manancial estudado seja a verdadeira
responsavel pelos resultados apresentados neste trabalho, mesmo ao
considerar que esta pesquisa ndo contemplou a dosagem de
cianotoxinas dispersas nas amostras durante o periodo estudado.
Contudo, Bittencourt-Oliveira e Molica (2003) relatam que diversos
estudos ja realizados mostram a ocorréncia de toxicidade de
amostras de C.raciborskii em ratos e moluscos, mesmo quando néao
foi identificada a presenca de cilindropspermopsina ou saxitoxina
nas amostras testadas, apontando para a possibilidade de um novo
composto cuja estrutura quimica e atividade toxicolégica ainda
precisam ser determinadas. Da mesma forma, Saker et al. (2003),
relataram a ocorréncia de C. raciborskii em ambientes aquaticos de
Portugal e embora testes realizados para detectar a presenca de
cilindrospermopsina e PSP tenham sido negativos, as cianobactérias
cultivadas em cultura pura apresentaram toxicidade nos bioensaios,
sugerindo que um novo tipo de toxina deve estar presente. Embora a
estrutura quimica do composto causador dos efeitos ndo tenha sido
determinada, a pesquisa chama atencdo para a necessidade de uma
pesquisa detalhada sobre a variabilidade genética de C. raciborskii e
a necessidade de um acompanhamento adequado da presenca das
cianobactérias em reservatorios de dgua doce.

Isto mostra a complexidade da questdo estudada e sua
interface com diversas hipoteses em estudo ou a serem estudadas.
Calijuri et al., (2006) por sua vez, aponta que a simples presenca de
uma substancia toxica no ambiente ndo a torna um risco para a
populacdo. Varios fatores podem influenciar o potencial téxico e sua
acdo nos organismos ap6s sua dispersdo no ambiente: as interagdes
com outras substancias dissolvidas, 0s processos de degradacdo e
biodegradacdo naturais, o transporte entre os compartimentos do
ecossistema, as vias de contaminagdo e o tempo de contato com 0s
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organismos, a dinamica da substancia tdxica nos organismos e sua
acdo nos sitios de acao .

Desta forma os resultados obtidos com este trabalho podem
fornecer ao publico e a comunidade cientifica informacdes
preliminares que possam orientar seu gerenciamento, bem como
fornecer subsidios para maiores estudos. Cabe aos profissionais de
diversas areas o desenvolvimento de tecnologia de remocéo de algas
e toxinas em 4gua de abastecimento publico, a pesquisa de
predadores naturais e inibidores ao desenvolvimento de
C.raciborskii (sua existéncia e dindmica no meio natural), bem como
0 estudo do metabolismo da C.raciborskii, a fim de sanar davidas
tais como: em que condigcdes estes organismos liberam toxinas?
Quais fatores ambientais influenciam na geracdo de stress? Ha
outros fatores que propiciam sua dominancia e que precisam ser
melhor elucidados?
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8. CONCLUSAO

Os resultados obtidos com os testes realizados neste estudo
permitem concluir que:

e A &gua da Lagoa do Peri continua apresentando alta incidéncia
de C.raciborskii inclusive como espécie dominante do ambiente em
que esta inserida, em consonancia com trabalhos arteriormente
realizados por diversos autores.

e A amostra na sua forma natural pode causar toxicidade aguda em
microcrustaceos da espécie D. magna. Esta toxicidade pode ser alta
ou baixa ndo seguindo um padrdo de resultados com aumento ou
diminuicdo gradativa da toxicidade e abrindo a possibilidade
também para novas hipGteses a respeito da origem dos efeitos
causados sobre 0s organismos.

e E viavel o uso de testes de mutagenicidade e de genotoxicidade
como o teste do microntcleo aplicado a peixes e cultura celular e
teste do cometa aplicado a peixes, sendo observado consideravel
indice de formacdo de micronucleos e de danos ao DNA do material
exposto as amostras da Lagoa do Peri em relacdo ao controle. Este
resultado mostra que h& a acdo de agentes dispersos no meio sobre
0s processos hioldgicos dos organismos. O teste do microntcleo, em
especial & uma ferramenta facil e simples de avaliacdo da
genotoxicidade podendo ser aplicada para a avaliagdo
de extensdo do efeito mutagénico da contaminacdo das aguas em
corpos de agua naturais. O trabalho mostra que é viavel o uso deste
ensaio para avaliagdo das amostras contendo cianobactérias toxicas.
Além disso, quando aplicado a cultura celular, esses estudos indicam
gue os métodos in vitro podem ser (teis na previsdo da toxicidade
aguda in vivo, fator comprovado por este trabalho. Outra vantagem
apontada pelos testes in vitro é a possibilidade da conducdo de
ensaios in vivo muito mais eficiente resultando em uma economia,
tanto no nimero de animais e na quantidade de tempo necessario
para obter os resultados finais

e A alta incidéncia de formacdo de cometas indica que a agua da
Lagoa do Peri pode ser genotdxica e que 0 peixe da espécie
Geophagus brasiliensis pode ser um organismo bioindicador para
este tipo de teste. O trabalho mostra que é vidvel o uso deste ensaio
para avaliacdo das amostras contendo cianobactérias téxicas, pois 0s
resultados estdo de acordo com as respostas obtidas nos outros
ensaios realizados neste trabalho.
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e E necessario o aperfeicoamento das técnicas de execucio e das
metodologias dos testes de citotoxicidade a fim de evitar possiveis
fatores de interferéncia que causem problemas aos testes,
inviabilizando sua perfeita execucdo ou a confiabilidade dos
resultados.

e Faz-se necessario um monitoramento freqliente da populagéo de
C.raciborskii presente na agua, bem como monitoramento da
quantidade de toxinas dispersas conforme Portaria 518/MS/2004.

Diante deste contexto e seguindo as determinacdes da
legislacdo vigente conclui-se que é importante a realizacdo de um
monitoramento constante da dgua do manancial e da agua tratada
que é utilizada para o abastecimento publico, a fim de avaliar a
qualidade destas &guas e que se possam tomar as medidas
necessarias para minimizar os possiveis efeitos causados ao homem.

Os resultados obtidos com este trabalho poderdo fornecer ao
publico e & comunidade cientifica informagdes preliminares que
possam orientar seu gerenciamento, bem como fornecer subsidios
para maiores estudos que visem a utilizacdo e conservacdo dos
recursos naturais ali disponiveis.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

Como complementacgdo a esta pesquisa, recomenda-se que
estudos cientificos envolvendo os niveis de toxicidade e de toxinas
presentes nas amostras sigam uma regularidade, abrangendo
diferentes estacdes do ano, a fim possibilitar uma avaliacdo da
toxicidade em um ou mais ciclos anuais completos.

Recomenda-se a realizacdo de estudos toxicoldgicos
utilizando culturas pura de C.raciborskii isoladas em laboratério, a
fim de propiciarem novas abordagens a este tipo de estudo.

Estudos alelopaticos e também os que envolvam a pesquisa
de novos compostos produzidos pelas cianobactérias podem ser
interessantes a fim de elucidar algumas questdes apontadas neste
trabalho.

Além disso, recomenda-se a realizacdo de uma maior bateria
de testes em nivel de dano celular e do DNA a fim de fornecer
resultados mais completos. Pode-se complementar o estudo com a
realizacdo de testes de toxicidade cronica para D. magna, teste do
cometa aplicado a células, testes de lipoperoxidagdo, metilagdo entre
outros, possibilitando conhecer melhor os efeitos que as amostras
causam aos organismos expostos.

Nado obstante, torna-se muito importante que estudos de
toxicidade como os apresentados sejam acompanhados de analises
especificas, visando a deteccao e quantificacdo das toxinas presentes
nas amostras analisadas. Isto pode facilitar a compreensdo e
discussdo dos resultados obtidos.
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