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RESUMO

A Praia do Matadeiro esta localizada a sudeste na Ilha de Santa Catarina
e apresenta 1.200 metros de extensdo. Anexa a esta praia encontra-se a
Lagoa do Peri, uma lagoa costeira utilizada para o abastecimento de
agua das regides leste e sul da Ilha de Santa Catarina que esta localizada
3 metros acima do nivel do mar. A dgua excedente da lagoa escoa pelo
Canal Sangradouro e desdgua na Praia do Matadeiro em um fluxo
unidirecional. A cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii apresenta
alta frequéncia de ocorréncia nesta lagoa e ¢ produtora de Saxitoxinas
(STX). Desta forma, € possivel que esteja havendo liberacdo destas
toxinas ao longo de todo o percurso, bem como a potencializagdo das
mesmas ao atingir o oceano devido ao incremento de condutividade
(salinidade), que estimula a producdo da toxina. As Saxitoxinas sdo
alcal6ides com agdo paralisante e podem ser acumuladas nos tecidos dos
animais filtradores, sendo biomagnificadas ao longo da cadeia trdfica,
podendo inclusive, causar intoxica¢des em humanos. O objetivo deste
estudo foi compreender a dinamica da STX produzida por C.
raciborskii, uma vez que as populagdes sdo expostas a aguas mais
salinas, bem como verificar se a biomassa potencialmente tdxica pode
afetar componentes ecologicos da zona costeira adjacente a Lagoa do
Peri. Foram realizadas duas abordagens: uma ambiental e outra
experimental. Na abordagem ambiental, foi realizado um
monitoramento em campo ao longo de cinco meses junto a
desembocadura do canal do Sangradouro para verificar o destino das
populagdes de C. raciborskii e sua possivel toxicidade. Para isso foram
realizadas coletas de agua para determinagdo de variaveis fisico-
quimicas e quantificagdo da concentracdo de STX associadas. Na
abordagem experimental, cultivos de cepas de C. raciborskii oriundas da
Lagoa do Peri foram expostos a diferentes salinidades para verificar se
ha incremento na concentragdo de STX. Na abordagem ambiental foi
possivel identificar a presenca de STX dissolvidas na 4gua do ambiente
em todos os pontos amostrais nos cinco meses de monitoramento,
identificando o risco de contaminagdo dos componentes ecologicos da
zona costeira. A abordagem experimental, que obteve dados de
clorofila-a in vivo (CLA), ficocianina in vivo (FIC) e turbidez (TUR)
resultou na Concentragdo Efetiva Mediana (CE5) de 4,62 para a cepa
LP1, 5,06 para a cepa LP2 ¢ 4,80 para a cepa T3. As concentra¢des de
STX apresentaram os maiores valores na salinidade 4 para as cepas LP2
e T3 (17,44 e 24,06 STXeq.(ng.L-1) respectivamente), enquanto para a
cepa LP1 foi observado maior concentragdo na salinidade zero (18,3



STXeq.(ug.L™"). O experimento que alimentou mexilhdes com
biomassa de C. raciborskii em diferentes salinidades mostraram que
estes animais absorvem essa biomassa e acumulam a Saxitoxina oriunda
da mesma. Isso confirmou a hipotese de que a carga toxica oriunda da
Lagoa do Peri pode atingir a praia do Matadeiro e contaminar eventuais
filtradores coletados ou cultivados na 4area. As indicagdes aqui
levantadas sugerem que nao seja autorizado nem o cultivo, nem a coleta
de animais filtradores para fins alimenticios na regido da Praia do
Matadeiro.

Palavras-chave: C. raciborskii. Salinidade. Saxitoxinas. Mexilhdo
Perna perna.



ABSTRACT

Matadeiro Beach is located southeast of Santa Catarina Island and is
1,200 meters long. Near to this beach is located the Peri Lagoon, a
coastal lagoon used to supply water from the eastern and southern
regions of Santa Catarina Island which is located 3 meters above sea
level. Peri Lagoon reach the ocean just at the north end of Matadeiro
beach by the Sangradouro channel. The cyanobacterium
Cylindrospermopsis raciborskii a Saxitoxin (STX) producer occurs
in high frequency and biomass in this lagoon and this biomass
reaches the coastal zone at Matadeiro beach. The goal of this study
was to understand the dynamics of STX produced by C. raciborskii,
since populations are exposed to more saline waters, as well as to
verify if the potentially toxic biomass can affect ecological
components of the coastal zone adjacent to Lagoa do Peri (Matadeiro
beach). Two approaches were carried out: one environmental and
one experimental. In the environmental approach, field monitoring
was carried out over five months at the Sangradouro channel mouth
to verify the destination of the C. raciborskii populations and their
possible toxicity. For this purpose, water samples were collected for
the determination of physico-chemical variables and quantification
of the associated STX concentration. In the experimental approach,
cultures of C. raciborskii strains from the Peri Lagoon were exposed
to different salinities to verify if there was an increase in STX
concentration relatd to the salinity. In the environmental approach it
was possible to identify the presence of STX in the water of the
environment in all the sampling points in the five months of
monitoring, identifying the risk of contamination of coastal zone
ecological components. The concentrations of STX presented the
highest values in salinity 4 for the LP2 and T3 strains (17.44 and
24.06 STXeq. (mg.L-1) respectively), while for the LP1 strain higher
concentration was observed in the salinity zero (18.3 STXeq. (mg.L-
1). The experiment that fed mussels with biomass of C. raciborskii in
different salinities showed that these animals absorb this biomass and
accumulate the Saxitoxina originating from it. This confirmed the
hypothesis that the toxic load from the Lagoa do Peri can reach the
beach of Matadeiro and contaminate any filterers collected or
cultivated in the area. The indications here suggested suggest that



neither the cultivation nor the collection of feed filtering animals in
the region surrounding Praia do Matadeiro should be authorized.

Keywords: C. raciborskii. Salinity. Saxitoxin. Mussel P. perna.
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1 INTRODUCAO

Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya &
Subba Raju tornou-se uma das espécies de cianobactérias mais
estudadas no mundo, por ser potencialmente produtora de toxinas e
devido ao aumento de sua ocorréncia em ecossistemas aquaticos
continentais de regides tropicais, subtropicais e temperadas (Padisak,
1997), mesmo sendo uma espécie de ambientes preferencialmente
tropicais (Antunes et al., 2015). Seu sucesso ecoldgico ¢ atribuido a alta
plasticidade fenotipica (Bonilla et al., 2012).

No inicio deste século, a ocorréncia de C. raciborskii foi
relatada em um nimero crescente de paises em ambos os hemisférios.
Padisak (1997) apresentou uma proposta para a dispersdo de C.
raciborskii, apoiada em aspectos ecoldgicos e fisiologicos. Ecotipos de
diferentes partes do mundo toleram amplos valores de temperatura
(Everson et al., 2011), capazes de crescer em valores entre 17°C (Piccini
et al., 2011) e 35°C (Briand et al., 2004), sendo este o maior valor em
que ocorrem flora¢des no ambiente (Soares et al., 2012).

C. raciborskii é também uma espécie tolerante a uma ampla
gama de valores de radiagdo solar, tendo sido verificado o crescimento
da mesma desde a faixa de algumas dezenas até algumas centenas de
pmol.fotons. m2. s (Mehnert et al., 2010), o que pode explicar a
ocorréncia ¢ dominancia da mesma em alguns habitats (Pierangelini et
al., 2014).

Bonilla et al. (2012) determinaram que a média de pH em que
C. raciborskii apresenta crescimento ¢ de 8,2. Sabe-se também que esta
espécie ndo tolera elevadas salinidades, apresentando 6timo crescimento
em aguas doces (Padisdk, 1997). Os valores de salinidade acima de 8
sdo considerados limitantes para o crescimento de C. raciborskii
(Moisander et al., 2012), embora a espécie seja capaz de crescer em
aguas salobras, especialmente se houver concentragdes elevadas de
minerais dissolvidos (Briand et al., 2002) ou enriquecimento em
nutrientes (Calandrino e Paerl, 2011). Desta forma é possivel indicar um
potencial de invasdo dessa espécie em ambientes de baixa salinidade,
principalmente quando apresentam condi¢des de eutrofizagdo
(Calandrino e Paerl, 2011). Calandrino e Paerl (2011) observaram que
C. raciborskii foi tolerante até valores de salinidade 8 sendo este o
maior valor relatado anteriormente por Moisander et al. (2002).

Assim como outras espécies de cianobactérias, C. raciborskii é
conhecida por produzir toxinas (cianotoxinas), que podem apresentar
sérios riscos para a saude publica quando presentes em corpos d’agua
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utilizados para recreagdo e abastecimento (Lagos et al., 1999). Esta
espécie produz dois tipos de toxinas: cilindrospermopsina e saxitoxina
(Burford et al., 2016), sendo que no Brasil ha apenas registro de
producdo de saxitoxinas (Lagos et al., 1999; Yunes et al. 2003; Molica
et al., 2005). A cilindrospermopsina ¢ produzida independentemente das
condi¢des ambientais e seu papel ecoldgico ou fisiologico ainda ndo esta
claro. Ja as saxitoxinas sdo alcaldides que atuam bloqueando
seletivamente os canais de sodio, afetando assim a geracdo de impulsos
nervosos em seres humanos, podendo causar, em casos extremos, a
morte por paralisia respiratoria (Zingone e Enevoldsen, 2000). Sdo os
representantes mais potentes entre as toxinas paralisantes intoxicacdo
por mariscos (Paralytic Shellfish Poisoning — PSP ou Saxitoxinas —
STX) (Pomati et al., 2004).

Em ambientes com niveis moderados de salinidade, a espécie
pode produzir este composto, evitando a perda de agua da célula
(Pomati et al., 2004). Brentano et al. (2016) observaram que aumentos
na condutividade da Lagoa do Peri foram associados ao aumento na
concentracdo de STX neste ambiente durante um curto periodo de
tempo, apontando para uma resposta rapida as mudancas das condicdes
deste ambiente. E provavel que, as células de C. raciborskii ativam a
biossintese de STX como um mecanismo que funciona como resposta
ao estresse causado por elevadas concentra¢des idnicas. A saxitoxina
altera a permeabilidade da célula, contribuindo para a homeostase do
organismo.

Pomati et al. (2003a) verificaram, através de experimentos de
laboratorio, que a diminui¢do de uma ordem de magnitude na
concentra¢do de sodio correspondeu a diminui¢do de uma ordem de
magnitude nos niveis intracelulares de STX, sugerindo que esta toxina
possua a funcdo de manutencdo da homeostase de cianobactérias que
estejam sob condi¢des de estresse de sdédio. A STX bloqueia o canal de
sodio podendo interferir nos fluxos idnicos de sdédio e potassio e no
metabolismo de células bacterianas, assim como células eucaridticas
(Pomati et al., 2003b). Portanto, altera¢cdes de condutividade e
salinidade no ambiente podem causar potenciais alteracdes na producao
de STX por esta espécie (Antunes et al., 2015).

Esta toxina pode ser acumulada ao longo da cadeia trofica.
Desta forma, todos os organismos aquaticos sdo vulneraveis a STX. Os
organismos bivalves (mexilhdes, mariscos e ostras) sdo os principais
vetores de contaminagdo na cadeia trofica, pois sdo utilizados como
fonte de alimento para o homem. Os bivalves sdo organismos sésseis
que obtém o alimento através da filtracdo da coluna d’agua, acumulando
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subsequentemente toxinas nos seus orgdos digestivos e tecidos moles
sem sofrer letalidade ou dano por isso, podendo haver somente uma
diminui¢do nas taxas de filtracdo destes organismos quando ocorrem
densas concentracdes de toxinas (Gilfillan e Hansen, 1975). De acordo
com as propriedades quimicas das toxinas paralisantes produzidas por
microalgas, a hidrossolubilidade distribui estas toxinas por todos os
tecidos dos moluscos, onde sdo acumuladas em diferentes matrizes em
diferentes 6rgaos dos animais (Schramm et al., 2006).

O mexilhdo Perna perna é uma espécie de mitilideo que
ocorre no litoral brasileiro desde o estado do Espirito Santo até o estado
do Rio Grande do Sul (Fernandes et al., 2008). Esta espécie possui
grande importancia econdmica no setor da aquicultura, e ¢ a Unica
espécie de mitilideo cultivada comercialmente no pais, sendo que a
maior produgdo ocorre no estado de Santa Catarina (Lopes e Fonseca,
2008).

Esta espécie apresenta atividade enzimatica muito baixa quando
comparada com outros organismos marinhos, caracteristica que permite
que compostos organicos como, por exemplo, as bifenilas policloradas
(PCBs), sejam acumuladas em seus tecidos, refletindo a situacdo do
ambiente, o que torna essa espécie adequada para utilizagdo em
programas de monitoramento ambiental (Taniguchi et al., 2008). Além
disso, possui importancia comercial e alimenticia.

Na Ilha de Santa Catarina, a cianobactéria C. raciborskii ¢é
recorrente na Lagoa do Peri (Hennemann e Petruchio, 2010), lagoa
costeira utilizada para o abastecimento de 4gua das regides leste e sul da
ilha. A lagoa estd localizada 3 metros acima do nivel do mar, e a 4gua
excedente escoa pelo Canal Sangradouro, transportando o fitoplancton
da lagoa até a Praia do Matadeiro.

Uma vez que C. raciborskii ¢ um dos organismos transportados,
¢ possivel que a produgdo de STX pelas populagdes remanescentes
esteja aumentando ao longo do percurso estuarino, antes de serem
mortas pelo choque osmético na 4gua do mar adjacente. Também ndo se
sabe sobre o destino da biomassa morta potencialmente toxica dessas
populagdes no ambiente marinho.

A finalidade deste trabalho foi compreender o que ocorre com a
producdo de STX por C. raciborskii, uma vez que as populagdes sdo
expostas a aguas com condi¢des de salinidade moderada a elevada (8-
35), bem como verificar se a biomassa potencialmente toxica pode
afetar componentes ecologicos da zona costeira adjacente a Lagoa do
Peri, inclusive possiveis cultivos de moluscos marinhos (mexilhdo P.
perna) que podem ser instalados nesta praia. Os procedimentos
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envolveram um monitoramento ambiental na area de estudo,
experimentos de tolerancia de cepas de C. raciborskii a salinidade e de
avaliagdo da influéncia da salinidade na produgdo de STX. Também
foram realizados bioensaios com mexilhdes P. perna submetidos a
alimentacdo com C. raciborskii para verificar a bioacumulagdo de STX.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo Geral

Identificar o que ocorre com a producdo de saxitoxinas por C.
raciborskii, uma vez que as populagdes sdo expostas a aguas com
condi¢des de salinidade moderada a elevada (8-35), bem como verificar
se a biomassa potencialmente toxica pode afetar componentes
ecologicos da zona costeira adjacente a Lagoa do Peri, na Praia do
Matadeiro.

1.2.2 Objetivos Especificos
- Determinar a concentragdo de STX na agua da area de estudo;

- Utilizando as trés cepas (LP1, LP2 e T3) cultivadas no
Laboratorio de Ficologia (LAFIC-UFSC), verificar por meio de
experimentos, o limite mdaximo de salinidade em que ocorre
crescimento;

- Avaliar, por meio de experimentos em laboratério se a
cianobactéria produz maior quantidade de toxinas quando submetida ao
estresse salino;

- Verificar se mexilhdes Perna perna submetidos a alimentagao
com cultivos de C. raciborskii acumulam STX e se essa acumulagdo
sofre influéncia da salinidade.
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2 METODOLOGIA

2.1 Area de estudo

A éarea de estudo estd localizada no sul do Brasil, na regido
sudeste da Ilha de Santa Catarina (Figura 1). Abrange a Lagoa do Peri, o
Canal Sangradouro e a Praia do Matadeiro. A Lagoa do Peri é cercada
por encostas cobertas pela Mata Atlantica em suas margens sul, oeste e
norte, € por uma restinga arenosa em sua margem leste, apresentando
uma superficie de 5,7 km? e uma profundidade média de 7 metros, sem
influéncia direta da 4gua do mar (Henneman e Petrucio, 2010).

A Lagoa do Peri esta situada 3 metros acima do nivel do mar e
o volume excedente de suas aguas ¢ direcionado para o oceano. O fluxo
unidirecional segue pelo Canal Sangradouro, que ocorre sob a restinga
arenosa, sendo este um contato continuo entre a lagoa e o oceano. O
Canal Sangradouro apresenta em média 7 metros de largura ¢ 90 cm de
profundidade (Oliveira, 2002).

A lagoa e arredores, incluindo toda a bacia de drenagem, estido
localizados dentro do Parque Municipal da Lagoa do Peri, onde o uso e
a ocupacdo humana sdo restritos desde 1981 (Hennemann e Petrucio,
2010). A Praia do Matadeiro, receptora do volume de agua excedente da
Lagoa do Peri, possui uma linha de costa que se orienta no sentido NO-
SE com 1.200 metros de extensdo, sendo guarnecida por promontoérios
rochosos e apresentando em seu extremo norte a desembocadura do
Canal Sangradouro (Mazzer e Dillenburg, 2009).

Os 5 pontos amostrais foram distribuidos desde a Lagoa do Peri
até a praia do Matadeiro. O ponto 1 estd localizado na Lagoa do Peri
onde ¢ realizada a captag@o de dgua para abastecimento dos moradores
do sul da Ilha de Florianépolis, pois é o ambiente onde C. raciborskii
estd presente de forma recorrente ao longo do ano. O ponto 2 esta
situado na ponte (sobre o Canal Sangradouro) ja na parte urbana da
praia da Armagdo. O Ponto 3, ja bem proéximo ao oceano, encontra-se
junto a ponte de acesso entre as Praias da Armacdo e do Matadeiro. O
ponto 4, localizado ao lado da passarela, caracteriza aproximadamente o
local onde ocorre o encontro do Canal Sangradouro com o oceano. E por
fim, o ponto 5 encontra-se na Praia do Matadeiro junto ao costdo
esquerdo da praia.
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Figura 1. Area de estudo e pontos amostrais

2.2 Amostragens em campo

O monitoramento de campo foi realizado ao longo de 11 meses,
nas datas: 6 de abril, 29 de junho, 2 de agosto, 22 de setembro, 31 de
outubro e 29 de novembro de 2017 e 18 de janeiro ¢ 16 de fevereiro de
2018. Nos 5 pontos amostrais definidos foram determinadas in situ as
varidveis salinidade, temperatura da agua (°C), oxigénio dissolvido
(mg.L™"), fluorescéncia de clorofila-a in vivo (CLA) e fluorescéncia de
ficocianina in vivo (FIC). A salinidade foi determinada com
refratdmetro de mao, o oxigénio dissolvido e a temperatura da agua
foram medidas com um oximetro de campo (M0O-900). A fluorescéncia
de clorofila-a (CLA) e de ficocianina (FIC) foi medida com um
fluorimetro de campo (Turner Designs Hand Fluorometer), que
apresenta os resultados em unidade bruta de fluorescéncia (RFU — raw
fluorescence unit). Amostras de agua foram coletadas para quantificagao
de STX e dados de pluviosidade foram obtidos do banco de dados da
Estagdo Meteoroldgica de Observagdo de Superficie Automatica
(Floriandpolis - Sao José) do Instituto Nacional de Meteorologia
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(INMET) como informa¢do complementar para contribuir na
interpretagdo dos dados obtidos in situ.

Para analise de STX na agua foram coletados aproximadamente
2 litros de agua integral nos pontos de coleta 1, 3, 4 e 5. As amostras
foram filtradas utilizando filtro de fibra de vidro (0,7 pm) até atingir a
colmatagdo. O filtro foi armazenado em 10 mL de acido cloridrico 0,5
M e posteriormente foi processado para andlise em cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC).

2.3 Cepas de C. raciborskii

Os procedimentos experimentais foram desenvolvidos com 3
cepas diferentes de C. raciborskii: LP1, isolada de uma amostra de 4gua
da Lagoa do Peri, Florianopolis, SC, no ano de 2006; LP2, isolada
também de uma amostra da Lagoa do Peri, mas no ano de 2013; e T3,
isolada de uma amostra de dgua do reservatorio Taiacupeba na cidade de
Sdo Paulo, Brasil, no ano de 1996. A cepa T3 foi utilizada como
referéncia, uma vez que suas caracteristicas ecofisiologicas e de
toxicidade sdo bem conhecidas na literatura (Soto-Liebe et al., 2010). As
cepas foram mantidas em meio de cultura Artificial Salt Medium (ASM-
1) (Gorham et al., 1964) a 22 + 2 °C, fotoperiodo de 12h e irradiancia de
60 pmol photons.m=.s™".

2.4 Bioensaio de tolerincia das cepas a salinidade

A tolerancia das trés cepas de C. raciborskii a salinidade foi
determinada através de testes de inibicdo do crescimento celular,
tipicamente utilizados em ecotoxicologia (ISO, 2012; Knie e Lopes,
2004). Foram testadas seis diferentes salinidades: zero (controle), 2, 4,
6, 8 e 10. Essas salinidades foram adotadas com base em dados de
tolerancia de outras cepas da espécie (Padisak, 1997, Moisander et al.,
2012, Briand et al., 2002, Calandrino e Paerl, 2011). Os testes foram
realizados em erlenmeyers de 250 ml em triplicata para cada tratamento.
As diferentes salinidades foram preparadas utilizando 4agua destilada e
uma solugdo de salmoura (dgua do mar previamente filtrada e
concentrada) de salinidade 70. Apés a preparacdo de cada concentragio
foram adicionadas as solugdes que compdem o meio ASM-1 com
volumes previamente calculados para 450 mL (150 mL em cada
erlenmeyer). Os indculos das 3 cepas eram cultivos em fase exponencial
de crescimento. O experimento teve a duragdo de 10 dias. Todos os
testes foram conduzidos nas condi¢gdes de manutencdo das cepas citadas
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acima. O crescimento foi determinado através da medigdo da
fluorescéncia de clorofila-a in vivo, da fluorescéncia de ficocianina in
vivo (ambas utilizando o fluorimetro de campo Turner Designs Hand
Fluorometer) e da turbidez dos frascos experimentais (utilizando o
Fluorimetro Turner Trilogy). As leituras foram realizadas, no momento
da inoculacdo (tp), e apds 24, 72, 96, 168 e 240 h de exposicdo as
diferentes salinidades. A partir das leituras de fluorescéncia e turbidez in
vivo foram calculadas as taxas de crescimento em 96, 168 e 240 h por
meio da equagdo exponencial (equagdo 1):

__InNy—InN,
= o

(1

Onde:

u € a taxa de crescimento;

Ny € a leitura inicial de fluorescéncia ou turbidez;

N, € a leitura final de fluorescéncia ou turbidez;

t, € o tempo entre a medida final e inicial do teste (de 96 a 240 h).

Com as taxas de crescimento foram determinados os percentuais
de inibi¢do de crescimento de cada concentragdo salina em relagdo ao
controle (equagdo 2). A maior concentragdo salina que se apresentou
significativamente igual ao controle foi considerada o CEO
(concentragdo de efeito observado).

_ B¢y X100
W He

(2)
Onde:

L € o percentual de inibi¢do do crescimento em relagdo ao
controle na concentragao i,

L € a taxa de crescimento médio na concentragao i;

L € a taxa de crescimento para o controle.

Com os dados de percentual de inibigdo foi calculado para cada
cepa a Concentragdo Efetiva Mediana (CEsp), que ¢ a concentragdo
salina que gera diminui¢do de 50% na taxa de crescimento em relagdo
ao controle (salinidade 0). A CEso vem a ser o ponto de inflexdo da
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curva de dose-resposta, determinada através do método de interpolagdo
Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977).

2.5 Teste de influéncia da salinidade sobre a producio de STX

Apoés a determinagdo da méxima salinidade de crescimento no
teste acima descrito, as trés cepas foram cultivadas em triplicata ao
longo de 16 dias nas trés salinidades em que houve crescimento (0, 4 e
6) para posterior andlise e verificagdo da possivel influéncia da
salinidade sobre a producdo de STX. Os cultivos foram realizados em
triplicata utilizando 500 mL de meio ASM-1 previamente preparado nas
respectivas salinidades. Ao final do periodo de cultivo, 400 ml foram
filtrados em filtros de fibra de vidro (0,7 um de porosidade e 47 mm de
diametro). Os filtros foram armazenados em 10 mL de é4cido cloridrico
0,5M para posterior analise de STX. O volume restante (100 ml) foi
filtrado para extragdo de clorofila-a utilizando filtros de fibra de vidro
(0,7 um de porosidade e 25mm de diametro). Para a determinagdo da
concentracdo de clorofila-a extraida, as amostras de cultivo foram
filtradas em filtros de fibra de vidro 0,7 um e 25mm de didmetro. Os
filtros foram colocados em tubos de ensaio e adicionados 10 ml de
acetona 90%. ApoOs foram agitados em vortex e armazenados a
temperatura de 4°C por 24 horas para a extra¢do da clorofila-a. Ao
término das 24 horas, os tubos de ensaio foram centrifugados por 5
minutos em rotagdo 1500 rpm e lidos em fluorimetro Turner Trilogy
previamente calibrado.

2.6 Bioensaio de acumulacio de STX em mexilhdes

Mexilhdes adultos da espécie Perna perna foram coletados da
area de cultivo experimental da UNIVALI (Universidade do Vale do
Itajai), localizada na Enseada da Armag¢édo do Itapocor6i, no municipio
de Penha — SC. Foram selecionados individuos de 5 a 7 cm e
aclimatados em trés diferentes salinidades (22, 26 e 30) por sete dias. A
aclimatagdo foi conduzida em frascos de vidro com 2 litros de dgua do
mar filtrada com as salinidades previamente ajustadas. Cinco individuos
em cada uma das salinidades foram alimentados com a cepa LP2 de C.
raciborskii em fase exponencial de crescimento. Outros cinco
individuos em cada uma das salinidades foram alimentados com a
microalga Nannocloropsis oculata, uma cepa microalgal ndo téxica de
uso convencional na alimentacdo de mexilhoes, a fim de obter o
controle. O tempo de exposicdo foi de sete dias.
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Ao longo dos 14 dias (aclimatacdo + teste) todos os individuos
foram mantidos sob aeragdo constante ¢ a agua foi trocada diariamente
antes da alimentacdo. Apds a exposi¢cdo, todos os individuos foram
alimentados separadamente com a microalga Nannocloropsis oculata
por 1 hora a fim de obter a taxa de filtragdo de cada individuo. Foram
medidos os valores de clorofila-a in vivo no inicio e no fim do periodo.
Registrou-se o peso de cada individuo com as valvas. Apoés, as valvas
foram removidas e o peso de cada individuo foi novamente obtido
utilizando uma balang¢a analitica. O musculo de cada individuo foi
armazenado em dacido cloridrico 0,5M em frascos devidamente
identificados para posterior quantificacao de STX em HPLC.

Para cada individuo foi calculada a taxa de filtragdo utilizando
os valores de fluorescéncia de clorofila-a in vivo (CLA) obtidos no
inicio e no fim do periodo de alimentacdo com Nannocloropsis oculata,
segundo a metodologia utilizada por Resgalla Jr. et al. (2006). Para o
calculo foi utilizada a seguinte formula:

_ V [ CLAtO—- CLAt1 _
TR [ F] - r =0

Onde:

TF ¢ a taxa de filtracdo em L.h’;

V é o volume do frasco utilizado;

N ¢ o nimero de organismos por frasco;

CLA,y Fluorescéncia de clorofila in vivo no momento inicial;
CLA|; Fluorescéncia de clorofila in vivo no momento final;
AT ¢ o tempo de intervalo do teste em horas;

f é o fator de corregdo do fitoplancton (taxa de decantag@o).
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2.7 Quantificacio da concentracio de STX utilizando HPLC

A analise de STX foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) no Laboratorio de Cianobactérias e Ficotoxinas
(LCF) da Universidade Federal do Rio Grande, com as amostras do
musculo de mexilhdo provenientes dos testes de salinidade e com as
amostras de dgua do ambiente. Foi utilizado o protocolo através da
aplicagdo da técnica de duas fases moveis de Rourke et al. (2008). Os
filtros foram transferidos para tubos tipo Falcon de 15 mL, e o volume
de acido cloridrico utilizado para acondicionamento era medido. Os
tubos assim preparados eram sonicados em 3 ciclos de 30 segundos,
com intervalo de mesmo tempo entre os ciclos. Em seguida, os tubos
eram centrifugados a 6.000 rpm por 5 min, sendo o sobrenadante
retirado e passado para novos tubos Falcon. Aos tubos originais
contendo os filtros, adicionava-se 3 ml de acido cloridrico 0,5M ¢
sonicava-se novamente em 3 ciclos de 30 segundos, com intervalo de
mesmo tempo entre os ciclos e subsequente centrifugacdo. Este
sobrenadante era entdo misturado com o primeiro sobrenadante e o
volume total era filtrado em filtro de acetato de celulose de 0,45um.

Para as amostras de mexilhdo foi utilizado o método AOAC
(2011). Eram pesados 5 g de amostra em tubos Falcon de 15 mL
previamente identificados. A estes tubos eram adicionados 5 ml de acido
acético P.A. (CH3COOH), com posterior agitagdo em vortex. As
amostras assim preparadas eram mantidas em banho maria por 5 min a
100 °C, com posterior resfriamento a temperatura ambiente. Em
seguida, os frascos eram centrifugados a 3000 rpm por 10 min.
Posteriormente as amostras foram submetidas a desproteinizagao,
quando foram adicionados 25 pL de acido Tricloroacético (TCA) 30%,
agitadas em vortex e centrifugadas a 16.000 rpm por 5 minutos.

As amostras processadas (agua e musculo de mexilhdo) foram
entdo analisadas em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC),
com derivatizacdo pos-coluna e detecgdo por fluorescéncia para a
quantificacdo de saxitoxinas. A cromatografia, separagdo de moléculas
presentes em misturas complexas de acordo com sua afinidade a
diferentes substratos, foi realizada em um sistema HPLC (Shimadzu,
Japan), que consiste em uma controladora CBM 20A, um detector de
Fluorescéncia RF-10Ax]1 (excitagdo 330nm e emissdo 390 nm), duas
bombas binarias LC-20AD e um forno de coluna CTO-20A controlados
através do software Labsolution 5.41.240. Para as reacdes de poOs
derivatizagdo foi utilizada uma bomba quaternaria LC-10AD controlada
manualmente ¢ um sistema de banho (Nova técnica, modelo NT 245),
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com temperatura controlada a 80°C. A coluna analitica utilizada para as
analises foi Zorbax Bonus-RP C8 (150 x 4,60mm, 5 pm) marca
Agilent®.

Para a realizacdo das andlises em HPLC foram preparados os
eluentes A (GTX1 a 5), consistindo o heptanosulfonato de sddio 11 mM,
acido fosforico 5,5mM com pH ajustado para 7,1 e B (Neo-STX, dc-
STX , STX), consistindo o heptanosulfonato de so6dio 11mM, acido
fosforico 16,5mM e acetonitrila 11,5 % (v/v), pH 7,1. O fluxo foi de 1
mL/min. Para esta andlise, padrdes dos andlogos das Gonyautoxinas
(GTX-1, GTX-2, GTX-3, GTX-4 e GTX-5) e trés saxitoxinas,
neosaxitoxina (NeoSTX), decarbamoylsaxitoxina (DcSTX), além do
padrao da saxitoxina (STX).

A concentragdo final encontrada em cada amostra foi
determinada pelo total de cada variante calculado a partir da area dos
picos encontrados nas amostras com base no padrdo utilizado, levando
em conta a toxicidade relativa de cada variante ja definida na literatura,
obtendo-se entdo a concentragdo total de STX equivalente em cada
amostra. Os padrdes, materiais de referéncia certificados, foram obtidos
da National Research Council Canada (NRC).

2.8 Procedimentos estatisticos

Os dados ambientais foram submetidos a analises de correlagao
linear. Uma vez que as analises de STX foram realizadas apenas na
segunda metade das amostragens (a partir de setembro), os resultados
foram apresentados em duas tabelas de correlagdo, uma sem os dados de
STX (n=40) e outra com os dados de STX (n=20).

No experimento de tolerancia a salinidade os dados de taxa de
crescimento gerados foram testados quanto & normalidade (teste Chi-
quadrado) e homogeneidade (teste de Hartley para homogeneidade de
variancias), antes de serem submetidos & ANOVA bifatorial (fatores
salinidade e tempo) para identificar as concentracdes que determinaram
efeito  significativamente diferente do controle. Os mesmos
procedimentos estatisticos foram executados com os dados de influéncia
da salinidade sobre a producdo de STX, tentando verificar se houve
diferencas significativas nas concentragdes produzidas entre o controle e
as demais salinidades testadas.

No experimento de alimentagdo de mexilhdes com C.
raciborskii (alga produtora de saxitoxina) e N. ocultata (alga ndo
produtora de toxina), onde foram gerados dados de taxa de filtragcdo e de
acumulagdo de STX pelos mexilhdes, foram realizadas ANOVAs (one
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way) em separado para cada variavel, comparando todos os tratamentos,
aplicando-se teste de Tukey de comparagdoes multiplas. As analises
estatisticas foram realizadas com o aplicativo GraphPad Prism.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Dados ambientais:

As oito amostragens realizadas entre abril de 2017 a fevereiro
de 2018 tiveram a funcdo de monitorar os dados ambientais para
eventuais correlagdes com dados de concentracdo de STX.

A temperatura da agua variou entre 18,7°C e 30,2°C, com os
menores valores ocorrendo em junho e os maiores em fevereiro. Entre
as estacdes amostrais, o maior valor médio foi verificado na Lagoa do
Peri (#1) e o menor na Praia do Matadeiro (#5), sob influéncia do mar
(Figura 2).
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Figura 2: Temperatura da agua nos pontos amostrais ao longo do periodo
monitorado.

Em relagdo a salinidade os valores mostram claramente a
presenga ou auséncia de influéncia marinha nas diferentes estacdes,
onde os valores foram sempre zero nos pontos #1 e #2, e variaram de
zero a 35 nos pontos #3, #4 ¢ #5 (Figura 3).
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Figura 3: Salinidade da agua nos pontos amostrais ao longo do periodo
monitorado.

Na coleta realizada no més de janeiro, todos os pontos
amostrais apresentaram salinidade 0, inclusive o ponto #5 localizado na
Praia do Matadeiro. Isso aconteceu devido ao grande volume de chuvas
(Figura 4) que ocorreu na regido neste periodo (377,6 mm). O volume
acumulado nos sete dias antecedentes a coleta foi de 111 mm. A Lagoa
do Peri (#1) apresentava elevada vazio, sendo esta uma tipica situacdo
onde a toxicidade das cianobactérias ocorrentes na Lagoa do Peri
poderia atingir o ecossistema marinho adjacente.
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Figura 4: Precipitacdo pluviométrica na area de estudo ao longo do periodo
amostrado. Os dados s@o apresentados em somatoério mensal e em somatorio dos
sete dias que antecederam a coleta.

Os valores de oxigénio dissolvido (Figura 5) apresentaram-se
elevados (6,7 a 8 mg.L™") nos pontos #1, #3, #4 e #5 em quase todas as
amostragens, exceto no més de setembro quando os valores foram
proximos a 4 mg.L'1 Nnos mesmos pontos.
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Figura 5: Oxigénio dissolvido (mg.L") nos pontos amostrais ao longo do
periodo monitorado.

Os valores apresentaram-se baixos (1,5 a 3,5 mg.L") nos meses
de outono, inverno e primavera no ponto #2. J4 nos meses de verdo
(janeiro e fevereiro) no mesmo ponto, os valores apresentaram-se
elevados (8 e 6,6 mg.L" respectivamente). Neste ponto amostral, foi
possivel observar a presenga de efluente doméstico durante todas as
coletas devido ao langamento clandestino pelas residéncias que estdo
localizadas nas margens do Canal Sangradouro. Os maiores valores
observados no verdo podem estar associados aos maiores volumes de
chuva que ocorreram na regido na estacdo do verdo. Os valores de
clorofila in vivo (CLA) variaram em geral entre 50 a 150 RFU ao longo
do periodo monitorado, exceto em setembro no ponto #3 e em
novembro no ponto #2, apresentando os valores 448,9 ¢ 305,7 RFU
respectivamente (Figura 6).
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Figura 6: Fluorescéncia de clorofila-a in vivo nos pontos amostrais ao longo do
periodo monitorado.

A ficocianina in vivo (FIC) apresentou valores entre 3 a 49,5
RFU (Figura 7) com destaque para os maiores valores sempre no ponto
#1, forte indicativo da presen¢a e¢ abundancia da cianobactéria C.
raciborskii por este ser um pigmento caracteristico das cianobactérias.
Os valores de FIC foram, em geral, menores em dire¢do ao mar, porém
destacam-se os valores mais elevados na zona estuarina (#3 e #4) e praia
do Matadeiro (#5) no més de janeiro, indicando também a forte
influéncia das chuvas no periodo, que transferiu de forma conspicua a
biomassa de cianobactérias para os ecossistemas costeiros.
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Figura 7: Fluorescéncia de ficocianina in vivo (RFU) nos pontos amostrais ao
longo do periodo monitorado.

Em relagdo a concentracdo de STX nas amostras ambientais
(Figura 8), que foi quantificada somente a partir de setembro de
2017, percebe-se que em todos os pontos amostrais e todas as
amostragens realizadas houve concentracdes detectaveis de STX. Em
geral os valores foram maiores nos pontos #1 (Lagoa do Peri) e #3
(zona estuarina), evidenciando que a carga toxica pode efetivamente
chegar a zona estuarina e manter-se suficientemente ativa para ser
detectada. Os valores bem mais elevados verificados na amostragem
de janeiro de 2018 estdo também relacionados a elevada
pluviosidade e ao periodo de verdo, com maiores concentracdes de
C. raciborskii na Lagoa (#1). Percebe-se claramente que nessas
condi¢des de elevada pluviosidade a carga toxica afeta toda a area de
estudo.
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Figura 8. Concentracdo de STX presente na agua da area de estudo entre os
meses de setembro de 2017 e fevereiro de 2018.

Considerando o conjunto de dados ambientais sem a variavel
concentracdo de STX, as analises de correlagdo linear demonstraram
relagcdes entre variaveis fisico-quimicas ¢ ambientais, como foi o
caso de salinidade com oxigénio dissolvido (r=0,408), pluviosidade
com temperatura da agua (r=0,762), salinidade (r=-0,350) e oxigénio
dissolvido (=0,323). CLA e FIC apresentaram fraca correlagio
positiva (r=0,336), evidenciando certa dependéncia entre essas
variaveis, o que pode ser explicado pelo dominio de C. raciborskii na
maior parte das amostras. FIC também demonstrou consideravel
relacdo negativa com a salinidade, o que é explicado pela origem das
cianobactérias a partir das aguas da Lagoa do Peri (Tabela 1). Na
analise de correlagdo entre as amostras com dados de concentragdo
de STX, os padrdes entre variaveis ambientais e fisico-quimicas
foram similares, assim como a relagdo positiva entre CLA e FIC e
negativa entre salinidade e FIC (Tabela 2). Porém, chama a atengao
correlacdes significativas da concentragdo de STX com temperatura
da agua (r=0,611), CLA (r=0,445), FIC (r=0,529) e pluviosidade
(r=0,499). Essas relacdes confirmam a origem da toxicidade a partir
das populacdes de cianobactérias presentes na Lagoa do Peri (#1) e a
sua clara dependéncia com a temperatura da agua e com a
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pluviosidade, evidenciando que periodos mais quentes € chuvosos
aumentam a possibilidade de toxicidade tanto nas dguas da Lagoa do
Peri, como ja descrito em outros trabalhos (Hennemann e Petrucio,
2010, Moser, 2012 e Hennemann e Petrucio, 2016) como nas 4guas a
jusante da lagoa, incluindo as estuarinas e marinhas, pois a
temperatura aumenta a taxa reprodutiva da espécie ¢ a elevada
pluviosidade intensifica o transporte das aguas excedentes da lagoa

para 0 mar.

Tabela 1. Correlagdes entre os dados ambientais monitorados em todo o periodo
amostral (8 amostragens). Os coeficientes apresentados em negrito indicam
correlagdes significativas.

Temperatura da  Salinida Oxigénio Clorofila-a Ficocianina
agua de dissolvido in vivo in vivo
Temperatura da
igua .
Salinidade -0,304
(0,055) )
Oxigénio 0,170 0,408
dissolvido (0,294) (0,001) )
Clorofila-a in 0,243 -0,298 -0,312
vivo (0,130) (0,061) (0,051) )
Ficocianina in -0,010 -0,522 -0,034 0,336
vivo (0,950) (0,001) (0,833) (0,033) )
Pluviosidade 0,762 -0,350 0,323 -0,023 -0,044
(0,000) (0,026) (0,041) (0,885) (0,786)
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Tabela 2. Correlagdes entre os dados ambientais incluindo-se a concentragao
ambiental de STX, que foi monitorada somente a partir de setembro de 2017 (5
amostragens). Os coeficientes apresentados em negrito indicam correlagdes
significativas.

Temperatura Salini Oxigénio Clorofila-a Ficocianina Saxito
da agua dade dissolvido in vivo in vivo xina
Temperatura -
da dgua
Salinidade -0,683
(0,0009) -
Oxigénio 0,026 0,291 -
dissolvido (0,912) (0,212)
Clorofila-a in 0,197 -0,219 -0,427 -
vivo (0,405) (0,353) (0,060)
Ficocianina in 0,291 -0,650 -0,409 0,456 -
vivo (0,211) (0,001) (0,072) (0,043)
Saxitoxina 0,611 -0,406 0,071 0,445 0,529
(0,004) (0,075) (0,736) (0,049) (0,016) -
Pluviosidade 0,801 -0,586 0,439 -0,035 0,124 0,499
(0,000) (0,006) (0,052) (0,880) (0,600) (0,025)

Hennemann e Petrucio (2010) observaram que as varidveis
temperatura, direcdo e intensidade do vento e o regime pluviométrico
explicam as variagcdes sazonais que sdo tipicas do clima subtropical
incidente sobre a Ilha de Santa Catarina. Utilizando indices de estado
trofico, Hennemann e Petrucio, 2010 classificaram a Lagoa do Peri
como oligotrofica para concentragdo de nutrientes ¢ meso-eutrofica para
clorofila-a, e atribui esta ultima classificacdo as elevadas densidades da
cianobactéria C. raciborskii e também as altas taxas de reciclagem
observadas em corpos d’agua mais quentes, quando comparados com 0s
temperados.

Moser, 2012 realizou uma avaliagdo toxicologica da agua da
Lagoa do Peri por meio de testes ecotoxicoldgicos, citotoxicos e
genotdxicos. Os resultados obtidos pela autora apresentaram toxicidade
aguda para Daphnia magna e efeitos genotoxicos induzindo a formagao
de micronucleos em peixes. Em seu trabalho, Moser, 2012 alerta sobre a
necessidade de orientar as autoridades para a presenga de cianotoxinas
na agua e consequentemente para a necessidade de programas de
monitoramento ¢ melhorias nas técnicas de tratamento da agua para a
remogdo das cianotoxinas presentes na Lagoa do Peri.

Calijuri et al., 2006 afirmaram que a simples presenca de uma
substincia toxica na agua pode ndo ser um risco para a popula¢do, uma
vez que varios fatores podem influenciar o potencial toxico e a a¢do das
toxinas nos organismos apoés a dispersdo das mesmas no ambiente. Tais
fatores podem ser: as interagcdes com outras substancias dissolvidas,
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os processos de degradacdo e biodegradagdo naturais, o transporte
entre os compartimentos do ecossistema, as vias de contaminagao € o
tempo de contato com os organismos, a dominancia da substancia
toxica nos organismos ¢ sua acao nos sitios de acdo (Calijuri et al.,
2006).

Hennemann e Petrucio, 2016 também observaram a dominancia
de C. raciborskii na Lagoa do Peri, constatando que esta cianobactéria
apresenta importantes mecanismos de adaptagdo que determinam seu
sucesso em um ambiente oligo-mesotrofico, contrariando o que
geralmente acontece em ambientes eutrofizados que apresentam elevada
concentracdo de nutrientes que incentivam o sucesso e desenvolvimento
de cianobactérias e outros produtores primarios. Além disso,
Hennemann e Petrucio 2016 também consideraram a Lagoa do Peri
potencialmente limitada por foésforo (P) durante a maior parte do
periodo de estudo e encontrou uma correlacdo positiva entre as
concentracdes de clorofila-a e de fosforo. Também constatou que a
biomassa fitoplanctonica foi aparentemente controlada pela temperatura
da agua e pela disponibilidade de fosforo (razdes N:P e P dissolvido),
atribuindo grande importancia aos fatores climdticos, especialmente a
temperatura.

Brentano et al., 2016 observaram que os aumentos da
condutividade na Lagoa do Peri foram associados a um aumento da
concentragdo de STX neste ambiente durante um curto periodo de
tempo, indicando uma resposta rapida as mudangas nas condig¢des do
ambiente. Além disso, constataram que o provavel mecanismo
subjacente ao aumento de concentragdo de STX com aumento da
condutividade pode ser explicado pela biossintese de STX como
resposta ao estresse causado por altas concentragdes idnicas indicadas
pela alta condutividade. Em laboratério, testes observaram que a
diminui¢io de uma ordem de grandeza na concentragio de Na'
corresponde na diminuigdo em uma ordem de magnitude dos niveis
intracelulares de STX (Pomati et al., 2003a), sugerindo que o papel da
STX pode estar ligado a manutencdo da homeostase de cianobactérias
sob condi¢des de elevada condutividade (Pomati et al., 2003a, Pomati et
al. 2004).

3.2 Tolerancia das cepas a salinidade

A avaliagdo da tolerancia a salinidade pelo uso de 3 varidveis
diferentes de medi¢do da biomassa (clorofila-a in vivo, ficocianina in
vivo e turbidez) apresentou resultados em geral equivalentes. O
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desenvolvimento de um padrio exponencial de crescimento em todos os
testes se deu a partir de 96 h, e por esta razdo foram geradas taxas de
crescimento para todas as cepas e nas trés varidveis avaliadas em 96 h,
168 h e 240 h. A observagdo do crescimento dessa maneira permitiu
evidenciar graficamente o efeito da salinidade na limitagdo do
crescimento das cepas. A partir desses dados foram gerados os
percentuais de inibicdo de crescimento para entdo calcular as
concentracdes efetivas medianas (CEs) para cada cepa.

A cepa LP1 apresentou taxas de crescimento positivas e sem
diferengas significativas (p<0,05) nas salinidades 0, 2 e¢ 4; ¢ taxas de
crescimento negativas nas salinidades 6, 8 e 10, sendo que o valor na
salinidade 10 foi significativamente diferente dos valores nas
salinidades 6 e 8, por ser mais negativo. Esse padrdo foi similar entre os
trés tempos de crescimento avaliados (96 h, 168 h e 240 h) e as trés
variaveis de biomassa analisadas (CLA, FIC e TUR) (Figuras 9, 10 e
11).

A cepa LP2 apresentou taxas de crescimento negativas a partir da
salinidade 8 nos trés tempos de crescimento e nas trés varidveis
analisadas. Os valores nao diferiram significativamente entre as
salinidades 0, 2, 4, e 6 para CLA em 96h e entre as salinidades 0, 2 ¢ 4
para CLA em 168 h e 240 h. Ou seja, com o aumento do tempo de
crescimento a salinidade 6 gerou efeito negativo no crescimento, nao
verificado em 96 h (Figura 12). Isso indica que a cepa LP2 apresentou
maior tolerdncia & salinidade do que LP1. A avaliacdo usando FIC
mostrou taxas de crescimento sem diferenca significativa nas
salinidades 0, 2 e 4 para os tempos 96 h e 168 h, sendo que a taxa de
crescimento negativa na salinidade 10 foi significativamente diferente
das taxas em todas as demais salinidades nesses dois tempos de
crescimento. A taxa de crescimento na salinidade 0 se mostrou
significativamente diferente de todas as demais no tempo de 240 h
(Figura 13).

Na avaliacdo das taxas de crescimento usando TUR, os
resultados tiveram um padrao similar ao apresentado na avaliagdo com
CLA, confirmando tolerancia dessa cepa a salinidade 6 (Figura 14).
Curiosamente, essa cepa ¢ mais toxica que a cepa LP1, como ja definido
em estudos anteriores (Miotto et al., 2017). Ou seja, LP2 parece ter uma
propensao a maior produgdo de STX o que justificaria de certo modo a
sua maior tolerancia a quantidade de ions no meio. A cepa T3 mostrou
taxas de crescimento sem diferencas significativas nas salinidades 0, 2 e
4 para CLA no tempo de 96h (Figura 15). Ja nos tempos de 168 h e 240
h também houve crescimento significativo na salinidade 6. O mesmo
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padrdo foi verificado através da analise pela FIC (Figura 16). Esses
resultados mostram que com o maior tempo de crescimento a cepa
mostrou mais tolerancia a salinidade 6. Na avaliagdo utilizando a TUR
dos cultivos ndo houve diferenga significativa entre os crescimentos nas
salinidades 0, 2 e 4 para todos os tempos de crescimento avaliados,
porém em 240 h, as taxas nas salinidades 2 ¢ 4 ndo mostraram
diferencas também com a salinidade 6 (Figura 17).
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Figura 9: Curva de crescimento da cepa LP1 de C. raciborskii em diferentes
salinidades determinadas a partir de dados de clorofila-a in vivo (CLA) ao longo
de 240 horas (grafico acima) e taxa de crescimento calculadas para 96 h, 168 h
e 240 h (graficos abaixo).
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Figura 10: Curva de crescimento da cepa LP1 de C. raciborskii em diferentes
salinidades determinadas a partir de dados de ficocianina in vivo (FIC) ao longo
de 240 horas (grafico acima) e taxa de crescimento calculadas para 96 h, 168 h
e 240 h (graficos abaixo).
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Figura 11: Curva de crescimento da cepa LP1 de C. raciborskii em diferentes
salinidades determinadas a partir de dados de turbidez (TUR) ao longo de 240
horas (grafico acima) e taxa de crescimento calculadas para 96 h, 168 h e 240 h
(graficos abaixo).
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Figura 12: Curva de crescimento da cepa LP2 de C. raciborskii em diferentes
salinidades determinadas a partir de dados de clorofila-a in vivo (CLA) ao longo
de 240 horas (grafico acima) e taxa de crescimento calculadas para 96 h, 168 h
e 240 h (graficos abaixo).
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Figura 13: Curva de crescimento da cepa LP2 de C. raciborskii em diferentes
salinidades determinadas a partir de dados de ficocianina in vivo (FIC) ao longo
de 240 horas (grafico acima) e taxa de crescimento calculadas para 96 h, 168 h
e 240 h (graficos abaixo).
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Figura 14: Curva de crescimento da cepa LP2 de C. raciborskii em diferentes
salinidades determinadas a partir de dados de turbidez (TUR) ao longo de 240
horas (grafico acima) e taxa de crescimento calculadas para 96 h, 168 he 240 h
(graficos abaixo).
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Figura 15: Curva de crescimento da cepa T3 de C. raciborskii em diferentes
salinidades determinadas a partir de dados de clorofila-a in vivo (CLA) ao longo
de 240 horas (grafico acima) e taxa de crescimento calculadas para 96 h, 168 h
e 240 h (graficos abaixo).
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Figura 16: Curva de crescimento da cepa T3 de C. raciborskii em diferentes
salinidades determinadas a partir de dados de ficocianina in vivo (FIC) ao longo
de 240 horas (grafico acima) e taxa de crescimento calculadas para 96 h, 168 h
e 240 h (graficos abaixo).
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Figura 17: Curva de crescimento da cepa T3 de C. raciborskii em diferentes
salinidades determinadas a partir de dados de turbidez (TUR) ao longo de
240 horas (grafico acima) e taxa de crescimento calculadas para 96 h, 168 h
e 240 h (graficos abaixo).
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A Concentragdo Efetiva Mediana (CEsy) das 3 cepas para a
salinidade demonstrou de forma mais categorica os limites de tolerancia
das cepas testadas. De maneira geral a cepa LP2 mostrou-se mais
tolerante a salinidade e LP1 e T3 mostraram comportamentos similares
entre si. Considerando-se as diferentes variaveis de biomassa (CLA, FIC
e TUR) e tempos de cultivo nos testes, os valores de CEsy variaram
entre 4,06 ¢ 4,9 para a LP1 (média geral = 4,62), 3,63 e 5,97 para LP2
(média geral = 5,06) e 3,71 ¢ 6,57 para T3 (média geral = 4,80). Estes
valores de tolerancia a salinidade corroboram os dados ja descritos para
outras cepas, que mostram tolerancia e crescimento a salinidades baixas,
em geral menores que 4 (Figura 18).
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Figura 18. Valores de concentracdo efetiva mediana (CEs) para salinidade em
trés cepas de C. raciborskii (LP1, LP2 e T3) apo6s trés tempos de cultivo (96 h,
168 h, 240 h) calculados a partir de trés variaveis indicativas de biomassa
(CLA; FIC e TUR). As barras indicam o limite superior e inferior da estimativa
de CEs, pelo método Trimmed Spearman-Karber.



58

3.3 Concentracio de STX nas cepas em diferentes salinidades

Os cultivos para determinacdo da influéncia da salinidade na
producdo de STX foram realizados em trés salinidades escolhidas de
acordo com os seguintes critérios: salinidade 0, controle; salinidade 4,
valor proximo do limite de tolerdncia das cepas, e salinidade 6, valor
que em alguns casos gerou crescimento, mas ja considerado limitante ou
estressante para a cepas.

Os resultados analisados por ANOVA bifatorial mostraram a
existéncia de interacdo entre os fatores cepa e salinidade, explicando
35,3% da variagdo (p<0,0001), enquanto o fator salinidade explicou
30,5% (p<0,0001) e o fator cepa 26,1% (p<0,0001). Para a cepa LP1
nao houve diferenca significativa nos valores de concentragcdo de STX
entre as trés salinidades, apresentando um valor médio geral de 16,29 ng
eq-STX kg A cepa LP2 mostrou valores muito baixos em salinidade 0,
que foram estatisticamente diferentes dos valores obtidos nas
salinidades 4 e 6, com a maior concentracdo na salinidade 4 (Figura
19A). O valor baixo na salinidade 0 chama a atengfo, podendo
representar a existéncia de um gatilho de produgdo de STX nessa cepa
relacionado a salinidade/condutividade. Porém, ndo se descarta a
possibilidade de problemas analiticos ou experimentais. A cepa T3
também apresentou maiores concentragdes de STX na salinidade 4,
sendo que o valor nesta salinidade se diferenciou estatisticamente dos
valores nas outras duas salinidades.

Embora ndo tenha ficado clara a influéncia da salinidade sobre a
producdo de STX na cepa LPI, as cepas LP2 e T3 mostraram
incremento entre a salinidade 0 e 4, com diminuigdo na salinidade 6. Foi
essa situacdo que revelou a interagdo entre os fatores cepa e salinidade
no caso de LP2 e T3. A diminuicdo na salinidade 6 pode estar
relacionada ao colapso fisioldgico nas cepas. Ou seja, apesar do teste
aqui realizado ser simples e envolver apenas 3 salinidades, a hipdtese de
que a salinidade estimula a produ¢do de STX pode ser confirmada, mas
ela se aplicaria até um determinado valor de salinidade, acima do qual as
cepas ndo conseguem coordenar a reposta devido ao estresse salino, que
causaria perturbacdo fisiolégica nas células. Quando se analisa a
concentracdo de STX normalizada pela clorofila-a (Figura 19B),
verifica-se a auséncia de diferengas significativas entre as diferentes
salinidades para LP1 e, para T3, um valor elevado e muito diferente dos
demais para a salinidade 6. Essa diferenca pode estar relacionada a
perda de clorofila-a nessa cepa em salinidade 6, relacionado a
mecanismos de estresse.
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Figura 19. Concentragdo total de STX (A) e de STX por clorofila-a (B) nos
cultivos de trés cepas de C. raciborskii (LP1, LP2 e T3) em 3 salinidades
distintas (0, 4 e 6) ap6s 16 dias de cultivo em condi¢des aclimatadas. As barras
representam o desvio padrao da média (n=3). Letras iguais indicam valores sem

diferenca estatistica e letras diferentes valores significativamente diferentes
(p<0,05).

Miotto et al., 2017 quantificaram a concentragdo de STX nas
cepas LP1 e LP2 de C. raciborskii na condi¢do geral de cultivo. Os
resultados obtidos demonstraram que a cepa LP2 apresentou um
potencial téoxico maior que a cepa LP1, uma vez que a cepa LP2
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apresentou uma maior quantidade de toxinas (31,025 pug.L™") que a cepa
LP1 (18,768 pg.L™).

Carneiro et al., 2013 testaram a resposta de uma cepa brasileira
de C. raciborskii quanto a dureza da agua, avaliando seu crescimento ¢ a
producdo de STX. Foi testada a concentracdo de 5 mM utilizando os sais
MgCQO;, CaCO; e Na2CO; baseando-se em dados ambientais. Os
resultados obtidos pelo autor demonstraram aumento na concentragao de
STX para a maioria dos tratamentos apos 6 dias de exposicao,
retornando as concentra¢des semelhantes a do controle apds 12 dias de
exposicdo, indicando uma adaptagdo da espécie as alteragdes nas
condi¢gdes da agua. Carneiro et al., 2013 também observaram que, em
curto prazo, a exposi¢do das células a maioria das condigdes testadas
favoreceu a producdo de STX sobre a producdo de neoSTX, afirmando
uma notavel plasticidade de C. raciborskii e seu potencial para prosperar
em aguas duras.

Carneiro et al., 2011 observou que muitos reservatorios de agua
eutrofizados da regido nordeste do Brasil sdo dominados por C.
raciborskii, sendo que a ocorréncia de blooms ¢é recorrente devido a
eutrofizagdo. Tais corpos de agua possuem elevada condutividade
devido a elevada concentra¢do i0nica, sendo assim definidos como
duros (elevados valores de CaCOs). O estudo desenvolvido investigou o
efeito da elevada concentracdo de calcio (8 mM Caﬂ) no crescimento,
morfologia, metabolismo e contetido de toxinas da cepa T3 apos 12 dias
de exposicdo. Os resultados demonstraram os seguintes efeitos:
crescimento limitado, diminui¢cdo no comprimento do tricoma, aumento
do conteido de clorofila-a, inibicdo da expressdo de proteinas
relacionadas ao metabolismo primario e alteragdo no perfil de toxina
(Carneiro et al., 2011).

Moisander et al., 2002 calcularam taxas de crescimento em
funcdo da salinidade a partir de dados de clorifila-a, onde C. raciborskii
apresentou taxas de crescimento constante entre as salinidades 0 e 2 e
constataram que o limite de tolerancia para o crescimento de C.
raciborskii esteve entre as salinidades 2 e 6. As duas cepas de C.
raciborskii utilizadas por Moisander et al., 2002 foram isoladas dos
lagos Dora e Griffin (Flérida Central, Estados Unidos). O maximo
crescimento para C. raciborskii foi observado na salinidade 4. Além
disso, observaram que a fixa¢do de CO; e a atividade nitrogenase foram
significativamente menores em salinidades maiores que 2. Os resultados
obtidos por Moisander et al., 2002 demonstraram que C. raciborskii
possui habilidade para crescer até a salinidade 4, sugerindo que a
espécie pode manter o crescimento e também formar blooms em regides
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estuarinas de baixa salinidade e outros corpos de agua salgada como ¢é o
caso do mar Baltico. O crescimento de C. raciborskii é limitado pala
salinidade estuarina, que geralmente apresenta valores acima de 4, sendo
este 0 motivo que evita a formagdo de blooms no estuario do Rio Neuse
(Carolina do Norte, Estados Unidos) e outras aguas de salinidade
similar.

3.4 Exposicdo dos mexilhdes a cianobactéria C. raciborskii (cepa
LP2)

Os dados apresentados a seguir demonstram as taxas de
filtracdo calculadas para cada individuo utilizado no teste a partir do
consumo de clorofila in vivo (N. oculata) (Figura 20). A taxa de
filtragdo calculada para os individuos em cada um dos tratamentos
apresentou maiores valores nos tratamentos Controle 22 e Teste 22
(3,275 e 3,087 L.h'.g' respectivamente), indicando que a taxa de
filtragdo para P. perna esta sendo mais influenciada pela salinidade da
agua do que pelo tipo de alimentagdo. Comparando os tratamentos
Controle e Teste ¢ possivel observar que os individuos Controle
apresentaram maior taxa de filtragdo do que os individuos Teste em
todas as salinidades (22, 26 ¢ 30).
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Figura 20. Taxas de filtragdo de mexilhdes Perna perna alimentados com N.
oculata (NOC) e C. raciborskii (CRA) em diferentes salinidades (22, 26 e 30),
medidas a partir do consumo de clorofila-a in vivo.. Barras com letras em
comum indicam diferengas significativas e barras sem letras em comum
indicam auséncia de diferengas significativas (p<0,05).
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Em relagdo a acumula¢do de STX nos mexilhdes verificaram-se
valores superiores nos animais tratados com C. raciborskii em relagdo
aos tratados com N. oculata (Figura 21). De maneira geral os resultados
mostraram que a biomassa de C. raciborskii, quando disponibilizada aos
mexilhdes, ¢ ingerida e gera acumulacdo de STX, porém, ndo ha
diferencgas significativas relacionadas a salinidade. Além deste fato
indicar o risco de que moluscos marinhos podem ser contaminados com
STX de origem continental, percebe-se também que o contato com a
agua salgada ndo destréi instantaneamente as populagoes de C.
raciborskii, tampouco inativa a STX presente na sua biomassa.
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Figura 21. Concentragdes de STX (ug eq-STX kg) em mexilhdes Perna perna
alimentados com Nannochloropsis oculata (NOC) e Cylindrospermopsis
raciborskii (CRA) em diferentes salinidades (22, 26 e 30). As barras de erro
indicam o desvio padrdo da média (n = 3). Letras diferentes indicam diferencgas
significativas e letras iguais indicam auséncia de diferencas significativas
(p<0,05).

Ainda que baixos, os valores positivos de STX encontrados nos
mexilhdes tratados com N. oculata indicam, provavelmente, uma
contaminagao residual historica dos mexilhdes utilizados no teste, pois
estes foram coletados em area de cultivo onde eventualmente ocorrem
dinoflagelados produtores de STX (Rorig et al., 1998; Rorig et al.,
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2018). Schramm et al. (2006) identificaram a contaminagdo de
mexilhdes P. Perna por STX oriundos da ocorréncia de Gymnodinium
catenatum em aguas costeiras do litoral norte do estado de Santa
Catarina entre abril e maio de 2006. Foram analisados 10 pontos
amostrais no litoral de Santa Catarina, identificando concentragdes que
variaram de 0 a 744,78 pg eq-STX. kg™. Em seu estudo, Schramm et al.
(2006) afirmam que, mesmo contaminados com PSP, os mexilhdes
poderiam ser comercializados e consumidos pois a legislacdo
internacional define que o limite maximo permitido ¢ de 800 pg eq-
STX kg™

Desde 1997 o Laboratorio de Estudos sobre Algas Nocivas da
UNIVALI mantém um programa de monitoramento de algas nocivas em
uma area de cultivo de moluscos localizada na Armagéo do Itapocoréi
(Rorig et al, 2018). Tanto este como outros programas de
monitoramento subsequentes tém mostrado uma maior importancia
de eventos de risco de maré vermelha por dinoflagelados toxicos
durante o inverno (Rorig et al.,, 2018), quando ocorre maior
influéncia das d4guas subantarticas, que s3o mais ricas em
dinoflagelados (Islabdo e Odebrecht, 2011). Uma vez no litoral de
Santa Catarina, algumas espécies de dinoflagelados provavelmente
encontram condigdes Otimas para formar floragdes, como a presenca
de locais de menor turbuléncia e alta concentracdo de nutrientes. E
precisamente neste tipo de ambiente que a maricultura, em particular
mexilhdes e ostras, foi desenvolvida na regido, indicando que o
inverno ¢ um periodo critico para o monitoramento de floragdes de
dinoflagelados nocivos. Por outro lado, no caso da Lagoa do Peri, as
densidades de C. raciborskii sempre sdo maiores no verdo, ¢ a
pluviosidade muitas vezes também € maior nesse periodo. Assim,
eventuais cultivos de moluscos ou mesmo a coleta em bancos
naturais proximos a desembocadura do Canal Sangradouro estariam
em risco também no verdo, nesse caso a partir de uma fonte
continental de STX.

Zagatto et al., 2011 utilizaram duas linhagens de C. raciborskii
(T2 e T3) isoladas do reservatorio Taiagupeba (Sao Paulo, Brasil) e
cultivaram em laboratério para uso em testes de toxicidade com
camundongos, micro crusticeos e peixes. Os resultados obtidos nestes
testes apresentaram sintomas tipicos de neurotoxicose em camundongos,
como tremor, ataxia, convulsdes e morte por parada respiratoria. J4 em
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Daphnia similis e Ceriodaphnia dubia, os efeitos observados foram
imobilizagdo e reducdo da atividade locomotora respectivamente. Para o
peixe Danio rerio, foi observado efeito cronico em seu estigio larval
somente, ¢ nenhum efeito agudo foi observado no animal adulto. Além
disso, afirmam que nenhum padrio consistente foi observado, mas que
ambas cepas apresentaram elevada toxicidade para as espécies utilizadas
nos testes. De qualquer maneira, a elevada toxicidade destas cepas e o
potencial risco para a saude humana alertam para que haja uma revisao
da legislagdo sobre fatores de seguranca para o abastecimento de agua
potavel (Zagatto et al., 2011).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A maioria dos estudos tem verificado quais variaveis
influenciam na producdo de STX somente em laboratério, sendo que
poucos s3o aqueles que utilizam o ambiente para alcangar estas
respostas (Brentano et al., 2016). O presente estudo teve como principal
objetivo, entender em laboratério e no ambiente como a salinidade
influencia na produgdo de STX pela espécie Cylindrospermopsis
raciborskii. Esta ampla pergunta surgiu a partir dos resultados obtido
por Brentano et al.,, (2016) que identificaram a influéncia da
condutividade na biossintese de STX da cianobactéria C. raciborskii
residente na Lagoa do Peri. Assim como Moisander et al. (2002), o
presente trabalho identificou que as cepas LP1, LP2 (isoladas da Lagoa
do Peri, Santa Catarina) e T3 (isolada do reservatorio Taiagupeba, Sdo
Paulo) de C. raciborskii apresentaram crescimento em baixos valores de
salinidade (salinidade 4 aproximadamente). O outro objetivo era
entender se a carga toxica presente na lagoa do Peri, devido a presenga
de C. raciborskii, poderia atingir os componentes ecologicos da Praia do
Matadeiro. Desta forma, os resultados obtidos a partir do
acompanhamento no ambiente permitiu concluir que o risco de
contaminagdo por STX biossintetizadas por C. raciborskii ¢ evidente na
regido do estudo, principalmente quando os maiores valores de
temperatura da agua incentivam o crescimento da espécie e elevados
volumes de chuva influenciam na vazao da Lagoa do Peri sobre a regido
costeira, transportando a carga tdxica para o mar. De acordo com Moser
(2012), “Cabe aos profissionais de diversas areas o desenvolvimento de
tecnologia de remog¢do de algas e toxinas em agua de abastecimento
publico, a pesquisa de predadores naturais e inibidores ao
desenvolvimento de C. raciborskii (sua existéncia e dondmica no meio
natural), bem como o estudo do metabolismo da C. raciborskii, a fim de
sanar duvidas tais como: em que condi¢des estes organismos liberam
toxinas? Quais fatores ambientais influenciam na geragdo de estresse?
Ha outros fatores que propiciam sua dominancia e que precisam ser
melhor elucidados?”

De forma parcial, o presente estudo conseguiu contribuir com
algumas respostas para as perguntas realizadas por Moser (2012).
Sabendo que C. racoborskii ¢ uma espécie de agua doce, a salinidade
e/ou elevada condutividade sdo fatores que causam estresse para a
mesma. Além de causar estresse, este ¢ um dos fatores que influenciam
na producao e liberagdo de toxinas (especificamente STX) para o meio,
sendo comprovados com os resultados deste trabalho. O controle
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osmotico realizado por C. raciborskii através da biossintese de STX ¢é o
que explica a positiva taxa de crescimento de C. raciborskii em
condi¢des de baixas salinidades mesmo sendo esta uma espécie de agua
doce.

A confirmagdo da hipotese de que a carga toxica oriunda da
Lagoa do Peri atinge a praia do Matadeiro e também que a
bioacumula¢do de STX oriunda de C. raciborskii ocorre em filtradores
como o mexilhdo P. perna, chama a aten¢do para a necessidade de
monitoramento desta regido do litoral de Santa Catarina, principalmente
quando se pensa na possibilidade de tomar a praia do Matadeiro como
area para cultivo e comercializagdo do mexilhdo P. perna. As indicagdes
aqui levantadas sugerem que ndo seja autorizado nem o cultivo, nem a
coleta de animais filtradores para fins alimenticios na regido do entorno
a Praia do Matadeiro.
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