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FRANCABANDIERA, Anié Ieda. Genotoxicidade Subcroénica de Microcystis aeruginosa,
Aflatoxina B; e Herbicida a Base de Glifosato em Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).
2007. 101f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2007.

RESUMO

No agronegobcio brasileiro, a piscicultura se destaca como atividade em expansdo, cujo €xito
depende da qualidade da agua e da alimenta¢do. O manejo inadequado da ra¢do, composta por
grao susceptivel a contaminag¢do com aflatoxina B; (AFB,), favorece a eutrofizagdo da agua,
causando floragdo de cianobactérias, principalmente de Microcystis aeruginosa produtora de
microcistina (MC), uma hepatotoxina promotora de tumor. A zona agricola também contribui na
contaminagdo do ambiente aquatico através da lixiviacdo de agrotoxicos utilizados na plantagao,
como Roundup® (glifosato). Considerando a co-exposi¢io de peixe a estes contaminantes,
avaliou-se a genotoxicidade subcronica da associa¢ao entre AFB;, M. aeruginosa linhagens
BCCUSP 262 (produzindo MC-LR, -LF, -LW e 7-desmetil-MC-LR) e NPLJ 47 (somente MC-
LR) e Roundup® em tilapia (Oreochromis niloticus) durante 185 dias (t;ss). As tilapias (N=210)
foram distribuidas em 7 tratamentos: CN - Controle, T1 - AFB; intraperitonial (i.p.) (10 pg/kg)
em to; T2 - BCCUSP 262 i.p. (1x10° células/kg equivalente a 488x10™ ug MC/kg) em te, ti16 €
t176; T3 - Roundup® (2,4 mg isopropilamina de glifosato/L) em trés periodos: a) tss, ts, ta2, b) tos,
tog, tos, C) tiae, tias, tiso; T4 - T2+T3; TS - TI+T2+T3; T6 - T1+50% BCCUSP 262 com 50%
NPLJ 47 ip. (5x10* células de cada linhagem/kg equivalente a 244,6x10™* ng MC/kg)+T3.
Amostras de sangue foram coletadas apds 24 h de exposi¢do a cada contaminante e analisadas
pelo Ensaio Cometa e Teste do Microntcleo. O CN apresentou escore médio de cometa elevado
durante o experimento, provavelmente devido a alta densidade inicial (5,6 g/L), sendo esta
comum em criacao intensiva de peixe. Contudo, o CN apresentou predominio de cometas classe
0 e 1, seguidos por freqiiéncia média de micronucleo entre 0,3+0,5 a 1,2+1,6 em 2000
eritrocitos/animal. No periodo t;, o tratamento T1 apresentou escore médio de cometa (76£16) e
freqiéncia média de micronucleo (11,3£3,9) superiores ao CN (p<0,05), indicando a
mutagenicidade da AFB;. No periodo t;s, o tratamento T1 apresentou escore médio de cometa de
269+12, porém com freqiiéncia média de microntcleo de 1,5+1,1, sugerindo genotoxicidade
prolongada induzida por AFB;. Os escores médios de cometa no periodo t;;7, dos tratamentos T1
(177£36), T2 (181+40), T3 (222+28), T4 (178+£33) e T6 (191£23) e, no periodo t;7;, do
tratamento TS (147+24) foram superiores ao CN (p<0,05), indicando genotoxicidade induzida
por exposi¢io subcronica a AFB;, M. aeruginosa e Roundup®. No periodo to7, as freqiiéncias
médias de micronucleo obtidas nos tratamentos T2 (5,2+2,2), T3 (3,7£1,9), T4 (3,8 £ 0,8) ¢ T6
(6+2,1) também foram superiores ao CN (p<0,05), sugerindo o potencial mutagénico destes
tratamentos em carater subcronico. Nao houve diferencga significativa entre tratamentos T1, T2,
T3, T4, T5 e T6 ou interacdo entre AFB;, M. aeruginosa e Roundup® em sangue de tilapia. No
entanto, observou-se tendéncia de maior freqiiéncia de cometas classe 2 e 3 nos tratamentos com
os trés contaminantes (T4, TS5 e T6) no periodo t;s;. O fato sugeriu o perigo da co-exposi¢do a
estes contaminantes ambientais, devendo-se prosseguir o estudo com ensaios a médio e longo
prazo, utilizando doses sub-letais proximas a faixa de contaminacao natural.

Palavras-chave: Microcistina. Aflatoxina B Glifosato. Genotoxicidade. Subcronica. Tilapia.



FRANCABANDIERA, Anié Ieda. Subchronic Genotoxicity of Microcystis aeruginosa,
Aflatoxin B; and Glyphosate Based Herbicide in Nile Tilapia (Oreochromis niloticus). 2007.
101f. Dissertation (Master’s Degree Food Science) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2007.

ABSTRACT

In Brazilian agribusiness, fish farming is an expanding activity with successful goal dependent on
quality of water and feed. Feed is composed by grain susceptible to aflatoxin B; (AFB))
contamination and inadequate feeding management enhances water eutrophication which causes
cyanobacterial bloom, mainly of Microcystis aeruginosa able to produce microcystin (MC), a
tumor promoting hepatotoxin. Agricultural region also contributes to aquatic environmental
contamination by leaching of herbicides used in crops, as Roundup® (glyphosate). Considering
the co-exposition of fish to these contaminants, the subchronic genotoxicity induced by
association of AFB;, M. aeruginosa BCCUSP 262 strain (producing MC-LR, -LF, -LW and 7-
desmethyl-MC-LR) and NPLJ 47 strain (only MC-LR) and Roundup® were evaluated in tilapia
(Oreochromis niloticus) during 185 days (t;gs5). Tilapias (N=210) were divided in 7 treatments:
CN — control, T1 - AFB intraperitonial (i.p.) (10 pg/kg) at to; T2 - BCCUSP 262 i.p. (1x10°
cells/kg equivalent to 488x10™* pug MC/kg) at te, ti16 and t;76; T3 - Roundup® (2.4 glyphosate
isopropilammonium mg/L) at three periods: a) tss, tao, taz, b) too, tos, tos, C) tias, tias, tiso; T4 -
T2+T3, T5 - TI+T2+T3, T6 - T1+50% BCCUSP 262 with 50% NPLJ 47 i.p. (5x10" cells of each
strain/kg equivalent to 244,6x10™* g MC/kg)+T3. Blood samples were collected 24 h after each
contaminant exposition followed by Comet Assay and Micronucleus Test. High comet scores
were observed in CN throughout the experiment, probably due to high initial density (5.6 g/L),
which is common in intensive fish farming. However, comet class 0 and 1 prevailed in CN
followed by micronuclei frequency range of 0.3+0.5 to 1.2£1.6 in 2000 erythrocytes/animal.
Comet score (76+16) and micronuclei frequency (11.3£3.9) at t; were higher in T1 treatment than
in CN (p<0.05), indicating mutagenicity of AFB,. At t;3 comet score in T1 treatment was 269412,
although micronuclei frequency was 1.5+1.1, suggesting prolonged genotoxicity induced by
AFB;. Comet scores in T1 (177£36), T2 (181+40), T3 (222+28), T4 (178+33) and T6 (191+23)
treatments at t;;7 and in T5 treatment (147+24) at t;7; were higher than in CN (p<0.05), indicating
AFB;, M. aeruginosa and Roundup® induced subchronic genotoxicity. Micronuclei frequencies
at to7 in T2 (5.242.2), T3 (3.7+1.9), T4 (3.8+0.8) and T6 (6+2.1) treatments were also higher than
in CN (p<0.05), suggesting mutagenic potential of these treatments at subchronic profile. There
was no significant difference among T1, T2, T3, T4, TS5 and T6 treatments as well as AFB;, M.
aeruginosa and Roundup® interaction analyzed in tilapia blood. However, higher frequency trend
of comet class 2 and 3 was observed in treatments using the three contaminants (T4, T5 and T6)
at t;51. The data suggested the hazard of co-exposition to these environmental contaminants and
further study should emphasize on long and medium term evaluation using sublethal dose nearby
natural contamination range.

Keywords: Microcystin. Aflatoxin By Glyphosate. Genotoxicity. Subchronic. Tilapia.
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1 INTRODUCAO

A sociedade moderna tem buscado por alimentos considerados seguros, isto &,
que ndo oferecem qualquer risco a satde. Logo, tem se exigido maior rigor nos mecanismos de
controle e fiscalizacdo da cadeia produtiva de alimentos, visando prevenir ou diminuir o risco de
contaminagdo, decorrente de causa natural ou antropogénica, em especial de ingredientes
primdrios, representados por graos, frutas, hortalicas e dgua.

A contaminacdo de géneros alimenticios por fungos produtores de toxina ¢
comum e atinge principalmente graos, constituintes basicos da alimentacdo humana e animal. As
aflatoxinas sdo metabolitos secundarios de fungos do género Aspergillus, caracterizadas por
efeito hepatotoxico, mutagénico, carcinogénico ¢ teratogénico. A aflatoxina B; ¢ a de maior
ocorréncia e poder toxigénico, classificada como cancerigeno primdrio e relacionada com a
etiologia do cancer hepatico no homem.

O despejo de residuos provenientes de centros urbanos, industriais e areas
agricolas em rios e lagos ocasiona o enriquecimento artificial do ambiente aquatico e,
conseqilientemente, favorece a proliferacdo de cianobactérias, conhecida como floragdo. Em
ambiente eutrofizado, desenvolve-se predominantemente Microcystis aeruginosa produtora de
microcistina, uma potente hepatotoxina com atividade promotora de tumor hepatico.

A regido agricola também contribui com a contamina¢do do ambiente aquatico,
através da lixiviagao de agrotoxicos utilizados em plantagdes. Entre estes se destaca o herbicida a
base de glifosato (Roundup™), que tem gerado preocupacio em decorréncia do uso aumentado em
cultura de soja tolerante ao glifosato. Embora estudos demonstrem que o Roundup® seja seguro
ao ambiente e ao homem, outros apresentam evidéncias de que herbicidas a base de glifosato
interferem na regulacdo do ciclo celular, mecanismo bdsico que gerencia o crescimento e
desenvolvimento dos seres vivos.

Diante destes fatos, percebe-se a grandiosidade do numero de agentes
potencialmente toxicos aos quais os individuos estdo constantemente expostos e a necessidade de
se avaliar a toxicidade da associacdo entre estas substidncias a médio e longo prazo. Dentre os

animais mais provaveis de co-exposi¢ao a aflatoxina B, Microcystis aeruginosa e glifosato estao



16

os peixes criados em cativeiro, que constituem excelente fonte proteica para a alimentacdo
humana.

No sistema de piscicultura intensiva, destaca-se a criacdo de tildpia do Nilo por
abranger caracteristicas desejaveis, como rusticidade, adaptagcdo ao manejo, resisténcia a doengas
e alta densidade de animais, além de adequar-se a industria de filetagem. A tilapicultura ¢ uma
atividade econdomica em expansdo no territorio nacional, sendo necessaria a ado¢do de medidas
de controle e monitoramento da saide do pescado para garantir altos padrdoes de produgdo e
comercializagao.

Portanto, este trabalho considerou a alta probabilidade da co-exposicdo de
peixes a aflatoxina B; (oriunda de ingredientes contaminados que compdem a ragdo),
microcistina (devido a eutrofizagdo na piscicultura causada pelo arragopamento em excesso €
lixiviagdo de fertilizantes agricolas), bem como a residuo de herbicida a base de glifosato
(amplamente vinculado a produgdo agricola), tendo como objetivo avaliar o efeito toxico da
exposi¢io subcronica da aflatoxina B, Microcystis aeruginosa toxigénica e Roundup®™ em tilapia
do Nilo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A AQUICULTURA BRASILEIRA

O Brasil retine condi¢des extremamente propicias a aqiiicultura. O territdrio ¢
constituido por 8.400 km de costa maritima, 5.500.000 hectares de reservatorios de dgua doce
(aproximadamente 12% da dgua doce disponivel no planeta), clima favoravel para o crescimento
de organismos aquaticos, grande disponibilidade de grdos para fabrica¢do de racdo, mao de obra
abundante e crescente demanda por pescado no mercado interno (CAMARGO; POUEY, 2005;
SEAP, 2007). O Brasil ¢ considerado um dos paises de maior potencial para o desenvolvimento
do setor e configura como o quarto de maior taxa de crescimento anual da agqiiicultura.
Comparando-se a taxa de crescimento da aqiiicultura com a de outros setores brasileiros
produtores de proteina, entre 1990 e 2003, obteve-se taxa anual média de 23,3% para a
aqiiicultura, frente as taxas de crescimento do setor de aves (10%), bovinos (4%), suinos (7,9%) e
soja (8,6%). A aqiicultura atualmente representa 5 % da producdo animal nacional (DIDAQ,
2007).

De acordo com a Estatistica da Pesca de 2005 realizada pelo IBAMA (2007), a
regido sul apresenta a maior producdo aqiiicola continental (32,9%), representada principalmente
por peixes de agua doce, sendo seguida pelo nordeste (19,6%). No Rio Grande do Sul predomina
o cultivo de carpa; em Santa Catarina, de carpa e tildpia; e no Parand, de tilapia (EMBRAPA,
2002). Atualmente, o Parana possui cerca de 22 mil propriedades responsaveis pela producdo de
13,3 mil toneladas de tildpia ao ano, sendo a regido Oeste do Estado produtora de 8,3 mil
toneladas, a Norte, de 3,29 mil e a Sul, de 1,08 mil tonelada (AEN, 2005).

A tilapia, principalmente a tilapia nilotica (Oreochromis niloticus), é o segundo
grupo de peixes de agua doce mais cultivado no mundo, ficando atrds apenas da carpa
(LOVSHIN, 1997). No Brasil, acredita-se que metade da produgdo anual de peixes cultivados
seja de tilapias (LOVSHIN; CYRINO, 1998). O destaque alcangado pela tilapia do Nilo (O.
niloticus) advém de caracteristicas como rusticidade, resisténcia a doengas, crescimento rapido,

adaptacdo ao confinamento, hédbito alimentar onivoro (HAYASHI, 1995), além de apresentar
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resisténcia a alta temperatura, baixa concentracdo de oxigénio dissolvido, alta concentragdao de
amonia na agua e alta densidade em sistema intensivo de criagdo (POPMA; PHELPS, 1998).
Sobressai-se também por adequar-se a indlstria de filetagem, devido a auséncia de espinhos
musculares em “Y”, ter 6tima aceitacdo no mercado consumidor e mostrar-se bastante apreciada
nos pesque-pagues (MEURER et al., 2003).

As caracteristicas da agua relevantes para a producdo intensiva de tilapia
incluem o oxigénio dissolvido (critico <2 mg/L, ideal >6 mg/L), temperatura (critico em
extremos 10 e 35°C, ideal entre 28-32°C), amdnia (critico >15 mg/L, ideal <3 mg/L), nitrito
(critico >5 mg/L, ideal <1 mg/L), entre outros (BEVERIDGE; McANDREW, 2000). A densidade
animal em cria¢do intensiva de tildpia do Nilo ¢ bastante variavel, relatando-se de 20 a 80
peixes/m’ (CASTAGNOLLI, 1992), 25 a 100 kg/m’ (BEVERIDGE; McANDREW, 2000) até 60
a 200 kg/m’ (MAEDA et al., 2006).

O interesse pelo cultivo da tilapia do Nilo no sul e sudoeste do pais cresceu
rapidamente nos ultimos anos, devido a introducdo da tecnologia de reversdo sexual e da pesca
esportiva, representada pelos pesque-pagues (BOSCOLO et al., 2001). Calcula-se que na regido
Centro-Sul do pais, mais de 80% dos peixes de adgua doce cultivados sdo comprados pelos
pesque—pagues (MAPA, 2007). O sucesso econdomico da atividade ¢ diretamente relacionado a
qualidade da dgua (CASTAGNOLLI, 1992), cujas caracteristicas variam em fun¢do da fonte de
abastecimento de 4gua e do manejo alimentar (PADUA, 2002).

A qualidade da 4gua e efluentes, bem como as condi¢des sanitarias do sistema
de criagdo, constituem atualmente uma das maiores preocupagdes do setor aqiiicola. Em
decorréncia da expansdo do setor, a poluicdo das dguas causada por efluentes da aqiiicultura
caracteriza-se como um dos principais problemas ambientais encontrados no ecossistema
aquatico. Desta forma, o setor produtivo tem buscado por sistemas sustentaveis de gestdo,
visando assegurar a preservagao do meio ambiente e garantir a competitividade no mercado

internacional (MAPA, 2007).
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2.2 FLORACAO DE CIANOBACTERIAS NA PISCICULTURA

A piscicultura ¢ uma das praticas mais significativas da eutrofizacdo do sistema
aquatico, representada pelo enriquecimento com nutrientes, principalmente fosforo e nitrogénio
(PADUA, 2002; MERCANTE et al., 2005). A entrada excessiva de nutrientes, através do manejo
inadequado de fertilizantes quimicos (ricos em amonia e nitrato) e da constante adi¢ao de ragao e
ceva em pesque-pagues (PAERL; TUCKER, 1995; MERCANTE et al., 2005), favorece o
crescimento acelerado de cianobactérias fixadoras de nitrogénio, conhecido como bloom,
florescimento ou floragdo (CARMICHAEL, 1996; CHORUS; BARTRAM, 1999).

Xavier et al. (1991) notificaram a ocorréncia de floragdo de Euglena sanguinea
Ehrenberg em tanques de criagao de tilapia do Nilo (O. niloticus) adubados com excrementos de
aves e suinos e fertilizante quimico. Eler et al. (2001) relacionaram a mortandade de peixes em
pesque-pague, de Descalvado — SP, a floragdo de Anabaena spiroides Kleb 1985 e Microcystis
aeruginosa (Kutzing) Kutzing 1846. Padua (2002) e Kamogae et al. (2006) relataram a
ocorréncia de microcistina (MC), toxina produzida por floragcdes de cianobactérias, em amostras
de agua provenientes de pesqueiros da regido de Londrina-PR e de represas de abastecimento de
agua no Parana (Itaipu, Capivara e Trés - Bocas), respectivamente.

A ocorréncia de floragdes de cianobactérias em viveiros € extremamente
desfavoravel, podendo transmitir compostos odoriferos aos animais (PAERL; TUCKER, 1995) e
levar a redugdo do crescimento dos peixes (LI et al., 2004). Pode ainda provocar a morte dos
animais devido a inumeros fatores, como a formac¢ao de mucilagem, que pode aderir as branquias
e causar asfixia (XAVIER et al., 1991), a redugdo do oxigénio dissolvido em virtude da
respiragcdo noturna ou da senescéncia e morte de cianobactérias (MOHAMED e HUSSEIN, 2006),
e a produgdo de toxinas (WATANABE et al., 1996; TAVARES, 2000; SOARES et al., 2004).

Cianobactérias sdo capazes de produzir ampla variedade de toxinas, incluindo
neurotoxinas, citotoxinas, hepatotoxinas, como a microcistina, e endotoxinas, como os
lipopolissacarideos (LPS) da parede celular (BEST et al., 2003). LPS sdo componentes
caracteristicos de bactérias Gram-negativas, formados por polissacarideos e lipideo A, sendo este
ultimo o responsavel pela toxicidade da estrutura (WATANABE et al., 1996). LPS s3o agentes

toxicos, pirogénicos, alergénicos, irritantes da mucosa gastrointestinal e altamente inflamatorios
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(HUISMAN et al., 2005), sendo os LPS de cianobactérias geralmente menos toxicos que os de

bactérias Gram-negativas patogénicas, como a Salmonella spp. (CHORUS; BARTRAM, 1999).

2.3 MICROCISTINA

Microcistinas (MCs) consistem de metabdlitos secundarios toxicos produzidos
por cianobactérias, representadas por Anabaena spp., Nostoc spp., Oscillatoria spp.,
Anabaenopsis spp., Hapalosiphon spp. ¢ Microcystis spp., sendo o ultimo género mais
comumente associado aos casos de intoxicagdo animal e humana (CARMICHAEL, 1996). Entre
as espécies de Microcystis, destaca-se a Microcystis aeruginosa produtora de microcistina,
potente hepatotoxina com atividade promotora de tumor (NISHIWAKI-MATSUSHIMA et al.,
1992). A producdo de MCs ocorre durante a formagdo da floracdo, caracterizada por intensa
proliferacdo de cianobactérias em corpos d’agua, favorecida pelo aumento de luminosidade e
temperatura aliada a eutrofizagdo antropogénica, advinda de atividades agricolas, industriais e
domeésticas (REYNOLDS et al., 1981).

MCs classificam-se como heptapeptideos monociclicos compostos por cinco
aminoacidos, comuns a todas as variantes, e dois L-aminodcidos variaveis, que designam o nome
da variante de MC. Sua estrutura pode ser representada por ciclo (p-Ala-p-X-eritro-p-metil-p-
1s0Asp-.-Y-Adda-p-isoGlu-Mdha), onde X e Y referem-se aos dois aminoacidos variaveis; Adda
refere-se ao acido 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenil-deca-4,6-diendico ¢ Mdha, ao N-
metildeidro-Alanina (CHORUS; BARTRAM, 1999) (figura 1). At¢ o momento, foram
catalogadas 80 variantes de MC (SONG et al., 1998), sendo a mais freqiiente a microcistina-LR
(MC-LR), caracterizada por leucina (L) e arginina (R) na posicdo X e Y, respectivamente

(FALCONER; HUMPAGE, 2005).
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Figura 1 — Estrutura quimica de microcistina

A exposicdo a MCs pode ocorrer por inalagdo, via dérmica, intravenosa
(dialise) e, principalmente, via oral, através da ingestdo de 4dgua contaminada ou de animais
aquaticos que acumularam a toxina em seus tecidos (MAGALHAES et al., 2001). As células de
cianobactérias sao lisadas no estdmago, liberando MC no limen intestinal (FALCONER, 1993).
Dificilmente as cianotoxinas sdo ingeridas pelo homem em quantidade suficiente para provocar a
morte, sendo os danos provavelmente atribuidos a exposi¢do freqliente a longo prazo
(MAGALHAES et al., 2003). Em peixes, a principal via de exposi¢do ocorre por ingestdo de
células de cianobactérias toxicas ou através da exposi¢do a toxina liberada durante a lise celular
de cianobactérias (CARBIS et al., 1997, MOHAMED e HUSSEIN, 2006).

A Ingestao Diaria Aceitavel (IDA) de MC-LR foi estabelecida em 0,04 pg/kg
p.c. (CHORUS; BARTRAM, 1999), baseada em experimentos de toxicidade oral em nivel
subcronico com suinos (FALCONER et al., 1994). A partir deste valor, estipulou-se o Limite
Maximo Aceitavel (LMA) de MC em | pg/L. em agua para consumo humano (WHO, 1993). O
limite de MC (1 pg/L de agua) ¢ adotado pela legislacdo vigente na grande maioria dos paises,
inclusive no Brasil, conforme a Portaria n° 1.469, de 29 de dezembro de 2000 da FUNASA
(MINISTERIO DA SAUDE, 2001).
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2.4 MECANISMO DE TOXICIDADE DA MICROCISTINA

A MC chega ao hepatdcito por meio de receptores de dacidos biliares
(RUNNEGAR et al., 1981; ERIKSSON et al., 1990; FALCONER, 1991) e¢ promove a
desorganizacgdo de filamentos intermediarios ¢ filamentos de actina, que sdo polimeros protéicos
componentes do citoesqueleto (RUNNEGAR; FALCONER, 1986). Esta desorganizacao leva a
retracdo dos hepatocitos, provocando a perda de contato entre estes e as células que formam os
capilares sinusoidais. Como conseqiiéncia, o figado perde sua arquitetura e desenvolve graves
lesdes internas. A perda de contato entre células cria espagos internos, que sdo preenchidos por
sangue, o qual passa a fluir dos capilares para esses locais (HOOSER et al, 1991;
CARMICHAEL, 1994; LAMBERT et al., 1994).

O mecanismo de toxicidade da MC envolve a inibi¢ao especifica da atividade
das proteinas serina/treonina fosfatases 1 (PF1) e 2A (PF2A) de células eucariontes, provocando
subseqiiente acumulo de fosfoproteinas, perda da integridade do citoesqueleto e apoptose,
principalmente em hepatocitos (MACKINTOSH et al,, 1990; MATSUHIMA et al., 1990;
YOSHIZAWA et al., 1990; GOLDBERG et al., 1995; FUJIKI et al., 1996). Acredita-se ser este o
provavel mecanismo envolvido na atividade promotora de tumor hepatico (NISHIWAKI-
MATSUSHIMA et al., 1992).

O aminoacido Mdha da MC ¢ capaz de se ligar covalentemente ao sitio
catalitico da PF1 e PF2A (ZHANG et al., 1993; MACKINTOSH et al., 1995), porém a inativagao
efetiva requer a introdu¢do do grupamento Adda da MC na cavidade hidrofobica do sitio
catalitico da PF (GOLDBERG et al., 1995). Portanto, o aminoacido Adda ¢ responsavel pela
atividade biologica da molécula (HARADA et al., 1990; NISHIWAKI-MATUSUSHIMA et al.,
1992). A detoxicacdo da MC pode ocorrer por conjugagdo com glutationa, através da enzima

glutationa S-transferase (GST) e excrecao biliar (MOHAMED; HUSSEIN, 2006).
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2.6 TOXICIDADE DA MICROCISTINA

As primeiras evidéncias da correlacio de MCs com o desenvolvimento de
hepatocarcinoma humano foram relatadas em estudos epidemioldgicos realizados na China, onde
descobriu-se que a mortalidade por hepatocarcinoma era superior nos individuos que consumiam
agua de valas e acudes (com maior probabilidade de ocorréncia de floragdes). A substituicao da
agua de abastecimento por pocos artesianos reduziu a taxa de mortalidade por hepatocarcinoma,
sugerindo provavel relacdo da doenga com a contaminagdo da dgua com MCs (YU, 1989; YU,
1995).

O primeiro caso confirmado de morte humana em conseqiiéncia da exposi¢ao
intravenosa a MC ocorreu em 1996, em Caruaru — Pernambuco, através do uso de agua
contaminada com MC em centro de hemodialise, onde 130 pacientes renais cronicos
desenvolveram insuficiéncia hepatica aguda apds o tratamento, seguida do 6bito de 76 pacientes
(JOCHIMSEN et al., 1998; CARMICHAEL et al., 2001).

No Brasil, os problemas associados ao desenvolvimento de cianobactérias tém
aumentado, principalmente em areas de grande contingente populacional, onde se observa
eutrofizacdo do ecossistema aquatico (MAGALHAES et al., 2001; SOARES et al., 2004). Mais
recentemente, em 2007 no Rio de Janeiro, noticiou-se a proibicao da pesca e venda de pescado no
complexo lagunar da Barra da Tijuca, em decorréncia da contaminacdo da agua com MC,
produzida por M. aeruginosa, em concentragdo 6 vezes acima do limite aceitavel (1 pg/L). Nas
visceras e carne de tilapia, a concentracdo de MC ultrapassou 0,06 ng/kg (O GLOBO, 2007).

A morte de vertebrados decorre geralmente dos danos hepaticos, que podem ser
representados por desorganizacao do citoesqueleto, edema celular, peroxidacao lipidica, perda de
integridade da membrana, alteragdes do DNA, apoptose, necrose e hemorragia intrahepatica
(FISCHER; DIETRICH, 2000; WIEGAND; PFLUGMACHER, 2005). Em peixes, a morte ¢
atribuida preferencialmente a necrose hepatica provocada pela MC, diferindo-se da hemorragia
intrahepatica e, subseqiiente, choque hipovolémico comum em mamiferos (TENCALLA et al.,
1994).

A atividade genotoxica induzida por extrato de cianobactéria contendo MC-LR,

obtido de floragdo dominada por M. aeruginosa (>90%), foi demonstrada por Ding et al. (1999)
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através do ensaio cometa em cultivo de hepatédcitos de rato e do teste do microntacleo em
eritrocitos de camundongo. O teste de mutagenicidade da Salmonella (Teste de Ames) indicou
atividade mutagénica induzida pelo extrato celular, mas ndo pela MC-LR purificada, o que sugere
a participacdo de outras toxinas, além da MC-LR, na mutagenicidade observada (DING et al.,
1999).

Estudos demonstram o actimulo de MCs em tecidos, incluindo figado e
musculo, de mamiferos (FALCONER et al, 1994) e organismos aquaticos (FISCHER;
DIETRICH, 2000; MAGALHAES et al., 2001; MAGALHAES et al., 2003; LI et al., 2004).
Portanto, sugere-se que a MC possa atingir niveis troficos superiores, através do consumo de

animais contaminados, podendo estar presente na dieta humana.

2.7 CONTAMINACAO DE RACAO COM AFLATOXINA

A expansdo da piscicultura no Brasil tem sido relacionada ao crescimento
acentuado do nimero de pesque-pagues, ao surgimento de industrias de processamento e a
grande demanda por alevinos e ragdo, estes sendo considerados os principais elementos de custo
da atividade (CARNEIRO et al., 1999).

A ocorréncia de aflatoxina na ragdo animal e suas matérias-primas tem sido
relatada mundialmente (KICHOU; WALSER, 1993; RAMOS; HERNANDEZ, 1997;
SCUDAMORE et al., 1997, MADHUSUDHANAN et al., 2004). Entre os produtos agricolas
com maior risco de contaminagdo por aflatoxina distinguem-se os graos, como amendoim, milho,
trigo e arroz, componentes da maioria das ragdes para animais, assim como da dieta humana
(RODRIGUEZ-AMAYA; SABINO, 2002).

A contamina¢do de alimentos com aflatoxina varia em funcdo das
caracteristicas intrinsecas ao alimento, do armazenamento do produto e das condi¢gdes ambientais,
principalmente umidade relativa e temperatura (HUSSEIN; BRASEL, 2001). A aflatoxina ¢
termoestavel € mantém a toxicidade mesmo apds o processo de peletizagdo de racgodes

(FERREIRA et al., 2006).
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A contaminagdo da ragdo com aflatoxina B; (AFB;) pode acarretar em perdas
econdmicas durante a criacdo de peixes, conforme experimento conduzido por Lopes et al. (2005)
demonstrando que peixes alimentados com dieta contendo AFB; apresentaram menor ganho de
peso e comprimento e pior conversdo alimentar. A AFB; também possui atividade

imunossupressora, favorecendo o aparecimento de doencas (TUAN et al., 2002).

2.8 AFLATOXINA B4

Aflatoxinas sdo metabolitos secundarios produzidos por fungos toxigénicos do
género Aspergillus, principalmente A. flavus e A. parasiticus, que se desenvolvem naturalmente
em alimentos, principalmente apos a colheita, durante o transporte € o armazenamento
(TANAKA et al., 2001). Classificam-se como compostos de baixo peso molecular, nao-
imunogénicos, termoestaveis e lipofilicos (FERREIRA et al., 2006) (figura 2).

Despertam grande interesse e preocupagdo por desencadearem processos
patolégicos, tais como mutagé€nese, carcinogénese, teratogénese e imunossupressio, sendo o
figado o 6rgdo alvo em animais e seres humanos (OLIVEIRA; GERMANO, 1997; FERREIRA et
al., 2006). A AFB,; ¢ a que apresenta maior poder toxigé€nico, seguida de AFG;, AFB,; e AFG;
(COULOMBE, 1991). A International Agency for Research on Cancer classifica a AFB; no
grupo 1, como agente carcinogénico para o homem (IARC, 1993).

De acordo com a Resolugdo RDC n° 274 da ANVISA de 15 de outubro de 2002,
a quantidade maxima de aflatoxinas totais (B;+B,+G+G;) para consumo humano em amendoim
e milho e seus derivados ¢ de 20 pg/kg de alimento. A legislagdo comum entre paises integrantes
do MERCOSUL segue os limites determinados pela ANVISA (ANVISA, 2002). Para alimentos
destinados ao consumo animal, ingeridos diretamente ou como ingredientes de racdo, adota-se o
limite de aflatoxina de 50 pg/kg de alimento (MAPA, 1988).

Comparando-se com a legislacdo vigente na Comunidade Européia, o valor
toleravel de aflatoxina total ¢ de apenas 4 pg/kg em cereais, amendoim e frutas secas para
consumo humano, sendo para AFB; isoladamente de 2 pg/kg (GARDEN; STRACHAN, 2001;
AMMIDA et al., 2004). De forma geral, os limites legais estipulados para aflatoxina em produtos
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alimenticios dependem de consideracdes econdmicas e variam amplamente de um pais para outro
(RASTOGI et al., 2001), tendendo a valores mais altos em paises subtropicais produtores

agricolas e mais baixos em nagdes consumidoras de clima temperado (CHIAVARO et al., 2001).

2.9 MECANISMO DE TOXICIDADE DA AFLATOXINA B4

A aflatoxina ¢ absorvida por difusdo passiva no trato gastrointestinal, sendo
entdo distribuida para outros tecidos, principalmente o figado (MELO et al., 1999). O
metabolismo hepatico constitui a principal via de detoxicagdo, através da biotransformagdo
primaria por enzimas microssomais pertencentes a superfamilia citocromo P450 (CYP 450),

responsavel pela detoxicacao de xenobidticos no organismo (OLIVEIRA; GERMANO, 1997).

P450
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Figura 2 — Reacdo de epoxidagdo da AFB,

Atualmente existe consenso de que a AFB; seja um pro-carcindgeno, o qual
requer ativacdo metabdlica para manifestar resposta toxica (RANEY et al., 1992; OLIVEIRA;
GERMANO, 1997). AFB; ¢ ativada por epoxidacdo na ligagdo 8-9 vinil, formando 8,9-6xido de

AFB; ou AFB;-epéxido (figura 2), um composto altamente eletrofilico e capaz de reagir
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rapidamente, através de ligacdes covalentes, com sitios nucleofilicos de macromoléculas, como
acido desoxirribonucléico (DNA), acido ribonucléico (RNA) e proteinas (ABD-ALLAH et al.,
1999). Estas ligacdes determinam a formacao de aductos, os quais representam a lesdo primaria e
a etapa inicial da carcinogénese induzida por AFB; (NAKATSURU et al., 1989; OLIVEIRA;
GERMANO, 1997). A toxicidade da AFB;-epdxido ¢ mais associada ao isomero AFB;-exo
epoxido, sendo a forma endo mais estavel e menos genotdxica (JOHNSON; GUENGERICH,
1997). O DNA tem sua estrutura e, conseqiientemente, sua atividade bioldgica modificada pela
ligacdo com AFB;-epdxido, caracterizando o mecanismo bésico do efeito mutagénico e
carcinogénico. A formag¢do de aductos ocorre preferencialmente através da ligagdo com a guanina
do DNA, na posi¢io N’ (AFB;-N’-Gua ou AFB;-DNA) (OLIVEIRA; GERMANO, 1997),
embora a ligagdo covalente in vitro tenha sido também relatada a citosina e adenina (WANG;

GROOPMAN, 1999).
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Figura 3 — Biotransformagdo da AFB;.
Fonte: Santurio (2000) com adaptagdes (1, 2, 3, 4, 5)

Estudos em figado de rato demonstraram que aductos AFB;-N’-guanina podem
ser removidos, deixando sitios apurinicos na molécula de DNA, os quais tendem a ser

preenchidos com adenina, resultando em transversdo de guanina para timina e originando um
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ponto de mutagdo bastante significativo (OLIVEIRA; GERMANO, 1997). No entanto,
experimentos in Vitro sugerem que o maior responsavel pela mutagenicidade da AFB; seja a
formagio do aducto AFB;-N’-guanina, que pode se converter em estrutura formamidopirimidina
de anel aberto, relativamente estavel e resistente ao processo de reparo do DNA (WANG;
GROOPMAN, 1999).

Além da epoxidagdo, a biotransformacdo da AFB; inclui reagdes de
hidroxilagdo, formando AFM, e AFQ,, e O-demetilagdo, formando AFP,; (figura 3), compostos
menos toxicos que a molécula original (GALLAGHER; EATON, 1995) e com alta solubilidade
em agua, que podem ser excretados pela urina ou bile (FERREIRA et al., 2006). Entre as
principais vias de detoxicacdo, encontra-se a conjugacdo enzimatica da AFB;-epdxido com

glutationa reduzida, através da enzima GST.

2.10 TOXICIDADE DA AFLATOXINA B,

Estudos epidemioldgicos apontam a contamina¢do de alimentos com AFB;
como um dos fatores de risco responsaveis pelo desenvolvimento de carcinoma hepatocelular em
humanos (WOGAN, 1992a; NEAL, 1995). Atualmente, considera-se a etiologia do carcinoma
hepatocelular como multifatorial, com provavel interagcdo sinergistica entre aflatoxina, atuando
como iniciadora do processo cancerigeno, e o virus da hepatite B, o qual teria efeito promotor de
tumor (OLIVEIRA; GERMANO, 1997). A quantidade de aductos AFB;-DNA formados no
figado ¢ superior do que em qualquer outro 6rgio e geralmente se correlaciona com a dose de
AFB, e a susceptibilidade da espécie (WANG; GROOPMAN, 1999).

O fator que determina a sensibilidade de cada espécie 4 AFB; ¢ o mecanismo
de biotransformacdo da AFB; (GALLAGHER; EATON, 1995) que varia amplamente entre as
espécies (FERREIRA et al., 2006). A expressdo da isoforma a-GST, que possui alta atividade
conjugadora com AFB;-epoxido, contribui para a resisténcia seletiva do camundongo em relagao
ao rato (GALLAGHER; EATON, 1995). Descreve-se que a dose média para a producdo de
tumor (DTsp) em rato Fischer macho, ap6s ingestdo prolongada de AFB; na dieta, ¢ de 1,3 pg/kg
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p.c./dia, enquanto em camundongo C3H macho ¢ >70 pg/kg p.c./dia (WOGAN, 1992b apud
OLIVEIRA; GERMANO, 1997).

A truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) ¢ apontada como espécie
extremamente sensivel a AFB; (ABD-ALLAH et al., 1999; TUAN et al., 2002), devido a alta
atividade do citocromo P450, principalmente da CYP 2K1, na biotransforma¢do de AFB; em
AFB;-epdxido e a auséncia de GST constitutiva ou induzida por moduladores (GALLAGHER;
EATON, 1995; BAILEY et al., 1996). Relata-se também que o mecanismo de reparo do DNA de
peixes € menos eficiente que o de mamiferos (BAILEY et al., 1996). A toxicidade oral aguda da
AFB; em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) ¢ de 0,5 mg/kg p.c. ¢ no bagre-de-canal
(Ictalurus punctatus), apontado como espécie extremamente resistente a8 AFBy, ¢ de 10-15 mg/kg
p.c. (GALLAGHER; EATON, 1995). Gallagher e Eaton (1995) indicaram que a resisténcia do
bagre-de-canal a hepatocarcinogenicidade induzida por AFB; ocorre devido a baixa epoxidagdo
microssomal da AFB;, juntamente com a rapida conversdao de AFB; a forma reduzida aflatoxicol
(AFL). Em peixe, o principal metabolito da biotransformacdo da AFB, ¢ o AFL, formado pela
redutase citosdlica NADPH-dependente (figura 3), o qual representa um mecanismo de
detoxicacdo, podendo ser conjugado com &cido glucurdnico e excretado, ou metabolizado em
AFL-M, e, posteriormente, conjugado com acido glucurdnico e excretado. No entanto, também
representa mecanismo de reserva de AFB;, quando re-convertido a AFB; por oxidagdo
microssomal (TROXEL et al., 1997).

A genotoxicidade induzida por AFB; (i.p. 10, 40 e 80 mgkg p.c.) foi
demonstrada por Al-Sabti (1986) apud Al-Sabti e Metcalfe (1995) através do teste do
micronticleo em eritrocito realizado em 3 espécies de ciprinideos (Cyprinus carpio, Tinca tinca e
Ctenopharyngodon idella). A AFB; induz aberragdes cromossomicas, microntcleos (MNs), troca
entre cromatides irmas e quebras cromossomicas (WANG; GROOPMAN, 1999). Abd-Allah et al.
(1999) demonstraram que trutas arco-iris (O. mykiss) inoculadas i.p. com AFB; (0,5 mg/kg p.c.)
apresentaram, apos 4 h, danos intensos no DNA de sangue total e rim, que diminuiram apos 24 h,
enquanto no figado os danos foram progressivos. Em contraste, os autores relataram que o bagre-
de-canal (l. punctatus), igualmente exposto a AFB;, ndo apresentou aumento de danos no DNA

em relacdo ao controle (ABD-ALLAH et al., 1999).
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2.12 ASSOCIACAO INICIADOR — PROMOTOR DE CARCINOGENESE

O processo de carcinogénese envolve multiplas etapas que, resumidamente,
podem ser descritas em duas principais: a iniciagdo e a promo¢ao da neoplasia. A fase de
iniciacdo ¢ resultante de mutagdo, marcada por alteragdes na seqiiéncia de bases nitrogenadas do
DNA celular, ao passo que a promogao relaciona-se com a expansao da populacao celular que
carrega a mutagao inicial (RIBEIRO et al., 2003; FERREIRA et al., 2006).

O desenvolvimento da neoplasia se caracteriza pelo acimulo progressivo de
mutagdes no genoma de uma célula, conduzindo a alteragdes na expressao ou fungdo de genes-
chave para a manuten¢do da homeostasia celular. Mutagdes que conferem vantagens seletivas a
célula mutada (ex. crescimento auténomo, evasdo do processo de morte celular) e que sdo
herdaveis podem ser fixadas na populacdo de células de um organismo, culminando com a
expansdo destas células. Portanto, um eventual tumor pode originar-se de uma unica célula
mutada (BRAGA et al., 2004). Ressalta-se que mutagdes provocadas por exposi¢ao a aflatoxina
B, representam alteragdes genéticas permanentes na cé¢lula afetada, possibilitando a iniciagdo do
processo de carcinogénese (FERREIRA et al., 2006). A iniciagdo de carcinogénese induzida por
AFB; tem sido adotada como modelo para estudos de carcinogénese e anticarcinogenicidade
(TAKAHASHI et al., 1995; GRADELET et al., 1998; SEKIJIMA et al., 1999).

Tem-se avaliado o efeito interativo de compostos com reconhecida atividade
iniciadora de tumor e com potencial promotor de tumor. Carlson et al. (2001) demonstraram
atividade promotora de tumor da fumonisina, micotoxina associada a incidéncia de cancer
esofagico e hepatico humano (ONO et al., 1999), em ratos iniciados com AFB; e N-metil-N’-
nitro-nitrosoguanidina. Ueno et al. (1992) demonstraram que as micotoxinas fumonisina e
nivalenol elevaram a expressdao de glutationa S-transferase placental (GST-P), um marcador
histoquimico de carcinogénese, em ratos iniciados com AFB;, sugerindo aumento da incidéncia
de cancer hepatico primario mediante co-exposi¢dao a um potente iniciador e promotores de tumor.
Estes resultados tornam-se preocupantes haja vista a ocorréncia comum em alimentos de
aflatoxina junto a outras micotoxinas (UENO, 1991; HIROOKA et al., 1996; ONO et al., 2002;
ONO; HIROOKA, 2002).
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A atividade promotora de tumor hepatico da MC foi demonstrada por
Nishiwaki-Matsushima et al. (1992) em ratos iniciados com dietil-nitrosamina, um agente
cancerigeno adotado em modelos de indugdo de cancer hepatico, e inoculados i.p. com MC.
Sekijima et al. (1999) demonstraram aumento sinérgico da expressao de GST-P em figado de rato
iniciado com AFB; (i.p.) e, posteriormente, inoculado com MC-LR (i.p.), sugerindo que a AFBy,
presente em alimentos, possa agir em conjunto com a MC-LR, presente na agua potavel, no

desenvolvimento de cancer hepatico primario.

2.13 HERBICIDA A BASE DE GLIFOSATO

Herbicidas a base de glifosato configuram-se entre os mais utilizados no mundo
(BAYLIS, 2000; COX, 2004). O glifosato, criado pela Monsanto em 1974 sob o nome comercial
de Roundup®, perdeu a patente em 2000, possibilitando o desenvolvimento de produtos genéricos
(WILLIAMS et al., 2000). E um herbicida sistémico, ndo seletivo (amplo espectro), para
aplicagdo na fase de pds-emergéncia no controle de plantas invasoras em regides agricultaveis (ex.
lavouras de soja, milho, pastagem) e ndo agricultaveis (industriais, florestais, domiciliares,
jardinagem) e também em ambiente aquatico (BAYLIS, 2000; COX, 1998).

O glifosato [N-(fosfonometil)glicina] (figura 4) classifica-se como uma glicina
substituida, de formula estrutural C;HgNOsP, pertencente a classe toxicologica IV. A United
States Environmental Protection Agency classifica o glifosato como pertencente ao grupo E, i.c.

sem evidéncia de carcinogenicidade em humanos (USEPA, 1993 apud TU et al., 2001).
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Figura 4 — Estrutura quimica de glifosato [N-(fosfonometil)glicina]
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No solo, a degradacao do glifosato ocorre principalmente por acdo microbiana
(figura 5), sendo transformado em sarcosina ou, em maior parte, em acido aminometilfosfonico
(AMPA) (AMARANTE JUNIOR; SANTOS, 2002). A mobilidade no solo e o potencial de
lixiviagdo do glifosato e surfactante sdo baixos, visto que ambos sdo fortemente adsorvidos por
particulas do solo, considerando-se improvavel a persisténcia no ambiente aquatico (MALLAT;
BARCELO, 1998; SCHUETTE, 1998). A meia-vida do glifosato ¢ bastante variavel, citando-se
que no solo seja de 3 a 249 dias e, na agua, de 35 a 63 dias (COX, 1998; USDA, 2000).
Goldsborough e Beck (1989) relataram persisténcia de glifosato em agua de 1,5 a 3,5 dias.
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Figura 5 — Vias de degradacdo do glifosato.
Fonte: (AMARANTE JUNIOR; SANTOS, 2002)

No entanto, descreve-se que o glifosato pode deixar residuo em agua superficial,
através da lixiviagdo da area agricola, sendo detectado na maioria dos sistemas aquaticos (WHO,

1994 apud COX, 1998). Recentemente, Kjer et al. (2005) detectaram glifosato e AMPA em agua
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subterranea, na Dinamarca, em concentragdo superior ao limite da Unido Européia para agua
potavel (<0,1 pg/L), sugerindo a ocorréncia de lixiviagdo destas substancias através do solo e,
portanto, risco potencial para o ambiente aquatico.

A atual preocupagdo com o glifosato ¢ em relacdo ao aumento do uso,
promovido pela introducdo de cultivos geneticamente modificados para resistirem ao glifosato,
principalmente da soja GR (resistente ao glifosato) ou RR (Roundup Ready®). Dados do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais (IBAMA) coletados entre 2000 a 2005
demonstraram que a disseminac¢ado do plantio de soja transgénica tem provocado elevagao no uso
de herbicidas a base de glifosato: no Rio Grande do Sul, primeiro Estado a plantar transgénico, o
consumo cresceu 85%; no Mato Grosso, maior produtor nacional de soja, o crescimento atingiu
94%; no Parana, onde o governo estadual inibe o plantio de transgénico, a elevacao foi de 7%
(MRE, 2007). Ainda, Benbroock et al. (2001) reportaram aumento de 10 a 30% no volume total
de herbicida aplicado em soja GR em relagdao a variedades convencionais cultivadas nos EUA
entre 1998 a 2000. Dessa forma, estima-se que o uso continuo do glifosato possa elevar o
acimulo de residuo na dgua e nos alimentos. Foi verificado residuo de glifosato em 70% das 154
amostras de soja transgénica coletadas em 2006 no Parand, sendo que 8 destas amostras
apresentaram nivel de glifosato entre 14,4 e 36 mg/kg, valor acima do novo limite autorizado
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) de 10 mg/kg (AEN, 2006).

De acordo com a Portaria n° 1.469, de 29 de dezembro de 2000 da Fundacao
Nacional de Saude (FUNASA) (MINISTERIO DA SAUDE, 2001), o Valor Méaximo Permitido
(VMP) de glifosato em 4gua para consumo humano ¢ de 500 png/L. Nos Estados Unidos, o nivel
maximo de contaminantes em agua para consumo humano ¢ de 0,7 ng/L (USEPA, 2006) e, na
Unido Européia, o nivel maximo admissivel de glifosato em 4dgua para consumo humano ¢ de 0,1
ug/L (RUBIO et al., 2003).

A ANVISA recentemente aumentou o Limite Méximo de Residuo (LMR) de
glifosato em soja de 0,2 para 10 mg/kg, devido ao emprego da soja tolerante ao tratamento com
glifosato. A Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) de glifosato ¢ de 0,042 mg/kg p.c. (ANVISA, 2007,
AEN, 20006).
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2.15 MECANISMO DE TOXICIDADE DO GLIFOSATO

O glifosato pulverizado no vegetal ¢ absorvido na superficie das folhas e
cauliculos e transportado pelo floema para os tecidos merismaticos. A absor¢do do glifosato ¢é
facilitada pela a¢do do surfactante polioxietileno amina (POEA), cuja finalidade ¢ impedir a
formacdo de gotas durante a pulverizagao, fazendo com que o produto se espalhe pela superficie
foliar. A molécula de glifosato, por ser um derivado de glicina (aminoacido essencial de vegetais),
ndo ¢ reconhecida como agente agressor (GALLI; MONTEZUMA, 2005).

O glifosato inibe a enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSP),
presente em cloroplastos de células vegetais. Conseqiientemente, ocorre inibi¢do da producao de
corismato, precursor da sintese de aminoacidos aromaticos essenciais (fenilalanina, tirosina e
triptofano), que por sua vez sao utilizados na sintese de proteinas e produtos secundarios, como
promotores e inibidores de crescimento, compostos fendlicos e lignina (SCHUETTE, 1998;
BAYLIS, 2000; AMARANTE JUNIOR; SANTOS, 2002; GALLI e MONTEZUMA, 2005). O
glifosato também inibe o CYP 450 de vegetais, enzima envolvida na detoxicacdo de herbicidas

(LAMB et al., 1998).

2.16 TOXICIDADE DO GLIFOSATO

Agéncias regulatérias e institui¢des cientificas no mundo inteiro confirmam que
o glifosato e sua formula comercial Roundup” sio seguros a exposi¢do humana e ao meio
ambiente (WILLIAMS et al., 2000). No entanto, estudos tém demonstrado o efeito tdxico
induzido por herbicidas a base de glifosato, sugerindo risco potencial a satde humana (MARC et
al., 2002; DALLEGRAVE et al., 2003; MARC et al.,, 2004 a b). Dallegrave et al. (2003)
avaliaram o potencial teratogénico do Roundup” na gestagdo de ratas tratadas oralmente com
Roundup® diluido em 4gua (equivalente acido de glifosato 500, 750 e 1000 mg/kg p.c.) entre 0 6°
e 15° dia gestacional, demonstrando que o herbicida retardou o desenvolvimento do esqueleto

fetal. Marc et al. (2002) demonstraram em embrido de ourigo-do-mar, modelo reconhecido para
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estudos do ciclo celular, que o Roundup® promoveu disfuncdo na regulagdo do ciclo celular,
devido a inibi¢do da sintese de DNA durante a fase S (MARC et al., 2004 b) e, conseqiientemente,
preveniu a ativacdo do complexo CDKl/ciclina B, conhecido como regulador universal da
transicdo de fases G2/M (MARC et al., 2002; MARC et al., 2004 b). Marc et al. (2004 a)
enfatizam que a disfuncdo no ciclo celular de uma unica célula pode ser crucial no
desenvolvimento de cancer. Em estudos subseqiientes, demonstraram que o Roundup® atrasou o
processo de desenvolvimento embrionario do ourico-do-mar em concentracao 500 vezes menor
que a recomendada pelo fabricante para pulverizagdo a campo, por interferir no processo de
transcri¢do (MARC et al., 2005). O efeito toxico do herbicida foi atribuido ao sinergismo entre o
glifosato e a mistura de surfactantes e permeabilizantes presentes na formula comercial (MARC
etal., 2002; MARC et al., 2004 a).

A formula comercial do herbicida apresenta maior toxicidade em organismos
aquaticos, incluindo peixes, ¢ mamiferos do que o composto ativo isoladamente (glifosato),
devido ao surfactante polioxietileno amina (POEA) presente no Roundup® (FOLMAR et al.,
1979; DALLEGRAVE et al., 2003; TSUI; CHU, 2003; MARC et al., 2005). A toxicidade do
POEA varia conforme a espécie, podendo contribuir com até 86% da toxicidade da férmula em
organismos aquaticos (TSUI e CHU, 2003).

Jiraungkoorskul et al. (2002) demonstraram alteragdes histologicas em figado
de tilapias expostas por imersdo ao Roundup® na concentragio correspondente a CLsy 96 h para
O. niloticus adulto (76,7 uL Roundup®™/L ou sal isopropilamina de glifosato de 36 mg/L), como
hepatodcitos com volume aumentado, infiltrado de leucocitos e formagdo de vactiolos. Langiano
(2006) também detectou alteragcdes em figado de curimba (Prochilodus lineatus), utilizando
concentragio subletal de Roundup Original® de 7,5 ¢ 10 pL/L (correspondente ao sal
isopropilamina de glifosato de 3,6 mg/L e 4,8 mg/L, respectivamente), descrevendo a CLsy 96 h
do Roundup Original® nesta espécie em 13,7 puL/L (sal isopropilamina de glifosato de 6,57 mg/L).

Sugere-se a viabilidade do teste do micronucleo e ensaio do cometa em peixes
como ferramenta util para monitoramento de genotoxicidade causada por contaminantes
ambientais, como o Roundup® (GRISOLIA, 2002; CAVAS; KONEN, 2007). Grisolia (2002)
relatou aumento significativo na freqiiéncia de micronicleo (MN) em eritrocitos de peixe
(Tilapia rendalli) 4 dias ap6s a inoculagdo intra-abdominal de Roundup® em doses tnicas de 42,

85 e 170 mg/kg (sal isopropilamina de glifosato). O autor descreve ainda que peixes
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demonstraram maior sensibilidade que camundongos a inducdo de micronucleo provocada por
pesticidas, como Alliete”, Brestanid® ¢ Roundup® (GRISOLIA, 2002). CAVAS; KONEN (2007)
demonstraram que peixes (Carassius auratus) expostos ao Roundup® em 5, 10 e 15 mg/L (sal
isopropilamina de glifosato) apresentaram aumento dose-dependente na freqiiéncia de

micronucleo, anormalidade nuclear e danos no DNA, avaliados em eritrocitos apds 48, 72 € 96 h.

2.17 MONITORAMENTO DE GENOTOXICIDADE AQUATICA

A utilizagdo de peixe como modelo experimental para avaliacdo de
genotoxicidade induzida por contaminantes ambientais presentes na dgua tem se popularizado
(AL-SABTI; METCALFE, 1995; GRISOLIA, 2002; CAVAS; KONEN, 2007). O peixe é
considerado bioindicador apropriado devido a posi¢do sistematica de vertebrado e consumidor
final na cadeia alimentar aquatica (BAGANZ et al., 1998), necessidade de grande volume de
agua para respiracado, intensificando sua exposicao (ULUPINAR; OKUMUS, 2002) e resposta a
toxicantes geralmente similar a vertebrados superiores (AL-SABTI; METCALFE, 1995).

O teste do microntcleo em peixe tem sido amplamente utilizado para avaliar a
exposicao a toxicantes em condicdes experimentais e ambientais (HAYASHI et al., 1998),
demonstrando potencial para monitoramento in Situ da qualidade da agua (AL-SABTI,
METCALFE, 1995; GRISOLIA; STARLING, 2001). O teste do micronucleo fornece estimativa
da freqliéncia de mutacdo, possibilitando introspec¢do sobre riscos diretos e indiretos a saude
humana causados por contaminantes ambientais (ULUPINAR; OKUMUS, 2002).

Micronucleos (MNs) sdo pequenas massas citoplasmaticas de cromatina
condensada, semelhantes a pequenos nucleos, resultantes da quebra de cromossomos
(clastogénese) ou de cromossomos inteiros que sofreram atraso durante a anafase da divisdo
celular (aneugénese) (FENECH et al., 1999). A técnica exige que a populacdo celular eleita para
avaliacdo passe por processo de mitose, para que as alteragdes no cromossomo induzidas pelo
tratamento se manifestem como micronucleo nos ciclos celulares subseqiientes (ULUPINAR;
OKUMUS, 2002). O critério para identificacao de micronticleo em eritrocito de peixe é que: (a) o

MN seja menor que 1/3 do nticleo principal, (b) o MN esteja totalmente separado do nticleo
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principal, (c¢) o MN apresente coloracdo idéntica ao nucleo principal, sem refringéncia
(GRISOLIA, 2002). Estima-se também que o micronucleo em peixe tenha entre 1/10 a 1/30 do
tamanho do nucleo principal (AL-SABTI; METCALFE, 1995).

Paralelamente, tem-se utilizado o ensaio do cometa (SCGE — Single Cell Gel
Electrophoresis) para detecgdo de substancias genotoxicas (MITCHELMORE; CHIPMAN,
1998; MIYAIJI et al., 2004). A técnica envolve o preparo de suspensao celular em agarose, que se
solidifica formando um filme sobre a lamina. As laminas sdo imersas em solucdo de lise
contendo detergente e sais em alta concentragao, para que ocorra lise da membrana e remocgao de
proteinas nucleares (incluindo histonas) (TICE et al., 2000; RIBEIRO et al., 2003). A estrutura
remanescente, denominada nucleodide, ¢ submetida a pH extremamente alcalino, para que ocorra
abertura da dupla-fita do DNA (desnaturagio), e eletroforese. A medida que os fragmentos de
DNA migram do nucledide em dire¢do ao anodo, forma-se figura semelhante a um “cometa”, que
revela a extensao de danos do DNA (FAIRBAIRN et al., 1995; BOECK et al., 2000). As laminas
sdo posteriormente neutralizadas e coradas com brometo de etideo, agente intercalante do DNA
capaz de emitir fluorescéncia (MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998).

O ensaio alcalino do cometa possibilita a identificacdo de quebras de fita
simples, de fita dupla e de sitios alcali-labeis do DNA. O ensaio do cometa nao ¢ utilizado para
detectar mutagdo, mas sim lesdes genomicas que, diferente da mutagdo, sdo passiveis de reparo

(RIBEIRO et al., 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito toéxico oriundo da exposi¢do subcronica a extrato celular de
Microcystis aeruginosa toxigénica (produtora de microcistina) associada a aflatoxina B
(micotoxina) e herbicida a base de glifosato (Roundup®) em tilapia do Nilo (Oreochromis

niloticus), focando na hipotese de ocorrer interagdo toxica entre estes contaminantes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a ocorréncia de genotoxicidade em células sangiiineas de tilapia do Nilo
(O. niloticus) exposta de forma subcronica a aflatoxina B;, Microcystis aeruginosa toxigénica
(linhagens BCCUSP 262 e NPLJ 47) ¢ herbicida a base de glifosato Roundup® através do Ensaio
Alcalino do Cometa.

Avaliar a ocorréncia de mutagenicidade em eritrocitos de tilapia do Nilo (O.
niloticus) exposta de forma subcronica a aflatoxina B;, Microcystis aeruginosa toxigénica
(linhagens BCCUSP 262 e NPLJ 47) ¢ herbicida & base de glifosato Roundup® através do Teste
do Microntcleo.

Avaliar as alteragdes histologicas no figado de tilapia do Nilo (O. niloticus)
exposta de forma subcronica a aflatoxina B;, Microcystis aeruginosa toxigénica (linhagens
BCCUSP 262 ¢ NPLJ 47) ¢ herbicida a base de glifosato Roundup® (analise em andamento).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 BIOENSAIO

4.1.1 Local e Instalagdo Experimental

O experimento foi conduzido na Estacdo de Piscicultura (EPUEL), do
Departamento de Biologia Animal e Vegetal da Universidade Estadual de Londrina. Foram
utilizados 7 tanques plasticos com capacidade de 500 L, ndo comunicantes, com aeragao
individual e constante. A agua de abastecimento, proveniente de pogo tubular profundo
(aproximadamente 70 m de profundidade) situado na EPUEL, era primeiramente armazenada em
caixa de agua com aquecedor e aerador e, depois, distribuida em fluxo continuo para os tanques

experimentais.

4.1.2 Animal Experimental e Manejo

As tilapias (Oreochromis niloticus) destinadas ao experimento foram obtidas na
EPUEL e criadas de acordo com a rotina de atividades. Os reprodutores, machos e fémeas, foram
alocados em hapas instaladas em viveiro de terra, para acasalamento no periodo reprodutivo (8
dias). Os ovos foram coletados para incubagdo artificial em &gua recirculante, com filtro
bioldgico, a 28°C e aeracdo constante, em galpao coberto (3-5 dias). As larvas foram
encaminhadas para hapas em viveiro de terra e alimentadas (30 dias) com ragdo farelada
adicionada de metil-testosterona (60 mg/kg racdo), visando reversdo sexual para machos. Em
seguida, os alevinos foram transferidos para viveiros de criagdo, onde permaneceram por cerca de
3 meses at¢é o momento da coleta. Foram coletadas 210 tilapias do Nilo (O. niloticus),

provenientes de um unico viveiro, com peso médio inicial de 74,95 + 15 g. Os peixes foram
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distribuidos em 7 grupos experimentais, a uma densidade inicial de aproximadamente 5,6 g
peixe/L (equivalente a 30 peixes por tanque), fluxo de agua de aproximadamente 550 mL/min, e
aclimatados por 12 dias antes do inicio do experimento, para minimizar o estresse oriundo da
manipulagdo. Apos a primeira coleta de tecido (t7;) (figura 9), a densidade foi de
aproximadamente 6,8 g/L e, ap0s a segunda coleta de tecido (t;31), de 4,9 g/L.

Os peixes foram alimentados diariamente com ragdo comercial extrusada em
quantidade aproximada de 1,5% do p.c. Para monitoramento de aflatoxina na racdo experimental
foram coletadas amostras mensais analisadas por Cromatografia em Camada Delgada (CCD),
conforme metodologia descrita por Soares e Rodriguez-Amaya (1989). A excreta dos peixes foi
limpa a cada trés dias. O teor de oxigénio dissolvido e temperatura da d4gua foram monitorados a
cada trés dias, utilizando aparelho digital YSI 55/12 FT Dissolved Oxigen Meter. O teor de
amonia e nitrito foi monitorado diariamente nos dias de exposi¢do ao Roundup®, e a cada 15 dias

nos demais dias experimentais, de acordo com as normas descritas por Paranhos (1996).

4.1.3 Periodo Experimental

O periodo experimental foi de 185 dias (t;s5), visando a exposi¢ao subcronica
de tilapias avaliadas por diferentes tratamentos utilizando concentragdes subletais de AFBy,

Microcystis aeruginosa e Roundup®.

4.2 MATERIAIS UTILIZADOS NOS TRATAMENTOS EXPERIMENTAIS

4.2.1 Aflatoxina B;

Aflatoxina B; (AFB;) (Sigma Chemical Company, MO) foi ressuspensa em

metanol e analisada em espectrofotdometro a 360 nm para determinagdo da concentracdo, de
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acordo com a metodologia de Soares e Rodriguez-Amaya (1989). Em seguida, uma aliquota desta
solucdo foi separada para utilizacdo no bioensaio, seca em nitrogénio gasoso a 40°C e,
posteriormente, solubilizada em 6leo mineral em concentracdo de 5 pg AFB;/mL. O tratamento
com AFB, foi realizado por inoculagdo intraperitonial (i.p.) de 10 pg/kg de peso corporal (p.c.)

em uma unica aplica¢do no primeiro dia do experimento (to) (figuras 8 € 9).

4.2.2 Microcystis aeruginosa

Foram utilizadas duas linhagens de Microcystis aeruginosa produtoras de
microcistina, denominadas M. aeruginosa BCCUSP 262 ¢ M. aeruginosa NPLJ 47. Cada cultivo
foi preparado individualmente em meio BG-11 pH 7,4 (RIPPKA et al., 1979 modificado por
BITTENCOURT-OLIVEIRA, 2000) em sala climatizada a 23-24°C do Laboratério de
Microalgas da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, ESALQ — USP, Piracicaba.
Procedeu-se a contagem de células em camara de Fuchs-Rosenthal e, logo apos, cada cultivo foi
concentrado por centrifugagdo (11000 xg, 23°C), recolhendo-se o precipitado celular no fundo do
tubo. Este precipitado foi congelado e descongelado por 8 vezes consecutivas, visando promover
lise celular e libera¢do de microcistina (MC), obtendo-se o extrato celular de M. aeruginosa. A
seguir, cada extrato foi liofilizado (-26°C, 386 uHg), sendo uma parte destinada ao bioensaio com
tilapia e outra encaminhada para a Universidade de Meijo (Japdo), para identificacdo e
quantificagdo de MC por Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massa com
Electron Spray lonization (ESI-LCMS).

Para o bioensaio, foram utilizados dois tratamentos experimentais com M.
aeruginosa: um a partir do liofilizado da linhagem BCCUSP 262 diluido em solugdo fisiologica e
inoculado i.p. na dose de 1x10° células/kg p.c. O outro contendo o liofilizado de ambas linhagens
BCCUSP 262 e NPLJ 47 diluido em solucao fisioldgica e inoculado i.p. na dose de 50% de cada
linhagem/ kg p.c., i.e. 5x10* células BCCUSP 262 + 5x10°* células de NPLJ 47/kg p.c. Os peixes
submetidos ao tratamento com M. aeruginosa foram inoculados i.p. no periodo te, ti16 € ti70 do

experimento (figuras 8 € 9).
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4.2.2.1 Extraco e determinacdo de microcistina

Para determinacdo de MC, as amostras liofilizadas (500 mg de cada linhagem)
foram extraidas por 3 vezes com 4cido acético 5% (30 min, sob agitacdo), para retirada de MC
hidrofilica (MC-LR, MC-RR ¢ MC-LY) ou com metanol, para retirada de MC hidrofébica (MC-
LW e MC-LF). Em seguida, foram centrifugadas (4000 xg, 30 min) e aplicadas em coluna pré-
condicionada C18 Sep-Pak (Waters, Milford, MA, USA). O eluato foi seco em rotavapor € o
residuo diluido em metanol.

As MCs foram analisadas por Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometro
de Massa com Electron Spray lonization (ESI-LCMS). A separagdo por Cromatografia Liquida
foi realizada através do sistema HPLC Agilent 1100. Apoés filtragdo (membrana Ultrafree-MC,
Millipore), SuL. de amostra foram introduzidos em coluna de gel TSK Super ODS (2um,
2,0x100mm, TOSOH) a 40°C. A fase movel consistiu em: (A) 0,1% de acido féormico em agua e
(B) 0,1% de acido formico em acetonitrila. A vazdo foi mantida a 200 pL/min. MC-LR, MC-LR
linear, tetrapeptideo e Adda foram analisados em comprimento de onda 238 nm, sendo os
compostos derivatizados com L-FDLA analisados a 340 nm. Apds andlise por Cromatografia
Liquida, o eluato foi submetido a Espectrometro de Massa (Finnigan LCQ Deca SP plus ITMS)
equipado com interface Electron Spray lonization (HARADA et al., 1996).

A determinacdo de MC por ESI-LCMS indicou a presenga de MC-LR (leucina
e arginina), MC—LF (leucina e fenilalanina), MC-LW (leucina e tirosina) e 7-desmetil-MC-LR
no extrato celular liofilizado de BCCUSP 262. No extrato celular liofilizado de NPLIJ 47
detectou-se apenas MC-LR. A injecdo i.p. de extrato celular contendo 1x10° células de BCCUSP
262/kg p.c. correspondeu a dose de MC total de 488,02x10™ ug/kg p.c., enquanto a inoculacio i.p.
de 5x10* células de BCCUSP 262 adicionada de 5x10* células de NPLJ 47 correspondeu a dose
de MC total de 244,63x10™ pg/kg p.c. (capitulo 1, tabela 3).
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4.2.3 Roundup®

Foi utilizado herbicida comercial Roundup Original®, composto por sal
isopropilamina de N-(fosfonometil) glicina (480 g/L), equivalente 4cido de N-(fosfonometil)
glicina (360 g/L) e ingredientes inertes (684 g/L) (Monsanto do Brasil). Este produto foi
previamente diluido e homogeneizado em agua destilada, para posterior adicdo nos tanques
experimentais, a fim de se obter concentracio final de 5 pL Roundup®™/L 4gua, correspondente ao
equivalente acido de glifosato de 1,8 mg/L ou ao sal isopropilamina de glifosato de 2,4 mg/L.

A exposi¢do ao Roundup® foi realizada em 3 dias, procedendo 24 h de imersio
em Roundup® na dose de 5 pL/L (fluxo de 4gua fechado para manter contato com Roundup™),
intercalado com 24 h de renovagdo de agua (fluxo de agua aberto e sem adi¢do do herbicida),
para evitar acimulo de aménia devido 4 alta densidade de animais. A exposi¢do ao Roundup® foi
realizada desta forma em trés periodos distintos: a) tss, tao, taz; b) toz, tos, tos; C) tiae, tias, tiso do

experimento (figura 8 € 9).

4.3 TRATAMENTOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 7 grupos experimentais:

L CN — Controle negativo;

II. T1 P _ Aflatoxina B, i.p., 10 pg/kg p.c. em to,

I11. T2 M2 _ M. aeruginosa BCCUSP 262 i.p., 1x10° células/kg p.c. em tg,,
ti16 € t176;

IV. T3 ® _ Roundup Original® imersdo, 5 pL Roundup®/L 4gua aplicado
em 3 periodos: a) 3, tao, ta2; b) too, tos, tos; €) tise, tias, tiso;

V.  T4®YR 124713

VI TS5 AR 71 4+ T2+ T3
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VIL. T AFRM62/47 _ 71 4 duas linhagens de M. aeruginosa (BCCUSP 262
5x10* células/kg p.c. e NPLJ 47 5x10* células/kg p.c.) + T3 i.p., em te,

ti16 € ti76.

O mesmo procedimento foi adotado em todos os tratamentos, i.e. quando os
animais foram inoculados i.p. com AFB; ou M. aeruginosa, os demais que ndo recebiam o
tratamento em questdo foram inoculados i.p. com solugdo fisiologica e, quando os animais foram
expostos ao Roundup®, os demais que ndo recebiam este tratamento foram expostos & agua
destilada. O intervalo mantido entre a exposicdo ao Roundup”® e M. aeruginosa foi de 20 dias,
entre a exposi¢do a M. aeruginosa e coleta de tecido, de 15 dias, e entre a coleta de tecido € nova

exposicio ao Roundup®, de 15 dias.

4.4 COLETA DE SANGUE

Decorridas 24 horas de exposi¢do do animal aos diferentes contaminantes
(AFB;, Roundup® ¢ M. aeruginosa) (figura 9), 6 peixes de cada tratamento foram anestesiados
por imersao em solu¢do de benzocaina (1:5000) para coleta de amostra de sangue periférico da
veia caudal, utilizando agulhas e seringas heparinizadas. De acordo com Gontijo et al. (2003), a
benzocaina ndo interfere no resultado do Ensaio Cometa. As amostras de sangue foram utilizadas

para o Teste do Micronucleo e para o Ensaio do Cometa.

4.5 COLETA DE TECIDO

A coleta de tecido foi realizada no periodo t77, t3; € tigs do experimento (figura
9), correspondendo a 15 dias ap6s a ultima inoculagdo de M. aeruginosa. Seis peixes de cada
tratamento foram anestesiados por imersdo em solucdo de benzocaina (1:5000) e, em seguida,

eutanasiados mediante seccdo medular para coleta de figado, rim, branquia e musculo. Uma
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amostra de cada tecido foi imediatamente fixada em bouin, por 18 h, e em formalina tamponada

10%, por 24 h.

4.7 TESTE DO MICRONUCLEO

Foram confeccionados dois esfregagos sangiiineos por animal. As laminas
foram secas por 24 h em temperatura ambiente, fixadas com metanol absoluto por 10 min e

coradas com Giemsa 5% diluido em tampao fosfato pH 6,8 (4,08 g KH2P04; 7,10 g NazHPO4

para 1L de agua destilada) por 10 min. Posteriormente, foram lavadas com agua destilada, secas

em temperatura ambiente ¢ montadas para uso permanente com Entellan (Merck, Darmstadt,
Germany). Efetuou-se analise citologica em microscopio Optico, com objetiva de 1000x. Para
cada animal foram contados 2000 eritrécitos, anotando-se a freqiiéncia de microntcleos

observados (figura 6).

N

A seta indica eritrocito micronucleado observado em microscopio optico.

Figura 6 — Eritrocitos de sangue periférico de tilapia (O. niloticus)
corados com Giemsa 5% em aumento de 1000x.
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4.8 ENSAI0 DO COMETA (SINGLE CELL GEL ELECTROPHORESIS)

O Ensaio Alcalino do Cometa foi realizado no Laboratério de Mutagénese do
Departamento de Biologia Geral da UEL, conforme metodologia descrita por Singh et al. (1988)
com modificagdes de Speit ¢ Hartmann (1999). Foram confeccionadas duas laminas por animal.
As laminas foram cobertas com filme de agarose 1,5% (300 mg/20 mL de PBS) a 60°C, secas a
temperatura ambiente por 24 h e armazenadas a 4°C. A seguir, foi confeccionada suspensdo
celular com 10 pL de sangue diluido em 1000 pL de solugao salina (7,4 g NaCl; 0,36 g KCl; 0,17
g CaCl; 0,31 g NaHCO}; 1,6 g NazHPO4; 04¢g NaH2P04 para 1L de agua destilada). Logo ap0s,

15 pL desta suspensdo foi homogeneizada com 120 puL de agarose de baixo ponto de fusdo 0,5%

(100 mg/20 mL PBS - 0,2 g KCI; 0,2 g KH2P04; 8,0 g NaCl; 1,15 g NazHPO4 para 1L de agua

destilada), mantida a 37°C em banho-maria. Em seguida esta solucao foi colocada sobre a lamina
pré-gelatinizada inicialmente descrita, coberta com laminula e mantida por 20 min a 4°C para
solidificagcdo. Apos remocao da laminula, a lamina foi imersa em solugdo de lise gelada recém-
preparada (1 mL Triton X-100; 10 mL DMSO e 89 mL solugao de lise estoque pH 10,0 — solucdo
de lise estoque: 146,1 g NaCl 2,5 M; 37,2 g EDTA 100 mM; 1,2 g Tris 10 mM; 8,0 g NaOH; 10
g Lauril Sarcosinato de Sodio para 1 L), contida em cuba de vidro envolta com papel aluminio
para prote¢do contra luz, permanecendo nesta solucao por 24 h a 4°C. A seguir, as laminas foram
lavadas com agua destilada e colocadas em cuba de eletroforese, mantida em banho com gelo.
Posteriormente, estas foram cobertas com tampao alcalino gelado (NaOH 300 mM, EDTA 200
mM, pH ~ 13,0), permanecendo em repouso, no escuro, por 20 min. Na seqiiéncia, realizou-se
eletroforese a 25 V e 300 mA (0,8-1,0 V/cm) por 20 min, sendo as laminas, posteriormente,
neutralizadas com tampao de neutralizagao (Tris 0,4 M — HCI, pH 7,5), por 3 repeti¢des de 5 min.
As laminas foram fixadas em etanol absoluto por 10 min, e, ap6s secagem a temperatura
ambiente, armazenadas a 4°C até o momento da analise.

Para a analise citologica, as laminas foram coradas com 90 pL de solugdo
aquosa de brometo de etidio (0,20 mg/mL de dgua) e observadas ao microscopio de fluorescéncia,
com objetiva de 1000x, filtro de excitacdo de 515-560 nm e filtro de barreira de 590 nm. Foram
analisados 100 nucledides por animal, registrando-se as classes de cometa segundo Kobayashi et

al. (1995): 0 (sem formagao de cauda), 1 (cauda menor que 1 vez o didmetro do nucleoide), 2
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(cauda entre 1-2 vezes o didmetro do nucleodide) e 3 (cauda maior que 2 vezes o didmetro do
nucledide) (figura 7). Para cada animal foi obtido um escore, multiplicando-se o numero de
células obtidas em cada classe pelo valor de cada classe, de acordo com a formula: Escore = (A x
0)+Bx1)+(Cx2) +(Dx3),emque A, B, C e D representam o nimero de células

encontradas para cada classe analisada.

4.9 PROCESSAMENTO DE MATERIAL PARA ANALISE HISTOLOGICA

As amostras de figado, rim, branquias e musculo foram fixadas em formalina
tamponada 10%, por 24 h, e em bouin, por 18 h. Em seguida, foram processadas no Laboratério
de Anatomia Patologica do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da UEL. As
amostras foram lavadas sucessivamente com agua corrente (1 h), dlcool amoniacal 10% (1 h) e,
novamente, com agua corrente (1 h). Em seguida foram desidratadas seqliencialmente por
imersdo em solucdo alcoolica de concentracdo crescente, inclusas em parafina liquida a 60°C
(overnight) e emblocadas em parafina.

As amostras de tecido hepatico referentes ao grupo controle (CN) e inoculado
i.p. com M. aeruginosa BCCUSP 262 (T2) foram cortadas com micrétomo em sec¢des de 5 um
de espessura, aderidas a 1amina de microscopia, coradas pelo método hematoxilina-eosina (H.E.)
e analisadas em microscopio Optico pela Ms. Ana Paula M. E. Santos sob orientagdo da Prof. Dra.

Ana Paula F. R. L. Bracarense. A anélise histopatologica encontra-se em andamento.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA) e a comparagdo de médias pelo
Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05) para analise dos dados referentes ao
escore médio de cometa e freqiiéncia média de microntcleo obtidos pelos tratamentos

experimentais.
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Nucledides observados em microscopio de fluorescéncia e classificados segundo Kobayashi et al. (1995).

Figura 7 — Classes de cometa 0, 1, 2 e 3 em sangue periférico de tilapia (O. niloticus) corado com brometo de etideo em aumento de 1000x
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Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
H inicial = 210, Peso meédio inicial: 74,95 £15 g
I I I
’ Controle ” Tratamento 1 ” Tratamento 2 ” Tratamento 3 J l Tratamento 4 ] l Tratamenmto 5 ] | Tratamenmto 6 ]
I Oleo Mineral ] AFB , AFB, AFB,
I ]
[ Agua D estilada J Roundup® [ Roundup® ] l RI:uunI:lan"’I ] l Ruundup° ]
Solugdo n na 50 S‘E
Forginosa ForyQinosa aemgmma FoqQiNesa
BCCUSP BCCUSP BCCUSP BCCUSP 262 +
Fisiologica 262 262 262 50 % NPLJAT

RuurIl:Iup° [RI::unl:Iupl‘“I ] I Ruum:lup I I Ruundup I

Al A 50 S'E
Feruginosa Feruginosa aemgmosa Forginosa
BCCUSP BCCUSP BECCUSP BCCUSP 262 +
262 262 262 50 % HPLJAT

Roundup® [ Roundup® ] [ Ruundup ] I Ruundup J

n 50 S-E-
Feraqinosa e mg fnosa Foerginoesa

M
JerQiIN0s 3

BCCUSP
262

BCCUSP BCCUSP BCCUSP 262 +
262 262 50 % HPLJ4T

Figura 8 — Delineamento experimental demonstrando esquema de exposi¢do dos contaminantes em tilapia do Nilo
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Dia da coleta de sangue: 1 18 43 63 97 117 151 171
Dia de exposicdo: 0 38 40 42 62 92 94 96 116 146 148 150 170
oM AAA SF AAAL SFAh AAAL SFL
Controle [ B I I - I I i
Aclimatacgéo
AF AAA SF AAA SF AAA SF
T1 40 0 HH : - e - -
oM A A A M262 AAA M262 AAA M262
T2 (1202 0 HH | - e - -
oM RRRL SF RRR SF RRR SF
T3 ® T —— I ———m tm o tm
oM RRR M262 L RRR M262 RRR M262
T4 (RM262) 1+ H—tm I - - H——m tm
AF RRR M262 RRR M262 RRR M262
T5 (AF+RM262) [ B H—tm tm —H—+m e —H—+m m
AR M52/ AT AF RRR M262/47 RRR | M262/47, RRR M262/47
T6 (AF+R+ —
1 1 |r |r i T 1 r |r i T 1 r T r ]
Dia da coleta de tecido: 77 131 185

AF:AFB;, R:Roundup®, M262:M. aeruginosa BCCUSP 262, M47:M. aeruginosa NPLJ 47, A:agua destilada, OM:6leo mineral, SF:soro fisiologico. Seta e
numero rosa:coleta de sangue realizada em cada tratamento, seta e nlimero cinza:coleta de tecido realizada em cada tratamento.

Figura 9 — Delineamento experimental demonstrando esquema da exposi¢do dos contaminantes e da coleta de amostras



51

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo foram escritos em forma de capitulos, iniciando-se
com a definicdo de parametros referentes as concentragdes de aflatoxina B;, M. aeruginosa e

Roundup®, tempo e animal experimental a serem utilizados no ensaio biologico, listados abaixo:

CAPITULO 1. Determinagio de dose, tempo e animal experimental para bioensaio de associagio

aflatoxina B; — Roundup®™ — Microcystis aeruginosa;

CAPITULO 2. Genotoxicidade subcronica induzida por Microcystis aeruginosa, aflatoxina B, e
Roundup® em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus);

NOTA DE PESQUISA: Histopatologia em tecido hepatico de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) exposta a Microcystis aeruginosa BCCUSP 262.
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associacdo aflatoxina B; — Roundup® — Microcystis aeruginosa
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CAPITULO 1 — Determinacdo de dose, tempo e animal experimental para bioensaio de

associagao aflatoxina B; — Roundup® — Microcystis aeruginosa

Animal Experimental

Diante da necessidade de se avaliar o efeito toxico decorrente da co-exposicao a
aflatoxina B;, Microcystis aeruginosa toxigénica ¢ herbicida a base de glifosato, elegeu-se a
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) como animal experimental, considerando a possibilidade
de exposi¢do natural a estes contaminantes no ciclo da cadeia produtiva.

A padronizagdo do ensaio iniciou-se desde a criacdo de tilapia na Estacdo de
Piscicultura da UEL (EPUEL). Os peixes, provenientes de um tUnico viveiro de terra, foram
divididos em 7 grupos experimentais e aclimatados por 12 dias. Tendo em vista que o tempo de
criacdo comercial da tildpia ¢ de 6 a 8 meses (CASTAGNOLLI, 1992), aliado a necessidade de
avaliar o efeito da exposi¢@o a doses baixas de contaminantes ambientais a médio e longo prazo,
definiu-se o periodo experimental de 185 dias (aproximado ao periodo de abate).

Considerando a alta densidade praticada em sistema intensivo de piscicultura,
admitindo variagdo entre 25-40 kg/m’, equivalente a 25-40 g/L (BEVERIDGE ¢ McANDREW,
2000), 30 animais com peso médio inicial de 74,95 + 15 g foram alocados em cada tanque
experimental, correspondendo a densidade de aproximadamente 5,6 g/L.

A figura 10 mostra o fluxograma utilizado para definir as doses de AFB;, M.

aeruginosa e Roundup® em ensaio subcronico com tilapia.

Aflatoxina B;

O meio ambiente aquatico natural ndo se enquadra como fator de risco perante
exposicao de peixe selvagem a AFB,. Todavia, nao se pode descartar o mesmo, em se tratando de

animal cultivado em cativeiro, alimentado com racdo preparada com grao susceptivel ao
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crescimento fungico e conseqiiente contaminacdo com micotoxinas (GALLAGHER; EATON,
1995). A aflatoxina afeta a produgdo animal, causando menor ganho de peso, conversao
alimentar, imunossupressao a morte (HUWIG et al., 2001; TUAN et al., 2002).

A defini¢do da dose de AFB; a ser destinada ao ensaio baseou-se em
monitoramento prévio da contamina¢do com aflatoxina em 42 amostras de racdo provenientes de
pesqueiros da regido de Londrina-PR, realizado por Hashimoto et al. (2003). No estudo
constatou-se aflatoxina em nivel ndo detectavel a 15,6 pg/kg, com 61,9% das amostras em nivel
<4 ng/kg, valor inferior ao permitido pela legislacao brasileira de 20 ug/kg (ANVISA, 2002).

Assim, testou-se AFB, nas doses de 10, 20 e 50 pg/kg p.c. via i.p. em tilapia (O.
niloticus). Optou-se por exposicdo i.p. para minimizar o perigo de contaminagdo dos
manipuladores e coletou-se o sangue apds 8, 24 e 48 h da inoculagdo, a fim de determinar a
menor dose capaz de iniciar danos genéticos. Todas as doses induziram danos no DNA,
detectados através do Ensaio Cometa (tabela 1). A tabela 1 mostra que o efeito genotdxico
causado por AFB,; foi dose-dependente, i.e. o escore de cometa aumentou conforme a dose
inoculada, tendo a coleta ap6s 24 h diferido das demais na dose de 50 pg/kg (p<0,05). Baseado
nestes dados, preconizou-se o ensaio fixando a dose de AFB; em 10 pg/kg p.c. e coleta de sangue

apods 24 h da inoculagdo, visando simular ensaio subcronico em tilapia.

Microcystis aeruginosa

Em tanques de piscicultura, freqiientemente ocorre floracdo de cianobactérias
produtoras de MC, favorecida pelo excesso de matéria organica procedente da propria atividade e
de afluentes de regides com alta densidade populacional (PADUA, 2002). A presenca de MC na
agua da piscicultura implica em risco para a saude humana, através do consumo de animais
contaminados e do descarte de dejetos proximo a corpos d’dgua para consumo humano
(KAMOGAE et al., 2006). Durante monitoramento de MC, realizado no Paranéd entre 1995 e
1996, em 50 amostras de agua provenientes de um lago urbano, reservatdrios para consumo
humano, lagos recreacionais, lagos para dessedentacdo animal e da aqiiicultura, Hirooka et al.
(1999) detectaram positividade para M. aeruginosa em todos os locais, além de alta

contamina¢do com MC em 2 amostras de agua para recreagdo (6,4 ¢ 10 pg/mL) e 1 amostra de



55

agua para consumo humano (6,6 pg/mL) (HIROOKA et al.,, 1999). Kamogae et al. (2006)
detectaram MC-LR em 7 das 14 amostras de floragdes, coletadas no Lago Itaipu e represas
Capivara e Barra do Irai — PR entre 2000 e 2001, sendo as variantes MC-RR e MC-YR
detectadas em menor freqiiéncia (3 amostras). Além da MC-LR, outras variantes de MC que
ocorrem com freqliéncia em floragdes sao MC-RR, MC-LW e MC-LF (McELHINEY et al.,
2000).

Para o ensaio, empregaram-se M. aeruginosa linhagem BCCUSP 262 ¢ NPLJ
47 com caracteristicas iniciais positivas para a producao de microcistina (HASHIMOTO, 2002).
A linhagem BCCUSP 262 caracterizava-se inicialmente como produtora de MC, mas negativa
para MC-LR (HASHIMOTO et al., 2007), enquanto NPLJ 47 apresentava-se positiva para MC-
LR além de outras MCs (informagdo pessoal com Profa. Dra. Maria do Carmo Bittencourt-
Oliveira), sendo ambas cultivadas em meio BG-11 modificado (RIPPKA et al., 1979 modificado
por BITTENCOURT-OLIVEIRA, 2000).

A dose do extrato celular de M. aeruginosa a ser utilizado no modelo
experimental foi determinada em ensaio com M. aeruginosa linhagem BCCUSP 262. O mesmo
esquema foi projetado para NPLJ 47, substituindo 50% da dose celular da linhagem BCCUSP
262, ja que a literatura relata ampla diversidade de cianobactérias numa mesma flora¢do, com
destaque a M. aeruginosa, ocorrendo repetidamente ao longo do ano (WATANABE et al., 1996).

A padronizagdo iniciou-se com imersao de tilapia em agua contaminada com
extrato celular de M. aeruginosa BCCUSP 262, sob monitoramento de MC por IC-ELISA
durante 7 dias (figura 11: HASHIMOTO, 2002). Considerando a queda drastica da concentracao
de MC observada apo6s 24 h, com redu¢do de 40,4 para 7,8 pg/L (figura 11), decidiu-se pela
inoculagdo i.p. na regido abdominal do peixe, para reproduzir o efeito constante de uma
concentracao fixa.

Para definir a dose i.p. de MC, testou-se o extrato celular de M. aeruginosa
BCCUSP 262 contendo 2x10°, 4x10° e 1x10° células/kg p.c. e avaliou-se o efeito genotoxico
pelo Ensaio Cometa em sangue coletado apods 8, 24 e 48 h da inoculagdo (tabela 2). A tabela 2
mostra o efeito genotdxico dose-dependente provocado por M. aeruginosa apos 8 e 24 h, em que
o tempo de coleta nio diferiu entre si (p<0,05). Considerando a positividade em todos os
tratamentos, definiu-se uma dose inferior & utilizada, i.e. 1x10° células/kg p.c., para prosseguir

com ensaio subcronico.
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A figura 12 mostra os espectros de MC obtidos no extrato celular liofilizado de
M. aeruginosa BCCUSP 262 ¢ NPLJ 47, analisados por ESI-LCMS (HARADA et al., 1996). A
linhagem NPLJ 47 produziu somente MC-LR, enquanto a BCCUSP 262 produziu 4 variantes de
MC, identificadas como MC-LR, 7-desmetil-MC-LR, MC-LW e MC-LF. Estes dados contrastam
com as caracteristicas iniciais destas linhagens, indicando variagdo na expressdo génica
dependente das condi¢des de cultivo.

A tabela 3 mostra a concentragdo de MC no extrato celular liofilizado de M.
aeruginosa BCCUSP 262 e NPLJ 47 e a dose correspondente de MC inoculada i.p. em tilapia. A
injegdo i.p. de extrato contendo 1x10° células de BCCUSP 262/kg p.c. correspondeu a dose de
MC total de 488,02 x 10 pg/kg p.c. Referente ao tratamento com 5x10* células de BCCUSP 262
adicionado de 5x10* células de NPLJ 47, correspondeu a dose de MC total de 244,63 x 10™* pug/kg

p-c.

Roundup®

A localizacdo da piscicultura em zona agricola pode propiciar a exposicao de
peixes a residuos de fertilizante e também de herbicida (WHO, 1994 apud COX, 1998;
JIRAUNGKOORSKUL et al., 2002), como o Roundup®, amplamente vinculado a produgio
agricola e constituindo motivo de preocupagdo em decorréncia do uso aumentado em cultivo de
soja resistente ao glifosato (BENBROOCK et al., 2001; MRE, 2007).

A definicdo da concentracio de Roundup” a ser utilizada no modelo
experimental baseou-se em experimentos em andamento do Centro de Ciéncias Biologicas —
UEL (LANGIANO, 2006), assim como na compilacio dos dados apresentados por
Jiraungkoorskul et al. (2002), que determinaram a CLsy 96 h do Roundup” em 36 mg/L (sal
isopropilamina de glifosato) em tilapia (O. niloticus). Baseado nisto, elegeu-se as concentragdes
de Roundup Original® de 3, 6 ¢ 12 mg/L (sal isopropilamina de glifosato) para ensaio agudo com
tilapia (O. niloticus). A mortalidade atingiu 100% em peixe imerso nas duas maiores
concentracdes (dados ndo apresentados), apontando que uma concentracdo de Roundup® <6

mg/L (isopropilamina de glifosato) fosse adequada para o estudo subcrdnico.
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Considerando que Langiano (2006) detectou alteracao histologica em figado de
curimba (Prochilodus lineatus) utilizando dose subletal de Roundup Original® de 7,5 ¢ 10 puL/L
(correspondente ao sal isopropilamina de glifosato de 3,6 mg/L e 4,8 mg/L, respectivamente), de
formulacao do herbicida idéntica em nosso trabalho, avaliou-se a sobrevivéncia de tilapia (O.
niloticus) em imersdo com Roundup Original ® de 3, 5 ¢ 7 pL/L (correspondente ao sal
isopropilamina de glifosato de 1,4; 2,4 e 3,7 mg/L, respectivamente) (tabela 4). A dose de 5 pLL/L
(isopropilamina de glifosato 2,4 mg/L) foi selecionada para ensaio subcronico, ja que se tratava
da maior dose com sobrevivéncia de todos os individuos.

A literatura relata que a persisténcia do glifosato na agua ¢ menor que no solo
(COX, 1998; USDA, 2000) e bastante variavel, podendo atingir 1,5 a 3,5 dias
(GOLDSBOROUGH; BECK, 1989). Visando simular esta condic¢do, fixou-se a dura¢do da
exposicdo ao Roundup® em 3 dias, procedendo 24 h de imersdo em Roundup® (fluxo de agua
fechado para manter contato com Roundup®), intercalado com 24 h de renovacéo de 4gua (fluxo
de 4gua aberto e sem adicdo do herbicida), para evitar acimulo de amonia causado pela alta
densidade de peixes no tanque experimental. Cavas e Konen (2007) avaliaram a genotoxicidade
induzida por Roundup” em peixe-dourado (Carassius auratus), procedendo imersio em
Roundup® nas concentra¢des de 5, 10 ¢ 15 mg/L (isopropilamina de glifosato) durante 6 dias,
trocando-se a agua-teste a cada 2 dias. No mesmo experimento, adotou-se densidade de 3,75 g/LL

dgua (CAVAS; KONEN, 2007).



‘ Padronizacéo das Doses
I

4 N\
AFB, M. aeruginosa Roundup Original®
(sal de isopropilamina de glifosato)
| (ug/ kg p.c.) ) (células/ kg p.c.) mgl L
| | |
I I I
Ensaio Agudo Ensaio Agudo Ensaio Agudo Ensaio Agudo Teste
Concentragao Subletal
LANGIANO (2006)
Tilapia (O. niloticus) Tilapia (O. niloticus) Tilapia (O. niloticus)| |Curimba (P. lineatus)| |Tilapia (O. niloticus)
10 20 50 2x10% || 4x10°| | 1x10°6 3 6 12 3,6 4,8 1,4 2,4 3,7
Hg/kg ug/kg Hg/kg céls/kg | [céls/kg| | céls/kg mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
p.c. p.c. p.c. p.c. p.c. p.c. agua agua agua agua agua agua agua agua
Genotoxicidade Genotoxicidade Mortalidade Hepatotoxicidade Mortalidade
(Cometa e (Cometa e (Histopatologia)
Micronucleo) Micronucleo)

Definicdo das Doses
Ensaio Subcrénico

AFB, M. aeruginosa ‘ Roundup Original ®
10 ug / kg p.c. 1x10° céls / kg p.c. 2,4 mg /L agua

Figura 10 — Fluxograma referente a padronizagdo das doses experimentais de AFB;, M. aeruginosa e Roundup® para ensaio subcronico com O.
niloticus.
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Tabela 1 — Escore médio de cometa obtido ap6s analise de 100 nucledides por animal para defini¢do da
dose i.p. de aflatoxina B; em tilapia

Coleta de Sangue

Tratamentos N
8h 24h 48 h
Controle Negativo 6 58+28 % 75+19 <A 83425 e A
Ciclofosfamida 20 mg/kg p.c. 6 108,8+12,3 ** 100+6,4 >* 105,3+10,9 **
AFB, 10 pg/kg p.c. 6 31,3+12 % 445+17,5 ¢4 41,7+11,5 4
AFB; 20 pg /kg p.c. 6 5364 B 702+62 A 62,7+7,1 @B
AFB, 50 pg/kg p.c. 6 958+5 B 116,7+8,9 ** 892488 "B

Ciclofosfamida: Controle Positivo

Médias seguidas de letras mintisculas iguais na mesma coluna e letras maiusculas iguais na mesma linha nio diferem

entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
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1 2 3 4 5 B

Dias

Figura 11 — Concentracdo de MC em agua contaminada com extrato celular de M. aeruginosa BCCUSP
262 e monitorada por IC-ELISA durante 7 dias

Fonte: Hashimoto (2002).

Tabela 2 — Escore médio de cometa obtido ap6s andlise de 100 nucledides por animal para defini¢do da
dose i.p. de M. aeruginosa BCCUSP 262 em tilapia

Coleta de Sangue

M. aeruginosa N
8h 24 h 48 h
Controle Negativo 6 63+54 % 55446 N 4432 oA
2,0 x 10° cel/kg 6 33.8+10,1 ™ 412410 %  46,3+259 *4
4,0 x 10° cel/kg 6 523+133 **  505+12 ™% 462+113 *4
1,0 x 10° cel/kg 6 58.83+7,1 “*  663+132 %  60,5+212 *4

Médias seguidas de letras mintisculas iguais na mesma coluna e letras maiusculas iguais na mesma linha nio diferem

entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Hashimoto et al. (2007).
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Tabela 3 — MC produzida por M. aeruginosa BCCUSP 262 e NPLJ 47

Concentra¢ao de MC no

liofilizado de M. aeruginosa Dose de MC em tﬂil:la (ng/ke
(ug/g)* pc.)
MC BCCUSP 262
BCCUSP 262 NPLIJ 47 BC(CIES(}/) )262 (50%)-NPLJ
’ 47 (50%)
-LR 4,10 3,21 2,85x 10 2,04 x 107
-LF 2,46 - 1,71 x 10 0,85x 10
LW 1,63 - 1,13x 10 0,57 x 107
7-desmetil-MC- . .
R 695,18 - 48233 x 107 241,17 x 10
MC Total 703,37 3,21 488,02 x 10™ 244,63 x 10™

(*): MC determinada por ESI-LCMS no extrato celular liofilizado de M. aeruginosa linhagens BCCUSP 262 ¢ NPLJ

47 (ng MC/g liofilizado)
(**): MC inoculada i.p. em tilapia na dose de 1x10° céls de M. aeruginosa/kg p.c. (ug MC/kg p.c.)

Tabela 4 — Teste preliminar de mortalidade devido & exposi¢io ao Roundup” em tilapia

Mortalidade

1* exposi¢do 2% exposi¢do

3* exposicdo

24 h 24 h

Roundup® 24 h 24h 24h
N o Tenovagdo o renovagdo ©
(LL/L)* Roundup Roundup Roundup
(4gua) (4gua)
3 3 - - - - -
5 3 - - - - -
7 3 - - - 1 -

(*): dose de Roundup® de 3, 5 ¢ 7 uL/L correspondente a 1,4; 2,4 e 3,7 mg/L (sal isopropilamina de glifosato),

respectivamente.

A exposi¢do ao Roundup® foi realizada em 3 dias, procedendo 24 h de imersdo em Roundup® (fluxo de agua fechado
para manter contato com Roundup®), intercalado com 24 h de renovagdo de 4gua (fluxo de 4gua aberto e sem adigo

do herbicida), para evitar acimulo de amonia causado pela alta densidade.
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Figura 12 — Espectro de massa para caracterizagdo de MC produzida pelos cultivos liofilizados de M.
aeruginosa BCCUSP 262 (A) e NPLJ 47 (B) utilizando ESI-LCMS.
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CAPITULO 2
Genotoxicidade subcronica induzida por Microcystis aeruginosa, aflatoxina B,

e Roundup® em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
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CAPITULO 2 — Genotoxicidade subcronica induzida por Microcystis aeruginosa, aflatoxina B,

e Roundup® em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

As tabelas 5 e 6 apresentam, respectivamente, as caracteristicas fisico-quimicas
da agua dos tanques experimentais ¢ de pesqueiros da regido de Londrina. As tabelas 7 ¢ 8
apresentam, respectivamente, os resultados obtidos no ensaio cometa e no teste do microntcleo
em sangue de tilapia exposta a aflatoxina B, Microcystis aeruginosa e Roundup®. A figura 13
representa graficamente os escores médios de cometa, enquanto a figura 14 mostra a freqiiéncia
de cada classe de cometa (zero a trés) correspondente ao escore médio obtido. A figura 15
representa graficamente a freqiiéncia média de microntcleo. As lacunas nas tabelas 7 ¢ 8 e
figuras 13, 14 e 15 decorreram de problemas durante o experimento, de forma que a andlise
estatistica no periodo t43 ndo foi realizada devido a auséncia do controle negativo (CN).

Conforme o monitoramento mensal de aflatoxina em rac¢do utilizada no
bioensaio, somente uma amostra, coletada no més de outubro/2005, apresentou-se positiva para
AFB; na concentracao de 4,8 ug/kg, enquanto nas demais amostras nao foi detectada a presenca
de aflatoxina. Todavia esta concentra¢do esteve abaixo do limite de aflatoxina permitido pela
legislacao brasileira de 20 pg/kg (ANVISA, 2002). O monitoramento de micotoxinas, realizado
entre 1997 a 2001, em 436 amostras de alimentos para consumo animal, provenientes dos estados
do PR, SP, SC, RS, MT, MS, MG e GO, detectou zearalenona e aflatoxina como principais
contaminantes, apresentando positividade de aflatoxina em 74 amostras de racdo de 31,1%
(NETTO et al.,, 2002). Durante o monitoramento de aflatoxina em 42 amostras de ragao
adquiridas em cinco pesqueiros da regido de Londrina-PR, entre margo a julho/2001, Hashimoto
et al. (2003) constataram positividade em 28,6% das amostras. Os autores constataram aflatoxina
em nivel ndo detectavel a 15,6 pg/kg, sendo AFB, detectada em maior freqiiéncia e concentracao
(n.d. a 13,13 pg/kg), e com 61,9% das amostras apresentando nivel de aflatoxina <4 pg/kg
(HASHIMOTO et al., 2003). Estes resultados indicam a contamina¢do com aflatoxina em nivel
relativamente baixo na alimentagdo de peixes.

Segundo o Conama (2005), os corpos d’agua destinados a pesca ou cultivo de
organismos aquaticos para fins de consumo (aqiiicultura) pertencem a classe 2, cujos parametros

de qualidade da 4gua incluem: oxigénio dissolvido (=5 mg/L), pH (6 a 9), amoénia (<3,7 mg/L) e
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nitrito (<1,0 mg/L). Castagnolli (1992) cita que o melhor desempenho da tilapia (O. niloticus) é
obtido com a temperatura da 4gua entre 26 a 28 °C e que, quando a temperatura ¢ inferior a 15 °C,
ocorre reducdo da alimentacdo. De acordo com a tabela 5, o teor médio de oxigénio dissolvido
geral do experimento (4,7+0,9 mg/L) e durante a primeira exposi¢io ao Roundup® (4,4+0,5
mg/L) apresentaram-se abaixo do limite recomendado pelo CONAMA (2005). Os demais
parametros fisico-quimicos da agua no decorrer de 185 dias (ty a t;gs) mantiveram-se em nivel
aceitavel, com temperatura de 23,3+2,9 °C, pH de 6,9+0,2, amdnia de 0,4+0,4 mg/L e nitrito de
0,110,14 mg/L. A média de aménia durante as exposicdes ao Roundup® foi superior em relacio
a média geral (tabela 5): o nivel de amdnia atingiu 1,7+0,3 mg/L na 1* exposicao (tss, 40, 42),
diminuindo posteriormente para 0,9+0,1 mg/L (2* exposicdo to 94 96) € 0,5+0,1 mg/L (3*
eXposicao ty46, 148, 150), devido a reducdo gradativa na densidade de animais que foram colhidos
para analise histologica.

O teor de oxigénio dissolvido, temperatura e pH da agua do experimento (tabela
5) situaram-se dentro da faixa de variagdo natural observada nos pesqueiros da regido de
Londrina-PR por Padua (2002) (tabela 6). O teor de nitrito em nosso experimento (0,11+0,14
mg/L, tabela 5) assemelhou-se ao do pesqueiro C (0,11+0,13 mg/L, tabela 6), atingindo maior
valor durante exposi¢do ao Roundup®, devido ao acimulo de matéria orgénica (tabela 5). O teor
de amonia em nosso experimento (0,4+0,4 mg/L, tabela 5) foi inferior ao dos trés pesqueiros
(tabela 6), mesmo durante a exposi¢io ao Roundup®. Padua (2002) relatou que a elevada
incorporacdo de amoénia na agua dos pesqueiros decorreu principalmente do arragoamento em
excesso, predispondo a floragdes permanentes nos viveiros e producdo de MC.

No contexto geral, o grupo controle negativo (CN) demonstrou escore médio de
cometa elevado durante todo o periodo experimental (tabela 7, figura 13). O fato decorreu
provavelmente da alta densidade animal de aproximadamente 5,6 g/L, alocando-se inicialmente
30 peixes (74,95+15 g) por tanque, sendo que se recomenda 1 g/L para ensaio toxicoldgico
(APHA, 1981). A densidade elevada também tem sido descrita em outros experimentos, a
exemplo de 3,75 g/L em ensaio para detecgdo de genotoxicidade induzida por Roundup® em
peixe-dourado (C. auratus) (CAVAS; KONEN, 2007). Beveridge e McAndrew (2000) admitem
densidade entre 25-40 kg/m’ (equivalente a 25-40 g/L) em cultivo intensivo de tilapia, sendo este

fator a base de calculo utilizada em nosso experimento.
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Procedendo andlise detalhada do escore médio de cometa do CN, pode-se
visualizar na figura 14 a classificagdo de cometa (0, 1, 2 e 3) correspondente aos escores médios
obtidos pelo CN. Percebe-se que, embora os escores médios de cometa do CN estivessem
elevados (figura 13), apresentaram predominancia de classes 0 e 1 (figura 14), com a soma destas
classes atingindo freqiiéncia relativa >60% durante o periodo experimental, exceto no periodo ty7.
Salienta-se que as classes 0 e 1 apresentam maior probabilidade de reparo, enquanto a classe 3
consiste de dano praticamente irreversivel (informacao pessoal com Profa. Ilce Colus). Estes
dados foram acompanhados por freqiiéncia média de micronucleo do CN entre 0,3+0,5 a 1,2+1,6
em 2000 eritrécitos por animal (tabela 8), durante todo o periodo experimental, indicando que os
danos genotoxicos observados no ensaio cometa ndo representaram danos mutagénicos. Grisolia
e Starling (2001) também obtiveram dados semelhantes perante o controle negativo com baixa
freqiiéncia de micronticleo em O. niloticus.

Avaliando-se no periodo t; o escore médio de cometa (tabela 7, figura 13) e a
freqliéncia média de micronticleo em 2000 eritrocitos por animal (tabela 8, figura 15), observa-se
que os animais inoculados i.p. com 10 pg AFB,/kg p.c. (T1) diferiram significativamente do CN
(p<0,05), indicando o potencial mutagénico da AFB;. A International Agency for Research on
Cancer classifica a AFB; no grupo 1, i.e. carcinogénico para o homem (IARC, 1993). A
genotoxicidade da AFB; ¢ desencadeada pela biotransformacdo hepatica, envolvendo o
citocromo P450 (CYP 450), formando AFB;-epoxido (ABD-ALLAH et al., 1999). Este
intermediario reage com o DNA, formando o aducto AFB;-N’-Gua, o que representa a etapa
inicial de carcinogénese induzida por AFB; (NAKATSURU et al., 1989). Descreve-se que peixes
e aves sdo extremamente sensiveis @ AFB, e que a dose efetiva para indu¢do de hepatoma situa-
se entre 10-30 pg/kg de AFB; na dieta (WOGAN, 1992b apud OLIVEIRA; GERMANO, 1997).

O. niloticus mostrou-se relativamente resistente a AFB;, ja que durante a
defini¢do da dose i.p. (capitulo 1) ndo se relatou morte de animais em 10, 20 ou 50 ug AFB /kg
p.c. Tuan et al. (2002) obtiveram sobrevivéncia de 100% em tilapias alimentadas com dose
equivalente a 0,3 mg AFB /kg p.c., que foi mantida em 97%, quando alimentadas com dose
equivalente a 17,3 mg AFBi/kg p.c. O mecanismo de biotransforma¢dao da AFB; varia
amplamente entre espécies e entre individuos da mesma espécie (FERREIRA et al., 2006).
Apontam-se a truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) como espécie extremamente sensivel e o

bagre-de-canal (Ictalurus punctatus) como resistente 8 AFB; (ABD-ALLAH et al., 1999; TUAN
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et al., 2002). A susceptibilidade da truta arco-iris se deve a alta atividade do citocromo P450
(CYP 2KI1) na biotransformacdao da AFB; em AFB;-epdxido e a auséncia de glutationa S-
transferase (GST) constitutiva ou induzida por moduladores, aliada ao lento reparo do aducto
AFB;-DNA (GALLAGHER; EATON, 1995; BAILEY et al., 1996). Em peixes, o principal
metabolito da biotransformacdo da AFB; ¢ o AFL, formado pela redutase citos6lica NADPH-
dependente (GALLAGHER; EATON, 1995), o qual representa um mecanismo de detoxicagdo,
quando conjugado com acido glucurdnico e excretado, mas também de reserva de AFB,, quando
re-convertido a AFB; por oxida¢ao microssomal (TROXEL et al., 1997).

No periodo t;s, ocorreu aumento acentuado do escore médio de cometa no

1 “AFB) (figura 13) juntamente com freqiiéncia média de microndicleo de 1,5+1,1 em

tratamento T
2000 eritrécitos por animal (figura 15), demonstrando que os danos genotdxicos avaliados pelo
ensaio cometa representaram danos mutagénicos em freqliéncia relativamente baixa, porém
superior ao CN (p<0,05). Relata-se que espécies reativas de oxigénio e danos oxidativos no DNA
também contribuem para o mecanismo de genotoxicidade desencadeado por AFB;, sugerindo-se
a existéncia de multiplas vias na indugdo de danos causados por esta micotoxina (SHEN et al.,
1994; SHEN et al., 1995; SHEN; ONG, 1996; ABD-ALLAH et al., 1999). Madhusudhanan et al.
(2004) detectaram que a AFB,; provocou oxidacdo, mediada por radicais livres, a lipideos e
proteinas do figado, rim e cérebro de peixe rohu (Labeo rohita) inoculado i.p. com dose tnica de
100 ug AFB,/100 g p.c. Produtos da peroxidacao lipidica, como malonaldeido e diene conjugado,
foram detectados em figado de rato apds inoculagdo i.p. de AFB; (100 pg AFB;/100 g p.c), tendo
o malonaldeido atingido pico 3 dias apos a inocula¢do e mantido concentragdo elevada por até 14
dias (SHEN et al., 1994). Os resultados obtidos em nosso experimento poderiam, portanto, ter
ocorrido em resposta ao efeito genotoxico causado por danos oxidativos no DNA.

No periodo to7 (figura 15), a freqiiéncia média de micronucleo apresentada

. i +M. i + +M. i
pelos grupos T2 (M. aeruginosa 262)’ T3 (Roundup), T4 (Roundup+M. aeruginosa 262) e T6 (AFB] Roundup+M. aeruginosa

262147 foi superior ao CN (p<0,05). O mesmo ocorreu em t;s; nos tratamentos T1 (AFB) & T3

(Roundup) (1,<(),05) (figura 15). Estes dados sugerem a ocorréncia de danos mutagénicos induzidos

por exposicao subcronica aos contaminantes testados, seja em condi¢do isolada, como em T1

(AFB]), T2 (M. aeruginosa 262) e T3 (Roundup) 4 (Roundup+M. aeruginosa 262) e T6

, ou de associag¢dao, como em T

+ +M. i + +M. i
(AFB1 Roundup+M. aeruginosa 262/47). O tratamento T5 (AFB1 Roundup+M. aeruginosa 262)’ que empregou dose

superior de MC (488,02x10™ pg/kg p.c.) em relagio ao T6 (AFB,"Roundup*M.aeruginosa 26247) (44 63 x
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10* pg/kg p.c.), ndo diferiu estatisticamente do CN. A MC inibe as proteinas serina/treonina
fosfatases 1 e 2A, que desempenham papel critico na progressao do ciclo celular (CAMPOS et al.,
1996), sendo o evento diretamente relacionado a atividade promotora de tumor (GOLDBERG et
al., 1995; FUJIKI et al., 1996; SEKIJIMA et al., 1999). A genotoxicidade induzida por extrato
celular de Microcystis spp. contendo MC-LR foi demonstrada pelo Teste de Ames (ensaio
Salmonella typhimurium), ensaio cometa em hepatdcitos de rato e teste do micronucleo em
eritrocitos de camundongo (DING et al., 1999). Além disso, Jos et al. (2005) verificaram
aumento da peroxidagdo lipidica e da atividade enzimatica antioxidante (superdxido dismutase,
catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase) em figado de tilapia (Oreochromis sp.)
alimentada com extrato celular de M. aeruginosa contendo MC-LR (60 nug MC-LR/peixe/dia),
durante 21 dias, sugerindo que o estresse oxidativo participe da toxicidade induzida por MC.

No presente trabalho, utilizou-se o extrato celular de M. aeruginosa produtora
de MC e ndo a toxina purificada, visando simular a condi¢ao natural de exposicao a floracao de
cianobactérias e, provavelmente, da ocorréncia simultdnea de microcistina com outros
componentes toxicos, como lipopolissacarideos (LPS) da parede celular de cianobactérias. LPS,
estruturas caracteristicas de bactéria Gram-negativa, sdo geralmente toxicos, pirogénicos e
altamente inflamatorios (WATANABE et al., 1996; CHORUS; BARTRAM, 1999). A exposicao
de ovo fertilizado de paulistinha (Danio rerio) em agua contaminada com LPS purificado de
cianobactéria inibiu a atividade da GST (BEST et al., 2002). O Teste de Ames demonstrou
mutagenicidade induzida por extrato celular de Microcystis spp. contendo MC-LR, mas ndo por
MC-LR purificada, sugerindo atividade mutagénica de outros compostos celulares além da MC-
LR (DING et al., 1999). Best et al. (2003) relataram que a exposi¢do simultdnea de truta arco-iris
(O. mykiss) a LPS de E. coli (i.p.) com suspensao aquosa de extrato celular de Microcystis spp.
contendo MC-LR aumentou o volume hepatico e o conteudo de dgua intestinal, sugerindo que a
ingestdo de LPS bacteriano aumentou a ingestao de dgua e, conseqiientemente, a exposi¢ao a MC,
podendo eventualmente aumentar a exposi¢ao do peixe a outros toxicantes, como pesticidas.

Conforme a figura 13, no periodo t;;7 os escores médios de cometa
apresentados pelos tratamentos T1 AFB)), T (M-aeruginosa262) p3 (Roundup) ' pg (Roundup*M. agruginosa 262) o

AFB_+R +M. i 262/4 .
T6 (AFB,"RounduptM. aeruginosa 26247) fram superiores ao CN (p<0,05). O mesmo ocorreu em t;s; no

(Roundup+M. aeruginosa 262) (M. aeruginosa 262) (Roundup)
, T3 , T4

tratamento T4 e, em t;71, nos tratamentos T2

Roundup+M. aeruginosa 262 AFB _+Roundup+M. aeruginosa 262 AFB  +Roundup+M. aeruginosa 262/47
(Roundup 9 )’ T5 ( | oundup [s )e T6 ( | oundup [o} ) (p<0’05)
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Estes dados endossam a genotoxicidade em carater subcronico dos contaminantes testados

1 (AFBI), T2 (M. aeruginosa 262)e T3 (Roundup)

isoladamente, como em T , Ou em associacao, como em T4

(Roundup M. aeruginosa 262) .5 (AFB, +Roundup:M. aeruginosa 262) ¢ T (AFB +Roundup+M. aeruginosa 26247) Egroc dados
sugerem que os testes do cometa e micronucleo apresentaram sensibilidade para detec¢ao de
efeito genotoxico em eritrocitos de peixe exposto a tratamentos subcronicos com AFB;, M.
aeruginosa e Roundup®.

A concentracio de Roundup Original® em nosso experimento (isopropilamina
de glifosato 2,4 mg/L) foi de 1000-4000 vezes inferior a concentracdo recomendada pelo
fabricante para aplicacdo a campo na maioria das plantas (isopropilamina de glifosato 2,4-9,6
g/L) (Monsanto do Brasil). Cavas e Konen (2007), expondo peixe-dourado (C. auratus) ao
Roundup® na concentragdo de 5, 10 e 15 mg/L (sal isopropilamina de glifosato), demonstraram
aumento na freqiiéncia de micronucleo, anormalidade nuclear e danos no DNA de eritrdcitos
ap6s 48, 72 e 96 h. Grisolia (2002) demonstrou aumento na freqiiéncia de microntucleo em
eritrocitos de tilapia (Tilapia rendalli) 4 dias apos a inoculagio intra-abdominal de Roundup® em
doses tnicas de 42, 85 e 170 mg/kg p.c. (sal isopropilamina de glifosato). Langiano (2006)
detectou que curimba (P. lineatus) exposto a doses subletais de Roundup®, equivalentes a 3,6 e
4,8 mg/L (sal isopropilamina de glifosato), apresentaram alteragdo histologica em figado, sendo
as mais freqiientes: degeneracdo celular e nuclear, nucleos picndticos e vacuolizagdo
citoplasmatica. Observou também aumento das proteinas totais do sangue (em ambas as doses,
apods 24 h) e da atividade da catalase hepatica (em 4,8 mg/L, apos 24 h) (LANGIANO, 2006).

Em organismos aquaticos, a formula comercial do herbicida apresenta maior
toxicidade do que o composto ativo isoladamente (glifosato) (FOLMAR et al., 1979; TSUI; CHU,
2003; MARC et al., 2005), observando-se sinergismo entre glifosato e componentes surfactantes
e permeabilizantes da formula (MARC et al., 2002; MARC et al., 2004a). Demonstrou-se que
herbicidas a base de glifosato interferiram na regulagao do ciclo celular do embrido de ourigo-do-
mar, por provocarem inibi¢do da sintese de DNA na fase S e, conseqiientemente, inibi¢do da
ativacdo do complexo CDK1/ciclina B, prevenindo a transi¢do das fases G2/M do ciclo celular
(MARC et al., 2004a; MARC et al., 2004b). Os autores também relataram que a dose minima
para provocar disfun¢do no ciclo de pelo menos uma célula foi estimada em 80-120 uM de
Roundup Biovert® ou Roundup 3plus® (equivalente ao sal isopropilamina de glifosato entre 18,2-

27,4 mg/L), que corresponde a uma concentragdo até 500 vezes menor que a recomendada pelo
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fabricante para pulverizacao (40 mM equivalente ao sal isopropilamina de glifosato de 9,1 mg/L),
portanto, concluindo que herbicidas a base de glifosato constituem risco a longo prazo para
humanos (MARC et al., 2004a). Assim, herbicidas a base de glifosato constituem motivo de
preocupagdo, principalmente devido ao aumento do uso deste herbicida em cultivos de soja
resistente (BENBROOCK et al., 2001; MRE, 2007), podendo ser detectado residuo de glifosato
em soja transgénica no Parana acima do limite permitido pela ANVISA de 10 mg/kg (AEN,
2006).

Sob aspecto geral, a freqiiéncia de micronucleo entre to7 a t;7; tendeu a reducao,
observada nos tratamentos T2 (M- @ruginosa 262) 3 (Roundup) =y (RounduptM. aeruginosa 262) = g
(AFB +Roundup+M. seruginosa 262) o T (AFB +Roundup+M. seruginosa 26247) (1 15). Esta tendéncia esteve
provavelmente associada ao processo de apoptose, em decorréncia de danos cumulativos no DNA
incompativeis com a sobrevivéncia das células alteradas (selecdo celular). No entanto, a
viabilidade celular nao foi analisada, impossibilitando conclusdo a esse respeito.

Tendo em vista a toxicidade dose e tempo dependente induzida por MC
(KOTAK et al., 1996; SOLTER et al., 1998), aflatoxina B; (GALLAGHER; EATON, 1995;
ABD-ALLAH et al., 1999) ¢ Roundup® (GRISOLIA, 2002; MARC et al., 2002; MARC et al.,
2004b; MARC et al., 2005), supds-se a promocao de danos genotoxicos devido a interagdo entre
os toxicantes durante exposi¢ao subcronica em tilapia (figuras 8 e 9). Empregando o teste do
cometa e micronucleo, avaliou-se o dano genotoxico em sangue no decorrer de 185 dias
experimentais. Nosso experimento ndo demonstrou diferenca significativa entre os tratamentos
T1, T2, T3, T4, TS5 e T6, nem caracterizou qualquer interagdo sinérgica ou somatoria entre AFBy,
M. aeruginosa e Roundup® em sangue de tilapia (p<0,05). Le., o efeito genotoxico induzido nos

tratamentos que empregaram associacdo de contaminantes, T4 (ReunduwtM. aeruginosa 262) " 5

+ +M. i + +M. i ~ . . . . .
(AFB1 Roundup+M. aeruginosa 262) e T6 (AFBl Roundup+M. aeruginosa 262/47), nio foi mgmﬁcatwamente superior

aos demais tratamentos T1 AFB) T (M-aenuginosa262) o p3 (Roundup) ((apye]ag 7 ¢ 8).
No entanto, a avaliacdo minuciosa do ensaio cometa no periodo t;s; (figura 14)
mostra que as classes com maior dano (2 e 3) ocorreram com maior freqiiéncia nos tratamentos

. ~ . + . H + + . .
empregando associacdo, i.e. T4 (Roundup+M. aeruginosa 262)’ T5 (AFBI Roundup+M. aeruginosa 262) e T6

AFB +R +M. i 262/4 : s~ N .
(AFB +RounduptM. aeruginosa 262147) gy 00rindo que a co-exposicdo a AFB;, Roundup® ¢ MC poderia
aumentar a propor¢ao de nucledides com danos no DNA classe 2 e 3. Esta constatacdo poderia

ser justificada conforme resultados obtidos por Sekijima et al. (1999). Os autores relataram a
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ocorréncia de sinergismo toxico entre iniciador (AFB,) e promotor de tumor (MC-LR), em rato
inoculado i.p. com AFB; (0,5 mg/kg p.c.) e, apds 2 semanas, com MC-LR (1 pg/kg p.c.) 2x por
semana, durante 6 semanas (SEKIJIMA et al., 1999). Hashimoto et al. (2007) também
observaram aumento do escore médio de cometa e freqiiéncia média de micronticleo em tilapia
(O. niloticus) co-exposta a AFB; (10 pg/kg p.c.) e extrato celular de M. aeruginosa BCCUSP 262
(2x10°, 4x10° e 1x10° células/kg p.c.). Este fato sugere o perigo da co-exposi¢do a contaminantes
ambientais, devendo-se prosseguir o estudo com ensaios a médio e longo prazo utilizando doses
sub-letais proximas a faixa de contaminag¢ao natural.

Salienta-se que nossos ensaios de cometa e microntcleo foram realizados
somente em material sangiliineo, ndo envolvendo células hepaticas. Abd-Allah et al. (1999)
observaram no ensaio cometa diminui¢ao de danos no DNA de sangue total, contrastando com
danos progressivos no DNA de células hepaticas, apds 24 h da inoculacdo i.p. de AFB; (0,5
mg/kg p.c.) em truta (O. mykiss), e indicando diferenca de genotoxicidade atribuida ao acimulo
de AFB, no sistema hepato-biliar. Ding et al. (1999) observaram danos no DNA de hepatdcito de
rato induzidos por extrato de M. aeruginosa contendo MC-LR, sendo o bioacimulo de MC
freqiiente em figado de animais aquaticos (FISCHER; DIETRICH, 2000; MAGALHAES et al.,
2001; MAGALHAES et al., 2003; LI et al., 2004). Diante do exposto, recomenda-se incluir o
figado na avaliagdo de genotoxicidade subcronica induzida por AFB,, M. aeruginosa e Roundup®.
Desta forma, a andlise histologica conduzida em tecido hepatico poderia elucidar a toxicidade da

associagdo entre AFB;, M. aeruginosa toxigénica ¢ Roundup® em tilapia (O. niloticus).



Tabela 5 — Parametros fisico-quimicos da agua dos tanques durante periodo experimental.

Bioensaio
Parimet Meédia + Desvio Padrio (faixa)
arametros
Geral Exposi¢do ao Roundup®
to a tigs 1* (tzs, 40, 42) 2 (t02, 94, 96) 3" (t146, 148, 150)
a1 . 4,7+0,9 4,4+0,5 5,1+0,4 6,4+0,4
Oxigénio dissolvido (mg/L) (2.1-6.8) (3.8-5.0) (4.2-5.5) (5.8-6.8)
Temperatura (°C) 23,3+2,9 25,5+0,1 21,5+0,1 18,3+0,2
P (17,2-28,6) (25,1-25,4) (21,4-21,6) (18,1-18,5)
Aménia (mg/L) 0,4+0,4 1,7+0,3 0,9+0,1 0,5+0,1
& (0,1-2,0) (1,4-2,0) (0,6-0,9) (0,4-0,6)
Nitrito (mg/L) 0,11£0,14 0,55+0,16 0,23+0,07 0,16+0,04
& (0,03-0,74) (0,33-0,74) (0,14-0,35) (0,11-0,21)
U 6,9+0,2 7,2+0,1 7,1+0,1 7,0+0,2
P (6,5-7,3) (7,0-7,3) (7,0-7,2) (6,7-7,2)

Tabela 6 — Parametros fisico-quimicos de agua em trés pesqueiros da regido de Londrina-PR, durante
monitoramento realizado no periodo de 2002 a 2003

Pesqueiro
Pardmetros Média + Desvio Padrio (faixa)
A B C

IR 53218 481, 52+18
Oxigénio dissolvido (mg/L) (1,2-9,0) (1.0-9.0) (1,4-8.2)
. 223:4,0 22.2+3.9 223+4,5

Temperatura (°C) (10-29) (16-28) (10-29)

» 4,543,0 47427 4,6+2.8
Amoénia (mg/L.) (0,6-13.8) (n.d.-11,8) (n.d.-12,8)
y 0,06+0,07 0,10£0,09 0,110,13
Nitrito (mg/L) (n.d.-0,26) (n.d.-0.43) (n.d.-0,75)

" 6,8+0,5 7.2+ 0,6 74503

p (5,7-7.8) (6,3-9.8) (6,9-8.2)

Fonte: Padua (2002)
n.d.: ndo detectado.
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Tabela 7 — Escores Médios de Cometa obtidos ap6s analise de 600 nucledides por tratamento no Ensaio Cometa em sangue de tilapia exposta a
AFBy, Roundup® e M. aeruginosa

Escore Médio de Cometa (média + desvio padrao)

Dias T1 v T3 T4 T5 T6
Controle (AF) (M262) ®) (R+M262) (AF+R+M262) (AF+R+M262/ 47)

t; 19+8P 76+ 16° i - ] ] i

tig 54+28° 269+ 122 i ] ] ] ]

th ; ; i 170 + 27 106 + 31 163 + 38 157 + 14

t63 - - - - - - -
to7 190+39° 155+21°2 174 + 342 177 +34° 151+35° 196+ 10° 193+19°2
t7 108+ 16 17743622 181+40%°  222+28%  178+33%P 163432 PC 191+23%P
tisy 120+21° 14042420 150232 2P 45014520 1772037 1654262 ° 168+ 14 %P
ti71 101+15 P 129+ 14 %P 144 +28° 154 +33 2 145+ 192 147 +24 2 160+ 15 2

Médias seguidas de letras iguais na mesma linha nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
N3o consta a estatistica em t,3 por auséncia do valor referente ao Controle.
(-): auséncia de dados devido a problemas durante coleta de amostra e/ou processamento da analise.
AF: AFB; ;,, M262: M. aeruginosa BCCUSP 262 ;,, R: Roundup® jmerszo, M262/ 47: M. aeruginosa BCCUSP 262 e M. aeruginosa NPLJ 47 ip-
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Tabela 8 — Freqiiéncias Médias de Micronticleo obtidas apos analise de 2000 eritrocitos por animal no Teste do Micronticleo em sangue de tilapia
exposta 3 AFB;, Roundup® e M. aeruginosa.

Freqiiéncia Média de Micronticleo (média + desvio padrdo)

o T1 T T3 T4 T5 T6
1as Controle (AF) (M262) R) (RHM262) (AF+R+M262) (AF-+R+M262/ 47)
t, 124167 1134392 ] ] ] ] ]
tis 03+05" 154112 ; ] ] ; ]
a3 ] ] ] 03+0.5 1515 2414 17+23
tes 05+08° ] 1212 - 0812 03+05° 03+05°
tor 0.7+129 08+1%d 5204228 37+19%P¢ 38108%P 221160 6+2.1°
tii7 - - - - - - -

c a,b a,b,c a C b, c b, c

tis) 0.7+0.5 3341 23412 43+ 14 0.8+04 17412 17419
ty 03+0,52 18+23°2 15£1,62 23+25°2 23+1,5°2 1,7£0,82 0,7+0,82

Médias seguidas de letras iguais na mesma linha nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).

N2o consta a estatistica em t,3 por auséncia do valor referente ao Controle.

(-): auséncia de dados devido a problemas durante coleta de amostra e/ou processamento da analise.
AF: AFB; ;,, M262: M. aeruginosa BCCUSP 262 ;,, R: Roundup® jmerszo» M262/ 47: M. aeruginosa BCCUSP 262 e M. aeruginosa NPLJ 47 ip-
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(*) tratamento que difere do CN pelo Teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 13 — Escores Médios de Cometa obtidos apds analise de 600 nucledides por tratamento no Ensaio Cometa em sangue de tilapia exposta a

AFBy, Roundup® e M. aeruginosa
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AF: AFB; ;,, M262: M. aeruginosa BCCUSP 262 ;,, R: Roundup® imerszo, M262/ 47: M. aeruginosa BCCUSP 262 e M. aeruginosa NPLJ 47 ip-

Figura 15 — Freqiiéncias médias de micronticleo obtidas apos analise de 2000 eritrocitos por animal no Teste do Micronticleo em sangue de tilapia

exposta a AFB;, Roundup® e M. aeruginosa
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exposta a Microcystis aeruginosa BCCUSP 262
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Nota de Pesquisa — Histopatologia em tecido hepatico de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

exposta a Microcystis aeruginosa BCCUSP 262

A tabela 9 apresenta a alteracdo histoldgica em figado de tilapia inoculada i.p.
com M. aeruginosa BCCUSP 262 (T2) e a tabela 10 mostra o peso dos animais durante o periodo
experimental.

As tilépias apresentaram leve redu¢do de movimento natatorio e diminui¢do no
apetite 24 h apo6s inoculagao i.p. de AFB; (10 pg/kg p.c) e de M. aeruginosa BCCUSP 262
isolada (488,02x10™* ug MC/kg p.c.) ou associada com NPLJ 47 (244,63x10™ pg MC/kg p.c.).
Variavelmente, tilapias (Oreochromis sp.) alimentadas com extrato de M. aeruginosa (60 pg
MC-LR/peixe/dia) durante 21 dias ndo apresentaram diferenga no movimento natatorio ou apetite
(JOS et al., 2005). Ressalta-se que a via oral constitui a rota de exposi¢ao natural do peixe a MC
e AFB,; e, provavelmente, a via de exposicdo eleita em nosso experimento, i.e. inoculacdo
intraperitonial, esteve associada a alteragdo comportamental.

T oo AFB M.
Conforme a tabela 10, o peso médio dos animais do tratamento T1 (AFB) T2 (
aeruginosa 262) (Roundup) (Roundup+M. aeruginosa 262) (AFB +Roundup+M. aeruginosa 262) AFB +Roundup+M.
, T3 , T4 , TS | e T6™ ",

aeruginosa 262/ 47) n3o diferiu do grupo controle negativo (CN) ao final do experimento. Li et al.

(2004) observaram inibi¢ao do crescimento de carpas (C. carpio L.) alimentadas com extrato de
Microcystis spp. (equivalente a 50 ug MC/kg p.c.) em ensaio subcronico de 28 dias, relatando
graves alteracdes ultraestruturais no figado, como perda de juncdo celular, edema de organelas
endomembranosas (reticulo endoplasmatico, mitocondria e aparelho de Golgi) e vacuoliza¢ao do
citoplasma, capazes de desencadear necrose hepatica. No entanto, a dose de 50 ug MC/kg p.c. foi

extremamente superior 4 utilizada em nosso ensaio, i.c. 488,02x10™ ug MC/kg p.c. no T2 ™
aeruginosa 262)’ T4 (Roundup+M. aeruginosa 262) e T5 (AFBI+R0undup+M. aeruginosa 262) e 244,63){10-4 g MC/kg p.c.

no tratamento T6 A5 *RounduptM. aeruginosa 262/47) (o iy1o 1, tabela 3).

O tecido hepatico, renal, branquial e muscular de tilapia foi coletado em todos
os tratamentos no periodo t;7, ti3; e tigs (figura 9), correspondendo a 15 dias apos a ultima
inoculagdo de M. aeruginosa. Até o momento, foi analisado o tecido hepatico coletado em t77,

referente ao animal controle (CN) e inoculado i.p. com M. aeruginosa BCCUSP 262 na dose de
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1x10° células/kg p.c. (T2), sob execucdo da Me. Ana Paula M. E. Santos e orientacdo da Profa.
Dra. Ana Paula F. R. L. Bracarense.

O CN nido apresentou alteragio histolégica, enquanto o T2 (M- aeruginosa 262)
apresentou distirbios circulatorios, alteragdo morfolégica de hepatocitos (picnose, auséncia de
nucleo, megalocitose), infiltrado inflamatorio (células mononucleares, melanomacrofagos,
células granulociticas), necrose e, mais freqiientemente, apoptose (tabela 9, dados ndo
publicados). Estes dados condizem com os descritos por Fischer e Dietrich (2000) em carpa (C.
carpio) alimentada com dose subletal tnica de M. aeruginosa toxigénica PCC 7806 (equivalente
a 400 ug MC-LR/kg p.c.). Apos ingestao, as cianobactérias sofrem lise estomacal, sendo a MC
absorvida principalmente no limen intestinal e conduzida até o figado por receptores de acidos
biliares, onde inibe a atividade das PF1 e 2 A (RUNNEGAR et al., 1981; ERIKSSON et al.,
1990; FALCONER, 1991; RUNNEGAR et al., 1993). O desencadeamento de hiperfosforilacao
de proteinas funcionais causa perda na integridade do citoesqueleto, conduzindo a necrose ou
apoptose dos hepatdcitos, sendo o mecanismo provavelmente envolvido na promog¢do de tumor
hepatico (MACKINTOSH et al., 1990; MATSUHIMA et al., 1990; YOSHIZAWA et al., 1990;
GOLDBERG et al., 1995; FUJIKI et al., 1996). A mortalidade em peixe intoxicado com MC tem
sido atribuida principalmente a necrose hepdtica, diferindo-se da freqliente hemorragia
intrahepatica em mamifero (FALCONER et al., 1994; TENCALLA et al., 1994; CARBIS et al.,
1997; FISCHER; DIETRICH, 2000). Solter et al. (1998) postularam que alteracdes histologicas
em figado, ex. apoptose e vacuolizacao, seriam decorrentes de indugdo lenta de hepatotoxicidade
provocada por inibi¢do prolongada da proteina fosfatase, enquanto necrose e hemorragia
intrahepatica seriam caracteristicas de toxicidade aguda.

As alteracdes histologicas constatadas em figado de tilapia exposta a M.
aeruginosa BCCUSP 262 (T2) refor¢aram os dados de genotoxicidade induzida em sangue
apresentados no capitulo 2. Dessa forma, a andlise histologica conduzida em tecido hepatico
poderia elucidar a toxicidade da associagio entre AFB,, M. aeruginosa e Roundup® em tilapia (O.

niloticus).
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Tabela 9 — Analise histologica em figado de tilapia exposta a M. aeruginosa BCCUSP 262 no periodo t;7.

' _ o Proporg¢ao
Alteragdes Histologicas™ Caracteristicas
(N=06)
Congestio passiva de veia centrolobular, ~ Discreta e focal 3/6
hepatopéncreas ou capilares sinusoides  \foderada e focal 3/6
Normais mesclados a picnéticos 6/6
Megalocitose moderada e multi-focal 1/6
Morfologia dos hepatocitos
Mal delimitados e com nucleo 4/6
Mal delimitados e sem nucleo 2/6
Discreto e focal 3/6
Infiltrado Inflamatério Mononuclear Moderado e focal 1/6
Intenso e multi-focal 1/6
Discreto e focal 2/6
Infiltrado de Células Granulociticas
Intenso e multi-focal 2/6
Discreta e multi-focal 4/6
Presenga de Melanomacrofagos
Moderada e multi-focal 1/6
Apoptose e/ ou figuras apoptoticas Moderada e multi-focal 4/6
Discreta e focal 4/6
Necrose
Moderada e focal 1/6

(*) observadas 15 dias apos inoculagio i.p. de Microcystis aeruginosa BCCUSP 262 na dose de 1x10° células/kg p.c.
(dados ndo publicados, sob execugdo da Me. Ana Paula M. E. Santos e orienta¢do da Profa. Dra. Ana Paula F. R. L.
Bracarense).



Tabela 10 — Peso médio de tilapia exposta em ensaio subcronico a AFB;, Roundup® e M. aeruginosa
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Peso Médio (g) (média + desvio padrdo)

Dias N Tl T2 T3 T4 T5 T6
Controle (AF) (M262) ®R) (R+M262) (AF+R+M262) (AF+R+M262/ 47)
ts 6 88 + 12 93 + 24 83 +22 84 + 12 78 +15 87,3222 97,0 + 28,2
ts 6 119 + 19 121 23 116 + 14 118 + 39 120 + 15 1353+30,9  110,6+ 13,6
ts 6 130 + 22 124 + 14 128 +34 133 +21 131,9+40,4 1090+ 184  1256+232
o7 6 - - - - - - -
thr ¢ 131 + 26 134 + 17 140 + 34 117 £26 1294+ 16,9  146,6+356 1147+ 14,1
tisi ¢ 146 + 53 118 +24 111+18 115 +26 1163+16,5 145,5+480  1273+154
tin 6 152 + 54 125 + 30 115+ 18 127 21 1242 +258  144,0+47.8 1242 +9,9

Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos experimentais no mesmo periodo.

(-): auséncia de dados devido a problemas com equipamento.
AF: AFB; ;,, M262: M. aeruginosa BCCUSP 262 ;,, R: Roundup® imerszo, M262/ 47: M. aeruginosa BCCUSP 262 e M. aeruginosa NPLJ 47 ip-
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6 CONCLUSAO

A genotoxicidade e mutagenicidade induzida por exposi¢ao subcronica a AFB;,
M. aeruginosa e Roundup® em tilapia (O. niloticus) foi demonstrada, respectivamente, pelo teste
do microntcleo e ensaio do cometa em sangue, ndo sendo observada diferenga estatistica nos

1: CoN +M. i + +M.
tratamentos que utilizaram associacdo, como em T4 (Roundup*M. aeruginosa 262 “ g5 (AFB #RounduptM

inosa 262 AFB +Roundup+M. aeruginosa 262/47 « : AFB M.
aeruginosa 262y o ¢ (AFB *RounduptM. aeruginosa 262147y "oy relacdio aos demais tratamentos T1 ™), T2 ¢

aeruginosa 262) e T3 (Roundup).

No entanto, pode-se observar no final do experimento (t;s;) uma tendéncia de
maior freqiiéncia de cometa classe 2 e 3 nos tratamentos que utilizaram associacdo, como T4
(Roundup+M. aeruginosa 262)’ T5 (AFB]+Roundup+M. aeruginosa 262) e T6 (AFBI+R0undup+M. aeruginosa 262/47), sug erindo
o perigo da co-exposi¢ao a contaminantes ambientais, devendo-se prosseguir o estudo com

ensaios a médio e longo prazo utilizando doses sub-letais proximas a faixa de contaminacao

natural.
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