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RESUMO

A demanda alimenticia atual tem feito com que cultivos de organismos aquaticos se
intensifiguem nas ultimas 3 décadas. Porém, para que isso seja possivel fazendas de
aquicultura tem aumentado o enriquecimento de seus viveiros com nutrientes
principalmente nitrogénio e fosforo. Este enriquecimento tende a contribuir com o
aparecimento de floracGes de cianobactérias. Dentre estas floraces podem ocorrer
algumas espécies produtoras de metabdlitos secundarios conhecidos como cianotoxinas,
onde seus efeitos podem causar serios problemas incluindo a mortalidade em massa dos
organismos expostos. Por isso, um monitoramento constante destes cultivos se faz
necessario, pois problemas de floragdes podem acarretar grandes perdas aos produtores.
Uma ferramenta importante para o monitoramento destes cultivos sdo 0s testes
toxicoldgicos, pois estes ddo uma rapida resposta que antecipa as consequéncias das
floragdes toxicas, aumentando assim as chances de o produtor intervir com medidas que
preservem a sua producao.

No presente trabalho foram realizados testes toxicoldgicos agudos onde testou-se a
toxicidade saxitoxinas e nodularinas em dois organismos oriundos de fazendas de
cultivo, o camaréo branco Litopenaeus vannamei e o camardo cego Artemia salina. Nos
experimentos com o0 primeiro obteve-se uma concentragdo letal para 50% dos
organismos (CLsg) de 17,27 pg.L™ com saxitoxinas e de 2.500 pg.L™* com nodularinas.
Com Artemia foram encontrados valores de Clsy entre 4,76 e 2,11 pg.L™" para
saxitoxinas e Clsy de 1.941 + 1.110 pg.L™ para nodularinas. Mostrando que este
organismo é cinco vezes mais sensivel a ambos podendo ser utilizado como bioensaio
de rapida duracdo trazendo resultados de boa confiabilidade ao produtor. Nos ensaios
com nodularina, os dois organismos obtiveram sensibilidade similares o que sugere
semelhantes mecanismos de acdo do intoxicante a ambos crustaceos. Foi realizado
também um ensaio crénico com L.vannamei avaliando sua capacidade natatoria apos
exposicao a saxitoxinas, porém nado foi encontrada diferenca significativa entre o grupo
toxico e o grupo controle. O monitoramento de fazendas de producdo de crustaceos
através de ensaios toxicologicos apropriados € importante, para diminuir a perda de

producéo destes locais.
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ABSTRACT

In the last three decades the need for food has caused the aquiculture to be intensified.
To reach this purpose, aquiculture farmers loads their water tanks with an extra amount
of nitrogen and phosphorus nutrients. This enrichment of nutrients leads to the
development of cyanobacterial blooms. Among these blooms, species producing
secondary metabolites may occur. These compounds called cyanotoxins cause serious
problems including mass mortality of exposed organisms. Therefore, constant
monitoring of these marine farms is necessary as blooms may cause major losses to
producers. Toxicological tests are an important tool for monitoring their production
farms as they are a rapid response to anticipate the harmful consequences brought by
toxic blooms, moreover giving the chance to the farmers protect and save their marine
food crops. The present work carried out acute toxicological tests which tested the
toxicity of nodularins and saxitoxins to aquiculture farm organisms, the white shrimp
Litopenaeus vannamei and the brine shrimp Artemia salina. In experiments with the
first, a lethal concentration for 50% of organisms (LC50) of 17.27 pg.L™ with
saxitoxins and 2500 pg.L™ with nodularins. With Artemia a LC50 value between 4.76
and 2.11 pg.L™ with saxitoxins and a LC50 of 1,941 + 1,110 pg.L™" with nodularins was
obtained. The experiments showed that with saxitoxins, A.salina is approximately 5
times more sensitive than L.vannamei, thus it can be used as a short term bioassay
bringing reliability to the farm producer. In the nodularin tests, both organisms tested
presented similar sensitivity. These in terms suggested also a similar action of the
intoxicant to both crustacean. A chronic assay with L.vannamei was performed
evaluating their swimming capacity after exposure to saxitoxins, but there was no
significant difference between the toxic group and the control group. Monitoring shrimp
farms through toxicological tests is an important tool to reduce the production loss in
these locals.

Vi
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1- INTRODUCAO

A aquicultura vem se desenvolvendo de maneira acelerada nas ultimas 3
décadas. Segundo o relatorio mais recente da Food and Agriculture Organization of the
United Nations (FAQO), a producdo de pescado para consumo humano foi de 136,2
milhdes de toneladas, onde a producdo oriunda da aquicultura representou cerca de 49%
(FAO, 2014). Este aumento vem ocorrendo de maneira gradativa ano a ano devido a
avancos tecnologicos implantados nestas produgdes. Técnicas como o cultivo em meio
a bioflocos se utilizam da formacéo de agregados microbianos permitindo um melhor
aproveitamento dos nutrientes originados da ragcdo consumida pelos organismos
(Browdy et al., 2001; Burfordet al., 2003). Atualmente, este pacote tecnoldgico
quando implantado em um cultivo, consegue produzir 1 kg de camardo com menos de
160 litros de agua (Otoshi et al., 2006). Em contrapartida, producdes que utilizam
sistemas convencionais utilizam cerca de 64 mil litros de agua para produzir a mesma

quantidade de camaréo (Hopkins et al., 1995).

O desenvolvimento tecnolédgico e consequente aumento de producdo na
aquicultura embora se faca necessario, tem trazido alguns problemas para as fazendas
de cultivo. O enriquecimento das aguas de cultivo com nitrogénio e fosforo é primordial
para 0 aumento da producdo, porém contribui para a eutrofizacdo e consequentemente o
desenvolvimento de microalgas e cianobactérias tanto nos cultivos de aguas costeiras

adjacentes quanto continentais (Zimba & Grim, 2003). Estratégias de manejo da
qualidade da &gua vem sendo empregadas com o intuito de minimizar a eutrofizacéo.
Um exemplo é a manipulacdo da comunidade microbiana, que contribui tanto com os
fatores ambientais como econdmicos (Ballester et al. 2007; Azim et al. 2008). Porém,
mesmo com avangos em pesquisa, 0 numero de casos de floracBes resultantes da
eutrofizacdo em producgdes comerciais ainda ocorre de forma incontrolavel.

Cianobactérias sdo organismos procariéticos, aerébicos e fotoautotroficos
encontrados em forma unicelular, filamentosa ou colonial. Atualmente sdo conhecidas
cerca de 2.000 espécies divididas em 150 géneros (Hoek e Jahns, 2002 citado em Ernst,
2008). Encontradas em praticamente todas as regides do planeta, sdo capazes de
sobreviver em ambientes com condi¢des extremas (Ricklefs, 1993). Floracdes de
cianobactérias ocorrem em locais com altas concentracdes de compostos organicos ricos

em nitrogénio e fosforo, altas temperaturas e baixa circulagdo da &gua (van Apeldoorn



et al., 2007), podendo ser encontrados com concentracdes superiores a 2x10° células
mL™*(Zimba & Mischke, 2005). Como caracteristicas, estas floracdes produzem odores
desagradaveis e coloragdo verde azulada impactante (Torgan, 1989). Dentre todas as
espéecies compreendidas como cianobactérias, cerca de 40 géneros sintetizam
metabolitos secundarios conhecidos como cianotoxinas (Carmichael & Falconer,
1993). N&o existe uma razdo direta para a producdo destas toxinas, porém acredita-se
que cianobactérias e outras microalgas as produzam a fim de se proteger contra a
herbivoria (Carmichael, 1992b). Estas ficam armazenadas no contetdo intracelular das
cianobactérias, e séo liberadas no meio com a morte da célula.

As toxinas produzidas podem causar sérios danos a uma fazenda de aquicultura,
pois estes metabolitos podem causar além de mortalidade, o surgimento de tumores,
aumento de stress, diminuicdo na nutricdo e consequente queda na taxa de crescimento
dos organismos cultivados (Smith et al., 2008).

As cianotoxinas sdo divididas em trés grupos, que variam pelo mecanismo e
local de acdo. A divisdo ocorre em hepatotoxinas, neurotoxinas e dermatotoxinas
(Chorus e Bartram, 1999). Os dois principais grupos tdxicos, por possuirem potencial
agudo e subcrdnico de toxicidade em animais e humanos sdo as hepatotoxinas e
neurotoxinas (Pitois et al., 2001). A maioria dos incidentes de floracGes tdxicas de
cianobactérias descritos ‘tanto para agua salgada quanto dulcicolas séo relacionados
com 0s géneros Microcystis, Anabaena, Aphanizomenon, Planktothrix, Oscillatoria,
Cylindrospermopsis e menos frequente com 0s géneros Gomphosphaeria,
Coelosphaerium, Gloeotrichia, Nodularia, Nostoc (Sivonen & Jones, 1999).

Dentro do grupo de cianotoxinas com potencial neurotdxico, encontra-se a
toxina e suas variantes utilizadas no presente estudo: saxitoxinas. Esta neurotoxina tem
como caracteristica atuar sobre o sistema nervoso do organismo e possuir um poder de
acdo extremante rapido (Carmichael, 1992a; Carmichael, 1992b).

As saxitoxinas (figura 1) sdo alcaloides, que possuem mais de 22 variantes
também conhecidas na literatura como PST (“paralytic shellfish toxins”) ou toxinas
paraliticas. Suas variantes possuem toxicidades e estruturas moleculares diferentes e se
distinguem entre si devido ao nimero de grupamentos sulfato ou decarbamoil (tabela 1)
(Sivonen & Jones, 1999).
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Figura 1: Estrutura molecular geral da saxitoxina. Fonte:(van Apeldoorn et al., 2007).

Tabela 1: Variantes de saxitoxina e os radicais modificados. Fonte: (Chorus e Bartram, 1999).

NOME DA GRUPOS QUIMICOS VARIAVEIS NAS SAXITOXINAS

TOXINA R1 R2 R3 R4
STX H H H CONH;
GTX2 H H 0SOy CONH;
GTX3 H 0SS0y H CONH,
GTXS H H H CONHSOy
Cl1 H H 0S80y CONHSOy
Cc2 H 0SS0y H CONHSOy
NEO OH H H CONH,
GTXI1 OH H 0SO5” CONH;
GTX4 OH 0SO5 H CONH;
GTX6 OH H H CONHSOy
DeSTX H H H H
DeGTX2 H H 0SSOy H
DeGTX3 H 0SS0y H H
LWTXI H 0S80y H COCH;
LWTX2 H 0S80y H COCH;
LWTX3 H H 0S0y COCH;
LWTX4 H H H H
LWTXS5 H H H COCH;
LWTX6 H H H COCH;
STX: Saxitoxina deSTX: decarbamoilsaxitoxinas NEO: Neosaxitoxina
GTX: Goniautoxinas deGTX: decarbamoigoniautoxinas
C:C - Toxinas LWTX: toxinas de Lyngbya wollci

Estas potentes neurotoxinas agem como inibidoras da condugéo e da geracdo de

potenciais de acdo em células excitaveis, como neurdnios e midcitos. Séo bloqueadores
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seletivos dos canais de sodio dependentes de voltagem, podendo também diminuir a
permeabilidade do potassio nas membranas nervosas quando em concentragdes
elevadas. O efeito toxicolOgico caracteriza-se por causar severa paralisia muscular e,
consequente morte por insuficiéncia respiratéria (Carmichael, 1994; Wang et al., 2003;
Su et al., 2004; Apeldoorn et al., 2007).

Dentre as espécies identificadas como produtoras de saxitoxinas, temos alguns
dinoflagelados: Protogonyaulux, Alexandrium, Gymnodinium e Pyrodinium. Assim
como cianobactérias: Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis e Lyngbya.

Entre varias espécies produtoras das variantes de saxitoxina, Cylindrospermopsis
raciborskii € uma das cianobactérias citadas com frequéncia na literatura (Chorus &
Bartram, 1999). No Brasil esta espécie costuma ser encontrada em barragens e outros
corpos de agua doce, onde na maioria dos casos € produtora desta toxina (Lagos et al.,
1999; Yunes et al, 2003).

1.1 - ANTECEDENTES COM SAXITOXINAS

Devido ao alto potencial tdxico e ocorréncia em todo o mundo desta
neurotoxina, inimeros sdo 0s estudos tanto toxicoldgicos como ambientais relacionados
a mesma.

Em floragdes ocorridas no reservatorio de Taiacupeba em Sdo Paulo, foram
analisadas amostras onde encontraram-se concentragdes de até 17pg.L™ de saxitoxinas
(Yunes et al., 2003). No estado do Parana em 2002, o reservatorio de abastecimento de
Pitangui também foi impactado com floracbes que foram analisadas e encontrou-se
concentracdes de 8,1 pg.L™ de saxitoxinas naquelas amostras (Yunes et al, 2010).

Em 11 lagos distintos no territério dinamarqués, foram encontradas floracdes de
cianobactérias produtoras de saxitoxinas, porém neste estudo apenas foi confirmada a
presenca da toxina e ndo quantificada como nos estudos anteriores (Kaas et al., 2000).
Uma floracdo de Aphanizomenon flos-aquae ocorrida na barragem de Crestuma-Lever
(localizada no distrito de Porto — Portugal) foi analisada e constatou-se que se tratava de
uma produtora de saxitoxinas (Ferreira et al., 2000). Estes estudos demonstram que
floracGes toxicas de saxitoxinas ocorrem frequentemente em distintas areas do planeta.

Diversos estudos relacionados a toxicidade das saxitoxinas foram realizados,
onde esta neurotoxina ja foi testada nos mais variados grupos marinhos e terrestres de

diferentes taxons.
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O crustaceo Mysidopsis juniae foi utilizado como organismo teste em ensaios
agudo e crénico com saxitoxinas realizados com as mesmas cepas utilizadas no presente
trabalho. Naquele trabalho, foi encontrado uma concentragéo letal para 50% dos
organismos CLso de 2,34 pg.L™ de saxitoxinas, o que comprovou a sensibilidade do
organismo a toxina testada demonstrando porque o mesmo é utilizado com frequéncia
em testes toxicoldgicos (Bif et al., 2013).

Em testes a cladocera Daphnia pulex foi exposta a uma floracdo
Cylindrospermopsis raciborskii produtora de saxitoxinas por um periodo de 24 horas
apos, verificou-se que os organismos perderam o poder de locomocéo (Ferrdo Filho et
al., 2008). Isso ocorreu devido aos efeitos neurotdxicos que as saxitoxinas possuem.
Apo6s 3 horas, removida a exposicdo a floracdo, os organismos voltaram a ter
capacidade de movimentacdo. Isso demonstra a reversibilidade da acdo das saxitoxinas.

Em estudo realizado com Mya arenaria coletada de dois locais diferentes (Golfo
St. Laurence e Baia de Fundy, ambos nos EUA), no primeiro ndo havia ocorréncia de
floragdo produtora de saxitoxinas e no segundo havia, avaliou-se a capacidade de
enterramento dos organismos apds exposicdo de 24 horas a células toxicas de
Alexandrium tamarense. Foi encontrada uma diferenca significativa na capacidade de
enterramento dos organismos de locais diferentes. Com isso foi observado uma
capacidade de acumulagdo maior por parte dos organismos que eram frequentemente
expostos pela toxina em seu habitat. Para comprovar isso, analisaram o0 genoma e a
sequéncia de DNA dos poros dos canais de Na* afetados nos dois grupos estudados e
constataram que 0s organismos que eram frequentemente expostos (Baia de Fundy)
possuiam uma mutacdo genética no dominio 2 que lhes proporcionava uma modificagdo
significativa na absorcdo das saxitoxinas, tornando-0s mais resistentes que organismos
da mesma espécie oriundos de locais que ndo tinham ocorréncia de floragdes produtoras

de saxitoxinas (Bricelj et al., 2005).

Em estudo realizado com Litopenaeus vannamei cultivados em uma fazenda de
aquicultura, estes também foram submetidos a exposi¢do de uma floracdo de A. tamarense
onde novamente verificou-se acumulo na musculatura e glandulas gastricas das
saxitoxinas. Por se tratar de um organismo de cultivo discute-se se este pode ou ndo ser

um vetor desta toxina ao consumidor final (Linares et al., 2009).
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ExposicBes a 229 + 7 pg.L ™ de saxitoxinas foram realizadas com larvas de Danio
rerio, apés a exposicdo, as larvas sobreviventes tiveram ma formacdo e deficiéncia

senso motoras, demonstrando o efeito toxico das saxitoxinas (Lefebvre et al., 2004).

1.2 - TESTES TOXICOLOGICOS

Testes toxicologicos sdo de extremamente aplicaveis a estudos com floracBes de
cianobactérias, pois através destes se analisardo efeitos das cianotoxinas sobre 0s
organismos Vvivos, principalmente quando provém do meio nos quais 0S organismos
vivem (Zagatto & Bertoletti, 2008). Em fazendas de aquicultura, o teste toxicologico
torna-se primordial, pois sdo ambientes confinados com pardmetros fisico-quimicos
controlados e qualquer interferéncia (como no caso floragdes), sera extremamente

prejudicial a producdo e consequentemente ao produtor.

1.2.1 - ORGANISMOS TESTE

Os dois organismos teste utilizados neste trabalho foram o camardo branco do
pacifico Litopenaeus vannamei (Boone) e o microcustaceo Artemia salina. O primeiro
foi escolhido, pois possui alto valor comercial e é o produto final de uma fazenda de
carcinocultura. A A. salina foi bastante utilizada como organismo teste em ensaios
toxicoldgicos na década de 90 (Resgalla & Laitano, 2002). Embora atualmente ndo seja
mais utilizada com frequéncia, dentro de uma fazenda de aquicultura € de extrema
importancia, pois é alimento base dos primeiros estagios de vida do L. vannamei. Além
do mais, pode vir a servir como um teste toxicolégico preliminar rapido e facil, servindo

de parametro ao produtor em relacéo a floracGes que ocorram em sua fazenda.

Artemia salina (figura 2) é um microcrustaceo da ordem Anostraca, filtrador que
possui como habitos alimentares consumir bactérias, algas unicelulares, pequenos
protozoarios e detritos dissolvidos no meio. A filtragdo ocorre nos toracopodos,
encarregados de conduzir as particulas alimenticias em direcdo ao sistema digestivo.
Seus cistos sé@o de facil ecloséo e séo encontrados facilmente em lojas de aquérios, ndo

precisando assim serem capturados no ambiente.
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Figura 2: Artemia salina. Fonte: http://sciencesediment.com/about/the-curriculum/the-units/brine-shrimp/

O Litopenaeus vannamei (figura 3) € um camardo nativo do Pacifico, que se
distribui da costa mexicana até o Peru. Esta espécie esta entre as mais cultivadas no
mundo (FAO, 2007). No Brasil comecou a ser produzida com maior significancia no
inicio da década de 90 e hoje é a espécie mais produzida (Streit et al., 2002). Isso se da
por que a espécie € rapidamente adaptavel a variados ambientes e tipos de cultivo.

Embora este camardo seja marinho, seu cultivo pode ser realizado sob grandes
variacbes de salinidade. Isto € comprovado, através de diversos estudos com
aclimatacdo, sobrevivéncia, crescimento e cultivo desta espécie que mostraram a
viabilidade do cultivo em &guas continentais (Velasco et al.,1999; Rosas et al., 2001;
Santos et al., 2002; Yong-Chin Lin & Jiann-Chu Chen, 2003; Mendes et al., 2006;
Santos et al., 2007; Santos et al., 2009).

Figura 3: Litopenaues vannamei fonte: http://www.ictioterm.es/nombre_cientifico.php?nc=235
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2 - OBJETIVOS

2.1-OBJETIVO GERAL

Avaliar a toxicidade de wuma cepa cultivada em laboratorio de
Cylindrospermopsis raciborskii produtora de saxitoxinas sobre dois organismos
cultivados em fazendas de aquicultura, o camardo branco Litopenaeus vannamei

e 0 microcrustaceo Artemia salina.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a concentracdo letal para 50% dos organismos testados (CLsg) de
saxitoxinas a partir de um cultivo de C. raciborskii em testes com pos-larvas de

L. vannamei.

Determinar a CLs de saxitoxinas em testes com nauplios de A. salina.
Determinar se ha diferenca de sensibilidade nos efeitos da toxina entre os dois
organismos testados, 0 que pode contribuir para 0 monitoramento e avaliacéo
dos impactos de uma floragdo ocorrente em uma fazenda de aquacultura que

cultive as espécies estudadas.

Verificar se ha efeito crénico sobre a capacidade natatéria de juvenis de L.

vannamei quando expostos a doses subletais de saxitoxinas.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1- CULTIVO DA CIANOBACTERIA E EXTRACAO DE SAXITOXINAS

A cianobactéria de &gua doce descrita como produtora de saxitoxinas
Cilindrospermopsis raciborskii (de Souza et al., 1998, citado em Wu et al., 2012) foi
cultivada para utilizacdo nos testes toxicoldgicos. A cepa utilizada foi a T3 (Lagos et al.,
1999) a qual encontra-se disponivel no banco de cultivos do Laboratorio de
Cianobactérias e Ficotoxinas (LCF: www.cianobacterias.furg.br). O perfil de variantes
toxicos de saxitoxinas para esta cianobactéria ja havia sido utilizado em outros trabalhos
do LCF (Bif et al. 2013; Ramos et al. 2014).

O inbculo da cepa T3 foi realizada em frascos previamente autoclavados
(Phoenix AV75, Brasil) contendo o meio ASM-1 para cianobactérias (Gorham et al.,
1964) em capela de fluxo laminar esterilizada (VECO-Brasil). Os frascos foram
mantidos na sala de cultivos sob um fotoperiodo de 24 horas (fase clara) de
aproximadamente 500 PHE.m™.s? e temperatura de 20°C. Os cultivos mantiveram-se
nessas condicBes até atingirem a biomassa celular e concentracdo tdéxica para a
realizacdo dos testes toxicoldgicos. Este periodo de incubacdo teve duracdo de
aproximadamente 40 dias.

Apds atingirem a concentracao pretendida, os cultivos foram concentrados a um
menor volume possivel. Este procedimento se deu através sucessivas centrifugacfes
(centrifuga MLW modelo K70D-Alemanha) com capacidade de 500 mL em cada um
dos 4 frascos. Cada processo de centrifugacdo durou cerca de 30 minutos a 3000 rpm,
onde o sobrenadante foi descartado. O volume celular em forma de precipitado, foi
retirado dos frascos e medido com o auxilio de uma proveta. Neste, foi adicionado HCI
a fim de atingir a concentragdo de 0,05M e diminuir o pH da amostra, evitando a
degradacdo da toxina. Os concentrados foram rotulados e mantidos em frascos de
polietileno Nalgene® de 100 ml.

A quebra das celulas foi necessaria para que as toxinas produzidas fossem
liberadas para 0 meio aquoso. Para isso, utilizou-se um sonificador (Hielscher UP100H,

Germany). O procedimento ocorreu a uma amplitude de 100% em trés ciclos de 30
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segundos intercalados com 30 segundos de pausa. Ao término, os frascos foram

mantidos em refrigerador (5°C) até andlise e posterior utilizagdo nos testes.

3.1.1 - DETERMINACAO DE SAXITOXINAS NAS AMOSTRAS

Para a determinagdo qualitativa e quantitativa de saxitoxinas nas amostras, uma
aliquota de 5 mL foi retirada de cada frasco. Estas foram filtradas em filtros de éster de
celulose de 45um de didmetro (Sartorius Stedim Biotech, Germany), e acondicionadas
em ampolas de vidro para posterior analise por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), utilizando o método de Rourke et al., 2008.

O preparo das solucdes foi realizado utilizando somente reagentes de grau
CLAE e agua ultra pura tipo Milli-Q. Os padrdes, material de referéncia certificados,
foram obtidos da National Research Council Canada (NRC), estes seguem a seguinte
descricdo: NRC CRM-GTX1&4-c, Lot#20080709, NRC CRM-GTX2&3-c,
Lot#20081203, NRC CRM-GTX5-b, Lot#20020809, NRC CRM- NEO-c,
Lot#20090218, NRC CRM-dcSTX, Lot#20011010 e NRC CRM-STX-e, Lot#
20060419. O conjunto do cromatdégrafo (CLAE) Shimadzu Co. (Japan) consiste em
uma controladora CBM 20A, um detector de Fluorescéncia RF-10AxI (excitagdo 330nm
e emissao 390 nm), duas bombas binarias LC-20AD e um forno de coluna CTO-20A
controlados através do software Labsolution 5.41.240. Para as reacOes de poés
derivatizacdo foi utilizada uma bomba quaternaria LC-10AD controlada manualmente e
um sistema de banho (Novatecnica, modelo NT 245), com temperatura controlada a
80°C, em que ficam imersas as mangueiras de teflon. A coluna analitica utilizada para
as analises foi Zorbax Bonus-RP C8 (150 x 4,60mm, 5um) marca Agilent®.

O software utilizado para controlar o processo foi o Labsolution 5.41.240. As
condicGes de analise e as fases moveis utilizadas estdo descritas na tabela 2.

Tabela2 . Especificagbes e condigdes de andlise segundo 0 método Rourke et al. (2008) para Saxtoxines.

Condigbes cromatogréficas
GTX1-5 Heptanosulfonato de sodio 11mM
(Eluente A) Acido fosfdrico 5,5mM

Ajuste a pH 7,1 com Hidroxido de amonio

Fluxo ImL/min
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Neo-STX, dc-STX, STX
(Eluente B)

Heptanosulfonato de sédio 11mM

Acido fosforico 16,5mM

Acetonitrila 11,5% (v/v) em &gua

Ajuste a pH 7,1 com Hidroxido de aménio 1M

Fluxo ImL/min

P6s Derivatizagdo Oxidante: Acido periodico 7mM

80C Hidrogeno di-potassio trihidratado 10mV
Ajuste a pH 9,0 com Hidrdxido de potassio 1M
Fluxo 0,4mL/min
Acido: Acido acético (0,05mM)
Fluxo 0,4mL/min

Tempo Eluente A (%) Eluente B (%0)

Omin 100 0

14.9 min 100 0

15min 0 100

249 min 0 100

25min 100 0

35min 100 0

Fase estacionaria utilizada: Coluna analitica Zorbax Bonus RP C8 (150x4,6mm, 5 um), da Agilent® .
Temperatura do forno de coluna: 35°C .
Gradiente de elui¢do: 15 minutos.

Quanto as variantes toxicas de saxitoxina encontradas na cepa T-3 foram: GTX
1-5, Neo-STX, dc-STX e STX. A concentracdo final foi determinada com a soma de
todas as variantes levando em consideracdo suas toxicidades relativas (tabela 3),
obtendo-se, entdo a concentracao total de STX equivalentes.

Com as amostras quantificadas e rotuladas deu-se inicio a realizacdo dos testes

toxicolégicos.

Tabela 3: Concentrago dos padrdes (pg.L™) certificados e as toxinas relativas das diferentes variantes de Saxtoxinas.

Concentrag0es Toxina relativa
GTX 1:19,878848 0,9940
GTX 2: 36,1239 0,3592
GTX 3: 13,728 0,6379
GTX 4: 6,483664 0,7261
GTX 5:19,7288 0,0644
Neo-STX: 16,3848 0,9243
dc-STX 16,328832 0,5131
STX: 19,3544 1,0000
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3.2-TESTE TOXICOLOGICO AGUDO COM Artemia salina

3.2.1- ECLOSAO DOS CISTOS E MONTAGEM DOS TESTES

Um meio de &gua salgada artificial (salinidade 28) foi preparado utilizando dgua
destilada (destilador, Fisatom — Brasil) e sal marinho. Os cistos de A. salina foram
colocados em um béquer contendo este meio com aeracdo (aerador Boyu SC-3500) e
luz artificial (500 HE.m™.s®) constantes durante 48 horas para que houvesse a eclosdo
dos mesmos. A agua de diluicdo utilizada nos testes veio do mesmo estoque utilizado
para a eclosdo dos cistos.

Placas de contagem de 96 pocos (COSTAR-USA) foram utilizadas para a
realizacdo dos experimentos. Cada po¢o da placa foi considerado um frasco de teste
com volume de 300uL.Com o auxilio de um pipetador (PV20-Gilson) os organismos
(total de 10 por pogo) foram passados, um a um, do frasco de cultivo aos pogos.Cada
pipetagem capacidade de volume de 10 uL, contendo assim 100 pL de volume do meio
no final procedimento. Apos, todos os pogos foram acrescidos de mais 100uL de agua
de diluig&o.

Os ultimos 100 pL colocados nos pogcos continham o concentrado toxico de
equivalentes de saxitoxina (UL do estoque de 126,7 pg.L™") em agua de diluicdo. A
diluicdo dos concentrados foram de 30 uL; 15 pL; 7,5 pL; 3,8 uL; 1,9 uL; 0,9 pL para
100 pL totais (concentrado + &gua de diluicdo). O controle foi realizado pelo mesmo
procedimento, porém com os ultimos 100uL contendo apenas dgua salgada artificial.

Os pocos foram registrados com suas respectivas concentracdes e divididos em
triplicatas: A, B e C. Foram colocados todos em estufa incubadora (BOD3476 FANEM
- Brasil) com temperatura e fotoperiodo controlados. Os organismos mortos foram
contados nas horas 24 e 48 do experimento. O teste foi realizado 10 vezes, isSso ocorreu
devido a disponibilidade e acesso aos organismos teste, a metodologia aplicada era
simples e rapida, o que contribui para a realizacdo de varios experimentos em um curto
espaco de tempo, o gasto de concentrado toxico era baixo, pois o volume dos po¢os para
0s testes era bastante reduzido e por ultimo um maior numero de testes pdde mostrar

uma repetitividade dos resultados aumentando assim a confiabilidade do teste.
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A fim de descartar o efeito do acido contido nos concentrados em causar
a mortalidade dos organismos pela reducdo do pH, um ensaio apenas utilizando &cido
cloridrico (HCI) 0,05N nas mesmas propor¢des que continham no concentrado de
saxitoxinas, foi realizado com a mesma metodologia do ensaio. Ndo houve mortalidade

ao final do ensaio com HCI 0,05N.

3.2.2- METODOLOGIA E EXECUGCAO DOS TESTES

A metodologia utilizada nos testes foi adaptada de Meyer et al, 1982. As
adaptacOes realizadas ocorreram: no tempo de duracdo do experimento, salinidade do
meio da solucdo teste, nimero de solucGes testadas, fator de diluicdo e volume do teste.

O detalhamento dos testes realizados se encontram na tabela 4 .

Tabela 4: Condigdes e critérios atribuidos para a aceitabilidade dos testes agudo realizados com aArtemia salina.

Exigéncias ensaios Execugdo
Sistema do teste Estatico
Duracéo 48 horas
Temperatura 25°C
Salinidade 28

Qualidade da luz
Fotoperiodo

Ambiente (laboratério)
12 horas C: 12 horas E

Volume do teste 300 pL
Renovacao da solucao Né&o
Idade organismo 2 dias
N° org./ réplica 10
N° replica/solucao 3
N° solucbes 6 mais + controle
Fator de diluigéo 0,5
Aeracdo Nao

Limpeza dos frascos
Agua de diluicio

Né&o requerido
salgada artificialmente

Efeito Mortalidade
Sobrevivéncia controle >
Criterio de aceitagao 90%

N&o houve necessidade de alimentagdo dos organismos devido a rdpida duracédo
dos testes. Além do mais, o pouco volume utilizado nos mesmos (300 pL) somado com

uma alimentacdo e eventuais sobras tornaria 0 meio bastante instavel quanto a sua
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qualidade (pH, oxigénio dissolvido), poderia tornar os resultados dos testes menos
precisos.
Ao final das 48 horas foram calculadas a média dos organismos mortos e 0s

organismos que permaneceram vivos foram sacrificados.
3.3- TESTE TOXICOLOGICO AGUDO COM Litopenaeus vannamei
3.3.1- SOLUCAO TESTE: PREPARO E DILUIGOES

Diferente dos testes realizados com A. salina a agua de diluicdo utilizada neste
teste foi &gua do mar natural previamente filtrada (filtro éster de celulose 1 pm)
coletada na Estacdo Marinha de Aquicultura — EMA, FURG. Isso ocorreu, pois, 0s
organismos ja eram cultivados nesta agua desde seus estagios larvais. Com isso, a fim
de evitar um maior periodo de adaptacdo dos organismos a um meio produzido
artificialmente, optou-se pela utilizacdo desta agua natural. Nos dias que foi utilizada
para 0s experimentos, a dgua de diluicdo deste possuia salinidade 27.

Cinco concentracdes de equivalentes de saxitoxinas foram pré-estabelecidas para

a realizacdo do ensaio toxicologico:
50; 25; 12,5; 6,25 e 3,12 ug.L™*

Além destas concentracdes o grupo controle também realizou-se em triplicata,
onde neste foi utilizado apenas dgua de diluicéo.

As solugdes-teste (300mL) foram colocadas em frascos de 500mL, rotulados e
divididos em triplicatas A, B e C. A temperatura foi controlada com auxilio de
termostato (Roxin HT-1300) e fotoperiodo com luz ambiente de laboratério. A aeracdo
(aeradores, Boyu SC-3500) ocorreu durante todo o experimento, e o pH foi medido no
comego e final do experimento com auxilio de um medidor de pH (Marte MB-10,
Brasil).
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3.3.2 - ORGANISMO TESTE: ORIGEM, CULTIVO, ALIMENTACAO E
MONTAGEM DO TESTE

A coleta dos camardes para a realizacdo dos testes ocorreu na EMA, onde estes
eram cultivados e encontravam-se no estagio de pds-larvas de 30 dias. Os organismos
foram trazidos para a LCF para aclimatagdo antes do inicio dos testes.

Em um tanque com temperatura (25°C, termostado Roxin HT-1300) e aeragédo
(aerador Boyu SC-3500) controlados constantemente, os organismos foram mantidos
por 5 dias, neste periodo de aclimatacdo os camarbes foram alimentados diariamente
com racgao comercial (40J, Guabi ®).

Com as solucdes teste prontas, os camardes foram transferidos com o auxilio de
uma rede para os frascos teste, onde posteriormente foi inserido o tubo de aeracdo e 0s
potes vedados com plastico filme. Os frascos foram mantidos em “banho-maria”em um
frasco maior possuindo termostato (Roxin HT-1300), com temperatura pré-estabelecida
em 25°C. N&o houve renovagdo do meio durante o teste, sendo este considerado teste
estatico.

Devido estagio de vida que se encontravam os organismos durante os testes, fez-
se necessario a alimentagdo diaria dos mesmos, pois ndo os alimentando se induziria ao
canibalismo. O convencional em um teste com alimentacdo dos organismos durante a
exposicdo ao toxicante € a renovacdo periodica do meio (teste semi-estatico), porém
como ndo haveria estoque de composto téxico suficiente para renovar todos 0s meios e
suas respectivas concentragcdes, visto que a quantidade de toxinas necessérias era

bastante alta, ndo foi possivel renovar o meio durante o teste.

3.3.3- METODOLOGIA E EXECUCAO DO TESTE

O L. vannamei ndo é um organismo utilizado com frequéncia em testes
toxicolégicos, por isso a metodologia foi criada. Seu detalhamento pode ser observado

na tabela 5 que se encontra abaixo.

Tabela 5: Condigdes e critérios atribuidos para a aceitabilidade do teste agudo realizado com Litopenaeus vannamei.

Exigéncias ensaios Execucéo
Sistema do teste Estatico
Duracéo 96 horas
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Temperatura

Qualidade da luz

Fotoperiodo
Volume do teste
Renovacao da solucéo
Idade organismo
N° org./ réplica
N° replica/solucao
N° solucbes
Fator de diluicéo
Aeracao
Limpeza dos frascos
Alimentacao
Agua de diluicio
Efeito

Critério de aceitacao

25°C

ambiente de
laboratério

16horas C : 8horasE

300mL

5 + controle
0,5
Constante
ndo requerido
1x ao dia
natural filtrada
Mortalidade

sobrev. Controle >
90%

A contagem de organismos mortos ocorreu a cada 24 horas, onde estes eram
observados, contados e retirados dos frascos teste. Logo era verificado o funcionamento
do termostato e aeradores, colocava-se alimento e os frascos novamente vedados. Ao
final das 96 horas foi calculada a média dos organismos mortos. Os organismos que

sobreviveram foram sacrificados.

3.4 - TESTE TOXICOLOGICO CRONICO COM Litopenaeus vannamei

3.4.1 - SOLUCAO TESTE: PREPARO E DILUICOES
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Como realizado no teste agudo com L.vannamei a dgua também era de origem
marinha e previamente filtrada (filtro éster de celulose 1 pm), no momento da
realizacdo dos testes a salinidade encontrava-se em 22.

A concentracdo pré-estabelecida para a realizagcdo do ensaio toxicoldgico foi de
3 pg.L? de equivalentes de saxitoxina. A escolha desta concentracéo teve como base o
resultado do teste toxicolégico agudo com L.vannamei, resultado este que encontra-se
no item 4.3 do presente capitulo. Como critério de escolha, foi calculada uma
concentracdo 5 vezes menor que a concentracéo letal para 50% dos individuos (CL 50)
determinada no teste agudo. Apenas uma concentracdo foi escolhida para a realizagédo
do teste, devido a ocupacdo apenas temporaria do equipamento de filmagem (filmadora
Sony Handycam hdr-cx 220), porém reconhece-se que o ideal para o estudo completo
seria com outras concentragdes testadas.

Neste ensaio, cada organismo foi contado como uma réplica, pois todos
possuiam comportamento Unico dentro do teste, logo a concentracdo testada e o grupo
controle continham 5 réplicas cada. Para os controles foi utilizada agua salina
previamente filtrada, do mesmo reservatdrio usado no preparo das solugdes.

Na realizacdo do ensaio, a solucdo-teste e controle foram colocadas em frascos
de 5L rotulados. A temperatura de ambos foi controlada com termostato (Roxin HT-
1300) e fotoperiodo com luz ambiente de laboratdrio regulado manualmente. A aeracéo

utilizava aerador (Boyu SC-3500) ligado durante todo o experimento.

342 - ORGANISMO TESTE: ALIMENTACAO E MONTAGEM E
APLICACAO DO TESTE CRONICO

Foram coletados na EMA juvenis de L. vannamei com biometria de
aproximadamente 2 gramas. Estes foram embalados e transportados para a LCF para
periodo de aclimatacdo. Este periodo teve duragdo de 5 dias, onde os organismos foram
alimentados com ragdo comercial (40J, Guabi ®) uma vez ao dia. Temperatura e
aeracdo foram controlados constantemente com 0s mesmos equipamentos utilizados nos
outros testes. Apds aclimatacdo, deu-se inicio o teste toxicologico cronico.

Cinco organismos foram colocados em cada frasco teste (grupo controle e
toxico) contendo 5 L de solucdo teste. Temperatura em 25°C e aeragdo constante foram
novamente controladas durante todo o experimento. Fotoperiodo foi controlado com luz

artificial (500 PE.m™2.s) de forma manual. No comeco, final e em cada troca de
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solucéo teste foi verificado o pH (Marte MB-10, Brasil) e corrigido se necessario com
NaOH.

Embora a constante de velocidade de biodegradagédo das saxitoxinas varie entre
8x10™ e 1.3x10 x Horas™ e a meia vida das mesmas quando exposta em corpos
aquosos seja entre 2,2 e 36,1 dias (Ho et al., 2012), optou-se pela renovacdo diaria da
solucdo teste. Isso por que a meia vida minima encontrada em estudos anteriores era
menor que a duracgdo do teste, e a concentracdo toxica necessaria para a realizacdo do
mesmo era baixa, ndo comprometendo,portanto o estoque de toxicante da LCF. Apos
cada renovacdo da solucdo teste, os parametros fisico-quimicos (temperatura, pH) foram
ajustados para valores semelhantes aos do dia anterior, sendo em seguida 0s organismos
trocados de solugdo. Os organismos pertencentes ao grupo controle, passaram pelos
mesmos procedimentos a fim de sofrer os mesmos tipos de efeitos que os organismos

contaminados.

3.4.3 - MONTAGEM DO AQUARIO E FILMAGENS

Utilizando metodologia adaptada de Cazenave et al., 2008, foi avaliada a
capacidade locomotora dos organismos apds serem expostos a saxitoxinas por um
periodo de tempo (120 horas). Com isso, foi confeccionado um aquério de dimensGes
31x25x9cm (comprimento x altura x profundidade) para a realizacdo das filmagens do
experimento. Um fundo preto com marcagdes de 5 cm? foi colocado na parte traseira do
aquario afim utiliza-lo como referéncia para a contagem de deslocamento dos
organismos no teste.

Apds o periodo de exposicdo, os cinco organismos foram inseridos no aquario, e
deixados por 3 horas ambientando-se ao novo local. As filmagens comecaram em
seguida deste periodo.

As filmagens foram realizadas com camera filmadora (Sony Handycam hdr-
€x220), em baterias de 10 minutos. Os horarios onde as baterias ocorreram foram 12:00,
14:00, 16:00, 20:00, 22:00, 00:00. Nas filmagens noturnas, utilizou-se iluminacao
vermelha, a fim de evitar o estresse causado pela luz nos organismos. Durante as
filmagens, os organismos n&o receberam alimentagdo. Os organismos foram
sacrificados apos a realizacdo das filmagens. No grupo controle o procedimento das
filmagens foi realizado da mesma maneira que o do dia anterior e nos mesmos horarios.

Estes também foram sacrificados e descartados ao final do experimento.
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Os videos foram transferidos a um computador apropriado para posterior analise.
A contagem de deslocamento ocorreu através da andlise do quinto minuto de video
(5:00 — 6:00). A movimentacdo dos camarfes foi avaliada através do deslocamento
destes pelos quadrados, onde cada passagem de quadrado foi considerada uma unidade

de contagem.

3.4.4 - METODOLOGIA E EXECUCAO DOS TESTES

Como ja mencionado, a metodologia deste experimento foi adaptada de
Cazenave et al.,2008, sem utilizar os programas de avaliacdo de deslocamento
utilizados pelo autor citado e nem respeitado 0 mesmo tempo de exposi¢cdo ao

toxicante. O detalhamento do teste encontra-se na tabela 6 abaixo.

Tabela 6: Condicdes para o teste agudo e critérios de aceitabilidade para L. vannamei.

Exigéncias ensaios Execugdo
Sistema do teste Semi-estatico
Duracéo 120 horas
Temperatura 25°C
Qualidade da luz Ambiente de laboratorio
Fotoperiodo 16 horas C : 8 horas E
Volume do teste 5L
Renovacao da solucao A cada 24 horas
Idade organismo Juvenis
N° org./ concentracao 5
N° solugdes 1 + controle
Aeracdo Constante
Limpeza dos frascos 1x ao dia
Alimentacao 1x ao dia
Agua de diluicio Natural filtrada
Alteracdo capacidade
Efeito Natatoria

3.5 - ANALISE DOS DADOS

Os dados obtidos com a morte dos organismos nos dois testes agudos, foram
analisados através do programa Trimed Sperman Karber 1.5. Este programa faz a
correlacdo dos dados de morte ou efeito observados em testes toxicologicos, e da

estimativas da Concentracdo Letal para 50% dos organismos (CLsp), Concentragdo
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Efetiva para 50% dos organismos (CEsg) além de seus intervalos de confianga maximo e
minimo.

Para analisar a movimentacdo dos camardes no teste cronico foi realizada uma
ANOVA de medidas repetidas, com fator tratamento de 2 niveis fixos (controle e
toxico) e 6 niveis variados (horarios das filmagens). Com o resultado foi possivel
determinar se as medicGes de controle e grupo toxico haviam diferencas significativas,
com alfa de 0,05, ou seja, se 0 grupo toxico sofreu alteracdo na sua capacidade de

locomocdo depois de ser exposto a solu¢do contaminada com saxitoxinas.

4 - RESULTADOS

4.1 - CONCENTRACAO TOXICA DAS SOLUCOES TESTE

Foram utilizadas trés solucBes para a realizacdo dos testes. A solucdo teste
utilizada no teste toxicol6gico agudo com A. salina foi chamada de “concentrado 1°°. A
andlise por cromatografia encontrou variantes GTX2, Neo-STX, Dc-STX e STX. Para a
execucdo do teste toxicoldgico agudo com L. vannamei, foi utilizado a solucdo teste
chamada de “concentrado 2”. Analisando a mesma, foram encontradas as variantes
GTX2, GTX3, Neo-STX, Dc-STX e STX. No teste cronico com a mesma espécie de
camardo utilizou-se a solugdo teste chamada de “concentrado 6”. Por cromatografia
liquida foi constatado que esta Ultima solucdo continha GTX2, GTX3, GTX5, Neo-
STX e STX. A concentracdo total encontrada expressa em STX.eq nas 3 solucdes teste,
respectivamente, foram de 127,6 ; 154,6 e 253,6 ug.L™. Na tabela 7 abaixo encontra-se
discriminado as variantes encontradas nas amostras assim como suas respectivas
concentracfes na andlise e as concentracGes reais, resultado esse obtido apds a

multiplicacdo das concentracdes pelas toxicidades especificas de cada variante.
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Tabela 7:Variantes, concentracdes na analise de CLAE e a concentragéo real deSTX.eq em pg.L™

encontradas em cada uma das 3 solugdes teste utilizadas nos testes toxicol6gicos

Variantes
encontradas

GTX5
GTX3
GTX2
Neo-STX
Dc-STX
STX

Total STX.eqpug.L™

4.2 - TESTE TOXICOLOGICO AGUDO COM Artemia salina

Concentrado 1

Concentracdo  Concentracdo
encontrada na real em STX.eq
analise pg.L* wo. Lt
0 0
0 0
7,65 2,8
39,6 36,6
62,97 32,3
55,94 55,9
127,6

Concentrado 2

Concentracdo ~ Concentracdo
encontrada na realem STX.eq
analise pg.L* wg.Lt
0 0
0,8 0,5
18,73 6,7
13,96 12,9
90,4 46,4
88,11 88,11
154,6

Concentrado 6

Concentracdo  Concentracdo
encontrada na realem STX.eq
analise pg.L* wg. Lt
10,4 0,7
6,89 4,4
21,13 7,6
57,71 53,3
0 0
187,56 187,56
253,6

Os parametros temperatura e fotoperiodo foram controlados em estufa

incubadora, por isso ndo tiveram variag0es entre 0s experimentos.

Utilizando o programa Trimed Sperman Karber 1.5 nos 10 testes toxicoldgicos

realizados encontraram-se CLso maxima de 4,76 pg.L™ e minima de 2,11 pg.L™ com

uma CLsg média de 3,02 ug.L'1 e desvio padrdo de 0,98. Os valores de todas as CLsy

assim como os limites de confianca maximos e minimos estdo descritos na tabela 8

abaixo.

Tabela 8: Concentraco letal para morte de 50% CLs da Artemia salinaem pg.L™ nos
10 experimentos realizados com saxitoxinas, assim como os limites de confianca
maximos e minimos dos mesmos.

Experimento| CLsp
#1 4,76
#2 3,99
#3 4,36
#4 3,05
#5 2,28
#6 2,48
#7 2,11
#8 2,29
#9 2,39

#10 2,48

limite de
confianca
minimo maximo

3,6 6,29
3,68 4,33
3,02 6,28
2,82 3,29
1,85 2,84
2,05 3,00
1,71 2,59
1,86 2,80
1,97 2,90
1,99 3,08
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Com os dados de CLsg e as mortalidades de cada concentracdo encontrados em
cada experimento, foi possivel obter uma curva dose resposta média e 0s respectivos
erros de cada concentracdo, onde estes sdo os desvios padrdes do % de mortalidade dos
organismos de todos os experimentos em cada concentracdo testada. Segue abaixo a

curva dose resposta (figura 4) para o teste toxicoldgico agudo com Artemia salina.

Curva dose resposta saxitoxinas x Artemia salina

100,0
ke
T
2 750
_-{\::’:

(1]
2 50,0 "'
E
2 |
© 250 T )

J. 1

T I
0,0 ' L
controle 0,4 0,8 1,6 3,2 6,4 12,8

saxitoxinas equivalentes em pg.Lt

Figura 4: curva dose resposta média dos 10 testes toxicoldgicos agudos realizados com Artemia salina, onde 0s erros
sdo os desvios padroes da mortalidade observada em todos os experimentos por concentragdo testada.

Observando a figura 4 é possivel ver o aumento da mortalidade de organismos
com 0 aumento das concentracdes de saxitoxinas. Encontra-se mortalidade maxima na
concentracdo de 12,8 pg.L™. No entanto devido ao maior desvio encontrado foi na
concentracdo de 6,4 ug.L™, houveram mortalidades variando desde 23,33% até 100%

dos individuos de Artemia.

4.3 - TESTE TOXICOLOGICO AGUDO COM Litopenaeus vannamei

Durante a realizacdo do teste, os pardmetros fisico-quimicos (temperatura, pH e

salinidade) mantiveram-se praticamente constantes. Por isso, os dados destes
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parametros sdo apresentados na tabela 9 abaixo em forma de médias por concentracao

testada.

Tabela 9: médias dos parametros fisico-quimicos temperatura, pH e salinidade observados durante o teste
toxicoldgico agudo com Litopenaeus vannamei.

Concentracdes de
saxitoxinas Tempoeratura pH  Salinidade
equivalentes em pg.L™ ¢

Controle 27,2 7,61 27

3,125 27,2 7,54 27

6,25 27,2 7,61 27

12,5 27,2 7,60 27

25 27,2 7,56 27

50 27,2 7,55 27

Como foi realizado apenas um teste agudo com L.vannamei, foi gerado através
do programa Trimed Sperman Karber 1.5 apenas uma CLso de 17,27 ug.L™ e limites de
confianca minimo e méximo de 12,99 ug.L™ e 22,98 pg.L™" respectivmente. Abaixo
encontra-se a curva dose resposta do experimento (figura 5), onde o0s erros sédo 0s
desvios padrdes gerados pela diferenca de mortalidade ocorrida entre as triplicatas de

cada concentracéo.

Curva dose resposta Litopenaeis vannamei

1000
75,0
I_D T
= 1
=
£ 500
T 250
T T
e oL
T
L
0,0
Controle 3,125 6,25 12.5 25 50

[1STX.eq em Lt

Figura 5: curva dose resposta do teste toxicolégico agudo de equivalentes de saxitoxinas

no Litopenaeus vannamei.
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A curva dose resposta mostra que nas duas primeiras concentragdes testadas a
mortalidade foi baixa, porém a partir destas o percentual de mortalidade aumenta até

atingir o méaximo (100% de mortalidade) na concentracéo de 50 ug.L™.

4.4 - DIFERENCA ENTRE AS CLsy DE Litopenaues vannamei e Artemia salina

Ao analisarmos os dois resultados de CLsy de L.vannamei e A. salina
encontramos valores de 17,27 e 3,02 pg.L™ de saxitoxinas, respetivamente. Com isso,
se estabelece que a A. salina possui uma sensibilidade aproximadamente cinco vezes

maior que o L. vannamei quando expostos a saxitoxinas.

45 — TESTE TOXICOLOGICO CRONICO COM Litopenaeus vannamei

As medicdes dos parametros fisico-quimicos durante o experimento séo

descritas na tabela 10 abaixo.

Tabela 10: Parametros fisico-quimicos do ensaio toxicoldgico crénico com Litopenaeus vannamei

Concentracoes /L Temperatura °C
OH 24H 48H 72H 96H 120H
Controle 25 25 25 25 25 25
3 25 25 26 25 25 25
pH
OH | 244 | 48H | 721 | 96H  120H
Controle 7,70 7,62 7,64 7,58 7,50 7,68
3 7,66 7,59 7,715 7,54 7,60 7,71

Os valores de temperatura permaneceram constantes durante o experimento. O
pH variou nas trocas de agua, porém esta variacdo ndo representou problemas durante o
experimento.

Através das filmagens, obteve-se valores de deslocamento dos organismos por
horéario filmando. O valor da movimentacdo de cada organismo/horario é descrito na

tabela 11 abaixo.
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Tabela 11: Deslocamento em quadrantes de cada camarao da espécie Litopenaeus vannamei por cada horario de

filmagem analisado.

Deslocamento em quadrantes / minuto filmando

Grupo

controle 12:00 14:00 16:00 20:00 22:00 00:00
Camaréo 1 14 16 7 0 15 0
Camaréo 2 9 0 1 0 3 0
Camaréo 3 19 0 0 0 1 0
Camaréo 4 1 23 15 1 0 1
Camaréo 5 18 0 0 6 1 0

Grupo toxico  12:00 14:00 16:00 20:00 22:00 00:00

Camaréo 1 21 21 0 3 0 19
Camardo 2 26 19 0 3 8 25
Camardo 3 1 0 0 4 2 1
Camaréo 4 1 0 2 16 1 1
Camardo 5 15 10 12 0 35 15

Com a analise de variancia ANOVA de medidas repetidas com fator duplo de
repeticdo entre o grupo téxico e grupo controle obteve-se um p-valor de 0,104, valor
esse superior ao de 0,05. Com isso, determina-se que para esse tipo de teste estatistico
ndo existe uma diferenca significativa entre a movimentacdo dos camarfes do grupo
toxico e controle evidenciando assim, que a solucdo toxica onde os camardes ficaram
expostos por 120 horas ndo ocasionou alteracdo na capacidade natatoria dos mesmos.
Para elucidar melhor esta afirmacdo foi feito um grafico de barras que encontra-se
abaixo (figura 6) mostrando o deslocamento médio em quadrantes por concentracdo dos
organismos do grupo controle e toxico. As barras de erro neste grafico foram geradas

através do erro padrdo, que é calculado a partir do desvio padrao.
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Movimenta¢io Litopenaeus vannamei

p-valor=0,104

ol

12:00 14:00 16:00 20:00 22:00 00:00

Quadrantes/média

¥

Horario da filmagem

Figura 6: Nimero médio de quadrantes deslocados pelos grupos controle e toxico do

Litopenaeus vannamei em cada horério de filmagem analisado.

A barra do grupo controle ndo aparece na bateria da meia noite (00:00), pois no

video analisado deste horario ndo houve movimentacdo dos organismos.

5- DISCUSSAO

5.1 - EFEITO DE EQUIVALENTES DE SAXITOXINA NOS ORGANISMOS
TESTADOS

Com a realizacdo dos testes agudos no camardo branco Litopenaeus vannamei e
no microcrustaceo Artemia salina se encontrou concentracdes letais para 50% dos
organismos testados CLso de 17,27 pg.L™ de saxitoxinas e CLso média de 3,02 pg.L™ de
saxitoxinas respectivamente. Logo, fica comprovado a sensibilidade de ambos a

saxitoxinas.
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Outros invertebrados aquaticos, ja foram testados quanto a sua sensibilidade a

saxitoxinas onde foram encontrados resultados semelhantes.

Em teste toxicoldgico agudo com Mysidopsis junia realizado por Bif et al., 2013
encontrou-se uma CLso de 2,34 pg.L™ para saxitoxinas. Este resultado é de extrema
importancia, pois aquele trabalho foi realizado com a mesma cepa toxica de
cianobactéria utilizada no presente trabalho sendo inclusive utilizado metodologia
semelhante. Assim, como Mysidopsis Junia, A. salina € sensivel o suficiente para a

realizacéo de testes toxicoldgicos.

Com os cladoceros Daphnia pulex, Daphnia gessneri e Moina micrura foi
testado o efeito de uma floracdo de Cylindrospermopsis raciborskii (estimada em
células.mL™) na capacidade natatéria. Foram encontrados efeito reversiveis entre 464 e
2000 celulas mL™ em D. pulex e M. micrura, respectivamente. N&o foi encontrado
efeitos em D. gessneri (Ferrdo-Filho et al.,, 2008). Embora ndo tenha havido
quantificacdo da concentracdo de saxitoxinas na amostra, foi comprovada sua presenca
no bioensaio, devido a acdo de paralisia ocorrida nos organismos testados, caracteristica
relacionada a acdo neurotoxica das saxitoxinas. Ainda por ndo ter sido quantificado a
concentracdo de saxitoxinas fica impossivel comparar as sensibilidades destes
organismos com os testados no presente trabalho.

Em juvenis de L. vannamei, submetidos a injecGes intraperitoneais de 1 mL
contendo saxitoxinas, foi encontrado mortalidade com tempo de morte de
aproximadamente 2 minutos quando estas injecdes continham de 0,11 pg L™ (Linares et
al., 2008). Estes resultados se mostraram mais sensiveis do que o testado no presente
trabalho, pois trata-se de uma dose injetada no abddémen do organismo. Em outro
trabalho publicado pelo mesmo autor, exemplares de L. vannamei expostos a floragdes
produtoras de saxitoxinas foram analisados histoldgicamente. Nestas analises
encontraram-se quantidades significativas de saxitoxinas retidas nos tecidos musculares
e glandulas gastricas (Linares et al., 2009). Seria essa uma caracteristica intrinseca da
espeécie, ou caracteristica adquirida por mutagdes genéticas como as que ocorreram em
exemplares de Mya arenaria nos estudos realizados por Bricelj et al., 2005. Mais
estudos relacionados a este tema devem ser realizados, pois se esta caracteristica de
acumulacdo for intrinseca da espécie, esta pode tornar-se um sério vetor de cianotoxinas

para 0s seres humanos.
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Os resultados do presente trabalho mostraram uma diferenca entre as CLso dos
dois organismos testados de aproximadamente 5 vezes, sendo o A. salina mais sensivel
que o L. vannamei. Isso é um resultado de extrema importancia para produtores desta
espécie de camarao, pois podem vir a utilizar a A. salina como um bioensaio de rapida
duracdo utilizado-o de maneira preliminar dentro de suas fazendas. O que pode
contribuir de maneira significativa para a preservacdo da producdo do camardo,
tornando assim a A. salina ndo s6 um alimento para o L. vannamei como também

organismo chave na avaliacao da qualidade da 4gua que o camardo estara exposto.

5.2 - EFEITO DE EQUIVALENTES DA SAXITOXINA EM RELACAO A
CONCENTRACOES ENCONTRADAS NO AMBIENTE

Floragbes de cianobactérias produtores de saxitoxinas em concentracdes
relevantes a nivel ambiental sdo observadas pelo mundo todo, durante grande parte do
ano. Estas, dependendo de sua magnitude, podem comprometer a producdo de camaréo
no local, assim como dizima-la, 0 que acarretaria em grande prejuizo financeiro e nas
atividades destes locais impactados.

Em éreas de maricultura localizadas em Santa Catarina, foram encontradas
floragdes com produtores de saxitoxinas. Os organismos predominantes encontrados
foram dinoflagelados do g@género Alexandrium e cianobactérias do género
Trichodesmium sp. (Rorig et al, 1998).

Entre 2005 e 2008, no rio dos Sinos, pertencente a maior bacia de agua doce do
Rio Grande do Sul, foram encontradas diversas floracdes de cianobactérias com picos
nos verbes de 2005 e inverno de 2006. As floracbes foram encontradas em
concentraces de até 87.000 células.mL™ amostra. Dentre as espécies mais encontradas
neste estudo estava a C. raciborskii conhecida por produzir saxitoxinas (Chaves et al,
2009).

Em estudos realizados no Mexico diversas floracbes de dinoflagelados vem
causando problemas periddicos para a maricultura local, e ocasionando problemas
econbmicos para a grande maioria dos produtores de pescado marinho no local (Linares
et al., 2008).

Em reservatorios do sul e sudeste brasileiro sdo encontradas todos os anos
grandes floragGes produtoras de saxitoxinas, onde nos periodos de verdo estas ocorrem

com maior frequéncia (Yunes et al., 2003). Severas floracdes foram quantificadas em
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dois reservatorios distintos. A mais severa ocorreu no reservatorio de Taiagupeba, S&o
Paulo, onde esta foi quantificada com concentracdes de 17 ug.L™ de saxitoxinas.
Floragdes ocorrem ao longo dos anos neste local. Outro reservatorio foi 0 do municipio
de Pitangui, onde no segundo semestre de 2002 foi encontrado concentracfes de 8,1
Hg.L™ de saxitoxinas.

Nota-se com isso, que os valores encontrados na CLsy do presente trabalho
(17,27 ug.L™de saxitoxinas) com L. vannamei sdo alarmantes. Pois foram encontradas
concentracdes ambientais com valores proximos aos da concentracdo letal. Percebe-se
ainda, que o cenario pode ficar mais complicado quando notamos que dentro de um
cultivo a quantidade de nutrientes € por muitas vezes maior que no ambiente, o que
pode propiciar florages mais intensas e com maior concentragdo téxica que as

encontradas no ambiente, 0 que acarretaria em sérios prejuizos ao produtor.

5.3 - EFEITOS CRONICOS NO Litopenaeus vannamei

Saxitoxinas sdo toxinas paraliticas descritas por serem bloqueadoras seletivas de
canais de sodio dependentes de voltagem. Este bloqueio causa paralisia neuromuscular,
podendo levar o organismo a morte (Ardoz et al., 2010). Devido a isto, foi realizado um
ensaio onde analisou-se a capacidade natatoria dos camarfes ap6s um periodo em
exposicao a saxitoxina e equivalentes. Porém, como ndo é um organismo padronizado
para ensaios toxicologicos, foi necessario criar um modelo com base no que se conhece
na literatura para outros organismos. Cazenave et al, em 2008 avaliou as mudangas na
capacidade natatoria de Jenynsia multidentata quando expostas a microcistina-RR.

No ensaio cronico de saxitoxinas com os camardes nao foi encontrado alteragdes
na capacidade natatoria do organismo (p>0,05). Este resultado negativo provavelmente
ocorreu devido ao pouco tempo de exposi¢cdo dos organismos a toxina, assim como a
baixa concentragdo que foi testada. Isso fica evidenciado quando analisamos resultados
encontrados em outros trabalhos onde as concentragdes testadas eram muito maiores.

Anormalidades neuromotoras foram encontradas em zebrafish (Danio rerio)
expostos a concentragdes entre 201 e 253 g de saxitoxinas (Lefebvre et al., 2004).
Também com zebrafish, foram testadas doses de 7,73 e 11,13 ug.kg™ de organismo,
onde encontrou-se disfungdo locomotora e deficiéncia a na resposta a estimulo nos

organismos (Zhang et al., 2013).
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Talvez a estratégia adotada nos experimentos cronicos ndo tenha sido a ideal,
por falta de tempo hébil e matéria prima (entende-se toxicante) para a realizacdo do
experimento com demais concentracdes a testar. Por isso, ha de se ressaltar que uma
continuacdo de experimentos nessa linha de pesquisa se faz necessario para elucidar
melhor os efeitos crénicos que as saxitoxinas podem causar nos camardes de cultivo L.

vannamei..

6 - CONCLUSAO

A producdo de saxitoxinas em floracdes de cianobactérias causam mortalidade
de Artemia salina e nos camardes Litopenaeus vannamei utilizados em cultivo, ambos
quando em fase de pés-larvas, visto que nesta fase ambos organismos mostraram-se
mais sensiveis a acdo das toxinas. Assim, floracbes nocivas de cianobactérias que
ocorrem em ambientes hipereutrofizados como na carcinocultura, existindo a
possibilidade da morte dos organismos dentro de um cultivo ou corpo d’agua. Ha,
portanto a necessidade de monitoramento frequente destes locais para evitar a perda de
producdo. A. salina mostrou-se aproximadamente cinco vezes mais sensivel que L.
vannamei a saxitoxinas e pode ser utilizada como bioensaio de réapida identificacdo
desta toxina para 0 monitoramento de uma fazenda de cultivo, devido a facilidade e
agilidade de realizar o teste.

Né&o foram encontrados efeitos na capacidade natatéria do L. vannamei, contudo
para que esta informac&o seja mais precisa necessita-se de maiores estudos relacionados
ao tema, assim como maior nimero de concentracdes e tempos de exposicdo testados
durante estes testes.

Mais estudos referentes a saxitoxinas e L. vannamei sd0 necessarios para
elucidar melhor os efeitos da toxina nestes organismos. Experimentos para a
compreensdo da cinética do toxicante no organismo, exposicdo dos mesmos a
diferentes condicGes, analises genéticas entre outras ficam como estudos posteriores que

podem fornecer maior base de conhecimento em relagdo ao assunto.
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8 - INTRODUCAO

O crescimento populacional das Gltimas décadas e a consequente migracdo da
populacdo do interior para os grandes centros urbanos vém causando sérios impactos no
ambiente. A diminuicdo dos estoques de pescado nos corpos de agua é um deles, e vem
gerando grandes desafios, pois com o aumento populacional, a demanda de pescados

como alimento torna-se cada dia maior (United Nations, 2015).

Assim, a aquicultura vem sendo uma solucéo para o problema de diminuigéo dos
estoques de pescados. A producdo de pescado através da aquicultura ocupava em 2012,
49% de toda a producdo de proteina oriunda de pescado consumida pela humanidade
(Food and Agriculture Organization of the United Nations — FAO, 2014).

Em um sistema de producdo intensiva, altas concentracbes de compostos
organicos, principalmente nitrogénio e fosforo provenientes das excretas e excesso de
alimentos dos organismos se acumulam dentro dos viveiros, sendo um fator
determinante para floracGes de microalgas e cianobactérias (Hargreaves 2013).

Em uma fazenda de cultivos de camardo, para fins de pesquisa, localizado na
Costa Atlantica Sul do Brasil (Praia do Cassino, RS) tem sido empregado um pacote
tecnoldgico extremamente eficaz para 0 aumento da produgdo. O sistema chamado de
bioflocos tem como caracteristicas principais, viveiros altamente aerados e enriquecidos
com fontes de carbono, estimulando a producdo da comunidade bacteriana heterotréfica
que servird de alimento para o crustaceo produzido (Wasielesky et al. 2006;
Avnimelech 2009). Porém a baixa ou nenhuma recirculacdo destes ambientes e o
acumulo de nutrientes contribue para a floracdo de cianobactérias.

Cianobactérias sdo organismos procaridticos, aerdbicos e fotoautotroficos que
se encontram em formas unicelulares, filamentosas e coloniais (Ernst, 2008).
Costumam aparecer no ambiente em floragdes principalmente em locais com altas
concentragOes de nitrogénio e fosforo dissolvido, além de ambientes com caracteristicas
de baixa circulagdo de &gua e altas temperaturas. Quando encontrados no ambiente
costumam produzir cheiro desagradavel e coloracao caracteristica (Torgan, 1989).

Um grande numero de espécies possui como caracteristica sintetizarem
metabolitos secundarios. Onde estes metabodlitos s&o conhecidos como cianotoxinas

(Carmichael & Falconer, 1993). Estas cianotoxinas possuem efeitos tdéxicos dos mais
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variados tipos e costumam entrar em contato com o ambiente quando ocorre a lise
celular da cianobactéria (Carmichael, 1992b).

As cianotoxinas sdo divididas em trés grupos, pois variam pelo mecanismo e
local de acdo. A divisdo ocorre em hepatotoxinas, neurotoxinas e dermatotoxinas
(Chorus e Bartram, 1999).

Desde 2011, floracbes de Nodularia spumigena vem ocorrendo na fazenda
localizada na Estacdo Marinha de Aquacultura (EMA) pertencente & Universidade
Federal do Rio Grande — FURG Um episddio de grande proporcéo foi descrito por
Costa et al., 2013, em que a floragdo de N. spumigena causou drastica diminuicdo na
producdo do camardo branco do pacifico L. vannamei onde a sobrevivéncia no tanque
atingido pela cianobactéria foi de apenas 50%, onde sobrevivéncias acima de 90% séo
cotidianas quando os viveiros se encontram sem floracdes deste tipo.

A cianobactéria Nodularia spumigena tem como habitat a agua salobra e como
caracteristica de ser cosmopolita. E um organismo tipicamente filamentoso, além de ser
fixador de nitrogénio. Esta espécie € descrita na literatura como a Unica produtora de
uma potente hepatotoxina chamada de nodularina (Apeldoorn et al., 2007).

Nodularina sdo pentapeptideos com os dois aminoacidos terminais do peptido
linear condensados formando um composto ciclico (figura 15). Sua estrutura se
assemelha a da microcistina diferenciando apenas pelo nimero de peptideos entre as
duas(3-amino-9-methoxy-2,6,8-trimethyl-10-phenyldeca-4,6-dienoic acid) (Apeldoorn
et al., 2007).

Va
HN \NHz

Figura 15: Estrutura quimica da nodularina (Duy et al., 2000).
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Esta hepatotoxina atua na inibicdo das fosfatases proteicas nos terminais da
serina efou treonina (PP1 e PP2A). Esta inibicdo causa a hiperfosforilacdo do
citoesqueleto 0 que antecede a perda da estrutura celular dos hepatécitos causando
assim, hemorragia intra-hepética e insuficiéncia hepética, podendo levar o animal a
morte (Duy et al., 2000; Harada et al., 2004; Yoshizawa et al., 2000).

8.1 - ANTECEDENTES COM NODULARINA

Casos com nodularina no Brasil ainda séo escassos, pois estudos relacionados a
esta toxina ainda séo recentes em nosso pais. Porem, na floracdo ocorrida na EMA em
2013 os tanques que continham Nodularia spumigena tiveram baixo rendimento de
sobrevivéncia do camardo Litopenaeus vannamei (maximo de 50%), enquanto o tanque
que ndo sofreu floracdo desta espécie de cianobactéria teve taxa de sobrevivéncia de

98% dos organismos estocados (Costa et al., 2013).

Inimeros testes toxicologicos sdo encontrados pelo mundo avaliando-se 0s
efeitos da nodularina sobre organismos de diferentes taxons, porém a maioria dos
estudos séo sobre vertebrados e mamiferos. Um exemplo de estudo que foge ao que foi
dito anteriormente foi realizado com adultos do microcrustdceo Artemia salina, onde
estes foram expostos a concentracdes de nodularina, observando-se aumento da
atividade da GST (Beattie et al., 2003), porém neste estudo ndo foi observado morte

dos organismos.

Estudos em peixes também foram encontrados. Em trutas (Salmo trutta)
alimentadas com dose Unica de alimento contaminado com nodularina, mostraram
severa lesdo hepéatica a uma concentracéo de toxina de 125 mg kg™ de alimento ofertado
(Kankaanpaa et al., 2003).

Porém, o maior niumero de estudos se deu com camundongos. Saito et al (2001)
relataram que injecOes intraperitoneais contendo nodularina foram aplicadas em
camundongos e doses letais entre 30 e 50 pg.kg™ de peso corpéreo. Outro estudo com
camundongos com doses contendo 10 e 15 pg.kg™ foram ministradas e verificou-se
aumento do figado dos organismos e diminuicdo das atividades da superdxido

dismutase, catalase e glutationa peroxidase (Lankoff et al., 2002). Em um teste in vitro
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utilizando hepatocitos de camundongos expostos a nodularina, foi encontrado uma
CLso de 62 ng.mL™ de nodularina onde concentracdes abaixo de 10 ng.mL™, ndo foi
encontrado toxicidade ( Park et al., 2002).

Portanto, muitas sdo as evidéncias dos efeitos hepaticos ocasionados pela

nodularina em organismos dos mais diferentes taxons.

8.2 - TESTES TOXICOLOGICOS

Como ocorrido no capitulo 1, o presente capitulo faz uso de testes toxicoldgicos para
realizar estudos dos efeitos de floracGes de cianobactérias. Estes contribuem para analisar
efeitos das toxinas produzidas sobre os organismos vivos, incluindo a interacdo das

substancias com o0 meio nos quais 0s organismos vivem (Zagatto & Bertoletti, 2006).

8.2.1 - ORGANISMOS TESTE

Os dois organismos teste utilizados neste trabalho foram o camardo branco do
pacifico Litopenaeus vannamei (Boone) e o microcustaceo Artemia salina. O primeiro
foi escolhido, pois possui alto valor comercial e é o produto final de uma fazenda de
carcinocultura. A A. salina foi bastante utilizada como organismo teste em ensaios
toxicoldgicos na década de 90 (Resgalla & Laitano, 2002). Embora atualmente ndo seja
mais utilizada com frequéncia, dentro de uma fazenda de aquicultura é de extrema
importancia, pois é alimento base dos primeiros estagios de vida do L. vannamei. Além
do mais, pode vir a servir como um teste toxicolégico preliminar rapido e facil, servindo

de pardmetro ao produtor em relacdo a floracGes que ocorram em sua fazenda.

Artemia salina (figura 16) é um microcrustaceo da ordem Anostraca, filtrador
gue possui como habitos alimentares consumir bactérias, algas unicelulares, pequenos
protozoarios e detritos dissolvidos no meio. A filtragdo ocorre nos toracopodos,
encarregados de conduzir as particulas alimenticias em direcdo ao sistema digestivo.
Seus cistos sé@o de facil ecloséo e séo encontrados facilmente em lojas de aquérios, ndo

precisando assim serem capturados no ambiente.
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Figura 16: Artemia salina. Fonte: https://cl.staticflickr.com/5/4049/4451152486_298af267f8_z.jpg?zz=1

O Litopenaeus vannamei (figura 17) é um camardo nativo do Pacifico, que se
distribui da costa mexicana até o Peru. Esta espécie esta entre as mais cultivadas no
mundo (FAO, 2007). No Brasil comecou a ser produzida com mais evidéncia no inicio
da década de 90 e hoje é a espécie mais produzida (Streit et al., 2002; Lotz, 1997). Isso
se da por que a espécie é rapidamente adaptavel a variados ambientes e tipos de cultivo,
e ainda possui 6tima aceitabilidade no mercado consumidor atual.

Embora este camardo seja marinho, seu cultivo pode ser realizado, sob grandes
variagbes de salinidade. Isto é comprovado, através de diversos estudos com
aclimatagdo, sobrevivéncia, crescimento e cultivo desta espécie que mostraram a
viabilidade do cultivo em aguas continentais (Velasco et al.,1999; Rosas et al., 2001,
Santos et al., 2002; Yong-Chin Lin & Jiann-Chu Chen, 2003; Mendes et al., 2006;
Santos et al., 2007; Santos et al., 2009).

Figura 17: Litopenaues vannamei fonte:

http://www.sharkseafoods.com/components/Fck/userfiles/image/Shrimps/q6(1).png
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9-OBJETIVOS

9.1-OBJETIVO GERAL

e Avaliar a toxicidade de uma floracdo ambiental de Nodularia spumigena
produtora de nodularina sobre dois organismos cultivados em fazendas de
aquicultura, sendo eles o camardo branco Litopenaeus vannamei e o

microcrustaceo Artemia salina.

9.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a concentracdo letal para 50% dos organismos testados (CLsg) de
nodularina a partir de uma amostra de N. spumigena coletada em uma fazenda

de aquicultura em testes com poés-larvas de L. vannamei.

e Determinar a CLsy da mesma amostra contendo nodularina em testes com

nauplios de A. salina.

e Determinar se ha diferenca de sensibilidade nos efeitos da toxina entre os dois
organismos testados, o que pode contribuir para 0 monitoramento e avaliacéo
dos impactos de uma floracdo ocorrente em uma fazenda de aquicultura que

cultive as espécies estudadas.
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10 - MATERIAL E METODOS

10.1 - COLETA, DETERMINACAO DA ESPECIE E PROCESSAMENTO
AMOSTRAL

Uma floracdo fitoplantdnica ocorreu na Estacdo Marinha de Aquicultura, EMA —
FURG, no verdo 2013-2014. Com isso, foi coletada uma amostra da agua dos viveiros
deste local e levada para o Laboratério de Cianobactérias e Ficotoxinas (LCF:
www.cianobacterias.furg.br) afim de determinar espécies dominantes. Para esta
determinacdo utilizou-se um microscopio invertido (Zeiss, Axiovert-Alemanha), onde
constatou-se a dominancia da cianobactéria Nodularia spumigena, esta determinacédo
levou em consideracdo as caracteristicas morfologicas da espécie descritas por
Komarék, 1993.

Embora N. spumigena fosse a espécie dominante na amostra coletada, havia a
necessidade de purificacdo da mesma para utilizacdo nos testes toxicoldgicos, visto que
outras espécies como diatoméaceas, cloroficeas e protozoarios encontravam-se na
mesma. Com isso, utilizou-se uma caracteristica morfologica da espécie dominante: as
vesiculas de gas. Estas vesiculas permitem a suspensao das células na agua contribuindo
assim para uma optimizacdo da fotossintese (Sivonen et al., 1989). Utilizando essa
caracteristica, inicialmente foi realizado centrifugagdes (MLW modelo K70D) com
poténcia de 2.000 rpm em baterias de 30 minutos onde as células saudaveis da N.
spumigena foram separadas das de outras algas pois, ap0s o procedimento, as células de
N. spumigena permaneciam flutuando no sobrenadante, diferentemente das células das
outras espécies. Apos, colocou-se o0 sobrenadante em buretas deixando-o em repouso
pelo periodo de um dia. Ao final deste periodo, com o auxilio de uma rede
fitoplantdnica (50 um) recolheu-se as células flutuantes concentrando-as e
posteriormente descartando o resto da amostra. Este concentrado foi entdo lavado com
meio de cultura F/2 (Guillard, 1975) por trés vezes, obtendo-se uma amostra contendo

apenas celulas saudaveis de Nodularia spumigena.

Para preservar estas amostras e evitar a degradacdo da toxina que possivelmente
encontrava-se presente, o concentrado foi passado para frascos rotulados e levado a

congelamento em freezer convencional e posteriormente liofiolizado a -30°C
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(Micromodulyo-Edwards, Inglaterra). Com a amostra liofilizada, retirou-se uma

aliquota da mesma para uma analise quantitativa de nodularina presente.

10.2 - DETERMINACAO DE NODULARINA PRESENTE NAS AMOSTRAS

Andlises qualitativas e quantitativas para nodularina foram realizadas nas
amostras. Utilizou-se uma aliquota do po liofilizada e foi extraido com metanol e agua
(1:1) com duracéo de 24 horas a frio. Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 6.000
rpm por 20 minutos (Hermle Labnet-centrifuga-USA), o sobrenadante foi entéo levado
a concentracdo em um evaporador rotatdrio. Apés, uma aliquota de 1 mL de agua milli
Q foi utilizada para resuspender o concentrado, onde este foi levado para analise em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

A CLAE foi realizada com 0 mesmo equipamento descrito no capitulo 1, porém
nesta andlise acoplou-se um detector UV-DAD. Os padrdes utilizados nesta anélise
foram padrdes comerciais para deteccdo de nodularina (Sigma-Aldrich® e Abraxis®).

Os valores finais de concentracdo encontrados na analise foram calculados com
a integracdo das areas e tempos de retencdo dos picos encontrados (238 nm) em
comparagdo com as areas e tempos de retencdo dos picos (238 nm) encontrados nos
padrdes de Nodularina utilizados.

10.3 - TESTE TOXICOLOGICO AGUDO COM Artemia salina

10.3.1 - ECLOSAO DOS CISTOS E MONTAGEM DOS TESTES

A metodologia emprega na producdo da agua de diluicdo, eclosdo dos cistos e
montagem dos testes foi idéntica a realizada nos testes com saxitoxinas que se
encontram descritas no item 3.2.1 do capitulo 1. Porém, as concentragdes testadas foram
diferentes. Como ndo se sabia até o momento da realizagdo dos testes a real
concentracdo de nodularina nas amostras, optou-se por utilizar concentracdes de po

liofilizado por litro (mg.L™) para a realizacdo dos mesmos.

Placas de contagem de 96 pogos (COSTAR-USA) foram utilizadas para a

realizacdo do experimento. Os experimentos foram realizados com 6 concentracfes
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mais controle em triplicatas A,B e C. As 6 concentracfes pré-estabelecidas foram as
seguintes:
5; 2,5; 1,25; 0,63; 0,31 e 0,16 mg.L™ de p4 liofilizado.

Os testes ocorreram com temperatura e fotoperiodo controlados em incubadora
(BOD3476 FANEM-Brasil). A contagem dos organismos mortos foi realizada nos
tempos 24 e 48 horas de experimento. Como o teste realizado com A. salina no
capitulo 1, este também foi repetido 10 vezes. Isto explica-se pela facil disponibilidade
e acesso aos organismos, metodologia simples e rapida de ser aplicada, e possuir uma
baixa utilizacdo de amostra para a realizagdo dos mesmos. Além disso, um maior
namero de testes pode mostrar uma repetitividade dos resultados aumentando assim a

confiabilidade do teste.

10.3.2 - METODOLOGIA E EXECUCAO DOS TESTES

Metodologia, adaptacGes do método de Meyer et al, 1982 e detalhamento dos

testes incluindo a tabela 4 foram idénticos aos mostrados no item 3.2.2 do capitulo I.

10.4 - TESTE TOXICOLOGICO AGUDO COM Litopenaeus vannamei

10.4.1 - SOLUCAO TESTE: PREPARO E DILUICOES

A metodologia de preparo das solucGes teste foram idénticas as realizadas no
item 3.3.1 do capitulo 1. Porém, a agua coletada na EMA possuia para este teste
salinidade 25, além do mais, as concentracdes testadas também foram definidas pelas
concentracdes de p6 liofilizado por litro (mg.L™). As concentracdes estabelecidas para

este teste foram:
5; 2,5; 1,25; 0,63; 0,31 e 0,16 mg.L™" de p¢ liofilizado.

O controle foi realizado apenas com &gua de diluicdo. As solucBes teste com
volume de 300 mL foram colocadas em frascos de 500 mL em triplicatas A, B e C. Os

parametros fisico-quimicos controlados durante o teste foram a temperatura (termostato
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Roxin HT-1300), aeracdo (aeradores Boyu SC-3500) e pH (pHmetro Marte MB-10,

Brasil), este altimo pardmetro foi medido apenas no comeco e final do experimento.

10.4.2 - ORGANISMO TESTE: ORIGEM, CULTIVO, ALIMENTACAO E
MONTAGEM DO TESTE

Observar item 3.3.2 do capitulo 1.

10.4.3- METODOLOGIAE EXECUC}AO DO TESTE

Observar item 3.3.3 do capitulo 1.
10.5 - ANALISE DOS DADOS

Assim como nos resultados dos testes toxicoldgicos agudos realizados no
capitulo 1, os testes realizados neste capitulo foram tratados pelo método Trimed
Sperman Karber. Este d& estimativas da concentracdo letal para 50% dos organismos

(CLso) e a concentracdo de efeito para 50% dos organismos (CEso) através da correlacdo

dos dados de morte ou efeito observados nos ensaios toxicolégicos.
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11 - RESULTADOS

11.1 - IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE NODULARINA PRESENTE
NO PO LIOFILIZADO DE Nodularia spumigena

A amostra de pé liofilizado submetida a analise de cromatografia liquida pelo
CLAE identificou a presenca de nodularina (NOD) na amostra. O tempo de retencédo do
pico gerado no cromatograma foi entre 6,1 e 6,3 (figura 18), tempo este também
identificado para esta toxina pelo equipamento quando o Padrdo de Referéncia
Certificado (figura 19) foi analisado. A concentracdo de NOD encontrada pela anélise

em CLAE foi de 1,88ug por mg de po liofilizado (ug.mg™ dw).

Detector B (238nm)
—— NOD
Sample

Area

Retention Time

Volts

0 ; 2 ' 4 ' 6 : 8 ' 10
minutes

Figura 18: Pico gerado na cromatografia (circulado em vermelho) com tempo de retengdo em 6,1 minutos

identificando a presenca de nodularina na amostra ambiental analisada.
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Figura 19: Pico do padrdo de nodularina certificado Sigma-Aldrich (circulado em vermelho), com tempo de retencdo
aos 6,1 minutos.

11.2 - TESTE TOXICOLOGICO AGUDO COM Artemia salina

Os parametros temperatura e fotoperiodo foram controlados em estufa
incubadora, por isso ndo tiveram variagfes entre 0s experimentos.

Como as concentragdes testadas foram expressas anteriormente em mg.mL™ de
po liofilizado, apos a andlise do CLAE determinar uma concentracdo para esse mesmo
po, foi calculado as concentragfes utilizadas nos testes toxicolégicos com A. salina,
onde estas foram expressas em pg.L™ de nodularina. As concentracdes testadas foram
as seguintes: 300,8; 582,8; 1.184,4; 2.350; 4.700; 9.400.

Nos 10 testes toxicologicos realizados encontraram-se CLsp maxima de 4.906,8
ng.L™ e minima de 1.222 pg.L™* com uma CLsy, média de 1940,16 pg.L™ e desvio
padrdo de 1106,41. Os valores de todas as CLso assim como os limites de confianca

mMAaximos e minimos estdo descritos na tabela 12 abhaixo.
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Tabela 12: Concentracéo letal para morte de 50% CLs, da Artemia salinaem pg.L ™! nos 10 experimentos realizados
com nodularina, assim como os limites de confianga maximos e minimos dos mesmos.

limite de confianca
Experimento CLs minimo  maximo
#1 4906,8 | 3.722,4 6.448/4
#2 2.556,8 | 1.8236  3.572
#3 1222 902,4 1.635,6
#4 1692 1128 2.425,2
#5 1.560,4 | 1.240,8 1974
#6 1.522,8 | 1.109,2 2.105,6
#7 1504 1.052,8 21244
#8 1.729,6 | 1.240,8 2.387,6
#9 1.259,6 [ 9964 1.579,2
#10 14476 | 9776  2.124,4

Com os dados de CLsy e as mortalidades de cada concentragdo encontrados em
cada experimento, foi possivel obter uma curva dose resposta média e 0s respectivos
erros de cada concentracdo, onde estes sdo 0s desvios padrdes do % de mortalidade dos
organismos de todos os experimentos em cada concentracdo testada. Segue abaixo a
curva dose resposta (figura 20) para o teste toxicoldgico agudo com Artemia salina.

Curva dose respota Artemia salina

100,00 I
= |
=
2 7500 J_
: |
=
=
=]
= 50,00
=
z 1
= 1
= . T
= }
& 25,00 T T
T
0,00 z
Controle  300.8 582.8 11844 2350 4700 9400

T
[] de nodularina em pg L

Figura 20: curva dose resposta média dos 10 testes toxicolégicos agudos realizados com Artemia salina, onde os

erros sdo os desvios padrdes da mortalidade observada em todos os experimentos por concentragdo testada.

O aumento da mortalidade de organismos ocorreu com 0 aumento das
concentragfes de nodularina testadas, onde encontra-se mortalidade méxima na

concentracdo de 9400 pg.L™ . Diferentemente dos testes toxicolégicos realizados com A.
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salina descritos no capitulo 1, ndo houve uma concentracdo que o desvio padrdo foi
discrepante dos demais, apenas duas concentragdes com um desvio um pouco maior

(2.350 e 4.700 ug.L™), porém as variacdes entre os experimentos, nao foi grande.

11.3 - TESTE TOXICOLOGICO AGUDO COM Litopenaeus vannamei

Como ocorrido no teste toxicoldgico agudo com L. vannamei realizado no
capitulo 1 (item 4.3), os parametros fisico-quimicos (temperatura, pH e salinidade)
mantiveram-se praticamente constantes. Com isso, 0os dados destes pardmetros sdo

apresentados na tabela 13 abaixo em forma de médias por concentracdo testada.

Nos experimentos realizados com L.vannamei, também foram realizados os
célculos necessérios para transformar as concentracdes de mg.mL™ de p6 liofilizado em
ng.L™ de nodularina, assim neste caso as concentracdes testadas foram: 582,8; 1.184,4;
2.350; 4.700; 9.400.

Tabela 13: médias dos pardmetros fisico-quimicos temperatura, pH e salinidade observados durante o teste

toxicolégico agudo com Litopenaeus vannamei.

Concentracoes de
nodularina em Tempoeéatura pH  Salinidade

ug.L™
Controle 25 7,7 25
582,8 25 7,5 25
1184,4 25 7,3 25
2350 25 7,4 25
4700 25 7,4 25
9400 25 7,2 25

No Unico teste toxicoldgico realizado com L.vannamei deste capitulo, gerou-se
uma CLsp de 2.500,4 ug.L'1 de nodularina e limites de confianga minimo e méximo de
2.049,2 pg.L™" e 3.064,4 pg.L™" respectivamente. A curva dose resposta gerada neste
experimento (figura 21) encontra-se abaixo. Os erros expressos tomaram como dados 0s
desvios padrdes gerados pela diferenca de mortalidade ocorrida entre as triplicatas de
cada concentracao.
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Curva dose resposta Litopenaeus vannamei

100

n
= n

%% de mortalidade

n

0
Controle 552

| o]
=)

11544 2350 4700 9400
[] de nodularina em pg L

Figura 21: curva dose resposta do teste toxicologico agudo do Litopenaeus vannamei.

Observando a curva dose resposta se percebe baixa mortalidade (menores que
30%) nas trés primeiras concentracBes testadas (582,8; 1.184,4 e 2.350ug.L™?) e
méxima (100%) nas duas Gltimas concentracdes testadas (4.700; 9.400ug.L™).

11.4 - DIFERENCA ENTRE AS CLsy DE Litopenaues vannamei e Artemia salina

Ao analisarmos o0s dois resultados de CLsy de L.vannamei e A. salina
encontramos valores de 2500,4 e 1940,16 pg.L™* de nodularina respetivamente. Com
isso, se estabelece que a A. salina possui uma sensibilidade aproximadamente 1,3 vezes

maior que o L. vannamei quando expostos a saxitoxinas.
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12 - DISCUSSAO

No presente trabalho foi registrada e quantificada a primeira floragdo toxica de
Nodularia spumigena descrita, com énfase em uma fazenda de producdo do camardo
branco Litopenaeus vannamei ocorrida no Brasil. A analise da amostra contendo N.
spumigena recolhida em um dos viveiros da Estagdo Marinha de Aquacultura — EMA -
FURG, obteve concentracdo 1,88ug por mg de po liofilizado.

Nos testes agudo realizados com L. vannamei e A. salina foram obtidas
concentracdes letais para 50% dos organismos expostos ao toxicante de 2.500,4 pg.L™* e
1940,16 pg.L*(valor médio) de nodularina respectivamente. Com isso fica comprovado
o0 potencial tdxico desta floracdo sobre estes organismos estudados. Esta hepatotoxina é
descrita como um pentapeptideo com possui locais de acéo e toxicidade similar as da
microcistina (Carmichael, 1989, Yoshizawa et al., 1990).

Concentracdes letais (CLso-48h) entre 11.200 e 18.000pg.L™ foram encontradas
em Daphnia pulicaria, enquanto em Daphnia hyalina a CLs,-48H ficou entre 2.200 e
6.900 pg.L™ de nodularinas (DeMott et al.,1991). Em copépodos a CLs, encontrada foi
de 2.000 pg.L™ de nodularinas (Reinikainen et al., 2002). Carmichael, 1989 encontrou
CLso-18h de 4.790pg.L™ para nodularinas em A. salina.

Observando estes resultados, é possivel perceber que tanto os resultados de L.
vannamei quanto de A. salina sdo semelhantes ao de outros autores, demonstrando a
sensibilidade destes organismos ao composto estudado, e abrindo duas outras opcoes de
organismos que possam ser utilizados em futuros estudos com esta toxina.

Comparando os dois organismos estudados neste trabalho, ndo houve uma
diferenca significativa de sensibilidade entre 0s mesmos por isso, no caso de floracdes
de N. spumigena, o produtor ndo deve utilizar o bioensaio com A. salina como dado
preliminar de toxicidade, pois se a floracdo estiver intensa o suficiente para ocasionar
mortalidade em massa na A. salina, provavelmente ocasionard com L. vannamei
também, o que traria sérios prejuizos financeiros ao produtor.

Experimentos com camundongos também sdo frequentes para testar a toxicidade
destas floragbes. Experimentos com camundongos encontraram dose letal de

nodularinas para 50% dos organismos (DLsy) de 60 pg. Kg' de camundongo
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(Carmichael, 1989). Porém, como sdo organismos completamente distintos, torna-se

bastante complicado a comparacéao de efeitos entre 0s mesmos.

Diversas floragdes de N. spumigena sao reportadas em trabalhos cientificos.
Locais de &gua salobra tipicos para crescimento de cianobactérias da espécie N.
spumigena, sdo descritos como impactantes da biota de areas costeiras do Golfo da
Finlandia (Kankaanpédé et al., 2001) e em fazendas marinhas no sul da Australia
(Stewart et al., 2012). Floragdes com dimensdes consideradas “excepcionais” foram
encontradas no Golfo de Gdansk (Polonia) entre os anos de 2001 e 2002, onde a espécie
majoritaria foi N. spumigena. Posteriormente confirmou-se que aquela floragdo
produzia grandes quantidades de nodularina (Mazur et al., 2003). A juzante do rio
Murray (Australia), floracdes de N.spumigena foram encontrados com frequéncia.
Analises encontraram concentracdes entre 1 e 1,72 pg.Lde nodularina naquelas
floragdes com densidades entre 50.000 — 80.000 celulas por mL (Fitzgerald et al.,
1999). No lago de Kentucky (USA) em 2002 foi encontrado concentragdes menores que
0,5 pg.L™ de nodularina, apés uma floragdo de Nodularia (Oehrle et al., 2002). Mazur-
Marzec et al., 2003 encontraram concentracdes de 2,8 pg de nodularina.mg™ de pé
liofilizado. Porém, neste caso nenhuma floracdo foi tdo drastica a ponto de conseguir
chegar a CLsp encontradas neste trabalho. No entanto, vale ressaltar que ambientes de
cultivo sdo confinados e possuem quantidades maiores de nutrientes que o ambiente,
podendo entdo ocorrer floragcbes com magnitudes maiores do que as que sdo reportadas

no ambiente.

Outro problema que ocorre com floracdes de N. spumigena € que diferentemente
da neurotoxina estudada no capitulo anterior, esta toxina age em outro sitio de acéo,
onde ndo vai levar o organismo a morte rapidamente, porém, ocasionara diversos danos
na salde do mesmo, o que pode gerar perda de producdo mesmo quando floracBes

ocorrerem em baixas concentra(;()es.

Logo deve-se ressaltar que embora, ndo ha reportagem sobre floragdes de N.
spumigena  produtora de nodularina com concentrages semelhantes as CLso
encontradas no trabalho, estas devem ser monitoradas de maneira minuciosa, pois
mesmo floracbes de pequena magnitude podem vir a causar problemas sérios dentro

de uma fazenda de aquicultura.
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13 - CONCLUSAO

Dificilmente floracdes de Nodularia spumigena, causam altas taxas de
mortalidade de maneira imediata em fazendas de cultivo do camardo Litopenaeus
vannamei, pois o valor encontrado na CLs, é alto se comparado com concentracfes de
nodularina encontradas no ambiente. Porém, como o efeito desta toxina é hepatotdxico
esta pode vir a causar danos a longo prazo nos organismos, 0 que pode acarretar em
prejuizo na producgdo. Portanto, se faz necessario monitoramento constante destas
producdes além de, mais estudos relacionados ao assunto, para elucidar melhor o
comportamento da toxina dentro do organismo.

L.vannamei e Artemia salina possuem sensibilidade semelhante a esta toxina,
portanto a utilizacdo do microcrustaceo em bioensaios para avaliacdo da qualidade de
agua dentro de um cultivo, ndo é tdo interessante como no caso de floraces de outras
espécies de cianobactérias.

Outras técnicas de manejo devem ser criadas e empregadas em fazendas deste

tipo, na tentativa de diminuir o aparecimento de floragdes de N. spumigena.
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