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RESUMO

RESUMO

Devido ao aumento da eutrofizacdo das dguas que promove o aparecimento
de cianobactérias potencialmente tdéxicas e aos os riscos inerentes para a
salde publica e para o ambiente, torna-se necessdrio desenvolver testes
efectivos e rdpido que permitam detectar a presenga de toxinas e avaliar os

efeitos destas nos seres vivos.

Neste trabalho pretendeu-se avaliar a toxicidade de toxinas produzidas
pelas cianobactérias Microcystis aeruginosa e Cylindrospermopsis
raciborskii, para Brachydanio rerio, utilizando testes com biomarcadores. A
actividade das enzimas acetilcolinesterase (AChE), glutationa S-
transferase (GST), lactato desidrogenase (LDH) e fosfatase

serina/treonina foram usadas como pardmetros indicativos de toxicidade.

A microcistina-LR (MCYST-LR) produzida por Microcystis aeruginosa ndo
provocou efeitos significativos na actividade das enzimas AChE, 65T e LDH
nos testes in vitro. Nos testes croénicos verificou-se um aumento da
actividade das GST e da LDH, tendo ocorrido uma inibicdo da fosfatase
serina/treonina no teste cronico. Relativamente @ AChE, no teste in vivo,
detectou-se um aumento da actividade desta enzima nos peixes expostos a

concentracdo de 100ug/I.

Com a cilindrospermopsina (CYN) produzida por Cylindrospermopsis
raciborskii sé ocorreu inibicdo, in vitro, na actividade da AChE. Nos testes
in vivo ndo ocorreram alteragdes significativas na actividade das enzimas.

Nos testes crdnicos apenas se observou um aumento significativo na
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RESUMO

actividade da LDH, ndo tendo sido detectados efeitos nas restantes

enzimas.

Verificou-se que Brachydanio rerio se apresenta tolerante a toxicidade da
MCYST-LR, conseguindo scbreviver e crescer na sua presenga. Pelo

contrdrio, na presenga da CYN verificou-se uma inibi¢do do crescimento.

Mestrado em Ecologia Aplicada vi



ABSTRACT

ABSTRACT

Due fo the increase of the waters eutrophization which promotes the
upcoming of potencially toxic cianobacteria, and due to the risks to public
health and to the environment, it is necessary to develop efective and quick
tests wich allow to detect the presence of toxines and to evoluate the

effects of these toxines in the beings.

In this work it was our purpose to evaluate the toxicity of the toxins
produce by the Microcystis aeruginosa and by the Cylindrospermopsis
raciborskii, for Brachydanio rerio using tests based on biomarkers. The
enzymatic activity of acetilcholinesterases (AChE), glutathione S-
transferases (GST), lactate dehydrogenase (LDH) and phosphatase

serine/threonine were used as indicator parameters of toxicity.

The microcystin-LR (MCYST-LR) produced by Microcystis aeruginosa has
not provaked any significant effects in the AChE, 6ST and LDH activities in
vitro tests. In cronics tests there was an increase of the 6ST and LDH
activity, and it ocurred an inhibition of the phosphatase serine/threonine in
the cronic test. In which concerns the activity of AChE, in the in vivo test
was an increase in the activity of this enzyme in the fish exposed to the

concentration of 100ug/|.

Concerning the cylindrospermopsin (CYN) produced by Cylindrospermopsis
raciborskii there was only an in vitro inhibition in the activity of the AChE.
In the in vivo tests there no significant changes in the activity of the

enzymes. In the cronics tests there was only a significant increase on the
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activity of the LDH. In the remain enzymes there were no effects to be

seen.

It was detected that the Brachydanio rerio presents itself tolerant to the
toxicity of the MCYST-LR,, being able to survive and grow in its presence.

On the opposite there is an inhibition of growth in the presence of CYN.

Mestrado em Ecologia Aplicada viii



Introdugdo

I - INTRODUCAO

1.1.  Introdugdo Geral

Pensa-se que as cianobactérias tenham surgido hd cerca 3,5 bilides de anos
(Carmichael, 1994) com base em fésseis descobertos em rochas
sedimentares do noroeste da Austrdlia (Azevedo, 1998). As cianobactérias
estdo, portanto, entre os organismos pioneiros na Terra, sendo
provavelmente os primeiros produtores primdrios a libertar oxigénio

elementar na atmosfera primitiva (Chorus, 2000).

As cianobactérias sdo microorganismos aerédbios fotoautotréficos. Os seus
processos vitais requerem somente dgua, diéxido de carbono, substdncias
inorgdnicas e luz. A fotossintese é o seu principal modo de obtengdo de

energia para o metabolismo (Chorus, 2000).

A capacidade de crescimento nos mais diferentes meios é uma das
caracteristicas notdveis das cianobactérias. Vdrias espécies vivem em solos
e rochas onde desempenham um importante papel nos processos funcionais
do ecossistema e na reciclagem de nutrientes. No entanto, ambientes de
dgua doce sdo os mais importantes para o crescimento de cianobactéria,
visto que a maioria das espécies apresenta um crescimento éptimo em dguas
alcalinas, de temperatura entre 15 e 30°C e elevada concentragdo de

nutrientes, principalmente azoto e fosforo (Carmichael, 1994).

Mestrado em Ecologia Aplicada 1



Introducdo

Nas dltimas décadas tem vindo a verificar-se uma crescente eutrofizagdo
dos ambientes aqudticos devido a actividades humanas que causam um
enriguecimento artificial desses ecossistemas. As principais fontes desse
enriquecimento tém sido identificadas como sendo descargas de esgotos
domésticos, industriais e agricolas de centros urbanos e de regides
agricolas. O aparecimento de cianobactérias em grandes concentragdes
formam os “blooms" ou florescéncias (Carmichael, 1994). A eutrofizacdo
produz mudangas na qualidades da dgua, incluindo a redugdo de oxigénio
dissolvido, aumento de custo de tratamento, morte extensiva de peixes e

aumento da incidéncia de florescéncias de microalgas e cianobactérias

(Codd & Bell, 1985; Keijola, 1988).

As florescéncias surgem geralmente no Verdo. Uma vez que as
cianobactérias se movimentam na coluna de dgua em busca de luz, podem
flutuar até a superficie, sendo concentradas e transportadas pelo vento até
as margens, onde podem ser ingeridas em quantidades significativas por
animais. Em determinadas circunstancias, algumas estirpes produzem
toxinas susceptiveis de provocar intoxicacdes de gravidade varidvel em
animais e no Homem. Efectivamente, diversos casos de morte de organismos
aqudticos e terrestres provocados pela ingestdo de cianobactérias tém sido
referenciados por diversos autores (Barica, 1975; Francis, 1878;
Carmichael, 1997). As dguas doces de superficie sdo utilizadas para consumo
animal, actividades recreativas e como fontes de abastecimento de dgua
para consumo humano, pelo que a ocorréncia de florescéncias de
cianobactérias produtoras de toxinas, representa um problema ambiental

com repercussoes na Salde Piblica.

Mestrado em Ecologia Aplicada )
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Existem diversas espécies de cianobactérias, com uma distribuigdo mundial
alargada (Carmichael et al., 1985) salientando-se, entre as mais estudadas,
os géneros: Microcystis, Anabaena, Aphanizomenon, Nodularia, Nostoc e
Cylindrospermopsis. Podem formar florescéncias constituidas por uma ou
vdrias espécies, podendo cada uma delas apresentar estirpes téxicas ou ndo
téxicas, em proporcdes e de toxicidade varidveis ao longo do tempo. Em
Portugal, as principais espécies de cianobactérias téxicas sdo Microcystis
aeruginosa, Microcystis wesenbergii, Anabaena flos-aquae, Anabaena

scheremetievi e Aphanizomenon flos-aquae (Vasconcelos, 1999).

As toxinas produzidas pelas cianobactérias sdo metabolitos secunddrios,
desconhecendo-se ao certo a sua fungdo. Pensa-se que poderdo servir de
protecgdo contra a predacdo por parte de elementos do zoopldncton, visto
que grande parte das espécies pertencentes a este grupo ndo as consomem,
excepto no caso em que constituem a Unica fonte de alimento disponivel
(Carmichael, 1994). Poderdo também funcionar como inibidores do

crescimento de outros componentes de fitopldncton (Carmichael, 1992).

Em todo o mundo foram detectadas nos Ultimos sessenta anos cerca de 40
espécies com produgdo de toxinas. Estas, pela sua acgdo classificam-se em
trés grupos fundamentais: hepatotoxinas, neurotoxinas e irritantes ao

contacto.

As hepatotoxinas, que incluem compostos ciclicos de natureza peptidica que
actuam essencialmente a nivel do figado. Os géneros de cianobactérias

produtoras de hepatotoxinas mais importantes sdo: Microcystis, Nodularia

Mestrado em Ecologia Aplicada 3
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e em menor proporgdo Oscillatoria e Anabaena. De igual modo,
Cylindrospermopsis tem sido referida como hepatotdxica (Hawkins et al.,

1985).

As neurotoxinas, que englobam compostos alcaloides e organofosfatos
actuam a nivel do sistema nervoso central. Sdo produzidas pelos géneros
Anabaena, Oscillatoria e Aphanizomenon entre outros. Interferem com a
transmissdo do impulso nervoso e compreendem cinco tipos de neurotoxinas:
a anatoxina-a, anatoxina-a(s), homoanatoxina-a, saxitoxina e neosaxitoxina
(Carmichael, 1994), sendo as trés primeiras exclusivas das cianobactérias e

as duas Ultimas comuns aos dinoflagelados.

As dermotoxinas sdo lipopolissacarideos e proteinas, produzidas por
espécies dos géneros Anabaena, Aphanizomenon, Microcystis e Oscillatoria
e podem causar hipersensibilidade cutdnea e respiratéria, reversiveis

(Carmichael, 1994).

Estudos realizados em Portugal parecem demonstrar que as microcistinas
sdo as toxinas dominantes, predominando, dentro destas, as microcistinas-

LR seguidas da microcistina-YR e microcistina-RR (Vasconcelos et al., 1996).

O primeiro incidente conhecido com foxinas de cianobactérias ocorreu num
lago em Austrdlia, em 1878, com o surgimento de uma florescéncia téxica de
Nodularia spumigena (Francis, 1878). Um caso de cancro ocorrido na China,

em 1996 foi atribuido a contaminagdo de dgua de consumo (Ueno et al.,

Mestrado em Ecologia Aplicada 4



Introdugdo

1996). Mais recentemente, a contaminagdo de dgua para didlise no Brasil

provocou sessenta mortes entre a populagdo humano (Pourir et al., 1998).

1.2. Microcystis aeruginosa

Microcystis aeruginosa é uma das espécies de cianobactérias produtoras de
substdncias téxicas amplamente difundida e relativamente bem estudada
(Sivonen, 1990). Esta espécie é uma das mais comuns em reservatorios

usados para o abastecimento plblico (Vasconcelos et al., 1993, 1995).

Microcystis aeruginosa é uma espécie produtora de hepatotoxinas de
natureza peptidica denominadas de microcistinas (Sivonen, 1990), sendo
este o grupo de toxinas mais investigado. No nosso pais, as microcistinas
ocorrem em concentragdes médias de 7,1 pg/mg de peso seco de

cianobactérias, em dguas doces (Vasconcelos et al., 1996).

1.2.1 Microcistinas

Sdo conhecidas pelo menos 60 variantes de microcistinas identificadas
(Sivonen, 1990) e muitas delas podem ser produzidas durante uma
florescéncia. Em Portugal, numa sé florescéncia podemos encontrar entre 2

e 7 microcistinas diferentes (Vasconcelos et al., 1996).
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A estrutura quimica bdsica das microcistinas inclui cinco aminodcidos
constantes (N-metildehidroalanina, B-metilaspartato, alanina, dcido
glutamico e 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeca-4,6-dcido
dienoico-ADDA) e dois aminodcidos que sdo combinagbes varidveis de
arginina, alanina, leucina, tirosina, triptofano, metionina e fenilalanina
(Carmichael, 1992; Vasconcelos et al.,, 1996). A mais comum contém leucina
(L) e arginina (R) e designa-se por MCYST-LR (Figura 1). Esta é a

microcistina mais comum a nivel mundial e também em Portugal (Vasconcelos

et al., 1995).
y %
he

N

ca,q l:l

HN NH,
Figura 1 - Estrutura molecular da microcistina-LR

As microcistinas sdo inibidoras das fosfatases proteicas (PP1 e PP2) dos
organismos  eucariéticos  (Falconer, 1993), podendo  provocar
hiperfosforilagdo das proteinas do citoesqueleto (Mackintosh & Mackintosh,
1994), deformagdo celular (Runnegar & Falconer, 1982; Eriksson et al,
1990; Lampert et al, 1994), alteragdes no metabolismo enzimdtico
(Falconer, 1994; Mackintosh & Mackintosh, 1994), alteragdes na

permeabilidade dos canais idnicos (Mackintosh & Mackintosh, 1994),
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alteragdes carcinogénicas em animais expostos a doses sub-letais (Falconer,
1991; Falconer, 1993; Carmichael, 1994) e danos teratogénicos, gonatréficos
e anormalidades no emparelhamento dos cromatideos (Kirpenko et al., 1981,
in Carmichael, 1986). Suspeita-se, também que estes compostos sejam
promotores de cancro primdrio do figado em humanos expostos por longos

periodos a baixas doses na dgua de consumo (Yu, 1989; Carmichael, 1994).

A MCYST-LR foi a primeira microcistina identificada quimicamente. Até a
data a maioria das investigagdes tém sido efectuadas com microcistina-LR,
a qual foi associada, em muitos paises, com a maior parte de intoxicagdes
com toxinas de cianobactérias (Faweell et al, 1993, in Gupta, 1998). A
MCYST-LR é um heptapéptido ciclico com um peso molecular cerca de 1000

daltons (Chorus et al., 1999).

A microcistina-LR foi considerada como um inibidor potente das fosfatases
proteicas serina/treonina 1 e 2A, in vitro (Honkonen et al., 1990 in Gupta et
al, 1998) e in vivo (Runnegar et al., 1993 in Gupta et al, 1998). Sdo
consideradas como sendo esteres ndo-forbol (TPA), um tipo de promotores
de tumores. A inibigdo da fosfatase proteica 2A, pela microcistina-LR pode
ser anulada com a presenga de anticorpos policlonais contra a MCYST-LR
(Lin & Chu, 1994). Sdo desconhecidas implicagdes na inibicdo da fosfatases
proteicas relacionadas com a exposicdo a doses baixas de microcistinas

(Gupta et al., 1998).

As microcistinas podem ser acumuladas por vertebrados e invertebrados

aqudticos, incluindo peixes (Vasconcelos, 1995; Amorim e Vasconcelos,
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1999). Os dados relativos & toxicidade para peixes publicados na literatura
sdo por vezes contraditérios. Assim, tém sido descritos casos de
mortalidade em massa de espécie em causa apds a ocorréncia de
florescéncias de Microcystis aeruginosa (Tencalla et al,, 1994; Gaete et al.,
1994). No entanto ndo hd provas suficientes para indicar que as toxinas
tenham sido a causa primdria da morte, neste caso. No entanto, Pendlozo et
al. (1990) demostraram que a morte periddica de Gambusia affinis era

devido a presenga de microcistinas no lago Aculeo.

Estudos laboratoriais demonstraram que a administragdo intraperitonial de
microcistinas a peixes provocou destruigdo do figado (Philips et al., 1985;
Sugaya et al., 1990; Rabergh et al., 1991, in Bury et al, 1996). Bury et al.
(1996) sugere que a exposi¢do das branquias e da superficie do corpo a
células lisadas de M. aeruginosa é uma das causas mais provdvel do "stress”
induzido em Salmo Trutta L.. Raberg et al. (1991) referem o efeito
hemorrdgico da microcistina-LR no figado da carpa, ndo tendo a observagdo
histoldgica de outros drgdos detectado anormalidades. Kotak et al. (1996)
observaram lesdes no rim de Oncorhynchus mykiss, nomeadamente necrose
tubular com dilatagdo da capsula de Bowman. A actividade de Na*, K*ATPase
parece ser inibida pela microcistina-LR, visto que estas toxinas sdo
inibidoras das fosfatases PP1 e PP2, as quais estdo envolvidas na etapa de
desfosforilagdo da Na*, K*ATPase (Bury et al, 1996). Foram também
observadas alteragdes no desenvolvimento embriondrio de Brachydanio
rerio devido & acgdo directa de toxinas libertadas por cianobactérias

(Oberemm et al., 1997).

Mestrado em Ecologia Aplicada 8



Introdugdo

1.3. Cylindrospermopsis raciborskii

A ocorréncia de Cylindrospermopsis raciborskii foi relatada pela primeira
vez, na Austrdlia, na albufeira de Soloman, em Palm Island, tendo sido
relacionada com casos de hepatoenterites ocorrida na populagdo humana
dessa ilha (Falconer, 1994; Gupta, 1998). Este foi o pior caso de
envenenamento em seres humanos na Austrdlia resultante da exposigdo a
uma toxina de cianobactérias. Cylindrospermopsis raciborskii  foi
igualmente apontada como causa da doenga que ficou conhecida como
surgimento Barcoo, na década de 1990 (Hayman, 1992, in Saker et al.,
1998). Os efeitos toxicos desta espécie sdo hoje atribuidos a uma nova

toxina - cilindrospermopsina (CYN).

Cylindrospermopsis raciborskii é um organismo tropical e subtropical que se
desenvolve bem entre 27,1°C e 29,5°C (Fabbro e Duivenvoorden, 1996, in
Chiswell et al., 1999). No entanto, tem sido também observado em climas
temperados nomeadamente na Hungria, Franga, Portugal e USA (Padisak,

1997 in Chorus, 2000).

1.3.1. Cilindrospermopsina

A cilindrospermopsina é um alcaléide que possui uma guanina ciclica ligada a
o grupo hidroximetiluracil. Tem um peso molecular de 415 daltons (Chiswell

et al., 1999).
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Figura 2 - Estrutura molecular da cilindrospermopsina

Recentemente, novas variantes de cilindrospermopsina foram identificadas,
provenientes de extractos da Cylindrospermopsis raciborskii, da Austrdlia,
onde foram identificadas como cilindrospermopsina-demothoxy (Chiswell et

al., 1999).

A cilindrospermopsina é considerada como sendo uma potencial ameaga a
vida selvagem e ao Homem (Chiswell et al., 1999). Foi relacionada com uma
série de danos a nivel da salde, desde gastroenterites até doenga renais
(Falconer, 1994). A cilindrospermopsina pura afecta essencialmente o
figado, embora injecgdes de extractos de Cylindrospermopsis raciborskii
ou extractos administrados oralmente a ratos induzem também alteragdes a
nivel do rins, timo e coracdo (Sivonen, 1990). Estudos in vitro com

cilindrospermopsina pura demostraram que esta inibe a sintese da
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glutationa e a sintese proteica, em geral (Runnegar et al., 1994, 1995; Terao

et al., 1994 in Chorus et al., 1999).

1.4. Brachydanio rerio como organismo teste

Brachydanio rerio (Figura 3), vulgarmente conhecido como “peixe zebra",

pertence A classe Actinopterytgii, & ordem Cypriniformes, a familia

Cyprinidae.

Figura 3 - Fotografia do peixe Zebra, adulto,

’

E uma espécie tropical (20 a 24°C), dulcaquicola, proveniente da India
Oriental e atinge um comprimento mdximo de cerca de 6 cm. Tem o dorso
verde-azeitona e as zonas lateral e ventral dourado-prateado. As zonas
laterais e as barbatanas estdo marcados com largas listas longitudinais

azuis e a barbatana dorsal é debruada a branco. E um peixe de pouca
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profundidade, muito activo e absolutamente pacifico, podendo conviver com
outros peixes de pequeno tamanho. O peixe zebra tem sido usado como um
modelo em estudos de biologia de Vertebrados (Serra et al., 1999) devido
as caracteristicas que tornam mais fdcil a sua exploragdo relativamente a
outros (Vascoto et al., 1997). Um dos seus atributos é o grande nimero de
embrides que podem ser conseguidos, a facilidade de manipulagdo
embriondria, o desenvolvimento rdpido e a relativa transparéncia dos
embrides. Outra razdo é o facto das suas dimensdes serem relativamente
reduzidas, o que representa uma economia de espago em laboratdrio. O
peixe zebra desempenhou um papel fundamental em outras dreas de
investigagdo incluindo estudos do comportamento, reprodugdo, genética e
ecotoxicologia E considerada uma espécie padrdo em ecotoxicologia, sendo
recomendada pela OCDE como organismo teste em protocolos internacionais
(e.g. OCDE, 2000). As aplicagdes desta pesquisa incluem manipulagdes de
stocks comerciais de espécies de grande valor econdmico, avaliagdo do
impacto ambiental de efluentes industriais e estabelecimento de relagdes

causa/efeito de doengas genéticas (Vascoto et al., 1997).

15. Testes de avaliagdo ecotoxicoldgica

Desde hd vdrias décadas que a ciéncia recorre & experimentacdo animal.No
entanto, tem vindo a verificar-se um aumento da preocupagdo relativamente
a melhoria das técnicas que visam minimizar "stress”, dor e sofrimento dos
animais utilizados. Neste sentido, foi introduzido em diversos paises

regulamentagdo relativo ao uso animais para fins experimentais, a fim de os
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proteger. Um bom exemplo é a directiva 86/609/CEE da Unido Europeia
relativa a disposi¢cdes legislativas, regulamentares e administrativas dos
Estados-membros respeitantes a protecgdo dos animais utilizados para fins

experimentais e educativos.

Em 1959, William Russel e Rex Burch escreveram o livro "Principles of
Humane Experimental Technique”. Nesta obra, os autores sugerem que um
plano experimental correcto deve considerar métodos que diminuam a dor, o
"stress”, o nimero de animais necessdrio para um dado fim ou a sua
substituigdo por modelos ndo-animais. Esta filosofia ficou conhecida como o
conceito dos trés "R"de Russel and Burch "Replacemental, Reduction &
Refinment” (Russel & Burch, 1959). O conceito de Refinamento refere-se
aos métodos que eliminam ou minimizam a dor ou mal estar tendo em vista
melhor o bem estar do animal antes, durante e apds o periodo experimental.
O conceito de Redugcdo refere-se a diminuicdo do nimero de animais
utilizado sem perda de informagdo relevante. O conceito de Substitui¢do
refere-se a utilizagdo de métodos alternativos que possam substituir o uso

de espécies consideradas muito sensiveis e de elevada "consciéncia” (Russel

& Burch, 1959).

Nas ultimas décadas, tem vindo a efectuar-se um esforco no sentido de
desenvolver métodos alternativos/complementares aos tradicionais testes
de ecotoxicidade que sejam mais eficazes do ponto de vista cientifico mais
rdpido e econdmicos. Os testes convencionais com animais in vivo testam a
resposta de um grupo de organismos considerado significativo. E avaliada a

resposta geral do organismo a testar. Podem considerar-se basicamente
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dois tipos de ensaios: agudos, de curta duragdo, em que o critério é a morte
do organismo; crénicos, de longa duragdo, em que sdo geralmente avaliados
os efeitos a nivel da reprodugdo e do crescimento. Os métodos
alternativos/complementares, que t€m sido desenvolvidos em Ecotoxicologia
incluem testes utilizando novos critérios indicativos de toxicidade, sistemas
in vitro e testes in situ. Os critérios indicativos de toxicidade a um nivel
baixo de organizacdo bioldgica ddo uma resposta precoce. Nos ensaios in
vitro é avaliada a resposta de células ou sistemas sub-celulares. Um dos
tipos de resposta mais utilizado é o efeito na actividade de enzimas-chave
em processos fundamentais para a sobrevivéncia dos organismos (e.g.
destoxificacdo, obtengdo de energia). Os testes in situ efectuados no local
em estudo com espécies autoclones ou com espécies padrdo sdo testes com

maior relevancia ecoldgica.

O uso de sistemas in vitro permite uma maior eficdcia no controlo das
condi¢des do ensaio, diminui a variabilidade entre as experiéncias, reduz as
quantidades de composto a testar, produz menor quantidade de
desperdicios téxicos e proporciona geralmente a obtengdo mais rdpida de
resultados (Baksi e Frazier, 1990). No entanto, devem ser tidas em
consideracdo as limitagdes destes sistemas, dos quais se destaca o facto
dos métodos in vitro ndo considerarem os efeitos integrados que ocorrem
no organismo como um todo (Brady e Gray, 1995) e o efeito da

biotransformagdo dos compostos parentais.

Os sistemas in vivo permitem realizar estudos de maior duragdo, avaliando a

by

resposta geral do organismo & substdncia a testar, mas geralmente
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envolvem um ndmero elevado de animais e frequentemente produzem uma

quantidade considerdvel de residuos téxicos (Gulden et al., 1993).

Slabbert et al. (1999) demonstraram que actualmente, ndo existe um
método simples que possa satisfazer completamente todos os requisitos.
Por esta razdo, os testes de toxicidade devem ser aplicados de modo a que

uns testes possam complementar outros, sempre que o fim o justifique.

Os métodos de deteccdo das cianotoxinas mais usados sdo 0s bioensaios
com ratos, ensaios quimicos e técnicas imunoensaios. O bioensaio com ratos
que foi o primeiro teste para avaliar a toxicidade de material de
florescéncia e em culturas laboratoriais/extractos celulares, tém vindo a
ser substituido pelos bioensaios em organismos aqudticos, métodos quimicos
e imunomonoldégicos (Carmichael, 1997; Roset et al., 2001). Para além das
razdes éticas, as maiores desvantagens dos bioensaios com ratos sdo a de
ndo podem detectar as toxinas a baixas concentragées e de ndo
conseguirem distinguir hepatotoxinas de neurotoxinas, quando estas estdo
presentes na mesma amostra. Estas limitagdes levaram ao desenvolvimento
de outro tipo de ensaios usando invertebrados, bactérias e linhas de células

em cultura (Kiviranta et al., 1992).

1.6. Biomarcadores em Ecotoxicologia

A necessidade de compreender e prever o efeito prejudicial dos poluentes

nos organismos e nas popula¢des em virtude do aumento da poluigdo, levou os
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investigadores a procurar pardmetros que permitam detectar os efeitos
nocivos antes que eles possam comprometer o funcionamento do
ecossistema. O uso de biomarcadores em Ecotoxicologia pretende dar um
contributo importante a esta questdo funcionando como sistemas de “alerta
precoce”. No sentido abrangente do termo, biomarcador é definido como
uma variagdo bioquimica, celular, fisioldgica ou comportamental que pode ser
medida em amostras de tecido, nos fluidos corporais ou no corpo de todo o
organismo, susceptivel de relacionar o grau de disfun¢do produzido por um
determinado téxico com o tempo de exposigdo (Depledge, 1994; Peakall,

1994a; Fossi e Marsili, 1997).

Os biomarcadores podem ser classificados em biomarcadores de exposigdo,
de efeito e de susceptibilidade (Timbrell et al., 1994). Podem também ser
divididos em biomarcadores gerais, se t&€m a capacidade de responder a uma
grande variedade de agentes quimicos, e biomarcadores especificos, se
respondem somente a determinados grupos de substdncias quimicas
(Livingstone e Goldfarb, 1998). Os biomarcadores gerais incluem qualquer
factor que seja alterado pela exposigdo a vdrios agentes de "stress”. Os
biomarcadores especificos podem, ainda, sub-dividir-se em especificos de
um drgdo e de um téxico. Dentro dos biomarcadores especificos de drgdos
estdo incluidos marcadores de funcionamento dos drgdos, enzimas e
isoenzimas especificas desses drgdos. Estas enzimas, quando esses érgdos
sdo danificados, surgem em concentragdes mais elevadas no sangue e sdo
indicadoras da presenga e/ou da extensdo da lesdo. Os biomarcadores
especificos de tdxico referem-se & quantificagdo de actividade de certas

enzimas ou biomoléculas num tecido e sdo indicadoras do grau de exposigdo
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ou dos possiveis efeitos em virtude de um composto quimico ou um grupo de
compostos semelhantes. A inibigdo da actividade da acetilcolinesterase
(AChE) por compostos organofosforados é um desses exemplos (Guilhermino
et al., 1996a). Os biomarcadores especificos tém possibilitado relacionar os
resultados obtidos & exposi¢do de organismos terrestres e aqudticos a

compostos quimicos no laboratério e no campo (Mayer et al., 1992).

A escolha de um biomarcador para monitorizar a exposicdo e os efeitos

causados para uma determinado téxico deve ser alvo de uma rigorosa

selec¢do. Mayer e seus colaboradores (Mayer et al., 1992) estabeleceram os
seguintes requisitos:

(a) Deve permitir estabelecer uma relagdo quantitativa dose/efeito ou
tempo/efeito com vista & avaliagdo da magnitude de algumas alteragdes.
(b) Deve ser facilmente mensurdvel, uma vez que técnicas

dispendiosas/morosas poderdo inviabilizar a sua utilizagdo por rotina.

(c) Deve ter um significado biolégico, uma vez que sé se deverd utilizar
biomarcadores que estejam relacionados com processos bioldgicos
importantes.

(d) Deve ser suficientemente sensivel, de modo a evitar o uso de doses
letais do téxico(s) testado(s).

() A sua variabiblidade em relagdo aos outros pardmetros deve ser
aceitdvel dentro de certos limites, como por exemplo a temperatura,

estagdo do ano, sexo, etc.
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1.6.1. Acetilcolinesterase (AChE)

A acetilcolinesterase (AChE) é a enzima responsdvel pela hidrélise da
acetilcolina (ACh) em colina e acetato nas sinapses colinérgicas apds a
transmissdo do impulso nervoso (Peakall, 1992), pelo que é fundamental para
a sobrevivéncia dos animais. A acetilcolina é libertada da membrana pré-
sindptica de um neurdnio, ligando-se a uma proteina receptora da membrana
pds-sindptica seguinte. Esta ligacdo permite a transmissdo do impulso
nervoso, através da sinapse. A ACh é rapidamente hidrolisada em acetato e
colina, finalizando deste modo a transmissdo sindptica mediada por este

neurotransmissor.

Acetilcolinesterase
Acetilcolina » +

Figura 4 - Reacgdo geral catalizada pela acetilcolinesterase

A actividade da AChE tem sido usada como biomarcador de agentes
neurotdxicos, quer em estudos de laboratério quer em estudos no terreno,

sendo utilizado como critério a sua inibigdo (Barros et al., 1998).

1.6.2. Glutationa S-transferases (6ST)

Um grupo importante biomarcadores sdo os envolvidos no metabolismo dos
xenobidticos. Este metabolismo €, normalmente, dividido em duas fases:
fase I, das reacgdes de biotransformagdo e fase II, das reacgdes de

conjugagdo (Moore et al., 1986). A fase I envolve a introdugdo de um grupo
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funcional reactivo (e.g. -OH, -NH;, -COOH, etc) a molécula do xenobidtico,
por reac¢des de oxidagdo, redugdo, hidrélise, hidroxilagdo, que permitam a
sua conjugacdo na fase IT (Timbrell, 1993). O citocromo P450 pertence a
uma das maiores classes de enzimas de destoxificagdo que vdo catalizar as
reaccdes de oxidagdo (Snyder, 2000). A fase II envolve reacgdes
biosintéticas onde o composto estranho ou o metabolito formado na fase I é

covalentemente ligado a moléculas enddgenas (Hodgson e Levi, 1997).

As enzimas glutationa S-transferases (GST) pertence & fase II do
metabolismo, estando envolvidas na transformagdo de compostos enddégenos
e exdgenos. As enzimas pertencentes a esta familia catalisam a conjugagdo
de moléculas orgdnicas, que tém um centro reactivo eletrofilico, com o
grupo tiol da glutationa (6SH), um tripéptido constituido pelos aminodcidos
glicina, cisteina e glutamato (Di Giulio et al, 1995). Em virtude destas
reaccdes, obtém-se produtos conjugados mais soliveis em dgua do que as
moléculas lipofilicas, o que facilita a sua excreg¢do (Clark, 1989; Trimbrell,

1993).

A inducdo destas enzimas, bem como a concentragdo dos produtos

conjugados tém sido utilizados como biomarcadores gerais (Newman, 1998).

1.6.3. Lactato desidrogenase (LDH)

A lactato desidrogenase (LDH) é uma enzima que participa no processo
glicolitico catalizando a redugdo reversivel do piruvato a lactato, sendo

importante na manutengdo do potencial redox. Deste modo, resulta a forma
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oxidada da coenzima nicotinamida adenina dinucledtido (NAD*), o que vai

permitir a continuagdo da glicélise em anaerobiose (Stryer, 1995).

LDH
Piruvato + NADH + H+ < » L(+) -lactato + NAD*

Figura 5 - Reacgdo catalizada pela lactato desidrogenase

A enzima LDH é um tetrdmero de 4 subunidades com 4 locais de ligagdo
indepedentes. Esta existe sob vdrias formas isoméricas predominando cada
forma em diversos tecidos (em aerobiose ou anaerobiose) (Gupta et al.,
1991). A LDH é uma enzima intracelular e por isso os seus niveis no soro sdo
normalmente baixos. No entanto, quando ocorrem lesdes nos tecidos, pode

ocorrer um aumento desta enzima no meio extracelular e no sangue (Peakall,

1992).

A medigdo da actividade de enzimas reguladoras, como a LDH, pode
constituir um indicador Gtil do estado metabdlico do organismo. As
alteracdes da LDH podem estar relacionadas com o mecanismo de acgdo do
toxico, directa ou indirectamente, e também fornecer indicacdo do dano

causado ao 6rgdo lesado (Gupta et al., 1991).
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1.6.4. Fosfatase Serina/Treonina

As fosfatases Serina/Treonina representam uma classe (nica de enzimas
em células eucaridticas que catalizam a desfosforilagdo de fosfoserina ou
residuos de fosfotreonina (Dawson et al., 1999). Classicamente, estas
enzimas foram distinguidas em quatro tipos (PP-1, PP-2A, PP-2B e PP-2C)
pela sua sensibilidade aos inibidores e pela especificidade do substracto in

vitro (Cohen, 1989).

A fosforilacdo das proteinas desempenha um papel muito importante na
regulagdo de diversos processos celulares, incluindo diferenciacdo, divisdo
celular, metabolismo, contractilidade, fertilizacdo e meméria (Cohen, 1989).
Estas respostas sdo reguladas por um delicado balango entre as cinases

proteicas e as fosfatases proteicas (Hunter, 1992).

Durante a fosforilagdo proteica, o grupo fosfato é transferido para a
serina, treonina ou residuos de tirosina da proteina da molécula adenosina
trifosfato (ATP) pela proteina Cinase. O grupo fosfato é hidrolisado pelas

fosfatases proteicas.

Cinases Ser-Thr

ATP ADP
\_,/

(rori}-on = ~ (i)
Pi/’—\Hzo

Fosfatases Ser-Thr

Proteina ndo fosforilada Proteina Fosforilada

Figura 6 - Esquema do funcionamento da fosforilagdo proteica
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As microcistinas inibem as proteinas fosfatases 1 e 2A (PP1 e PP2A) no
figado dos ratos (Eriksson et al., 1990. Mackintosh et al., 1990). A inibicdo
destas enzimas no figado estd aparentemente associada a deformagdo dos
hepatdcitos devido d reorganizagdo dos microfilamentos (Eriksson et al.,
1990). A promogdo do tumor do figado pode estar relacionado com a
capacidade das toxinas de promover a hiperfosforilagdo das citoceratinas
associadas ds mudangas morfoldgicas em hepatdcitos dos ratos (Ohta et al.,
1994). No entanto, Takenaka et al. (1999) refutaram a teoria de que a
inibicdo das fosfatases proteicas pelas microcistinas conduzem a necrose
das células do figado. Concluiram que o mecanismo da toxicidade nas células
do figado pela microcistina era diferente do mecanismo da promogdo do

tumor do figado pela microcistina.

1.7. Objectivos do trabalho

O objectivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade aguda e crénica de
substdncias produzidas produzidas por cianobactérias, nomeadamente
microcistinas e cilindrospermopsina para Brachydanio rerio utilizando
ensaios a diferentes niveis de organizagdo bioldgica e diversos parametros
indicativos. Particular atencdo foi conferida ao estudo de pardametros sub-
letais, tais como actividade de enzimas-alvo ou determinantes nos processos
de produgcdo de energia ou destoxificagdo. Estes pardmetros podem ser
utilizados como sinais de alerta precoce de potenciais efeitos nefastos a
niveis superiores de organizagdo bioldgica e permitir uma intervengdo

protectiva atempada.
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Neste estudo foram utilizadas as enzimas AChE, GST, LDH e fosfatase
Serina/Treonina. A enzima acetilcolinesterase foi escolhida uma vez que
desempenha papel fundamental nos mecanismos de neurotransmissdo.
Embora esta enzima seja considerada um biomarcador especifico para
compostos organofosforados e carbamatos, estudos efectuados nos tltimos
anos quer em laboratério, quer em campo, t&€m demonstrado que a enzima
pode ser inibida por outros contaminantes ambientais (e.g. detergentes,
alguns metais) a concentragdes ecologicamente relevantes (Galgani et al.,
1992; Labrot et al., 1997; Guilhermino et al.,, 1998a, 1998b, 2000). As GST
foram utilizadas uma vez que a via da glutationa poderia estar envolvida na
destoxoficagdo das toxinas estudadas. A LDH foi escolhida por
desempenhar fungdo importante na obtengdo de energia, particularmente
em condigdes de "stress" quimico onde pode ser crucial a obtengdo rdpida
de energia. Finalmente, as fosfatases serina/treonina foram utilizadas uma
vez que estudos publicados por diversos autores referem alteragdes destas
enzimas apds exposi¢do a microcistinas (Honkonen et al.,, 1990; Runnegar et

al., 1993 in Gupta et al., 1998).
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II - MATERIAL E METODOS

2.1. Manutengdo dos peixes em laboratério

Neste trabalho, utilizaram-se peixes da espécie Brachydanio rerio, machos,
vulgarmente conhecidos como peixe zebra (raga "com véu"), entre 2 a 3 cm
de comprimento. Os peixes foram mantidos numa sala climatizada (2011°C),
com fotoperiodo controlado (16hL:8hE), em aqudrios de vidro, com
arejamento, durante um periodo minimo de sete dias antes do inicio de cada

teste.

Foi utilizada dgua dura (ASTM, 1980) como meio manutencdo e de teste. O
meio foi preparado a partir de solugées em dgua destilada dos compostos
hidrogenocarbonato de sddio (19,2 g/l), sulfato de magnésio pentahidratado
(12 g/1), cloreto de potdssio (0,8 g/l) e sulfato de cdlcio dihidratado (0,6
g/l). As trés primeiras solugBes foram preparadas com antecedéncia e
conservadas no frio (4°C), durante um periodo mdximo de 2 semanas. A

solugdo de CaS04.2H,0 foi sempre preparada na altura da sua utilizagdo.

Para cada 20 litros de ASTM foram utilizados 200 ml das solugdes de
NaHCO3, MgS04.7H,0, KCI e 4 litros da solugdo de CaSQ04.2H,0, sendo o

restante volume completado com dgua destilada, obtendo-se no final a

composigdo referida na tabela 1.
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Tabela 1 - Composigdo do meio ASTM (adaptado de Guilhermino et al., 1996a)

Composto Quantidade Volume de reserva
Quimico (g/1) para produzir 20L de meio
NaHCO3 19,2 200 ml
MgS04.7H,0 12 200 ml

KCL 0,8 200 ml
COSO4.2H20 2,4 4000 ml
pH:7,6-8

Os peixes foram alimentados trés vezes por semana, tendo sido sujeitos a

um jejum 24 horas antes do inicio de cada ensaio.

2.2. Espécies utilizadas

Neste trabalho foram utilizadas a estirpe IZANCYA 3 da espécie
Microcystis aeruginosa e a espécie Cylindrospermopsis raciborskii. A
estirpe IZANCYA 3, fornecida pelo Laboratério de Ecotoxicologia da
Faculdade de Ciéncias, foi isolada e cultivada em meio Z8 (Kotai, 1972)
conforme descrito por Vasconcelos em 1994. A espécie C. Raciborkii,
fornecido por Dr. M. Saker, do Laboratério de Ecotoxicologia da Faculdade
de Ciéncias tendo sido obtido a partir de uma florescéncia ocorrida na

Austrdlia (Saker et al., 1999).
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2.3. Isolamento e preparagdo do material bioldgico de origem animal

O material bioldgico de origem animal utilizado neste trabalho foi obtido a
partir de 1 cabega, um par de brdnquias, misculo e 3 figado de peixe-zebra.

Todas as operacdes foram efectuadas d temperatura de 4°C.

Para determinagdo das actividades enzimdticas utilizaram-se quatro
tampdes: tampdo fosfato (0,1M; pH=65), tampdo fosfato (0,IM: pH=7.1),
tampdo Tris/NaCl (0,08M Tris, 0,2M NaCl; pH=7,2) e tampdo para as
fosfatases (50mM Tris, 0,4mM NaCl, 0,5mM EDTA, 0.5mM DTT; pH=7,0).
O tampdo fosfato foi preparado a partir de duas solugdes de reserva: uma

solugdo bdsica [0.1 M de hidrogenofosfato de dipotdssio (K;HPO4) em dgua

ultra-pura]l & qual se adicionou uma solugdo dcida [0, IM de
dihidrogenofosfato de potdssio (KH,PO4) em dgua ultra-pura] . As solugdes
foram misturadas de modo a obter um valor de pH igual a 7,2 ¢ 6,5. O
tampdo Tris/NaCl foi preparado a partir da dissolugdo de 4,92g de Tris e
5,959 de NaCl em dgua ultra-pura, até perfazer 500ml. A solugdo foi
ajustada a um pH igual a 7,2, com HCl (5mol/l), a 25°C. O tampdo para a
determinagdo da fosfatases serina/treonina foi preparado a partir da
dissolucdo de 0,6025g de Tris, 0,0023g de NaCl, 0,0146g de dcido etileno
diamino tetracético e 0,0077g de ditiotreitol em dgua ultra-pura, até

perfazer 100ml. Foi ajustado o pH para 7,0, com HCI (5mol/l).

Apés o sacrificio do peixe, por decapitagdo, a cabega, branquias, misculo e
figado foram isolados, fraccionados em pequenas porgdes e colocados em
tubos de microcentrifuga contendo 1 ml de tampdo fosfato (0,1M: pH=7,2),
0,5 ml de tampdo fosfato (0,IM; pH=6,5), 1 ml de tampdo Tris/Nall (0,08M
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Tris, 0,2M NaCl; pH=7,2) e 0,25 ml de tampdo para as fosfatases (50mM
Tris, 0,4mM NaCl, 0,5mM EDTA, 0,5mM DTT, pH=7,0), respectivamente.
Em seguida as amostras foram homogeneizadas, durante 30 segundos,
utilizando um homogeneizador Ystral GmbH Dottingen, tendo sido mantidas
em gelo durante a homogeneizacdo, de modo a evitar a desnaturagdo das
enzimas. Os homogeneizados da cabega e do misculo foram congelados a -
20°C por um periodo méximo de 15 dias, enquanto os homogeneizados das
branquias e do figado foram conservados a -80°C durante um periodo
mdximo de 15 dias. Na altura da realizagdo do ensaio enzimdtico, o
homogeneizado da cabega foi descongelado e centrifugado a 6000 rpm
durante 3 minutos, enquanto o do misculo a 5000 rpm durante 5 minutos,
numa centrifuga SIGMA 113, recuperando-se o sobrenadante, em ambos os
casos. Os homogeneizados das brdanquias e do figado foram centrifugadas
numa centrifuga SIGMA 3K30, refrigerada a 4°C, a 9908 rpm, durante 30
minutos e 16207 rpm durante 1 hora, respectivamente, recuperando-se o

sobrenadante.

Apds a quantificacdo da proteina inicial (método de Bradford, ponto 2.8), os
homogeneizados da cabega, das branquias e do musculo foram normalizados

a 0,3mg/ml, 0,6mg/ml e 0,9 mg/ml, respectivamente.

2.4, Testes agudos in vitro baseados em biomarcadores

Os peixes foram mantidos em meio sem téxico e sem alimento durante 24

horas. Apds esse periodo, os peixes foram sacrificados e os

homogeneizados preparados conforme descrito no ponto 2.3. Prepararam-se
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seis concentracées, de 60 ug/ml a 1920 ug/ml de MCYST-LR e de 15,75
ug/ml a 500 pug/ml de CYN, com um factor de 1,2 entre si, por diluicdo de
uma solucdo de reserva, preparada dissolvendo o extracto obtido a partir

de um liofilizado de células em dgua ultra-pura. A com centragdo da toxina é

d 91.9%.

Os homogeneizados (0,495 ml) preparados para cada enzima foram
incubados, independentemente, durante 30 minutos a 25°C, com 0,005 ml

das solugdes preparadas a partir da solugdo de reserva.

Apés o periodo de incubagdo foram determinadas as actividades de AChE,
GST e LDH, conforme indicado no ponto 2.6 utilizando trés peixes por

tratamento.

Os critérios indicativos de toxicidade foram as altera¢des da actividade

das enzimas AChE, GST e LDH.

2.5. Testes agudos in vivo baseados em biomarcadores

Os testes foram efectuados de acordo com as normas de OCDE (1993)
utilizando a dgua dura ASTM (ASTM, 1980) como meio de teste. No inicio e
durante os testes foram medidos a temperatura e o pH utilizando um
aparelho portdtil WTW pH 340-A/SET-1 e o oxigénio dissolvido utilizando
um oximetro WTW Oxi 320/SET as O, 24, 48, 72 e 96 horas.
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Os peixes foram colocados em recipientes de vidro, num litro de meio, em
condi¢des semi-estdticas, com intervalo de renovacdo do meio de 48 horas,
a temperatura de 20+1°C e utilizando um fotoperiodo de 16 h L: 8 h E, tendo
sido utilizados em cada tratamento nove peixes, divididos por trés

recipientes (trés peixes por recipiente).

As concentragbes testadas para cada toxina foram obtidas a partir da
dissolugdo do extracto liofilizado em 1L de ASTM. Prepararam-se cinco
concentragdes, de 15,25ug/ml a 100ug/ml de MCYST-LR e 9 lug/ml a
69,1ug/ml de CYN, com um factor de 1,6. A concentracdo da toxina é de

91.9%.

Apds 96 horas, procedeu-se a preparagdo dos homogeneizados e sua

conservagdo como descrito no ponto 2.3.

Os critérios indicativos de toxicidade foram as alteracdes da actividade
das enzimas AChE, GST, LDH Fosfatase Serina/Treonina e nimero de

mortes.

2.6. Teste cronico de 28 dias

O teste foi efectuado de acordo com as normas da OCDE (2000) utilizando
o ASTM (ASTM, 1980) como meio de teste. No inicio e durante os testes
foram controlados os valores da temperatura e o pH, utilizando um aparelho

portdtil WTW pH 340-A/SET-1, e o oxigénio dissolvido, utilizando um
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oximetro WTW Oxi 320/SET em todos os recipientes de 8 em 8 dias até

perfazer 28 dias.

Os testes foram realizados em recipientes de vidro, num litro de meio, em
condigdes semi-estdticas, com intervalo de renovacdo de 8 em 8 dias, a
temperatura de 20+1°C e utilizando um fotoperiodo de 16 h L: 8 h E, tendo

sido utilizados em cada tratamento nove peixes, divididos por trés

recipientes (trés peixes por recipiente).

As concentragdes testadas para cada toxina foram obtidas a partir da
dissolugdo do extracto liofilizado em 1L de ASTM. Prepararam-se cinco
concentracoes, de 2,5ug/1 a 15,25ug/l de MCYST-LR e 2,5 ug/l a 15,25ug/|

de CYN, com um factor de 1,6. A concentracdo da toxina é de 91.9%.

No inicio e fim do teste procedeu-se d medigdo do peso conjunto dos trés

peixes existentes no mesmo recipiente.

Apods o fim dos 28 dias, procedeu-se a preparagdo dos homogeneizados e

sua conservagdo como descrito no ponto 2.3.

Os critérios indicativos de toxicidade foram as alteracdes da actividade
das enzimas AChE, GST, LDH, Fosfatase Serina/Treonina, mortalidade e

crescimento (determinado pela diferenga entre o peso final e inicial).
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2.7. Determinagdes enzimadticas

AChE

A actividade da enzima AChE foi deferminada pelo método
espectrofotométrico de Ellman (Ellman et al.,, 1961), adaptado a microplaca
(Guilhermino et al, 1996a). Este método baseia-se na degradagdo do
substrato acetiltiocolina em acetato e tiocolina pela acgdo da AChE. A
tiocolina reage com o dcido 5 5-ditio-bis(2-nitrobenzdico) (DTNB)
originando um complexo amarelo (e= 1,36x10%M-lcm-1) cuja formagdo pode
ser monitorizada a um comprimento de onda de 414nm. Em cada ensaio,
foram adicionados a 0,05 ml de cada amostra de homogeneizado de cabeca,
0,250 ml da solucdo de reaccdo. Esta solucdo, preparada na altura da
realizacdo do ensaio enzimdtico, consistia em 30 ml de tampdo fosfato
(0,IM; pH=7,2) aos quais se adicionaram 0,2 ml de uma solucdo de
acetiltiocolina 0,075 M e 1 ml de uma solucdo de DTNB 10 mM. Foram
efectuadas quatro determinacées por amostra e a solugdo de reacgdo foi
usada como branco. A absorvancia foi lida, a 25°C, num leitor de microplacas
Multiskan EX, a 414 nm, durante 5 minutos, apés um periodo de incubagdo
de 10 minutos. A actividade da enzima foi expressa em Unidades (U) por mg
de proteina, correspondendo uma U a uma nanomole de substrato

hidrolisado por minuto.

6ST

A actividade da enzima GST foi determinada pelo método

espectrofotométrico de Habig (Habig et al, 1974) adaptado a microplaca.

Mestrado em Ecologia Aplicada 31



Material e Métodos

Este método baseia-se na conjugaglo do substrato CDNB com a glutationa
(6ST), pela acgdo da GST, originando um produto conjugado cuja formagdo
pode ser monitorizada a um comprimento de onda de 340 nm. No ensaio,
foram adicionados 0,2ml de solucdo reserva a 0,1 ml de amostra do
homogeneizado de brénquia. A solugdo de reserva, preparada na altura da
realizacdo do ensaio enzimdtico, consistia em 4,950 ml de tampdo fosfato
(0,1 M; pH=65) aos quais se adicionaram 0,150 ml de 1-cloro-2 4-dinitro-
benzeno (CDNB) 10 mM (12,2 mg de CDNB em 1 ml de etanol absoluto) e
0,900 ml de 6SH 10 mM (3,1 mg de GSH em 1 ml de tampdo fosfato). Foram
efectuadas quatro determinagdes por amostra e a solugdo de reaccdo foi
usada como branco. A absorvancia foi lida, a 25°C, num leitor de microplacas
Multiskan EX, a 340 nm, de 20 em 20 segundos, durante 5 minutos. A
actividade da enzima, calculada com base na lei de Beer-Lambert, foi
expressa em Unidades (U) por mg de proteina, correspondendo uma U a uma

nanomole de substrato hidrolisado por minuto.

LDH

A actividade da enzima LDH foi determinada pelo método
espectrofotométrico de Vassault (Vassault et al, 1983) adaptado a
microplaca (Diamantino et al, in press). Este método baseia-se na

conjugacdo do substrato piruvato com NADH, pela acgdo da LDH, originando
lactato e NAD*, cuja formagdo pode ser monitorizada a um comprimento de
onda de 340 nm. Em cada ensaio, a 0,04 ml de amostra de homogeneizado de
mdsculo foram adicionados 0,25 ml de solugdo Tris/NaCl/NADH e 0,04 ml
de solugdo Tris/NaCl/Piruvato. A solugdo Tris/NaCl/NADH, preparada na

altura da realizacdo do ensaio enzimdtico, foi obtida por dissolugdo de
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0,17mg de NADH em 1 ml de tampdo Tris/NaCl. Esta solugdo foi mantida
num banho termoestatizado a 25°C durante 30 minutos. A solugdo
Tris/NaCl/Piruvato preparada por dissolugdo de 1,07g de piruvato em 1 ml
de tampdo Tris/NaCl. Foram feitas quatro determinagdes por amostra e a
solugdo de reaccdo foi usada como branco. A absorvancia foi lida, a 25°C,
num leitor de microplacas Multiskan EX, a 340 nm, de 20 em 20 segundos,
durante 5 minutos. A actividade da enzima, calculada com base na lei de
Beer-Lambert, foi expressa em Unidades (U) por mg de proteina,
correspondendo uma U a uma micromole de substrato hidrolisado por

minuto.

Fosfatases Serina/Treonina

A actividade das fosfatases serina/treonina foi determinada pelo método
espectrofotométrico de Ekman (Ekman et al.,, 1993) adaptado a microplaca.
Este método baseia-se na conjugagdo do malaquite-verde com os fosfatos
livres na presenga de molibdato, originando o complexo molibdato-verde
malaquite-fosfato que pode ser monitorizado a um comprimento de onda de
600 nm. Na determinacdo da actividade das fosfatases foi utilizado um
conjunto de reacgdo "Serine/Threonine Phosphatase Assay System”. Em
cada ensaio, foram adicionados a uma mistura de reac¢do (A) 0,005 ml de
amostra de homogeneizado de figado e 0,05 ml de uma mistura tinta/aditivo
de molibdato. A mistura A foi preparada na altura da realizagdo do ensaio
enzimdtico, por adigdo de 0,01 ml de tampdo para as fosfatases a 0,005 ml
de ImM fosfopéptido. A mistura tinta/aditivo consistia em 0,01 ml de

aditivo de tinta molibdato em 1 ml de solucdo de tinta de molibdato. Foram
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feitas trés determinac8es por amostra e a mistura foi usada como branco.

A absorvincia foi lida, a 25°C, num leitor de microplacas Multiskan EX: a
600 nm, apés um periodo de incubagdo de 15 minutos. A actividade da
enzima, calculada com base na lei de Beer-Lambert, foi expressa em pmol

fosfato hidrolisado por minuto por mg de proteina.

2.8. Determinagdo da concentragdo de proteina

A concentragdo da proteina das amostras foi determinada, em triplicado,
pelo método de Bradford (Bradford, 1976), adaptado a microplaca (Herbet
et al, 1995/96) utilizando vy-globulinas de bovino como padrdo.
Resumidamente, a 0,01 ml de amostra foram adicionado 0,250 ml de uma
solugdo de Bio-Rad diluido em dgua ultra-pura numa proporgdo de 6:24.
Foram efectuadas quadro padrdes com diferentes concentragées da
solugdo-padrdo de y-globulinas de bovino em dgua ultra-pura. Foram feitas
quatro determinagdes por amostra. A absorvdncia foi lida num leitor de
microplacas Multiskan EX, a 600 nm, apdés um periodo de incubagdo de 15

minutos.

2.9 Reagentes e compostos quimicos utilizados

O hidrogenocarbonato de sédio, o sulfato de magnésio pentahidratado, o

cloreto de potdssio, o sulfato de cdlcio dihidratado, o hidrogenofosfato de
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dipotdssio, o dihidrogenofosfato de potdssio, o etfanol, o tris-
(hidroximetil)metilamina e cloreto de sédio foram fornecidos pela MERCK
(Alemanha). A acetiltiocolina, o dcido 5,5-ditio-bis(2-nitrobenzdico), a
glutationa, o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno, o NADH, o piruvato, o EDTA, o
DTT e as y-globulinas de bovino foram fornecidos pela SIGMA (USA). O
reagente para a determinagdo da proteina (reagente de Bradford) foi
fornecido pela BIO-RAD (Alemanha). O conjunto de reacgdo para
determinagdo das fosfatases serina/treonina foi fornecido por Promega

(USA).

2.10. Andlise estatistica dos dados

Em cada ensaio, os diferentes tratamentos utilizados em cada teste de
toxicidade foram comparados utilizando a Andlise de Variancia (ANOVA)
Unifactorial. Os valores da Concentracdo de Efeito Ndo Observado (CENO)
e da Concentracdo de Efeito Observado (CEO) foram determinados

utilizando o teste de Dunnet (Zar, 1996).

Mestrado em Ecologia Aplicada 35



Resultados

III - RESULTADOS

3.1. Testes agudos in vitro baseados em biomarcadores

3.1.1. AChE

Na figura 7 estdo representadas as médias de actividade da AChE obtidas
para cada tratamento de concentragdo de MCYST-LR, com as respectivas
barras de erro-padrdo. Ndo foram encontradas diferengas significativas na

actividade da AChE entre os vdrios tratamentos (F=0,87; g.1.=6, 14; p>0,05).

250
200

150
100
50 - I
o
CTR

120 240 480 960 1920
Concentragao da MCYST-LR (ug/ml)

Actividade da AChE
(U/ mg prot.)

Figura 7: Actividade da AChE em fungdo da concentragdo de MCYST-LR. Os valores

correspondem a média de 3 réplicas (3 peixes) com as respectivas barras de erro-padrdo.
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Em relacdo & variagdo da actividade da AChE em fungdo da concentragdo de
CYN foram encontradas diferencas significativas na sua actividade (F=10,19
:g.1.=6, 14; p<0,05) (Figura 8), sendo o valor de CEO igual a 250 pg/ml e o de
CENO igual a 125 pg/ml.
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E 2 100
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©
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CTR 15,75 31,75 62,5 125 250 500
Concentragao de CYN (ug/ml)

Figura 8: Actividade da AChE em fungdo da concentragdo de CYN. Os valores
correspondem & média de 3 réplicas (3 peixes) com as respectivas barras de erro-padrdo.

* significativamente diferente do controlo (p<0,05)
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312, 65T

Ndo foram encontradas diferengas significativas na actividade das GST em
funcdo da variagdo da concentracdo de MCYST-LR (F=0,02; g.l.=6, 14;
p>0,05) (Figura 9A) e da CYN (F=0,03;g.1.=6, 14; p>0,05) (Figura 9B).
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Figura 9: Actividade das GST em fungdo da concentragdo de MCYST-LR (A) e da CYN (B).
Os valores correspondem & média de 3 réplicas (3 peixes) com as respectivas barras de

erro-padrdo.
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3.1.2.LDH

Ndo foram registadas diferencas significativas na actividade da LDH em
funcdo da concentragdo de MCYST-LR (F=0,33; g.l.=6, 14, p>0,05) (Figura
10A) e da CYN (F=0,36; g.1.=6, 14; p>0,05) (Figura 10B).
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Figura 10: Actividade da LDH em fungdo da concentragéio de MCYST-LR (A) e da CYN (B).
Os valores correspondem & média de 3 réplicas (3 peixes) com as respectivas barras de

erro-padrdo.
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3.2. Testes agudos in vivo baseados em biomarcadores

3.2.1. Pardmetros fisico-quimicos

Os pardmetros fisico-quimicos registados no decorrer das 96 horas dos

testes in vivo com MCYST-LR e CYN estdo apresentados nas tabelas 2 e 3.

Os valores representam as médias das leituras efectuadas no decorrer dos

quatro dias de teste, em cada um dos recipientes teste, com os respectivos

erros-padrdo.

Tabela 2. Valores médios e respectivos erros-padrdo obtidos para os pardmetros dos

testes in vivo com MCYST-LR,

MCYST-LR(ug/!)

CTR 15.25 24 4 39.0 62.5 100
Pardmetros
pH 8,2+0,02 | 8,2+0,03 8,3+0,02 8,3+t0,01 | 8,2+0,01 | 8,3+0,02
O, (mg/l) 8,9+0,02 | 8,8+0,03 8,9+0,02 8,9+0,03 | 8,8+0,02 | 8,8+0,02
T (°C) 18,8+0,21 | 18,8+0,11 | 189+0.23 | 18,7+0,12 | 18,6+0,23 | 18,8+0,24
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Tabela 3. Valores médios e respectivos erros-padrdo obtidos para os pardmetros dos

testes in vivo com CYN.

CYN(ug/1)

CTR 9.5 15.25 24.4 39.0 62.5

Pardmetros

pH 8,3+0,023 | 8,310,021 | 8,310,020 | 8,3+0,017 | 8,3+0,021 | 8,2+0,09

0, (mg/|) 8,8+0,03 | 8,8+002 | 8,7+003 | 88+0,04 | 8,7+0,03 | 8,7+0,03

T (°C) 18,8+0,20 | 18,2+0,11 | 185+0,11 | 18,5+0,11 | 18,2+0,09 | 18,2+0,12

3.2.2. Biomarcadores

3.2.2.1 AChE

Na figura 11 estdo representadas as médias de actividade da AChE obtidas
para cada concentragdo de MCYST-LR com as respectivas barras de erro-
padrdo. Foram encontradas diferengas significativas na actividade da AChE

entre os diversos tratamentos (F=13,09; g.|.=5, 48; p<0,05).

Houve um decréscimo da actividade da enzima desde a concentragdo de
15,25 ug/l até 62,5 25 ng/l de MCYST-LR tendo ocorrido um aumento na
dltima concentragdo. O valor de CEO é de 100 ng/l e o CENO é igual a 62,5

ug/l.

Em relagdo a variacdo da actividade da AChE em fungdo da concentragdo de
CYN ndo foram encontradas diferengas significativas (F=091; g.l.=5, 48:
p>0,05) (Figura 12).
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Figura 11 - Actividade da AChE em fun¢do da concentracdo de MCYST-LR. Os valores
correspondem & média de 9 réplicas (9 peixes) com as respectivas barras de erro-padrdo.

* significativamente diferente do controlo (p<0,05)
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Figura 12 - Actividade da AChE em fungdo da concentracdo de CYN. Os valores

correspondem d média de 9 réplicas (9 peixes) com as respectivas barras de erro-padrdo.
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32226S5T

Na actividade da enzima GST ndo foram encontradas diferengas

significativas em fungdo da concentragdo de MCYST-LR (F=2,36; g.1.=5, 48;

p>0,05) (Figura 13).

1525 244 39,1 62,5
Concentragao da MCYST-LR (ug/l)

Actividade das GST
(U/mg prot.)
- N w i (@3]
(@] o o o = o

Figura 13 - Actividade das 6ST em fungdo da concentragdo de MCYST-LR. Os valores

correspondem & média de 9 réplicas (9 peixes) com as respectivas barras de erro-padrdo.

No que diz respeito & variagdo das 6ST em fungdo da concentracdo de CYN
ndo ocorreu variacdo significativa na sua actividade (F=2,43; g.l=5, 48;

p>0,05) (Figura 14).
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Figura 14 - Actividade das GST em fungdo da concentragdo da CYN. Os valores

correspondem a média de 9 réplicas (9 peixes) com as respectivas barras de erro-padrdo.

3.2.2.3.LDH

Na figura 15 estd representada a actividade da LDH em fungdo da
concentragdo de MCYST-LR. Houve alteragdes significativas na actividade

da enzima (F=8,6; g.l.=5, 48; p<0.05) apenas no primeiro tratamento.

No que diz respeito & CYN ndo ocorreu variagdo significativa na actividade

da enzima LDH (F=1,32; g.1.=5, 48; p>0,05) (Figura 16).
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Figura 15 - Actividade da LDH em fungdo da concentragdo da MCYST-LR. Os valores
correspondem & média de 9 réplicas (9 peixes) com as respectivas barras de erro-padrdo.

* significativamente diferente do controlo (p<0,05)
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Figura 16 - Actividade da LDH em fungdo da concentragdo da CYN. Os valores

correspondem a média de 9 réplicas (9 peixes) com as respectivas barras de erro-padrdo.
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3.2.2.4 Fosfatase Serina/Treonina

Nas figuras 17 e 18 sdo apresentadas as médias da actividade da fosfatase
Serina/Treonina um fungdo da concentragdo da MCYST-LR e de CYN,

respectivamente, com as respectivas barras de erro-padrdo.

Relativamente @ MCYST-LR e a CYN ndo foram detectadas diferencas
significativas nas diversas concentragdes (F=08; g.l.=5, 12; p>0,05 e
F=0,08; g.1.=b, 12; p>0,05), respectivamente. Nota-se, no entanto, um ligeiro
decréscimo na actividade da enzima em todas as concentragdes, no que se

refere aos tratamentos realizados com MCYST-LR.
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15,25 244 39,1 62,5
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Figura 17 - Actividade da Fosfatase Serina/Treonina em fungdo da concentragdo da
MCYST-LR. Os valores correspondem & média de 9 réplicas (9 peixes) com as respectivas

barras de erro-padrdo.
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Figura 18 - Actividade de Fosfatase Serina/Treonina em funcdo da concentragdo da CYN.
Os valores correspondem & média de 3 réplicas (3 peixes por réplica) com as respectivas

barras de erro-padrdo.

3.3. Testes cronicos baseados em biomarcadores

3.3.1. Parametros fisico-quimicos

Os pardmetros fisico-quimicos registados no decorrer dos 28 dias dos
testes crénicos com MCYST-LR e CYN estdo representados nas tabelas 4 e
5. Os valores representam as médias das leituras efectuadas no decorrer

dos 28 dias do teste, com os respectivos erros-padrdo.
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Tabela 4. Valores médios e respectivos erros-padrdo obtidos para os pardmetros dos

testes cronicos com MCYST-LR.

CYST-LR (ug/l)
CTR 2,32 3,7¢ 5,95 9,53 15,25
Pardmetros 41
PH 8,0+0,113 | 8,0+0,116 | 8,0+0,121 | 8,0+0,127 | 8,0+0,129 @ 8,0+0,132
02 (mg/1) 78+006 | 79+006 | 7,8+006 | 79+0,06 | 7,9+0,05 7,9+0,06
T (°C) 20+0,28 | 20,1+0,27 | 20+0,28 | 20+0,27 | 199+0,27 | 19,9+0,22

Tabela 5. Valores médios e respectivos erros-padrdo obtidos para os pardmetros dos

testes crénico com CYN.

Mestrado em Ecologia Aplicada

CYN(ug/)
CTR 2,32 3,72 5,95 9,53 15,25
Pardametros
PH 8,310,017 |8,3+0,017 |8,3+0,019 (8,340,017 |8,4+0,014 |8,3+0,017
02 (mg/1) 6,7+0,112 |6,7+0,057 | 6,7+0,063 | 6,840,065 | 6,7+0,075 | 6,61+0,058
T (°C) 212+0,40 |21,2+047 |21,1+0,39 |21,1+0,40 2144041 |215+0,38
48
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3.3.2. Mortalidade/peso

Os valores de mortalidade obtidos apés 28 dias de exposigdo dos peixes aos

diferentes tratamentos estdo representados na figura 19.

80

% Mortalidade
N
o

232 3,72 5,95 9,53
Concentracao das toxinas (ug/l)

o o

EMCYST-LR

BCYN

15,25

Figura 19 - Percentagem de mortalidade de Brachydanio rerio em fungdo da concentragdo

de toxina utilizada

No teste crénico os peixes foram pesados antes do inicio do teste e no fim

do mesmo. Na tabela 6 estd representada a variagdo média dos valores

obtidos quer para a microcistina quer para a cilindrospermopsina. O sinal

negativo significa perda de peso por parte dos peixes.

Tabela 6. Variagéo média dos valores do peso (g) no teste crénico.

centragdo(ng/|)
Toxina 0 2,32 3,72 5.95 953 1525
MCYST-LR 0254 | 0163 | 0,327 | 0,260 | 0,154 | 0,172
CYN 0,172 | -0,108 | -0,069 | -0,101 | -0,061 | -0,063
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3.3.3. Biomarcadores

3.3.3.1. AChE

As figura 20 e 21 apresentam as médias da actividade da AChE, obtidas nos
testes crénicos, para cada concentragdo de MCYST-LR e CYN, com as
correspondentes barras de erro-padrdo. Ndo foram detectadas diferengas
significativas na sua actividade (F=0,9; g.l.=5, 48 p>0,05 e F=0,99; g.|.=5,
12; p>0,05, respectivamente).
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S 40
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2,33 7,2 15,25
Concentrac_;ﬁo da MCYST-LR (ug/l)

Figura 20 - Actividade da AChE em fungdo da concentragdo da MCYST-LR. Os valores

correspondem a média de 9 réplicas (9 peixes) com as respectivas barras de erro-padrdo.
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Figura 21 - Actividade da AChE em fungdo da concentragdo da CYN. Os valores

correspondem a média dos sobreviventes com as respectivas barras de erro-padrdo.

3.3.3.2. 65T

As figuras 22 e 23 apresentam as médias da actividade das 6ST em fungdo
da concentragdo da MCYST-LR e da CYN, com as respectivas barras de

erro-padrdo.

Para a MCYST-LR foram registadas diferengas significativas nos dltimos
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* significativamente diferente do controlo (p<0,05)
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Figura 23 - Actividade das GST em funglo da concentracdo de CYN. Os valores

correspondem & média dos sobreviventes com as respectivas barras de erro-padrdo.

3.3.3.3. LDH

Nas figuras 24 e 25 estdo representadas as médias da actividade da LDH
obtidas para cada concentragdo de MCYST-LR e CYN, com as respectivas
barras de erro-padrdo. Foram detectadas diferengas significativas na

actividade da enzima, com MCYST-LR (F=95,94; g.l.=b, 48; p<0,05) (Figura
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24). Em relacdo aos tratamentos com CYN foram detectadas diferencas

apenas na primeira concentragdo (F=3,95; g.1.=5, 12; p<0,05) (Figura 25).

Figura 24 - Actividade da LDH em fungdo da concentragdo de MCYST-LR. Os valores
correspondem & média de 9 réplicas (9 peixes) com as respectivas barras de erro-padrdo.

*significativamente diferente do controlo (p<0,05)

© oo
o N o

&=

&=

20 0
oMM whrw
l l

Actividade da LDH (U/mg prot.)
o

3,7

2,3 7,2 15,25
Concentragao da CYN (ug/l)

Figura 25 - Actividade da LDH em fungdo da concentragdo de CYN. Os valores
correspondem & média dos sobreviventes com as respectivas barras de erro-padrdo.

*significativamente diferente do controlo (p<0,05)

3.3.3.4. Fosfatases Serina/Treonina

Mestrado em Ecologia Aplicada 53



Resultados

Pode-se observar as médias da actividade da fosfatase Ser/Thr em funcdo
da concentragdo da MCYST-LR na figura 26 e da CYN na figura 27 com as

respectivas barras de erro-padrdo.

Em relagdo @ MCYST-LR foram detectadas diferengas significativas em
diversas concentragdes (F=14,88; g.1.=5, 12; p<0,05), sendo o valor de CEO
de 2,33 ug/l (Figura 26). Para CYN sé se verificara diferencas na ultima
concentragdo (F=6,07; g.1.=5, 12; p<0,05), sendo o valor de CEO de 2,33 ng/I

I | I I

2,33 15,25
Concentragéo da MCYST-LR (ugll)

Actividade da Fosf. Ser/Thr
(pmol fosf./min/mg prot.)
O~ N WAoo N ©

Figura 26 - Actividade da Fosfatase Ser/Thr em fungdo da concentragdo de MCYST-LR.
Os valores correspondem a média de 3 réplicas (3 peixes por réplica) com as respectivas

barras de erro-padrdo. *significativamente diferente do controlo (p<0,05)
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Figura 27 - Actividade da Fosfatase Ser/Thr em fungdo da concentragdo de CYN. Os
valores correspondem & média dos sobreviventes com as respectivas barras de erro-

padrdo; *significativamente diferente do controlo (p<0,05).
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IV - DISCUSSAO

O aumento da eutrofizagdo das massas de dgua doce tem levado ao aumento
da densidade de cianobactérias. Como as microcistinas sdo agentes
promotores de tumores em animais e no Homem, e atendendo a que a
exposigdo pode ocorrer também por ingestdo de dgua potdvel, deve ser dada
particular atengdo aos efeitos subletais destas toxinas. A transferéncia de
toxinas produzidas por cianobactérias ao longo da cadeia tréfica atingindo
os seres humanos, estd bem documentada (Anderson e White, 1992 in
Amorim e Vasconcelos, 1999). Foi estabelecido pela Organizagdo Mundial de
Saude (WHO) que o valor mdximo permissivel de concentragdo de
microcistinas presente em dgua potdvel é de 1 pg/L (WHO, 1998). E crucial
determinar o efeito a longo prazo de baixas concentragdes de microcistinas
em dgua potdvel. Esta necessidade foi reconhecido pela Organizagdo
Mundial de Salide (WHO) (Chorus et al, 1999). Relativamente a
cilindrospermopsina ndo hd dados suficientes sobre a sua toxicidade de

modo a estabelecer valores de referéncia.

Os métodos usados mais usualmente para detec¢do da toxicidade de
cianobactérias sdo a combinagdo do método quimico - ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) com o ensaio de inibigdo da proteina
fosfatases - PPTA. O seu uso tem algumas vantagens, porque com o método
ELISA pode-se confirmar a presenga/auséncia das microcistinas e com

PPIA ¢ possivel ter indicacdo da sua actividade (Carmichael, 1997).

Segundo Boudicha et al. (1998) o ensaio da fosfatase 2A dd uma boa
indicagdo de microcistinas mesmo para concentragées muito baixas,

inferiores a Ing/L. Contudo, a identificagdo quimica das toxinas é necessdria
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como controlo. Técnicas convenientes parecem ser pré-concentracdes e

electroforese por capilaridade, que utilizam amostras pequenas.

Eynard e seus colaboradores sugerem que além do ensaio de inibi¢do da
fosfatase, este deve ser combinado com outro método quimico como o HPLC
(High-performance liquid chromatography) (Eynard et al, 2000). O
consenso entre aqueles que usam os métodos analiticos consiste no facto de
um método simples ndo ser suficiente para a identificagdo e apuramento
correcto da quantificagdo das microcistinas. A melhor tentativa para
monitorizar é usar uma combinacdo de testes e métodos quantificativos
sofisticados. Para detectar as neurotoxinas tem sido utilizado o ensaio de

enzimas com anticolinesterase (Carmichael, 1997).

Para identificacdo e deteccdo da nova toxina - cilindrospermopsina tém sido
usados bioensaios (testes com ratos) para determinar a toxicidade de C.
raciborskii (Falconer et al., 1999; Seawright et al, 1999). Estes testes
fornecem uma indicacdo da sua toxicidade, embora eles ndo possam ser
usados para quantificar estes compostos na dgua. Técnicas analiticas tais
como HPLC com detecgdo UV (Harada et al., 1994), podem ser vidveis para

determinar a presenca de cilindrospermopsina na dgua.

A inibicdo da AChE é utilizada, normalmente, como biomarcador indicativo
da exposicdo e/ou contaminagdo por pesticidas organofosforados e
carbamatos. No entanto, nos dltimos anos verificou-se que alguns metais
(e.g. cobre, chumbo, zinco), detergentes e misturas de poluentes podiam
também inibir a enzima, a concentracdes ecologicamente relevantes
(Bocquené et al., 1995; Devi e Fingerman, 1995; Galgani et al., 1992; Garcia
et al., 2000: Guilhermino et al., 1996a, 1998a, 1998b). A inibi¢do, a
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verificar-se também por hepatotoxinas, poderia inviabilizar o uso desta

enzima para diagnosticar a presenga de neurotoxinas na dgua.

Neste estudo ndo se observou efeitos significativos na actividade da AChE,
por acgdo da toxina MCYST-LR, nos testes in vitro e nos testes crénicos.
Estes resultados estdo de acordo com os obtidos com Dapnia pulicaria, em
que se verificou que extractos provenientes de M. aeruginosa, ndo inibiam a
actividade da AChE (Barros et al, 1998). Relativamente aos resultados
obtidos in vivo registando-se um aumento na (ltima concentragdo. Dever-
se-d, num futuro, testar concentracées mais elevadas de modo a confirmar

estes resultados.

Em relagdo a CYN a actividade da AChE sé foi inibida apds incubagdo (in
vitro) a concentracdes iguais ou superiores a 250ug/ml, ndo ocorrendo nem
nos testes in vivo nem nos testes cronicos. Estes resultados sugerem que a

CYN a altas concentragdes podera inibir a sua actividade.

Em relacdo a actividade da enzima GST, apenas se verificou um aumento
significativo com a MCYST-LR, o que estd de acordo com Vinagre et al.
(2001) que detectaram a indugdo da actividade da GST por parte das

microcistinas em Chasmagnathus granulata.

Trabalhos realizados in vitro com a conjugagdo da glutationa/cisteina e
microcistinas sugerem que esta ligagdo pode ser importante para o
metabolismo e excrecdo das microcistinas (Carmichael, 1997). No entanto,
neste trabalho, ndo se verificou nenhum efeito in vitro na actividade GST
quando incubada com MCYST-LR.

Assim, oS ensaios enzimdticos realizados in vitro e in vivo /crénicos com a

MCYST-LR revelaram efeitos diferentes. Enquanto que os estudos in vitroe
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in vivo demonstraram nenhum efeito na actividade das GST na presenca de
MCYST-LR, o resultado obtido nos testes cronicos demonstraram uma
inducdo dessa mesma actividade. Estes resultados sugerem que ndo hd um
efeito directo na enzima mas um aumento da actividade resultante da

utilizagdo da via da glutationa durante a destoxificagdo da toxina.

Efectivamente, trabalhos publicados indicam que a microcistina pode
conjugar-se com a glutationa (Pflugmacher et al., 1998), o que representa

um processo de destoxificacdo destas substancias.

Runnegar et al. (1994) referem que apés uma incubacdo de 18 horas de
cilindrospermopsina com hepatdcitos, se verificou uma diminuigdo da
glutationa (6SH), o que sugere que a GSH estd envolvida na destoxificagdo
de CYN. No entanto, neste trabalho ndo se observou alteracdes da GST
apés a exposigdo & CYN. As brdnquias parecem ter um papel fundamental,
pois sdo elas que permitem a passagem directa através do epitélio branquial
antes de entrar na corrente sanguinea. Assim, o metabolismo branquial pode
influenciar grandemente a concentragdo dos tdxicos no interior do
organismo (Bruijn et al., 1993). Nos peixes usados para a CYN observou-se
um alteracdo e inchago das brdnquias dos peixes o que podera explicar os
resultados na actividade das GST com a CYN, uma vez que estes resultados
ndo seriam os esperados. Além disso, o lote usado para estes ensaios eram

diferentes dos usados para as microcistinas.

A LDH intervem no metabolismo energético. Esta enzima actua no processo
glicolitico, em anaerobiose, fornecendo assim, energia ao organismo de

maneira a que todas as fungdes vitais continuem em funcionamento. A
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alteracdo na actividade da enzima LDH tem sido considerada como um

indicador de "stress" (Guyton, 1992).

Neste trabalho foi observado um aumento da actividade da LDH apds
exposicdo & MCYST-LR, apés exposigdo longa, ndo se verificando alteragdes
na enzima apos exposi¢do curta e nos ensaios in vitro. Estes dados estdo de
acordo com Vajcova et al. (1998) e Navrdtils et al. (1998) em que ocorreu
um aumento da LDH apés a aplicagdo de uma dose intraperitonial, em

Hypophthalmichthys molitrix Val e Cyprinus carpio L..

O facto de nos ensaios in vitro a actividade da LDH ndo ter sido alterada,
mas em contrapartida ter ocorrido uma indugdo nos testes crénicos, sugere
que ndo se trata de um efeito directo na enzima mas sim de uma resposta
do organismo como um todo, por exemplo, para obter energia de uma forma
rdpida, recorrendo da via anaerdbica. Estes resultados estdo em
conformidade com os obtidos por outros autores (Vajcova et al.,1998;

Navrdtils et al., 1998; Dias et al.,, 2001).

No que se refere a CYN sé se constatou uma alteragdo nos testes cronicos,
ocorrendo um aumento na primeira concentragdo. Segundo Runnegar et al.
(1994) a CYN causa morte das células pelo que ocorre a libertagdo da LDH,

devido a ruptura da membrana celular.

A regulagdo dos niveis da fosforilagdo proteica nas células € crucial para a
manutengdo da homeostasia (Dawson et al., 1999) e para muitos processos
celulares importantes (Cohen, 1989; Shenolikar, 1995). Devido a natureza
reversivel da fosforilagdo, hd geralmente uma relagdo antagénica entre a
activagdo dos processos celulares realizados pelas proteinas cinases e a

desactivagdo dos sinais celulares pelas fosfatases proteicas (Lavigne et al.,
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2000). As microcistinas sdo uma familia de toxinas potentes para o figado
produzidas pelas cianobactérias. Nestes dltimos anos fem-se vindo a
concluir que ndo s6 os mamiferos, mas também os peixes estdo sujeitos a
este tipo de toxinas naturais (Tencalla et al., 1997). Foram relatados casos
de mortes de peixes (e.g. Cyprinus carpio) que se alimentavam de

cianobactérias (Viala et al., 1986 in Tencalla et al., 1997).

Neste estudo observou-se uma inibicdo da actividade serina/treonina
fosfatase apenas nas concentragdes de 2,3 a 5,9ug/ml nos testes crénicos
com MCYST-LR, ocorrendo uma recuperagdo da sua actividade a
concentragdes superiores. Esta recuperagdo pode ser devido ao facto que
nestas duas Ultimas concentragdes a proteina existente nas amostras ser
mais elevada. O facto de ndo se ter observado uma inibigdo nos testes in
vivo pode ser devido ao facto de que novas enzimas sdo produzidas por
parte das células hepdticas funcionais de modo a tentar manter um certo

equilibrio, tal como é sugerido por Tencalla et al. (1997).

Relativamente a cilindrospermopsina verificou-se um aumento na dltima
concentracdo e como esta toxina ndo € considerada como inibidora das

fosfatases serina/treonina ndo se estaria d espera que tal ocorresse.

As concentragdes testadas neste trabalho para as diferentes toxinas,
nomeadamente nos testes crénicos sdo ecologicamente relevantes e tém
sido detectadas em dguas portuguesas (Vasconcelos et al., 1996). No que se
refere ds concentracdes nos testes in vitro, estas ndo sdo ecologicamente
relevantes, pois sdo concentragdes que ndo aparecem nos ecossistemas

aqudticos, mas t€m um interesse a um nivel bioquimico.
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E um facto que um organismo exposto a compostos tdxicos pode levar a
deplecgdo das suas reservas energéticas e em consequéncia afectar o seu
crescimento, o seu potencial reprodutivo assim como a sua sobrevivéncia.
Analisando os resultados obtidos em relagdo & morte/peso dos peixes nos
testes crénicos, verificar-se que com a CYN ocorreu uma grande
percentagem de mortes, assim como uma diminui¢do de peso, devido talvez a
necessidade de gasto de energia adicionais. Assim, os organismos quando
expostos a cilindrospermopsina durante 28 dias apresentaram sinais de
toxicidade (e.g. movimentos errdticos e morte). A elevada mortalidade dos
peixes em presenca da CYN, em comparacdo com a microcistina, leva a
pensar que a sua ocorréncia na dgua de consumo animal ou utilizadas em
actividades recreativas pode vir a ser perigosa para os seres vivos que a
consumirem. Deverd num futuro realizar-se mais estudos aprofundados

sobre esta nova toxina.

Para a MCYST ndo ocorreu indicios de letalidade ou retardagdo do
crescimento/peso. Estes dados estdo de acordo com os de Falconer e seus
colaboradores, os quais ndo forneceram similarmente qualquer indicio de
mortalidade embriondria ou redugdo da fertilidade nos ratos expostos a
microcistina em doses de 750 ug/Kg de peso corporal por dia administrada
através da dgua que bebiam desde crias até e durante o acasalamento

(Falconer et al., 1988 in Gupta, 1998).

Em Portugal hd um programa de monitorizacdo para as espécies tdxicas do
fitoplancton e suas toxinas em bivalves marinhos. Contudo, os ensaios
animais ou as técnicas quimicas usadas nesses programas sdo especificos
para as neurotoxinas. As hepatotoxinas ndo sdo monitorizadas e por isso em

estudrios eutrofizados como o rio Minho e do Guadiana é possivel a
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existéncia hepatotoxinas que ndo sdo detectadas (Vasconcelos, 1999). Em
virtude disso serd necessdrio encontrar indicadores da sua detecgdo. A
utilizagdo de um conjunto de biomarcadores enzimdticos (e.g. AChE, LDH,
GST, Fosfatase Ser/Thr) para avaliar a toxicidade de MCYST-LR e CYN na
espécie Brachydanio rerio demostrou ser mais eficaz na detecgdo da

MCYST-LR do que da CYN.
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ANEXO

VI. ANEXO

Os resultados deste estudo encontram-se parcialmente publicados na forma

de resumo:

» Fernandes, E., Vasconcelos, V, Guilhermino, L. (2001). In vivo and In
Vitro Effects of Microcystin on Several Biomarkers ofBrachydanio
rerio, 11th Annual Meeting of SETAC Europe ("From basic science to
decisison-making "The Environmental Odissey""), pp. 225.

» Fernandes, E.A., Vasconcelos, V., Saker, M., Guilhermino, L. (2001). In
vivo Effects of Cilindrospermopsin on Biomarkers of Brachydanio rerio,

Biomarkers of Environmental Contamination , pp. 196.
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