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RESUMO

Microcistinas, toxinas produzidas principalmente pelo género de cianobactéria
Microcystis spp, sao heptapeptideos, analogos de estrutura variavel de ocorréncia em
aguas eutrofizadas, com destaque a MC-LR (microcistina leucina-arginina) pela
frequéncia e toxicidade. A deteccéao rapida de toxinas naturais em agua, com énfase
em cianotoxinas, constitui importante topico na seguranga de alimentos e agua, por
apresentar potencial carcinogénico e/ou hepatotdoxico, causando perigo a saude
humana e animal. Biossensores constituem a esséncia da nanobiotecnologia rapida
por apresentarem inumeras vantagens e aplicagbes em diversas areas, inclusive na
seguranga de alimentos e agua. As caracteristicas de sensibilidade e especificidade
de imunorreagentes, em especial com o uso de Anticorpo Monoclonal (AcM), agregam
precisdo e confiabilidade aos testes, expandindo aplicabilidade. O trabalho visou
produzir AcM anti-MC-LR através do cultivo de hibridomas linhagem MC 8-3, e,
paralelamente, empregar dois métodos analiticos, imunoquimico (ELISA) e
cromatografico (High-performance liquid chromatography - photodiode array/HPLC-
PDA) no monitoramento de 6 lagos na regido de Londrina, Apucarana e Cambé, entre
outubro de 2022 e fevereiro de 2023, quanto a ocorréncia de MC-LR (n=51). Além
disso, foram realizadas analises de contaminagao microbioldgica da agua procedendo
determinacao de coliformes totais e termotolerantes (n=6) e ocorréncia de
cianobactérias (n=6). O cultivo celular produziu AcM com atividade anti-MC-LR. A

quantificacdo de MC-LR por HPLC variou de ND a 6,98 pg.L'1, enquanto por ELISA

de ND a 6,26 pg.L'1. A amostra com maior contaminagdo ocorreu em lago com
cianobactérias, indicando uma possivel contaminacdo pontual do lago. Ambos os
métodos se mostraram eficazes na detec¢ao e quantificacdo de MC-LR, embora o
método imunoquimico apresentou-se com maior sensibilidade, quantificando a toxina
em maior numero de amostras. Apesar da maioria das amostras nao apresentarem
niveis de MC-LR superior ao permitido pela Organizacado Mundial de Saude - OMS de

1 pg.L'1, vale ressaltar que a ocorréncia de cianobactérias sugere possibilidade de
novas contaminagdes, expondo populagdo da regido a risco.

Palavras-chave: anticorpo monoclonal; biossensores; microcistina; cianobactérias.



ABSTRACT

Microcystins (MCs), toxins mainly produced by the cyanobacteria Microcystis spp.
These toxins are variables heptapeptides that occur in eutrophicated water bodies, in
which MC-LR (leucine-arginine) is the type that's most frequent and toxic. Rapid
detection of natural toxins in water, emphasizing cyanotoxins, is an important topic in
everyday food and water safety, because of its carcinogenic and hepatotoxic potential,
that represents danger for human and animal health. Biosensors are the essence of
quick nanobiotechnology for representing various advantages and applications in
different areas, including food and water. The immunoreagents profile of sensibility and
specificity, especially Monoclonal Antibody (AcM), promotes precision and reliability to
tests, and it allows wide applicability. This work aims to produce AcM anti-MC-LR by
cultivating hybridomas lineage MC 8-3, and in parallel, to use two analytical methods,
immunochemical (ELISA) and chromatographic (High-performance liquid
chromatography - photodiode array/[HPLC-PDA) to monitor 6 lakes in the regions of
Londrina, Apucarana and Cambé, between October 2022 and February 2023,
regarding contamination by MC-LR (n=51). Furthermore, the samples were analyzed
about water microbiologic contamination, as for total and thermotolerant coliforms
(n=6), and presence of cyanobacteria (n=6). The quantification of MC-LR varied from

ND to 6,98 pg.L'1 measure by HPLC, and from ND to 6,26 pg.L'1 when measure by
ELISA. The sample with major contamination coincides with the lake where it was
observed cyanobacteria. This indicates a punctual contamination in the lake’s water.
Both methods were efficient in the detection and quantification of MC-LR, however,
ELISA was more sensitive by quantifying the toxin in a larger amount of the samples.
Despite most samples not having contamination levels above the allowed by the OMS

of 1 pg.L'1, it is worth mentioning that the occurrence of cyanobacteria suggest the
possibility of new contaminations occur, putting the population of the region at risk.

Key-words: monoclonal antibody; biosensors; microcystin; cyanobacteria.



Figura 1 —
Figura 2 —
Figura 3 —

Figura 4 —
Figura 5 —
Figura 6 —
Figura 7 —
Figura 8 —
Figura 9 —
Figura 10 —
Figura 11 —
Figura 12 —
Figura 13 —
Figura 14 —
Figura 15 —
Figura 16 —
Figura 17 —
Figura 18 —
Figura 19 —
Figura 20 —
Figura 21 —
Figura 22 —

Figura 23 —
Figura 24 —

Figura 25 —

Figura 26 —

LISTA DE FIGURAS

Modalidades de ELISA ...
Estrutura quimica da microcistina (MC)...........cccoevviiiiiiiiiiiiiiiiiiienennn.
(A) A) Bloom de Microcystis spp. em Taihu, China, imagem

de satélite. (B) Bloom de Microcystis spp. em Lago Agawam,

Nova York, EUA. (C e D) Microscopia morfologica de

colonias de MiCrOCYSHS SPP wevvruuieeeeeeeiieeiiiiiiae e e e e e e e eeeiieae s e e e e e eeeeeeees
Lago Igapo I, Londring...........ccooviiiiiiieeieccceeee e
Parque Municipal Arthur Thomas, Londrina ...........ccccooovviiiiiieeinnnnnnn.
Parque Jaboti, ApUCarana ...............uueiiiiiieeiiieecee e
Lago Schmidt, APUCArana ...........couuuueiiiiieeeiieeeiicee e
Lago Conde, Cambeé ..........cccooeiiiiiieicceee e
Etapas experimentais para cultivo de Hibridoma.............c.......c...e.....
Etapas i-ELISA ...
Delineamento Experimental para analise amostras de agua.............
Area de estudo — LONAMNG ..........c.ceoveeieeeeie e,
Area de estudo — Cambe..............coeveeieeeeeeee e,
Area de eStudo — APUCAIANA ........cveeeeeeeeeeeeeeeeeee e
Lago Conde, Cambe..........ccooieiiiiiiiiicie e
(Ie=To o} (o =T oo I | I ] o To |4 o = WP
Lago Igapo ll, Londrina..........ccooveeiiiiiiiiiiceeee e
Parque Municipal Arthur Thomas, Londrina ...........cccccoooveviiiieennnnnnnn.
Lago Schmidt, ApUCArana ...........coouuueiiiiiieeiieeeecee e
IE=To [oJN =1 o o] (I AN o0 o= =1 o = W
Etapas de pré-concentracdo da amostra.............ccceviiiiiiiiiiieceeennnnn.
Metodologia Contagem de  Coliformes  Totais e

Termotolerantes NMP ...
Cultivo 1 - Hibridoma MC 8-3 - Densidade e viabilidade celular ........
Cultivo 2 - Hibridoma MC 8-3 - Densidade e viabilidade celular ........
Atividade anti-MC-LR por i-ELISA dos AcM produzidos por

hibridoma linhagem MC 8-3 em meio H-SFM ...........cccccoiiiiiininnnnes

Curva analitica de calibragdo pré-concentrada na faixa de



Figura 27 —

Figura 28 —

Figura 29 —

Figura 30 —

trabalho 0,3 a 3,0 pg.L'1, por HPLC-PDA.......ccoo o, 62
Cromatograma de HPLC-PDA de padrdago de MC-LR, e
amostras 1 e 2, referente ao lago 1 em outubro 2022 ....................... 64
Curva analitica de calibracdo do ELISA QuantiPlate Kit
FOr MICIOCYSEHINS. ... 65
Achados sugestivos de Microcystis, visualizagdo da amostra

1 (outubro, Lago 1), em microscopia 6tica, em aumento de 4, 10,



LISTA DE TABELAS

Tabela1 - Adaptagcdo de Hibridoma em cultivo celular com meios de

cultura RPMI € H-SFM........cooie e 42
Tabela2 - Codificagdo de amostras, considerando lago coletado e periodo...... 61
Tabela 3 — Monitoramento de MC-LR por HPLC-PDA ..........cccooiiiiiiiiceeeee 63
Tabela 4 — Monitoramento de MC-LR por ELISA QuantiPlate Kit for

MUICIOCYSHINS ... s 66
Tabela 5 — Monitoramento de MC-LRnoLago 1...........ooovmiiiiiiiiiiiiiiccee e 67
Tabela 6 — Comparagao dos resultados obtidos por HPLC-PDA e ELISA

Quantiplate Kit for MiCroCystin ..............cccuueeeeeeeeeeeiiee e 69

Tabela 7 — Numero mais provavel (NMP) de unidades formadoras de
colénias de coliformes totais / termotolerantes por mL dos lagos

BSIUAATOS ... e 72



Ac
ADDA
Ag
AcM
BSA
DMSO
DNA
EC
EDTA
ELISA

EUA ou USA

FM
HEPES
HPLC
HMF
H-SFM
IC-50
i-ELISA

g
IgG-HRP
LC-MS/MS
LD

LST

LQ

MC
MC-LR
MDHA
NMP
SEMA
SFB

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Anticorpo
3-amino-9-metoxi-10-fenil-2,6,8-trimetildeca-4,6-acido diendico
Antigeno

Anticorpo Monoclonal

Albumina de soro bovino

Dimetilsulfoxido

Acido desoxirribonucleico

Escherichia coli

Etileno diamina acido tetra acético

Ensaio de Imunoabsor¢ao Enzimatica

Estados Unidos da América

Fase Movel

Acido Hidroxietil Piperazineetanesulfénico

High Performance Liquid Chromatography
5-hidroximetil-2-furfural

Hybridoma Serum Free Medium

50% da maxima ligagao de anticorpos

ELISA indireto

Imunoglobulina

Conjugado Anti-IgG de camundongo com horseradish peroxidase
Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas
Limite de deteccgao

Lauril-Sulfato-Triptose

Limite de quantificacéo

Microcistina

Microcistina-Leucina-Arginina

N-metildehidroalanina

Numero mais provavel

Secretaria Municipal do Ambiente

Soro Fetal Bovino



OMS Organizagao Mundial da Saude

OTA Ocratoxina A

PBS Tampao fosfato de sédio salina

PBST Tampao fosfato de sddio salina- com Tween 0,05%
PDA Detector de arranjo de diodos

PET Polietileno tereftalato

PR Parana

gPCR Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativo
RPMI Roswell Park Memorial Institute

TMB ou TBMZ 3, 3', 5, 5'- Tetrametilbenzidine

USEPA Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos

VB Verde Brilhante



3.1
3.2
3.2.1
3.3
3.3.1
3.3.2
3.4
3.4.1
3.4.1.1
34.2
3.5
3.5.1
3.5.2
3.5.3
354
3.5.5

4.1
4.2
421
422
423
424
43
431

SUMARIO

INTRODUGAO ..o 14
OBUETIVO ... 16
Objetivos especifiCcos .............cooooeiiiiiiiiiiiii e, 16
REVISAO BIBLIOGRAFICA .........coooooeoeoeeeeeeeeeee e 17
Anticorpos policlonais/monoclonais.......................ccocoeviiiiienee 17
Tecnologia de hibridoma e produgaode AcM............................... 18
Cultivo de Hibridoma e estabilidade................ccoeviiiiiiiiiiii, 19
Imunobioferramentas ....................ooooi i 20
ELISA — Enzyme-Linked Immunosorbent ASSay .........ccccccecveeeevueeenen. 21
Avancos biotecnoldgicos em imunoensaios ..........ccccceeeeeevvieeeeiinnnnnn. 24
MicroCistinas............ccoooiiiiiii 25
ClIanobacCterias........cooeeeiiiieee e 29
GENEIrO MiCIOCYSLIS SPP .ceeveveeeee et 29
Analise microbioldgica — Coliformes ...........coovvviiiiiiiiieiiiecee e 31
- T o1 PPN 32
LagO [QAPO0. ... 32
Parque Municipal Arthur Thomas ...........ooovviiiiiiiiiicce e 33
Apucarana — Lago Jaboti...........coouuiiiiiiiiiiiee e 34
Lago Schmidt..........ouueiiiiic e 35
Lago Conde Cambe.......... ... 36
MATERIAL E METODOS...........cooiiieeieceeeee e 38
Materiais e equipamentos ..., 38
Cultivo de Hibridoma...................ooooiiiii e, 40
Controle de viabilidade celular...............cccooeiiiiiiiiiic e, 42
Congelamento celular...........cooooieii i 43
Purificagao parcial de AcM anti-MC-LR ...........cccccoiiiiiiiiines 44
Titulagdo doS ACM POF J=ELISA .......ccoeeeeeee e 44
Anadlise das amostras de agua.............ccccceeevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 46

Coleta das amostras — Area e periodo do estudo...........cccccceeennn..... 46



432 Analise €M HPLC-PDA ...........ccc e 52

43.21 Preparo da amostra — Pré-concentragao da cianotoxina................... 52
43.2.2 Método cromatografiCo ..........oouuuuiiiiiiiiieecee e 53
43.2.3 Curva de calibrag@o..........coouueiiiii i 54
43.3 Analise microbiologica — Coliformes ............ooeevvviiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 54
434 Identificacdo de cianobactérias............ccccoeeiieiiiiiiiiiiii 55
4.3.5 ELISA — Ensaio de imunoabsorcdo enzimatica ..............cccccvveeeeeennen. 56
44 Analise estatistica ... 56
5. RESULTADOS E DISCUSSAO ..........cocoevevieeeeeeeeeeeeeeeee e eneneseenen, 57
5.1 Cultivo de Hibridoma MC ..., 57
5.2 Contaminacdo de lagos por MC-LR..........coiiiiiiiiiiiiieee e 61
5.2.1 Codificagdo das amostras..........cocoevvvveeiiiiiiee e 61
5.2.2 Analise por Cromatografia Liquida (HPLC-PDA)...........coovvcieeeeen.n. 61
5.2.3 ELISA — QuantiPlate Kit for Microcystins .............ccccccceeeeiiiiieieeeeeee. 65
5.3 Analise microbiologica - Coliformes ..., 72
5.4 Identificagdo de cianobactérias.............ccccevvviiiiiiiii 74
6. CONCLUSAOD ...t 78

REFERENCIAS............ooooeeeeeeeeeeceeee e, 79



14

1. INTRODUGAO

As técnicas imunoquimicas se destacam entre as bioferramentas
avancadas da atualidade, caracterizadas pela sensibilidade, especificidade e
uniformidade a resposta de Anticorpos (Ac), capaz de detectar analito em niveis
residuais. Soma-se ainda, a ampla aplicabilidade dessa tecnologia, abrangendo desde
terapia, diagnostico, vigilancia, na saude publica, e seguranga de alimentos e agua,
permitindo analises rapidas, de alta precisdo e confiabilidade.

As cianotoxinas sdo contaminantes comuns de agua, produzidas por
cianobactérias em floragdes de corpos d’agua, como exemplo as microcistinas, grupo
produzido principalmente pelo género Microcystis. Estes metabdlitos secundarios sao
heptapeptideos de cadeia monociclica, cuja variabilidade estrutural decorre de
diferentes residuos de aminoacidos, originando analogos com heptatoxicidade e
carcinogenicidade variavel. A molécula MC-LR (microcistina leucina-arginina) é o
analogo mais toxico e de ocorréncia frequente. A OMS — Organizagdo Mundial de
Saude regulariza o valor de 1 pug.L™" de microcistinas para potabilidade da agua.

A ocorréncia de microcistina geralmente esta associada a aguas
eutrofizadas, em ambiente propicio para proliferacido de cianobactérias
potencialmente toxigénicas. Consequentemente, o monitoramento de aguas é
importante etapa primaria para evitar exposicao animal e humana a contaminacao,
tendo em destaque os métodos rapidos baseados em imunoensaios e técnicas
imunoquimicas para avaliagdo pratica e previsao imediata in loco perante risco
visando medidas de controle.

Nao obstante, a aquisicdo de imunorreagentes a baixo custo,
disponivel para amplo uso, tem sido o gargalo que dificulta a disseminacdo de
bioferramentas destinadas a triagem e controle de qualidade ao setor produtivo e
ambiental. A produgao em larga escala, aliada a escolha de Anticorpos Monoclonais
(AcM) para compor o biossensor de alta seletividade e sensibilidade em
imunotécnicas sao etapa fundamentais e, tornariam plausiveis se

viabilizar/implementar dominio de tecnologias basicas de assegurar o continuo
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abastecimento de empreendimentos biotecnoldgicos. l.e., biorreagentes estaveis com
fornecimento garantido através de cultivo de células produtoras de AcMs estaveis, no
caso os hibridomas aptos a produzir niveis continuos e inesgotaveis de
imunorreagentes. O fato liberaria o Brasil da importagéo de kits de elevado custo e,
viabilizaria o acesso a utilizacdo de técnicas imunoloégicas nacionais para
monitoramento de contaminagdo em alimentos e agua, no contexto de seguranca

exigente.
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2. OBJETIVO

° O trabalho visou recuperagao, ativagdo e proliferacao celular de hibridoma
linhagem MC 8-3, produgdo de AcM anti-MC-LR, e avaliagcdo da contaminacédo de
cianotoxina Microcistina-LR em aguas recreacionais da regido de Londrina, no periodo
de outubro de 2022 a fevereiro de 2023, comparando os resultados obtidos através
de duas metodologias: HPLC e ELISA.

2.1 Objetivos Especificos

. Cultivar hibridoma linhagem MC 8-3 e produzir AcM anti-MC-LR e purificar por
precipitagdo com (NH4)2SO4 e dialise de proteina em membrana, e avaliar a atividade
anti-MC-LR de AcM por i-ELISA.

o Detectar/quantificar a ocorréncia de cianotoxina MC-LR em lagos das cidades
de Londrina, Cambé e Apucarana, pelo método de HPLC-PDA e ELISA.

o Comparar a contaminagdo de agua por MC no periodo de outubro/2022 a
fevereiro/2023.
o Determinar a contaminagao por coliformes totais e termotolerantes e ocorréncia

de cianobactérias das amostras de fevereiro/2023
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Anticorpos Policlonais e Monoclonais

Anticorpos (Ac) sdo imunoglobulinas (Ig) secretadas por linhagens
linfocitarias do tipo B em resposta do sistema imune, sob contato com substancias
estranhas ao organismo de animais vertebrados (antigeno, Ag). O fragmento Fab da
conformacao estrutural de Ac é responsavel pelo reconhecimento antigénico,
composto por dois dominios de cadeia leve e dois de cadeia pesada, denominado
regidao amino-terminal variavel (V) com caracteristica de hipervariabilidade. O
fragmento Fc, constante e denominado de regido carboxi-terminal (C), sem
participagdo no reconhecimento do Ag, interage com receptores Fc de células e
moléculas imunes, mediando fungdes biolégicas de Ac (Abbas, 2019).

Entre as funcgdes bioldgicas de Acs, a neutralizagcao de patdgenos e
toxinas vem a constituir as imuno-ferramentas de destaque na area biomédica, pela
capacidade de detectar moléculas alvo de interesse. A alta seletividade de ligagéo a
determinado Ag especifico, promovido pela regido de hipervariabilidade, atinge baixos
limites de detecc¢ao do analito, ao nivel de nano a picograma, tornando-se ideal para
aplicacgdes diversas como farmacéutica (diagnéstico e/ou terapia), testes de drogas e,
biossensores (Parrey et al., 2020, Meirelles et al., 2006).

A produgdo de anticorpos Policlonais € induzida inoculando
imunégeno em animal, gerando imunoglobulinas com especificidade aquele
determinado Ag e, sao produzidos por diferentes clones de linfocito B (Meirelles et al.,
2006). Os Acs Policlonais adquiridos podem ser prontamente usados, ou purificados
por técnicas cromatograficas, a exemplo da coluna de afinidade. Visto que
apresentam afinidade por diversos epitopos, resultando em ampla heterogeneidade
de ligacéao, € aplicado ha décadas em pesquisas, assim como reagente terapéutico.
Embora a natureza policlonal e diversidade sejam consideradas vantagens pela boa
estabilidade perante alteragdes ambientais, as principais restricdbes decorrem da
dependéncia de organismo vivo para producgao e, consequentemente variabilidade na
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resposta imune de cada animal, seja pelo titulo, com qualidade nao-reprodutiva do
lote de produto resultante.

O AcM surgiu como solugéo para contornar restricdo e, destina-se a
fins biotecnologicas farmacéuticos exigentes requerendo produgédo reprodutiva em
elevada escala, sendo a possibilidade implementada pela técnica de cultivo de
hibridoma produtor de AcM, descrito por Kohler e Milstein, em 1975 (Heilmann et al.,
2005; Maverakis et al., 2015; Sakaguchi et al., 2021). O AcM, produzido por hibridoma
artificialmente gerado pela tecnologia de fusdo celular e selecionado, viabiliza o
desenvolvimento de ferramentas biossensores capazes de reconhecer e identificar
precisamente o Ag alvo com reprodutividade e repetitividade assegurada,
estabelecendo a uniformidade de resposta programada e, agregando maior
confiabilidade aos resultados. A referida caracteristica € a maior vantagem dos AcM
em comparagao a Anticorpos Policlonais, apresentando variabilidade de resposta
frente a um mesmo antigeno. Apesar do surgimento atual de procedimentos
avancgados de producdo de AcM com elevado rendimento, a técnica de hibridoma
ainda é considerada a mais favoravel devido a preservacdo de fungdes inatas das
células imunes, bem como a informagéo de pareamento do AcM produzido (Newsrx,
2020).

3.2 Tecnologia de Hibridoma e produgao de AcM

A tecnologia de hibridoma € a técnica desenvolvida por Kohler e
Milstein, em 1975, e que possibilita produgdo de AcM, cuja variagdo de resposta &
minima, a especificidade é bem definida e viabiliza produgdo continua. A
aplicabilidade do produto adquirido € ampla nas areas de bioquimica, biologia
molecular e biomedicina (Parrey et al., 2020).

Para isso, as células B de camundongo ou rato sdo estimuladas in
vivo com antigeno de interesse, e com o estimulo do sistema imune, ha a produgéo
de Ac. Posteriormente, linfécitos B do linfonodo ou baco do animal sao isolados e

fusionados in vitro com célula de mieloma, tumores malignos do sistema imune,
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produzindo a célula hibrida denominada hibridoma (Heilmann et al., 2005). Ao fundir
células de mieloma com linfocitos de camundongo imunizado com Ag conhecido, é
possivel adquirir hibridomas produtores da imunoglobulina de interesse (Milstein,
1980). O cultivo in vitro de hibridomas € possivel em meios de cultura com ou sem
suplementagao de soro fetal bovino, com controle de parametros como pH e
temperatura (Freshney, 2010).

As linhagens de linfocitos B, embora provenientes de uma mesma
célula tronco, naturalmente apresentam grande heterogeneidade na resposta
imunolégica, e os anticorpos produzidos sao denominados policlonais, pela
capacidade de reconhecimento e ligacdo a diversos epitopos. Ja os anticorpos
monoclonais sao produzidos por um unico clone de célula progenitora, s&o idénticos
e tem especificidade por determinado epitopo apenas, e caracterizados por grande
uniformidade (Bruce, 2002).

Dessa forma, podem ser utilizados para deteccao, purificagdo ou
caracterizagao de certa substancia de interesse, e tem ganhado destaque no mercado
de biomoléculas nos ultimos anos. Biossenssores sao substéancias bioldgicas como
anticorpos, enzimas, DNA, células ou microrganismos que agem como biorreceptores
no reconhecimento e captura de um alvo de interesse, geralmente acoplados a um
sistema fisicoquimico de reagdo que permitira o sinal de resposta. Dentre as
possibilidades de aplicacbes dos AcM como imunossensores se destacam o
imunodiagndstico, terapia, identificacdo de tumores, seguranca de alimentos e agua
(Parrey et al., 2020; Coronado-Apodaca et al., 2023).

3.2.1 Cultivo de Hibridoma e Estabilidade

A proliferacdo das células de hibridoma apresenta quatro fases de
crescimento padrao de células animais, sendo fase lag, fase de crescimento, fase
estacionaria e fase de declinio. A fase lag é determinada pelos fatores de crescimento,
€ dependente da viabilidade das células, densidade celular do in6culo e demais

caracteristicas do cultivo. Na segunda etapa, fase de crescimento, ocorre 0 aumento
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expressivo da densidade celular, e é representada por uma curva exponencial, na qual
ocorre intensa multiplicagao celular, compreendendo as duas fases do ciclo celular,
interfase e fase mitdtica. Apds essa etapa, ocorre a fase estacionaria, na qual a
densidade celular € mantida, visto que a quantidade de novas células geradas pela
multiplicagao é equivalente a quantidade de células morrendo, devido ao esgotamento
de nutrientes, aumento de metabdlitos téxicos, dentre outros fatores. Por fim, a fase
declinio, caracterizada principalmente pela morte celular e baixa viabilidade de células
(Butler, 2005; Freshney, 2010).

O meio de cultura utilizado no cultivo celular deve promover os
nutrientes necessarios para o crescimento celular, como carboidratos, aminoacidos,
vitaminas e sais organicos. Além disso, 0 meio de cultura pode ser suplementado com
soro fetal bovino (SFB), para fornecimento de fatores de crescimento e horménios,
tampao, antibiotico, antifungico e indicadores de pH (Alves; Guimaraes, 2010).

Dentre os desafios da produgédo de anticorpos monoclonais esta a
instabilidade proteica, visto que ela pode ser tanto de natureza quimica, como
desaminacgao, oxidacado e hidrolise; como de natureza fisica, tais como alteracdes
conformacionais, adsor¢cdo a superficies, associacdo e agregacédo (Arosio et al.,
2011). Fatores externos influenciam na estabilidade dos anticorpos monoclonais como
agitacdo, mudanca de pH, congelamento e descongelamento. Tais fatores,
considerados stress ambiental, aumentam a susceptibilidade dos anticorpos
monoclonais a sofrerem a agregacéao proteica, podendo ser reversivel ou irreversivel.
A associacdo intermolecular das proteinas compromete a estabilidade coloidal
(Kheddo et al., 2014).

3.3 Imunobioferramentas

O ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) constitui
imunobioferramenta inovadora introduzida na década de 70, com diversas vantagens
perante como custo-beneficio, rapidez, simplicidade e seguranga aos operadores,
além de alta sensibilidade e especificidade para ser empregado na analise de
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alimentos na detecg¢ao do analito de interesse (Yao et al., 2020). InUmeras pesquisas
tém sido desenvolvidas para o desenvolvimento de AcM, visando a redugao dos
custos de imunorreagentes, e consequentemente, permitindo maior utilizagdo da
técnica por diversos paises. Kits comerciais de ELISA podem ter custo elevado,
impossibilitando o uso mais frequente nas analises de paises subdesenvolvidos.
Dessa forma, a producédo laboratorial de AcM através de hibridomas possibilita
aplicacao de imunotécnicas mais frequentemente e maior acessibilidade (Rossi et al.,
2012).

3.3.1 ELISA — Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

O ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (enzyme-linked
immunosorbent assay — ELISA) € um método de analise quantitativa da reacgao
antigeno-anticorpo baseado na intensidade da mudancga de coloragao obtida através
do uso de uma enzima ligada ao seu substrato. E possivel identificar um baixo nimero
de moléculas em diferentes matrizes, visto que a técnica apresenta boa
especificidade, baixo limite de deteccédo e pouca interferéncia (Aydin, 2015; Li et al.,
2016).

Nesse método s&o utilizadas microplacas de material rigido como
poliestireno, polivinil e polipropileno, que € usado como fase solida para adsorgao do
analito e/ou do anticorpo. Dentre as enzimas utilizadas estao a beta galactosidase,
glicose oxidase, peroxidase e fosfatase alcalina, e com isso ha variagao da coloragao
gerada como resposta, bem como a forma na qual resposta deve ser lida. A cada
etapa de adigdo de reagente faz-se a lavagem para remogao dos antigenos e
anticorpos néao ligados. Ao atingir o tempo de reacao entre enzima e substrato, utiliza-
se solugdo de parada de reagdo como hidroxido de sodio (NaOH), acido cloridrico
(HCI) ou &acido sulfurico (H2SO4). A leitura do resultado pode ser realizada em
espectrofotbmetro no comprimento de onda adequado, que depende da natureza do

conjugado utilizado (Aydin, 2015).
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Tendo em consideragao que as propriedades de cada substancia
analisada sao variaveis, tém sido desenvolvidos diferentes modalidades de ensaio
ELISA, com objetivo de aumentar a especificidade das analises. O ELISA direto foi o
primeiro desenvolvido, que visa a detec¢ao quantitativa de antigenos de alto peso
molecular. A detecgado ocorre com o0 anticorpo ou com o antigeno marcado com a
enzima e posterior ligacdo ao substrato, que gera o sinal que € mensurado (Aydin,
2015). Ja o ELISA indireto, foi desenvolvido baseado na metodologia direta, e
originalmente com objetivo de detec¢do de IgG suina (Lindstrom; Wager, 1978). O
método indireto utiliza antigeno fixo na placa que formara complexo com anticorpo
presente na amostra posteriormente adicionada, chamado anticorpo primario. A
identificacdo do Ac primario ocorre pela adicdo de Ac secundario conjugado a enzima
que o reconhece e se liga ao Ac apds periodo de incubagao, que dara o resultado
ap6s adicao do substrato cromégeno da enzima (Aydin, 2015).

Outra modalidade € o ELISA sanduiche, que utiliza 2 AcM, de captura
e de bloqueio, com objetivo de detectar antigenos que sédo realmente especificos ao
anticorpo se ligando fortemente, e que apds a incubagao e lavagem n&o podem ser
removidos. A coloracdo € mensurada normalmente apds a adicdo de substrato da
enzima, na qual a aparicao de cor significa um resultado positivo. O nome sanduiche
€ utilizado pelo fato de o antigeno de interesse ficar localizado entre dois anticorpos
nessa técnica, e € a mais sensivel dentre os outros tipos de ELISA desenvolvidos.

Além dessas possibilidades, ha também o ELISA competitivo possui
interpretacdo de resultados contraria ao habitual, na qual a maior intensidade de
coloragao na absorbancia significa menor ligagdo de antigeno anticorpo, ou seja,
menores concentragdes presentes do analito. Isso acontece por que o antigeno ou
anticorpo marcado ira competir com a molécula da amostra de interesse, e se ligara

aquele que tiver maior especificidade pelo anticorpo (Aydin, 2015).
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Figura 1 - Modalidades de ELISA: Direto, Indireto, Sanduiche, Competitivo.
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Fonte: Aydin (2015).

A elevada sensibilidade e especificidade obtidas nos testes de ELISA
permitem a sua aplicagdo em diversas analises, o que tem promovido o
desenvolvimento da técnica nos ultimos anos. Praticidade e rapidez no tempo de
analise também estido dentre as vantagens do método, além de ndo necessitar grande
infraestrutura laboratorial ou particulas radioativas, como no radioimunoensaio (Aydin,
2015; Rossi et al., 2012; Li et al., 2016). Dentre as limitagdes ou dificuldades
encontradas ao empregar a técnica estdo os resultados falso positivos e falso
negativos, que ocorrem com maior frequéncia nos testes de ELISA indireto, causados
por ligagcées ndo-especificas de alguns anticorpos (Waritni et al., 2017; Flajs et al.,
2009). Tendo em vista essa questao, além do maior custo de kits de imunorreagentes
comerciais para uso nessa técnica imunoquimica, tem sido realizadas diversas
pesquisas que visam aplicagdo de AcM produzido por tecnologia de hibridoma para
desenvolvimento de ELISA. Investimentos com objetivo de reduzir custos de
imunorreagentes representam a possibilidade de incorporagcao de técnicas
imunoquimicas na rotina de analise de diversos paises. Essa possibilidade é
promissora visto que o método de ELISA, por exemplo, é eficaz na identificacdo e
quantificacdo de compostos, tais como as micotoxinas Ocratoxina A (OTA) e
Aflatoxina (AF) em alimentos, que representam um grande avango na questdo da
seguranga de alimentos, tendo em vista o potencial mutagénico, teratogénico e

hepatocarcinogénico das mesmas. Além do risco a saude, muitas vezes sao também
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causa de grandes perdas econdmicas, se caracterizando como um problema a nivel
global (Rossi et al., 2012; Flajs et al., 2009).

Os métodos analiticos de detecgéo e identificagdo de toxinas ja bem
pré-estabelecidos na literatura sdo cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massa, cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa, cromatografia
de camada delgada, cromatografia acoplada a detector de fotodiodos (Wang et al.,
2018). Métodos de imunoensaio como ELISA e imunocromatografia com uso de AcM
constituem alternativas promissoras nessa perspectiva. A técnica de ELISA
competitivo indireto com utilizacdo de AcM foi capaz de obter resultados confiaveis e
especificos, quando comparado com HPLC na detecgao de 5-hidroximetil-2-furfural
(HMF) em amostras de leite, comparado com a metodologia de HPLC (Guan, Wu,
Meng, 2013).

O uso de AcM em imunoensaios visa diminuir ao maximo
interferéncias analiticas, bem como reduzir a incidéncia de resultados falso-positivos,
ja que ha uniformidade em todas as moléculas de anticorpo produzidas (Meirelles et
al., 2006).

3.3.2 Avancgos biotecnologicos em imunoensaios

Os imunoensaios sao considerados uma das melhores opgdes para a
deteccao de analitos ou contaminantes em geral pelas caracteristicas de simplicidade,
rapidez e custo-beneficio, utilizando anticorpos especificos como biomarcadores. No
entanto, é importante o desenvolvimento e constante evolugédo das tecnologias a fim
de tornarem os métodos cada vez mais simples, sensiveis e rapidos, para ultrapassar
os limites instrumentais e quimicas tradicionais, e possibilitar analises ambientais in
loco. A aplicagao destes testes € vasta e engloba desde a area da saude como
diagndsticos de doencgas cronicas e/ou infecciosas; controle de seguranga alimentar,
com foco em toxinas e outros contaminantes; e monitoramento ambiental, como
contaminagao por metais pesados, componentes inorganicos, moléculas organicas,
pesticidas, bactérias e toxinas (Li et al., 2019; Yao et al., 2020; Chen et al., 2023).
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Os imunoensaios normalmente geram um sinal de deteccado de
acordo com o marcador usado, podendo ser imunoensaios opticos, como
imunocromatografia de fluxo lateral; imunoensaio de quimioluminescéncia;
imunoensaios eletroquimicos; e imunoensaio de eletroquimioluminescéncia (Li et al.,
2019).

Microfluidics sao exemplo de plataforma para imunoensaios in loco
com alta sensibilidade e especificidade que podem ser utilizados sem necessidade de
instrumentacao centralizada, rapidamente, de baixo-custo, e faceis de utilizar com
diversas aplicagdes. A configuracao e principio de acdo destes imunoensaios pode
variar e tem sofrido avangos nos ultimos anos, embora a composicao basica de um
dispositivo de Microfluidics seja normalmente um substrato de papel, anticorpos para
deteccao do analito, e um componente para transmissao de sinal. As caracteristicas
de cada elemento influenciam na funcionalidade do teste, como exemplo filtracdo de
impurezas da amostra. A sensibilidade e especificidade do método estao estritamente
relacionadas com as reagdes ocorrendo entre os componentes, em especial
anticorpo-analito e anticorpo-nanoparticula. Dessa forma, as reacées em micro e
nanoescala tem sido foco em estudos recentes a fim de aumentar a eficiéncia dos
testes, buscando diminuir tempo de analise, reduzir volume de amostra e diminuir o
custo de producao do dispositivo, a fim de possibilitar aplicacdo dos testes em maior

populacao e regides mais limitadas (Li et al., 2019).

3.4 Microcistinas

Microcistinas (MCs) sdo um grupo de toxinas produzidas por
cianobactérias, microrganismos aerobios fotoautotroficos. As cianobactérias sao
seres procariontes, do ponto de vista bioquimico e estrutural semelhantes as
bactérias. O fendmeno de floragdo ocorre em ambientes aquaticos eutrofizados, onde
o aumento de nutrientes, em especial Nitrogénio e Fdsforo, proporciona grande
crescimento de cianobactérias possivelmente produtoras de toxinas, como

Anabaenopsis, Aphanocapsa, Cylindrospermopsis, Fischerella, Gleotrichia,
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Gomphosphaeria, Hapalosiphon, Nodularia, Nostoc, Phormidium, Pseudanabaena,
Synechococcus, sendo Microcystis considerado o género mais comum entre eles
(Zhang et al., 2022).

O primeiro caso de intoxicagao associado a cianobactéria toxica foi
publicado em 1878 por George Francis, e apds isso, diversos episddios foram
relatados por todo o mundo (Leal; Soares, 2004). O evento de floragdo acarreta além
da dissolugdo da toxina na agua, deposicdo em sedimentos, biodegradagéo e
bioacumulagao da toxina pelos organismos aquaticos, representando grave problema
para os corpos d’agua, ecologia marinha e saude publica. As MCs dissolvidas na agua
sao estaveis em baixo pH e resistentes a degradagdo enzimatica no organismo
animal, permanecendo integras apds a passagem pelo trato gastrointestinal (Pham;
Utsumi, 2018; Wang et al., 2021; Massey et al., 2018).

As MCs sao metabdlitos secundarios heptapeptideos de estrutura
uniforme monociclica que contém L-aminoacidos variaveis como leucina e alanina,
leucina e arginina, tirosina e arginina, tirosina e alanina, tirosina e metionina; e N-
metildehidroalanina (Mdha) e acido 3-amino-metoxi-10-fenil-2,6,8- trimetildeca-4,6-
diendico (Adda) como aminoacidos ndo usuais; e de acordo com 0s aminoacidos que
a toxina possui, tem a toxicidade variavel classificada em trés grupos (Leal; Soares,
2004). A grande variabilidade de aminoacidos formadores da microcistina possibilita
que haja um numero maior do que 240 variantes analogos a essa molécula, sendo os
mais comuns MC-LR, MC-LA, MC-RR e MC-YR. A conformag¢&o denominada ciclo (D-
Ala1 -X 2 -D-MeAsp3 -Z 4 - Adda5 -D-Glu6 -Mdha7) esta representada na Figura 2, e
€ a estrutura basica da microcistina (Bortoli; Pinto, 2015; Huisman et al., 2018; Pham;
Utsumi, 2018; Massey et al., 2018; Zhang et al., 2022).
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Figura 2 - Estrutura quimica da microcistina (MC).
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Fonte: Carneiro; Leite (2007).

A microcistina ndo apresenta fluorescéncia, e o espectro de absorgao
em luz UV das microcistinas caracteristico apresenta um pico a 238 nm, por efeito da
presencga da dupla conjugada do residuo ADDA (B-aminoacido ADDA), que também
parece ser grande parte responsavel pela toxicidade da MC. O analogo mais frequente
e toxico de microcistina encontrado na natureza é a MC-LR (Falconer, 2004; Zhang et
al., 2022).

Dentre as metodologias de detec¢ao de microcistina é possivel utilizar
métodos fisico-quimicos, bioquimicos ou biolégicos, como ELISA (Ensaio
Imunoenzimatico), Cromatografia liquida de Alta Eficiéncia, atividade enzimatica
(alteracdo de funcdo na enzima fosfatase), bioensaio em animais, dentre outros. No
entanto, os métodos sdo sujeitos a limitagdes e interferéncias de analise como
temperatura, concentracao total de proteina, forga idnica (McElhiney; Lawton, 2005;
Guo et al., 2017; He et al., 2018; Zhang et al., 2022). O uso de biossensores na
detecgdo da microcistina constituem ferramenta emergente e promissora com
diversas vantagens quando comparado com as técnicas convencionais (Li et al.,
2023).

O foco da toxicidade aguda das microcistinas € o tecido hepatico, e o

mecanismo de toxicidade inclui necroses hemorragicas e destruicdo de sinusdides
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com congestao hepatica e hepatomegalia, devido a ligagdo covalente permanente
formada entre a molécula de MC com a proteina fosfatase, no citosol dos hepatdcitos.
Dentre os efeitos observados em estudo de toxicidade crénica estdo progressiva lesdo
de hepatdcito e necrose, filtragdo leucocitaria, fibrose, amiloidose de hepatdcitos e
endotélio sinusoidal e de veias porta. Além disso, tem sido relatado que a MC-LR
como motivador tumoral hepatico permeado pela enzima fosfatase tipo 1 e 2,
associado a inibicdo do desenvolvimento embrionario inicial em camundongo, e
possivelmente cancerigeno a humanos (Leal; Soares, 2004; IARC, 2010; Fuijiki et al.,
1996; Huisman et al., 2018; Massey et al., 2018).

A intoxicagdo humana ocorre mais comumente pela ingestao oral ou
contato dérmico com agua contaminada com cepas toxigénicas de cianobactérias, em
lagos e rios; mas pode ocorrer por inalagdo, consumo de alimentos contaminados e
hemodialise. Dentre os sintomas observados estao irritacdo de pele e olho, febre,
gastroenterite aguda, vertigem e fadiga, pois além do principal efeito hepatico das
MCs, elas também podem atingir intestino, cérebro, rins, pulmdes, coragao e sistema
reprodutivo (Leal; Soares, 2004; Massey et al., 2018). Por isso, o limite maximo de
concentracdo de toxinas de cianobactérias em agua foi definido pela OMS
(Organizagdo Mundial de Saude), sendo igual a 1 yg.L™, equivalente de MC-LR, tanto
para aguas destinadas a consumo, como para contato direto com a pele (Brasil, 2004;
Massey et al., 2018).

Apesar da determinacdo pela OMS, muitos paises ainda néao
possuem regulamentacdo para o limite maximo permitido de cianotoxinas. Outro
problema é que a maioria dos paises definem apenas limites para agua potavel, mas
ndo para aguas recreacionais. Visto que o contato dérmico também é uma via de
exposicao a toxicidade, isso representa perigo iminente as populagdes. Quando os
limites sdo definidos, geralmente é especificado apenas microcistinas, enquanto
outros grupos de cianotoxinas também potencialmente perigosas seguem sem

regulamentacao (Aguilera et al., 2023).
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3.4.1 Cianobactérias

Morfologicamente, as cianobactérias podem ser organismos
unicelulares, filamentosos ou filamentosos ramificados multicelulares; além de serem
encontradas em col6nias ou individualmente. Sua reproducéao é assexuada, sendo por
fissao binaria ou multipla (Calijuri et al., 2005; Whitton; Potts, 2012; Sant’Anna, 2006).
As condi¢bes favoraveis para o crescimento das cianobactérias ocorrem em agua
doce e neutroalcalinas, e abundancia de nutrientes, apesar de se desenvolverem em
varios diferentes meios. Sdo capazes de estocar fosforo e fixar nitrogénio atmosférico,
além de nao necessitarem de muita luz (Paerl; Huisman, 2009).

Os géneros de cianobactérias toxigénicas mais comuns em todo o
mundo sao Microcystis spp, Dolichospermum spp, Nostoc spp e Planktothrix spp
(Silva; Peleja; Melo, 2019). A ocorréncia de determinados géneros de cianobactérias
em um corpo d’agua varia de acordo com a correnteza da agua, a temperatura e os
padrdes de descarte e tipo de dejetos no local. E observado também alteracéo dos
picos de peroxido de hidrogénio extracelular disponivel variando com o género de
cianobactéria presente (Urakawa et al., 2023).

De acordo com Aguilera et al. (2023), os critérios utilizados na
literatura para a definicdo de bloom de cianobactérias podem ser quantitativos ou
apenas qualitativos. Dentre os quantitativos, a densidade de células € o indicador mais

utilizado, geralmente expresso em quantidade de células por mililitro (mL) ou por litro.

3.4.1.1 Género Microcystis spp

O género Microcystis, por sua plasticidade fenotipica, tem sido
relatado como género dominante e mais detectado em corpos d’agua em temperatura
tropical e subtropical (Xiao; Li; Reynolds, 2018). Dentre as caracteristicas desse
género, sao flutuantes, unicelulares, formato de cocos com didmetrode 1 a9 ym. Em

condicbes ambientais, exibe grande variabilidade morfolégica de colbnias, e formagao
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de densas agregacdes celulares (Figura 3). As espécies mais comumente observadas
de Microcystis sao M. aeruginosa, M. botrys, M. firma, M. flos-aquae, M. ichthyoblabe,
M. natans, M. novacekii, M. panniformis, M. smithii, M. viridis, e M. wesenbergii (Harke
et al., 2016).

Figura 3 — Imagens de eutrofizagdo e microscopia de Microcystis (A) Bloom de
Microcystis spp. em Taihu, China, imagem de satélite. (B) Bloom de Microcystis spp.
em Lago Agawam, Nova York, EUA. (C e D) Microscopia morfoldgica de coldnias de
Microcystis spp.

Fonte: Harke et al (2016).

Determinados fatores podem induzir a formagcdo de colénias de
Microcystis spp., a exemplo de altas concentragdes de fosforo, ocorréncia de outra
cianobactéria, zooplancton, baixa temperatura e intensidade de luz. A formacao de
colénias agrega diversas vantagens ecologicas ao género Microcystis, como
adaptacao a variedade de luz, capacidade de crescimento em condigdes de escassez
de nutrientes e protegao contra stress quimico. Além disso, as colénias possibilitam
rapida formagdo de grande biomassa, atingindo a superficie rapidamente de lagos
eutrofizados e inibindo crescimento de outras espécies, garantindo o dominio do

género. M. aeruginosa é a espécie mais comum do género Microcystis, com potencial
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de producao de 340 pg/g de toxina MC-LR em peso seco e em condi¢des 6timas de
crescimento (Xiao, Li, Reynolds, 2018; Ramos et al., 2015; Wijewickrama; Manage,
2019).

3.5 Analise Microbioldgica - Coliformes

Coliformes s&o um grupo de bactérias fermentadoras de lactose e
produtoras de gas e/ou acido, utilizadas como indicadores de contaminagao de agua
e alimentos por matéria fecal, despertando atencdo quanto a possivel presenca de
patdogenos entéricos, sendo um subgrupo da familia Enterobacteriaceae. Essa
definigdo surgiu em 1892, e passou por mudangas em 1915, e atualmente, o fato de
indicagdo por contaminacdo fecal ndo é totalmente aceitavel, pois esses
microrganismos nao sao necessariamente de origem fecal, podendo estar presentes
inclusive na microbiota residente em determinados ambientes. Dessa forma,
atualmente entende-se que além de serem indicadores de contaminagao fecal, podem
também indicar condigbes de higiene dos processos de fabricagdo de alimentos e
falhas nos processos de pasteurizagao (Silva et al., 2010).

Dentre o grupo dos coliformes totais, encontram-se os coliformes
termotolerantes, o qual fermentam a lactose em temperatura de 44,5 a 45,5°C com
producao de gas em 24 horas, com objetivo de encontrar algumas espécies como E.
coli e Klebsiella pneumoniae (Silva et al., 2010). A ocorréncia de conteudo fecal na
agua também indica maior quantidade de matéria organica presente num corpo
d’agua, e pode favorecer da ocorréncia de floragdes de cianobactérias potencialmente
toxigénicas. Eutrofizacdo € o aumento de nutrientes da agua, incluindo minerais e
substancias orgénicas oriundas de atividades industriais, agricultura ou dejetos
residenciais urbanos. Essa situagdo pode ser causada por fatores humanos,
ocorrendo rapidamente, e a eutrofizagdo natural pode demorar milhares de anos.
Dessa forma, a eutrofizacdo antrépica pode ser considerada um desastre ambiental.

A ocorréncia de coliformes na agua indicaria maior quantidade de matéria organica
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presente num corpo d’agua, e pode favorecer da ocorréncia de floragdes de

cianobactérias potencialmente (Belykh et al., 2023; Corman et al., 2023).

3.5 Lagos

Lagos sédo aguas estagnadas de maneira natural ou artificial. Devido
a grande necessidade por recursos hidricos nos ultimos anos, houve um aumento da
criacao artificial de reservatorios de agua, que favorece a ocorréncia de eutrofizagao,

quando comparado a aguas correntes (Wiegand, Piedra, Araujo; 2016).

3.5.1 Lago Igapo6

O Lago artificial Ilgapé (Figura 4), dividido em Igapd |, 11, I, e 1V, foi
originado em 1959, a partir de um trecho represado do Ribeirdo Cambé, que nasce
Cambé, atravessa a cidade de Londrina, e desagua no Ribeirdo Trés Bocas e rio
Tibagi. Situado no interior da cidade de Londrina, € um espago propicio para

atividades de lazer (Oliveira, 2018).
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Figura 4 - Lago Igapé Il, Londrina.

Fonte: Oliveira (2018).

3.5.2 Parque Municipal Arthur Thomas

Parque Arthur Thomas (Figura 5) € uma Unidade de Conservagao
Municipal, situada na area urbana da cidade de Londrina. Tem area de 85,47 hectares
e possui um lago artificial em seu interior, que faz parte do ribeirdao Cambé, drenado
pelos Cérrego Pizza, Monjolo, Bem-te-vi, Carambei, Picapau e Tico-tico. E gerido pela
Secretaria Municipal do Ambiente — SEMA (Londrina — PR). Apresenta area
preservada de fauna e flora da Floresta Estacional Semidecidual - Mata Atlantica,
representando um excelente local para atividades de lazer, visitagdo educativa e
atividade fisica (Prefeitura de Londrina, 2023; Campos, et al., 2005).
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Figura 5 - Parque Municipal Arthur Thomas, Londrina.
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Fonte: Arquivo pessoal (2022).

3.5.3 Lago Jaboti

O municipio de Apucarana (PR) surgiu em 1943, a partir de colonias
de imigrantes ucranianos e japoneses. Tem 988m de altitude e é localizado a 55 km
de Londrina. Dentre os pontos de lazer e turisticos da cidade estdo o Lago Jaboti e o
Parque Ecoldgico da Raposa. O Parque Municipal Lago Jaboti (Figura 6) foi criado em
1983, e apresenta diversas caracteristicas que contribuem para o lazer da cidade,
como lanchonete, ciclovia e pista de caminhada. Tem area de 230,8 mil metros
quadrados, dos quais 150 mil metros quadrados sdo area do lago Jaboti, com
capacidade hidrica de 757 mil metros cubicos. Esse lago recebe abastecimento das
nascentes dos rios Ribeirdo Barra Nova, Corrego Jaboti e Cérrego Agua da Lagoa
(Portal Férias, 2023).



35

Figura 6 - Parque Jaboti, Apucarana.

Fonte: Turismo em Apucarana (2023).

3.5.4 Lago Schmidt

Ja o Parque Ecoldgico da Raposa, criado em 1989, é composto por
reserva florestal, lagos (Lago Schmidt) (Figura 7), uma piscina natural, uma cascata
artificial, além de rica fauna e flora preservada. A pesca é proibida, no entanto, a
alimentacgao dos peixes € uma das atividades permitidas. Pertencente a Bacia do Rio
Tibagi, os lagos represados do parque sao abastecidos pelo corrego Ouro Fino, e

compde 11,25 alqueires de area (Turismo em Apucarana; Portal Férias; 2023).



Figura 7 - Lago Schmidt, Apucarana.

Fonte: Turismo em Apucarana (2023).

3.5.5 Lago Conde Cambeé

O Lago Conde Cambé (Figura 8) na cidade de Cambé, localizado a
3,2 Km do centro da cidade. O lago é utilizado pela populagdo como recreagao de
criangas e pesca.
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Figura 8 - Lago Conde Cambé, Cambé.

Fonte: Arquivo pessoal (2022).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais e equipamentos

Os materiais e métodos estdo listados a seguir, separados nas
categorias de reagentes biologicos, meios de cultura, padrdo, reagentes quimicos,
materiais, e equipamentos.

Reagentes biolégicos — imunoquimicos: Hibridoma MC 8-3
produzidos por Yamashita (2013), a partir de Linfocitos B esplénicos de camundongo
BALB/c imunizados com MC-LR-BSA, fusionados com células de Mieloma SP2/0-
Ag14; MC-LR-BSA (produzidos por Yamashita, 2013), anticorpo IgG anti-mouse-HRP
(ThermoFisher Scientific, EUA), soro fetal bovino (SFB) (Gibco Co., EUA).

Meios de cultura: meio Roswell Park Memorial Institute RPMI 1640
(Gibco Co., EUA); meio Hybridoma-Serum Free Medium H-SFM (Gibco Co., EUA).

Padréo: MC-LR Wako Pure Chemical Industries Ltd (Japan).

Reagentes quimicos: penicilina-estreptomicina liquida (5000 U/mL de
penicilina G e 5000 ug/mL de estreptomicina); L-glutamina (Gibco.Co., EUA); sulfato
de aménio ((NH4)2SOa4) (Synth, Brasil, S1051.01.AG); HEPES (acido N-(2-
hidroxietil)piperazina-N’-2-etanossulfonico) (Acros Organics, EUA); agua ultrapura
(Purelab Classic UF, Elga Labwater Global Operation, Reino Unido); corante vital
Trypan Blue (BioReagent, T6146); TMB (3,3,5,5-tetramethyl-benzidina) (T0440);
acido sulfurico (H2S04) (Synth, Brasil), gelatina (Wako, Japao), acetato de sddio
(NaO2CCHs) (Anidrol, Brasil), peréxido de hidrogénio (H202) (Merck, Alemanha),
Cloreto de sodio (NaCl) (Alphatec, Brasil), cloreto de potassio (KCl) (Synth, Brasil),
Tween 20 (Synth, Brasil), fosfato dissédico (Na2HPO4) (Quimica Moderna, Brasil) e
fosfato monopotassico (KH2PO4) (Fmaia, Brasil). Acetonitrila grau HPLC (Merck,
Alemanha), Metanol grau HPLC (Riedel-Honeywell, USA), acetato de aménio grau
HPLC (NH4CH3COz2) (J.T. Baker, USA).

Materiais: microplaca de 24 pogos (TPP, Suiga); microplaca de 96
pocos (Costar, EUA); frascos para cultivo de células de 25, 75 e 150 cm? (TPP, Suiga);
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filtro de fibra de vidro 0,45 um (Sartoirus, Alemanha), membrana filtro acetato de
celulose (0,2 ym de poro) (Sartorius, Alemanha); criotubo (Corning, EUA), recipiente
para congelamento de criotubos (Bio Freezing Vessel, Bicell, Nihon Freezer Co.,
Japao); saco para dialise (membrana de celulose) (D9777) (Sigma Chemical Co.,
USA); filtro de microfibra de vidro (GF/C 2,5 cm i.d) (Whatman International Ltd., UK);
cartuchos de fase sdlida (SPE) - ODS-5 Whatman 500 mg (Cytiva, EUA), filtro com
poro 0.22 um estéril (Filtropur S 0.2, Sarstedt, Brasil).

Equipamentos: banho maria (Marconi, Brasil); cAmara de Neubauer
(Inlab, Brasil); centrifuga (EV:250-M, Evlab, Brasil); centrifuga refrigerada (Centrifuge
5804 R, Eppendorf, 3805 03551, Alemanha); freezer (-85 °C) (CFC FREE, Sanyo,
USA); fluxo laminar (Clean Plus CL FV-09, Veco, Brasil); incubadora sob 5% CO2
(modelo 3110, Forma Scientific, USA); N2 gasoso; micropipetas; leitora de microplaca
Modelo Zenyth 200 RT (Biochrom, Inglaterra), microscépio invertido (Lamba LGD2,
ATTO Instruments Co., China), agitadores orbital shaker (Quimis, Brasil), vortex
modelo 774 (Fisatom, Brasil), sistema de secagem com nitrogénio gasoso,
cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC Shimadzu Modelo 20, Shimadzu, Kyoto,
Japao), acoplado a bomba de solvente LC-10AD, interface CBM-20A, valvula injetora
Rheodyne com alga de amostragem de 20 L, forno de coluna CTO-20AC, detector
de arranjo de fotodiodos (PDA) SPD-M20A, e computador com software LC Solutions.
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4.2 Cultivo de Hibridoma

O fluxograma abaixo (Figura 9) demonstra as etapas experimentais
realizadas para o cultivo do hibridoma. O hibridoma de linhagem MC 8-3, produtor de
AcM especifico para microcistina-LR, foi previamente gerado através de células
esplénicas de camundongo BALB/c imunizado com MC-LR fusionadas com células
de mieloma linhagem SP2/0-Ag14, produzido por Yamashita (2013) na Faculty of
Agriculture, Kagawa University, Japéo; e permanece armazenado em Nitrogénio
Liquido no laboratério de Produgao de Imunorreagentes e Molecular da Universidade
Estadual de Londrina. A metodologia seguida para o cultivo celular e purificagao de
AcM foi baseada nos trabalhos de Ishikawa (2012), Yamashita (2013) e Médici (2016).

Figura 9 — Etapas experimentais para cultivo de Hibridoma.

Hibridoma Linhagem MC 8-3

[
Reativacdo e expansao celular

Meio RPMI + SFB
Controle da Viabilidade celular [
Adaptacao
Meio H-SFM
[
Congelamento celular Cultivo Estatico — 7 dias
Meio RPMI + SFB + DMSO Producdo de AcM
[
Determinagao do volume de Precipitagdo em Sulfato de Aménio,
sobrenadante purificacéo parcial de 1gG

Didlise de proteina

[
i-ELISA
Atividade anti-toxina
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Os meios de cultura utilizados no cultivo foram RPMI (Roswell Park
Memoirial Institute) - 1640 com L-glutamina, e H-SFM. Os meios foram preparados de
acordo com a recomendacio do fabricante, e acrescentado de antibidtico a fim de
evitar contaminagao bacteriana, na concentracdo 100U/mL de penicilina e 100ug/mL
de estreptomicina.

Os Hibridomas foram retirados do Nitrogénio liquido, colocados em
banho de gelo e descongelados por meio de descongelamento rapido em banho maria
a 37°C. O conteudo do criotubo (concentragéo celular de 1,6x10 células por mL) foi
acondicionado em tubo de ensaio estéril de 15 mL contendo 5 mL de meio RPMI
(RPMI 1640 com L-glutamina) com 10% (v/v) de SFB, entdo centrifugado a 1400 rpm
para lavagem das células (Centrifuge modelo 5810 R Eppendorf). O sobrenadante
contendo DMSO foi descartado, e acrescentado novo meio de cultura para inicio do
cultivo (RPMI suplementado com 50% de SFB). O conteudo da suspensao de células
foi colocado em pogos de placa de cultura celular (Tissue Culture Testplate 24), sendo
adicionado o volume de 200 uL por poco e incubado em estufa a 5% de CO2, 37° C e
atmosfera umida. Inicialmente o meio comercial RPMI foi suplementado com SFB, e
adaptado gradualmente para meio de cultura H-SFM, conforme protocolo utilizado em
nosso laboratério (Tabela 1), sendo a troca do meio de cultura feita a cada dois dias.
O sobrenadante era retirado com auxilio de pipetas descartaveis de 5, 10 ou 25 mL,
e era acrescentado novo meio de cultura no frasco. Conforme expansao celular o
cultivo foi transferido das placas para frascos de cultivo do tipo T de 75 cm?. Apos
adaptacao completa ao meio de cultura livre de SFB, prosseguiu-se cultivo estatico

durante 7 dias em frascos de cultivo.
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Tabela 1 — Condi¢des aplicadas na adaptagdo de Hibridoma em cultivo celular com

meios de cultura RPMI e H-SFM.

Tempo Meio de cultura e suplementacao
(Dias de cultivo) (v/v)

1 50% RPMic + 50% SFB
3 60% RPMiIc + 40% SFB
5 70% RPMiIc + 30% SFB
7 80% RPMic + 20% SFB
9 90% RPMiIc + 10% SFB
11 100% RPMic

13 75% RPMIc + 25% H-SFM
15 50% RPMiIc + 50% H-SFM
17 25% RPMIc + 75% H-SFM
19 100% H-SFM

RPMI: Roswell Park Memorial Institute 1640

RPMIlc: RPMI + 10% SFB
SFB: Soro Fetal Bovino

H-SFM: Hybridoma-Serum Free Medium

Os meios de cultura foram preparados de acordo com as

recomendagdes do fabricante, esterilizados por meio de filtragdo em filtro com poro

0.22 um estéril em frascos de vidro de 1L previamente esterilizados por autoclave.

Foram mantidos armazenados em geladeira em temperatura entre 2°C a 8°C até o

momento do uso, quando eram aquecidos a 37°C.

4.2.1 Controle de Densidade e Viabilidade Celular

A densidade e viabilidade celular foram analisadas a cada dois dias,

com coloragao azul de Trypan e contagem em camara de Neubauer. Uma aliquota de

50 pL era retirada do cultivo, colocada em microtubo e acrescentada de mesmo

volume do corante azul de Trypan. Apds homogeneizagdo, uma gota da suspenséao

era colocada em cdmara de Neubauer, coberta com laminula e visualizada em
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microscopio otico. As células foram contadas e determinadas como viaveis (células
incolores, onde o corante azul ndo penetra) e inviaveis (células coradas pelo corante
devido a lesdo de membrana). A densidade celular foi calculada em numero de células
por mL, como demonstrado na Equagéo 1, a partir da contagem de células em 4
quadrantes da camara de Neubauer, enquanto o calculo de viabilidade foi feito por

porcentagem.
Equacao 1 — Calculo da Viabilidade Celular

L+L+L+L

Z X 2 x 10* = cel/mL

Onde L representa o numero de células em cada quadrado da camara de Neubauer.

4.2.2 Congelamento Celular

Para manutencdo do estoque de hibridoma foi realizado o
congelamento celular. Foi preparado o meio de congelamento composto por 10%
DMSO, 40% de SBF, e 50% de RPMI e a partir de cultivo celular em fase de
crescimento exponencial (densidade celular de 107 cél.mL') prosseguiu-se o
congelamento.

Foi adicionado 10 mL do novo meio de cultura ao frasco de cultivo de
150 cm?, e as células aderidas ao frasco foram desprendidas com auxilio de uma
pipeta. O conteudo foi colocado em tubo de centrifuga e centrifugado a 1400 rpm
durante 2 minutos. O sobrenadante foi desprezado, e as células foram ressuspendidas
em 5 mL de meio de congelamento previamente preparado. O conteudo foi distribuido
em criotubos, sendo 1 mL por criotubo. Os criotubos foram colocados em frasco para
congelamento, deixados em freezer -80°C durante 24 horas, e em seguida,

armazenados em Nitrogénio liquido.
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4.2.3 Purificagédo Parcial de AcM anti-MC-LR

A partir do sobrenadante resultante dos 7 dias de cultivo estatico em
meio de cultura H-SFM, foi realizada a purificagdo dos AcM através de precipitacéo
com (NH4)2SO4. O sobrenadante foi colocado em tubos de centrifuga de 50 mL e
centrifugados a 5000 rpm, durante 10 minutos a 4°C. Apds a centrifugagao, foi
determinado o volume do sobrenadante e o conteudo celular formado no pellet foi
descartado. Foi acrescentado Sulfato de Amoénio ((NH4)2SO4) na concentragdo de
60% de saturagdo ao sobrenadante (p/v; sendo 243 g.L") e os tubos foram deixados
sob agitacao lenta durante 18 horas a 4°C para precipitagédo proteica. Os tubos foram
novamente centrifugados a 9100 rpm, por 30 minutos a 4°C, e a solugao precipitada
foi coletada e ressuspendida em 1 mL de PBS para posteriormente ser submetido a
dialise de proteina. Foi realizada didlise em membrana de dialise previamente tratada
(Dialising Tubing Cellulose Membrane, tamanho 10 mm x 6 mm, Sigma Aldrich). A
dialise ocorreu em PBS (6x 1L), durante 72 horas (Yamashita, 2013). Apds essa
purificagdo parcial o conteudo foi colocado em microtubo, acrescentado do 50% de
glicerol (v/v) e armazenado em ultrafreezer -80°C. A atividade antitoxina do AcM foi

verificada por i-ELISA.

4.2.4 Titulagdo dos AcM por i-ELISA

A atividade de AcM produzidos pelas células foi analisado por i-
ELISA, seguindo protocolo descrito por Nagata et al. (1997), com algumas
modificagdes (Figura 10). A sensibilizagado da placa foi feita com 50 uL por pogo de
solugdo de conjugado MC-LR-BSA em tampéo fosfato salina 0,015 M pH 7,4 (PBS)
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(100 ng.mL-"). A placa foi incubada por 18 horas a 4°C, e em seguida prosseguiu-se
3 lavagens com PSBT (PBS Tween) para remog¢ao dos componentes nao ligados. O
bloqueio foi feito com 200 yL de solugéo de gelatina a 0,5% em PBS, na qual a placa
foi incubada durante 1 hora a temperatura ambiente, prosseguindo-se 3 lavagens
novamente. O anticorpo primario utilizado foi o AcM anti-MC-LR produzido e purificado
previamente, diluido em PSBT nas seguintes concentragdes: 1; 1/10; 1/100; 1/1000;
e 1/10000. Foram acrescentados 50 uL por poco e incubados durante 1 hora. Em
seguida, apos 3 lavagens em PBST, foi utilizado 50 pL de anticorpo secundario anti-
IgG-HRP (1:5000) em PBST, incubado por 1 hora e lavados posteriormente 6 vezes.

Por fim, adicdo de 100 uyL de solugdo de substrato cromdégeno
tetrametilbenzidina (TMB) e H202. Incubados durante 20 minutos ao abrigo da luz.
Apos adicdo de 50 uyL de solugcdo de acido sulfurico (H2SO4) 1M, a leitura da

absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 450 nm.

Figura 10 — Etapas i-ELISA.

Sensibilizagao
50 ul de conjugado toxina-proteina (100 ng/mL)
|
Bloqueio
200 ulL gelatina 0,5% (p/v) em PBS
[
Ac Primario
50 ul de diluicdo de AcM
!
Ac Secundario
50 ul Ac anti-IgG-HRP (1:5000)
|
Substrato Cromégeno
100 uL solugdao TBMZ
I

Leitura Espectrofotométrica — 450 nm

Fonte: Adaptado de Nagata et al. (1997)
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A analise das amostras de agua foi realizada de acordo com o

delineamento demonstrado na Figura 11.

Figura 11 - Delineamento Experimental para analise amostras de agua.

Monitoramento MC

Coleta de Amostras
Londrina, Cambé, Apucarana

OUTUBRO 2022 DEZEMBRO 2022 FEVEREIRO 2023
Analises Microbiolégicas
Deteccdo/Quantificagdo de
Microcistina
Coliformes Cianobactérias
HPLC-PDA ELISA

4.3.1 Coleta das amostras — Area e Periodo do estudo

Um total de 51 amostras de agua foram coletadas em lagos dos

Municipios de Cambé (1 lago; Figura 13), Londrina (3 lagos; Figura 12) e Apucarana

(2 lagos; Figura 14). Trés pontos estratégicos de coleta foram determinados em cada

lago, sendo Lago Conde em Cambé; Lago Igapé II, Lago Igapé Ill, e Lago do Parque

Municipal Arthur Thomas, em Londrina; e Lago Jaboti e Lago Schimdt em Apucarana,

no periodo de outubro/2022 a fevereiro/2023. Os pontos escolhidos para a coleta

foram o mais distante possivel entre si,

representativa do lago como um todo.

buscando uma amostragem mais
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Figura 12 - Area de estudo — Londrina.
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Fonte: adaptado de IPPUL (Instituto de pesquisa e planejamento urbano de Londrina); e GoogleMaps,

2023.

Figura 13 - Area de estudo — Cambé.
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Fonte: adaptado de FBDS (Fundacgao Brasileira para o Desenvolvimento Sustentavel); e GoogleMaps,
2023.
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Figura 14 - Area de estudo — Apucarana.
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Fonte: adaptado de FBDS (Fundagao Brasileira para o Desenvolvimento Sustentavel); e GoogleMaps,

2023.

As amostras foram coletadas das margens dos lagos (Figuras 15-20),
na superficie, e em frascos de polietilieno tereftalato (PET) de 500 mL, em
profundidade aproximada de 30 cm. Foram imediatamente levadas ao laboratério de
analise — Laboratoério de Produgéo de Imunorreagentes e Molecular, CCA — Centro de
Ciéncias Agrarias, UEL — Universidade Estadual de Londrina. Apés homogeneizagao
das amostras, uma aliquota de 50 mL foi separada para analises microbiolégicas em
novo frasco estéril e armazenada a 4°C, enquanto o restante foi armazenado em
freezer -20°C. As amostras congeladas foram submetidas a trés ciclos de
congelamento e descongelamento, para rompimento da parede celular das possiveis

cianobactérias presentes e liberagdo da cianotoxina (Silva-Stenico et al., 2009).



Figura 15 - Lago Conde, Cambé.

Fonte: Arquivo pessoal (2022).

Figura 16 - Lago Igapé Il, Londrina.

Fonte: Arquivo pessoal (2022).
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Figura 17 - Lago Igapé lll, Londrina.

Fonte: Arquivo pessoal (2022).

Figura 18 — Parque Municipal Arthur Thomas, Londrina.
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Fonte: Arquivo pessoal (2022).



Figura 19 - Lago Schmidt, Apucarana.

Fonte: Arquivo pessoal (2022).

Figura 20 - Lago Jaboti, Apucarana.
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Fonte: Arquivo pessoal (2022).
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4.3.2 Analise por HPLC-PDA

4.3.2.1 Preparo da amostra - Pré-concentragado da microcistina

Ap0s trés ciclos de gelo e degelo das amostras, procedeu-se filtragéo
em Membrana Fibra de Vidro 47 mm para retirada de impurezas. Em seguida, 150 mL
das amostras foram submetidas a uma etapa de pré-concentragdo antes da analise
cromatografica, que consistiu em Extracdo em Fase Sélida — SPE, com utilizagdo de
Cartucho SPE — Whatman ODS-5, 500 mg. Os cartuchos foram conectados a sistema
a vacuo composto por bomba a vacuo e ar comprimido, com pressao entre 100 e 150
mm Hg e vazéo entre 2 e 5 mL.min"'. Foram realizadas etapas de condicionamento,
carregamento, lavagem e eluicdo (Figura 21). O condicionamento para ativagado do
cartucho SPE foi realizado com a passagem de 5 mL de metanol (grau HPLC) e em
seguida 5 mL de agua ultrapura. O carregamento foi realizado com a passagem de
150 mL da amostra pelo cartucho, onde o analito ficou retido. A lavagem consistiu na
passagem de 5 mL de agua ultrapura para retirada de possiveis impurezas retidas.
Apos a lavagem, foi realizada a elui¢cado do analito em solvente, com a passagem de 5
mL de metanol, em duas etapas de 2,5 mL em tubos de vidro, para facilitar a etapa
seguinte de secagem (Maranata et al., 2021). Em seguida, o solvente foi seco em fluxo
de Nitrogénio gasoso, onde os tubos foram imersos em banho maria a 40°C. Apés a
secagem, os tubos contendo amostras secas foram armazenados a -20°C. No
momento da analise, as amostras foram ressuspendidas em 1 mL de solvente
metanol, resultando em fator de concentragdo de 150x, e filtradas em filtro de seringa
0.45 pm (Millex Hn Nylon, 13 mm).
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Figura 21 - Etapas de pré-concentragdo da amostra. Fonte Maranata et al.,
2021, adaptado.
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Interferéncias Analito

Fonte: adaptado de Maranata et al. (2021).

4.3.2.2 Método Cromatografico

O método cromatografico utilizado em HPLC-PDA (High Performance
Liquid Chromatography-Photo Diode Array) foi adaptado de Kuroda et al. (2007), e
previamente validado intralaboratorialmente em cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia
Shimadzu® acoplado a detector PDA. Os dados foram obtidos pelo software LC
Solutions® em computador. Foi utilizado método de separagao isocratico, fase movel
(FM) sendo acetonitrila:acetato de aménio 20 mM (27:73, v/v), vazdo de 1 mL.min",
coluna de guarda C18 (4x3.0 mm - Phenomenex®) e coluna Luna C18 (250 x 4,6 mm
- Phenomenex®), temperatura do forno a 30°C. O tempo de corrida foi de 12 minutos
e o comprimento de onda observado em 238 nm. O tempo de retencao da MC é de
10,2 minutos, e o volume de injegao foi de 20 uL. A area dos picos obtidos foi utilizada
para calculo dos resultados pela equacao da reta da curva analitica de calibragao pré-

concentrada.
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4.3.2.3 Curva de calibragao

Foi construida uma curva analitica de calibragdo pré concentrada,
utilizando agua coletada de lago sabidamente ndo contaminada com MC. Os pontos
para a curva foram as concentragdes de 0,3; 0,8; 1,3; 2,0, 2,5; e 3,0 ug/L. Um volume
de 150 mL de agua foi utilizado para o preparo de cada ponto da curva, fortificado com
0 padrao de MC-LR 2.000 ug/L para as concentragdes finais pré-estabelecidas. Apos
a fortificagdo, as amostras passaram pelas etapas de pré-concentragdo, secagem e
eluicdo, como descrito no item 4.3.2.1; e foram injetadas no cromatografo em triplicata.

Foi construido o grafico e gerada a equacgao da reta da faixa de trabalho de 0,3 a 3,0

Ma/L.

4.3.3 Analise Microbioldgica — Coliformes

Para indicador de contaminacdo microbioldégica dos lagos, foi
realizada verificagdo da agua quantitativamente pelo método de NMP (Numero Mais
Provavel) quanto a coliformes totais e termotolerantes, através do teste de diluicao
multipla (Silva et al., 2010) das amostras de fevereiro de 2023. A analise consistiu em
uma amostra representativa para cada lago estudado, obtida através das trés
amostras referentes ao mesmo lago. Os testes Presuntivo e Confirmatério de
coliformes totais e termotolerantes foram realizados nos determinados meios de
cultura previamente autoclavados em tubos de ensaio contendo tubo de Durhan, para
visualizagdo da formagao de gas em caso de fermentagédo da lactose presente no

meio.

A diluicdo multipla das amostras ocorreu com base na contaminacao

estimada da amostra. Nesse caso, foram realizadas as diluicdes 10!, 102 e 10-3.

O teste presuntivo foi realizado em tubos de ensaio contendo 10 mL
de meio de cultura Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST), onde foi pipetado em triplicata

uma aliquota de 1 mL de cada diluigdo previamente preparada. Os tubos foram
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incubados a 35°C por 24-48 horas. Foram considerados positivos os tubos em que
houve turvagdo com formagéo de gas no tubo de Durhan. A partir dos tubos de LST
positivos, foi retirada uma algcada e novamente inoculado em 10 mL de caldo Verde
Brilhante Bile 2% (VB) e caldo E. coli (EC) para teste confirmatorio de coliformes totais
e termotolerantes, respectivamente. A incubagao dos tubos de VB de 24-48 horas a

35°C, enquanto dos tubos de EC é de 44,5° C por 24-48 horas, em banho-maria.

Figura 22 - Metodologia Contagem de Coliformes Totais e Termotolerantes NMP.

Diluigdes da Amostra

10ml 10ml 10ml
1mL
Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST)
35°C/24-48 h
10" 102 102 1 algada 1 algada
: Caldo Verde Brilhante Bile 2% (VB)
l Caldo E. coli (EC) 35°C / 24-48 h

44,5°C (banho-maria) / 24-48 h

Tubos confirmados Tubos confirmados
Crescimento e formac&o de gas Crescimento e formacéo de gas
CONTAGEM DE CONTAGEM DE
COLIFORMES COLIFORMES TOTAIS
TERMOTOLERANTES NMP/mL
NMP/mL

Fonte: adaptado de Silva et al. (2010).

4.3.4 ldentificagao de cianobactérias

Aliquotas de 1mL das amostras foram pipetadas em tubo tipo Falcon
instantaneamente ao chegar no laboratério, e foi pipetado 40 uL de corante lugol para
fixagdo. Apds sedimentagao, no dia seguinte, os sedimentos foram observados ao

microscopio em lamina de vidro, e as cianobactérias foram sugestivamente
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identificadas quanto ao género através de comparagao morfolégica de imagens do
Manual llustrado para Identificagdo de Cianobactérias Planctdnicas de Aguas

Continentais Brasileiras (Sant’/Anna, 2006; Ramos et al., 2015).

4.3.5 ELISA — Ensaio de Imunoabsorgcao Enzimatica

As amostras foram analisadas pelo kit comercial (EnviroLogix
QuantiPlate Kit for Microcystins) para detecg¢ao da toxina microcistina em amostras de
agua, de acordo com as recomendacgdes do fabricante. Previamente a analise, as
amostras passaram por 3 ciclos de gelo e degelo, e filtragem em membrana de papel
filtro para retirada de impurezas. Até o momento da analise, ficaram congeladas a -
20°C.

4.4 Analise Estatistica

Foi utilizado o teste de ANOVA para verificacdo da diferengca entre
médias, e teste Tukey, com intervalo de confianga de 95% no Programa Statistica

versao 7.0 (Tulsa, EUA) para a comparacgao entre os resultados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Cultivo de Hibridoma MC

No primeiro cultivo do hibridoma MC 8-3 (2,5 x 108 cel.mL"); a
viabilidade e densidade celular sao apresentadas na Figura 23, chamado de cultivo 1.
Foi realizado novamente um cultivo de Hibridoma MC 8-3 (2,5 x 10% cel.mL™"),

apresentado na Figura 24, e chamado de cultivo 2.

Figura 23 - Cultivo 1 - Hibridoma MC 8-3 - Densidade e viabilidade celular
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Figura 24 - Cultivo 2 - Hibridoma MC 8-3 - Densidade e viabilidade celular
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A reativagdo dos hibridomas teve inicio em meio RPMI com 50%
suplementacdo de SFB, e a troca do meio de cultura foi feita a cada 2 dias. A
suplementacéo foi reduzida de 10 em 10%, até completa adaptagcdo em meio RPMI.
Ap6és, introduziu-se 25% de meio H-SFM, e prosseguiu-se adaptacéo de 25 em 25%
até que o cultivo ficasse completamente livre de SFB, conforme demonstrado na
Tabela 1, no item 4.2 deste trabalho. Além disso, conforme o aumento da densidade
celular, foi realizada a expansao para frasco de cultivo maior.

Em ambos os cultivos, a densidade celular média foi superior a 1,4 x
108 células.mL"; sendo igual a 1,43 x 10° células.mL"' no cultivo 1; e 1,46 x 10°
células.mL" no cultivo 2. Enquanto a viabilidade celular média foi igual a 80,4% para
o cultivo 1, e 90,2% para o cultivo 2. A maior concentragédo celular no cultivo 1 foi
obtida no 13° e correspondeu a 2,43 x 10% cél.mL", enquanto no cultivo 2, ocorreu no
17° de cultivo correspondendo a 2,92 x 10° cél.mL"". Diferentemente, Damada (2019)
obteve a maior concentragdo celular no 3° dia de cultivo, o valor de 2,7 x 108 cél.mL-
', e viabilidade superior a 97%, em cultivo de hibridomas PC-61 anti-CD25 para uso
em imunoterapia (Damada, 2019). Essa diferenga pode ser justificada por diversas
caracteristicas distintas entre os trabalhos, como quantidade celular do inéculo,
utilizagéo de apenas meio RPMI com a suplementagéo de SFB, volume total de meio

de cultura, utilizagédo de biorreator com agitagédo ao invés de frascos estaticos.
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No cultivo 1, é possivel observar pelo grafico uma queda de
viabilidade nos 5 primeiros dias de cultivo, que pode ser justificado pelo préprio
descongelamento e reativagao celular, e pela adaptacdo de meio de cultura com a
diminuicao da suplementacao com SFB de 50%, para 40% e depois 30%, na terceira
troca de meio, caracterizando a fase lag de baixo crescimento celular. Em seguida, a
partir do 5° dia, a viabilidade aumenta, assim como a densidade celular, demonstrando
que os hibridomas entraram em fase de crescimento (Butler, 2005).

O cultivo 2 mostrou menos interferéncia durante a adaptagédo de meio
de cultura, mantendo viabilidade praticamente constante e densidade crescente até o
dia 17, ao fim da manutengdo completa com meio H-SFM. A pequena queda de
viabilidade ocorreu apos o dia 11, quando foi encerrada a suplementagcao com SFB e
iniciou-se a manutengdo com H-SFM. O meio H-SFM tem sido relatado por
proporcionar 6timo crescimento de hibridomas e favorecer producéo e purificagdo dos
AcM (Prampero, 2017).

Os meios de cultivo livres de SFB promovem os nutrientes basicos
para o crescimento celular, mas o SFB é usado como suplemento em culturas
celulares para estimular o crescimento das células por conter fatores de crescimento,
horménios, minerais, enzimas, dentre outros (Legazpi et al., 2005; Butler, 2005).
Apesar da suplementagao com SFB aumentar a eficiéncia de cultivo e a producéo de
AcM, possui algumas desvantagens como alto custo, risco de contaminagdo e
dificuldade na purificagdo dos AcM produzidos (Butler, 2005; Freshney, 2010;
Prampero, 2017).

A atividade anti-microcistina do AcM produzido apos 7 dias de cultivo
estatico em H-SFM e purificados por dialise de proteina em membrana, foi avaliada
por i-ELISA (Cultivo 2). O resultado € apresentado na Figura 25. Para a verificagao da
atividade anti-microcistina e posterior utilizacao dos AcM produzidos, foi definido o
titulo através de imunoensaio, que € definido como a diluicdo referente a 50% da
maxima ligacao de AcM (IC50). Foram utilizadas as dilui¢gdes 1 (1), 1/10 (2), 1/100 (3),
1/1000 (4), e 1/10000 (5). Portanto, a dilui¢ao ideal foi em torno de 1/1000. O volume

final de dialisado adquirido foi aproximadamente 20 mL.
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Figura 25 - Atividade anti-MC-LR por i-ELISA dos AcM produzidos por
hibridoma linhagem MC 8-3 em meio H-SFM.
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A aplicagdo de AcM especificos anti MC-LR como biossensores em
um estudo de Han et al. (2013), permitiu o implemento de alta sensibilidade e
especificidade em sensores eletroquimicos baseado em nanotubos de carbono de
paredes multiplas. Foi validada a detec¢ao da cianotoxina na faixa de trabalho de 0,05
a 20 ug.L", sendo o limite minimo de detecgéo bem abaixo do limite maximo permitido
pela OMS de 1 ug.L™" para agua potavel (Han et al., 2013).

Atualmente, além dos testes classicos de ELISA ainda utilizados,
novas metodologias tém sido desenvolvidas com base no principio imunoldgico para
deteccdo de toxina. E o exemplo dos imunoensaios recentes com sinal éptico, como
Imunoensaio colorimétrico, Imunoensaio de quimioluminescéncia enzimatica, e
Fluorimunoensaio. O sinal 6ptico é reconhecido a olho nu na maioria das vezes,
possibilitando analises in loco, sem necessidade de equipamentos (Zhang et al., 2022;
Li et al., 2023).

Outra possibilidade sao Imunoensaios com sinal elétrico, que
associam rapida deteccao sem dificuldade no preparo e operacao. A esséncia dessa

tecnologia envolve um imuno-eletrodo, que pode ser composto por diversas
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possibilidades de nanomateriais, inclusive biocompativeis, ganhando destaque em

analises médicas e ambientais (Zhang et al., 2022; Li et al., 2023).

5.2 Contaminagao de Lagos por MC-LR

5.2.1 Codificacdo das amostras

Tabela 2 - Codificagdo de amostras, considerando lago coletado e periodo.

Lago 1 Lago 2 Lago3 | Lago4 | Lago5 | Lago 6
1 4 7 10 - 16
Outubro

2022 5 8 11 - 17
6 9 12 - 18
19 22 25 28 31 34

Dezembro
2022 20 23 26 29 32 35
21 24 27 30 33 36
37 40 43 46 49 52

Fevereiro
2023 38 41 44 47 50 53
39 42 45 48 51 54

5.2.2 Analise por Cromatografia Liquida (HPLC-PDA)

A etapa de pré-concentracdo da amostra promoveu um fator de
concentracdo de 150x da cianotoxina, possibilitando deteccdo de menores
concentragcbes no método cromatografico. Foi construida a curva analitica pré-
concentrada, a partir de amostras de agua ambiental sabidamente n&o contaminada

e artificialmente fortificada com padrao de MC-LR. Os pontos da curva foram
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construidos em volume de 150 mL nas concentracées de 0,3; 0,8; 1,3; 2,0, 2,5; ¢ 3,0
ug.L'. Posteriormente, foram submetidos ao processo de pré-concentragéo, eluigao,
secagem e ressuspensao em Metanol grau HPLC, semelhante ao das amostras, para
atingirem o fator de concentragcdo de 150x. Através da curva analitica na faixa de
trabalho de 0,3 a 3,0 ug.L", foi obtido coeficiente de correlagdo R? = 0,9941 e a
equacao da reta (Equacdo 2), na qual y é o valor da area do pico obtido no
cromatograma, e x equivale ao valor de MC-LR em pg.L" (Figura 26). O limite de
deteccgédo (LD) e quantificagdo (LQ) do método previamente validado no laboratorio é

de 0,27 e 0,91 pg.L", respectivamente.

Equacao 2
y = 1368,7x + 5130,8

Figura 26 - Curva analitica de calibragdo pré-concentrada na faixa de
trabalho 0,3 a 3,0 ug.L™", por HPLC-PDA.
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Ap6s a analise em ftriplicata das 51 amostras pelo método
cromatografico, duas amostras de um mesmo lago, e coletadas no mesmo periodo,
apresentaram contaminagdo de 6,98 e 1,02 ug.L"' (outubro, Lago 1, Tabela 3). A

amostras 1 foi diluida em agua ultrapura para se encaixar na curva de calibracao.
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Além disso, a terceira amostra coletada nesse lago e nesse periodo teve a ocorréncia

de microcistina identificada, porém abaixo do LQ, e por isso ndo pdde ser quantificada.

Tabela 3 — Monitoramento de MC-LR por HPLC-PDA.

Microcistina (ug.L™)

Lago Outubro Dezembro Fevereiro
6,98+ 1,02z
1 0.23 0,04 <LQ ND ND ND ND ND ND
2 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
3 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
4 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
5 - - - ND ND ND ND ND ND
6 ND ND ND ND ND ND ND ND ND

ND — Nao detectado, considerando LD = 0,27 ug.L".
<LQ - Valor abaixo do LQ do método, considerando LQ = 0,91 pg.L".

Diversas amostras apresentaram ruido no cromatograma, incluindo
no tempo de retengdo proximo ao pico do analito, MC-LR, indicando que o método de
preparo de amostra se mostrou nao totalmente eficiente. Os ruidos podem ter omitido
algum pico menor de toxina e impedido a identificacdo de contaminagcdo em algumas
amostras. Isso poderia ser melhorado com mais etapas de limpeza da amostra, ou
uma melhor etapa de extragdo da toxina a fim de diminuir efeitos de matriz e
possibilitar detec¢ao de valores proximos ao limite minimo de detecgédo do método.

O cromatograma do padrdo de MC-LR (2.000 ug.L"), e das amostras
1 e 2, referentes ao Lago 1, em outubro, correspondendo a contaminagéo de 6,98 e
1,02 ug.L™", estdo representados na Figura 27.

Pavlova et al. (2015), estudaram a ocorréncia de cianotoxinas em
corpos d’agua por HPLC-PDA, no periodo de 2012 a 2014 na Bulgaria, e detectaram
a ocorréncia de MC-LR em todos os lagos estudados. A concentragao de microcistina
encontrada variou entre 0,1 a 1,8 pg/L. Além disso, também identificaram que a
ocorréncia de cianotoxinas variou de acordo com o periodo analisado (Pavlova et al.,
2015). A temperatura ideal e favoravel ao crescimento das cianobactérias é acima de
25°C, enquanto a producdo de cianotoxinas ocorre principalmente entre 18 e 25°C.

Temperaturas inferiores a 10°C e superiores a 30°C reduzem a producgao da toxina
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(Ramos et al., 2015). Dessa forma, a estagdo do ano pode estar associada ao periodo
de maior aparecimento de cianobactérias e consequentemente produgao de toxinas,

devido a temperaturas ideais de crescimento, bem como acumulo de nutrientes.

Figura 27 - Cromatograma de HPLC-PDA de padrdao de MC-LR (2.000 ng.L"), e
amostras 1 e 2, referente ao lago 1 em outubro 2022.
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Na regido de Londrina, Cambé e Apucarana, onde sao localizados os
lagos estudados, a temperatura média é entre 18 e 30°C nos meses de outubro a
janeiro, periodo em que ocorreu o estudo, sendo dentro da faixa de temperatura ideal
para producgao da toxina. Além disso, outros fatores podem ser considerados, como a
ocorréncia de nutrientes, provenientes de dejetos humanos ou industriais préximos a
localizagdo do lago, que aumentam a concentragdo de nutrientes como fosforo e
nitrogénio, além de radiagao solar, pH, saturacdo de oxigénio. As duas amostras que
apresentaram MCs foram coletadas em outubro, no final da estiagem. Nos préximos
meses, pode ter havido diluigdo por conta da precipitagao, o que justificaria as baixas
concentracdes da toxina.

Em Caruaru, Pernambuco, Brasil, foi verificada a ocorréncia de

microcistina, em rios de abastecimento de centro industrial na qual todas as amostras
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foram positivas para a toxina e para a ocorréncia de floragdes de cianobactérias. Foi
utilizado pré-concentragao de amostras pelo método de cartucho SPE com eluicdo em
metanol, e separagdo cromatografica e identificacdo por HPLC-PDA. As
concentragdes de microcistina encontradas variaram de 23,33 a 1814,88 ug.L™". Os
autores ressaltaram a importancia do controle e vigilancia de rios e mananciais,

principalmente os destinados ao abastecimento hidrico (Ramos et al., 2015).
5.2.3 ELISA — QuantiPlate Kit for Microcystins

O kit comercial Envirologix QuantiPlate Kit for Microcystins foi utilizado
para a deteccdo imunoenzimatica da cianotoxina de acordo com as recomendacdes
do fabricante. O teste € um imunoensaio competitivo e possui limite de detecgéo (LD)
igual a 0,1 pg.L-", enquanto o limite de quantificagéo é igual a 0,2 ug.L™". A partir das
solugdes controle do kit, foi realizada a curva analitica do teste, com linearidade na
faixa de 0,2 a 2,0 yg.L-' de MC-LR (Figura 28).

Figura 28 - Curva analitica de calibracdo do ELISA QuantiPlate Kit for Microcystins.
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A curva analitica considera o valor de %B0, que € um valor utilizado

para o calculo que minimiza as diferengas dentre varios ensaios realizados, através
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da comparagao com os valores de absorbancia dos padrdes que se mantém constante
(Equacéo 3). Dessa forma, a curva analitica construida obteve a Equacéao 4; com valor

de R2=0,9851; onde y é o valor de %B0, e x equivale ao valor de MC-LR em pg/L.

Equacao 3

%B0 = DO média do Controle ou Amostra < 100
*"~ 7 "DO média do Controle Negativo

Equacao 4
y = —33,297x + 98,188

As amostras foram analisadas em duplicata pelo teste, sem realizacao
de concentracdo, apenas filtracdo para retirar impurezas. Com os valores de
absorbancia foi calculado a %B0, e em seguida calculado o valor de MC a partir da
equacgao da reta. Foi verificada a ocorréncia de MC em 7 amostras. Os resultados
obtidos dentre todas as amostras foram de ndo detectado (ND) a 6,26 ug/L. Todas as
amostras que apresentaram contaminagao foram de um mesmo lago. A amostra de
numero 1 obteve inicialmente um valor alto fora da curva de calibracao, e entao foi
diluida na proporcao 1:8 em agua destilada, e o resultado foi multiplicado pelo fator

de diluicdo. Os resultados sao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Monitoramento de MC-LR por ELISA QuantiPlate Kit for Microcystins.

Microcistina (ug.L"")

Lago Outubro/2022 Dezembro/2022 Fevereiro/2023
1 6,26+ 083+ 061+ 050+ 043+ 037+ 0,33% ND ND
0,13 0,06 0,01 0,06 0,03 0,02 0,03
2 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
3 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
4 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
5 - -- - ND ND ND ND ND ND
6 ND ND ND ND ND ND ND ND ND

ND — Nao detectado, considerando LD = 0,1 pg.L™".
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Somente uma amostra, coletada em outubro no Lago 1 apresentou
contaminagao de MC-LR maior do que o permitido pela legislagdo. No entanto, o valor
encontrado (6,26 ug.L") € mais de 6x superior ao limite maximo e merece atencéo.
Além disso, outra amostra coletada no mesmo lago e no mesmo periodo apresentou
contaminagao proximo ao limite permitido. Vale ressaltar também que todas as

amostras que apresentaram alguma contaminagao de MC foram do Lago 1.

Tabela 5 — Monitoramento de MC-LR no Lago 1, ELISA.

Microcistina (ug.L")

Ponto de
amostragrem Outubro Dezembro Fevereiro
Ponto de coleta 1 . 6,26°+£0,13 0,502+ 0,06 0,33 0,03
Ponto de coleta 2 '\ieg;aa 0,83+ 0,06 0,432+0,03 ND
Ponto de coleta 3 0,61+ 0,01 0,372+ 0,02 ND
Positividade* 100% 100% 33,33%

ND - Nao detectado.

*Positividade — porcentagem de amostras positivas por periodo.

Médias com letras diferentes na coluna possuem diferenga significativa entre si; teste de Tukey a 5%
de significancia (p<0,05).

Houve 100% de contaminagdo do lago nos meses de outubro e
dezembro do ano de 2022. A amostra coletada no 1° ponto de coleta em outubro
contrastou com todas as demais por um nivel de contaminagdo mais alto. Esse achado
caracteriza uma contaminagao pontual do lago, indicando situagao atipica e possivel
causa antrépica, além de possivel interferéncia climatica e ambiental. Em dezembro
a contaminagéao do lago foi mais homogénea entre os trés pontos coletados, e ja em
fevereiro, houve deteccido de apenas uma amostra contaminada com MC, e em baixos
niveis.

Apesar dos niveis encontrados na maioria das amostras né&o
ultrapassar o limite maximo permitido pela legislagéo, o alto indice de positividade do
lago indica possibilidade de novas contaminag¢des pontuais de MC, como no caso de

outubro.
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Anderson et al. (2023) avaliaram a ocorréncia de microcistina em um
corpo d’agua nos EUA por ELISA, em amostras coletadas mensalmente ao longo do
periodo de 6 anos. Foi o primeiro trabalho a apresentar ocorréncia simultdnea de MC
e acido domoaico e, apesar dos baixos niveis da cianotoxina que foram encontrados,
houve deteccdo em todas as estagdes estudadas, com predominancias das maiores
concentragdes durante o outono e verado. Dessa forma, € importante o monitoramento
da regido e melhor entendimento dos riscos de exposi¢do humana cronica a toxina.
Quando em baixas concentragdes, a exposi¢do a longo prazo a toxinas representa
grande perigo ao ambiente e a saude dos animais e humanos.

A ocorréncia de MC na agua acarreta na contaminagcao dos animais
aquaticos presentes ali, e consequentemente na contaminacdo do humano que pode
eventualmente se alimentar do animal. Em humanos, pode causar hepatotoxidade,
injuria renal e problemas reprodutivos (Anderson et al., 2023).

Um trabalho de revisao realizado com os dados de contaminagao por
microcistinas no continente africano, entre o periodo de 1989 a 2019, revelou que em
12 dos 15 paises com dados disponiveis, houve deteccdo de toxina maior do que
previsto pela OMS. As maiores concentragdes de contaminagao foram encontradas
em reservatorios, seguido de lagos e outros tipos de aguas. Dentre as zonas
temperada, arida e tropical, o clima temperado apresentou maiores indices de
positividade e maiores concentragées de MC (1381 ug.L"), representando um alto
risco ecoldgico em diversos corpos d’agua, inclusive utilizados para consumo humano
(Zhao et al., 2023).

Liu et al. (2023) produziram e validaram um kit de imunoensaio ELISA
competitivo indireto para monitoramento da contaminagéo por MC-LR com limite de
deteccdo 0,15 pg.L', e investigaram métodos de mascarar efeito de matriz.
Verificaram que a diluicdo da amostra em agua e diluicdo do anticorpo em tampéao

fosfato, BSA e etileno diamina acido tetra acético (EDTA) sao eficientes.
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Tabela 6 - Comparacao dos resultados obtidos por HPLC-PDA e ELISA Quantiplate
Kit for Microcystin.

Microcistina (ug.L™")
HPLC-PDA ELISA
6,98 £ 0,23 6,26 £ 0,13
1,02 £ 0,04 0,83+ 0,06

<LQ 0,61+ 0,01
ND 0,50 + 0,06
ND 0,43 £ 0,03
ND 0,37 £ 0,02
ND 0,33 +0,03

LQ = 0,91 ug.L"' (HPLC-PDA)
LD = 0,27 pg.L-' (HPLC-PDA)
LQ = 0,20 pg.L-" (ELISA)
LD = 0,10 ug.L" (ELISA)

Apesar de alguns dos valores encontrados em algumas amostras pelo
ELISA terem resultados superiores ao Limite de Deteccdo do método utilizado em
HPLC-PDA, essas amostras nao tiveram MC detectada pelo método cromatografico,
possivelmente pela ocorréncia de ruidos no cromatograma e/ou interferéncias na
etapa de pré-concentracdo da amostra.

Silva et al. (2019), estudaram a contaminagdo temporal do rio
Tapajés, em Santarém, Amazoénia, Brasil, por método ELISA, e identificaram a
ocorréncia de MC em todo o periodo estudado, sendo a maior concentragcao
encontrada associada a ocorréncia do género Microcystis sp. A contaminagao
encontrada variou de 0,01 a 0,10 pg.L', mostrando grande eficiéncia e alta
sensibilidade do método imunoldgico. Diferentemente de outros estudos, este trabalho
nao apresentou diferenca significativa nos niveis de contaminacao por MC de acordo
com a sazonalidade. Apesar dos valores encontrados serem menores do que o limite
permitido pela legislagdo para potabilidade, destaca-se a importancia do
monitoramento de aguas recreacionais, pois a ocorréncia de cianobactérias
potencialmente toxigénicas possibilita que novas floragdes acontecam e representem
perigo a populagéo local (Silva et al., 2019).

Os métodos de ELISA e LC-MS/MS (Cromatografia Liquida —
Espectrometria de Massa) sdo comumente utilizados na detecgéo de cianotoxinas. E
importante observar que na técnica de ELISA deve-se considerar a reatividade

cruzada de ligacao, e consequentemente a variabilidade das moléculas de MC (He et
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al., 2018). Quando comparado com HPLC-PDA, o método LC-MS apresenta melhor
definicdo na identificagcdo da molécula, porém o HPLC-PDA ja é capaz de oferecer
boa sensibilidade metodoldgica a niveis de nanograma, dependendo do analito, e esta
em ascensdo com avangos e melhorias em resolugéo e seletividade de substancias,
com a possibilidade de detecgao de diferentes analitos em uma mesma analise (Hiskia
etal., 2017).

Guo et al. (2017), também compararam as metodologias ELISA e LC-
MS/MS na detecgdo de MC em agua. Demonstraram que os resultados do ELISA
devem ser avaliados com cuidado devido a reagdes-cruzadas que levam a
variabilidade dos resultados, deteccao de diferentes variantes de microcistina, levando
a superestimacéao de resultados. A detecgao da MC da amostra € dependente do tipo
de variante da molécula é utilizada no padrao de calibracdo. A boa sensibilidade do
método permite baixos limites minimos de deteccao, ideais para quantificacdo de
pequenas concentragbes da toxina. No entanto, deve-se atentar também ao limite
maximo do método, pois as amostras com concentragcdes superiores a esse valor
devem ser diluidas para se enquadrar na curva de calibrac&o. A diluicdo pode causar
variabilidade da calibracédo e perda da linearidade da curva, resultando em alteracao
da absorbancia e diferengas de resultado (Guo et al., 2017; He et al., 2018).

Nos testes em LC-MS/MS na deteccéo da toxina, observaram efeito
de matriz amostral, sendo necessario aplicacdo de medidas de controle de qualidade.
Apesar de apresentar boa sensibilidade e especificidade frente as variantes de MC, o
método ndo foi capaz de detectar moléculas oxidadas de toxina, que podem surgir
nos casos de tratamento de agua com ozdénio (Guo et al., 2017; He et al., 2018).

Mostrando a eficiéncia do método HPLC-PDA na detec¢do de MC em
diversas matrizes, Wijewickrama e Manage (2019) utilizaram o método para avaliar
plantas expostas laboratorialmente com agua naturalmente contaminada com MC-LR
proveniente de lago hipereutrofizado. Os niveis de toxinas foram detectados e
quantificados pelo método.

Fastner et al. (2002) fizeram um levantamento e comparagao entre 31
laboratérios em 13 paises quanto a analise de padrao de MC-LR e amostras de campo
por diferentes métodos de detecgao, HPLC-PDA/UV, HPLC-MS, ELISA, e Ensaio de

inibicao da enzima fosfatase. Verificaram bom desempenho dos métodos na deteccéo
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de MC nos dois tipos de amostras, e ressaltaram a maior repetibilidade do ELISA na
deteccdo do padréo de MC-LR. Além disso, na avaliagao de amostras naturais, HPLC-
PDA/UV mostrou maior variabilidade de resultados, associado ao método de extracao
e detecgao da toxina. Concluiram que todos os métodos avaliados possuem melhor
desempenho e precisdo na deteccdo e quantificagcdo do padrdo de toxina, em
comparagao com amostras naturais. Também destacaram a importancia do uso de
padroes com estabilidade adequada, apds constatar variabilidade quando usado
padrdes produzidos intralaboratorialmente, em comparagdo com o comercial.

Além das diferengas no LD e LQ entre o método de ELISA e HPLC,
ha varias caracteristicas que merecem atencdo. ELISA tem maior sensibilidade,
gragas a caracteristica imunolégica, no entanto, apresenta menor especificidade,
devido a possiveis reagdes cruzadas dentre os analogos de MC, como MC-LR, MC-
LA, MC-RR e MC-YR. A ocorréncia de reatividade cruzada pode explicar a diferencga
entre valores distintos de MC quantificados em uma mesma amostra por ELISA e
HPLC-PDA. Além disso, diferente preparo de amostra e efeito de matriz também
podem ser fatores de interferéncia de analise. Dessa forma, € importante a correlacao
de dados entre diferentes metodologias e cuidado para expressar resultados (Szlag
et al., 2015).

Szlag et al. (2015) verificaram a ocorréncia de cianobactérias e
cianotoxinas em cinco estagdes de tratamento de agua por HPLC-PDA e ELISA. O
estudo detectou a ocorréncia de MC em 56% das amostras, em concentragdes entre
0,05 e 0,25 pg.L", ocorrendo em 4 das 5 estagdes estudadas. Apenas uma amostra
ultrapassou o limite estabelecido pela OMS de 1 pg.L'. Dentre as amostras
analisadas apoés o tratamento da agua, nenhuma MC foi detectada. A quantidade de
cianobactéria e a concentracdo de cianotoxinas nao foi correlacionada em todas as
amostras.

Em estudo de comparacao sobre o desempenho de ELISA e HPLC-
PDA, e efeito de coleta da amostra para analise de MC, foram coletadas amostras do
lago de Constancga, localizado na Europa Central, durante o periodo de trés anos, o
qual teve alta positividade para ocorréncia da toxina. Os resultados obtidos com a
técnica de ELISA chegaram a ser quatro vezes maiores que os valores obtido por

HPLC-PDA, sugerindo que diferentes analogos da toxina podem ter sido quantificados
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ou houve interferéncia de outro fator na analise. Outros achados na literatura também
constam valores maiores para analises por ELISA do que por HPLC-PDA, enquanto
0 método cromatografico apresenta menos da metade da variagdo apresentada pela
técnica imunoenzimatica. Dessa forma, € recomendado que para melhor
confiabilidade de resultados seja utilizado ndo apenas um método de quantificagao,
mas a combinacao de parametros quimicos e imunolégicos (Tillmanns, Pick, Aranda-
Rodriguez; 2006).

5.3 Analise Microbioldgica - Coliformes

Os resultados da Tabela 7 mostram o grau de contaminagao
microbiolégica quanto a coliformes totais e termotolerantes dos lagos avaliados pelo

método de NMP, representativo das amostras coletadas em fevereiro/2023.

Tabela 7 - Numero mais provavel (NMP) de unidades formadoras de colbnias de
coliformes totais / termotolerantes por mL dos lagos estudados.

Lago Coliformes Totais NMP/mL Coliformes Termotolerantes NMP/mL
1 43,0 <3,0
2 23,0 <3,0
3 3,6 3,6
4 9,2 3,6
5 93,0 9,2
6 9,2 <3,0

Intervalo de confianga (95%); Fonte: Silva et al. (2010).

O lago 5 apresentou a maior contaminagdo microbiologica de
coliformes totais e termotolerantes dentre todos os lagos estudados. O lago 1, que
que teve mais amostras positivas para MC, apresentou contaminagcdo microbiolégica
intermediaria, em comparagdo com os demais lagos. Dessa forma, os dados nao
corroboram entre maior contaminagdo microbioldgica de coliformes com maior
concentracdo de MC. No entanto, vale ressaltar que a analise microbiolégica de

coliformes foi realizada com as amostras coletadas em fevereiro, onde apenas 1
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amostra do lago 1 apresentou MC. Possivelmente seriam necessarias mais analises,
tanto microbioldgicas, quanto quimicas para uma correlagéo entre os dados.

A contagem de coliformes totais e termotolerantes € utilizada como
um parametro de indicagdo da qualidade da agua e indicio de contaminagao fecal. A
maior quantidade de matéria organica presente num corpo d’agua pode ser sugestiva
da ocorréncia de floragdes de cianobactérias potencialmente toxigénicas. Em aguas
recreacionais, foi definido que contagem superior a 126 UFC.100ml" indica alto risco
a saude humana, pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (USEPA, 2012). A
relacdo entre contaminagcdo fecal e concentracdo de cianobactérias nao esta
totalmente esclarecida, embora alguns estudos correlacionaram a ocorréncia de
cianobactérias com concentragdes de microcistina, e outros ndo (Gangi et al., 2022).

A Diretriz Ambiental do CONAMA, Resolugao 357/2005, determina os
parametros para classificacdo de corpos d’agua, e considera coliformes totais,
turbidimetria, fosforo total, oxigénio dissolvido, clorofila-a, cianobactérias, dentre
outras caracteristicas. Costa et al. (2014), verificaram que o aumento da concentragéo
de fésforo diminui a qualidade da agua, aumentando cianobactérias, clorofila-a,
turbidimetria e coliformes termotolerantes, e diminuindo o oxigénio disponivel. O
periodo de coleta da amostra pode influenciar nos resultados, pois estagdes chuvosas
podem acarretar aumento de nutrientes do corpo d’agua trazidos pela propria chuva,
e por outro lado pode aumentar o volume de agua do reservatorio e diluir os nutrientes
presentes (Costa et al., 2014).

Pip e Allegro (2010), estudaram a correlacao entre 12 parametros da
qualidade da agua do Lago Winniping, no Canada. As maiores concentragdes de
microcistina foram relacionadas diretamente proporcional com niveis de nitrato e
fésforo inorganico soluvel, e inversamente proporcional ao cobre. A contagem de
coliformes totais foi maior nos locais coincidindo com maiores turbidimetria,

temperatura, fosfato inorganico e matéria organica.
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5.4 Identificagcao de Cianobactérias

Na identificagdo morfologica das cianobactérias, foram encontradas
estruturas comparavelmente semelhantes ao género Microcystis (Figura 29 e 30). A
afirmagao do nome de um organismo ¢ dificil e deve ser feita atentamente, levando
em consideracdo suas caracteristicas morfolégicas, bioquimicas, ultraestruturais,
genéticas e ecoldgicas, além de depender também do nivel de experiéncia do analista.
No caso de incerteza, € recomendavel que a identificagdo ndo seja feita, ou entdo,
que seja realizada em categorias taxonémicas superiores, como familias ou ordens
(Sant’Anna, 2006). Sendo assim, os organismos encontrados nas amostras de agua
desse trabalho foram classificados como sugestivamente pertencente a um género de
cianobactéria, porém nao foram identificados confirmativamente.

Dentre as caracteristicas morfolégicas de cianobactérias que podem
ser identificadas no microscopio 6tico estdo a coloragao verde azulada e conteudo
celular mais uniforme, quando comparadas as algas planctdnicas. Apesar de n&o
possuirem plastos, podem apresentar granulos e aerétopos (Sant’Anna, 2006). Nas
trés amostras de fevereiro analisadas do lago 1, foram identificadas células
morfologicamente semelhantes ao género Microcystis. Esse achado corrobora com o

lago que apresentou contaminagao por MC.



Figura 29 — Achados sugestivos de Microcystis, visualizagdo da
amostra 1 (outubro, Lago 1), em microscopia 6tica, em aumento de 4,
10, e 40x.

Fonte: Arquivo pessoal (2022)

Figura 30 - Microcystis aeruginosa visualizada em microscopia 6tica.
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A temperatura ideal e favoravel ao crescimento das cianobactérias é
acima de 25°C, enquanto a producgao de cianotoxinas ocorre principalmente entre 18
e 25°C. Temperaturas inferiores a 10°C e superiores a 30°C reduzem a producgéo.
Normalmente, o bloom de cianobactérias inicia com apenas uma especie
potencialmente formadora de bloom. Dependendo das caracteristicas de temperatura,
presenca de determinados nutrientes, intensidade de luz, CO:2 dissolvido, ocorre a
sucessao de espécies dominantes, favorecendo-as (Ramos et al., 2015; Bashir et al.,
2023).

Ramos et al. (2015) verificaram em seu estudo que no periodo seco
observaram maiores concentracdes de toxinas e cianobactérias nas amostras do que
no periodo chuvoso, possivelmente por ocorre diluicdo dos nutrientes presentes no
corpo d’agua devido ao aumento do volume de agua causado pelas chuvas e
precipitacdes pluviais. O ponto do estudo em que houve maiores identificagdes de
cianobactérias e toxinas foi o de maior despejo de dejetos industriais € menor volume
de agua e menos correnteza, onde é facilitada a fixagdo de col6nias e eutrofizagéo
(Ramos et al., 2015).

Da mesma forma, Machado et al. (2016) encontraram cianobactérias
no reservatério de Guarapiranga tanto no periodo de seca, quanto no periodo
chuvoso, porém foi ressaltado que a biomassa encontrada no periodo seco foi maior.
A baixa qualidade da agua do local foi associada a grande quantidade de nutrientes
disponiveis, que possibilita aumento de floragdes, principalmente de espécies
potencialmente toxicas.

Uma alternativa na detec¢do rapida e assertiva de géneros de
cianobactérias potencialmente toxigénicas é a técnica Reacdo em Cadeia da
Polimerase Quantitativo (QPCR) acoplada a dispositivos de amostragem passiva.
Aptadmeros como biossensores na deteccao de diversos genes alvos (DNA) de
cianobactérias e/ou outros diversos poluentes presentes na agua demonstraram perfil
microbiano mais completo e seguro capaz de representar risco de contaminagao por
cianotoxina (Redden et al., 2013; Flores-Contreras et al., 2022).

A ocorréncia de cianobactérias potencialmente toxigénicas foi

estudada no reservatério Cheffia, na Argélia, procedendo confirmagdo microbiana
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associando técnica morfoldgica e molecular (sequenciamento genético), enquanto a
toxina foi verificada associando analitica e molecular. Dentre os 28 géneros
identificados, o mais frequente foi Microcystis spp., incluindo a espécie Microcystis
aeruginosa, corroborando com demais dados da literatura. MC-LR foi detectada por
HPLC-PDA e LC-MS, associado com gene mcyE analisado por PCR (Benredjem et
al., 2022).

Forastier et al. (2016) avaliaram a toxicidade de M. aeruginosa no Rio
Parana, na jusante da barragem de Yacyreta, na Argentina, considerando a
importancia como principal fonte de agua para o consumo na regiao nordeste do pais.
O estudo realizado entre os anos de 2004 a 2008 analisou a toxina por método
quimico (HPLC-PDA) e ensaio biologico, aliado biomassa e ocorréncia de
cianobactérias por microscopia invertida. M. aeruginosa foi detectada nos meses
quentes, de novembro a marco; todas as amostras positivaram com MC,
principalmente a MC-LR, quantificada entre 0,09 a 37,7 ug.L'. O ensaio bioldgico

demonstrou hepatotoxicidade em todos os ratos testados.
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6. CONCLUSAO

O hibridoma linhagem MC 8-3 produziu AcM com atividade anti-MC-
LR. Em um dos lagos estudados foi identificada e quantificada a ocorréncia de MC-
LR. A técnica cromatografica HPLC-PDA nao apresentou sensibilidade equivalente ao
meétodo imunolégico ELISA. Os AcM produzidos podem ser utilizados posteriormente
como ferramentas imunoldgicas para detecgdo da MC-LR com alta sensibilidade.

A ocorréncia de MC-LR no lago 1 ndo foi homogénea nos trés
periodos de analise, demonstrando uma possivel contaminagdo pontual de
cianobactérias. A contaminagao total variou de ND a 6,26 ug.L™! por ELISA e entre ND
a 6,98 ug.L" por HPLC, corroborando com o achado de cianobactéria no lago 1 com
maior concentragdo de MC-LR. Embora apenas uma amostra seja quantificada com
valor acima do recomendado pela OMS (1 ug.L"), deve-se considerar o fator de risco
tendendo aumento de frequéncia, recomendando-se conduzir medidas para evitar
floragbes. Apesar de n&o-correlagdo entre lago com maior contaminagdo por
coliformes totais termotolerantes e contaminacdo de MC-LR, vale ressaltar que
coliformes é o parametro principal de qualidade aquatico. O método imunoldgico se
mostrou mais sensivel, em comparagdo ao cromatografico, dessa forma, fazendo-se
importante a produgao de AcM em laboratérios, a fim de expandir o uso destes como
Imunobioferramentas sensiveis, e otimizar as metodologias de deteccao de analitos,

especialmente toxinas, presente e importantes a niveis muito baixos.
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