UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ECOLOGIA

Dissertacdo de Mestrado

IMPLICACOES ECOLOGICAS E ECOTOXICOLOGICAS DE
CIANOBACTERIAS E CIANOTOXINAS EM PEIXES

DANIELA MOTTA FAILACE

MAIO 2015



Implicacbes Ecologicas e Ecotoxicologicas de Cianobactérias e Cianotoxinas em
Peixes

Daniela Motta Failace

Dissertagdo apresentada ao Programa de
Pds-Graduacao em Ecologia, do Instituto
de Biociéncias da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de
Mestre em Ecologia.

Orientador: Prof. Dr. David da Motta Marques
Co-Orientadora: Profa. Dra. Lucia Helena Ribeiro Rodrigues

Comissdo Examinadora

Prof. Dra. Luciane Oliveira Crossetti
Prof. Dra. Sandra Maria Hartz

Prof. Dra. Vera Maria Ferrdo Vargas

Porto Alegre, maio de 2015



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco pela oportunidade, disponibilidade, incentivo e a estrutura fornecida pelo
meu orientador Prof. David da Motta Marques.

A profa. Lucia Ribeiro Rodrigues, a co-orientac&o, as conversas, a amizade, incentivos, seu tempo
disponibilizado, a atencéo, por tudo que de certa forma me fez realizar esta dissertagdo de mestrado.

Ao Programa de P6s Graduacao em Ecologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em
especial a profa Sandra Hartz e a secretaria Silvana Bartozzo, que sempre proporcionaram a atencao e
dedicacdo.

A Capes e ao CNPQ, pela bolsa e pelo financiamento, tornando um sonho possivel.
Agradeco em especial a Bibiana Kaiser Dutra, por todos 0s anos de convivéncia, desde a época da
iniciacdo cientifica, pela amizade, pelos ensinamentos, pelas contribuicGes, pela parceria de trabalho.
Ajudou e sempre ajuda no meu aprendizado no &mbito cientifico e pessoal.

Agradeco a minha filha Gabriela Failace Lencina pela paciéncia e por saber esperar e entender a mae.
Aos meus avos, Jodo Motta e Maria Motta, por que sem eles, ndo teria chegado até aqui.

A uma pessoa chamada Rebeca Barbiani, por ndo entender nem metade do que faco, e ter paciéncia de
me esperar e suportar minha auséncia. E de certa forma, me incentivou a ter mais certeza do que quero

e onde pretendo chegar.

A Marla Lima pelos auxilios nos experimentos, pelos ensinamentos dos programas de analise
estatistica, pelas conversas, pela amizade e pela parceria de trabalho.

A Juliana pela amizade e auxilio.
A Natalia pela m&ozinha nos experimentos.

A todas as bolsistas de iniciacdo cientifica que auxiliaram a realizacéo deste estudo, pela paciéncia,
dedicacdo e responsabilidade. Espero ter proporcionado a toda uma aprendizagem valorosa a sua
carreira, como a Bibiana Dutra me proporcionou.

Aos técnicos do Instituto de Pesquisa Hidraulicas (IPH) da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Mara Domingues, Tiago Centurido e Louidi Lauer pelos ensinamentos e atendimento,

proporcionando o funcionamento de muitas das analises realizadas nesta dissertacao.

Aos técnicos do Centro de Microscopia Eletrdnica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
pelos ensinamentos e dedicag&o.

Agradeco a todos e a tudo que proporcionou a realizagéo deste trabalho, atingindo mais objetivo na
minha carreira.



RESUMO

Floracdes de cianobactérias representam grave problema para a qualidade da agua de lagos
e reservatérios, pela producdo de toxinas que podem causar danos a organismos aquaticos
e seres humanos. Como implicagéo, o processo de formagéo de coldnias ou agregados de
cianobactérias impede a predacdo pelo zooplancton, mas, por outro lado, aumenta a
vulnerabilidade das cianobactérias a pressao de herbivoria por peixes filtradores. Estudos
experimentais tém quantificado as taxas de ingestdo de algas e cianobactérias por
Oreochromis (tilapia) em laboratério, porém, pouco se sabe sobre interaces de espécies de
peixes nativos, como do género Geophagus (cara) com cianobactérias. Neste sentido, 0s
objetivos deste estudo foram (1) investigar, experimentalmente, medidas de controle
natural de cianobactérias atraves da utilizacdo de peixes filtradores nativos e exdticos; (2)
identificar estruturas relacionadas a eficiéncia de filtracdo nestes peixes e (3) avaliar
mecanismos de dano-reparo enzimatico em peixes que tem sua dieta baseada na ingestao
de cianobactérias toxicas, através da relagdo de enzimas antioxidantes e a ocorréncia de
estresse oxidativo devido a possibilidade de producdo de cianotoxinas. Experimentos
foram realizados avaliando as taxas de consumo das cianobactérias Microcystis aeruginosa
e Cylindrospermopsis raciborskii por Oreochromis sp. (espécie exotica) e Geophagus
brasiliensis (espécie nativa). Os tratamentos, em triplicata, incluiram peixes de duas
classes de tamanho (Tratamentol: peixes de 5-10 cm; Tratamento 2: peixes de 10-15 cm);
trés concentragdes de cianobactérias (10pg/L, 20ug/L e 40 ug/L) e controles contendo
somente indculo algaceo nas concentragdes 10ug/L, 20ug/L e 40 pg/L. Com o intuito de
evidenciar diferengas entre os tratamentos foi realizada analise da variancia (ANOVA).
Analises morfoldgicas nas branquias de exemplares utilizados nos experimentos foram
realizadas através de microscopia eletronica de varredura (MEV) para verificar a existéncia
de estruturas relacionadas a eficiéncia de filtracdo nestes peixes. Por fim, para avaliar 0s
efeitos das cianotoxinas nos exemplares utilizados nos experimentos foram realizadas
analises bioguimicas de lipoperoxidacdo (LPO) avaliando o dano oxidativo e a atividade
das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e glutationa-s-transferase (GST) no figado e nas
branquias dos exemplares. Com o intuito de evidenciar diferencas entre os tratamentos foi
realizada analise da variancia (ANOVA one-way). Para Oreochromis sp. frente a
ingestdo/filtracdo de M. aeruginosa, em todas as concentracbes foram observadas
diferencas significativas (p<0,05). Nos organismos-teste do tratamento 1 ocorreu
decréscimo nas concentracdes de cianobactérias, ja nos organismos-teste do tratamento 2
ocorreu aumento das concentracdes de cianobactérias ao longo do tempo. Para
Oreochromis sp. frente a ingestdo/filtracdo de C. raciborskii, diferencas significativas
(p<0,05) foram observadas principalmente nas concentra¢fes 10ug/L e 20ug/L quanto a
reducdo das concentracbes de cianobactérias ao longo do tempo. No experimento
utilizando G. brasiliensis frente a ingestao/filtracdo de M. aeruginosa, ndo ocorreram
diferencas significativas (p>0,05) nas concentracfes 10ug/L e 40ug/L, entretanto ocorreu
uma diminuicdo nas concentracdes de cianobactérias. Contudo, no experimento avaliando
as taxas de ingestdo/filtracdo de C. raciborskii por G. brasiliensis ocorreu reducdo na
concentracdo de cianobactérias nas concentracbes 10ug/L e 20upg/L em ambos os
tratamentos (p<0,05). Resultados das analises morfologicas através de microscopio
eletrbnico de varredura evidenciaram a existéncia de micro-espinhos branquiais, tanto em
Oreochromis sp. quanto em G. brasiliensis, validando a possibilidade de G. brasiliensis
poder ser utilizado como controle natural de cianobactérias. Analises do balango oxidativo
revelaram como padrédo geral para ambas as especies de ciclideos avaliados, a ocorréncia
de alteracdes bioguimicas nas condicdes testadas. Porém nestas condicGes-teste (espécies
de peixes e de cianobactérias, concentracGes das cianobactérias avaliadas e tempo de
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experimento) estes danos foram reparados pela acdo das enzimas antioxidantes. Os
resultados obtidos neste estudo representam importantes conhecimentos para 0 manejo e
restauracdo de ecossistemas aquéticos eutrofizados baseado em interacfes de espécies.

Palavras-chave: Comportamento alimentar, ciclideos, cianotoxinas, biomarcadores,
detoxificacdo, estresse oxidativo.



ABSTRACT
Cyanobacteria blooms represent a serious problem for the quality of water from lakes and

reservoirs, the production of toxins to aquatic organisms and humans. As implication, the
process of formation of colonies or aggregates of cyanobacteria preventing predation by
zooplankton, but on the other hand, increases the vulnerability of the cyanobacteria to
filtrating pressure by herbivorous fish. Experimental studies have quantified the ingestion
rates of algae and cyanobacteria by Oreochromis (tilapia) in the laboratory, however, little
is known about interactions of species of native fish such as the genus Geophagus (card)
with cyanobacteria. In this sense, the objectives of this study were (1) to investigate
experimentally measured natural control of cyanobacteria by using filter-native and exotic
fishes, (2) identified structures related to the filtration efficiency in these fishes (3)
evaluating mechanisms of damage-repair enzyme in fish that have diet based on their
ingestion of toxic cyanobacteria, through the relation antioxidant enzymes activity and the
occurrence of oxidative stress. Experiments were conducted to evaluate the consumption
rates of cyanobacteria Microcystis aeruginosa and Cylindrospermopsis raciborskii by
Oreochromis sp. (exotic species) and Geophagus brasiliensis (native species). Were
determined treatments in triplicate consisting of fish of two size classes (Treatment 1: fish
5-10 cm; Treatment 2: fish 10-15 cm); three cyanobacterial concentrations (10ug/L,
20pg/L and 40ug/L) and controls containing only algal inoculums concentrations 10ug/L,
20pg/L and 40ug/L. In order to show differences between treatments analysis of variance
(ANOVA) was performed. Morphological analysis in the gills of specimens used in the
experiments were carried out using scanning electron microscopy (SEM) to verify the
existence of the structures related to filtration efficiency in these fishes. To assess the
effects of cyanotoxins on the specimens used in the experiments biochemical analyzes
were performed in the liver and gill measuring lipoperoxidation (LPO) assessing oxidative
damage, and antioxidant enzymes catalase (CAT) and glutathione-s-transferase (GST). In
order to show differences between treatments analysis of variance (ANOVA) was
performed. Designed to evaluate whether the concentrations and the treatments were
effective was an analysis of variance ANOVA two-way and in order to highlight
differences between treatments was performed analysis of variance ANOVA.
Morphological analysis in the gills of samples used in the experiments were performed
using scanning electron microscopy (SEM) to verify the existence of related structures to
the filtration efficiency in these fish. To assess the effects of cyanotoxins in the animals
used in the experiments were performed biochemical analyzes in the liver and gills of
lipoperoxidation (LPO) assessing oxidative damage, and the activity of antioxidant
enzymes catalase (CAT) and glutathione-S-transferase (GST). In order to highlight
differences between treatments was performed analysis of variance (one-way ANOVA).
For Oreochromis sp. the intake/filtration of M. aeruginosa in all concentrations were
significant differences (p<0.05) in test organisms in T1 were decreasing concentrations of
the cyanobacteria and the test organisms in T2 was increased concentrations of
cyanobacteria over time. In the experiment using G. brasiliensis the intake/filtration of M.
aeruginosa, no significant difference in the concentration 10ug/L and 40ug/L (p>0.05),
however there was a decrease in cyanobacteria concentrations. For Oreochromis sp. the
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intake/filtration of C. raciborskii, significant differences were observed mainly in the
concentration 10ug/L and 20ug/L and the reduction of cyanobacteria concentrations over
time (p<0.05). However, in the experiment evaluating the intake/filtration rates of C.
raciborskii by G. brasiliensis occurred reduction in the concentration of cyanobacteria at
10ug/L and 20 ug/L concentrations in both groups (p<0.05). Results of morphological
analysis using a scanning electron microscope revealed the existence of gill microspine,
both in Oreochromis sp. as for G. brasiliensis validating the possibility of G. brasiliensis
can be used as natural control of cyanobacteria. The analyzes realized in the oxidative
balance of the test organisms based diet ingestion of toxic cyanobacteria revealed, as a
general standard for both cichlid species evaluated, the occurrence of biochemical changes
in the conditions used, but considering these test conditions (fish species, cyanobacteria
species, concentrations of cyanobacteria and time trial) such damages were repaired by the
action of antioxidant enzymes. These results are important for knowledge management and
restoration of eutrophic aquatic ecosystems based on species interactions.

Key-words: Feeding behavior, Oreochromis sp, Geophagus brasiliensis, cyanotoxins,

biomarkers, detoxification, oxidative stress.
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APRESENTACAO

O presente trabalho foi desenvolvido junto ao Programa de Po6s-Graduacdo em
Ecologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob a orientagdo do Professor
David da Motta Marques e co-orientagdo da Professora Lucia Helena Ribeiro Rodrigues.

A dissertacdo esta organizada a partir de uma introducédo geral e em seguida divide-
se em dois capitulos em formato de artigos. No primeiro capitulo foi avaliado
experimentalmente as taxas de consumo das cianobactérias Microcistys aeruginosa e
Cylindrospermopsis raciborskii por Oreochromis sp. e Geophagus brasiliensis, formatado
de acordo com as normas do periddico Toxins. No segundo capitulo foi avaliada a
ocorréncia de estresse oxidativo em Oreochromis sp. e Geophagus brasiliensis quando
submetidos a uma dieta baseadas na ingestdo das cianobactérias tdxicas Microcystis
aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskii, através da analise dos niveis de
lipoperoxidacéo e atividade de enzimas antioxidantes, formatado de acordo com as normas
do periodico Ecotoxicology. A dissertacdo € finalizada com as consideracGes finais, que
ressaltam as principais conclusdes do estudo.

Os experimentos realizados neste estudo foram desenvolvidos no Laboratério de
Ecotecnologia e Limnologia do Instituto de Pesquisas Hidraulicas (IPH/UFRGS), que
dispde de um banco de cultura de cepas toxicas das cianobactérias Microcistys aeruginosa
(NPLJ4) e Cylindrospermopsis raciborskii (T3). Estas cepas foram utilizadas como
indculo nos experimentos realizados. Os exemplares de Oreochromis sp. utilizados neste
estudo foram obtidos do criatorio Aguas da Olaria em Dois Irmdos, RS, Brasil; e 0s
exemplares de Geophagus brasiliensis foram coletados na Estacdo Experimental
Agrondmica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (EEA/UFGRS). Os
experimentos foram realizados de acordo com padrdes €ticos de utilizacdo de animais e
integram 0s projetos “Validagdo da eficiéncia de medidas naturais para controle de
floragdes de cianobactérias através de modelagem ecoldgica” e “Estresse oxidativo de
cianotoxinas em peixes: implicagdes ecoldgicas”, ambos registrados na plataforma de
pesquisa da UFRGS, registrados sob numeros 23029 e 25505, respectivamente, sob

coordenacdo da prof? Lucia Helena Ribeiro Rodrigues.



1. INTRODUCAO GERAL
1.1 CIANOBACTERIAS E QUALIDADE DA AGUA

Uma das principais modificacdes provocadas pelo homem em ambientes aquéaticos
é a eutrofizacdo, causada geralmente pelo aporte excessivo de nutrientes, especialmente
relacionado as descargas de efluentes domésticos e industriais dos centros urbanos e
regides agricolas. (Gélinas et al., 2012). Como conseqléncias da eutrofizacdo, ocorre o
crescimento acelerado do fitoplancton, principalmente das cianobactérias, desencadeando a
formacéo de floragdes.

FloracGes de cianobactérias representam um problema para a qualidade da &dgua de
lagos e reservatorios, pois cianobactérias podem produzir toxinas com potenciais danos a
organismos aquaticos, animais e seres humanos (Huszar, 2003), ainda implicando em
aumento de custos no tratamento da &gua para o abastecimento publico (Von Sperling,
1996). Além disso, o crescimento excessivo destes microorganismos causa 0 aumento da
turbidez biogénica e desoxigenacdo da agua, 0 que conseqiientemente gera perda de valor
estético e uma cascata de efeitos negativos que resultam em perda biodiversidade aquatica
e impactos sobre as fungdes do ecossistema (Scheffer, 1998).

A dominéancia de cianobactérias tem sido associada a fatores ambientais como
regime de mistura com estratificacdo duradoura (Reynolds, 1987; Beyruth, 2000) ou diaria
(Ganf, 1974), escassa disponibilidade de luz (Zevenboom & Mur, 1980; Smith, 1986;
Beyruth, 2000); baixa razdo zona eufética/zona de mistura (Jensen et al. 1994); alta
temperatura (Shapiro, 1990; Beyruth, 2000); baixo CO; e alto pH (Shapiro, 1990; Caraco
& Miller, 1998), altas concentracdes de fosforo total (Mc Queen & Lean, 1987; Watson et
al. 1997); baixas de nitrogénio total (Smith, 1983) e de nitrogénio inorganico dissolvido
(Blomgquist et al. 1994) e baixa razdo N/P (Smith, 1983). Aliadas as condigdes ambientais
favoraveis, algumas caracteristicas fisiologicas tém sido consideradas como
potencializadoras da dominancia das cianobactérias nos sistemas eutrofizados. No entanto,
este fato também pode ocorrer em sistemas oligotroficos e mesotroficos (Blomgvist et al.
1994; Huszar & Caraco 1998).

No Brasil, as floracbes vém aumentando em intensidade e frequéncia (Azevedo,
1998; Filho et al, 2001) com dominancia de cianobactérias durante grande parte do ano,
sobretudo em reservatérios (Huszar & Silva, 1999; Bicudo et al., 1999; Beyruth, 2000;
Calijuri et al., 2002; Bouvy et al. 2003). Fatores como temperaturas constantemente

elevadas e alta luminosidade, por exemplo, tipicos de clima tropical, sdo os principais
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responsaveis pela ocorréncia de floragcdes durante todo ano no nordeste brasileiro (Molica
et al. 2005).

Por outro lado, embora a sazonalidade do clima subtropical atenue estes fatores, as
floracBes também sdo comuns no sul e sudeste do Brasil, sendo freqlientemente observadas
durante as estacdes mais quentes do ano (Bouvy et al. 2000, Huszar, et al. 2000). Os
géneros mais frequentes de cianobactérias formadoras de floragbes em lagos e
reservatorios  brasileiros  sdo  Microcystis,  Cylindrospermopsis,  Planktothrix,
Dolychpospermum e Aphanizomenon. Estudo realizado no Reservatério do Faxinal, Caxias
do Sul relatam alta incidéncia de floracdo de cianobactérias do género Dolychospermum
durante o verdo, com a producado de cianotoxinas (Becker et al. 2009)

FloracBes tdxicas de cianobactérias, com danos a populagcbes humanas pelo
consumo de agua contaminada ja foram descritas em varios paises (Chorus & Bartram,
1999). Embora eventos de toxicidade aguda de cianotoxinas causando mortalidade de seres
humanos sejam raramente documentados na literatura, os efeitos de toxicidade cronica
dessas cianotoxinas em animais e seres humanos ainda permanecem pouco conhecidos e

representam uma grande ameaca a saude publica.

1.1.1 Presséo de herbivoria por peixes

O processo de formacgdo de colbnias ou agregados de cianobactérias impede a
predacdo pelo zooplanctonPor outro lado, isto aumenta a vulnerabilidade das
cianobactérias a pressdo de herbivoria por peixes do genéro Oreochromis, tilapias, e
possivelmente onivoros/filtradores nativos, como caras, do género Geophagus.

Os peixes onivoros/filtradores pertencem a uma comunidade chave em lagos e
reservatorios, por ocupar posicdo intermedidria na cadeia trofica, pois estdo entre
produtores primarios e peixes piscivoros. Estes peixes possuem a habilidade de afetar a
dindmica do plancton através de, no minimo, trés diferentes mecanismos: (a) consumo do
zooplancton e fitoplancton, (b) reciclagem de nutrientes absorvidos pela producgéo primaria
e (c) oferta de alimento para peixes piscivoros.

Estudos experimentais tém procurado quantificar as taxas de ingestdo de algas e
cianobactérias por tilapias (Oreochromis) (McDonald 1985a,b; Northcott et al. 1991;
Dempster et al. 1993; Beveridge et al. 1993; Keshavanath et al. 1994; Robinson et al.
1995; Turker et al. 2003a,b; Panosso et al. 2007) e carpas como a carpa prateada

(Hypophthalmichthys molitrix) e carpa cabeca grande (Aristichtys nobilis) em laboratério



(Xie, 2003); porém, pouco se sabe sobre interaces de espécies nativas de peixes do género
Geophagus com cianobactérias.

Estudos em laborat6rio tém demonstrado que as taxas de ingestdo dependem muito
do tamanho e concentracdo das algas e cianobactérias (Northcott et al. 1991). Evidéncias
experimentais indicam que a taxa maxima de ingestdo de cianobactérias filamentosas ou
coloniais por Oreochromis ¢ bem maior do que a taxa maxima de ingestdo de algas e
cianobactérias unicelulares (Northcott et al. 1991).

Um modelo bioenergético baseado nestas taxas de ingestdo obtidos empiricamente
em laboratdrio sugere que apenas cianobactérias coloniais e filamentosas sdo capazes de
sustentar o crescimento e manter um balango energético positivo em Oreochromis.
Portanto, a alimentacdo por filtracdo sé é vantajosa energeticamente para tilapias quando
tais cianobactérias sdo suficientemente abundantes no plancton (Dempster et al. 1995). No
entanto, tilapias do género Oreochromis séo peixes exoticos aos mananciais brasileiros e €
preciso cautela quanto a sua utilizacdo como ferramenta de biomanipulacdo em corpos de
agua naturais, uma vez que podem causar alteracGes significativas na cadeia trdfica

aquatica.

1.2 TOXICIDADE DE CIANOBACTERIAS E ESTRESSE OXIDATIVO

As cianobactérias Microcistys aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskii
produzem microcistina e cilindrospermopsina respectivamente, consideradas toxinas
hepatoxicas. As cianotoxinas podem ser classificadas quanto sua natureza quimica,
considerando sua influéncia no metabolismo dos organismos expostos. Microcistina
pertecem a familia dos hepatopetidios ciclicos, enquanto cilindrospermopsina € um
alcaldide (Gelinas et al, 2012).

FloracOes de cianobactérias em ecossistemas aquaticos tem o potencial de afetar,
em nivel toxicologico, os diversos organismos ali presentes, dos mais diversos niveis
troficos. Essa toxicidade podem aumentar a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO), levando o organismo ao estresse oxidativo (Livingstone, 2001).

A vida em aerobiose é caracterizada pela continua producdo de EROs que é
contrabalancada pelo sistema de defesas antioxidantes. Em condi¢es fisioldgicas normais,
o0 balanco entre agentes pro-oxidantes e defesas antioxidantes mantém-se equilibrado, mas
quando ha um disturbio, o balanco pode ser comprometido a favor dos agentes oxidantes,
entdo, a célula ou organismo se encontra sob condicdo de estresse oxidativo (Klein, 2002).



Organismos em estresse oxidativo, tais como peixes, podem apresentar alteracdes nos
padrdes reprodutivos, diminuigdo nas taxas de sobrevivéncia, aumento de malformagdes e
ocasionar eventos de mortalidade (Liu et. al, 2002).

Neste sentido, torna-se necessario avaliar se organismos que tem sua dieta baseada
na ingestdo de cianobactérias toxicas, apresentardo estresse oxidativo ou estardo em

equilibrio fisiologico.

1.2.1. Controles bioldgicos

Uma definicdo ampla de controle bioldgico relaciona-se ao uso de organismos ou
seus produtos e sua capacidade de predar, competir, eliminar ou parasitar (Pitelli, 2007).
Num sentido mais especifico, refere-se ao uso de organismos que inteferem na
sobreviéncia e desenvolvimento das atividades do organismo alvo (Calvalcanti, 2006).

A predacdo é um processo no qual um organismo se alimenta de outro organismo, e
esta relacdo tréfica € uma importante abordagem no desenvolvimento de novas alternativas
acerca do uso de um controle bioldgico (Calvalcanti, 2006). A utilizagdo de peixes
onivoros filtradores para controle de floraces de cianobactérias vem sendo avaliada, como
mencionado anteriormente, especialmente ciclideos dos géneros Oreochromis.

A Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é um peixe onivoro filtrador amplamente
distribuido em reservatorios do nordeste brasileiro (Panosso et al., 2007). E uma espécie
exotica introduzida nos ecossistemas aquaticos brasileiros principalmente pela atividade de
psicultura. Neste sentido, ha a necessidade de se avaliar uma espécie nativa com este
potencial, como por exemplo, o género Geophagus.

Peixes ciclideos do género Geophagus podem ser encontrados numa diversidade de
ambientes aquaticos como rios, arroios e lagoas, principalmente em habitats Iénticos
(Mazzoni & lIglesias-Rios, 2002). Ciclideos da espécie Geophagus brasiliensis sao
classificados com uma dieta onivora, com a possibilidade de ingestdo de algas

fitoplanctonicas (Lemes & Garutti caput Castro & Casatti, 1997)



2. OBJETIVOS

o Avaliar, experimentalmente, taxas de consumo das cianobactérias Microcistys
aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskii por Oreochromis sp. e Geophagus
brasiliensis.

o ldentificar a presenca de estruturas morfologicas relacionadas & eficiéncia de
consumo de cianobactérias em Oreochromis sp. e Geophagus brasiliensis.

o Avaliar a ocorréncia de estresse oxidativo em Oreochromis sp. e Geophagus
brasiliensis quando submetidos a uma dieta baseadas na ingestdo das cianobactérias

toxicas Microcystis aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskii.

3. HIPOTESES

H& diferenca nas taxas de consumo de cianobactérias por peixes ciclideos, de
acordo com a concentracdo e espécie de cianobatéria, bem como com as diferentes
espécies de peixes e tamanho dos exemplares testados.

Oreochromis sp., ciclideo exoético, possui micro-espinhos branquiais, estruturas
responsaveis pela eficiéncia de consumo de cianobactérias. Geophagus brasiliensis,
ciclideo nativo, pode apresentar tal estrutura, possibilitando sua utilizacdo no potencial
controle de cianobactérias.

Oreochromis sp. e Geophagus brasiliensis quando submetidos a uma dieta baseada
na ingestdo de cianobactérias toxicas apresentam mecanismos de reparo ao dano oxidativo,

através da acdo de enzimas antioxidantes, mantendo seu metabolismo em equilibrio.



4. CAPITULO 1
Formatado de acordo com as normas do periddico Toxins.

AVALIACAO EXPERIMENTAL DAS TAXAS DE CONSUMO DE
CIANOBACTERIAS POR PEIXES CICLIDEOS

Daniela Motta Failace’, Lucia Ribeiro Rodrigues®, David da Motta Marques™ 2

1-Programa de Pds-Graduacgdo em Ecologia- UFRGS- Porto Alegre, RS, Brasil.
2-Programa de Pds-Graduagdo em Recursos Hidricos - IPH/UFRGS, Porto Alegre, RS,
Brasil.

Email: dani.failace@yahoo.com.br

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar experimentalmente a eficiéncia das taxas de consumo
das cianobactérias Microcistys aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskii por
Oreochromis sp. e Geophagus brasiliensis. Foram realizados experimentos em
microcosmos: dois experimentos avaliando o potencial controle de Oreochromis sp. sobre
M. aeruginosa e C. raciborskii e dois experimentos avaliando o potencial controle de G.
brasiliensis sobre M. aeruginosa e C. raciborskii. Foram determinados tratamentos em
triplicatas, composto por peixes de duas classes de tamanho (Tratamentol: peixes de 5-10
cm; Tratamento 2: peixes de 10-15 cm); trés concentra¢des de cianobactérias (10ug/L,
20ug/L e 40 pg/L) e controles contendo somente indculo algdceo nas concentragdes
10ug/L, 20pg/L e 40 pg/L. Analises da concentragdo das cianobactérias ocorreram a cada
24h durante 96h. Como resultados, no experimento avaliando o consumo de M. aeruginosa
por Oreochromis sp., todas as concentracdes e tratamentos apresentaram significancia
(p=0,001). Observou-se uma diminuicdo na concentracao de cianobactérias no T1 em todas
as concentracOes testadas (p<0,05). No T2 foi observada a dependéncia do tamanho nas
concentracdes de 10ug/L e 20ug/L, e identificada uma elevagdo nas concentracfes de M.
aeruginosa ao longo 72h (p<0,05). J& no experimento avaliando o consumo de C.
raciborskii por Oreochromis sp., as concentracfes testadas, bem como os tratamentos
apresentaram significancia (p=0,001). No T1 foi observada uma diminuicdo nas
concentragcdes de C. raciborskii nas concentracdes testadas, no entanto a concentragdo
20ug/L ndo foi obtida significancia (p>0,05). Na concentragdo 40 pg/L, 0 T2 apresentou-se
eficiente na diminuicdo das concentracfes de cianobactéria ao longo das 96h (p<0,05). No
experimento avaliando as taxas de ingestdo/filtracdo de M. aeruginosa por G. brasiliensis,
somente as concentracdes iniciais apresentaram significancia (p=0,001), ndo apresentando
dependéncia do tamanho para o consumo (p>0,05). Nas concentragdes 10ug/L e 40ug/L,
apesar de ndo apresentarem significancia estatistica (p>0,05), observou-se uma diminuicéo
nas concentragfes de cianobactérias em ambos tratamentos. A concentragdo 20ug/L foi
significativa (p<0,05), entanto observou-se uma diminuigéo até 48h no T1 e uma elevagéo
das concentraces de M. aeruginosa até 96h no T2. No experimento avaliando as taxas de
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consumo de C. raciborskii por G. brasiliensis, as concentracbes e o0s tratamentos
apresentaram significancia (p=0,001). Na concentracdo 10pg/L, ocorreu uma diminuigdo
na concentracdo de cianobactérias em ambos tratamentos (T1 e T2) ao longo das 96h
(p<0,05), enquanto na concentracdo 20ug/L observou-se uma diminui¢do na concentragao
de cianobactérias em ambos tratamentos, porém apenas T2 apresentou-se estatisticamente
significativo (p<0,05). A concentracdo 40ug/L ndo foi estatisticamente significativa
(p>0,05), mas observou-se uma tendéncia de diminuicdo na concentracdo desta
cianobactéria até 72h de experimento no T1 e T2. Neste sentido, os resultados
evidenciaram que Oreochromis sp. e Geophagus brasiliensis exerceram consumo efetivo
das cianobactérias Microcystis aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskii. Resultados
de andlises de microscopia eletronica de varredura (MEV) evidenciaram a presenca de
micro-espinhos branquiais, tanto em exemplares de Oreochromis sp. quanto em
Geophagus brasiliensis, corroborando a hipo6tese que a espécie nativa pode ser utilizada
como um controle bioldgico de cianobactérias de acordo com as condicdes testadas.

Palavras-chaves: Comportamento alimentar, Oreochromis sp., Geophagus brasiliensis,

cianobactérias.

ABSTRAT

The aim of the study was evaluate experimentally the efficiency rates of intake/filtration of
cyanobacteria  Microcistys aeruginosa and Cylindrospermopsis raciborskii by
Oreochromis sp. and Geophagus brasiliensis. Experiments were performed in microcosms:
two experiments evaluating the potential control of Oreochromis sp. on M. aeruginosa and
C. raciborskii and two experiments evaluating the potential control of G. brasiliensis on M.
aeruginosa and C. raciborskii. Were determined treatments in triplicate consisting of
fishes of two size classes (Treatment 1: fish 5-10 cm; Treatment 2: fish 10-15 cm); three
cyanobacterial concentrations (10ug/L, 20ug/L and 40ug/L) and controls containing only
algal inoculum concentrations 10ug/L, 20pug/L and 40ug/L. Analysis of the concentration
of cyanobacteria occurred every 24 hours for 96 hours. As a result, in the experiment using
samples of Oreochromis sp. using the intake/filtration of cyanobacteria M. aeruginosa all
concentrations and treatments of the experiment presents significant (p=0.001), there was a
decrease in T1 at all concentrations tested (p>0.05). The T2 depending on the size
presented at concentrations 10ug/L and 20ug/L but showed an increased in M. aeruginosa
concentrations over 72 hours (p<0.05). In the experiment using Oreochromis sp. the
intake/filtration of the cyanobacteria C. raciborskii, in an overview of the tested
concentrations and treatments were significant (p=0.001). The T1 showed a decrease in
initial concentrations of C. raciborskii, at all concentrations tested but the concentration
20ug/L analysis was not significant (p>0.05). At the concentration 40 ug/L the T2
presented efficient decreasing concentrations over the 96 hours (p<0.05). In the experiment
evaluating the intake /filtration rates of M. aeruginosa by G. brasiliensis an overview of
the experiment only the concentrations were significant (p=0.001) with no size dependence
for intake/filtration (p>0.05). The concentrations 10ug /L and 40ug/L despite not present
significant (p>0.05); there is a decrease in initial concentrations of cyanobacteria in both
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treatments. The concentration 20ug/L was significant however there has been a decrease
until 48 hours in T1 and an increase in M. aeruginosa concentrations up to 96 hours in T2.
However, experiment evaluating the intake/filtration rates of C. raciborskii by G.
brasiliensis, concentrations and treatments were significant (p=0.001). The concentration
10ug/l, a decrease of the concentration of cyanobacteria in both treatments (T1 and T2)
along 96h (p<0.05), already the concentration 20ug/L observes a decrease in the
concentration of cyanobacteria in both treatments, although only T2 was statistically
different (p<0.05). The concentration 40ug/L was not statistically significant (p>0.05), but
there was a trend of decrease in the concentration of cyanobacteria to until 72 hours at T1
and T2. In this sense, the results showed that Oreochromis sp. and Geophagus brasiliensis
exercised effective consumption of cyanobacteria Microcystis aeruginosa and
Cylindrospermopsis raciborskii. Results of scanning electron microscopy (SEM) analyzes
revealed the presence of micro-spines in the gills of both sizes of Oreochromis sp. as for
Geophagus brasiliensis, confirming the hypothesis that the native species can be used as a
biological control cyanobacteria according to the conditions tested.

Key words: Behavior, Oreochromis sp., Geophagus brasiliensis, cyanobacteria.



INTRODUCAO

FloracBes de cianobactérias podem impactar os ecossistemas aquéticos tanto
ecoldgica quanto economicamente, além de afetar a salde humana [1]. O aumento na
frequiéncia de floracdes € atribuido ao processo de eutrofizacdo e as mudancas climaticas
associadas ao aumento da producéo de CO,, 0 que pode levar a um aumento na dominancia
de cianobactérias na comunidade fitoplanctonica. [3,4,5,6,7]. O processo de eutrofizacdo
produz mudancas significativas na qualidade da &gua, como reducdo do oxigénio
dissolvido, mortandade de peixes, decréscimo na diversidade de espécies da comunidade
fitoplanctonica e aumento da incidéncia de floracbes de algas e cianobactérias
potencialmente toxicas [8].

No Brasil, as floragdes vém aumentando em intensidade e frequéncia [8], com
dominéncia de cianobactérias durante grande parte do ano, sobretudo em reservatérios de
abastecimento de 4agua [11,12,13,14]. E reportado por [8] a incidéncia de floragdes de
cianobactérias em reservatérios brasileiros de abastecimento puablico, sendo este fato de
grande preocupacdo a saude humana, devido a capacidade destas cianobactérias
produzirem toxinas. A expansao das floracdes de cianobactérias € atribuida a fatores como
temperaturas constantemente elevadas e alta luminosidade, tipicos de clima tropical no
nordeste brasileiro [15]. Por outro lado, embora a sazonalidade do clima subtropical atenue
estes fatores, as floracbes também sdo comuns no sul e sudeste do Brasil, sendo
frequentemente observadas durante as estacdes mais quentes do ano [16,17]. Os géneros
mais frequentes de cianobactérias formadoras de floragdes tdxicas em lagos e reservatorios
brasileiros [8] sdo Microcystis, Cylindrospermopsis, Planktothrix, Dolychospermum e
Aphanizomenon. As toxinas produzidas pelas diversas espécies de cianobactérias séo
chamadas cianotoxinas, e sua a¢do pode variar de acordo com o tipo de toxina produzida.
De modo geral, as toxinas podem ter acdo neurotdxicas, hepatoxicas ou dermatoxicas [18].

Cylindrospermopsis raciborskii € uma espécie formadora de grandes floracdes [19]
Essa espécie possui uma grande tolerancia fisiologica, crescimento favorecido em
temperaturas de 20°C a 35°C e atribui turbidez biogénica ao sistema [20].

Oreochromis sp., conhecido como tildpia, de acordo com varios estudos
[21,22,23,24,25,26,27,28] € um ciclideo que tem a capacidade de consumir pequenas
particulas organicas, como fitoplancton, incluindo cianobactérias. Tal capacidade é devida
a presenca de estruturas denominadas micro-espinhos branquiais [29]. Entretanto, peixes
do género Oreochromis sdo peixes exoticos aos mananciais brasileiros e é preciso cautela
quanto a sua utilizacdo como ferramenta de biomanipulacdo/restauracdo em corpos de
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aguas naturais, uma vez que podem causar alteracbes significativas na cadeia trofica
aquatica. Geophagus brasiliensis € um ciclideo nativo conhecido como caréa ou acarg, que
habita ambientes Iénticos como lagoas de planicie de inundacdo [30] e lagoas costeiras
[31]. Estudos da dieta de Geophagus indicam uma grande plasticidade trofica,
apresentando como itens alimentares preferenciais algas filamentosas, além de fragmentos
de vegetais superiores, restos de insetos, escamas e nadadeiras de peixes, alem de
sedimentos [32]. Geophagus brasiliensis como um ciclideo, pode apresentar tal estrutura
branquial, porém sem registro na literatura cientifica até o momento, bem como sem
informac@es publicadas sobre seu comportamento alimentar no que se refere ao consumo
de cianobactérias. A existéncia de micro-espinhos branquiais em Geophagus brasiliensis
possibilta a utilizacdo desta espécie no potencial controle de cianobactérias. Neste sentido,
0 objetivo deste estudo foi avaliar experimentalmente as taxas de ingestdo/filtracdo de
Microcistys aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskii por Oreochromis sp. e
Geophagus brasiliensis, bem como avaliar quais estruturas morfologicas destes individuos

podem influenciar no seu comportamento alimentar.

RESULTADOS
Nos experimentos com Oreochromis sp., a taxa de sobrevivéncia foi de 84,40% no
experimento 1 (E1) e 66,52% no experimento 2 (E2). JA& em ambos os experimentos

utilizando Geophagus brasiliensis (E3 e E4) a sobrevivéncia foi de 99,00%.

Avaliacéo das taxas de ingestdo/filtracdo de cianobactérias por Oreochromis sp.

As andlises referentes a primeira hip6tese, verificando se ha diferenca na
ingestdo/filtracdo dos ciclideos de acordo com a concentracdo e espécie de cianobactérias,
e tamanhos dos exemplares foram realizadas através de ANOVA Two-Way para cada
experimento. No experimento 1 (E1), nas concentracdes-teste 10ug/l, 20ug/l e 40ug/l de
Microcistys aeruginosa no tratamento 1 (T1), peixes de 5-10 cm e tratamento 2 (T2),
peixes de 10-15cm, observou-se significancia (p=0,001). Na concentragdo 10ug/ observou-
se que a ingestdo/filtracéo foi dependente do tamanho dos peixes. No T2 em ocorreu um
aumento na concentracdo de M. aeruginosa ao longo das 96 horas, enquanto que no T1 ndo
foi identificada diferenca estatisticamente significativa, apesar de ocorrer um decréscimo
ao longo do periodo experimental (Figura 1-A). Da mesma forma, na concentracdo 20ug/l
observou-se significancia (p<0,05), com uma consumo de M. aeruginosa depende do
tamanho. Embora no T1 tenha ocorrido uma diminuigdo até as 72h de experimento, esta
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diminuicdo nao foi significativa (p>0,05) em relagcdo ao controle. Apenas no T2 observou-
se diferenca significativa em relacdo ao controle, entretanto a concentragdo de
cianobactérias aumentou ao longo das 96h (Figura 1-B). Na concentracdo 40ug/l, ambos os
tratamentos ndo foram significativos (p>0,05), porém no T1 ocorreu um pequeno
decréscimo na concentracdo de cianobactérias ao longo do tempo (Figura 1-C).

No experimento 2 (E2), nas concentragcOes-teste 10ug/l e 40upg/l de
Cylindrospermopsis raciborskii nos tratamentos 1 e 2, (T1 eT2) observou-se significancia
(p=0,001). Naconcentracdo 10ug/l a taxa de ingestdo/filtracdo da cianobactéria foi
dependente do tamanho dos peixes (p<0,05). No T1 observou-se uma diminuicdo ao longo
das 96h, no entanto, no T2 evidenciou-se um aumento na concentracdo de cianobactérias
durante a periodo experimental. Na concentracdo 20pg, ndo foi observada significancia nas
taxas de consumo de C. raciborskii para os tratamentos (p>0,05), entretanto observou-se
que apenas no T1, a concentracdo de C. raciborskii diminuiu ao longo das 96h em relagéo
ao controle (Figura 2-B). A concentracdo 40pg/l apresentou uma taxa de ingestao/filtracdo
de C. raciborskii dependente do tamanho dos organismos-teste (p=0,001). Em ambos os
tratamentos observou-se diminuicdo na concentracdo de cianobactérias em relacdo ao

controle (Figura 2-C).

Avaliacéo das taxas de ingestdo/filtracdo de cianobactérias por Geophagus brasiliensis

No experimento 3 (E3), nas concentracGes-teste de Microcistys aeruginosa, a taxa
de ingestdo/filtracdo, para a maioria dos tratamentos, ndo foi dependente do tamanho dos
peixes (p>0,05). Apenas na 20ug/l foi identificada diferencga significativa (p<0,05), sendo a
taxa de consumo dependente do tamanho dos organismos-teste (Figura 3-A, B, C).

No Experimento 4 (E4), considerando as taxas de consumo de Cylindrospermopsis
raciborskii por Geophagus brasiliensis, na concentracdo 10ug/l, em ambos os tratamentos
(T1L e T2) observou-se significancia (p<0,05), com decréscimo da concentragdo de
cianobactérias ao longo das 96h (Figura 4-A). Na concentracdo 20ug/l evidenciou-se
significancia (p<0,05), observando-se uma taxa de ingestdo/filtracdo dependente do
tamanho dos peixes. O T2 apresentou-se diferente do controle, diminuindo a concentragéo
de cianobactéria ao longo das 96h, enquanto, embora no T1 ndo tenha sido identificada
significancia, pode-se observar decréscimo da concentracdo de C. raciborskii ao longo das
96h (Figura 4-B).Na concentracdo de 40ug/l, ndo houve significancia (p>0,05) porém,
pode-se observar que a concentragdo de cianobactéria decresceu até as 48h, elevando-se
em relacdo ao controle experimental até as 96h (Figura 4-C).
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Figura 1. Concentracdo de Microcystis aeruginosa ao longo de 96 horas de exposicao a
diferentes tratamentos: tratamento 1 — T1 (Oreochromis sp. 5 — 10cm) e tratamento 2 — T2
(Oreochromis sp. 10 — 15cm) considerando indculo inicial 10 pg/L (A), 20 pg/L (B) e 40
ug/L (C) de M. aeruginosa. Os asteriscos indicam significancia dos tratamentos (p<0,05).
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Figura 2. Concentracdo de Cylindrospermopsis raciborskii ao longo de 96 horas de
exposicdo a diferentes tratamentos: tratamento 1 — T1 (Oreochromis sp. 5 — 10cm) e
tratamento 2 — T2 (Oreochromis sp. 10 — 15cm) considerando inéculo inicial 10 pg/L (A),
20 pg/L (B) e 40 pg/L (C) de C. raciborskii. Os asteriscos indicam significancia dos
tratamentos (p<0,05).
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Figura 3. Concentracdo de Microcystis aeruginosa ao longo de 96 horas de exposicao a
diferentes tratamentos: tratamento 1 — T1 (Geophagus brasiliensis 5 — 10cm) e tratamento
2 — T2 (Geophagus brasiliensis 10 — 15cm) considerando indculo inicial 10 pg/L (A), 20
pug/L (B) e 40 pg/L (C) de M. aeruginosa. Os asteriscos indicam significancia dos
tratamentos (p<0,05).
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Figura 4. Concentracdo de Cylindrospermopsis raciborskii ao longo de 96 horas de
exposicao a diferentes tratamentos: tratamento 1 — T1 (Geophagus brasiliensis 5 — 10cm) e
tratamento 2 — T2 (Geophagus brasiliensis 10 — 15cm) considerando indculo inicial 10
ug/L (A), 20 pg/L (B) e 40 ug/L (C) de C. raciborskii. Os asteriscos indicam significancia
dos tratamentos (p<0,05).
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As tabelas 1 e 2 sumarizam os resultados da andlise estatistica referente a
capacidade de consumo efetivo de cianobactérias pelas duas espécies de peixes avaliadas.
Para ambas as espécies de cianobactérias em analise, Oreochromis sp. apresentou uma
eficacia de consumo dependente do tamanho dos exemplares e concentracdo inicial do
inéculo (ANOVA, p<0,05), enquanto que o mesmo ndo foi observado para Geophagus
brasiliensis (ANOVA, p>0,05). Com relagdo a eficiéncia no consumo de C. raciborskii,
identificou-se diferenca de eficacia entre Oreochromis sp. de 5-10 cm em rela¢do aos
exemplares de 10-15 cm, tanto na concentracdo inicial de inoculo de 20ug/L quanto de
40ug/L (Teste t, p<0,0007). Quando analisadas em conjunto, independentemente da
concentracdo inicial de indculo, exemplares de Oreochromis sp. das duas classes de
tamanho apresentaram diferenca altamente significativa (p=0,0000). Enquanto exemplares
de Oreochromis sp. de 5-10 cm apresentaram-se eficientes no consumo de C. raciborskii
(p=0,01404; Teste Z, p= 0,0000; Fig. 5); exemplares de Oreochromis sp. maiores que 10
cm ndo foram capazes de promover um balanco efetivo de consumo (remocdo) de
cianobactérias (2=-0,00214; Teste Z, p= 0,9656). Com relacdo a Geophagus brasiliensis,
embora ndo se tenha identificado diferenca significativa entre os tratamentos (ANOVA,
p=0,0780), identificou-se que a espécie, independentemente de tamanho ou concentracao
inicial de cianobactérias foi capaz de realizar reducdo efetiva da concentracdo de C.
raciborskii (2=-0,01509; Teste Z, p=0,000; Fig. 6). Quando comparadas as duas espécies
de peixes, avaliando-se o consumo efetivo de C. raciborskii ndo houve diferenca
significativa de eficacia entre Oreochromis sp. de 5-10 cm (tilapias pequenas) e
Geophagus brasiliensis (Teste t, p=0,3307). Resultado diferente foi obtido para M.
aeruginosa, onde a capacidade de consumo de cianobactérias foi significativa apenas para
exemplares de Oreochromis sp. de 5-10 cm (tilapias pequenas) (2=-0,00341; Teste Z,
p=0,002; Fig.7). Mesmo assim, identificou-se que tilapias de pequeno porte sdo cerca de
quatro vezes mais eficientes no consumo de Cylindrospermopsis raciborskii do que
Microcystis aeruginosa (Teste t bicaudal, variancias diferentes, p=0,0004), sugerindo que o
consumo das cianobactérias apresenta relacdo direta com o tamanho e morfologia da

espécie de cianobactéria, ou mesmo ao potencial efeito de cianotoxinas.

17



Tabela 1. Valores de significancia para o teste de hipotese, referente a analise de eficiéncia
de consumo da cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii pela espécie de peixe exotica
Oreochromis sp. (tildpia) e pelo peixe nativo Geophagus brasiliensis (card) em
experimentos de 96 horas de duracdo, com determinacdo da concentracdo de cianobactérias
a cada 24 horas. Cada experimento compreendeu trés modulos em triplicata: peixes
pequenos (entre 5 e 10cm); peixes grandes (entre 10 e 15cm) e controle (sem peixes). Cada

maddulo contou com duas concentracgdes iniciais de cianobactérias; 20 e 40ug/L.

Oreochromis sp. (tilapia)
Diferenca entre Tratamentos 0,0000 | ANOVA de fator Unico
Tilapia Pequena x Grande 20ug/L | 0,0007 | Teste t unicaudal, variancias iguais
Tilapia Pequena x Grande 40ug/L | 0,0005 | Teste t unicaudal, variancias iguais
Tilapias Pequenas 20 x 40 pg/L 0,7457 | Teste t bicaudal, variancias iguais
Tilapias Grandes 20 x 40 pg/L 0,6402 | Teste t bicaudal, variancias iguais
Tilapia Pequena x Grande Total 0,0000 | Teste t unicaudal, variancias iguais
Geophagus brasiliensis (cara)
Diferenca entre Tratamentos \ 0,0780 \ ANOVA de fator Unico
Oreochromis sp. (tilpia) x Geophagus brasiliensis (cara)

Tilapia Pequena x Cara 0,3307 | Teste t unicaudal, variancias diferentes
Tilapia Grande x Cara 0,0000 | Teste t unicaudal, variancias diferentes

Teste do Coeficiente de Consumo Liquido (&) (Diferenca em relacéo a Zero)
Tilépia Pequena 0,0000
Tilapia Grande 0,9656 Teste Z
Card 0,0000
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Tabela 2. Valores de significancia para teste o de hipotese, referente a analise de eficiéncia
de consumo da cianobactéria Microcystis aeruginosa pela espécie de peixe exdtica
Oreochromis sp. (tildpia) e pelo peixe nativo Geophagus brasiliensis (card) em
experimentos de 96 horas de duracao, com determinacdo da concentracdo de cianobactérias
a cada 24 horas. Cada experimento compreendeu trés modulos em triplicata: peixes
pequenos (entre 5 e 10cm); peixes grandes (entre 10 e 15cm) e controle (sem peixes). Cada
maodulo contou com duas concentrag@es iniciais de cianobactérias; 20 e 40ug/L.

Oreochromis sp. (tilapia)
Diferenca entre Tratamentos 0,0010 | ANOVA de fator Unico
Tilapia Pequena x Grande 20ug/L | 0,3927 | Teste t unicaudal, variancias iguais
Tilépia Pequena x Grande 40pg/L | 0,0001 | Teste t unicaudal, variancias iguais
Tilapias Pequenas 20 x 40 pg/L 0,7491 | Teste t bicaudal, variancias iguais
Tilapias Grandes 20 x 40 pg/L 0,0067 | Teste t bicaudal, variancias iguais
Tilapia Pequena x Grande Total 0,0071 | Teste t unicaudal, variancias iguais
Geophagus brasiliensis (cara)
Diferenca entre Tratamentos \ 0,1799 \ ANOVA de fator Unico
Oreochromis sp. (tildpia) x Geophagus brasiliensis (cara)

Tilapia Pequena x Cara 0,0026 | Teste t unicaudal, variancias diferentes
Tilapia Grande x Cara 0,4710 | Teste t unicaudal, variancias diferentes

Teste do Coeficiente de Consumo Liquido (&) (Diferenca em relacéo a Zero)
Tilapia Pequena 0,0002
Tilapia Grande 0,8381 Teste Z
Card 0,8807
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Figura 5. Concentracdo de Cylindrospermopsis raciborskii em aquarios com Oreochromis
sp. (tildpia) com tamanhos entre 5 e 10 cm em experimentos com indculo de 20 e 40ug/L e
duracgéo de 96 horas.
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Figura 6. Concentracdo de Cylindrospermopsis raciborskii em aquarios com Geophagus

brasiliensis (cara) com tamanhos entre 5 e 15 cm em experimentos com inoculo de 20 e
40ug/L e duracdo de 96 horas.
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Figura 7. Concentracdo de Microcystis aeruginosa em aquarios com Oreochromis sp.
(tilapia) com tamanhos entre 5 e 10 cm em experimentos com indculo de 20 e 40upg/L e
duracéo de 96 horas.

Analise da morfometria das branquias

A visualizacdo das imagens em Microscopico Eletronico de Varredura para a
obtencdo dos dados de comprimento filamentar e espaco intrafilamentar ocorreu em
aproximacdo de 40X e para a visualizacdo e quantificacdo dos micro-espinhos branqueais,
aproximacdo 300X. Os exemplares de Oreochromis sp. do T1 (5-10cm) apresentaram
comprimento filamentar médio de 2,84mm + 0,08 mm, espaco intrafilamentar médio de
0,08mm + 0,02mm e micro-espinho branquial com a area média de 5,01 mm % 0,80.
Enquanto os exemplares do T2 (10-15 cm) apresentaram comprimento filamentar médio de
4,11 mm £ 0,03 mm, espaco filamentar médio de 0,10 mm +0,03 mm e micro-espinho
branquial com area média de 10,43 mm = 1,71mm.

Os exemplares de Geophagus brasiliensis do T1 possuem comprimento filamentar
médio de 2,97 mm £ 0,05mm, espaco filamentar médio de 0,060 mm + 0,002 mm e micro-
espinho branquial com area média de 6,51 mm % 0,75 mm. Enquanto os exemplares do T2
possuem comprimento filamentar médio de 2,72 mm + 0,02 mm, espaco filamentar médio
de 0,046 mm = 0,002 mm e microespinho branquial com area média de 10,57 mm =+
0,75mm. Na figura 8 € possivel observar tais estruturas analisadas em Oreochromis sp. e

G. brasiliensis.
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Figura 8. (A) Elétron-micrografia de varredura da branquia de Oreochromis sp. (a) Rastro
branquial; (b) arco branquial; (c) filamento branquial; (d) micro-espinho branquial; (B)
Elétron-micrografia de varredura da branquia de Geophagus brasiliensis. (a) Rastro
branquial; (b) arco branquial; (c) filamento branquial; (d) micro-espinho branquial.

DISCUSSAO

Cianobactérias multiplicam-se rapidamente em corpos d’agua formando floragdes
quando encontram condicOes favoraveis, como altas temperaturas, luz intensa, aumento da
disponibilidade de nutrientes, especialmente fosforo e nitrogénio, introduzidos nos
mananciais pelos efluentes gerados por atividades antropogénicas [33,34].

As cianobactérias aqui testadas diferem quanto a sua morfologia e contetdo
nutricional, e este fato pode influenciar diretamente a quantidade de células que sao
ingeridas pelos organismos-teste durante os experimentos, e potencialmente em condigdes
naturais. Cylindrospermopsis raciborskii, € uma cianobactéria filamentosa, com filamentos
ligeiramente curvados ou em espiral com heterocistos terminais e elipsoides [35].
Enguanto Microcystis aeruginosa é cianobactéria unicelular globulosa que nas condi¢des-
teste ndo apresentou bainha de mucilagem, mas em ambientes naturais pode apresentar,
diminuindo a presséo de predacéo [36].

Nos experimentos realizados com Geophagus brasiliensis avaliando a
ingestdo/filtracdo de Cylindrospermopsis raciborskii, em todos os tratamentos e
concentracOes avaliadas foi observado um decréscimo acentuado na concentracdo desta
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cianobactéria ao longo do tempo, demonstrando o potencial controle desta espécie nativa
sobre C. raciborskii.

Em estudo de [37], a ocorréncia da forma colonial de Microcystis aeruginosa
(agregados unicelulares envoltos por bainha de mucilagem) foi evidenciada somente no
ambiente natural, prevalecendo em condicdes laboratoriais a forma unicelular globulosa.
Esta informacdo revela que a morfologia e o “estado de organizacdo” das células das
cianobactérias é um fator que pode ter influéncia efetiva nas taxas de ingestdo/filtracdo
pelos peixes.

No presente estudo, a morfologia das cianobactérias testadas difere quanto ao
tamanho e a forma, e estas caracteristicas influenciaram diretamente as taxas de filtracao,
visto que as branquias dos ciclideos avaliados retiveram mais Cylindrospermopsis
raciborskii do que Microcystis aeruginosa. Supde-se, entdo, que seja necessario um menor
namero de células de C. raciborskii para suprir energeticamente a demanda caldrica das
espécies de peixes avaliadas ou a toxicidade destas cepas pode atuar de forma diferenciada.

Em termos comparativos, apesar de Oreochromis sp. e Geophagus brasiliensis ndo
apresentarem grande eficiéncia na ingestao/filtracdo de M. aeruginosa quando comparada
com C. raciborskii, observou-se evidéncias de consumo desta cianobactéria nas condicdes
experimentais testadas.

Considerando que os aspectos morfoldgicos das branquias podem influenciar as
taxas de consumo efetivo, Geophagus brasiliensis apresentou, através das analises de
MEV, a ocorréncia de micro-espinhos branquiais, que no género Oreochromis que ja havia
sido descrita nos estudos de [25] como a principal estrutura responsavel na retencdo de
fitoplancton, especialmente cianobactérias. Este resultado confirma a hipétese testada, de
que a presenca desta estrutura € caracteristica da familia dos ciclideos e, sobretudo, valida
a possibilidade de G. brasiliensis poder ser utilizado como controlador natural de
cianobactérias.

Neste estudo, ambas as cianobactérias testadas sdo conhecidas por produzirem
cianotoxinas. Cianotoxinas podem ser classificadas conforme critérios de acordo com sua
acdo e composicdo: mecanismo de a¢do no organismo (hepatotoxicas ou neurotdxicas) e
classificacdo em termos de estrutura quimica. Considerando os mecanismos de ac¢do, as
cianotoxinas de Microcystis aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskiisao classificadas
como hepatotdxicas, porém quanto sua classificagdo quimica, microcistina € um
hepapetidio ciclico e cilindrospermopsina, um alcaloide guanidinico, conforme a revisao
de [38], podendo influenciar o metabolismo dos organismos de forma diferenciada.
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Conforme a revisdo de [38], a exposicdo de peixes nos fases iniciais de
desenvolvimento & microcistina pode afetar diretamente seu desenvolvimento embrionario,
taxas de sobrevivéncia e desenvolvimento, como também causar altera¢cdes morfoldgicas.
Neste sentido, sugere-se avaliar o efeito das cianotoxinas hepatotoxicas deste estudo nos
organismos-teste utilizados nos experimentos para verificar a ocorréncia de mecanismos de

dano-reparo enzimatico, através da realizacao de ensaios ecotoxicologicos.

CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo evidenciou que Oreochromis sp. e Geophagus brasiliensis
exerceram consumo efetivo das cianobactérias  Microcystis aeruginosa e
Cylindrospermopsis raciborskii sob condigdes controladas. Porém, para afirmar se estas
espécies de ciclideos sao passiveis de utilizacdo como controladores bioldgicos efetivos de
cianobactérias como estratégia de manejo, ha a necessidade de avalia¢fes ecotoxicoldgicas
que demonstrem se essas populagfes, mesmo em condi¢Oes laboratoriais, sofrerdo danos
metabolicos que podem ser causados pela toxicidade das cianobactérias/cianotoxinas,
considerando que tais danos podem influenciar taxas de reproducdo, sobrevivéncia e

crescimento destes organismos no ambiente natural.

MATERIAL E METODOS
Organismos-teste e cianobactérias utilizadas dos experimentos

Exemplares de Oreochromis sp. foram obtidos em um criatério tanque-rede
localizado a 70 km de Porto Alegre, RS, e exemplares de Geophagus brasiliensis foram
coletados na Estacdo Experimental Agrondmica da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (EEA/UFGRS) distante 30 km Porto Alegre, RS. As cianobactérias Microcistys
aeruginosa (NPLJ4) e Cylindrospermopsis raciborskii (T3) foram obtidas do banco de
cultura proprio do laboratorio de Ecotecnologia e Limnologia Aplicada, no Instituto de
Pesquisas Hidraulicas (IPH) da UFGRS, Porto Alegre, RS, Brasil.

Delineamento experimental, parametros analisados e metodologia analitica
Experimentos avaliando o potencial controle de Geophagus brasiliensis (cara -
especie nativa) e Oreochromis sp. (tilapia - espécie exdtica) sobre as cianobactérias
Microcystis aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskii foram realizados. Os
experimentos utilizando Oreochromis sp. foram realizados no verdo de 2013 e com
Geophagus brasiliensis, no verdo de 2014.
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Os peixes utilizados nos experimentos foram previamente aclimatados em aquarios
em condices controladas de luz e temperatura (300 umol m2.s* PAR em um ciclo de
12:12 (12 horas/claro, 12 horas/escuro) a 25 °C) por 48h e depois privados de alimentacéo
24 horas antes do inicio do experimento. Foram determinados nove tratamentos em
triplicatas compostos por peixes de duas classes de tamanho, trés concentracGes de
cianobactérias e controles contendo somente indculo algaceo nas concentracgdes iniciais 40

ng/L, 20 ug/L e 10 pg/L, conforme segue:

Cianobactérias (40 pg/L) + peixe (5 —10 cm)
Cianobactérias (40 pg/L) + peixe (10 — 15 cm)
Cianobactérias (20 ug/L) + peixe (5 — 10 cm)
Cianobactérias (20 pg/L) + peixe (10 — 15 cm)
Cianobactérias (10 pg/L) + peixe (5 —10 cm)
Cianobactérias (10 pg/L) + peixe (10 — 15 cm)
Controle 40 pg/L cianobactérias

Controle 20 pg/L cianobactérias

YV V.V V V V V V VY

Controle 10 pg/L cianobactérias

O tratamento 1 (T1) foi composto por peixes de 5-10 cm, enguanto que o
tratamento 2 (T2) foi composto por peixes de 10-15cm.Foram realizados quatro
experimentos; experimento 1 (El1), avaliando a ingestdo/filtragdo de Microcistys
aeruginosa por Oreochromis sp.; experimento 2 (E2), avaliando a ingestao/filtracdo de
Cylindrospermopsis raciborskii por Oreochromis sp.; experimento 3 (E3), avaliando a
ingestdo/filtracdo de Microcistys aeruginosa por Geophagus brasiliensis e experimento 4
(E4), avaliando a ingestao/filtracdo de Cylindrospermopsis raciborskii por Geophagus
brasiliensis.

Aquaérios-teste foram dispostos aleatoriamente e abastecidos com agua tratada (2L)
desclorada e com aeracdo constante. Os exemplares utilizados nos experimentos foram
medidos e pesados e acondicionados em seu respectivo tratamento. O indculo inicial de
cianobactéria foi adicionado e em seguida quantificado através de fluordmetro Phyto-
Pam®, expresso em pg/L. Andlises da concentragdo de cianobactérias na 4gua ocorreram a
cada 24 horas durante 96h. Durante os experimentos os individuos controles receberam

racdo comercial ad libitum, a vontade.
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Analise da morfologia/morfometria das branquias

Anélises morfométricas/morfolégicas nas brénquias de Oreochromis sp. e
Geophagus brasiliensis foram realizadas para avaliar o comprimento do filamento
branquial e espacos intrafilamentar. A existéncia de micro-espinhos branquiais foi
verificada através de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).

Nas andlises de MEV as branquias foram fixadas com solugdo de
glutaraldeido 25%, desidratadas em série cetonica (30%, 50%, 70%, 90% e 100%) e em
seguida conduzida a secagem em ponto critico de CO, em aparelho Balzers CPD 030.
Apdls esta etapa, as amostras foram fixadas em suportes metélicos (stubs), sobre fita
adesiva de carbono e cobertas com ouro em metalizador BAL-TEC SCD 050 Sputter
Coater. A visualizacdo das laminas foi realizada em microscopio eletrénico de
varredura (JEOL JSM 5800 SCANNING MICROSCOPE), com auxilio do software Noran
System SIX, version 1.8. As analises foram realizadas conforme protocolo do Centro
Microscopia Eletrénica (CME) da UFRGS.

Anélise estatistica

Para avaliar a eficiéncia da ingestdo/filtracdo de Oreochromis sp. e Geophagus
brasiliensis considerando os tratamentos e concentragdes testadas foi utilizada ANOVA
two-way com randomizacdo, utilizando-se o software Multiv versdo 3.31b. Para evidenciar
diferencas entre os tratamentos foi realizada analise da variancia ANOVA ano-way.

A hipétese nula (Ho) testada foi de que nao ha diferenga significativa (a=0,05) entre
os tratamentos, sendo a probabilidade o calculada por 1000 interagdes [39], usando a soma
dos quadrados das distancias euclidianas calculadas entre as amostras. Contrastes foram
usados para avaliar diferencas entre os tratamento. Para testar a influéncia das variaveis
morfoldgicas na capacidade de ingestao/filtracdo dos peixes foram realizadas regressdes
maltiplas, utilizando-se o software Past versédo 2.17b. Previamente as analises, os dados
foram padronizados pelo maximo.

Com o objetivo de avaliar o coeficiente de consumo liquido (o) de cada espécie de
peixe em relagdo a ingestdo/filtracdo das cianobactérias M. aeruginosa e C. raciborskii,
uma matriz experimental constituiu-se do conjunto dos experimentos. Cada experimento
compreendeu trés modulos em triplicata: (Mddulo 1) peixes pequenos (entre 5 - 10cm; P1-
P3); (Mddulo 2) peixes grandes (entre 10 - 15cm; G1-G3) e (Mddulo 3) controle (sem
peixes; C1-C3). Cada modulo contou com as maiores concentragfes iniciais de

cianobactérias (20 pg/L e 40ug/L), conforme segue.
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Mddulo 1 Modulo 2 Modulo 3
Peixes Pequenos Peixes Grandes Controle

(5-10 cm) (10-15 cm) (sem peixes)
PL | P2 | P3|Gl|G2|G3|[c1]|c2]c3

Oh
Concentracdo |24h

3 Algacea 48h
E 20ug/L 72h
|
S 96h
E Oh
@ | Concentracdo |24h
ﬁ Algacea 48h
40ug/L 72h
96h

Para andlise de dados, as concentracdes de cianobactérias quantificadas a cada 24
horas foram logaritmizadas (logaritmo natural) para fins de linearizacdo do padréo
exponencial de crescimento/mortalidade, estimando-se o coeficiente de regresséo
(inclinagdo da reta) para dada unidade experimental. Considerando que a variagdo da
concentracdo de algas depende do consumo das mesmas pelos peixes, assim como do
crescimento da populacdo algacea, subtraiu-se do valor de cada coeficiente de regressédo
(P1-P3; G1-G3) o valor do respectivo controle (C1-C3) de forma a medir-se a resposta
liquida decorrente (o; coeficiente de consumo liquido) da presenca dos peixes nos
aquarios-teste (>0, consumo efetivo; =0, efeito neutro; »<0, estimulacdo da populagéo
algacea). A identificacdo de efeito para cada espécie de peixe em interacdo com cada uma
das duas espécies de cianobactérias foi testada atraves de ANOVA de fator simples. Uma
vez identificada diferenca significativa entre tratamentos, estes foram comparados dois a
dois atraveés de teste t, presumindo-se variancias iguais, em teste unicaudal para tamanhos
(presumida maior eficiéncia de peixes pequenos, 5-10cm) e teste bicaudal entre
concentracdes (sem presungdo de resultado esperado). Os tratamentos em que ndo foi
identificada diferenca significativa foram agrupados para fins de comparacdo entre as
especies de peixes, a qual foi efetuada através de teste t unicaudal (hipotetizada maior
eficiéncia da tilapia) e presumindo-se variancias distintas. Por fim, a eficacia liquida dos
tratamentos, ou seja, a capacidade de filtracdo de cianobactérias por consumo direto €
maior que a estimulagéo pela excreta nitrogenada dos peixes, foi testada através de teste Z,

comparando-se o coeficiente de consumo liquido (o) com zero (>0, consumo efetivo;

2=0, efeito neutro; <0, estimulacdo da populacéo algacea).
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RESUMO

Cianobactérias podem produzir cianotoxinas que podem afetar uma gama de organismos
nos ecossistemas aquaticos, além de comprometer a qualidade das &guas destinadas a
consumo humano. O presente estudo buscou avaliar experimentalmente mecanismos de
dano e reparo enzimatico das cianotoxinas de Microcystis aeruginosa e
Cylindrospermopsis raciborskii sobre os peixes ciclideos Oreochromis sp. e Geophagus
brasiliensis atraveés da andlise dos niveis de lipoperoxidacdo e atividade de enzimas
antioxidantes. Foram realizados 4 experimentos, compostos por peixes de duas classes de
tamanho, agrupados em dois tratamentos (T1- Peixes de 5-10 cm; T2- Peixes de 10-15 cm)
e trés concentragdes iniciais de cianobactérias (10 pg/l, 20 ug/l e 40 pg/l). Para avaliar os
mecanismos de dano e reparo enzimatico em Oreochromis sp. e Geophagus brasiliensis
foram realizadas analises bioquimicas de lipoperoxidacdo (LPO), avaliando o dano
oxidativo e andlises de atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e glutationa-s-
transferase (GST) no figado e nas branquias destes organismos. Os resultados revelaram
como um padrdo geral, que em ambas as espécies de ciclideos avaliadas ocorreram
alterac6es bioquimicas quando submetidos a ingestdo de cianobactérias toxicas, entretanto

estes danos foram reparados pela acdo das enzimas antioxidantes.

Palavras-chave: Cianotoxinas, ciclideos, biomarcadores, detoxificagéo, estresse oxidativo.
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ABSTRACT

Cyanobacterial blooms in water bodies are a worldwide problem caused by the
anthropogenic activities. Cyanobacteria have considered toxic substances that can affect a
diversity of organisms. This study objective to evaluate experimentally the effect of
cyanobacteria Microcystis aeruginosa and Cylindrospermopsis raciborskii on Geophagus
brasiliensis and Oreochromis sp. analyzing the lipoperoxidation level and activity of
antioxidant enzymes of the specimens. Four experiments were conducted containing two
sizes of cichlids (T1 fish 5-10 cm; T2- fish 10-15 cm) and three initial concentrations 10
pg/l, 20 pg/l e 40 pg/l of cyanobacteria cited above, the experiments lasted 96 hours. To
evaluate the effects of these cyanotoxins in these organisms the following biochemical
analyzes in liver and gills were performed: lipoperoxidation (LPO), evaluating oxidative
damage, and the activity of antioxidant enzymes catalase (CAT), and glutathione-s-
transferase (GST). The present study revealed a general pattern that both species of
cichlids showed some biochemical changes when subjected to cyanotoxins tested here and
in the time of experiment does not appear to cause permanent damage, as these appear to

have been corrected by antioxidant enzymes.

Key-words: Cyanotoxins, cichlids, biomarker, detoxification, oxidative stress.

INTRODUCAO

A ocorréncia de floragdes de cianobactérias em lagos e reservatorios é um problema
mundial associado ao processo de eutrofizagdo decorrente principalmente de atividades
antropogénicas associadas ao uso e ocupacdo do solo (Gélinas, et al., 2011). Floracdes de
cianobactérias acarretam sérios impactos sobre os ecossistemas aquaticos (Paskerova et al.,
2012). Os impactos decorrentes das floracGes na biota podem ser considerados como um
efeito interativo da acdo das cianotoxinas, potencialmente produzidas durante as floragdes,
com os fatores bioticos e abioticos do ambiente (Yu et al. 2011).

Cianotoxinas podem ser classificadas de acordo com sua acdo e composicao:
mecanismo de agdo no organismo (hepatotdxicas ou neurotdxicas) e classificacdo em
termos de estrutura quimica. Considerando os mecanismos de acdo, as cianotoxinas de
Microcystis aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskii sdo classificadas como
hepatotdxicas, porém quanto sua classificacdo quimica, microcistina ¢ um hepapetidio

ciclico e cilindrospermopsina, um alcaldide guanidinico, conforme a revisao de Zanchett &
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Oliveira-Filho (2013), podendo influenciar o metabolismo dos organismos aquaticos de
forma diferenciada.

O efeito de cianotoxinas, através do uso de marcadores bioquimicos, tem sido
avaliado em peixes, conforme estudos de Pietro et al. (2007), Li et al. (2007) e Li et al.,
2003. A exposicdo a cianotoxinas pode desencadear no organismo a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO), levando a um quadro de estresse oxidativo. Entretanto, tal
situacdo pode ser compensada pela acdo de enzimas que atuam na detoxificagdo das EROs
(Livingstone, et al. 2003). A acdo deste sistema de dano e reparo enzimatico pode variar
conforme o tempo de exposi¢cdo, a dose aplicada, os tecidos analisados e as espécies
submetidas as cianotoxinas, de acordo com a recente revisdo de Paskerova et al. (2012).

Os peixes ciclideos Oreochromis sp. (tilapia) e Geophagus brasiliensis (card) sao
potenciais controladores bioldgicos das cianobactérias Microcystis aeruginosa e
Cylindrospermopsis raciborskii, conforme estudo de Failace et al. (2013). De acordo com
a revisdo de Malbrouck & Kestemont (2006), a exposicdo de peixes em fases iniciais de
desenvolvimento a microcistinas pode afetar diretamente seu desenvolvimento
embrionario, suas taxas de sobrevivéncia e desenvolvimento, como também causar
alteracdes morfoldgicas. Portanto, um potencial organismo controlador bioldgico efetivo
ndo pode apresentar um quadro de estresse oxidativo, sendo necessaria a manutencdo do
balanco oxidativo nestes organismos como garantia de auséncia de prejuizos as populacdes
no ambiente natural ou possibilidade de bioacumulacéo através da cadeia trofica.

Neste sentido, o presente estudo avaliou mecanismos de acdo enzimatico de dano e
reparo em Oreochromis sp. e Geophagus brasiliensis quando submetidos
experimentalmente a ingestao/filtracdo das cianobactérias toxicas Microcystis aeruginosa e

Cylindrospermopsis raciborskii.

MATERIAL E METODOS
Organismos-teste e cianobactérias utilizadas dos experimentos

Exemplares de Oreochromis sp. foram obtidos em um criatério tanque-rede
localizado a 70 km de Porto Alegre, RS, e exemplares de Geophagus brasiliensis foram
coletados na Estacdo Experimental Agrondmica da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (EEA/UFGRS) distante 30 km Porto Alegre, RS.

As cianobactérias Microcistys aeruginosa (NPLJ4) e Cylindrospermopsis
raciborskii (T3) foram obtidas do banco de cultura proprio do laboratério de Ecotecnologia
e Limnologia Aplicada, no Instituto de Pesquisas Hidraulicas (IPH) da UFGRS, Porto
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Alegre, RS e sdo mantidos através de repiques periddicos, utilizando meio de cultura
ASM-1 (Gorham et al., 1964).

Delineamento experimental, parametros analisados e metodologia analitica

Experimentos utilizando Oreochromis sp. foram realizados no verdo de 2013 e com
Geophagus brasiliensis, no verdo de 2014. Estes experimentos avaliaram as taxas de
ingestao/filtracdo das cianobactérias toxicas Microcystis aeruginosa e Cylindrospermopsis
raciborskii por Geophagus brasiliensis e Oreochromis sp. . Os peixes utilizados nos
experimentos foram previamente aclimatados em aquarios em condic¢des controladas de luz
e temperatura (300 pmol m?2s® PAR em um ciclo de 12:12 (12 horas/claro, 12
horas/escuro) a 25 °C) e a disponibilidade de oxigénio avaliada a cada 48h. O periodo de
aclimatacao foi 48h, sendo que os peixes foram privados de alimentacdo 24 horas antes do
inicio do experimento.

Foram determinados nove tratamentos em triplicatas compostos por peixes de duas
classes de tamanho, trés concentracGes de cianobactérias nas concentracGes iniciais 40
ug/L, 20 pg/L e 10 pg/L, e controles de ambas as classes de tamanho ndo submetidos a
ingestao/filtracdo de cianobactérias conforme segue:

Cianobactérias (40 pg/L) + peixe (5 —10 cm)

Cianobactérias (40 ug/L) + peixe (10 — 15 cm)

Cianobactérias (20 pg/L) + peixe (5 — 10 cm)

Cianobactérias (20 pg/L) + peixe (10 — 15 cm)

Cianobactérias (10 pg/L) + peixe (5 —10 cm)

Cianobactérias (10 pug/L) + peixe (10 — 15 cm)

Controle tratamento 1 (sem inoculo de cianobactérias) + peixe (5 — 10 cm)

Controle tratamento 2 (sem inoculo de cianobactérias) + peixe (10 — 15 cm)

vV V V V V V V V V

Controle ambiental (exemplares coletados e ndo submetidos ao teste)

O tratamento 1 (T1) foi composto por peixes de 5-10 cm, enquanto que o
tratamento 2 (T2) foi composto por peixes de 10-15cm. Foram realizados quatro
experimentos; experimento 1 (El), avaliando a ingestdo/filtracdo de Microcistys
aeruginosa por Oreochromis sp. (N=60); experimento 2 (E2), avaliando a
ingestdo/filtracdo de Cylindrospermopsis raciborskii por Oreochromis sp (N=60).;

experimento 3 (E3), avaliando a ingestdo/filtracdo de Microcistys aeruginosa por
34



Geophagus brasiliensis (N=60) e experimento 4 (E4), avaliando a ingestdo/filtracdo de
Cylindrospermopsis raciborskii por Geophagus brasiliensis (N=60).

Aquarios-teste foram dispostos aletoriamente e abastecidos com &gua tratada (2L)
desclorada e com aeracdo constante. Os exemplares utilizados nos experimentos foram
medidos, pesados e acondicionados em seu respectivo tratamento. O indculo inicial de
cianobactéria foi adicionado e em seguida quantificado através de fluordbmetro Phyto-
Pam®, expresso em pg/L. Analises da concentracdo de cianobactérias na dgua ocorreram a
cada 24 horas durante 96h. Durante os experimentos os individuos controles receberam
racdo comercial ad libitum.

Ao final dos experimentos todos os exemplares foram crioanestesiados e dissecados
para retirada do figado e da branquia, sendo realizado pools (amostra composta) a cada 3
exemplares dentro de cada tratamento. Os pools foram pesados em balanca analitica e

armazenados em freezer -20°C até a posterior homogeneizacéo dos tecidos.

Homogeneizagédo dos tecidos
Os tecidos foram homogeneizados em tampéo fosfato 20mM, aliquotados em tubos
criogénicos e armazenados em freezer a -20°C até a realizacdo das analises bioquimicas.

Todas as analises da etapa de homogeneizacao dos tecidos foram realizadas em triplicata.

Analises bioquimicas

As proteinas totais foram quantificadas através de kit comercial LABTEST (ref. 99-
250) através de ensaio colorimétrico utilizando com albumina bovina como padréo. Os
resultados foram expressos mg/dl. Os niveis de lipoperoxidacdo foram mensurados através
da quantificacdo das substancias reagentes ao Acido Tiobarbitdrico (TBARS) utilizando o
método de Buege & Aust (1978). Os resultados foram expressos em nmol de TBARS/mg
de proteina.

Foram mensuradas as atividades das seguintes enzimas antioxidantes catalase,
medida conforme o protocolo de Boveris & Chance (1973), onde é quantificado o consumo
exponencial do peroxido de hidrogénio (H,0,) a 240nm e os resultados expressos em
moles de H,0,/mg de proteina/minuto; e glutationa S-transferase, medida conforme
Boyland & Chasseaud (1969), onde é quantificada a conjugacdo do 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) com a glutationa reduzida (GSH) a 340nm e os resultados

expressos em U/mg de proteina.
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Anélise estatistica

Para avaliar as diferengas entre o dano oxidativo e o sistema de reparo (agéo das
enzimas antioxidantes) foram realizadas analises de variancia (ANOVA one-way) com
randomizacéo, utilizando-se software Multiv versao 3.31b. A hipotese nula (Ho) testada foi
de que ndo ha diferenca significativa entre as concentracfes utilizadas em comparacdo ao
controle (0=0,05), sendo a probabilidade o calculada por 1000 interagdes (Pillar, 2006),
usando a soma dos quadrados das distancias euclidianas calculadas entre as amostras. Os

contrastes foram usados para avaliar a diferencas entre os tratamentos.

RESULTADOS
Experimentos avaliando a toxidade de Microcistys aeruginosa sobre os ciclideos

No experimento realizado avaliando o consumo de Microcistys aeruginosa por
Oreochromis sp. (E1), analises da lipoperoxidacdo no figado dos organismos-teste do T1
ndo mostraram significancia (p>0,05), ja no T2 evidenciou-se significancia (p=0,05), visto
que a concentracdo 10 pg/l apresentou uma elevacdo de 1,39 em relagéo aos controles. Os
niveis de lipoperoxidacdo no T1 nas branquias dos organismos-teste apresentaram
significancia (p=0,02). A concentracdo 40 pg/l obteve niveis de lipoperoxidacdo maiores
do que nos controles e na concentracdo 20 pg/l; 1,84 e 1,46, respectivamente. Andlise de
lipoperoxidacdo nas branquias dos organismos-teste do T2 nédo foi significativa (p>0,05),
conforme valores das tabelas 1 e 2.

A atividade da enzima catalase (CAT) no figado dos organismos-teste dos T1 e T2
ndo foi significativa (p>0,05). Nas brénquias, apenas o T2 apresentou significAncia
(p=0,03), considerando que a concentracdo 20 pg/l apresentou niveis inferiores de 5,95;
10,13 e 4,32 em relacdo aos controles e as concentraces 10 pg/l e 40 pg/l,
respectivamente (Tabela 1e 2).

A atividade da enzima glutationa S-transferase (GST) nos organismos-teste dos T1
e T2 nos figados ndo apresentou niveis significativos (p>0,05). Nas branquias, nos
organismos-teste do T1, a GST apresentou significancia (p=0,03). A concentracdo 40 g/l
obteve niveis 2,33 menores que em relacdo aos controles. No T2, as concentra¢des 10 pg/l
e 40 pg/l diferiram dos controles, apresentando niveis de GST 2,77 e 3,61 menores. A
concentracédo 40 g/l obteve niveis 2,15 menores que a concentracdo de 20 pg/l (Tabelale
2).

No experimento realizado avaliando as taxas de ingestdo/filtragdo de Microcistys
aeruginosa por Geophagus brasiliensis (E3), os niveis de lipoperoxidacdo no figado dos
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organismos-teste do T1 ndo apresentaram significancia (p>0,05), enquanto que no T2 foi
identificada significancia (p=0,001), visto que a concentracdo 40 g/l obteve niveis de
lipoperoxidacéo 6,20; 2,34 e 2,71 menores em relacdo aos controles, concentragéo 10 pg/l
e 20 ug/l, respectivamente.

Nas branquias dos organismos-teste do T1, ndo foi observada significancia
(p>0,05), enquanto que o T2 foi obtida significancia (p=0,001), considerando que as
concentragfes 10 pg/l e 40 pg/l mostraram niveis de lipoperoxidacao 2,12 e 2,45 menores
do que os obtidos nos controles, respectivamente (Tabela 1e 2).

A atividade da enzima catalase no figado dos organismos-teste do T1 e T2, nédo
apresentou significancia (p>0,05), porém os niveis desta enzima nas branquias mostraram
significancia (p<0,05). No T1, as concentracdes 10 pg/l, 20 pg/l e 40 pg/l diferiram dos
controles apresentando uma diminuicdo de 4,27; 6,39 e 3,97 , respectivamente, dos niveis
de CAT. No T2, a concentracdo 20 g/l obteve niveis de 6,99 e 7,42 mais elevados do que
nas concentragdes 10 ug/l e 40 pg/l, respectivamente, (Tabela 1e 2).

A atividade da enzima glutationa S-transferase no figado dos organismos-teste do
T1 ndo mostrou significancia (p>0,05), enquanto que no T2 a atividade da enzima foi
significativa (p=0,001), visto que as concentracdes 10 pg/l e 20 pg/l apresentaram um
decréscimo de 13,58 e 4,99 respectivamente, enquanto na concentracdo 40ug/l apresentou
uma elevagéo de 5,04 em relacgdo aos controles na atividade da GST.

A concentracdo 20 g/l apresentou uma elevacdo de 2,72 em relacdo a
concentracdo 10 pg/l, ja na concentracdo 40 pg/l os niveis GST elevaram-se para 68,49 e
25,16 quando comparadas as concentracdes 10 pg/l e 20 pg/l, respectivamente. A atividade
da GST nas branquias de Geophagus brasiliensis quando submetidos a ingestdo da
cianobactéria Microcistys aeruginosa nao foi significativa em ambos os tratamentos
(p>0,05) (Tabelas 1 e 2).
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Tabela 1: Média e desvio padrdo dos valores de lipoperoxidacdo (LPO), atividade das
enzimas catalase (CAT) e Glutationa-s-Transferase (GST) no figado de Oreochromis sp. e
Geophagus brasiliensis frente a ingestdo de Microcistys aeruginosa.

Figado LPO CAT GST
Controles T1 0,64+0,43 3,02+3,38 1826,95+2201,71
El T2 1,27+0,48 7,93+9,76 832,75+461,08
E1l 10 pg/l 0,28+0,11 7,29+5,50 2978,81+2373,42
20 pg/l 0,49+0,37 4,23+3,31 5371,06+3523,10
T1 40ug/1 1,07+0,80 3,24+2,74 2886,64+1857,87
10 pg/l 1,76+0,69 * 12,62+9,76 1245,15+1309,42
20 pg/l 2,06+0,61 35,56+37,63 135,95+94,60
T2 40ug/l 1,45+0,43 22,86+11,88 1181,95+474,47
Controles T1 10,23+5,70 55,24+33,51 44,96+58,89
E3 T2 10,23+£13,23 57,13+27,96 38,44+70,07
E3 10 pg/l 9,93+5,69 55,95+21,31 1,41+0,48
20 pg/l 12,49+4,66 54,60+38,54 179,74+214,95
T1 40ug/l 4,06+1,52 59,36+18,41 3,95+1,72
10 pg/l 7,65+2,46 + 70,42+11,85 2,83+1,36 +
20 ug/l 8,86+2,21 + 72,88+28,37 7,70+£3,07 *+
T2 40ug/l 3,26+0,37 * 58,20+40,16 193,89+79,45 *+
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Tabela 2: Média e desvio padrdo dos valores de lipoperoxidacdo (LPO), atividade das
enzimas catalase (CAT) e Glutationa-s-Transferase (GST) nas branquias de Oreochromis

sp. e Geophagus brasiliensis frente a ingestdo de Microcistys aeruginosa.

Branquias LPO CAT GST
Controles T1 1,11+0,27 2,06+1,19 1899,92+1371,76
El T2 1,45+0,59 4,95+4,82 1978,56+1389,98
10 pg/l 1,3240,23 4,38+0,54 895,13+402,60
20 pg/l 1,40+0,41 4,73+2,19 1122,714749,80
T1 40ug/l 2,04+0,48 * 6,24+6,74 814,20+£777,82 *
10 pg/l 1,71+0,24 8,43+3,54 + 715,25+567,59 *
20 pg/l 1,70+0,55 0,83+0,21 * 1178,95+513,01* +
El T2 40ug/l 2,67%1,45 3,59+1,06 + 547,38+213,77 *+
Controles T1 461,80+145,04 | 336,63+502,84 1,11+0,57
E3 T2 679,99+238,78 | 116,72+127,26 0,83+0,40
10 pg/l 310,63+174,34 | 78,79+28,33* 0,52+0,08
20 pg/l 457,70+86,75 52,68+30,93* 1,10+0,35
T1| 40upg/l 287,85+79,31 85,01+52,72* 1,09+0,34
10 yg/l [ 320,11+111,15* | 68,32+24,45 1,41+0,35
20 pgl/l 363,87+52,50 |477,39+257,46 + 1,42+0,97
E3 T2 | 40upg/l 277,66+83,66 * 64,30+40,59 0,97+0,58
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Experimentos avaliando a toxicidade de Cylindrospermopsis raciborskii sobre os
ciclideos

No experimento avaliando o consumo de Cylindrospermopsis raciborskii por
Oreochromis sp. (E2), a analise de lipoperoxidacdo mensurada no figado dos organismos-
teste do T1 apresentou significancia (p=0,01), considerando que a concentracao 40ug/l
apresentou niveis de lipoperoxidacéo 2,37; 1,64 e 1,39 maiores do que os valores obtidos
nos controles e nas concentracdo de 10 pg/l, 20 pg/l. . O T2 apresentou néo significancia
(p=0,058).

Os niveis de lipoperoxidacéo das branquias dos organismos-teste do T1 mostraram-
se significativos (p=0,004), considerando que as concentracdes 20 pg/l e 40ug/l diferiram
dos controles, apresentando niveis de lipoperoxidacdo 1,31 e 1,65 respectivamente mais
elevados. Ja a concentracdo 40ug/l obteve um aumento na lipoperoxidacdo de 1,50 em
relacdo a concentracdo 10 pg/l. Andlises de lipoperoxidacdo nas branquias dos
organismos-teste do T2 apresentaram significancia (p=0,002), tendo em vista que todas as
concentragdes (10 pg/l, 20 pg/l e 40ug/l) diferiram dos controles, evidenciando um
aumento progressivo dos niveis de lipoperoxidacdo de 1,59; 1,69 e 1,92, respectivamente
(Tabela 3 e 4).

Os niveis de atividade da enzima catalase (CAT) para o figado dos organismos-
teste do T1 ndo foram significativos (p>0,05). No T2 foi identificada significancia
(p=0,01), ocorrendo uma diminuicdo dos niveis de atividade da enzima nas concentracfes
10 pg/l e 20 pg/l em relacéo aos controles. A atividade da enzima catalase na concentracdo
10 pg/l diminuiu 13,13 e na concentracdo 20 pg/l os niveis decairam 1,63 em relacdo ao
controle. A concentracdo 10 g/l diferiu das demais, a concentragdo de 20 g/l apresentou
niveis 8,06 mais elevados e a concentracao 40ug/l os niveis aumentaram 15,-04.

A atividade da CAT nas branquias dos organismos-teste do T1 mostrou
significancia (p=0,02). Observou-se que na concentracdo 10 pg/l os niveis da enzima
aumentaram 1,12 em relacdo aos controles, enquanto nas concentragdes 20 g/l e 40 pg/l a
atividade da enzima diminuiu 7,67 e 5,42, respectivamente, em relagdo a concentra¢do 10
pg/l. Nos organismos-teste do T2, a atividade da enzima catalase ndo mostrou significancia
(p>0,05) (Tabela 3 e 4).

A atividade da enzima glutationa-s-transferase (GST) no figado dos organismos-
teste do T1 ndo apresentou significancia (p>0,05), enquanto que a enzima GST nos
organismos-teste do T2 mostrou significancia (p=0,03), considerando que a concentragdo
20 pg/l e a concentracdo 40 pg/l apresentaram niveis 4,02 e 2,06 respectivamente maiores
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do que obtido nos controles. A concentracdo 40 g/l apresentou niveis de atividade da GST
1,28 mais elevados que a concentragao 10 pg/l.

Nas branquias dos organismos-teste do T1 foi observada significancia (p=0,03),
considerando que a concentracdo 20 g/l apresentou niveis de GST 4,40 menores do que
os controles. Nos organismos-teste do T2, os niveis de GST foram significativos
(p=0,001), visto que as concentragdes 20 ug/l e 40 pg/l apresentaram niveis 8,52 e 8,28
menores que os controles, porém a concentracdo 10 pg/l apresentou niveis semelhantes aos
controles e 2,34 maiores que a concentracao 40 pg/l (Tabela 3 e 4).

No experimento realizado avaliando a ingestdo de Cylindrospermopsis raciborskii
por Geophagus brasiliensis (E4), os niveis de lipoperoxidacdo no figado dos organismos-
teste do T1 foram significativos (p=0,01), visto que as concentracdes 10 pg/l e 40 pg/l
apresentaram niveis de lipoperoxidacdo 1,12 e 1,13 respectivamente mais elevados do que
nos controles. O T2 observou-se significancia (p=0,001), sendo que a concentracédo 40 ug/l
obteve niveis de lipoperoxidacdo 1,55 menores em relacdo aos controles, enquanto as
concentragOes 10 pg/l e 20 pg/l obtiveram 1,72 e 1,61 menores em relagdoa concentragéo
de 40 pg/l , respectivamente.

A analise de lipoperoxidacdo nas branquias dos organismos-teste do T1 mostrou-se
significativa (p=0,002), visto que as concentracdes 20 pg/l e 40 pg/l apresentaram niveis
4,70 e 3,11 menores respectivamente do que os controles. A concentracdo 20 pg/l mostrou
niveis 3,72 menores de lipoperoxidacdo em relacdo a concentragdo 10 pg/l. O T2
apresentou significancia (p=0,03), considerando que a concentracdo 20 pg/l obteve niveis
de lipoperoxidacdo 1,99 menores em relagdo aos controles, porém a concentracdo 40 g/l
mostrou niveis 1,89 mais elevados do que a concentragao 20ug/l (Tabela 3 e 4).

A atividade da enzima catalase ndo apresentou variacdo significativa para as
amostras do figado nem para as branquias dos organismos-teste dos T1 e T2 (p>0,05),
vistos que 0s niveis desta enzima ndo sofreram alteracdo em relacdo aos controles nem
entre os tratamentos (Tabela 3 e 4). Os niveis de atividade da enzima GST néo
apresentaram significancia (p>0,05) para os organismos-teste dos T1 e T2 no figado de
exemplares de Geophagus brasiliensis. Analises nas branquias apresentaram significancia
da atividade da enzima GST nos organismos-teste do T1 (p=0,04). As concentra¢des 10
pg/l e 20 pg/l apresentaram um aumento, respectivamente de 2,50 e 3,12 em relacdo ao
controle e diferiram da concentracdo 40 pg/l que apresentou niveis da enzima GST
similares aos controles. O T2 ndo apresentou niveis de atividade da enzima GST

significativos (p>0,05) nas branguias dos organismos-teste (Tabela 3 e 4).
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Tabela 3: Média e desvio padrdo dos valores de lipoperoxidacdo (LPO), atividade das

enzimas catalase (CAT) e Glutationa-s-Transferase (GST) no figado de Oreochromis sp. e

Geophagus brasiliensis frente a ingestdo de Cylindrospermopsis raciborskii.

Figado LPO CAT GST
Controles T1 1.83+0,55 25,83+11,71 545.94 +356.64
E2 T2 1,87+0,76 19,16+15,47 513,29+381,20
10 pgl/l 2.64+1.47 25.63+20.10 368.87+259.78
20 pg/l 3.12+1.15 7.17+3.60 714.65+890.25
T1 40ug/l 4.33+0.07 * + 13.46+4.89 1329.71+1055.05
10 pg/l 3.15+0.81 1.46+0.56* 826.60+401.23
20 pg/l 3.76x0.34 11.76+£4.57*+ 2026.78+384.59*
E2 T2 40ug/1 3.07+1.42 21.94+19.38+ 1055.21+1033.22*+
Controles T1 120.67+42.42 1.52+1.17 144,14+65,95
E4 T2 135.04+ 27.54 1.09+0.30 124.48+74.71
10 pgl/l 135.52+16.86* 0.75+0.44 180,63+144,26
20 pg/l 125.37+19.34 1.00£0.53 340,61+449,45
T1 40ug/l 136.13+13.41* 1.76+1.88 125,52+89,42
10 pg/l 149.48+13.96 0.83+0.29 109.39+146.45
20 pg/l 139.71+22.77 0.72+0.36 99.75+58.08
E4 T2 40pg/l | 87.04+35.76* + 0.71+0.18 181.18+162.37
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Tabela 4: Média e desvio padrdo dos valores de lipoperoxidacdo (LPO), atividade das
enzimas catalase (CAT) e Glutationa-s-Transferase (GST) nas branquias de Oreochromis

sp. e Geophagus brasiliensis frente a ingestdo de Cylindrospermopsis raciborskii.

Branquias LPO CAT GST
Controles T1 1,33+£0,24 10.96+11,17 2065,04+2187,04
E2 T2 1.21+£0.31 11.84+18.82 306,70 + 163,78
10 pg/l 1.46+0.40 12.29+£10.30* + 647.18+311.46
20 pg/l 1.74+0.16* 1.60+0.60 469.36+399.57 *
T1 40ug/l 2.19+0.42* + 2.27+1.92 1037.07+£1505.69
10 pg/l 1.92+0.42* 4.27+4.22 533.58+215.21
20 ug/l 2.04+0.50* 5.55+2.71 221.28+201.74*
E2 T2 40ug/l 2.32+0.20* 2.24+1.55 227.84+£108.58*+
Controles T1 11,40+£1.43 2.57+2.52 482.15+£229,82
E4 T2 10.96+0,62 1.53+1.82 519.03+£168.81
10 pg/l 9.04+2.74 0.68+1.21 1207.75+£816.00 *
20 pg/l 2.43+1.10*+ 0.38+0.21 1506.27£1219.78*
T1 40ug/1 3.67+3.64* 0.18+0.04 445.35+£381.85 +
10 pg/l 6.53+4.50 1.39+2.67 757.66+£272.16
20 pg/l 5.50+£2.17* 0.28+0.27 777.14+£313.32
E4 T2 40ug/1 10.40+1.63+ 0.20£0.13 992.66+612.79
DISCUSSAO

Muitos estudos tém sido realizados para avaliar o sistema de defesas antioxidantes
em peixes como Danio rerio (Wiegand et al., 1998; Best et al., 2002), Cyprinus carpio (Li
et al., 2003), Carassius auratus e Oreochromis sp. frente ao consumo de Microcistys

aeruginosa, porém todos estes estudos foram realizados considerando

injecOes
intraperitoneais de microcistina, o que néo refletem as condi¢des ocorridas no ambiente
natural, considerando o processo de ingestdo de cianobactérias toxicas (Li et al., 2007).
Considerando a exposicao de peixes as cianotoxinas, embora um grande nimero de
estudos mostrem a elevacdo dos niveis de lipoperoxidacdo (LPO) em animais expostos a
microcistina, também existem estudos que indicam que a miscrocistina tem efeito

antioxidante (Paskerova et al.,2012), como por exemplo para Corydoras paleatus, que
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quando exposto a microcistina mostrou uma diminuicdo dos niveis de LPO nas branquias
(Cazenave et al. 2006). Também observou-se a auséncia de alteracGes nos niveis de LPO
conforme estudos de Blaha et al. (2004), utilizando Hypophthalmichthys molitrix, a carpa
prateada; Li et al. (2005), avaliando a espécie Misgurnus mizolepis e Pietro et al. (2007),
utilizando Oreochromis niloticus, a tilapia do Nilo.

Rymuszka et al. (2008) e Zanchett & Oliveira-Filho (2013) reportam em seus
trabalhos de revisdo, que o mecanismo de citotoxicidade da microcistina ainda ndo é
completamente conhecido, contudo alguns estudos ja verificaram a capacidade deste
agente em alterar enzimas do metabolismo em diferentes modelos experimentais, bem
como, aumentar 0 numero de espécies reativas de oxigénio (Ding et al., 2000; Zegura et
al., 2004, 2006; Bouaicha & Maatouk, 2004; Gehringer et al., 2004).

Embora a avaliacdo da atividade das enzimas antioxidantes seja um importante
parametro bioquimico para estudo em animais expostos a cinobactérias/cianotoxinas, 0s
resultados obtidos a partir desta abordagem séo bastante variados, havendo estudos onde as
enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), por exemplo, tem sua atividade
estimulada e, consequentemente, aumentada; enquanto em outros estudos as mesmas
enzimas encontram-se inibidas (Paskerova et al., 2012). Os mesmos autores comentam que
em geral é esperado que enzimas de detoxificacdo, como a glutationa S-transferase (GST),
tenham sua atividade aumentada, contudo em muitos estudos esta enzima ndo apresentou
alteracdes ou até mesmo tem sua atividade inibida, sendo portanto um padrdo de resposta
variavel de acordo com o organismo-teste avaliado, bem como com o tipo de cianotoxina e
tecido analisado.

Ainda relacionado com a variabilidade nas respostas frente a exposicdo a
cianotoxinas, estudos com invertebrados e peixes tem evidenciado a impotancia da
atividade da enzima GST no processo de detoxificacdo quando estes organismos sdo
expostos a microcistina (Wiegand et al., 1998; Beattie et al., 2003; Pflugmacher, 2004;
Pinho et al., 2005). Entretando, Gélinas et al. (2011) analisando o figado e cérebro da truta-
arco-iris, Oncorhynchus mykiss, exposta a extratos de M. aeruginosa verificou que 0s
niveis de atividade da enzima GST foram aumentados, enquanto que os niveis de LPO
permaneceram inalterados.

Li et al. (2007) analisando exemplares de Hypophthalmichthys Molitrix em
ambiente natural durante periodos de floracdo da cianobactéria Microcistys aeruginosa
verificaram que a atividade das enzimas CAT, SOD, GST e glutationa peroxidase (GPX)
aumentaram no figado e nos rins durante a floracdo, porém decrecem assim que a floragdes
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terminou. Segundo os autores, M. aeruginosa induziu o estresse oxidatico e a atividade das
enzimas antioxidantes que provavelmente trabalharam cooperativamente para eliminar as
espécies reativas de oxigénio (ERO) formadas durante a exposi¢do a M. aeruginosa. No
presente estudo os animais foram eutanaziados somente ao final do experimento, o que
pode justificar os niveis de lipoperoxidacdo e atividade das enzimas antioxidantes
inalterados em relagdo ao controle ou mais baixos, pois 0s danos ocorridos durante a
exposicdo podem ja ter sido reparados.

Jos et al. (2005) avaliando a performace de Oreochromis sp. exposto a repetidas
doses da toxina de M. aeruginosa verificaram que a atividade das enzimas GPX, glutationa
redutase (GR), SOD e CAT no figado e nos rins dos organismos-teste foram
significativamente elevadas. Resultado semelhante foi encontrado por Li et al. (2003) com
a espécie Cyprinus carpio. Malbrouck & Kestemont (2006) descrevem em seu estudo que
a diminuicdo dos niveis de glutationa no figado na presenca do aumento da
lipoperoxidacéo, como ocorrido no presente trabalho quando Orechromis sp. (Tle T2) e G.
brasiliensis (T1) ingeriram Cylindrospermopsis raciborskii. Este resultado sugere que a via
de detoxificacdo das cianotoxinas nos organismos ocorre pela reacdo de conjugacdo da
catalase e glutationa S-transferase, demonstrando a importancia destas enzimas na
eliminacdo das EROs para minimizar os danos causados ao figado pelas cianotoxinas.
Caso este mecanismo de reparagdo ndo ocorra com sucesso, 0s hepatdcitos podem entrar
em choque, sofrendo apoptose e até mesmo levando a necrose das células hepaticas.

Em estudo utilizando Oreochromis niloticus, Prieto et al. (2007) verificou que a
atividade das enzimas GPX, GR, SOD e CAT diminuiu, enquanto a lipoperoxidacéo
aumentou apos a aplicacao de doses de microcistina, 24h e 72h de tempo de experimento.
Segundo os autores, é necessaria uma exposicdo de longo periodo para ser observada a
recuperacdo do sistema antioxidante através da resintese de proteinas. Tal padrdo de
resposta corrobora com os dados encontrados no presente trabalho nas branquias de
Oreochromis sp. em ambos os tratamentos, quando ingerindo C. raciborskii e nas
branquias de G. brasiliensis em ambos 0s tratamentos, ingerindo M. aeruginosa.

No presente estudo, verificou-se o efeito das cianotoxinas produzidas por
Microcistys aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskii no balango oxidativo (niveis de
lipoperoxidagéo e atividade das enzimas antioxidantes catalase e glutationa S-transferase)
no figado e nas branquias de Oreochromis sp. e Geophagus brasiliensis. Como padrao

geral foi observado que, embora ambas as espécies de ciclideos tenham apresentado leves
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alteracdes bioquimicas, estas cianotoxinas ndo parecem causar danos permanentes, pois
tais alteragdes foram reparadas pela agéo de enzimas antioxidantes.

Este padrdo de resposta demonstra que um sistema de defesa antioxidante eficiente
€ um importante mecanismo para que estes animais corrijam 0s danos causados pelas
cianotoxinas produzidas pelas cianobactérias em ambiente natural. Estes resultados
permitem inferir que as espécies estudadas podem atuar como controladores bioldgicos em
episodios de floragdes de cianobactérias sem sofrer algum prejuizo permanente/irreparavel
a sua populacdo. Cabe ressaltar também, que é possivel que as baixas concentracfes de
cianotoxinas utilizadas no presente estudo sejam bem toleradas pelos organismos-teste
utilizados. Sugere-se que outros estudos sejam realizados com acompanhamento de longo
prazo para verificar se estas espécies conseguem manter 0 mesmo padrdo de resposta

antioxidante frente a contaminacdo cronica por cianobactérias/cianotoxinas.
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6. CONSIDERACAOS FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo podem ser considerados inovadores em
decorréncia de alguns aspectos. Primeiro, a ocorréncia do primeiro registro da presenca de
micro-espinhos branquiais em Geophagus brasiliensis, demonstrando que esta espécie de
ciclideo pode consumir cianobactérias, de acordo com as condicdes testadas. Tal estrutura
em Oreochromis sp. ja havia sido relatada em muitos estudos e esta relacionada a retengéo
de pequenas particulas orgéanicas, como fitoplancton, em especial cianobactérias. Estas
informacdes revelam que ambas as espécies de ciclideos podem atuar como controladores
(consumidores efetivos) de cianobactérias, de acordo com as espécies, concentracdes e
tempo testados.

O segundo aspecto relevante refere-se aos mecanismos de dano e reparo enzimatico
em organismos que tem sua dieta baseada na ingestdo de cianobactérias produtoras de
toxinas. Os resultados evidenciaram que Oreochromis sp. e Geophagus brasiliensis
exerceram consumo efetivo de Cylindrospermopsis raciborski, porém os testes realizados
avaliando a toxicidade da cianotoxina produzida por esta cianobactéria indicaram a
ocorréncia de dano enzimatico (aumento dos niveis de lipoperoxidacdo (LPQ)),
principalmente nas branquias dos organismos-testes utilizados nos experimentos em ambos
os tratamentos. Por outro lado, ocorreu uma acgéo de reparacdo decorrente da atividade da
enzima glutationa S-transferase, mantendo o balanco oxidativo. Nos experimentos
realizados avaliando as taxas de consumo de Microcistys aeruginosa por Oreochromis sp.
e Geophagus brasiliensis obtivemos, um consumo desta cianobactéria, mas em menores
proporcOes, quando comparado com o obtido para C. raciborski. Os testes avaliando a
toxicidade da cianotoxina de M. aeruginosa demonstraram que, em geral, ndo ocorreu um
aumento nos niveis de LPO, nem tdo pouco, um aumento da atividade das enzimas
antioxidantes.

Estes resultados representam importantes conhecimentos para 0 manejo e
restauracdo de ecossistemas aquaticos eutrofizados baseado em interacGes de espécies,
porém hé a necessidade de estudos avaliando tanto uma exposicao cronica (por um periodo
de tempo mais prolongado do que o avaliado neste estudo) quanto uma exposi¢do aguda
(maiores concentracbes de cianobactérias toxicas), as cianotoxinas para verificar a
manutencdo do balanco oxidativo, permitindo, entdo, a validagdo destas espécies de
ciclideos como controladores bioldgicos efetivos de cianobactérias, sem prejuizo a

manutencdo das suas populagdes no ambiente natural.
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