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RESUMO 

O · ".enso crescimento da cianobactéria Microcystis aeruginosa formando florações 

ambientes aquáticos, tem sido freqüentemente relatado. Esta espécie pode 

.....,..,rt.,nTr· de hepatotoxinas (microcistinas) que podem causar danos severos à biota aquática 

e ' eros. Os efeitos desta cianobactéria tóxica na ictiofauna são de grande importância 

. do ao papel ecólogico, econômico e social desses organismos tanto na rede trófica 

o na economia e saúde de populações humanas que se alimentam desses peixes. O 

~etivo deste trabalho foi estudar o processo de acúmulo e depuração de microcistinas em 

TIlapia rendalli e o efeito dessas toxinas no crescimento deste peixe. Foram realizados três 

experimentos com peixes jovens em condições de laboratório. No primeiro, os peixes foram 

expostos, durante 15 dias, a um alimento contendo ração e células tóxicas de Microcystis 

aeruginosa (20,4~g de microcistinaldialpeixe). Nos 15 dias seguintes, os peixes receberam 

alimento não contaminado. A cada 3 dias, 4 peixes foram retirados e as fezes foram 

coletadas para análises de microcistinas. No segundo experimento, os peixes , foram 

alimentados, por 28 dias, apenas com células tóxicas de M aeruginosa (14,6~g de 

microcistinaldialpeixe). No terceiro experimento, os peixes receberam alimento com ração 

e células tóxicas, previamente rompidas, durante 6 semanas, com 29,2~g de 

microcistinaldialpeixe. Nestes dois experimentos os peixes foram amostrados a cada 7 dias, 

sendo também realizada a biometria destes organismos. As análises de microcistinas no 

figado, músculo e fezes foram feitas por imunoensaio tipo ELISA. Os resultados do 

primeiro experimento indicaram que com seis dias de ingestão os peixes apresentaram o 

nível mais elevado de microcistinas no figado (0,6~g.g·\ sendo que no músculo esta maior 

dose aconteceu já na fase de-depuração (242 dia -0,05~g.g·I), indicando possivelmente, uma 

transferência de microcistinas do figado para o músculo. Ao interromper a ingestão de 

células tóxicas, os peixes excretam aproximadamente 50% das toxinas acumuladas através 

das fezes. No segundo experime~to, observou-se que o alimento contendo apenas células 

tóxicas favoreceu um maior acúmulo de microcistinas nos tecidos em relação aos outros 

experimentos. No terceiro experimento, o rompimento das células tóxicas fez com que as 

toxinas livres fossem absorvidas de maneira diferente, sendo o maior concentração no 

figado encontrada no 422 dia (1,7~g.g.l). Uma redução no ganho de peso de peIxe 
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XlC2 os com microcistinas também foi observado neste experimento. Este trabalho 

verificar que Ti/apia rendalli ao ingerir células de M aeruginosa e microcistinas 

centrações normalmente encontradas em florações pode acumular estas toxinas em 

~ ~ cemrações acima do limite aceitável para o consumo humano, o que representa um sério 

-iscD para o ecossistema aquático e para saúde pública. 
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ABSTRACT 

AJ iMULATION, DEPURATION AND EFFECTS OF MICROCYTINS (CY ANOBACTERIA 

HEPATOTOXINS) IN TILAPIA RENDALLI (CICHLIDAE) 

OCCUTTence of blooms of Microcystis aeruginosa in several water bodies has been 

ently reported. This cyanobacteria species is able to produce microcystins 

\'-""'V'U4'otoxic heptapeptide), which can cause serious demage on the aquatic biota and 

mammalian. The effects ofthe toxic cyanobacteriaM aeruginosa in fish are relevant due to 

e ecological, economic and social importance of these organisms usually consumed as 

human food. This work studied the process of accumulation and depuration of microcystins 

in Tilapia rendalli and the effects of these toxins on the growth of this fish. Three 

experiments with juveniles maintained in lab conditions were done. ln the frrst one each 

fi sh received, during 15 days, fish food plus toxic cells of M aeruginosa (20,4J.1g of 

microcystins per day). ln the following 15 days, the organisms were feed without toxic 

cells. Four fishes were harvested every 3 days and faeces were collected for microcystins 

analyses. ln the second experiment, fishes were feed, only with toxic cells of M aeruginosa 

(14,6J.1g of microcystins/day/fish) during 28 days. ln the third experiment, fishes were feed 

with fish food plus toxic cells previously lised (29,2J.1g of microcystins/day/fish), during 6 

weeks. ln these two last experiments, fishes were harvested every 7 days, and the 

biomethric parameters were annoted. The microcystin concentration in the tiver, muscle 

and faeces were determined by ELISA imunoassays. ln the first experiment the highest 

concentration of microcystins in the tiver tissue was observed on the 6th.day (0,6J.1g.g-1), 

while in the muscle it occurred during depuration period (24th
. day 0,05J.1g.g-1). It suggested 

a possible transference of microcystins from the liver to the muscle. Almost 50% of the 

toxins were released through the faeces during the depuration period. ln the second 

experiment, the nourishment only with toxic cells could have caused the accumulation of 

higher microcystin concentrations ·than in the other experiments. ln the third experiment, 

the toxins were released by cellular lise and the uptake of these toxins seemed to be 

different. ln the liver, the highest concentration was observed on the last day (1,7J.1g.g-1). 

During this experiment a decrease in body weight was verified in the intoxicated 

individuais. This study showed us that Tilapia rendalli when consuming M aeruginosa 
ix 



microcystins in concentrations usually found during blooms occurrence can 

.::........ - la e these toxins above the tolerable limit for human consumption. This fact can be 

~ :erio s risk for aquatic ecosystem and public health. 
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1- INTRODUÇÃO: 

1.1) Cianobactérias: 

As cianobactérias, também chamadas de cianoficeas (algas-azuis) e, maIs 

recentemente, cianoprocariotos, surgiram em nosso planeta há aproximadamente 3,5 

bilhões de anos. A elas é atribuído o surgimento do oxigênio livre na Terra. São organismos 

fotossintetizantes porém,diferem de todos os vegetais inferiores e superiores por serem 

procariontes e apresentarem uma organização bioquímica e celular bastante semelhante às 

outras bactérias. 

As cianobactérias apresentam uma distribuição geográfica bastante ampla, 

ocorrendo em locais tão extremos quanto fontes termais abissais e fissuras de rochas do 

Ártico. Este fato reflete a diversidade genotípica e fenotípica do grupo, send~ assim 

encontramos cianobactérias planctônicas, bentônicas, terrestres e até simbiontes com 

plantas e animais (Whitton, 1992, citado em Choros & Bartram 1999). 

Sua morfologia básica inclui formas unicelulares, coloniais, filamentosas e várias 

espécies apresentam características de grande vantagem adaptativa como fixação de 

nitro gênio atmosférico e presença de aerótopos (ou vacúolos gasosos), que facilitam a 

flutuação na coluna d' água. 

Os habitats com maior ocorrência de cianobactérias são os ambientes de água doce 

(naturais ou artificiais), mares e águas salobras (Carmichael, 1994). Nestes ambientes, 

quando surgem as condições mais favoráveis para o crescimento destes organismos, tais 
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como: abundância de luz, temperatura entre 25 e 30°C e abundância de nitrogênio e fósforo, 

erifica-se um intenso crescimento de cianobactérias. 

Regiões temperadas e regiões tropicais diferem quanto a ocorrência destas 

condições. Em regiões temperadas a sazonalidade é bem marcada, temperaturas altas e 

abundância de luz geralmente só ocorrem no verão. Sendo assim, a dominância de 

cianobactérias fica freqüentemente limitada à esta estação. Já nos trópicos não existe uma 

grande diferença sazonal nas condições de luz e temperatura, que são em geral, altas o ano 

inteiro, portanto, de acordo com as características do corpo d'água, pode ocorrer 

dominância de cianobactérias durante todo o ano (Chorus & Bartram 1999). 

Segundo estes autores, a eutrofização crescente dos corpos d'água continentais e 

costeiros tem se manifestado como um fenômeno mundial, que vem se intensificando a 

partir dos anos 50, sendo suas causas principais o desenvolvimento urbano, industrial e 

agrícola. Corpos d'água eutróficos favorecem o intenso crescimento de cianobactérias que 

podem se apresentar sob a forma de "blooms", definidos como espessas camadas de células 

na superfície do corpo d'água. Estes têm sido registrados com grande frequência em vários 

países como: Canadá, E.U.A , Portugal, Inglaterra, África do Sul, China, Brasil, entre 

outros (Y 00 et aI. , 1995). 

Um "bloom" em um corpo d'água pode cnar problemas como diminuição da 

biodiversidade aquática do local, liberação 'de odores desagradáveis, além de substâncias 

que podem deixar a água com gosto ruim (muito incômodo caso esta seja usada para 

abastecimento). Freqüentemente também pode ocorrer a diminuição do oxigênio dissolvido 

no momento em que o "bloom" entra em colapso e as células mortas começam a ser 

decompostas ou no período noturno, devido a respiração desses organismos (Watanabe & 

Park., 1996). 
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Mas existe uma preocupação ainda maior e mais séria quanto ao surgimento de um 

bloom". Cianobactérias são potencialmente produtoras de toxinas que podem causar sérios 

danos a mamíferos e prejudicar também a biota aquática (Carmichael et aI., 1985 citado em 

Voo et aI., 1995). Portanto, a ocorrência de "blooms" em corpos d'água utilizados para 

abastecimento, torna este fenômeno um problema de saúde pública. 

No Brasil, a intensa eutrofização de águas de reservatórios, lagoas e lagos tem 

favorecido um maior crescimento de cianobactérias (Tundisi & Tundisi.,1992). Além disso, 

grande parte das cepas de cianobactérias isoladas de corpos d'água brasileiros mostraram­

se tóxicas. Sabendo-se que muitos destes corpos d' água são reservatórios de grandes 

cidades utilizados para o abastecimento da população, a liberação destas toxinas na água 

torna-se um risco para a saúde pública. (Azevedo et aI., 1994; Costa & Azevedo, 1994). 

1.1.2) Produção de toxinas por cianobactérias: 

As toxinas de cianobactérias são definidas como endotoxinas e geralmente só são 

liberadas quando acontece o rompimento da célula. Estão divididas em várias classes: 

dermatotoxinas, citotoxinas, neurotoxinas e hepatotoxinas, sendo estas duas últimas classes 

.as mais freqüentes e de maior preocupação. Uma espécie de cianobactéria pode produzir 

mais de um tipo de toxina e dentro de uma 'mesma espécie podem existir cepas produtoras 

de toxinas e cepas não produtoras de toxinas. 

Espécies produtoras de neurotoxinas têm sido verificadas com frequência na 

América do Norte, Europa e Austrália. No Brasil tem sido registrada a ocorrência do gênero 

Cy/indrospermopsis, produzindo neurotoxinas conhecidas como "veneno paralizante de 

moluscos" ou PSPs (Paralytic Shelfish Poisonning) (Lagos et aI., 1997.). 
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Em bioensaios com camundongos, quando injetados intraperitonialmente, estes 

caló"des neurotóxicos causam a morte rapidamente por parada respiratória (entre 2 e 30 

os). Estas neurotoxinas são classificadas em três tipos: a anatoxina-a, anatoxina-a(s) e 

saxitoxinas. As primeiras agem nas ligações sinápticas sendo que a anatoxina-a se liga ao 

receptor da acetilcolina irreversivelmente e a anatoxina-a(s) inibe a ação da 

acetilcolinesterase. Assim, ambas provocam o mesmo efeito, que é a super estimulação 

neuromuscular. As saxitoxinas (PSPs) agem bloqueando os canais de sódio do neurônio e, 

consequentemente, impedindo a transmissão do impulso nervoso. 

Todas essas neurotoxinas são muito potentes. A DL50 para a anatoxina-a, dose letal 

que resulta em 50% de morte dos camundongos injetados, varia entre 200 e 250llg.Kg"1 de 

peso corpóreo, e para a anatoxina -a(s) é 20llg.Kg"1 de peso corpóreo. Já as saxiotoxinas 

(PSPs) apresentam, em média, uma DL50 delOllg.Kg"l (Chorus & Bartram 1999). As PSPs 

também são produzidas por dinoflagelados marinhos, que são o alimento de diversas 

espécies de moluscos. Conseqüentemente estes organismos podem acumular estas toxinas 

em seus tecidos. Seres humanos já morreram por se alimentarem de mariscos intoxicados 

(Anderson, 1994, citado em Chorus & Bartram, 1999) e por isso atualmente, o 

monitoramento da ocorrência dessas toxinas nos mares é extremamente rigoroso, em vários 

países do mundo. 

Os gêneros relacionados a produção ' de neurotoxinas são: anatoxina-a, produzida 

por Anabaena e Oscillatoria, anatoxina-a( s) por Anabaena e saxiotoxinas por 

Aphanizomenon, Anabaena, Lyngbya e Cylindrospermopsis (Yoo et ai., 1995). 

As hepatotoxinas peptídicas, as chamadas microcistinas e nodularinas, foram assim 

nomeadas por terem sido primeiramente isoladas dos gêneros Microcystis e Nodularia, 

respectivamente. Os gêneros já identificados como potencialmente produtores de 
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são Microcystis, Anabaena, Oscillatoria (planktothrix), Nostoc, e 

.:!l:IClllIrJel.tof)'SÍs. Já a nodularina só foi encontrada até o momento em Nodularia spumigena. 

toxinas são compostos hidrofilicos, com pouca capacidade de ultrapassar membranas 

• dicas de células animais. Sendo assim, para que ocorra seu efeito tóxico é necessário 

e sejam carreadas. Em animais essas toxinas são transportadas pela via dos ácidos 

biliares sendo portanto, o figado, o órgão alvo. 

A ação dessas toxinas se constitui basicamente na inibição de proteínas fosfatases 1 

e 2A nas células hepáticas. Esta inibição permite a atuação desordenada das proteínas 

quinases que vão agir em várias organelas e principalmente no citoesqueleto, provocando o 

seu desarranjo. As células perdem sua estrutura parenquimal criando uma pressão negativa 

no tecido que faz romper os capilares sanguíneos. Isto, em último grau, provoca uma 

hemorragia intra-hepática e o animal morre por choque hipovolêmico. Além disso, essa 

inibição também pode levar a formação de tumores hepáticos, devido à intensa fosforilação 

do material genético da célula (Carmichael, 1994). A OLso das hepatotoxinas varia de 50 a 

300~g.Kg-l de peso corpóreo (por injeção intraperitonial em camundongos). 

As microcistinas são as toxinas de cianobactérias mais freqüentemente encontradas 

em "blooms" em todo o mundo. Estas são peptídeos formados por cinco O-aminoácidos e 

dois L-aminoácidos, sendo qpe a variação destes dois últimos é um dos principais fatores 

que levam a existência de aproximadamente 60 tipos de microcistinas. Dois aminoácidos 

presentes na estrutura da microcistina são fundamentais na sua atividade: o Adda (também 

presente na nodularina) - . (2S,3S,8S,9S)- 3amino-9-methoxy-2,6,8-trimethyl-10-

phenyldeca-4,6-ácido dienóico e o Mdha - N-methyldehydroalanina. O Adda é considerado 

a parte da molécula responsável por sua atividade biológica, devido a sua interação com as 
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proteínas fosfatases. Já o Mdha é importante por formar um ligação covalente irreversível 

com estas mesmas proteínas (Falconer & Humpage, 1996). 

Recentemente um alcalóide citotóxico chamado de cilindrospermopsina foi isolado 

do gênero Cilindrospermopsis. Apesar de poder agir sobre outros tecidos, seu órgão-alvo 

também é o figado. No entanto, apresenta um mecanismo de ação bastante diferente das 

outras hepatotoxinas e sua DLso é bem mais alta variando de 0,2 a 2,1mg.Kg"1 (Yoo et aI., 

1995). 

Sabe-se que efeitos adversos de toxinas de cianobactérias em seres humanos e 

animais têm sido causados principalmente pelo consumo de água contaminada. 

Recentemente um gravíssimo incidente ocorrido em Caruaru (PE) comprovou o perigo das 

toxinas de cianobactérias. Aproximadamente 130 pessoas se intoxicaram e 54 morreram 

por ficarem expostas, através de hemodiálise, à água contaminada com microcistinas de 

cianobactérias que cresciam abundantemente em um reservatório da região (Jochimsen et 

ai., 1998) 

Entretanto, poucos são os estudos ecológicos que investigam o papel dessas toxinas 

no ambiente. Existe um grande debate mundial sobre uma possível vantagem adaptativa na 

produção destes metabólitos secundários pelas cianobactérias. Uma hipótese é a de que as 

toxinas contribuem para o controle da herbivoria. Segundo Lampert (1987), em 

experimentos de labóratório, várias espécies de zooplâncton apresentaram inibição 

alimentar e até um aumento da mortalidade quando expostas à cianobactérias. Ferrão-Filho 

(1998) comprovou a toxicidade -de Microcystis aeruginosa, produtora de microcistinas, a 

dois gênero de cladóceros, Moina e Ceriodaphnia. No entanto, algumas espécies de 

rotíferos e dáfínias são capazes de se alimentar de cianobactérias tóxicas sem serem 

afetadas (Yoo et ai., 1995). Vasconcelos (1995) verificou, em experimentos de laboratório, 
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que moluscos bivalves acumulam hepatotoxinas em altas concentrações sem haver 

mortalidade durante o período de estudo, o que representa um risco para a populaçã~ 

humana que consome estes organismos. 

1.2) Cianobactérias e Peixes: 

Embora existam diversas espécies de peixes herbívoros e fitoplanctívoros, (não são 

muito numerosos os estudos que elucidam os efeitos e as respostas destes organismos à 

cianobactérias tóxicas.] 

[ As cianobactérias são possivelmente um importante componente na dieta alimentar 

de vários peixes ciclídeos e ciprinídeos tropicais (Bowen, 1982, citado em Beveridge et 

al.,1993)J As tilápias, que embora sejam ciclídeos que freqüentemente apresentam um 

comportamento onívoro, podem ser consideradas peixes herbívoros verdadeiros, pois 

apresentam um sistema digestivo altamente especializado, capaz de produzir valores de pH 

abaixo de 1, o que facilita a digestão de carboidratos altamente refratários de plantas 

(Bitterlich &, Gnaiger, 1984, citados em Dempster et ai., 1995). Além disso, apresentam um 

tubo digestivo longo. Conseqüentemente, tilápias são capazes de assimilar de 70 a 80% do 

carbono de cianobactérias ingeridas, tais ' como Microcystis e Anabaena (Moriarty & 

Moriarty, 1973, citados em Beveridge et ai., 1993). 

No entanto, o comportamento filtrador de tilápias resulta num balanço energético 

negativo, se apenas espécies unicelulares e de pequeno' diâmetro forem ingeridas. Porém, 

este balanço pode se tomar positivo se peixe passar a ingerir espécies coloniais e massas de 
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cianobactérias que formam "blooms" ou mesmo o sedimento rico em detritos de algas 

(Dempster et ai., 1995). 

Isto é comprovado pela espécie de tilápia Oreochromis niloticus que exibe uma 

preferência marcante pela cianobactéria Anabaena cylindrica em relação à Microcystis 

aeroginosa, sugerindo uma filtração mais eficiente deste peixe em algas filamentosas. 

Outras espécies também apresentam um aumento substancial nas taxas de filtração a 

medida que aumenta-se o tamanho das células de algas (Northcott et al.,1991, Dempster et 

aI., 1995). 

A estratégia de alguns peixes herbívoros de se alimentarem de colonias ou "blooms" 

de cianobactérias levou à experiências de introdução de peixes herbívoros em lagos 

eutróficos, com o objetivo de reduzir a população de cianobactérias (Starling, 1993). Datta 

& Jana (1998) observaram que a introdução de carpas e tilápias reduziu entre 60 e 93% a 

população de Microcystis não tóxica de limnocurrais em um lago eutrófico. 

Mas, esta capacidade de certos peixes de alimentarem com eficiência de 

cianobactérias pode ser limitada pelas toxinas produzidas por estes organismos. Beveridge 

et ai., (1993) demonstraram que as taxas de filtração e o crescimen~a~écies de tilápia 

Hypophthalmichthys molitrix e Oreochromis niloticus foram suprimidos na presença de 

Microcystis aernginosa tó~ica. Um trabalho com um resultado semelhante a este foi o de 

Keshavanath et ai., (1994) onde O. niloticÚs apresentou um decréscimo na ingestão de uma 

mistura de Microcystis aernginosa tóxica e não tóxica à medida que aumentou-se a 

proporção da cepa tóxica. 

Contudo, no ambiente natural, mesmo tendo a habilidade de evitar a ingestão de 

cianobactérias tóxicas, muito peixes ainda são afetados por estas toxinas por estarem 

confinados em tanques de aquacultura ou pequenos lagos, onde a ingestão destas células se 
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toma inevitável (Tencalla & Dietrich, 1997). Além disso, nestas situações de confinamento, 

os peixes podem ficar expostos às toxinas dissolvidas na água quando ocorre a morte 

"bloom" e, conseqüentemente, as células se rompem. 

Estudos de comportamento com o peixe-zebra, Dani9 rerio demonstraram que 

ocorrem alterações significativas na motilidade deste peixe exposto a microcistina-LR 

dissolvida na água mesmo na concentração de O,5J.1g. L"t, além da supressão da produção de 

ovos (Beganz et al., 1998). 

Em corpos d'água com a ocorrência de intensos "blooms", a mortalidade de peixes 

sempre foi atribuída à hipoxia devido a alta demanda de oxigênio necessária para decompor 

um "bloom" em fase senescente. Em lagos do Chile central, a dominância da espécie 

Microcystis aeruginosa coincidiu com uma mortalidade massiva de carpas (Zambrano & 

Canelo, 1996). No entanto, em muitos casos, o nível de saturação de oxigênio da água era 

suficiente para não causar este efeito (Bury et al.,1996). Com isto, alguns estudos foram 

feitos para verificar o efeito das toxinas destes "blooms", dissolvidas na água, na troca 

iônica de peixes. 

Bury e colaboradores (1996), expuseram a tilápia o. niloticus a extratos de uma 

cepa tóxica e uma não tóxica de Microcystis aeruginosa e observaram uma significativa 

hipocalcemia no plasma dos peixes expostos às duas cepas. Ambas as cepas também 

inibiram a absorção de Ca +2 na membrana oasolateral das brânquias assim como no retículo 

endoplasmático. Neste caso, evidenciou-se um efeito maior de outras substâncias desta 

cianobactéria, além da microcistinas, no transporte de cálcio deste peixe. Em 1998, Bury et 

ai., verificaram que substâncias obtidas em extratos hidrofóbicos de cianobactérias tóxicas, 

mais precisamente ácidos graxos, são inibidores potentes de nitrofenol fosfatase - K+ 

dependente de brânquias de O. niloticus. Estes autores observaram que estas substâncias 
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- ores mais eficientes que a toxina microcistina-LR. Essa enzima atua em conjunto 

_ a - / K+ -ATPase, portanto sua inibição atua indiretamente no balanço de sódio do 

- e. gerando um desequílibrio osmótico. 

Portanto, estes estudos indicaram que compostos lipídicos de cianobactérias são 

imbidores de troca iônica mais potentes que toxinas de cianobactérias. Entretanto, Gaete et 

al.( 1994) demonstraram um efeito significativo de microcistina -LR em brânquias da carpa 

Cyprinus carpio. Esta toxina inibiu o funcionamento de enzimas como Na+ / K+, Na+ , 

RC03- e Ca +2 ATPases de maneira dose-dependente, contribuindo para o desequilíbrio 

iônico deste peixe. 

Baseando-se nestes trabalhos, pode-se verificar que mesmo não gerando hipoxia, 

um "bloom" pode provocar alterações no comportamento e até mesmo mortalidade de 

diversos peixes devido às substâncias que liberam no momento da morte e rompimento de 

suas células. 

( Um outro grave problema ecológico que microcistinas dissolvidas na água podem 

gerar é na embriogênese de peixes. Estudos sobre os efeitos de extratos de células de 

Microcystis aeruginosa, contendo esta toxina, no peixe Dan;o rer;o, demonstraram 

aparecimento de mal formações e alta mortalidade dos embriões, sendo que aqueles que 

sobreviveram apresentaram !-1m desenvolvimento larval retardado (Oberemm et ai., 1997, 

Oberemm et ai., 1999). J 
Vários estudos demostraram o efeito de microcistinas na fisiologia de algumas 

espécies de peixe após a ingestão ou injeção intraperitonial destas toxinas. 

No sangue de carpas, as microcistinas levam à mudanças significativas em certos 

índices como: contagem de eritrócitos, hemoglobina, etc. Porém, estas alterações ainda se 

encontraram dentro de valores aceitáveis. Atribui-se essas mudanças, tais como o aumento 
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da contagem de eritrócitos, à alterações morfógicas no órgão alvo da toxina, o fígado, e 

perda de sangue para o mesmo (Navrátil et ai., 1998). 

Microcistinas também afetam os índices bioquímicos de peixes. Rãbergh et 

al.,(1991) observaram um aumento na atividade de enzimas hepáticas tais como lactato 

desidrogenase (LDH), alanina aminotransferase (ALAT) e aspartato aminotranferase 

(ASAT), apenas duas horas após a injeção intraperitonial de microcistina-LR em carpas. 

Carbis et al.(1997), também observaram elevados índices de atividade destas duas últimas 

enzimas em carpas coletadas em um lago afetado por um "blooms" de Microcystis 

aeruginosa. Estes autores consideram que a atividade elevada destas enzimas foi 

correspondente ao estado necrótico de muitas células do figado afetado por esta toxina. 

Estudos mais específicos do efeito de microcistinas em peixes avaliaram a inibição 

de proteínas fosfatases 1 e 2A no figado e os danos histológicos e ultraestruturais causados 

por essa inibição. 

Sahin et ai. (1995) ofereceram por via oral à trutasl2 ncorhynchus mykisi) extratos 

de M aeruginosa contendo microcistinas e verificaram que com uma concentração de 

0,05nM de toxina ocorria uma inibição de 50% da atividade de proteínas fosfatases 1 e 2A 

deste peixe. Esta inibição equivale, segundo estes autores, as mesmas encontradas para 

fosfatase de músculo de ~oelho e figado de camundongo. Assim, fosfatases de peixes 

parecem ser sensíveis a microcistinas igualmente às fosfatases de mamíferos. 

Tencalla & Dietrich, (1997) verificaram que uma dose de 2J.lg de microcistina-LR 

g-l de figado inibe a atividade total de proteínas fosfatases deste tecido em trutas 

(Oncorhynchus mykiss). A concentração de toxina acumulada no figado que proporcionou 

esta inibição foi de aproximadamente 2% da quantidade oferecida através de extratos via 
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indicou que, aparentemente, o trato intestinal de trutas representa uma barreira 

,..,......,........r.HT'" a entrada de toxinas. 

Em situações de intoxicação aguda, a inibição destas enzimas por microcistinas 

provocar alterações morfológicas graves no fígado. 

o salmão do Atlântico é um exemplo de estudos feito para se comprovar o papel de 

"crocistinas em doenças hepáticas que podem ocorrer em peixes. Andersen et al.,(1993) 

expuseram este salmão à doses altas de microcistina-LR e observaram que esta acarretou 

em uma necrose difusa e megalocitose por todo o fígado. Este experimento reproduziu 

exatamente os sintomas encontrados nos salmões criados em fazendas de aquacultura na 

América do Norte, que geraram mortalidade destes peixes e enormes prejuízos para esta 

economIa. 

Em experimentos de injeção intraperitonial de microcistina-LR em carpas (Cyprinus 

carpio), com doses variando de 130 à 550llg. Kg"l de peso corpóreo, o efeito tóxico na 

célula hepática produz vesiculação do retículo endoplasmático, desligamento de ribossomos 

do retículo endoplasmático rugoso, perda das vilosidades das mitrocôndrias, assim como 

dispersão de diversas organelas. Também foi observado uma reorganização de 

microfilamentos, perda da estrutura parenquimal das células e uma grande quantidade de 

células necróticas (Râbergh et al.,1991). 

Este efeito degenerativo das microcistinas no figado pode levar os peixes à morte 

em poucos dias. Foi verificado que trutas que ingeriram, através de células liofilizadas, uma 

dose de 6,6mg de microcistina-LR. Kg-1 de peso corpóreo morreram em um período de 96 

horas. Uma dose 10 vezes menor demonstrou não ser tóxica em uma única ingestão, no 

entanto quando oferecida gradativamente causou danos ao figado (Tencalla et ai., 1994). , 
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Basicamente, a principal diferença dos efeitos no figado observados em peixes em 

re4íaça-lO à mamíferos é o fato que neste último o efeito agudo de microcistina culmina em 

imensa congestão do figado, devido à uma hemorragia intra-hepática. Esta situação não foi 

observada em peixes. Baseados nisto, Rãbergh et al.,(1991) e Kotak et al.,(1996) 

consideraram que a morte em peixes ocorre, não por choque hipovolêmico, como nos 

mamíferos, e sim pela falência funcional do figado, devido a intensa necrose de suas 

células. 

Estes mesmos autores também observaram efeitos nos rins, tais como: necrose 

tubular e dilatação da cápsula de Bowman. Os efeitos nos rins foram mais intensos do que 

em mamíferos e a isto foi atribuído o fato de que rins de peixes ficam expostos por mais 

tempo às microcistinas, pois os peixes levam mais tempo que mamíferos para sofrem o 

efeito letal de microcistinas. 

Uma vez intoxicados, os peixes podem excretar microcistinas acumuladas no 

figado. A principal via de excreção é a bile (Sahin et aI., 1996). Além disso, alguns estudos 

sugerem existir uma metabolização desta toxinas. Pflugmacher et al.(1998) observaram que 

este processo se inicia com a formação de um composto mais polar que as microcistinas 

através de uma reação enzimática. 

A excreção realizada. por estes peixes é de extrema importância, visto que toxinas 

acumuladas em seus tecidos podem ser repassadas na cadeia alimentar. 

A bioacumulação de microcistinas foi verificada por Williams et al.(1997a), em 

salmão do Atlântico que se alimentava de larvas de caranguejo. As larvas filtradoras 

apresentavam altas concentrações de microcistinas e quàndo ingeridas, estas toxinas eram 

acumuladas pelo salmão, causando sérios danos ao figado deste peixe. Este fato ocasionou 
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grandes prejuízos econômicos a países que os criam com fins comerciais, tais como E.U.A 

e Canadá. 

No Rio de Janeiro, nos últimos anos, tem havido uma diminuição na produção 

pesqueira na Lagoa de Jacarepaguá concomitantemente com a ocorrência de freqüentes e 

duradouros "blooms" tóxicos de cianobactérias no local. Esta lagoa, localizada na zona 

oeste da cidade, apresenta uma comunicação indireta com o mar através da Lagoa da Tijuca 

e recebe uma grande quantidade de esgoto doméstico e industrial o que a toma eutrófica e 

bastante poluída (Fernandes, 1991). Portanto, ainda não se pode fazer uma relação direta 

entre os dois eventos citados acima. Entretanto, nas análises feitas no Laboratório de 

Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias, NPPN-UFRJ, a espécie de peixe mais 

consumida desta lagoa, Tilapia rendalli, têm apresentado altas concentrações de 

microcistinas no figado com sintomas de hemorragia hepática já observados. Estas 

hepatotoxinas, também são encontradas nas demais vísceras, ova e no músculo (Magalhães 

et ai., 1999). 

A ictiofauna tem um papel fundamental no ecossistema aquático e possivelmente 

está sendo afetada na Lagoa de Jacarepaguá. Além disso, existe uma comunidade de 

pescadores que depende economicamente da produção pesqueira do. local. Se o músculo 

dos peixes está sendo contaminado com toxinas de cianobactérias, um 'problema de saúde 

pública pode estar sendo gerado na população o consome. 

No Brasil, a introdução de espécies de tilápias tais como: Tilapia rendalli e 

Oreochromis niloticus, em reservatórios de todo o país, principalmente no nordeste, vem 

sendo realizada desde 1956 (Gurgel & Fernando, 1994). O intuito das autoridades é o 

aproveitamento comercial desses reservatórios pela comunidade, além do aumento do 

conteúdo proteico na dieta destas populações mais carentes. 
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No entanto, estes reservatórios, atualmente, têm apresentado condições ideais para · 

dominância de cianobactérias, o que de fato tem sido observado. Entretanto, o 

monitoramento da produção de toxinas por esses organismos é escasso e consequentemente 

o pescado também não é analisado. 

Pouco se sabe sobre o processo de acúmulo destas toxinas nos tecidos de peixes nas 

condições naturais em que vivem e a maior parte dos trabalhos da literatura não utilizaram 

a ingestão oral de células de cianobactérias para verificar os efeitos de microcistinas nesses 

organismos. No entanto, isto é fundamental para que identifique as situações de risco para a 

população. Portanto, um estudo que vise verificar acúmulo, a depuração e efeitos de 

cianobactérias tóxicas em peixes em condições mais próximas à realidade é de grande 

relevância científica e social. 
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2- Objetivos: 

Em face dos dados expostos, este estudo visa contribuir com o conhecimento sobre 

os efeitos da alimentação de Tilapia rendalli com células de Microcystis aeruginosa 

produtoras de microcistinas. Para tanto, teve-se os seguintes objetivos específicos: 

1- Verificar o acúmulo e a depuração de microcistinas em figado e músculo de Tilapia 

rendalli, submetidos a dieta com uma cepa tóxica de Microcystis aeruginosa. 

2- Verificar o efeito de Microcystis aeruginosa tóxica no crescimento de Tilapia 

rendalli. 

3- Contribuir para o estabelecimento de limites máximos aceitáveis de células de 

Microcystis aeruginosa e concentrações de microcistinas em ambientes de 

exploração pesqueira. 
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3- MATERIAL E MÉTODOS: 

Neste trabalho foram realizados quatro experimentos. Em todos eles existiram três 

etapas iniciais de trabalho: o cultivo das cepas da cianobactéria Microcystis aeruginosa, a 

quantificação de microcistinas produzida pela cepa tóxica de Microcystis aeruginosa e a 

coleta e manutenção em laboratório dos peixes da espécie Ti/apia rendalli. Como etapa 

final, em todos os experimentos, foi realizada a extração e a análise de microcistinas no 

fígado e no tecido muscular dos peixes através do método de imunoensaio tipo ELISA. 

3.1) Cultivo das cepas de Microcystis aeruginosa : 

As cepas da espécie Microcystis aeruginosa escolhidas para serem utilizadas nos 

experimentos descritos a seguir foram: 

NPLJ-4 - origem: Lagoa de Jacarepaguá - Rio de Janeiro- RJ 

NPJT -1- origem: Lagoa de Jutumaíba - Araruama - RJ 

NPBR-2 - origem: Represa do Broa - SP 

Essas cepas foram isoladas a partir de amostras de água dos locais citados acima e 

fazem parte da coleção de culturas de cianobactérias do Laboratório de Ecofisiologia e 

Toxicologia de Cianobactérias - NPPN- UFRJ. 

Todas foram cultivadas em meio ASM-1 (Gorham et al.,1964), pR = 8,0, sob 

temperatura de 23 ± 2°C e intensidade luminosa de 22~.m-2.s-1 com fotoperíodo de 12 
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horas e aeração contínua. Os inóculos para iniciar o cultivo foram sempre equivalentes a 

100/0 do volume das culturas e continham aproximadamente lOs cels.rnL-I
. 

3.2) Quantificação de microcistinas produzidas pela cepa NPU·4: 

Dentre as cepas citadas anteriormente, somente NPLJ-4 é produtora de 

microcistinas. Antes do início dos experimentos com esta cepa foi necessário a 

quantificação desta toxina produzida por célula. Este dado é muito importante, uma vez 

que, nos experimentos realizados, o acúmulo de microcistinas em tecidos de peixe foi 

avaliado de acordo com a quantidade de toxina oferecida. 

Para tanto, a cepa NPLJ-4 foi cultivada em um litro do meio ASM-l, como o 

descrito no item 3. 1. O cultivo teve duração de 12 dias, o que corresponde, 

aproximadamente, ao final da fase exponencial de crescimento desta cepa. A cultura foi 

então centrifugada - a l3.000g, originando um concentrado de células com 1,3xl07 

células.mr I
. O mesmo foi congelado, liofilizado e o peso deste material seco foi de 145mg. 

Em uma etapa seguinte foi feita a extração destas células liofilizadas, de acordo com 

a metodologia descrita por Krishnamurthy et ai., (1986), onde uma solução de butanol: 

metanol: água (5 : 20: 75 v/v) foi adicionada ao material seco (seguindo a proporção de 

100rnL de solução para cada 500mg de material seco) . Esta mistura sofreu agitação por 

uma hora e em seguida foi centrifugada, sendo o sobrenadante recolhido. Este 

procedimento foi repetido por três vezes e os extratos, reunidos, foram evaporados à um 

terço do volume inicial. As microcistinas contidas neste extrato final foram parcialmente 

purificadas passando-se o mesmo em um cartucho de CI8 que em seguida foi eluído com 

20rnL de água deionizada, 20rnL de metanol 20% e 20rnL de metanol 100%. Esta última 
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3.3 Manutenção de Tilapia rendalli em laboratório: 

3.3.1) Coleta dos peixes: 

Para a realização do teste inicial e dos dois primeiros experimentos, as tilápias 

foram coletadas em um pequeno lago pertencente a um "Pesque e Pague" no bairro de 

Campo Grande- RI, onde foi verificado não haver presença de cianobactérias na água. 

Já no terceiro experimento, as tilápias foram coletadas em um tanque do Setor de 

Aquacultura, na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, onde também não foi 

verificada a presença de cianobactérias na água. 

A coleta destes peixes foi feita com tarrafa de malha fina, sendo selecionados peixes 

jovens, com aproximadamente Scm de comprimento, conseqüentemente, não maduros 

sexualmente. Estes organismos foram transportados em sacos plásticos com água do local 

misturadas à água da rede de abastecimento. Estes sacos foram colocados em uma caixa de 

isopor e os peixes assim foram transportados até o laboratório. 

No laboratório, os peixes foram postos nos aquários depois de passarem por um 

período de aclimatação de algumas horas para que a água dos sacos plásticos pudessem 

atingir a mesma temperatura do aquário. 

Antes de todos os experimentos, os' peixes ficaram aproximadamente duas semanas 

no aquário recebendo alimento não tóxico, ração para peixe ornamental comercial, ad 

libinium, para que se aclimatassem ao novo ambiente. Assumiu-se que este alimento não 

continha microcistinas, pois a descrição de sua composição pelo fabricante não mencionava 

o uso de nenhum produto de origem de cianobactérias. 
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3.3.2) Montagem e monitoramento dos aquários: 

Os aquários utilizados nos experimentos foram retangulares, de vidro e com 

capacidade para 80L, aproximadamente. Todos receberam 60L de água da rede de 

abastecimento filtrada em filtro de membrana de fibra de vidro para uso doméstico. O cloro 

foi removido com a adição de hipossulfito de sódio (marca Pet Vita, 1 gota! litro). 

No primeiro e no segundo experimento, os aquários continham um filtro externo 

vertical de cascalho com uma cobertura de lã de vidro. A água do aquário era sugada 

através de uma mangueira fina de silicone, passava pelo filtro externo e era devolvida ao 

aquário, através de uma bomba submersa (Better) ligada à outra mangueira de silicone. O 

excesso de partículas em suspensão ficava retido neste filtro. Por conta disto, foi necessário 

trocar a lã vidro a cada dois dias. 

Nos dois últimos experimentos, foi montado no fundo dos aquários um filtro 

biológico com aproximadamente 4cm de espessura. Fixado ao fundo deste filtro, havia um 

cano de pvc que sustentava um bomba submersa (Better) na superficie da água. Esta 

bomba, então, sugava a água que havia passado pelas camadas do filtro e a relançava na 

superficie do aquário, junto com bolhas de ar. 

Todos os aquários foram envoltos com papel opaco para que os peixes não 

sofressem com algum estresse visual. 

A temperatura da água dos aquários se manteve entre 23,5 ± 0,50e, o pH oscilou 

entre 5,5 e 6,5 e o oxigênio dissolvido apresentou valores entre 55% e 70% de saturação no 

final e no início dos experimentos, respectivamente. 
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3.4) Teste inicial: Estabelecimento do método para fornecimento de cianobactéria 

tÓIÍaà Túapia rendalli: 

Para se iniciar os experimentos principais de acumulação foi necessário determinar 

o melhor método para se oferecer as células de Microcystis aeruginosa aos peixes, uma vez 

que o oferecimento das células livres no aquário não permitiria saber a quantidade exata de 

células ingeridas. 

Para tanto, o primeiro passo foi cultivar IL da cepa NPLJ-4 e centrifugar a cultura 

para concentrá-la (ítem 3.2). 

Primeiro método testado: 

1- l7,4g de ração comercial para peixes ornamentais foram embebidas em 0,6 mL 

de cóncentrado de células da cepa NPLJ-4, correspondendo a um concentração 

de 8,3 xl06 células por grama de alimento. 

2- Este material foi seco em estufa (50°C) para que este alimento fosse oferecido 

em pequenos pedaços aos peixes. 

o alimento depois .de seco não manteve consistência ao ser posto em um frasco com 

água, se dissolvendo completamente, por Ísso outro método foi testado: 

Segundo método testado:· 

1- O,8g de ágar foram dissolvidos em 3~ mL de água deionizada, aquecendo-se 

até a temperatura de 86°C. 
-=--" -~, 
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2- Após a dissolução, esperou-se a temperatura baixar até aproximadamente 

50°C e acrescentou-se 1,2mL de cultura concentrada da cepa NPLJ-4, 

correspondendo a um concentração de 7,51 x106 células por grama de alimento. 

3- Imediatamente acrescentou-se --±,~g de ração comercial (10% do alimento . , 
, 

total); a mistura foi então homogeneizada e colocada em formas de gelo para 

resfriar e endurecer em geladeira. 

4- Depois de endurecido, o alimento foi partido em pedaços de 

aproximadamente 0,1 cm de diâmetro e colocado em frasco com água para verificar 

se o mesmo mantinha a sua consistência. 

Como o alimento manteve-se consistente em água, decidiu-se testar a aceitação dos 

peixes e quantidade ingerida por dia. 

Após o preparo do alimento, foram colocados sete peixes Jovens, com 

aproximadamente Scm de comprimento, em um aquário montado e monitorado como o 

descrito no item 3.3 .2. Os sete peixes foram alimentados diariamente pela manhã, por cinco 

dias, com o alimento preparado e cortado em pedaços pequenos como descrito 

anteriormente. O modo de oferecimento foi ad libinium, ou seja, ofereceu-se até o momento 

em que os peixes paravam de ingerir os pequenos pedaços. Como o alimento havia sido 

pesado anteriormente, soube-se o quanto os sete peixes haviam ingerido descontando o 

peso final do peso inicial do alimento. 

No final do experimento, soube-se que cada peixe ingeriu em média Ig de alimento 

por dia. Este foi o peso de alimento oferecido em todos os experimentos seguintes, sendo o 

modo de preparo também o mesmo, ou seja, ágar em concentração de 2% e ração em 

concentração de 10010. O que variou em cada experimento foi a quantidade, a presença de 
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células (no caso dos controles não foram adicionadas células) ou a sua concentração. Além 

da presença ou não de ração no alimento. 

3.5) Primeiro experimento: Acúmulo e depuração de microcistinas em tecidos de 

Tilapia rendalli : 

Para este experimento, três aquários foram montados como descrito no ítem 3.3.2 

desta seção. Cada aquário recebeu 20 peixes, com aproximadamente Scm de comprimento. 

Um aquário foi selecionado para receber o alimento controle e os outros dois aquários 

receberam alimento tóxico, ou seja, contento células da cepa NPU-4. 

Para preparar o alimento tóxico, foi feito um cultivo de 9L da cepa NPLJ-4 como o 

descrito no Ítem 3.1 desta seção. Ao final do cultivo a cultura foi desmontada e concentrada 

em um filtrador tangencial (Millipore) à aproximadamente lL. Com o concentrado, foi feita 

a contagem das células em microscópio óptico, utilizando-se a câmara de contagem Fucks­

Rosenthal. O número de células encontrado foi de 4,32 x 108células.mL°1
. 

Neste experimento ofereceu-se uma concentração de 20,4J.1g de microcistinas por 

grama de alimento, equiva.lente L2,.6_xl08células.g01
. Para o preparo tanto do alimento 

contendo as células tóxicas da cepa NPLJ-4 quanto do alimento controle utilizou-se o 

método descrito no Ítem 3.4 desta seção. 

O experimento durou 1 mês e foi dividido em duas fases: nos quinze primeiros dias 

cada peixe dos dois aquários-teste recebeu 19 de alimento tóxico por dia. Foi a chamada 

"fase de acúmulo de microcistinas". Nos últimos quinze dias, os peixes destes aquários 

passaram a receber, diariamente, o alimento controle, na mesma proporção anterior. Foi a 
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ch:::m;:ida "fase de depuração de microcistinas". O aquário controle recebeu diariamente o 

a....u~LUO controle, na mesma proporção dos aquários-teste, durante todo o experimento. 

A cada três dias, dois peixes de cada aquário foram retirados utilizando-se um 

puçá" feito com rede de nylon. Os peixes foram mortos por resfriamento e em seguida 

dissecados com bisturi para a retirada do figado e da quantidade máxima possível de 

músculo. O figado e o músculo de cada peixe foram pesados e reunidos, ou seja, havia um 

becker com os figados ou músculos teste e um com os figados ou músculos controles. Em 

seguida, todos foram levados à extração. 

Todos os dias as fezes foram retiradas de cada aquário para a verificação da possível 

presença de microcistinas neste material, além de células de Microcystis aeruginosa não 

digeridas. As fezes foram recolhidas e congeladas e posteriormente extraídas e analisadas 

pelo método de imunoensaio tipo ELISA. 

Um volume de lL da água de cada aquário foi retirado, a cada três dias, para a 

verificação da presença de microcistinas dissolvida, sendo este volume reposto com água 

filtrada. 

3.6) Segundo experime~to: Acúmulo de microcistinas em tecidos de Ti/apia rendalli 

alimentadas sem ração. 

Neste experimento, semelhante ao anterior, três aquários foram montados como 

descrito no ítem 3.3 .2. Cada aquário recebeu 21 peixes com aproximadamente Scm de 

comprimento. Um aquário foi selecionado para receber o alimento controle e os outros dois 
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aquários receberam um o alimento tóxico, contento células da cepa NPLJ-4 e o outro um 

alimento preparado com células da cepa NPJT -1, não tóxica. 

Inicialmente pretendeu-se verificar a diferença entre o crescimento de peixes 

alimentados com uma cepa tóxica e com uma cepa não tóxica. O alimento preparado com 

ambas as cepas não continha ração. 

As cepas foram cultivadas em 9 L de meio (ítem 3.1) e concentradas à lL (ítem3.5). 

O concentrado da cepa NPLJ-4 continha 3,2 x 108 células.mL°1 e o concentrado da cepa 

NPJT-l continha 2,4 x 108 células.mL°1
. O preparo dos alimentos foi realizado como 

descrito no Ítem 3.4, exceto pela não adição de ração. O alimento controle, contendo ração, 

também foi preparado como descrito no Ítem 3.4. A concentração de microcistinas no 

alimento tóxico foi de 14,611g por grama, o que correspondeu à uma concentração de 

1,9xl08 células. g-1 de alimento. Esta concentração de células foi utilizada no preparo do 

alimento não-tóxico. 

Cada peixe foi alimentado, diariamente pela manhã, com 19 de alimento por dia. 

Sendo que todo o alimento oferecido foi sempre ingerido em no máximo 5 minutos. Esta 

comprovação feita através observação detalhada do comportamento dos peixes após cada 

etapa de alimentação. 

Três peixes foram retirados de cada aquário a cada sete dias, tendo sido o 

experimento planejado para durar 7 semánas. Os peixes retirados dos aquários foram 

analisados da mesma forma que no experimento anterior. 
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3.7) Terceiro experimento: Acúmulo de microcistinas em tecidos de Tilapia rendalli 

alimentadas com células rompidas e efeitos no crescimento. 

Este experimento, teve o mesmo objetivo do experimento anterior, ou seja, 

comparar o crescimento de peixes alimentados com uma cepa tóxica e outra não-tóxica. 

A montagem dos aquários foi igual ao experimento anterior, contendo cada aquário 

18 peixes de aproximadamente 5cm de comprimento. O experimento teve duração de 6 

semanas e três peixes de cada aquário foram retirados a cada sete dias. Os peixes foram 

mortos e dissecados como no ítem 3.5 até o momento da extração e análise de microcistinas 

nos tecidos. 

A cepa não tóxica escolhida foi NPBR-2. Esta cepa e a NPLJ-4 foram cultivadas em 

9L de meio e concentradas a 1L (ítens 3.1 e 3.5). A cepa NPLJ-4 chegou à uma 

concentração de 4,45 x 108 células.mL"l. A concentração de microcistinas foi de 29,2p.g por 

grama de alimento, o que correspondeu à uma concentração de 3,8x108 células.g"l de 

alimento. O concentrado da cepa NPBR-2 chegou a 6,63 x 108 células.mL"1 e para o 

preparo do alimento foi utilizado a mesma concentração de células.g"l presente no alimento 

tóxico. O alimento controle foi preparado na mesma quantidade e, em todos os aquários, 

cada peixe foi alimentado, diariamente pela manhã, com Ig de alimento durante os 42 dias 

do experimento. 

Neste experimento a ração foi novamente acrescentada pois, deste modo, se 

houvesse uma diferença significativa entre o crescimento dos peixes alimentados com a 

cepa tóxica e a não-tóxica, a mesma não poderia ser atribuída à uma possível diferença 

nutricional. 
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Além disso, o concentrado de células da cepa NPLJ-4, depois de ter suas células 

contadas, foi exposto à uma ultrasonicação de 80mA por 9 minutos para que as células 

fossem rompidas e as toxinas ficassem disponíveis na solução. Assim, o volume do 

concentrado adicionado ao alimento, continuou tendo o mesmo número de células e 

concentração de microcistinas planejado, estas apenas ficaram livres na solução. Isto foi 

feito para que fosse potencializado o efeito dessas toxinas nos peixes e para que fosse 

observada uma possível diferença no processo de acúmulo de microcistinas nos tecidos. A 

cepa não-tóxica não foi exposta à ultrasonicação. 

A tabela I apresenta o desenho experimental básico dos três experimentos. Fazendo­

se uma correlação com ambiente, cada experimento poderia representar uma situação 

ecológica distinta. O primeiro poderia representar uma situação onde os peixes, por um 

período, se alimentam de células tóxicas, mas dispõem de outras fontes alimentares, sendo 

que haveria um período seguinte onde as células tóxicas deixariam de ocorrer no· ambiente 

e os peixes não as ingereria mais. O segundo experimento representaria uma situação de 

dominância ou "bloom" de M aeruginosa tóxica, onde os peixes não teriam outra opção 

nutricional. E o terceiro experimento seria equivalente a um "bloom" tóxico em fase 

senescente, cujas células estão sendo rompidas e ingeridas pelos peixes, havendo no 

entanto, outras fontes de alimento aos mesmós. 
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Tabela I - Condições experimentais utilizadas nos 3 experimentos 

Experimentos 

1º 

2º 

3º 

C - controle 
T-teste 

Duraçio 
(dias) 

30 

28 

42 

Ma - Microcystis aeruginosa 

Fases 

1!)acúmulo 

IS dias 

2!) depuração 

IS dias , 

acúmulo 

acúmulo 

No. de peixes Tipo de alimento 
nos oferecido 

aquários (lgpor 
peixe) 

C- ágar+raçilo 
30 T- ágar+raçilo+ Ma. 

tóxica 

30 C- ágar+raçilo 
T- ágar+raçilo 

C- ágar+raçilo 
Ti- ágar+ M. a. tóxica 

63 TI- ágar + Ma.l 
nilo-tóxica 

C- ágar+raçilo 
Ti- ágar+ração+ M.a. 

54 tóxica 
rompida 
T2-ágar+raçilo+ Ma.2 
não-tóxica 

Concentração Concentraçio de Intervalo (dias) 
de células. g-l de e n!-de peixes 

microcistinas alimento retirados 
(Jlg.g-l de por 
alimento) aquário 

J 

20,4 2,6x lO! 3 dias!2peixes 

3 diasl2 peixes 
Fezes -3 dias 

14,6 1,9 x 10~· 7 dias! 3 peixes 

29,2 3,8 x 108 7 dias! 3 peixes 
, 
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3.8) Extração e análise de microcistinas nas amostras de tecidos de Ti/apia rendalli: 

3.8.1) Extração: 

A extração das amostras de figado e músculo dos peixes foi realizada seguindo a 

metodologia citada em Magalhães & Azevedo (1997). 

Os figados e músculos, previamente pesados, foram postos em beckers (como 

descrito na seção 3.5) e a eles foi adicionado 10mL de metanol 100010. Foram agitados por 1 

hora, centrifugados e o sobrenadante recolhido, sendo este procedimento repetido mais uma 

vez. Os dois extratos resultantes foram unidos e colados em um funil de decantação. Em 

seguida, procedeu-se uma partição com hexano para a retirada do excesso de lipídios. Para 

isto, adicionou-se 20 mL deste solvente ao extrato metanólico, sendo a mistura, então, 

agitada. Este processo foi repetido por três vezes. A fase metanólica foi separada e levada a 

evaporação até a secura total. 

Após esta etapa, o extrato seco, retido no frasco, foi ressuspenso em 20mL de água 

deionizada e esta solução foi passada em um cartucho de octadecilsilano (eIS) para um 

purificação parcial das microcistinas. O cartucho foi eluído com 30mL de água deionizada, 

30mL de metanol 20% e 50rnL de metanol 100%, sendo esta última fração evaporada à 

secura total. 

O material seco foiressuspenso em ImL de água deionizada e filtrado em filtro de 

nylon ou celulose regenerada com poro de 0,45I1m. Este volume foi mantido em freezer até 

a posterior análise de microcistinas por imunoensaio tipo ELISA. 
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É importante ressaltar que toda a quantidade de microcistinas extraída dos tecidos se 

refere à microcistinas livres, pois no momento em que essas toxinas se ligam as proteínas 

fosfatases não podem ser extraídas, uma vez que esta é uma ligação covalente irreversível. 

No primeiro experimento, as fezes dos peixes e algumas amostras da água do 

aquário também foram processadas para análise de microcistinas por imunoensaios tipo 

ELISA. 

As fezes foram extraídas seguindo a metodologia descrita por Krishnamurthy et aI., 

(1986) para células (ítem 3.2), tendo como a única diferença a análise por ELISA e não por 

HPLC. 

A análise da água seguiu a metodologia descrita por (Tsuji et ai., 1994). Para tanto, 

1 L de cada aquário teste foi retirado, estes foram reunidos e passados em cartucho de CI8 

previamente ativado com 20ml de metanol 100% e 20rnl de água deionizada . Em seguida o 

cartucho foi eluído com 20ml de água deionizada, 20rnL de metanol 20% e 20rnL de 

metanol 100%. Esta última fração foi passada em um cartucho de sílica gel ativada com 

30ml de metanol 100%. Esta sílica foi eluída com 30rnL de metanol 100% e 50rnL de uma 

solução de água: metanol: ácido trifluoracético (10: 89.9: 0,1 v/v). Esta última fração foi 

totalmente seca. O material retido no frasco foi ressuspenso em 1 rnL de água e filtrado 

como na última etapa da extração dos tecidos. 
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3.8.2) Análise das amostras por imunoensaio tipo ELISA: 

Todas as amostras de figado, músculo, fezes e água foram analisadas pelo método 

de imunoensaio tipo ELISA para detecção microcistinas desenvolvido por Chu et 

aJ.,(1990). 

o método utilizado na análise de microcistinas é o chamado ELISA competitivo 

direto. O seu princípio se baseia na identificação de um antígeno (a microcistina) através de 

um anticorpo específico fixo à uma fase sólida (geralmente uma placa de material inerte). 

Ou seja, uma placa com anticorpos específicos fixos é incubada com a amostra contendo o 

antígeno e com um conjugado composto de antígeno ligado a uma enzima, neste caso a 

peroxidase. O antígeno ligado à enzima e o não ligado (a amostra) competem pela ligação 

com os anticorpos, sendo que a amostra tem a vantagem de ter sido incubada primeiro. 

Após a reação, a placa é lavada e somente o que foi ligado aos anticorpos permanece. O 

substrato da enzima é adicionado e a reação substrato-enzima é colorimétrica. Todas as 

microcistinas que existirem nas amostras se ligarão aos anticorpos, os que ficarem livres se 

ligarão ao conjugado microcistina-enzima. Portanto, o resultado é expresso de acordo com 

as absorbâncias das amostras e quanto mais reação de cor houver, menos toxina existe na 

amostra. A quantificação é obtida através da comparação das absorbâncias das amostras 

com as dos padrões de microcistinas. 

F oram utilizados nestas análises "kits" de ELISA específicos para microcistinas da 

empresa americana Envirologix Inc. (catálogo no. EP 022). 

Cada amostra analisada foi antes diluída com água deionizada para que, assim, a 

concentração de microcistinas da amostra estivesse dentro da faixa de concentração dos 
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padrões do "kit", ou seja, para que fosse possível a interpolação dos valores de absorbância 

das amostras na curva padrão obtida e assim, a quantificação pudesse ser feita. Além disso, 

cada diluição foi analisada em duas réplicas. 

3.9) Análise estatística dos dados morfométricos de Ti/apia rendalli : 

As médias de peso e comprimento dos peixes obtidos nos três tratamentos durante 

os dois últimos experimentos foram testados através de uma análise de variância, para 

verificar se houve uma diferença significativa entre os tratamentos. Utilizou-se o teste de 

Duncan, quando uma diferença foi observada com o objetivo de se identificar quais 

tratamentos diferiram entre si. Ambos os testes foram realizados a um nível de significância 

de 5% (Bieguelman, 1988). 

Estas análises foram realizadas através do programa de Software STATISTICA. 

33 



REsuL TADOS E DISCUSSÁO: 

4.1) Teste inicial: Estabelecimento do método para fornecimento de cianobactéria 

tóxica à Tilapia rendalli: 

Este teste foi realizado para que se estabelecesse a metodologia utilizada nos 

experimentos seguintes. O composto feito de células de Microcystis aeruginosa e ração em 

uma matriz gelatinosa feita de ágar, demonstrou ser a forma de alimento mais adequada a 

ser utilizada. O ágar foi escolhido por ser um produto que fornece uma consistência 

semelhante a uma gelatina, o que permitiu a confecção de "blocos" de alimento 

mensuráveis e que provavelmente não seria tóxico ao peixe, sendo este fato confirmado 

neste experimento, e a ração foi acrescentada para que o alimento fosse nutricional mente 

adequado e atraente ao peixe. 

A tabela II mostra a quantidade de alimento ingerida pelos peixes nos 5 dias de 

teste. O valor médio dos cinco dias, de 19 por peixe, foi o utilizado para o fornecimento 

alimento durante os experimentos seguintes. 

Tabela II - Peso do alimento oferecido e ingerido por Ti/apia rendalli no teste inicial 

Peso inicial do Peso final do Quantidade Quantidade '"V' 
Dias 

. 
ingerida por ;/ 

alimento (g) 
,alimento (g) ingerida pelos 7 

indivíduos (g) indivíduo (g) 

1 14,0 6,6 7,4 1,06 

2 14,0 7,2 6,8 0,97 

3 14,0 7,0 7,0 1,00 

4 14,0 6,1 7,9 1,13 

5 14,0 7,0 7,0 1,00 
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4,2) Primeiro experimento: Acúmulo e depuração de microcistinas em fígado e 

músculo de Tilapia rendalli. 

A presença de microcistinas (MCIST) no figado e no músculo de Ti/apia rendalli, 

alimentada durante 15 dias com a cepa tóxica NPLJ-4, está representada na figura 1. 

Pode-se observar que já no terceiro dia de experimento, na fase de acúmulo, 

detectou-se a presença de 0,2 J..Lg MCIST.g,lde figado destes organismos. No sexto dia 

encontrou-se 0,6J..Lg MCIST.g,l no figado, o maior valor desta toxina no experimento. Esta 

concentração foi equivalente a 0,48% do total de microcistinas contidas nas células tóxicas 

ingeridas durante os seis primeiros dias (122,4J..Lg) (Fig. IA). Sendo que a ingestão diária de 

cada peixe foi de 20,4/lg de MCIST. Portanto, a maior concentração de microcistinas 

acumulada no figado representou uma percentagem bastante baixa em relação ao total 

ingerido por estes peixes. O trabalho realizado por Tencalla & Dietrich (1997), demonstrou 

que ingestão forçada de 342/lg de MCIST leva à um acúmulo máximo de 1,5% deste total, 

no figado de trutas, em 3 horas. No entanto, neste trabalho, as toxinas foram ingeridas 

livres, através de células liofilizadas, permitindo uma absorção mais rápida pelo trato 

intestinal. No caso deste primeiro experimento, as células contendo microcistinas foram 

oferecidas ao peixes intactas, tendo o peixe que digeri-las antes para absorver as toxinas. 

Após estes seis primeiros dias, a concentração destas toxinas no figado decaiu e, 

em seguida, voltou a aumentar até o final da fase de acúmulo, chegando a 0,1% do total 

ingerido. A partir do 15º dia, na fase de depuração os valores de microcistinas no figado 

voltaram a decair chegando aO, 12/lg.g,1 no final do experimento. No entanto neste período, 
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...-.-ug de microcistinal g de tecido _ Percentagem de acúmulo 

Figura 1. Concentrações de microcistinas e seu percentual de 
acúmulo no fígado(A) e no músculo(B), em relação à dose ingerida 

por Tilapia rendalli no primeiro experimento. 
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2::l::letlItO foi observado no 272 dia, sendo que os peixes já não ingeriam células tóxicas . 

.L""" ........ .OGO.<U" semelhantes foram encontrados por Vasconcelos (1995) em um estudo feito 

exilhões onde também verificou, durante a fase de depuração, alguns aumentos nas 

CO;:lam:Jra - es de microcistinas. De acordo com este autor, este fato possivelmente é 

rrente da metabolização das proteínas fosfatases e, devido ao "tumover" das mesmas, 

essas microcistinas passariam a ser liberadas, sendo possível detectá-las, uma vez que só é 

possível extrair e detectar microcistinas livres. 

No músculo, observou-se que a presença de microcistinas ocorre em 

concentrações bem mais baixas que no figado, obviamente pelo fato deste último ser o 

orgão-alvo destas toxinas. Nos seis primeiros dias, o valor de microcistinas no músculo foi 

de 0,002f..lg.g-1 Um aumento ocorreu no 9º dia, onde foi encontrada uma concentração de 

0,025f..lg.g-1, a maior durante a fase de acúmulo. Este valor representou 0,01% do total de 

microcistinas contidas nas células tóxicas ingeridas durante os nove dias. Durante a fase de 

depuração, as concentrações de microcistinas permaneceram baixas como foram a partir do 

92 dia, mas no 242 dia encontrou-se O,045f..lg.g-1, o valor mais alto desta toxina no músculo 

durante este experimento (Fig. lB). 

Neste experimento? a cinética das concentrações de microcistinas no figado e no 

músculo mostrou que os dois maiores valores de concentração no músculo foram 

equivalentes aos valores mais baixos no figado, indicando uma possível transferência destas 

toxinas do figado para o músculo. Vale ressaltar que a maior concentração de microcistinas 

encontrada no músculo ocorreu na fase de depuração, nove dias após ser interrompida a 

ingestão de células tóxicas. Além da hipótese da transferência, este aumento também pode 

ser o resultado da liberação de microcistinas antes ligadas às proteínas fosfatases, como foi 
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sugerido acima para o figado. Isto indica que, em uma situação de "bloom", mesmo após o 

desaparecimento das células na água, o músculo de peixes ainda pode estar contaminado 

por vários dias. 

No final da fase de acúmulo, havia 0,34~g.g-1 de microcistinas no figado e 

O,003~g.g-l no músculo. A soma destes totais correspondeu 0,1% do total microcistinas 

ingeridas no período de 15 dias. Já no final da fase de depuração o figado apresentou 

O,12~g MCIST.g-1 e o músculo O,OOl~g MCIST.g-1
, sendo que ambos os valores 

correspondem à um decréscimo de 63% em relação às concentrações encontradas no final 

da fase de acúmulo. 

Durante a fase de depuração, foram analisadas as fezes dos peixes alimentados 

com a cepa tóxica NPLJ-4. Optou-se por não analisar as fezes da fase de acúmulo, devido a 

impossibilidade de se separar a mesma dos restos do alimento tóxico oferecido aos peixes, 

que esporadicamente se depositavam no fundo do aquário onde as fezes posteriormente 

também se acumulavam. 

A concentração de microcistinas encontrada nas fezes foi crescente durante a fase 

de depuração, sendo o maior valor encontrado no último dia, 0,068~g.g-1 de fezes! peixe 

(Fig. 2). A soma das concentrações de microcistinas nas fezes ao longo desta fase fornece 

um valor de 0,162~g.g-1 de fezes! peixe. Este valor correspondeu a 48% do total de 

microcistinas acumuladas no figado e no' músculo, ao fínal da fase de acúmulo. Portanto, 

quase metade da quantidade de toxinas acumuladas em fígado e músculo destes peixes 

foram excretadas nas fezes até o final da fase de depuração. 

Este aumento crescente de microcistinas nas fezes correspondeu à tendência de 

diminuição nas concentrações destas toxinas em ambos os tecidos. Sendo assim, ao final da 

fase de depuração dos 63% de microcistinas que deixaram os tecidos, 48% surgiram nas 
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fezes. Os outros 15% podem ter sido metabolizados. Pflugmacher et ai., (1998) indicaram 

haver a metabolização de microcistinas através de uma reação enzimática no figado que 

forma um composto mais polar, possivelmente menos tóxico que original. Uma outra 

hipótese é a de que esses 15% de microcistinas tenham se ligado novamente às proteínas 

fosfatases e por isso não tenham sido excretados, nem detectados nos tecidos após a 

extração, pois, como já foi dito anteriormente, toda a quantidade de toxinas extraída e 

detectada nos tecidos se refere a microcistinas não-ligadas às proteínas fosfatases, ou seja, 

livres. 

A excreção de microcistinas pelas fezes, verificada neste experimento, está de 

acordo com a literatura que cita a bile como a principal via de excreção destas toxinas 

(Falconer et ai., 1986, citado em Râbergh et al.,1991; Sahin et ai., 1996). 

A água dos aquários não foi trocada em nenhum momento durante o experimento, 

apenas filtrada. Devido a este fato, concluiu-se que poderia ter havido uma contaminação, 

mesmo em pequena escala, desta água pelas fezes que se depositavam e continham 

microcistinas. Portanto, somente para se ter uma idéia da concentração de microcistinas 

dissolvidas nesta água, que poderia também ser fruto de excreção, a mesma foi analisada no 

terceiro e no último dia da fase de depuração. No terceiro dia foi encontrada uma 

concentração de 15,8Ilg.L-I. Este valor correspondeu a aproximadamente 9% do total de 

microcistinas nas células tóxicas oferecidas aos peixes durante toda a fase de acúmulo. 

Contudo, não se pode precisar o quanto deste percentual correspondeu a excreção realizada 

pelos peixes e o quanto correspondeu à contaminação mencionada acima. No último dia 

desta fase e também do experimento foi encontrado um valor de 4,31lg MCIST .L-I. A 

redução de 73% em12 dias na concentração de microcistinas dissolvidas na água indica ter 
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havido um processo de biodegradação dessas toxinas por microorganismos presentes nos 

aquários, ao longo da fase de depuração. Este valor é próximo ao encontrado por outros 

autores. Jones et al.(1994), citado em Chorus & Bartram (1999), afirmaram que o processo 

de biodegradação pode eliminar mais de 90% de microcistinas dissolvidas na água em um 

período de 2 a 10 dias. No entanto, isto vai depender das condições da água, concentração 

inicial de toxinas, temperatura e tipo de microorganismos presentes. 

4.3) Segundo experimento: Acúmulo de microcistinas em tecidos de Tilapia rendalli 

alimentadas sem ração. 

Neste experimento, os peixes foram expostos, durante 28 dias, à três condições 

alimentares: o controle composto de ração e ágar, o tratamento onde receberam células 

tóxicas (NPLJ-4) e o tratamento onde receberam células não-tóxicas (NPJT-1), sendo que 

nos dois últimos, o alimento não continha ração. 

O experimento foi planejado para durar 7 semanas, mas um fato não previsto fez 

com que fosse interrompido no final da quarta semana: os peixes alimentados com a cepa 

NPJT -1 rejeitaram o alimento logo na primeira semana, passando a ingerir esporadicamente 

alguns pedaços de alimento, talvez para manterem um mínimo de sobrevivência. Verificou­

se, posteriormente, que esta cepa-é produtora de geosmina, um metabólito secundário que 

algumas cianobactérias produzem, sendo este, talvez, o motivo da rejeição dos peixes. Os 

peixes do aquário que receberam o alimento tóxico, continuaram se alimentando 
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normalmente e isto possibilitou avaliar o acúmulo de microcistinas nos tecidos em uma 

condição onde o peixe não recebia ração. 

A variação da concentração de microcistinas no figado e no músculo dos peixes 

que receberam as células tóxicas pode ser observada na figura 3. Neste experimento os 

peixes foram analisados a cada sete dias e logo na primeira semana encontrou-se a maior 

concentração de microcistinas no figado, 2,8Jlg.g-1 (Fig. 3A). Este valor corresponde à 

2,8% do total ingerido pelos peixes durante os sete primeiros dias. Este percentual é 

aproximadamente 6 vezes maior que o percentual encontrado no experimento anterior, 

durante o sexto dia de alimentação com células tóxicas, que foi de 0,48% (Fig IA.). A 

partir da primeira semana até o final do experimento, a concentração de microcistinas no 

figado decaiu, atingindo um valor final de 0,23 Jlg.g-l. 

A cinética do acúmulo de microcistina no fígado neste experimento é semelhante 

ao experimento anterior, tendo sua maior concentração na primeira semana, seguida de um 

decréscimo. No entanto, apesar de neste experimento a dose de toxinas ingeridas 

diariamente ter sido menor (14,6Jlg), o percentual inicial de acúmulo de 2,8% foi bem 

maior que o do anterior. A principal diferença entre os dois foi a ausência de ração no 

alimento tóxico deste experimento e esta pode ter sido causa da diferença nos percentuais 

entre ambos. 

As tilápias são capazes de digerír com eficiência células de cianobactérias, devido 

ao pH extremamente baixo (aproximadamente 1) e ao longo comprimento do dueto 

digestivo. No entanto, a absorção de peptídeos pelas células do trato intestinal é baixa 

(Tencalla et aI., 1994). As microcistinas são peptídeos que não são digeridos pelas enzimas 

da maioria dos animais, portanto, sua absorção no intestino de peixes é conseqüentemente 

baixa. No primeiro experimento, os nutrientes contidos na ração presente no alimento 
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tóxico provavelmente competiram com as microcistinas pela absorção e devem ter obtido 

vantagem, por serem mais facilmente digeridos. Essa hipótese explicaria um percentual 

inicialmente mais baixo no primeiro experimento em relação ao segundo que não continha 

ração no alimento tóxico. 

No músculo, foi encontrada uma concentração de 0,07~g MCIST.g01
, no 7Q dia, e 

este valor correspondeu a 0,07% do total ingerido pelos peixes neste período (Fig. 3B), 

sendo o maior percentual de acúmulo no músculo durante este experimento. Mas, a maior 

concentração de microcistinas encontrada foi de 0,076~g.gol no 21Q dia e equivale a menor 

concentração no figado (Fig. 3A), o que talvez pudesse ser explicado também pela hipótese 

de transferência dessas toxinas do figado para o músculo, levantada no primeiro 

experimento. 

Os dois pnmeIros experimentos evidenciaram que o processo de acúmulo de 

microcistina no figado difere do acúmulo no músculo. As maiores concentrações de toxina 

no figado ocorreram na primeira semana, enquanto no músculo as maiores concentrações 

foram observadas na terceira semana. Isto, provavelmente, se deve ao fato do figado ser o 

órgão alvo das microcistinas (Falconer, 1999) recebendo inicialmente as maiores doses de 

toxinas e, possivelmente transferindo-as para o músculo ao longo do tempo. 

O crescimento de Ti/apia rendalli, exposta aos três tratamentos, foi avaliado 

através dos dados de peso e comprimento, obtidos durante este experimento. O tratamento 

em que os peixes receberam a cepa não-tóxica NPJT -1 funcionou basicamente como um 

controle sem alimento, pois os peixes rejeitaram esta cepa, ingerindo quantidades mínimas 

do alimento esporadicamente. A figura 4 mostra os gráficos de crescimento de Ti/apia 

rendalli, neste experimento. 
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Para as análises de variância foram utilizados sempre os valores finais de peso e 

comprimento de cada tratamento. 

o resultado da análise forneceu um valor de F= 9,62 (p< 0,05), indicando que 

houve uma diferença significativa entre as médias dos pesos dos peixes nas três condições. 

Para testar quais tratamentos diferiram entre si, foi realizado o Teste de Duncan ao nível de 

significância de 5% e foi observada uma diferença significativa entre as médias de peso do 

controle e peso dos dois tratamentos com as cepas de Microcystis aeruginosa, sendo que 

estes dois últimos não diferiram entre si. A tabela m mostra os valores de p obtidos. 

Tabela m - Valores de p obtidos pela análise de variância dos pesos dos peixes ao 

final do segundo experimento. Os valores em vermelho indicam a diferença 

significativa que houve entre os tratamentos 

Controle Cepa não -tóxicaNPIT-1 Cepa tóxicaNPLJ-4 

Médias de peso (g) 15,730 7,330 7,630 

Controle -p 0,038 0,009 

Cepa não -tóxica NPIT-l -P 0,038 0,894 

Cepa tóxica NPLJ-4 -P 0,009 0,894 
1 
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As médias do comprimento também foram testadas e o resultado da análise de 

variância forneceu um valor de F= 10,16 (p< 0,05), indicando que houve uma diferença 

significativa entre as médias dos peixes nos três tratamentos. Para testar quais tratamentos 

diferiram entre si, o Teste de Duncan foi aplicado ao nivel de significância de 5% e uma 

diferença significativa foi observada entre as médias de comprimento do controle e dos dois 

outros tratamentos sendo que estes dois últimos não diferiram entre si, como demonstra a 

tabela IV. 

Tabela IV - Valores de p obtidos pela análise de variância dos comprimentos dos 

peixes ao final do segundo experimento. Os valores em vermelho indicam a diferença 

significativa que houve entre os tratamento. 

Controle Cepa não-tóxica NPIT-l Cepa tóxica NPLJ-4 

Médias de comprimento (cm) 9,460 7,760 7,800 

Controle -p 0,035 0,008 

Cepa não -tóxica NPIT-l - p 0,035 0,941 

Cepa tóxica NPLJ-4 - p 0,008 0,941 

Estes resultados indicam que os. peixes alimentados com as cepas tóxica e não­

tóxica tiveram um crescimento reduzido em relação ao controle. No entanto, no tratamento 

com a cepa tóxica, não se pode precisar se este efeito foi decorrente da intoxicação com 

microcistinas e/ou de uma deficiência nutricional, como provavelmente aconteceu com a 

cepa não-tóxica. 
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4.4) Terceiro experimento: Acúmulo de microcistinas em tecidos de Ti/apia rendalli 

alimentadas com células rompidas e efeitos no crescimento. 

Neste experimento, Ti/apia rendalli foi exposta, durante 28 dias, a três tipos de 

alimento: controle, alimento contendo células da cepa não-tóxica NPBR-2 e alimento 

contendo células da cepa tóxica NPLJ-4 previamente lisadas, com uma concentração de 

microcistinas de 29,2J.lg.g-t, portanto, superior aos experimentos anteriores. Em todos os 

tratamentos os alimentos continham adição de ração. 

A cinética de acúmulo de microcistinas nos tecidos foi diferente em relação aos 

experimentos anteriores. Na figura SA pode-se observar que, neste experimento, a maior 

concentração de microcistinas encontrada no figado, (1,7J.lg.g-l) ocorreu no 42º dia, ou seja, 

última semana do experimento. Ao contrário dos dois experimentos anteriores onde a maior 

concentração no figado ocorreu na primeira semana. 

No músculo, o maior valor de microcistina (0,096,...g.g-l) ocorreu no 14º dia, 

segunda semana (Fig. SB), o que também difere dos experimentos anteriores que 

apresentaram as maiores concentrações nas últimas semanas. 

A principal diferença entre este experimento e os dois primeiros é o fato das 

células tóxicas oferecidas aos peixes terem sido rompidas, ou seja as toxinas presentes no 

alimento estavam mais disponíveis. 

A maior disponibilidade das microcistinas pode ter facilitado a absorção, o que 

levou à um aumento crescente da concentração destas toxinas no figado. No entanto este 
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aumento não foi proporcional à dose ingerida pois o percentual de acúmulo foi decrescente 

(Fig.SA). 

Como já ressaltado, a concentração máxima de microcistinas encontrada no figado 

ocorreu no final do experimento. Entretanto, este valor não superou a maior concentração 

ocorrida na primeira semana do segundo experimento, mesmo havendo uma ingestão diária 

mais alta (29,2Ilg) e as microcistinas estarem mais disponíveis. Uma hipótese para esta 

observação é fato de que microcistinas livres podem estar expostas aos ácidos do sistema , 
• digestivo das tilápias e consequentemente mais expostas a degradação, pois como já 

demonstrado em estudos anteriores, valores baixos de pH provocam a degradação de 
I 
• microcistinas (Nicholson et ai., 1994). 

No alimento tóxico deste experimento foi adicionado ração, portanto a hipótese de 

competição com as microcistinas pela absorção, também se aplica como no primeiro 

experimento. 

Uma outra hipótese para a cinética do acúmulo de microcistinas neste experimento 

é que até o 212 dia, no figado, ou 142 dia no músculo, o aumento da concentração de 

microcistinas livres poderia ter ocorrido devido a maior facilidade de absorção das toxinas 

que estavam livres. A partir de então, houve um decréscimo ocasionado provavelmente pela 

ligação da maior parte das microcistinas às proteínas fosfatases. Na fase final do 

experimento, o aumento ocorrido possivelmente pode ser explicado pela liberação destas 

toxinas devido à metabolização destas proteínas fosfatases, uma vez que este aumento não 

correspondeu ao percentual acumulado, em relação ' à dose ingerida. Entretanto, estudos 

bioquímicos sobre a cinética de absorção desta toxina precisariam ser realizados para a 

comprovação ou rejeição destas hipóteses aqui levantadas. 
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A figura 6 mostra os gráficos de crescimento de Tilapia rendalli, nos três 

tratamentos: controle, alimento com a cepa tóxica NPLJ-4 e alimento com a cepa não­

tóxica NPBR-2. O resultado da análise de variância dos valores médios finais de peso 

forneceu um valor de F= 7,92 (p< 0,05), indicando que houve uma diferença significativa 

entre os pesos dos peixes nas três condições. Para testar quais tratamentos diferiram entre 

si, foi realizado o Teste de Duncan ao nível de significância de 5% e observou-se que existe 

uma diferença significativa entre as médias de peso do tratamento com a cepa tóxica e as 

médias do peso dos dois outros tratamentos: controle e tratamento com a cepa não-tóxica, 

sendo que estes dois últimos não diferiram entre si. A tabela V mostra os valores de p 

obtidos. 

Tabela V - Valores de p obtidos pela análise de variância dos pesos dos peixes ao 

final do terceiro experimento. Os valores em vermelho indicam diferença significativa que 

houve entre os tratamentos. 

Controle Cepa não-tóxica NPBR-2 Cepa tóxica NPLJ-4 

Médias de peso (g) 8,430 8,060 5,830 

Controle -p 0,622 0,048 

-
Cepa tóxica NPLJ-4 - P 0,048 0,019 

Cepa não -tóxica NPBR-2-p 0,622 0,019 

As médias do comprimento também foram testadas e o resultado da análise de 

variância forneceu um valor de F= 3,71 (p> 0,05), indicando que não houve uma diferença 

significativa entre as médias dos peixes nos três tratamentos. 
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igura 6. Crescimento de Ttlapia rendalli no terceiro experimento. Gráficos A, B e C representam as 
lédias dos pesos dos organismos no controle, no tratamento com a cepa tóxica NPLJ-4 e 
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desvio padrão de cada valor médio. 
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Portanto, os resultados do crescimento de Tilapia rendalft neste terceiro 

experimento demonstraram que a cepa tóxica NPLJ-4 reduziu o peso deste peixe em 

relação ao controle e ao tratamento com a cepa não-tóxica, no entanto o comprimento nas 

três condições não variou. 

O efeito negativo de cepas tóxicas de Microcystis aeruginosa no crescimento de 

peixes herbívoros também foi reportado por Beveridge et ai. (1993). Uma redução no 

crescimento pode ser causada pela demanda energética do organismo que aumenta sua 

atividade de excreção em resposta à intoxicação por microcistinas. As mudanças no 

metabolismo incluem aumento da atividade renal e da atividade de enzimas de 

detoxificação no figado (Wiegand et ai., 1999). 

No primeiro experimento, também foi possível observar que as fezes, durante a 

fase em os peixes receberam células tóxicas, se apresentou menos firme e consistente em 

relação ao controle, indicando algum distúrbio intestinal causado pelas microcistinas. 

4.5) Discussão geral: 

Os três experimentos desenvolvidos neste trabalho podem ser relacionados à três 

situações ecológicas distintas. No primeiro, as células tóxicas de Microcystis aeruginosa 

foram oferecidas intactas e acompanhadas de ração durante a primeira fase, posteriomente 

os peixes passaram a receber alimento normal, sem células tóxicas. Este modelo 

experimental pode representar uma situação onde os peixes, por um período, se 

alimentariam de células tóxicas, mas disporiam de outras fontes alimentares. Em um 

período seguinte as células tóxicas deixariam de ocorrer no ambiente. 
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o segundo experimento representaria uma situação de dominância ou "bloom" de 

M aeruginosa tóxica, onde os peixes não teriam outra opção nutricional. E o terceiro 

experimento seria equivalente a um "bloom" tóxico em fase senescente, cujas células 

estariam sendo rompidas e ingeridas pelos peixes, havendo no entanto, outras fontes de 

alimento. 

Os resultados obtidos nestes experimentos demonstram processos diferenciados de 

acúmulo de microcistinas no figado e músculo de Tilapia rendalli. Em termos gerais, pode 

se dizer que a situação em que o peixe só disponha de células tóxicas de M aeruginosa 

como fonte alimentar, representada pelo segundo experimento, foi a situação onde ocorreu 

inicialmente o maior acúmulo de microcistinas livres nos tecidos. 

Um acúmulo com concentrações iniciais menores que as da situação anterior, 

porém mais duradouro ao longo do tempo, foi verificado no terceiro experimento, que 

representaria uma situação de um "bloom" senescente. 

O primeiro experimento, indica que peixes ingerindo células intactas junto com 

outras fontes alimentares, acumula menos microcistinas em seus tecidos que nas duas 

situações anteriores. Além disso, uma vez interrompida a ingestão de células tóxicas, estes 

peixes são capazes de excretar essas toxinas em suas fezes. No entanto aumentos 

expressivos nas concentr.àções de microcistinas no músculo ainda podem ser detectados 

vários dias após a interrupção da ingestãó de células tóxicas. 

Nos três experimentos, os aumentos das concentrações de microcistinas seguidos 

de decréscimo, podem estar associados à outros fatores, ruém daqueles discutidos 

especificamente em cada experimento. 

Primeiramente, a excreção de microcistinas, que foi comprovada na fase de 

depuração do primeiro experimento, pode ter ocorrido também na fase de acúmulo e em 
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todo o tempo de duração dos dois outros experimentos. Isto pode ser um dos fatores 

responsáveis pelos decréscimos nas concentrações de microcistinas nos tecidos. 

Além da excreção, os altos e baixos valores de microcistinas detectadas nos 

tecidos podem ser o resultado da metabolização ("tumover") de proteínas fosfatases ligadas 

covalentemente às microcistinas, que no momento de sua degradação liberariam estas 

toxinas no tecido, podendo estas, então, serem extraídas e detectadas (Sahin et 01., 1996). O 

processo inverso também pode ocorrer, ou seja, microcistinas que antes estavam livres no 

tecido, se ligariam covalentemente às proteínas fosfatases, não podendo mais serem 

detectadas. Este fenômeno de desligamento destas proteínas é a hipótese que melhor 

explicaria o aumento na concentração de microcistinas no figado na fase de depuração do 

primeiro experimento, onde já não havia mais a ingestão de células tóxicas (Fig. IA). 

Vasconcelos (1995), em experimentos de acúmulo de microcistinas em mexilhões, 

observou estes mesmo padrão de aumentos na concentração de microcistinas nos tecidos 

destes organismos quando estes já não se alimentavam mais de cianobactérias tóxicas. Este 

autor também levantou a hipótese de metabolização de proteínas fosfatases e liberação de 

microcistinas nos tecidos como uma explicação para esta observação. 

Carmichael (comunicação pessoal) relatou também ter observado este mesmo 

padrão de aumento na concentração de microcistinas nos figados de pacientes intoxicados 

em sessões de hemodiálise em Caruaru. 

Williams et 01. (1997b), em experimentos com microcistinas marcadas 

radioativamente, verificaram que 5 horas após a injeção intraperitonial, aproximadamente 

60% destas toxinas estavam ligadas covalentemente a proteínas fosfatases e 

consequentemente, não detectáveis pela extração com metanol. Um resultado semelhante 

foi obtido por Tencalla & Dietrich (1997), 3 horas após um ingestão forçada de células 
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tóxicas liofilizadas, cerca de 63% de microcistinas estavam ligadas covalentemente a 

proteínas fosfatases. Baseando-se nestes dados da literatura pode-se concluir que os valores 

de microcistinas detectados nos tecidos de Tilapia rendalli em todos os experimentos 

representou uma parte da concentração real presente, que certamente foi maior. 

Em todos os experimentos não houve mortalidade de peixes e nenhum organismo 

apresentou sintomas macroscópicos da intoxicação por microcistinas. Estas toxinas, em 

doses únicas e mais elevadas, quando injetadas intraperitonialmente (550llg.kg-l, Râbergh 

et al.,1991) ou mesmo oferecidas oralmente, através de ingestão forçada (6600Ilg.kg-l, 

Tencalla et ai., 1994) causam a morte de peixes em um período de horas. 

Nos experimentos deste trabalho, as doses diárias oferecidas foram bem menores 

que as citadas na literatura, no entanto, os peixes ingeriram células tóxicas por um período 

que de variou de 15 dias à seis semanas, ou seja, um período de exposição crônica não 

encontrado em trabalhos da literatura. Estas doses diárias de microcistinas foram 

equivalentes ao que se pode encontrar em "blooms" de Microcystis aeruginosa e ao que 

tem sido encontrado no dueto digestivo de tilápias coletadas na Lagoa de Jacarepaguá-RJ 

(Magalhães & Azevedo, 1997), significando que estas são doses que um peixe 

possivelmente ingere em uma lagoa afetada por um "bloom". A não mortalidade dos peixes 

nos experimentos também está de acordo com que se observa nesta lagoa, ou seja, com 

concentrações equivalentes no figado às encontradas nos experimentos, os peixes da Lagoa 

de Jacarepaguá são coletados com aparência "saudável", sem nenhum sintoma 

macroscópico de intoxicação. Peixes hemorrágicos também já foram coletados, no entanto 

as concentrações de microcistinas encontradas nó figado foram bastante superiores 

(Magalhães & Azevedo, 1997). 
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Ti/apia rendalli ingere ativamente colônias Microcystis aeruginosa tóxica em 

florações como foi visto nos trabalhos citados acima e nestes experimentos, onde estes 

peixes não evitaram o alimento tóxico, ao contrário do que foi observado na literatura para 

outras espécies de tilápia (Keshavanath et ai., 1994). Portanto, devem existir mecanismos 

que permitam à estas tilápias sobreviver por longos períodos de exposição às células 

tóxicas. Um deles pode ser a excreção, que impede que o acúmulo de microcistinas seja 

bem maior. Pode haver também uma resistência à concentrações altas destas toxinas no 

figado e/ou detoxificação das mesmas por enzimas presentes neste órgão. Além disso, um 

fator importante seria o baixo pR do dueto digestivo de tilápias, em tomo de 1, que poderia 

promover uma degradação de toxinas durante o processo digestivo. Portanto, estes 

mecanismos possivelmente estiveram envolvidos na sobrevivência das tilápias durante os 

experimentos. 

4.6) Avaliação do potencial de risco do acúmulo de microcistinas em músculo de 

Tilapia rendalli para a população humana. 

A ingestão prolongada de microcistinas é um risco para a saúde humana, uma vez 

que estas toxinas são potentes promotorés de tumores hepáticos (Falconer & Rumpage, 

1996). 

Os resultados dos três· experimentos descritos anteriormente demostram um 

acúmulo de microcistinas no músculo de Ti/apia 'rendalli. Esta espécie de peixe é 

consumida comercialmente e o acúmulo de microcistinas em seu tecido muscular não está 

restrito a experimentos laboratoriais, pois tem sido observado com freqüência em peixes 
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coletados na Lagoa de Jacarepaguá - RJ devido a "blooms" de cianobactérias, como foi 

descrito na seção 1.2 (Magalhães et ai., 1999). 

Os resultados de acúmulo destas toxinas no músculo podem ser compatíveis com o 

que poderia ser encontrado na natureza, pois a concentração oferecida foi equivalente ao 

que o peixe costuma ingerir no ambiente natural, como foi discutido anteriormente. 

A Organização Mundial de Saúde em seu livro intitulado "Toxic Cyanobacteria in 

Water - a guide to their public health consequences, monitoring and management" (Choros 

& Bartram, 1999), estabelece que a ingestão máxima aceitável de microcistina-LR é 

O,04Ilg.Kg-1 de peso corpóreo/dia. 

A figura 7 mostra as concentrações de microcistinas acumuladas nos músculos de 

Ti/apia rendalli nos três experimentos realizados. 

Baseando-se nestes valores, a figura 8 mostra a ingestão diária de microcistinas 

por uma pessoa de 60Kg que consumisse 300g de destes músculos, que foi o peso médio do 

músculo das tilápias coletadas na Lagoa de Jacarepaguá (Magalhães, comunicação pessoal). 

No primeiro experimento, observa-se que uma pessoa, nas condições citadas 

anteriormente, que consuma tilápias que tenham ingerido diariamente por nove dias 20,4flg 

de microcistinas, teria uma ingestão de 0,13 /lg.Kg-1 de peso corpóreo/dia ou seja 

aproximadamente 3 vezes acima do limite aceitável para o consumo diário. Observa-se 

também que nove dias após se interromper o oferecimento de alimento tóxico aos peixes, 

esta ingestão seria de 0,23flg.Kg-1de peso corpóreo/dia. Portanto, pode-se afirmar que 

alguns dias após o término de um "bloom" ou onde os peixes já tenham interrompido a 

ingestão de células tóxicas, o músculo ainda pode apresentar concentrações de 

microcistinas acima do limite aceitável para ingestão diária desta toxina por uma pessoa 

adulta. 
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Nas condições do segundo e do terceiro experimentos, o consumo de 300g destes 

peixes levaria a uma ingestão de quantidades de microcistinas muito acima do limite 

aceitável durante todo o tempo em que os peixes ingeriram as células tóxicas. No 142 dia do 

terceiro experimento, onde os peixes ingeriram 29,2Jlg de microcistinas diariamente, o 

consumo do músculo levaria à ingestão de uma concentração 12 vezes acima do limite 

aceitável (Fig. 8). 

Estes experimentos confirmaram o risco do consumo de peixes durante "blooms" 

ou dominância de Microcistis aeruginosa tóxica. Durante toda a duração deste evento, e 

mesmo alguns dias após o seu término, é muito provável que os músculos apresentem 

concentrações de microcistinas muito acima do aceitável para o consumo humano. 

Fazendo-se a média entre as concentrações de células tóxicas ingeridas 

diariamente pelos peixes nos dois primeiros experimentos (onde as células foram oferecidas 

intactas), obteve-se um valor de 2,3x 108 células. Extrapolando-se esta concentração para a 

água, se os peixes ingerissem ou filtrassem ao menos 1 litro de água diariamente com esta 

concentração de células, 2,3x108
• L-I, em um período de aproximadamente sete dias, já 

apresentariam concentrações de microcistinas no músculo que os tomaria impróprios para o 

consumo humano. 
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Sendo assim, concentrações de células de Microcystis aeruginosa próximas de 

2,3x108
• L-l podem representar um risco para a saúde de populações humanas que 

consomem o pescado deste ambiente aquático e por isso a comercialização deve ser 

interrompida. 
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5- CONCLUSOES: 

1- Ti/apia rendalli, ao ingerir cél1,1las intactas de Microcystis aeruginosa tóxica, acumula 

microcistinas no figado e no músculo, sendo estas toxinas detectáveis nestes tecidos ao 

terceiro dia de ingestão. 

2- Nos dois primeiros experimentos, em que Tilapia rendalli ingeriu células intactas de 

Microcystis aeruginosa, o maior acúmulo de microcistinas no figado ocorreu na 

primeira semana, enquanto que o maior acúmulo no músculo ocorreu na terceira 

semana, sugerindo uma diferença no processos de acúmulo em cada tecido. 

3- A ingestão de células tóxicas intactas de Microcystis aeruginosa por Tilapia rendalli, 

sem a presença de ração permitem, inicialmente, o acúmulo de concentrações maiores 

de microcistinas no figado e no músculo, quando comparadas às células oferecidas com 

ração. 

4- A ingestão por Ti/apla rendalli de c~lulas tóxicas rompidas de Microcystis aeruginosa, 

juntamente com ração, permite o acúmulo de concentrações maiores de microcistinas 

no figado e no músculo, quando comparadas às células oferecidas intactas e com ração. 
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5- Ti/apia rendalli se mostrou capaz de excretar, através das fezes, aproximadamente 50% 

de microcistinas acumuladas em seus tecidos, em um periodo de 15 dias após ser 

interrompida a ingestão de células tóxicas. 

6- Nove dias após ser interrompida a ingestão de células tóxicas, o músculo de Ti/apia 

rendalli apresentou a maior concentração de microcistinas durante o experimento, 

indicando uma possível transferência destas toxinas do fígado para o músculo, ou uma 

liberação destas toxinas. 

7 - Doze dias após ser interrompida a ingestão de células tóxicas, o figado de Ti/apia 

rendalli, apresentou um aumento na concentração de microcistinas, indicando haver 

uma possível liberação de toxinas neste tecido. 

8- A alimentação de Ti/apia rendalli com células tóxicas de Microcystis aeruginosa, em 

concentrações de microcistinas compatíveis com o encontrado no ambiente, não causou 

mortalidade no período de até seis semanas. No entanto, causou redução no ganho de 

peso. 

9- Os três experimentos permitiram verifícar que Ti/apia rendalli, ao ingerir concentrações 

de microcistinas normalmente encontradas em florações tóxicas de Microcystis 

aeruginosa, acumulou microcistinas no músculo em concentrações acima do limite 

aceitável para o consumo diário por uma 'pessoa adulta. Estas concentrações 

permaneceram acima deste limite mesmo após vários dias depois da interrupção da 

ingestão de células tóxicas, por estes peixes. 
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10- Os dados obtidos permitiram verificar que o consumo de Tilapia rendalli proveniente 

de ambientes aquáticos que apresentam florações com um número de células tóxicas 

Microcystis aeruginosa em tomo de 2,3 x l08cels.L-1 pode constituir um sério risco à 

saúde pública. 
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7- ANEXOS: 

7.1) Primeiro experimento: 

Tabela I - Valores de microcistinas nos extratos de fígado analisados por imunoensaio tipo 
ELISA, peso dos fígados e concentração de rnicrocistinas por grama de tecido. 

Fígado Fígado Fígado microcistinas 
ng/ml Pesog ng/g 

10/Jul O O ° 13/Jul 45,3 0,23 196,96 
16/Jul 238,76 0,406 588,08 
19/Jul 61,028 0,712 85,71 
22/Jul 168,8 0,788 214,21 
25/Jul 318,04 0,947 335,84 
28/Jul 78,24 1,218 64,24 
31/Jul 124,56 1,784 69,82 
03/Ago 96,24 1,4 68,74 
06/Ago 189,92 1,049 181,05 
09/Ago 176,9 1,423 124,31 

Tabela II - Valores de microcistinas nos extratos de músculo analisados por imunoensaio 
tipo ELISA, peso dos músculos e concentração de microcistinas por grama de tecido. 

Músculo microcistinas Músculo microcistinas 
ng/ml Peso 9 ng/g 

10/Jul O O ° 13/Jul 7,99 
. 

8,4 0,95 
16/Jul 16,94 8,6 1,97 
19/Jul 223,94 8,8 25,45 
221Jul 27,1 9,772 2,77 
25/Jul 26,92 9,925 2,71 
28/Jul 52,38 10,285 5,09 
31/Jul 56,72 10,782 5,26 
03/Ago 702,76 15,463 45,45 
06/Ago 54,14 12,2 4,44 
09/Ago 16,34 16,35 1,00 
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Tabela TIl - Valores de microcistinas nos extratos das fezes analisadas por imunoensaio tipo 
ELISA, peso das fezes, concentração de microcistinas por grama de fezes e por peixe. 

Fezes microcistinas Peso fezes microcistinas microcistinas 
Fase depuração ng/ml gramas ng/g ng/g/peixe 

28/Jul 836,74 4,86 172,17 8,61 
31/Jul 764,97 2,24 341,5 21,34 
03/Ago 331 ,42 0,99 334,76 27,90 
06/Ago 308,28 1,06 290,83 36,35 
09/Ago 114,4 0,419 273,03 68,26 

7.2) Segundo experimento: 

Tabela IV - Valores de microcistinas nos extratos de figado analisados por imunoensaio 
tipo ELISA, peso dos figados e concentração de microcistinas por grama de tecido. 

Fígado microcistinas Fígado microcistinas 
ng/ml Pesog ng/g 

23/Dez O O O 
30/Dez 565,47 0,2 2827,35 
06/Jan 103,17 0,22 468,95 
13/Jan 105,67 0,54 195,69 
20/Jan 135,97 0,6 226,62 

Tabela V - Valores de microcistinas nes extratos de músculo analisados por imunoensaio 
tipo ELISA, peso dos músculos e concentração de microcistinas por grama de tecido. 

Músculo microcistinas Músculo microcistinas 
ng/ml Pe.so 9 ng/g 

23/Dez O O 
30/Dez 190,9 2,7 70,70 
06/Jan 253 4,9 51,63 
13/Jan 336,3 4,4 76,43 
20/Jan 136,9 3,9 35,10 
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Tabela VI - Dados morfométricos de Ti/apia rendalli nos três tratamentos: 
alimento controle, alimento com cepa tóxica NPLJ-4 e alimento com 
cepa não-tóxica NPJT -1 (P= peso, C= comprimento). 

Controle Peso Comprimento média desvio padrão 

Data 9 cm 
30/Dez 12 8,7 p-10,3 P-1,47 

9,3 8 
9,6 8 C-8,2 C-O,4 

06/Jan 11,4 9 P-9,8 P-2,8 
11,5 8,8 
6,5 7,5 C-8,4 C-O,81 

13/Jan 13,2 9,1 P-11,5 P-1,7 
9,8 8,5 
11,6 8,7 C-8,8 C-O,3 

20/Jan 20,3 10,3 P-15,7 P-4,36 
15,3 9,3 
11,6 8,8 C-9,5 C-O,76 

NPLJ-4 
Data 

30/Dez 9,3 8,3 P-8,1 P-1,3 
6,7 7,1 
8,2 8,1 C-7,8 C-O,64 

06/Jan 9,3 8,6 P-8,8 P-O,92 
9,3 8,5 
7,7 7,9 C-8,3 C-O,38 

13/Jan 10,5 9 P-8,7 P-1,57 
7,6 8 
8 7,7 C-8,2 C-O,68 

20/Jan 8,1 8 P-7,3 P-1,41 
5,7 7,2 
8,2 8,1 C-7,8 C-0,49 

NPJT-1 
Data 

30/Dez 8,7 8,3 P-8,2 P-O,62 
7,5 '7,8 
8,4 8,2 C-8,1 C-O,26 

06/Jan 8,4 8,3 P-7,4 P-1,06 
7,6 7,9 
6,3 7,3 C-7,8 C-O,5 

13/Jan 7,6 7,9 P-7,03 P-O,51 
6,6 7,6 
6,9 7,5 C-7,7 C-O,2 

20/Jan 8 7,8 P-7,6 P-O,4 
7,7 7,9 
7,2 7,7 C-7,8 C-O,1 
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7.3) Terceiro experimento: 

Tabela VII - Valores de microcistinas nos extratos de figado analisados por imunoensaio 
tipo ELISA, peso dos figados e concentração de microcistinas por grama de tecido. 

Fígado microcistinas Fígado microcistinas 
ng/ml Pesog ng/g 

121Mar O O O 
19/Mar 409,55 0,59 694,15 
26/Mar 315,25 0,35 900,71 
02lAbr 1330,85 1,02 1304,75 
09/Abr 200,95 0,77 260,97 
16/Abr 335,55 0,51 657,94 
23/Abr 339,45 0,2 1697,25 

Tabela VIII - Valores de microcistinas nos extratos de músculo analisados por imunoensaio 
tipo ELISA, peso dos músculos e concentração de microcistinas por grama de tecido. 

Músculo microcistinas Músculo microcistinas 
ng/ml Pesog ng/g 

121Mar O O O 
19/Mar 373,95 7,23 51,72 
26/Mar 446,75 4,63 96,49 
02lAbr 271,6 7,11 38,20 
09/Abr 198,75 6,42 30,96 
16/Abr 124,15 5,13 24,20 
23/Abr 184,85 3,46 53,42 
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Tabela IX - Dados morfométricos de Tilapia rendalli no tratamento 
controle (P= peso, C= comprimento). 
Controle Peso Comprimento média desvio padrão 

Data 9 cm 

19/Mar .16,4 9,3 \P-12,5 ..1 P-4,99 
14,3 9,2 I ,"" 

6,9 7,3 C-8,6 C-1,12 

26/Mar 9,2 8,4 P-9,03 P-O,37 
9,3 8,2 
8,6 8 C-8,2 C-O,2 

02lAbr 11,2 8,5 P-11,7 P-O,78 
11,3 8,5 
12,6 8,8 C-8,6 C-O, 17 

09/Abr 7 7,2 P-8 P-O,91 
8,8 8 
8,2 7,8 C-7,6 C-O,41 

16/Abr 10 8,7 P-8,4 P-1,48 
8 7,8 

7,1 7,4 C-8 C-O,66 

23/Abr 7,3 7 P-8,4 P-1,05 
8,6 8 
9,4 8 C-7,7 C-O,58 

Tabela X - Dados morfométricos de Tilapia rendalli no tratamento 
com cepa tóxica NPLJ-4 (P= peso, C= comprimento). 
NPU-4 Peso Comprimento média desvio padrão 

Data 9 cm 

19/Mar 9,2 8 I P-10,8 ~ P-1,47 
12 8,8 -

11,4 8,6 C-8,5 C-O,41 

26/Mar 9,1 8 P-6,5 P-2,4 
4,3 6,2 
6,1 7,2 C-7,1 C-O,9 

02lAbr 9,7 8,2 P-10,03 P-O,66 
9,6 8,2 
10,8 8,7 C-8,4 C-O,28 

09/Abr 8,3 8 P-8,9 P-O,7 
8,8 8 
9,7 8,5 C-8,2 C-O,28 

16/Abr 9,1 8,3 P-7,5 P-1,84 
8 7,7 

- 5,5 7 " C-7,6 C-O,65 

23/Abr 5,4 6,7 P-5,8 P-O,92 
6,9 7,2 

I 

5,2 6,6 C-6,8 C-O,32 
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TabelaJG: ,- Dado's' morfdmétncos de tilapia tendaíÍi ' tID tratamento 
com cep'a;: nãcbtóxicaNPBR-2 (P= pes'ó·, C= oompnili'êrltb) . 

~ '.0.' ........ ... , .,. . -~ -.'''. - . 
NP.BR~2 Peso Comprimento médià deslÍlo padrão 

D:ata , 9 cm 
,-,, - ' .. .......... ....... " ........ _ ~ ~~'r - , ~ ......... 

19/N1ar 8,5 8 P-ê,4 P~1 ,85 
5;7 7 
5 6,5 0'-7 ·2 C~Ó 76 

, . . "~,,.,"" . , ... . ~- •. .' .1. • ..,... _~ . •. ., 

26/Mar 8,6 8,3 . P'-7,6 P~0;88 

7,3 7,7 
6,9 7,4 .. ,. ~.;;~ ;8, ... <>9'.45. " .. . " .. 

, 02JAbr 12,5 9,3 P"10j9 P-1,41 
10 8,2 

10,1 8,4 C-s 6' . ~ ~,~" _..0 ' .•. . _._ 
ê~Ô ,58 . ,. '" 

09/Abr 7,1 7,5 P.;;S,5, P-1,21 
9,4 8,5 
8,9 8,2 é-SOé Ô-"O 51 .. • ' - _. I ,,'-., .. ", ..... ,,, ... 1 .. -.. ~ 

16JAbr 8,2 8 P-7,3 P~O,,75 

7 7,8' 
6,S , 7,t ..... _c4 .. ~: .. _ .. J5·-9.,1:5 .. 

23/Abr 8,5 7,5' P-S,06 P-O,5'1 
7,5 7,4 
8,2 8 C-7,6 C-O,32 
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