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RESUMO

As cianobactérias sado organismos autotroficos cenam diversos tipos de habitats
naturais. Quando expostas a aguas ricas em nasjgrmperatura elevada e luz solar, podem
formar floracdes. Essas floragbes podem afetarnapasicdo quimica e biolégica da agua
liberando toxinas e diminuindo niveis de oxigérpopvocando a morte de animais. Peixes
filtradores s@o especialmente importantes porquanatcomo consumidores do fitoplancton,
como alimento para outros peixes e sdo potendigjsladores de floraces algais. A carpa
prateada € modelo de peixe filtrador, entre outl®esagua doce e marinha. O trabalho foi
realizado utilizando-se carpas oriundas de umaicpisara, com objetivo de analisar-se a
incorporacdo de microcistinas pelos peixes. Tamf@navaliada a relacdo existente entre o
namero celular de cianobactérias, concentracamxeas na agua e no musculo dos peixes,
relacionando estes valores com os valores aceitguaia alimentos contaminados com
microcistinas, segundo a Organizacdo Mundial dad&a(OMS), expressos através da
Tolerancia Diaria Ingerida (TDI = 0,04 pg de midstioas / kg / dia). Para isto, os peixes
foram colocados em aquarios de vidro e tratados @damobactérias tdxicas e ndo tdxicas a
diferentes numeros celulares, que variaram de @05201.350.000 céMicrocystis / mL. A
analise da presenca da toxina nos tecidos dosspdoierealizada apés extracdo por meio do
imunoensaio especifico para microcistinas — ELI®%. experimentos indicaram valores de
toxinas no musculo do peixe entre 0 e 0,015 uglé geso seco do muasculo. A variacdo das
concentracdes de toxinas encontradas no musculford lineares com as concentracoes de
toxinas presentes na agua, que ultrapassaram 2. Assim, apesar de ndo ter-se encontrado
no musculo valores superiores a 0,015 pg / g de &0, pode-se considerar que 0 coNsumMo
da carpa prateada, assim como de outros peixexifites de agua doce, salobra ou marinha,
apresentam risco a salude humana, quando em caotat@ianobacterias toxicas, e portanto

devem ser monitorados.



ABSTRACT

Cyanobacteria are authotrophic organisms thatitiveeveral natural habitats.
When exposed to nutrient rich waters, high tempeeaand irradiation, they can reach
large cell densities (blooms). These blooms aftket chemical and biological water
composition, release toxins and decrease oxyg&vaiar causing animal death. Filter-
feeding fish are specially important because tleeg fphytoplankton, and are eaten for
other fish and they can control algal blooms. Téxeesal carp species are examples of
filter feeding fish, among other fish of fresh antarine waters, that have gills
specialized in filtration. The objective of this tkowas to analyze the hepatotoxins
uptake by carp from fish farming. Furthermore, thkation between celular number of
cyanobacteria and toxin concentration (in the watet in the fish muscles) was also
evaluated. These values were compared with theatdke value for food contaminated
with microcystin according to the World Health Ongaation (Tolerable Daily Intake
TDI = 0,04 pg of microcystin / kg / day). To evakahis, fish were separated in
aquaria with toxic and non-toxic cyanobacteriaitiecents cell numbers, from 195.000
to 1.350.000 cells / mL. The toxin analysis wasaltmough Imunoassay specific for
Microcystins — ELISA. The experiments showed valfigoxins in the muscle (between
0 and 0.015 pg of microcystin /g of d.w.muscle)e Honcentrations of toxins found in
muscle were not linear with the concentrationogfrts present in the water higher than
27 ug/ L. In this way although the highest valfienarocystins in carp muscle is 0.015
ug /g d.w., the present work suggest that silvep c@take, as like other filter-feeding
fish of fresh or marine waters, represent a riskiman health when in contact with

toxic cyanobacteria.
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INTRODUCAO

A construcdo de reservatorios artificiais para es fins € uma das mais
antigas e importantes intervencdes humanas nosistwsas naturais. A interferéncia
drastica ocasionada no fluxo natural dos rios, @&l@o antropica, tem promovido
inimeros problemas, como alteracbes nos sistemadgimos, atmosféricos,
hidrolégicos e sociais nas regibes onde sao codefuos reservatorios artificiais
(TUNDISI, 1999). Um exemplo destas intervencOegeatica da aquicultura.

A préatica da aquicultura aumenta os processos defigacdo, causando
problemas ao meio ambiente. A eutrofizacdo € cersith um dos graves problemas
atuais a nivel global, pois causa grandes impaetwm$ogicos negativos, de saude
publica e econdmica, pela deterioracédo dos rectisigos (TUNDISI, 2003). Baseia-
se num fendmeno, no qual ocorre 0 enriqueciments d@guas por nutrientes
(principalmente nitrogénio e fosforo) em um grae qiio pode ser compensado pela
mineralizacdo total, de modo que a decomposica@x@sso de matéria organica
produzida resulta na diminuicdo da concentracdooxigénio nas camadas mais
profundas do corpo d’agua (MARGALEF, 1983).

O processo de eutrofizagcdo nos ecossistemas ampiiicie desencadear uma
série de efeitos indesejaveis, que em sua magsidtam em mudancas na qualidade da
agua com: deplecdo do oxigénio dissolvido, perdabiodiversidade aquatica, perdas
das qualidades cénicas, morte intensiva de peiaasjento no crescimento de
macrofitas aquaticas e na incidéncia de florac@esnitroalgas e de cianobactérias
(TUNDISI, 1999).

As cianobactérias sdo organismos autotroficos, m@éorm aerdbicos, com
sistema fotossintetizante idéntico ao dos vegetmado comuns, em todos habitats

naturais (MURet al. 1999). Contém dentro de uma tipica célula protada um



complexo fotossintético semelhante em estruturaumcdio aos cloroplastos dos
eucariontes, incluindo um aparelho fotossintétiomgleto e um complexo enzimatico
para a fixacdo de nitrogénio semelhante ao de ®diezotroficos (BOLD & WYNNE,
1985). S&o organismos cosmopolitas, sendo encastragna larga faixa de condicdes
fisico-quimicas (MURet al. 1999). Quando expostas as condicbes de aguaserntas
nutrientes, temperatura elevada e luz solar, nligkim-se atingindo grandes
densidades, caracterizando as floracbes (CARMICHARR?2).

Problemas associados com cianobactérias parecenentarmem areas de
elevado crescimento populacional junto a corpoguidusados para despejo de esgotos
e em regibes com pratica de agricultura, provocamd@umento das concentracdes de
nutrientes nos corpos d’agua (CARMICHAEL & FALCONER93; CHORUS, 1993).
Devido a sua capacidade competitiva, observa-seaumento na dominancia de
espécies de cianobactérias em ambientes eutrofizaddloracdes sdo mais frequentes
em lagos e reservatorios de aguas lénticas, paisnhdlevado tempo de estagnacao da
agua. Temperaturas entre 15°C e 30°C e pH entr@ 6&® favoraveis ao crescimento
das cianobactérias. E frequente a ocorréncia dacfies em que predominam as
cianobactérias do génekticrocystis (REYNOLDS, 1984).

Algumas floracfes de cianobactérias provocamaglfers no gosto e no sabor da
agua, reducao no oxigénio dissolvido, além dadit@p de toxinas prejudiciais a saude
humana e animal. Ha diversos registros de morteepeenenamento de gado bovino,
cavalos, porcos, ovelhas, caes, peixes e invedebrgela ingestdo ou contato com
essas floragdes toxicas (CARMICHAEL, 1994; FALCONHR99).

As toxinas produzidas por cianobactérias sdo emgdad em trés categorias,
segundo seus efeitos toxicos em mamiferos: (1)ot®tinas; (2) dermatotoxinas —

lipopolissacarideos (LPS); e (3) hepatotoxinas (EANER, 1993).



A categoria tratada neste trabalho sdo as hepatagxExistem dois tipos de
hepatotoxinas: as microcistinas e as nodularinasmicrocistinas foram isoladas a
partir da cianobactérisl. aeruginosa, por isso receberam tal denominacdo (PEARSON,
1990). Porém essas cianotoxinas tém sido observatidem em espécies planctdnicas
dos génerosnabaena, Oscillatoria, Planktothrix, Nostoc e Anabaenopsis, € no género
terrestreHapalosiphon (SIVONEN & JONES, 1999). Tém sido reportadas emdate
70 variantes estruturais de microcistinas que fotamacterizadas a partir de amostras
de floracdes e de cepas isoladas de cianobac{@tBD et al. 2005). A nodularina
tém sido observada somente na esplogularia spumigena (CARMICHAEL, 1994).

No presente estudo nos reportaremos a microcistibeu (Figura 1).

As hepatotoxinas sao peptideos ciclicos formadossete (microcistinas) ou
cinco (nodularinas) aminoacidos com os dois amiodcerminais do peptideo linear
se juntando, formando um composto ciclico. Elasssdiaveis em agua e, com excecao
talvez de algumas microcistinas mais hidrofébicadp incapazes de penetrar
diretamente nas membranas lipidicas de células amimplantas e bactérias
(FALCONER, 1993).

Atualmente os valores aceitaveis para alimentos tactinados com
microcistinas sédo, segundo a Organizacdo MundialSdade (OMS), expressados
através da Tolerancia Diaria Ingerida (TDI = 0,03 de microcistinas / kg / dia). A
concentracdo maxima de ingestdo da toxina na ageartsumo permitida € 1 pug / L/

dia(FALCONERet al. 1994).
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Figura 1: Estrutura quimica da Microcistina D-LMATTHIENSEN et al. 2000).

Animais com hepatotoxicose sao levados a mortalperacdes citoesqueléticas
das células do figado, causando hemorragia inpatitaa ou insuficiéncia hepatica
(VOLTERRA, 1993). Em nivel molecular, as microgisis agem como inibidores das
proteinas fosfatases 1 (PP1) & @P2A) (MACKINTOSHEet al. 1990).

Os peixes fitoplantéfagos séo especialmente impia$a porque tem um
importante papel nos ecossistemas aquaticos consundores do fitoplancton, como
alimento para outros peixes e sao potenciais rdgida de floracbes algais
(OPUSZYNSKI & SHIREMAN, 1995; XIE & LIU, 2001). Undos exemplos destes
peixes é a carpa prateadadypophthalmicthys molitrix (Valenciennes, 1844) (Figura
2). Esta é uma espécie pertencente a familia Ggpen de agua doce, originaria da
China, cujo habito é fitoplanctéfago. E uma espégie beneficia outras por limpar a
coluna d’agua em razao da floracédo de algas. Inkidds no Brasil na década de 80, as
varias espécies de carpas ocupam lugar de destaqpescicultura. Por seu regime
alimentar, tem menor custo na alimentacédo, poisitquanais préxima dos produtores
(vegetais), maior sera a producdo em consequémacimeahor perda de energia. Sua

principal caracteristica € o desenvolvimento datrea branquiais em franjas longas,



finas, adornadas e numerosas, que lhes possintigafiltracdo completa e seletiva das

algas da agua (HUET, 1970).

Figura 02: Foto da carpa prateada Hypophthalmicthys molitrix. Fonte:

www.ceplac.qgov.br

A popularidade da carpa como alimento para popalagad&omo agente de
controle bioldgico é devido ao seu héabito alimef@REMER & SMITHERMAN,
1980). Florac6es de cianobactérias em cercados fooapletamente eliminadas entre
10 e 20 dias pela introdugéo da carpa prateada &IHU, 2001). Em estudo para
verificar o efeito do clareamento da agua feito péis espécies de peixes sob
Microcystis aeruginosa, observaram que a carpa prateada possui maidcieficna
reducdo no numero de coldnias de cianobactériag BA% JANA, 1998). Embora a
carpa prateada estimule a biomassa total do fitofs&d em alta e baixa densidade de
estocagem, elimina eficientemente floracdes deobiactéria em cercados com peixes,
assim como o conteddo de microcistina intracelldando um eficiente peixe
biomanipulador para reduzir estas floracoes deob@aciérias em lagos eutroficos onde
a quantidade de zooplancton € escassa (ZHANG 2006).

A vulnerabilidade dos peixes a microcistina € pveltmente influenciada pela
natureza do habitat e modo de alimentacdo (SNYBER 2002). Espécies nativas de

habitats eutréficos, como esta espécie de carma&is vulneraveis que espécies



nativas de habitats oligotréficos expostas maigquieatemente a toxinas (XI& al.
2004).

Em experimento com carpa comurtygrinus carpio), LI et al. (2004)
verificaram que o crescimento do peixe foi sigaifitetmente menor quando exposto a
uma floracdo deM. aeruginosa. De acordo com CARBI®t al. (1996), a toxina em
peixes pode causar dano no epitélio branquial, lteeglo em morte por falha
respiratoria e desequilibrio i6nico. Nestes orgapns a agua se move através do
epitélio branquial por difusdo passiva (MUNDAY, D99 As células ingeridas
atravessam o canal alimentar sem a lise celulaeemtao da toxina (PROWSE, 1964).
As células sofrem lise no intestino, onde ha libg@oada toxina (FALCONER, 1993). A
carpa ndo secreta acido no canal alimentar, adentta trato digestivo € neutro ou
levemente alcalino (AL-HUSSAINI, 1949). Esta € g&® mais importante no intestino
da carpa que limita a absor¢cdo de microcistinass pceficiente digestdo da toxina
requer ambiente acido (MORIARTY & MORIARTY, 1973)pesar desta barreira, a
toxina é absorvida no intestino (CARBd&al. 1997).

A depuracdo da toxina é mais rapida no sanguedzegalo figado e musculo
(XIE et al. 2004).

A bioacumulacdo de cianotoxinas por animais agostimcluindo peixes,
moluscos e zooplancton, tém sido reportada por AMD& VASCONCELOS (1999),
TENCALA et al. (1994) e VASCONCELOS (1995). Como consequénciamgastao
destes organismos intoxicados, pode levar a irdg&ic humana (MAGALHAESt al.
2001), causando grande prejuizo a saude da conaenida

E crescente o interesse por parte dos aquiculpmiescriacido de organismos de
baixo valor comercial e de facil manejo, como apas No entanto, ndo chegam a

concretizar os projetos, muito provavelmente ernude da falta de financiamento e,



quando o fazem, sdo projetos que tém falta de apoimwldgico no que se refere a
criacdo de espécies autéctones. Aliados a faltéind@ciamento, existe a incerteza
quanto a comercializacdo das espécies exoticaspa,ddapia ou espécies marinhas,

que s6 agora comecam a ser cultivadas em escalstriiadl



OBJETIVOS

O presente estudo visa analisar a incorporacaonda®cistinas em peixes
filtradores usando como modelo a carpa prateadsmnedd também determinar a
capacidade de concentracdo de hepatotoxinas egégedauelas presentes na agua.
Apontar intervalos de concentracfes de célulacadxbnde as toxinas incorporadas
pelo pescado ndo causem danos a saude humana&salmgeu consumo, testando a

metodologia para que possa ser aplicada para pexé&gua salobra e marinha.



MATERIAL E METODOS

Coleta dos peixes

As carpas prateadadHipophthalmicthys molitrix (Valenciennes, 1844), foram
obtidas na Piscicultura Agua Viva. A pisciculturacdliza-se na BR-293 km 20,
municipio de Capao do Ledo — RS.

Todos os organismos foram adaptados as condigbesatoriais por pelo menos
96 horas, em tanque de fibra de 250 litros de agpm, aeracdo constante, através de

aeradores de aquario.

Cultivo das cianobactérias

O trabalho foi realizado com duas cepas de cianébas, Aphanothece
RSMan92 eMicrocystis aeruginosa RST9501 O tratamento controle (I) recebeu a
cianobactéria nao téxica Aphanothece sp. Os tratamentos com a toxina (Il e Ill)
receberam cianobactérias toxicadlicrocystis aeruginosa. As cianobactérias foram
cultivadas em laboratério, a 25°C, radiacédo luminde 67 pEM.s®, e pH 8,0. As
cepas das cianobactérias foram cultivadas, em mei®s de cultivo distintosiV.
aeruginosa em meio BGN / 2, é&phanothece em meio BGN / 3. Os meios de cultivos
foram preparados de acordo com RIP&Al. (1979), e estdo descritos a seguir.

Em um erlenmeyer de 1 litro foram colocados tod®s@mpostos descritos na

tabela 1.



Tabela 1: Reagentes utilizados para preparacdmeass de cultivo de cianobactérias

em laboratorio.

COMPOSTO BGN/2 BGN/3 Metais Tracos:
K,HPQ, (3g/100mL) 1mL 1mL ZnSQ.7H0 (0,222g/L)
MnCl,4H,0 (1,81g/L)
MgSQ, 7H,0 (7,59/100mL) 1mL 1mL
Na,MoO, 2H,0 (0,39g/L)
CaCh2H,0(3,69/100mL) 1mL 1mL CUSQ5H,0 (0,079g/L)
Citrato de ambnio férrico CoCL,6H,0 (0,04g/L)
1mL 1mL
Na, EDTA (0,1 g/100mL) 1mL 1mL
Acido Citrico (0,6g/100ML) 1mL 1mL
Na,COs (29/100mL) 1mL 1mL
NaNQ; (15g/100mL) 5 mL 3,33 mL
Metais Tracos 1mL 1mL
pH 8,0 74-7,6

O volume foi completado com 987 mL no meio BGN/288,7 mL no meio
BGN/3 de agua deionizada fechado com algodao edepara autoclavar por 1 hora em
autoclave modelo AV75, 4000 watts de poténcia (PNDE Brasil).

Depois de resfriado o meio foi inoculado com 1 m& clltivo das duas
cianobactérias dos experimentos, agitado e coloauo aeracdo constante para
crescimento do meio.

Contagem das cianobactérias

As contagens foram realizadas diretamente a phsircultivos realizados para o
experimento e, a partir de amostras coletadas ragpldo experimento. Para obter-se
quantidades regulares de células por mililitro, camtagens foram realizadas em
microscopia Otica microscopio STUDAR-Lab em camdeaNeubauer, com aumento

de 400 x em triplicata.
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Teste preliminar

O teste preliminar foi realizado com o objetivo alaliar-se a adaptacdo da
carpa as condi¢cOes experimentais em laboratorieste teve duracdo de 13 dias, sendo
3 dias iniciais de adaptacdo e 10 dias de exposagdcianobactérias. O teste foi
realizado em sala climatizada a 20°C, no Labomatde Aquacultura Continental da
FURG. Foi utilizado um sistema em circuito fechadon renovacdo de agua, com 9
caixas plasticas de 130 litros, com 30 litros deaagm cada caixa. A agua foi
proveniente de poco localizado no terreno ondeosaliza o laboratério. Cada trés
caixas representou um tratamento: isto é, forams tt@amentos com trés repeticdes
cada. Os peixes utilizados no experimento apresentpesos medios de 72 g.

Antes dos peixes serem colocados nas caixas galgstima amostra de trés
peixes foi retirada para analise e esta foi idieatifa como amostra do dia 1 (D1). Em
cada caixa foram colocados 5 peixes. O tratamergoebeu cianobactérias ndo-toxicas
- Aphanotece, utilizadas como controle e em concentracao aelglaal a 20.000 cél /
mL; os tratamentos Il e Il receberam cianobacsgndutoras de toxinasvhcrocystis
aeruginosa. O tratamento Il recebeu concentracfes celulage20d000 células / mL,
enquanto que o tratamento Il recebeu concentraggakares de 100.000 células / mL.

No Segundo dia de adaptacao, o tratamento Ifieftilizado com 240 ug N/ L
NaNQO; e 30 ug P / L KEPQO,.

As amostragens do teste preliminar foram realgagtdes dos peixes serem
colocados nas caixas no primeiro dia (D1) e apgretdias de teste (D13). Assim, foi
retirado um peixe de cada caixa. Destes foramiewogaos musculos. Amostras de agua
também foram armazenadas para posterior analisida.

Antes de ser finalizada a etapa de adaptacdo,ep®espdo tratamento Il

morreram, o que forcou a retirada de amostras deumino quarto dia do teste (D4).

11



O teste prosseguiu com os tratamentos | e Il,ngueforam fertilizados. Assim,
a extracao e analise de toxinas foi realizada apemauma amostra de cada tratamento
[, Il e lll. Nao foi realizada anélise estatisticeem foi possivel obter média e desvio
padrdo. Mantendo-se o carater de teste prelimanalise foi feita com objetivo de
verificar se houve presenca ou nao de toxina nacuhtislos organismos.

A andlise da agua ocorreu somente nas amostrafiich® dia de amostragem

(D13), e também foi realizada em apenas uma amasttada tratamento.
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Experimento 1

O experimento foi realizado na Unidade de PesquepasCianobactérias da
FURG, e teve duracao de 10 dias de exposicdo asbaatérias. Foram utilizados 4
aquarios de vidro, com capacidade de 9 litros eda.c&m cada aquario, foram
colocados 8 litros de agua da torneira que foidatada para eliminacdo do cloro.

Foram utilizadas duas cepas de cianobactérias:comtaole -Aphanotece sp. -
nao toxico e uma espécie toxicaMicrocystis aeruginosa RST9501, com duas
repeticdes. Os peixes utilizados no experimentarpes em média 70g.

Amostras de agua do tanque de fibra e amostragiges, foram retiradas para
analise e identificadas pelo dia, D1. No mesmadaperimento foi iniciado. No D1
foram colocados meios de cultivo com 180.000 célukal, sendo que nos aquarios 1 e
2 continham as cepas dghanotece (tratamento - controle) e nos aquarios 3 e 4
continham as cepas dé. aeruginosa (toxico). Um aerizador por aquario foi mantido
ligado ao longo do experimento para manter a oxiggém da agua. Cada aquario
recebeu trés peixes.

A contagem de células foi realizada antes de eauastragem. A cada 3 dias,
foi retirada uma amostra de agua e um peixe dea@uio. A agua foi trocada por um
novo meio de cianobactérias com 180.000 cel / mk. amostragens de peixes
posteriores ao primeiro dia (D1) foram caracte@gacbmo D4 - amostra do dia 4; D7 —
amostra do dia 7 e D10 — amostra do dia 10 — tltdmale experimento.

Neste experimento foram coletados e analisadosuscuto, o figado e as

branquias.
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Experimento 2

O experimento teve duracdo de 25 dias de exposigdmanobactérias. Foram
realizadas amostragem a cada 5 dias, totalizamadeoStragens.

O desenho experimental foi igual ao experimentcdm duas espécies de
cianobactérias (controle e toxico) e duas repesighara cada. Os peixes utilizados
neste experimento pesaram em média 51,2 g. Antepeiges serem colocados nos
aquarios foram retirados 4 peixes do tanque da #brdentificados como amostra do
dia 1 (D1). Em cada aquario foram colocados 5 geireas amostragens de peixes
foram feitas a cada 5 dias, sendo identificadasocdd® - amostra do dia 5; D10 —
amostra do dia 10; D15 — amostra do dia 15; Dafhestra do dia 20 e D25 — amostra
do dia 25. Neste experimento foram analisados stam@esnmusculos.

A cada 5 dias, a agua do meio era renovada cagd@ade 530.000 células / mL,
de cianobactérias ndo toxicas, nos aquarios 1 errfle); e 0 mesmo numero de

cianobactérias toxicas, nos aquarios 3 e 4 (téxico)
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Extracdo das Toxinas

A cada amostragem os peixes foram pesados. BRsgr@ musculo dos peixes
de cada experimento. No experimento 1 foram reigdadmbém figado e branquias. O
material retirado foi pesado para obtencdo do pgessco. ApOs pesagem, foram
armazenados em frascos plasticos e congelados. A\poésgelamento, o material foi
liofilizado para obtencdo do peso seco e congelagdamente.

A extracdo das microcistinas no musculo, no figadms branquias dos peixes
foi feita seguindo uma adaptacdo da metodologiarii@spor MAGALHAES &
AZEVEDO (1998). Para a extracdo da toxina, o maltéoi macerado e transformado
em pé. Do po, foi retirado 1g onde foi adiciona&onmil de metanol 100%, e colocado
no agitador orbital por duas horas, e na gelag&rano minimo, 15 horas. O material
foi centrifugado (centrifuga HermLe modelo Labn&3B por 20 minutos a uma
velocidade de 5000 rpm. O sobrenadante foi coloesxam funil de separacéo e, ao
precipitado, foi acrescentado 15 mL de metanol 108%&a novamente ser centrifugado
por 20 minutos a 5000 rpm. O novo sobrenadanteadoescentado ao anterior (no
funil), com a adicdo de 30 mL de n-hexano 100%. &enml foi agitado e apds 5
minutos a fracdo metandlica foi removida para urtenemeyer, evaporada em
evaporador rotatorio a temperatura entre 55 e 6@ “fracdo seca foi ressuspensa em
1mL de agua milli-Q. Todos os solventes foram pesir®.A. “para analise” e
fornecidos pela MERCK — Brasil.

A cada dia de amostragem, foi retirado 3 mL deaadps aquarios (tanque de
fibra, caixas plasticas e aquarios). As amostradgie foram congeladas até o dia de
analise. Para analise da agua, cada amostra fobrigslada a temperatura ambiente,
sonificada em sonificador Ultrasonic Processor, ®8odGE 50 (20k Hz e 25 watts)

para o rompimento da parede das células e libedefaxina.
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Metodologia para analise das toxinas em imunoensaiespecifico para
microcistinas

As fracOes obtidas do tecido e da agua foram aussatravés do Imunoensaio
Especifico para Microcistinas - ELISA, com limite deteccao de 0,03 pg/ L, limite de
quantificacdo de 0,06 pg / L. O método possui éndie resolucdo entre 0,16 e 2,5 ug /
L (ENVIROLOGIX, Portland, USA).

Os resultados apresentados nas figuras e nos aocexespondem a valores <
0,03 pug / L (limite de deteccdo) porque as amostmaginais foram sujeitas a
concentracdes antes da analise.

O procedimento foi desenvolvido de acordo com asomendacbes do
fabricante. O meétodo consistiu na adicdo de 125de diluente do ensaio da
microcistina em cada poco, e em seguida, na adie&9DuL das amostras, o contetdo
foi misturado e os pocos foram cobertos com panadilincubados durante 30 minutos
num agitador orbital a temperatura ambiente. Ldgoam adicionados 10QL de
conjugado da microcistina em cada pog¢o, e novamemntentetdo foi misturado e
incubado por 30 minutos. Depois da incubacao, efitrarfoi removido e o contetdo
dos pocos descartado e os pogos foram lavados @agés de lavagem. O excesso da
solugéo de lavagem foi removido. Foram adiciona@3puL do substrate os pocos
foram cobertos com novo parafilm, misturados e adas por mais 30 minutos. Logo
em seguida foram adicionados Jfl0da solucéo final, e a placa foi introduzida &

leitor de placas modelo Quick ELISA para leitura denostras.
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Avaliacao do percentual de recuperacao da toxina e método de extracao
utilizado

Para avaliar o percentual de recuperacao da téodam utilizados 4 peixes com
peso médio de 3,7g. Um peixe foi tratado como otmte os outros 3 foram tratados
com o padrdo D-Leu microcistina. Destes 4 peixesjusculo foi extraido sem pele,
pesado e colocado em recipientes individuais pagia organismo. No musculo (peso
meédio = 1,3 g) de 3 peixes, foi injetado 120 puLpadardo de microcistina (130 pg /
mL). O material foi liofilizado, transformado em @dcongelado. O procedimento de
extracdo da toxina realizado no teste preliminaog dois experimentos foi aplicado
para avaliacdo do percentual de recuperacdo a e@aga isolada do processo de
extracdo. As amostras foram congeladas liofilizadasalisadas por imunoensaio e por

cromatografia.
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Metodologia utilizada para deteccao das toxinas paromatografia

O equipamento consistiu de um CLAE (Cromatégrajaitio de alta eficiéncia-
Shimatzu — Japéo) com detector SPD 10A VP, bomba F&AL VP, forno de coluna
CTO-10AS, ambos controlados atraves do software CLASS-VR 8R5. O método
possui limite de deteccdo de 10 pg / L, e limiteqdantificacdo de 15 pg / L. Foi
utilizado coluna Seppack C-18 (Phenomenex, Luna25(Q,X 4.60 mm), e como fase
movel acetonitrila (0.05% TFA) e agua (0.05% TF#9b o gradiente abaixo (Tabela
2):

Tabela 2: Gradiente de mistura da fase movel.

% &agua 65 40 30 0 0 65 65
Tempo 0 15 18 20 22 23 30
(min.)

Um volume de 100 puL da amostra foi injetado ncesist e bombeada com uma
vazdo de 1 mL / minuto, e por afinidade quimicacosipostos foram separados e a
leitura feita em 238 nm, com forno a temperaturd@fE.

Foram utilizados reagentes MERCK. Os padrdes deopigtinas-LR (Sigma) e
microcistina D-Leu (UPC), foram utilizados devidon@todo basear-se no tempo de
retencdo da toxina (HARADAt al., 1995). Os padrdes foram estocados em meio acido
no escuro, sob refrigeracdo. As analises foramizeskds utilizando-se o sistema
cromatografico. Para o calculo da concentracasolagdes em pg / L foram utilizadas

a area dos picos dos cromatogramas da toxina.
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Célculo da concentracao de toxinas nos peixes

Os valores das concentracfes de microcistinas @m L nos peixes, foram
convertidos em pg / g de peso seco. A conversaseeupartir dos valores do peso
seco (g) e da concentracdo de microcistinas nadosrgnalisados pelo imunoensaio,

segundo a formula:

[MCYST] ug/ g =[MCYST] ug.r*

1.000 x PS (g)

[MCYST] ug / g = Concentracdo de microcistina em grama de peso seco de
cada amostra analisada;

[MCYST] ug / L = Concentracdo de microcistina em litro da solucao obtida
apos a extracao;

PS(g) = Peso seco de cada 6rgao analisado.

*Os dados apresentados como resultados, ndo foaarigidos pelo percentual de

recuperacdo. O calculo do percentual de recuperémidoealizado somente para

avaliacdo do método utilizado para extracao dantoxi
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Andlise Estatistica

Para analise estatistica foi realizada a Analige ariancia (ANOVA)
utilizando-se o modelo de experimento fatorialjagndo-se o programa estatistica 5.0.
As médias foram interpretadas ao nivel de sigmficade 5 % = 0,05) para todas as
analises realizadas neste trabalho.

Para normalizacdo, os resultados foram transformadmavés dos métodos

matematicos descritos a seguir:

Experimento 1:

* Andlise da concentracdo de microcistinas no muscule 1/x, onde x’ € o
resultado transformado e x € o resultado obtides @pdalculo da concentracao
de microcistina em pg/ g de peso seco do musculo.

* Analise do figado: ndo foi realizada nenhuma ti@nsacdo matematica.

* Andlise da concentracdo de microcistinas nas brasgy’ = 1/x, onde x’ é o
resultado transformado e x € o resultado obtids @pdalculo da concentracao
de microcistina em g/ g de peso seco das braaquia

« Andlise da agua: x’ =/x, onde x’ é o resultado transformadoVe é a raiz
quadrada do valor encontrado apos o calculo daeotragdo de microcistina

em ug/ L de agua.

Experimento 2:
* Dos dados de concentracdo de microcistinas no noigmam extraidos a raiz
quadrada: x’ =%, onde X’ é o resultado transformaddeé a raiz quadrada do
valor encontrado ap0s o calculo da concentracamidecistina em pg / g de

peso seco do musculo.
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Andlise da agua: x’ J(x + 1) -V(x) , onde X’ é o resultado transformado e x é o
valor encontrado apos o célculo da concentracamidecistina em pug / L de

agua.

Para apresentacao dos resultados mostrados nessfgjtabelas de cada
experimento, foram utilizados os valores obtidogtdmente das tabelas em
anexo, sem transformacgdo. Os valores transformimdas utilizados somente
para satisfazer os pré-requisitos da analise &tgtatie para interpretacdo dos

dados.
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RESULTADOS

Teste preliminar

Os peixes mantidos nos trés tratamentos do tespwmderam as condi¢cdes de
cultivo com boa adaptacéo ao sistema, mesmo narg@sle cianobactérias produtoras
de microcistinas.

Foi verificado que o0s peixes possivelmente haviddo contato com
cianobactérias toxicas quando ainda estavam nayisca. Esta afirmacdo é baseada
na presenca de microcistina na amostra do primteadD1), onde foram detectadas
concentracdes de microcistinas de 0,008 pug / gede geco do musculo. Nao foi
realizada a andlise da presenca de cianobactéaasagna da piscicultura ou
microcistinas na agua dos viveiros da piscicultura.

No ultimo dia do teste (D13), foram extraidas alisadas amostras de musculos
de um peixe de cada tratamento (I e Il). As comaefies de microcistinas foram de
0,0109 (tratamento ) e de 0,0085 (tratamentodl) g de peso seco.

A 4agua do teste também foi amostrada no dia IB)Y@ foram detectadas
concentracdes da microcistina de 0,193 pg / L atarmento | e 3,148 pg / L no
tratamento II.

Neste teste foram analisadas amostras Unicasendo possivel obter médias e
desvios-padrdo. Nao foi possivel nenhuma conclaséespeito das concentracdes da
microcistina no musculo dos peixes nem na agua.

A fertilizagcdo dos tanques do tratamento Il foalizada para manutencdo do
crescimento das cianobactérias, e foi a causa dg mos peixes do tratamento Il no
quarto dia (D4) do teste. Neste tratamento, o mdstmupeixe retirado para extragédo da

microcistina apresentou concentracdo de 0,015%pmicrocistina / g de peso seco.
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Experimento 1

O numero de células toxicas B#crocystis aeruginosa no tratamento toxico
variou de 195.000 a 1.000.000 por mililitro ao lordps 10 dias do experimento. Na
agua deste tratamento foram detectadas concerdgrag#as de microcistinas entre 0,4
e 23,8 ug/ L (Figura 3).

N&o foi detectada a presenca de células de ciatdolzectoxicas na agua do
controle comAphanotece, embora microcistinas tenham sido detectadas na dgs
aquarios durante o experimento com concentracdes @4 e 2,4 ug de microcistinas /
L, a contaminacéao pode ter sido devido a eliminagmicrocistinas pelos peixes.

Nos quatro dias de amostragem houve diferencaQ0@), entre o controle e o
tratamento toxico, onde o tratamento téxico apreseooncentracdes de microcistinas
estatisticamente maiores (em até 20 pug / L) queatanhento controle, ao nivel de

significancia de 5%o(= 0,05).

Microcistinas na agua
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Figura 3: Concentracdo meédia de microcistinas na gg / L) nos tratamentos

controle e toxico durante o experimento-Desvio padrdo) n = 2.
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As meédias das concentracfes de microcistinas na fogam estatisticamente
diferentes ao longo do experimento no tratamentieadp = 0,01). A diferenca ocorreu
entre D1 e as outras amostras (D4, D7 e D10). ddotcdo da cepa com cianobactéria
toxica elevou a concentracdo de microcistinas mi @gpartir do quarto dia D4 neste
experimento. Apds, as concentracdes de michoasshos D4, D7 e D10 foram iguais.

No controle as concentracdes de microcistinas na édgrante o experimento
foram estatisticamente iguais.

Neste experimento foram extraidos musculo, figathoAnquias dos peixes para
analise de microcistinas. O 0rgdo que apresentooaid elevada concentracdo de
microcistina foi a branquia, com niveis entre 4&5L¢b pg de microcistinas / g, seguida

pelo figado e musculo (tabela 3).

Tabela 3: Variacdo das concentracfes de microasstem g / g de peso seco nas

branquias, figado e musculo nos tratamentos cengrtbxico. (n = 4)*

Tratamento Branquia Figado Musculo
controle 46—-11,6 0,02 - 0,03 0,0007 - 0,001
toxico 46—-215 0,03 -0,05 0,001 - 0,005

*n — nimero de amostras analisadas.

As concentragdes de microcistinas no musculo @tanrentos controle e toxico
foram estatisticamente diferentes (p = 0,00).

As médias das concentra¢cdes de microcistinas naculnigios peixes no
tratamento téxico foram crescentes ao longo do rempeto (p = 0), com nitido
aumento da concentragdo de microcistinas entréneejpo dia D1 e o dltimo dia de

experimento D10, 0,001 e 0,005 pg de microcistinasspectivamente. No controle
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houve diminuicdo na concentracdo de microcistilmsmisculo entre o D7 e D10
(Figura 4). Isto ndo correspondeu as concentrad@esnicrocistinas na agua que,

mantiveram-se constantes entre D4 e D10 (Figura 3).

Microcistinas no musculo
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Figura 4: Concentragcdo média de microcistinas necola (Lg / g de peso seco) nos

tratamentos controle e toxico durante o experimént®esvio padréo) n = 2.

A média das concentra¢6es de microcistina no figadqeixes nos tratamentos
controle e toxico ndo foram diferentes ao longcerperimento (p = 0,40) e variaram
entre 0,02 e 0,05 pug de microcistinas/g, sendolar vaais alto encontrado no D10,
sugerindo uma possivel acumulacdo de microcistieate 6rgdo alvo (Figura 5). No
tratamento controle, as concentracdes de microastno figado e na agua somente
variaram entre D1 e D4. No tratamento toxico, asceatracdes de microcistinas no
figado acompanharam as concentra¢des na agua adreaas amostras D1 a D4 e D7

a D10.
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Figura 5: Concentracdo média de microcistinasigadd (ug / g de peso seco) nos

tratamentos controle e toxico durante o experimgént®esvio padrao) n = 2.

A média das concentracbes de microcistina nas bi@ngdos peixes nos
tratamentos controle e toxico foram estatisticameéiferentes ao longo do experimento
(p = 0,00) e variaram entre 4,6 e 21,5 ug de mistioas/g (Figura 6). As
concentracdes de microcistinas nas branquias pomdsram com a concentracdo de
microcistinas na agua no tratamento controle. Ascentracdes de microcistinas no
tratamento téxico corresponderam com as concemsagdcontradas na agua entre 0s
D1 e D4, e entre D7 e D10, mas sobretudo evidamuiafeito nitido de retencédo das

microcistinas nas branquias ao longo do tempo derarento.
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Microcistinas nas branquias
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Figura 6: Concentracdo média de microcistinas r@ascjoias (g / g de peso seco) nos

tratamentos controle e toxico durante o experimént®esvio padréo) n = 2.

A variacdo média no numero de ceélulas Me aeruginosa foi crescente no
tratamento toxico, onde no quarto dia de experim¢b) foi igual a 195.000 céls /
mL, no dia 7 (D7) foi igual a 950.000 e no dia D1Q) foi de 1.000.000 de céls / mL.
A concentracdo de microcistinas na agua ndo vdimmarmente com o numero de
células, ja que esta diminuiu entre D4 (23,8 pugnitrocistinas/L) e D7 (20,1 pg de
microcistinas/L), respectivamente. E importantedean que, a cada dia de amostragem
foram adicionadas 180.000 céls / mL, e que os alfioseros celulares foram atingidos
no decorrer dos dias em gue 0s peixes estavamtezps células, sendo evidente que
houve crescimento celular nos aquarios do expetongatados com a toxina mesmo
sem a fertilizagdo da agua dos aquarios.

Os resultados do aumento no nimero de célulamfbn@ares com o aumento
na concentracdo de microcistinas no musculo e réagjbias no tratamento toxico ao

longo do experimento.
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Experimento 2

Este experimento foi realizado no intuito de tesfaantidades mais altas de
células toxicas e observar a incorporacédo da taxanausculo. O namero de células
toxicas —Microcystis aeruginosa — na agua do tratamento toxico variou de 825.000 a
1.350.000 por mililitro. Na agua deste tratamemtoarin detectadas concentracdes

médias de microcistinas entre 0,1 e 27,1 ug / guifai 7).

Microcistinas na agua
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Figura 7: Concentragdo de microcistinas na aguaratsmentos controle e toxico, ao

longo do experimentar(-Desvio padréo) n = 2.

A concentragdo de microcistinas na agua entreatsntientos controle e toxico
foram estatisticamente diferentes (p = 0,00) aelrde 5% ¢ = 0,05).

As médias das concentragBes de microcistinas eadastna agua nao variaram
ao longo do experimento no tratamento controle (p,36). No tratamento téxico,

houve variacdo significativa entre D1 e D5, e tamleéitre D20 e D25 (p = 0,02).
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Neste experimento foi extraido apenas o muscula aaélise de microcistina.
Néo foram detectadas concentracdes de microcistmagprimeiro dia (D1). As
concentracdes de microcistinas no musculo ao la@wexperimento variaram entre
0,000 e 0,015 pg / g de peso seco nos tratamemé®ie e toxico (Figura 8).

Houve diferenca significativa nas concentracdesiaséde toxinas no musculo
entre os tratamentos controle e toxico (p = 0,00tyle os valores mais altos foram

encontrados no tratamento toéxico.

Microcistinas no musculo
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Figura 8: Concentragdo de microcistinas no musegaktratamentos controle e toxico

ao longo do experimenta (Desvio padréo) n = 2.

As concentra¢cdes médias de microcistinas no musimggeixes no tratamento
téxico foram crescentes ao longo do experimente Qp01) ao nivel de 5% (= 0,05).
No tratamento controle, foram detectadas 0,001 @ugnatrocistina / g de peso seco
somente no dia 5 (D5) e, no restante dos dias fagaris a zero, podendo este

resultado (0,001 ug / g) ser devido a um efeitmetodologia de analise.
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As concentracfes de toxinas encontradas na agoaneisculo no tratamento
toxico foram correspondentes, ocorrendo um aumaattongo do experimento (p =
0,051).

Durante o experimento foi observado que a partididdlO (D10), as células do
tratamento controle, que receberaphanotece sp. comecaram a morrer diariamente.
Isto foi evidenciado pela mudanca na coloracdo daaa(amarelamento), neste
experimento 2.

Ao longo dos dois experimentos foi dado énfaseetedo entre concentracéo
de microcistinas na dgua e no muasculo, com o aumemtnimero de células por

mililitro nos aquarios do tratamento toxico (tabé)a

Tabela 4: Variacdo no numero de célulasMieaeruginosa por mililitro de agua e

concentracdo de microcistina (ug / L) na agua masculo nos dois experimentos.

195.000 23,8 0,002
825.000 20,0 0,003
920.000 18,8 0,001
950.000 20,1 0,003
1.000.000 22,2 0,005
1.150.000 20,2 0,008
1.265.000 19,2 0,001
1.350.000 27,1 0,015

De acordo com a tabela, aproximando-se os vates®res que 1.000.000 cél /
mL, tém-se valores médios de microcistinas na dgual,7 ug/ L, e valores médios de

microcistinas por grama de peso seco do musculd &0,002 ug. Do mesmo modo,
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aproximando os numeros celulares maiores ou igu&i®00.000 céls / mL, encontra-se
concentracdes médias de microcistinas na agua dep2R/ L, e valores médios de
microcistinas por grama de peso seco do muscui &0,007 pg. De acordo com esta
aproximacao, verificou-se que com o aumento no nairde células na agua, ocorreu
um aumento aparente na concentracdo de micro@stimanusculo dos peixes, mas a
diferenca nao é significativa, ou seja, as médi@sdiferem.

O método para extracdo de microcistinas em peixiédgado neste trabalho
obteve um percentual de recuperacdo da microcidérz2% quando as analises foram
realizadas pelo imunoensaio e 27% por cromatogrdfabela 5). No entanto, os

resultados aqui apresentados nao foram corrigidimsgercentual de recuperacao.

Tabela 5: Quantidade de microcistina detectadaseta etapa da extracao.

AMOSTRAS Imunoensaio Cromatografia liquida
(1g de microcistina) / L (1g de microcistina) / L
Amostra 1 4,1 3,3
Amostra 2 - controle <0,03 <0,03

Amostra 3 3,0 3,7
Amostra 4 7,8 5,5

Média 4,9 4,2

Percentual de recuperacgo 32% 27%

O método utilizado no presente trabalho foi o Imamsaio pela rapidez no

tempo de resposta, ja que entre as médias dogsalao existem diferenca.
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DISCUSSAO

Quantidades de células acima de 20.000 cél / mlagia, caracterizam as
floracbes de cianobactérias. NUmeros celularesisgaugeste sdo comuns em CcOrpos
d’agua utilizados como éareas de lazer e regide® @& praticam pesca intensiva
(pesque-pagues) e podem apresentar nivel de tadeidignificativo para organismos
capazes de filtrar e alimentar-se destas célutaapas peixes filtradores. De acordo
com KE et al. (2007), peixes filtradores como carpa prateadgyec cabeca-grande e
tilapia, sdo utilizados no biocontrole de comunataglancténicas como cianobactérias.
Vérios estudos tém sido realizados mostrando qiedes de células acima de 100.000
cél / mL. Em experimento de acumulacao e depurdeamicrocistinas em mexilhdes,
quantidades de células por mililitro iguais a 000. cél / mL foram usados por
AMORIM & VASCONCELOS (1999). Neste mesmo trabalt®autores sugerem que,
em ambientes onde essa quantidade de célulasapasgitada, existe a necessidade de
controle para analisar-se o risco de contamina¢é@aestuario da Lagoa dos Patos onde
sdo realizados estudos evidenciando a presencaiadebactérias toxicas e sua
acumulacdo em organismos filtradores (LEAO, 20MATTHIENSEN et al. (1999)
encontraram valores de até 1.000.000 de célulds Neste ambiente pratica-se a pesca
e parte da populacéo utiliza a lagoa como areazi. |

Os experimentos do presente trabalho, utilizararantigades celulares de
Microcystis entre 195.000 e 1.350.000 céls / mL. Em experimggdlizado por WOOD
(2005) foram investigadas a concentracdo de mgtinai em cianobactérias e sua
acumulacdo em truta arco-iris e mariscos nos IRgtsiti e Rotoehu na Nova Zelandia.
O autor encontrou que com 940.000 céls / mL obseveencentragdes de microcistinas
na agua iguais a 450 pg / L. J& em numeros ceduignais a 440.000 cél / mL, foram

encontrados 765 pg de microcistinas / L. Assimy@ificado que altas concentracdes
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celulares de cianobactérias néo indicam diretamesitas concentracbes de
microcistinas. No presente trabalho, ha um niumengethante de células, 950.000 ceél /
mL, no entanto, as concentracdes de microcistinaggna foram somente 20,1 ug / L.
Em nenhuma etapa dos dois experimentos, foram #adas concentracbes de
microcistinas tdo altas como citadas por WOOD (2008de a concentracdo mais alta
encontrada em um litro de agua no presente tralbail®y,1 g de microcistinas/ L. As
diferencas entre as concentracbes da toxina eadastrpor WOOD (2005) e as
concentracdes encontradas no presente trabalhonpedesido causadas por perdas na
extracdo da toxina, ja que no presente trabalter@eptual de recuperacéo da toxina foi
calculado em 32% e o percentual de recuperacameado por WOOD (2005) foi de
70%, para amostras de tecido de peixes. Outra yebssdusa deve-se a peixes
fitoplanctivoros serem mais resistentes a microeist que outros peixes devido a
menor acumulacdo da toxina no figado, 6rgdo alvaodaa (XIE et al., 2005).
Também, o fato de o referido trabalho ter sidoizadb com amostras coletadas no
ambiente natural, onde a ocorréncia de cianobasténxicas é frequente, sendo
identificadas duas espécies produtoras de toxifiaabhaena spp. eM. aeruginosa.
Podem, no ambiente natural, as cepas produzirencantentracdo maior de toxina do
que as cepas utilizadas no presente trabalho,gaogxperimento em laboratorio foi
realizado com apenas uma cianobactéria toXMcaeruginosa. Com isso, fica evidente
que diferentes cepas de cianobactérias podem prodiferentes concentragfes de
toxinas.

A presenca da toxina no musculo dos peixes no mies@abalho foi
evidenciada no primeiro dia (D1) — experimentontliigando uma prévia acumulacéo
de toxinas desde os tanques originais na piscieultMAGALHAES et al. (2001)

observaram que mesmo ap06s o declinio da floracd. deruginosa na 4gua em uma
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lagoa costeira no Rio de Janeiro, as toxinas agautam a ser detectadas no musculo e
figado de peixesI{lapia rendalli). Na ocorréncia da floracéo, a 10.000.680/ mL, a
concentracdo de microcistinas no musculo da tilafgancou 0,0264 pg / g de peso
seco. No presente trabalho, em numeros celulangsisig 1.350.000 células por
mililitro, as concentracdes de microcistinas no coiss da carpa alcancaram 0,015 ug
por grama de peso seco. As diferencas nas conggesrade microcistinas, nas
diferentes espécies de peixes, também podem sielodey diferencas no metabolismo
de cada espécie, assim como os diferentes tempadspdeacdo da toxina pelos 6rgaos
(XIE et al., 2004). CHENet al. (2007), concluiram que 0s mecanismos de excre@io
eficiente detoxificacdo da microcistina por peixggplanctivoros tornam possivel o
uso destes peixes em aguas eutrofizadas contarasiocantacianotoxinas.

As toxinas se distribuem diferentemente nos Orghuss peixes. No presente
trabalho, as concentracfes foram maiores nas ben@L6 — 21,5 pug microcistinas/g
de peso seco), seguida pelo figado (0,02 — 0,0Bnjegpcistinas/g de peso seco) e
musculo (0 — 0,015 pg microcistinas/g de peso sé&sia diferenca nos valores deve-se
as branquias serem a via primaria de acumulacdeagdo das toxinas pela carpa
prateada. MOHAMEDet al. (2003) analisaram a acumulacdo de microcistiras n
intestinos, figado, rins e musculo de tilap@rdochromis niloticus). Os peixes foram
colocados em trés grupos de acordo com o numecéldis encontradas no intestino.
O grupo 1 continha entre 5.000.000 a 10.000.000 rrél, apresentando concentracdes
de microcistinas iguais a 0,05 pg / g de peso drelc musculo. J& os grupos 2 e 3
apresentaram 10.000.000 a 15.000.000 e mais q0eQl800 cél / mL, e 0,08 e 0,1 ug
microcistinas/g de peso fresco de musculo, resmeugnte. O trabalho citado
anteriormente mostra a variacdo na acumulagdo &redies tecidos a medida que

aumenta o numero de células. XHE al. (2005) analisaram a distribuicdo de
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microcistinas em diferentes 6rgdos de peixes deratifes niveis troficos (incluindo
herbivoros, omnivoros, fitoplanctivoros e carnigdrem um lago no sul da China.
Foram encontradas altas concentracfes da toxinatestino e sangue, seguido por
figado, bile e rins, e o musculo apresentou as nhaixas concentracfes. A
concentracdo de microcistinas foi mais alta emgseparnivoros e omnivoros e mais
baixa em peixes fitoplanctivoros e herbivoros. Umnavavel explicacdo dada pelos
autores € que: (a) peixes carnivoros podem acurmé#s microcistinas, (b) peixes
fitoplanctivoros podem degradar microcistinas nadigamente, (C) peixes carnivoros
podem apresentar outras rotas no trato gastramdest (d) a combinacdo destes
mecanismos pode ocorrer. As concentracfes encastnaor XIEet al. (2005) no
figado foram de 7,77 pg microcistinas/g de peso secno musculo 1,81 ug
microcistinas/g de peso seco, enquanto que no meesebalho, foram de 0,05 pg
microcistinas/g de peso seco do figado e no mug0b g microcistinas/g de peso
seco. A diferenca na concentracdo da toxina entrabalho dos autores e o presente
trabalho, pode ser devido aos diferentes tempodudacdo dos experimentos e de
outras condi¢cdes experimentais. O presente trab@he duracdo de 25 dias e o
trabalho de XIEet al. (2005) teve duracédo de 80 dias, tendo os pestesiados pelo
autor um maior tempo de contato com a toxina dasobiactérias.

A concentracdo méxima permitida de microcistinasagaa de consumo foi
estabelecida em 1 ug / L / d (FALCONERal., 1994). A ingestao diaria toleravel
(TDI) é 0,04 ng / kg peso corpéreo / d (CHORUS &HBARAM, 1999). Llet al.
(2004) consideraram que a ingestao diaria de aagapia por humanos é em média
entre 100 a 300 gramas de peixe. Para o presabtho, se considerarmos a ingestéo
de 300 g de musculo fresco da carpa prateada,devasdo o maior valor encontrado

de microcistina no musculo (0,015 pg / g peso e@®01 pg / g peso fresco) durante
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0s dois experimentos, a ingestdo resultante deooitina seria uma dose diaria de
0,005 pg de microcistina, para uma pessoa de 68skajpdo abaixo do TDI.

Microcistinas podem ser acumuladas nos Orgaos eigegatravés da ingestéao
de células déMicrocystis. Como nao existem evidéncias da acao das midrassho
metabolismo dos peixes, pode ocorrer um risco p@kde transferéncia da toxina ao
longo da cadeia alimentar (FIGUEIRERDal., 2004). CHENet al. (2006), mostraram
que a carpa prateada acumula menos microcistinastsoulo que outras espécies de
peixes, indicando um menor risco para 0 consumoahomAssim, analisando 0s
valores da toxina encontrados aqui, e considerandonsumo da carpa prateada em
ambientes de recreacdo e lazer, ndo foi possiegkpriscos no consumo do pescado
para as concentracfes analisadas no presentehtradmal peso fresco do peixe. No
entanto, os autores acima citados, encontraramentla¢cdes no musculo da carpa
prateada, nas quais ultrapassam o limite permgiciotrabalho realizado num lago
dominado por uma floracdo ddicrocystis aeruginosa. Assim, mesmo nao havendo
risco, existe a necessidade de monitoramento dastieientes.

Neste estudo, a ocorréncia do amarelamento da dguaeio de cultivo dos
peixes que estavam sendo tratados com cianobact#im toxicas, foi observado a
partir do décimo dia (D10) no experimento 2. Supéajue a cor amarelada, ocorreu
devido a morte de cianobactérias pois houve acurdelcexcrementos e produtos
nitrogenados em excesso. Mesmo com a troca diarégda, o amarelamento ocorreu
até o final do experimento (D25). Em peixes de adoee, os produtos finais do
metabolismo séo: agua, didxido de carbono, amépegeenas quantidades de uréia e
acido Urico. Amdnia é o produto nitrogenado excletam maior quantidade. Nitrito
pode ser formado por decomposi¢cdo da matéria agasendo toxico para os peixes

pela formagdo da metahemoglobina - produto da Qamlaa hemoglobina (JENSEN,
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1990). Um estudo feito por YUNES (1995) com ciarudéaas observou que niveis de
nitrito acima de 0,6 mM sdo toxicos ao crescimeao cianobactérias, tanto para
condicOes de luz como para escuro, ocorrendo umauaicédo do crescimento, sendo o
crescimento destes organismos, estimulado poreslentre 0,2 e 0,6 mM de nitrito.

Elevados niveis de compostos nitrogenados sdodicigis tanto para cianobactérias
quanto para os peixes, quando cultivados em asSaci@xcedendo a capacidade do

ambiente de metabolizar estes compostos, levandecaode morte destes organismos.
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CONCLUSAO
Cepas de cianobactérias da espédierocystis aeruginosa podem produzir

diferentes concentracdes de toxinas. No presertealho, verificou-se que em
diferentes nimeros de cél / mL dé. aeruginosa RST9501, foram encontradas
concentracdes da toxina na agua e no musculo dasspelouve diferenca significativa
entre os tratamentos controle e téxico no muscofopeixes. Apesar de ndo terem sido
encontradas concentragcdes de microcistinas a déveisco no muasculo, a exposicéo
dos peixes a estas toxinas deve ser monitoradandevse em conta que diferentes
cepas de cianobactérias produzem concentracoe®/eiaride toxinas podendo haver
acumulo de microcistinas no musculo, a parte cdwetsio pescado, a nivel de risco.
Com isto, a carpa prateada serve, ndo s6 comaatmlia, mas também como vetor da
presenca da toxina na agua. De acordo com estekades, monitoramentos em
ambientes onde a presenca de cianobactérias naéafjeqiiente, e esta espécie de

peixe esta presente, devem ser realizados paea evdbntaminacdo do pescado.
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Tabela 6: Dados do Musculo — experimento 1

Microcistinas no

Dias Tratamento Peso peixe Pes9 fresco do P? SO SECo musculo (ug/g peso
(9) musculo (g) musculo (g) seco)
1 controle 78,9 25,2 5,8 0,001
1 controle 76,4 24,4 57 0,002
1 toxico 79,8 30,5 7,0 0,003
1 toxico 130,1 49,3 10,7 0,001
4 controle 65,8 22,9 51 0,001
4 controle 61,3 24,4 5,6 0,001
4 toxico 58,1 22,2 51 0,002
4 toxico 61,8 23 51 0,003
7 controle 42,1 15,1 3,4 0,001
7 controle 66 24,5 5,4 0,001
7 toxico 46,8 16,5 3,7 0,002
7 toxico 46 16,8 3,7 0,004
10 controle 73,8 26,7 57 0,0008
10 controle 74,3 24,7 52 0,0006
10 toxico 78,5 29,3 6,4 0,007
10 toxico 64,1 24,8 5,5 0,004
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Tabela 7: Dados do Figado - Experimento 1

Dias Tratamento Peso peixe Pes’o fresco Zisf(i)gsaedzo Microcistinas no figado
(9) do figado (g) @) (ug/g peso seco)
1 controle 78,9 4,1 0,9 0,05
1 controle 76,4 3,9 0,8 0,03
1 toxico 79,8 4,6 1,0 0,02
1 toxico 130,1 7.4 1,4 0,02
4 controle 65,8 4 0,8 0,02
4 controle 61,3 29 0,7 0,02
4 toxico 58,1 2,4 0,8 0,03
4 toxico 61,8 3,5 0,5 0,06
7 controle 42,1 2,8 0,6 0,04
7 controle 66 2,4 0,5 0,03
7 toxico 46,8 2,2 0,5 0,05
7 toxico 46 2,1 0,4 0,02
10 controle 73,8 3,7 0,6 0,03
10 controle 74,3 3,6 0,5 0,04
10 toxico 78,5 2,3 0,4 0,05
10 toxico 64,1 2,5 0,5 0,06
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Tabela 8: Dados das Branquias — experimento 1

Dias Tratamento I?eso PeAso fr.esco P?so seco Microcistinas nas branquias
peixe (g) branquia (g) branquia (g) (ug/g peso seco)

1 controle 78,9 34 0,6 5,4
1 controle 76,4 3,2 0,6 5,6
1 toxico 79,8 3,7 0,6 4,0
1 toxico 130,1 5,83 0,8 3,6
4 controle 65,8 31 0,4 13,5
4 controle 61,3 2,7 0,4 9,7
4 toxico 58,1 2,3 0,4 9,1
4 toxico 61,8 2,5 0,4 9,7
7 controle 42,1 2,1 0,5 8,3
7 controle 66 3,2 0,5 6,5
7 téxico 46,8 2,6 0,4 17

7 toxico 46 1,8 0,2 15,6
10 controle 73,8 3,6 0,5 53
10 controle 74,3 3 0,5 6,1
10 toxico 78,5 3 0,5 12,8
10 toxico 64,1 2,3 0,4 30,2
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Tabela 9: Dados do musculo — experimento 2

Microcistinas no

Dias  Tratamento Peso peixe Pgso fresco P,e S0 S€co musculo (ug/g peso
(9) musculo (g) musculo (g) seco)

1 Controle 62,0 19,7 4,0 0,0004
1 Controle 71,0 20,0 3,9 0,0012
1 Toxico 72,0 11,6 2,2 0

1 Toxico 62,0 9,2 1,7 0

5 Controle 64,0 19,4 4,1 0,0016
5 Controle 69,4 17,2 2,9 0,0012
5 Toxico 52,5 9,2 15 0,002
5 Toxico 60,0 15,9 31 0,001
10 Controle 52,2 20,2 4,0 0,0007
10 Controle 58,0 19,8 3,9 0,0009
10 Toxico 56,0 6,4 1,2 0,0004
10 Toxico 51,0 4.4 0,7 0,003
15 Controle 30,0 15,7 3,0 0,0004
15 Controle 45,5 20,7 4,1 0,0001
15 Toxico 55,4 14,6 2,3 0,005
15 Toxico 38,8 10 1,9 0,002
20 Controle 32,4 23,8 4,9 0,0003
20 Controle 32,3 11,6 2,2 0

20 Toxico 78,2 14,1 2,7 0,014
20 Toxico 38,7 12,9 2,0 0,003
25 Controle 39,4 5,3 0,8 0,0001
25 Controle 65,6 8,2 1,6 0

25 Toxico 36,8 7,1 1,2 0,027
25 Toxico 68,7 16,1 2,6 0,004
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