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RESUMO

As cianobactérias sdo organismos procariontes fotossintetizantes, com grande
importancia ecoldgica, integrantes do fitoplancton dos corpos de aguas doces e salgadas, em
todo o mundo. Uma de suas caracteristicas mais importantes é a producdo de metabolitos
toxicos, as cianotoxinas, cuja presenca em reservatorios de abastecimento, em agua utilizada
em processos de didlise e ainda acumuladas em glandulas e tecidos de mariscos e peixes foi
responsavel por inimeros casos de intoxicacdo e de morte de seres humanos e de animais. O
Nucleo de Pesquisa em Ficologia do Instituto de Boténica dedica-se ao estudo de varios
aspectos destes organismos, sendo um deles a avaliacdo das atividades biol6gicas dos extratos
das cianobactérias que compdem a Colecdo de Cultura de Cianobactérias do Instituto de
Boténica. Nessas pesquisas, foram encontradas cepas causadoras de efeitos toxicos
importantes: Pseudanabaena galeata (CCIBt 3082), que esta entre essas linhagens toxicas, foi
escolhida para investigacdo toxicologica e quimica, devido aos efeitos nocivos que pode
acarretar a animais, por administracdo oral e intraperitoneal. Tendo-se em conta o risco que
a(s) substancia(s) ativa(s) presente(s) em P. galeata pode(m) representar e a inexisténcia de
conhecimentos sobre seus efeitos tdxicos, produzidos pela exposicdo prolongada sobre
mamiferos, nossa proposta consistiu na caracterizacdo quimica e toxicologica (exposicdo
prolongada, administracdo por via oral) da fracdo ativa do extrato da cepa Pseudanabaena
galeata CCIBt 3082 (Cyanobacteria, Pseudanabaenales). Para tanto, a cepa Pseudanabaena
galeata CCIBt 3082, coletada no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, em Sao Paulo, no
dia 01/11/1996 e mantida na Colecdo de Culturas de Cianobactérias do Ndcleo de Pesquisas
em Ficologia do Instituto de Botanica de Sao Paulo, foi cultivada, em dois “batches” distintos,
sob condigdes controladas de temperatura e irradiancia. Cada uma a sua vez, as biomassas,
obtidas na fase exponencial de crescimento da cepa, foram liofilizadas, pesadas, submetidas a
extracdo com acido acético 0,1 M, por exposicdo a ultrassom, seguida por centrifugacao. Os
sobrenadantes foram reunidos, liofilizados e pesados. A biomassa resultante do
processamento do primeiro “batch” foi empregada no ensaio preliminar de toxicidade em
camundongos, por via oral, dose Unica e no ensaio de toxicidade subcrdnica, 28 dias. A
biomassa resultante do segundo “batch” foi divida em duas por¢des. Com a primeira delas
foram realizados os seguintes estudos quimicos: teste cromatografico, por Cromatografia
Planar, para deteccdo de microcistinas, saxitoxinas, antoxina-a e B-metilaminoalanina;
fracionamento e refracionamento do extrato em acido acético 0,1 M; anélise do extrato, da

Fracdo 1 e da subfracdo l1.a, por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e andlise do
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mesmo extrato e da subfracdo 1.a, por Cromatografia Planar, para pesquisa de aminoécidos,
aminas, alcaloides, peptideos e terpenoides. Com a outra porcdo, foram realizados estudos
biologicos “in vitro” e “in vivo”. Os estudos “in vitro” consistiram em ensaios bioautogréaficos
para analise do potencial antifingico, das atividades antioxidante e da inibidora da enzima
aceticolinesterase. Os estudos “in vivo” consistiram dos ensaios, em camundongo, 1) da
toxicidade aguda (dose Unica), por via intraperitoneal e 2) da toxicidade oral aguda (DLs) €
3) da toxicidade subcronica, 28 dias. O extrato obtido do primeiro “batch”, no ensaio
preliminar de toxicidade em camundongos, por via oral, dose Unica, causou sinais de
intoxicacdo e lesdes no figado e rins dos animais; no ensaio de toxicidade subcrénica 28 dias,
efetuado com doses muito baixas (1, 5 e 25 mg kg™), os animais apresentaram apenas
tendéncia de perda de peso. No extrato obtido do segundo “batch” ndo foram detectadas, por
Cromatografia Planar, microcistinas, saxitoxinas, anatoxina-a ou p-metilaminoalanina. O
fracionamento e refracionamento do extrato em &cido acético (em cartucho de silica
octadecilsilanizada) resultaram no isolamento de substancia com natureza peptidica. Os
estudos bioldgicos “in vitro” apresentaram resultados negativos para a presenca de
substancias com atividade antifingica, anticolinesterasica e antioxidante. Ja nos estudos
bioldgicos “in vivo”, no ensaio de toxicidade aguda (dose Unica), por via intraperitoneal, o
extrato causou congestdo hepéatica; a (DLsg), por via oral foi de 5.000 mg kg™, e no exame
“post-mortem” foi observado figado congesto. No ensaio de toxicidade subcronica, os
animais apresentaram tendéncia de perda de peso e nos estudos histopatolégicos do intestino,
dilatacdo cistica no topo das vilosidades, devido a dilatacdo dos vasos linfaticos. A
comparacdo entre as doses Unicas, por via oral, que levaram 0s animais a oObito, relativas aos
experimentos realizados com biomassa do primeiro ¢ do segundo “batch” (1.000 mg kg™—
5.000 mg kg™) mostra disparidade entre os efeitos toxicos de ambos. Levando-se em conta
que logo apos o cultivo do segundo “batch”, a amostra da cepa P. galeata CCIBt 3082 entrou
em senescéncia e em lise, essas observacdes indicam mudancas bioquimicas na linhagem,

quadro ja descrito para outros organismos, na literatura.

Palavras-chave: Cyanobacteria, toxicidade aguda, mudancas em cultivo.
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ABSTRACT

Cyanobacteria are prokaryotic photosynthetic organisms with high ecological
importance and are also phytoplankton components of fresh and salt water bodies around the
world. Such organisms show very important features like the production of toxic metabolites -
the so called cyanotoxins, whose presence in the water supplies and in the water employed in
the dialysis process, also accumulated in fish and shellfish glands and tissues was responsible
for numerous poisoning and death cases of humans and animals. The Institute of Botany
Center for Research in Phycology is dedicated to study some aspects of Cyanobacteria
Biology and Chemistry, one of them being the evaluation of the biological activities of the
cyanobacteria extracts which compose its Culture Collection. In these studies, it was found
strains which cause significant toxic effects: Pseudanabaena galeata CCIBt 3082, which
ranks among these toxic strains, was chosen for toxicological and chemical research due to
the harmful effects that it may cause in mammals by oral and intraperitoneal administration.
Taking into account that the active compound could represent a risk factor to people as well
as animals along with the lack of knowledge on its toxic effects, induced in mammals by
prolonged exposure, our work was aimed at the chemical and toxicological characterization
(long-term exposure, oral administration) of the P. galeata extract active fraction. To this end,
samples of the strain Pseudanabaena galeata CCIBt 3082 (Cyanobacteria,
Pseudanabaenales), collected from a Parque Estadual das Fontes do Ipiranga pond, in S&o
Paulo, on November 1st, 1996, and kept in our Culture Collection were cultured under
controlled conditions. The biomass obtained from two different batches, during the strain
exponential growth phase was lyophilized, weighed and ultrasound-assisted extracted with
acetic acid 0.1 M, followed by centrifugation. The supernatants were pooled, lyophilized and
weighed. The biomass resulting from the first batch was used in preliminary toxicity tests, by
oral administration in mice, given in a single dosage and in a 28-day repeated study. The
biomass resulting from the second batch was divided into two portions; with the first one,
planar chromatographic assays were carried out to detect microcystins, saxitoxins, anatoxin-a
and p-methylaminoalanine; acetic acid 0.1 M extract fractionation and re-fractionation; High
Performace Liquid Chromatography analyses from extract, fraction 1 and subfraction 1.a. and
planar chromatographic analyses of extract and sub fraction 1.a, for amino acids, amines,
alkaloids, peptides and terpenoids detection. With the remaining portion, biological studies
"In vitro" and "in vivo" were performed. The "in vitro" studies were composed by

bioautographic assays for detection of antifungal, antioxidant and anti-cholinesterase



iX
activities of cyanobacterial extract. The "in vivo" studies performed in mice were composed
by 1) acute toxicity assay, single dose, by peritoneal administration and 2) acute oral toxicity
essay (DLsp) and 3) subchronic toxicity, 28 days. The first batch extract, in the preliminary
study carried out by oral administration to mice, single dose, provoked physiological
responses and lesions in the liver and kidneys. By subchronic exposure-28 days, the extract
did not cause any harmful effect, inasmuch as the used doses were low (1, 5 e 25 mg.kg™).
The treated animals only presented weight loss tendency. In the second batch, in the planar
chromatographic study, microcystins, saxitoxins, anatoxin-a and S-methylaminoalanine were
not detected. The extract fractionation and re-fractionation (Cig cartridge) resulted in the
isolation of a peptidic-type compound. The "in vitro" tests gave negative results for
antifungal, antioxidant and anti-cholinesterase activity. In the biological studies "in vivo",
only the dose of 5.000 mg kg™ (LDso, single dose, intraperitoneal via,) caused animal death,
accompanied by hepatic congestion. In the subchronic toxicity test, the animals showed
weight loss tendency and, in the intestinal histopathology, cystic dilation at the villosity apex
due to lymphatic vessels dilation were observed. Comparison between acute lethal doses (oral
administration), observed in the tests carried out with the first and second biomass batch
(1.000 mg kg™- 5.000 mg kg™) showed significant disparity between toxic effects of both
cultured materials. Taking into consideration that after the P. galeata CCIBt 3082 second
batch cultivation, the samples kept in the culture collection entered into senescence, followed
by lysis, this datum suggests lineage biochemical changes, phenomenon already described for

other microorganisms.

Key words: Cyanobacteria, acute toxicity, changes in culture.
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com diferentes doses do extrato em &cido acético de P. galeata CCIBt 3082,
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1 INTRODUCAO

1.1 Cianobactérias

As cianobactérias, anteriormente denominadas cianoprocariotas, ciandfitas,
cianoficeas, algas azuis ou azuis-esverdeadas, sdo micro-organismos de inquestionavel
importancia evolutiva e ecoldgica que pertencem ao reino Eubacteria, Dominio Bacteria
(Woese et al. 1990).

Elas sdo descendentes diretas dos primeiros organismos capazes de realizarem
fotossintese oxigénica e portanto, responsaveis pelo surgimento e manutencdo do Oxigénio
livre (O,) existente na atmosfera terrestre. A consequéncia deste acumulo de oxigénio foi a
formacdo da camada de oz6nio (O3) e a conversdo da atmosfera, de redutora para oxidante;
isto mudou drasticamente a composi¢cdo das formas de vida na Terra, ou Seja, causou a quase
extincdo dos organismos intolerantes ao oxigénio e a explosdo da biodiversidade (Gottlieb
1998, Thomas 2005).

S&o, portanto, consideradas uma das formas de vida mais antiga da Terra e seus
registros fosseis (estromatdlitos) datam de cerca de 3,5 milhdes de anos atras, ou seja, da Era
Pre-Cambriana (Ficher 1965, Schopf & Barghoorn 1967, Giovannoni et al. 1988, Komarek
2006).

As cianobactérias sdo organismos procariontes, ou seja, ndo possuem membrana
envolvendo o seu material genético, entretanto possuem, como as algas eucariontes, 0S
aparatos fotossintéticos denominados fotossistemas | e Il e a clorofila a, utilizando a agua
como doadora de elétrons, no processo de fotossintese (Whitton & Potts 2000, Altermann
2006). Possuem, como pigmentos acessorios, as clorofilas b, d e f (Komarek 2006, Chen et al.
2010), carotenoides (pigmento laranja), xantofilas (pigmento amarelo), ficobilinas (pigmento
vermelho) e ficocianinas (pigmento azul) e tém o glicogénio como substancia de reserva
(Falconer 1996, Ministério Da Saude 2003, Sant'Anna et al. 2006, Spinosa et al. 2008).

Possuem parede celular semelhante a das bactérias gram-negativas, com uma camada
proteica (peptidoglicana) recobrindo a membrana plasmatica e tém reproducdo

exclusivamente assexuada (Zakhia et al. 2008).
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Assumem formas variadas, podendo ser unicelulares isoladas (apresentando formas
esféricas, ovoides ou cilindricas), filamentosas ou formadoras de colénias multicelulares, pois
podem produzir bainha mucilaginosa, o que as mantem unidas (Falconer 1996, Sant'’Anna et
al. 2006, Spinosa et al. 2008).

1.1.1 Classificacéo

De acordo com Schirrmeister et al. (2011), as cianobactérias sdo um dos poucos filos
que apresentaram evolugdo multicelular, o que ocasiona grande variedade morfolégica entre
as espécies. Essa multicelularidade pode ter conferido vantagens adaptativas ecofisiolégicas
em diferentes condigdes ambientais de temperatura, salinidade, unidade e pH e facilitou a
diversificacdo de novas linhagens (Whitton & Potts 2000).

Em razdo de possuirem varios padrdes de organizacdo celular - de unicelulares a
multicelulares - segundo 0 Manual de Bergey de sistematica bacteriologica, as cianobactérias
estdo divididas em cinco secBes: | (Chroococcales) e Il (Pleurocapsales) compreendem as
formas unicelulares, que apresentam fissdo binaria e fissdo mdltipla, respectivamente,
enquanto as secdes Il a V compreendem as formas multicelulares. A secdo Il
(Oscillatoriales) agrupa as formas filamentosas ndo heterocitadas (auséncia de células
especializadas responsaveis pela fixacdo de nitrogénio), a secdo IV (Nostocales), as
filamentosas heterocitadas (presenca de células especializadas responsaveis pela fixacdo de
nitrogénio), ambas apresentando divisdes em apenas um plano, e finalmente a se¢do V
(Stigonematales), as filamentosas que se dividem em mais de um plano (ramificadas) (Rippka
et al. 1979, Boone & Castenholz 2001 ).

Atualmente, a sistematica do grupo das cianobactérias ¢ regida pelo “Codigo
Internacional de Nomenclatura para Algas, Fungos e Plantas” (Cddigo de Melbourne 2011).
Os autores Komarek e Anagnostidis (Anagnostidis & Komarek 1985, Komarek &
Anagnostidis 1986a, 1988, 1990) e (Komarek & Anagnostidis 1986b, 1989, 2005) foram os
revisores da classificacdo botanica das cianobactérias, baseando-se principalmente no modo
da divisdo celular, na producdo de células diferenciadas e em caracteristicas morfoldgicas do
filamento. Esses autores dividiram o grupo em quatro ordens: Chroococcales, Oscillatoriales,

Nostocales e Stigonematales, que perfazem um total de cerca de 2.800 espécies.
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O surgimento das técnicas moleculares propiciou, nas Gltimas trés décadas, discussoes
sobre a classificacdo das cianobactérias, devido a realizagdo dos testes de hipotese
filogenéticas. Essas informacBes sdo utilizadas em conjunto com os caracteres diacriticos
mais importantes - como os elementos morfoldgicos, ultraestruturais e citologicos - e com
observacdes ecofisiologicas e bioquimicas, nas classificagdes mais criteriosas. Este estudo
combinado constitui a Taxonomia Polifasica (Hoffmann et al. 2005, Komarek 2006, 2010).

O sistema de classificacdo revisto pelos autores Hoffmann et al. 2005, baseado na
abordagem polifasica, é composto por 4 subclasses, 6 ordens e 33 familias, como segue:

Subclasse Gloeobacterophycideae, Ordem: Gloeobacterales (1 familia);

Subclasse Synechococcophycideae, Ordem: Synechococcales (4 familias) e Ordem
Pseudanabaenales (2 familias);

Subclasse Oscillatoriophycideae, Ordem: Chroococcales (11familias) e Ordem
Ocillatoriales (5 familias);

Subclasse Nostocophycideae, Ordem Nostocales (10 familias).

1.1.2 Cianobactéria nos ecossistemas

As cianobactérias, assim como as algas eucariontes, sdo importantes produtores
primarios, o que lhes confere particular relevancia nos ciclos globais de carbono e nitrogénio.
Além disso, entre 0s numerosos e interessantes metabolitos especiais que produzem estdo as
toxinas conhecidas como cianotoxinas, responsaveis por inimeros casos de intoxicacdo em
seres humanos e em animais (Falconer 1996, Ministério Da Saude 2003, Sant'anna et al.
2006, Spinosa et al. 2008).

Elas sdo encontradas nos mais diversos habitats terrestres e aquéaticos (dgua doce,
salobra ou marinha) e também em ambientes extremos, como fontes termais, neve e areias do
deserto. Sdo componentes naturais do fitoplancton, estando presentes em rios, lagos, represas
e reservatorios utilizados para o abastecimento publico e lazer (Codd 1995, Chorus & Bartram
1999, Panosso et al. 2007, Schirrmeister et al. 2011).
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Nos ambientes de &gua doce, em condi¢gBes normais, as cianobactérias apresentam
periodos de dominancia, que iniciam no final do verdo e se estendem até o outono, porém
devido & eutrofizacdo dos corpos d'agua, esses periodos podem se estender por todas as
estacOes do ano. A eutrofizacdo é definida como o aumento da quantidade de nutrientes e/ou
de matéria orgénica no ambiente aquéatico o que raramente é decorrente de condi¢cdes naturais.
De um modo geral, ela é resultado do rejeito inadequado de fertilizantes e defensivos
quimicos agricolas, porém principalmente do descarte de esgotos domésticos e industriais,
influéncias mais ébvias das atividades dos seres humanos, no processo que altera a qualidade
da agua (Watanabe 1996, Codd 2000).

A eutrofizacdo favorece o crescimento exagerado das cianobactérias, as floracoes, que
sdo observadas quando ha formacdo de uma densa camada de células, na superficie da agua.
Essa camada superficial € composta por células que possuem aerétopos (vesiculas gasosas);
entretanto, existem células cianobacterianas que ndo possuem esses vacuolos e permanecem
dispersas nos corpos d'dgua, praticamente invisiveis, apesar de serem numerosas (Watanabe
1996, Spinosa et al. 2008).

Segundo Chorus & Bartram (1999), mais de 40% dos lagos e reservatérios da Europa,
Asia e América estdo eutrofizados, o que os tornam ambientes favoraveis ao desenvolvimento

massivo de cianobactérias.

Sé&o varios os problemas decorrentes da formacdo e decomposicao das floragdes: um
dos principais é a reducdo do oxigénio dissolvido na dgua, 0 que causa morte de peixes e
mudancas nas qualidades organolépticas da agua (cor, sabor e odor) (Sant'Anna et al. 2006).
Entretanto, o0 mais nocivo deles ¢ a liberacdo das cianotoxinas para o ambiente, por ocasido do
rompimento da parede celular, na fase de senescéncia das células (Ministério Da Saude 2003).
Todos estes fatores tém amplo impacto social, econbmico e ambiental (Watanabe 1996,
Sant'Anna et al. 2006).

Aos agentes que propiciam o desenvolvimento exacerbado das cianobactérias, é
necessario acrescentar os relativos as mudancas climaticas globais [temperatura elevada,
aumento das concentracdes atmosféricas de didxido de carbono, elevado fluxo de raios
ultravioletas (UV)] (Blaha et al. 2009).

As estimativas mostram que 25% a 75% das cianobactérias componentes de floragdes

sdo toxicas, 0 que confere ao estudo das cianotoxinas notavel importancia, especialmente em
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se considerando suas implicagdes na ecotoxicologia, na toxicologia e na quimica ambiental
(Chorus 2001).

1.2 Género Pseudanabaena

O género Pseudanabaena foi descrito primeiramente, em 1915, por Robert Lauterborn
e revisado, em 1988, por Anagnostidis & Komarek e em 2005, por Hoffmann et al. (2005). E
um género morfologicamente variavel (Romo & Miracle 1994). Pertence a familia
Pseudanabaenaceae, ordem Pseudanabaenales dentro da subclasse Synechococcophycideae. A
familia Pseudanabaenaceae é caracterizada por tricomas simples, com largura inferior a 4
mm. As células sdo mais longas do que largas, possuem tilacoides parietais, contém vesiculas
gasosas polares e paredes transversais visivelmente restritas. Algumas espécies exibem
adaptacOes cromaticas complementares, 0 que permite a ideal regulacdo entre 0s pigmentos
acessorios fotossintéticos ficocianina e ficoeritrina; este ajuste adequado ao espectro de luz
dominante é um mecanismo que favorece a competicdo com outros organismos (Acinas et al.
2009).

Existem 56 espécies listadas no banco de dados “AlgaeBase”, das quais 41 sdo

taxonomicamente aceitas (Guiry e Guiry, 2014).

O género Pseudanabaena é amplamente distribuido e ocorre em diversos ambientes
aquaticos eutrofizados (Acinas et al. 2009). Algumas de suas espécies sdo cosmopolitas e
encontradas comumente em comunidades planctonicas, perifiticas ou benténicas, em
ambientes aquaticos oligotroficos, mesotroficos ou eutréficos. Outras espécies crescem em
solo ou em associacdo com rotiferos plancténicos coloniais ou ainda em mucilagem de outras
algas. Poucas espécies foram identificadas em ambientes extremos (nascentes de dgua mineral

e quente, habitats salinos ou hipersalinos) (Franceschini et al. 2010).

S&o poucos os estudos realizados sobre a toxicidade do género Pseudanabaena: Oudra
et al. (2001) citaram a espécie P. mucicola como produtora de microcistinas e de outros
metabolitos intracelulares toxicos, e relataram a producdo de microcistinas por cepas de
Pseudanabaena sp. isoladas de corpos d'dgua, do Marrocos. Igualmente, segundo Teneva
(2009), eram microcistinas as toxinas produzidas por P. limnética, coletada em aguas

profundas, na Tunisia.
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J& os estudos realizados por Olvera-Ramirez et al. (2010) discorrem sobre metabolitos
desconhecidos de P. tenuis, que exercem efeitos negativos sobre alguns organismos
importantes do zooplancton.

No Brasil, existem duas noticias sobre a toxicidade do extrato de P. galeata,
administrados por via oral e intraperitoneal a camundongos Balb/c. Ambas relatam que os
efeitos observados, nos dois casos, sdo bastante distintos: ndo foram observadas lesdes ou
perda de peso nos animais que receberam o extrato por via intraperitoneal, porém os que o
receberam por via oral apresentaram perda peso e lesdes nos rins, baco, intestinos e figado. Os
autores ndo fizeram referéncia a natureza quimica da toxina, porém observaram que 0s sinais
de intoxicacdo e lesGes observados eram diferentes dos causados pelas cianotoxinas ja
conhecidas (Cunha et al. 2010, Pipole et al. 2010).

1.2.1 A espécie Pseudanabaena galeata Bocher 1949

A espécie Pseudanabaena galeata foi estabelecida por Bécher em 1949 (Figura 1).
Suas caracteristicas diacriticas principais sdo: tricomas curtos, constritos, geralmente com 4-6
(8) células retas ou levemente curvas, mais longas que largas, 1,6-2,2 um de didmetro, 2,5-3,6
um de comprimento; conteudo celular verde-azulado, homogéneo, septos ndo granulosos,
com aerdtopos terminais; célula apical cilindrico-arredondada, sem espessamento (Tucci et al.
2006).

Figura 1. Fotomicrografia da espécie Pseudanabaena galeata
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Esta espécie é encontrada nos paises Alemanha, Roménia, Espanha, Estados Unidos,
Brasil, Venezuela, Australia e Nova Zelandia (Aboal et al. 1996, Caraus 2012, Guiry & Guiry
2014, Kirkwood & Henley 2006, Tucci et al. 2006, Guiry, & Guiry 2014). E especialmente
bentbnica e tem alto potencial para a producdo de pigmentos; o meio de cultura mais
favoravel pra seu cultivo em laboratorio é o BG-11 (Leal et al. 2001).

1.3 Metabolitos especiais

Cianobactérias produzem grande variedade de metabolitos especiais, 0s quais exibem
interessantes atividades bioldgicas, das quais sdo exemplos a antiviral, a antifingica, a
antienzimatica, a anti-neoplasica e a alelopatica (Corbel et al. 2013). Porém, merecem
especial destaque as potentes toxinas, as cianotoxinas, substancias nocivas que podem afetar a
salde, ou mesmo levar a morte, seres humanos e animais. S&0 muitos 0s registros de
incidentes fatais ou ndo, associados a cianotoxinas, ocorridos em praticamente todas as

regibes do globo terrestre (Carmichael 1992, Falconer 2005).

As cianotoxinas, segundo a classe quimica a que pertencem, estdo agrupadas em
peptideos ciclicos, alcaloides e lipopolissacarideos e de acordo com suas propriedades
farmacoldgicas, em hepatotoxinas, citotoxinas, neurotoxinas e dermatotoxinas (Carmichael
1992, Ministério Da Saude 2003, Sant'Anna et al. 2006, Blaha et al. 2009).

Segundo Codd (2000), o risco maior que as cianotoxinas apresentam deve-se ao fato
de que podem ser absorvidas por diferentes vias, que sdo, além da ingestdo, o contato e a
inalacdo. Os efeitos observados em mamiferos sdo diversos e compreendem desde danos no
figado, pulmdes e rins, problemas neurolégicos e morte (caso da ingestdo) até irritacdes e
erupcdes cutaneas e de mucosas, vermelhiddo e coceira, irritacdo nos olhos, dores nos
musculos e articulacBes, gastroenterite, nausea, vomito, febre, sintomas de gripe, dor de

garganta e dor abdominal (Falconer 1996, Chorus & Bartram 1999).

Essas substancias também podem ter efeitos agudos ou crbénicos, determinados pela
dose ingerida e pelo tempo de exposicdo: na China, o aumento da incidéncia de cancer
primario do figado esta sendo associado a ingestdo, por longos periodos, de dgua contendo
cianotoxinas, apesar de ter sido disponibilizada para consumo humano (Codd 2000, Duy et al.
2000, Codd et al. 2005).
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Os autores Blaha et al. (2009) sugerem a necessidade de pesquisas que abordem
também os possiveis efeitos sinérgicos ou antagonistas, entre diferentes classes de metabolitos
de cianobactérias, assim como interagdes com outros estressores toxicos, como metais e

poluentes organicos persistentes.

1.3.1 Cianotoxinas

1.3.1.1 Hepatotoxinas

As hepatotoxinas - que abrangem os peptideos ciclicos microcistinas e nodularinas -
sdo as cianotoxinas que apresentam o maior risco de intoxicagdo, para 0s consumidores de

agua potavel (Falconer & Humpage 2005, Sant'Anna et al. 2006, Spinosa et al. 2008).

As microcistinas foram as primeiras cianotoxinas a serem reconhecidas como tal e
suas estruturas foram determinadas a partir de 1978 (Francis 1878, Elleman et al. 1978, Botes
et al. 1984). Nesta época, o desenvolvimento dos processos de cromatografia e o uso de
equipamentos como 0s de Ressonancia Magnética Nuclear, permitiram um rapido avango nas
pesquisas relacionadas ao isolamento e determinacdo de estrutura, de tal modo que,
atualmente, sdo contabilizadas mais de 90 isoformas isoladas e identificadas deste peptideo
(Carmichael 1992, Falconer 1996, Chorus & Bartram 1999, Pearson et al. 2010, Puddick
2013).

As nodularinas foram descobertas em 1988, em floracdes de Nodularia spumigena
ocorridas em &guas salobras e ambientes estuarinos. E estruturalmente semelhante as

microcistinas e delas existem nove isoformas (Rinehart et al. 1988; Pearson et al. 2010).

1.3.1.1.1 Microcistinas

As microcistinas sdo heptapeptideos ciclicos, isolados inicialmente da espécie
Microcystis aeruginosa, cuja estrutura geral é a seguinte: ciclo (-D-alanina’-X3-D-
MeAsp(eritro-B-metilaspartico)®-Z4-Adda’-D-glutamato®-Mdha’)  (Tabela 1). Nela, os
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grupamentos X e Z sdo dois aminoacidos variaveis (L-aminodcidos). Também ocorrem
variagbes isoméricas no aminoacido Adda [&cido (3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-
fenildeca-4,6-diendico)]. Este aminodcido € sintetizado apenas por cianobactérias e a ele é
atribuida a atividade toxica da molécula (Rinehart et al. 1988, Puddick et al. 2013 ).

As microcistina-LR  (leucina-arginina), microcistina-RR  (arginina-arginina) e
microcistina-Y A (tirosina-alanina) sdo exemplos de variagdes qualitativas observadas nos L-
aminoécidos (Carmichael 1994, Chorus & Bartram 1999, Falconer & Humpage 2005, Blaha
et al. 2009).

As microcistinas sdo produzidas por diversas espécies de cianobactéria como
Microcystis, Dolicospermum (Anabaena), Nodularia, Planktothrix, Nostoc, Anabaenopsis,
Haphalosiphon e Oscillatoria (Carmichael 1994, Chorus & Bartram 1999). As microcistinas
sdo as cianotoxinas mais frequentes e mais abundantes, no meio ambiente, e foram as
primeiras a serem associadas diretamente a intoxicacdo e morte de mamiferos (Francis 1878,
Blaha et al. 2009).

A acdo das microcistinas é dose-dependente, levando a intoxicacGes agudas ou
crénicas, e a morte, em poucos dias ou mesmo em horas. Sao resistentes a digestdo, no trato
gastrointestinal de organismos eucariontes. Concentram-se no figado, pois suas moléculas,
através de um sistema de transporte ativo, penetram nos hepatocitos, passam pelos dutos
biliares e interagem irreversivelmente com as enzimas celulares denominadas fosfatases 1 e
2A. A inibicdo das proteinas fosfatases leva a fosforilagcdo excessiva dos filamentos
estruturais, 0 que causa a retracdo dos hepatocitos e o seu descolamento das células vizinhas e
dos capilares sinosoidais. A consequéncia destes eventos é hemorragia intra-hepatica, faléncia
do orgdo e choque hipovolémico, sendo observado o aumento da relagdo figado/peso
corporeo de 5% para 8% a 10% (Eriksson et al. 1990, Sahin et al. 1995).

Em observacdes clinicas de animais de experimentacdo, sdo observados prostracéo,
piloerecdo, anorexia, vomitos, dor abdominal e diarreia. Os sinais de intoxicacdo apresentados
por seres humanos sdo: pele e olhos irritados, febre, tontura, fadiga e gastroenterite aguda.
Existem evidéncias de que dose subletais destas hepatotoxinas estdo relacionadas ao
desenvolvimento de cancer primario de figado (Duy et al. 2000, Nicholson & Burch 2001,
Hoehn & Long 2004, Falconer & Humpage 2005, Blaha et al. 2009).
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1.3.1.1.2 Nodularinas

As nodularinas sdo pentapeptideos ciclicos que possuem a estrutura geral ciclo (-D-
MeAsp (eritro-p-metilaspartico)’-Z%-Adda®-D-glutamato®-Mdha®) (Tabela 1), em que o
grupamento Z é o Unico amino&cido variavel. Sdo produzidas exclusivamente pela espécie
Nodularia spumigena e delas sdo conhecidas nove isoformas, sendo uma delas ndo toxica
(Pearson et al. 2010). Sao encontradas predominantemente no Mar Baltico e em estuérios de
agua salobra e lagos costeiros da Nova Zelandia e Australia (Chorus & Bartram 1999, Hoehn
& Long 2004). Diferem das microcistinas pelo tamanho da cadeia, ou seja, possuem dois
aminoacidos a menos. Entretanto, possuem a mesma unidade téxica, o ADDA:
consequentemente, apresentam o mesmo mecanismo de acdo, sendo porém mais toxicas do
que as microcistinas, devido a maior facilidade de penetracdo nos hepatocitos (Chorus &
Bartram 1999, Nicholson & Burch 2001, Hoehn & Long 2004, Kormas & Lymperopoulou
2013).

1.3.1.2 Citotoxinas

1.3.1.2.1Cilindrospermopsinas

Sédo substancias de funcdo mista alcaloide-policetideo, formadas por um nicleo
guanidinico triciclico central, ao qual esta ligado uma unidade hidroximetiluracila (Pearson et
al. 2010) (Tabela 1). Existem apenas trés isoformas desta toxina que é produzida por espécies
dos géneros Cylindrospermopsis, Aphanizomenon, Dolichospermum (Anabaena), Umezakia,

Raphidiopsis e Lyngbya (Pearson 2010, Jiang 2012).

S&o encontradas, na maioria das vezes, em florac6es em regides tropicais, subtropicais
e aridas e possuem acdo citotoxica lenta, cujo efeito maximo é alcancado apenas cinco a sete

dias, ap0s ingestdo ou administracéo.

Os sinais de intoxicacdo por estas substancias sao: mal estar, anorexia, vomitos, dor de
cabeca, aumento do figado, prisdo de ventre inicial, seguido de diarreia com sangue e niveis

variados de gravidade de desidratacéo.
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Possuem acdo inibitoria da sintese proteica, principalmente nas células do figado, onde
determinam o acumulo de triglicérides, como consequéncia da suspensdo da sintese e da
secrecdo de lipoproteinas. No caso de doses elevadas, a morte do mamifero é ocasionada por
parada cardiaca e faléncia hepética; doses menores provocam lesbes especificas também em
outros érgaos, tais como rins e glandulas suprarrenais, pulmdes, coragdo, timo, bago, mucosa
gastrica e sistema imunoldgico, pois a morte sobrevém apenas ap6s um periodo de cinco a
sete dias (Chorus & Bartram 1999, Hoehn & Long 2004, Falconer & Humpage 2005, Kormas
& Lymperopoulou 2013).

1.3.1.3 Neurotoxinas

As neurotoxinas sdo alcaloides que, em geral, atuam blogueando a transmissdo do
sinal nervoso entre 0s neurdnios. Sao divididos em trés grupos, que diferem entre si pela acéo
farmacologica e esqueleto estrutural:  Saxitoxinas, Anatoxina-a e Anatoxina-a(s).
Recentemente, devido aos seus efeitos neurodegenerativos, o aminodcido J-
metilaminoalanina (BMAA) também foi incluido entre as neurotoxinas (Carmichael 1992,
Falconer 1996, Sant'Anna et al. 2006, Spinosa et al. 2008, Affe & Barboni 2012).

1.3.1.3.1 Saxitoxinas

As saxitoxinas, também conhecidas como PSP (Paralithic Shellfish Poison), sdo
alcaloides guanidinicos que possuem um grupo carbamato (Tabela 1) e podem ser ndo
sulfatados (saxitoxinas - STX), monossulfatados (goniautoxinas - GTX) ou dissulfatados (C -
toxinas). Recentemente, foram também isoladas variantes decarbamoiladas de saxitoxinas
(Chorus & Bartram 1999, Corbel et al. 2013).

Inicialmente, essas toxinas foram isoladas de dinoflagelados marinhos, organismos
responsaveis pela incidéncia das “marés vermelhas”, porém posteriormente, foram
descobertas em cianobactérias, mais especificamente, nos géneros Dolichospermum
(Anabaena), Aphanizomenon, Lyngbya e Cylindrospermopsis. Existem 58 variantes de

saxitoxinas, das quais somente seis sdo sintetizadas por cianobactérias (Wiese et al. 2010).
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Tém de efeito muito répido, pois bloqueiam os canais de sddio das células nervosas
inibindo a transmissao dos sinais, ndo interferindo, porém, na permeabilidade ao potassio. Em
doses maiores, o resultado imediato é paralisia, hipotensdo, dispneia e faléncia respiratéria.
Os sinais clinicos de intoxicacdo aguda observados em seres humanos compreendem tontura,
adormecimento da boca e de extremidades, fraqueza muscular, nausea, vOmito, sede,
taquicardia, paralisia, hipotensdo e dispneia e, finalmente, faléncia respiratoria. Esses
sintomas podem ter inicio cinco minutos apds a ingestdo da toxina e a morte, ocorrer dentro
de periodo que pode variar de 2 a 12 horas (Carmichael 1994, Chorus & Bartram 1999,
Falconer & Humpage 2005, Sant'Anna et al. 2006, Lewellyn 2006, D’ Agostino et al. 2014).

Estimativas atuais consideram as saxitoxinas responsaveis por cerca de 2.000 casos de
intoxicacdo de seres humanos por ano, com um indice de mortalidade variando entre 1 e 50 %
(Zaccaroni & Scaravelli 2008, D’ Agostino et al. 2014).

Efeitos cronicos produzidos por saxitoxinas ndo séo conhecidos: a unica avaliagcdo dos
efeitos resultantes da exposicdo subcronica de animais a saxitoxinas relata a auséncia de
alteracdes e lesdes em ratos tratados, por via oral, durante 28 dias, com esta cianotoxina
(Pipole et al. 2011).

De acordo com os autores Araz et al. (2010) a saxitoxina é considerada arma quimica,

comparavel ao gas mostarda, ao gas sarin e a ricina.

1.3.1.3.2 Anatoxina-a

A anatoxina-a € um alcaloide tropanico e foi a primeira toxina de cianobactérias a ser
quimica e funcionalmente definida (Tabela 1). E produzida principalmente por espécies de
Dolichospermum (Anabaena), mas também pode ser sintetizada por Aphanizomenon,
Microcystis, Oscillatoria e Planktothrix. Possui apenas uma variante, a homoanatoxina,

resultante da metilacdo da anatoxina-a (\Van Apeldoorn et al. 2007, Merrell et al. 2013).

Em mamiferos, quando ingerida, esta toxina induz paralisia, pois liga-se
irreversivelmente aos receptores nicotinicos da acetilcolina, e por ndo ser degradada pela
acetilcolinesterase, impede a despolarizacdo pos-sinaptica, fazendo com que os canais de
sodio permanecam abertos e as células, permanentemente estimuladas (Zanchett & Oliveira-
Filho 2013, Merrell et al. 2013).
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Os sinais de intoxicagdo por anatoxina-a, observados em animais selvagens e
domésticos sdo: desequilibrio, fasciculagdo muscular, respiracdo ofegante e convulsdes. A
morte ocorre por parada respiratoria, em periodo que varia de poucos minutos a algumas
horas, dependendo da dosagem. Os sinais clinicos em camundongos e ratos de laboratdrio sdo
paralisia progressiva, forte respiracdo abdominal, cianose, convulsdes e morte (Carmichael
1994, Sant'Anna et al. 2006, Spinosa et al. 2008).

1.3.1.3.3 Anatoxina-a(s)

A anatoxina-a(s) - o metilfosfato de N-Hidroxiguanidina - € um organo-fosforado
natural raro (Tabela 1), acumulando também a fungéo alcaloide. E um potente inibidor da
atividade da enzima acetilcolinesterase, pois a ela se liga irreversivelmente, impedindo que
hidrolise o neurotransmissor acetilcolina. Como consequéncia, a acetilcolina permanece
ligada aos seus receptores, estimulando continuamente os musculos: 0s responsaveis pela
morte do animal intoxicado s&o a paralisia dos musculos respiratorios e a hipoxia do cérebro
(Patocka et al. 2011).

Esta cianotoxina tem acdo analoga a dos inseticidas fosforados, causando também
salivacdo intensa, donde o "s" que segue seu nome. Outros sinais observados durante as
intoxicacdes por ela causados foram ataxia, diarreia, dispneia, tremores, lacrimejamento,

fraqueza muscular e convulsdes seguidas de morte (Carmichael 1994, Sant’Anna et al. 2006).

E produzida principalmente por espécies do género Dolichospermum (Anabaena)
(Patocka et al. 2011).

1.3.1.3.4BMAA

O BMAA (B-metilaminoalanina) (Tabela 1) é um aminoacido que existe em forma
livre ou ligado a proteinas. Foi encontrado, inicialmente, em raizes e sementes de cicadaceas,
porém sabe-se, hoje, que é também produzido por diversas espécies de cianobactérias, em
todo 0 mundo. Por esta razdo, acredita-se que possa estar difundido nos ecossistemas de agua
doce e marinha, na prépria dgua e acumulado em niveis troficos superiores, na chamada

biomagnificacdo (acimulo crescente de moléculas bioativas, muitas vezes deletérias, através
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dos niveis tréficos de uma cadeia alimentar) (Cox et al. 2003, Olvera-Ramirez et al. 2010,
Mondo et al. 2012).

Existem indicios de que a exposi¢cdo ao BMAA pode levar a danos no cérebro e no
sistema nervoso central de humanos e de animais, determinando o surgimento de severas
doencas neurodenerativas, em individuos vulnerdveis. Como foi detectado em peixes,
camardes e mariscos pode ser considerado um fator ambiental de risco, para a populagdo (Cox
et al. 2003, Olvera-Ramirez et al. 2010, Mondo et al. 2012).

Estudos recentes mostraram que, em humanos, a neurotoxicidade deste aminoacido
esta associada a disturbios no sistema motor, presentes em doengas neurodegenerativas fatais
como Parkinsonismo, Mal de Alzheimer e Esclerose Lateral Amiotrofica. O BMAA
incorporar-se-ia a proteinas neuronais, levando a altera¢cdes conformacionais e ao acumulo
dessas moléculas (Newcombe et al. 2010, Kormas & Lymperopoulou 2013). Dentro dos
tecidos do cérebro, a liberacdo lenta de BMAA livre pode causar danos recorrentes nos
neurdnios motores e em outras células, no decorrer de anos ou até mesmo de décadas (Pablo
et al. 2009).

Em mamiferos, o BMAA aderido ao tecido cerebral atua como um agonista de
receptores de glutamato, aumentando a concentracdo intracelular de calcio nos neurdnios e

induzindo a atividade neuronal por hiperexcitacdo (Banack et al. 2007, Purdie et al. 2009).

1.3.1.4 Dermatotoxinas

1.3.1.4.1 Lipopolissacarideo

Os lipopolissacarideos (LPS) sdo componentes da parede celular de bactérias gram-
negativas e de todas as cianobactérias e formam complexos com proteinas e fosfolipidios
(Tabela 1). Estruturalmente variaveis, sdo polimeros complexos compostos por quatro
regibes formadas por cadeias de carboidratos (normalmente hexoses) de comprimento
variavel e de lipideos (acidos graxos de cadeias C14 a Cig) (Chorus & Bartram 1999, Stewart
et al. 2006).

Por contato, podem causar irritagdo nos olhos, conjuntivite e alergias na pele de

humanos e animais e, por ingestdo, podem ser responsaveis por gastroenterites, doencas
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respiratérias, dores de cabeca e febre (Chorus & Bartram 1999, Codd 2000, Hoehn & Long
2004). Os LPS séo pirogénicos e tdxicos provocando trombocitopenia, neutropenia, niveis
anormais de glicose e mudancas metabolicas como acidose e alcalose (Stewart et al. 2006,
Blaha et al. 2009).

Entretanto, os LPS cianobacterianos apresentam baixa toxicidade, quando comparados
ao LPS bacterianos: os LPS da M. aeruginosa (strain NRC-1) mostraram-se dez vezes menos
toxicos do que os LPS da Salmonella abortus equi, em estudo conduzido em mamiferos
(Wiegand & Pflugmacher 2005).

Tabela 1. Estruturas das principais cianotoxinas

Espécies produtoras Estrutura quimica Referéncias
icrocisti O, OH
Microcistina- LR J\/\(CH2 o
HCy NNy
CH, HC, to © CHe Kfoz
Microcystis o-rs e
aeruginosa, NH Chorus &
Dolichospermum CH CH3 Bartram 1999
(Anabaena) sp. OH H,C"~CH,
NH2
rocicting. 0, OH
Microcistina- RR J\/\(ﬁHZ o]
HCy SNy
CHy  H,C O CH: & g :
Microcystis o¥fs  Tew 0 Luukkainen et
protocystis, XNy H CHzH NH al. 1993,

H

Oscillatoria agardhii CHaCHs 3 NﬁN X Ferreira et al.
O”OH 2009
HN
N
L

Microcistina- YR J\/\(CH2 o
Hch NNy

O CH 2
_ OC Hj 2 o)
Mlcro_cystls NH Kameyama et
aeruginosa, CH CH3
Microcystis viridis al. 2004

OH
HN NH,
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=
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Chen et al.
2013

Dolichospermum
flosaquae (Anabaena

Anatoxina-a
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Carmichael et
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flosaquae) al. 1979
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O
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1.4 Mudancas morfoldgicas, bioquimicas e genéticas em Cyanobacteria

Em um ambiente natural, para sobreviver, as cianobactérias (como muito outros
micro-organismos), tém que se adaptar as mudancas ambientais, interagir com competidores e
resistir ao impacto da acdo de outros organismos aquaticos como virus, bactérias, fungos,
zooplancton e peixes. Como decorréncia disso, 0s organismos que lograram éxito foram os
que tiveram os fenotipos e genotipos determinados pela inducdo ambiental e pelas mutagdes,
pressdes que também moldaram suas plasticidades adaptativas (Legrand et al. 2003, West-
Eberhard 2005, Kussel & Leibler 2005, Ledo et al. 2009).

A plasticidade adaptativa, segundo West-Eberhard (2005), Kussel & Leibler (2005) e
Agrawal (2001), reflete respostas morfologicas, bioguimicas e genéticas a eventos ocorridos

durante a evolugdo de um organismo, sejam eles mutagdes ou o surgimento de novos fatores
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ambientais. E, ainda segundo esses autores, o envolvimento dos fatores ambientais no

processo evolutivo dos organismos teria sido maior do que o das mutacoes.

De um modo mais amplo, esta plasticidade é comum aos organismos procariontes: em
Bacteria, a delecdo e a aquisicdo de genes - observados na emergéncia e evolugdo de
patdgenos e simbiontes - sdo, claramente, respostas a mudancas ambientais. Nesses eventos,
as respostas adaptativas morfoldgicas antecedem as acomodacgdes genéticas, que podem, ou
ndo, tornarem-se permanentes (Ochman & Moran 2001, Kettler et al, 2007, Andersson &
Andersson 1999, Hadly et al. 2004).

O conjunto de caracteristicas que permite a uma populacdo expressar diferentes
fenotipos para ajustar-se a mudangas ambientais bidticas e abidticas é denominado
plasticidade fenotipica e, como visto, tem base genética e reflete a sua histéria evolutiva
(Agrawal 2001, West-Eberhard 2005, Kettler et al. 2007).

Em Cyanobacteria, Microcistis forma um "grupo complexo” genética e
morfologicamente incoerente, em que coexistem multiplos ecotipos, adaptaveis a condicdes

ambientais diversas (Yoshida et al. 2008).

Entretanto, quando uma populacdo destes micro-organismos é transferida para um
ambiente estatico, determinadas caracteristicas ndo s8o mais usadas e podem ser perdidas,
devido a degradacdo mutacional (Masel et al. 2007). Esta perda depende, além de outros
fatores, do tempo de permanéncia nesse ambiente estatico e pode ser acelerada, se 0 custo

energético para manter esta habilidade for alto. (Masel et al. 2007, Vilaprinyo et al. 2010).

Este fendmeno tem sido observado em Cyanobacteria, em cepas mantidas em
condicdes de cultivo. As mudangas mais usuais sdo a desagregacdo das colbnias, perda de
mucilagem e de aerotopos e também da capacidade de produzir determinados metabolitos
(Otsuka et al. 2000, Day et al. 2005, Day & Brand 2005, Zhang et al. 2007).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O principal objetivo do presente trabalho foi a caracterizacdo quimica e toxicoldgica
(exposicao prolongada) da fracdo ativa presente no extrato em acido acético 0,1 M da cepa
Pseudanabaena galeata CCIBt 3082 (Pseudanabaenaceae, Pseudanabaenales).

2.2 Objetivos Especificos

1. Cultivo e extracdo, com &cido acético 0,1 M, de biomassa obtida da cepa
Pseudanabaena galeata CCIBt 3082, seguidos pelo fracionamento, desse extrato.

2. Avaliacdo do ganho de peso, do consumo de racdo e de agua, do peso relativo dos
orgaos: figado, rim, pulmé&o, baco, timo, dos achados anatomopatolégicos de camundongos
expostos a ingestdo prolongada do extrato de P.galeata.
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3 CONSIDERACOES SOBRE O DELINEAMENTO DO PROJETO

Para o delineamento das etapas a serem seguidas, neste estudo, foram realizados
ensaios prévios, quimicos e toxicoldgicos. O solvente adequado para a extracdo da toxina ja
havia sido determinado (Cunha et al. 2010, Pipole et al. 2010).

Esses ensaios preliminares constaram de: 1) pesquisa das cianotoxinas conhecidas em
Cromatografia Planar e de cianotoxinas desconhecidas, por ensaio em camundongo, realizado
segundo o protocolo da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), por via intraperitoneal
(Harada et al. 1999) e 2) pré-fracionamento bioguiado do extrato, em cartucho de silica
octadecilsilanizada.

Para tanto, a biomassa uniespecifica da cepa P. galeata CCIBt 3082 obtida em cultura
foi submetida a extracdo assistida por ultrassom, com é&cido acético 0,1 M, liofilizada e
empregada nos testes cromatograficos (CP); no pré-fracionamento bioguiado, a fracdo toxica

eluiu com a fase movel mais polar, o &cido acético 0,1 M.

Nos testes toxicologicos em camundongo, houve reproducdo dos resultados obtidos
durante a efetuacdo da triagem da Colecdo de Culturas de Cianobactérias do Instituto de
Boténica (Arjonilla-de-Mattos & Carvalho, 2009), ou seja, também foram observadas lesdes

com aspecto de cistos, no figado de alguns dos animais que receberam o extrato (Figura 2)

Figura 2. Imagem do figado de camundongo controle (A) e tratado (B) com o extrato
em &cido acético 0,1 M de P.galeata CCIBt 3082, por via intraperitoneal,
dose nica de 1.000 mg kg™. As setas mostradas em B indicam as lesdes
com aspecto de cistos.

Em geral, o rendimento em biomassa, nos cultivos de cepas de cianobactérias ndo é

alto, motivo pelo qual, é necessario obté-la em “batches”. Assim, a biomassa necessaria para
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0 desenvolvimento do estudo de P. galeata CCIBt 3082 foi obtida em dois “batches”
distintos.

O primeiro deles foi retirado do cultivo no dia 21 de janeiro de 2012 e o segundo, no
dia 15 de maio de 2012, sendo, portanto, processados em separado.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 O organismo

Para a realizacdo deste estudo, foi submetida a ensaios a linhagem da espécie de
Pseudanabaena galeata CCIBt 3082, coletada no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, em
Sdo Paulo, no dia 01/11/1996. Esta cepa pertence a Colecdo de Culturas de Algas,
Cianobactérias e Fungos do Instituto de Botanica (CCIBt). No Banco de Culturas, as
linhagens sdo mantidas em triplicata, sendo observados o0s seguintes protocolos de
manutencdo: 0os meios de cultura séo esterilizados em autoclave vertical, a 121 °C, 1 atm,
durante 30 minutos e a repicagem é feita em camara de fluxo laminar, previamente

esterilizado sob luz UV, durante 30 minutos.

4.1.1 O meio de cultura

O meio de cultura empregado para o cultivo e manutencao da cianobactéria P. galeata
foi o BG-11, pois € o que proporciona as condicdes nutricionais adequadas para o

desenvolvimento esta espécie (Rippka et al. 1979, Jacinavicius et al.2012).
O meio de cultura foi preparado em duas etapas:

1. As solucBes-estoque (Tabelas 2 e 3) sdo preparadas, acondicionadas em frascos

plasticos e armazenadas em freezer, a — 20 °C, até o uso.

2. Quando necessario, a solucédo ¢é descongelada, diluida e empregada imediatamente.
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Tabela 2. Composic¢éo e quantidade das solugdes-estoques

NUTRIENTES - Solugdes-estoque Quantidade (g)
EDTA (C1oH16N20s) 0,1000

Citrato férrico amoniacal (CgHgO7 x Fe ** + yNH3) 0,6000
Solucéo de metais tracos * (*

Nitrato de S6dio (NaNO;) 150,0000
Fosfato &cido dipotéssio trihidratado (K;HPO, + 3H,0) 4,0000
Sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO,4 + 7H,0) 7,5000
Cloreto de célcio dihidratado (CaCl, + 2H,0) 3,6000
Carbonato de sodio (Na,COs) 2,0000

Acido citrico (CsHgO7+ H,0) 0,6000

Tabela 3. Composicdo dos tracos de metais (*)

Solucgbes-estoque Quantidade (g)
H3BO; 2,8600
MnCl, + 4H,0 1,8100
ZnS0O4 + 7H,0 0,2220
NaMoOg4 0,3900
CuSO,4 + 5H,0 0,0790
Co(NOs), + 6H,0 0,0494

As quantidades de sais determinadas nas tabelas 1 e 2 sdo as necessarias para preparar

1.000 mL de solucao-estoque.
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Para evitar que o sal de ferro precipite, os sais devem ser adicionados a agua
deionizada, sob agitacdo, na sequéncia em que estédo listados. O pH da solugéo final deve ser
ajustado para 7,4.

4.2 Cultivo e multiplicacéo da cepa

A cepa em estudo - P. galeata CCIBt 3082- foi cultivada em dois “batches” distintos,
sob as mesmas condicGes constantes e controladas: meio BG-11, temperatura 22 + 1 °C,
irradiancia 15 - 20 umol m? s™ e periodo 14: 10 h claro:escuro. Segundo o protocolo, 5 mL
de in6culo foram transferidos diretamente da amostra do banco para erlenmeyer com 50 mL
de meio esterilizado. Apds um periodo de 1 a 2 semanas de crescimento, sob agitacdo
constante de 70 rpm, os 50 mL foram transferidos para frasco de cultivo com 500 mL de
meio, mantidos também sob agitacdo de 70 rpm. Novamente ap0s duas semanas, tendo 0s
organismos atingido seu desenvolvimento 6timo, a biomassa resultante foi transferida para
frasco contendo 5.000 mL de meio de cultura e submetida a aeracdo constante, por um
periodo de 1 a 2 semanas, ou Seja, até que as culturas atingissem o final da fase exponencial
de crescimento (Azevedo & Sant'Anna 2003).

4.3 Obtencédo dos extratos cianobacterianos

As biomassas obtidas nos cultivos (1° e 2° “batches”) de P. galeata CCIBt 3082 foram
liofilizadas, pesadas e submetidas a extracdo com acido acético 0,1 M (4x), por exposicao a
ultrassom (4x 30 seg., 100 W), seguida por centrifugacdo (1045x g, por 50 minutos, 4x). Os

sobrenadantes foram reunidos, liofilizados e pesados (Pyo & Shin 2002; Harada et al. 1999).

O extrato do primeiro “batch” de P. galeata CCIBt 3082, apos a liofilizacdo, foi
direcionado para os estudos bioldgicos e o extrato do segundo “batch” foi dividido, sendo

parte direcionada para os estudos bioldgicos e parte, para 0s estudos quimicos.
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4.4 Estudos quimicos

4.4.1 Prospecgao de cianotoxinas conhecidas (microcistinas, saxitoxinas, anatoxina-a e -

metilaminoalanina) no extrato em &cido acetico 0,1 M, de P. galeata CCIBt 3082

A pesquisa quimica de cianotoxinas foi realizada por Cromatografia Planar (CP).

4.4.1.1 Pesquisa cromatografica de microcistinas (Harada et al. 1988, 1999)

Para esta pesquisa, 1 pg do extrato liofilizado foi dissolvido em &gua deionizada e
aplicado a placas de gel de Silica (20x20 cm, 0,25 mm, Kieselgel 60GF,s4, E.Merck),
juntamente com o padrdo de microcistina-LR (Sigma-Aldrich®, 95% de pureza). O
cromatograma foi desenvolvido com o solvente cloroformio/metanol/agua, 64:36:8, v/viv
(Poon et al., 1987; Harada et al., 1991), em atmosfera equilibrada pela colocagédo do solvente
20 minutos antes das placas. Apos a corrida cromatogréafica, a placa foi seca em correntes de
ar, avaliada sob luz ultravioleta (A 254nm e 365 nm) e em seguida, derivatizada com
tetrametilbenzidina (TMB) (Pelander et al. 2000).

Para essa derivatizacdo, a placa seca ficou exposta, por 20 minutos, ao gas cloro,
gerado pela mistura de volumes iguais de HCI 10% e solucdo de permanganato de potassio

5%, aeradas por 15 segundos e nebulizadas com TMB.

e Reagente TMB para microcistinas: 0,8 mg de TMB foi dissolvido em 1,5 mL de acido
acetico glacial, ao qual foram acrescentados 25 mL de &gua deionizada e 50 mg de

iodeto de potassio.

4.4.1.2 Pesquisa de saxitoxinas (Buckley et al. 1976)

Para essa andlise, 1 ug de extrato liofilizado foi dissolvido em agua deionizada e
aplicado a placa de gel de Silica (20x20 cm, 0,25 mm, Kieselgel 60GF2s4, E.Merck). O
cromatograma foi desenvolvido no mesmo sistema de eluentes utilizado para a pesquisa de

microcistinas. A placa foi seca em corrente de ar, por uma hora, nebulizada com peréxido de
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hidrogénio 1%, aquecida a 100 °C por 10 min e observada sob luz ultra violeta, em

comprimento de onda de 365 nm. As saxitoxinas sdo visiveis como manchas fluorescentes.

4.4.1.3 Pesquisa de anatoxina-a (Ojanpera et al.1991)

Para esta pesquisa, 10 pg de extrato liofilizado foram dissolvidos em &gua deionizada
e tiveram seu pH ajustado para 11-11,5, com hidréxido de sédio 1 N, apds o que foram
extraidos em funil de separacdo, com 10 mL de diclorometano/isopropanol 95:5, (v/v). As
fases foram separadas por centrifugagcdo. A fase aquosa foi descartada, a fase organica foi
evaporada e o residuo, reconstituido com 15 uL de cloroférmio, que foram aplicados
integralmente a placa cromatografica de gel de silica 60 F,s4. Sobre este material aplicado,
foram aplicados 2 uL de solucdo 0,5 M de bicarbonato de sodio. Apos secagem sob corrente
de ar, sobre a mesma mancha foram aplicados 3 pL de solucéo aquosa de “Fast Black K Salt”
(FBK) 1%. O cromatograma foi desenvolvido em tolueno/metanol (90:10) e apds secagem em
corrente de ar, foi avaliado para a presenca de mancha alaranjada, em Rf 0,42, relativa ao

derivado de anatoxina-a.

4.4.1.4 Pesquisa do aminoacido B-metilaminoalanina, reagente n° 207 (Merck 1971e)

Para essa andlise, 1 pg de extrato liofilizado foi dissolvido em agua deionizada e
aplicado a placa de papel Watman N° 3, juntamente com o padrdo de B-metilaminoalanina
(Sigma-Aldrich®) . O cromatograma foi desenvolvido em butanol/acido acético/agua 5:4:1
(v/viv) e a seguir, foi seco em corrente de ar. Apds a secagem, o cromatograma foi

derivatizado com ninidrina e aquecido a 110 °C, por 15 minutos.

4.4.2 Fracionamento bioguiado do extrato em &cido acético 0,1 M de P. galeata CCIBt
3082

Para o fracionamento, 3 g do extrato liofilizado de P. galeata CCIBt 3082 foram

divididos em porcGes de 100 mg, que foram, uma a uma, submetidas a fracionamento, em
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cartucho de silica octadecilsilanizada (Waters Sep-Pak® Vac 12 cc Cyg - 10 g). Cada uma das
amostras de 100 mg foi diluida em 1 mL de &cido acético 0,1 M e aplicada ao cartucho,
previamente ativado com 125 mL de metanol 100%, seguido de 125 mL de &cido acético 0,1
M. O fracionamento foi conduzido a vacuo e as fra¢des eluidas com a seguinte sequencia de
solventes: 75 mL de &cido acético 0.1 M 100%; 75 mL de metanol/ &cido acético 0.1 M
80:20, (v/v); 75 mL de &cido acético 0,1 M/metanol 50:50, (v/v); 75 mL de &cido acético 0,1
M/metanol 10:90 (v/v) e 75 mL de metanol 100%.

A fracdo eluida em &cido acético 0,1 M 100% foi coletado em 03 subfragdes de 25 mL
cada, denominadas 1.a, 1.b e 1.c, respectivamente. Cada uma das subfra¢des foi submetida a
bioensaio de toxicidade.

Apbs o fracionamento de cada porcgdo, o cartucho era recuperado pela eluicdo da
sequéncia de solventes: 125 mL de metanol, 125 mL de cloroférmio e 125 mL de hexano e
reutilizado. As fragdes e aliquotas semelhantes, eluidas nos diversos fracionamentos, foram
coletadas no mesmo frasco. As fracdes em acido acético 0.1 M foram liofilizadas e pesadas, e
as demais foram concentradas a vacuo, para eliminacdo do solvente organico e liofilizadas a

sequir.

4.4.3 Analise do extrato, da fracdo 1 e da subfracédo 1.a de P. galeata CCIBt 3082 por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O extrato, a fracdo 1 e a subfracdo 1.a, em acido acetico 0,1 M de P. galeata CCIBt
3082, eluidas no fracionamento, em cartucho de silica octadecilsilanizada, com o solvente
acido acético 0,1 M, foram analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),

nas seguintes condicdes:

e Cromatdgrafo Liquido Dionex, operando com software Chromeleon versdo 6.60 e
equipado com bomba automatica P680, detector UVD340U e coluna analitica Cig
ZORBAX ODS, (5 x 250 mm), 5 um;

e Solvente A — Agua/Acido acético 0,1%;

e Solvente B — Acetonitria/ &cido acético 0,1%:;
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e Gradiente: de 0 a 11 min., 95% do solvente A; até 60 min., 100% do solvente B; de 60
a 70 minutos, 5% do solvente B, condicdo que se mantém até o final da corrida
cromatogréfica (75 minutos); fluxo: 1 mL min™; detector UV-PDA; comprimentos de
onda: A =220, 250, 400 e 500nm.

4.4.4 Analise do extrato e da subfracdo 1.a resultante do fracionamento do extrato de P.
galeata CCIBt 3082, por Cromatografia Planar, para pesquisa de metabolitos
pertencentes as classes quimicas dos aminoacidos, aminas, peptideos, alcaloides e

terpenoides

Nessas analises, foram utilizadas placas de gel de silica (20x20 cm, 0,25 mm,
Kieselgel 60GF2s4, E.Merck), (uma para cada teste cromatografico) as quais foram aplicadas,
manualmente, e com auxilio de capilar, amostras de 100 pg da fracdo e da subfracdo 1.a

individualmente.

Foram empregadas, entre outras, as seguintes fases modveis: a)
cloroférmio/metanol/agua, 64:36:8 (v/v/v); b) butanol/acido acético/agua, 12:03:05 (v/v/v) e
c) piridina/acetato de etila/acido acético /agua, 75:25:15:30 (v/v/viv) (Poon et al. 1987,
Harada et al. 1999).

Os cromatogramas foram desenvolvidos em atmosfera equilibrada e ao término de
cada corrida cromatogréafica, as placas foram secas em capela, em corrente de ar e analisadas
sob luz ultravioleta, nos comprimentos de onda A 254 e 365 nm. A seguir, cada placa foi

derivatizada com um dos seguintes reagentes.

4.4.4.1 Ninidrina, para a pesquisa cromatografica de aminoacidos e aminas (grupo N-H),
n° 207 (Merck 1971e)

Preparo das solu¢bes A e B de ninidrina. Solucdo A: 0,3 mg de ninidrina dissolvido
em 100 mL de n-butanol, acrescidos de 3 mL de &cido acético glacial. Solu¢cdo B: 0,2 g de
ninidrina dissolvido em 100 mL de etanol 98%. Imediatamente antes da derivatizacdo, A e B
foram misturados, na proporcédo 1:1 e nebulizados sobre o cromatograma desenvolvido e seco.

A placa nebulizada foi aquecida a 110 °C, por 15 minutos.
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4.4.4.2 Vanilina, para a pesquisa cromatografica de aminoacidos especiais e aminas
(Grupo N-H), reagente n° 328 (Merck 1971g)

e Solucdo A: preparar uma solucdo de vanilina 2% em 2-propanol;

e Solucdo B: preparar uma solucdo de hidroxido de potéssio 1 %, em etanol.

O cromatograma foi nebulizado com a solucdo A e aquecido por 10 min., a 110 °C. Se
presentes, alguns aminoécidos (ornitina e lisina) tornam-se fluorescentes, sob luz ultravioleta

de comprimento longo.

A seguir, 0 mesmo cromatograma foi nebulizado com a solugcédo B e aquecido, em

condicdo semelhante. Se presentes, outros aminoécidos, como a glicina, tornam-se coloridos.

4.4.4.3 Anisaldeido, para pesquisa cromatografica de terpenoides, n°® 22 (Merck 1971a)

Preparo da solucdo de anisaldeido: 0,5 mL de anisaldeido dissolvido em 50 mL de
acido acetico glacial e 1 mL de &cido sulfurico. A placa cromatografica desenvolvida e seca

foi nebulizada com a solucdo de anisaldeido e aquecida a 120 °C, por 100-105 °C.

4.4.4.4 Deteccdo de substancias organicas com lodo, n° 160 (Merck 1971d)

O cromatograma previamente desenvolvido e seco foi colocado em camara contendo

cristais de iodo e retirado ap6s 20 minutos, para observacao.

4.4.4.5 Deteccdo de peptideos (hidrdlise, seguida de pesquisa de aminoacidos, por CP,

com ninidrina (Bernardi et al. 2003)

Aliquotas de 4 mg da subfracdo 1.a, resultante do fracionamento do extrato em acido
acetico 0,1 M de P. galeata CCIBt 3082, foram colocadas em frascos de 10 mL e dissolvidos
com &cido cloridrico 6 N. Os frascos foram hermeticamente fechados e colocados em estufa, a

110 £ 5 °C, onde permaneceram por 22 horas. Em seguida, os frascos foram resfriados a
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temperatura ambiente, abertos e o acido foi evaporado das amostras, em dessecador, na
presenca de 20 g de pastilhas de hidroxido de sddio, até eliminacdo completa do reagente de
hidrélise. O tempo necessario para a total evaporagdo do &cido foi de 48 horas. Esta analise
foi feita em triplicata.

Apos a secagem, o hidrolisado foi dissolvido em 50 ul de agua deionizada e aplicado a
placa de papel Watman N° 3. O cromatograma foi desenvolvido em butanol/acido
acético/agua 5:4:1 (v/v/v) e a seguir, foi seco em corrente de ar. Apds a secagem, O

cromatograma foi derivatizado com ninidrina e aquecido a 110 °C, por 15 minutos.

4.4.4.6 Reagente de Dragendorff , segundo Munier & Macheboeuf, para alcaloides, n°
131 (Merck 1971b)

O cromatograma desenvolvido e seco foi nebulizado com a solucdo-estoque do

reagente.

e Solucdo A: dissolver 0,85 g de nitrato de bismuto Il dissolvidos em 10 mL de acido

acetico glacial e 40 mL de agua deionizada.
e Solucao B: dissolver 8 g de iodeto de potassio em 20 mL de agua deionizada.

e Solucdo-estoque: misturar partes iguais de A e B. colocar em frasco escuro e manter

em geladeira.

e Solucdo nebulizadora: Misturar 1 mL de solucdo-estoque com 2 mL de acido acético

glacial e 10 mL de agua deionizada, imediatamente antes do uso.

4.4.4.7 lodo - iodeto de potassio acidico para alcaloides, n° 162 (Merck 1971c)

Preparo da solucdo de iodo - iodeto de potassio acidico: dissolver 1 g de iodo
ressublimado em 50 mL de agua deionizada e adicionar 2 mL de acido acético. Completar o

volume para 100 mL, com &gua deionizada.
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4.4.4.8 lodeto de potéssio platinado para alcaloides, reagente n° 246 (Merck 1971f)

Preparo da solucdo nebulizadora: adicionar 5 mL de solugdo de 4cido
hexacloroplatinico 5 % a 45 mL de solucdo aquosa de iodeto de potéssio. Acrescentar 100
mL de agua deionizada. Preparar imediatamente antes do uso.

4.5 Estudos bioldgicos

4.5.1 Ensaios in vitro

4.5.1.1 Ensaio bioautogréafico para analise de potencial antifingico do extrato em acido
acético 0,1 M de P.galeata CCIBt 3082 (Agripino et al. 2004)

O fungo Cladosporium sp. foi obtido a partir de uma matriz inicial, inoculado em
placa de Petri em meio BDA (Batata, Dextrose e Agar), incubado por 12 dias em estufa, &
temperatura de 28°C, ap0s este periodo foi realizada extracdo de esporos, com solugéo de sais

e glicose (6:1).

200 pg do extrato de P.galeata CCIBt 3082 foram submetidos a CP, como descrito
anteriormente, e desenvolvido com a fase mével cloroférmio/metanol/agua, 64:36:8 (V/v/v).
Apos o desenvolvimento, o cromatograma foi seco e nebulizado com a solucdo de esporos e
incubado em camara Umida mantida em estufa a 28 °C, por 2 dias e analisado em seguida.
Compostos inibidores formam zonas de inibi¢do claras, contra o fundo escuro da placa

cromatografica.

4.5.1.2 Ensaio bioautografico para avaliacdo da atividade antioxidante do extrato em
acido acético 0,1 M de P.galeata CCIBt 3082 (Hostetmann et al. 2003)

Para esta avaliacdo, 200 ug do extrato de P.galeata CCIBt 3082 foram submetidos a
CP, desenvolvida com a fase mdvel cloroférmio/metanol/agua, 64:36:8 (v/v/v). Apds o

desenvolvimento, o cromatograma foi seco e nebulizado com solucéo metanélica (2 mg.mL™)
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do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), que permite detectar substancias com
atividade antioxidante, em extratos vegetais. Essas substancias aparecem como manchas

amareladas sobre fundo violeta, ap6s a derivatizagéo.

45.1.3 Ensaio bioautografico para avaliacdo de atividade inibidora da enzima
aceticolinesterase, no extrato em &cido acético 0,1 M de P.galeata CCIBt 3082
(Rhee et al. 2001, Marston et al. 2002)

Para a avaliacdo da atividade anticolinesterasica, foram aplicados, em placa
cromatografica, 200 ug do extrato de P.galeata CCIBt 3082, como descrito anteriormente.
Eserina foi empregada como controle positivo e cloroférmio/metanol/agua, 64:36:8 (v/v/v),
como fase movel. Apds o desenvolvimento, o cromatograma foi seco e nebulizado com a
enzima acetilcolinesterase (6.66 mL), dissolvida previamente em tampdo TRIS HCI (tris-
hidroximetilaminometano) 0,05M (pH 7,8) e estabilizada pela adi¢do de 150 pg de albumina
de soro bovino. O cromatorama foi incubado a 37 °C, durante 20 minutos, apos o que, foi
nebulizado com solucdo 1:1 de acetato de 1-naftila, em etanol e de Fast Blue salt, em agua.

Os inibidores da acetilcolinesterase aparecem como halos claros, sobre fundo purpura.

4.5.2 Ensaios “in vivo”

45.2.1 Animais

Para a realizacdo dos ensaios toxicologicos, foram utilizados camundongos Swiss-
Webster, machos, entre 30 a 50 dias de idade ou com peso entre 19 e 22 g. Esses animais
eram provenientes do biotério do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo - FMVZ/USP. No presente estudo,
foram observados todos os procedimentos e normas éticas relativos ao uso de animais de

laboratorio, desta faculdade.

Para aloja-los, foram usadas caixas de plastico fosco, medindo 30x20x19 cm, dotadas
de tampas metalicas. Em cada uma delas, eram colocados, no maximo, trés animais. A

temperatura e umidade ambientes foram mantidos constantes (21-24°C e 65-70%,
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respectivamente) (controle por aparelho de ar condicionado central) assim como o ciclo
noite:dia de 12:12 horas, cuja fase clara iniciava as 6:00 h.

Durante o experimento, 0s animais tiveram livre acesso a 4gua e a racdo balanceada
para roedores. Também nos dias anteriores aos ensaios, 0s animais eram mantidos nessas
condigoes.

Os experimentos com animais (camundongos) foram aprovados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais - FMVZ/USP, protocolo n° 3012/2013.

45.2.2 Ensaio de toxicidade aguda (dose Unica), por via intraperitoneal, em

camundongos

Os testes de toxicidade em camundongos, por via intraperitoneal, foram realizados em
triplicata, seguindo método preconizado pela Organizacdo Mundial da Saude (Harada et al.
1999). Este ensaio consiste na administracdo da amostra, por via intraperitoneal, em
camundongos machos, com idade entre 30-50 dias, ou com peso corporeo entre 19 e 22 g. A
cada animal-teste, foram administrados 1.000 mg kg ™ do extrato em &cido acético 0,1 M de
P. galeata CCIBt 3082, reconstituido com até 1 mL de &gua destilada. Os animais-controle
receberam unicamente 1 mL de agua destilada, pela mesma via. Os sinais de intoxicacao e o
tempo de sobrevida (quando pertinente) foram anotados. Os animais foram observados por

sete dias, ap0s o0s quais foram eutanasiados e submetidos a exame “post-mortem”.

4.5.2.3 Ensaio de toxicidade aguda (dose Unica), por via oral, em camundongos

Estes testes foram realizados em triplicata, em camundongos macho Swiss-Webster,
com idade entre 30-50 dias, ou 0 peso entre 19 e 22 g. Cada um recebeu, por administracéo
oral, 1.000 mg kg * do extrato em é&cido acético 0,1 M de P. galeata CCIBt 3082,
reconstituido com 1 mL de agua filtrada. Os animais foram observados por sete dias, durante
0s quais todos os sinais de intoxicacdo foram anotados; ap0s este periodo, foram eutanasiados
e submetidos a exames “post mortem”. O grupo-controle foi submetido a procedimentos

idénticos, porém receberam, por via oral, unicamente 1 mL de agua filtrada.
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4.5.2.4 Determinacdo da Dose Letal Média (DLsp), por via oral, dose Unica, do extrato
em acido acético 0,1 M de P. galeata — Protocolo n° 425 da Organisation for
Economic Co-operation and Development (OECD) (Oecd 2008a)

Para o calculo da Dose Letal Média (DLsg), foram utilizados camundongos machos de
30 - 50 dias de idade, ou com peso entre 19 e 22 g. Foram formados grupos de 03 animais, 0S
quais receberam doses previamente determinadas do extrato de P.galeata CCIBt 3082,
reconstituidas com éagua filtrada, por via oral, de acordo com o protocolo da OECD n° 425. O
periodo de observacao foi de 24 horas; a ocorréncia, ou ndo, de morte dos animais determinou

o tratamento de mais 03 animais, com dose maior ou menor.

As doses administradas do extrato em &cido acético 0,1 M de P. galeata CCIBt 3082,
do segundo “batch”, foram de 175, 550, 1.750, 2.250, 3.250, 4.250 e 5.000 mg kg™.

4.5.2.5 Ensaio de toxicidade subcronica, via oral (periodo de 28 dias)

Para esse ensaio, foram utilizado 4 grupos de 5 camundongos, com idade entre 30-50
dias ou peso entre 19 e 22 g, receberam, por via oral, doses pre-estabelecidas do extrato de
P.galeata CCIBt 3082, reconstituidas com agua filtrada, diariamente, sete dias por semana,
durante 28 dias. Durante todo o periodo, todas as ocorréncias ou alteracdes apresentadas pelos
animais foram observadas e anotadas. Os grupos-controle receberam agua filtrada pela mesma

via, durante igual periodo (Oecd 2008b).

As doses administradas com extrato do primeiro “batch” foram de 1, 5 e 25 mg kg™.

As doses administradas com extrato do segundo “batch” foram de 500, 1.000 e 1.500 mg kg™.

4.5.2.6 Avaliacdo do ganho de peso e do consumo de agua e racao

Os camundongos foram pesados antes do inicio dos tratamentos, para a distribuicao
estatisticamente homogénea dos grupos. O consumo de agua e racdo, juntamente com 0 peso
dos animais, foram mensurados dia sim, dia ndo, durante todo o periodo de tratamento, para a

avaliacdo do ganho de peso e acerto da dose administrada (Oecd 2008b).
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4.5.2.7 Observacéao das respostas fisiologicas a administracao do extrato (Brito 1994)

Os animais foram observados, diariamente, logo apds o tratamento por um periodo de
2-3 horas, para verificagdo da ocorréncia de manifestacdes de sinais de intoxicacdo como:
dificuldade de locomocdo, alteragdes na pele, pelos e mucosas, piloerecdo, sialorréia,
convulses, hiperexitabilidade, contor¢des abdominais, movimentos estereotipados, tremores,

diarreia, letargia e coma.

4.5.2.8 Avaliacdo do peso relativo dos 6rgaos

Em cada um dos diversos tratamentos aplicados, ao final do periodo estipulado, os
animais foram anestesiados com xilazina e cetamina (5,0 e 50 mg kg™, respectivamente)
administradas por via intraperitoneal e submetidos a eutanésia, por decapitacdo em guilhotina.
Imediatamente apds esses procedimentos, 0s seguintes orgaos foram coletados e pesados:

baco, figado, rins, porcdes do intestino, timo e sistema nervoso central (SNC).

O baco foi dividido em duas partes, sendo uma delas e os demais érgéos, preservados

em fenol 10% tamponado, para as avalia¢@es histologicas.

4.5.2.9 Estudos histopatoldgicos

Os orgdos coletados e mantidos em formol 10% tamponado foram fixados em Bouin
(&cido picrico saturado/formol/acido acético glacial, 75:25:5, v/v/v), por 24 h, apés o que
foram lavados em agua corrente por uma hora e, na sequéncia, com alcool 70%, para a

conservacao do tecido.

Os tecidos fixados foram desidratados na seguinte bateria: alcool 95% (1 banho),
alcool absoluto (3 banhos), xilol (2 banhos) e parafina a 60°C (3 banhos). Cada banho teve a
duracdo de 1 hora. Os blocos resultantes foram cortados em micrétomo e corados com

hematoxilina e eosina (H.E.), preparadas segundo o seguinte protocolo:
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e Hematoxilina de Harris: dissolver 1 g de hematoxilina cristalizada, 20 g de sulfato de
aluminio e amonio e 3 g de Oxido de mercurio, em 10 mL e alcool etilico 95%;
adicionar 2-4 mL de &cido acético glacial e acrescentar &gua destilada, até completar o
volume de 1.000 mL.

e Eosina de Putt: dissolver 1g de eosina e 0,5 g de dicromato de potassio, 10 mL de
solucdo aquosa saturada de &cido picrico, 10 mL de alcool etilico absoluto e 1 gota de
acido acético em 80 mL de &gua destilada.

As laminas foram desparafinizadas empregando-se a técnica da sequéncia de banhos
em xilol I, xilol Il, xilol 111, &lcool absoluto, alcool 95%, alcool 70%, tendo cada banho, a
duracdo de 3 minutos. Apos a desparafinizacdo, os materiais foram lavados em &gua corrente,
por cinco minutos, corados com hematoxilina, por 5 minutos e novamente lavados em agua
corrente, por 5 minutos. Seguiu-se a diferenciagdo com alcool etilico 70% (250 mL etanol +
1,25 mL &cido cloridrico) e a lavagem em agua destilada, por 5 minutos.

Apos esta lavagem, procedeu-se a contra-coloracdo com eosina, durante 1 a 2 minutos,
seguida de desidratacdo, na bateria alcool 95%, alcool absoluto, xilol + &lcool absoluto (1:1),

xilol I, xilol 11, xilol final e finalmente e da montagem das laminas.

4.5.2.10 Avaliacdo da celularidade do baco

Para avaliacdo da celularidade do bago, o fragmento reservado apos a divisdo do
orgao, foi prensado entre duas laminas e lavado com 10 mL de solucdo gelada de meio de
cultura RPMI-1640 (Gibco®, Invitrogen cell culture), em pH 7,4. As laminas foram
acondicionadas em gelo, até 0 momento da contagem, em camara de Neubauher. Para a
observacdo da viabilidade e para a contagem global das células nucleadas foi empregado o

corante azul de tripan diluido 6x em PBS (Phosphate Buffer Saline).

4.5.2.11 Avaliacédo global de células da medula dssea

As células da medula déssea foram retiradas da cavidade femoral (fémur da para

direita) de cada animal, ap6s lavagem da mesma com 5,0 mL de solugdo gelada de RPMI-
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1640 ajustada para o pH 7,4. As células foram acondicionadas em tubos de poliestireno e
dispersas com auxilio de pipeta “Pasteur” até obtencdo de uma suspenséao celular homogénea.
A viabilidade e contagem global das células nucleadas foram realizadas em c&mara de
Neubauher, utilizando o corante azul de tripan, diluido 6x em PBS.

4.6 Anélise Estatistica

Para a andlise estatistica, foi utilizado o software GraphPad Instat v 5.01 e os
resultados obtidos foram apresentados na forma de média com seu respectivo desvio-padréo.

Para a deteccdo das diferencas significantes entre os grupos foi utilizada a analise de
variancia ANOVA, seguida do teste Dunnett.

4.7 Forma de analise dos resultados

Os resultados das cromatografias desenvolvidas por CLAE e detectadas por detector
UVD340U foram apresentados na forma de cromatogramas e os dados obtidos, expressos em

Tr (Tempo de retencéo).

Os resultados dos testes (qualitativos) por cromatografia planar foram apresentados

como imagem.

Os resultados dos estudos biolégicos foram apresentados em graficos, tabelas e

fotomicrografias.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 O organismo

A amostra da Cole¢do de Culturas de Cianobactérias da cepa P. galeata CCIBt 3082
entrou em senescéncia, no inicio do ano de 2013. Foram feitas tentativas para recupera-las, as

quais, entretanto, resultaram infrutiferas.

5.2 Obtencéo das biomassas e dos extratos cianobacterianos

Os respectivos rendimentos dos processos de obtencdo das biomassas (primeiro e
segundo “batches”) e dos extratos em 4acido acético 0,1 M de P. galeata CCIBt 3082,

liofilizados, estdo na tabela 4.

Tabela 4. Rendimentos das biomassas e extratos em acido acético 0,1 M de P. galeata CCIBt
3082

P. galeata CCIBt 3082

Biomassas Extratos Rendimentos
liofilizadas () liofilizados ()

(%)
1° “patch” 1,2478 0,6728 54,34%
2° “patch” 28,9781 24,7456 85,39%

5.3 Ensaios realizados com o extrato em acido acético 0,1 M de P. galeata, obtido do
PRIMEIRO “BATCH”

5.3.1 Ensaio preliminar de toxicidade em camundongos, por via oral, dose Unica (1°
“batch”)

Neste ensaio, 0 extrato foi administrado por via oral, em dose Unica de 1.000 mg.kg™,

a camundongos. Os animais, em numero de trés, foram observados por 07 dias. O animal
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controle recebeu agua filtrada, pela mesma via. Os sinais de intoxicacdo apresentados pelos
animais foram: cauda em Straube, coceira, ptose palpebral e hiperatividade intestinal. Esses
parametros sdo relativos as respostas fisiologicas causadas por substancias que afetam o
Sistema Nervoso Central e Autbnomo.

Na andlise histopatoldgica, ndo foram detectadas lesdes nos pulmdes. No entanto
foram observados: ocorréncia de area necrotica e aumento dos espacamentos dos sinusdides,
no figado, além da presenca de hepatdcitos com citoplasma claro. E os animais-controle ndo

mostraram sinais de intoxicacéo ou qualquer leséo (Figura 3).

Figura 3. Fotomicrografias do figado de camundongo tratado (A e B) com extrato em &cido acético
0,1 M de P. galeata CCIBt 3082, e figado de camundongo controle (C). Em A e B as areas
em destaque mostram possivel area de necrose, com aumento do espagamento dos
sinusoides. As setas indicam presenca de hepatocitos com citoplasma claro, sugestivo de
presenca de vacuolos no seu interior. Aumentos: 400x (A) e 1.000x (B e C).

Além disso, foi observada hiperemia das veias centro-lobulares, que se encontravam
muito préximas, em possivel processo reparativo. O parénquima hepatico apresentou certo
grau de desorganizagdo (Figura 4).
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Figura 4. Fotomicrografias do figado de camundongo tratado com extrato em &cido acético 0,1 M de
P. galeata CCIBt 3082. Em A, B e C os circulos indicam hiperemia das veias centro-
lobulares que se encontram muito préximas e parénquima hepatico desorganizado.
Aumentos: 40x, 100x e 1.000x respectivamente.

Nos rins, as células dos tubulos contorcidos apresentavam-se hipertréficas e a luz dos
tibulos, expandida. E os rins dos animais-controle ndo mostraram sinais de intoxicacdo ou

qualquer lesao (Figura 5).
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Figura 5. Fotomicrografias do rim de camundongo controle (A) e tratado (B) com extrato em &cido
acético 0,1 M de P. galeata CCIBt 3082. Em B, as areas em destaque mostram aumento
das células dos tubulos contorcidos (células hipertréficas) e luz expandida do tabulo.
Aumento: 400x (A e B).

5.3.2 Ensaio de toxicidade subcronica 28 dias, por via oral (1° “batch”)

Este teste foi realizado em camundongos, divididos em 4 grupos de 5 animais. As
doses administradas por via oral foram de 1, 5 e 25 mg kg™ de extrato em &cido acético 0,1 M
de P. galeata CCIBt 3082; o grupo-controle recebeu, pela mesma via, agua filtrada.

Os animais do grupo que recebeu a dose de 1 mg-kg™, no 1° dia do experimento, apds
a administracdo, apresentaram coceira intensa, que perdurou por cerca de 20 minutos. Todos
0s animais deste mesmo grupo apresentaram, logo apds todas as administracOes, fezes

diarreicas.

Os animais que receberam 5 mg-kg™ e 25 mg-kg-1, apresentaram miccao intensa, no
5° dia de administracdo. Esse € um parametro de intoxicacdo por substancias que afetam o

Sistema Nervoso Auténomo (Brito 1994).

Nas avaliagdes do ganho de peso e do consumo de racdo, 0s grupos dos animais
tratados ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes entre si e também com
relacdo ao grupo-controle (Tabela 5 e 6) (Figura 6). Entretanto, pode ser observada tendéncia
de perda de peso nos animais tratados, fator muito importante, quando se trata da ingestao

continua de 4gua contaminada com P. galeata, por animais de producéo.
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Tabela 5. Avaliacdo do ganho de peso total (em gramas) dos camundongos tratados ou nédo
com as doses 1, 5 e 25 mg kg de extrato em &cido acético 0,1 M de P. galeata
CCIBt 3082 via oral, durante 28 dias

Ganho de peso

(9)
Controle® 1 mg kg® 5 mg kg® 25 mg kg®
Total 14,57 £ 1,89 9,86 £ 4,18 12,04 + 3,61 12,56 = 2,59

®n=5 camundongos/grupo. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. Ndo houve
diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao controle (ANOVA, seguida de Dunnett).

Tabela 6. Consumo médio diario e total de ragdo (em gramas) dos camundongos tratados ou
ndo com as doses 1, 5 e 25 mg kg de extrato em &cido acético 0,1 M de P. galeata
via oral, durante 28 dias

Consumo (28 dias)

(9)
Controle? 1 mg kg® 5 mg kg? 25 mg kg?
Médio 5,40 £ 0,62 4,67 £ 0,40 4,46 + 0,28 4,85+ 0,51
Total 151,18 + 3,92 125,15+ 1,38 124,98 + 2,01 135,75+ 2,74

®n=5 camundongos/grupo. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. Ndo houve
diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao controle (ANOVA, seguida de Dunnett).
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Figura 6. Ganho de peso total, consumo de racdo (em gramas) de camundongos tratados ou ndo com
diferentes doses do extrato em acido acético 0,1 M de P. galeata CCIBt 3082, durante 28
dias, por via oral. Os dados sdo apresentados como média + desvio — padrao.

Também, na comparacao entre os pesos dos 6rgaos (figado, rim e pulméo) dos animais
tratados e dos animais-controle, ndo foi observada diferenca estatisticamente significante
(Tabela 7 e Figura 7).

Tabela 7. Peso relativo dos 6rgaos — figado, rim e pulmao (g/100g de peso vivo) dos
camundongos tratados ou ndo com as doses 1, 5 e 25 mg kg™ de extrato em écido
acetico 0,1 M de P. galeata via oral, durante 28 dias

Peso relativo dos 6rgéos

(9/100g de Peso vivo)

Orgéo Controle? 1 mg kg® 5 mg kg? 25 mg kg?

Figado 547 +£0,34 5,09 £ 0,96 4,78 £0,17 5,56 + 0,68
Rim 0,78 £ 0,03 0,79 £ 0,04 0,80 £ 0,05 0,70 £ 0,05
Pulméo 0,39 £ 0,03 0,41 £ 0,04 0,37 £ 0,02 0,42 £ 0,07

*n=5 camundongos/grupo. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. Ndo houve
diferenca significativa (p<0,05) em relac&o ao controle (ANOVA, seguida de Dunnett).
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Figura 7. Peso relativo dos o6rgdos: figado, rim e pulmdo (g/100 g de peso vivo), de camundongo
tratado ou ndo com diferentes doses do extrato em acido acético 0,1 M de P. galeata CCIBt
3082 por via oral, durante 28 dias. Os dados sdo apresentados como média + desvio —
padréo.

No exame microscépico dos animais-controle e tratados, ndo foram encontradas
alteracdes circulatorias, degenerativas nem inflamatdrias nos seguintes érgéos: rim, figado e

pulmao.

As doses empregadas neste experimento (1, 5 e 25 mg-kg™ ) foram respectivamente
1.000, 200 e 40 vezes menores do que a dose utilizada no teste realizado por via oral, dose
Gnica de 1.000 mg-kg™. Esta divergéncia levanta a hipétese de que a auséncia de lesdes seja

devido a baixa concentracdo do principio ativo toxico nas doses administradas.
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5.4 Ensaios realizados com o extrato obtido da biomassa resultante do SEGUNDO
“BATCH”

5.4.1 Estudos Quimicos (2° “batch”)

5.4.1.1 Teste cromatografico, por CP, para deteccdo das cianotoxinas conhecidas

(microcistinas, saxitoxinas, antoxina-a e g-metilaminoalanina) (2° “batch”)

Foram negativos os resultados da pesquisa de cianotoxinas conhecidas (microcistinas,
saxitoxinas, anatoxina-a e 3-metilaminoalanina) em P. galeata CCIBt 3082.

As espécies P. mucicola, P. limnética e P. rutilus—viridis. foram citadas como
produtoras de microcistinas (Oudra et al. 2001; Teneva 2009, Kling et al 2012) assim como

algumas espécies isoladas de corpos d'agua, no Marrocos.

5.4.1.2 Fracionamento do extrato em acido acético de P. galeata CCIBt 3082 (2° “batch”)

Apos a separacdo, as fracOes eluidas do cartucho de silica octadecilsilanizada (Waters
Sep-Pak® Vac 12 cc Cyg - 10 g), com o gradiente de solventes: 4cido acético 0.1 M (Fracdo
1); metanol/ acido acético 0.1 M 80:20, (v/v) (Fragdo 2); acido acético 0,1 M/metanol
50:50, (v/v) (Fracdo 3); acido acético 0,1 M/metanol 10:90 (v/v) (Fracéo 4) e metanol 100%
(Fracdo 5) foram liofilizadas e pesadas. A massa da Fracdo 1, que continha a substancia
toxica, de acordo com experimentos realizados anteriormente (ConsideracGes sobre o
delineamento do projeto) foi liofilizada e pesada (1,8147 g). Esse material foi novamente
submetido a fracionamento em cartucho de silica octadecilsilanizada (Waters Sep-Pak® Vac
12 cc Cy5 - 10 g), com o mesmo gradiente de solventes, porém a Fracéo 1 foi coletada em 3
aliquotas distintas: as subfracdes 1.a, 1.b e 1.c. A subfracdo 1l.a foi liofilizada e pesada
(0,9216 g). Isso porgue, ainda de acordo com os estudos prévios da cepa, a subfracdo 1.a é a

que continha a(s) substancia(s) toxica(s).
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5.4.1.3 Anédlise do extrato, da Fracdo 1 e da subfracdo 1.a por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) (2° batch)

A sequéncia dos procedimentos de fracionamento do extrato em &cido acético 0,1 M
de P. galeata CCIBt 3082 foi acompanhada por CLAE. O cromatograma obtido do extrato
estd na figura 8, sendo que as condi¢des cromatograficas foram enunciadas no item 4.4.3 do
Material e Métodos.

35,0_Sequencia Angelica 1 #1 P. galeata uv_Vvis_2
" AU WVL:250 nm
, 6-53,318
2 - 38,53944242184845 841 Y=E3EE
1-1,775
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Figura 8. Cromatograma (CLAE) do extrato em &cido acético 0,1 M de P. galeata CCIBt 3082.

O cromatograma, desenvolvido nas mesmas condicGes, com a Fracdo 1 do extrato de

P. galeata esta na figura 9.
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Figura 9. Cromatograma (CLAE) da Fracdo 1 do extrato em acido acético 0,1 M de P. galeata CCIBt
3082.

A figura 10 mostra o cromatograma da subfracdo 1.a, com pico Unico, relativo a

substancia eluida em T= 1,72 min, cujo espectro ultravioleta esta na figura 11.
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Figura 10. Cromatograma (CLAE) da subfracdo 1.a do extrato em acido acético 0,1 M de P. galeata
CCIBt 3082.
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Figura 11. Espectro ultravioleta da substancia eluida em Tr= 1,72, em
corrida cromatogréfica (figura 10), da subfracdo 1.a do extrato
em acido aceético 0,1 M de P. galeata CCIBt 3082.

A reunido destes dados cromatograficos com os dados toxicologicos do fracionamento
bioguiado do extrato de P. galeata CCIBt 3082 sugerem fortemente que o pico (Unico) em Tr

= 1,72 possa ser a toxina presente nesta cepa.

5.4.1.4 Analise do extrato e da subfracdo 1l.a de P. galeata CCIBt 3082, por CP, para
pesquisa de metabolitos pertencentes as classes dos aminoacidos, aminas,

alcaloides, peptideos e terpenoides (2° “batch”)

A escolha destes testes foi baseada em informacdes sobre as classes dos metabolitos
mais frequentes, em Cyanobacteria. A mais comumente encontrada em Cyanobacteria é a dos
oligopeptideos (Pearson et al. 2010), que sdo predominantemente ciclicos; além deles sdo
encontrados depsipeptideos (Nagarajan et al. 2012), policétideos (Kehr et al. 2011),
aminodcidos raros (Pearson et al. 2010), alcaloides (Pearson et al. 2010), macrolideos (Heras
et al. 2013), alguns terpenos (Prinsep et al. 1996) e numerosas substancias com fungoes

duplas (Nunnery et al. 2010). Substancias apresentando classe estrutural hibrida policetideo-
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peptideo, policetideo-depsipeptideo também sdo frequentes em cianobactéria. O conceituado
periodico Marine Drugs dedicou um suplemento especial [Mar. Drugs 2013, 11(4)] as

interessantes e complexas substancias bioativas de Cyanobacteria.

Porém, para algumas dessas classes ainda ndo foram estabelecidos métodos

cromatograficos (CP) de detec¢do, como para a dos macrolideos (EIMarrouni et. al. 2013).

Em nosso estudo, os materiais testados ndo apresentaram resultados positivos para as

classes dos aminoacidos, aminas, alcaloides e terpenoides (Tabela 8).

Tabela 8. Resultados da pesquisa das classes quimicas dos componentes do extrato e
subfracdo 1.a em &cido acético 0,1 M de P.galeata CCIBt 3082

Testes Para deteccéo de Resultados
Ninidrina Aminoacidos e aminas -
Vanilina Aminoéacidos especiais e aminas -
Anisaldeido Terpenoides -
lodo Substéncias organicas -
Hidrolise Peptideos +
Reagente de Dragendorff Alcaloides -
lodeto de potassio Acido Alcaloides -
lodeto de potassio Platinado Alcaloides -

Nos cromatogramas, as amostras testadas foram respectivamente o extrato e a
subfracdo 1.a. Como visto, a subfracdo 1.a contém uma unica substancia (Tr = 1,72 min) e 0

seu hidrolisado, aminoacidos (Figura 12) o que indica a sua natureza peptidica.
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Figura 12. Cromatografia, em placas de gel de silica, do extrato em
acido acético e subfracdo l.a de P. galeata 3082; fases
mdveis: butanol/acido acético/agua 5:4:1 (v/v/v), Revelador:
ninidrina.

5.4.2 Estudos Biologicos (2° “batch”)

5.4.2.1 Ensaios in vitro (2° “batch”)

5.4.2.1.1 Ensaios bioautograficos para andlise de potencial antifingico, da atividade

antioxidante e da atividade inibidora da aceticolinesterase, realizados no

extrato em acido acético 0,1 M de P.galeata CCIBt 3082 (2° “batch”)

Os resultados dessas analises de substancias ativas estdo compilados na tabela 9.

Tabela 9. Resultados das analises dos ensaios bioautograficos do extrato em acido
acetico 0,1 M de P. galeata CCIBt 3082

Cepa Anticolinesterase  Antiflngico Antioxidante

CCIBt 3082 - P. galeata Negativo Negativo Negativo
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5.4.2.2 Ensaios in vivo (2° “batch”)

5.4.2.2.1 Ensaio de toxicidade aguda (dose Unica), por via intraperitoneal, em
camundongos (2° “batch”)

Os sinais de intoxicacdo apresentados pelos camundongos, ap6s a administracdo de
doses de 1.000 mg.kg™, por via intraperitoneal, dose Unica, foram prostracio e piloerecdo,
respostas a substancias com atividade sobre o Sistema Nervoso Central e Autdnomo. Os
animais também apresentaram fezes pastosas, envolvidas em muco e se recuperaram apos
cerca de 4 horas da administracdo do extrato.

Em necropsia, ap6s 07 dias de observacao, apresentaram figado com aspecto congesto
(Figura 13).

Figura 13. Imagem do figado de camundongo controle (A) e tratado (B) com
extrato em 4cido acético 0,1 M de P.galeata CCIBt 3082, por via
intraperitoneal, dose Unica de 1.000 mg kg™. B- figado com aspecto
congesto.

Os sinais de intoxicacdo e as observacfes durante a necropsia, ndo foram iguais aos
mostrados pelos animais submetidos a teste semelhante, com extrato da biomassa obtido no

primeiro “batch”.
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5.4.2.2.2 Ensaio de toxicidade oral aguda (DLsg) do extrato de P. galeata — Protocolo 425
(2° “batch”)

Neste ensaio que seguiu o protocolo 425 da OECD, foram administradas, por via oral,
diferentes doses do extrato em &cido acético 0,1 M de P. galeata em camundongos. A morte
de animais foi observada na dose de 5.000 mg.kg™, indicando que este é o valor da DLso. Os
dados relativos a este teste estdo na tabela 10.

Tabela 10. Compilacao das observacgdes sobre os sinais de intoxicagdo, nos animais que
receberam por via oral, 0 extrato em &cido acético de P. galeata CCIBt 3082

Dose Camundongos Sinais de intoxicacao

utilizados
(mg kg™)

175 1 Agitacdo

550 1 Agitacao

1.750 1 Sem alteragdes aparentes
2.250 1 Prostracéo
3.250 1 Agitacdo e tremores leves
4.250 2 Agitacdo, seguida de prostracéo
5.000 3 Prostracdo, andar cambaleante em circulos, girar no

proprio eixo, tremores e espasmos musculares. Apds 2
horas, auséncia de resposta a estimulo; cauda
arroxeada; ocorréncia de morte apés 5 — 15 horas da

administracao do extrato.

Os sinais de intoxicacdo nos animais que sobreviveram as demais doses regrediram
apos cerca de 3 horas e sdo, também, devidos a respostas a substancias com acdo sobre o

Sistema Nervoso Central.

Nos estudos “post-mortem”, foi observada congestdo hepatica (Figura 14).
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Figura 14. Imagem do figado de camundongo tratado com extrato em
acido acético 0,1 M de P.galeata CCIBt 3082, por via oral,
dose Unica de 5.000 mg kg™. Figado com aspecto congesto.

5.4.2.2.3 Ensaio de toxicidade subcroénica 28 dias (2° “batch”)

Devido ao fato de que as doses empregadas no teste de toxicidade subcrénica 28 dias,
realizado com extrato da biomassa obtida no primeiro “batch” foram baixas e ndo causaram

os efeitos esperados, 0 ensaio via oral foi repetido, com material do segundo “batch”.

As doses empregadas foram de 500, 1.000 e 1.500 mg-kg™ de extrato em 4cido acético
0,1 M de P. galeata e os animais divididos em 4 grupos de 5 animais. O grupo-controle

recebeu, pela mesma via, dgua filtrada.

A pequena diferenca de peso notada entre os animais tratados e o controle ndo foi
estatisticamente significante (Tabela 11). O mesmo ocorreu entre as diferencas no consumo

de racdo e d4gua (Tabela 12 e 13) (Figura 15).

Tabela 11. Avaliacdo do ganho de peso total (em gramas) dos camundongos controle e
tratado com 500, 1.000 e 1.500 mg kg de extrato em &cido acético 0,1 M de P.
galeata CCIBt 3082 via oral, durante 28 dias

Ganho de peso

(9)
Controle? 500 mg kg* 1.000 mg kg®  1.500 mg kg®
Total 10,22 £ 2,37 9,10+ 1,48 7,26 £ 1,56 8,86 + 1,49

*n=5 camundongos/grupo. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. Ndo houve
diferenca significativa (p<0,05) em relacéo ao controle (ANOVA, seguida de Dunnett).
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Tabela 12. Consumo médio diério e total de ragdo (em gramas) dos camundongos controle e
tratado com 500, 1.000 e 1.500 mg kg de extrato em &cido acético 0,1 M de P.
galeata via oral, durante 28 dias

Consumo (28 dias)

(9)
Controle® 500 mg kg* 1.000 mg kg*  1.500 mg kg®
Médio 4,72 £ 0,52 4,61 0,39 4,95 £ 0,56 4,45 + 0,53
Total 132,08 £ 14,69 128,98 + 10,87 138,58 £ 15,61 124,57 + 14,79

®n=5 camundongos/grupo. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. Ndo houve
diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao controle (ANOVA, seguida de Dunnett).

Tabela 13. Consumo medio diario e total agua (em mililitros) dos camundongos controle e
tratado com 500, 1.000 e 1.500 mg kg de extrato em &cido acético 0,1 M de P.
galeata via oral, durante 28 dias

Consumo (28 dias)

(mL)
Controle? 500 mg kg* 1.000 mg kg® 1.500 mg kg®
Médio 8,97 £ 1,02 10,01 £ 1,03 10,50 = 1,20 10,35+ 1,60
Total 251,14 + 28,44 280,30 £ 28,89 293,96 £ 33,97 289,68 £ 44,76

=5 camundongos/grupo. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. Ndo houve
diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao controle (ANOVA, seguida de Dunnett).
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Figura 15. Ganho de peso total (g), consumo total de ragdo (g) e &gua (mL) de camundongos tratados
ou ndo com diferentes doses do extrato em &cido acético 0,1 M de P. galeata, via oral,
durante 28 dias. Os dados sdo apresentados como média + desvio — padréo.

A tabela 14 mostra os dados referentes ao peso relativo do baco, do timo, do figado e
do rim dos camundongos controle e tratado. Nenhum dos 6rgdos apresentou diferenca

significante, quando comparados aos 6rgaos dos animais-controle (Figura 16).



55

Tabela 14. Peso relativo dos 6rgaos — bago, timo, figado e rim (g/100g de peso vivo) dos
camundongos tratados ou ndo com 500, 1.000 e 1.500 mg kg de extrato em &cido
acético 0,1 M de P. galeata via oral, durante 28 dias

Peso relativo dos 6rgdos

(9/100g de Peso vivo)

Orgéo Controle® 500 mg kg® 1.000 mg kg® 1.500 mg kg®
Baco 0,23 £0,03 0,33 £0,09 0,30 £ 0,06 0,28 £ 0,04
Timo 0,11 £0,02 0,13 £0,04 0,12 £ 0,03 0,14 £ 0,04
Figado 493+0,12 4,76 £ 0,60 4,78 £ 0,62 4,95+ 0,59
Rim 0,80£0,11 0,81 £ 0,07 0,83 £ 0,06 0,86 +0,06

®n=5 camundongos/grupo. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. Ndo houve
diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao controle (ANOVA, seguida de Dunnett).
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Figura 16. Peso relativo do baco, timo, figado e rim (g/100g de peso vivo) de camundongos tratados
ou nao com diferentes doses do extrato em acido acético 0,1 M de P. galeata, por via oral,
durante 28 dias. Os dados s&o apresentados como média + desvio — padréo.

No exame microscopico, ndo foram encontradas alteracGes circulatérias, degenerativas
nem inflamatdrias nos seguintes drgdos: cérebro, timo, baco, rim e figado. Entretanto, no
exame histoldgico do intestino, foram observadas, em todos os grupos tratados com o extrato
de P. galeata CCIBt 3082, maior numero de dilata¢des cisticas no topo das vilosidades devido
a dilatacdo de vasos linfaticos. Este quadro pode ser atribuido a um leve processo

inflamatério, nesta regido. (Figura 17).
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Figura 17. Fotomicrografias do intestino de camundongo controle (A) e tratado (B)
com extrato em &cido acético 0,1 M de P. galeata CCIBt 3082. Em B se
observa maior nimero de dilatagdes cisticas no topo das vilosidades
devido a dilatacdo de vasos linfaticos. Aumento: 1.000x (A e B).

Também nas contagens da celularidade do bago e da medula éssea, a diferenca notada

entre 0s grupos tratado e controle ndo foram estatisticamente significantes (Tabelas 15 e 16)
(Figura 18).

Tabela 15. Celularidade do baco de camundongos tratados ou ndo com as doses de 500, 1.000

e 1.500 mg kg de extrato em acido acético 0,1 M de P. galeata via oral, durante 28
dias

Celularidade do baco

(Células x 10°)

Controle? 500 mg kg* 1.000 mg kg® 1.500 mg kg®

4,10 + 1,57 5,16 £ 2,75 5,86 +1,19 3,43 +1,08

=5 camundongos/grupo. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. Ndo houve
diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao controle (ANOVA, seguida de Dunnett).
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Tabela 16. Celularidade da medula éssea de camundongos tratados ou ndo com as doses de
500, 1.000 e 1.500 mg kg de extrato em &cido acético 0,1 M de P. galeata via oral,
durante 28 dias

Celularidade da medula 6ssea

(Células x 10°)

Controle® 500 mg kg* 1.000 mg kg® 1.500 mg kg?

2,95+1,19 3,13+ 1,11 4,26 +2,14 3,98 +0,79

®n=5 camundongos/grupo. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. Ndo houve
diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao controle (ANOVA, seguida de Dunnett).
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Figura 18. Celularidade do bago e da medula 6ssea dos camundongos tratados ou ndo com diferentes
doses do extrato em &cido acético de P. galeata CCIBt 3082, por via oral, durante 28 dias.
Os dados sdo apresentados como média + desvio — padrao.

Nenhuma significancia estatistica foi observada no peso relativo ou nas celularidades
dos 6rgdos dos animais que receberam o extrato de P. galeata. Entretanto, ndo é possivel
descartar a possibilidade de que este extrato interfira nas respostas imunologicas dos animais
gue o receberam. A investigacdo da inducdo de imunotoxicidade causada por Xxenobidticos
requer planejamentos e métodos distintos dos empregados nos estudos de toxicidade aguda e

subcrdnica.

A comparacao entre os resultados obtidos pela administracdo de doses Unicas, por via

oral, que levaram os animais a ébito, relativas aos experimentos realizados com biomassa do
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primeiro ¢ do segundo “batches” (1.000 mg kg — 5.000 mg kg) mostra disparidade entre os
efeitos tdxicos de ambos. Enquanto o extrato do primeiro “batch” pode ser considerado
moderadamente tOXico, o extrato do segundo “batch” enquadra-se na categoria 5, que agrupa
substancias com toxicidade relativamente baixa, mas que podem causar danos a populagdo a

elas exposta (Winder et al. 2005).

Levando-se em conta que logo apds o cultivo do segundo “batch”, a amostra da cepa
P. galeata CCIBt 3082 entrou em senescéncia e em lise, essas observac6es indicam mudancas
bioquimicas na linhagem, quadro ja descrito para outros organismos, na literatura (Zhang et
al. 2007; Day et al. 2005).

Essas mudancas ocorrem quando organismos retirados do meio ambiente, onde
estavam sujeitos a pressdes ambientais bidticas e abidticas sdo mantidos em ambientes
estaticos por muito tempo (Masel et al. 2007). Nessas condicOes estaticas, podem ocorrer
perdas bioquimicas, morfoldgicas e genéticas. As perdas mais frequentemente observadas séo
as morfologicas: cianobactérias mantidas em cultura desagregam, perdem a mucilagem e 0s
aerotopos (Zhang et al. 2007; Day et al. 2005).

Também sdo registradas variagdes bioquimicas, ou seja, diferencas entre o0s
metabolitos produzidos por cepa antes e depois de periodo de manutencdo em cultivo (Zhang
et al. 2007).

Com relacdo as perdas genéticas, existem interessantes estudos sobre a contragdo e
expansdo de genomas bacterianos, porém rarissimas pesquisas sobre aspectos semelhantes,
em cianobactéria (Koskiniemi et al. 2012; Zhang et al. 2007; Bentley et al. 2004; Kettler et
al. 2007, Andersson & Andersson 1999 ).

De um modo geral, a deterioracdo genética é observada em mudancas duradouras de
“estilo de vida”; nesse caso, subsets de genes que permanecem inativos podem ser
eliminados, principalmente se o custo energético para manté-los for alto (Andersson &
Andersson 1999; Kettler et al 2007; Ochman & Moran 2001).
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6 CONCLUSOES

e O extrato do primeiro “batch” apresentou toxicidade aguda maior do que a do segundo
“batch” (dose Unica, via oral), causando lesfes no figado e rim dos animais; O extrato
do segundo “batch” provocou congestdo hepatica;

e Em experimento subcrénico, ambos os extrato causaram tendéncia de perda de peso e

0 extrato do segundo “batch”, lesdes no intestino dos animais.

e Em ensaio de toxicidade aguda, por via intraperitoneal, o extrato do segundo “batch”

causou congestdo hepaética;

e O fracionamento e refracionamento do extrato em acido acético resultaram no

isolamento de substancia com natureza peptidica.

e No extrato obtido do segundo “batch” ndo foram detectadas, por Cromatografia

Planar, microcistinas, saxitoxinas, anatoxina-a ou p-metilaminoalanina;

e A comparacdo entre os testes toxicologicos realizados com a cepa, no decorrer dos
altimos 5 anos, mostra a diminuicao gradativa de sua atividade tdxica, o que pode ser
atribuido a perdas (genéticas, morfolologicas e bioquimicas) ocorridas devido a

manutencdo em cultivo, durante longo tempo (18 anos).
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