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RESUMO

O cultivo de bivalves tem uma importancia crescente a nivel mundial. No Brasil, a producéo
aquicola vem apresentando significativas taxas de crescimento. O Nordeste tem grande
potencial para a producdo das espécies nativas de ostras, Crassostrea gasar e C. rhizophorae,
pois o seu litoral apresenta amplos estuarios, com aguas calmas. Paralelamente, a ocorréncia de
floragbes de microalgas e cianobactérias nocivas vem aumentando mundialmente,
contaminando ambientes marinhos. Espécies produtoras de toxinas podem causar patologias
e/ou mortalidades em organismos diversos. Estudos mostraram modificag0es das respostas
fisiologicas e o impacto no sistema imune de bivalves por ocasido das microalgas nocivas, mas
muito pouco se conhece sobre o0s efeitos das cianobactérias marinhas. O principal objetivo desse
estudo foi avaliar o efeito in vitro de cianobactérias do género Synechocystis nas células de
defesa da ostra C. gasar. Quatro isolados de cianobactérias obtidos do litoral da Paraiba (M3C,
M60C, M62C e M129C) foram utilizados neste estudo. Inicialmente, a proliferacdo dos
isolados foi avaliada em cultivo em meio Conway, na salinidade de 20, durante 26 dias, através
da quantificacdo da concentracdo celular e da intensidade de fluorescéncia da clorofila por
citometria de fluxo. Ostras adultas foram coletadas no estuario do Rio Mamanguape, Paraiba.
Posteriormente, a hemolinfa das ostras foi extraida do musculo adutor (N = 5 grupos de 5
animais) e exposta in vitro as cianobactérias inteiras, ou seja, ao cultivo integral (Cl), assim
como, aos seus produtos extracelulares (PES), ou seja, cultivo livre de células. Ap6s 3 horas de
exposicdo, a 20 °C, os hemacitos foram analisados por citometria de fluxo quanto a viabilidade
celular, a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a capacidade de fagocitose de 3
particulas (latex, zymosan e Perkinsus marinus). As cianobactérias apresentaram uma
proliferacdo constante até o Ultimo dia, enquanto que a clorofila aumentou a partir do 9° dia. A
partir do 14° dia houve o surgimento de restos celulares, provavelmente associados com o
declinio do cultivo, apesar de ainda haver uma proliferacdo celular. A exposi¢do dos hemdcitos
as Cls de todas as cianobactérias, exceto o M60C, levou a uma reducdo significativa da
viabilidade. Nenhuma cianobactéria ou seus PEs promoveram uma modificacdo significativa
na producdo de ROS. Somente a fagocitose de particulas de latex foi alterada, havendo uma
reducdo em resposta a Cl de M62C (5,1 + 0,3%) e a todos os PEs (média de 5,3 + 0,1%). Em
conclusdo, as cianobactérias testadas possuem compostos capazes de alterar a viabilidade de
hemdcitos de ostras C. gasar e sua capacidade de fagocitar algumas particulas inertes,
parecendo interferir no combate da ostra a infecges.

Palavras-chave: Cianobactérias marinhas; Synechocystis, ostras; Crassostrea gasar,
hemdcitos.



ABSTRACT

The shellfish farming has a growing importance worldwide. In Brazil, aquaculture production
has shown significant growth rates. The Northeast Brazil has great potential for the production
of native species of oysters, Crassostrea gasar and C. rhizophorae, as its coast offers large
estuaries with calm waters. In parallel, the occurrence of harmful algal and cyanobacteria
blooms is increasing worldwide, contaminating marine environments. Toxin-producing species
can cause disease and/or mortality in several organisms. Studies have shown changes in
physiological responses and an impact on the immune system of bivalves during harmful algal
blooms, but very little is known about the effects of marine cyanobacteria. The main objective
of this study was to evaluate the in vitro effect of cyanobacteria of the Synechocystis genus in
oysters C. gasar defense cells. Four cyanobacteria isolates obtained from the coast of Paraiba
(M3C, M60C, M62C e M129C) were used in this study. Firstly, the growth of the cyanobacteria
isolates was evaluated in the culture medium Conway, 20 of salinity, for 26 days by quantifying
the cell concentration and fluorescence intensity of chlorophyll by flow cytometry. Secondly,
adult oysters were collected in the estuary of the Mamanguape River, Paraiba. The hemolymph
of oysters was extracted from the adductor muscle (n = 5 groups of 5 animals) and exposed in
vitro to entire cyanobacteria, i.e, the whole culture (IC), as well to its extracellular products
(PE), i.e. cell-free culture. After 3 hours of exposure, at 20 °C, hemocytes were analyzed by
flow cytometry for cell viability, production of reactive oxygen species (ROS) and phagocytosis
capacity of 3 particles (latex, zymosan and Perkinsus marinus). Cyanobacteria showed
continuous growth until the last day, while chlorophyll increased from the 9th. After the 14th
day cellular debris appeared, probably associated with the decline of the culture, although there
was still cell proliferation. The exposure of the hemocytes to all cyanobacteria ICs, except the
M60C, led to a significant reduction in viability. No cyanobacteria or their PEs promoted a
significant change in the ROS production. Only the phagocytosis of latex particles was changed,
with a reduction in response to M62C’s CI (5.1 + 0.3%) and to all PEs (mean 5.3 + 0.1%). In
conclusion, the cyanobacteria studied have compounds capable of altering the oysters C. gasar
hemocytes viability and their ability to phagocytose some inert particles, seeming to interfere
with the oyster fighting against infections.

Keywords: Marine cyanobacteria; Synechocystis, oysters; Crassostrea gasar, hemocytes
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1. INTRODUCAO

1.1.  Producéo de moluscos no Brasil

O cultivo de moluscos, incluindo os bivalves, tem uma importancia crescente a nivel
mundial, comprovada pelas estatisticas da Organizacdo das Nag¢6es Unidas para a Agricultura
e a Alimentacdo (FAO, 2016). No Brasil, a producéo aquicola, desde seu inicio como atividade
comercial consolidada, nos anos 90, vem apresentando significativas taxas de crescimento
(IBGE, 2013). Atualmente, a producdo de bivalves envolve algumas espécies, entre elas
Crassostrea gigas, a ostra japonesa, introduzida no Brasil nos anos 70 e as espécies nativas
como Perna perna (mexilhdo) e Nodipecten nodosus (vieira). O estado de Santa Catarina € o
maior produtor nacional e tornou-se uma referéncia nacional pelo éxito da atividade (EPAGRI,
2015). No entanto, grande parte do litoral brasileiro apresenta potencial para o cultivo de
moluscos, basta o estabelecimento de uma tecnologia eficiente de producéo, adaptada a cada
local. O Nordeste tem grande potencial para a producdo das espécies nativas de ostras, C.
rhizophorae e C. gasar, pois o seu litoral apresenta amplos estuarios, com aguas calmas
(LAVANDER et al., 2007).

No estado da Paraiba, devido a falta de suporte financeiro, técnico e cientifico, a
producdo de ostras ainda é incipiente. Ela se concentra no estuario do Rio Mamanguape,
localizado na Area de Protecdo Ambiental de Barra de Mamanguape, a 80 quildmetros ao norte
da capital da Paraiba, Jodo Pessoa. Apesar de ser um dos mais conservados do estado, este
estudrio apresenta intensa interferéncia antropica, proveniente dos cultivos de cana-de-agucar e
atividade madeireira na regido (ROCHA et al. 2008). Neste estuario existem apenas cinco
cultivos comerciais de ostras C. gasar em pequena escala (Figura 1); um dos produtores de
maior éxito comercializa sua producdo anual (aproximadamente 5 t) integralmente no estado

de Pernambuco (comunicacgdo pessoal com o produtor).
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Figura 1. Sistema de cultivo artesanal de ostras nativas no estuario do Rio

Mamanguape, na Paraiba.

A. Troncos de arvores de mangue fixados no fundo do estuério, onde ficam amarradas bolsas com as
ostras em proliferacdo. B. Bolsas contendo as ostras adultas recém-colhidas e prontas para serem
comercializadas.

1.2.  Florac0Oes de espécies de microalgas e de cianobactérias nocivas

A ocorréncia de floragdes de algas nocivas ou HABs (do inglés, Harmful Algal Blooms)
vem aumentando mundialmente em frequéncia, intensidade e distribuicdo geografica
(BACKER et al., 2015). Para explicar este fenémeno, sugerem-se diferentes hipoteses, como
por exemplo, as alteragdes antropogénicas, transferéncias de moluscos de um local a outro, &gua
de lastro, eutrofizacdo das &guas costeiras, temperatura, entre outras (HALLAGRAEFF;
HARA, 1995). O efeito toxico causado pelo consumo de bivalves afetados por floragdes de
algas nocivas, aos consumidores humanos, ja é bastante conhecido. Algumas sindromes
desencadeadas por diferentes ficotoxinas/espécies-de-algas-nocivas em seres humanos sdo:
toxina paralisante, PSP (Paralytic Shellfish Poisoning) causada principalmente pelo
dinoflagelado Alexandrium spp.; toxina amnésica, ASP (Amnesic Shellfish Poisoning) causada
pela diatoméacea Pseudo-nitzschia sp.; toxina diarreica, DSP (Diarrheic Shellfish Poisoning)
causada pelos dinoflagelados Dinophysis sp. e Prorocentrum lima; toxina neurotoxica, NSP
(Neurotoxic Shellfish Poisoning) causada principalmente pelo dinoflagelado Karenia brevis.
No entanto, as HABs sdo também responsaveis por desequilibrios nos ecossistemas marinhos,
causando mortalidades em peixes, moluscos e outros organismos aquaticos, vide revisdes de
Shumway (1990) e Landsberg (2002), portanto, sendo uma ameaca as populagdes de
organismos cultivados.

Varios estudos ja demonstraram modificacdes das respostas fisioldgicas de bivalves por
ocasido destas floracOes, vide revisdes de Shumway (1990) e Landsberg (2002). Ainda,
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recentemente, varios trabalhos vém mostrando o impacto destas floragcdes no sistema imune de
bivalves (HEGARET; WIKFORS, 2005; HEGARET et al., 2007a; GALIMANY et al., 2008;
HEGARET et al., 2011).

Por outro lado, as florac6es de cianobactérias sdo muito pouco estudadas em ambientes
estuarinos e marinhos. A maior parte dos estudos € para ambientes de dgua doce (CATHERINE
etal., 2013). Pouco ainda se conhece sobre o efeito das toxinas por elas produzidas nos bivalves.

As cianobactérias sdo organismos procariotos, mas inicialmente foram também
chamadas de “algas azuis” devido a presenga de pigmentos, entre eles a clorofila a que Ihes
confere a capacidade de realizar fotossintese (MOREIRA; VASCONCELOS; ANTUNES,
2013; RIPPKA et al., 1979). Desse modo, as cianobactérias configuram-se como organismos
importantes na produgdo de O, porém, atuam também na fixacdo de nitrogénio no ambiente
aquatico (BERMAN-FRANK; LUNDGREN; FALKOWSKI, 2003). Além disso, as
cianobactérias possuem elevada importancia econémica, como na producdo de alimentos, de
produtos farmacoldgicos e na producdo de energia, além do sequestro de carbono
(VASCONCELOS et al., 2011).

As cianobactérias, assim como algumas espécies de microalgas eucarioticas, podem se
multiplicar em taxas elevadissimas em resposta a uma grande disponibilidade de nutrientes,
caracterizando as chamadas “floragdes” ou blooms, ver revisdo de Mas6 e Garcés (2006)
(Figura 2). Nestas condigdes, toxinas produzidas secundariamente ao metabolismo de espécies
nocivas, que em cianobactérias sdo chamadas de cianotoxinas, podem ter sua concentracao
aumentada no ambiente aquatico causando patologias e/ou mortalidades de organismos
diversos. O uso da dgua com esse tipo de contaminagdo ou consumo de animais expostos a ela,
por parte dos seres humanos, pode causar intoxicacdo e, ocasionalmente, levar a 6bito. Tais
toxinas tem efeito de bioacumulacéo, intoxicando animais marinhos e se acumulando ao longo
da cadeia trofica.

Com base nos efeitos das cianotoxinas, elas podem ser classificadas em hepatotoxinas,
como as microcistinas, nodularinas e cilidrospermopsinas; neurotoxinas, como as saxitoxinas,
anatoxina-a e homoanatoxina-a; dermotoxinas, como a lingbiatoxina, citotoxinas e toxinas
irritantes (CARMICHAEL,; LI, 2006; CARMICHAEL, 1992; MOREIRA; VASCONCELOS;
ANTUNES, 2013; WIEGAND; PFLUGMACHER, 2005; CATHERINE et al., 2013).

Alguns estudos utilizaram modelos invertebrados para a compreensdo da atividade
bioldgica de cianobactérias nocivas, a saber: em rotiferos (PUSHPARAJ; PELOSI; JUTTNER,
1998), camardes (GONCALVES-SOARES et al., 2012; SMITH, 1996), ouricos do mar
(MARTINS et al., 2007) e bivalves marinhos, como a ostra perlifera Pinctada maxima (NEGRI
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et al., 2004) e o mexilhdo Mytilus galoprovincialis (MARTINS et al., 2007) e de agua doce
GELINAS et al., 2014).

Figura 2. Ambientes impactados com a floracdo de cianobactérias nocivas

Exemplos de corpos aquaticos com floracdo de cianobactérias no Canada (acima esquerda), China
(acima direita e abaixo esquerda) e Estados Unidos (abaixo direita). Pela coloracdo intensa da agua,
percebe-se a alta proliferacdo desses organismos, que podem provocar diversos problemas para o
ecossistema local (PAERL; PAUL, 2012).

Assim como diversos organismos planctdnicos, as cianobactérias sdo particulas
potencialmente filtraveis pelos bivalves (AVILA-POVEDA et al., 2014) e, por isso, podem
influenciar sobremaneira sua fisiologia. Desse modo, os estudos da interacdo bivalve —
cianobactéria podem auxiliar na compreensao dos impactos ecoldgicos e econémicos sobre a
fisiologia do animal, que tem uma implicacdo direta sobre a proliferacdo, reproducdo e, por
conseguinte sobre a ecologia populacional. No caso de um bivalve com produgdo comercial, a
implicacdo sera também na produtividade desta espécie.

Gélinas et al. (2014) avaliaram a resposta aos extratos de duas cianobactérias,
Microcystis aeruginosa e Lyngbya wollei de dgua doce, sobre os parametros imunoldgicos do
mexilhdo de agua doce Elliptio complanata. Foi constatado que ambos 0s extratos causaram
modificacbes nestes parametros, embora por mecanismos distintos, indicando uma resposta

especifica para cada espécie.
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Apesar de existirem pouquissimos estudos epidemioldgicos associados a cianobactérias
no litoral do Brasil, especialmente no Nordeste, ja se sabe que existem cianobactérias no litoral
da Paraiba, tanto em ambientes marinhos quanto estuarinos (comunicagdo pessoal, Roberto
Sassi, LARBIM, UFPB), além de reservatorios de dgua doce (VASCONCELOS et al., 2011).
No entanto, o efeito destas nos bivalves ainda ndo foram estudados, apesar das altas
temperaturas e da elevada taxa de incidéncia de luz solar dessa regido, fatores que propiciam o
desenvolvimento de floragdes, por estimular a reproducéo e a fotossintese das cianobactérias
(CHORUS; BARTRAM, 1999).

1.3.  Sistema imunoldgico de bivalves

Diferente do que se observa no sistema imunoldgico de vertebrados, os bivalves, assim
como outros invertebrados, apresentam um sistema imune inato ou natural, sem memoria
imunoldgica. O sistema imunoldgico de bivalves esta associado a sua hemolinfa (analoga ao
sangue de vertebrados), a qual € composta pelo plasma, que é a parte liquida, e pelos hemdcitos,
as células efetoras da resposta de defesa, vide revisdes de Barracco e da Silva (2008) e Song et
al. (2010). Em bivalves, existem duas populacdes basicas de hemdcitos: granulares, os quais
apresentam granulos intracitoplasmaticos e hialinos, que apresentam poucos ou nenhum
granulo no citoplasma (CHENG, 1981). Os dois principais mecanismos de defesa celulares sdo
a fagocitose de pequenas particulas e o encapsulamento de parasitas grandes (Figura 3).

Os hemdcitos sdo as células circulantes da hemolinfa responsaveis pelas respostas
celulares de defesa, atuando nos processos inflamatorios, reparo de feridas, fagocitose de
microorganismos e no encapsulamento de agentes patogénicos de grande tamanho. A
fagocitose é o principal mecanismo de defesa dos bivalves, sendo um pardmetro imunoldgico
dos mais utilizados para verificar o grau de imunodepressao do animal, assim como, pode ser
usada como biomarcador da qualidade ambiental (FOURNIER et al. 2000, DONAGHY et al.
2010). Os hemacitos também sdo capazes de produzir inimeras moléculas microbicidas, como
enzimas hidroliticas, espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxygen Species)
e nitrogénio, aglutininas/lectinas e peptideos antimicrobianos (SONG et al. 2010, SCHMITT et
al., 2011).
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Figura 3. Mecanismos de defesa dos hemdcitos
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Os hemdcitos podem desencadear respostas dependentes do tamanho celular, fagocitose ou
encapsulamento. Em ambos os casos, ocorre quimiotaxia (passo 1), seguido do reconhecimento e adesdo
a superficie do microrganismo (representado na ilustracdo pelo protozoario Perkinsus marinus) (passo
2). Quando o microrganismo € pequeno, o hemacito internaliza-o (passo 3) e o digere (passo 4). Se o
parasito € maior, 0s hemaocitos envolvem-no por camadas e secretaram substancias que impedem sua
disseminagdo (passo 3’) e outras que irdo destrui-lo extracelularmente (passo 4’). Adaptado de Soudant,
Chu e Volety. (2013).
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Com o exposto acima, a avaliacdo das respostas imunologicas de bivalves frente as
cianobactérias e suas toxinas é de suma importancia para se compreender as interacGes
ecoldgicas existentes em seu ambiente natural, tendo em vista que esses organismos coabitam
0 mesmo ecossistema; e os bivalves, por serem filtradores, estdo sempre expostos as
cianobactérias, presentes em suspensdo na agua. O presente estudo visa compreender o efeito
das cianobactérias na resposta de defesa das ostras e dessa forma também compreender o0s
mecanismos de sobrevivéncia dos bivalves frente a outros possiveis agentes estressores, como

patogenos.
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2. OBJETIVOS

2.1.

2.2.

2.2.1.
2.2.2.

2.2.3.

2.24.

Objetivo geral
Avaliar o efeito in vitro de cianobactérias nas células de defesa (hemacitos) da ostra

Crassostrea gasar.

Objetivos especificos

Avaliar a proliferacdo de cianobactérias durante seu cultivo in vitro;

Avaliar a sobrevivéncia dos hemocitos da ostra C. gasar ap0s a exposicao in vitro
as cianobactérias e seus produtos extracelulares;

Avaliar a capacidade de fagocitose dos hemacitos da ostra C. gasar ap0s a exposicao
in vitro as cianobactérias e seus produtos extracelulares;

Avaliar a producéo de espécies reativas de oxigénio dos hemdcitos da ostra C. gasar

apos a exposicdo in vitro as cianobactérias e seus produtos extracelulares.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtengdo, manutengdo e estudo da proliferagdo in vitro dos isolados de

cianobactérias

Quatro isolados de cianobactérias foram obtidos da colecdo do Laboratério de
Ambientes Recifais e Biotecnologia de Microalgas (LARBIM), da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB). Eles foram isolados a partir da agua do mar de trés locais do litoral do Estado
da Paraiba: 1) praia do Cabo Branco, Jodo Pessoa (M3C e M60C); 2) praia de Cabedelo
(M62C); e, 3) estuario do Rio Mamanguape (M129C). Os isolados M3C, M60C e M62C foram
identificados de acordo com suas caracteristicas morfologicas vistas ao microscopio de luz
como sendo Synechocystis aquatilis, enquanto que o isolado M129C como sendo Synechocystis
sp.

Todos os isolados de cianobactérias foram mantidos em meio Conway (WALNE, 1970),
a 20 de salinidade e 25 °C.

Primeiramente foi feita uma avaliacdo da proliferacdo in vitro dos isolados de
cianobactérias mediante a determinacdo da concentracdo celular e da fluorescéncia da clorofila.
O ensaio foi realizado em Erlenmeyers (em triplicata) em um volume final de 50 mL e teve a
duracdo de 26 dias. O ensaio se iniciou com isolados cultivados por 7 dias, e no dia do inicio
do estudo, sua concentracdo foi ajustada para 5 x 10° células/mL. A cada 24 horas foram
retiradas amostras de 1 mL de cada isolado (em duplicata) que foram fixadas (1:1) em formol
a 4% e em seguida mantidas em geladeira.

As amostras foram depositadas em tubos, diluidas em agua do mar filtrada estéril
(AMFE) quando necessario (1:3 ou 1:4), e em seguida, analisadas em citbmetro de fluxo em
velocidade baixa (10 pL/min) durante 30 segundos. Nesta técnica, as células em suspensdo sdo
passadas unitariamente e em fluxo continuo por lasers que irdo atravessa-las e sofrer difracéo,
atingindo detectores, como Forward Scattered (FSC), que detecta o tamanho celular, recebendo
a luz refratada frontalmente, o Side Scattered (SSC), que detecta a granulosidade interna celular,
recebendo a luz difratada nas laterais e detectores de fluorescéncia, que serdo atingidos por
diferentes comprimentos de onda provenientes da excitacdo de fluoroforos usados para marcar
componentes celulares.

Por meio dos detectores FSC e SSC foram obtidos os citogramas de morfologia, ou seja,
tamanho em funcdo da granulosidade interna das cianobactérias. A concentracdo celular foi
determinada fazendo uma regido na populacdo no citograma FSC vs SSC. A concentragdo
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celular foi estimada considerando a diluicdo da amostra, a velocidade do citométro (10 pL/min)
e 0 tempo de aquisicdo dos eventos (30 s).

A emissdo de fluorescéncia da clorofila das cianobactérias foi obtida a partir do detector
de fluorescéncia PerCP (695/40 nm), e este parametro foi plotado no citograma em funcao do
tamanho celular (FSC). Uma regido foi feita sobre a populacédo celular fluorescente ou na nao-
fluorescente (restos celulares) para a quantificacao das células em cada uma delas.

Para 0s ensaios in vitro do efeito das cianobactérias nos hemacitos da ostra C. gasar, 0s
isolados de cianobactérias foram utilizados sempre apos 7 dias de cultivo (apds um indculo
inicial de 10° células/mL. No momento do ensaio, a suspensio de cianobactérias foi diluida em

AMFE, na salinidade de 20, na concentracéo final de 5 x 10° células/mL.

3.2.  Efeito in vitro das cianobactérias nos hemaocitos da ostra Crassostrea gasar

3.2.1. Coleta de ostras e extracédo de hemolinfa

Ostras C. gasar adultas (> 7 cm) foram coletadas em um cultivo do tipo suspenso fixo
localizado no estuario do Rio Mamanguape, Estado da Paraiba. A concha das ostras foi
parcialmente aberta com a ajuda de um alicate na regido posterior e a hemolinfa foi extraida do
musculo adutor, utilizando-se uma agulha (21 gauge) acoplada a uma seringa de 1 mL. As
amostras foram avaliadas no microscopio quanto a pureza (presenca de residuos ou células ndo
pertencentes a hemolinfa) e mantidas sob gelo para evitar a agregacdo de hemdcitos até o
momento da utilizagdo. Em seguida, a hemolinfa foi filtrada em malha de nylon (80 um) e
misturada para a formacéo de grupos (N = 5) de cinco ostras cada.

Para as seguintes analises, tanto a cultura integral (CI) de células, quanto a cultura livre
de células, ou seja, os seus produtos extracelulares (PEs) foram utilizados. As Cls foram
preparadas como descrito anteriormente (item 3.1) e os respectivos PEs foram obtidos a partir
da filtracdo de uma amostra da Cl em membrana de polietersulfona (0,22 pm), acoplada a uma
seringa. O filtrado foi imediatamente utilizado.

Os Cls e PEs das cianobactérias foram individualmente adicionados em tubos de
citometria (em duplicata), contendo hemolinfa (N = 5 grupos), na proporgéo de 1:1. Como
controle, a hemolinfa foi misturada (1:1) com Conway diluido em AMFE na mesma proporcao

da menor dilui¢do obtida com uma das cianobactérias.
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Os tubos contendo as suspensdes celulares foram mantidos por 3 horas a 20 °C. Em
seguida, as suspensdes celulares foram preparadas separadamente para analise da viabilidade
celular, da producdo de espécies reativas de oxigénio e da fagocitose (vide item 3.3).

3.3.  Anadlises por citometria de fluxo

Dois citdometros de fluxo foram utilizados, FACSCalibur e FACSCanto 11 (BD Biosciences,
San Jose, California, USA). Todos os dados obtidos foram analisados no programa FlowJo
(Version X).

3.3.1. Viabilidade celular

A viabilidade dos hemdcitos foi avaliada usando o fluoréforo iodeto de propideo
(Sigma, Saint Louis, Missouri, EUA; concentracdo final de 10 ug.mL™!), um intercalante de
DNA dupla fita que é incapaz de transpor a membrana plasmética de células vivas. A
porcentagem de hemocitos foi estimada pela analise de células ndo marcadas (nao
fluorescentes) no detector FL3 (670 nm). As amostras foram analisadas em fluxo médio por 30

segundos.

3.3.2. Producéo de espécies reativas de oxigénio

A sonda 2’7’-diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA, Sigma Saint Louis, Missouri,
EUA; concentracdo final de 10 uM) foi usada para estimar a produgdo de ROS. Esta molécula
hidrofobica entra no citoplasma e, subsequentemente, é clivada por esterases intracelulares e
transformada em DCFH. Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio oxidam o DCFH em DCF,
que emite fluorescéncia (HEGARET; WIKFORS; SOUDANT, 2003; LAMBERT et al. 2003;
WARDMAN, 2007). A fluorescéncia das células foi detectada detector FL1 (530/30 nm). A
média geométrica de fluorescéncia dos hemacitos foi expressa como unidade arbitraria (U.A.).

As amostras foram lidas em fluxo médio por 30 segundos.

3.3.3. Fagocitose

Trés particulas foram utilizadas para estimar a capacidade de fagocitose dos hemacitos:
1) particula inerte de latex (Fluoresbrite® Yellow Green Microspheres, 2 um, Polysciences,
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Inc, 18338-5); 2) zymosan (Saccharomyces cerevisiae, 3 um) covalentemente conjugado com
o fluor6foro Texas-Red® (Molecular Probes) e, 3) trofozoitos de Perkinsus marinus (média
3,97 um = 0,26, isolado CR-PB192), preparado em nosso laboratério. De forma breve, 0s
trofozoitos foram marcados com uma solucdo de diacetado de 5-(6)carboxifluoresceina
succinimidil-éster (CFSE; Biolegend, concentragdo de 5 uM para 5 x 107 células/mL) de acordo
com instrucdes do fabricante. Esse fluordforo entra passivamente nas células vivas e tem seus
grupos acetatos clivados por esterases intracelulares, convertendo-o em um éster fluorescente.
O CFSE apresenta alta estabilidade no interior da célula devido a forte ligacdo as moléculas
intracelulares assegurado por seu grupo succinimidil-éster, o que resulta em um tempo de
permanéncia longo na célula, mesmo ap0s sucessivas divisdes celulares. Essas trés particulas
foram selecionadas pois representam dois grupos de organismos diferentes (fungo e
protozoéario) e uma molécula sintética que estdo em contato com as ostras em seu ambiente
natural.

Todas as particulas foram usadas na concentragdo final de 4 x 10’/mL, resultando em
uma proporcdo aproximada de 10:1 (particulas : hemdcitos). Estas suspens@es celulares foram
mantidas a 20°C por 1 hora.

As particulas de latex e os trofozoitos de P. marinus foram analisados pelo detector
FITC (530/30 nm), enquanto o zymosan foi analisado pelo detector Pe-Texas Red® (575/26
nm). As amostras foram analisadas em fluxo médio e foram capturados 10.000 eventos
(hemacitos).

A porcentagem de hemacitos fagociticos foi calculada para cada tratamento. No caso
dos trofozoitos, foram considerados apenas os hemdcitos granulares, devido ao fato dos
trofozoitos apresentarem tamanho e granulosidade interna similar as demais populacfes de

hemacitos.

3.4. Analise estatistica

A normalidade e a variancia dos dados foi verificada para atender os requisitos para a
ANOVA. Os valores em porcentagem sofreram a transformacédo arco-seno. Para verificar o
efeito das cianobactérias nos parametros celulares foram realizadas ANOVAs one-way (para
dados paramétricos) ou testes de Kruskal-Wallis (para dados ndo paramétricos), seguidos de
pos teste LSD. As diferencas foram consideradas significativas quando P < 0,05. Todas as

andlises estatisticas foram realizadas no programa Statgraphics Centurion XVL.1I.
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4. RESULTADOS

4.1.  Proliferacdo in vitro das cianobactérias

A curva de proliferacdo celular dos quatro isolados de cianobactérias estd mostrada na
Figura 4 e a da intensidade média da fluorescéncia da clorofila na Figura 5.

Em todos os cultivos a proliferacdo celular foi constante até o ultimo dia. No entanto, a
partir do 14° dia, todos os cultivos apresentaram um aumento de restos celulares. Estes restos
foram detectados no citograma de morfologia (Figura 6) pelo surgimento de uma populagéo
de menor tamanho, menor granulosidade; assim como no citograma de fluorescéncia (Figura
7). Ainda, foi possivel observar a presenca de um depdsito de material celular no fundo dos
Erlenmeyers. A cianobactéria M129C apresentou o maior proliferacao celular, enquanto a M3C
a menor.

A emissdo de fluorescéncia da clorofila se manteve constante do 1° ao 9° dia de cultivo,
aumentando gradualmente até o Ultimo dia. As cianobactérias M129C e M62C apresentaram
uma maior fluorescéncia média de clorofila, enquanto a M3C foi a que emitiu a menor
fluorescéncia.

Quando observados a olho nu, os cultivos das cianobactérias M3C e M62C
apresentaram coloragdo marrom a partir do 12° dia de cultivo, enquanto os demais mantiveram

uma coloracdo esverdeada até o Gltimo dia do experimento.
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Figura 4. Curvas de proliferacdo celular (células/mL) das cianobactérias M3C, M60C,

M62C e M129C.
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Figura 5. Curva da fluorescéncia média da clorofila das cianobactérias M3C, M60C,

M62C e M129C.
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Observa-se uma pequena queda de fluorescéncia no primeiro dia do cultivo para todas as amostras,
seguido de uma constancia até o 14° dia, seguido de um aumento até o ultimo dia analisado, exceto para
a M3C, que se manteve baixo e constante durante todo o tempo.
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Figura 6. Quantidade de restos celulares presentes nos cultivos das cianobactérias M3C,
M60C, M62C e M192C.
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Observa-se um aumento acentuado da quantidade de restos celulares a partir do 14° dia para todas as

cianobactérias.

Figura 7. Citogramas representativos da cianobactéria M129C, no 21° dia de cultivo.
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A. Gréfico de morfologia, FSC-A vs SSC-A. B. Gréfico de fluorescéncia vermelha (PerCP-A). A
populacéo de cor marrom representa os restos celulares e caracteriza-se por seu menor tamanho e menor
granulosidade além de ndo emitir fluorescéncia vermelha. A populacdo verde representa as células
integras e caracteriza-se por seu maior tamanho e granulosidade, além de emitir fluorescéncia. FSC:
tamanho celular; SSC: granulosidade interna; PerCP: fluorescéncia vermelha.
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4.2.  Efeito in vitro das cianobactérias nos hemdcitos da ostra Crassostrea gasar

A exposicdo dos hemdcitos as Cls das cianobactérias levou a uma reducéo significativa
(P < 0,0001) da viabilidade em relacéo ao controle com Conway (92,4 £ 0,6%). O efeito foi
mais acentuado com o isolado M62C (83,6 £ 1,0%), seguido de M129C (84,7 + 1,7%) e M3C
(88,9 £ 0,4%). A CI do isolado M60C n&o alterou a viabilidade dos hemacitos (89,9 + 0,8%)
(Figura 8).

Figura 8: Viabilidade de hemdcitos da ostra Crassostrea gasar apds exposicao as

culturas integrais de cianobactérias.
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Viabilidade de hemdcitos da ostra Crassostrea gasar apds exposicao (4 h) as culturas integrais de
cianobactérias (M3C, M129C, M62C e M60C). Dados expressos como média + erro padrdo. Letras
indicam as diferencas significativas entre os tratamentos.

A andlise da producdo de ROS pelos hemdcitos indicou que nenhuma CI (média 53,6 +
0,8%) ou PE (média 53,1 + 0,8%) promoveu modificacéo significativa em relacdo ao controle
com Conway (52,7 £ 3,8 U.A.).

A fagocitose de diferentes particulas foi avaliada em resposta ao tratamento com as
cianobactérias. Ndo houve diferenga significativa para a porcentagem de células que
fagocitaram particulas inertes de latex quando expostas as Cls de todas as cianobactérias, exceto
o isolado M62C (P < 0,0001; Figura 9A). Ja para os PEs, a porcentagem de células fagociticas
variou significativamente em todos os tratamentos (P = 0,0002; Figura 9B). A fagocitose foi
reduzida em resposta a Cl de M62C (5,1 £ 0,3%) e ndo foi alterada com as demais. Ja os PEs
de todas as cianobactérias induziram uma reducdo significativa e similar da fagocitose (média
de 5,3 £ 0,1%).
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Figura 9: Fagocitose (%) de particulas de latex pelos hemdcitos da ostra Crassostrea gasar

apos exposicdo as cianobactérias.
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A. Cultura integral. B. Produtos extracelulares. Fagocitose (%) de particulas de latex pelos hemdcitos
da ostra Crassostrea gasar apds exposicao curta (4 h) as cianobactérias (M3C, M129C, M62C e M60C).

Dados expressos como media + erro padrdo. Letras indicam diferencas significativas entre 0s
tratamentos.

No presente estudo, também foi avaliada a capacidade de fagocitose de particulas
biologicas, o zymosan e trofozoitos de P. marinus, em resposta aos tratamentos com as
cianobactérias.

A porcentagem de hemacitos que fagocitaram o zymosan ndo foi alterada pela
exposicdo as Cls (meédia 11,4 + 0,7%) ou aos PEs (média 13,5 + 0,8%) das cianobactérias
quando comparados ao tratamento com meio Conway (14,4 + 1,4%). De modo similar, a
porcentagem de granulécitos que fagocitaram P. marinus néo foi alterada pela exposicao as Cls
(média 58,2 + 1,9%) ou as PEs (67,2 + 0,2%) quando comparadas ao tratamento com meio
Conway (64,1 + 2,0%).
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5. DISCUSSAO

5.1. Proliferacéo in vitro das cianobactérias

Os resultados indicaram que todos os isolados de cianobactérias estudados cresceram
favoravelmente em meio Conway a 20°C. As cianobactérias permaneceram viaveis e em
proliferacdo celular até o 26° dia de cultivo in vitro, mesmo sem renovacdo de meio, ou seja,
sem adicdo de novos nutrientes. No entanto, a mudanca de cor do cultivo e a grande quantidade
de restos celulares a partir do 14° dia indicam que o cultivo entrou em fase de declinio, ou seja,
de mortalidade, ainda que ndo se tenha observado uma fase estacionaria tipica como as
observadas nos cultivos de microalgas marinhas (FIDALGO et al., 1998; HENDERSON et al.,
2008; MANSOUR et al., 2005). Com isto esperava-se, em condi¢fes 6timas de nutrientes e
renovacdo de meio, um namero maior células ao final. Em ambientes naturais, sabe-se que
algumas espécies de cianobactérias sdo bastante resistentes as condi¢fes extremas, como
ressecamento, exposicao a raios UV, choque térmico e baixa disponibilidade de oxigénio e
nutrientes (FATHALLI et al., 2011). Floracbes naturais sdo extremamente influenciadas por
fatores hidroldgicos e pela quantidade de nutrientes presentes na agua, seja ela doce ou salgada,
sendo afetadas por urbanizacéo e dejetos industriais e agricolas, ricos em nitrogénio e fésforo,
que podem aumentar a proliferacdo das cianobactérias (PAERL, 2008). Durante grandes
floracOes, espécies bentdnicas podem formar tapetes de até 70 cm de espessura no substrato
(DASEY et al., 2005) e espécies planctonicas, como a Anabaena spp., floracbes com
concentracdes de 19.000 células/mL (BACKER et al., 2015).

Conhecer a proliferagio em condicBes laboratoriais é importante, pois estas
cianobactérias podem ser fonte de moléculas com potencial farmacoldgico ou biotecnolégico
(DAY; BENSON; FLECK, 1999; PAGLIARA; CAROPPO, 2011; ESSACK et al., 2014;
FALAISE et al., 2016).

5.2.  Efeito in vitro das cianobactérias nos hemdcitos da ostra Crassostrea gasar

Diversos estudos ja reportaram o efeito de toxinas produzidas por organismos
formadores de HABs na fisiologia e nos parametros imunoldgicos de bivalves, desde a
mortalidade dos hemdcitos, mudancas no funcionamento de tecidos, da capacidade de
fagocitose e da producio de ROS (HEGARET et al. 2007b; HEGARET et al. 2009; ESTRADA
etal. 2010; MELLO et al. 2012; MELLO et al. 2013).

As culturas integrais dos isolados de cianobactérias M3C, M129C e M62C afetaram
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negativamente a sobrevivéncia dos hemdcitos das ostras, o que indica que as cianobactérias
possuem componentes toxicos que interferem na fisiologia dos hemdcitos. Em contrapartida,
0s produtos extracelulares ndo foram capazes de induzir morte celular (tais resultados
encontram-se agrupados na Tabela 1). Estes resultados, indicam que os fatores responsaveis
pela toxidade podem néo ser resultado de metabolitos liberados no meio extracelular, mas sim
algo presente na propria célula. Martins et al. (2005) encontraram uma maior toxicidade nos
extratos centrifugados de cianobactérias, indicando que possivelmente os compostos toxicos
estejam ligados a parede celular. Sabe-se que algumas cianobactérias sdo capazes de produzir
metabolitos secundarios altamente toxicos, como a microcistina, que possui efeitos
antibacterianos e antifungicos (DIXON; AL-NAZAWI; ALDERSON, 2004). Martins et al.
(2008) mostraram que cianobactérias do género Synechocystis causam inibigdo do crescimento
de bactérias gram-positivas, de hepatocitos de ratos e de células da linhagem humana HL-60.
Muito embora a maioria dos estudos apontem os efeitos nocivos das cianobactérias aos seus
metabdlitos secundarios tdxicos, como as hepatotoxinas microcistina e a nodularina
(KANKAANPAA et al., 2007; VUORINEN et al., 2009; DYBLE et al., 2011; SHAMS et al.,
2014), é sabido que outros compostos, além dessas cianotoxinas, também sdo responsaveis por
efeitos deletérios a organismos aquaticos, como peptideos e inibidores de protease (MAZUR-
MARZEK et al., 2015). Estudos ja demonstraram que linhagens de cianobactérias que ndo
produzem cianotoxinas conhecidas também causam efeitos toxicos a outros organismos
(VASCONCELOS; OLIVEIRA; TELES, 2001; KEIL et al., 2002; BAPTISTA et al., 2015).
Apesar dos estudos relatados acerca da citotoxicidade dos metabdlitos das cianobactérias, ndo
encontramos no presente trabalho efeito na viabilidade dos hemdcitos expostos aos produtos
extracelulares dos isolados da Paraiba. Astuya et al. (2015) demonstraram que a saxitoxina,
uma neurotoxina produzida por cianobactérias e dinoflagelados, afeta as fung¢Ges celulares dos
hemacitos, como a fagocitose e a producdo de ROS. Tais diferencas de resultados podem ser
explicadas pela falta de cianotoxinas liberadas extracelularmente nas cianobactérias estudadas
no presente trabalho. Ainda, alguns estudos demonstraram que organismos vertebrados sao
mais afetados pelas cianotoxinas do que os invertebrados (KARJALAINEN et al., 2003;
FERRAO-FILHO; KOZLOWSKY-SUZUKI, 2011).
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Tabela 1. Efeito de cianobactérias em hemacitos de ostras Crassostrea gasar.

A Culturas Integrais Produtos extracelulares
Parametros

celulares M3C M129C M62C M60C M3C MI129C M62C M60C
Viabilidade < < < = = = = =

Producéo de
ROS

Fagocitose de
Latex

Fagocitose de
Zymosan

Fagocitose de P.
marinus

Anélise estatistica dos efeitos das cianobactérias Synechocystis spp. nos hemacitos de C. gasar
em comparacao ao seu controle, meio Conway, pelo teste ANOVA one way, seguido de pés teste LSD.

< Valor inferior ao controle. = : Sem diferenca do controle.

A producdo de ROS € um dos principais mecanismos liticos de defesa dos bivalves,
possuindo um efeito antimicrobiano importante (BACHERE, 2004; FANG, 2004; BARRACO;
DA SILVA, 2008). A presenca das culturas integrais de cianobactérias, entretanto, ndo
provocou alteracGes na producdo destes radicais toxicos (Tabela 1). J& foi mostrado que
hemacitos da ostra C. gasar tém a producdo de ROS aumentada quando expostos a toxinas de
dinoflagelados (MELLO et al., 2013). A auséncia de um aumento de espécies reativas de
oxigénio neste estudo indica que as cianobactérias ndo estdo ativando vias de defesa das ostras
contra patégenos, mesmo com as cianobactérias representando um risco de queda na viabilidade
celular. Esse resultado é surpreendente, pois ja foi demonstrado que hemadcitos possuem a
capacidade de reconhecer o LPS da parede celular das bactérias gram-negativas (TRIPP, 1992;
COSTA etal., 2009), entdo as cianobactérias, por serem bactérias gram-negativas (HOICZYK;
HANSEL, 2000), deveriam ativar respostas imunoldgicas nos hemdcitos, como a producéo de
ROS. Entretanto, uma provavel explicacdo para esse fato é que a parede celular das
cianobactérias possua algumas diferengas comparadas & de outras bactérias gram-negativas,
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como a maior espessura da camada de peptidoglicanos e a auséncia de acido teicoico e de ceto-
deoxi-octulosonato, um componente comum do LPS das membranas bacterianas (vide reviséo
de Hoiczyk e Hansel, 2000). Esse resultado contrasta com o estudo de Gélinas et al. (2014) que
mostraram que hemacitos de mexilhGes de agua doce Elliptio complanata tem a producéo de
ROS diminuida quando expostos a extratos das cianobactérias também de agua doce
Microcystis aeruginosa e Lyngbya wollei.

Os produtos extracelulares de todos os isolados e o cultivo integral do isolado M62C
das cianobactérias foram responsaveis pela reducdo da fagocitose de corpos estranhos
sintéticos, no caso, as particulas de latex. Por outro lado, nenhuma das culturas integrais ou seus
produtos extracelulares foram capazes de alterar a fagocitose de zymosan ou de trofozoitos de
P. marinus, que sdo particulas orgénicas (Tabela 1). Isso indica que 0s processos envolvidos
na fagocitose das trés particulas sdo diferentes e sdo afetados por diferentes fatores. Garcia-
Garcia et al. (2008) demonstraram que a fagocitose de zymosan e de particulas de latex €
mediada de forma diferenciada entre os diferentes tipos de hemdcitos, assim como por vias de
sinalizacdo diferentes. Lamprou et al. (2007) demonstraram que a fagocitose de particulas de
latex por hemdcitos de insetos esta associada com a via de sinalizacdo FAK/Scr e das MAPKSs
(do inglés Mitogen Activated Protein Kinases). As cianobactérias aqui estudadas foram capazes
de inibir a fagocitose de somente um dos compostos testados, o que possivelmente pode
significar que elas estejam interferindo em vias de sinalizagdo upstream. O bloqueio de vias
downstream resultaria na inibicdo da fagocitose de varias particulas, pois impediria processos
em comum para a fagocitose, como a polimerizacdo dos filamentos de actina para emissao de
pseuddpodos para engolfar as particulas. Além, disso, os receptores dos hemacitos envolvidos
no reconhecimento das diversas particulas sdo diferentes. Sabe-se que o reconhecimento do
zymosan se da por proteinas de ligacdo a 3-1-3 glicanas; ja descritas em bivalves (ITOH et al.,
2010) e o de P. marinus se da pelas galectinas (Cvgal e Cvgall, VASTA et al., 2015); enquanto
que os receptores de latex sdo ainda desconhecidos em invertebrados (LAMPROU et al., 2007).
Em modelos vertebrados, se suspeita da participacdo de receptores tipo Scavengers, chamados
MARCO (do inglés Macrophage Receptor with Collagenous Structure; KANNO;
FURUYAMA,; HIRANO, 2007; PALECANDA et al., 1999). Seria possivel ainda pensar que
no caso do receptor de latex, algum composto liberado pelas cianobactérias poderia estar
competindo pelo sitio de reconhecimento, ocasionando a diminuicao da fagocitose. Além disso,
as cianobactérias testadas ndo foram fagocitadas pelos hemacitos (dados ndo mostrados),
eliminando a hipotese de que os hemacitos estariam deixando de fagocitar outras particulas ao

fagocitarem as cianobactérias.
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CONCLUSOES

As cianobactérias testadas sdo facilmente cultivadas em meio de cultivo em condigdes
laboratoriais e crescem por um longo periodo;

As cianobactérias M3C, M129C e M62C poderiam conter em sua superficie
componente(s) téxico(s) que comprometem a viabilidade dos hemadcitos da ostra
Crassostrea gasar;

As cianobactérias M3C, M129C, M60C e M62C produzem metabdlitos potencialmente
toxicos que interferem na fagocitose de particulas estranhas inertes;

As cianobactérias podem alterar as respostas de defesa da ostra C. gasar;

Pesquisas futuras abordando outros fatores, como extratos contendo potenciais
cianotoxinas ou lisados de cianobactérias poderiam ajudar na compreensdo dos efeitos

das cianobactérias nos hemdcitos da ostra C. gasar.
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