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Viemos girando do nada, espalhando estrelas como pó, 

As estrelas puseram-se em círculo e nós ao centro dançamos com elas, 

Como uma pedra de moinho em forma de Deus gira a roda do céu, 

Segure um raio dessa roda e terás a mão decepada, 

Girando e girando essa roda dissolve todo e qualquer apego, 

Se não estivesse apaixonada ela mesma gritaria: Basta!  

Até quando hei de seguir esse giro? 

Cada átomo gira desnorteado, 

Mendigos circulam entre as mesas, 

Cães rondam um pedaço de carne, 

O amante gira em torno do seu próprio coração. 

Envergonhado de tanta beleza giro ao redor de minha vergonha. 

O que quer que pensem de nós, 

Em nada parecerá o que somos, 

Há luz agora, Luz! 

Heis o amor verdadeiro que diz a mente: Adeus! 

Adeus, este é o dia do adeus, adeus! 

Todo coração que arde nesta noite é amigo da música, 

 E ardendo por teus lábios meu coração transborda da minha boca...  

Silêncio! Silêncio, 

És feito de pensamento, afeto e paixão,  

O que resta é nada além de carne e ossos. 

Por que nos falam de templos de oração ou de atos piedosos?  

Somos o caçador e a caça, o outono e primavera, a noite e o dia, o Visível e o Invisível.  

Somos o tesouro do espírito, a alma do mundo,  

Livres do peso que vergasta o corpo.  

Prisioneiros não somos do tempo nem do espaço,  

Nem mesmo da terra que pisamos.  

No amor fomos gerados,  

No amor, nascemos." 

 

Rumi, poeta persa 1207 – 1273. 
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RESUMO 

 

Florações de cianobactérias podutoras de saxitoxinas (STXs), como a Cylindrospermopsis 

raciborskii, tem se tornado um grave problema ambiental, especialmente no sul do Brasil, 

onde a espécie já é dominante em reservatório de abastecimento público. As STXs são 

neurotoxinas que atuam bloquendo os canais de sódio (Na
+
) dos neurônios, o que pode 

levar à morte por parada respiratória. Entretanto, a bioacumulação deste tipo de substância 

na cadeia trófica e seus efeitos ecotoxicológicos, principalmente na água doce,ainda não 

estão totalmente esclarecidos.  Neste trabalho inicialmente objetivou-se elucidar os efeitos 

tóxicos e a bioacumulação da STX no peixe dulcícola Hoplias malabaricus através de 

bioensaio com exposição trófica (0,08 µg/100 g de equivalentes de STX – STXeq obtido 

através da lise celular de C. raciborskii) utilizando exemplares de Astyanax sp. como 

veículo, por 20 dias com alimentação a cada 5 dias. Os cérebros dos animais foram 

avaliados através dos biomarcadores de contaminação ambiental: atividades da 

acetilcolinesterase (AChE), da superóxido dismutase (SOD), da catalase (CAT), da 

glutationa S-transferase (GST) e da glutationa peroxidase (GPx). Concentração de 

glutationa  (GSH), lipoperoxidação (LPO), carbonilação de proteína (PCO), e ensaio 

cometa também foram analisados. O músculo foi coletado para análise química de STX.  

Estabeleceu-se também um protocolo de cultivo primário de neurônios de H. malabaricus 

para possibilitar a avaliação de neurotoxinas diretamente na célula alvo. Em seguida, as 

células cultivadas foram expostas em meio de cultivo contendo extrato de STXs a 3µg/L 

(valor tolerável no Brasil de equivalentes de STXeq na água de abastecimento público) e  

0,3µg/L por 24h. O bioensaio sugeriu a geração de espécies reativas de oxigênio (EROs), 

com aumento da atividade específica da SOD e das concentrações de LPO e PCO, 

enquanto as atividades específicas da CAT, GST e GPx diminuíram, o que pode ter levado 

ao estresse oxidativo e aos danos genotóxicos observados pelo ensaio cometa. Entretanto, 

não foi observada a presença de STXs nos músculos analisados. O protocolo de cultivo 

celular de neurônios desenvolvido a partir das células cerebrais mostrou que um meio de 

cultura adequado enriquecido com fator de crescimento fibroblasto (bFGF) e  suplementos 

nutricionais como B27, e uso de enzimas que não causem injúrias celulares como a 

papaína, além de substrato de aderência como a poli-L-lisina, e segregação celular através 

de gradientes celulares, permitiu um cultivo com boa viabilidade celular, aproximadamente  

2.5 ± 0.35 x 10
4
 cel/mg de tecido cerebral (média ± desvio padrão). Portanto, aptas para 

ensaios toxicológicos. Após os neurônios serem expostos às STXs, o que correspondeu a 

cerca de 87% das células isoladas, observou-se citotoxicidade através do ensaio de sal de 

tetrazólio (MTT), aumento da atividade específica da GPx e dos níves de LPO, e  

genotoxicidade (ensaio cometa). No entanto, não foi observado apoptose nos grupos 

testados. Os resultados obtidos são de grande importância e podem servir de ferramenta a 

gestão de recursos hídricos uma vez que, embora os efeitos da STX devido ao bloqueio do 

canal de Na
+
 sejam reportados como reversíveis, o tempo de exposição e a concentração 

das STXs sugerem injúrias celulares, o que pode levar a neuropatologias. Além disso, o 

estabelecimento do protocolo de cultivo primário de neurônios de peixes possibilita novas 

aplicações em ecotoxicologia na avaliação de substâncias neurotóxicas em células alvo. 

 

Palavras-chave: novas perspectivas em ensaios ecotoxicológicos, neurociência ambiental, 

cianotoxinas, traíra, eutrofização. 
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ABSTRACT 

 

Cyanobacteria blooms saxitoxins (STXs) producers such as Cylindrospermopsis 

raciborskii, has become a serious environmental concern, especially in southern Brazil, 

where the species has already been dominant in public water supply reservoir. STX is a 

neurotoxin which blocks neurons sodium (Na
+
) channels, leading to death by respiratory 

fail. However, the bioaccumulation in trophic chain and their ecotoxicological effects, 

mainly in freshwater,  are not completely known. First the aim this work was to elucidate 

the toxic effects an bioaccumulation of STXs in freshwater fish Hoplias malabaricus 

through trophic bioassay  (0.08 µg/100 g of STX equivalents – STXeq obtained by lysis of  

C. raciborskii cells) using Astyanax sp. as vehicle during 20 days feeding every 5 days. 

The animals brains were assessed using biomarkers of environmental contamination: 

activities of  acetylcholinesterase (AChE), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), 

glutathione S-transferase (GST) and glutathione peroxidase (GPx). The concentration of 

glutathione (GSH), lipoperoxidation (LPO), protein carbonylation (PCO), and comet assay 

were also carried out. Muscles were collected for STX chemical analysis. An in vitro 

protocol was established using primary culture of neurons from H. malabaricus to evaluate 

neurotoxins directly on target cell. Then, cultured cells were exposed to culture medium 

containing STXs extract of 3µ/L (tolerable concentration of STXeq for public water supply 

in Brazil) and 0.3µ/L for 24h. The results of the bioassay suggested generation of reactive 

oxygen species (ROS), with increased specific activity of SOD and concentration of LPO 

and PCO, while the specific activities of CAT, GST and GPx decreased, which may have 

caused oxidative stress and genotoxic damage measured by comet assay. However, it was 

not observed STXs contents in muscle samples. The neurons protocol developed showed 

that a suitable culture medium enriched with fibroblast growth factor (bFGF) and 

nutritional supplements such as B27, and the use of enzymes that do not provoke cellular 

injury such as papain, as well substract coating appropriate  such as poly-L-Lysine and 

segregation gradients cells, allows cellular culture with good cell viability. About 2.5 ± 

0.35 x 10
4
 cell/mg of brain tissue (mean ± standard deviation), suitable for toxicology 

assay. After STXs exposure neurons, which corresponds to about 87% of isolated cells, 

cytotoxicity, was observed evidenced by tetrazolium salt (MTT) cell viability assay, 

increase in the specific activity of GPx and LPO levels and genotoxicity (comet assay). 

Apoptosis was not observed in the exposed group. The results are important and can be 

used as a tool to hidric resources management. Although the STX effects due the blockage 

of Na
+
 channels is reported to be reversible, the time exposure and concentration of STXs 

suggests cellular injuries which can lead to neuropathology. In addition, the establishment 

of neurons culture primary protocol enables new applications in fish ecotoxicology in the 

assessment of neurotoxic substances in the target cells. 

 

 

Keyword: new perspectives in ecotoxicological assessment, environmental neurocience, 

cyanotoxins, traíra, eutrophication. 



1. INTRODUÇÃO GERAL
1
 

 

 O crescimento demográfico desordenado, aliado à falta de saneamento básico, 

tem causado diversos danos aos ecossistemas aquáticos e à qualidade da potabilidade da 

água para uso humano.  

Processos de eutrofização devido, por exemplo, ao uso de adubos, lançamento 

de esgoto in natura nos recursos hidrícos têm tido como efeito, entre outros, a floração 

de cianobactérias. 

Tais florações causam impactos sociais, econômicos e ambientais, não apenas 

por sua biomassa contribuir para problemas estéticos, como alterações na coloração da 

água com formação de natas verdes na superfície e odor desagradável, mas também pela 

liberação ao ambiente de toxinas (cianotoxinas), que podem provocar diversos danos 

aos organismos aquáticos e aos seres humanos (Magalhães et al., 2001). 

 Um crescente aumento de registros de danos causados aos ecossistemas 

aquaticos e à saúde humana pelo desenvolvimento de populações de cianobactérias têm 

sido relatados, dentre eles, casos graves de intoxicação ocorrido no Canadá, Austrália e 

Reino Unido (Di Bernardo et al., 2003; Falconer, 1991; Kuiper-Goodman et al., 1999, 

Panosso e Lürling, 2010; Vidal e Kruk, 2008). Outros relatos incluem a morte de 

animais silvestres e domésticos, sendo o mais antigo datado em 1878 em um lago na 

Austrália (Falconer, 1991). 

 No Brasil, 60 pessoas submetidas a hemodiálise morreram em 1996 por 

intoxicação hepática causada pela microcistina, toxina produzida por cianobactérias, em 

uma clínica da cidade de Caruaru (PE) (Carmichael et al., 2001; Jochimsen et al., 1998). 

Outro episódio que se destacou foi a ocorrência de 200 casos de gastroenterites, sendo 

que 88 resultaram em mortes, na região de Paulo Afonso, Bahia (Teixeira et al., 1993). 

Em muitas regiões do país, a situação é alarmante, pois vários reservatórios e açudes 

apresentam florações de cianobactérias (Carmichael, 1996; Clemente et al., 2010, Di 

Bernardo et al., 2003, SANEPAR, 2005; Tucci e Sant’Anna, 2003; Yunes et al., 2003). 

  Os peixes parecem poder bioacumular as cianotoxinas em seus tecidos 

(Clemente et al., 2010; Jang and Yotsu-Yamashita, 2006; Magalhães et al., 2001; Silva 

et al., 2011; White, 1981). Porém, ainda são escassos os estudos relatando a 

biomagnificação ou bioacumalação de tais toxinas, e seus efeitos nos organismos 

                                                 

1
 Esse trabalho segue as normas de formatação, com adaptações, da Revista Toxicology in Vitro, anexo 1. 
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aquáticos dos níveis mais superiores da cadeia alimentar. Neste caso, as autoridades 

proibem a pesca durante o período de floração das cianobactérias. Contudo, muitos 

continuam a realizar a pesca clandestinamente, oferecendo risco à sua própria saúde e a 

de outrem. 

 As cianotoxinas nomalmente permanecem contidas nas células das 

cianobactérias, e são liberadas em quantidade considerável após a lise celular, que 

ocorre durante a fase de senescência, a morte natural, ou devido ao estresse celular, ou 

ainda ao uso de algicidas, como sulfato de cobre ou cloração (Ibbelings and Chorus, 

2007; SANEPAR, 2005). O aumento destas substâncias tóxicas no ambiente pode 

comprometer a qualidade do ecossistema como um todo.  

 

1.1 Cianobactérias  

São microrganismos aeróbios fotoautotróficos, cujas atividades metabólicas 

requerem somente água, dióxido de carbono, substâncias inorgânicas e luz. O seu 

sistema fotossintético é semelhante ao das algas (vegetais eucariontes) e, do mesmo 

modo, apresentam os pigmentos clorofila-a, ficobilinas, ficocianinas, ficoeritrinas e 

carotenóides que absorvem a energia solar para realização da fotossíntese (Azevedo et 

al., 1994; Bold e Wynne, 1985; Graham e Wilcox, 2000). Estas "algas-bactérias", sob 

determinadas condições, podem proliferar de maneira excessiva, originando as 

denominadas florações ou blooms.   

A descoberta de fósseis em rochas sedimentares do noroeste da Austrália 

permite estimar que as cianobactérias tenham surgido há cerca de 3,5 bilhões de anos.  

Elas estão, portanto, entre os organismos pioneiros na Terra e, muito provavelmente, 

constituem os primeiros produtores primários de matéria orgânica a liberar oxigênio na 

atmosfera primitiva (Chorus e Bartram, 1999; Graham e Wilcox, 2000). A capacidade 

de crescimento nos mais diferentes meios, sejam fontes termais, solo, rochas ou águas 

de diferentes salinidade e temperaturas, é uma das características marcantes das 

cianobactérias. As espécies que vivem em solos e rochas desempenham um importante 

papel nos processos funcionais do ecossistema e na ciclagem de nutrientes (Azevedo et 

al., 1994; Dolah, 2000).   

Ambientes de água doce são, contudo, os mais importantes para o seu 

crescimento, visto que a maioria das espécies apresenta um melhor crescimento em 

águas neutro alcalinas (pH 6 a 9), com temperaturas entre 15 e 30 °C e alta 



 

 

3 

concentração de nutrientes, principalmente nitrogênio e fósforo (Carmichael, 1994; 

Chorus e Bartram, 1999; Graham e Wilcox, 2000, Panosso e Lürling, 2010). 

As cianobactérias podem apresentar-se como simples células isoladas, em 

filamentos ou colônias, com tamanhos variando de 5 µm para as unicelulares a  200 µm 

para as filamentosas ou coloniais (Graham e Wilcox, 2000).  

Entre os fatores que levam as cianobactérias predominarem sobre os outros 

grupos fitoplanctônicos (microalgas), destacam-se as  características fisiológicas pelas 

quais as cianobactérias assimilam os nutrientes nitrogênio e fósforo do meio aquático. 

De maneira geral, as cianobactérias são menos eficientes na assimilação desses 

nutrientes do que as microalgas (algas verdes ou diatomáceas, por exemplo). No 

entanto, ao produzir uma descarga excessiva de nutrientes nos reservatórios, ocorre a 

eutrofização e facilita a assimilação destes pelas cianobactérias (FUNASA, 2003; Melo 

Filho, 2006; Padisa´k, 1997). 

O crescimento intenso desses microrganismos na superfície da água geralmente 

se dá com predomínio de poucas ou mesmo de apenas uma espécie de cianobactéria 

produtora de toxinas, ou de outros metabólitos, que inibem a sua predação por 

microcrustáceos, larvas de peixes, moluscos, etc. Esses consumidores primários vão 

preferir consumir as microalgas não tóxicas e com maior valor nutricional, contribuindo 

com isso para a redução das populações dessas, o que, por sua vez, resultará numa 

diminuição drástica da comunidade dos consumidores primários, com conseqüências em 

toda  a  cadeia  alimentar  do  ambiente aquático (FUNASA, 2003).  

Dentre as florações comuns, Yunes et al. (2003) citam as seguintes espécies 

nocivas: Anabaena flos-aquae, Aphanizomenon flos-aquae, Microcystis aeruginosa, 

Nodularia spumigena, Planktothrix agardhii e Cylindrospermopsis raciborskii,.   

 

1.1.1 Cylindrospermopsis raciborskii 

 

O gênero Cylindrospermopsis pertence à ordem Nostocales, caracterizado por 

ser uma cianobactéria cilíndrica filamentosa, apresentando filamentos secretores;  

heterócitos, responsáveis pela assimilação e fixação do nitrogênio gasoso, e acinetos 

que podem agir com esporos para a reprodução celular (Padisa´k, 1997; Panosso e 

Lürling, 2010; Rai, 1990; Rippka, 1988). 

   C. raciborskii (Fig. 1.1), apresenta tricomas reto e espiralado, com 

extremidades ligeiramente estreitas e heterócitos dispostos apicalmente, uma das 
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características típicas da espécie (Padisa´k, 1997).  Sua alta competitividade em 

ambientes eutrofizados, aliada a capacidade de formar florações e produzir toxinas, 

fazem de C. raciborskii uma das espécies de cianobactérias mais estudadas tanto do 

ponto de vista ecológico como de saúde pública (Tucci e  Sant’Anna, 2003). 

 

 

Figura 1.1 –  Imagem sob microscopia de luz de Cylindrospermopis raciborskii. Fonte: 

Vidal e Kruk (2008). 

 

 A capacidade de migração na coluna d’água devido a existência de aerótopos 

presentes nas células de C. raciborskii que possibilitam a sua movimentação na zona 

eufótica; a tolerância à baixa luminosidade; a habilidade em aproveitar de elementos 

essenciais como o fósforo para seu rápido crescimento e fixar nitrogênio atmosférico; a 

resistência a herbivoria pelo zooplâncton, e sua alta capacidade de adaptação às 

condições ambientais muitas vezes adversas às outras espécies, faz da C. raciborskii 

uma cianobactéria de grande plasticidade, garantindo o sucesso de suas florações nos 

recursos hídricos (Calijuri et al., 2006; Panosso e Lürling, 2010; Padisa´k, 1997).  

 Inicialmente, acreditava-se que a espécie cresceria somente em ambientes 

tropicais, pois seu desenvolvimento ótimo está em torno de 25 ºC, sendo primeiramente 

reportada sua floração na Indonésia (Briand et al., 2004; Vidal e Kruk, 2008). No 

entanto, florações de C. raciborskii têm sido registradas em diversas partes do mundo 

tanto em ambiente tropical como subtropical e temperado, tais como o norte da Europa, 
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África do Sul, América do Norte e América do Sul (Fastner et al., 2003; Hamilton et al., 

2005; Vidal e Kruk, 2008; Wiedner et al., 2002). 

 No Brasil, a espécie tem sido relatada desde a região sul até o nordeste do país, 

com florações permanentes, por exemplo, no reservatório de abatecimento público 

Alagados, localizado na cidade de Ponta Grossa, Estado do Paraná (Carmichael, 1996; 

Clemente et al., 2010, Tucci e Sant’Anna, 2003; Yunes et al., 2003). 

Basicamente C. raciborskii é capaz de produzir dois tipos principais de 

cianotoxinas: cilindropermopsinas e saxitoxinas (Panosso e Lürling, 2010; Rai, 1990; 

Rippka, 1988; Tucci e  Sant’anna, 2003). 

 

1.2 Cianotoxinas 

A razão da síntese das cianotoxinas nas cianobactérias ainda não está 

esclarecida, mas sugere-se que seja para minimizar o efeito da herbivoria, como 

acontece com os vegetais superiores (FUNASA, 2003; SANEPAR, 2005). 

Intoxicações de animais domésticos rurais e selvagens devido às florações de 

cianobactérias já foram reportadas em países como Austrália, Estados Unidos, Canada, 

Finlândia, Rússia, África do Sul, Bermuda, Nova Zelândia, Inglaterra, Argentina, 

França, Escócia e Alemanha (Yoo et al., 1995). No Brasil, diversos reservatórios de 

abastecimento público têm tido sua qualidade ambiental compremetida devido a 

florações de cianobactérias produtoras de cianotoxinas e, em alguns casos, permanentes, 

como ocorre na região sul do país (Clemente et al., 2010; Tucci e Sant’Anna, 2003; 

Yunes et al., 2003). 

Os efeitos da exposição humana às cianotoxinas atráves da ingestão da água são 

pouco conhecidos. Mesmo assim, o Brasil é um dos poucos países que possuem uma lei 

federal a respeito: a Portaria MS 518 de 2004 – do Ministério da Saúde (BRASIL, 

2004), que obriga a detecção das cianobactérias e das cianotoxinas na água destinada ao 

abastecimento público. A lei prevê uma investigação semanal de cianotoxinas na saída 

do tratamento sempre que o número de cianobactérias na água do manancial  exceder a 

20.000 células/mL.   

As cianotoxinas são divididas de acordo com os seus mecanismos de ação em 

três grupos: Neurotoxinas, Hepatotoxinas e Dermatotoxinas. 
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1.2.1 Neurotoxinas 

As neurotoxinas já identificadas são produzidas por espécies e cepas incluídas  

nos gêneros: Anabaena, Aphanizomenon, Oscillatoria, Trichodesmium, Lyngbya e  

Cylindrospermopsis (Carmichael et al., 1994; Lagos  et al., 1999, Mahmood e 

Carmichael, 1986; Sivonen  et al., 1989).  

Tais toxinas têm uma ação rápida, e manifestam-se sob a forma de tontura e 

perda de coordenação motora, podendo ocasionar paralisação dos músculos da 

respiração, o que pode causar morte por parada respiratória poucos minutos após a 

exposição à substância (Gad, 2005; Ibbelings e Chorus, 2007; Llewellyn, 2006).  

Atuam no sistema nervoso e estão descritos três tipos: Anatoxina-a (alcalóide), 

Anatoxina-a(s) (organofosforado natural) e Saxitoxinas (carbamatos alcalóides). 

 

1.2.1.1 Saxitoxinas 

As saxitoxinas pertencem a um grupo de neurotoxinas conhecido popularmente 

como “venenos paralisantes de mariscos”, ou PSPs, que foram primeiramente isoladas 

de dinoflagelados marinhos, responsáveis pela ocorrência de marés vermelhas (Chorus e 

Barthram, 1999). O nome Saxitoxina é atribuído ao molusco Saxidomus giganteus, do 

qual foi primeiramente identificada (Gad, 2005). 

Essas neurotoxinas formam um grupo de alcalóides carbamatos que possuem 

uma estrutura química básica (Fig. 1.2A), no entanto, diferentes grupos químicos podem 

se ligar na molécula, formando substâncias similares, mas com graus de toxicidades 

diferentes (Tabela 1). Podem ser divididas em não sulfatados como, por exemplo, a 

Saxitoxina (STX) e as neosaxitonas (Neo-STX), com um único grupamento sulfato (G-

toxinas) ou com dois grupamentos sulfatos (C-toxinas). Além dessas, estruturas com 

grupamentos decarbamoil (dcSTX ou dcGTX) e novas toxinas relacionadas têm sido 

recentemente isoladas, sendo reportadas dezenas de análogos à STX (Chorus e 

Barthram, 1999; Ibbelings e Chorus, 2007; Llewellyn, 2006; Wiese et al., 2010).  

Entre as espécies de cianobactérias capazes de produzir STXs destacam-se as 

seguintes (Llewellyn, 2006): Anaebaena circinalis, Anaebaena lemmermannii, 

Aphanizomenon flos-aquae, Aphanizomenon gracile, Aphanizomenon issatschenkoi, 

Lyngbya wollei, Planktothri sp. e C. raciborskii. 

A STX é uma substância solúvel em água, estável termicamente e instável em 

pH alcalino, com fórmula e peso molecular de C10H17N7O4, 299 g/mol, respectivamente. 
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Tem estrutra básica formada por hidropurinas e grupos guanidínicos que são carregados 

eletricamente com carga positiva (Fig. 1.2B)  que são sugeridos como ligação às cargas 

negativas dos grupos carboxilas na membrana plasmática extracelular do canal de sódio 

(Na
+
) dos neurônios, bloqueando o influxo de Na

+
 . Consequentemente, intefere na 

transmissão sináptica e resulta em paralisia dos músculos responsáveis pelo processo de 

respiração (Gad, 2005; Hille, 1975; Kao, 1986; Llewellyn, 2006).  

No meio ambiente, a saxitoxina raramente é encontrada isoladamente, e por isso, 

nas análises químicas, este grupo de substâncias é diagnosticada como equivalentes de 

saxitoxina (STXeq), uma vez que a toxicidade destes alcalóides varia, sendo a 

saxitoxina a mais potente, enquanto as C-toxinas possuem baixa toxicidade (Oshima, 

1995). A toxicidade é mensurada normalmente em camundongos e expressa como 

Mouse Units (MU) que equivale à quantidade mínima da toxina injetada 

intraperitonealmente (ip) causando a morte do animal em aproximadamente 15 minutos 

(Schantz, 1986). A dose letal 50% (DL50) (ip) em camundongos para saxitoxina 

purificada é de 10 µg/Kg de peso corpóreo, enquanto que por consumo oral a DL50 é de 

263,0 µg/Kg de peso corpóreo (Chorus e Barthram, 1999).  

Os sinais clínicos de intoxicação humana incluem tontura, adormecimento da 

boca e de extremidades, fraqueza muscular, náusea, vômito, sede e em altas dose pode 

levar à morte por parada respiratório (Llewellyn, 2006). Não se tem ainda relatos sobre 

a existência de um antídoto específico para intoxicação por essas neurotoxinas.  

A agência Food and Agriculture Organization (FAO) recomenda como dose 

diária o limite de até 800 µg/Kg de STXeq (Chorus e Barthram, 1999).  Em trabalho 

publicado por Fitzgerald et al.  (1999) considerou-se que 124 µg de STXeq foi capaz de 

provocar efeitos adversos em seres humanos, baseados em relatos publicados de 

monitoramento de PSPs, e que a probabilidade de se ingerir água contendo essas 

neurotoxinas seja de 50% em locais que contenham florações de cianobactérias, e um  

consumo de  2 L de água diária e peso do indivíduo variando entre 60 e 70 Kg, estimou 

um limite de segurança para STXeq de 3,0 µg/L. Isto corresponde a cerca de 20000 

cel/mL de florações da espécie de Anabaena circinalis produtora de STX. Esses limites 

sugeridos foram adotados no Brasil para controle de potabilidade da água (BRASIL, 

2004). Apesar deste valor ter sido aceito legalmente, não existem trabalhos que 

sustentem que o limite aceitável de STXeq não cause danos aos neurônios de humanos 

ou animais em exposição aguda, sub-crônica ou crônica. 
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A 

 

B 

 

 

Figura 1.2 – Estrutura molecular das saxitoxinas. A: Estrutura básica das saxitoxinas, R 

são regiões da molécula que podem se ligar a diferentes grupos químicos. B: Estrutura 

molecular da STX, de maior potência tóxica. Fonte: Llewellyn (2006). 
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Tabela 1 - Variações das saxitoxinas de acordo com o grupo químico R. Fonte: 

Chorus e Barthram, (1999). 

 

NOME DA 

TOXINA 

GRUPOS QUÍMICOS VARIÁVEIS NAS SAXITOXINAS 

R1 R2 R3 R4 

CONH2 

CONH2 

CONH2 

CONHSO3
-
 

CONHSO3
-
 

CONHSO3
-
 

CONH2 

CONH2 

CONH2 

CONHSO3
-
 

H 

H 

H 

COCH3 

COCH3 

COCH3 

H 

COCH3 

COCH3 

STX H H H 

GTX2 H H OSO3
-
 

GTX3 H OSO3
-
 H 

GTX5 H H H 

C1 H H OSO3
-
 

C2 H OSO3
-
 H 

NEO OH H H 

GTX1 OH H OSO3
-
 

GTX4 OH OSO3
-
 H 

GTX6 OH H H 

DcSTX H H H 

DcGTX2 H H OSO3
-
 

DcGTX3 H  OSO3
-
 H 

LWTX1 H OSO3
-
 H 

LWTX2 H OSO3
-
 H 

LWTX3 H H OSO3
-
 

LWTX4 H H H 

LWTX5 H H H 

LWTX6 H H H 

STX: Saxitoxina                                                   dcSTX: decarbamoilsaxitoxinas                            NEO: Neosaxitoxina 

GTX: Goniautoxinas                                            dcGTX: decarbamoigoniautoxinas 

C:C – Toxinas                                                      LWTX: toxinas de Lyngbya wollei 

 

No Brasil, a análise desse grupo de neurotoxinas em amostras de água para 

consumo humano está se tornando de extrema importância, visto que em vários 

mananciais de abastecimento, desde a região nordeste até a região sul do país, um 

grande número de ocorrências de cepas de Cylindrospermopsis produtoras de 

neurotoxinas tem sido registrado, e em alguns reservatórios, este gênero já é dominante, 

atingindo um número de células muito acima dos limites máximos aceitáveis (Azevedo, 

2003; Bouvy et al., 1999; 2000; Clemente et al., 2010). 

 



 

 

10 

1.2.1.2 Ocorrências de Saxitoxinas no Paraná 

No estado do Paraná registrou-se a incidência de cianobactérias produtoras de 

saxitoxinas em dois mananciais de abastecimento público: Iraí, localizado em Curitiba, 

e Alagados, em Ponta Grossa, onde, neste último observou-se floração da espécie C. 

raciborskii, na qual foi confirmada a presença na água de pelo menos cinco tipo de 

saxitoxinas (Tabela 2)  (SANEPAR, 2005). 

 

Tabela 2 – Ocorrências de Saxitoxinas (STX, NEO, GTX1, GTX2, GTX3, GTX4) 

em µg/L, nos reservatórios com predominância de cianobactérias no Paraná, entre 

2002 a 2003, de acordo com SANEPAR (2005).  

 

Local                                     Datas de Coletas: 

02/06/2002 17/06/2002 06/01/2003 24/02/2003 01/12/2003 

Represa Alagados, 

Ponta Grossa 

4,95 (STX)   76,7 (STX) 

  92,6 (NEO) 

470,3 (GTX1) 

   5,3 (GTX2) 

0,2 (STX) 

1,9 (NEO) 

0,1  (GTX3) 

0,1  (GTX4) 

0,9 (STX) 

1,3 (NEO) 

0,2 (GTX2) 

0,1 (GTX3) 

0,2 (GTX4) 

 

Represa Iraí, 

Curitiba 

    11,6 (GTX3) 

2,3    (GTX4) 

 

 

Monitoramento da água do reservatório de Alagados realizado por Clemente et 

al. (2010) nos anos de 2007 e 2008, indicou a presença de STXs (GTX1, 3, 4, 5) devido 

a floração permanente de C. raciborskii naquela região, sugerindo riscos a saúde pública 

e animal. 

 

1.3 Biomarcadores 

 Os biomarcadores podem ser definidos como respostas biológicas aos poluentes 

ambientais que podem ser mensurados indicando a presença, o efeito e, em alguns 

casos, o grau de contaminação (Walker et al., 2001). Após introduzida a substância 

química no ambiente, os organismos expostos podem incorporar o contaminante por 

diversas vias de absorção.  
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Os efeitos iniciais dos poluentes são observados nas respostas bioquímicas e 

moleculares, ou seja, no nível bioquímico celular, desta forma, as alterações dos 

poluentes podem ser reversíveis, e assim, medidas preventivas podem ser tomadas 

evitando o comprometimento mais severo do ambiente (Huggett et al., 1992). Entre os 

biomarcadores de qualidade ambiental, citam-se os de estresse oxidativo, 

genotoxicidade e neurotoxicidade, por exemplo. 

O estresse oxidativo se dá quando a geração de radicais livres provocados por 

substâncias poluentes, ou xenobióticos, é maior  que a capacidade antioxidade da célula. 

Promovendo assim, a oxidação dos constituintes celulares, tais como os lipídios das 

membranas, as proteínas e o DNA (Avci et al., 2005). Entre os biomarcadores mais 

comumente utilizados para se avaliar o estresse oxidativo estão a atividade enzimática 

da catalase (CAT), da superóxido dismutase (SOD), e da glutationa S-transferase (GST) 

que atua na conjugação de substâncias eletrofílicas (Keen et al., 1976; Huggett et al., 

1992). 

Alguns biomarcadores podem ainda ser utilizados para verificar a oxidação dos 

lipídios, como a lipoperoxidação (LPO), e a oxidação de proteínas tal como a 

carbonilação de proteínas (PCO) (Quinlan e Gutteridge, 2000).  

A ineficiência do sistema antioxidante pode levar à danos genotóxicos, que 

podem ser avaliados através do ensaio cometa (Singh et al., 1988). Já a morte celular 

devido ao programa apoptótico, pode ser avaliada através do desencadeamento da 

castata das caspases (Bortner e Cidlowski, 2007; Enari et al., 1998; Sakahira et al., 

1998).  

 

1.3.1 Superóxido Dismutase 

 

O radical superóxido (O2
-•) é gerado devido à redução do O2 durante as reações 

enzimáticas intracelulares ou devido à radiação ionizante. A enzima superóxido 

dismutase (SOD), que pertence ao grupo de metalenzimas, realiza a conversão, ou 

dismutação, do O2
-• com produção de peróxido de hidrogênio (H2O2), que mais tarde é  

convertido em água e oxigênio através da ação das enzimas CAT e/ou glutationa 

peroxidase (GPx) (Hayes et al., 1997): 

 

   2O2
-• +   2H

+              SOD                     
O2  +  H2O2 
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 A importância da atuação da SOD se deve a evitar que o O2
-• atue na oxidação 

dos constituintes celulares, ou na formação de outros radicais livres como o radical 

hidroxil (OH-•),  e que pode causar danos em macromoléculas como lipídios e proteínas, 

devido a sua alta reatividade (Hayes et al., 1997; Halliwell e Gutteridge, 2000).  

  

1.3.2 Catalase 

 

A catalase é uma enzima tetramérica que é encontrada em todos os organismos 

vivos. Devido à sua ampla distribuição e capacidade de degradar rapidamente o 

peróxido de hidrogênio (H2O2) em oxigênio e água (Halliwell e Gutteridge, 2000):  

 

                           H2O2                        
CAT

                         2H2O + O2         

   

A CAT parece desempenhar um papel fundamental nos sistemas que capacitam 

os organismos a viverem em ambientes aeróbicos (Mallick e Rai, 1999). 

Além disso, ela é a única entre as enzimas degradantes de H2O2, que não 

consome equivalentes redutores celulares e possui um mecanismo muito eficiente para 

remover o peróxido de hidrogênio formado nas células sob condições de estresse 

(Mallick e Rai, 1999). A atividade da catalase está associada com os peroxissomos ou 

pequenos corpos que estão associados ao metabolismo de ácidos graxos. Durante a 

oxidação do ácido graxo peroxissomal é produzido H2O2, e a CAT atua degradando esse 

peróxido a fim de evitar que o mesmo venha a formar OH
•
 que pode vir a causar danos 

às membranas (Hugget et al., 1992).  

 

1.3.3 Glutationa Peroxidase 

 

A enzima glutationa peroxidase é normalmente encontrada nas mitocôndrias, e 

apresenta o metal selênio na sua constituição protéica, e é utilizada pare reduzir diversos 

tipos de peróxidos, inclusive hidroperóxidos levando-os aos seus correspondentes 

alcoóis, empregando a glutationa (GSH) como co-fator e gerando glutationa oxidada 

(GSSG) como produto (Hayes et al., 1997; Halliwell Gutteridge, 2000):  

                                      

     
ROOH + 2GSH                

GPx
                   ROH + GSSG + H2O 

                 Onde: R pode se hidrogênio, lipídeo ou éster. 
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 A GPx tem sido utilizada como uma importante ferramenta de indicação de 

estresse oxidativo, uma vez que não somente atua na redução de peróxido de hidrogênio 

devido a ação da dismutação do O2
-•
 realizada pela SOD , como ocorre com a CAT, mas 

também a uma gama maior de peróxidos, ampliando o seu espectro de aplicação de 

bioensaios para a avalição de exposição a poluentes ambientais (Mourente, 2002; Van 

Der Oost et al., 2003). 

 

1.3.4 Glutationa S-transferase 

 

A glutationa S-transferase é uma enzima essencial para a proteção aos danos de 

compostos potencialmente reativos, conjugando-os para posteriormente serem 

eliminados do organismo (George, 1993; Marionnet et al., 2006).  

Diversas glutationas S-transferase (GSTs) foram caracterizadas em animais, 

associadas a metabolização de compostos xenobióticos  e toxinas (George, 1993; 

Halliwell e Gutteridge, 2000). Além de participarem em processos de desintoxicação 

por formação de conjugados com a glutationa reduzida (GSH), as GSTs possuem papel 

no metabolismo de produtos secundários, incluindo a estabilização de flavonóides; 

atuam  com peroxidase na redução de hidroperóxidos a monohidróxi-álcool durante o 

estresse oxidativo (Dixon  e Lapthorn, 2002).  

As GSTs são codificadas por uma superfamília de genes, cada uma produzindo 

isoenzimas com ampla especificidade de substratos. Apesar de catalisarem reações 

similares, as GSTs possuem pouca identidade de seqüência de aminoácidos, e estão 

presentes no citosol de muitas células catalisando a conjugação do tripeptídeo glutationa 

em uma variedade de compostos (Riol et al., 2000).  

 

1.3.5 Glutationa Reduzida 

 

A glutationa é um tiol não protéico muito abundante no conteúdo celular 

(George, 1993). É reconhecida como um antioxidante chave em diversas reações com 

substâncias eletrofílicas, atuando algumas vezes como co-fator para algumas enzimas, 

como a GPx e na conjugação de radicais xenobióticos para substâncias inertes e 

hidrossolúveis através da enzima GST (Van Der Oost et al., 2003).  
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Também protege a célula contra ação de íons diversos e substâncias danosas 

como os hidroperóxidos. Durante o processo de detoxificação a GSH é oxidada a 

GSSG, e por isso, a relação GSH/GSSG pode ser utilizada como um indicador de 

estresse oxidativo, conforme reação (Hermes-Lima, 2004): 

 

2GSH + ROOH•                    GSSG + ROH + H2O 

Onde: ROOH• é um hidroperóxido. 

 

Após a formação da GSSG, a ação da glutationa redutase a reduz para a forma 

GSH, disponibilizando novamente a glutationa ao conteúdo celular, fechando o ciclo 

(Hayes et al., 1997; Halliwell Gutteridge, 2000).  

Como atua na síntese de DNA e de proteínas diversas, sua depreciação 

provocada pela ação de poluentes pode afetar a transcrição de enzimas de detoxificação, 

o que pode provocar danos irreversíveis à célula e levar ao processo apoptótico (Van 

Der Oost et al., 2003). 

 

1.3.6 Lipoperoxidação 

 

O estresse oxidativo pode causar a peroxidação dos ácidos graxos polinsaturados 

existentes nos fosfolipídios das membranas celulares com formação de novos radicais 

livres. A peroxidação lipídica, é um dos danos mais importantes causados pelas espécies 

reativas de oxigênio (EROs), sendo as membranas celulares os locais  mais susceptíveis 

a essas reações de oxidação. A peroxidação dos ácidos graxos da membrana inicia-se 

através da retirada de prótons H
+
 do grupo metileno dos fosfolipídios pelos radicais 

livres, com posterior produção de dienos conjugados e formação de hidroperóxidos 

lipídicos (Oliveira, 1999): 

 

LH + R
•
 ou OH

-•
                              L

•
  +  RH ou HOH           (início) 

Onde, LH: lipídeo polinsaturado; R: radical livre; L: lipídeo.  

 L
•
    +  O2                  LOO

• 
                 (propagação da lipoperoxidação) 

LH  +   LOO
•                       

L
•
   +    LOOH  (hidroperóxido lipídico) 

 

As EROs, reagindo com os lipídios presentes nas membranas causam, entre 

outros, a perturbação ou destruição da função das membranas das células e organelas 
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essenciais, incluindo o processo de transporte de nutrientes, a manutenção de gradiente 

de metabólitos e íons e a transdução de sinais mediada por receptores (Meagher e 

Fitzgerald, 2000).  

 Uma vez as membranas liperoxidadas, elas tornam-se rígidas alterando sua 

permeabilidade e integridade, o que pode levar a célula ao processo apoptótico 

(Halliwell e Gutteridge, 2000; Hayes et al., 1997). 

 

1.3.7 Carbonilação de Proteína 

 

A carbonilação de proteína é um dos principais marcadores de estresse oxidativo 

devido aos radicais livres (Pantke et al., 1999).  

A carbonilação é a presença de grupos carbonilas, tais como aldeídos e cetonas, 

nas proteínas quando da interação dessas com açúcares reduzidos ou substâncias 

oxidadas como os carboidratos e lipídios peroxidados durante o processo da glicolisação 

(Asraf e Regnier, 2010; Herme-Lima, 2004).  

Essas proteínas carboniladas são mais hidrofóbicas e resistentes a proteólise e 

estão associadas a processos de injúrias e envelhecimento de células e tecidos (Pantke et 

al., 1999).  

 

1.3.8 Apoptose 

Quando uma célula sofre injúrias, seja reversível ou irreversível, o grau do 

estresse ao qual foi submetida pode levar a dois processos principais de morte celular: 

necrose e apoptose (Maluf e Pompéia, 2005). 

A necrose é entendida como um tipo de morte na qual as células aumentam o 

volume celular, com agregação da cromatina, desorganização do citoplasma, perda da 

integridade da membrana plasmática e conseqüente ruptura celular, e liberação do seu 

conteúdo causando danos às células vizinhas promovendo uma reação inflamatória no 

tecido (Fig. 1.3) (Grivicich et al., 2007). 

A apoptose pode ser  uma espécie de “suicido celular” a fim de eliminar células 

indesejáveis, ou desnecessárias, ao organismo mediante a ativação de um programa 

bioquímico de desmontagem dos componentes celulares, internamente controlado e que 

não envolve inflamação (Maluf e Pompéia, 2005).   
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Durante o processo apoptótico, de um modo geral, ocorre a manutenção da 

integridade de organelas, como a mitocôndria, e ao contrário da necrose, ocorre um 

“murchamento” celular e com a desintegração do núcleo em fragmentos envoltos pela 

membrana nuclear, enquanto a membrana  se prolonga e se rompem em porções 

denominados corpos apoptóticos que são rapidamente fagocitados por macrófagos (Fig. 

1. 3) (Grivicich et al., 2007; Maluf e Pompéia, 2005). 

 

Figura 1.3 – Características morfológicas da necrose e apoptose. Fonte: Grivicich et al., 

2007. 

 A apoptose pode ser ativada por duas vias básicas: intrínseca (mitocondrial, 

retículo endoplasmático e complexo de golgi) na qual os sinais são originados no 

interior da própria célula, e extrínseca (ativação dos receptores de morte situados na 

membrana plasmática), transduzindo um sinal de morte para o interior da célula 

(Ashkenazi, 2002). 

 O processo apoptótico inclui a interação de diversos fatores, com uma intensa 

clivagem de proteínas celulares que são efetuadas pelas caspases, que pertencem à 

família das cisteínas proteases, isto é, possuem uma cisteína no sítio ativo. Estas 

possuem a capacidade de atuar sobre substratos específicos ativando ou clivando 

proteínas o que leva a eventos mais tardios na clivagem e condensação do DNA, assim 

como na alteração do citoesqueleto celular modificando completamente a estrutura da 

célula com a conseqüente compartimentalização celular em corpos apoptóticos. A 

exposição das fosfotidilserina na monocamada externa da membrana plasmática é 

também conseqüência do mecanismo de morte celular avançado, identificando os 
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corpos apoptóticos para serem fagocitados por macrófagos (Grivicich et al., 2007; 

Lockshin e Zakeri, 2001).  

 As caspases se dividem em três grupos (Maluf e Pompéia, 2005): 

- Iniciadoras ou desencadeantes de cascatas: caspases 2, 8, 9, 10 e 12.  

- Efetoras ou executoras, que são ativadas pelas iniciadoras, clivam proteínas-chave que 

processam a apoptose: caspases 3, 6 e 7. 

- Função inflamatória às quais seu papel no processo apoptótico ainda não está bem 

definido: caspases 1, 4 e 5. 

 Durante a morte celular programada, a apoptose, ocorre um aumento na 

permeabilidade das membranas mitocondriais, com abertura de um poro de transição, 

permitindo a saída de componentes mitocondriais como o citocromo c e os fatores 

indutores de apoptose (Maluf e Pompéia, 2005). A indução da abertura desse poro pode 

ser promovida por diversas substâncias, entre elas as EROS, que podem desencadear a 

cascata das caspases levando a célula à morte (Kamata et al., 2005; Lockshin e Zakeri, 

2001; Maluf e Pompéia, 2005).  

 

1.3.9 Acetilcolinesterase 

 

 A acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima importante para a função neural de 

diversas espécies de vertebrados. Em peixes, a AChE é encontrada no músculo, cérebro 

e eritrócitos e tem afinidade em hidrolisar a acetilcolina (ACh) que é um dos principais 

neurotransmissores do sistema nervoso autônomo (Goodman e Gilman, 1996; Range e 

Dale, 2000). 

 A inibição da AChE por poluentes tem sido amplamente estudada e já foi 

considerada um biomarcador específico para carbamatos e organofosforados, porém 

outros estudos tem indicado que diversas substâncias como metais pesados, 

organoclorados e hidrocarbonetos policíclicos aromáticos também podem vir a inibí-la 

(Akaishi et al., 2004; Martınez-Tabche et al., 1997; Payne et al., 1996).  

Essa inibição causada pelo anticolinesterásicos pode ser reversível ou 

irreversível. Compostos organofosforados, por exemplo, formam um complexo inibidor 

enzimático muito estável e que não sofre dissociação espontânea significativa, e desta 

forma, a enzima fica permanentemente fosforilada e a recuperação de sua atividade 

depende da síntese de nova enzima (Adams, 1992; Goodman e Gilman, 1996; Range e 

Dale, 2000). 
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 A AChE atua na manutenção e equilíbrio da transmissão dos estímulos nervosos, 

pois  catalisa a hidrólise do neurotransmissor acetilcolina, que é transformado em colina 

e acetato que reage com uma molécula de água e produz ácido acético, e por fim a 

enzima é reativada e a fração colina é prontamente reabsorvida por um processo de 

transporte sódio-dependente (Adams, 1992; Beyers e Sikoski, 1994; Habig e Di Giulio, 

1991). Quando a atividade da AChE é inibida ocorre um bloqueio na transmissão dos 

impulsos nervosos, o que pode paralisar algumas funções vitais do organismo (Stenesh, 

1998). 

 

1.3.10 Ensaio Cometa 

 

Muitas substâncias, como os metais pesados, são capazes de provocar danos 

genotóxicos, causando disfunção hereditária ou desencadear alterações biológicas nas 

células, órgãos ou tecidos (Van Der Oost, 2003).  

 Em alguns casos não é a substância em si que causa os danos genéticos, mas 

seus metabólitos ou produtos oriundos do processo de detoxificação que podem ser tão 

reativos quanto o xenobiótico em si, como é o caso do benzo(a)pireno, que tem como 

um dos produtos de sua biodegradação o benzo(a)pireno-7-8-diol9,10epóxido, que  

pode ligar-se com o DNA e formar aduto e desencadear o início do processo de 

formação do câncer (Lionel e Marta, 2003). Radicais livres como o OH
-• 

também são 

apontados como promotores de quebras de DNA (Van Der Oost, 2003). 

 Diferentes testes genotóxicos detectam mutações gênicas e cromossômicas, tais 

como o micronúcleo e o ensaio cometa. 

 O ensaio cometa, ou Single Cell Gel Eletrophoresis (SCGE) tem sido 

considerado uma técnica sensível, rápida e de baixo custo para avaliar a genotoxicidade 

de diversas substâncias como os poluentes ambientais (Singh et al., 1988).  

Pode ser utilizado para uma variedade de células provenientes de diversos 

tecidos, incluindo células de cultivo primário (Liebel et al., 2011; Filipak et al., 2007; 

Gargioni et al., 2006; Kamer e Rinkevich, 2002; Lazarová et al., 2006). Baseia-se em 

submeter as células fixadas em uma lâmina a uma determinada corrente elétrica, 

obrigando a migração de segmentos de DNA, resultantes de quebras para fora do 

núcleo. Após o processo, as células que apresentam adutos formam uma cauda 

semelhante a de um cometa, sugerindo dano ao DNA. Quanto maior for o comprimento 
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ou o espalhamento destes fragmentos, maior será a injúria sofrida pelo DNA (Singh et 

al., 1988). 

As agências reguladoras e normativas têm interesse no conhecimento do 

potencial genotóxico de substâncias  que podem poluir o meio ambiente, pois possibilita 

normatizar o uso e estabelecer limites toleráveis a presença e/ou descarte visando à 

proteção ambiental e à saúde pública. 

 

1.4 Testes in vitro 

A ação de poluentes ambientais tem sido freqüentemente avaliada em testes de 

toxicidade com animais. Apesar das cianotoxinas serem considerados um problema de 

saúde pública comprometendo a qualidade da potabilidade da água, a maioria dos 

trabalhos se concentra no grau de toxicidade em testes intraperitoneal com ratos, que 

embora traga importantes informações sobre a ação destas nos organismos, incluindo o 

grau de toxicidade, pouco informa sobre seu real risco para as espécies expostas 

diretamente a elas ou para o meio ambiente (Calijuri et al., 2006). 

Estudos in vivo, embora reportem os efeitos dos poluentes sobre a espécie 

avaliada, são limitados pelo número elevado de animais necessários, a dificuldade de 

obter linhagens puras, e as diversas interações fisiológicas e ambientais que podem 

dificultar o entendimento dos mecanismos de ação das substâncias expostas (Salvo et 

al., 1999). 

 Por outro lado, ensaios in vitro são medidas eficazes para se avaliar o grau dos 

efeitos de determinado tóxico sem interferência externa, pois a cultura de determinado 

órgão ou tecido pode ser perfeitamente controlada em laboratório, possibilitando estudar 

as alterações provocadas pela substância sem a interferência de outras variáveis, além 

de requerer um número pequeno de animais (Fenech, 2000). 

Células de peixes, como os hepatócitos, têm sido utilizadas com sucesso para a 

avaliação de xenobióticos (Filipak Neto et al., 2006; 2007). Contudo, o isolamento e 

cultivo primário de células neuronais de peixes ainda são raros, e uma referida 

padronização é de suma importância no contexto da avalição de neurotoxinas, por 

promover novas perspectivas do entendimento sobre os mecanismos de ação destas 

substâncias sobre a célula alvo. 

O sistema nervoso dos vertebrados é constituído principalmente de neurônios e 

gliócitos. O neurônio é composto por um corpo celular (soma) onde estão concentradas 
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as principais organelas, por uma haste comprida, o axônio, responsável pelo envio dos 

sinais às demais células e dentritos que recebem os sinais dos neurônios adjacentes 

(Lent, 2010). Essa comunicação entre os neurônios recebe o nome de sinapse, que pode 

ser bioquímica ou elétrica devida a polarização da membrana plasmática, que possui 

diversos canais iônicos que são macromoléculas embutidas na membrana e capazes de 

permitir a passagem seletiva de íons (Armstrong e Hille, 1998). Dentre esses, destaca-se 

os canais de sódio. 

Os canais de sódio são estruturas glicopeptídicas variando entre 200-300 

quilodaltons (KD) que se agregam às membranas. Tais estruturas são formadas por 

subunidades que formam os poros, permitindo o influxo de íons Na
+
, e em alguns casos  

ligações de toxinas, que altera esse fluxo (Armstrong e Hille, 1998; Lent, 2010). 

Uma das dificuldades no cultivo celular de neurônio está na presença do 

segundo tipo de células do sistema nervoso: as glias, ou gliócitos. 

As glias são formadas pelas macroglias  e microglias. O primeiro tipo constitui-

se basicamente dos astrócitos que possuem prolongamentos muito numerosos e que 

emergem do soma e se ramificam profusamente, e os oligodentrócitos que são células 

de poucos prolongamentos e que se enrolam em torno dos axônios centrais (Araque, 

2009). As microglias, ou microgliócitos, são células especializadas em fagocitose, 

atuando no sistema imunitário. As células da glia têm a função de conduzir nutrientes, 

controlar os íons no meio extracelular e armazenar glicogênio, entre outros, dando de 

certa forma, suporte de vida aos neurônios (Araque, 2009; Kim e Vellis, 2005).  

 Porém, os neurônios possuem neuroplasticidade, isto é, a capacidade de se 

adaptar às mudanças do ambiente e de se regenerar, especialmente, nas fases iniciais da 

vida do indivíduo (Kim e Vellis, 2005). A regeneração consiste na recomposição de 

axônios lesionados, recompondo-os, entretanto, as células gliais tais como os 

oligodendrócitos que produzem mielina e os astrócitos que produzem substâncias que 

dificultam ou até bloqueiam o crescimento dos axônios, evitam o desenvolvimento do 

neurônio e, com isso, pode levar a célula à morte (Lent, 2010).  

 Assim, o cultivo primário de células neuronais deve contemplar a segregação 

dos tipos celulares do tecido cerebral.  

 As células cultivadas a partir de um tecido, tal como o cérebro, podem ser 

marcadas com o intuito de diferenciar os tipos celulares aderidos através de testes de 

imunocitoquímica. 
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 Tais técnicas consistem em marcar determinadas proteínas específicas que 

constitui uma célula, utilizando anticorpos, ao passo que a proteína a ser marcada se 

torna um antígeno. Existem anticorpos que se ligam a diferentes partes da mesma 

proteína, os policlonais, enquanto os monoclonais são especilizados em ligar-se somente 

a uma única região protéica. Utilizam-se basicamente dois tipos de anticorpos num 

único teste: o anticorpo primário é aquele que reconhece o antígeneo, enquanto o 

secundário se liga ao anticorpo primário, marcando-o e com isso possibilitando o 

reconhecimento da estrutura através de microscopia, por exemplo, de fluorescência 

(Simerly et al., 2003).  

 

1.5 Hoplias malabaricus 

 Hoplias malabaricus (Bloch, 1794), também conhecido popularmente como 

traíra (Fig. 1.4), é um peixe dulcícola que pertence à ordem Characiformes e à família 

Erythrinidae, e que possui grande capacidade de adaptação a diferentes condições 

ambientais e estão amplamente distribuídos nas bacias hidrográficas da América do Sul, 

sendo encontrados em ambientes lênticos e lóticos (Hensley e Moody, 1975, 

Magalhães,1931). Durante seus primeiros estágios de vida é omnivoro, alimentando-se 

de microcrustáceos, algas e insetos. Já em sua fase adulta, como carnívoro, prefere 

pequenos peixes como a espécie Astyanax sp.  

 Por ser um predador de topo de cadeia trófica e de fácil manuseio em 

laboratório, diversos trabalhos têm sido realizados com essa espécie para a avalição dos 

efeitos dos mais diversos tipos de poluentes em estudos in vivo (Cestari et al., 2004; 

Costa et al., 2007; Ferraro et al., 2004; Mela et al., 2007; Oliveira Ribeiro, 2006; 

Ramsdorf et al., 2009; Silva et al., 2009; Silva et al., 2011) e in vitro (Filipak Neto et 

al., 2007; 2008). Contudo, ainda não se tem relatos sobre o desenvolvimento de 

protocolo de cultivo primário de neurônios da espécie, o que pode abrir novas 

perspectivas no entendimento dos efeitos de toxinas sobre este tipo de células.  

 

Figura 1.4 – Peixe dulcícola H. malabaricus. Fonte: do autor. 
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1.6 Objetivos  

 1.6.1 Objetivo Geral 

Avaliar os efeitos ecotoxicológicos das saxitoxinas em Hoplias malabaricus 

através de ensaios in vivo e in vitro, visando à saúde pública e animal. 

 

1.6.1.1 Objetivos Específicos 

- Avaliar nos cérebros de exemplares de H. malabaricus expostos às STXs:  

 A atividade da acetilcolinesterase cerebral.  

 O estresse oxidativo através da análise das atividades específicas de SOD, CAT, 

GPx, GST, e das concentrações de GSH, LPO e PCO. 

 Os danos genotóxicos através do ensaio cometa. 

 A concentração das cianotoxinas presentes no músculo através de análise 

química.  

- Estabelecimento de metodologia de cultivo primário de neurônios do sistema nervoso 

de H. malabaricus para avaliação de efeitos das saxitoxinas. 

- Avaliar nos neurônios cultivados expostos às STXs: 

 A quantificação neuronal das células cultivadas através de teste de 

imunocitoquímica. 

 O estresse oxidativo através da análise das atividades específicas de SOD, GPx, 

e concentração de LPO. 

 A viabilidade celular através do ensaio do de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) brometo 

de -2,5-difenil-2H-tetrazólio (MTT). 

 A morte celular apoptótica atráves da análise das caspases. 

 A genotoxicidade através do ensaio cometa. 
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2. CAPÍTULO I 

 

 

 

Primeiro relato sobre exposição trófica de saxitoxinas no peixe dulcícola Hoplias 

malabaricus* 

 

Resumo 

 

Florações de cianobactérias podutoras de saxitoxina (STX) como a Cylindrospermopsis 

raciborskii,  tem se tornado um grave problema de saúde ambiental mundial. Entretanto, 

a bioacumulação deste tipo de neurotoxina na cadeia trófica ainda não está totalmente 

esclarecida. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a bioacumulação da STX 

através de análises químicas e os efeitos tóxicos e trófico utilizando biomarcadores no 

peixe dulcícola Hoplias malabaricus. Os exemplares foram alimentados a cada cinco 

dias com Astyanax sp. inoculados intraperitonialmente com extrato de STX (0,08 

µg/100 g) obtida através da lise de cultura tóxica de C. raciborskii (T3). Depois de 20 

dias, o cérebro foi coletado para análises de acetilcolinesterase (AChE), superóxido 

dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST), glutationa peroxidase 

(GPx), glutationa  (GSH), lipoperoxidação (LPO), carbonilação de proteína (PCO), e 

ensaio cometa. O músculo foi coletado para análise química de STX. A atividade da 

SOD, e a concentração de PCO e LPO aumentaram. As atividades específicas da CAT, 

GST e GPx diminuíram. Danos genotóxicos foram observados no grupo experimental. 

STX não foi detectada nas amostras de músculo. Foi observado um estresse oxidativo 

no cérebro, levando a danos nos lipídios, proteínas e DNA. O mecanismo de ação da 

neurotoxina nesta exposição sub-crônica sugere um processo de apoptose celular. 

 

  

Palavras-chave: eutrofização, traíra, cianotoxina, genotoxicidade, veneno paralisante de 

marisco. 

 

 

 

 

 

 

 

*Artigo publicado na revista Toxicon 57 (2011) 141–147: 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S004101011000396X 
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3. CAPÍTULO II 

 

Método Alternativo Para Avaliar Efeitos Neurológicos em Peixes Dulcícolas 

Neotropicais 

 

3.1 Introdução 

 

Culturas celulares têm sido utilizadas para elucidar diversas questões da 

toxicologia. Entretanto, os cultivos primários, dependendo do que se deseja pesquisar 

podem ser mais úteis que células de linhagens, por representar as células de organismos 

alvos, como os peixes (Oliveira Ribeiro et al., 2008).  

Cultivo primário de células neuronais de mamíferos, especialmente, de embriões 

e post-natal, têm sido amplamente utilizados para diversos tipos de pesquisas científicas 

(Ahlemeyer et al., 2000; He et al., 2005; Viero et al., 2008).  Os estudos in vitro com 

neurônios podem mostrar os efeitos de poluentes nas células alvo sem interferências 

externas, levando à elucidação de mecanismos de ação nos receptores celulares (Debeir 

et al., 1997; Lerea e McCarthy, 1990; Monnerie et al., 2010). 

Embora as espécies de mamíferos, como os ratos, sejam utilizadas como 

modelos para estudos in vitro, peixes também têm sido usados para avaliar os efeitos à 

exposição a poluentes ambientais (Boaru et al., 2006; Bussolaro et al., 2010; Ferraris et 

al., 2002; Filipak Neto et al., 2006; 2007; 2008; Pichardo et al., 2007; Segner, 1998). 

As neurotoxinas, sobretudo, as relacionadas aos poluentes aquáticos que podem 

causar neuropatologias têm sido estudadas em peixes (Bakke e Horsberg, 2007; 

Clemente et al., 2010, Naar et al., 2007; Silva et al, 2011), mas alguns mecanismos 

ainda carecem ser elucidados. Assim, o uso de neurônios de cultivo primário de peixes 

representa uma interessante ferramenta para esses estudos, porque devido a evolução 

das espécies, esses organismos estiveram mais expostos às neurotoxinas tais como as 

saxitoxinas produzidas pelas cianobactérias e que, portanto, sugere que as células de 

peixes podem ter uma resposta diferente dos ratos, por exemplo. 

Neste estudo, a espécie de peixe dulcícola Hoplias malabaricus foi escolhida 

como modelo para o estabelecimento de cultivo primário de células neuronais porque é 

amplamente distribuída nos reservatórios e rios brasileiros (Hensley e Moody 1975), 

ocupa o topo da cadeia trófica, e tem sido utilizado como modelo biológico para estudos 

in vivo (Cestari et al., 2004; Ferraro et al., 2004, Costa et al., 2007; Mela et al., 2007; 
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Miranda et al., 2008; Oliveira Ribeiro, 2006; Ramsdorf et al., 2009; Silva et al., 2011) e 

in vitro (Filipak Neto et al., 2006; 2007 e 2008) em cultivo primário de hepatócitos.  

Com o propósito de estabelecer um protocolo para estudar os mecanismos 

relacionados com os compostos neurotóxicos em peixes, é relatado neste trabalho, pela 

primeira vez, um método simples para se obter culturas altamente purificadas de células 

neuronais de  H. malabaricus. 

 

3.2 Materiais e Métodos 

3.2.1 Isolamento das Células cerebrais 

Para cada experimento, um peixe adulto (19,2 ± 1,6 cm; média ± dp) foi 

anestesiado com benzocaína 0,02% e sacrificado por secção medular e, em seguida, 

lavado com etanol 70%. A cabeça foi novamente lavada com cloroexidina 2% e o 

cérebro removido, pesado, e transferido para uma solução de  Hank (HBSS; Sigma) 

suplementado com 2 mM de glucose (Sigma) e antibiótico penicilina/estreptomicina 

(Atb; 50 UL/mL, 50 µg/mL; Sigma). Em fluxo laminar estéril foram removidas as 

meninges do cérebro e recortado a aproximadamente  0,5 mm usando bisturis e 

transferido para um tubo de 15-mL de poliestireno (Corning) com 6 mL de meio 

Neurobasal-A (Gibco) suplementado com B27 (B27; 1:50; Gibco) e enzimas de 

dissociação (Veja item 3.2.2).  Para dispase e papaína, os tecidos foram digeridos por  

30 min a 30 ºC, enquanto para a tripsina o período de incubação foi de somente 5 min, e 

com agitação constante de aproximadamente 12 r.p.m. Em seguida os fragmentos do 

cérebro foram triturados com uma pipeta Pasteur polida em chama por 1 min  e 

novamente seguida por uma nova digestão por 15 min a 30 ºC, exceto para o grupo da 

tripsina que foi de 5 min. Este procedimento foi repetido por duas vezes sempre seguido 

por uma nova trituração em pipeta Pasteur com um diâmetro menor, com um tempo 

total de 1 hora de digestão para os grupos dispase e papaína e de 15 min para a tripsina. 

Em seguida, a suspensão celular foi transferida para outro tubo de 15-mL contendo 4 

mL de gradiente de densidade preparada com Optiprep (Sigma) e meio Neurobasal/B27 

de acordo com método descrito por Brewer e Torricelli (2007), e centrifugado a 800 x g 

por 15 min a 22 ºC. Para remover os debris e outros tipos celulares, a parte superior da 

solução resultante (6,0 mL) e as frações 1 e 2 (entre 2,0 e 4,0 mL), que continham 

oligodendrócitos e restos celurares,   foram aspiradas e descartadas. Então, o conteúdo 

existente entre os volumes 0,5 mL e 2,0 mL (fração 3) foi transferido para um novo tubo 

de 15-mL e adicionado 5 mL de meio modificado de Dulbecco (DMEM/F12; Gibco) ou 
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DMEM/12 + 5% de soro fetal bovino (SFB; Difco) quando a tripsina era utilizada para 

a dissociação celular,  e as células foram centrifugadas a  800 x g por 5 min a 22 ºC. 

Após a primeira centrifugação, o sobrenadante contendo debris foi descartado e o pellet 

de células foi re-suspendido em 5 mL de  DMEM/F12 para lavagem, e novamente 

centrifugado a 800 x g por 5 min a 22 ºC. O sobrenadante foi novamente descartado e o 

pellet celular resultante foi re-suspendido em aproximadamente 5,0 mL de meio de 

cultura apropriado e plaqueado em placas de cultivo celular de acordo com os testes que 

serão descritos nos próximos itens. O procedimento de isolamento e cultivo foi 

sumarizado no fluxograma apresentado na Figura 3.2.1. 

 

3.2.2 Avaliação das Proteases de Dissociação de tecido 

 Os fragmentos do cérebro foram tratados com três tipos de proteases em meio 

NeurobasalA suplementado com B27 e Atb: Tripsina (1.33 mg/mL; Sigma) por 15 min, 

Dispase (1 U/mL; 5 U/mL; 10 U/mL; Gibco) e Papaína (10 U/mL; 20 U/mL; 30 U/mL; 

Sigma) durante 1 h. Em seguida, a suspensão celular foi transferida para a solução de 

gradiente celular e centrifugada conforme descrita anteriormente. O pellet celular foi re-

suspendido em 3,0 mL de  DMEM/F12 e número total de células dissociadas e as 

viáveis foram contadas com azul de tripan utilizando câmara de Neubauer (Hu e 

Fakahany, 1994).  Este procedimento foi repetido cinco vezes para cada protease. 

 

3.2.3 Avaliação de Substratos de Aderência 

 Para determinar o melhor substrato de aderência celular, os poços de placas de 

cultivo celular (96 poços, Corning) foram tratados por 16 h a  24ºC  com os seguinte 

substratos: poli-L-lisina (15 µg/mL, Dibco), fibronectina de plasma humano (15 µg/mL; 

Sigma) e matrigel (15 µg/mL; Kleinman et al., 1982). Antes do uso, os poços foram 

lavados três vezes com tampão fosfato (PBS; Gibco).  As células viáveis oriundas do 

processo de digestão utilizando papaína (30 U/mL) foram re-suspendida em  

DMEM/F12  suplementada com  B27 + 5% FBS + Glutamina (0,29 mg/mL; Dibco) + 

Atb+ fibroblato fator de crescimento (bFGF; 3 ng/mL; Sigma) (DMEM/F12exp) e 2,0 x 

10
5
 células foram plaqueadas por poço. O volume total foi ajustado para  100 µL de 

meio e  incubado por 24h a 24ºC e 1,7 % de CO2 em atmosfera umidificada. A 

viabilidade das células cultivadas foi determinada de acordo com o método do MTT (3-

(4,5-dimetil-2-tiazolil) brometo de -2,5-difenil-2H-tetrazólio).  O número de células 

viáveis foi expresso como densidade óptica (OD) a 570 nm (Sarmento et al.,2004). Em 
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cada experimento foram incluídos três poços com meio de cultura sem células. Este 

experimento foi repetido por cinco vezes. 

 

3.2.4 Avaliação do Efeito do  bFGF nas Culturas Celulares 

 Para avaliar o fator de crescimento bFGF para a adesão e diferenciação celular, 

as células viáveis tratadas com papaína a 30 U/mL foram re-suspendidas em  

DMEM/F12  suplementado com  B27 + 5% FBS + Glutamina (0,29 mg/mL; Dibco) + 

Atb + bFGF (3 ng/mL; Sigma) para o grupo teste, e  10 poços, de uma placa de 96 

poços,  previamente tratados com poli-L-lisina foram plaqueados com 2 x 10
5
 células 

por poço. O mesmo procedimento foi feito para o grupo controle com o meio de cultura 

com as especificações descritas acima, porém, sem o bFGF. As condições de cultivo 

celular foram as mesmas descritas anteriormente e o ensaio de MTT foi utilizado para 

determinar a viabilidade das células plaqueadas após 24h. O experimento foi repetido 

por cinco vezes. Para acompanhar o desenvolvimento e diferenciação celular, foram 

obtidas imagens utilizando o fotomicroscópio Leica EC3. A cultura celular foi mantida 

por 30 dias, e a cada dois dias, metade do volume do meio de cultura antigo foi trocado 

por meio novo (Fig. 3.2.1).  

 

3.2.5 Análise Estatística 

Os parâmetros biológicos foram analisados utilizando o teste Kruskal-Wallis 

seguido por Dunn’s post hoc teste. Os resultados do ensaio do fator de crescimento 

foram analisados pelo teste de Mann-Whitney test. A regra de decisão α foi de 0,05 para 

todos os testes aplicados. 

 

3.3 Resultados 

 

 A viabilidade celular para o grupo de tripsina (1,33 mg/mL, 2,58 ± 0,35 x 10
4
 

cels/mg, média ± dp) foi similar ao número observado para o grupo da dispase (10 

U/mL, 2,37 ± 0,15) e  papaína (30 U/mL, 2,45 ± 0,37) (Fig.3.3.1A). Nos demais grupos, 

observou-se que à medida que a concentração enzimática foi aumentada, a viabilidade 

celular também aumentava (P<0,0001); o tecido dissociado através do uso da dispase a 

1 U/mL e 5 U/mL mostraram um número de células viáveis de 0,61 ± 0,09 e 0,90 ± 0,08 

respectivamente, enquanto os grupos tratados com papaína apresentaram  1,5 ± 0,23 (10 

U/mL) e 1,81 ± 0,34 (20 U/mL) de células viáveis, sugerindo que a concentração 
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enzimática é um fator importante a ser considerado na dissociação do tecido cerebral. 

Porém, esses grupos tratados com dispase e papaína mostraram resíduos do tecido 

cerebral e alta incidência de debris, e após 24 h, a cultura apresentava-se com poucas 

células aderidas e baixa diferenciação celular.  

 A viabilidade celular (%) do grupo tratado com tripsina foi menor comparado 

com os demais tratamentos (P<0,05; Fig. 3.3.1B) sugerindo que essa enzima não é 

adequada para aplicação à digestão do tecido cerebral do peixe dulcícola H. 

malabaricus. Além disso, após 24 h  as células tratadas com tripsina apresentaram baixa 

adesão celular e não mostraram nenhum desenvolvimento ou diferenciação. 

 A adesão celular com poli-L-lisina foi maior comparada aos demais tratamentos 

(P<0,0001), enquanto os grupos matrigel e fibronectina mostraram resultados similares  

(Fig. 3.3.2A),  sugerindo o uso da poli-L-lisina como um substrato de aderência para as 

células isoladas do cérebro de H. malabaricus. 

 O grupo tratado com bFGF mostrou aumento na adesão e sobrevivência celular 

(P<0.0001; Fig. 3.3.2B) bem como uma aderência melhor das células na superfície das 

placas quando comparado ao grupo controle. Esses resultados sugerem que o fator de 

crescimento a base de fibroblasto é essencial ao cultivo primário de células cerebrais 

dessa espécie de peixe.  

 Depois de 24 h em cultura, as células obtidas com papaína (30 U/mL) e 

cultivadas com poli-L-lisina e bFGF, mostraram-se aderidas à placa como células 

somáticas esféricas (Fig. 3.3.3A). Após três e sete dias, foram observados sinais de 

diferenciação celular, tais como prolongamento de axônios (Fig. 3.3.3B, 3.3.3C, 

respectivamente), enquanto 15 dias depois de plaqueadas, as células estavam 

completamente diferenciadas (Fig. 3.3.3D) e apresentavam morfologia neuronal 

característica. Foi possível manter as células em cultura durante 30 dias (Fig. 3.3.3E). 

Não foi observada diferenciação celular no grupo tratado com tripsina devido à baixa 

densidade celular aderida. As células tratadas com dispase (10 U/mL) não mostraram 

nenhuma diferenciação após três dias de cultura. 
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Figura 3.2.1 – Fluxograma mostrando as principais etapas do protocolo para o 

isolamento e cultivo das células cerebrais.  
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Figura 3.3.1 – Proteases para dissociação e isolamento de células cerebrais de H. 

malabaricus. A: Número de células viáveis; p < 0,0001. B: Viabilidade celular;  p < 

0,05. Resultados expressos em mediana para cinco experimentos independentes. Letras 

diferentes indicam diferenças significativas entre os grupos. p calculado por Kruskal-

Wallis teste. 
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Figura 3.3.2 – Efeito do substrato e fator de crescimento. A: Efeito do substrato na 

aderência celular após 24 h de cultivo; p < 0,0001 por Kruskal-Wallis teste. B - Efeito 

do fator de crescimento para a aderência celular após 24 h; p < 0,0001 por Mann-

Whitney teste.  Resultados expressos em mediana para cinco experimentos 

independentes. Letras diferentes indicam diferenças significativas entre os grupos. OD: 

Densidade óptica. 
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Figura 3.3.3 – Células plaqueadas usando papaína 30 U/mL como enzima de 

dissociação do tecido cerebral, poli-L-lisina como substrato de aderência e 

suplementada com bFGF, B27, SFB e glutamina. A: Células somáticas esféricas após 

24 h de cultura. B: Célula depois de três dias em cultura mostrando sinais de 

diferenciação. C: Célula depois de sete dias em cultura. D: Células diferenciadas após 

15 dias de cultura. E: Células após 30 dias de cultura. Escala = 50 µm. 
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3.4 Discussão 

 

Diversos tipos de proteases têm sido utilizados para dissociar células de tecidos 

de mamíferos adultos. Neste estudo, as células tratadas com tripsina mostraram baixa 

viabilidade, sobrevivência, diferenciação e adesão. O processo proteolítico provocado 

pela tripsina pode ter causado danos nos receptores celulares durante a dissociação, 

levando a morte celular devido a falha na adesão ao substrato. Tripsina é reportada 

como uma eficiente enzima para a digestão de tecidos como o cérebro de mamíferos 

(Chun-Lei, et al., 2003; Lakard et al., 2005; Turner et al. 1995); Por outro lado, uma 

baixa adesão celular após tratamento com tripsina também foi reportada por Brewer 

(1997). Em peixe adulto, a dissociação de células cerebrais da espécie Apteronotus 

leptorhynchus usando tripsina resultou em 50% de células viáveis, sugerindo danos 

celulares durante o processo de dissociação enzimática (Hinsch e Zupanc, 2006).  

Cultivo primário de neurônios derivados de embriões e post-natal de mamíferos 

são rotineiramente reportados em estudos neurocientíficos (Hogberg et al., 2011; 

Kashiba et al., 1996; Sotgiu et al, 2008; Webb et al, 2003).  Embora Bartlett e Banker 

(1984), tenham relatado que muitas características de neurônios derivados de tecido 

embrionário sejam similares aos provenientes de tecido cerebral de animais adultos, 

Brewer (1997) reportou que o comportamento e desenvolvimento de neurônios adultos 

podem diferir no cultivo. Como as células embrionárias ainda não estão completamente 

desenvolvidas, é possível haver dissociação celular sem o uso de enzimas. Entretanto, o 

mesmo procedimento não pode ser realizado em tecidos cerebrais de organismos 

adultos, pois existem diversas conexões sinápticas devido aos axônios e interações 

glias-neurônios, exigindo assim, a ação de proteases para a dissociação celular (Brewer 

1997; Brewer et al. 1993). Além disso, estudos com neurônios isolados de ratos 

neonatais reportam boa sobrevivência celular, mas os neurônios de animais mais velhos 

não sobrevivem (Huettner e Baughman, 1986); é possível que devido ao fato dos 

neurônios adultos já estarem completamente diferenciados restrinja seu 

desenvolvimento em cultura (Brewer 1997; Black et al. 1994; De Giorgio et al. 1994). 

Além disso, durante o processo de dissociação enzimática muitos axônios são 

lesionados, e o ambiente restrito das placas de cultura pode dificultar a recuperação dos 

mesmos, ainda que as condições de cultivo sejam as mais adequadas (Chen et al., 1996).  

Neste estudo, dispase e papaína mostraram resultados similares no número total 

de células dissociadas e viabilidade celular. Entretanto, as células tratadas com papaína 



 

 

34 

mostraram melhor desenvolvimento das células aderidas. Este resultado é corroborado 

por outros estudos que examinaram a isolamento e cultivo primário de neurônios de 

ratos adultos tratados com papaína (Brewer, 1997; Brewer e Torricelli, 2007).  Embora 

a dispase tenha sido indicada como uma enzima para dissociação cerebral e de outros 

tecidos, principalmente, de ratos (Dohgu et al., 2011; Matsumura et al., 2011; Shayan et 

al., 2011), neste presente estudo utilizando peixes as células perderam a adesão após três 

dias em cultivo. É possível que as concentrações testadas e o tempo de exposição 

tenham causado danos na estrutura celular na dissociação do tecido cerebral de H. 

malabaricus. Diferentes tipos de tecidos e espécies podem apresentar respostas distintas 

para tratamentos similares. 

O uso de substratos de cobertura às placas de cultivo é usualmente reportado 

como um importante fator de aderência e sobrevivência para diversos tipos de células de 

cultivos primários (Ahlemeyer et al., 2000; Haile et al., 2007; Previtera et al., 2010; He 

e Bellamkonda, 2005). In vivo, as células permanecem aderidas à proteínas e 

carbohidratos presentes na matriz extracelular. Essas estruturas servem de suporte às 

células e tecidos e servem para regular a comunicação intercelular. Entretanto, quando 

as células são isoladas dos tecidos e removidas da matriz natural e cultivadas sem um 

suporte adequado de micronutrientes e um substrato apropriado, elas rapidamente 

perdem a capacidade de aderência (Zhang et al., 2009). Isto corrobora com este estudo, 

pois as células plaqueadas sem substrato (grupo controle) mostraram-se pouco 

aderentes, enquanto as tratadas com poli-L-lisina apresentaram-se com alta aderência às 

placas de cultura. Apesar da matrigel, que é formada principalmente por laminina e 

colágeno, e a fibronectina serem reportadas como um bom substrato de aderência  para 

neurônios  (Biederer  e Scheiffele, 2007; Gilad  et al., 1990; Li et al., 2005, Lolait et al., 

1983; Mellough et al., in press), no presente estudo, a aderência celular com poli-L-

lisina mostrou melhores resultados. Hinsch e Zupanc (2006) encontraram resultados 

similares após ensaios com células de cérebros de peixes adultos A. leptorhynchus. 

Brewer e Torricelli (2007) também relataram que este substrato melhora a aderência 

para cultivo primário de neurônios. A susceptibilidade das células em migrar e aderir é 

determinada pelo seu tipo celular e pela composição da matriz de adesão.  

O uso de nutrientes suplementares em meio de cultura tal como o B27 que 

contém ácidos graxos essenciais, antioxidantes, vitaminas e hormônios aumenta a 

viabilidade celular (Brewer et al., 1993; Xie et al., 2000).  Neste trabalho, o meio de 

cultura foi suplementado com B27, considerado como um precursor de 
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desenvolvimento para vários tipos de células cerebrais, incluindo os neurônios (Hinsch 

e Zupanc, 2006; Xie et al., 2000; Yokose et al., 2011). Além disso, o uso de glutamina e 

fatores de crescimento, como o fibroblasto, melhora o desenvolvimento e diferenciação 

de diversos tipos celulares derivados do cérebro (Brewer e Torricelli, 2007; Yokose et 

al., 2011). Neste presente estudo, o bFGF foi usado para induzir o crescimento neuronal 

como reportado por Brewer e Torricelli (2007), Kelly et al. (2005), Lin et al. (1997), 

Perkins e Cain (1995), Sheridan e Adler (2006), Tseng et al. (2006), Tuttle et al. (1994) 

e Yokose et al. (2011). As células tratadas com bFGF mostraram melhor 

desenvolvimento com diferenciação a partir de 24 h, sobrevivência de aproximadamente 

30 dias e alta adesão celular. Isto sugere que durante o processo de dissociação celular 

de neurônios maduros provenientes de animais adultos, as células sofrem injúrias tais 

como fragmentação de axônios e dentritos, levando  a deficiência para aderência e 

crescimento. Resultados semelhantes foram obtidos por Hinsch e Zupanc (2006) em 

células tratadas com fibroblasto. Em neurônios de ratos adultos, bFGF aumentou a 

viabilidade entre 40-80% nas células cultivadas por mais de três semanas (Brewer, 

1997). Os resultados encontrados neste trabalho sugerem que os neurônios podem 

regenerar os axônios e dentritos se o meio de cultura estiver provido com nutrientes 

adequados como o bFGF, os suplementos encontrados no B27 e outros nutrientes para 

desenvolvimento celular.  

Em síntese, o uso de uma enzima apropriada para a dissociação do tecido 

(papaína), em associação com um meio adequado para desenvolvimento neuronal 

acrescido de bFGF, suplementado com B27 e outros nutrientes e um correto substrato 

de aderência para este tipo celular (poli-L-lisina) pode suportar o crescimento de células 

neuronais provenientes de animais adultos de H. malabaricus. O protocolo descrito 

neste estudo é uma nova ferramenta para aplicação em pesquisas de ecotoxicologia 

aquática sobre compostos que afetam o sistema nervoso, tais como as saxitoxinas, 

anatoxinas e alguns metais. Além disso, pode ser utilizado ainda para avaliar o 

mecanismo de ação de diversos tipos de poluentes diretamente nas células alvo dos 

peixes, e que podem provocar neuropatologias na espécie.  
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4. CAPÍTULO III 

 

Exposição de células de cultivo primário de neurônios de Hoplias malabaricus às 

Saxitoxinas 

 

4.1 Introdução 

 

 Florações de cianobactérias têm se tornado um grave problema ambiental por 

alterar a qualidade da água e colocar em risco o equilíbrio ecológico devido à produção 

de determinadas cepas produtoras de toxinas, como as  saxitoxinas (STXs) (Dolah, 

2000; Graham e Wilcox, 2000;  Ibbelings e Chorus, 2007; Sephton et al., 1997).  

 As STXs, também conhecidas como veneno paralisante de mariscos (PSPs), são 

toxinas hidrossolúveis que atuam bloqueando os canais de Na
+
 dos neurônios, podendo 

levar em alguns casos à morte por parada respiratória (Hille, 1975; Llewellyn, 2006; 

White, 1984). Muitos análogos de STX já foram identificados e são produzidos por 

diversas espécies de cianobactérias como as Cilindrospermopsis raciborskii, que é 

relatada como uma cepa de alta tolerância fisiológica, com crescimento em temperatura 

entre 20ºC e 35ºC, com predominância em zonas tropicais e subtropicais, inclusive em 

ecossistemas de água doce (Hamilton et al., 2005; Padisa´k, 1997). 

 No sul do Brasil, por exemplo, tem sido evidenciadas florações da cepa de C. 

raciborskii em reservatórios de abastecimento público o que pode colocar em risco à 

saúde pública e animal (Clemente et al., 2010). Na tentativa de prevenir danos à 

população, foi estabelecido o limite máximo aceitável de 3 µg/L de equivalentes de 

saxitoxinas (STXeq) para água potável (BRASIL, 2004). Alguns estudos in vivo já 

foram realizados relatando a possivel bioacumulação desta toxina em peixes (Clemente 

et al., 2010; Jang and Yotsu- Yamashita; Sephton et al., 2007; Silva et al., 2011), porém, 

trabalhos utilizando neurônios para verificar o efeito neurotóxico desta toxina em peixes 

não tem sido relatados. Ensaios in vitro têm sido amplamente utilizados para avaliar os 

efeitos tóxicos de diversos tipos de substâncias em cultivo celular dos mais variados 

tecidos como fígado, rim, cérebro, entre outros (Belyaeva et al., 2011; Devlin et al., 

2005; El-Demerdash, 2011; Fujimoto et al., 2003; Hornberg et al., 1996; Rivedal e 

Sanner, 1985; Sachana et al., 2011; Seemayer e Hornberg, 1998; Shukla et al., 1983). 

Avaliações ecotoxicológicas de poluentes ambientais utilizando cultivo primário de 

peixes têm sido reportadas (Filipak Neto et al., 2007; Jayesh et al., 2011; Navas e 
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Segner, 2006; Pesonen e Adersson, 1997; Traven et al., 2008), embora o uso de células 

neuronais provenientes de animais adultos ainda seja raro.  

 A avaliação de citotoxicidade devido à ação de poluentes utilizando o ensaio de 

redução do sal de tetrazólio (MTT) tem substituído técnicas convencionais que utilizam 

substâncias radioativas para mensurar a proliferação e viabilidade celular, uma vez que 

o MTT é de fácil aplicação na maioria dos protocolos de cultivo de células primárias ou 

de linhagem celular específica, como células tumorais (Beech et al., 2007; Buttke et al., 

1993; Denizot e Lang, 1986; Holst e Oredsson, 2005; Husoy et al., 1993; Hussain et al., 

1993; Sidiropoulou et al., 2011). 

 Biomarcadores de contaminação ambiental, que podem ser entendidos como 

respostas mensuráveis dos diversos níveis de organização biológica (Walker et al., 

1996), tem se tornado uma ferramenta importante para avaliar os efeitos de exposição 

de poluentes tais como hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (PAHs), metais pesados, 

organofosforados e STXs em organismos aquáticos (Clemente et al., 2010; Regoli et al., 

2005; Roy et al., 2011; Oliveira Ribeiro et al., 2006; Silva et al., 2009; Silva et al., 

2011; Sturm et al., 1999). 

 A espécie de peixe dulcícola Hoplias malabaricus tem sido utilizada como um 

modelo biológico para estudos ecotoxicológicos, pois ocupa um alto nível na cadeia 

trófica e é amplamente distribuída em rios e reservatórios brasileiros (Cestari et al., 

2004; Costa et al., 2007; Dorea et al., 2006; Ferraro et al., 2004; Hensley e Moody, 

1975; Mela et al., 2007; Rabitto et al., 2005; Rivaroli et al., 2006; Silva et al., 2011). 

 O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos tóxicos das STXs nas células 

neuronais obtidas a partir do cultivo primário de H. malabaricus através de ensaio de 

citotoxicidade e do uso de biomarcadores de extresse oxidativo e genotoxicidade. Este é 

o primeiro relato sobre a exposição de células neuronais de H. malabaricus às STXs. 

 

4.2 Material e Métodos 

4.2.1 Obtenção das Saxitoxinas 

Para a obtenção das saxitoxinas foi utilizada a cepa tóxica de C. raciborskii (T3) 

à qual foi cultivada em meio ASM-1 (Gorhan et al., 1964), pH 8.0, temperatura of 23 °C 

± 2, intensidade luminosa de 56 µEm
-
2 s

-
1  e fotoperíodo de 12 h/12 h. Para quantificar 

as PSPs, as cepas T3 foram congeladas e extraídas com ácido acético 0,5 N  (Oshima, 

1995). Os extratos foram agitados por 1 h, centrifugados a 40000 x g por 30 min e o 

sobrenadante foi filtrado usando filtro de celulose de 0,45 mm (Sartorius). O extrato foi 
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analisado através de cromatografia líquida de alta performance com derivatização de 

pós-coluna de fluorescência (HPLC-FLD) (Shimadzu), usando uma coluna analítica de 

fase-reversa LiChrospher 100 RP-18 125 mm x 4 mm x 5 µm (MERCK) (Oshima, 

1995). As concentrações de cada análogo encontradas nos extratos foram convertidas 

em equivalentes de STX comparando a toxicidade de cada variante com a toxicidade da 

STX (Hall et al., 1990). 

 

4.2.2 Desenho Experimental 

O cultivo primário das células neuronais foi realizado através de pool de 

cérebros de três exemplares de H. malabaricus conforme procedimento descrito no 

capítulo 3. Após a contagem das células viáveis utilizando azul de tripan em câmara de 

Neubauer (Hu e Fakahany,1994), foi plaqueado 2,0 x 10
5
 células por poço em placa de 

96 poços (Corning) previamente tratados com substrato poli-L-lisina (10µg/mL, Sigma) 

por 24h em estufa a 24°C 1,7 % CO2, exceto para o teste de imunocitoquímica (ver 

seção 4.2.3). O volume final foi ajustado para 100 µL com meio modificado de 

Dulbecco com fatores de crescimento (DMEM/F12-exp) e incubado por 24 h a 24ºC e 

1,7 % CO2 em estufa com atmosfera umidificada. Este procedimento foi repetido em 

cinco experimentos independentes. 

 

4.2.2.1 Exposição das células às Saxitoxinas 

 Após o período de incubação inicial, os poços contendo as células foram lavados 

com solução fosfato salina (PBS) e adicionado 100 µL de meio DMEM/F12-exp 

contendo três diferentes concentrações previamente inoculadas com o extrato de C. 

raciborskii contendo PSPs constituído de 97% STX, 3% de neosaxitoxina (NeoSTX) e 

goniautoxina (GTX2): Grupo A – 0,3 µg/L; Grupo B – 3 µg/L, essa concentração teve 

como base a recomendação do limite máximo aceitável de STXeq em água para 

consumo humano (BRASIL, 2004); Grupo Controle, o qual não recebeu STXeq, e 

incubado por mais 24 h a 24ºC e 1,7 % CO2 em estufa com atmosfera umidificada. As 

células expostas foram utilizadas para os ensaios de biomarcadores bioquímicos e para 

os testes de citotoxicidade por MTT e de genotoxicidade pelo ensaio cometa.  

 

4.2.3 Imunocitoquímica 

 A identificação de neurônios foi realizada através de reação imunocitoquímica. 

Após realizada a dissociação celular conforme descrito na seção 4.2.2,  foram 
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plaqueadas 3 x 10
5 

células sobre lamínulas de vidro estéreis, previamente dispostas em 

placas de cultura de 24 poços (TPP) tratadas previamente com o substrato poli-L-lisina 

(10µg/mL, Sigma) por 24h em estufa a 24°C 1,7 % CO2 em atmosfera umidificada.  

Foram utilizados três poços por experimento, sendo preenchidos com 300 µL de 

DMEM/F12exp e a placa incubada por 24 h a 24°C e 1,7% de CO2 em atmosfera 

umidificada. Depois deste período, a placa contendo as células aderidas e o meio de 

cultura foi submetida ao processo de fixação em duas fases: primeiro em vapor de 

formol por 15 minutos, para fazer a pré-fixação das células e, logo após, imersas em 

Paraformaldeído (PFA) a 4% (p/v) também por 15 minutos. Após a fixação, as células 

foram lavadas três vezes com PBS, imunobloqueados por 1h com uma solução contendo 

5% de soro de cabra (NGS; Gibco), 1% de albumina de soro bovino (BSA)  (Sigma), 

diluídos em PBS, e incubadas pernoite com o anticorpo primário monoclonal classe III 

β-tubulina (Sigma) diluído (1:200) em PBS, contendo 0,03-0,05% de Triton-X 100 

(Reagen, EUA) e 5% de NGS à temperatura de 4
0
C. Ao término deste período, as 

células foram lavadas com PBS, três vezes de 5 minutos e incubadas com o anticorpo 

secundário Texas Red (Molecular Probes) diluído (1:800) em PBS contendo 5% de 

NGS por 2h em temperatura ambiente. 

Em seguida as células foram lavadas com PBS, três vezes de 5 minutos, e 

incubadas com solução de DAPI (4,6-Diamidino-2-phenilindol; Sigma) a 0,01% em 

PBS, por 5 minutos para visualização de núcleos celulares. Seguindo o processo, as 

lamínulas foram retiradas da placa de cultura com auxílio de lâmina de bisturi e pinça, e 

montadas em lâmina de vidro previamente tratadas com gelatina (Reagen) a 2%, 

utilizando-se uma solução de N-Propil-galato (Sigma), diluído em tampão fosfato 0,1 M 

e glicerol, para manter a fluorescência. As lâminas foram analisadas utilizando-se 

microscópio invertido fluorescente Nikon Eclipse TE 2000 provido de contraste de fase, 

diferencial interferencial e fluorescência com filtros nos comprimentos de onda de 

fluoresceína, DAPI e rodamina (Laboratório de Neuroanatomia Celular, UFRJ). As 

imagens foram obtidas com utilização de câmera fotográfica digital CoolSNAP-Pro 

Monochrome Media Cybernetics acoplada ao microscópio. Foram obtidas imagens de 

quatro campos aleatórios (com objetiva de 40X, aumento de 800X) que não se 

sobrepunham, tomados próximo ao centro da lamínula. Foram observados quatro 

campos por lamínula. As imagens foram submetidas para contagem das células 

utilizando-se o programa Image J, comparando-se as células classe III β-tubulina 

positivas ao núcleo marcado com DAPI. Poços controle foram preparados utilizando-se 
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dos mesmos procedimentos descritos sem, no entanto, receber o anticorpo primário. 

Foram realizados três experimentos independentes. 

 

4.2.4 Citotoxicidade 

O método utilizado para avaliar a toxicidade celular provocada pelas STXs 

baseou-se na transformação de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) brometo de -2,5-difenil-2H-

tetrazólio (MTT) em cristais azuis de formazan pelas desidrogenases mitocondriais. A 

acumulação de formazan pelo ensaio do MTT reflete diretamente a atividade 

mitocondrial e indiretamente o número de células expressas como densidade óptica 

(OD) a 570 nm de acordo com o método descrito por Sarmento et al. (2004). Em cada 

experimento foram incluídos três poços com DMEM/F12exp sem células. A 

absorbância do grupo controle foi considerado como 100% de viabilidade.  

 

4.2.5 Biomarcadores  

Após a exposição às STXs, foi removido o meio de cultura dos poços contendo 

as células e realizado lavagem com PBS por duas vezes, e a placa foi congelada a -80°C 

para ocorrer a lise celular. As células foram homogeneizadas em tampão fosfato (0,1 M, 

pH 7,0) e centrifugado  a 3400 x g por 30 min a 4°C, utilizando rotor de placa. 

 O sobrenadante foi utilizado para estimar as atividades das enzimas superóxido 

dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e da caspase efetora 3, e a concentração 

de hidroperóxidos (LPO). 

A atividade da SOD foi medida através da habilidade das amostras em inibir a 

redução de nitroblue tetrazolium (NBT), determinada conforme método descrito por 

Crouch et al. (1981), enquanto a atividade específica da GPx foi avaliada a 340 nm 

(Sies et al., 1979). 

A análise de LPO foi realizada utilizando o ensaio de oxidação de xilenol 

Orange a 570 nm, conforme Jiang et al. (1992).  

A avaliação da via apoptótica foi realizada utilizando a atividade da caspase 

efetora 3 (Chemicon, cat. APT131) empregando como substrato o acetil-Asp-Glu-Val-

Asp-p-nitroanelina (Ac-DEVD-pNA) e medida a 405 nm. 

A concentração de proteína foi determinada usando o método de Bradford 

(Bradford, 1976), utilizando albumina de soro bovino como padrão. 

Para cada biomarcador bioquímico foram analisados 4 poços/grupo por 

experimento. 
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4.2.6 Ensaio Cometa 

A genotoxicidade da STXs sobre as células expostas foi avaliada pelo método 

descrito por Singh et al. (1996) (ensaio cometa), modificado por Ferraro et al. (2004). 

Após 24 h de exposição das células às STXs, o meio de cultura foi descartado e 

adicionado 100 µL de PBS-EDTA a 2 mM  para a remoção das células aderidas; em 

seguida, 10
4
 celulas foram homogeneizadas com 100 µL de soro fetal bovino; 100 µL 

do homogenato foi diluído em 120 µL de agarose de baixo ponto de fusão (LMA) e 

dispensado em lâminas previamente cobertas com agarose. As lâminas foram colocadas 

em solução estoque de lise celular: NaCl (2.5 M), ácido etilenodiamino tetra-acético 

(EDTA; 100 mM), tris(hidroximetil) aminometano (Tris; 10 mM), NaOH (0.8%), e N-

lauroil sarcocinato (1%); solução de trabalho de lise: Triton X-100 (1%), dimetil 

sulfoxido (DMSO) (10% em solução de lise estoque) por 24 h a 4 °C. As lâminas foram 

imersas em uma solução de NaOH (10 N) e EDTA (200 mM), pH > 13, por 20 min para 

causar relaxamento do DNA  e submetidas a eletroforese a 300 mA/25 V por 25 min. 

Depois da neutralização em 0,4 M Tris, pH 7,5 e fixação em etanol por 10 min, as 

lâminas foram coradas com 0,02 g/ml de brometo de etídio e as quebras de DNA foram 

avaliadas utilizando microscópio de epifluorescência Leica DMLS2 com magnificação 

de 400X. Para cada lâmina, 100 células foram visualmente analisadas de acordo com o 

método de Collins et al. (1997) e registradas em uma das cinco classes de danos: célula 

sem dano (0) até célula com dano severo (4) pré-definidos com referência à intensidade 

da cauda observada.  

 

4.2.7 Análise Estatística 

Os parâmetros biológicos foram analisados utilizando o teste de ANOVA 

seguido de Tukey post hoc teste.  Kruskal-Wallis seguido do teste post hoc de Dunn foi 

utilizado para avaliar os resultados do ensaio cometa, enquanto o teste de Mann-

Whitney foi aplicado para comparar as células marcadas com DAPI e classe III β-

tubulina. A regra de decisão α foi de 0,05 para todos os testes aplicados. 
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4.3 Resultados 

 

As células submetidas aos anticorpos no ensaio de imunocitoquímica  

apresentaram o núcleo marcado (Fig. 4.3.1A), enquanto as células do grupo controle 

que não receberam o anticorpo primário não apresentaram nenhuma marcação quando 

avaliadas em microscópio fluorescente (Fig. 4.3.1B), sugerindo que os anticorpos 

utilizados são adequados para o tipo celular avaliado. Dos núcleos celulares marcados 

com DAPI (Fig. 4.3.1C), a maioria das células (p>0,05), aproximadamente 87%, foi 

contabilizada como neurônios (Fig. 4.3.1D).  

 A aplicação dos anticorpos primário e secundário nas células evidenciou a 

marcação dos neurônios (Fig 4.1E, F)  sugerindo que o protocolo utilizado para 

isolamento e cultivo primário de neurônios de H. malabaricus é adequado para 

exposição celular. 

 As STXs mostraram-se tóxicas para as células neuronais expostas com 

diminuição de 15% da viabilidade celular para o Grupo B (3 µg/L) (p<0,05, Fig. 

4.3.2A).  

 A atividade específica da SOD não mostrou diferença significativa entre os 

grupos testados (p>0,05), no entanto, a atividade específica da GPx aumentou nos 

grupos expostos às STXs  (p<0,001; Fig. 4.3.2B), enquanto a concentração de 

hidroperóxidos (LPO) aumentou no grupo exposto com maior concentração de STXs 

(Grupo B), sugerindo estresse oxidativo às células expostas (p<0,05; Fig. 4.3.2C). 

Entretanto, não foi evidenciado aumento da atividade específica da capase 3 (p>0,05) 

em nenhum dos grupos testados. 

 No grupo B também foi observado aumento nos danos do DNA, evidenciado 

pelo escore do ensaio cometa (p<0,05; Fig 4.3.2D), sugerindo a genotoxicidade das 

STXs inoculadas sobre os neurônios isolados de H. malabaricus.  
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Figura 4.3.1 – Ensaio imunocitoquímico das células dissociadas do cérebro de H. 

malabaricus. A: Células marcadas com uso de anticorpos primário e secundário. B: 

Células controle, sem anticorpo primário. C: Células com núcleo marcado com DAPI. 

D: Células com neurofilamentos marcados com anticorpo primário monoclonal Classe 

III  β tubulina. E: Detalhe de duas células com núcleo marcado com DAPI. F: Marcação 

somente do neurofilamento das duas células marcadas com DAPI; seta amarela indica a 

que a célula embora tenha tido o núcleo marcado com DAPI não teve neurofilamento 

distinguido com o anticorpo primário, indicando não ser uma célula neuronal. Escala: 

50 µm. 
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Figura 4.3.2 – Avaliação da citoxicidade, dos biomarcadores bioquímicos e da 

genotoxicidade nas células de H. malabaricus expostas às STXs. A: Viabilidade celular 

pelo ensaio MTT (*p<0,05; OD: densidade óptica). B: Atividade específica da 

Glutationa Peroxidase (GPx; *p<0,001). C: Concentração de hidroperóxidos (LPO; 

*p<0,05). Resultados expressos como média ± erro padrão, os valores de *p foram 

obtidos pelo teste de ANOVA. D: Danos no DNA (ensaio cometa), os resultados foram 

expressos como mediana/quartil 1 (25%) e 3 (75%); *p<0,05  obtido pelo teste de 

Kruskal-Wallis. Grupos A = 0,3 µg/L; B = 3 µg/L. 
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4.4 Discussão 

 

 Ensaios de imunocitoquímica têm se tornado uma ferramenta importante na 

identificação de tipos celulares para aplicação em estudos toxicológicos, uma vez que 

determinadas células quando observadas sob microscopia são semelhantes em forma e 

estrutura (Audebert et al., 2010; Erkekoglu et al., 2011; Fukui et al., 1996; Gazori et al., 

2010).  Diversos anticorpos têm sido utilizados como marcador de células neuronais em 

peixes, tais como a Proteína Neuronal Específica Hu (Hinsch e Zupanc, 2006) e o 

Receptor androgênico PG21 (Moga et al., 2000; Pouso et al., 2010). Apesar disso, neste 

trabalho, o uso do anticorpo primário monoclonal  Classe III  β tubulina para marcar os 

neurofilamentos das células dissociadas do cérebro de H. malabaricus mostrou-se 

eficiente, sugerindo sua aplicação como marcador de neurônio para células do tecido 

cerebral de peixes.  

 As saxitoxinas presentes no extrado obtido pela lise da cepa de C. raciborskii 

mostraram-se tóxicas às células expostas de neurônios de H. malabaricus. Outras 

substâncias, tais como extratos herbários (Shoemaker et al., 2004), formaldeído 

(Eiskjaer e Arenhlt-Bindslev, 1994; Grafstrom, 1990), cilindropermopsina (Liebel et al., 

2011), pesticidas (Triglia et al., 1991 ) e metais pesados (Cabell et al., 2003; Fotakis e 

Timbrell, 2006), têm sido relatadas como citotóxicas. Neste estudo, o teste de MTT 

mostrou-se eficiente para avaliar a citoxidade das STXs inoculadas.  

MTT tem sido empregado para avaliar os efeitos de diversas substâncias no 

crescimento de cultura celular (Abe e Matsuki, 2000; Kawakami et al., 2011; Kerokoski 

et al., 2001; Takahashi et al., 2002; Verma et al., 2010). Sandt et al. (1993), por 

exemplo, avaliaram a ação de 11 tipos de substâncias sobre o desenvolvimento celular 

utilizando os testes de vermelho neutro e MTT, e somente o teste de MTT foi capaz de 

mostrar a citotoxicidade já nas culturas iniciais e em baixas concentrações. Resultado 

similar foi obtido por Fotakis e Timbrell (2006) que avaliaram diversos ensaios de 

citoxicidade em células expostas à cloreto de Cádmio, sugerindo que o ensaio de MTT é 

recomendável para avaliar efeitos deletérios de substâncias em exposições de curto 

espaço de tempo e em pequenas concentrações, como foi o caso deste presente estudo. 

Embora a SOD seja relatada como uma importante via de defesa antioxidante 

uma vez que atua na dismutação do radical superóxido (O2
-
·) evitando a geração do 

radical hidroxil (OH
-
·) (Halliwell e Gutteridge, 2000; Hayes et al., 1997) e, por 

conseguinte, danos celulares devido ao estresse oxidativo em células expostas à 
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substâncias tóxicas (Cabell et al., 2004; Jin et al., 2011; Marabini et al., 2011; Miller e 

Hontela, 2011),  neste trabalho não houve aumento da atividade específica para nenhum 

dos grupos testados. Isto pode ter ocorrido devido a baixa concentração das STXs 

inoculadas e ao curto tempo de exposição. A sensibilidade de um biomarcador 

bioquímico está relacionada a diversos fatores como a via e o tempo de exposição, a 

espécie, o órgão alvo, o grau de toxicidade da substância, entre outros (Van der Oost et 

al. 2003). 

 A GPx é uma importante enzima que atua na redução de substâncias 

eletrofílicas evitando a produção de peróxidos e  protegendo as células aos danos que 

podem ser causados devido a ação de xenobióticos, especialmente, no processo de 

detoxificação celular (Hermes-Lima, 2004; Lauterburg et al.,1983). Neste presente 

estudo, a atividade específica da GPx encontrada nos grupos expostos às STXs 

aumentou sugerindo a presença de radicais livres. Entretanto, em experimento de 

exposição trófica em H. malabaricus  com extrato de C. raciborskii  contendo STXs por 

20 dias, realizado por Silva et al. (2011), foi encontrado diminuição da atividade 

específica da GPx, sugerindo que esse biomarcador bioquímico pode alterar sua 

resposta de acordo com a via e o tipo de exposição. 

O aumento da concentração de hidroperóxidos sugere estresse oxidativo 

provocado pelas STXs às celulas neuronais de H. malabaricus indicando que o sistema 

antioxidante não foi suficiente para evitar a lipoperoxidação. O estresse oxidativo tem 

sido relacionado à exposição a poluentes ambientais (Johnstone et al., 2006; Lushchak, 

2011; Valavanidis et al., 2006). Estudo realizado por Silva et al. (2011) em exposição in 

vivo da espécie H. malabaricus às STXs, sugeriu que as STXs pode comprometer o 

sistema antioxidante das células cerebrais. 

Além disso, o fato de haver uma diminuição na viabilidade celular para o grupo 

de maior concentração de STXs e a ausência de evidencias para a morte celular 

programada, sugere que nesta dose as células estejam morrendo por necrose, o que é 

corroborado pelos danos observados na membrana (LPO). Isto pode estar associado a 

uma falha do sistema antioxidante permitindo que radicais livres oxidem componentes 

celulares como os lipídios, o que pode provocar a perda da permeabilidade da 

membrana celular com alteração no fluxo de íons transmembrana, influxo excessivo de 

cálcio e posterior ativação de enzimas como as proteases, fosfolipases e nucleases que, 

autoliticamente produzem colapso das estruturas celulares e oxidação de proteínas, e 
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pode também desencadear processo apoptótico (Halliwell e Gutteridge, 2000; Hayes et 

al., 1997; Hermes-Lima, 2004; Meagher e Fitzgerald, 2000).  

Embora neste trabalho tenha sido evidenciado citotoxicidade às células expostas 

às STXs e estresse oxidativo, e que esse seja reportado como indutor de apoptose 

(Bortner e Cidlowski, 2007; Butterfield et al., 1994; Grivicich et al., 2007;  Jablonski et 

al., 2007; Xuan et al. 2009), contudo, não foi observado aumento da atividade da 

caspase 3 testada. É possível que outras vias de ativação de caspases efetoras como as 

caspases 6 ou 7 estejam atuando, ou  caspases indutoras de cascatas como a caspase 9 

podem estar ainda iniciando o processo apoptótico (Cohen, 1997). Sugere-se a 

realização de novos estudos in vitro para esclarecer a via apoptótica envolvida em que 

as STXs possam induzir às células neuronais expostas, ou ainda, constatar a morte 

celular por necrose.  

As STXs inoculadas nas células neuronais de H. malabaricus provocaram danos 

ao DNA. Diversos autores têm associado a genotoxicidade ao estresse oxidativo 

(Barzilai e Yamamoto, 2004; Chen et al., 2005; Jin et al., 2011; Kryston et al., 2011; 

Lin et al., 2007; Mai et al., 2010) como a evidenciada neste estudo. Muitas substâncias 

podem causar genotoxicidade em células de peixes tais como os befenilpoliclorados, 

pesticidas, metais pesados e hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (Jin et al., 2011; 

Jung et al., 2009;  Marabini et al., 2011; Monteiro et al., 2011). Cianotoxinas também 

são relatadas como capazes de provocar quebras de DNA (Zegura et al., 2008), dentre 

elas destaca-se a nodularina que foi reportada por Wojcik et al. (2006) como genotóxica 

às células expostas. Estudos in vivo e in vitro com microcistina mostraram a capacidade 

desta cianotoxina em provocar lipoperoxidação e adutos de DNA (Brzuzan et al., 2009; 

Karim et al., 2011; Malécot et al., 2009). Em estudo in vivo, exposição às STXs 

provocou estresse oxidativo e danos ao DNA no tecido cerebral de H. malabaricus 

(Silva et al., 2011), corroborando com os resultados obtidos.  

Em síntese, este estudo sugere que apesar dos efeitos das STXs serem reportados 

como reversíveis (Hille, 1992; Llewellyn, 2006), a concentração e o tempo de exposição 

à célula pode provocar citotoxicidade, estresse oxidativo e genotoxicidade levando a 

injúrias celulares, o que pode ocasionar morte celular. 

Os resultados sugerem ainda um efeito concentração e resposta de acordo com a 

exposição às STX. Este é um resultado importante, pois este tipo de experimento como 

avaliado neste trabalho pode se tornar uma ferramenta no gerenciamento de limites 
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toleráveis às STXs, embora a extrapolação de ensaios in vitro para tolerância in 

vivo ainda não esteja estabelecida.  

 

4.5 Conclusão 

 

O protocolo de isolamento e cultivo primário das células neuronais mostrou-se 

eficiente com alta viabilidade de neurônios aptos à exposição às substâncias 

neurotóxicas, enquanto os biomarcadores de contaminação ambiental, amplamente 

utilizada em ensaios in vivo , apresentaram-se aplicáveis na avaliação dos efeitos 

adversos devido a ação das STXs em estudo in vitro. Os ensaios de MTT e cometa 

demonstraram ação citotóxica e genotóxica, respectivamente, sugerindo que o bloqueio 

dos canais de Na
+ 

provocado pelas STXs pode causar severos danos celulares. 
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5. CONCLUSÃO GERAL 

 

 A espécie de peixe H. malabaricus confirmou ser um bom modelo biológico 

para estudos ecotoxicológicos.  

 Através do bioensaio realizado com exposição trófica às STXs foi possível 

verificar a ação dessas toxinas no tecido cerebral, sugerindo a indução de 

estresse oxidativo evidenciado pelo aumento da atividade específica da SOD. 

Alterações do sistema antioxidante do tecido cerebral de H. malabaricus 

provocado pela exposição às STXs pode ter levado a lipoperoxidação, a 

carbonilação de proteínas e aos danos do DNA.  

 O protocolo de cultivo primário de neurônios de H. malabaricus possibilitou 

a obtenção de células altamente viáveis, trazendo, portanto, novas 

perspectivas na avaliação de poluentes ambientais diretamente nas células 

alvo dos organismos que estão sujeitas a ação de diversas substâncias 

neurotóxicas, possibilitando a criação de um novo campo de pesquisa: a 

neurociência ambiental. 

 A exposição das células neuronais ao extrato de STXs mostrou que essas 

substâncias são capazes de induzir danos celulares, tais como a 

citotoxicidade, a lipoperoxidação e genotoxicidade. Contudo, não foi 

possível verificar o tipo de morte celular associado.  

 Esse trabalho mostrou que embora as STXs tenham sua ação considerada 

reversível, os danos provocados devido à exposição levam a injúrias 

celulares, o que pode comprometer a saúde animal e resultar em alterações 

ecológicas nos ecossistemas aquáticos que venham a conter essas 

substâncias avaliadas. 
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Manuscript Format  

 

Manuscripts should be written in clear and concise English; incomprehensible 

submissions will be returned to authors for revision. All pages must be numbered, 

including the Title Page, which should carry the title of the paper, the surnames and 

initials of the authors, and the names and address of the institutions where the work was 

done (with the affiliation of each author clearly indicated). Titles consisting of 

declarative or interrogative sentences are not acceptable. Please do not add line 

numbering to your source file as this will be added automatically by the EES system 

upon building of the PDF. 

 

Introduction  

Introduction: A concise and clear statement on the background, purposes and 

significance of the work. 

 

Material and methods  

Materials and Methods: A detailed description of the experimental design and of any 

new or improved methods. Well-established methods and techniques may be identified 

by reference only. 

 

Results  

Results: Presented concisely with the aid of tables or figures where appropriate. 

Duplication between this section and the Discussion must be avoided. 

 

Discussion  

Discussion: A succinct interpretation of the data. Extensive literature reviews and highly 

speculative comments are discouraged. 

 

 

Essential title page information  

• Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. 

Avoid abbreviations and formulae where possible. 

• Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a 

double name), please indicate this clearly. Each author's academic or professional 
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qualifications should also be listed. Present the authors' affiliation addresses (where the 

actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case 

superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate 

address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name, 

and, if available, the e-mail address of each author. 

• Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages 

of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax 

numbers (with country and area code) are provided in addition to the e-mail 

address and the complete postal address.  

• Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the 

article was done, or was visiting at the time, a "Present address" (or "Permanent 

address") may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the 

author actually did the work must be retained as the main, affiliation address. 

Superscript Arabic numerals are used for such footnotes. 

 

Abstract  

Abstract: A self-contained summary of the objectives, results and significance of the 

study, not exceeding 200 words. Uninformative sentences such as "the significance of 

the results is discussed" are not acceptable. 

 

Highlights  

 

Highlights are a short collection of bullet points that convey the core findings of the 

article. Highlights are optional and should be submitted in a separate file in the online 

submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet 

points (maximum 85 characters including spaces).. 

 

Keywords  

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American 

spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for 

example, 'and', 'of'). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly 

established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing 

purposes. 
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Abbreviations  

Abbreviations should be used sparingly. Define abbreviations that are not standard in 

this field in a footnote to be placed on the first page of the article. Such abbreviations 

that are unavoidable in the abstract must be defined at their first mention there, as well 

as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article. 
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Nomenclature  

The metric system is the standard for all measurements. Test chemicals and enzymes 

must be clearly identified, wherever possible, with the aid of CAS Registry and EC 

numbers. 

No information that can be included in the legend should appear on the figure; the 

following standard symbols are preferred for line drawings: (closed triangle), (open 

triangle), (closed square), (open square), (closed circle), (open circle), (open circle with 

a dot in the middle), +, (open diamond). The legends for photomicrographs must state 

the staining method and magnification. Authors should bear in mind that the figures 

they submit may be subjected to photographic reduction. If figures that have already 

been published under copyright are to be reproduced in the Journal (e.g. in reviews), 

copies of letters from the first publisher and the original author giving permission for 

such reproduction must always accompany the submitted manuscript. 

Figure captions  

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to 

the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a 

description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum 

but explain all symbols and abbreviations used. 

 

Tables  
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Tables should be intelligible without reference to the text and should be planned to fit 

the page size of the Journal. The same data may not be reproduced in both a table and a 

figure. Each table must have a title and on each column there should be a heading that 

clearly identifies the data therein.  

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place 

footnotes to tables below the table body and indicate them with superscript lowercase 

letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data 

presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the article. 

 

Reference style  

Text: All citations in the text should refer to:  

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the 

year of publication;  

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;  

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of 

publication.  

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be 

listed first alphabetically, then chronologically.  

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). 

Kramer et al. (2010) have recently shown ....'  

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted 

chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the 

same year must be identified by the letters 'a', 'b', 'c', etc., placed after the year of 

publication.  

Examples:  

Reference to a journal publication:  

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific 

article. J. Sci. Commun. 163, 51–59.  

Reference to a book:  

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New 

York.  

Reference to a chapter in an edited book:  

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, 
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in: Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing 

Inc., New York, pp. 281–304. 


