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RESUMO

A pratica da carcinicultura, além de gerar emprego e renda para comunidades costeiras
e ribeirinhas, pode causar impactos ambientais sérios. Em viveiros de criacdo de camario, o
fornecimento de alimento ¢ a principal causa da deterioragdo da qualidade da 4dgua e do
actimulo de matéria organica. Outro fator que agrava a problemética da qualidade da dgua de
viveiro de criagdo de camardes ¢ a superproducdio de algas. O principal interesse sobre as
superfloragdes de cianobactérias se deve aos seus produtos metabdlicos serem toxinas
potentes que podem causar riscos tanto para humanos quanto para a satide do ecossistema. O
presente estudo, por sua vez, propde avaliar a toxicidade de uma cepa de cianobactéria
Synechococcus sp. proveniente de amostras de fitoplancton coletadas em viveiros de cultivo
de camardo, ja isolada e mantida em cultivo com sucesso. O ensaio para a avaliagdo da
toxicidade da célula viva em Mysidopsis juniae foi realiza em 6 concentragdes variando entre
4x10* e 6x106, tendo os misidaceos se mostrado sensiveis aos efeitos do co-cultivo com
células desta cianobactéria. J4 o microcrustdceo Artemia sp. ndo se mostrou sensivel a co-
incubag@o com esta cepa de Synechococcus sp., nem mesma em altas concentragdes da células
viva. Quando expostas ao extrato orgdnico bruto obtido de Symechococcus sp., houve
mortalidade entre 20 e 50% das artémias para as concentragdes mais altas testadas, de 3,33 e
10mg/ml, mas néo foi possivel obter a CLsy do extrato. Foi realizado também o ensaio para
avaliacdo de dano a membrana plasmatica utilizando eritrocitos de camundongos Mus
musculus com concentragcdes do extrato entre 8 e 1000 pg/mL. Na maior concentragdo, o
extrato induziu 100% de efeito hemolitico para incubagdo por 1, 2 ou 4h, contudo, as
respectivas CEs apresentaram pouca variagdo, ainda que mostrando um ligeiro incremento na
toxicicidade do extrato com o aumento do tempo de exposi¢do. O tratamento de células de
mama normais humanas da linhagem HB4a mostrou a indu¢do significativa de morte celular
para o tratamento com 300 e 1000 pg/mL do extrato durante 24h, como avaliado pelo ensaio
de exclusdo por azul de tripan. Anélises morfoldgicas das células fixadas e coradas mostraram
que o extrato induziu vacuolizag@o do citoplasma a partir de 100 pg/mL que € intensificada
com o aumento da concentracdo. Para a concentragdo de 1000 pg/mL, as células apresentam
rareamento do citoplasma assim como consideravel reducdo do volume nuclear, alteragdes
compativeis com necrose celular. A partir de tais evidéncias, pode-se indicar que a cepa aqui
estudada de Symechococcus sp. induziu toxicidade em alguns dos bioensaios de avaliagdo
ecotoxicologica, como também nos modelos celulares ensaiados.

Palavras-chave: Carcinicultura. Cianobactérias. Synechococcus sp.. Ecotoxicidade.
Citotoxicidade.
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AVALIACAO DA TOXICIDADE DE Synechococcus sp. OBTIDA DE VIVEIRO DE
CULTIVO DE CAMARAO

JANAINA BERNARDO FEITOSA

1. INTRODUCAO

O crescimento da procura pelo camardo brasileiro teve inicio em torno de 1998
mediante ao surto causado pelo virus da Mancha Branca que ocasionou a crise que dizimou a
produgéo dos paises da América Central. Os incentivos fiscais e a qualidade do camarfo
brasileiro contribuiu para emplacar valores de volume de exportacdo de até 58.455 toneladas
em 2003 no momento em que a produ¢do chegava a 90.190 toneladas (ABCC, 2003).

O réapido crescimento da carcinicultura nas ultimas décadas no nordeste se deu
pelo clima favordvel e temperaturas constantes praticamente o ano todo, fato que permite a
producdo de quase 3 ciclos de 90 dias por ano. Isso implica nas principais vantagens do
nordeste em relagdo as regides de clima temperado, bem como a disponibilidade de terras
proximas ao estudrio e facil adaptacdo da espécie Litopenaeus vannamei (POERSCH et al.
2006). Outros fatores que impulsionaram o crescimento da carcinicultura no nordeste foram a
falta de ordenamento e regulamentacdo e ainda um forte incentivo governamental (IBAMA
2005), seguindo a mesma linha do desenvolvimento da carcinicultura em outros paises onde a
atividade se mostrou desastrosa em aspectos econdmicos e ambientais.

Sinais de crise do setor iniciaram com a ac¢do antidumping imposta pelos Estados
Unidos, enchentes de 2004 e 2008, viroses e a desvalorizagdo do délar americano (Rocha,
2007), isso refletiu diretamente na diminui¢do volume de exportacdo e direcionou a produgéo
de camardo no nordeste principalmente para o mercado interno. Até setembro de 2009 o
nordeste exportou 3.580t (ABCC, 2010), o que representa apenas 6% do pico de exportagdo
em 2003.

Os principais beneficios socio-econémicos da pratica de carcinicultura estdo na

geracdo de receita e renda para as comunidades costeiras e ribeirinhas além de ser uma
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alternativa a estagnacdo do suprimento do camarfo oriundo da pesca em ambiente natural.
Além do mais, o camario é uma fonte de alimento de alto valor nutricional.

Apesar desses beneficios, a atividade implica em diversas alteragdes ao meio
ambiente, onde os principais impactos gerados dizem respeito ao desmatamento da vegetagio
ciliar, essencial no controle do assoreamento e das inundagdes. O desmatamento de 4reas de
mangue, que servem de drea de alimentagdo e abrigo nos estagios iniciais da vida de muitas
espécies marinhas, € também uma questfio a ser considerada. Figueiredo, Freitas e Gondim
(2003) comprovaram a morte da vegetagdo de carnaubais, caatinga e mata ciliar, esta Giltima,
devido a infiltragdo de dgua salobra. Existe ainda uma relaco entre destrui¢éo das florestas de
mangue e producdo de peixe comprovada por Mackinnon e Mackinnon(1986) citado em
FAO(2006) onde foi evidenciado que para cada hectare desmatado de floresta de mangue, ha
perda de cerca de 480 kg de peixe, no periodo de um ano.

Outra preocupacdo € a introdugdo de espécies exdticas no ambiente natural.
Segundo Munday, Kentouri e Eleftheriou (2002), uma vez acontecido o escape para o
ambiente natural, as espécies ndo-nativa podem interferir na organizagio original da cadeia
alimentar, inibir a reproducgéio e favorecer a hibridacdo ou, ainda, veicular novos parasitas e
doengas.

Em 2005, a Comissdo de defesa do consumidor, meio ambiente e minorias da
Camara dos Deputados confeccionou um relatério de avaliacdo dos danos da carcinicultura ao
meio ambiente. O grupo de trabalho (GT-Carcinitultura) composto por técnicos e
pesquisadores verificou que a atividade modifica o fluxo de marés, o que compromete a
biodiversidade, e promove alteracdes no regime hidrico, o que influencia também na
disponibilidade de 4gua. A atividade também pode vir a causar risco de contaminacdo do
lencol fredtico. Dados da pesquisa realizada pela EMBRAPA (2005) mostram que h4d aumento
de depdsito nos solos dos viveiros de elementos com potencial poluidor de aguas
subterraneas, como o Ca, Mg, P, S, Ce, Mn, Fe ¢ Zn.

Um fator também muito preocupante € a descarga de efluentes da carcinicultura
que sdo langados nos corpos d’dgua, muitas vezes sem nenhum tratamento prévio. Esses
efluentes sdo ricos em nutrientes e matéria organica procedente dos dejetos, restos de ragdo
ndo consumida e até mesmo de fertilizagdo artificial e chegam aos corpos receptores por meio
das despescas ou da renovacdo parcial das dguas dos viveiros, pratica adotada para manter a
qualidade da 4gua no cultivo. O lancamento desses efluentes pode exceder a capacidade

assimilativa dos corpos receptores que, além de gerar prejuizos ao meio ambiente, pode
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acarretar a autopoluic@o e contribuir para perdas na produtividade do proprio empreendimento
(WAINBERG e CAMARA,1998). Eler, Espindola e Espindola (2006) indicam o risco de
esses despejos culminarem, também, na superfloragdo de microalgas toxicas, sendo este mais
um indicio de comprometimento da qualidade da dgua. As superfloragioes sdo identificadas
pelo crescimento de uma ou poucas espécies de microalgas, fator que causa sério
desequilibrio na dindmica da biota dos ecossistemas aquaticos.

A eutrofizagdo € uma resposta bioldgica a entrada adicional de nutrientes em um
corpo d’agua (ESTEVES,1998) sendo esse também € um fator que favorece o surgimento das
superfloracdes. Esse fendmeno pode acontecer, ainda que raramente, em circunstincias
naturais, como decorréncia de lixiviagdo, entretanto, o que ¢ o mais comum, ultimamente, é
que aconteca sob influéncia de acdes antropicas (MOSS, 1988)

As superfloragdes invibializam o uso da dgua ja que o fenomeno altera as sua
caracteristicas organolépticas, afetando a cor, odor e sabor e ainda hé o risco de contaminagio
por producdo de metabdlitos téxicos ou carcinogénicos (DI BERNARDO, 1995).

Fatores como as mudangas climéticas devido ao aquecimento global que aumenta
a temperatura dos corpos d’4dgua também favorece a floragdo exagerada de microalgas,
principalmente de cianoficeas, em qualquer época do ano (NICKLISCH, A. SHATWELL, T.
e KOLLER 2008). Este fato é confirmado por Johnk et al. (2008), que comparou taxas de
crescimento entre a cianoficea Microcystis, algas verdes e diatoméceas e evidenciou a relagéo
direta entre temperatura e crescimento maior da cianoficea em relagdo ao das outras algas.

Fernandes ef al. (2009) ainda apontaram, como fatores que favorecem as floracdes
de cianobactérias, a disponibilidade de luz, tolerdncia a altas temperaturas, estabilidade da
coluna d’4gua, maior tempo de residéncia das 4guas, herbivoria dificultada pela presenca de
toxinas e a propria morfologia das cianobactérias. Devido as suas estratégias adaptativas,
geralmente, as superfloracdes ocorrem em ambientes ricos em nitrogénio.

De acordo com a FUNASA (2004), registros de aproximadamente IOmg.m‘3 de
clorofila a e cerca de 20 000 células/ml de cianobactérias sdo consideradas uma elevada
densidade de células no ambiente, fazendo-se indicado o monitoramento semanal de
cianobactérias e cianotoxinas, devido a possibilidade de risco de intoxicacdes.

Autores evidenciam, ainda, o risco de impacto ao ambiente, como a diminui¢éo da
diversidade fitoplactonica e bioacumulagdo de toxinas em animais aquéticos (TERCALLA,
DIETRICH e SCHLATTER, 1994; VASCONCELOS, 1995; WILLIAMS et al. 1997;
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THOSTRUP ¢ CHRISTOFFERSEN, 1999), bem como a diminui¢do do oxigénio dissolvido
nos corpos d’dgua em decorréncia das altas taxas de respiracio e decomposicéo.

O efeito causado de intoxicagdo por cianobacterias tem sido descrito para
diferentes organismos como artemia e daphnia (LINDSAY, METCALF e CODD, 2006)
caranguejo (DEWES ez al. 2006) moluscos (VASCONCELOS, 1995) e peixes (SILVA,
2008)

Dentre os organismos fotoautotréficos, as cianobacterias sfo singulares por
apresentarem organizacdo celular procaridtica. Apesar de fotossintetizantes, sdo facilmente
diferenciadas microscopicamente de outros grupos de microalgas pela auséncia de plastos.
Sdo também cosmopolitas, inclusive podendo ser encontradas em ambientes extremos, sejam
terrestres ou aquéticos. S3o adaptdveis a condigdes ambientais adversas, caracteristica
conferida pela sua longa histéria evolutiva, havendo registros fosseis de cianobactérias
datados de 3.600 bilhdes de anos (SHOPF et. al., 2007).

Provavelmente, estes foram os primeiros organismos produtores primérios de
matéria organica a liberarem oxigénio elementar na atmosfera primitiva, por isso € atribuido a
esse grupo a importancia na transformac@o da atmosfera primitiva, formando a camada de
ozdnio o que tornou possivel a evolucdo dos organismos sensiveis & radiagdo UV
(LOURENCO, 2006).

As cianobactérias possuem varias eco-estratégias que lhe conferem caracteristicas
vantajosas de sobrevivéncia, entre elas, a capacidade de produzir potentes toxinas,
provavelmente para se proteger contra herbivoria (CODD, 2000). Também sdo capazes de
fixar nitrogénio atmosférico, o que € desempenhado por estruturas conhecidas como
heterocisto, e possuem estruturas para reserva de fosfato, na forma de polifosfatos, € de N, na
forma de cianoficina. Apresentam também aer6topos, que sdo vesiculas de gas utilizadas na
flutuacdo em busca de melhores condicdes de luminosidade e de nutrientes, apesar de serem
capazes de realizar fotossintese em baixas luminosidades, j4 que apresentam pigmentos
acessorios que lhes permite a utilizacdo de vérias faixas de absor¢do de luz. Em condigdes
adversas, sdo capazes de produzir esporos de resisténcias, os acinetos, que sdo capazes de
resistir por anos na espera de condicdes favoraveis para a floragéo.

As cianobactérias t€m sido reconhecidas por muito tempo como prejudiciais a um
grande numero de organismos devido a potencial produgdo de metabodlitos toxicos.

Hepatotoxina, neurotoxina, citotoxinas, dermatotoxinas e as toxinas irritantes foram
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caracterizadas de diversos genéros e espécies de cianobactéria (WIEGAND e
PFLUGMACHER, 2005).

Todas essas caracteristicas fazem com que o grupo das cianoficeas seja possivel de
formac@o de superfloragdes de uma tinica ou mesmo de poucas espécies, 0 que compromete a
biodiversidade fitoplanctonica causando desequilibrio do ecossistema, sem contar com o risco
de produgdo ou bicacumulagdo de potentes toxinas. Estas toxinas tém sido responsdveis por
casos de intoxicacdo de animais, tanto da fauna silvestre quanto domésticos em todo o mundo
(FREEMAN, 2000; BRIAND et al., 2003), e também do homem (JOCHIMSEM ef al. 1998,
CARMICHAEL et al.,2001). As cianotoxinas sio facilmente bioacumuléveis, tornando o
zooplancton herbivoro vetores de toxinas para niveis tréficos superiores, representando risco
ainda maior para o ecossistema e 0 homem (FERRAO-FILHO,2009).

As cianotoxinas podem ser incluidas em trés grandes grupos de acordo com suas
estruturas quimicas: peptideos ciclicos, alcaldides e lipopolissacarideos; ou podem ser
classificadas pelos sintomas que causam: neurotoxina, hepatotoxina, citotoxinas e
dermatotoxina (SINVONEN e JONES, 1999).

As microcistinas sdo produzidas por muitos gé€neros incluindo, Microcystis sp.
Anabaena sp., Planktothrix sp. e Nostoc sp. Essas toxinas sdo peptideos ciclicos que causam
danos hepéaticos como hemorragias intra-hepéticas e choque hipovolémico (AZEVEDO et al.,
2002). Essas toxinas chegam aos hepatécitos por meio dos receptores de sais biliares e
promovem uma desorganizacdo dos filamentos de actina, aumentando assim os espacos
intracelulares. Outro dado é que as microcistinas também podem atuar na promogéo de
tumores hepéticos.

As nodularinas sdo hepatotoxinas produzida apenas pelo género Nodularia sp.,
apresentam a mesma atividade biologica téxica das microcistinas, mas por essas substancias
apresentarem estrutura menor, agem de forma mais danosa. Outra hepatotoxina importante
sdo as cilindrospermopsinas, essas toxinas sdo produzida pelos géneros Cylindrospermopsis
sp., Aphanizomenon sp. e Umezakia sp. que agem como inibidores da sintese protéica,
causando desnaturagdo das proteinas e necrose no figado. O efeito téxico também foi
observado contra células renais, cardiacas e pulmonares e a mucosas géstricas de
camundongos (FALCONER et al.,1999).

Também existe as neurotoxinas, que sdo alcaldides do tipo carbamato. A
anatoxina-a foi a primeira toxina de cianobactéria a ser quimicamente e funcionalmente

definida (DEVLIN et al., 1977). Essa toxina age na transmissfo de impulsos nervosos

[!sasszf
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provocando a superestimulagdo muscular, seguida de fadiga e paralisia, o que em, musculos
respiratorios, pode ser fatal (MOLICA, 1996). Isso acontece porque essas toxinas ndo s3o
degradadas pela acetilcolinesterase e se ligam aos receptores de acetilcolina atuando como
bloqueador neuromuscular (CARMICHAEL, 1994).

Outra classe de toxinas importante sdo as saxitoxinas, que foram primeiramente
isoladas de dinoflagelados marinhos da espécie Gymnimodinium breve, responsaveis pelas
‘marés vermelhas’ e depois isoladas de algumas espécies de cianobactérias, como, por
exemplo, Anabaena sp., Cylindrospermopsis sp., Aphanizomenon sp. e Lyngbya sp.
(CARMICHAEL,1994). Essas toxinas sdo também conhecidas como PSP (Paralytic Shellfish
Poisoning) e agem como bloqueadores dos canais de sédio das células nervosas, afetando a
permeabilidade ao potéssio e a resisténcia das membranas, provocando paralisia muscular e
faléncia respiratéria. Ainda existem as dermatotoxinas que sfo produzidas por todas as
cianobactérias, sdo lipopolissacarideos encontrados na parede celular e causam dermatites
severas.

Castro (2007) em pesquisa realizada no Laboratério de Ecotoxicologia Marinha -
Labomar/UFC, demonstrou a toxicidade do extrato da comunidade fitoplanct6nica de viveiros
de camardo do Estado do Ceard em camundongos, onde foi observado danos nas células
hepéticas. A toxicidade evidenciada nesse trabalho foi atribuida & predominincia de
cianobactérias nas andlises quantitativas da comunidade fitoplactonica do referido viveiro e a
producgdo de hepatoxinas. A cianoficea Synechococcus sp. foi uma das espécies isoladas com
sucesso desde o referido trabalho e se trata de uma cianobactéria picoplancténica (0,2 a
2,0pm) normalmente encontrada em associagdes simbidticas em raizes de plantas de mangue
(SZE, 1998). Essas cianobactérias sdo muitas vezes negligenciadas nos levantamentos das
comunidades fitoplanctonicas pela dificil identificacdo e, por isso, tem seu potencial toxico
pouco estudado (FERRAQ-FILHO; MOLICA e AZEVEDO, 2009).

Para se obter uma resposta aos possiveis danos causados ao meio ambiente por
contaminantes, j4 se € bem difundido o uso de bioensaios com modelos biolégicos utilizando
organismos representativos do local estudado, bem como de outros niveis tréficos que possam
ser atingidos com a acumulacdo do metabdlito téxico em questdo. A ecotoxicologia é uma
ciéncia jovem que agrega conceitos da toxicologia classica e ecologia para avaliar o efeito de
substancias quimicas téxicas e outros agentes perturbadores sobre os organismos. Entende-se

por efeito toxico respostas adversas dos organismos em exposicdo. Esses efeitos podem ser
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expressos por letalidade, bem como por alteracdes fisiologicas, metabdlicas e genéticas.
(AZEVEDO e CHASIN, 2003)

Os testes ecotoxicoldgicos s@o hoje bastante comum como método de avaliagdo e
monitoramento de agentes potencialmente téxicos, fazendo parte de exigéncias legais de
6rgdos ambientais em varios paises. A resolucdo n® 357 de 2005 do Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA) estabelece padrdes de langcamentos de efluentes e utiliza para
avaliacdo da qualidade de dgua os testes de ecotoxicidade.

Os bioensaios, juntos com as andlises quimicas, permitem avaliagdo e
monitoramento ainda mais seguros de agentes potencialmente t6xicos. As andlises quimicas
identificam e quantificam os contaminantes, ao passo que as andlises ecotoxicologicas
mostram nos organismos os efeitos das interacdes e misturas desses agentes contaminantes
(COSTA, et. al., 2008).

Desse modo, o objetivo do presente estudo foi avaliar a toxicidade induzida pela
cianobactéria Symechococcus sp. isolada de viveiro de cultivo de camardo marinho
(Litopenaeus vannamei), seja da exposicdo as suas células vivas ou ao extrato orgénico bruto
derivado desta espécie em bioensaios com Artemia sp., Mysidopsis juniae e ensaios de

citotoxicidade in vitro com eritrocitos de camundongos e células humanas normais de mama.
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2, MATERIJAIS E METODOS

2.1, Cultive da cianobactéria Synechococcus sp.

A cianobactéria foi cultivada em Erlenmeyers de 1000ml com volume Gtil de 750
a 800m! de meio de cultura ASN HI (anexo 1) suplementado com 0,1% de solugio de
elementos tragos (ver anexo 2) em incubadora do tipo BOD CIENTEC CT708 , com
condigdes de temperatura (26 = 2 °C), luminosidade e fotoperiodo (12h claro e 12h escuro)
controlada. O meio de cultura utilizado foi o ANS III, especifico para o requerimento
nutricional das cianobactérias em geral. A cultura foi mantida sem aeragdio, apenas com
agitacfio manual de uma a duas vezes ao dia. A cada 15 dias foi realizada a repicagem da
cultura acrescentando 200ml de meio ANSIII & cultura pré-existente e dividindo o volume

para novos frascos afim de manter o volume Gtil.

2.2. Contagem de céluias

A contagem de células foi realizada pelo método de Utermél (1958) por ser o
mais indicado e o mais utilizadoe e por apresentar maior reprodutibilidade (CALIJURI,
ALVES e SANTOS, 2006). A contagem foi realizada com o auxilio de microscopio invertido
(LabMed®) usando o aumento de 400x. As culturas escolhidas pra a realizagiio dos
bioensaios possuiam cor verde escuro € poucas células sedimentadas.

As cepas escolhidas para a contagem foram diluidas 100x em é4gua do mar e
colocadas para sedimentar na camara de volume de 2ml por 2 horas. Foram contados cinco

campos da cimara e as contagens realizadas levaram em consideragio cada célula do tricoma.
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Figura 1. Cultura de Synechococcus

Figura 2. Microscopia da Synechococcus aumento de 400x

O primeiro passo para a utilizagio da cdmara de Utermdél consiste em fazer a
relagdio entre o didmetro do campo e o aumento da objetiva. Com auxilio de uma régua
calibrada, foi mensurado que o campo visto no aumento de 400x equivalia a 0,5mm de
didmetro.

O calculo da area foi realizado do seguinte modo:

A=nxR?
A=3,14x (0,5)
A=0,785
A estimativa do nimero de células foi realizada pela seguinte férmula:

N°decel/ml=_ n x 1 xFx100*
SXC h
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Onde:

n = somatorio das células contadas nos 5 campos escolhidos
S = A = 4rea do campo em mm? no aumento de 400X

C = ntimero de campos contados

h = altura da cadmara

F = fator de corre¢io para mililitros: 10> mm’
1 ml

Em seguida, o valor obtido foi multiplicado pela diluigdo* realizada para

sedimentacao.

2.3. Obtencdo do extrato bruto de Synechococcus sp.

A cultura foi centrifugada (Hettich®) a 3000rpm por 5 minutos em tubos de fundo
cdnico de 50 ml. O sobrenadante, que permanecia ainda com algumas células, foi devolvido
ao cultivo e novamente enriquecido com o meio de cultura até atingir novamente a
concentragdo adequada de células. O material precipitado foi reservado e congelado para
posterior processo de liofilizagdo, a fim de desidratar as amostras buscando preservar ao
méximo as suas propriedades. Em seguida, o material liofilizado foi ressuspendido em
metanol e sonicado (Unique ®) a fim de romper a membrana celular para promover a
liberagdo do contetido. Em seguida o solvente foi removido por evapora¢do em uma estufa
com recirculacdo de ar com temperatura em torno de 60 °C.

Quando necessdrio, a suspensdo com metanol foi centrifugada para a remog&o da
maior parte do sal proveniente do meio de cultura e, mesmo assim, quando ainda havia
quantidades visiveis de sal, o extrato seco foi novamente ressuspendido em metanol e o
sobrenadante retirado com pipeta Pauster montada com tufo de algoddo na extremidade a fim
de evitar a passagem de sal e novamente colocado para evaporar em estufa.

Para a determinagdo do rendimento do extrato, o seguinte célculo foi realizado a
fim de obter-se a relagdo entre volume de cultura, nimero de células e massa de extrato:

1° passo: foi determinada a concentracdo e, conseqiientemente, o numero de

células contido em 1L de cultura;
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2° passo: foi determinada a concentracdo e, conseqiientemente, o nimero de
células contido no sobrenadante remanescente da centrifugacdo deste 1L de cultura e
subtraido do valor encontrado na contagem pré-centrifugagio da cultura;

3° passo: o precipitado celular resultante da centrifugacdo deste 1L foi liofilizado,
extraido com metanol e removido o sal antes de ser pesado para a determina¢do da massa de
extrato bruto resultante deste processo e, assim, determinado o seu rendimento em relagdo ao

volume da cultura e o nimero de células.

2.4. Bioensaio com Arfemia sp.

2.4.1. Modelo biolégico

A Artemia sp. € um microcrusticeo que pertence ao filo Artropoda, classe
Crustacea, subclasse Branquiopoda, ordem Anostraca, familia Artemiidae e género Artemia
(LEACH, 1819). O modo de reproducdo de algumas espécies por partenogénese e formagdo
de cistos resistente facilita a dispersdo e favorece a sua vasta distribuic@o entre os continentes.
Sdo bem adaptadas as variagdes de salinidade e oxigénio dissolvido e se alimentam por
filtragdo, o que permite maior interacdo com meio. Sdo de facil cultivo e manutengdo em
laboratério e ainda sdo sensiveis a vérias classes de contaminantes. Esses fatores fazem da
artemia um organismo muito utilizado e bem difundido em ensaios de toxicidade (VEIGA e
VITAL, 2002).

2.4.2. Obtencdo dos nauplios

Os cistos foram adquiridos em lojas de material para aquario e foram preparados e
eclodidos no laboratério.
A principio, os cistos foram colocados para aerar em 300ml de dgua destilada por

uma hora. Esse procedimento permite que o cisto, de formato biconcavo, passe a apresentar
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uma forma mais arredondado e assim, permitir que o agente descapsulante tenha acdo de
forma igual em todo superficie do cisto. Depois dessa hidratagdo os cistos recebem um
tratamento de descapsulagdo com hipoclorito de sédio diluido em 4gua destilada na proporgio
de 1:3, promovendo tanto a assepsia como a diminui¢@o da resisténcia da camada do cérion o
que facilitara a eclosdo. Nesse procedimento o cisto passa de marrom escuro a alaranjado.
Atingindo esse ponto, os cistos foram imediatamente bem lavados com &gua
corrente para que ndo atinja o embrido e também para ndo deixar residuos do agente. Depois
desse preparo os cistos sdo levados para um funil de separacdo com aera¢do constante até que
se complete a eclosdo e em 48 horas atinja a fase de Nauplio II, fase utilizada nos testes pois

os Néuplios na fase I ainda ndo se alimentam do meio, pois ainda possuem reserva de vitelo.

2.4.3. Exposi¢do dos ndupilos de Artemia sp. a células vivas de Synechococcus sp.

O experimento seguiu a metodologia descrita por Veiga & Vital (2002). Os testes
foram realizados em placas de 24 com volume de 2,5 ml em 7 concentracdes-teste em
triplicata, onde cada réplica recebeu dez natiplios II. O tempo de duraco dos testes foi de 48h
sendo que a cada 24h foram contados os nimeros de nduplios mortos com o auxilio de lupa.

As condigdes de teste estdo resumidas no Quadro 1.
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Quadro 1. Resumo das condigdes de experimento de toxicidade aguda para Artemia sp.

Tipo de teste

Estéatico sem renovagio de dgua

Recipiente teste

Placa estéril de 24 pogos

Volume da soluciio-estoque

750 ml (testes com célula viva)
20 ml (com extrato)

Volume da solucio-teste

2,5ml

Agua de diluicio Agua do mar natural filtrada em membrana com poro de 0,45um
Idade dos organismos 48 horas

Numero de organismo/poco 10

Numero de réplica por concentracio | 3

Temperatura de incubacio 2541.°C

Fotoperiodo 12h claro; 12h escuro
Duracéo do experimento 48h
Resposta Mortalidade

Valor medido

Concentrac@o letal a 50% dos individuos expostos (CL5g)

Aceitabilidade do experimento

Percentual de mortes do controle menor que 10%

Foram utilizadas trés diferentes faixas de concentracBes, em células/ml, da

cianobactéria de Synechoccocus para a avaliacdo da toxicidade em Arfemia sp. e ainda o

tratamento controle (Cy ) apenas com agua do mar. As concentragGes estdo mostradas na

Tabela 1.

Tabela 1. Faixas de concentragdes-teste utilizadas para avaliar a toxicidade de células vivas de Synechoccocus

para Artemia sp.

Teste Co C; C, C; Cy Cs Cs C;

1 - 4x10°  2x10° 4x10°  6x10° 8x10°  10x10° 12x10°
Te;‘e Co2x10° 4x10° 6x10°  8x10°  10x10°  12x10°  14x10°
Te_,fte - 8x10®  10x10°  12x10°  14x10°  16x10°  18x10°  >73x10°*

*Para C; foi utilizada 80% da cultura e 20% de dgua do mar com artémias
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2.4.4. Exposicdo dos naupilos de Arfemia sp. ao extrato obtido de Synechococcus sp.

O teste com extrato segue a mesma metodologia do teste realizado com célula
viva.

Para o preparo da solugo estoque foi ressuspendido 290mg de extrato utilizando
20ml de agua do mar filtrada contendo concentragio de 14,5mg/ml. A partir dessa solug@o foi

preparada as concentragdes utilizadas no teste, mostrada na tabela 2.

Tabela2. Faixa de concentraciio-teste utilizadas para avaliar a toxicidade do extrato de Synecochoccus para
Artemia sp.

CO Cl Cz C3 C4 C5 C5

- 0,04mg/mL 0,12m§/mL 0,37mg/mL l,llmg/mL 3,3?£g/mL 10mg/mL

Eclosi e fazem doz
Eclosio doz cistox: Comtazeam dos
48 Zisch zeragio. OIZanismos mories
Inerbacio com sxtratos. Anilise Estatishica

10 nauplioseavidads

Figura 3. Representacdo esquematica do ensaio de toxicidade aguda com nauplios de Arfemia sp.
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2.5. Bioensaio com Mysidopsis juniae

2.5.1. Modelo bioldgico

Os misidéceos sdo pertencentes ao filo Artropoda, classe Crustdcea superodem
Pecarida e ordem Mysidacea. Sdo encontrados principalmente em ambiente marinho e
estuarino e constituem um grande elo na cadeia alimentar. Esse microcrustidceo possui ciclo
de vida curto, habito alimentar onivoro, na sua grande maioria, desenvolvimento direto e de
facil manuseio e € sensivel a vérios agentes tdxico. Por isso sdo organismos muito utilizados

em programas de monitoramento ecotoxicoldgico e avaliagdo de toxicidade.

2.5.2. Cultivo de Mysidopsis juniae

Os misidaceos utilizados nos experimentos sdo provenientes do cultivo mantido
no préprio laboratério com dgua do mar natural e filtrada em membrana de 0,4pm. Os
organismos sdo cultivados em aqudrios de 10 litros sob aeracdo constante e mantido
condicGes controladas de temperatura (27 °C £ 1), salinidade (36 £ 1) e fotoperiodo (12
claro:12 escuro). Os misidaceos sdo alimentados uma vez ao dia com artemia enriquecida
com 6leo de peixe e 6leo de figado de bacalhau e uma vez por semana € realizada a retirada
dos juvenis para controle da idade dos aquérios bem como pra dispor organismos para a
realizagdo dos bioensaios. Uma vez por més € realizado o censo nos aquérios para o controle

de taxa de estocagem e eventuais correcdes de proporgdo entre machos e fémeas.

2.5.3. Exposi¢do dos misidéceos a células vivas de Synechococcus sp.

O bioensaio com misidaceos segue a norma técnica LS. 251 da CETESB, 1992

que descreve o teste de toxicidade aguda.
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Os testes foram realizados em béqueres de 400 ml enumerados e randomizados
com 7 concentragdes-teste em triplicata onde cada réplica recebeu dez juvenis com idade
entre 1 e 8 dias. O tempo de duracdo dos testes foi de 96h sendo que a cada 24h foram
contados e retirados os juvenis mortos e os remanescentes eram alimentados com artemia na
fase de nauplio I. Durante o teste as condicdes ambiente ndo mantidas iguais as condi¢des do
cultivo. A figura 2 mostra a representacio grafica do teste.

Os parametro fisico-quimicos foram medidos no inicio e final de cada testes. Para
a determinacdo do pH foi utilizado um potenciémetro Quimis®, para o Oxigénio Dissolvido
um oximetro YSI modelo 550A® e para a salinidade, um refratometro Biobrix modelo 211®.

O quadro 2 mostra o resumo das condi¢des de teste.

Quadro 2. Resumo das condigdes de experimento de toxicidade aguda para Mysidopsis juniae.

Tipo de teste Estético sem renovacédo de dgua

Recipiente teste Béquer de 400 ml

Volume da solugio-estoque 1000 ml

Volume da solugio-teste 300 ml

Agua de diluigio éigi I:lqo mar natural filtrada em membrana com poro de
Idade dos organismos 1 a 8 dias

Numero de organismo/béquer 10

Niumero de réplica por concentracio 3

Temperatura de incubacio 25£]1°C

Fotoperiodo 12h claro; 12h escuro

Duracio do experimento 96 h

Resposta Mortalidade

Valor medido Concentracgo letal a 50% dos individuos expostos (CLsg )
Aceitabilidade do experimento Percentual de motes do controle menor que 10%

Para o presente estudo, foram realizados sete testes utilizando um tratamento
controle apenas com agua do mar (Cy) e as seguintes concentragdes de células vivas de

Synechococcus sp. mostradas na tabela 3.

Tabela 3. Faixa de concentragio utilizada para avaliar a toxicidade de célula viva de Synecochoccus para juvenis
de Mysidopsis juniae .

Co C; C, Cs Cy4 Cs Cs

5 4x10* 2x10° 4x10° 2x10° 4x10° 6 x10°
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(¢ dlimentagio)

Mysidopsic juniae

10 pisidiivers’ bequer encobados andlise estatistica

o antela

Figura 4. Representacio esquemdtica do ensaio de toxicidade aguda com Mysidopsis juniae.

2.6, Avaliaciio da atividade hemolitica em eritrécitos de camundongos

2.6.1. Modelo biologico

Esta metodologia foi utilizada para avaliar o potencial do extrato de
Synechococcus sp. em causar danos & membrana celular de eritrdcitos, seja pela formacdo de
poros ou pela sua ruptura total. A quantificacdo do efeito, ou seja, a extensfio do dano, é

realizada de modo indireto, e € proporcional a quantidade de hemoglobina liberada do meio.

2.6.2. Obtencio da solugdo de eritrocitos

O sangue utilizado nesse experimento foi retirado de camundongos (Mus
musculus Swiss) sadios. Os animais foram previamente anestesiados com éter etilico e, com o

auxilio de um capilar de vidro foi retirado cerca de 1 ml de sangue do plexo orbital e
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imediatamente transferido para solugo salina (NaCl 0,15M + CaCL, 10mM), mantida sob
agita¢do constante para evitar que a coagulagio do sangue.

Em seguida, o sangue foi lavado 3 vezes com solugio salina por centrifugacio
(FANEN Modelo 206®) a 1500rpm por 5 minutos utilizando solugdo salina afim de eliminar
contaminagdes do plasma. O precipitado de eritrécitos foi ressuspendido em solucio salina na

proporcdo de 2% (v/v).

2.0.3, Montagém do experimento

O experimento foi realizado em placas de 96 pogos utilizando 8 dilui¢Ses seriadas
(8 = 1000 pg/mL) do extrato de Synechococcus sp. (Tabela 4), em triplicata. Na ocasiio, foi
avaliado o efeito ap6s 1, 2 ou 4h de exposigdo dos eritrocitos as diferentes concentragdes do

extrato. A concentracdo estoque utilizada no teste foi de 2mg/ml em DMSO a 20%.

O procedimento de montagem das placas foi realizado em fluxo laminar A primeira
coluna de cada placa foi utilizada para o plaqueamento do branco, no caso, solucdo de DMSO a
10% em solugdo salina. A segunda coluna foi utilizada para o controle negativo, onde foi
plaqueada apenas solugdo salina. Finalmente, a terceira coluna foi utilizada para o controle
positivo, onde foi plaqueada salina com Triton —X - 100 a 40%. Nos pogos restantes das placas
foram montadas as diferentes dilui¢des seriadas do extrato (tabela 4) em triplicata, diluidas,
sempre, em solucdo salina, de modo a completar o volume de 100pL. Em seguida, 100 pL da
solugdo de eritrécitos a 2% foram adicionados a todos os pogos. As placas foram mantidas sob
agitacdo leve e constante por 1, 2 ou 4h e, ao final de cada periodo, foram
centrifugadas(Eppendorf Modelo Centrifuge 5403®) (1500 rpm por 10 minutos). O
sobrenadante foi transferido para outra placa que, por sua vez, foi lida em espectrofotdmetro
(DTX-880, Beckman Coulter®)a 450nm. A representacdo esquematica do experimento estd

representada na figura 3.
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Tabela 4. Faixa de concentragio utilizadas para avaliar a toxicidade do extrato de Synecochoccus para membrana
plasmética de eritrécitos de Mus musculus Swiss

Branco C- C+ C]_ Cz C3 C4 Cs C4 Cs Cs
Salina Sczol l]‘ana
Sali com Triton- 8 15,6 31,25 62,5 125 250 500 1000
DMSO 100 M&/mL pg/mL  pg/mD pg/ml  pg/mL  pg/mL  pg/ml  pg/ml
(10%) (0,5%)

SE 2%
Centrifugacdo
U U
Ressus pensﬁ

Sangria Retirada

Plaqueamento
do plasma

das amostras
em salina

O
¢
o

aegggca@

D10.01010(0)

OO

100000000

Transferéncia

00ce000C000 do
8588 S -88 sobrenadante
So8880En8l <e== contr <
0858,0888 283 entrifugacéio
888888383338 o
450nm Plagueamento

do sangue

Figura 5. . Representagdo esquemadtica do ensaio de hemolise utilizando eritrécitos de Mus musculus Swiss

2.7. Avaliacio da citotoxicidade em células HB4a

2.7.1. Manutengfo da linhagem celular HB4a

A linhagem HB4a derivou de uma célula normal de epitélio luminal de mama

humana, tendo sido imortalizada para a sua manutengdo em cultura. As células foram
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manuseadas em ambiente estéril de camara de fluxo laminar vertical (VECO, modelo Biosafe
12, classe II) ¢ mantidas em incubadora a 37°C com atmosfera de 5% de CO, (NUAIRE,
modelo TS Autoflow).

As células foram cultivadas em frascos pléasticos para cultura (75cm? volume de
250mL, TPP), utilizando o meio de cultura RPMI 1640 (Cultilab) suplementado com 10% de
soro fetal bovino, 1% de antibidticos (para uma concentracéo final de 100 U/mL penicillina e
100 pg/mL estreptomicina) e Spg/ml de hidrocortisona e de insulina. O pH do meio foi
ajustado para 7,2 € o meio foi filtrado em membrana de nitrocelulose com poro de 0,22um de
didmetro (Millipore) para esterilizac&o.

As culturas tiveram seu crescimento acompanhado sob microscopio 6ptico de
inversio (Nikon, modelo Diaphot) a cada 24 h. Quando necessério, as células foram repicadas
em meio de cultura novo ou plaqueadas para a realizagdo dos experimentos. Como as células

crescem aderidas ao frasco de cultura, foi utilizada solugfio de tripsina-EDTA 0,5% (Gibco)

para o seu desprendimento.

2.7.2. Montagem do experimento

As células HB4a foram diluidas para a concentragio de 2 x 10° células/mL e
transferidas para uma placa de 12 cavidades, tendo cada cavidade sido previamente montada
com uma laminula de vidro. Cada cavidade recebeu 1 mL da suspensdo de células e a placa
foi mantida por 24h em incubadora com atmosfera de CO, 5% e temperatura de 37°C, a fim
de permitir a adesdo das células a laminula. Apds esse tempo, o meio de cultura foi trocado
por meio novo e as células foram tratadas, em duplicata, nas concentragdes do extrato de

Synechococcus sp. mostrada na tabela 5.

Tabela 5. Faixas de concentraces utilizadas para avaliar a toxicidade do extrato de Synechoccocus para células
HB4.

Co Cy C, C; Cy Cs

- 10 pg/mL 30 pg/mL 100 pg/mL. 300 pg/mL. 1000 pg/mL
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As células foram expostas ao extrato por 24h, sendo mantidas em incubadora com
atmosfera de CO; 5% e temperatura de 37 °C. Ao final deste periodo, as células controle €
submetidas a cada um dos tratamentos foram observadas ainda em cultura, sob microscopio

optico de inversdo.

2.7.2.1. Excluséo por azul de tripan

O teste de exclusdo por azul de tripan permite quantificar separadamente as
células viaveis das células mortas pela substdncia testada. O corante penetra em todas as
células, porém somente as células viadveis conseguem bombear o tripan para fora, sendo
possivel observar uma coloragio azulada nas células mortas.

O presente estudo valeu-se deste ensaio para determinar a quantidade de células
ndo-vidveis decorrentes da exposi¢io ao extrato obtido de Symechococcus sp., visto que
apenas estas ficam em suspensio no meio de cultura, enquanto que as células viaveis
permanecem aderidas ao frasco de cultura. Assim, apds homogeneizagio, a 90 uL do meio de
cultura remanescente de cada tratamento foi adicionado a 10 pL do azul de tripan. As células
ndo-vidveis foram reconhecidas e contadas nos quatro quadrantes da camara de Neubauer. A

esquematizacio desse ensaio estd representada na figura 4.

Azul de Tripan {1:10)
Incubagdo com os g

compaostos =)

Células HL-
60

N&o viavel _

Figura 6. Representagdo esquematica do ensaio de exclusdo por azul de tripan em células HB4a.
2.7.2.2. Coloragdo diferencial das células HB4a
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A técnica de coloragdo diferencial de células permite diferenciar o citoplasma do
nicleo, possibilitando, assim, a visualizagdo de algumas estruturas celulares. A analise
morfolégica das células tratadas permite identificar alteragSes celulares que possam estar
ocorrendo em decorréncia de estresse metabolico, gerado, por exemplo, por exposi¢do a
substancias toxicas, dano ao material nuclear ou morte.

O presente estudo utilizou-se do kit Panético Rapido (LaborClin), que consiste de
trés solugBes, sendo a primeira uma solugio fixadora e as duas seguintes, solugSes corantes.
Esse método baseia-se, essencialmente, na coloragdo hematologica estabelecida por
Romanowsky (MARSHALL, BENTLEY & LEWIS, 1978). Para tanto, as laminulas foram
retiradas de cada uma das cavidades da placa e, segurando-se com um pinga, foram imersas
por 5 segundos em cada um das solu¢es( figura 5), respeitando-se a ordem numérica
crescente. Ao final deste processo, as laminulas foram montadas sobre uma 1dmina de vidro e

analisadas em microscopio Optico de inversdo (Axioviert 40C, Zeiss).

May-Grunwald  Giemsa

Figura 7. Efeito do extrato bruto de Synechococcus sp. sobre a morfologia de células HB4a

2.8. Anilise dos dados
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2.8. Analise dos dados

Para os testes agudos de artemia e misiddceo foram efetuados os célculos das
concentragdes que causam mortes de 50% dos organismos testados (CLsp) por meio do
método Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON et al., 1977), assim como os respectivos
intervalo de confianca (IC 95%).

Para o teste de hemolise, onde se avalia dano na membrana celular, foi efetuado o
célculo a concentragdo que causa dano efetivo a 50% do volume de eritrocitos (CEsy) por
meio de regressdo ndo-linear realizada no programa GraphPad Prism 5.0, tendo como
pardmetros de 0% de efeito e 100% de efeito, respectivamente, o controle negativo e o
controle positivo.

Para o ensaio de exclusdo por azul de tripan, foi calculada a média aritmética
obtida da contagem das células ndo-vidveis da cada quadrante da cAmera de Neubauer. Para
verificacdo de diferencas significativas entre os diferentes tratamentos, os dados foram
comparados por andlise de varidncia (ANOVA) unimodal seguida por teste de Dunnett
(comparacdo de cada tratamento com o controle), com nivel de significdncia de 5% (p <
0,05), usando o programa GraphPad Prism 5.0.

Para avaliacdo de alteracdes morfoldgicas celulares, as 1dminas controle e tratadas
foram levadas ao microscépico Optico invertido (Axioviert 40C, Zeiss) para andlise de suas
caracteristicas e, entdo, fotografadas (camera Axiocam ICc 3, Zeiss) para apresentacdo. As
células foram julgadas quanto ao tamanho, contorno das membranas celulares, presenga de

vactiolos e condensagdo e fragmentac@o da cromatina nuclear.
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3. RESULTADOS

3.1. Rendimento do exirato bruto

A tabela 6, a seguir, mostra os resultados das contagens de células para estimar o
rendimento do extrato bruto de Syrechococcus sp. em numero de células/g de extrato. Desse
modo, foi possivel prever que 10mg de exirato pode ser obtido a partir de um némero médio

de células de 2.537.094 células, correspondente &, aproximadamente, 1 L de cultura.

Tabela 6. Estimativa do rendimento do extrato brute de Syrechococcus sp.

Cultivo A (1L) Cultive B (1L)
Antes da Depeis da Antes da Depois da
centrifugacdo centrifugacfio | centrifugacio centrifugacio

N° de cel/mL 399.763.507 433.230 528.929.664 45.035.678
N° de células extraidas 399.330.277.000 483.893.986.000
(porcentagem) (99.89%) (91.49%)
Massa final do extrato 1. 969,5mg 1.588,3mg
Rendimento do extrato 202.758 cel./mg de exirato 304.662 cel./mg de exirato

3.2. Bioensaio com Arfemia sp.

3.2.1. Bioensaio com célula viva

As artémias nfio se mostraram sensiveis & co-incubagio com células vivas da
cianobactéria Synechococcus sp. em nenhum dos trés testes realizados, nem mesmo nas
maiores concentragdes de exposigio. No ultimo teste, 80% do volume de incubagfo
consistiram de células da cianobactéria em seu meio de cultura, superando, deste modo, as
73x10° células, e, ainda assim, as artémias continuaram vivas apos 48h de incubagio, como

mostrado na tabela 7.
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Tabela 7. Resultados do bioensaio de Artemia sp. & células vivas.

Teste com Arfemia sp. (célula viva)

Teste CLs Faixa de concentrac¢io (cel./mL) Observacoes
1 Hao 4x10%; 2x10% 4x10°; 6x10% 8x10%1x107; 1,2x107 100% vivos
calculou
2 Haa 2x108; 4x10% 6x10°% 8x10% 1x107: 1,2x107; 1,4x10” 100% vivos
calculou
3 B 8x10% 1x107; 1,2x107; 1,4x107; 1,6x10"; 1,8x10” e > 73x10° 100% vivos
calculou

3.2.2. Bioensaio com extrato

Foram realizados dois testes com o extrato bruto de Symechococcus sp. em
nauplios II de artémia nas concentracdes indicadas na tabela 4. Nesse caso, a concentracio
letal para 50% dos individuos expostos € superior a maior concentragdo testada. De toda
forma, foi possivel evidenciar algumas mortes nas concentragdes superiores. No primeiro
teste houve morte nas duas concentragdes mais altas (3,33mg/ml e 10mg/ml), 20% de mortes
na somatoria das trés réplicas da concentragdo de 3,33 mg/ml, e 40 % na somatéria das trés
réplicas da concentracdo de 10mg/ml . J& para o segundo teste, também na mesma faixa de
concentragdo, houve morte apenas na concentragdo mais forte (10mg/ml) onde a somatéria

das 3 réplicas apresentou 50% de mortes.

Tabela 8. Resultados do bioensaio de artemia com extrato.

Teste com Artemia sp. (extrato)

Teste CLsp Faixa de concentracio (mg/mL) Observacoes

Nio 20% de mortes em 3,33mg/mL

1 e ek 10; 3,33; 1,11; 0,37; 0,12; 0,04 40% e 10mg/mL.
2 B 10; 3,33; 1,11; 0,37; 0,12; 0,04 50% de morte em 10mg/mL
calculou

3.3 Bioensaio com Mysidopsis juniae

Os misiddceos mostraram-se sensiveis ao teste utilizando células vivas de

Synechococcus sp. A tabela 9 mostra a concentragdo letal pra 50% dos individuos expostos



40

(CLso) seus respectivos intervalos de confianca a 95% em cada um dos 7 testes realizados. A
CL50 para a co-incubagdo dos misiddceos com células vivas de Synecochoccus sp. variou

entre 113.739 ¢ 5.624.081 células/mL.

Tabela 9. Resultado do bioensaio de Mysidpsis juniae em célula viva

Teste com Mysidpsis juniae (célula viva)

Teste CLsj (cel./mL) L.C 95% TRIM (%)
1 2.713.158 1.890.827 - 3.893.125 20,00
2 304.420 265.661 - 348.831 27,59
3 502.974 407.623 - 620.630 0,00
4 506.136 309.792 - 826.919 14,29
5 5.624.081 4.635.380 - 6.823.666 44,83
6 113.739 83.713 - 154.536 0,00
7 1.782.790 1.145.570 — 2.776.886 24,56

3.4. Avalia¢do da atividade hemolitica em eritrécitos de camundongos

Quanto ao dano & membrana plasmaética de eritrocitos de camundongos Mus
musculus Swiss, os resultados mostraram que o extrato apresenta propriedade hemolitica ja
que houve rompimento da célula na ultima concentragéo testada, de 1000 pg/mL. O célculo
aproximado da ECsp sugere que o aumento do efeito litico sobre as hemécias seja
proporcional ao seu tempo de exposi¢do ao extrato de Synechococcus sp. A figura 6 mostra as

curvas que representam a concentracédo vs efeito do extrato sobre a membrana das hemécias.

A 100--- Triton X-100 10% : ;:
la A 4h
‘Q
§ B0 ==
o B ECs
1h | ~ 986.1
2h [ ~7517
< 4h | ~64338

0 1 2 3
log [ ] (ng/mL)

Figura 8. Resposta da atividade hemolitica em eritrdcitos de camundongos Mus musculus Swiss. As curvas
representam a concentrac@o vs efeito, em A, e valor de ECsp, em B, para cada um dos periodos de incubagdo. As
curvas e valores foram obtidos por meio de regressdo ndo-linear realizada no programa GraphPad Prism 5.0,
tendo como pardmetros de 0% de efeito e 100% de efeito, DMSO 10% e Triton X-100 10%, respectivamente.
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3.5. Avaliacio da citotoxicidade a células HB4a

3.5.1. Observagdo das células em cultura

A observagdo das células em cultura mostra o controle dentro do perfil de
normalidade, com praticamente todas as células aderidas e proliferando. O tratamento com
concentragdes menores ndo chegou a alterar muito este aspecto, enquanto que o tratamento
com 300 pg/mL e, mais evidentemente com 1000 pg/mL, revelou o desprendimento de

muitas células, sugerindo morte celular.
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Figura 9. Efeito do extrato brato de Synechococeus sp. sobre as células da linhagem HB4a em cultura. As
microfotografias foram obtidas sob aumento de 200X. A- células aderidas. B células desprendida

~
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3.5.2. Exclusdo por azul de tripan

A exposicdo por 24h de células HB4a a diferentes concentra¢des do extrato (10,
30, 100, 300 e 1000 pg/mL) induziu aumento significativo do nimero de células ndo-viaveis
na cultura, sobremaneira em se comparando o controle as duas concentra¢des mais altas do
teste (300 e 1000 pg/mL). O grafico da figura 8, a seguir, mostra que o extrato bruto de

Synechococcus sp. € citotoxico as células de mama humana em quest3o.
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Figura 10. Represetagdo grafica da contagem de células HB4a ndo vidveis no ensaio de exclusdo por azul de
tripan utilizando extrato bruto de Symechococcus sp. As médias correspondentes a cada tratamento foram
comparadas pé6 ANOVA seguida por teste de Dunnett * p< 0,05.

3.5.3. Andlise morfoldgica

As células foram expostas durante 24h as concentragdes de 10, 30, 100, 300 e
1000 pg/mL de extrato. O controle negativo representa as células ndo tratadas. As células
foram fixadas e coradas e as microfotografias foram obtidas sob aumento de 400x. As células
controle apresentavam nuicleos volumosos, citoplasma denso € homogéneo e membrana
celular continua, morfologia lhe considerada normal. O tratamento das células com extrato de

Synechococcus sp. induziu vacuolizacdo do citoplasma a partir de 100 pg/mL, que se
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fragmentos de células permeando a ldmina, caracteristicas morfologicas tipicas de células em

necrose.

Figura 11. Efeito do extrato bruto de Synechococcus sp. sobre a morfologia de células HB4a, observa no
aumento de 400x. A-Vacuolizaggo do citoplasma; B- Rareamento do citoplasma; C- Diminuicdo do volume

nuclear; D- Célula necrética.



4. DISCUSSAQD

Vérios autores mostraram que O grupo mais representativo da comunidade
fitoplanctdnica de viveiros de camarZo sfo as cianobacterias. As cianobacterias foram
dominantes em relagdo aos outros grupos também em viveiros de camarfio estudados por
Pereira Neto (2006). O autor evidenciou que essa domindncia ocorria tanto na escala temporal
guanto na escala espacial. Estudos realizados em fazendas de carcinicultura do Ceara e Piaui
mostraram altas concentracdes dos géneros Pseudanabaena, Limnotrix e Sclippsiella, que sio,
inclusive, potenciais produtoras de toxinas .

Castro (2007) em estudos de caracierizagdo do fitopldncion de fazendas de
camarfio no Ceara, mostrou que a maior densidade da biomassa ali existente se dava a
presencga de ciancbactérias. Esse estudo também comprovou g toxicidade do extrato organico
obtido desta comunidade fitoplanctonica em camundongos por via intraperitoneal e ressaltou
a induc@io de danos ao figado dos animais. Este dado sugere a presenga de hepatotoxinas no
extrato que podem estar sendo produzidas pelo grande nimero de ciancbactérias presentes
nos viveiros analisados.

Campos, et. al. (2007) demonstrou que ocorre incremento da quantidade de algas
no ecossistema costeiro receptor dos efluentes da carcinicultura. Enquanto isso, Aragio
(2006) mostrou, usando o microcrustaceo Mysidapsis juniae como modelo experimental, que
a toxicidade das comportas de drenagem dos viveiros de camarfio eram mais elevadas em
relacdo & agua do canal de abastecimento dos mesmos viveiros, evidenciando a toxicidade do
efluente gerado pela carcinicultura. Estes estudos reconhecem, pois, que, ainda que se fagam
necessarios estudos complementares sobre esse objeto, tais efluentes podem, em longo prazo,
vir a impactar ecologicamente as respectivas regides circunjacentes.

Além do risco para o meio ambiente, existe também o risco pra propria
carcinicultura: Allan, Moriarty ¢ Marguipe (2005) evidenciaram um melhor ganho de peso,
biomassa e conversdo alimentar em viveiros de cultivo de Penaues monodon que nio
apresentavam quantidades significativas de cianobactérias. Nunes, ef. al (2004), em
avaliagBes realizadas na ocasido dos primeiros relatos do virus da mionecrose idiopatica
(IMNV), observou correlagfo entre o numero de cianobactérias e a intensidade de mortalidade
1n0S Viveiros, € mostrou que a presenga de ciancbactérias deprime a resisténcia dos camarGes,

deixando-os mais vulneraveis as patologias.
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O presente estudo avaliou a toxicidade de uma cepa de Synechococcus sp. obtida
de um viveiro de camardo em dois modelos e amplamente utilizados e padronizados para
analises de ecotoxicologia. Comparando-se a sensibilidade dos dois organismos, Artemia sp. e
Mysisdopsis juniae, a co-incubagdo com células vivas de Synechocuccus sp., pode ser visto
que os misiddceos se mostraram consideravelmente mais sensiveis, considerando que o
pardmetro ponderado em ambos os modelos é a morte.

Os resultados obtidos no modelo em misidaceos, contudo, ndo mostram absoluta
uniformidade quanto ao valor das CLsy, tendo sido observado uma variagdo de 113.739
céls/mL a 5.624.081 céls/mL entre os 7 testes realizados. Vale ressaltar que o valor de maior
discrepancia de CLsp encontrado (5.624.081 céls/mL, no teste 5) foi também acompanhado do
maior valor de TRIM, o que pode refletir no alto valor de CLs .

De todo modo, os fatores que influenciam a produgdo de cianotoxinas so
complexos e pouco compreendidos. Sabe-se que entre os fatores que influenciam a produgéo
de toxina sdo os estimulos ambientais como pH do meio, radiagio solar e saturagdo de
oxigénio (DUY et al.,2000).

Entre os parametros fisico-quimicos aqui avaliados (pH, salinidade e oxigénio
dissolvido) apenas o OD apresentou niveis de variagdo considerdveis, em algumas ocasides
(anexo 3). Enquanto que, pelos dados coletados nos diferentes testes, é possivel perceber que
o niimero de organismos mortos (anexo 4) é elevado quando o OD ¢ baixo, mas nem sempre 0
nem sempre o alto numero de mortes estd acmopanhado de baixo OD, como por exemplo nos
testes 2 € 4. Ambos os testes apresentaram elevado niimero de individuos mortos enquanto
que os valores de OD tiveram pouca variacdo.

Por outro lado, os testes 3 e 6, que também tiveram CLs baixas e nesta mesma
faixa, de 502.974 céls/mL e 113.739 céls/mL, respectivamente, apresentaram expressivas
variacdes de OD, chegando a cair abaixo do limite minimo requerido para o teste. Entre os
testes que apresentaram CLsy mais altas, houve pouca variagcdo nos valores de OD para os
testes 1 e 5, e, para o teste 7, a variagdo de OD foi considerdvel apenas para as duas
concentragcdes mais altas de células de Synechococcus sp. De fato, pode ser constatado ainda,
que, nas ocasides em que ha largas variacdes de OD, ou seja, uma diminuic@o drastica deste
pardmetro ao final do teste, isto ocorre quanto mais alta for a concentracdo de células no
meio. Entretanto, todos os testes foram realizados com a mesma faixa de concentracdo de

células, e tiveram testes em que ndo houve queda de OD.
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Deste modo, nédo € possivel desconsiderar a participacdo que baixos indices de OD
possam contribuir para a mortalidade dos misidaceos, mas ¢ essencial ressalvar a toxicidade
do extrato de Synechococcus sp. para os organismos-teste. A flutuagdo dos valores de CLsg
entre os 7 testes pode ser melhor atribuida a fase de crescimento da cultura(WATANABE E
OISHI, 1985) ou a competi¢do por nutrientes (SIQUEIRA E OLIVEIRA-FILHO, 2008),
fatores que estdo intrinsecamente relacionados a produgdo de cianotoxinas .

Com relagdo aos testes realizados com Artemia sp., estas ndo se mostraram
sensiveis a concentragdes de células vivas de Symechococcus sp., nem mesmo em
concentragdes até 3 vezes maiores que a maior concentracio usada no ensaio com misidéceos.
As artémias sdo usadas com freqliéncia e com sucesso para avaliar a toxicidade de diversos
tipos de substincias quimicas ou monitorar a atividade biol6gica em extratos organicos. No
entanto, para avaliagcdes de natureza ecotoxicoldgica, as art€émias sdo, até certo ponto,
consideradas como um modelo pouco sensivel, e podem omitir a toxicidade de algumas
amostras. Guerra (2001) mostrou que artemia foi mais resistente na avaliacdo de efluente
idastrial rico em fendis em relagdo a experimentos realizados com Daphnia magna,
Brachionus plicatilis, Vibrio fisheri. Por outro lado, ¢ importante mencionar que as artémias
mostram-se sensiveis, e, assim, um modelo vélido para o estudo de diversos compostos e
efluentes industriais, devido as altas quantidades de compostos fendlicos ali contidos.
Pimentel (2006) comprovou a toxicidade do efluente da industria de castanha de caju para
artémias e julgou adequada a sua utilizagdo para avaliagdo desse efluente. Arthaud (2005)
mostrou eficiéncia do modelo para o monitoramento do tratamento de dguas residuarias de
uma refinaria de petréleo, efluente esse também rico em compostos fenélicos.

Os individuos de Artemia sp. também foram pouco sensiveis a exposicdo ao
extrato metandlico bruto obtido a partir de células de Symechococcus sp., quando foi
observado morte apenas nas duas concentragdes mais altas, no teste 1, € na concentragdo mais
alta no teste 2. Assim, na faixa de concentra¢des testadas, ndo foi possivel determinar a
concentragdo letal para 50% de individuos. De acordo com os célculos do rendimento do
extrato (tabela 6) pode se concluir que a maior concentragdo do extrato testado com artemia
(10mg/ml) corresponderia a uma concentracdo celular média de 2.6x10°, mostrando a
eficiéncia da liberagdo de toxina pelo procedimento utilizado para obtencdo do extrato, ja que
foi utilizado uma concentragdo superior a 7,3x10’ células/mL nos experimento de com células

vivas.
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Experimentos realizados por Martins e al. (2007) com varias cepas pertencentes
aos géneros Synechococcus e Synechocytis isoladas da costa de Portugal, mostraram que o
extrato organico de algumas dessas cepas apresentaram-se toxicas em alguns modelos de
invertebrados marinhos usados para anélises ecotoxicoldgicas, como ourigo do mar, bivalve e
artémia. Nos ensaios com artémia, os autores verificaram que 100% dos individuos morriam
ap6s exposicdo de 24h a 100mg/mL do extrato bruto derivado de 4 entre as 6 cepas de
Synechococcus sp. testadas. Os extratos metandlicos de cada cepa também foram avaliados
nestes mesmo parametros e também induziram 100% de mortalidade ap6s 24h de exposi¢do a
100mg/mL. E relevante ressaltar que, apesar do menor tempo de exposicdo considerado nesse
trabalho, a concentragdo (linica) testada foi dez vezes maior do que a maior concentra¢do de
extrato usada no presente estudo.

Amorim (1994) verificou a sensibilidade de artemia a diversas cepas de
cianobacterias. Campbell ez al. (1994) também verificaram a relagdo entre mortalidade de
artémia e a quantidade de microcistina em fragcdes de extratos de Microcystis .

E importante ressaltar que por mais que o extrato da cepa de Synechococcus sp.
aqui estudado ndo tenha mostrado letalidade expressiva para a artémia, ndo se pode descartar
um possivel efeito crénico que possa vir a interferir em alguma fase no seu ciclo de vida. A
toxicidade cronica € causada sob condig¢fes de exposicdes prolongadas a concentracdes sub-
letais e que podem causar dano em alguma das fungGes bioldgicas do organismos (COSTA et
al., 2008).

Pelos dados do presente estudo, vale sugerir que os misidaceos sdo um modelo
mais adequado para monitoramento de corpos d’dgua com riscos de superfloragdo de
cianobactérias onde se busca resposta de letalidade em bioensaios de curta duragdo. Além dos
resultados aqui apresentados, Aragfio (2006) recorreu a este modelo € teve sucesso em
diferenciar a toxicidade entre d4gua de drenagem e a de abastecimento de viveiros de camardo,
onde também foi detectada um grande nimero de cianobactérias nestas amostras.

Os autores Engstrom-Ost et al, (2002) verificaram a bioacumulagio e
transferéncia de cianotoxiana produzida por cianobactérias do genéno Nodularia em
misidaceo, evidenciando o risco de as cianotoxinas alcangarem outros niveis troficos. Ferrdo-
Filho; Azevedo e Molica (2009) afirmou que o zoopldncton € a principal rota de
bioacumula¢do de cianotoxina, enquanto que o estudo realizado por Chorus e Bartram (1999)

mostrou a bioacumulagdo de cianotoxina em salmdo e em larvas de caranguejo. A
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transferéncia de cianotoxinas entre os niveis tréficos pode atingir niveis superiores, chegando
até aos humanos e tornando-se num risco também de satide publica.

Em relagdo aos testes de citotoxicidade, o extrato mostrou-se toxico para a
membrana de eritrécitos de camundongos Mus musculus Swiss, 0 que nos permite evidenciar
a presenga de propriedade hemolitica do extrato bruto de Symechococcus sp. Na maior
concentragdo, o extrato induziu 100% de efeito hemolitico para incubacéo por 1, 2 ou 4h. As
respectivas curvas e CEsy apresentaram pouca variagdo entre si, mas mostraram um ligeiro
incremento na toxicicidade do extrato com o aumento do tempo de exposi¢do. O tratamento
de células HB4a (mama humana normal) por 24h com 300 ou 1000pg/ml do extrato de
Synechococcus sp. aumentou significativamente o nimero de células ndo-vidveis em
suspensdo na cultura, j4 que as células vivas permanecem aderidas. A contagem das células
mortas foi realizada pelo método da exclus@o por azul de tripan, que vai marcar as células
baseado justamente na integridade das suas membranas, e o resultado deste ensaio corrobora
os achados daquele onde foi avaliada a atividade hemolitica do extrato.

Como a contagem foi realizada apenas entre as células em suspensdo que, nesse
caso, ndo mais estdo vidveis, ndo € possivel estimar quanto ao efeito citostitico do extrato
sobre a cultura de células, ou seja, o de simplesmente protelar o crescimento celular, sem,
necessariamente, considerar, a indu¢do de morte celular. Entretanto, o efeito citotdxico,
aquele que induz, efetivamente, a morte das células, estd claramente evidenciado nas
concentragdes maiores, o que € mostrado qualitativamente pela observacdo da cultura in vitro,
e quantitativamente, pela contagem das células em suspenséo.

A observagdo das células HB4a tratadas, fixadas e coradas permite a identificag@o
de diversas alteragdes, quando comparadas as células ndo-tratadas. A vacuolizagdo do
citoplasma das células submetidas a exposicdo ao extrato de Synechococcus sp. foi observado
a partir da concentracdo 100pg/ml. Essa caracteristica € intensificada com o aumento da
concentragdo até, enfim, rarear consideravelmente o contetido citoplasmatico das células
tratadas com 1000pug/ml. Também, enquanto as células tratadas a 300pg/ml apresentam
expressivo aumento de volume, comparando-se ao controle, as células tratadas com
1000pg/ml apresentaram reducdo de seu volume. Junto a isso, as células tratadas ndo
apresentam condensacdo e fragmentagdo nuclear nem formacéo de blebs (vesiculas bolhosas)
de membrana. Tomando-se estas evidéncias em conjunto, pode-se sugerir que estas células
estejam em estdgio inicial e final do processo de necrose, respectivamente, e a morte celular

foi confirmada pelo aumento significativo das células mortas em ambas as concentracdes.
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Vale destacar que a exposigdo das células HB4a a 100pug/ml do extrato de
Synechococcus sp. durante 24h induz vacuoliza¢do do citoplasma, sem aumentar a contagem
de células mortas, em relagdo ao controle, nem comprometer a aparéncia da cultura in vitro. E
importante considerar, pois, que concentra¢des sub-letais de cianotoxina podem também ser
prejudiciais.

Andrade (2007) avaliou o efeito da microcistina em células Vero originadas de
rim de macaco verde africano que, por sua vez, apresentaram condensacio e fragmentagdo da
cromatina e formagdo de blebs de membrana, além de outras alteracoes celulares compativeis
com apoptose. Teneva et al.,(2005) compararam os efeitos de microcistina e anatoxina sobre
linfécitos B e T de camundongos e observaram que, enquanto microcistina induziu apoptose
em células B, as células T permaneceram ilesas. Por outro lado, a toxicidade provocada por
anatoxina, ainda mais expressiva que aquela da microcistina, ndo pode ser relacionada com
indugdo de apoptose celular. Este trabalho também mostrou como as cianotoxinas podem
provocar alteracdes em tecidos diferentes daqueles que representam seu alvos principais.

Um estudo realizado por Gésci et al, (2009) comparou os efeitos de microcistina e
cilindrospermopsina em células CHO, oriundas de ovario de hamster chinés. Microcistina
induziu efeitos compativeis com apoptose celular, mas ndo apresentou indicio de necrose.
Cilindrospermopsina, por outro lado, em concentragdes mais baixas e por um curto intervalo
de exposigdo (até 12h), foi capaz de induzir apoptose, mas, por periodos de exposi¢do mais
longos (24 a 48h), foram observadas caracteristicas de necrose.

Fessard ¢ Bernard (2003) testaram o efeito de concentracdes baixas de
cilindrospermospsina sobre células CHO e avaliaram o dano genotéxico pelo teste do cometa
alcalino. O estudo ndo detectou danos ao DNA, entretanto foram observadas toxicidade e
alteracdes morfoldgicas das células, mas que ndo puderam ser conectadas com o processo de
apoptose. Lankoff er al. (2007) também ndo observaram dano ao DNA de células CHO
induzido por cilindrospermopsina nem pelos produtos de seu metabolismo. Entretanto, esse
estudo revelou que o tratamento com essa cianotoxina diminuiu a proliferacdo celular e
aumentou o aparecimento de células necréticas, independentemente de metabolizagdo, e de
modo concentracdo e tempo-dependentes.

E importante ressaltar que nio é s6 a exposicdo aguda a doses letais de
cianotoxinas que podem trazer risco a saude humana e acarretar problemas de satde publica
como o ocorrido em uma clinica de hemodidlise em Caruaru/PE onde morreram 52 de 100

pacientes expostos a dgua contaminada por cianobactérias (AZEVEDO et al. 2002), mas a
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ANEXOS

Anexo 1. Meio de cultura ASN IIT utilizado para o cultivo da cianobactéria Synechococcus sp.

Composto Férmula molecular Quantidade (g)

Cloreto de sodio NaCl) 25
Sulfato de magnésio MgS04.7H,0 3,5
Nitrato de sddio MgCj,.6H,0 2,0
Fosfato dibassico de potéssio NaNO; 0,75
Cloreto de magnésio (K,HPO4.3H,0 0,75
Cloreto de célcio CaCl,.2H,0 0,5
Cloreto de potéssio KCl 0,5
Carbonato de sodio NaCO; 0,03

Acido citrico CsHs07 0,003

Citrato férrico amoniacal 0,003

EDTA Ci10H16N20g 0,0005

Glicina* C,HsNO, 10 mL

*Solugdo de glicina a 0,08 mg/mL em dH,O

Anexo 2. Composi¢do da solucdo de elementos tracos utilizados para suplementar o meio de cultura ANS III,
para 1L de dgua destilada

Composto Formula molecular Quantidade (g)
Acido bérico H3BO; 2,86
Cloreto de manganés MnCl,.4H,0 1,81
Sulfato de zinco ZnS04.7H,O 0,222
Molibidato de sédio NaMo04.2H>0 0,39
Sulfato cuprico CuS04.5H,0 0,079

Nitrato de cobalto Co(NOs3),.6H,0 0,049
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Anexo 3. Valores e variagdo dos pardmetros fisico-quimicos no inicio e no final de cada teste com Mysidopsis
Juniae

Teste 1
[]em Inicio Fim Variacéo
Cel/mL | pH OoD Sal. pH OD Sal. pH OD Sal.
Co 8,04 6,35 36 8,04 5,86 37 - -0,48 1
Cl 8,23 6,36 36 7,96 5,97 37 -0,27 -0,39 1
G2 8,28 6,40 36 8,04 5,99 37 -0,24 -0,41 1
C3 8,41 6,27 36 8,03 5,69 35 -0,38 -0,58 1
Cc4 8,36 6,31 36 8,02 5,50 27 -0,34 -0,81 1
Teste 2
[]em Inicio Fim Variacio
Cel/mL | pH OD Sal. pH OD Sal. pH oD Sal.
CO0 7,79 6,24 3 7,91 5,93 37 0,12 -0,31 1
C1 TT2 6,22 37 7,86 5,55 37 0,14 -0,67 -
C2 7,73 6,23 37 7,73 4,34 37 - -1,89 -
C3 1,77 6,16 37 T T 3,00 36 -0,2 -3,16 1
Cc4 7,87 6,26 37 7,92 5,82 37 0,05 -0,44 -
C5 7,97 6,35 a7 7,96 5,69 37 -0,001 -0,66 -
C6 8,10 6,85 35 8,00 6,06 36 -0,1 -0,79 1
Teste 3
[]em Inicio Fim Variaciao
Cel/mL | pH oD Sal. pH oD Sal. pH oD Sal.
CO0 7,79 6,64 35 7,80 6,04 36 0,01 -0,60 1
Cl 7,78 6,66 36 7,81 5,42 37 0,03 -1,24 1
C2 7.93 6,28 36 7,74 5,41 36 -0,19 -0,87 -
G3 7,96 6,25 36 1;57 3,64 36 -0,39 -2,61 -
C4 8,01 6,38 36 7,43 1,49 36 -0,58 -5,72 -
Cs5 8,09 6,53 36 7,37 0,66 36 -0,72 -5,87 -
Cé6 8,13 6,62 33 7,33 0,86 A -0,8 -5,76 2
Teste 4
[]em Inicio Fim Variacio
Cel/mL | pH (0))] Sal. pH oD Sal. pH (0))) Sal.
CO 8,09 5,88 36 7,90 4,81 37 -0,19 -1,07 1
Cl 8,24 6,27 36 7,85 4,52 37 -0,39 -1,75 1
C2 8,28 6,24 36 7,99 5,09 37 -0,29 -1,15 1
C3 8,27 6,18 36 7,98 5,10 37 -0,29 -1,08 1
C4 8,29 6,67 36 8,00 5,14 37 -0,29 -1,53 1




C5 8,30 6,70 36 8,06 5,56 37 -0,24 -1,14 1
Cé6 8.39 6,78 36 8,01 5,23 37 -0,38 -1,55 1
Teste 5
[]em Inicio Fim Variacio
Cel/mL | pH oD Sal. pH (0))) Sal. pH OD Sal.
C0 8,01 6,22 36 8,27 5,29 35 0,26 -0,93 1
C1 .99 6,38 36 8,25 5,16 35 0,26 -1,22 1
C2 8,03 6,45 36 8,24 5,66 36 0,21 -0,79 -
C3 8,03 6,41 36 8,11 5,56 35 0,080 -0,85 1
C4 8,07 6,47 36 8,03 5,35 35 -0,04 -1,12 1
C5 8,13 6,52 36 8,04 5.2 36 -0,09 -1,31 1
C6 8,21 6,53 36 8,06 4,63 36 -0,15 -1,90 1
Teste 6
[]em Inicio Fim Variacéo
Cel/mL | pH (0))) Sal. pH OD Sal. pH oD Sal.
Co 8,05 6,51 36 7,91 5,82 35 -0,14 -0,69 1
C1 8,10 6,75 36 7,86 5,49 35 -0,19 -1,26 1
C2 8,08 6,73 36 7,84 5,46 36 -0,24 -2,6 -
€3 8,09 6,72 36 7,65 4,12 36 -0,44 -2,78 -
C4 8,11 6,81 36 7,79 1,92 35 -0,32 -4,89 1
G5 8,12 6,84 36 7,61 4,06 35 -0,51 -2,78 1
C6 8,14 6,83 36 7,45 0,43 37 -0,69 -6,40 1
Teste 7
[]em Inicio Fim Variac¢éo
Cel/mL | pH OD Sal. pH OD Sal. pH OD Sal.
Co 7,94 5,04 36 7,76 6,34 39 -0,18 1,3 3
C1 7,95 5,37 36 1,97 6,00 37 -0,38 0,36 1
C2 7,96 5,89 36 7,66 5,31 36 -0,3 -0,58 -
C3 7,95 5,34 36 7,65 4,96 38 -0,35 -0,41 2
C4 7,99 5,38 36 7,60 4,64 37 -0,39 -0,71 1
Cs 8,00 5,57 36 7,45 2,56 36 -0,55 -3,01 -
Cé6 8,02 5,65 36 7,41 2,15 37 -0,61 -3,50 1




Anexo 4. Namero de Mysidopsis juniae mortos por réplicas nos experimentos de célula viva de Synechoeoccus

Testel Teste2 Teste3 Tested Testes Teste6 Teste7
N°de mortespor | ¥ N° de mortes 2 N°de mortes pA N° de mortes b2 N°de mortes | 3 N°de mortes ¥ N°demertes por | ¥
[c réplica mortos por réplica mortos | por réplica mortos por réplica mortos | por réplica i mortos | por réplica mortos réplica ! mortos
G : : 1 1 1 3 1 2 1 1 - . EXCLUIDA | 1
EXCLUIDA S 2 1 - ° 1 l
" 2 - 1 1 - - i
(o} . 1 1 6 - 10 - 2 4 19 - . 1 i 4
1 3 10 1 4 - 3
% 1 1 5 2 1 1
(oY 2.7 A5 1 5 - 2 4 12 2 9 1 5. - Fo
3 3 . 9 3 5 . 3 - ;
10 10 7 S 1 - -
Cs 2 9 10 30 2 12 7 19 1 L7 9 20 3 . 5
5 10 - 3 3 i 10 2de1T |
10 6 10 2 Bl 10 10 "
Cq 3 24 10 21 10 30 6 20 3 9 10 30 6 17
9 5 10 5 2 10 1
10 10 7 1 10 10
Cs 5 19 10 30 | 23 1 4 - 20 10 21
L : 10 9 2 1 10 1 i
8 6 10 10
Cs 9 26 6 17 10 30 3 b 23
9 3 10 10

19
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