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RESUMO

O intenso crescimento da cianobactéria Microcystis aeruginosa formando floragdes
em wvarios ambientes aquaticos, tem sido freqiientemente relatado. Esta espécie pode
produzir de hepatotoxinas (microcistinas) que podem causar danos severos a biota aquatica
e mamiferos. Os efeitos desta cianobactéria toxica na ictiofauna sdo de grande importéncia
devido ao papel ecélogico, econdmico e social desses organismos tanto na rede trofica
guanto na economia e saude de populagdes humanas que se alimentam desses peixes. O
objetivo deste trabalho foi estudar o processo de acimulo e depuragdo de microcistinas em
Tilapia rendalli e o efeito dessas toxinas no crescimento deste peixe. Foram realizados trés
experimentos com peixes jovens em condi¢des de laboratério. No primeiro, os peixes foram
expostos, durante 15 dias, a um alimento contendo ragido e células toxicas de Microcystis
aeruginosa (20,4pg de microcistina/dia/peixe). Nos 15 dias seguintes, os peixes receberam
alimento n3o contaminado. A cada 3 dias, 4 peixes foram retirados e as fezes foram
coletadas para analises de microcistinas. No segundo experimento, os peixes foram
alimentados, por 28 dias, apenas com células toxicas de M. aeruginosa (14,6ug de
microcistina/dia/peixe). No terceiro experimento, os peixes receberam alimento com ragdo
e células toxicas, previamente rompidas, durante 6 semanas, com 29,2pg de
microcistina/dia/peixe. Nestes dois experimentos os peixes foram amostrados a cada 7 dias,
sendo também realizada a biometria destes organismos. As analises de microcistinas no
figado, musculo e fezes foram feitas por imunoensaio tipo ELISA. Os resultados do
primeiro experimento indicaram que com seis dias de ingestdo os peixes apresentaram o
nivel mais elevado de microcistinas no figado (0,6pg.g™), sendo que no miisculo esta maior
dose aconteceu j4 na fase de depuragdo (242 dia -0,05ug.g™), indicando possivelmente, uma
transferéncia de microcistinas do figado péra o musculo. Ao interromper a ingestdo de
células toxicas, os peixes excretam aproximadamente 50% das toxinas acumuladas através
das fezes. No segundo experimento, observou-se que o alimento contendo apenas células
toxicas favoreceu um maior acaimulo de microcistinas nos tecidos em relagdo aos outros
experimentos. No terceiro experimento, o rompimento das células toxicas fez com que as
toxinas livres fossem absorvidas de maneira diferente, sendo o maior concentragio no

figado encontrada no 422 dia (1,7ug.g"). Uma redugio no ganho de peso de peixe

vii



mtoxicados com microcistinas também foi observado neste experimento. Este trabalho
permitiu verificar que Zilapia rendalli ao ingerir células de M. aeruginosa e microcistinas
em concentragdes normalmente encontradas em floragdes pode acumular estas toxinas em
concentragdes acima do limite aceitavel para o consumo humano, o que representa um sério

risco para o ecossistema aquatico e para saide publica.
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ABSTRACT

ACCUMULATION, DEPURATION AND EFFECTS OF MICROCYTINS (CYANOBACTERIA
HEPATOTOXINS) IN 77ZAPIA RENDALLI (CICHLIDAE)

The occurrence of blooms of Microcystis aeruginosa in several water bodies has been
fequently reported. This cyanobacteria species is able to produce microcystins
(hepatotoxic heptapeptide), which can cause serious demage on the aquatic biota and
mammalian. The effects of the toxic cyanobacteria M. aeruginosa in fish are relevant due to
the 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. In the first one each
fish received, during 15 days, fish food plus toxic cells of M. aeruginosa (20,4pg of
microcystins per day). In 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. In the second experiment, fishes were feed, only with toxic cells of M. aeruginosa
(14,6pg of microcystins/day/fish) during 28 days. In the third experiment, fishes were feed
with fish food plus toxic cells previously lised (29,2ug of microcystins/day/fish), during 6
weeks. In these two last experiments, fishes were harvested every 7 days, and the
biomethric parameters were annoted. The microcystin concentration in the liver, muscle
and faeces were determined by ELISA imunoassays. In the first experiment the highest
concentration of microcystins in the liver tissue was observed on the 6™day (0,6pg.g™),
while in the muscle it occurred during depuration period (24™ day 0,05ug.g™). 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. In the second
experiment, the nourishment only with toxic cells could have caused the accumulation of
higher microcystin concentrations-than in the other experiments. In the third experiment,
the toxins were released by cellular lise and the uptake of these toxins seemed to be
different. In the liver, the highest concentration was observed on the last day (1,7pg.g™").
During this experiment a decrease in body weight was verified in the intoxicated

individuals. This study showed us that Tilapia rendalli when consuming M. aeruginosa
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cells and microcystins in concentrations usually found during blooms occurrence can
accumulate these toxins above the tolerable limit for human consumption. This fact can be

2 serious risk for aquatic ecosystem and public health.
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1- INTRODUCAO:

1.1) Cianobactérias:

As cianobactérias, também chamadas de cianoficeas (algas-azuis) e, mais
recentemente, cianoprocariotos, surgiram em nosso planeta ha aproximadamente 3,5
bilhGes de anos. A elas ¢ atribuido o surgimento do oxigénio livre na Terra. S3o organismos
fotossintetizantes porém, diferem de todos os vegetais inferiores e superiores por serem
procariontes e apresentarem uma organizag¢do bioquimica e celular bastante semelhante as
outras bactérias.

As cianobactérias apresentam uma distribuicdo geografica bastante ampla,
ocorrendo em locais td0 extremos quanto fontes termais abissais e fissuras de rochas do
Artico. Este fato reflete a diversidade genotipica e fenotipica do grupo, sendo assim
encontramos cianobactérias planctOnicas, bentOnicas, terrestres e até simbiontes com
plantas e animais (Whitton, 1992, citado em Chorus & Bartram 1999).

Sua morfologia basica inclui formas unicelulares, coloniais, filamentosas e varias
espécies apresentam caracteristicas de grande vantagem adaptativa como fixacdo de
nitrogénio atmosférico e presenga de aerétopos (ou vacuolos gasosos), que facilitam a
flutuagdo na coluna d’agua.

o
Os habitats com maior ocorréncia de cianobactérias sdo os ambientes de agua doce

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

quando surgem as condigdes mais favoraveis para o crescimento destes organismos, tais



como: abundancia de luz, temperatura entre 25 e 30°C e abundincia de nitrogénio e fosforo,
verifica-se um intenso crescimento de cianobactérias.

Regides temperadas e regiGes tropicais diferem quanto a ocorréncia destas
condi¢des. Em regides temperadas a sazonalidade € bem marcada, temperaturas altas e
abundancia de luz geralmente s6 ocorrem no verdo. Sendo assim, a dominédncia de
cianobactérias fica freqilentemente limitada a esta estag@o. J4 nos trpicos ndo existe uma
grande diferenga sazonal nas condi¢des de luz e temperatura, que sdo em geral, altas o ano
inteiro, portanto, de acordo com as caracteristicas do corpo d’agua, pode ocorrer
dominéncia de cianobactérias durante todo o ano (Chorus & Bartram 1999).

Segundo estes autores, a eutrofizagdo crescente dos corpos d’agua continentais e
costeiros tem se manifestado como um fenémeno mundial, que vem se intensificando a
partir dos anos 50, sendo suas causas principais o desenvolvimento urbano, industrial e
agricola. Corpos d’agua eutroficos favorecem o intenso crescimento de cianobactérias que
podem se apresentar sob a forma de “blooms”, definidos como espessas camadas de células
na superficie do corpo d’agua. Estes tém sido registrados com grande frequéncia em varios
paises como: Canada, E.U.A , Portugal, Inglaterra, Africa do Sul, China, Brasil, entre
outros (Yoo et al., 1995).

Um “bloom” em um corpo d’agua pode criar problemas como diminuigdo da
biodiversidade aquatica do local, liberagdo de odores desagradaveis, além de substdncias
que podem deixar a dgua com gosto ruim (muito incomodo caso esta seja usada para
abastecimento). Freqiientemente também pode ocorrer a diminuigio do oxigénio dissolvido
no momento em que o “bloom” entra em colapso e as células mortas comegam a ser
decompostas ou no periodo noturno, devido a respiragdo desses organismos (Watanabe &

Park.,1996).



Mas existe uma preocupacdo ainda maior e mais séria quanto ao surgimento de um
“bloom”. Cianobactérias sdo potencialmente produtoras de toxinas que podem causar sérios
danos a mamiferos e prejudicar também a biota aquatica (Carmichael ez al., 1985 citado em
Yoo et al., 1995). Portanto, a ocorréncia de “blooms” em corpos d’agua utilizados para
abastecimento, torna este fendmeno um problema de satide publica.

No Brasil, a intensa eutrofizagdo de aguas de reservatorios, 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’agua brasileiros mostraram-
se toxicas. Sabendo-se que muitos destes corpos d’agua sdo reservatorios de grandes
cidades utilizados para o abastecimento da populagdo, a liberagdio destas toxinas na agua

torna-se um risco para a saide publica. (Azevedo et al., 1994; Costa & Azevedo, 1994).

1.1.2) Produgio de toxinas por cianobactérias:

As toxinas de cianobactérias sdo definidas como endotoxinas e geralmente sé s3o
liberadas quando acontece o rompimento da célula. Estdo divididas em varias classes:
dermatotoxinas, citotoxinas, neurotoxinas e hepatotoxinas, sendo estas duas ultimas classes
as mais freqientes e de maior preocupagdo. 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 ndo produtoras de toxinas.

Espécies produtoras de neurotoxinas tém sido verificadas com frequéncia na
América do Norte, Europa e Australia. No Brasil tem sido registrada a ocorréncia do género
Cylindrospermopsis, produzindo neurotoxinas conhecidas como “veneno paralizante de

moluscos” ou PSPs (Paralytic Shelfish Poisonning) (Lagos et al., 1997.).



Em bioensaios com camundongos, quando injetados intraperitonialmente, estes
alcaloides neurotdxicos causam a morte rapidamente por parada respiratoria (entre 2 e 30
minutos). Estas neurotoxinas sdo classificadas em trés tipos: a anatoxina-a, anatoxina-a(s) e
saxitoxinas. As primeiras agem nas ligagdes sinapticas sendo que a anatoxina-a se liga ao
receptor da acetilcolina irreversivelmente e a anatoxina-a(s) inibe a agdo da
acetilcolinesterase. Assim, ambas provocam o mesmo efeito, que é a super estimulagdo
neuromuscular. As saxitoxinas (PSPs) agem bloqueando os canais de s6dio do neurdnio e,
consequentemente, impedindo a transmissdo do impulso nervoso.

Todas essas neurotoxinas sdo muito potentes. A DLso para a anatoxina-a, dose letal
que resulta em 50% de morte dos camundongos injetados, varia entre 200 e 250pg Kg™ de
peso corpdreo, e para a anatoxina —a(s) é 20pg.Kg™” de peso corpéreo. Ja as saxiotoxinas
(PSPs) apresentam, em média, uma DL50 delO;.zg.Kg'1 (Chorus & Bartram 1999). As PSPs
também sdo produzidas por dinoflagelados marinhos, que sdo o alimento de diversas
espécies de moluscos. Conseqiientemente estes organismos podem acumular estas toxinas
em seus tecidos. Seres humanos ja morreram por se alimentarem de mariscos intoxicados
(Anderson, 1994, citado em Chorus & Bartram, 1999) e por isso atualmente, o
monitoramento da ocorréncia dessas toxinas nos mares € extremamente rigoroso, em varios
paises do mundo.

Os géneros relacionados a produgdo de neurotoxinas sdo: anatoxina-a, produzida
por Anabaena e Oscillatoria, anatoxina-a(s) por Anabaena e saxiotoxinas por
Aphanizomenon, Anabaena, Lyngbya e Cylindrospermopsis (Yoo et al., 1995).

As hepatotoxinas peptidicas, as chamadas microcistinas e nodularinas, foram assim
nomeadas por terem sido primeiramente isoladas dos géneros Microcystis e Nodularia,

respectivamente. Os géneros ja identificados como potencialmente produtores de
4



mucrocistinas  sdo  Microcystis, Anabaena, Oscillatoria (Planktothrix), Nostoc, e
Amabaenopsis. Ja a nodularina s6 foi encontrada até o momento em Nodularia spumigena.
Estas toxinas s3o compostos hidrofilicos, com pouca capacidade de ultrapassar membranas
lipidicas de células animais. Sendo assim, para que ocorra seu efeito toxico é necessario
gue sejam carreadas. Em animais essas toxinas sdo transportadas pela via dos acidos
biliares sendo portanto, o figado, o 6rgdo alvo.

A agdo dessas toxinas se constitui basicamente na inibigio de proteinas fosfatases 1
e 2A nas células hepaticas. Esta inibi¢io permite a atuagdo desordenada das proteinas
quinases que vao agir em varias organelas e principalmente no citoesqueleto, provocando o
seu desarranjo. As células perdem sua estrutura parenquimal criando uma pressdo negativa
no tecido que faz romper os capilares sanguineos. Isto, em Gltimo grau, provoca uma
hemorragia intra-hepatica e o animal morre por choque hipovolémico. Além disso, essa
inibigdo também pode levar a formagdo de tumores hepaticos, devido a intensa fosforilagdo
do material genético da célula (Carmichael, 1994). A DLso das hepatotoxinas varia de 50 a
300ug.Kg™ de peso corporeo (por injegdo intraperitonial em camundongos).

As microcistinas sdo as toxinas de cianobactérias mais freqilentemente encontradas
em “blooms” em todo o mundo. Estas sdo peptideos formados por cinco D-aminoacidos e
dois L-aminoacidos, sendo que a variagdo destes dois ultimos € um dos principais fatores
que levam a existéncia de aproximadamenter 60 tipos de microcistinas. Dois aminoacidos
presentes na estrutura da microcistina sdo fundamentais na sua atividade: o Adda (também
presente na nodularina) - °(2S,35,8S,9S)- 3amino-9-methoxy-2,6,8-trimethyl-10-
phenyldeca-4,6-acido diendico e o0 Mdha - N-methyldehydroalanina. O Adda é considerado

a parte da molécula responsavel por sua atividade biologica, devido a sua interagdo com as



proteinas fosfatases. Ja o Mdha ¢ importante por formar um ligagdo covalente irreversivel
com estas mesmas proteinas (Falconer & Humpage, 1996).

Recentemente um alcaléide citotoxico chamado de cilindrospermopsina foi isolado
do género Cilindrospermopsis. Apesar de poder agir sobre outros tecidos, seu orgdo-alvo
também ¢é o figado. No entanto, apresenta um mecanismo de agdo bastante diferente das
outras hepatotoxinas e sua DLso ¢ bem mais alta variando de 0,2 a 2,1mg.Kg™ (Yoo et al.,
1995).

Sabe-se que efeitos adversos de toxinas de cianobactérias em seres humanos e
animais tém sido causados principalmente pelo consumo de &4gua contaminada.
Recentemente um gravissimo 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 hemodialise, a a4gua contaminada com microcistinas de
cianobactérias que cresciam abundantemente em um reservatorio da regido (Jochimsen et
al., 1998)

Entretanto, poucos s3o os estudos ecologicos que investigam o papel dessas toxinas
no ambiente. Existe um grande debate mundial sobre uma possivel vantagem adaptativa na
produgio destes metabdlitos secundarios pelas cianobactérias. Uma hipotese € a de que as
toxinas contribuem para o controle da herbivoria. Segundo Lampert (1987), em
experimentos de laboratorio, varias espécies de zoopldncton apresentaram inibigdo
alimentar e até um aumento da mortalidade quando expostas a cianobactérias. Ferrdo-Filho
(1998) comprovou a toxicidade de Microcystis aeruginosa, produtora de microcistinas, a
dois género de cladoceros, Moina e Ceriodaphnia. No entanto, algumas espécies de
rotiferos e dafinias sdo capazes de se alimentar de cianobactérias toxicas sem serem

afetadas (Yoo et al., 1995). Vasconcelos (1995) verificou, em experimentos de laboratério,
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que moluscos bivalves acumulam hepatotoxinas em altas concentragdes sem haver

mortalidade durante o periodo de estudo, o que representa um risco para a populagdo

humana que consome estes organismos.

1.2) Cianobactérias e Peixes:

Embora existam diversas espécies de peixes herbivoros e fitoplanctivoros, ndo sdo
muito numerosos os estudos que elucidam os efeitos e as respostas destes organismos a
cianobactérias toxicas. |
| As cianobactérias sdo possivelmente um importante componente na dieta alimentar
de varios peixes ciclideos e ciprinideos tropicais (Bowen, 1982, citado em Beveridge et
al,1993). As tilapias, que embora sejam ciclideos que freqilentemente apresentam um
comportamento onivoro, podem ser consideradas peixes herbivoros verdadeiros, pois
apresentam um sistema digestivo altamente especializado, capaz de produzir valores de pH
abaixo de 1, o que facilita a digestdo de carboidratos altamente refratarios de plantas
(Bitterlich & Gnaiger, 1984, citados em Dempster e al.,1995). Além disso, apresentam um
tubo digestivo longo. Conseqiientemente, tilapias sdo capazes de assimilar de 70 a 80% do
carbono de cianobactérias ingeridas, tais como Microcystis e Anabaena (Moriarty &
Moriarty, 1973, citados em Beveridge et al.,1993).
No entanto, o comportamento filtrador de tilapias resulta num balango energético
negativo, se apenas espécies unicelulares e de pequeno didmetro forem ingeridas. Porém,

este balango pode se tornar positivo se peixe passar a ingerir espécies coloniais € massas de



cianobactérias que formam “bloéms” ou mesmo o sedimento rico em detritos de algas
(Dempster et al.,1995).

Isto é comprovado pela espécie de tilapia Oreochromis niloticus que exibe uma
preferéncia marcante pela cianobactéria Anabaena cylindrica em relagdo a Microcystis
aeruginosa, sugerindo uma filtragdo mais eficiente deste peixe em algas filamentosas.
Outras espécies também apresentam um aumento substancial nas taxas de filtragdo a
medida que aumenta-se o tamanho das células de algas (Northcott ef al.,1991, Dempster ef
al.,1995).

A estratégia de alguns peixes herbivoros de se alimentarem de colonias ou “blooms”
de cianobactérias levou a experiéncias de introdugdio de peixes herbivoros em lagos
eutroficos, com o objetivo de reduzir a populagéo de cianobactérias (Starling, 1993). Datta
& Jana (1998) observaram que a introdug@o de carpas e tilapias reduziu entre 60 e 93% a
populagio de Microcystis nio toxica de limnocurrais em um lago eutrofico.

Mas, esta capacidade de certos peixes de alimentarem com eficiéncia de
cianobactérias pode ser limitada pelas toxinas produzidas por estes organismos. Beveridge
et al., (1993) demonstraram que as taxas de filtragdo e o crescimento das espécies de tilapia
Hypophthalmichthys molitrix e Oreochromis niloticus foram suprimidos na presenga de
Microcystis aeruginosa toxica. Um trabalho com um resultado semelhante a este foi o de
Keshavanath et al., (1994) onde O. niloticus apresentou um decréscimo na ingestio de uma
mistura de Microcystis aeruginosa toxica e ndo toxica a medida que aumentou-se a
proporgdo da cepa toxica.

Contudo, no ambiente natural, mesmo tendo a habilidade de evitar a ingestdo de
cianobactérias toxicas, muito peixes ainda sdo afetados por estas toxinas por estarem

confinados em tanques de aquacultura ou pequenos lagos, onde a ingestdo destas células se
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torna inevitavel (Tencalla & Dietrich, 1997). Além disso, nestas situagdes de confinamento,
os peixes podem ficar expostos as toxinas dissolvidas na agua quando ocorre a morte
“bloom” e, conseqgiientemente, as células se rompem.

Estudos de comportamento com o peixe-zebra, Danio rerio demonstraram que
ocorrem alteragdes significativas na motilidade deste peixe exposto a microcistina-LR
dissolvida na 4gua mesmo na concentragio de 0,5ug. L, além da supressdo da produggo de
ovos (Beganz et al., 1998).

Em corpos d’agua com a ocorréncia de intensos “blooms”, a mortalidade de peixes
sempre foi atribuida a hipoxia devido a alta demanda de oxigénio necessaria para decompor
um “bloom” em fase senescente. Em lagos do Chile central, a domindncia da espécie
Microcystis aeruginosa coincidiu com uma mortalidade massiva de carpas (Zambrano &
Canelo,1996). No entanto, em muitos casos, o nivel de satura¢do de oxigénio da agua era
suficiente para ndo causar este efeito (Bury et al.,1996). Com isto, alguns estudos foram
feitos para verificar o efeito das toxinas destes “blooms”, dissolvidas na agua, na troca
iOnica de peixes.

Bury e colaboradores (1996), expuseram a tilapia O. niloticus a extratos de uma
cepa toxica e uma ndo téxica de Microcystis aeruginosa e observaram uma significativa
hipocalcemia no plasma dos peixes expostos as duas cepas. Ambas as cepas também
inibiram a absor¢do de Ca** na membrana basolateral das branquias assim como no reticulo
endoplasmatico. Neste caso, evidenciou-se um efeito maior de outras substdncias desta
cianobactéria, além da microcistinas, no transporte de calcio deste peixe. Em 1998, Bury et
al., verificaram que substancias obtidas em extratos hidrofobicos de cianobactérias toxicas,
mais precisamente acidos graxos, sdo inibidores potentes de nitrofenol fosfatase — K*

dependente de branquias de O. niloticus. Estes autores observaram que estas substancias
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s#0 imibidores mais eficientes que a toxina microcistina-LR. Essa enzima atua em conjunto
com a2 Na'/ K -ATPase, portanto sua inibigdo atua indiretamente no balango de sodio do
peixe, gerando um desequilibrio osmético.

Portanto, estes estudos indicaram que compostos lipidicos de cianobactérias sdo
inibidores de troca idnica mais potentes que toxinas de cianobactérias. Entretanto, Gaete et
al (1994) demox;strararn um efeito significativo de microcistina —-LR em brénquias da carpa
Cyprinus carpio. Esta toxina inibiu o funcionamento de enzimas como Na‘/ K*, Na*,
HCOs e Ca™ ATPases de maneira dose-dependente, contribuindo para o desequilibrio
iOnico deste peixe.

Baseando-se nestes trabalhos, pode-se verificar que mesmo ndo gerando hipoxia,
um “bloom” pode brovocar alteragdes no comportamento e até mesmo mortalidade de
diversos peixes devido as substancias que liberam no momento da morte e rompimento de
suas células.

_Um outro grave problema ecologico que microcistinas dissolvidas na agua podem
gerar ¢ na embriogénese de peixes. Estudos sobre os efeitos de extratos de células de
Microcystis aeruginosa, contendo esta toxina, no peixe Danio rerio, demonstraram
aparecimento de mal formagdes e alta mortalidade dos embrides, sendo que aqueles que
sobreviveram apresentaram um desenvolvimento larval retardado (Oberemm et al.,1997,
Oberemm et al.,1999). |

Varios estudos demostraram o efeito de microcistinas na fisiologia de algumas
espécies de peixe apos a ingestdo ou injegdo intraperitonial destas toxinas.

No sangue de carpas, as microcistinas levam a mudangas significativas em certos

indices como: contagem de eritrocitos, hemoglobina, etc. Porém, estas alteragdes ainda se

encontraram dentro de valores aceitaveis. Atribui-se essas mudangas, tais como o0 aumento
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da contagem de eritrocitos, a alteragdes morfogicas no 6rgdo alvo da toxina, o figado, e
perda de sangue para o mesmo (Navratil ef al.,1998).

Microcistinas também afetam os indices bioquimicos de peixes. Rabergh et
al.,(1991) observaram um aumento na atividade de enzimas hepéaticas tais como lactato
desidrogenase (LDH), alanina aminotransferase (ALAT) e aspartato aminotranferase
(ASAT), apenas duas horas apés a injeg@o intraperitonial de microcistina-LR em carpas.
Carbis et al.(1997), também observaram elevados indices de atividade destas duas ultimas
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 necrotico de muitas células do figado afetado por esta toxina.

Estudos mais especificos do efeito de microcistinas em peixes avaliaram a inibigdo
de proteinas fosfatases 1 e 2A no figado e os danos histologicos e ultraestruturais causados
por essa inibig&o.

Sahin et al. (1995) ofereceram por via oral a trutas,( ;Oncorhynchus mykisSj extratos
de M. aeruginosa contendo microcistinas e verificaram que com uma concentragdo de
0,05nM de toxina ocorria uma inibigdo de 50% da atividade de proteinas fosfatases 1 e 2A
deste peixe. Esta inibi¢do equivale, segundo estes autores, as mesmas encontradas para
fosfatase de musculo de coelho e figado de camundongo. Assim, fosfatases de peixes
parecem ser sensiveis a microcistinas igualmente as fosfatases de mamiferos.

Tencalla & Dietrich, (1997) verificaram que uma dose de 2ug de microcistina-LR.
g' de figado inibe a atividade total de proteinas fosfatases deste tecido em trutas
(Oncorhynchus mykiss). A concentragdo de toxina acumulada no figado que proporcionou

esta inibigido foi de aproximadamente 2% da quantidade oferecida através de extratos via
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orzl Isto indicou que, aparentemente, o trato intestinal de trutas representa uma barreira
importante a entrada de toxinas.

Em situacdes de intoxicagdo aguda, a inibigdo destas enzimas por microcistinas
pode provocar alteragdes morfologicas graves no figado.

O salm@o do Atlantico € um exemplo de estudos feito para se comprovar o papel de
microcistinas em doengas hepaticas que podem ocorrer em peixes. Andersen et al.,(1993)
expuseram este salmdo a doses altas de microcistina-LR e observaram que esta acarretou
em uma necrose difusa e megalocitose por todo o figado. Este experimento reproduziu
exatamente os sintomas encontrados nos salmdes criados em fazendas de aquacultura na
América do Norte, que geraram mortalidade destes peixes e enormes prejuizos para esta

economia.

Em experimentos de injegdo intraperitonial de microcistina-LR em carpas (Cyprinus
carpio), com doses variando de 130 a 550pg. Kg' de peso corporeo, o efeito toxico na
célula hepatica produz vesiculagd@o do reticulo endoplasmatico, desligamento de ribossomos
do reticulo endoplasmatico rugoso, perda das vilosidades das mitrocondrias, assim como
dispersdo de diversas organelas. Também foi observado uma reorganizagdo de
microfilamentos, perda da estrutura parenquimal das células e uma grande quantidade de

células necroéticas (Rabergh et al.,1991).

Este efeito degenerativo das microcistinas no figado pode levar os peixes a morte
em poucos dias. Foi verificado que trutas que ingeriram, através de células liofilizadas, uma
dose de 6,6mg de microcistina-LR. Kg™' de peso corporeo morreram em um periodo de 96
horas. Uma dose 10 vezes menor demonstrou ndo ser téxica em uma unica ingestdo, no

entanto quando oferecida gradativamente causou danos ao figado (Tencalla ez al., 1994).

.\
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Basicamente, a principal diferenca dos efeitos no figado observados em peixes em
relac3o 2 mamiferos é o fato que neste ultimo o efeito agudo de microcistina culmina em
intensa congestdo do figado, devido 4 uma hemorragia intra-hepatica. Esta situagdo ndo foi
observada em peixes. Baseados nisto, Rabergh et al.,(1991) e Kotak et al.,(1996)
consideraram que a morte em peixes ocorre, ndo por choque hipovolémico, como nos
mamiferos, e sim pela faléncia funcional do figado, devido a intensa necrose de suas
células.

Estes mesmos autores também observaram efeitos nos rins, tais como: necrose
tubular e dilatagdo da capsula de Bowman. Os efeitos nos rins foram mais intensos do que
em mamiferos e a isto foi atribuido o fato de que rins de peixes ficam expostos por mais
tempo as microcistinas, pois os peixes levam mais tempo que mamiferos para sofrem o
efeito letal de microcistinas.

Uma vez intoxicados, os peixes podem excretar microcistinas acumuladas no
figado. A principal via de excregdo ¢ a bile (Sahin et al.,1996). Além disso, alguns estudos
sugerem existir uma metabolizagdo desta toxinas. Pflugmacher et al.(1998) observaram que
este processo se inicia com a formagdo de um composto mais polar que as microcistinas
através de uma reacdo enzimatica.

A excregdo realizada por estes peixes é de extrema importéncia, visto que toxinas
acumuladas em seus tecidos podem ser repassadas na cadeia alimentar.

A bioacumulagdo de microcistinas foi verificada por Williams et a/.(1997a), em
salmdo do Atlantico que se alimentava de larvas de caranguejo. As larvas filtradoras
apresentavam altas concentragdes de microcistinas e quando ingeridas, estas toxinas eram

acumuladas pelo salméo, causando sérios danos ao figado deste peixe. Este fato ocasionou
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grandes prejuizos econdmicos a paises que os criam com fins comerciais, tais como E.U.A
e Canada.

No Rio de Janeiro, nos Gltimos anos, tem havido uma diminuigdo na produgdo
pesqueira na Lagoa de Jacarepagua concomitantemente com a ocorréncia de freqiientes e
duradouros “blooms” toxicos de cianobactérias no local. Esta lagoa, localizada na zona
oeste da cidade, apresenta uma comunicaggo indireta com o mar através da Lagoa da Tijuca
e recebe uma grande quantidade de esgoto doméstico e industrial o que a torna eutrofica e
bastante poluida (Fernandes, 1991). Portanto, ainda ndo se pode fazer uma relagdo direta
entre os dois eventos citados acima. Entretanto, nas analises feitas no Laboratorio de
Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias, NPPN-UFRJ, a espécie de peixe mais
consumida desta lagoa, Tilapia rendalli, tém apresentado altas concentragdes de
microcistinas no figado com sintomas de hemorragia hepatica ja observados. Estas
hepatotoxinas, também sdo encontradas nas demais visceras, ova e no musculo (Magalh3es
etal., 1999).

A ictiofauna tem um papel fundamental no ecossistema aqhético e possivelmente
estd sendo afetada na Lagoa de Jacarepagua. Além disso, existe uma comunidade de
pescadores que depende economicamente da produgdo pesqueira do local. Se o musculo
dos peixes esta sendo contaminado com toxinas de cianobactérias, um problema de saude
publica pode estar sendo gerado na populagido o consome.

No Brasil, a introdugdo de espécies de tilapias tais como: Tilapia rendalli e
Oreochromis niloticus, em reservatérios de todo o pais, principalmente no nordeste, vem
sendo realizada desde 1956 (Gurgel & Fernando, 1994). O intuito das autoridades é o
aproveitamento comercial desses reservatorios pela comunidade, além do aumento do

conteudo proteico na dieta destas populagGes mais carentes.
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No entanto, estes reservatorios, atualmente, t€ém apresentado condigdes ideais para
dominadncia de cianobactérias, o que de fato tem sido observado. Entretanto, o
monitoramento da produgdo de toxinas por esses organismos € escasso € consequentemente
o pescado também n@o € analisado.

Pouco se sabe sobre o processo de acimulo destas toxinas nos tecidos de peixes nas
condigdes naturais em que vivem e a maior parte dos trabalhos da literatura ndo utilizaram
a ingestdo oral de células de cianobactérias para verificar os efeitos de microcistinas nesses
organismos. No entanto, isto é fundamental para que identifique as situagdes de risco para a
populagdo. Portanto, um estudo que vise verificar acimulo, a depuragdo e efeitos de
cianobactérias toxicas em peixes em condi¢Bes mais proximas a realidade é de grande

relevancia cientifica e social.
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2- Objetivos:

Em face dos dados expostos, este estudo visa contribuir com o conhecimento sobre
os efeitos da alimentacio de Zilapia rendalli com células de Microcystis aeruginosa

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

1- Verificar o acimulo e a depuragio de microcistinas em figado e misculo de Tilapia

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

2- Verificar o efeito de Microcystis aeruginosa toxica no crescimento de Tilapia
rendalli.
3- Contribuir para o estabelecimento de limites maximos aceitaveis de células de

Microcystis aeruginosa e concentragdes de microcistinas em ambientes de

exploragdo pesqueira.
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3- MATERIAL E METODOS:

Neste trabalho foram realizados quatro experimentos. Em todos eles existiram trés
etapas iniciais de trabalho: o cultivo das cepas da cianobactéria Microcystis aeruginosa, a
quantificagdo de microcistinas produzida pela cepa toxica de Microcystis aeruginosa e a
coleta e manutengdo em laboratério dos peixes da espécie Tilapia rendalli. Como etapa
final, em todos os experimentos, foi realizada a extragdo e a analise de microcistinas no

figado 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 Jacarepagua — Rio de Janeiro- RJ
NPJT-1- origem: Lagoa de Juturnaiba — Araruama — RJ

NPBR-2 - origem: Represa do Broa — SP

Essas cepas foram isoladas a partir de amostras de agua dos locais citados acima e
fazem parte da colegdo de culturas de cianobactérias do Laboratorio de Ecofisiologia e
Toxicologia de Cianobactérias — NPPN- UFRJ.

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

temperatura de 23 + 2°C e intensidade luminosa de 22pE.m?.s” com fotoperiodo de 12
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horas e aeragdo continua. Os indculos para iniciar o cultivo foram sempre equivalentes a

10% do volume das culturas e continham aproximadamente 10° cels.mL".

3.2) Quantificaciio de microcistinas produzidas pela cepa NPLJ-4:

Dentre as cepas citadas anteriormente, somente NPLJ-4 ¢é produtora de
microcistinas. Antes do inicio dos experimentos com esta cepa foi necessirio a
quantificagdo desta toxina produzida por célula. Este dado é muito importante, uma vez
que, nos experimentos realizados, o acimulo 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-1, como o
descrito no item 3.1. O cultivo teve duragdo de 12 dias, o que corresponde,
aproximadamente, ao final da fase exponencial de crescimento desta cepa. A cultura foi
entio centrifugada a 13.000g, originando um concentrado de células com 1,3x10’
células.ml”. O mesmo foi congelado, liofilizado e o peso deste material seco foi de 145mg.

Em uma etapa seguinte foi feita a extragdo destas células liofilizadas, de acordo com
a metodologia descrita por Krishnamurthy et al., (1986), onde uma solugéo de butanol:
metanol: agua (5: 20: 75 v/v) foi adicionada ao material seco (seguindo a propor¢do de
100mL de solugio para cada 500mg de material seco) . Esta mistura sofreu agitagdo por
uma hora e em seguida foi centrifugada, sendo o sobrenadante recolhido. Este
procedimento foi repetido por trés vezes e os extratos, reunidos, foram evaporados a um
terco do volume inicial. As microcistinas contidas neste extrato final foram parcialmente
purificadas passando-se 0 mesmo em um cartucho de C;s que em seguida foi eluido com

20mL de agua deionizada, 20mL de metanol 20% e 20mL de metanol 100%. Esta Gltima
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3.3) Manutencio de Tilapia rendalli em laboratério:
3.3.1) Coleta dos peixes:

Para a realizagdo do teste inicial e dos dois primeiros experimentos, as tilapias
foram coletadas em um pequeno lago pertencente a um “Pesque e Pague” no bairro de
Campo Grande- RJ, onde foi verificado ndo haver presenga de cianobactérias na agua.

Ja no terceiro experimento, as tilapias foram coletadas em um tanque do Setor de
Aquacultura, na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, onde também ndo foi
verificada a presenga de cianobactérias na agua.

A coleta destes peixes foi feita com tarrafa de malha fina, sendo selecionados peixes
jovens, com aproximadamente Scm de comprimento, conseqiientemente, nio maduros
sexualmente. Estes organismos t;oram transportados em sacos plasticos com agua do local
misturadas a agua da rede de abastecimento. Estes sacos foram colocados em uma caixa de
isopor e os peixes assim foram transportados até o laboratorio.

No laboratério, os peixes foram postos nos aquarios depois de passarem por um
periodo de aclimatagdo de algumas horas para que a agua dos sacos plasticos pudessem
atingir a mesma temperatura do aquario.

Antes de todos os experimentos, os peixes ficaram aproximadamente duas semanas
no aquario recebendo alimento ndo toxico, ragdo para peixe ornamental comercial, ad
libinium, para que se aclimatassem ao novo ambiente. Assumiu-se que este alimento ndo
continha microcistinas, pois a descrigdo de sua composi¢éo pelo fabricante ndo mencionava

0 uso de nenhum produto de origem de cianobactérias.
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3.3.2) Montagem e monitoramento dos aquarios:

Os aquarios utilizados nos experimentos foram retangulares, de vidro e com
capacidade para 80L, aproximadamente. Todos receberam 60L de agua da rede de
abastecimento filtrada em filtro de membrana de fibra de vidro para uso doméstico. O cloro
foi removido com a adig@o de hipossulfito de sddio (marca Pet Vita, 1 gota/ litro).

No primeiro e no segundo experimento, os aquarios continham um filtro externo
vertical de cascalho com uma cobertura de 1a de vidro. A agua do aquario era sugada
através de uma mangueira fina de silicone, passava pelo filtro externo e era devolvida ao
aquario, através de uma bomba submersa (Better) ligada a outra mangueira de silicone. O
excesso de particulas em suspens@o ficava retido neste filtro. Por conta disto, foi necessario
trocar a 13 vidro a cada dois dias.

Nos dois ultimos experimentos, foi montado no fundo dos aquarios um filtro
bioldégico com aproximadamente 4cm de espessura. Fixado ao fundo deste filtro, havia um
cano de pvc que sustentava um bomba submersa (Better) na superficie da agua. Esta
bomba, entdo, sugava a agua que havia passado pelas camadas do filtro e a relangava na
superficie do aquario, junto com bolhas de ar.

Todos os aquarios foram envoltos com papel opaco para que os peixes ndo
sofressem com algum estresse visual.

A temperatura da 4gua dos aquérios se manteve entre 23,5 + 0,5°C, o pH oscilou
entre 5,5 ¢ 6,5 e 0 oxigénio dissolvido apresentou valores entre 55% e 70% de saturagdo no

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

toxica a Tilapia rendalli:

Para se iniciar os experimentos principais de acumulagdo foi necessario determinar
o melhor método para se oferecer as células de Microcystis aeruginosa aos peixes, uma vez
que o oferecimento das células livres no aquario ndo permitiria saber a quantidade exata de
células ingeridas.

Para tanto, o primeiro passo foi cultivar 1L da cepa NPLJ-4 e centrifugar a cultura

para concentra-la (item 3.2).

Primeiro método testado:

1- 17,4g de ragéo comercial para peixes ornamentais foram embebidas em 0,6 mL
de concentrado de células da cepa NPLJ-4, correspondendo a um concentragéo
de 8,3 x10° células por grama de alimento.

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

em pequenos pedagos aos peixes.

O alimento depois de seco ndo manteve consisténcia ao ser posto em um frasco com

4gua, se dissolvendo completamente, por isso outro método foi testado:

Segundo método testado:-

1- 0,8g de agar foram dissolvidos em 34 mL de 4gua deionizada, aquecendo-se

até a temperatura de 86°C.
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2- Apos a dissolug@o, esperou-se a temperatura baixar até aproximadamente
50°C e acrescentou-se 1,2mL de cultura concentrada da cepa NPLJ-4,
correspondendo a um concentrago de 7,51 x10° células por grama de alimento.

3- Imediatamente acrescentou-se 4,0g de rag@io comercial (10% do alimento

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

resfriar e endurecer em geladeira.

4- Depois de endurecido, o alimento foi partidlo em pedagos de

aproximadamente 0,1 cm de didmetro e colocado em frasco com agua para verificar

se 0 mesmo mantinha a sua consisténcia.

Como o alimento manteve-se consistente em agua, decidiu-se testar a aceitagdo dos
peixes e quantidade ingerida por dia.

Apos o preparo do alimento, foram colocados sete peixes jovens, com
aproximadamente Scm de comprimento, em um aquario montado e monitorado como o
descrito no item 3.3.2. Os sete peixes foram alimentados diariamente pela manha, por cinco
dias, com o alimento preparado e cortado em pedagos 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 pedagos. 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 1g de alimento
por dia. Este foi o peso de alimento oferecido em todos os experimentos seguintes, sendo o
modo de preparo também o0 mesmo, ou seja, agar em concentragio de 2% e ragdo em

concentragdo de 10%. O que variou em cada experimento foi a quantidade, a presenca de
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células (no caso dos controles nao foram adicionadas células) ou a sua concentragio. Além

da presenca ou ndo de ragdo no alimento.

3.5) Primeiro experimento: Aciimulo e depuracio de microcistinas em tecidos de

Tilapia rendalli :

Para este experimento, trés aquarios foram montados como descrito no item 3.3.2
desta sec¢@o. Cada aquario recebeu 20 peixes, com aproximadamente Scm de comprimento.
Um aquario foi selecionado para receber o alimento controle e os outros dois aquarios
receberam alimento toxico, ou seja, contento células da cepa NPLJ-4.

Para preparar o alimento toxico, foi feito um cultivo de 9L da cepa NPLJ-4 como o
descrito no item 3.1 desta segdo. Ao final do cultivo a cultura foi desmontada e concentrada
em um filtrador tangencial (Millipore) a aproximadamente 1L. Com o concentrado, foi feita
a contagem das células em microscopio 6ptico, utilizando-se a cimara de contagem Fucks-
Rosenthal. O nimero de células encontrado foi de 4,32 x 10%células.mL .

Neste experimento ofereceu-se uma concentragio de 20,4pug de microcistinas por
grama de alimento, equivalente 3 2,6 x10°células.g”. Para o preparo tanto do alimento
contendo as células toxicas da cepa NPLJ-4 quanto do alimento controle utilizou-se o
método descrito no item 3.4 desta seg@o.

O experimento durou 1 més e foi dividido em duas fases: nos quinze primeiros dias
cada peixe dos dois aquarios-teste recebeu 1g de alimento toxico por dia. Foi a chamada
“fase de acimulo de microcistinas”. Nos ultimos quinze dias, os peixes destes aquarios

passaram a receber, diariamente, o alimento controle, na mesma proporg¢do anterior. Foi a
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chamada “fase de depurag@o de microcistinas”. O aquario controle recebeu diariamente o
alimento controle, na mesma propor¢do dos aquarios-teste, durante todo o experimento.

A cada trés dias, dois peixes de cada aquario foram retirados utilizando-se um
“puca” feito com rede de nylon. Os peixes foram mortos por r;.sﬁiamento e em seguida
dissecados com bisturi para a retirada do figado e da quantidade maxima possivel de
musculo. O figado e o musculo de cada peixe foram pesados e reunidos, ou seja, havia um
becker com os figados ou musculos teste € um com os figados ou musculos controles. Em
seguida, todos foram levados a extrag@o.

Todos os dias as fezes foram retiradas de cada aquario para a verificagdo da possivel
presenca de microcistinas neste material, além de células de Microcystis aeruginosa nao
digeridas. As fezes foram recolhidas e congeladas e posteriormente extraidas e analisadas
pelo método de imunoensaio tipo ELISA.

Um volume de 1L da agua de cada aquario foi retirado, a cada trés dias, para a

verificagdo da presenga de microcistinas dissolvida, sendo este volume reposto com agua

filtrada.

3.6) Segundo experimento: Aciimulo de microcistinas em tecidos de Tilapia rendalli

alimentadas sem racio.

Neste experimento, semelhante ao anterior, trés aquarios foram montados como
descrito no item 3.3.2. Cada aquario recebeu 21 peixes com aproximadamente Scm de

comprimento. Um aquario foi selecionado para receber o alimento controle e os outros dois
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aquarios receberam um o alimento toxico, contento células da cepa NPLJ-4 e o outro um
alimento preparado com células da cepa NPJT-1, ndo toxica.

Inicialmente pretendeu-se verificar a diferenga entre o crescimento de peixes
alimentados com uma cepa toxica e com uma cepa ndo toxica. O alimento preparado com
ambas as cepas ndo continha ragéo.

As cepas foram cultivadas em 9 L de meio (item 3.1) e concentradas a 1L (item3.5).
O concentrado da cepa NPLJ-4 continha 3,2 x 10® células.mL” e o concentrado da cepa
NPJT-1 continha 2,4 x 10% células.mL™. O preparo dos alimentos foi realizado como
descrito no item 3.4, exceto pela ndo adigdo de ragdo. O alimento controle, contendo ragio,
também foi preparado como descrito no item 3.4. A concentragio de microcistinas no
alimento toxico foi de 14,6pg por grama, o que correspondeu & uma concentragdo de
1,9x108 células. g* de alimento. Esta concentragio de células foi utilizada no preparo do
alimento ndo-toxico.

Cada peixe foi alimentado, diariamente pela manhd, com 1g de alimento por dia.
Sendo que todo o alimento oferecido foi sempre ingerido em no maximo 5 minutos. Esta
comprovagdo feita através observag@o detalhada do comportamento dos peixes apds cada
etapa de alimentagéo.

Trés peixes foram retirados de cada aquario a cada sete dias, tendo sido o
experimento planejado para durar 7 semanas. Os peixes retirados dos aquarios foram

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

alimentadas com células rompidas e efeitos no crescimento.

Este experimento, teve 0 mesmo objetivo do experimento anterior, ou seja,
comparar o crescimento de peixes alimentados com uma cepa toxica e outra ndo-toxica.

A montagem dos aquarios foi igual ao experimento anterior, contendo cada aquario
18 peixes de aproximadamente Scm de comprimento. O experimento teve duragdo de 6
semanas e trés peixes de cada aquario foram retirados a cada sete dias. Os peixes foram
mortos e dissecados como no item 3.5 até o momento da extragdo e analise de microcistinas
nos tecidos.

A cepa ndo toxica escolhida foi NPBR-2. Esta cepa e a NPLJ-4 foram cultivadas em
OL de meio e concentradas a 1L (itens 3.1 e 3.5). A cepa NPLJ-4 chegou a uma
concentragio de 4,45 x 10° células.mL"™". A concentragiio de microcistinas foi de 29,2ug por
grama de alimento, o que correspondeu 4 uma concentragdo de 3,8x10® células.g™ de
alimento. O concentrado da cepa NPBR-2 chegou a 6,63 x 10° células.mL™ e para o
preparo do alimento foi utilizado a mesma concentragio de células.g™ presente no alimento
toxico. O alimento controle foi preparado na mesma quantidade e, em todos os aquarios,
cada peixe foi alimentado, diariamente pela manh3, com 1g de alimento durante os 42 dias
do experimento. ’

Neste experimento a ragdo foi novamente acrescentada pois, deste modo, se
houvesse uma diferenga significativa entre o crescimento dos peixes alimentados com a
cepa toxica e a ndo-toxica, a mesma ndo poderia ser atribuida & uma possivel diferenca

nutricional.

27



Além disso, o concentrado de células da cepa NPLJ-4, depois de ter suas células
contadas, foi exposto a uma ultrasonicagdo de 80mA por 9 minutos para que as células
fossem rompidas e as toxinas ficassem disponiveis na solugdo. Assim, o volume do
concentrado adicionado ao alimento, continuou tendo o mesmo numero de células e
concentragdo de microcistinas planejado, estas apenas ficaram livres na solugdo. Isto foi
feito para que fosse potencializado o efeito dessas toxinas nos peixes e para que fosse
observada uma possivel diferen¢a no processo de acimulo de microcistinas nos tecidos. A

cepa n3o-toxica ndo foi exposta a ultrasonicagao.

A tabela I apresenta o desenho experimental basico dos trés experimentos. Fazendo-
se uma correlagdo com ambiente, cada experimento poderia representar uma situagdo
ecologica distinta. O primeiro poderia representar uma situagdo onde os peixes, por um
periodo, se alimentam de células toxicas, mas dispdem de outras fontes alimentares, sendo
que haveria um periodo seguinte onde as células toxicas deixariam de ocorrer no ambiente
e 0s peixes ndo as ingereria mais. O segundo experimento representaria uma situagdo de
dominancia ou “bloom” de M. aeruginosa toxica, onde os peixes n3o teriam outra opgdo
nutricional. E o terceiro experimento seria equivalente a um “bloom” téxico em fase
senescente, cujas células estio sendo rompidas e ingeridas pelos peixes, havendo no

entanto, outras fontes de alimento aos mesmos.
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Tabela I — Condigdes experimentais utilizadas nos 3 experimentos

Experimentos Duragio Fases No. de peixes Tipo de alimento Concentracio | Concentraciode | Intervalo (dias)
(dias) nos oferecido de células. g’ de e n*de peixes
aquirios (1g por microcistinas alimento retirados
peixe) (ngg' de por
alimento) aqudrio
12) actimulo C- 4gar+ragdo 20,4 2,6x10° 3 dias/ 2peixes
; 30 T- dgar+ragdo+ M.a.
iy 30 15 dias toxica
2%) depuragdo 30 C- agar+ragédo 3 dias/ 2 peixes
T- dgar+ragdo Fezes -3 dias
15 dias .
C- agartragiio
T1- dgar+ M a. toxica
20 28 acimulo 63 T2- 4gar + M.a.l 14,6 1,9x 10% 7 dias/ 3 peixes
ndo-toxica
C- 4gartragéio
T1- 4gar+ragdo+ M. a.
3¢ 42 actmulo 54 toxica 29,2 3,8x10° 7 dias/ 3 peixes
rompida
T2-agar+ragdo+ M.a.2
ndo-toxica
C — controle
T —teste

M.a - Microcystis aeruginosa
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3.8) Extragio e anilise de microcistinas nas amostras de tecidos de Tilapia rendalli:
3.8.1) Extragdo:

A extragdo das amostras de figado e musculo dos peixes foi realizada seguindo a
metodologia citada em Magalhdes & Azevedo (1997).

Os figados e musculos, previamente pesados, foram postos em beckers (como
descrito na segdo0 3.5) e a eles foi adicionado 10mL de metanol 100%. 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 decantagdo. Em
seguida, procedeu-se uma parti¢do com hexano para a retirada do excesso de lipidios. Para
isto, adicionou-se 20 mL deste solvente ao extrato metanodlico, sendo a mistura, entdo,
agitada. Este processo foi repetido por trés vezes. A fase metandlica foi separada e levada a
evaporagdo até a secura total.

Apos esta etapa, o extrato seco, retido no frasco, foi ressuspenso em 20mL de agua
deionizada; e esta solug@o foi passada em um cartucho de octadecilsilano (C18) para um
purificagdo parcial das microcistinas. O cartucho foi eluido com 30mL de agua deionizada,
30mL de metanol 20% e S50mL de metanol 100%, sendo esta ultima fragdo evaporada a
secura total.

O material seco foi ressuspenso em 1mL de agua deionizada e filtrado em filtro de
nylon ou celulose regenerada com poro de 0,45um. Este volume foi mantido em freezer até

a posterior analise de microcistinas por imunoensaio tipo ELISA.
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E importante ressaltar que toda a quantidade de microcistinas extraida dos tecidos se
refere & microcistinas livres, pois no momento em que essas toxinas se ligam as proteinas
fosfatases ndo podem ser extraidas, uma vez que esta € uma ligagdo covalente irreversivel.

No primeiro experimento, as fezes dos peixes e algumas amostras da agua do
aquario também foram processadas para analise de microcistinas por imunoensaios tipo
ELISA.

As fezes foram extraidas seguindo a metodologia descrita por Krishnamurthy et al.,
(1986) para células (item 3.2), tendo como a unica diferenga a analise por ELISA e ndo por
HPLC.

A anélise da agua seguiu a metodologia descrita por (Tsuji et al., 1994). Para tanto,
1 L de cada aquario teste foi retirado, estes foram reunidos e passados em cartucho de C18
previamente ativado com 20ml de metanol 100% e 20ml de agua deionizada . Em seguida o
cartucho foi eluido com 20ml de agua deionizada, 20mL de metanol 20% e 20mL de
metanol 100%. Esta Gltima fragdo foi passada em um cartucho de silica gel ativada com
30ml de metanol 100%. Esta silica foi eluida com 30mL de metanol 100% e SOmL de uma
solugdo de agua: metanol: acido trifluoracético (10: 89.9: 0,1 v/v). Esta ultima fragio foi
totalmente seca. O material retido no frasco foi ressuspenso em 1mL de agua e filtrado

como na Ultima etapa da extragdo dos tecidos.
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3.8.2) Analise das amostras por imunoensaio tipo ELISA:

Todas as amostras de figado, musculo, fezes e agua foram analisadas pelo método
de imunoensaio tipo ELISA para detecgdo microcistinas desenvolvido por Chu et
al_(1990).

O método utilizado na analise de microcistinas é o chamado ELISA competitivo
direto. O seu principio se baseia na identificagdo de um antigeno (a microcistina) através de
um anticorpo especifico fixo a uma fase solida (geralmente uma placa de material inerte).
Ou seja, uma placa com anticorpos especificos fixos € incubada com a amostra contendo o
antigeno e com um conjugado composto de antigeno ligado a uma enzima, neste caso a
peroxidase. O antigeno ligado a enzima e o ndo ligado (a amostra) competem pela ligagdo
com os anticorpos, sendo que a amostra tem a vantagem de ter sido incubada primeiro.
ApOs a reagdo, a placa é lavada e somente o que foi ligado aos anticorpos permanece. O
substrato da enzima € adicionado e a reag¢do substrato-enzima € colorimétrica. Todas as
microcistinas que existirem nas amostras se ligardo aos anticorpos, os que ficarem livres se
ligardo ao conjugado microcistina—enzima. Portanto, o resultado € expresso de acordo com
as absorbancias das amostras e quanto mais reagdo de cor houver, menos toxina existe na
amostra. A quantificagdo é obtida através da comparagio das absorbancias das amostras
com as dos padrdes de microcistinas.

Foram utilizados nestas analises “kits” de ELISA especificos para microcistinas da
empresa americana Envirologix Inc. (catalogo no. EP 022).

Cada amostra analisada foi antes diluida com agua deionizada para que, assim, a

concentragdo de microcistinas da amostra estivesse dentro da faixa de concentragdo dos
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padrdes do “kit”, ou seja, para que fosse possivel a interpolagéo dos valores de absorbancia
das amostras na curva padrdo obtida e assim, a quantificagio pudesse ser feita. Além disso,
p

cada diluigio foi analisada em duas réplicas.

3.9) Anailise estatistica dos dados morfométricos de Tilapia rendalli :

As médias de peso e comprimento dos peixes obtidos nos trés tratamentos durante
os dois ultimos experimentos foram testados através de uma analise de varidncia, para
verificar se houve uma diferenga significativa entre os tratamentos. Utilizou-se o teste de
Duncan, quando uma diferenga foi observada com o objetivo de se identificar quais
tratamentos diferiram entre si. Ambos os testes foram realizados a um nivel de significincia
de 5% (Bieguelman, 1988).

Estas analises foram realizadas através do programa de Software STATISTICA.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO:

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

toxica a 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 ragdo em
uma matriz gelatinosa feita de agar, demonstrou ser a forma de alimento mais adequada a
ser utilizada. O agar foi escolhido por ser um produto que fornece uma consisténcia
semelhante a uma gelatina, o que permitiu a confecgdo de “blocos” de alimento
mensuraveis € que provavelmente ndo seria toxico ao peixe, sendo este fato confirmado
neste experimento, e a ragdo foi acrescentada para que o alimento fosse nutricionalmente
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 1g por peixe, foi o utilizado para o fornecimento
alimento durante os experimentos seguintes.

Tabela'H - Peso do alimento oferecido e ingerido por Tilapia rendalli no teste inicial

; Peso inicial do Peso ﬁnaj do Quantidade Quantidade
Dy st alimento (g) ingerida pelos 7 ingerida por = |
individuos (g) individuo (g)
1 14,0 6,6 7,4 1,06
2 140 1.2 6,8 0,97
3 14,0 7,0 7,0 1,00
4 14,0 6,1 7,9 o
- 14,0 7,0 7,0 1,00
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4.2) Primeiro experimento: Acimulo e depuracio de microcistinas em figado e

musculo de Tilapia rendalli.

A presenga de microcistinas (MCIST) no figado e no musculo de Tilapia rendalli,
alimentada durante 15 dias com a cepa toxica NPLJ-4, esta representada na figura 1.

Pode-se observar que ja no terceiro dia de experimento, na fase de acumulo,
detectou-se a presenga de 0,2 pg MCIST.g"de figado destes organismos. No sexto dia
encontrou-se 0,6pg MCIST.g" no figado, o maior valor desta toxina no experimento. Esta
concentragdo foi equivalente a 0,48% do total de microcistinas contidas nas células toxicas
ingeridas durante os seis primeiros dias (122,4pg) (Fig.1A). Sendo que a ingestdo diaria de
cada peixe foi de 20,4ug de MCIST. Portanto, a maior concentragdo de microcistinas
acumulada no figado representou uma percentagem bastante baixa em relagdo ao total
ingerido por estes peixes. O trabalho realizado por Tencalla & Dietrich (1997), demonstrou
que ingestdo for¢ada de 342pg de MCIST leva & um acimulo maximo 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 absor¢do mais rapida 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.

ApOs estes seis primeiros dias, a concentragdo destas toxinas no figado decaiu e,
em seguida, voltou a aumentar até o final da fase de acimulo, chegando a 0,1% do total
ingerido. A partir do 15° dia, na fase de depuragdo os valores de microcistinas no figado

voltaram a decair chegando a 0,12ug.g” no final do experimento. No entanto neste periodo,
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Figura 1. Concentragdes de microcistinas e seu percentual de
actmulo no figado(A) e no musculo(B), em relagao a dose ingerida
por Tilapia rendalli no primeiro experimento.




um zumento foi observado no 27° dia, sendo que os peixes ja ndo ingeriam células toxicas.
Resultados semelhantes foram encontrados por Vasconcelos (1995) em um estudo feito
com mexilhdes onde também verificou, durante a fase de depuragdo, alguns aumentos nas
concentragdes de microcistinas. De acordo com este autor, este fato possivelmente é
decorrente da metabolizagdo das proteinas fosfatases e, devido ao “turnover” das mesmas,
essas microcistinas passariam a ser liberadas, sendo possivel detecta-las, uma vez que sé é
possivel extrair e detectar microcistinas livres.

No musculo, observou-se que a presenga de microcistinas ocorre em
concentragdes bem mais baixas que no figado, obviamente pelo fato deste ultimo ser o
orgdo-alvo destas toxinas. Nos seis primeiros dias, o valor de microcistinas no musculo foi
de 0,002pg.g”" Um aumento ocorreu no 9° dia, onde foi encontrada uma concentragdo de
0,025ug.g”, a maior durante a fase de acamulo. Este valor representou 0,01% do total de
microcistinas contidas nas células toxicas ingeridas durante os nove dias. Durante a fase de
depuragdo, as concentragdes de microcistinas permaneceram baixas como foram a partir do
92 dia, mas no 24“-’ dia encontrou-se 0,045ug. g'l, o valor mais alto desta toxina no musculo
durante este experimento (Fig. 1B).

Neste experimento, a cinética das concentragdes de microcistinas no figado e no
musculo mostrou que os dois maiores valores de concentragio no musculo foram
equivalentes aos valores mais baixos no figado, indicando uma possivel transferéncia destas
toxinas do figado para o musculo. Vale ressaltar que a maior concentragdo de microcistinas
encontrada no musculo ocorreu na fase de depuragdo, nove dias apOs ser interrompida a
ingestdo de células toxicas. Além da hipotese da transferéncia, este aumento também pode

ser o resultado da liberag@o de microcistinas antes ligadas as proteinas fosfatases, como foi
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sugerido acima para o figado. Isto indica que, em uma situag@o de “bloom”, mesmo apés o
desaparecimento das células na agua, o musculo de peixes ainda pode estar contaminado
por varios dias.

No final da fase de acamulo, havia 0,34ug.g” de microcistinas no figado e
0,003ug.g™" no musculo. A soma destes totais correspondeu 0,1% do total microcistinas
ingeridas no periodo de 15 dias. Ja no final da fase de depuragdo o figado apresentou
0,12pg MCIST.g? e o musculo 0,001pg MCIST.g”, sendo que ambos os valores
correspondem a um decréscimo de 63% em relag@o as concentragdes encontradas no final
da fase de acimulo.

Durante a fase de depuragdo, foram analisadas as fezes dos peixes alimentados
com a cepa toxica NPLJ-4. Optou-se por ndo analisar as fezes da fase de acimulo, devido a
impossibilidade de se separar a mesma dos restos do alimento toxico oferecido aos peixes,
que esporadicamente se depositavam no fundo do aquario onde as fezes posteriormente
também se acumulavam.

A concentragdo de microcistinas encontrada nas fezes foi crescente durante a fase
de depuragdo, sendo o maior valor encontrado no tltimo dia, 0,068ug.g” de fezes/ peixe
(Fig. 2). A soma das concentragdes de microcistinas nas fezes ao longo desta fase fornece
um valor de 0,162ug.g” de fezes/ peixe. Este valor correspondeu a 48% do total de
microcistinas acumuladas no figado e no musculo, ao final da fase de acaimulo. Portanto,
quase metade da quantidade de toxinas acumuladas em figado e musculo destes peixes
foram excretadas nas fezes até o final da fase de depurag@o.

Este aumento crescente de microcistinas nas fezes correspondeu a tendéncia de
diminui¢3o nas concentragdes destas toxinas em ambos os tecidos. Sendo assim, ao final da

fase de depuragdo dos 63% de microcistinas que deixaram os tecidos, 48% surgiram nas
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Figura 2. Concentragdes de microcistinas nas fezes de Tilapia rendalli durante

a fase de depuragao do primeiro experimento
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fezes. Os outros 15% podem ter sido metabolizados. Pflugmacher et al., (1998) indicaram
haver a metabolizagdo de microcistinas através de uma reagéo enzimatica no figado que
forma um composto mais polar, possivelmente menos toxico que original. Uma outra
hipé6tese é a de que esses 15% de microcistinas tenham se ligado novamente as proteinas
fosfatases e por isso ndo tenham sido excretados, nem detectados nos tecidos apods a
extra¢do, pois, como ja foi dito anteriormente, toda a quantidade de toxinas extraida e
detectada nos tecidos se refere a microcistinas ndo-ligadas as proteinas fosfatases, ou seja,
livres.

A excregdo de microcistinas pelas fezes, verificada neste experimento, esta de
acordo com a literatura que cita a bile como a principal via de excre¢do destas toxinas
(Falconer et al.,1986, citado em Rabergh et al.,1991; Sahin et al.,1996).

A égua dos aquarios ndo foi trocada em nenhum momento durante o experimento,
apenas filtrada. Devido a este fato, concluiu-se que poderia ter havido uma contaminagéo,
mesmo em pequena escala, desta agua pelas fezes que se depositavam e continham
microcistinas. Portanto, somente para se ter uma idéia da concentragdo de microcistinas
dissolvidas nesta agua, que poderia também ser fruto de excre¢do, a mesma foi analisada no
terceiro e no ultimo dia da fase de depuragdo. No terceiro dia foi encontrada uma
concentragdo de 15,8ug L. Este valor correspondeu a aproximadamente 9% do total de
microcistinas nas células toxicas oferecidas aos peixes durante toda a fase de acumulo.
Contudo, ndo se pode precisar o quanto deste percentual correspondeu a excregio realizada
pelos peixes e o quanto correspondeu & contaminagdo mencionada acima. No tltimo dia
desta fase e também do experimento foi encontrado um valor de 4,3ug MCIST L. A

redugdo de 73% em12 dias na concentragdo de microcistinas dissolvidas na agua indica ter
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havido um processo de biodegradagdo dessas toxinas por microorganismos presentes nos
aquarios, ao longo da fase de depuragdo. Este valor é proximo ao encontrado por outros
autores. Jones et al.(1994), citado em Chorus & Bartram (1999), afirmaram que o processo
de biodegradagdo pode eliminar mais de 90% de microcistinas dissolvidas na agua em um
periodo de 2 a 10 dias. No entanto, isto vai depender das condigdes da agua, concentragéo

inicial de toxinas, temperatura e tipo de microorganismos presentes.

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

alimentadas sem racéo.

Neste experimento, os peixes foram expostos, durante 28 dias, a trés condigdes
alimentares: o controle composto de ragdo e agar, o tratamento onde receberam células
toxicas (NPLJ-4) e o tratamento onde receberam células ndo-toxicas (NPJT-1), sendo que
nos dois ultimos, o alimento n3o continha ragio.

O experimento foi planejado para durar 7 semanas, mas um fato ndo 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 pedagos de alimento, talvez para manterem um minimo de sobrevivéncia. Verificou-
se, posteriormente, que esta cepa é produtora de geosmina, um metabolito secundario que
algumas cianobactérias produzem, sendo este, talvez, o motivo da rejei¢do dos peixes. Os

peixes do aquario que receberam o alimento toxico, continuaram se alimentando
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normalmente e isto possibilitou avaliar o acimulo de microcistinas nos tecidos em uma
condi¢@o onde o peixe ndo recebia ragio.

A variagdo da concentragdo de microcistinas no figado e no musculo dos peixes
que receberam as células toxicas 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
concentragdo de microcistinas no figado, 2,8ug.g” (Fig. 3A). Este valor corresponde &
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 alimentagdo com células toxicas, que foi de 0,48% (Fig 1A.). A
partir da primeira semana até o final do experimento, a concentragdo de microcistinas no
figado decaiu, atingindo um valor final de 0,23pug.g™”.

A cinética do acumulo de microcistina no figado neste experimento é semelhante
ao experimento anterior, tendo sua maior concentragdo na primeira semana, seguida de um
decréscimo. No entanto, apesar de neste experimento a dose de toxinas ingeridas
diariamente ter sido menor (14,6pg), o percentual inicial de acimulo de 2,8% foi bem
maior que o do anterior. A principal diferenga entre os dois foi a auséncia de ragdo no
alimento toxico deste experimento e esta pode ter sido causa da diferenga nos percentuais
entre ambos.

As tilapias s@o capazes de digerir com eficiéncia células de cianobactérias, devido
ao pH extremamente baixo (aproximadamente 1) e ao longo comprimento do ducto
digestivo. No entanto, a absor¢do de peptideos pelas células do trato intestinal € baixa
(Tencalla et al.,1994). As microcistinas s3o peptideos que ndo sdo digeridos pelas enzimas
da maioria dos animais, portanto, sua absor¢do no intestino de peixes é conseqlientemente

baixa. No primeiro experimento, os nutrientes contidos na ragéo presente no alimento
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de acimulo no figado(A) e musculo(B), em relagdo a dose ingerida por
Tilapia rendalli durante o segundo experimento.



toxico provavelmente competiram com as microcistinas pela absor¢do e devem ter obtido
vantagem, por serem mais facilmente digeridos. Essa hipotese explicaria um percentual
inicialmente mais baixo no primeiro experimento em relagdo ao segundo que ndo continha
rag¢do no alimento toxico.

No musculo, foi encontrada uma concentragido de 0,07ug MCIST.g'l, no 7% dia, e
este valor correspondeu a 0,07% do total ingerido pelos peixes neste periodo (Fig. 3B),
sendo o maior percentual de acimulo no misculo durante este experimento. Mas, a maior
concentragdo de microcistinas encontrada foi de 0,076pg.g™” no 212 dia e equivale a menor
concentragio no figado (Fig. 3A), o que talvez pudesse ser explicado também pela hipétese
de transferéncia dessas toxinas do figado para o musculo, levantada no primeiro
experimento.

Os dois primeiros experimentos evidenciaram que o processo de acumulo de
microcistina no figado difere do acimulo no musculo. As maiores concentragdes de toxina
no figado ocorreram na primeira semana, enquanto no musculo as maiores concentragGes
foram observadas na terceira semana. Isto, provavelmente, se deve ao fato do figado ser o
o6rgdo alvo das microcistinas (Falconer, 1999) recebendo inicialmente as maiores doses de
toxinas e, possivelmente transferindo-as para o musculo ao longo do tempo.

O crescimento de TZilapia rendalli, exposta aos trés tratamentos, foi avaliado
através dos dados de peso e comprimento, obtidos durante este experimento. O tratamento
em que os peixes receberam a cepa ndo-toxica NPJT-1 funcionou basicamente como um
controle sem alimento, pois os peixes rejeitaram esta cepa, ingerindo quantidades minimas

do alimento esporadicamente. A figura 4 mostra os graficos de crescimento de Tilapia

rendalli, neste experimento.
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Crescimento de Tllapia rendalli
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Figura 4. Crescimento de Tilapia rendalli no segundo experimento. Graficos A, B e C representam as
médias dos pesos dos organismos no controle, no tratamento com a cepa téxica NPLJ-4 e no
tratamento com a cepa nao-toxica NPJT-1. Os gréaficos D, E e F sdo as médias dos comprimentos
nos mesmos tratamentos. As barras em cada ponto indicam o desvio padrdo de cada valor médio.
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Para as analises de varidncia foram utilizados sempre os valores finais de peso e

comprimento de cada tratamento.

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

houve uma diferenga significativa entre as médias dos pesos dos peixes nas trés condigdes.

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

significdncia de 5% e foi observada uma diferenga significativa entre as médias de peso do

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

estes dois ultimos ndo diferiram entre si. A tabela ITI mostra os valores de p obtidos.

Tabela III — Valores de p obtidos pela analise de varidncia dos pesos dos peixes ao

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

significativa que houve entre os tratamentos

Controle Cepa ndo —t6xicaNPJT-1 Cepa toxicaNPLJ4
Meédias de peso (g) 15,730 7,330 7,630
Controle - p 0,038 0,009
Cepa ndo -toxica NPJT-1 - p 0,038 0,894
Cepa toxica NPLJ4 - p 0,009 0,894
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As médias do comprimento também foram testadas e o resultado da analise de
varidncia forneceu um valor de F= 10,16 (p< 0,05), indicando que houve uma diferenca
significativa entre as médias dos peixes nos trés tratamentos. Para testar quais tratamentos
diferiram entre si, o Teste de Duncan foi aplicado ao nivel de significincia de 5% e uma
diferenca significativa foi observada entre as médias de comprimento do controle e dos dois
outros tratamentos sendo que estes dois ultimos ndo diferiram entre si, como demonstra a
tabela IV.

Tabela IV — Valores de p obtidos pela analise de varidncia dos comprimentos dos
peixes ao final do segundo experimento. Os valores em vermelho indicam a diferenga

significativa que houve entre os tratamento.

Controle Cepa nio-toxica NPJT-1 Cepa toxica NPLJ-4
Meédias de comprimento (cm) 9,460 7,760 7,800
Controle - p 0,035 0,008
Cepa nio -téxica NPJT-1 - p 0,035 0,941
Cepa toxica NPLJ-4 - p 0,008 0,941

Estes resultados indicam que os. peixes alimentados com as cepas toxica e ndo-
toxica tiveram um crescimento reduzido em relagdo ao controle. No entanto, no tratamento
com a cepa toxica, ndo se pode precisar se este efeito foi decorrente da intoxicagdo com
microcistinas e/ou de uma deficiéncia nutricional, como provavelmente aconteceu com a

cepa ndo-toxica.
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4.4) Terceiro experimento: Acumulo de microcistinas em tecidos de Tilapia rendalli

alimentadas com células rompidas e efeitos no crescimento.

Neste experimento, Tilapia rendalli foi exposta, durante 28 dias, a trés tipos de
alimento: controle, alimento contendo células da cepa ndo-toxica NPBR-2 e alimento
contendo células da cepa toxica NPLJ-4 previamente lisadas, com uma concentragdo de
microcistinas de 29,2pg.g”, portanto, superior aos experimentos anteriores. Em todos os
tratamentos os alimentos continham adigdo de ragio.

A cinética de acaimulo de microcistinas nos tecidos foi diferente em relagdo aos
experimentos anteriores. Na figura 5A pode-se observar que, neste experimento, a maior
concentragio de microcistinas encontrada no figado, (1,7pg.g™") ocorreu no 422 dia, ou seja,
ultima semana do experimento. Ao contrario dos dois experimentos anteriores onde a maior
concentragdo no figado ocorreu na primeira semana.

No musculo, o maior valor de microcistina (0,096pg.g") ocorreu no 14° dia,
segunda semana (Fig. 5B), o que também difere dos experimentos anteriores que
apresentaram as maiores concentragdes nas ultimas semanas.

A principal diferenga entre este experimento e os dois primeiros € o fato das
células toxicas oferecidas aos peixes terem sido rompidas, ou seja as toxinas presentes no
alimento estavam mais disponiveis.

A maior disponibilidade das microcistinas pode ter facilitado a absor¢do, o que

levou a um aumento crescente da concentragdo destas toxinas no figado. No entanto este
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Acumulo de microcistinas no figado
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Figura 5. Concentragdes de microcistinas e seu percentual

de acumulo no figado(A) e musculo(B), em relagéo a dose ingerida

por Tilapia rendalli durante o terceiro experimento.

49



aumento ndo foi proporcional a dose ingerida pois o percentual de acimulo foi decrescente
(Fig. 5A).

Como ja ressaltado, a concentragdo maxima de microcistinas encontrada no figado
ocorreu no final do experimento. Entretanto, este valor ndo superou a maior concentragdo
ocorrida na primeira semana do segundo experimento, mesmo havendo uma ingestdo diaria
mais alta (29,2ug) e as microcistinas estarem mais disponiveis. Uma hipotese para esta
observagdo ¢ fato de que microcistinas livres podem estar expostas aos acidos do sistema
digestivo das tilapias e consequentemente mais expostas a degradagdo, pois como ja
demonstrado em estudos anteriores, valores baixos de pH provocam a degradagdo de
microcistinas (Nicholson et al., 1994).

No alimento toxico deste experimento foi adicionado rag3o, portanto a hipétese de
competicdo com as microcistinas pela absor¢do, também se aplica como no primeiro
experimento.

Uma outra hipdtese para a cinética do acumulo de microcistinas neste experimento
¢ que até o 21° dia, no figado, ou 142 dia no musculo, o aumento da concentragio de
microcistinas livres poderia ter ocorrido devido a maior facilidade de absorgdo das toxinas
que estavam livres. A partir de ent@o, houve um decréscimo ocasionado provavelmente pela
ligagdo da maior parte das microcistinas as proteinas fosfatases. Na fase final do
experimento, 0 aumento ocorrido possivelmente pode ser explicado pela liberagdo destas
toxinas devido a metaboliza¢do destas proteinas fosfatases, uma vez que este aumento ndo
correspondeu ao percentual acumulado, em relagdo & dose ingerida. Entretanto, estudos
bioquimicos sobre a cinética de absor¢do desta toxina precisariam ser realizados para. a

comprovagao ou rejeigdo destas hipoteses aqui levantadas.
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A figura 6 mostra os graficos de crescimento de Zilapia rendalli, nos trés
tratamentos: controle, alimento com a cepa toxica NPLJ-4 e alimento com a cepa ndo-
toxica NPBR-2. O resultado da analise de varidncia dos valores médios finais de peso
forneceu um valor de F= 7,92 (p< 0,05), indicando que houve uma diferenga significativa
entre os pesos dos peixes nas trés condigdes. Para testar quais tratamentos diferiram entre
si, foi realizado o Teste de Duncan ao nivel de significancia de 5% e observou-se que existe
uma diferenga significativa entre as médias de peso do tratamento com a cepa toxica e as
médias do peso dos dois outros tratamentos: controle e tratamento com a cepa ndo-tdxica,
sendo que estes dois ultimos ndo diferiram entre si. A tabela V mostra os valores de )4
obtidos.

Tabela V — Valores de p obtidos pela analise de varidncia dos pesos dos peixes ao
final do terceiro experimento. Os valores em vermelho indicam diferenga significativa que

houve entre os tratamentos.

Controle Cepa nio-toxica NPBR-2 Cepa toxica NPLJ4
Médias de peso (g) 8,430 8,060 5,830
Controle - p 0,622 0,048
Cepa toxica NPLI-4 — p 0,048 0,019
Cepa ndo -tbxica NPBR-2 -p 0,622 0,019

As médias do comprimento também foram testadas e o resultado da analise de
variancia forneceu um valor de F= 3,71 (p> 0,05), indicando que ndo houve uma diferenga

significativa entre as médias dos peixes nos trés tratamentos.
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igura 6. Crescimento de Tilapia rendalli no terceiro experimento. Gréaficos A, B e C representam as
1édias dos pesos dos organismos no controle, no tratamento com a cepa téxica NPLJ-4 e

o tratamento com a cepa ndo-toxica NPBR-2. Os gréaficos D, E e F sdo as médias dos
omprimentos dos organismos nos mesmos tratamentos. As barras em cada ponto indicam

desvio padrao de cada valor médio.
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Portanto, os resultados do crescimento de Tilapia rendalli neste terceiro
experimento demonstraram que a cepa toxica NPLJ-4 reduziu o peso deste peixe em
relagdo ao controle e ao tratamento com a cepa nédo-toxica, no entanto 0 comprimento nas
trés condigdes ndo variou.

O efeito negativo de cepas toxicas de Microcystis aeruginosa no crescimento de
peixes herbivoros também foi reportado por Beveridge et al. (1993). Uma redugdo no
crescimento pode ser causada pela demanda energética do organismo que aumenta sua
atividade de excre¢do em resposta a intoxicagdo por microcistinas. As mudangas no
metabolismo incluem aumento da atividade renal e da atividade de enzimas de
detoxificag¢do no figado (Wiegand e? al.,1999).

No primeiro experimento, também foi possivel observar que as fezes, durante a
fase em os peixes receberam células toxicas, se apresentou menos firme e consistente em

relag@o ao controle, indicando algum distarbio intestinal causado pelas microcistinas.

4.5) Discussio geral:

Os trés experimentos desenvolvidos neste trabalho podem ser relacionados a trés
situagdes ecoldgicas distintas. No primeiro, as células toxicas de Microcystis aeruginosa
foram oferecidas intactas e acompanhadas de ragdo durante a primeira fase, posteriomente
os peixes passaram a receber alimento normal, sem células toxicas. Este modelo
experimental pode representar uma situagdo onde os peixes, por um periodo, se
alimentariam de células toxicas, mas disporiam de outras fontes alimentares. Em um

periodo seguinte as células toxicas deixariam de ocorrer no ambiente.

53



O segundo experimento representaria uma situagio de dominancia ou “bloom” de
M. aeruginosa toxica, onde os peixes ndo teriam outra opgdo nutricional. E o terceiro
experimento seria equivalente a um “bloom” toxico 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
acumulo de microcistinas no figado e musculo de Tilapia rendalli. Em termos gerais, pode
se dizer que a situagdo em que o peixe s disponha de células toxicas de M. aeruginosa
como fonte alimentar, representada pelo segundo experimento, foi a situagéo onde ocorreu
inicialmente o maior acimulo de microcistinas livres nos tecidos.

Um acimulo com concentragdes iniciais menores que as da situagdo anterior,
porém mais duradouro ao longo do tempo, foi verificado no terceiro experimento, que
representaria uma situagéo 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
situagdes anteriores. Além disso, uma vez interrompida a ingestdo de células toxicas, estes
peixes sdo capazes de excretar essas toxinas em suas fezes. No entanto aumentos
expressivos nas concentragdes de microcistinas no musculo ainda podem ser detectados
vérios dias apos a interrupgdo da ingestdo de células toxicas.

Nos trés experimentos, os aumentos das concentragdes de microcistinas seguidos
de decréscimo, podem estar associados a outros fatores, além daqueles discutidos
especificamente em cada experimento.

Primeiramente, a excre¢do de microcistinas, que foi comprovada na fase de

depurag@o do primeiro experimento, pode ter ocorrido também na fase de acimulo ¢ em
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todo o tempo de duragdio dos dois outros experimentos. Isto pode ser um dos fatores
responsaveis pelos decréscimos nas concentragdes de microcistinas nos tecidos.

Além da excregdo, os altos e baixos valores de microcistinas detectadas nos
tecidos podem ser o resultado da metabolizagdo (“turnover”) de proteinas fosfatases ligadas
covalentemente as microcistinas, que no momento de sua degradagdo liberariam estas
toxinas no tecido, podendo estas, entdo, serem extraidas e detectadas (Sahin ef al., 1996). O
processo inverso também pode ocorrer, ou seja, microcistinas que antes estavam livres no
tecido, se ligariam covalentemente as proteinas fosfatases, ndio podendo mais serem
detectadas. Este fendmeno de desligamento destas proteinas é a hipotese que melhor
explicaria o aumento na concentragdo de microcistinas no figado na fase de depuragéo do
primeiro experimento, onde ja ndo havia mais a ingestdo de células toxicas (Fig. 1A).

Vasconcelos (1995), em experimentos de acimulo de microcistinas em mexilhdes,
observou estes mesmo padrdo de aumentos na concentragdo de microcistinas nos tecidos
destes organismos quando estes ja ndo se alimentavam mais de cianobactérias toxicas. Este
autor também levantou a hip6tese de metabolizagido de proteinas fosfatases e liberagdo de
microcistinas nos tecidos como uma explicagido para esta observagio.

Carmichael (comunicagdo pessoal) relatou também ter observado este mesmo
padrdo de aumento na concentrag@o de microcistinas nos figados de pacientes intoxicados
em sessoes de hemodialise em Caruaru.

Williams et al. (1997b), em experimentos com microcistinas marcadas
radioativamente, verificaram que 5 horas apds a injegdo intraperitonial, aproximadamente
60% destas toxinas estavam ligadas covalentemente a proteinas fosfatases e
consequentemente, ndo detectaveis pela extragdo com metanol. Um resultado semelhante

foi obtido por Tencalla & Dietrich (1997), 3 horas ap6és um ingestdo forgada de células
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toxicas liofilizadas, cerca de 63% de microcistinas estavam ligadas covalentemente a
proteinas 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 concentragdo real presente, que certamente foi maior.

Em todos os experimentos ndo houve mortalidade de peixes e nenhum organismo
apresentou sintomas macroscopicos da intoxicagdo por microcistinas. Estas toxinas, em
doses Gnicas e mais elevadas, quando injetadas intraperitonialmente (550pg kg™, Rabergh
et al.,1991) ou mesmo oferecidas oralmente, através de ingestdo forgada (6600ugkg”,
Tencalla et al.,1994) causam a morte de peixes em um periodo de horas.

Nos experimentos deste trabalho, as doses diarias oferecidas foram bem menores
que as citadas na literatura, no entanto, os peixes ingeriram células toxicas por um periodo
que de variou de 15 dias a seis semanas, ou seja, um periodo de exposi¢do cronica nio
encontrado em trabalhos da literatura. Estas doses diarias de microcistinas foram
equivalentes ao que se pode encontrar em “blooms” de Microcystis aeruginosa e ao que
tem sido encontrado no ducto digestivo de tilapias coletadas na Lagoa de Jacarepagua-RJ
(Magalhdes & Azevedo, 1997), significando que estas sd3o doses que um peixe
possivelmente ingere em uma lagoa afetada por um “bloom”. A n3o mortalidade dos peixes
nos experimentos também esta de acordo com que se observa nesta lagoa, ou seja, com
concentragdes equivalentes no figado as encontradas nos experimentos, os peixes da Lagoa
de Jacarepagua sdo coletados com aparéncia “saudavel”’, sem nenhum sintoma
macroscopico de intoxicagdo. Peixes hemorragicos também ja foram coletados, no entanto
as concentragdes de microcistinas encontradas no figado foram bastante superiores

(Magalhdes & Azevedo, 1997).
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Tilapia rendalli ingere ativamente colOnias Microcystis aeruginosa toxica em
floragdes como foi visto nos trabalhos citados acima e nestes experimentos, onde estes
peixes ndo evitaram o alimento toxico, ao contrario do que foi observado na literatura para
outras espécies de tilapia (Keshavanath et al.,1994). Portanto, devem existir mecanismos
que permitam a estas tilapias sobreviver por longos periodos de exposi¢do as células
toxicas. Um deles pode ser a excregdo, que impede que o acimulo de microcistinas seja
bem maior. Pode haver também uma resisténcia & concentragdes altas destas toxinas no
figado e/ou detoxificagdo das mesmas por enzimas presentes neste 6rgdo. Além disso, um
fator importante seria o baixo pH do ducto digestivo de tilapias, em torno de 1, que poderia
promover uma degradagdo de toxinas durante o processo digestivo. Portanto, estes
mecanismos possivelmente estiveram envolvidos na sobrevivéncia das tilapias durante os

experimentos.

4.6) Avaliacdo do potencial de risco do acimulo de microcistinas em misculo de

Tilapia rendalli para a popula¢io humana.

A ingestdo prolongada de microcistinas € um risco para a saide humana, uma vez
que estas toxinas s3o potentes promotores de tumores hepaticos (Falconer & Humpage,
1996).

Os resultados dos trés- experimentos descritos anteriormente demostram um
acamulo de microcistinas no musculo de Tilapia rendalli. Esta espécie de peixe ¢é
consumida comercialmente e o acimulo de microcistinas em seu tecido muscular ndo esta

restrito a experimentos laboratoriais, pois tem sido observado com freqiiéncia em peixes
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coletados na Lagoa de Jacarepagua — RJ devido a “blooms” de cianobactérias, como foi
descrito na segdo 1.2 (Magalhies et al.,1999).

Os resultados de acamulo destas toxinas no misculo podem ser compativeis com o
que poderia ser encontrado na natureza, pois a concentragido oferecida foi equivalente ao
que o peixe costuma ingerir no ambiente natural, como foi discutido anteriormente.

A Organizagdo Mundial de Satde em seu livro intitulado “Toxic Cyanobacteria in
Water — a guide to their public health consequences, monitoring and management” (Chorus
& Bartram, 1999), estabelece que a ingestio maxima aceitavel de microcistina-LR ¢é
0,04pg.Kg” de peso corporeo/dia.

A figura 7 mostra as concentragdes de microcistinas acumuladas nos musculos de
Tilapia rendalli nos trés experimentos realizados.

Baseando-se nestes valores, a figura 8 mostra a ingestdo diaria de microcistinas
por uma pessoa de 60Kg que consumisse 300g de destes musculos, que foi o peso médio do
musculo das tilapias coletadas na Lagoa de Jacarepagua (Magalhdes, comunicagio pessoal).

No primeiro experimento, observa-se que uma pessoa, nas condigdes citadas
anteriormente, que consuma tilapias que tenham ingerido diariamente por nove dias 20,4pg
de microcistinas, teria uma ingestio de 0,13pgKg’de peso corpéreo/dia ou seja
aproximadamente 3 vezes acima do limite aceitavel para o consumo didrio. Observa-se
também que nove dias apés se interromper o oferecimento de alimento toxico aos peixes,
esta ingestdo seria de 0,23ugKg’de peso corporeo/dia. Portanto, pode-se afirmar que
alguns dias ap6s o término de um “bloom” ou onde os peixes ja tenham interrompido a
ingestdo de células toxicas, o musculo ainda pode apresentar concentragdes de
microcistinas acima do limite aceitavel para ingestdo diaria desta toxina por uma pessoa

adulta.
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Figura 7. Concentragdes de microcistinas por Kg de
musculo de Tilapia rendalli durante o primeiro, segundo
e terceiro experimentos.
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Nas condigdes do segundo e do terceiro experimentos, o consumo de 300g destes
peixes levaria a uma ingestdo de quantidades de microcistinas muito acima do limite
aceitavel durante todo o tempo em que os peixes ingeriram as células toxicas. No 14° dia do
terceiro experimento, onde os peixes ingeriram 29,2ug de microcistinas diariamente, o
consumo do musculo levaria 4 ingestdo de uma concentragdo 12 vezes acima do limite
aceitavel (Fig. 8).

Estes experimentos confirmaram o risco do consumo de peixes durante “blooms”
ou dominéincia de Microcistis aeruginosa toxica. Durante toda a duragdo deste evento, e
mesmo alguns dias apés o seu término, é muito provavel que os musculos apresentem
concentragdes de microcistinas muito acima do aceitavel para o consumo humano.

Fazendo-se a média entre as concentragdes de células toxicas ingeridas
diariamente pelos peixes nos dois primeiros experimentos (onde as células foram oferecidas
intactas), obteve-se um valor de 2,3x 10® células. Extrapolando-se esta concentragdo para a
agua, se os peixes ingerissem ou filtrassem ao menos 1 litro de agua diariamente com esta
concentragdo de células, 2,3x108, L'l, em um periodo de aproximadamente sete dias, ja
apresentariam concentragdes de microcistinas no musculo que os tornaria improprios para o

consumo humano.
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Figura 8. Ingestéo diéria de microcistinas por uma pessoa
de 60Kg que consuma 300g de musculo de Tilapia
rendalli nas condi¢des equivalentes aos 3 experimentos.
A linha azul delimita a dose de ingestéo diaria tolerada
por Kg de peso corpéreo - 0,04ug
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Sendo assim, concentragdes de células de Microcystis aeruginosa proximas de
2,3x10%. L podem representar um risco para a saide de populagdes humanas que
consomem o pescado deste ambiente aquatico e por isso a comercializagdo deve ser

interrompida.
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5- CONCLUSOES:

1-

Tilapia rendalli, ao ingerir células intactas de Microcystis aeruginosa toxica, acumula
microcistinas no figado e no musculo, sendo estas toxinas detectaveis nestes tecidos ao

terceiro dia de ingestéo.

Nos dois primeiros experimentos, em que Tilapia rendalli ingeriu células intactas de
Microcystis aeruginosa, o maior acimulo de microcistinas no figado ocorreu na
primeira semana, enquanto que o maior acumulo no musculo ocorreu na terceira

semana, sugerindo uma diferenga no processos de acuimulo em cada tecido.

A ingestdo de células toxicas intactas de Microcystis aeruginosa por Tilapia rendalli,
sem a presenga de ragdo permitem, inicialmente, o acimulo de concentragdes maiores

de microcistinas no figado e no musculo, quando comparadas as células oferecidas com

ragao.
A ingestdo por Tilapia rendalli de células toxicas rompidas de Microcystis aeruginosa,

juntamente com ragdo, permite 0 acimulo de concentragdes maiores de microcistinas

no figado e no musculo, quando comparadas as células oferecidas intactas e com rag3o.
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Tilapia rendalli se mostrou capaz de excretar, através das fezes, aproximadamente 50%
de microcistinas acumuladas em seus tecidos, em um periodo de 15 dias apds ser

interrompida a ingest3o de células toxicas.

Nove dias apos ser interrompida a ingestdo de células toxicas, o misculo de Zilapia
rendalli apresentou a maior concentragdo de microcistinas durante o experimento,
indicando uma possivel transferéncia destas toxinas do figado para o musculo, ou uma

liberagdo destas toxinas.

Doze dias apés ser interrompida a ingestdo de células toxicas, o figado de Tilapia
rendalli, apresentou um aumento na concentragdo de microcistinas, indicando haver

uma possivel liberagdo de toxinas neste tecido.

A alimentagio de Tilapia rendalli com células toxicas de Microcystis aeruginosa, em
concentragdes de microcistinas compativeis com o encontrado no ambiente, ndo causou

mortalidade no periodo de até seis semanas. No entanto, causou redugdo no ganho de

peso.

Os trés experimentos permitiram verificar que Zilapia rendalli, ao ingerir concentragdes
de microcistinas normalmente encontradas em floragGes toxicas de Microcystis
aeruginosa, acumulou microcistinas no musculo em concentragdes acima do limite
aceitavel para o consumo diario por uma pessoa adulta. Estas concentragdes
permaneceram acima deste limite mesmo apoOs varios dias depois da interrupgdo da

ingestdo de células toxicas, por estes peixes.
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10-

Os dados obtidos permitiram verificar que o consumo de Tilapia rendalli proveniente
de ambientes aquaticos que apresentam floragdes com um nimero de células toxicas
Microcystis aeruginosa em torno de 2,3 x 10%cels.L™ pode constituir um sério risco a

saude publica.
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7- ANEXOS:

7.1) Primeiro experimento:

Tabela I — Valores de microcistinas nos extratos de figado analisados por imunoensaio tipo

ELISA, peso dos figados e concentrag@o de microcistinas por grama de tecido.

Figado Figado Figado microcistinas
ng/ml Peso g ng/g
10/Jul 0 0 0
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 musculo analisados por imunoensaio

tipo ELISA, peso dos misculos e concentragéo de microcistinas por grama de tecido.

Musculo microcistinas Mauasculo microcistinas
ng/ml Pesog ng/g
10/Jul 0 0 0
13/Jul 7,99 8,4 0,95
16/Jul 16,94 8,6 1,97
19/Jul 223,94 8,8 25,45
22/Jul 271 9,772 2,77
25/Jul 26,92 9,925 2,7
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 III - Valores de microcistinas nos extratos das fezes analisadas por imunoensaio tipo
ELISA, peso das fezes, concentragdio de microcistinas por grama de fezes e por peixe.

Fezes microcistinas Peso fezes microcistinas | microcistinas
Fase depuragéo ng /mi 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 concentragdo de microcistinas por grama de tecido.

Figado | microcistinas Figado | microcistinas
ng/ml Peso g ng/g
23/Dez 0 0 0
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 nos extratos de misculo analisados por imunoensaio
tipo ELISA, peso dos muasculos e concentragido de microcistinas por grama de tecido.

Muasculo | microcistinas | Masculo | microcistinas
ng/mi Peso g ng/g
23/Dez 0 0
30/Dez 190,9 2,7 70,70
06/Jan 253 49 51,63
13/Jan 336,3 44 76,43
20/Jan 136,9 3,9 35,10
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Tabela VI — Dados morfométricos de Zilapia rendalli nos trés tratamentos:
alimento controle, alimento com cepa toxica NPLJ-4 e alimento com
cepa ndo-toxica NPJT-1 (P= peso, C= comprimento).

Controle Peso Comprimento média desvio padrao
Data g cm
30/Dez 12 8,7 P-10,3 P-1,47
9,3 8
9,6 8 C-8,2 C-04
06/Jan 11,4 9 P-9,8 P-2,8
11,5 8,8
6,5 75 C-8,4 C-0,81
13MJan 13,2 9,1 P-11,5 P-1,7
9,8 8,5
11,6 8,7 C-8,8 C-0,3
20/Jan 20,3 10,3 P-15,7 P-4,36
15,3 9,3
11,6 8,8 C-9,5 C-0,76
NPLJ-4
Data
30/Dez 9,3 83 P-8,1 P-1,3
6,7 71
8,2 8,1 Cc-7,8 C-0,64
06/Jan 9,3 8,6 P-8,8 P-0,92
9,3 8,5
Lol 7,9 C-8,3 C-0,38
13/Jan 10,5 9 P-8,7 P-1,57
76 8
8 7,7 C-8,2 C-0,68
20/Jan 8,1 8 P-7,3 P-1,41
5,7 7.2
8,2 8,1 Cc-7,8 C-0,49
NPJT-1
Data
30/Dez 8,7 8,3 P-8,2 P-0,62
7,5 7.8
8,4 8,2 c-81 - C-0,26
06/Jan 8,4 8,3 P-7,4 P-1,06
76 7,9
6,3 7,3 C-7,8 C-0,5
13/Jan 76 79 - P-7,03 P-0,51
6,6 76
6,9 7,5 C-7,7 C-0,2
20/Jan 8 7.8 P-7,6 P-0,4
7.7 7.9
7,2 7,7 C-7.8 C-01




7.3) Terceiro experimento:

Tabela VII — Valores de microcistinas nos extratos de figado analisados por imunoensaio
tipo ELISA, peso dos figados e concentrag@o de microcistinas por grama de tecido.

Figado | microcistinas Figado | microcistinas
ng/ml Peso g ng/g
12/Mar 0 0 0
19/Mar 409,55 0,59 694,15
26/Mar 315,25 0,35 900,71
02/Abr 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 misculo analisados por imunoensaio

tipo ELISA, peso dos musculos e concentragéo de microcistinas por grama de tecido.

Muasculo | microcistinas | Muasculo | microcistinas
ng/mi Peso g ng/g
12/Mar 0 0 0
19/Mar 373,95 7,23 51,72
26/Mar 446,75 4,63 96,49
02/Abr 271,6 7.1 38,20
09/Abr 198,75 6,42 30,96
16/Abr 124,15 513 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 padréo
Data g cm
19/Mar .16,4 9,3 P-12,5, P-4,99
14,3 9,2 ’ g
6,9 7,3 C-8,6 C-1,12
26/Mar 9,2 8.4 P-9,03 P-0,37
9,3 8,2
8,6 8 C-8,2 C-0,2
02/Abr 11,2 8,5 P-11,7 P-0,78
11,3 8,5
12,6 8,8 C-8,6 C-0,17
09/Abr 7 7.2 P-8 P-0,91
8,8 8
8,2 7.8 C-7.6 C-0,41
16/Abr 10 8,7 P-8,4 P-1,48
8 7.8
7.1 7.4 C-8 C-0,66
23/Abr 7.3 7 P-8,4 P-1,05
8,6 8
9,4 8 C-7,7 C-0,58

Tabela X — Dados morfométricos de Zilapia rendalli no tratamento
com cepa toxica NPLJ-4 (P= peso, C= comprimento).

NPLJ4 Peso Comprimento média desvio padréo
Data g cm
19/Mar 9,2 8 | P-10,8 | P-147
12 8.8 : 4
11,4 8,6 C-8,5 C-0,41
26/Mar 9,1 8 P-6,5 P-2,4
43 6,2
6,1 7,2 C-71 C-0,9
02/Abr 9,7 8,2 P-10,03 P-0,66
9,6 8,2
10,8 8,7 C-84 C-0,28
09/Abr 8,3 8 P89  P-07
8,8 8
9,7 8,5 C-8,2 C-0,28
16/Abr 9,1 83 P-7,5 P-1,84
8 7,7
-55 7 "C-7,6 C-0,65
23/Abr 54 6,7 P-5,8 P-0,92
6,9 7,2
5,2 6,6 C-6,8 C-0,32




Tabela. X1 — Dados morfométricos de Tilapia rendalli tio tratamento
com cepa nio-toxica NPBR-2 (P= peso, C= comprimeénto).

NPBR:2 Peso Comprimento média  desvio padrdo
Data. g Ot o e i
19/Mar 8,5 8 P-6,4 P-1,85

St 7

° 65 C72 €076
26/Mar 8,6 8,3 P-7,6 P-0,88

73 7,7

6,9 74 C78  C045
02/Abr 12,5 9,3 P-10,9 P-1,41

10 8,2

10,1 84 C-86 C-0,58
09/Abr 744 1,5 P-8,5 P-1,21

9,4 8,5
16/Abr 8,2 8 P-7.3 P-0,75

7 7,8

6.8 17 CT8 _Co1s
23/Abr 8,5 1,5 P-8,06 P-0,51

7,5 7,4

8,2 8 C-7,6 C-0,32




