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RESUMO

GRIEBLER, Ederson F. Padronizacdo de bioensaio para monitoramento de
Microcystis aeruginosa toxigénica. 2016. 56 f. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduacdo em Engenharia Ambiental) — Curso de Engenharia Ambiental,
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Francisco Beltréo, 2016.

As cianobactérias sdo encontradas em ambientes aquéticos e suas floracdes
ocorrem em decorréncia da eutrofizacdo provocada por atividades antrépicas. A
espécie Microcystis aeruginosa € uma cianobactéria amplamente encontrada em
corpos hidricos e produtora de microcistina capaz de promover intoxicacfes e
tumores hepaticos. O monitoramento de cianotoxinas englobam analises
cromatograficas, espectrofotométricas, imunoensaios, entre outros. Devido ao alto
custo, estas andlises ndo sao disponiveis em todos os laboratérios de controle de
qualidade de agua para abastecimento publico. Assim, o objetivo deste trabalho é
padronizar o bioensaio Artemia salina visando sua aplicacdo no monitoramento de
Microcystis aeruginosa toxigénica, devido a facilidade de execugédo e baixo custo. O
bioensaio com Artemia salina foi padronizado, considerando a concentracao celular
de Microcystis aeruginosa (cepa BCCUSP232) dos seguintes niveis de
monitoramento: até 10.000 células.mL™ (Nivel de Vigilancia), de 10.000 a 20.000
células.mL™ (Nivel de Alerta 1), de 20.000 a 100.000 células.mL™ (Nivel de Alerta 2)
e maior que 100.000 células.mL™ (Nivel de Alerta 3), preconizados pela OMS. Foi
realizado em diferentes proporcfes: 2,0 mL da amostra teste (100%), 1,0 mL da
amostra teste (50%), 0,5 mL da amostra teste (25%), 0,25 mL da amostra teste
(12,5%), 0,124 mL da amostra teste (6,2%) e 0,062 mL da amostra teste (3,1%). O
indicativo de efeito toxicoldgico esta nas proporcdes da amostra teste entre 12,5% e
25%, onde a Artemia salina apresentou uma melhor resposta, considerando uma
alternativa viavel para o controle de qualidade de agua para abastecimento publico.

Palavras-chave: Eutrofizacdo. Microcistina. Artemia salina. Toxicidade.



ABSTRACT

Griebler, Ederson F. Bioassay Standards for monitoring of Microcystis
aeruginosa toxigenic. 2016. 57 s. Work Completion of Course (Diploma in
Environmental Engineering) - Environmental Engineering Course, Federal
Technological University of Parana. Francisco Beltrao, 2016.

Cyanobacteria are found in aquatic environments and their blooms occur as a result
of eutrophication caused by anthropogenic activities. The Microcystis aeruginosa
species is a cyanobacteria widely found in water bodies and producing microcystin
able to promote poisoning and liver tumors. The monitoring cyanotoxins include
chromatographic analysis, spectrophotometric, immunoassays, among others. Due to
high costs, these analyzes are not available in all quality control laboratories of water
for public supply. The objective of this work is to standardize bioassay Artemia salina
aimed at application in the monitoring of Microcystis aeruginosa toxigenic due to
ease of implementation and low cost. The bioassay Artemia salina was standardized,
considering the cellular concentration of Microcystis aeruginosa (BCCUSP232 strain)
of the following levels of monitoring: up to 10.000 cell.mL™ (Supervisory Level),
10.000-20.000 cell.mL™ (Level Alert 1) 20.000-100.000 cell.mL™ (Level Alert 2) and
greater than 100.000 cell.mL™ (Level Alert 3), recommended by the WHO. Was
performed in different proportions: 2,0 mL of test sample (100%), 1,0 mL of the test
sample (50%), 0,5 mL of the test sample (25%), 0,25 mL of the test sample (12,5%),
0,124 mL of the test sample (6,2%) and 0,062 mL of test sample (3,1%). The
indication of toxicological is the proportions of the test sample between 12.5% and
25%, where the Artemia salina showed a better response considering a viable
alternative for the quality control of water for public supply.

Keywords: Eutrophication. Microcystin. Artemia salina. Toxicity.
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1 INTRODUCAO

As atividades antropicas afetam negativamente a qualidade da agua, dentre
essas, destacam-se a atividade industrial, agricola, a crescente urbanizacao e a falta
de tratamento de esgoto adequado. Essas atividades levam a um enriqguecimento de
concentracfes de nutrientes na agua, principalmente por nitrogénio e fésforo, tendo
como resultado a eutrofizacdo de corpos hidricos e, consequentemente, a floracao
de cianobactérias e algas, a diminuicdo da eficiéncia e custo do tratamento da agua
para abastecimento publico (OLIVEIRA, 2005; SANTIAGO, 2008; VON SPERLING,
2005; FUNASA, 2003).

Grande parte das espécies de cianobactérias produzem toxinas afetando a
saude humana e animal (BRASIL, 2011). A espécie toxigénica Microcystis
aeruginosa € mundialmente encontrada em corpos hidricos (CHORUS e BARTRAM,
1999). Tal espécie € produtora de microcistinas, com caracteristicas hepatotoxicas,
sendo a causadora mais comum de intoxicacbes e promover tumores
(especialmente hepaticos). Essas toxinas também apresentam acdes letais,
podendo levar a morte de individuos em poucas horas (CETESB, 2013).

No monitoramento de cianobactérias sdo considerados um programa
proposto pela FUNASA (2003) baseado nas recomendacdes da World Health
Organization (WHO, 1993, 1996) seguindo os niveis de monitoramento e manejo de
cianobactérias em reservatdrios de abastecimento publico. Nesse programa o nivel
de vigilancia (NV) exige uma frequéncia de monitoramento mensal (porém é
recomendavel com frequéncias quinzenais), quando as concentracbes de
cianobactérias estdo abaixo de 10.000 células.mL™; o nivel de alerta 1 (NAL) exige
uma frequéncia de monitoramento semanal, quando as concentracdes estdo entre
10.000 e 20.000 células.mL™; o nivel de alerta 2 (NA2) exige uma frequéncia de
monitoramento semanal, e dispde de algumas medidas adicionais, quando as
concentracdes estdo entre 20.000 e 100.000 células.mL™; e o nivel de alerta 3 (NA3)
exige uma frequéncia de pelo menos trés vezes por semana e ainda declarar a
populacdo que a agua esta impropria para consumo humano e animal, quando as
concentracdes estéo acima de 100.000 células.mL™.

Quando os seres humanos ingerem aguas provenientes de corpos hidricos
que apresentam concentragdes de microcistinas acima do valor maximo permitido de
1,0ug.L™, estabelecido pela Portaria 2.914 (BRASIL, 2011), podem ser observados
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efeitos adversos direto das mesmas. Portanto, para o0 monitoramento dessa
cianotoxina é necesséario utilizar andlises cromatogréficas, imunoensaios,
espectrofotométricas, entre outros. Como essas analises apresentam custos
elevados, muitas vezes nao estdo disponiveis em laboratorios que controlam a
qualidade da agua para abastecimento publico. Assim, a avaliacdo desses niveis de
monitoramento ir4 diagnosticar os efeitos adversos da microcistina na saude
humana, propondo a padronizagdo de bioensaio com Artemia salina, visando o

monitoramento toxicolégico da Microcystis aeruginosa.



12

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo padronizar bioensaio utilizando Artemia

salina visando a aplicacdo no monitoramento de Microcystis aeruginosa toxigénica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Testar a sensibilidade do bioensaio nos diferentes niveis de monitoramento
de floracdes de cianobactérias.
e Avaliar os efeitos da cepa tdéxica Microcystis aeruginosa na sobrevivéncia do

organismo-teste Artemia salina.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 EUTROFIZACAO

A origem da eutrofiza¢@o de corpos hidricos provém do aumento excessivo de
plantas ou micro-organismos aquaticos, podendo causar efeitos indesejaveis nos
corpos hidricos. Sua estimulagcéo € observada quando ha um aumento excessivo de
nutrientes na agua, principalmente por nitrogénio e fosforo que se transformam em
particulas organicas e inorganicas, sendo o fator primordial para o aumento da
floracdo de cianobactérias e algas, a depreciacdo da qualidade hidrica e podendo
levar a morte de inUmeros seres vivos (BICUDO, TUNDISI e SCHEUENSTUHL,
2010; NUNES, 2012; VON SPERLING, 2005).

O controle da eutrofizacdo nos mananciais de abastecimento publico € de
extrema importancia, baseado principalmente no controle de fatores externos, como
€ 0 caso de lancamento de efluentes nos corpos hidricos. A seguir estdo destacados
algumas formas de eliminar ou diminuir o enriquecimento artificial de nutrientes nos
corpos hidricos (CETESB, 2013):

¢ Planejamento da ocupacéao territorial, potencializando o aproveitamento de
territérios existentes e assegurando a preservacao dos recursos disponiveis;

e O uso e a ocupacao do solo na bacia hidrografica devem ser regulamentados,
tomando medidas para evitar o transporte de particulas de solo aos corpos
hidricos;

e Medidas de boas praticas na pecudria e agricultura;

e Tomar medidas de mitigacdo a eroséo do solo mantendo a cobertura vegetal
ou técnicas de preparo de solos adequados e também ter controle do uso de
fertilizantes e herbicidas;

e A preservacdo das matas ciliares;

e O tratamento adequado de efluentes domésticos ou industriais antes de
serem lancados aos corpos hidricos.

A eutrofizacdo em corpos hidricos pode provocar a morte extensiva de
animais aquaticos, a reducdo de oxigénio dissolvido, a perda das caracteristicas
estéticas do local e seu potencial de recreacdo, tendo consequéncias negativas na
eficiéncia e custo do tratamento da agua (FUNASA, 2003; CETESB, 2013).
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3.2 CIANOBACTERIAS

As cianobactérias, tradicionalmente conhecidas como algas azuis, sdo micro-
organismos aerodbicos fotoautotroficos, ou seja, sdo organismos que obtém energia
para suas atividades metabdlicas a partir da matéria organica sintetizada (FUNASA,
2003). Sua origem pode ter aproximadamente 3,5 bilhées de anos (CHARMICHAEL,
1992). As cianobactérias também sdo micro-organismos com caracteristicas
celulares procariontes, tendo a fotossintese como seu principal meio de obtencéo de
energia para 0 seu metabolismo, encontrando condi¢gbes boas de proliferagdo em
ambientes eutrofizados (BITTENCOURT-OLIVEIRA e MOLICA, 2003; MOTA, 2012;
SANTIAGO, 2008).

A reproducdo de cianobactérias ocorre de forma assexuada, a sua divisdo
celular é estabelecida pela invaginacdo e crescimento da parede celular. Esta
reproducdo pode ocorrer de duas formas: a primeira € um processo designado de
fissdo binaria, ou seja, quando uma célula da origem a duas células filhas; ou a
segunda € um processo designado de fissdo multipla, ou seja, quando uma célula da
origem a mais de duas células filhas. Existem também outras formas de reproducéo
de cianobactérias chamadas de brotamento e fragmentacdo (CALIJURI, ALVES e
SANTOS, 2006).

O monitoramento de floracdes de cianobactérias € desafiador, pois estes
micro-organismos tem a capacidade de se multiplicar no ambiente onde estéo
inseridos e podem avancar facilmente para outros corpos hidricos. E mais comum
em ambientes |énticos (lagos e represas), onde as cianobactérias encontram
melhores condicdes para o seu desenvolvimento (CETESB, 2013).

J4 em ambientes l6ticos, a floragcdo de cianobactérias ndo apresenta uma
condigdo ideal para seu desenvolvimento, pois sua dindmica hidroldgica é intensa e
seu tempo de residéncia € baixo. O monitoramento das floragdes de cianobactérias
e suas cianotoxinas é um caso que demanda de limitagdo de tempo, pois estes
organismos sao capazes de se multiplicar rapidamente no ambiente em que estdo
inseridos pela acédo do vento. Portanto, podem ser dispersos em poucos dias ou em
poucas horas (CETESB, 2013).

Para fins de abastecimento publico, 0 monitoramento deve ser rigoroso na
coluna da agua acompanhando o deslocamento das cianobactérias. A Figura 1,

mostra um esquema de distribuicdo de cianobactérias na coluna da agua, onde elas
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podem ser encontradas em diferentes pontos dessa coluna, ou seja, podem estar
acumuladas nas margens, na superficie, em profundidades especificas, em
sedimentagao ou também dispostas em toda a coluna do corpo d’agua, dependendo

principalmente das caracteristicas antropicas do local.

T

Figura 1 - Esquema de distribuicdo de cianobactérias na coluna da 4gua

Notas: “A”: Acumulo das cianobactérias nas margens. “B”: mesma distribuicio em toda zona
fética ou limnética. “C”: profundidade especifica na zona fética, principalmente em locais
rasos onde a luz penetra até o fundo. “D”: florag6es metalimnéticas. Floragoes metalimnéticas
sao evidenciadas pelos fortes aumentos do oxigénio em profundidade. “E”: distribuicdo em
toda a coluna da agua. “F”: cianobactérias no sedimento.

Fonte: CETESB (2013) adaptado GRAHAM et al. (2008).

As cianobactérias sédo localizadas em diversos ambientes, com condicBes
ideais para sua floracdo. Grande quantidade de espécies de cianobactérias se
desenvolve em aguas neutroalcalinas, entre temperaturas 6timas que variam de
15°C a 25°C e pH de 6,0 a 9,0, com vasta quantidade de nutrientes, principalmente
de nitrogénio e fésforo (OBERHOLSTER, BOTHA e GROBBELAAR,2004, FUNASA,
2003).

Segundo Sanches et al. (2012) é necessario 0 monitoramento e controle
continuo da qualidade da agua para abastecimento publico, em especial atencdo as
cianobactérias. O carvao ativado em p6 e também outros métodos alternativos sao

indicados para remover toxinas produzidas por cianobactérias em agua.
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3.2.1 Cianotoxinas

As cianotoxinas sdo toxinas naturais produzidas pelas cianobactérias e
apresentam efeitos altamente téxicos para outros seres vivos (BERTOLETTI e
ZAGATTO, 2008). Segundo a origem e forma de proliferagdo em ambientes, as
cianotoxinas podem ser dividas em: endotoxinas - constituidas de parede celular
com grande diversidade de cianobactérias e quando sofrem lise as toxinas sao
liberadas no ambiente; e exotoxinas — sdo proteinas que tem acdo muito toxica,
liberadas em baixas concentracfes (CALIJURI, ALVES e SANTOS, 2006; FUNASA,
2003). As endotoxinas sdo mais predominantes entre as cianotoxinas. Através de
condicBes normais uma determinada concentracdo dessa toxina é liberada para a
agua. Porém, quando em condi¢cdes perturbatorias, através da acdo de agentes
quimicos como o sulfato de cobre e outros oxidantes ou mesmo pelo decaimento
natural da cianobactéria, € liberado para a coluna d’agua toda a toxina intracelular
(ALVES, 2011).

Desde os anos 1950 a eutrofizacdo € preocupante, pois desde o
reconhecimento das toxinas de cianobactérias esta foi relacionado como causa de
sérios problemas a saude humana. A ingestdo de agua contaminada com altas
concentragbes de cianotoxina, acidentalmente ou n&o, podem resultar em
consequéncias negativas a saude humana (CHORUS e BARTRAM, 1999).

O monitoramento de cianotoxinas deve prevenir ou diminuir o risco de
contaminagdo de cianotoxinas presentes na agua para irrigacdo ou para consumo
humano (HASHIMOTO, 2007). Os avanc¢os nas Ultimas décadas em tecnologias de
tratamento de agua tém-se mostrado satisfatérios para a remocao de toxinas, porém
essas tecnologias, na maioria das vezes, tém elevado custo e dependendo das
condig¢Oes eutrdficas a eficiéncia pode ser reduzida (ALVES, 2011).

As cianotoxinas podem ocorrer de diversas formas quanto a exposi¢céo
humana: contato com a pele, ser inalado, ingerido oralmente, intravenosa e também
através do acumulo na cadeia alimentar (CALIJURI, ALVES e SANTOS, 2006;
FUNASA, 2003).

Em relacdo a toxicidade, as cianotoxinas s&o divididas em classes
denominadas de neurotoxinas, hepatotoxinas e dermatotoxinas, porém o tipo mais
comum de intoxicacdo envolvendo cianobactérias é provocado por hepatotoxinas
(FUNASA, 2003; POMPEO et al., 2015).
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Entre as hepatotoxinas as microcistinas (MCs) sé&o produzidas principalmente
pela espécie Microcystis aeruginosa, comumente encontrada em corpos hidricos
brasileiros (BERTOLETTI e ZAGATTO, 2008).

3.3 Microcystis aeruginosa

Existem inUmeras espécies de cianobactérias que podem causar danos aos
seres vivos e ao meio ambiente.
Existem aproximadamente 150 géneros e 2000 espécies de cianobactérias,
das quais 40 géneros sdo toxigénicos com destaque para Microcystis
aeruginosa, Microcystis viridis, Aphanizomenom flos aquae, Anabaena spp.,

Oscillatoria spp., produtora de microcistinas (MC), uma classe de toxina
hepatotdxica (CHARMICHAEL et al., 2001 apud HASHIMOTO, 2007).

Dentre elas a espécie toxigénica Microcystis aeruginosa é mundialmente
encontrada em corpos hidricos, com uma grande capacidade adaptativa em diversos
ambientes (CHORUS e BARTRAM, 1999). Tal espécie € produtora de microcistinas,
apresentando caracteristicas hepatotoxicas que inibem a proteina fosfatase, e como
consequéncia acarretara em intoxicacbes, nhecrose e promover tumores
(especialmente hepaticos). Essas toxinas apresentam acdes lentas, podendo levar a
morte de individuos em poucas horas (OGA, CAMARGO e BATISTUZZO, 2008).

A caracteristica celular da Microcystis € unicelular ou ainda colonial,
permanecendo juntas devido a existéncia de mucilagem. Sua reproducao ocorre de
forma assexuada. Sua célula tem formato esférico, possui membrana externa,
citoplasmatica e tilacoidal, além de camada de glicocéalice e peptidioglicano
(TONIETTO, 2009).

3.4 MICROCISTINAS

A lixiviagdo do solo, a contaminacédo por efluentes domésticos e industrias
induzem o fenbmeno da eutrofizacdo e floracbes de cianobactérias, produzindo,
consequentemente, a microcistina (HASHIMOTO, 2007).

As microcistinas (MC) sédo as mais comuns cianotoxinas produzidas pelas
cianobactérias, sdo hepatotoxinas heptapeptidicas ciclicas, compostos por sete

aminodcidos (trés D-aminoacidos, dois L-aminoacidos e dois raros) (Figura 2), tendo
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como efeito principal a promocdo de tumores, especialmente hepaticos, sendo
considerada um fator de risco a saude humana, quando esta for por exposicao
prolongada (FUNASA, 2003; BOTES, et al., 1982 apud HASHIMOTO, 2007;
BRASIL, 2011).

Dois residuos de amino4cidos podem se combinar, sendo isoladas mais de
80 analogos atualmente, como exemplo, a leucina (L) e arginina (R) forma a MCLR,
sendo o0 analogo mais toxico e mais frequente (CHARMICHAEL, 1992 apud
HASHIMOTO, 2007; FALCONER e HUMPAGE, 2005; HOEGER, HITZFELD e
DIETRICH, 2005).

H, CO,H CHy O

B-Me-Asp

Figura 2 - Estrutura quimica de Microcistina-LR
Fonte: HASHIMOTO (2007).

Geograficamente, as microcistinas sdao amplamente distribuidas em aguas
doces. Embora se fale muito sobre os riscos e efeitos maléficos que essas
cianotoxinas causam em humanos, h& poucos casos documentados de que as
cianotoxinas causam doencas em humanos (CHORUS e BARTRAM,1999). Devido a
esses fatores a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) destaca que deve ser
necessario o0 monitoramento de microcistinas, garantindo, portanto a qualidade da
agua (POMPEO et al., 2015).

A microcistina é capaz de resistir a varios fatores dentre eles a oxidacao (pH

7), hidrélise guimica e fervimento. Além disso, pode perdurar em ambientes onde a
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iluminacdo estiver ausente, pelo fato da microcistina possuir estrutura peptidica
ciclica (HARADA e TSUJI, 1998 apud HASHIMOTO, 2007).

O processo de degradacdo das microcistinas tem maior resisténcia com
relacdo as neurotoxinas, devido a complexidade das moléculas de microcistinas.
Sua degradacdo em ambientes aquaticos tem bastante variabilidade, podendo levar
semanas a meses, dependendo do pH e temperatura da agua, da disponibilidade de
nutrientes e de sua concentracao (ALVES, 2011).

Dentre esses poucos casos, no Brasil ha dois principais relatos de efeitos
adversos que as cianotoxinas causam na saude humana.

O primeiro foi o evento ocorrido na Bahia em 1988, porém néo teve
associacdo comprovada com cianotoxinas, no qual resultou em 88 mortes de
pessoas que vieram a consumir a agua advinda do reservatério Itaparica Dam
(TEIXEIRA et al., 1993).

O segundo caso e, porém mais grave, que foi comprovadamente associado a
cianotoxinas tendo efeitos adversos diretos a saude da populacdo, foi a chamada
“Sindrome de Caruaru”, ocorrido na cidade de Caruaru, estado de Pernambuco, em
1996. Neste foi verificado a presenga de microcistinas e cilidrospermopsina no
carvao ativado, utilizado no sistema de purificacdo de 4gua para abastecimento de
uma clinica de hemodidlise. O resultado disso foi que 76 pacientes da clinica foram
a Obito, sendo expostos a agua contaminada por cianotoxinas a uma concentracao
de 19,5 pg.L? (JOCHIMSEN et al, 1998), concentragdo muito acima do
estabelecido pela Portaria 2914 do Ministério da Saude (BRASIL, 2011) que € de 1,0
ng.L™ de microcistina presente na 4gua para o consumo humano.

Mundialmente, as confirma¢fes de danos a salde humana causadas por
cianotoxinas ingeridas (oriundas de aguas de abastecimento publico) surgiram e
continuam a surgir, como resultado de uma ma administragdo publica ou privada,
sendo assim dificil determinar as circunstancias reais desses relatos (LEAL e
SOARES, 2004).

As MCs causam a morte de seres vivos em poucos dias ou até mesmo em
poucas horas. O mecanismo de acdo das hepatotoxinas, inicia pela inibicdo da
proteina fosfatase, desestruturando o citoesqueleto e promovendo perda da
estrutura celular, vacuolizacdo de hepatdcitos resultando em um aumento no volume
do figado (WATANABE et al., 1996).
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Efeitos nas proteinas fosfatases tipo 1 e tipo 2A, tém sido relacionado ao
efeito promotor tumoral hepético das microcistinas, muito mais que apenas a inibi¢cao
das fosfatases, as microcistinas podem causar problemas no sistema de reparacao
do DNA e na forma de como sdo expressos 0S genes. A exposicdo a microcistina
em tildpias-do-nilo teve efeitos que diminuiram a taxa metabdlica e também
aumentou a tensdo critica de oxigénio. Constatou ainda que houve lesdo no tecido
cardiaco da tilapia, que apresentou anormalidade no funcionamento do coracéo,

reduzindo as chances de sobrevivéncia da tilapia-do-nilo (MARTINS, 2010).

3.5 LEGISLACAO

A Constituicdo Federal Brasileira de 1988 (BRASIL, 1988), em seu capitulo VI
do Meio Ambiente, institui em seu artigo 225:

Art. 225. Todos tém direito ao meio ambiente ecologicamente equilibrado,
bem de uso comum do povo e essencial & sadia qualidade de vida,
impondo-se ao Poder Publico e a coletividade o dever de defendé-lo e
preserva-lo para as presentes e futuras geracoes.

A Politica Nacional de Recursos Hidricos — Lei 9.433 (BRASIL, 1997), em seu
capitulo | dos Fundamentos, institui em seu artigo 1°:

Art. 1° - A Politica Nacional de Recursos Hidricos baseia-se nos seguintes
fundamentos:

| — A 4gua é um bem de dominio publico;

Il —a &gua é um recurso natural limitado, dotado de valor econdmico;

Il — em situacdes de escassez, 0 uso prioritario dos recursos hidricos € o
consumo humano e a dessedentagdo de animais;

IV — a gestdo dos recursos hidricos deve sempre proporcionar o uso
multiplo das aguas;

V — a bacia hidrografica € a unidade territorial para implementagdo da
Politica Nacional de Recursos Hidricos e atuagdo do Sistema Nacional de
Gerenciamento de Recursos Hidricos;

VI — a gestdo dos recursos hidricos deve ser descentralizada e contar com a
participacdo do Poder Publico, dos usuarios e das comunidades.

A Portaria 2914 do Ministério da Saude (BRASIL, 2011) “dispée sobre os
procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da agua para consumo
humano e seu padréao de potabilidade.”

Em seu Capitulo | das Disposi¢cbes Gerais, institui em seu artigo 3°:

Art. 3°. Toda 4gua destinada ao consumo humano, distribuida coletivamente
por meio de sistema ou solugdo alternativa coletiva de abastecimento de
agua, deve ser objeto de controle e vigilancia da qualidade da agua.

Grande parte de espécies de cianobactérias produzem toxinas, chamadas de

cianotoxinas, que podem afetar a saude humana e animal (BRASIL, 2011).
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Segundo a Portaria 2914 do Ministério da Saude (BRASIL, 2011), recomenda-
se obrigatoriamente a analise e 0 monitoramento dessas cianotoxinas,
estabelecendo, em seu anexo VIII, valor méaximo permitido de 1,0pg.L™ de
microcistinas presentes na agua para consumo humano.

Diversos paises adotam concentracdes de cianotoxinas discriminadas pela
Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 1993, 1996). Na Tabela 1 estd descrito

essas concentracdes de cianotoxinas de alguns paises.

Tabela 1 - Limite méximo permitido em diferentes paises

Pais Cianotoxina Concentracao (ug.L™)
Brasil MCs 1,00
Canada MCLR 1,50
Espanha MCs 1,00
China MCLR 1,00
Franca MCLR 1,00
Noruega MCLR 1,00
Japéo MCLR 1,00
Australia MCLR 1,30
Italia MCs 0,84

Fonte: BURCH (2008), apud POMPEO et al. (2015).
Legenda: Microcistinas (MCs); Microcistina-LR (MCLR).

3.6 MONITORAMENTO

O monitoramento de floracbes de cianobactérias em reservatérios de
abastecimento publico contemplam acBes e gerenciamento de monitoramento,
essas acOes sao adaptadas para cada local. Estima-se que muitas das toxinas de
cianobactérias ainda n&do foram identificadas, e que podem trazer consequéncias
negativas a satde da populacdo. E dessa forma que os niveis de monitoramento
sao importantes para o esclarecimento dos riscos que essas toxinas podem trazer,
guando assim expostas (CETESB, 2013).

A World Health Organization (WHO, 1993, 1996), juntamente com a
Fundacdo Nacional da Saude (FUNASA, 2003) e a Portaria 2.914 (BRASIL, 2011),

estabelecem niveis de monitoramento de cianobactérias em reservatérios de
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abastecimento publico (CETESB, 2013; FUNASA 2003), estes niveis de

monitoramento sdo divididos em:

Nivel de Vigilancia: sua instalacdo ou detec¢do estd em estagios iniciais do
afloramento de cianobactérias. Os valores que indicam esse nivel de
monitoramento de floragBes de cianobactérias esta correspondendo até um
valor de 10.000 células.mL™. Estabelecendo que a frequéncia de
monitoramento de cianobactérias neste caso deve ser mensalmente, porém
pode ser recomendavel em frequéncias quinzenais.

Nivel de Alerta 1: neste caso é confirmado o estabelecimento inicial da
floracdo de cianobactérias. Os valores que indicam esse nivel de
monitoramento esta correspondendo uma faixa de 10.000 a 20.000
células.mL™. Neste caso, é recomendavel a frequéncia de monitoramento de
cianobactérias semanalmente.

Nivel de Alerta 2: a floracdo de cianobactérias é confirmada, acarretando
problemas qualitativos da agua. Seus valores que indicam esse nivel de
monitoramento estd numa faixa de 20.000 a 100.000 células.mL™.
Recomenda-se a frequéncia de monitoramento de cianobactérias de pelo
menos uma vez por semana. Neste caso, a floracdo ja é visivel na superficie
da agua. Também nessas condi¢cGes, é confirmada a floracdo de diversas
espécies potencialmente toxicas, como por exemplo a Microcystis aeruginosa,
Cylindrospermopsis raciborskii, entre outras.

E recomendavel que a partir deste nivel de alerta, sejam realizadas medidas
corretivas necessarias; realizar tratamento adequado para a remocdo do
gosto e odor; utilizacdo de carvao ativado no tratamento de aguas de
abastecimento; intensificar o monitoramento, por pelo menos uma vez na
semana; analisar a toxicidade por meio de bioensaios; informar o0s riscos
potenciais a saude para os 6rgaos de saude publica.

Nivel de Alerta 3: neste nivel a presenca de toxinas € confirmada por meio
de analises, como por exemplo bioensaios. O risco que a populacdo pode
apresentar de problemas sérios de saude é extremamente alto. Os valores
que indicam esse nivel sdo maiores do que 100.000 células.mL™. Deve ser
estabelecido monitoramento semanal (de no minimo duas vezes por semana)

da presenca de cianotoxinas presentes na agua.
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E recomendavel que sejam tomadas medidas de informar ao publico que a
agua estéd impropria para consumo, quando nao tiver uma analise eficiente;
escolher outro manancial para abastecimento publico; a populacdo deve ser

orientada.

3.7 BIOENSAIOS

Os métodos de monitoramento da M. aeruginosa caracterizam-se por
bioensaios de analise da toxicidade, através disso, qualquer bioensaio ou outro
meétodo qualquer, que avalie danos em organismos aquaticos devera ser investigado
(BRASIL, 2005).

Como definicdo, bioensaio é qualquer procedimento biol6gico que avalia,
monitora ou detecta efeitos adversos de uma determinada substancia ou poluente
(BATISTA, SUZUKI e KURODA, 2013).

Segundo Tucci e Marques (2001) a definicho de bioensaios ou também
chamados pelos autores de testes de toxicidade, sdo procedimentos ou ensaios de
organismos vivos, onde podem ser obtidas informacdes adversas de agentes sobre

outros seres Vivos.

3.7.1 Bioensaios com Artemia salina

O teste utilizando cistos de Artemia salina apresenta baixo custo, facil
execucao, facil adaptacdo em diversos tipos de ambientes, boa reprodutibilidade e
fornecem resultados rapidos. Embora consigam viver em ambientes salinos onde
outros nao conseguem resistir (AMORIM, 1994; CAFFARO FILHO, 2011,
FIGUEIREDO et al. 2013), é um método que esta sendo cada vez mais popular, pois
ndo exige manutencdo da cultura e € muito simples de ser executado (CHORUS e
BARTRAM, 1999).

Os testes de toxicidade aguda com A. salina podem demonstrar ocorréncias
de efeitos indesejaveis em um periodo curto de tempo (24 horas de exposi¢ao)
(AZEVEDO e CHASIN, 2003). A diferenca da analise quimica e por sistemas
bioldgicos de testes de toxicidade € que uma identifica e quantifica as concentracdes
de determinadas substancias toxicas e a outra avalia o efeito que essas substancias

toxicas tém sobre o bioensaio, respectivamente (COSTA e OLIVI, 2008).
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A toxicidade aguda é também chamada de DLs, (dose letal), sua expresséo é
pela quantidade necessaria de um composto quimico (mg.kg™) de peso corpéreo
que podera induzir a morte de 50% da A. salina submetidos aos niveis de
monitoramento (BERTOLETTI e ZAGATTO, 2008; CALIJURI, ALVES e SANTOS,
2006).

Os pesquisadores Lee, Chen e Chou (1999) descobriram que cepas de M.
aeruginosa toxicas, apresentavam toxicidade em métodos com A. salina e com
ratos, no entanto o bioensaio com ratos apresentou maior sensibilidade a toxicidade
de microcistina em relacdo a A. salina. Por outro lado, os autores consideram o
método com A. salina de boa confianca e de menor custo e, portanto € sugerido
pelos autores para avaliacao da sensibilidade toxicolégica de microcistinas.

Segundo o0s autores Batista, Suzuki e Kuroda (2013), ensaios de
ecotoxicidade em A. salina, utilizando concentracdes de microcistinas presentes em
qguatro cepas téxicas de Microcystis sp., foi a que melhor apresentou resposta
satisfatoria de toxicidade, com relacdo a outros organismos-teste como Daphnia
magna, Ceriodaphnia dubia e Pseudokirchneriella subcapitata.

Entretanto, segundo Hisem et al. (2011) nd&o é suficiente monitorar os efeitos
toxicoldgicos de cianobactérias com apenas o uso do organismo-teste A. salina e,
este nao deve ser utilizado unitariamente para estimar efeitos adversos a salde da
populacdo. Portanto, percebe-se assim a necessidade da utilizacdo de métodos em

inter-relacionamento.

3.7.2 Outros bioensaios

Ha& uma grande variedade de outros bioensaios que detectam e quantificam
efeitos nocivos das cianotoxinas, tendo como destaque ensaios com camundongos.
Os bioensaios com camundongos foram realizados pela injecdo intraperitonial de
extrato de cianobactérias, em diversas concentragbes (CHORUS e BARTRAM,
1999).

Depois da injecdo intraperitonial, os camundongos passaram a ser
observados de 15 em 15 minutos, para assim detectar sintomas toxicoldgicos. Este
método ainda estd sendo utilizado para a deteccdo da presencga de cianotoxinas,

porém, € um método mais qualitativo do que quantitativo e, ainda associacdes
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protetoras dos animais vem questionado em muitos paises este tipo de método, pois
se trata de um teste com maus tratos ao animal (WATANABE et al., 1996).

O método com Allium cepa também tem sido amplamente utilizado para
estudar a toxicidade de muitos contaminantes, sendo sensivel para a deteccdo de
toxicidade e mutagenicidade (ARRAES e LONGHIN, 2012).

Ha poucos estudos cientificos avaliando ou monitorando efeitos toxicolégicos
de microcistinas em ensaios com A. cepa. Segundo um estudo recente de El-
Sheekh, Khairy e EI-Shenody (2014), ensaios com raizes meristematicas da A. cepa
foram altamente influenciados pela toxicologia da M. aeruginosa em fase de
crescimento e morte celular, apresentando aberracbes cromossémicas e, também
havendo significativamente inibicdo no indice mitotico.

Outros bioensaios ja foram testados, como com: Daphnia sp., Daphnia pulex,
Aedes aegyptii e Drosofila melanogaster, porém apresentaram baixa eficiéncia na
deteccdo de toxicidade de varios poluentes (CALIJURI, ALVES e SANTOS, 2006;
TUCCI e MARQUES, 2001).

3.8 METODOS BIOQUIMICOS

3.8.1 Imunoensaio ELISA

O ensaio do imunoadsorvente ligado a enzima (ELISA) é um método
imunolégico de grande sensibilidade que detecta cianotoxinas e outros poluentes
(NICHOLSON e BURCH, 2001). Se baseia em anticorpos e antigenos, mono e
policlonais. Os anticorpos mono e policlonais podem apresentar alta performance,
capaz de detectar microcistinas e outras cianotoxinas (CALIJURI, ALVES e
SANTOS, 2006; HASHIMOTO, 2007).

A amostra de microcistina é incubada, durante um periodo com anticorpos, e
através disso, ocorrera a ligacdo entre eles formando complexo de
antigeno/anticorpo. Apds é feito a lavagem e adicionado o conjugado de
microcistina-enzima, que enfim ocasionara na degradacdo do substrato, produzindo
uma cor azul, para a realizacdo da leitura (CALIJURI, ALVES e SANTOS, 2006;
HASHIMOTO, 2007).

Esse método apresenta vantagens pela alta sensibilidade e necessidade

baixa de quantidade de anticorpos diluidos. Por outro lado, o custo de aquisi¢ao



26

desses kits e do leitor de placa séo altos, além de um periodo maior de tempo para a
andlise e possibilidade de falsos positivos e falsos negativos (CALIJURI, ALVES e
SANTOS, 2006; HASHIMOTO, 2007). Destaca-se ainda outros métodos bioquimicos
para monitoramento de cianotoxinas que podem ser realizados, como o ensaio de
inibicdo de fosfatase, ensaio de inibicdo de acetilcolinesterase, entre outros
(NICHOLSON e BURCH, 2001).

3.9 METODOS FiSICO-QUIMICOS

3.9.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC/CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC/CLAE) € um método
comumente utilizado para se determinar a microcistina e outras cianotoxinas
(NICHOLSON e BURCH, 2001), sendo considerado um método rapido, reproduzivel
e sensivel, porém € um método com custo relativamente elevado de instrumentacao
e manutencdo. Tém por objetivo separar os componentes de uma amostra qualquer,
podendo posteriormente ser determinado e empregado uma andlise qualitativa dos
mesmos (CALIJURI, ALVES e SANTOS, 2006; HASHIMOTO, 2007).

De acordo com Cienfuegos e Vaitsman (2000) apud Calijuri, Alves e Santos
(2006) existe trés meios de serem detectados os componentes da amostra, por meio
de comparacdes com padrdes puros, adicdo de padréo e indice de retencao.

Apbs ser determinado e separado as cianotoxinas, 0 préximo passo é a
deteccao, podendo ser comumente detectado por UV, fotodiodo e espectroscopia de
massa. Além também de outros métodos fisico-quimicos de monitoramento de
cianotoxinas podem ser utilizados, como eletroforese capilar, método MMPB:
método do 2-metil-3- metoxi-4-acidofenilbutirico, entre outros (NICHOLSON e
BURCH, 2001).
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4 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado nos laboratérios de Microbiologia, Biologia e Aguas
e Residuos Liquidos, da Universidade Tecnolégica Federal do Parana, Campus
Francisco Beltrdo. O bioensaio de monitoramento da M. aeruginosa toxigénica foram

baseados nos niveis de monitoramento descritos pela FUNASA (2003).

4.1 PREPARACAO DA AGUA DE ESTUDO

4.1.1 Cultivo da Cepa Teste Microcystis aeruginosa

Para os ensaios foi utilizada a cepa de cianobactéria da espécie Microcystis
aeruginosa BCCUSP232, produtora de microcistinas. A cepa de cianobactéria foi
mantida no laboratério de Microbiologia da UTFPR — Francisco Beltrdo, em meio de
cultura liquida ASM-1 (Tabela 2) (GOHRAM, 1964, modificado BITTENCOURT-
OLIVEIRA, 2003).

Preparou-se da seguinte maneira o meio de cultura liquida ASM-1: preparo
das solugbes estoque A, B, C e D, descritos na Tabela 2; feito isso, foi usado de
cada solucdo estoque um volume especifico, para o preparo de 1,0L do meio de
cultura. Em seguida o meio de cultura liquida ASM-1 foi autoclavado a 121°C, por 15
minutos. Para a manutencdo da cultura, a cepa foi mantida em triplicata, em
erlenmeyers de 300 mL, com 90 mL do meio de cultura liqguida ASM-1 e 10 mL da
cepa teste M. aeruginosa BCCUSP232 (processo chamado de repicagem), sendo
mantido em estufa BOD (Biochemical Oxigen Demand), com duracédo de 15 dias, a

25°C, fotoperiodo de 12 horas e agitado uma vez ao dia.
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Tabela 2 - Composicéo das quatro solug¢fes estoque do meio ASM-1

Constituintes Concentracéo Volume de solucéo estoque
(g/100 mL) para 1L de meio ASM1 (mL)
Solucéo estoque A 20
NaNO; 0,85
MgCl,.6H,0 0,205
MgS0,4.7H,O 0,245
CaCl.2H,0 0,145
Solucdo estoque B 2
K,HPO, ou 0,87
K,HPO4.3H,0 1,14
Na,HPO4.12H,0 ou 1,78
Na,HPO4.7H,0 1,33
Solucgéo estoque C 0,1
Hs;BO3 2,48
MnCl,.4H,0 1,39
FeCl;.6H,0 1,08
ZnCl, 0,335
CoCl,.6H,0 0,019
CuClou 0,0014
CuCl.2H,0 0,0013
Solugéo estoque D 0,4
Na, EDTA 1,86

Ajustar pH para 8,0

Fonte: GOHRAM (1964), modificado BITTENCOURT-OLIVEIRA (2003).

4.1.2 Analise Quantitativa

A cultura de M. aeruginosa, apresentou valor de pH 8,0, com condutividade
de 438,4 uS/cma, sob uma temperatura de 25°C. Foram estabelecidas as
concentracdes em ndmero de células.mL™ cujo os valores representaram os limites
dos niveis de monitoramento da cianobactérias toxigénicas, preconizados pela
FUNASA (2003), sendo o nivel de vigilancia (NV) concentracéo igual a 1x10* cél.mL
! para os niveis de alerta: NA1 concentracdo igual a 2x10* céls.mL™?, para o NA2
concentracdo igual a 1x10° céls.mL™ e para o NA3 concentracéo igual a 2x10°
céls.mL™. Para chegar a estas concentracdes partiu-se da concentracéo celular do
cultivo da cepa M. aeruginosa BCCUSP232, cuja leitura na camara de Neubauer
(com o auxilio de um microscopio biolégico binocular com aumento de 40x) resultou
em 1,15x107 céls.mL™.
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A equacdao 1 dispde do calculo utilizado para determinar a densidade celular:

a
. 25 *
b f (Equacédo 1)

Onde:

D = densidade de células da Microcystis aeruginosa (células.mL™).
a = numero de células contadas.

b = nimero de malhas contadas.

f = fator de correcdo da camara (1x10%).

25 = guadrante central, onde sera realizada a contagem celular, com 25 quadrados.
4.2 BIOENSAIO PARA MONITORAMENTO
4.2.1 Teste de Toxicidade Aguda com Artemia salina

A. salina foi utilizada como organismo-teste para realizar o teste de toxicidade
aguda, proposto por Guerra (2001), com modificacdes.

Primeiramente cistos de A. salina foram incubados em solucao de sal marinho
sintético (30 g.L™), aerados, com luminosidade e temperatura de 25°C por 48 horas,
para promover a eclosao. ApGs a eclosao, 10 nauplios foram transferidos por tubo
de ensaio, contendo diferentes proporcées, das amostras de microcistina (teste) dos
quatro niveis de monitoramento da M. aeruginosa BCCUSP232. Tais propor¢des
(Tabela 3) tiveram modificacbes baseada na norma brasileira NBR 13.373
(ASSOCIACAO..., 2010), onde estfo descritas: 2,0 mL da amostra teste (100%), 1,0
mL da amostra teste (50%), 0,5 mL da amostra teste (25%), 0,25 mL da amostra
teste (12,5%), 0,124 mL da amostra teste (6,2%) e 0,062 mL da amostra teste
(3,1%), conservando-se as concentracdes de cada nivel de monitoramento (Tabela
3).

O grupo controle negativo continha 2 mL de solugao salina. Foram realizadas

triplicatas de cada grupo amostral, e apds 24 horas foi contabilizado os nauplios
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mortos, considerando aqueles que permaneceram 20 segundos de observacgao
imoveis.

A média = desvio-padrdo da quantidade de nauplios mortos de cada
amostragem foi comparada por meio do teste de Tukey (nivel de significancia de
5%), pelo software MINITAB 14.1 (2003), onde os experimentos foram analisados
em blocos casualizados (nas proporc¢des) e também nos niveis de monitoramento,

para verificar se 0 meio de cultivo ASM-1 interferiu na mortalidade da A. salina.

Tabela 3 - Proporgdes-teste para ensaio com M. aeruginosa

Volume de

Proporcéao-teste Fator de diluico Volume de solucdo salina Volume final
(%) amostra (mL) de diluicio (mL) (mL)
100 1 2,0 - 2,0
50 2 1,0 1,0 2,0
25 4 0,5 1,5 2,0
12,5 8 0,25 1,75 2,0
6,2 16 0,124 1,876 2,0
3,1 32 0,062 1,938 2,0

Fonte: NBR 13373 (ASSOCIACAO ..., 2010, p. 7-8), com modificacdes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nos ensaios de toxicidade com A. salina foram avaliados os efeitos de
mortalidade/imobilidade apds 24 horas de exposi¢cdo a M. aeruginosa BCCUSP232
produtora de microcistina, cuja as respostas estdo apresentadas no Grafico 1 e na
Tabela 4.

Ensaio de toxicidade com Microcystis aeruginosa BCCUSP232

12

10

BNV

ENAL
HNA2

ENA3

Numero de Artemia salina mortas/iméveis
(=)}

[3,1] [6,2] [12,5] [25] [50] [100]

Proporgdes

Grafico 1: Niomero médio de organismos mortos/imoveis pelo ensaio de toxicidade com A.
salina com M. aeruginosa BCCUSP232

Os dados da analise estatistica de Tukey (a=5%), onde foi comparado o efeito
toxicolégico de cada proporcéo (3,1; 6,2; 12,5; 25; 50 e 100%) de solucdo salina,
com os niveis de monitoramento (NV, NA1, NA2 e NA3) de cianobactérias e
também, o efeito toxicologico de cada nivel de monitoramento de cianobactérias em
cada proporcao de solugéo salina, mostrou que o efeito toxicolégico das propor¢cdes
em cada nivel de monitoramento de cianobactérias foi proporcional as
concentracfes de microcistinas.

O Controle Negativo (CN) apresentou resultado médio de A. salina mortas de

3,0 sendo um valor considerado alto, onde se verificou em outros trabalhos a
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mortalidade média de 0,3 (HOLLAS, 2015). Este resultado considerado alto pode ter
interferéncia de que n&do houve a correta higienizacdo das vidrarias utilizadas, onde
também analises com outras bactérias e fungos séo realizadas no laboratorio de
microbiologia ou ainda ter ocorrido a transferéncia de A. salina mortas para o grupo
CN.

Tabela 4 - Média de organismos mortos/iméveis

Niveis de monitoramento

Proporgdes NV NA1 NA2 NA3
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP

3,1% 1,332 5,002 9,00 ** 10,00 °
6,2% 2,33° 4,332 9,67° 10,00 °
12,5% 3,332 5,33°" 9,33°¢ 9,67 %
25% 1,00® 3,33° 9,33° 10,00
50% 2,33° 4,672 8,67° 9,67°
100% 7,67° 2,332 10,00 * 10,00%

Notas: Letras diferentes diferem estatisticamente, letra minlscula comparado na linha.
Legenda: Desvio Padrao (DP); (NV = Nivel de vigilancia, NA1, NA2 e NA3 = Nivel de alerta 1,2 e
3, respectivamente).

Sabe-se que para o desenvolvimento da A. salina € importante a presenca de
sais no meio, neste sentindo foram testados diferentes propor¢cées de cultivo e de
solucéo salina para o teste, sem alterar as concentragdes de M. aeruginosa em cada
nivel de monitoramento.

Na propor¢cdo de 3,1% de cultivo observa-se que ndo ha diferenca entre o
namero de individuos mortos dos niveis de vigilancia (NV) até o nivel de alerta 2
(NA2). Para as proporcoes de 6,2% e 50% € possivel observar diferenca a partir
entre os niveis de alerta NA1 e NA2. Sendo que entre estes dois niveis ha uma
diferenca de 5 vezes da concentracdo celular (2x10* céls.mL™ e 1x10° céls.mL™) de
M. aeruginosa.

As proporgbes de 12,5 e 25% apresentaram 0 mesmo comportamento entre
0s niveis de monitoramento, sendo que foi possivel observar diferencas entre o nivel
de vigilancia (NV), e os niveis de alerta NA1 e NA2. Sendo que os niveis de alerta

NA2 e NA3 néo se diferiram em relacdo ao numero de individuos mortos. Cabe
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ressaltar que em relacdo a concentracdo celular entre NA2 e NA3 h& uma diferenca
de apenas 2 vezes (de 1x10° para 2x10° céls.mL™). Para os niveis de
monitoramento a FUNASA determina para o nivel de alerta 3 (NA3) uma contagem
de celular maior ou igual a 1x10° céls.mL™. Sendo assim, poderia ser utilizada uma
concentragdo celular maior para NA3. No entanto, considerando que o numero de
mortos de A. salina foi muito préximo ao namero total de individuos, o teste mostrou
que A. salina é sensivel a exposicdo a M. aeruginosa e a microcistina por esta
produzida, sendo possivel, em um monitoramento detectar o0s riscos de
contaminacéo desde os niveis de vigilancia até o nivel de alerta 2. Embora deva-se
considerar que o teste foi realizado em condicbes laboratoriais, e que a
concentracdo do agente toxico (microcistina) ainda nao foi determinada, e que em
condicbes ambientais pode haver uma variacdo entre as espécies quanto a
toxicidade e outros fatores que podem interferir na toxicidade.

Com relacéo a proporcao de 100% de amostra teste, sem adi¢do de solucéo
salina, obteve apenas diferenca estatistica do NA1 com relacdo ao NA2 e NA3, com
maior morte no NA3 com 10,0, porém o NA1l teve menor morte com 2,33. Os
Graficos 2 e 3 apresentam o comportamento da mortalidade das A. salina em razéo
dos niveis de monitoramento nas proporcbes de 12,5 e 25%, onde nessas
proporcdes pode-se observar diferenca estatistica com melhor valor de P e Fcritico
entre os dados.

Em alguns casos nao foi possivel contabilizar 10 individuos de A. salina por
erros na etapa de coleta no inicio do teste, para isso os dados foram extrapolados
seguindo a proporcionalidade das mortes encontradas e da quantidade total que
havia em cada analise.

Em nenhuma proporgdo da amostra teste (M. aeruginosa) todos os niveis de
monitoramento foram estatisticamente diferentes entre si, porém as proporc¢des de
12,5% e 25% apresentaram maiores diferengas de mortes entre esses niveis de
monitoramento. Portanto o indicativo dos efeitos toxicologicos esta nas proporgoes
de solucdo salina entre 12,5% e 25%, onde a A. salina apresentou uma melhor

resposta.
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Boxplot

Média das mortes

NV 12,5 NA1 12,5 NA2 12,5 NA3 12,5

Grafico 2: Comportamento da mortalidade na proporc¢ao 12,5%.
Legenda: (NV = Nivel de vigilancia, NA1, NA2 e NA3 = Nivel de alerta 1, 2 e 3, respectivamente).
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Gréafico 3: Comportamento da mortalidade na proporgao 25%
(NV= Nivel de vigilancia, NA1l, NA2 e NA3 = Nivel de alerta 1, 2 e 3, respectivamente).
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A Tabela 5 representa a distribuicdo normal dos dados de cada proporgéao da
amostra teste, onde o valor P maior ou proximo que o nivel de significancia de 5% é

aceito a hipotese nula (Hop), ou seja, os dados seguem distribuicdo normal.

Tabela 5 - Distribuicdo normal dos dados em cada proporc¢éo

Proporcdes Valor-P (%) H, (a=5%)
3,1% 4,3 Aceita-se H,
6,2% 4.4 Aceita-se H,
12,5% > 15 Aceita-se H,
25% > 15 Aceita-se H,
50% > 15 Aceita-se H,
100% > 15 Aceita-se H,

Através da distribuicdo normal dos dados de cada proporcdo da amostra
teste, o valor da distribuicdo F de Snedecor a 5% (Fcritico, a=5%) é calculado
(Tabela 6), indicando que ha alguma diferenca estatistica em alguma proporcao se o

valor for maior que 5%, ou seja, neste caso rejeita-se Ho.

Tabela 6 - Andlise de variancia (ANOVA)

Proporcdes F critico (%) Ho (a=5%)
3,1% 15,35 Rejeita-se H,
6,2% 35,44 Rejeita-se H,
12,5% 49,29 Rejeita-se H,
25% 88,79 Rejeita-se H,
50% 32,62 Rejeita-se H,
100% 14,71 Rejeita-se H,

Na comparagcdo em cada nivel de monitoramento de cianobactérias nao
houve diferenca estatistica com as propor¢cdes da amostra teste, ou seja, 0 meio
ASM-1 néo interferiu na mortalidade da A. salina.

Segundo Lee, Chen e Chou (1999) a A. salina ndo resistiu em niveis de

concentracdes mais elevadas entre 30, 50 e 100 upg.mL™* de microcistinas
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respectivamente, comprovando que quanto maior a concentracdo maior € sua
toxicidade. Ressaltam ainda, que a acao téxica da microcistina em A. salina é pouco
relatada, mas que este bioensaio traz resultados coerentes e confiaveis, se
comparados ao bioensaio com ratos. No presente trabalho, a toxicidade foi testada
em relacdo ao numero de células, em um estudo posterior sera quantificada a
concentracdo de microcistina o que fornecerd mais informacdes sobre a
possibilidade de correlacionar os niveis de monitoramento com o teste com A.
salina.

Em um trabalho com diferentes concentragées da microcistina em extratos da
cepa de cianobactéria M. aeruginosa, resultou em toxicidade para a A. salina
(BATISTA, SUZUKI e KURODA, 2013). O uso do extrato pode resultar nas
concentracfes maximas de microcistina que é uma endotoxina. Neste trabalho foi
testado células de um cultivo celular, tentando mimetizar o que pode ocorrer no
ambiente, com concentracbes de toxina liberadas naturalmente no meio, embora
resulte em menores concentracdes de toxina, foi ainda possivel observar que com
aumento das concentracbes e os niveis de monitoramento houve o aumento do
namero de mortos, comprovando elevada toxicidade. A A. salina é um
microcrustaceo que apresenta sensibilidade a microcistina (DELANEY e WILKINS,
1995, apud D’ORS, BARTOLOME e SANCHEZ-FORTUN, 2013).

Segundo Akin-Oriola e Lawton (2006) o aumento da mortalidade da A. salina
€ comprovado com o aumento de concentracdes ou doses maiores de microcistinas,
indicando 100% de efeitos letais a concentracdo de 20 pg.mL™, comprovando a
toxicidade a ela exercida. Ou seja, quanto maior o nivel de monitoramento de
cianobactéria maior sera a o efeito toxico. Também Amaral e Silva (2008) destacam
a mortalidade da A. salina com o aumento de concentragdes - chegando em 66,6%
de letalidade na concentracdo de 100%, porém utilizando extrato de Pyrostegia
venusta.

Os casos oriundos a saude humana relatados no mundo destacam-se 0 quao
nocivo e preocupante sdo os efeitos associados as floragbes de cianobactérias
toxigénicas. Os autores também destacam que inUmeras toxinas podem nao ser
toxicas aos herbivoros, mas podendo trazer consigo prejuizos a alguns organismos
gue tenham maior nivel trofico, pelo fato das toxinas se bioacumularem em sua teia
trofica (CASTRO e MOSER, 2012). Cabendo destacar-se os diversos estudos

toxicologicos experimentais s&o imprescindiveis ferramentas nas avaliacbes e
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monitoramentos dos riscos potenciais dessas toxinas para a populagdo humana
(SOARES, 2009).

Ferrdo Filho (2009) destaca que os efeitos agudos se relacionam com a
diminuicio dos movimentos natatérios da Daphnia, um organismo com
caracteristicas semelhantes a Artemia, reduzindo as chances de sobrevivéncia e
podendo chegar a completa paralisia.

O bioensaio A. salina € um teste preliminar para avaliagdo da toxicidade,
sendo necessaria a execucao de novos estudos especificos quanto aos efeitos que
a agua doce interfere na mortalidade da A. salina (FIGUEIREDO et al., 2013). As
propriedades fisicas ou quimicas de todo o sistema, e também as condi¢des de vida
no qual os organismos estdo expostos, podem sofrer interacbes com outros
componentes como € o caso da agua salgada e agua doce, se tornando quase que
impossivel identificar se apenas a microcistina € o responsavel pelo efeito toxico
(COSTA e OLIVI, 2008).

E importante diferenciar os niveis de monitoramento de cianobactérias para
esclarecer os riscos a saude publica. Considerando que os Niveis de Vigilancia
(NV), de alerta 1 (NA1) e de alerta 2 (NA2) tiveram maiores efeitos de toxicidade
entre eles, é necessario intensificar o monitoramento, informando os riscos
potenciais a sociedade e realizar o tratamento adequado. Este trabalho pode ajudar
0s 6rgdos publicos ambientais e de saude a tomar atitudes de monitoramento,
urgéncia e emergéncia, caso a populacdo entre em contato com alguma
concentracdo da microcistina.

Com os resultados obtidos neste trabalho pode ser observado que este
bioensaio € uma alternativa viavel para o controle da qualidade de agua para

abastecimento publico.
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6 CONCLUSOES

O bioensaio Artemia salina apresentou sensibilidade no monitoramento da
Microcystis aeruginosa toxigénica, além de ser uma técnica simples, econémica e
rapida. O comportamento da mortalidade ou imobilidade da A. salina foi coerente e
proporcional aos diferentes niveis de monitoramento de cianobactérias, sendo
gradativamente mais toxico conforme aumenta as concentracdes de microcistinas,
mas a propor¢cdo da amostra é importante para o teste, sendo o efeito toxicologico
melhor observado em 12,5% e 25%. Este trabalho serve como embasamento para
estudos toxicolégicos utilizando esta cepa isolada de cianobactéria e em condicdes
laboratoriais, embora no ambiente possa ter variacdes de outros micro-organismos e

condicBes ambientais.
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Quadro 1 - Numero de A. salina mortas e vivas em contato com a M. aeruginosa nas diferentes

proporgdes.
Tratamento Proporcbes A.salina vivas A.salina mortas
Controle negativo CN
[3.1]
(6.2]
[12,5]

Nivel Vigilancia

[100]

Nivel Alerta 1

(3.1]

6.2]

[12,5]

[50]

[100]

Nivel Alerta 2

(3.1]

[12,5]
[25]
[50]

[100]

Nivel Alerta 3

[3,1]
[6,2]
[12,5]

(25]




[50]

[100]
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APENDICE B — Distribuigdo normal em cada proporgdo da amostra teste (0=5%)
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Grafico 4 - Distribuigdo normal da proporgéo 3,1%
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Grafico 5 - Distribuigcao normal da proporgéo 6,2%
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Distribuicao normal da proporcao 12,5%
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Graéfico 6 - Distribuigcdo normal da proporgéo 12,5%
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Grafico 7 - Distribuicao normal da proporgédo 25%



Distribuicao normal da proporcao 50%
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Grafico 8 - Distribuigcdo normal da proporgéo 50%
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Grafico 9 - Distribuicao normal da proporgdo 100%



APENDICE C — Distribuicdo normal em cada nivel de monitoramento (a=5%)
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Grafico 10 - Distribuigéo normal do NV
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Grafico 11 - Distribuicdo normal do NA1
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Distribuicao normal do NA2
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Grafico 12 - Distribuigéo normal do NA2
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