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RESUMO

FloragcOes de cianobactérias representam potencial risco para os animais, inclusiveos seres
humanos, pelo fato de produzirem compostos toxicos que comprometem a qualidade da
agua. A fim de minimizar o risco de exposicdo as cianotoxinas e confirmando a
necessidade de se estabelecer um monitoramento para garantir a seguranca, a OMS
(Organizacdo Mundial da Salde) e os Orgdos responsaveis pela gestdo da agua em cada
pais, desenvolveram um quadro de recomendacgdes para 0 manejo de toxinas de algas em
aguas potaveis e recreativas, com valores méaximos permitidos de cianotoxinas. Nesse
sentido, o presente estudo avaliou as técnicas bioldgicas utilizadas para deteccdo das
cianotoxinas microcistina-LR, cilindrospermopsina, saxitoxina e anatoxina, bem como,
compreender mecanismos de toxicidade neuroldgicas, digestivas e genotdxicas
ocasionados por esses compostos secundarios. Assim, no 1° capitulo foi realizado um
estudo de revisdo sobre as técnicas bioldgicas utilizadas para detec¢do das cianotoxinas:
bioensaios com organismos modelos, ensaio de inibicdo da proteina fosfatase (PPIA) e o
ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA). Dentre essas técnicas, 0 ensaio ELISA é o
mais comumente utilizado, no entanto, esse método ndo é tdo eficaz na deteccdo de toxinas
como a saxitoxina e cilindrospermopsina. Pois, esse método pode subestimar a
concentracdo dessas toxinas quando mais de uma variante se faz presente. Diante disso,
faz-se necessario abordagens analiticas capazes de quantificar toxinas multiclasses em
matrizes ambientais, e assim direcionar para um tratamento mais eficaz da agua de
reservatorios destinados ao abastecimento publico. No 2° capitulo foram avaliados os
possiveis efeitos neurolégicos, digestivos e genotoxicos das cianotoxinas (microcistina-LR
(MC-LR), cilindrospermopsina (CYN), saxitoxina (STX), e anatoxina (ATX)) em
concentragdes baixas e em valores maximos permitidos (VMP) pela OMS e pela legislacdo
brasileira (CONAMA e Ministério da Saude), utilizando o peixe-zebra como organismo
modelo. Ent&o, foi observado que a exposi¢édo as cianotoxinas (MC-LR, CYN, STX, ATX)
nas concentragdes testadas induziu efeitos bioquimicos e genotdxicos no sistema nervoso e
digestivo do peixe-zebra, além disso, os resultados aqui encontrados servem como alerta e
gatilhos para novos estudos no que diz respeito aos niveis de toxinas permitidos pela

legislacdo na agua usada para abastecimento publico.

Palavras-chave: Desordens metabdlicas;Hepatotoxinas;Neurotoxinas; Perfil da Expressao

Geénica; Qualidade da Agua.



ABSTRACT

Cyanobacterial blooms pose a potential risk to animals, including humans, as they produce
toxic compounds that compromise water quality. In order to minimize the risk of exposure
to cyanotoxins and confirming the need to establish monitoring to ensure safety, the WHO
(World Health Organization) and the bodies responsible for water management in each
country have developed a framework of recommendations for the management of algal
toxins in drinking and recreational waters, with maximum permissible values of
cyanotoxins. In this sense, the present study evaluated the biological techniques used to
detect the cyanotoxins microcystin-LR, cylindrospermopsin, saxitoxin and anatoxin, as
well as to understand mechanisms of neurological, digestive and genotoxic toxicity caused
by these secondary compounds. Thus, in the 1st chapter, a review study was carried out on
the biological techniques used for the detection of cyanotoxins: bioassays with model
organisms, protein phosphatase inhibition assay (PPIA) and the enzyme immunosorbent
assay (ELISA). Among these techniques, the ELISA assay is the most commonly used,
however, this method is not as effective in the detection of toxins such as saxitoxin and
cylindrospermopsin. This method may underestimate the concentration of these toxins
when more than one variant is present. In view of this, it is necessary analytical approaches
capable of quantifying multiclass toxins in environmental matrices, and thus directing
towards a more effective treatment of water from reservoirs intended for public supply. In
the 2nd chapter, the possible neurological, digestive and genotoxic effects of cyanotoxins
(microcystin-LR (MC-LR), cylindrospermopsin (CYN), saxitoxin (STX), and anatoxin
(ATX)) at low concentrations and at maximum permitted values were evaluated (VMP) by
the WHO and Brazilian legislation (CONAMA and Ministry of Health), using zebrafish as
a model organism. So, it was observed that exposure to cyanotoxins (MC-LR, CYN, STX,
ATX) at the concentrations tested induced biochemical and genotoxic effects in the
nervous and digestive system of zebrafish, in addition, the results found here serve as a
warning and triggers for further studies regarding the levels of toxins permitted by

legislation in water used for public supply.

Keywords: Metabolic disorders; Hepatotoxins; Neurotoxins; Gene Expression Profile;
Water quality.
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1 INTRODUCAO

Um dos maiores problemas associados as mudancas climaticas e interferéncia de agdes
antropogénicas dos ecossistemas aquaticos € a eutrofizacdo. A eutrofizagdo contribui para a
alta biomassa fitoplancténica, deplecdo de oxigénio, diminuicdo da transparéncia da agua,
gosto, cheiro e odor desagradaveis e restricdo de atividades recreativas (Mantzouki et al.,
2016; Janssen, 2019). Muitos desses problemas sdocausados pela prevaléncia das
cianobactérias, muitas das quais sdo indesejaveis do ponto de vista de qualidade da &gua
(Brasil et al., 2016; Havens et al., 2017).

As cianobactérias podem produzir uma ampla gama de metabolitos secundarios,
incluindo as cianotoxinas, que podem causar implicacdes na salde da vida aquatica, animais
terrestres, e até mesmo humanos (Baiget al., 2017; Funari et al., 2017; Qiao et al., 2019).As
toxinas produzidas pelas cianobactériaspertencem a vérias classes com propriedades fisico-
quimicas, estruturais e mecanismos de agdes toxicologicas diferentes. Ascianotoxinas podem
ser classificadas em hepatotoxicas (microcistina, nodularina, cilindrospermopsina),
neurotdxicas (anatoxina-a, saxitoxina) ou dermatotoxicas(Buratti et al., 2017; Zhao et al.,
2019). Além disso, também sdo consideradas citotoxicas, imunotoxicas e genotoxicas (Chen
et al., 2020).

Diante dessas circunstancias, os efeitos toxicos das cianotoxinas tém sido amplamente
estudados. Dentre essas, as microcistinas (MCs) e cilindrospermopsina (CYN) estdo entre as
maisfrequentemente investigadas devido a sua toxicidade e ampla distribuicdo (Spoofand
Catherine, 2017). As MCs possuem cerca de 246 variantes, sendo a forma MC-LR a mais
toxica
e frequentemente observada em floragbes de cianobactérias (Diez-Quijada et al., 2019). Sua
acdo toxica esta relacionada a inibi¢éo das proteinas fosfatases 1 (PP1) e 22 (PP2A) (Dietrich
andHoeger, 2005; Papadimitriou et al., 2018). Além disso, é reconhecida por induzir o
estresse oxidativo (Buratti et al., 2017), alterar atividades enzimaticas (Moreno et al 2005;
Atencio et al., 2008), induzir apoptose (Zhou et al., 2017) e foi classificada como possivel
carcinogénico (Zegura, 2016). A toxicidade das cilindrospermopsinas (CYN) esta associada a
inibicdo irreversivel da sintese de proteinas, a deplecdo da glutationa (GSH) relacionada ao
estresse oxidativo (Gutiérrez-Praena et al., 2011; Silva et al.,, 2017) e inducdo da

fragmentacdo do DNA (Puerto et al., 2018). Esses mecanismos podem afetar adversamente
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uma ampla variedade de alvos em um organismo (Buratti et al 2017; Guzméan-Guillén et al.,
2017).

Quanto as neurotoxinas, as saxitoxinas sdo responsaveis por bloquearem os canais de
Ca2+ e K+ nas ceélulas cardiacas, evitando a propagacdo da transmissdo elétrica dentro dos
nervos periféricos e musculos esqueléticos ou cardiacos (O’Neill et al., 2016; Christensen&
Khan, 2020). Ja& a anatoxina-a atua como agonista competitivo da acetilcolina, podendo se
ligar a seus receptores de membrana especificos (MAChR), levando ao bloqueio da
transmissdo do sinal neuromuscular, causando superestimulacdo das células musculares
(Ardoz, Molgo e Marsac, 2010; Colas, Duval e Marie, 2020).

Tendo em vista os efeitos toxicos ocasionados por essas cianotoxinas, eo aumento de
intoxicacOes por floracbes de cianobactérias toxicas, limites maximos aceitaveis de toxinas
foram determinados por 6rgdo mundial (OMS) e nacionais (Ministério da Saude (MS) e
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)). A definicdo de limites para a
concentracdo de cianobactérias e suas toxinas requer a necessidade imediata de agdes de
controle e vigilancia da qualidade d'agua. Varios sdo os métodos utilizados para deteccao
desses metabdlitos secundarios, mas os métodos biolégicos como bioensaios em animais para
avaliar a toxicidade de amostras de dguas com florag¢6es, imunoensaio tipo ELISA, e ensaios
de inibicdo enzimatica dominam as analises de cianotoxinas. A escolha do método mais
adequado ira depender do nivel e da qualidade da informacdo desejada. A disponibilidade de
equipamento, o custo da analise, o treinamento pessoal e 0 tempo necessario para a obtencao
de resultados sdo as principais diferengas entre 0s métodos e importantes parametros a serem
considerados durante a definicdo da metodologia. Entretanto, tais metodologias de deteccao
ainda dificultam o monitoramento em pequenas e médias comunidades (Pearson e Neilan,
2008; Mekebriet al., 2009). Diante disso, o presente trabalho traz uma revisao dos principais
métodos bioldgicos utilizados para deteccdo de cianotoxinas.

Para avaliacdo ecotoxicoldgica das cianotoxinas, foi utilizado neste trabalho o peixe
Danio rerio(Hamilton, 1822). Essa escolha teve como proposito o uso de um organismo
aquatico com sensibilidade adequada a poluentes (Brito & da Luz, 2015), o que permitiu a
obtencdo de importantes informagdes sobre 0s possiveis impactos neuroldgicos e intestinais a
gue 0s organismos aquaticos possam estar submetidos em eventos de floracdo de
cianobactérias. Além disso, seguiu os indicativos de que devem ser usados em bioensaios
organismos que sejam sensiveis e representativos para uma das categorias importantes do
meio investigado, neste caso os peixes (Brito & da Luz, 2015; Marins, 2018). Como 0s peixes

de um modo geral respondem aos produtos quimicos no ambiente, 0 peixe-zebra também se
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tornou um organismo modelo para estudos ecotoxicolégicos (Azevedo et al., 2020). E um
bom indicador de contaminacdo de poluentes por possuirfacil adaptacdo e sensibilidade as
condicdes ambientais, ndo requer grande espaco para cultivo e cria¢do, além de sua utilizacéo
ser bem documentada (Meyers, 2018). Isso foi demonstrado com estudos que avaliaram o
efeito de metais pesados e de agrotoxicos utilizando peixe-zebra como modelo (Bridi et al.,
2017; Marins, 2018; Pereira et al., 2018).

Tendo em vista que os trabalhos realizados com peixe-zebra avaliaram os efeitos de
altas concentracdes de cianotoxinas(Kist et al., 2012; Wu et al., 2017; da Silva et al., 2014;
Hou et al., 2015),0 presente estudo visa preencher a lacuna dos efeitos desses compostos
toxicos em concentrages baixas, referente as concentracdes permitidas pela legislagdo na
agua bruta. Neste contexto, os biomarcadores serdo usados para identificar as interacGes entre
as cianotoxinas e a espécie Danio rerio, e, dessa forma, indicar os efeitos causados por esses

compostos no organismo alvo.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Avaliaros métodos bioldgicos utilizados para deteccdo de cianotoxinas, bem como
compreenderas respostas enzimaticas e moleculares como forma de esclarecer mecanismos
pelos quais as cianotoxinas microcistina-LR (MC-LR), cilindrospermopsina (CYN),

saxitoxina (STX) e anatoxina (ATX) podem ser prejudiciaisao peixe-zebra adulto.

1.1.20bjetivos especificos

e Explorar as vantagens e desvantagens dos métodos biologicos utilizados para detec¢édo
de cianotoxinas;

e Estimar alteracdes na atividade enzimatica da enzima acetilcolinesterase extraidasdo
cérebro e musculo do peixe-zebra;

e Estimar alteracbes nas atividades das enzimas digestivas tripsina equimotripsina
extraidas do peixe-zebra;

e Apontar o efeito da microcistina-LR em diferentes transcritos (superéxido dismutase,

acetilcolinesterase, tripsina e quimotripsina) dos tecidos do peixe-zebra.
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2REFERENCIAL TEORICO
2.1 EUTROFIZACAO E CIANOBACTERIAS

A eutrofizacdo é uma preocupacéo global e tem sido considerada uma grande ameaca
aos ecossistemas aquéticos (Figura 1). Esse processo consiste na resposta do ecossistema a
carga de nutrientes, normalmente nitrogénio (N) e fosforo (P), causada pelo efeito de fatores
naturais e atividades antropogénicas como atividades industriais, intensificacdo da
urbanizacdo, despejos de esgotos in natura, entre tantas outras que aumentam as
concentragfes de nutrientes o que acelera a produtividade dos organismos fotossintéticos
(Muri et al., 2018). Como consequéncia tem-se o desequilibrio ecolégico do reservatorio,

levando ao florescimento frequente de cianobactérias.

Figura 1- Ocorréncia de floracGes de cianobactérias toxicas no mundo.

Fonte: Du et al. (2019, p.13)

Dentre os aproximadamente 270 géneros descritos de cianobactérias (Komarek et al.,
2014), 40 estdo relacionados com a producdo de algum tipo de toxina. Entretanto, a medida
que novas  pesquisas  sdodesenvolvidas, novas  espécies  produtoras  de
cianotoxinassdorelatadas. Deste modo, a principio, qualquer cianobactéria pode ser
considerada como potencialmente produtora de cianotoxinas (Bernard et al., 2016).
Dolichospermum, Aphanizomenon, Microcystis, Nodularia e Cylindrospermopsissaoos
géneros mais frequentes em floragdes deaguas superficiais (Munoz et al., 2019).
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Uma das grandes preocupac@es, no que concerne as cianobactérias, esta na capacidade
em biossintetizar e liberar alguns metabdlitos secundarios bioativos, conhecidos como
cianotoxinas (Huang e Zimba, 2019), que sdo armazenadas nas células das bactérias e sao
liberadas para a agua durante processo de predacdo e competicdo (Wood, 2016). Esses
metabdlitos podem afetar a atividade das enzimas celulares de outros organismos, interferir
nas vias de sinalizacdo das células, causar apoptose dos tecidos, e levar a mortalidade (Huang
e Zimba, 2019).

2.2 CIANOTOXINAS

As cianotoxinas divergem em estrutura quimica e sdo classificadas em trés grandes
grupos: peptideos ciclicos, alcalbides e lipopolissacarideos. Em relacéo a toxicidade, toxinas
de cianobactérias sdo classificadas como hepatotoxinas (microcistinas, nodularina),
citotoxinas (cilindrospermopsina), neurotoxinas (anatoxinas, saxitoxinas, B-metilamino-L-
alanina) e dermatotoxinas (lipopolissacarideo, lingbyatoxinas, aplysiatoxina) (Sanseverino et
al., 2017). Dentre eles, as microcistinas (MCs) e particularmente algumas variantes
especificas (por exemplo, MC-LR, MC-RR) sdo as mais frequentemente investigadas e
detectadas (Figura 1) (Buratti et al., 2017; Du et al., 2019).

2.2.1 Microcistinas

MCs sdo toxinas de heptapeptideos ciclicos e mais de 200 isdmeros foram relatados
(Spoof e Catherine, 2017). Entre eles, a microcistina-LR (MC-LR) é o isdbmero mais toxico e
amplamente distribuido (Gupta et al., 2003). O peso molecular de MC-LR é 995,2 Da. A
estrutura quimica de MC-LR (-D-Ala-I-Leu-D-isoMeAsp-I-Arg-1-Adda-D-Glu-Mdha) é
ciclica, em que Adda (3-amino-9-metoxi- acido 2,6,8-trimetil-10-fenil-4,6-diendico) é um
grupo essencial para expressar a toxicidade de MC-LR. Os dois aminoacidos exclusivos do
MC-LR séo a leucina na segunda posi¢cdo e a arginina na quarta posigdo ( Figura 2). A
estrutura ciclica e a presenga dos aminoacidos leucina e arginina tornam a MC-LR resistente
ao calor, hidrolise e oxidagdo. Essas propriedades quimicas da MC-LR aumentam sua
estabilidade e persisténcia no meio ambiente (de la Cruz et al., 2011). A MC-LR também ¢é
altamente resistente aos processos convencionais de tratamento de agua potavel, o que

aumenta o risco de exposigdo animal e humana (Song et al., 2011).
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Figura 2— Representacdo da estrutura molecular da microcistina-LR (MC-
LR), cilindrospermopsina (CYN), saxitoxina (STX) e anatoxina-a (ATX-a).

coom oy a
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Microcistina-LR " /'\/\[r*\")‘\m_ “ Cilindrospermopsina

Saxitoxina
Anatoxina-a

Fonte: Munoz et al. (2019, p.4).

As microcistinas (MCs) estdo entre as toxinas cianobacterianas mais difundidas
detectadas em &guas doces. Elas foram isoladas pela primeira vez da cianobactéria
Microcystis aeruginosa (Carmichael et al. 1990), porém, outros géneros de cianobactérias
também sdo capazes de sintetiza-los: Planktothrix, Dolychospermum, Microcystis,
Radiocystis,  Nostoc,Phormidium,  Aphanizomenon,  Geitlerinema,  Leptolyngbya,
OscillatériaeAphanothece. (Bittencourt-Oliveira et al., 2014; Salmaso et al., 2017).

De maneira geral, a absorcdo de MCs ocorre por meio de polipeptideos
transportadores de anios organicos (OATPs), que sdo expressos em Varios tipos de células
(Chen e Xie, 2016), como enterdcitos, hepatdcitos e células epiteliais renais, e 6rgdos como
coracdo, pulméo, baco, pancreas, cérebro e barreira hematoencefalica (BHE) (Testai et al.,
2016). Isso significa que quantidades significativas de MCs podem atingir o cérebro através
da BBB e induzir patologia cerebral, dependendo do tipo e expressdo de OATPs na BHE, na
barreira sangue-liquido cefalorraquidiano e na membrana da célula neuronal (Westholm et al.,
2009). A distribuicdo sistémica das MCs nos orgdos édependente do grau de perfuséo
sanguinea e dos tipos e nivel de expressdo dos portadores do OATP (Campos e Vasconcelos,
2010; Diez-Quijada et al., 2019). Além disso, foi recentemente evidenciado que MC-LR
induziu a producdo de produtos citotoxicos e citostaticos [Oxido nitrico (NO)), bem como

mediadores pro-inflamatorios, por exemplo, fator de necrose tumoral a, TNF- a e interleucina
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6 (IL- 6)] na linhagem de macr6fagos RAW 264.7 que ndo expressam OATPs 121, 135 e 1b2:
a captacédo ocorreu por meio dos receptores Toll-like (TLRs) (Adamovsky et al., 2015).

O mecanismo de ac¢do mais conhecido das MCs € a inibicao da proteina serina/treonina
fosfatase, que leva a hiperfosforilagdo de proteinas e desencadeia uma cascata de eventos
levando a uma série de respostas celulares, como: modificacdo do citoesqueleto e ruptura dos
filamentos de actina, estresse oxidativo, inducdo de apoptose, reparo de DNA reduzido e
proliferacdo celular levando a promocéo de tumor (Buratti et al., 2017; Catherine et al., 2017;
Qian et al., 2018).

MC-LR é a MC mais estudada entre os diferentes congéneres, devido a sua
ubiguidade, abundancia e toxicidade. Seu alvo principal é o figado, porém é capaz de afetar
outros 6rgdos como o coragdo, rim, cérebro e o intestino (Liu, Zhong e Zeng, 2006).A MC-
LR tem atraido crescente atencdo devido a presencadogene c-myc, um proto-oncogene, que
codifica um fator de transcrigdo envolvido no controle da proliferacdo celular, diferenciagéo e
apoptose, ou seja, pode formar tumores e se tornar ameaca para o organismos (Huiying et al.,
2009). Logo, a expressdo de c-myc desempenha um papel significativo no desenvolvimento
do céancer (Fan et al., 2014). De fato, a Agéncia Internacional de Investigacdo do Cancer
classifica a microcistina-LR como potencialmente cancerigena para o homem (Wang et al.,
2015).

Paralelamente, estudos recentes de genotoxicidadein vivo e in vitro revelaram que a
MC-LR apresenta propriedades genotoxicas, ou seja, € capaz de alterar a estrutura ou fungéo
da molécula de DNA podendo causar doencas em individuos e seus descendentes, além de

aumentar a incidéncia de cancer (Zegura, 2016).

2.2.2 Cilindrospermopsina

Entre as cianotoxinas, a cilindrospermopsina (CYN) vem se tornando uma das toxinas
mais importantes da dgua doce em todo o mundo (de La Cruz et al., 2013),sendo produzida
por um grande ndmero de cianobactérias: Cilindrospermopsis, Aphanizomenon,
RaphidiopsisLyngbya, Dolichospermum, Microseira, Oscillatoria, Umezakia (Huang e
Zimba, 2019).

A toxina cianobacteriana CYN e um alcaloide triciclico que consiste em uma por¢éo
triciclica de guanidina combinada com hidroximetiluracila (Hinojosa et al., 2019) (Figura 2).
A subunidade uracila e o grupo funcional hidroxi na posicdo C7 do CYN séo responsaveis

pela toxicidade (Banker et al., 2001). Atualmente, cinco analogos de CYN séo conhecidos, a
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saber, CYN, 7-epi-CYN, 7-desoxi-CYN e os dois congéneres recentemente caracterizados, 7-
desoxidesulfo-CYN e 7-desoxidesulfo-12-acetil-CYN (Scarllet et al., 2020). Destes, 0 mais
investigado € o CYN, devido a sua maior ocorréncia em sistemas agquaticos.

A estrutura molecular da CYN confere caracteristicas hidrofilicas, por essa razéo, sua
absorcdo intestinal e a captacdo pelos hepatdcitos precisam ser mediadas por um sistema de
transporte ativo, como o sistema de transporte de acido biliar, por exemplo, colato e
taurocolato (Chong et al. 2002; Buratti et al., 2017). Apesar de ser o figado seu principal alvo,
ja foram detectados efeitos toxicos em outros 6rgdos como olhos, baco, rins, pulmdes, timo,
coragdo, estbmago (Guzman-Guillén et al., 2017; Huang e Zimba, 2019).

O mecanismo de a¢do mais conhecido para CYN ¢ a inibicdo da sintese de proteinas
(Froscio et al., 2003). Além disso, devido a sua capacidade de aumentar a producdo de
espécies reativas do oxigénio(VER’s), essa toxina pode levar a danos no DNA, causando
morte celular por apoptose (Puerto et al., 2011; Guzman-Guillén et al., 2013; Silva et al.,
2017). Do mesmo modo, alguns estudos tém demonstrado a importancia de sua ativacéo
metabolica prévia pelo complexo enzimatico citocromo P-450, por ser capaz de exercer
potencial genotoxico (Zegura et al., 2011; Puerto et al., 2018).

E conhecido e comprovado tanto in vitro em culturas primarias de hepatdcitos de
camundongos (Froscio et al., 2003) e in vivo (Terao et al. 1994) que a CYN induz a inibi¢ao
irreversivel da sintese proteica levando a citotoxicidade nofigado e no rim (a depender da
concentracdo). Ao usar inibidores do citocromo P450, a toxicidade de CYN diminui, mas
nenhuma protecdo contra o comprometimento da sintese de proteinas foi observada (Froscio
et al., 2003;Zegura et al., 2011), sugerindo que o composto original e os metabdlitos
possivelmente formados poderiam exercer toxicidade com mecanismos diferentes, também
dependendo das concentracbes de CYN (Buratti et al., 2017). De modo geral, os efeitos
citotoxicos estdo associados ao estresse oxidativo devido ao aumento dependente da
concentracdo no conteddo de H2O», diminuicdo da atividade de superdxido dismutase (SOD)
e catalase (CAT), nivel elevado de glutationa peroxidase e apoptose (Poniedziatek et al.,
2014, 2015).

Como citotoxina, esses efeitos também podem ser causados no sistema nervoso.
Embora ndo seja provavel que CYN cruze a barreira hematoencefalica por difusdo passiva
devido as suas propriedades hidrofilicas (Banks, 2009), seu baixo peso molecular pode
desempenhar um papel em sua entrada no sistema nervoso. Existem alguns estudos que
apontam sua neurotoxicidade em diferentes modelos in vitro e in vivo, embora 0s mecanismos

pelos quais a CYN possa exercer efeitos neurotoxicos no cérebro permanecam desconhecidos
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(Hinojosa et al., 2019). Somados a esses, estudos in vitro do mesmo grupo relataram o
possivel efeito imunotoxico do CYN (Poniedziatek et al., 2012).

Estudos para avaliar a toxicidade causada pela CYN ainda sdo escassos. Existem
outros novos efeitos de toxicidade emergentes que sdo atribuiveis ao CYN, como
neurotoxicidade ou imunotoxicidade, que raramente foram investigados por métodos in vitro.
Portanto, ainda é necessario completar o conhecimento sobre o perfil tdxico do CYN e seus

compostos relacionados.

2.2.3 Saxitoxina

Saxitoxina (STX) é um alcal6ideneurotdxico produzido por alguns géneros de
dinoflagelados marinhos e também por cianobactérias de &gua doce como Anabaena,
Aphanizomenon,  Cuspidothrix,  Cylindrospermopsis, Dolichospermum,  Fischerella,
Geitlerinema, Lyngbya, Phormidium, Planktothrix, Raphidiopsis, Scytonema, Tolypothrix
(Buratti et al., 2017; Salmaso et al., 2017). A estrutura da STX, é composta por um sistema
triciclico de 3,4-peridropurina com dois grupos guanidino (Figura 2).

Esse bioproduto é a toxina causadora do envenenamento paralitico por marisco (PSP —
ParallyticShellfishPoisoning) mais pesquisada, onde seus andlogos tém niveis variados de
toxicidade, sendo a saxitoxina e neosaxitoxina as mais potentes (Ballot et al., 2017). Essas
toxinas atuam blogueando os canais de Na* nas células neuronais e os canais de Ca™ e K* nas
células cardiacas, esta acdo impede a propagacdo da transmissdo elétrica dentro dos nervos
periféricos e muasculos esqueléticos ou cardiacos (Su et al., 2004; Buratti et al., 2017).

As saxitoxinas funcionam por ligacdo reversivel aos canais de sddio dependentes de
voltagem (Nav). Os Nay estdo presentes nas células dos tecidos excitaveis, como musculos e
nervos, onde atuam no desequilibrio no gradiente de ions através da membrana celular,
produzindo uma voltagem e resultando na transmissdo de sinais elétricos na forma de
potenciais de ac¢do (Wada, 2006;Christensen& Khan, 2020). A ligacdo da saxitoxina as alcas
externas do Nay causa o blogueio dos canais, impedindo a despolarizagdo da membrana
celular e a transmissdo dos potenciais de acdo. Como resultado, os tecidos nervoso e muscular
tornam-se disfuncionais, levando a paralisia (Llewellyn 2006; Buratti et al., 2017).

ApoOs a exposicdo a STX, os potenciais de acdo nas fibras nervosas e musculares séo
interrompidos. Os sintomas podem ser gastrointestinais e neuroldgicos, incluindo; parestesia,
nausea, vomito, falta de coordenacéo, diarréia, fraqueza, ataxia, falta de ar, disartria, disfagia,

hipotensdo e, dependendo da quantidade de toxina consumida, pode resultar em paralisia
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completa da vitima e morte por depressdo respiratoria (O’Neill et al., 2016). Porém, a
consequéncia da PSP é variavel entre os individuos, por exemplo, as criangas mostraram-se
mais suscetiveis com uma taxa de mortalidade mais elevada (O’Neill et al., 2016).

Além disso, STX pode induzir mudancas nos mecanismos antioxidantes causando
aumento no estresse oxidativo e efeitos adversos no neurodesenvolvimento, uma vez que o
cérebro tem uma vulnerabilidade aumentada ao estresse oxidativo e menos defesas (Song et
al., 2011; Christensen& Khan, 2020; Chen et al., 2020). No entanto, ainda ndo esta claro
como as toxinas causadores de PSPs interferem nas mudangas dos mecanismos antioxidantes
(O’Neill et al., 2016). Isso apdia a idéia de que elas podem ter efeitos adversos ndao apenas no
sistema nervoso.

A evidéncia de outros efeitos neurotdxicos das saxitoxinas, particularmente no
contexto da neurodegeneracao, é limitada. Melegari et al. (2012) mostraram que STX é capaz
de induzir estresse oxidativo em células neurais, por meio de vias de peroxidacdo lipidica
(LPO). Isso € importante, uma vez que 0s mecanismos de LPO estdo bem estabelecidos na
patogénese da Doenca de Alzheimer (DA) (Butterfield e Lauderback 2002). No entanto, uma
ligacdo direta entre a saxitoxina e a DA através de peroxidacdo lipidica ainda ndo foi
estabelecida. O potencial efeito genotdxico das saxitoxinas também ndo foi determinado.

Desta forma, o efeito da toxicidade de STX precisa ser mais investigado a fim de
compreender os provaveis efeitos neurodegenerativos, como também efeitos reprodutivos,
teratogénicos, genotdxicos e carcinogénicos, tendo em vista que poucas pesquisas foram

realizadas nesse ambito.

2.2.4 Anatoxina

A anatoxina-a (ATX-a) e seus analogos sé@o estruturalmente um dos menores grupos
de metabdlitos bioativos cianobacterianos. ATX-a é um alcaloide bicicliconeurotoxico(2-
acetil-9-azabiciclo (4.2.1) non-2-eno) que possui uma amina secundaria biciclica, com massa
molecular e pkade 165 u.m.a. e 9,4, respectivamente (Rodriguez et al., 2006).(Figura 2).
ATX-a foi a primeira cianotoxina a ser estruturalmente definida por cristalografia de raios-X
e confirmada por 1H-NMR (Du et al., 2019). Sabe-se que a anatoxina-a e seus analogos sao
produzidos pelas seguintes espécies de 4agua doce: Aphanizomenon, Arthrospira,
Cylindrospermum, Dolichospermum, Kamptonema (syn. Oscillatoria), Plankocystis,

NostocePhormidium coletados de varias areas geograficas (Huang e Zimba, 2019).
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O principal alvo das anatoxinas s&o os receptores nicotinicos de acetilcolina (NAChRS)
(Spivak, 1980). Esses receptores sdo encontrados tanto no SNC quanto nos terminais pos-
sinapticos dos neurdnios motores (Araoz et al., 20102, b). A anatoxina-a tem uma afinidade
para NAChRs 20 vezes maior do que a nicotina (Thomas et al., 2006). A anatoxina-a é um
potente agonista nicotinico da acetilcolina, tendo sido comprovado que impede
reversivelmente a despolarizacdo neuromuscular de receptores nicotinicos colinérgicos em
musculo esquelético estriado de mamiferos (Skulberg et al., 1992), superestimulando os
neurdnios poés-sinapticos e, eventualmente, parando a transmissdo sinaptica colinérgica
(Aronstam e Witkop 1981). Alem disso, a anatoxina-a € um anticolinesterase, ou seja, evita a
degradacdo e absorcdo de acetilcolina nos neurbnios pré-sindpticos, resultando em
superestimulacdo dos neurénios poés-sinapticos (Mahmood e Carmichael 1986). Os sintomas
de envenenamento por anatoxina incluem convulsdes, tremores musculares, paralisia, parada
respiratoria e morte subsequente (Mello et al., 2017).

Geralmente, o envenenamento agudo por anatoxina pode levar rapidamente a morte, e
quaisquer efeitos crénicos de baixas doses ainda ndo foram documentados. Seu papel como
agonista nicotinico, entretanto, pode fornecer algumas pistas. A neurotransmisséo colinérgica
é importante no sistema nervoso central, particularmente na funcdo do hipocampo e do nucleo
basal, que sdo centros de memoria, percepcdo e aprendizagem (Mello et al., 2017). A
anatoxina-a também mostrou induzir dano oxidativo em timdcitos e células de rim de macaco
por meio da inducdo da caspase-3 (Rao et al., 2002). Mais exploracdo sobre o potencial
neurotoxico das anatoxinas e sua capacidade de acessar o cérebro também sdo necessarios
para estabelecer se eles poderiam ser implicado em doencas como a Doenga de
Alzheimer(Colas et al.,, 2020), que € caracterizada por danos e morte de neurbnios
colinérgicos (Mello et al., 2017).

Mais recentemente, intoxicacGes atribuidas especificamente a neurotoxinas foram
documentadas (Wood, 2016). Para a anatoxina-a, os efeitos agudos do envenenamento para a
saude incluem convulsbes, espasmos musculares, desequilibrio, paralisia e insuficiéncia
respiratoria (Al-Sammak et al., 2014; Rutkowska et al.,2019). Portanto, os efeitos
neuroldgicos agudos foram sugeridos como a principal causa de preocupacdo ao se considerar
a avaliacdo de risco & salide humana (Huang e Zimba, 2019). E importante ressaltar que nao
existem estudos sobre a potencial genotoxicidade da ATX, portanto, ndo podemos dizer que a
toxicidade de longo prazo ndo tem importancia para o risco a salide humana, especialmente
porque também ndo ha dados disponiveis sobre a capacidade do ATX de cruzar a barreira

hematoencefalica ou placentaria.
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2.3LEGISLACAO PARA CONTROLE DE CIANOBACTERIAS E MONITORAMENTO
DE CIANOTOXINAS

Relatos de intoxicacdes em seres humanos causadas pela exposicdo aos metabdlitos
secundarios de cianobactérias tém sido frequentes (Teixeira et al., 1993; Pouria et al.,
1998;Rapala et al., 2005; Li et al., 2011; Bellem et al., 2013; Garrison et al., 2015; Sviréev et
al., 2017). As duas intoxicacdes letais mais comuns atribuidas a cianobactérias na &gua
potavel ocorreram no Brasil. Na regido de Paulo Afonso (Bahia) apds uma floracdo macica
dos géneros Anabaena e Microcystis na barragem Itaparica, resultando em 2000 casos de
gastroenterites, com 88 mortes, principalmente criancas (Teixeira et al., 1993). E o outro caso
ocorreu na Cidade de Caruaru (Pernambuco) no ano de 1996, quando pacientes de uma
clinica foram submetidos a sesses de hemodialise com dgua contaminadas com cianotoxinas,
resultando em mais de 60 mortes (Pouria et al., 1998).

Cenérios de degradacgdo dos recursos hidricos, com recorrentes episodios de floracGes
de cianobactérias potencialmente produtoras de cianotoxinas, levou a indicagcdo do limite
méaximo de 1ug. L™ de microcistina total em &gua para consumo humano pela Organizagio
Mundial de Saude (OMS). Este valor corresponde ao valor maximo permitido das variantes
de microcistinas nas formas intracelular e extracelular, ou dissolvida. Este valor € utilizado
como padrdo em diversos paises para o controle e monitoramento desta hepatotoxina em
agua, como ocorre no Brasil.

O Brasil foi o primeiro pais a estabelecer limites para densidade de cianobactérias e
concentracdo de cianotoxinas em norma nacional, como lei.Além de discutir padrdes de
potabilidade, a portaria foi pioneira ao inserir norma legal a obrigatoriedade do
monitoramento de cianobactérias, junto ao ponto de captagdio em mananciais
superficiais.Desde 1977, com a instituicdo do Decreto n.° 79.367/1977, foi designado ao
Ministério da Saude (MS) a competéncia do estabelecimento das normas e dos padrdes de
potabilidade de agua a serem seguidos, abrangendo defini¢des, caracteristicas da qualidade da
agua potavel, amostragem e métodos analiticos (BRASIL, 1997). Em consonancia ao decreto,
foi publicada a primeira Portaria de Potabilidade da agua para consumo humano no Brasil,
PRT BSB n.° 56/1977. A revisdo da Portaria BSB n° 56/1977 foi orientada pelos guias
publicados pela OMS na década de 80, culminando com a publicacdo da Portaria GM n° 36,
em 19 de janeiro de 1990. ApOs esse ano, sucederam-se, entre 1990 a 2017, cinco
atualizagBes da norma correspondentes a: PRT GM n.° 36/1990, PRT n.° 1.469/2000, PRT
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GM/MS n.° 518/2004 e PRT GM/MS n.° 2.914/2011, inserida no Anexo XX da Portaria de
Consolidagdo GM/MS n.° 5/2017 (BRASIL, 2020). Em maio de 2021, foi instituida nova
portaria de potabilidadePRT GM/MS n° 888/2021, em revisao e substituicdo do Anexo XX da
portaria de 2017.

Entre as principais alteracGes impostas na portaria de 2021, esta a incluséo da andlise
de clorofila-a de mananciais superficiais, como indicadora da presenca e abundancia de
cianobactérias (Art. 43), que apresenta menor custo e complexidade quando comparada a
identificacdo e contagem de cianobactérias; e a inclusdo do monitoramento da
cianotoxinacilindrospermopsina na avaliagdo da toxicidade de floragdes de cianobactérias
(Art. 43). Essas foram as modificag0es em referéncia com a portaria anterior apresentada no
Anexo XX da PRT Consolidacdo GM/MS n° 5/2017, cujo contetdo € idéntico ao da PRT
GM/MS 2.914/2011.

A portaria PRT GM/MS n° 888/2021 que esta em vigor estabelece limites maximos
aceitaveis (LMA) para trés tipos de cianotoxinas: MC total (1,0 pg L), CYN (1,0 pg L) e
STX (3,0 pg L*1).De acordo com esta regulamentacdo, é determinado que ocorra o
monitoramento mensal em todos os pontos de captacdo de &gua do manancial quando o
ntiimero de células de cianobactérias ndo exceder 10.000 células-MI™ e, semanalmente quando
0 numero de células de cianobactérias exceder este valor. Quando ocorrer um valor maior que
20.000 células-MI* deve ser realizada a andlise semanal das cianotoxinas microcistinas,
saxitoxina e cilindrospermopsina. Além disso, deve-se identificar 0s géneros de
cianobactérias presentes. Logo, trata-se de uma etapa crucial, uma vez que a capacidade de
detectar essas toxinas na agua de consumo humano representa uma garantia de ndo expor 0s

consumidores a riscos associados a satde (Brasil, 2021).

2.4 ENZIMAS

Enzimas sdoproteinas, consideradas catalisadores biolégicos por exercer a funcdo de
aumentar a velocidade de uma reacdo quimica(Nelson e Cox, 2014). Atuam de forma
altamente especifica com seus substratos. Possuem elevada massa molecular e atuam
sobresubstratos especificos (Fogler, 2009).Normalmente sdo solGveis em solugdes aquosas.
(Kieling, 2002).

A maioria das caracteristicas cataliticas de uma enzima deriva de sua estrutura
molecular. As enzimas sdo proteinas formadas pela interacdo entre cadeias de polipeptideos.

Estes s@o oriundos pela combinacdo de aproximadamente 20 aminoacidos, ligados através de
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ligacdes peptidicas (ligacdo covalente) formadas a partir de um grupo carboxila e um grupo
amina. Sua estrutura como um todo é essencial para a atividade catalitica, que é definida pelas
estruturas primaria, secundaria, terciaria e quaternaria, sendo proteinas globulares
apresentando diversos tamanhos (Whitaker, 1972).

As enzimas contém um centro ativodenominado de apoenzima.Algumas vezes
apresentam um grupo ndo proteico, um ion metdlico ou uma molécula organica,
denominadodeco-fator ou coenzima, respectivamente. Holoenzima € o nome de toda a
molécula (apoenzima + cofator ou coenzima), quedependendo do tipo de ligacdo entre o
grupo proteico e a proteina, pode ser separada através demétodos brandos (Nelson e
Cox,2014). Devido ao sitio ativo das enzimas, elas sdoespecificas, ou seja,
guebramousintetizam um composto em particular(Kieling, 2002).Essas macromoléculas agem
como catalisadores bioldgicos essenciais a existéncia da vida, uma vez que desempenham
funcdes centrais em processos metabdlicos essenciais a manutencdo da homeostase, além de
atuarem em diversos processos industriais (Rocha-Filho e Vitolo, 2017).

As enzimas atuam de forma que a reacdo aconteca com uma energia de ativacao
menor, possibilitando acelerar processos biolégicos somente com sua presenca e sem 0 seu
consumo. Mas sua atividade depende da integridade de sua estrutura proteica como um todo.
Podendo se dizer que a atividade é geralmente destruida, quando uma enzima se encontra
desnaturada ou dissociada em subunidades ou partes (Costa, 2016).

A eficiéncia da enzima como catalisador pode ser explicada através de sua atividade,
sendo determinado a partir da velocidade de reacdo, ou seja, a atividade enzimatica
corresponde a quantidade de enzima que catalisa para a formacdo de produto por unidade de
tempo. (Reece et al., 2015).

As enzimas sdo classificadas em seis familias de acordo com o tipo de reacdo que é
catalisada, segundo critérios do Comité da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia
Molecular (sigla em inglés IUBMB), que sdo elas: oxirredutases, transferases, hidrolases,
liases, isomerases e ligases (Nelson e Cox, 2014). As hidrolases s&o uma das seis classes
enzimaticas, responsaveis por catalisar a clivagem da ligacdo quimica seguida da adi¢do da
molécula de dgua (Reece et al., 2015).

Nessa classe encontram-se as colinesterases que sdo as enzimas presentes no sistema
nervoso de vertebrados e invertebrados,atuando na regulacdo da transmissdo dos impulsos
nervosos entre os neurdnios, dentre elas, destacando-se a acetilcolinesterase (AchE). E as
proteases que correspondem as enzimas intervenientes nos processos digestivos, entre elas

merece destaque a pepsina, tripsina e quimotripsina (Voet et al., 2008).



29

2.4.1 Acetilcolinesterase

A acetilcolinesterase estd presente no sistema nervoso central e periférico, sendo
responsavel pela finalizagdo da transmissdo dos impulsos nervosos por meio da hidrélise do
neurotransmissor acetilcolina (Ach). Desta forma, a acdo da AchE € crucial na propagacédo do
impulso nervoso. Uma vez liberada nas sinapses, a acetilcolina é degradada pela enzima
acetilcolinesterase em acetato e colina, sendo esta Ultima recaptada pelo neurdnio. O
neurotransmissor é sintetizado e armazenado em vesiculas no neurdnio pré-sinaptico, sendo
que a liberacdo depende de alteracGes ibnicas e elétricas da membrana plasmatica. A
despolarizacdo da membrana plasmatica do neurdnio pré sinaptico promove o influxo de Ca?*
seguida de fusdo de vesiculas sindpticas com a membrana plasmética. Essa fusdo promove a
liberacdo de acetilcolina na fenda sinaptica e difusdo até o receptor localizado na membrana
plasmatica do neurénio pds-sinaptico. Antes que ocorra nova liberacdo de acetilcolina, a
molécula previamente liberada deve ser hidrolisada pela AchE (Mota et al., 2012).

Com a inibicdo da acetilcolinesterase, o neurotransmissor acetilcolina (Ach) ndo é
hidrolisado nas juncdes sinapticas e nas jun¢es neuromusculares, causando acimulo de uma
guantidade anormal de Ach nestes locais, ocasionando a sindrome colinérgica, a qual envolve
uma superestimulacdo das estruturas inervadas pelas fibras colinérgicas (coracdo, glandulas,
musculos lisos), o que podera causar alteragdes comportamentais, como hiperatividade, além
de miose, salivacdo, broncorreia, broncoconstricdo, fasciculagbes, fraqueza muscular e
convulsdes, culminando a morte por asfixia (Mileson et al., 2008). Em contrapartida, quando
o0 estimulo da AchE resulta na deficiéncia na secrecdo da Ach,como consequéncia funcdes
importantes como alerta, controle motor, aprendizado e a memoria sao prejudicadas (Vinutha
et al., 2007).

No entanto, a diversidade de respostas biolégicas para a inibicdo da AchE por
diferentes substancias pode ser explicada principalmente por diferengas no mecanismo
inibitorio que estdo associadas com os VArios sitios de ligagdo no sitio ativo desta enzima (a

triade catalitica e um sitio de ligagdo periférico) (Almeida, 2014).
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2.4.2 Proteases (EC 3.4)

Proteases, também conhecidas como proteinases, peptidases ou enzimas proteoliticas,
atuam clivando ligacdes peptidicas entre os aminoacidos das proteinas, através de reacOes de
hidrélise (Santos et al., 2013; Santos, 2016)

Estas biomoléculas atuam ndo somente na hidrolise de dieta proteica, mas também sdo
indispensaveis na organizacdo e manutencdo das funcOes fisiologicas dos mais diversos
organismos Vvivos, sendo essenciais no desenvolvimento das funcGes metabolicas e
regulatorias. Atuam, por exemplo, nas rotas metabolicas de proteinas, na coagulacdo
sanguinea, no crescimento e na migracdo de células, na formacdo de tecidos, em processos
inflamatdrios, e auxiliam no transporte de proteinas através das membranas (Warner, 2017).
Além disso, as proteases sdo indispensaveis em processos bioldgicos como digestdo e
apoptose, além de serem responsaveis pela sintese de biomoléculas e pela replicacdo do DNA
(Gurumallesh et al., 2019).

2.4.2.1 Tripsina (EC, 3.4.21.4)

Dentre as proteases alcalinas, a tripsina € uma serinoendopeptidase de 22 a 28 kDa,
caracteristica por clivar a ligacdo peptidica dos residuos de aminoacidos arginina (Arg) ou
lisina (Lys) na regido do grupo carbonila. A estrutura terciaria da tripsina é constituida
unicamente por uma cadeia polipeptidica, possuidora de dois dominios de estruturas similares
unidos de forma assimétrica, possuindo uma interface que forma a triade catalitica (His, Asp e
Ser) (Reis, 2009).

A tripsina é uma das mais importantes enzimas de peixes e invertebrados aquaticos
(Oliveira et al., 2014), sendo responsavel pela hidrdlise de proteinas oriundas da dieta (Barkia
et al., 2009; Oliveira et al., 2014). Os zimogénios secretados pelo pancreas séo ativados por
clivagem proteolitica no intestino pela enteroquinase, convertendo o zimogénio tripsinogénico
pancredtico em tripsina (Kanno et al., 2009), pela remog¢édo de um hexapeptideo na por¢do N-
terminal. A tripsina, subsequentemente, converte outras moléculas de tripsinogénio em
tripsina. De tal modo, a enteroquinase desencadeia uma cascata de atividade proteolitica, pois
a tripsina é o ativador comum de todos 0s zimogénios pancreaticos, como por exemplo o
guimotripsinogénio (Oliveira et al., 2014).

Esta enzima é indispensavel no processo de digestdo alimentar. Os alimentos

previamente digeridos pela pepsina, ao chegarem ao intestino, impulsionam a liberacdo do
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zimogénio da tripsina, o tripsinogénio, que é clivado através da acdo de enteropeptidades,
liberando-o na sua forma ativa, a tripsina, que por sua vez ird dar continuidade a hidrolise das
proteinas (Berg, Stryer e Tymozko, 2004).

Vale salientar sobre a necessidade da tripsina se manter inativada, sendo
disponibilizada apenas quando necessario para a atuacdo nas funcdes fisioldgicas, pois caso
contrario ocorre a autélise enzimatica e consequentemente impulsiona o desenvolvimento de

patologias como a pancreatite (Hirota et al., 2006; Hasan et al., 2019).

2.4.2.2 Quimotripsina (EC, 3.4.21.1)

Semelhante a tripsina, a quimotripsina € uma serinoendopeptidase alcalina, com massa
molecular variando entre 22 a 30 kDa. A mesma €é produzida no pancreas e secretada como
quimotripsinogénio no limen do intestino, tendo sua atividade complementar a da tripsina, e
contribuindo na digestdo de proteinas (Hasan et al., 2019). Em comparacdo a tripsina, 0s
conhecimentos sobre a quimotripsina para larvas de peixes sdo escassos (Zhou et al., 2011).

Oquimotripsinogénio é ativado pela tripsina no duodeno (Oliveira, 2014). Ao sofrer
clivagem com a tripsina, o quimotripsinogénio ¢é fragmentado em duas partes, que ainda ficam
atreladas por uma ligacao dissulfeto (S-S). Ap6s a quebra do quimotripsinogénio ocorre a
perda de dois peptideos pequenos, numa etapa chamada de trans-proteélise, em seguida
obtém-se a quimotripsina. A mesma € especifica para a hidrolise de ligacdes peptidicas em
que grupos carboxila sdo fornecidos por um dos trés aminoacidos aromaticos, que sdo a
fenilalanina, a tirosina e o triptofano (YYang et al., 2009).

Essa enzima apresenta trés isoformas que variam na solubilidade, mobilidade
eletroforética, ponto isoelétrico e especificidade de clivagem (Yang et al., 2009; Zhou et al.,
2011). A quimotripsina apresenta uma triade catalitica composta por uma rede de pontes de
hidrogénio entre a Ser'®, His®” e a Asp'®? (Zhou et al., 2011). Tanto ela quanto a tripsina

contém a mesma “triade” de residuos cataliticamente ativos (Oliveira, 2014).

2.5 BIOMARCADORES DE TOXICIDADE

Os biomarcadores sdo medidas quantitativas e qualitativas que indicam mudancas em
um sistema biologico apds a exposi¢do a uma determinada substancia (exemplo: poluentes)
ou agente fisico (exemplo: radiacdo). Esses biomarcadores podem ser alteragdes celulares,

bioquimicas, moleculares, histologicas ou fisioldgicas que podem ser provenientes de fluidos
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corporais, tecidos ou o6rgdos. Os biomarcadores sdo muito utilizados na é&rea da
ecotoxicologia,

pois sdo excelentes indicativos do grau de contaminacéo dos organismos (Lam& Gray, 2003;
Walker, 1998).

Um biomarcador de efeito é um pardmetro bioldgico, medido no organismo, que
reflete a interacdo da substancia quimica com os receptores bioldgicos (Amorim, 2003). Estes
biomarcadores retratam diferentes tipos de alteragdes mensuraveis no organismo, as quais, de
acordo com a sua magnitude, podem ser reconhecidas e associadas a uma disfuncdo do
organismo (Silva, 2016).

A deteccdo de biomarcadores bioquimicos € uma estratégia baseada na identificacdo
das alteracdes bioquimicas precoces e reversiveis que sdo indicadores sensiveis e especificos
de uma resposta do organismo a exposicdo (Amorim, 2003). Entre os biomarcadores mais
utilizados para organismos aquaticos, tem a utilizacdo de enzimas envolvidas nos processos
de desintoxicacdo de substdncias e seus metabolitos, enzimas antioxidantes, entre outras
enzimas utilizadas como indicadores especificos de efeitos toxicos em érgdos (Ganguilhet,
2019), como é o caso da enzima acetilcolinesterase (AchE).Neste sentido, a quantificacdo da
atividade da enzima acetilcolinesterase funciona como um biomarcador de neurotoxicidade
(Amorim, 2003).Posto isso, a quantificacdo de AchE, nos tecidos muscular e nervoso de
peixes tem sido bastante utilizada para avaliar os efeitos da contaminagdo, pois essa enzima
encontra-se com ampla disponibilidade e em grande quantidade nesses tecidos (Coimbra et
al., 2013).

Visto que a interacdo priméria dos poluentes com o0s organismos acontece no ambito
de biomoléculas, é esperado que ocorram nos organismos, alteraces de expressdo génica
como resultado da exposi¢cdo aos poluentes. Portanto, estudos com abordagens moleculares
permitem obter maiores informagdes sobre os efeitos dos poluentes nos organismos,
aprimorando o conhecimento dos modos de acdo dos contaminantes, e resultando na
identificacdo de biomarcadores induzidos pelo estresse (Fent&Sumpter, 2011). Nesse sentido,
estudos ecotoxicologicos de compostos toxicos em peixes comegaram a ser realizados. Velki
et al. (2017) avaliaram o efeito de agrotoxicos diazinon e diuron em peixes-zebra, e
encontraram alteraces na expressao génica e nas atividades enzimaticas. Outro estudo exp0s
embrides de peixe-zebra a toxina Nodularina (NOD), os autores identificaram apoptose de
células embrionérias, danos ao DNA, danos oxidativos significativos e alteragdo na expressdo

de genes do desenvolvimento vascular e genes relacionados a apoptose (Chen et al., 2020).
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2.6 ORGANISMO MODELO: Danio rerio

Entre os fatores que estimulam a ampla utilizacdo de peixes como bioindicadores
estdo 0s mecanismos de resposta a contaminagdo por substancias toxicas, considerados muito
similares aos dos grandes vertebrados (Meyers, 2018). Os peixes, assim como 0s mamiferos,
possuem mecanismos de bioacumulacdo, no qual o agente quimico é acumulado pela biota
por meio da &gua, e também a biomagnificacdo, na qual o agente quimico é absorvido por
intermédio da cadeia alimentar (Weisbrod et al., 2007). O uso de peixes como bioindicadores
consiste, portanto, em uma importante ferramenta para o monitoramento de ambientes
impactados por agentes quimicos. Isto porque, devido a adaptacdes anatbmicas,
comportamentais e fisiolégicas do grupo, estes animais podem ocupar varios ambientes
aquaticos, sob condi¢des ambientais diversas.

Danio rerio (também conhecido por peixe-zebra ou paulistinha) descrito pela primeira
vez por Francis Hamilton em 1822, é um peixe tropical teledsteo de agua doce da familia dos
ciprinideos proveniente da regido da Asia central. Apresenta como caracteristica marcante
transparéncia dos embrides durante o desenvolvimento, levando a comunidade cientifica a
adota-lo como animal modelo (Irons et al., 2010). O desenvolvimento embrionario ocorre de
forma répida, as larvas eclodem entre 48 a 72 h e no quinto dia apés fertilizacdo (dpf), a
maioria dos tecidos ja estdo desenvolvidos (Kimmel et al., 1995). Em comparacdo com as
demais espécies de peixe, alcancam a maturidade sexual em trés meses de vida e podem

produzir 200 a 300 ovos por desova (Spence et al., 2008).
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Figura 3— Vantagens do uso do peixe-zebra como organismo modelo.
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Fonte: O autor (2022).

O genoma do peixe-zebra foi totalmente sequenciado (26.000 genes codificados), e a
partir disso, verificou-se que esses organismos apresentam 70% de semelhancga genética com
seres humanos, bem como similaridades fisioldgicas e anatdbmicas (sistema cardiovascular,
nervoso e digestivo), incluindo células endoteliais, presenca de barreira hematoencefélica,
respostas imunogénicas, e vias de sinalizacdo (Bar-llan et al., 2009; Beliaeva et al., 2010;
Beffagna, 2019). Como também, o peixe-zebra e mamiferos mostram respostas fisioldgicas
semelhantes a compostos toxicos, como a inducdo de enzimas metabdlicas e estresse
oxidativo (Cavalcante, 2017). Esses fatores justificam sua grande utilizacdo em pesquisas que
visam prever efeitos de toxicidade em humanos (Figura 3).

O peixe D. rerio se destaca por ser bom indicador de contaminacdo de poluentes, uma
vez que, apresenta adaptacdo e sensibilidade as condi¢Ges ambientais, ndo precisa de grande
espaco para cultivo e criacdo, além de ser bem documentado e normatizado (Meyers, 2018).
Essa espécie € um modelo experimental bem consolidado em diversas areas, como na
compreensdo de doencas genéticas, biologia celular e do desenvolvimento, toxicologia,
estudos metabdlicos, entre outras (Bradford et al., 2017). O peixe-zebra & um organismo
modelo ideal para estudos em toxicologia, pois as alteracbes na morfologia, expressdo de
genes, parametros bioquimicos e comportamento sdo facilmente detectaveis em todas as suas
fases de desenvolvimento (Bradford et al., 2017).

Considerando a similaridade genética entre humanos e peixe-zebra, estudos de perfis
de expressdo génica em Danio rerio podem permitir: (a) elucidar mecanismos de toxicidade;

(b) detectar os efeitos de substancias toxicas em vias bioguimicas inesperadas; (c) comparar
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perfis de expressdo génica para determinar diferengas/similaridades as respostas dos seres
humanos a essas mesmas substancias (Rogers et al, 2011; van der Ver et al., 2006)
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dessa tese estdo apresentados na forma de artigo.

3.1 ARTIGO 1

Métodos bioldgicos usados para deteccao de cianotoxinas (Microcistina-LR,
Cilindrospermopsina, Saxitoxina e Anatoxina-a) em amostras ambientais: Uma Revisao.
Flavia Morgana Monteiro?, José Etham de Lucena Barbosa?, Ranilson de Sousa Bezerra®

!Departamento de Bioguimica, Universidade Federal de Pernambuco — UFPE, Recife, PE, Brasil.

2Departamento de Biologia, Universidade Estadual da Paraiba — UEPB, Campina Grande, PB, Brasil.

Resumo:A ocorréncia de cianobactérias tem aumentado em todo o mundo devido a acdes
antropicas, mudancas climaticas e eutrofizacdo. As cianobactérias tém a capacidade de formar
densas floracdes que levam ao decréscimo da qualidade da &gua, pela acumulacéo de escumas
superficiais e por originarem eventos toxicos, visto que muitas espécies podem produzir
substancias nocivas biologicamente ativas (cianotoxinas). As cianotoxinas, como
microcistina-LR (MC-LR), cilindrospermopsina (CYN), saxitoxina (STX) e anatoxina
(ATX), tém uma vasta gama de mecanismos de toxicidade, como efeitos hepatotoxicos,
neurotoxicos, citotoxicos e genotoxicos. Assim, a dispersdo destas cianotoxinas em ambientes
de &gua doce, atuam como uma séria ameaca a saude humana e ambiental. Nesse sentido,
foram desenvolvidos métodos de deteccdo de cianotoxinas, no intuito de garantir a qualidade
da 4gua e dos alimentos e preservar a salde humana. Com isso, este artigo traz uma revisao
dos métodos bioanaliticos [bioensaios com organismos modelos, ensaio de inibicdo da
proteina fosfatase (PPIA) ou o ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA)] utilizados para
deteccdo de cianotoxinas, no intuito de destacar as vantagens e desvantagens relativas de cada
método e sua eficiéncia no fornecimento de dados para fazer uma avaliacdo de risco
apropriada. Dentre essas técnicas, 0 ensaio imunoenzimatico (ELISA) é o mais comumente
utilizado, no entanto, esse método ndo é tao eficaz na detecgdo de toxinas como a saxitoxina e
cilindrospermopsina. O método ELISA pode subestimar a concentracdo de saxitoxina
presente quando mais de uma variante se faz presente, e em relagdo a cilindrospermopsina,

durante o uso dessa técnica, pode ocorrer uma incerteza na deteccdo da toxina CYN quando
desoxi-CYN ou 7-epi-CYN estiver presente. Mesmo sendo o0 método ELISA o mais utilizado
para detecgdo de toxinas presentes na agua, 0 mesmo apresenta algumas peculiaridades em
relacdo a algumas toxinas, desta forma € de extrema importancia novas abordagens analiticas
capazes de quantificar toxinas multiclasses em matrizes ambientais, e assim direcionar para
um tratamento mais eficaz da agua de reservatorios destinados ao abastecimento publico.

Palavras-chave: Cianobactérias. Cianotoxinas. Ecotoxicologia. ELISA.Normas de Qualidade
da Agua.



37

Introducéo

A ocorréncia de cianobactérias tem aumentado em todo o mundo devido a acbes
antropicas, mudancas climaticas e eutrofizacdo (Bormans et al., 2019; Jimenéz et al., 2020).
Essas bactérias sdo predominantemente aquéticas, capazes de formar floragcGes que criam um
biofilme superficial. As consequéncias dessas floragcbes podem afetar tanto o meio ambiente
qguanto o0 homem, uma vez que interferem no equilibrio dos ecossistemas aquaticos, alteram a
cor, odor e gosto da 4gua (Amorim e Moura, 2020; Ai et al., 2020; Mendes et al., 2021),
afetam a potabilidade da &gua, e podem expor diversos mamiferos, aves, peixes e, inclusive, o
homem as cianotoxinas liberadas pelas cianobactérias: hepatotoxinas, neurotoxinas e
dermatotoxinas — cuja toxicidade pode levar a morte (Abdallah et al., 2021; Buratti et al.,
2017; Howard et al., 2021).

A principal via de intoxicacdo dessas substancias se da pela ingestdo de &gua ou
alimentos contaminados com cianotoxinas (Mendes et al., 2016; Howard et al., 2021). As
cianotoxinas e, em particular, as microcistinas tém sido associadas a morte de animais em
todo o mundo (Mez et al., 1997; Frazier et al., 1998; Puschner et al., 1998) e a microcistina
foi também ja foi identificada como a causa de fatalidades humanas, como por exemplo em
uma clinica de hemodialise no Brasil, quando a agua usada para dialise estava contaminada e
varios pacientes foram afetados (Azevedo et al., 2002).

A fim de minimizar o risco de exposic¢do as cianotoxinas, e confirmando a necessidade
de se estabelecer um monitoramento para garantir a seguranca, a OMS (Organizacdo Mundial
da Saude) desenvolveu um quadro de recomendacgdes para 0 manejo de toxinas de algas em
aguas potaveis e recreativas (Chorus e Bartram, 1999). Esta abordagem tem sido adotada por
muitos paises ao redor do mundo (Chorus, 2012). Deste modo, limites maximos admissiveis
(LMA) de cianotoxinas nas aguas de abastecimento publico foram propostos, a fim de evitar
os efeitos danosos a saude publica. No Brasil, 0s 6rgédos responsaveis pelo monitoramento e
qualidade da agua (Ministério da Saude e CONAMA )adotaram como valor maximo permitido
para a microcistina-LR o mesmo recomendado pelo OMS que corresponde a 1,0 pg/L em
agua para abastecimento publico(esse valor representa o somatério das concentracdes de
todas as variantes dessa toxina), e para as toxinas saxitoxina e cilindrospermopsina, 0s 6rgaos
nacionais adotaram como valor maximo 3,0 ug/L e 1,0 pg/L, respectivamente. Também existe
recomendacéo para a andlise da presenc¢a de anatoxina-a (s) quando for detectada a presenca
de géneros de cianobactérias potencialmente produtores no monitoramento de cianobactérias,

porém sem estabelecimento de limite maximo aceitavel (LMA).
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Nesse sentido, alguns meétodos de deteccdo de cianotoxinas foram
desenvolvidos, baseados em bioensaios como a inibicdo da proteina fosfatase (PPIA) ou o
ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA), no intuito de garantir a qualidade da agua e
dos alimentos e preservar a satide humana (Li et al., 2011; Wood et al., 2007; Xu et al., 2008).
Com isso, este artigo traz uma revisdo dos métodos bioanaliticos utilizados para deteccéo de
cianotoxinas, no intuito de destacar as vantagens e desvantagens relativas de cada método e

sua eficiéncia no fornecimento de dados para fazer uma avaliacdo de risco apropriada.

Cianobactérias e Cianotoxinas

As cianobactérias sdo um grupo diversificado de organismos que diferem amplamente
em suas caracteristicas, muitas das quais sdo indesejaveis do ponto de vista da qualidade da
agua (Brasil et al., 2016; Havens et al., 2017).

Nas Gltimas décadas, muitos dos ambientes marinhos e de dgua doce do mundo tém
experimentado um aumento constante na proliferacdo de cianobactérias devido a rapida
multiplicacdo de algas como resultado da eutrofizacdo (Pouria et al., 1998; Preusselet al.,
2006; Liao, Yu e Gui, 2017; Mantzouki et al. Al., 2016; Ndlela et al., 2016). Essas
cianobactérias podem produzir uma ampla gama de toxinas potentes que podem ter
implicacdes na salde da vida aquética, pecuéria e animais selvagens (Baig et al., 2017; Brient
etal., 2017) e até mesmo humanos (Pouria et al., 1998; Funari et al., 2017; Qiao et al., 2019).

De acordo com suas acOes toxicologicas, as cianotoxinas sdo classificadas como: (i)
hepatotoxinas (microcistinas e nodularinas): atuam na inibicdo das proteinas fosfato 1% e 22,
que causam hiperfosforilacdo dos filamentos do citoesqueleto, deformacdo dos hepatdcitos,
promocdo do cancer e danos ao figado; (ii) neurotoxinas (anatoxina, anatoxina (s), saxitoxinas
e analogos e B-metilamino-l-alanina): sdo alcaloides de baixo peso molecular que bloqueiam
0s canais de sadio inibindo a condugédo nervosa; e (iii) citotoxinas (cilindrospermopsina):
estdo envolvidas na inibicdo da glutationa, sintese protéica e sao responsaveis por danos
necroticos e genéticos (Diez-Quijada et al., 2019; Abdallah et al., 2021). Embora as citadas
sejam as mais presentes nos ambientes aquaticos, dermatoxinas (lingbyatoxina, aplisiatoxina e
debromoaplisiatoxina) e toxinas irritantes (endotoxinas lipopolissacaridicas) também podem
estar presentes e sdo responsaveis pela irritacdo da pele e inflamacéo do trato gastrointestinal,
respectivamente. Dentre essas toxinas citadas, as microcistinas, cilindrospermopsina,
saxitoxina e anatoxina (Figura 1) geralmente representam as toxinas cianobacterianas mais

discutidas.
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Microcistinas

As microcistinas (MCs) estdo entre as toxinas cianobacterianas mais difundidas
detectadas em aguas doces. Sdo heptapeptideos monociclicos formados por cinco
aminoacidos constantes e dois variaveis. Os residuos de L-aminoacidos nas posic¢des 2 (X) e 4
(Y) resultam em variagdes estruturais da molécula. Além de variar nos aminoacidos das duas
posicdes variaveis, as MCs diferem no grau de metilacdo, hidroxilagdo, epimerizacéo e,
consequentemente, na toxicidade (Buratti et al., 2017; Catherine et al., 2017).

Até o momento, mais de 200 variantes de microcistinas foram identificadas, cada uma
com polaridade, lipofilia e toxicidade diferentes (Janssen, 2019). Entre eles, a microcistina-
LR, com leucina (L) e arginina VER como aminoacidos variaveis, é o congénere mais
difundido e mais toxico detectado em aguas doces (Figura 1) (Huang e Zimba, 2019; Salmaso
et al.,, 2017). Essa toxina foi isolada pela primeira vez da cianobactéria Microcystis
aeruginosa (Carmichael et al. 1990), porém, outros géneros de cianobactérias também séo
capazes de sintetiza-los: Planktothrix, Dolychospermum, Microcystis, Radiocystis, Nostoc,
Phormidium, Aphanizomenon, Geitlerinema, Leptolyngbya, Oscillatoria e
Aphanothece(Tabela 2) (Bittencourt-Oliveira et al., 2014; Salmaso et al., 2017).

A estrutura quimica hidrofilica da maioria das variantes das microcistinas impede o
transporte passivo, portanto, a absorcdo a nivel gastrointestinal (gi), bem como a captacéo
celular é facilitada pela presenca na membrana externa do sistema de transporte de anions
organicos (OATP), particularmente pelas isoformas OATP1B1 e 1B3, conforme demonstrado
por alguns estudos in vitro (Fisher et al. 2005, 2010).

Em geral, a absor¢do de MCs ocorre por meio de OATPsexpressos em VAarios tipos de
células (Chen e Xie, 2016), como enterdcitos, hepatocitos e células epiteliais renais, e 6rgaos
como coragdo, pulmé&o, bago, pancreas, cérebro e barreira hematoencefélica (BHE) (Testai et
al., 2016). Isso significa que quantidades significativas de MCs podem atingir o cérebro
através da BBB e induzir patologia cerebral, dependendo do tipo e expressdo de OATPs na
BHE, na barreira sangue-liquido cefalorraquidiano e na membrana da célula neuronal
(Westholm et al., 2009). Portanto, ndo €é estranho que efeitos toxicos induzidos por

microcistinas tenham sido relatados em outros 6rgdos além do figado.
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Figura 1-Estruturas quimicas das principais cianotoxinas relevantes em amostras
ambientais (Microcistina-LR (MC-LR), Cilindrospermopsina (CYN), Saxitoxina
(STX) e Anatoxina (ATX)).
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Fonte: Du et al. (2019)

O mecanismo de acdo mais conhecido das microcistinas € a inibicdo da proteina
serina/treonina fosfatase (proteinas fosfatase 12 e 2%), que leva a hiperfosforilacdo de proteinas
e desencadeia uma cascata de eventos levando a uma série de respostas celulares, como:
colapso do citoesqueleto e ruptura dos filamentos de actina, estresse oxidativo, indugédo de
apoptose, reparo de DNA reduzido e proliferacdo celular levando a promocdo de tumor
carcinogénico (Buratti et al., 2017; Catherine et al., 2017; Qian et al., 2018).

Cilindrospermopsinas

Entre as cianotoxinas, a cilindrospermopsina (CYN) vem se tornando uma das toxinas
de maior preocupagdo devido ao seu potencial de toxicidade e disseminagdo em varios
ambientes (de La Cruz et al., 2013). Sendo produzida por um grande numero de
cianobactérias dos génerosCilindrospermopsis, Aphanizomenon, Raphidiopsis, Lyngbya,
Dolichospermum, Microseira, Oscillatoria e Umezakia(Tabela 2) (McGregor e Sendall, 2015;
Huang e Zimba, 2019).

A toxina cianobacterianacilindrospermopsina (CYN) é um alcal6ide triciclico que

consiste em uma por¢do triciclica de guanidina combinada com hidroximetiluracila
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(Hinojosaetal., 2019) (Figura 1). A subunidade uracila e o grupo funcional hidroxi na posi¢éo
C7 do CYN sdo responsaveis pela toxicidade (Banker et al., 2001). Atualmente, cinco
analogos de CYN sdo conhecidos, a saber, CYN, 7-epi-CYN, 7-desoxi-CYN e os dois
congéneres recentemente caracterizados, 7-desoxidesulfo-CYN e 7-desoxidesulfo-12-acetil-
CYN (Scarllet et al., 2020). Destes, o mais investigado € o CYN, devido a sua maior
ocorréncia em sistemas aquaticos.

Sua estrutura molecular confere caracteristicas hidrofilicas, por essa razdo, sua
absorcéo intestinal e a captacdo pelos hepatocitos precisam ser mediadas por um sistema de
transporte ativo, como o sistema de transporte de &cido biliar, por exemplo, colato e
taurocolato (Chong et al. 2002; Buratti et al., 2017). Apesar de ser o figado seu principal alvo,
em outros 6rgdos como olhos, baco, rins, pulmdes, timo, coracdo, estdmago ja foram
relatados efeitos toxicos (Guzman-Guillén et al., 2017; Huang e Zimba, 2019).

Essa toxina estd diretamente envolvida na inibicdo da sintese de proteinas e de GSH
(Froscio et al., 2003). Além disso, devido a sua capacidade de aumentar a producdo de
espécies reativas do oxigénio (EROs), essa toxina pode levar a danos no DNA, causando
morte celular por apoptose (Puerto et al., 2011; Guzman-Guillén et al., 2013; Silva et al.,
2017). Do mesmo modo, alguns estudos tém demonstrado a importancia de sua ativacéo
metabdlica prévia pelo complexo enziméatico citocromo P-450, por ser capaz de exercer
potencial genotoxico (Zegura et al., 2011; Puerto et al., 2018; Miglione, Napoletano& Cinti,
2021).

No que se diz respeito aos efeitos citotoxicos, estes estdo associados ao estresse
oxidativo devido ao aumento dependente da concentragdo no contetdo de H20., diminuicdo
da atividade de superdéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), nivel elevado de glutationa
peroxidase e apoptose com potencial capacidade reduzida de lutar contra microorganismos
patogénicos (Poniedziatek et al., 2014, 2015). Além desses, efeitos no sistema nervoso
também podem ocorrer, embora ndo seja provavel que CYN cruze a barreira
hematoencefalica (BBB) por difusdo passiva devido as suas propriedades hidrofilicas (Banks,
2009), seu baixo peso molecular pode contribuir para sua entrada no sistema nervoso.
Existem alguns estudos que apontam sua neurotoxicidade em diferentes modelos in vitro e in
vivo, embora 0os mecanismos pelos quais 0 CYN possa exercer efeitos neurotoxicos no
cérebro permanegcam desconhecidos (Hinojosa et al., 2019). Somados a esses, estudos in vitro

do mesmo grupo relataram o possivel efeito imunotoxico do CYN (Poniedziatek et al., 2012).
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Tabela 1- Mecanismos de exposicao as cianotoxinas.

Tipo de exposicdo Meio de exposicdo Atividades de risco

Beber dgua diariamente nio tratada ou tratada de
maneira inadequada;
Agua ) , . ,

Beber dgua contaminada com cianotoxinas durante
Oral atividades recreativas aquaticas.

Consumo de peixes, moluscos, crusticeos; vegetais
Food irrigados por spray com dgua contendo cianobactérias /
cianotoxinas.

Contato da pele e mucosas com floragbes, escdrias
Agua durante recreacdo e praticas de trabalho;

Tomar banho com dgua ndo tratada ou tratada de

maneira inadequada.

Dérmico

Spray contendo cianobactérias / extratos de
Inalagdo Agua, aerossois cianobactérias / cianotoxinas durante recreacgdo, banho,
trabalho.

Inalagdo de particulas de poeira da biomassa
P& cianobacteriana seca ao ar e liofilizada, durante as
praticas de trabalho.

Contato com dgua de hemodiélise tratada

Hemodialise Agua inadequadamente.

Fonte: Arquivo pessoal do pesquisador (2022).

Saxitoxinas

Mais de 30 andlogos de saxitoxinas foram descritos, e agrupados em quatro
subgrupos: carbamato, N-sulfo-carbamoil, descarbamoil e saxitoxinas hidroxiladas (Salmaso
et al., 2017), com niveis variados de toxicidade, sendo a saxitoxina e neosaxitoxina as mais
potentes (Ballot et al., 2017).

Saxitoxina (STX) é um alcaldideneurotoxico (Figura 1) produzido por alguns géneros
de dinoflagelados marinhos e também por cianobactérias de agua doce como
Dolichospermum, Aphanizomenon,  Cuspidothrix,  Cylindrospermopsis,  Fischerella,
Geitlerinema, Lyngbya, Phormidium, Planktothrix, Raphidiopsis,
ScytonemaeTolypothrix(Tabela 2) (Buratti et al., 2017; Salmaso et al., 2017). O modo de ac¢do
desse bioproduto consiste na interferéncia dos canais de sodio dependentes de voltagem nos
neurdnios e nos canais de calcio (Ca++) e potassio (K+) nas células cardiacas, causando mau
funcionamento celular e paralisia (Su et al., 2004; Buratti et al., 2017).

A ingestdo de saxitoxina geralmente se da através do consumo de moluscos bivalves e
outros vetores como caranguejos, lagostas e caracdis carnivoros contaminados por
proliferacdo de algas toxicas, sendo responsavel pelo envenenamento paralitico de moluscos
(PSP), com risco de vida. Apds a exposicdo a STX, os potenciais de acdo nas fibras nervosas
e musculares sdo interrompidos. Os sintomas podem ser gastrointestinais e neurolégicos,

incluindo; parestesia, ndusea, vomito, falta de coordenacdo, diarreia, fraqueza, ataxia, falta de
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ar, disartria, disfagia, hipotensdo e, dependendo da quantidade de toxina consumida, pode
resultar em paralisia completa da vitima e morte por depressdo respiratoria (O’Neill et al.,
2016). Porém, a consequéncia da PSP é variavel entre os individuos, por exemplo, as criancas
mostraram-se mais suscetiveis com uma taxa de mortalidade mais elevada (O’Neill et al.,
2016).

Além disso, STX pode induzir mudangas nos mecanismos antioxidantes causando
aumento no estresse oxidativo e efeitos adversos no neurodesenvolvimento, uma vez que o0
cérebro tem uma vulnerabilidade aumentada ao estresse oxidativo e menos defesas (Song et
al., 2011; Christensen& Khan, 2020; Chen et al., 2020).

Anatoxina

A anatoxina-a (ATX-a) e seus analogos, sdo estruturalmente um dos menores grupos
de metabolitos bioativos cianobacterianos, produzidos pelas espécies Aphanizomenon,
Arthrospira, Cylindrospermum, Dolichospermum, Oscillatoria, Plankocystis, Nostoc e
Phormidium( Tabela 2) (Huang e Zimba, 2019).

A anatoxina-a (ATX-A) é um alcal6idebicicliconeurotoxico amino secundaria (Figura
1), de ocorréncia mais comum, com peso molecular de 165,232 g/mol. Apresenta-se como um
agonista colinérgico que se liga a receptores de acetilcolina no sistema nervoso central e
periférico e as juncdes neuromusculares, causando estimulacdo continua com bloqueio da
transmissao elétrica. (Quifiones-Reyes et al., 2019; Cunha et al., 2018). Além disso, a
anatoxina-a também mostrou induzir dano oxidativo em timdcitos e células de rim de macaco
por meio da inducdo da caspase-3 (Rao et al., 2002). Mais exploracdo sobre o potencial
neurotoxico das anatoxinas e sua capacidade de acessar 0 cérebro sdo necessarios para
estabelecer se eles poderiam ser implicados em doengas como a Doenga de Alzheimer (DA),
tendo em vista que, € uma doencga neurodegenerativa caracterizada por danos e mortes de
neurdnios colinérgicos presentes no sistema nervoso central, mais especificamente no
hipocampo e nlcleo basal, que s&o os centros de memoria, percepcao e aprendizagem (Mello
etal., 2017; Colas et al., 2020).

Exposicdo a anatoxina-a ocorre comumente pela ingestdo ou ingestdo de alimentos e
adgua contaminados, o que induz sinais clinicos como salivagdo, lacrimejamento,

incontinéncia, defecacdo, convulsGes e arritmia cardiaca. Em altas doses, podem resultar em
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paralisia da musculatura respiratdria e morte. Esses efeitos tdxicos sdo observados em

humanos, animais, passaros e peixes. (Al-Sammak et al., 2014; Rutkowska et al., 2019).

Tabela 2-Cianotoxinas: resumo das estruturas quimicas, principais géneros produtores e

modos de agéo dos principais grupos de cianotoxinas.

Cianotoxinas Estrutura quimica

Cianobactérias produtoras

Modo de a¢do

Heptapeptideos

Microcistinas o
ciclicos

Alcaloides de

Cylindrospermopsinas guanidina triciclicos

Microcystis, Dolichospermum,
Nostoc, Planktothrix,
Phormidium, Oscillatoria,
Radiocystis, Gloeotrichia,
Anabaenopsis, Rivularia,
Tolypothrix, Hapalosiphon,
Plectonema

Cylindrospermopsis, Umezakia,

Dolichospermum, Oscillatoria,
Raphidiopsis, Aphanizomenon

Hepatotodxico, promotor de
tumor, inibigdo de proteina
fosfatase eucaridtica PP1,
PP2A e fosfoproteina fosfatase
PPP4, PPP5

Toxicidade de multiplos
orgdos, neurotoxico,
genotodxico, inibidor da sintese

de proteinas

Aphanizomenon,

Dolichospermum, Lyngbya, Neurotéxico, bloqueia canais

Saxitoxinas Alcaldides Cylindrospermopsis, Planktothrix de sédio dependentes de
voltagem
Dolichospermum, Phormidium, Neurotéxico, liga-se
Anatoxina-a Alcaldides biciclicos Aphanizomenon competitivamente aos

receptores de acetilcolina

Fonte: Arquivo pessoal do pesquisador (2022).

Legislacao e diretrizes da qualidade da 4gua

Floracbes de cianobactérias resultam em varios problemas de qualidade da agua e
graves danos econbémicos ao prejudicar o abastecimento de agua, atividades recreativas e
pesca (Merel et al., 2013; Brooks et al., 2016) . Além disso, a exposi¢do elevada a
cianotoxinas através de alimentos e agua pode ser fatal para humanos e animais selvagens (
Merel et al., 2013; Buratti et al., 2017; Pearson et al., 2016).Apesar da complexidade das
exposicOes ambientais e das perdas econdmicas causadas por esses contaminantes de
preocupacdo emergente, existem poucos critérios e regulamentacdes de qualidade da agua
para exposicao a cianotoxinas, especialmente nos paises em desenvolvimento (Merel et al.,
2013; Brooks et al., 2017). Muitos paises tém valores regulatorios para exposicdo a
microcistina-LR que estdo de acordo com o nivel de exposi¢do recomendado (1,0 ug L)
fornecido pela Organizagcdo Mundial da Saude (WHO, 2011). Os valores de microcistina total
aceitdveis pode variar entre os paises. Na Itdlia, por exemplo, e 0,84 pg L™! , enquanto no

Canada e 1,5 ug L™!. Nos Estados Unidos, a Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) revisou a
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Regra de Monitoramento de Contaminantes Ndao Regulamentados (UCMR 4) para Sistemas
Pablicos de Agua para adicionar 10 tipos de cianotoxinas (EPA, 2015), adicionou varias
toxinas a Lista de Candidatos a Contaminantes 3 e 4 (CCL3 e 4) (EPA, 2016), e propds o
Projeto de Critérios de Qualidade da Agua Ambiente Recreativa de Satide Humana ou Avisos
de Natagio para MCs (4 pg L") e CLD (8 ug L") (EPA, 2016).

J& no Brasil, duas regulamentaces acerca dos padrdes da qualidade da &gua e critérios
de potabilidade apontam consideracdes sobre a presenca de cianotoxinas e/ou presenca de
cianobactérias no corpo hidrico: CONAMA 357 e Portaria de Consolidagdo GM/MS n° 5, de
28 de setembro de 2017, em seu Anexo XX, alterada pela Portaria GM/MS n° 888, 04 de
maio de 2021.

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), a partir da Resolucdo
CONAMA 357 estabelece os padrbes de qualidade de diferentes classes de agua e nestas sdo
determinados valores de densidades de cianobactérias para garantir a protecdo da saude e
bem-estar humano (Tabela 3). Assim, ha trés limites maximos de densidade celular para
cianobactérias, de acordo com a classe do corpo d’agua: Classe 1, os quais destinam-se ao
abastecimento para consumo humano apdés tratamento simplificado, dentre outros, o limite
maximo aceitavel (LMA) é de densidade maxima de cianobactérias de 20.000 células.ml.
Para corpos hidricos de Classe 2, destinados ao abastecimento para consumo humano apés
tratamento convencional além dos outros usos, é estabelecido densidade celular méxima de
cianobactérias de 50.000 células.ml?. Por fim, a Classe 3, considera densidade celular
méaxima de cianobactérias de 100.000 células.mI*(Tabela 3)(CONAMA, 2005).

O Ministério da Saude por meio da Portaria GM/MS n° 888 de 04 de maio de 2021,
estabelece os limites de controle e vigilancia dos padrdes da qualidade da dgua para consumo
humano e potabilidade (BRASIL, 2021). A portaria em vigor estabelece limites maximos
aceitaveis (LMA) para trés cianotoxinas: Microcistina total, Cilindrospermopsina e
Saxitoxina.

De acordo com esta regulamentacao, fica determinado que deve-se ter monitoramento
mensal em todos os pontos de captacdo de agua do manancial quando o nimero de células de
cianobactérias ndo exceder 10.000 células.mI e, semanalmente quando o nimero de células
de cianobactérias exceder este valor. Quando ocorre um valor maior que 20.000 células.ml
deve ser realizada a andlise semanal das cianotoxinas microcistinas, saxitoxinas e
cilindrospermopsinas. Além disso, deve-se identificar os géneros de cianobactérias presentes.
Para estas toxinas, a portaria estabelece o limite maximo aceitavel de 3 pg.L™ para saxitoxina,

e 1ug.L? para cilindrospermopsina e microcistina total em mananciais superficiais.
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Tabela 3— Valor maximo permitido conforme resolugdo 357/2005 para trés diferentesclasses
de agua doce.

Classificagdo da . : ) . Cianobactérias
Agua Destino da Agua Clorofila-a (ug/L-1)  Fésforo total (mg/L-1) (cels.mb/mm?.L) cc
Abastecimento para consumo
humano simplificado, 0,020 (Iéntico)
Classe 1 recreacdo de contato primario, 10 0,025 (intermediario) 20.000/2
irrigacdo de hortaligas e frutas 0,1 (Iotico)
que sdo consumidas cruas
Abastecimento para consumo
humano convencional,
recreagdo d~e contato. primério, 0,030 (léntico)
Classe 2 protegio comunidade 30 0,050 (intermediario) 50.000/5
aqudticas, recreagdo de "
T 0,1 (I6tico)
contato primario, irrigagdo de
hortalicas e aquicultura e a
atividade de pesca.
Abastecimento para consumo
humano, apés tratamento 100.000/10
convencional ou avangado, 0,05 (Iéntico)
Classe 3 irrigacdo de culturas, a pesca 60 0,075 (intermediario) 50.000/5
amadora, recreagdo de 0,15 (l6tico) (Para dessedentagdo
contato secundario e de animais)

dessedentagdo de animais.

Fonte: Resolugdo CONAMA 357/2005.

Assim, métodos de triagem para cianotoxinas Sdo necessarios para apoiar estudos
ecologicos e de salde publica de cianotoxinas em aguas superficiais e organismos

consumidos por popula¢Ges humanas.

Meétodos para deteccéo de toxinas

A presenca de cianobactérias toxigénicas em reservatérios de dgua para abastecimento
publicorepresenta um risco para a saude humana e animal em todo o mundo (Haddad et al.,
2019), tornando-se motivo de preocupacao crescente.

Do ponto de vista legislativo e toxicoldgico, as toxinas variantes de microcistina
(MC), cilindrospermopsina (CYN), saxitoxina (STX) e anatoxina-a (ATX-a) sdo as mais
relevantes (Vogiazi et al., 2019). Embora se concorde que esses compostos toxicos devem ser
monitorados de perto, a vigilancia de rotina desses produtos quimicos bioativos pode ser feita
de varias maneiras, e decidir a técnica a ser 46omoscedast um grande desafio. Devido as
diversas técnicas e a grande diversidade de cianotoxinas identificadas atualmente, neste
trabalho optou-se por restringir-se aos métodos bioldgicos utilizados para deteccdo de

cianotoxinas na agua.



47

Dentre os testes e métodos laboratoriais disponiveis para detectar e identificar células
e cianotoxinas na agua, encontram-se os metodos bioldgicos como: ensaios em camundongos
ou peixes, ensaios de inibicdo de proteinas fosfatases (PPIA) e ensaio imunoenzimatico
(ELISA) (Tabela 3). Esses métodos podem variar muito em grau de sofisticacdo e nas
informacdes que fornecem (Msagati, Siame e Shushu, 2006). Especificidade é um parametro
de validacdo dos métodos analiticos e biologicos que diz respeito ao poder do método de
detectar somente o0 analito ou cianotoxina em questéo e ndo outros interferentes. Quanto mais
exclusivo for a deteccdo do método, mais seletivo ele serd. A sensibilidade é outro parametro
também utilizado na validagdo de métodos analiticos que diz respeito a concentracdo do
analito ou cianotoxina detectada. Quanto menor for a concentracéo detectada, mais sensivel é
0 método (INMETRO, 2007).

Bioensaios

Em bioensaios realizados com ratos, camundongos ou peixes, 0 material (extrato bruto
ou purificado de toxinas) € administrado via injecdo peritoneal no animal escolhido.
Geralmente, este método é utilizado para determinar a toxicidade de material proveniente de
floracOes, apresentando um resultado qualitativo de, por exemplo, uma floragdo ser ou nao
toxica. Dependendo da resposta e sintomatologia apresentada pelo animal exposto também é
possivel identificar a classe de toxina. Contudo, esse tipo de ensaio apresenta algumas
limitacGes, entre elas sdo: (i) este teste em concentracGes de amostras de 1 a 2 pg/l pode ser
realizado pelo sistema de microinjecao; (ii) muitos paises hoje em dia ndo permitem testes em
animais, salvo sob licenga e em namero restrito (McElhiney et al., 2002; Torokne, 1999).

O método de referéncia para a analise da saxitoxina é o bioensaio em camundongo ou
a analise cromatografica (Cao et al., 2018). No entanto, questfes éticas relacionadas ao
bioensaio em camundongos ou peixes, bem como as caracteristicas de requisitos de métodos
demorados, trabalhosos e sofisticados de ensaios cromatograficos estdo direcionando a busca
por métodos alternativos para analise de STX (Campbell et al., 2011; Turner et al., 2011).

A anatoxina-a foi a primeira toxina de cianobactérias a ser elucidada estruturalmente,
portanto o desenvolvimento de estratégias analiticas para sua deteccdo foi relativamente mais
rapido. Devido a sua alta toxicidade para mamiferos, o bioensaio em camundongos via
administracdo intraperitoneal, foi usado nos primeiros estudos para avaliar seus efeitos
(Falconer, 1993), posteriormente, outros ensaios bioldgicos usando diferentes organismos-

alvo em testes ecotoxicologicos (Artemia  salina, (Lahti et al., 1995),
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Thamnocephalusplatyurus (Torokne et al., 2000), e larvas de insetos (Kiviranta et al., 1993)
foram realizados para avaliagdo da toxicidade de amostras com anatoxina-a. A sensibilidade
do teste Artemia salina foi semelhante a obtida com o bioensaio em camundongos (Osswald
et al., 2007). Porém, esses bioensaios apresentaram desvantagens como a falta de seletividade
em altas doses e a necessidade de grande quantidade de material para tal avaliagdo (Henriksen
etal., 1997).

Ensaio de Inibicdo Enzimatica

Abordagens de inibicdo enzimética sdo realizadas para detectar a toxicidade de
compostos bioativos como as Microcistinas (MCs) e anatoxina-a. As MCs sdo compostos que
atuam diretamente na inibicdo das porcdes serina e treonina das proteinas fosfatases 1 e 22,
cuja consequéncia direta é a hiperfosforilacdo intracelular, mecanismo de acdo especifico das
hepatotoxinas, enquanto que o principio do mecanismo de acdo da toxina ANA-a é a inibicdo
da enzima acetilcolinesterase (Achk) (Dorr et al., 2010; Picardo et al., 2019).

Ha duas variacGes dos ensaios de inibicdo: ensaios colorimétricos e fluorescentes.
Esses ensaios usam p-nitrofenil fosfato como substratos e podem ser utilizados em associagédo
com imunoensaios, como o ELISA, o que torna a andlise altamente sensivel e especifica
(Msagati, Siame e Shushu, 2006).

As primeiras abordagens foram realizadas por Ver e Carmichael (1994) usando um
método colorimétrico de ensaio de proteina fosfatase para detectar MC, porém diferentes
variantes foram bem-sucedidas. O nivel de deteccdo mais baixo foi alcangado usando um
bioensaio enzimético baseado na quantificacdo do fosfato 32P radiomarcado (Lambert et al.,
1994; Chorus, 2001). Reac6es colorimétricas e fluorimétricas foram aplicadas para deteccédo
de diversas cianotoxinas com a medida de fosvitina (Clark & Smith, 2004; McElhiney et al.,
2002). A principal vantagem dos métodos baseados na inibigdo enzimatica é a rapida resposta
sem preparo de amostra. No entanto, as principais limitacbes gerais sdo a falta de

especificidade e versatilidade desses ensaios (Picardo et al., 2019)
Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)
Essa técnica é amplamente utilizada na avaliacdo da seguranca da &gua, e provou ser

um método muito sensivel. Este método se baseia no reconhecimento dos peptideos por

anticorpos monoclonais (Nagata et al., 1995). Alguns anticorpos desenvolvidos para uma
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toxina especifica, como por exemplo, a microcistina-LR também reconhecem outras variantes
desta toxina, o que torna o método pouco seletivo. Contudo, é bastante utilizado em amostras
ambientais e € um Otimo método de varredura, pois detecta pequenas concentracfes de
microcistinas (Msagati, Siami e Shushu, 2006). A principal limitacdo deste procedimento é
que ndo é possivel determinar qual tipo de microcistina esta presente no meio(Masango et al.,
2008).

Este método também ¢é utilizado para deteccédo de cilindrospermopsina e saxitoxina em
amostras de agua, com limite de deteccdo em 0,04 mg CYN/L e uma precisdo de 0,01 mg
CYNI/L, e 0,015 mg STX/L e uma precisdo de 0,001 mg STX/L, respectivamente (Picardo et
al., 2019), no entanto, esses limites de deteccdo estdo acima dos valores permitidos pela
portaria 888/2021.

Tabela 4- Vantagens e limitacbes dos métodos bioldgicos utilizados para a detecgdo de
cianotoxinas.

Métodos Bioldgicos

Parametros de

. Bioensaios ELISA Ensaio PPI
avaliagao
Sensibilidade Baixo v v
Custo Baixo v v
Quantificagdo v v
Distinguir Ambos os métodos nao diferenciam as variantes
variantes de cianotoxinas

Vdrias classes de Ambos os métodos ndo identificam varias classes

toxinas de cianotoxinas simultaneamente
Aprovacgao . Especifico para
A Interferéncia
Outros pelo comité q tri algumas
s a matriz .
de ética toxinas

Fonte: Arquivo pessoal do pesquisador (2022).

Estudos realizados para detectar microcistina pelos metodos ELISA e PPIA,
mostraram que ambas as abordagens se correlacionaram bem, ou seja, 0s dois métodos sdo
capazes de proporcionar uma resposta equivalente ao total de microcistinas presentes na
amostra (Abdallah et al., 2021). Gaget et al. (2017) observaram que as concentragdes das
toxinas variaram entre 0os metodos, porém a quantificacdo de microcistina pelo método PPIA

correspondeu apenas a 60% do resultado pelo método ELISA. 1sso veio a corroborar com um
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estudo de Hawkins et al. (2005), que mostra que os resultados obtidos por PPIA sé&o
geralmente inferiores aos obtidos por ELISA. Isso pode ser explicado pela afinidade que cada
método apresenta para as diversas microcistinas. Desta forma, a técnica para deteccdo dessa
toxina, deve ser escolhida com cuidado, no intuito de se ter os melhores resultados possiveis,
uma vez que, de acordo com cada mecanismo de deteccdo a mistura de microcistinas e
observada de forma diferente.

A presenca da cilindrospermopsina € bem relatada através do método ELISA (Gaget et
al., 2017). No entanto, durante o uso dessa técnica, pode ocorrer uma incerteza na deteccéo da
toxina CYN quando desoxi-CYN ou 7-epi-CYN estiver presente, mesmo assim, esse € 0
método que fornece estimativa mais precisa da presenca da CYN. Recentemente, Lei et al.
(2018) desenvolveram uma técnica com um anticorpo monoclonal N8 altamente sensivel
através de imunoensaio de fluorescéncia resolvido no tempo competitivo direto (TRFIA) para
deteccdo de cilindrospermopsina na agua. Esse método apresentou uma resposta sigmoidal
tipica para CYN em concentracfes de 0,01-100 ngMI—1, com uma ampla faixa quantitativa
entre 0,1 e 50 ngMI—1. O limite de detecgdo do método foi calculado em 0,02 ngMI—1, que
esta bem abaixo do valor de referéncia de 1 pg L™! e é sensivel o suficiente para fornecer um
alerta precoce da ocorréncia de floracGes de cianobactérias produtoras de CYN. Além disso,
uma comparacao realizada do TRFIA com o kit ELISA em amostras de agua e culturas de
Cylindrospermopsis produziu um valor de correlagdo r2 de 0,963, o que afirma que o0 novo
teste € melhor para deteccdo de CYN em amostras de agua e algas.

Para a deteccdo de saxitoxina varias técnicas como:bioensaios baseados em células
(Okumura, Tsuzuki e Tomita, 2005; Wang et al., 2015), ensaios de ligacdo ao receptor (RBA)
(Van Dolah et al., 2012), ensaios fluorométricos (Louzao et al., 2003) e ensaio
imunoenzimatico (ELISA) (Chu e Fan, 1985; Garet et al.,, 2010) foram relatados por
pesquisadores nas ultimas décadas. Entre esses mecanismos, Gaget et al. (2017) observaram
que o método ELISA parece subestimar a presenca de STX presente quando mais de uma
variante se faz presente. Portanto, as analises cromatograficas continuam sendo a abordagem
mais confiavel disponivel para esse grupo de toxinas.

Recentementeum ensaio ELISA para anatoxina-a foi produzido, no intuito de se ter
uma metodologia de analise mais rapida e confiavel baseada em anticorpos (Quifiones-Reyes
et al., 2019).Isso vem a contribuir para o desenvolvimento de diversos sistemas
imunoanaliticos para a analise rapida dessas potentes toxinas bioldgicas em aguas ambientais,

contribuindo assim para a seguranca do abastecimento de &gua, para a saude humana e animal
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e para 0 conhecimento sobre a incidéncia mundial de proliferacdo de cianobactérias e suas
consequéncias toxicas (Smith et al., 2020).

Considerac0es Finais

As autoridades de monitoramento ambiental enfrentam grandes desafios na analise de
cianotoxinas. Isso porque, a qualidade das informacdes usadas para o gerenciamento de risco
depende da qualidade do metodo analitico e da precisdo das premissas que fundamentam a
conversdo de um resultado de ensaio em uma estimativa de potencial risco. E esse potencial
risco que é comparado aos niveis de alerta, que sdo fundamentais no manejo de floragdes
toxigénicas.

As técnicas analiticas mais comuns para a determinacdo de cianotoxinas sdo técnicas
imunolégicas, como ensaio imunoenzimatico (ELISA) e abordagens bioguimicas. Porém, sdo
métodos conduzidos em laboratérios, o que o0s tornam inadequados para 0 monitoramento do
uso da agua.

Diante da grande variedade de cianotoxinas e 0 numero crescente de fontes de agua
afetadas por cianobactérias, é necessario abordagens analiticas capazes de quantificar toxinas
multiclasses em matrizes ambientais. Para isso, € necessario o uso de métodos de deteccdo
sensiveis e eficientes de espectro mais amplo, para verificar um nimero maior de compostos e
metabolitos secundarios. Com uma abordagem que apresente limite de deteccdo
extremamente baixo e alto grau de confianca na identificacdo dos compostos alvo, e assim
possa direcionar um tratamento mais eficaz da agua de reservatérios destinados ao

abastecimento publico.
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3.2 ARTIGO 2

Efeitos neurotoxicos e intestinais de cianotoxinas em peixes-zebra (Daniorerio —
Hamilton, 1822)
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Resumo: Efeitos toxicos das cianotoxinas tém sido amplamente discutidos, principalmente
aqueles causados pelas chamadas hepatotoxinas, como a microcistina (MC) e a
cilindrospermopsina (CYN), porém, os efeitos causados por toxinas neurolégicas como a
saxitoxina (STX) e anatoxina (ATX) ainda sdo bastante escassos. Este estudo investigou 0s
efeitos in vitro das cianotoxinas sobre a atividade de enzimas neuroldgicas e digestivas, como
também os efeitos das cianotoxinas na transcricdo de genes do peixe-zebra (Daniorerio).
Neste trabalho, extratos do peixe-zebra contendo enzimas acetilcolinesterase cerebral,
acetilcolinesterase muscular, tripsina e quimotripsina foram expostos a diferentes
concentragfes (0.5, 1, 2.5, 5, 10, 15, 20 e 25 mg/L) das cianotoxinas: microcistina-LR,
cilindrospermopsina, saxitoxina e anatoxina. A maior inibicdo da atividade da colinesterase
foi observada para a enzima AchE cerebral exposta a saxitoxina (STX) e a anatoxina (ATX).
Em relacdo a acdo das cianotoxinas na AchE muscular, apenas a anatoxina foi capaz de inibir
significativamente no grupo exposto a maior dose testada (25 pug/L) em comparagdo ao grupo
controle. Em contraste, as enzimas digestivas mostraram atividade diminuida em exposicdes a
microcistina-LR (MC-LR) e cilindrospermopsina (CYN). O maior efeito inibitério na
atividade da tripsina foi observado na exposicdo a microcistina-LR. Em relacdo aos efeitos
causados na quimotripsina, foi observado que a MC-LR diminuiu significativamente a
atividade dessa enzima em concentragdes > 1 pg/L. A cilindrospermopsinacausou reducéo na
atividade da quimotripsina em concentragcdes mais altas (15, 20 e 25 pg/L). Ja a anatoxina
proporcionou diminuigdo da atividade da quimotripsina em concentragdes > 5 pg/L. Somados
a esses resultados, na analise de transcricdo génica realizada com a MC-LR, foi visto que o
nivel de Mrna de vérios tecidos do peixe-zebra foi alterado nas concentragfes 1 e 2.5 pg/L de
MC-LR. Esses resultados sugerem que as alteracbes enziméticas em combinacdo com
alteracbes na transcricdo génica é um conjunto de efeitos bioquimicos e moleculares que
podem subsidiar novos estudos sobre alteracdes fisiologicas nesta espécie com implicagdes
em seu metabolismo neuroldgico e digestivo.

Palavras-chave: Biomarcadores. Cianotoxinas. Colinesterase. Enzimas digestivas.
Transcrigéo Génica.
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Introducéo

A entrada de nutrientes advindos de atividades antropogénicas, como nitrogénio e
fosforo, somados as mudancas climaticas, tem acelerado o processo de eutrofizacdo nos
ecossistemas aquéaticos em todo o mundo (Buratti et al., 2017; Huisman et al., 2018;Paerl et
al., 2019). Uma das principais consequéncias da eutrofizacdo é o aumento significativo de
floracBes de cianobacteérias, as quais sdo reconhecidas por serem produtoras de cianotoxinas
(Huisman et al., 2018; Silva et al., 2020). Essas toxinas sdo prejudiciais para a estrutura e
funcdo dos ecossistemas aquéaticos e uma ameaga ndo apenas para organismos aquaticos, mas
também para os terrestres, incluindo os seres humanos (Aguilera et al., 2018; Huisman et al.,
2018). Isso tem levado a preocupacdes referentes a qualidade da agua e a saude publica em
todo o mundo (Brooks et al., 2017; Preece et al., 2017; Sanseverino et al., 2017).

As cianotoxinas representam um grupo diversificado de compostos e séo classificadas
de acordo com os seus efeitos toxicos, comohepatotoxinas (e.g. microcistina,
cilindrospermopsina), neurotoxinas (e.g. saxitoxina, anatoxina), dermatotoxinas e toxinas
irritantes (Du et al., 2019; Huisman et al., 2018). No entanto, outros 6rgdos como coragéo,
pulmdes, timo, bago, glandulas adrenais e trato intestinal, além do sistema imunolégico
também podem ser afetados por essas toxinas (Kubickova et al., 2019; Walter et a., 2018;
Moraes and Magalhdes, 2018).

Mesmo com mecanismos de acdo especificos para as cianotoxinas, a toxicidade dessas
substancias € um processo de mdltiplas vias, além do risco ecotoxicol6gico das cianotoxinas
permanecer pouco compreendido (Campos and Vasconcelos 2010; Qian et al., 2018; Mehinto
et al., 2021). Neste contexto, pesquisas mostram exemplos de intoxicacdo humana por
microcistina e cilindrospermopsina. Nesses estudos, 89% dos pacientes ndo desenvolveram
apenas insuficiéncia hepatica grave, mas também exibiram sintomas agudos de
neurotoxicidade (e.g. tontura, zumbido, dor de cabeca, vomito e cegueira) (Azevedo et al.,
2002; Pouria et al., 1998).

Para compreender o efeito das cianotoxinas, estudos tém sido realizados em peixes e
mamiferos, para verificar os efeitos neurotdxicos, assim como os efeitos digestivos
ocasionados pela potencial ingestdo dessas cianotoxinas (Yan et al., 2017; Kubickova et al.,
2019; Wu et al., 2018).Dentre esses organismos, 0 peixe-zebra (Daniorerio, Hamilton, 1822)
¢ largamenteusado como modelo geral para vertebrados em estudos comportamentais,

genéticos e toxicoldgicos, tratando-se de um modelo que apresenta um alto grau de
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similaridade genética com os humanos, permitindo o entendimento de mecanismos
relacionados a patologias humanas (Trigueiro et al., 2020).

De modo geral, organismos aquéaticos sdo capazes de acumular contaminantes
presentes na dgua em células e tecidos, resultando em alteracBes enzimaticas responsaveis
porprocessos vitais(Jonssom e Aoyama, 2010). As respostas subcelulares que incluem
alteracOes na atividade de genes e proteinas, e danos ao DNA, representam em torno de 30%
de todos os estudos de efeitos agudos das cianotoxinas (Mehinto et al., 2021). Portanto, esses
organismos podem fornecer informacdes valiosas sobre as vias de toxicidade induzidas por
produtos quimicos ambientais e 0s possiveis danos a exposi¢do a esses contaminantes.

Além disso, como 0s peixes estdo em contato direto com a dgua em funcdo da ingestdo
da agua com contaminantes, estes organismos estdo propicios a ingestdo de toxinas, podendo
desencadear alteracBes nas enzimas digestivas. Um exemplo é que extratos de cianobactérias
contendo aeruginosinas inibiram a atividade da tripsina (Kohler et al., 2014; Mazur-Marzec et
al., 2015). Em outro estudo, extratos de cianopeptolina, inibiram potentemente as atividades
das enzimas tripsina e quimotripsina (Gademann et al., 2010).

As cianotoxinas também podem interferir na expressdo génica. Chen et al. (2020)
relataram que a nodularina (NOD) causou dano ao DNA, danos oxidativo significativos e
alteracdo na expressdo de genes do desenvolvimento vascular e genes relacionados a
apoptoseno peixe-zebra. Além disso, a exposicdo de peixes-zebraa MC-LR causou
desregulacdo nas atividades e niveis de transcricdo de enzimas antioxidanteshepaticas(Hou et
al., 2015).

Curiosamente, poucos estudos realizaram andlises bioquimicas e moleculares de
organismos aquaticos expostos a cilindrospermopsina, saxitoxina e anatoxina-a. Sendo a
maioria deles realizados com microcistina-LR. Acrescenta-se também a necessidade de
avaliar efeitos em dosagens menores, equivalentes ao valor maximo permitido pelos 6rgaos
responsaveis (1 pg/L para MC-LR e CYN, 3 pg/L para STX). Diante disso, o objetivo do
presente trabalho € avaliar os efeitos das toxinas MC-LR, CYN, STX e ATX em baixas
concentragOes (variando de 0.5 a 25 pg/L) nas enzimas neurologicas (Acetilcolinesterase) e
intestinais (tripsina e quimotripsina), e o efeito da microcistina-LR na expressdo génicadoD.

rerio.

Materiais e Métodos

Produtos Quimicos
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As toxinas Microcistina-LR, Cilindrospermopsina, SaxitoxinaDiidrocloreto e
Anatoxina-acom uma pureza de > 95% foram adquiridos da Abraxis (Warminster, PA, EUA).
O trizol e a enzima TagDNA polimerase foram adquiridos da ThermoScientific. O kit de

sintese de Cdna foi obtido da Qiagen.

Desenho Experimental

Todas as condi¢cbes experimentais foram previamente submetidas e aprovadas pelo
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA da Universidade Federal de Pernambuco —
UFPE (Recife-PE, Brazil) (Processo n® 104/2019). Fémeas alevinos de Daniorerio (Hamilton,
1822) (n = 150) foram cultivados no laboratério de Enzimologia da UFPE em dois aquarios
de 90 L cada (45 cm x 54 cm x 45 cm; com fotoperiodo de 12h) desde o nascimento até os 3
primeiros meses de vida. Os individuos foram alimentados ad libitum com racdo comercial
para peixes ornamentais (32% de proteina), e a 4gua foi renovada diariamente (80% de agua).
Os parametros fisico-quimicos da agua (Ph e Temperatura) foram monitorados
continuamente.

Os individuos foram anestesiados com mesilato de tricaina(100 mg/L),em seguida
foram sacrificados e cérebro, masculo e intestinoforam removidos para a producdo dos

extratos brutos e a realizacdo da exposicdoastoxinasin vitro.

Extratos enzimaticos e exposicdo as toxinas

Amostras do cérebro e do musculo (ambas contendo acetilcolinesterase) foram
homogeneizados em 20 mg de tecido por MI de Tris-HCI 0.5 M, Ph 8,0, usando um
homogeneizador de tecidos (IKA RW20, China) a 300 rpm durante 60 s. Em seguida, o
homogenato foi centrifugado (HerolabUnicen MR Centrifuge, Germany) a 10.000 x gpor 10
min a 4 °C. O sobrenadante (extrato enzimatico) foi coletado e acondicionado em freezer a -
25 °C para serem usados nos ensaios enzimaticos.

As amostras do intestino (contendo tripsina e quimotripsina) foram homogeneizadas
em 40 mg de tecido por Ml de 0,01 M Glicina-HCI, Ph8,0 e 0,01 M Tris—HCI, Ph 8,0,
respectivamente. Foi utilizado um homogeneizador de tecidos (IKA RW20, China) a 300 rpm
durante 60 s. Em seguida o homogeneizado foi centrifugado (HerolabUnicen MR Centrifuge,
Germany) a 10.000 x gpor 25 min & 4 °C. O sobrenadante foi coletado e acondicionado em

freezer a -25 °C para serem usados nos ensaios enzimaticos.
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As enzimas intestinais (tripsina e quimotripsina) e colinesterases (acetilcolinesterase
do cérebro e musculo) foram expostas a oito concentragdes diferentes (0.5, 1, 2.5, 5, 10, 15,
20 e 25 pg/L) das cianotoxinas: Microcistina-LR, Saxitoxina, Anatoxina-a e
Cilindropermopsina em cinco réplicas. O grupo controle inclui amostras sem a presenca de
qualquer cianotoxina. Amostras dos extratos enzimaticos foram incubadas durante 1 h com a
presenca de cada uma das cianotoxinas nas diferentes concentracdes e a atividade residual foi

subsequentemente determinada.

Atividades enzimaticas neuroldgicas

As atividades da AchE do masculo e cérebro foram determinada apds a incubacéo de 1
h do extrato enzimatico do respectivo tecido (10 pL) com cada uma das concentragdes e tipos
de cianotoxinas (10 pL) com posterior adicdo de DTNB (0,25 M; 200 pL). A reacéo foi
realizada usando um espectrofotometro de microplacas (BioRad Model X-Mark™, USA) a
405 nm durante 3 min em microplaca inerte de fundo chato com 96 poc¢os depois da adicéo de
62 Mm acetilcolina (20 pL). A reacdo do branco foi realizada como citado anteriormente,
com excecao da substituicdo do extrato enzimatico com a solucéo tampao (Tris-HCI, 0,5 MPh
8,0). A unidade de atividade (U) foi determinada como a quantidade capaz de converter 1
mmol de substrato por min (Assis et al., 2010).

Atividades enzimaticas digestivas

As atividades da tripsina e quimotripsina foram determinadas usando BapNA e Suc-
Phe-p-Nan 4 Mm, respectivamente, dissolvidos em DMSO como substratos. O extrato
enzimatico do intestino (15 pL) foi incubado durante 1 h com a presenca dos diferentes tipos
e concentracOes das toxinas (15 L), seguida da adicdo do tampéo Tris—HCI 0,5 M (Ph 8,0;
140 M1). A reacéo foi iniciada pela adi¢do do respectivo substrato (30 uL). A absorbancia foi
monitorada a 405 nm usando o espectrofotdmetro microplate (BioRad Model X-Mark™,
USA) apds 15 e 10 min de reacdo para tripsina e quimotripsina, repectivamente. A reacdo do
branco foi quantificada seguindo os mesmos passos anteriormente descridos com a auséncia
da enzima. A unidade de tripsina e quimotripsina foi determinada como a quantidade de
enzima capaz de produzir 1 mmol de p-nitroanilina por minuto por mg de proteina (Bezerra et
al., 2005).
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Expressao de transcritos de peixe zebra desafiado coma toxina microcistina-LR

Os animais foram expostos amicrocistina-LR nas concentracdes 1 pg/L e 2.5 pg/L.
Apbs a exposicao foram anestesiados e eutanasiados em mesilato de tricaina 100 mg/L. Em
seguida, os tecidos (cérebro, estbmago, intestino e figado) foram retirados e as carcagas foram
descartadas em recipientes para lixo biolégico e foram incineradas pelaempresa encarregada
da destinacao de residuos biologicos.

Primeiramente, o RNA total (1 pg) dos diferentes grupos (Controle, desafiado com
microcistina 1 pg/L e 2.5 pg/L) foi extraido de cérebro, intestino, figado e musculo de peixe
zebra com reagente Trizol (ThermoScientific) seguindo as instrucdes do fabricante. Em
seguida, este RNA foi utilizado para a sintese de Cdna utilizando o Quantitec Reverse
Transcription Kit (Qiagen). Entdo, estes cDNAs foram utilizados para Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), com oligonucleotideos especificos para 0s seguintes transcritos:
superoxido dismutase, Catalase (GenBank AJ007505.1), Acetilcolinesterase (GenBank
BC163898.1), Tripsina (GenBank: AJ297822.1), Quimotripsina (GenBank: AW133968.1) e
B-actina (GenBank: AF057040.1) (Tabela 1). A PCR foi realizada utilizando Tag DNA
polimerase (1 U), MgCI2 (1 Mm), dNTPs (1 Mm) e os oligonucleotideos, em 35 ciclos. Por
fim, os produtos de PCR foram detectados por eletroforese em gel de agarose (1%).

Tabela 1-Oligonucleotideos utilizados para a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

Nome do alvo Sequéncia (5°— 3°)
Superéxido dismutase (manganés) fwd TCAACCCCCTGTTAGGTGCT
Superoxido dismutase (manganés) ver CTCCAACAGCTCACCCTGTG

Acetilcolinesterase fwd GAACCTGACCTCGTAGTAGC
Acetilcolinesterase ver CAGGGCTTTTTGGGCTCAGC
Tripsina fwd GCTCCGCCCAAATCAACAGC
Tripsina ver GCATTCAGGCACATCAGACG
Quimotrpsinafwd CTGACTGCACCAGCCTCTC
Quimotripsinaver GGAGCTCATCAGGGGTGAAC
B-actina fwd CATTGTTGGACGACCCAGAC
B-actina ver CAGTTGGTCACAATACCGTGC

fwd — forward; ver — reverso

Andlise de Dados

As unidades de atividade enzimatica foram transformadas em porcentagem (%) e

expressas como média * erro padréo. Para verificar diferencas significativas entre as médias
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dos diferentes tratamentos foi realizada uma anéalise de variancia (ANOVA) de dois fatores
(concentragfes x cianotoxinas) com 95% (p < 0,05) de nivel de significancia. A normalidade
e 66omoscedasticidade dos dados foram verificados a partir dos testes de Shapiro-Wilk e
Bartlett, respectivamente. Todas as analises foram realizadas com o pacote estatistico “vegan”
(Oksanen et al., 2018) no software R Core Team (2020).

Resultados

Efeitos das cianotoxinas nas atividades enzimaticas do peixe-zebra

As enzimas envolvidas no processo colinérgico estdo apresentadas nas Figura 1 e 2. A
reducdo na atividade da acetilcolinesterase (AChE) cerebral foi observada nos grupos
expostos a saxitoxina (STX) e anatoxina (ATX). A reducdo significativa (p < 0.05) na
atividade da AChE cerebral exposta a STX foi encontrada nas concentragcdes 20 e 25 pg/L,
quando comparados ao controle. Ja no grupo exposto a anatoxina, diminuicGes significativas
na atividade da AChE cerebral foram observadas para as concentracfes maiores quel5, 20 e
25 pg/L. Em relacéo a acdo das cianotoxinas na AChE muscular, apenas a anatoxina foi capaz
de inibir significativamente (p < 0.05) no grupo exposto a maior dose testada (25 pg/L) em
comparagdo ao grupo controle.

Figura 1 -Efeitos da microcistina-LR (MC-LR), cilindrospermospina (CYN), saxitoxina
(STX) e anatoxina (ATX) em diferentes concentra¢des (0.5, 1, 2.5, 5, 10, 15, 20, 25 pg/L)

160 -
140 | A-MC-R B-CYN
3 ] a i O
C1204{, a a a 22 a 2 a 3 ] l
° H a I 2 I
210l [ l Llpd {1k ] [
< 80 -
%60-
40 -
20 -
0
160 -
§ 140 C-STX D - ATX
v120-ab a b - a
° ab a b apc a ab abc abc @b
gmo']:ll:abcII bc 'Il[IIIbecc
T 80 I T TR
£ o0 |
40
20 1
O " " " " i
o v ~ uvu n O 1vw o W n ~ WO o v O !
£8%8°50588 8505855848
5 5
(@] (@]

Fonte: Arquivo Pessoal do pesquisador (2022)



Figura 2 - Efeitos da microcistina-LR (MC-LR), cilindrospermospina (CYN),
saxitoxina (STX) e anatoxina (ATX) em diferentes concentracdes (0.5, 1, 2.5, 5, 10,

15, 20, 25 pg/L)
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Figura 3-Efeitos da microcistina-LR (MC-LR), cilindrospermospina (CYN), saxitoxina (STX)

e anatoxina (ATX) em diferentes concentracdes (0.5, 1, 2.5, 5, 10, 15, 20, 25 pg/L)
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As enzimas digestivas sdo mostradas nas Figura 3 e 4. O grafico mostra diferenca
significativa na atividade da tripsina em relacdo ao controle na concentracéo 1 e > 5.0 pg/L de
exposicdo a microcistina-LR. Foi observado uma relacdo dose-dependente, pois ndo héa
diferenca significativa entre os tratamentos a partir dessa concentracdo (5.0 pg/L)de
exposi¢do a microcistina-LR. O desempenho da tripsina exposta a cilindrospermopsina,
saxitoxina e anatoxina ndo mostrou diferenca significativa quando comparadas ao controle.
No que diz respeito aos efeitos causados na quimotripsina, foi observado que a MC-LR
diminuiu significativamente (p < 0.05) a atividade dessa enzima naconcentracdo 10 pg/L. A
cilindrospermopsina causou reducdo na atividade da quimotripsina em concentragdes mais
altas (15, 20 e 25 pg/L). J& a anatoxina proporcionou diminuigdo da atividade da
guimotripsinanasconcentracfes5, 10 e 20 pg/L. Nos grupos expostosasaxitoxina, as
atividades de ambas as enzimas digestivas, ndo mostraram diferencas significativas quando
comparadas ao controle.

Figura 4 -Efeitos da microcistina-LR (MC-LR), cilindrospermospina (CYN), saxitoxina
(STX) e anatoxina (ATX) em diferentes concentragdes (0.5, 1, 2.5, 5, 10, 15, 20, 25 pg/L)
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Efeitos da Microcistina-LR na transcri¢cdo génica do peixe-zebra

Os niveis de expressdao de mRNA de superoxido dismutase (SOD), acetilcolinesterase
(AChE), tripsina (Tryp)equimotripsina (Chym) em grupos controle e desafiados com
microcistina-LR s&o mostrados na Figura 5. Em geral, o nivel de mRNA de varios tecidos foi
alterado nas concentracfes 1 e 2.5 pug/L de MC-LR. O transcrito da superoxido dismutase foi
0 que teve a maior expressao no cérebro. O mesmo teve sua expressao diminuida neste 6rgéao
no grupo tratado com MC-LR(Figura 5-A). J& no intestino, o transcrito mais expresso foi a
tripsina (Figura 5-B). SODdo intestino e AChE,TrypeChym do cérebro e do intestino néo
foram detectadasnos grupos expostos as concentragdes 1 e 2.5 pg/L de MC-LR, sendo
expressos apenas no grupo controle. A expressao da acetilcolinesterase ndo foi detectada no
figado, enquanto que o transcrito da superoxido dismutase foi 0 mais expresso nesse 6rgao
(Figura 5-C). Para SOD, Tryp e Chym, a expresséo diminuiu no grupo microcistina 1 pg/L e
ndo foi detectada no grupo 2.5 pg/L. Acerca dos efeitos no musculo, o Unico transcrito cuja
expressao foi detectada foi SOD (Figura 5-D). O padrdo de expressdo para esse transcrito nos

diferentes grupos foi similar ao encontrado no figado.

Figura 5 - Determinacdo da expressdo de transcritos em diferentes 6rgdos de peixe zebra
(Daniorerio). Eletroforese em gel de agarose (1%) de produtos de PCR utilizando
preparacGes de cDNA de: Cérebro (A); Intestino (B); Figado (C) e Mdsculo (D).
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Discussao

Em relacdo aos efeitos das neurotoxinas (STX e ATX) na AChE, no nosso estudo
observou-se que ambas em concentragcbes maiores (a partir de 15 pg/L) foram capazes de
suprimir a acdo enzimatica, porém, a anatoxina atuou inibindo as duas enzimas neurologicas,
e a saxitoxina apenas a acetilcolinesterase cerebral. A alteracdo no desempenho dessas
enzimas acontece porque as atividades colinesterasicas cerebral e muscular séo reativas a
exposicdo de produtos organofosforados e carbamatos, que sdo analogos estruturais da
acetilcolina, como é o caso da STX e ATX(Assis et al., 2010; Kist et al., 2012). Além disso, 0
musculo é um dos locais de bioacumulacdo de produtos como metais, organofosforados e
outros xenobioticos, o que pode resultar em alteracfes enzimaticas (Rodriguez-Fuentes., et al
2008).

Varios estudos tém mostrado a inibigdo da AChE cerebral de vérias espéecies de peixes
contra diferentes xenobioticos (Guzman-Guillén et al.,, 2015; da Silva et al.,, 2014,
Muthulakshmi et al., 2018; Oliveira et al., 2017; Moreno et al., 2019). No entanto, em relacédo
aos efeitos de cianotoxinasnaAChE, em alguns casos ndo foram observadas alteracfes
significativas neste parametro, como em Geophagus brasiliensis exposto a
saxitoxina(Clemente et al., 2010), e em trairas expostas a cilindrospermopsina (da Silva et al.,
2018). Outros autores relataram que durante a exposicdo a MC-LR dissolvida na agua em
concentracdes baixas, a atividade da AChE foi significativamente aumentada (Kist et al.
2012; Wu et al., 2016), mas ndo mudou quando a toxina foi exposta intraperitonealmente no
peixe-zebra (Kist et al., 2012). Desta forma, essas observagdes em diferentes organismos com
varias concentracOes de distintas toxinas sugerem que as alteraces enzimaticas dependem do
modo de exposi¢do do organismo a toxina. Contudo, os resultados observados nesse estudo e
somados a outros resultados ja relatados (Kist et al., 2012; Wu et al., 2018) sugerem que a
MC-LR ndo atua diretamente na atividade enzimatica colinérgica, e servem como gatilhos
para novos estudos no intuito de se ter uma melhor compreensdo dos mecanismos
moleculares de toxicidade dessas toxinas no sistema nervoso.

Este é o primeiro trabalho a investigar implicacfes de cianotoxinas nas atividades de
tripsina e quimotripsina extraidas do peixe-zebra, fornecendo uma base importante para
estudos sobre toxicologia aquatica. Ao contrario dos resultados observados para as
colinesterases, o desempenho das enzimas intestinais foi reduzido nos ensaios de exposicao as

microcistina-LR, cilindrospermopsina e a anatoxina. No entanto, como tais exposic¢des lidam
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com mecanismos de acdes peculiares de cada toxina, observou-se que a exposi¢do a
microcistina-LR induziu a maior supressdo da atividade da tripsina e quimotripsina nas
concentragoes 1 e 10 ug/L, respectivamente. Além disso, as toxinas CYN (15, 20 e 25 ug/L) e
a ATX (> a 5 pg/L) atuaram na inibi¢do da quimotripsina, sendo este o primeiro estudo a
mostrar efeito de uma neurotoxina (anatoxina) na fungao de uma enzima intestinal.

A inibicdo in vitrode enzimas digestivas por outros xenobiontes ja foi relatada em
outros estudos (Costa et al., 2013; Oliveira et al., 2017). Além desses, estruturas peptidicas
(microgininas, aeruginosinas, cianopeptolinas, micropeptinas, anabaenopeptinas e
microviridinas) com atividade de inibicdo de protease foram identificadas em espéciesde
cianobactérias como Microcystis, Planktothrix, Anabaena, Nostoc, Lyngbya e
Symploca(Nagarajan et al., 2012; Mazur-Marzec et al., 2015). No entanto, ndo existiam dados
sobre o comprometimento da atividade das enzimas digestivas mediado por essas
cianotoxinas purificadas.

Numerosas cianobactérias produzem inibidores de proteases, que sdo principalmente
peptideos ciclicos e/ou lineares (Mazur-Marzec et al., 2015; Hasan et al., 2019). Serino
proteases sdo um importante grupo de enzimas hidroliticas que participam de processos como
digestdo, coagulacdo sanguinea, fibrindlise, resposta imune e apoptose (Di Cera, 2009).
Estudos tém citado que compostos que desregulam a atividade de proteases como tripsina e
quimotripsina, podem ser utilizados no tratamento de varios distlrbios metabdlicos como:
urticaria, dermatite, asma, doenca inflamatéria intestinal, disturbios neuroldgicos, doencas
cardiovasculares, trombose, hipertensdo, infecc¢Ges virais ou cancer (Janssen &Rebollo, 2012;
Patel, 2017).

No nosso estudo, a inibi¢do da atividade da tripsina no intestino do peixe-zebra pela
MC-LR foi confirmada pela andlise da expressdo génica. ParaHouet al (2015), alteracBes nos
niveis de transcrigdo de genes de enzimas concomitantes com altera¢fes na atividade dessas
enzimas podem ser explicadas pelas alteracGes na sintese enzimatica a nivel molecular. No
nosso estudo, também foi visto alteracdo do gene tryp no cérebro e figado. Além disso, as
expressGes génicas da superoxido dismutase do cérebro, intestino e musculo mostraram-se
mais afetadas negativamente quando testadas a concentracdo maior (2,5 ug/L). A supressao
substrato ou diminuicdo da sintese proteica em nivel molecular (Hou et al., 2015).

Nossas observacOes indicam que a toxicidade das quatro toxinas testadas (MC-LR,
CYN, STX e ATX) é evidente para o peixe-zebra. Foi notivel que as concentra¢cdes mais altas

usadas neste estudo foram cerca de vinte e cinco microgramas por litro, porém, a



72

concentragdo de exposigcdo que resultou em neurotoxicidade variou a partir de 15ug/L para
ambas as toxinas neurotoxicas. Além disso, no presente estudo, foi visto que a toxina MC-LR
causou toxicidade na atividade enzimatica da tripsina em concentracfes a partir de 1ug/L, e
efeitos na transcricdo génicaforamverificados nos organismos desafiados em concentracfes
baixas equivalentes a 1 e 2.5 pg/L MC-LR.Esses efeitos genotdxicosafirmam o potencial de
toxicidade da MC-LR em concentragdo maxima permitida pela 6rgdos responsaveis (1 pg/L
MC-LR) para agua destinada ao abastecimento publico.Portanto, a toxicidade dessas
substancias em concentracfes permitidas pela legislacdo deve ser levada a sério ao avaliar a

seguranca da qualidade da &gua para abastecimento publico.

Considerac0es Finais

A exposigdo as cianotoxinas nas concentragBes mais altas testadas induziu efeitos
negativos nas atividades das enzimas neuroldgicas (acetilcolinesterase cerebral e muscular) e
digestivas (tripsina e quimotripsina), somados a esses, efeitos genotoxicos no ceérebro,
mausculo, intestino e figado também foram vistos quando os peixes-zebra foram desafiados a
baixasconcentragfes de MC-LR.  Os resultados aqui encontrados servem como alerta e
gatilhos para novos estudos no que diz respeito aos niveis de toxinas presentes na agua
utilizada para abastecimento publico.
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4 CONCLUSOES

O teste in vitro mostrou que as toxinas testadas provocaram altera¢fes nas atividades
enziméticas do peixe-zebra. Em especial, as alteracbes provocadas pela saxitoxina e
anatoxina, causaram efeitos neurotoxicos. 1sso pode trazer consequéncias severas, Visto que 0
desempenho da enzima acetilcolinesterase é essencial na propagacao do impulso nervoso.

As toxinas hepatotoxicas, microcistina-LR e cilindrospermopsina, interferiram
negativamente na atividade tripsina e quimotripsina, respectivamente. E a anatoxina
provocou diminuicdo da quimotripsina, demonstrando seu efeito prejudicial ao sistema
digestivo. Sobre isso, prejuizos que venham a afetar o sistema neuroldgico, ou comprometer a
atividade das enzimas envolvidas no processo de digestdo, € muito significativo, pois podem
provocar efeitos irreversiveis.

Portanto, a identificacdo de doses de cianotoxinas que comprometam a funcdo
neuroldgica e digestiva é extremamente importante e reafirmam a necessidade de controles e
métodos de detecgdo de cianotoxinas mais precisos para aguas utilizadas para abastecimento

publico.
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ANEXO A- SUMULA CURRICULAR

« Participagdo no curso a distancia Agéncia de Agua: O que €, o que faz e como funciona,
promovido pela Agéncia Nacional de Aguas - ANA, com carga horaria de 30 horas. (Ano
2020);

* Participagdo no curso a distancia Hidrologia Geral, promovido pela Agéncia Nacional de
Aguas - ANA, com carga horaria de 40 horas. (Ano 2020);

*Participagdo no curso a distancia Monitoramento da Qualidade da Agua de Rios e
Reservatorios, promovido pela Agéncia Nacional de Aguas - ANA no periodo de 01/04/2020
a 20/05/2020, com carga horéria de 40 horas.

« Participacdo no curso a distancia Planejamento, Manejo e Gestdo de Bacias, promovido
pela Agéncia Nacional de Aguas - ANA, com carga horaria de 40 horas.

« Participagdo no curso a distancia Qualidade da Agua em Reservatorios, promovido pela
Ageéncia Nacional de Aguas - ANA no periodo de 01/04/2020 a 20/05/2020, com carga
horaria de 60 horas.

* Participagdo no | Curso Internacional sobre Comunidades de Algas Continentais,
promovido pelo Departamento de Biologia Animal e Vegetal do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Estadual de Londrina, realizado de 28 de setembro a 9 de outubro
de 2020, totalizando 60 horas;

. Publicacdo do artigo
Submergedmacrophytessupportcyanobacteriaandmicrocystinproduction in a drawdown
tropical semiaridreservoir, na revista AquaticEcology.Disponivel em:
https://doi.org/10.1007/s10452-021-09866-1

* Publicacdo do artigoThe reduction in water volume favors N-fixing cyanobacteria and
heterocyst production in semi-arid tropical reservoirs, without the influence of the N:P
ratio, narevistaScience of the Total Environment.Disponivelem:
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.151584

* Participagdo no | Encontro de Ecologia Neotropical: Implicagdes para a Conservacao
em Tempos de Mudancas Climaticas, que ocorreu de 02 a 06 de Agosto de 2021, com carga
horaria de 20h (vinte horas).


https://doi.org/10.1007/s10452-021-09866-1
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.151584
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