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RESUMO

Este estudo teve como objetivo complementar a caracterizagio
da toxicidade de uma cepa de Microcystis spp., por meio de
testes de toxicidade aguda com camundongos, apds caracteri-
zagdo quimica preliminar de microcictinas - MCs realizada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
diodo HPLC-PDA e espectrometria de massas com ioniza-
¢ao por electrospray MS-ESI. Os testes de toxicidade aguda
com camundongos demonstraram, segundo classificagao
proposta por Lawton et al (1994b), que a cepa tdxica testada
enquadra-se no grau de elevada toxicidade com valor de
DL50 ,,, de extrato seco menor que 100 mg/kg p.c. (peso
corpéreo) (13,7 mg/kg p.c.), de DL50 ,,, de microcistinas
totais estimada de 24,2 pg/kg p.c. e concentragio de MCs
no material seco maior que 1,0 pg/mg p.s. (entre 1,64 e

1,86 pg/mg p.s.).
PALAVRAS-CHAVE: Andlise de 4gua, microcistinas, bioensaio,

camundongos, DL50, cromatografia liquida de alta eficiéncia,
espectrometria de massas, cianobactéria, toxicidade, PROSAB.

ABSTRACT

This study was carried out to evaluate the toxicity of a strain of
Microcystis spp, using acute toxicity bioassays with swiss albino

mice and to characterize chemically the microcistins using
high efficiency liquid chromatography with photodiode array
detector (HPLC-PDA) and mass spectrometry with electrospray
ionization (MS-ESI). The acute toxicity tests with mice showed
that according to the classification proposed by Lawton et al
(1994b), the roxic strain here tested corresponds to the degree
of high toxicity with DL50 ,,, values for the dry extract lower
than 100 mglkg corporal weight (13,7 mglkg corporal weight),

while DL50,,, for total microcystin - MCs concentration around
24,2 yuglkg corporal weight. and concentration of MCs in the dry
material higher than 1,0 uglmg dry weight (between 1.64 and
1.86 pg/img d.w.).

KEYWORDS: Water analysis, microcystins, bioassay, mice
DL50, high efficiency liquid chromatography, mass spectrometry,
cyanobacteria, toxicity, PROSAB.

50 a 75% das amostras tem-se mos-

INTRODUCAO

A presenca de floragoes de algas e
cianobactérias e seus subprodutos em
rios, lagos e reservatérios destinados ao
abastecimento, interfere diretamente na
qualidade da 4gua, podendo introduzir
efeitos negativos tanto de ordens estéti-

€ng. sanit. ambient.

ca e organoléptica pela produgio de cor,
odor e sabor, como de saide publica
devido 4 produgio de compostos po-
tencialmente téxicos e carcinogénicos
(Di Bernardo, 1995).

Baseado em bioensaios e em
andlises por cromatografia liquida de
alta eficiéncia — HPLC, pelo menos
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trado téxicas (Cood, 2000). As toxinas
de cianobactérias ou cianotoxinas
apresentam mecanismos tdéxicos es-
pecificos em vertebrados e podem ser
classificados de acordo com o modo
de a¢do em neurotoxinas (anatoxina-a,
anatoxina-a(s), saxitoxinas, BMMA
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(beta-n methylamino-L-alanina), he-
patotoxinas (microcistina, nodularina e
cilindrospermopsina) e dermatotoxinas
(lipopolissacarideos, lingbiatoxinas e
aplisiatoxinas).

As espécies j4 identificadas como
produtoras de hepatotoxinas estdo inclu-
idas nos géneros Microcystis, Anabaena,
Nodularia, Oscillatoria, Nostoc e Cylin-
drospermopsis (Carmichael, 1994). Para
Sant’Anna & Azevedo (2000), a espécie
Microcystis aeruginosa é considerada a de
distribui¢o mais ampla no territdrio
nacional, e a Anabaena, o género com
maior niimero de espécies potencialmente
oxicas (A. circinalis, A. flos-aquae, A.
planctonica, A. solitaria e A. spiroides).

O tipo mais comum de intoxicagio
envolvendo cianobactérias é ocasionado
por hepatotoxinas, destacando-se as mi-
crocistinas (heptapeptideo). Variagoes es-
truturais nos aminodcidos, grau de metila-
¢Ao e isomeria s3o usados para designar as
diferentes MCs, tendo-se conhecimento
da existéncia de mais de 60 microcistinas
(Chorus & Bartram, 1999).

O uso dos bioensaios, comple-
mentados com técnicas qualitativas e
quantitativas diversas disponiveis na
atualidade, possibilitam a aquisi¢ao de
importantes informagoes sobre a toxi-
cidade de uma amostra, permitindo um
maior entendimento do seu impacto no
ambiente natural destinado ou nio ao
abastecimento de 4gua, além dos meca-
nismos de agio nos organismos.

Baseado em estudos de toxicidade
oral em niveis subcronicos, realizados
com camundongos (Fawell etal, (1994))
e com porcos (Falconer et al, (1994)),
foi estabelecida como ingestao didria
aceitdvel para microcistina-LR, o valor
de 0,04pg/Kg de peso corpéreo (Chorus
& Bartram, 1999). A partir desse valor
foi adotado pela Organizagao Mundial
da Saide - OMS um limite mdximo
aceitdvel de 1pg/L de microcistinas, valor
incorporado a Portaria MS/518 de 25 de
margo de 2004.

OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo
complementar a caracterizagio da toxici-
dade de uma cepa de Microcystis spp., por
meio de testes de toxicidade aguda com
camundongos, apds caracterizagdo qui-
mica preliminar de microcictinas - MCs
realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de diodo HPLC-
PDA e espectrometria de massas com
ionizagdo por electrospray MS-ESI.
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MATERIAIS E METODOS

Caracterizacao quimica
preliminar das
microcistinas

Culturas de Microcystis spp.
NPLJ4, cepa comprovadamente t6xi-
ca gentilmente cedida pelo Laboratério
de Ecofisiologia e Toxicologia de Cia-
nobactérias do Instituto de Biofisica
Carlos Chagas Filho da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, foram manti-
das em meio ASM-1, sob aeracio, tem-
peratura de 22 + 1° C, fotoperiodo de
12 h e intensidade luminosa da ordem
de 55 pE. m™?.s?'. No final da fase de
crescimento exponencial das culturas,
foram coletadas aliquotas para extragio
(congelamento / descongelamento por
3 vezes), purificagio em fase sélida
(cartuchos de C18) e preparagio dos
extratos semipurificados, de microcis-
tinas de acordo com Krishnamurthy
et al (1986), Lawton et al (1994a) e
ENVIRONMENT AGENCY (1998)
com adaptagdes, para andlise por cro-
matografia liquida de alta eficiéncia
com detector de diodo — HPLC-PDA e
espectrometria de massas com ionizagao
por electrospray ESI/MS.

As andlises por HPLC foram
realizadas em cromatégrafo Shimadzu
(LC-10AD) com detector de UV/VIS
(SPD-M10A) a 238 nm em condi-
¢oes isocrdticas e fase reversa C18
(5 pm, 250 x 10 mm) com fase mével
de acetonitrila : acetato de amoénio
(28:72 v/v) 20 mM, pH 5,0, fluxo =
1 mL /min, forno a 40°C(CTO-10A).
As andlises por MS foram feitas em es-
pectrometro do tipo triplo-quadrupolo
(QuattroLC da Micromass) equipado
com fontes API. Foi utilizada a ioni-
zagdo por electrospray (ESI) no modo
positivo, usando um potencial de 3,6 kV
no capilar, 46 V no cone de amostragem
e 8 V no cone extrator. A aquisi¢io dos
dados foi feita na regido de m/z 300 a
1400. O extrato foi inserido na fonte de
ionizagio por meio de uma bomba tipo
seringa (Carlo Erba Phoenix 40), usando
metanol : 4gua (7:3 v/v) como solventes

e fluxo de 150 pL/min.

Preparacao do extrato
para o teste de toxicidade

Para obtencio dos extratos para o
teste de toxicidade, foram preparadas
culturas da cepa téxica de Microcystis
spp. NPLJ4 e de cepa nio tdxica de
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Microcystis aeruginosa, sob condigdes
descritas no item 5.1. Apds 15 a 20 dias
(fase final do crescimento exponencial),
as culturas foram concentradas (Figura
1) e quantificadas pelo método de
sedimenta¢io de Uthermshl (1958).
Em seguida, os concentrados foram
congelados, liofilizados (liofilizador LB
5000 TT da Terroni-Fauvel) e mantidos
em freezer até o uso (Figura 2).

Os extratos foram preparados
misturando-se por¢oes do material liofi-
lizado e solucao salina (NaCl - 0,09%),
de forma a obter as concentragées cor-
respondentes as dosagens previstas para
cada peso médio corpéreo dos animais
previamente selecionados e volume
de inje¢do. Apés homogeneizagio, os
extratos foram submetidos ao processo
de congelamento / descongelamento e
aliquotas dos extratos foram separadas
e mantidas em freezer para andlise pos-
terior de microcistinas - MCs totais por
imunoensaio ELISA (Enzyme-linked

immunosorbent assay).

Teste de toxicidade
aguda - 24h

Os testes de toxicidade aguda fo-
ram realizados com camundongos ma-
chos da espécie Swiss albino com peso
corpéreo entre 16,4 ¢ 28,2 g, fornecidos
pelo Biotério da Universidade Federal
de Sio Carlos - UFSCar. Os animais
foram identificados e separados em
grupos de 3 animais em fungio do peso
corpéreo, com o intuito de equalizar os
efeitos por dosagem aplicada e facilitar
a interpretagio dos resultados.

Para cada dosagem testada foram
utilizados 3 camundongos, tendo sido
aplicados volumes que variaram em
fun¢ao do peso médio dos animais
entre 0,880 ¢ 1 mL no teste T'1 e entre
0,355 € 1,0 mL no teste T2, por meio de
injegdes intraperitoniais (i.p). Apds as
inje¢des, os animais foram mantidos em
local arejado com ragdo e dgua, sob ob-
servagio continua durante as 5 primeiras
horas e posteriormente, em intervalos
de 3 a 6 h até 24 horas. Para o cdlculo
estatistico da DL50 ,,, de extrato seco
foi usado o programa Trimmed Spear-
man-Karber (Hamilton et al, 1977) com
intervalo de confianca de 95%.

Analise de microcistinas
MCs totais

A andlise de microcistinas - MCs
totais (intra + extracelulares) foi realiza-
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Cultura logo apés inoculagdo em
meio ASM1

l I
1

Cultura no inicio do processo
de concentragao

Cultura no final do processo
de concentracéo

Figura | - Vista geral da culturas em diferentes fases do
processo de concentracdo

e |

Cultura congelada antes da liofilizagao

Cultura ap6s liofilizacao

Figura 2 - Vista geral do material antes e apés liofilizacao

da por imunoensaio ELISA (Enzyme-
linked immunosorbent assay) de placas
da Beacon Analytical Systems Inc.. O
método de ELISA utilizado baseia-se
na competigio direta entre dois tipos
de antigenos (a possivel microcistina
—MC presente na amostra, e em segui-
da, o antigeno marcador ligado a uma
enzima), sobre um ndmero limitado
de anticorpos policlonais com reati-
vidade cruzada também contra vdrios
congéneres de microcistina, adsorvidos
na parede da placa de reacio. Apds os
processos de incubagio - lavagem da
placa - adi¢ao de substrato da enzi-
ma — incubagdo, procede-se a andlise
por absor¢do espectrofotométrica a
450 nm. A coloragio resultante ao final
dessa reagdo enzimdtica é inversamente
proporcional & concentracio da toxina
presente na amostra analisada.

As aliquotas dos extratos foram
previamente filtradas (pré-filtro GF/C)
e em seguida diluidas em dgua deioni-
zada em proporgoes variadas, de forma
a possibilitar a quantificagio pela curva
de calibrago construida especificamen-
te para o lote de amostras.

RESULTADOS E
DISCUSSAO

Embora os valores de indice de
similaridade obtidos entre os espectros

de UV 2238 nm dos picos da principal
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microcistina - MC dos extratos ¢ do
padrao de MC-LR (Sigma M2912 Lot
31K 1647) sejam elevados, com valores
de até 0,9999, os tempos de retengio
dos picos correspondentes s MCs dos
extratos variaram entre 9,8 ¢ 10,4 min
(Figura 3a) e foram bem diferentes dos
tempos de retengio obtidos pelo pico
do padrio de MC LR, entre 7,3 a
7,8 min.

A andlise posterior do extrato por
espectrometria de massas revelou um
espectro com [M+H]* a m/z 1037,8
(Figura 3b), indicando tratar-se de ou-
tro tipo de MC, possivelmente alguma
variante da MC -LR (Matthiensen
et al, 2000) ou outra desconhecida,
pois o espectro do padrio de MC-LR
apresentou [M+H]* a m/z 995,7.

Desta forma, pdde-se constatar
que embora a principal MC presente
no extrato e a MC-LR do padrio sejam
quimicamente diferentes, os grupos
croméforos podem ser sio muito si-
milares ou coincidentes, o que explica
os elevados indices de similaridade
obtidos.

Os valores da DL50 (camun-
dongos, i.p.) de 60 diferentes MCs
sdo reportados em Sivonen & Jones
(1999) e variaram em média entre 50 e
300 pg/Kg de peso corpéreo. Diferengas
minoritdrias na estrutura podem levar a
diferencas pronunciadas na toxicidade.

Valores reportados de DL50 (i.p.) foram
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de 250 € 180 pg/Kg para [D-Asp ] MC-RR
e [Dha’]MC-RR, respectivamente,
mas de 600 pg/Kg para MC-RR. Em
contraste, a [D-Asp’]MC-LR ¢é uma
variante com menor toxicidade (DL50
entre 90 e 300pg/Kg) do que MC-LR
(DL50 entre 25 e 150 pg/Kg).

Esses dados revelam a importincia
e necessidade da realizagio de testes
de toxicidade com organismos como
complemento as sofisticadas técnicas
qualitativas e quantitativas, por pos-
sibilitar a aquisi¢io de importantes
informagoes sobre a toxicidade de
uma amostra, especialmente nos casos
em que os padrdes de toxinas nio sio
comercialmente disponiveis.

As culturas concentradas téxica
NPLJ4 e nio tdxica, apresentaram
densidades de 3,8 x 107 cel/mL e de
1,1 x 107 cel/mL, respectivamente.

Visando o enquadramento da cepa
de acordo com a classificagio sugerida
por Lawton et al (1994b), o teste pre-
liminar T1 foi realizado com dosagens
de 125, 250, 500, e 1000 mg/kg p.c.
(mg de material seco / kg de peso médio
corpéreo dos camundongos), para a cepa
téxica NPLJ4, e com a dosagem mais
elevada (de 1000 mg/kg p.c.) paraa cepa
ndo tdxica utilizada como controle tipo
A. Além deste controle, foi estabelecido o
controle tipo B, realizado com aplicagao
de 1 mL de solucao salina.

Para as dosagens de extrato da cepa
NPLJ4 aplicadas, todos os camundongos
morreram em menos de 1 h e manifes-
taram efeitos comumente descritos em
intoxicagdes por hepatotoxinas (Falconer
(1991) e Carmichael (1992)), como bai-
xa mobilidade, fotofobia e paralisia dos
membros inferiores, letargia, perda de
brilho nos olhos, inchaco da regido abdo-
minal, contragdes musculares, respiragio
ofegante, paradas respiratdrios, seguidas
por coma e morte (Figura 4).

A inibi¢ao bioquimica particular
das proteinas fosfatases tipo 1 e 2A,
resultam na desorganizagio do citoes-
queleto dos hepatécitos e como conse-
qiiéncia, o figado perde sua arquitetura
e desenvolve graves lesdes internas
(Carmichael, 1994). A perda de contato
entre as células cria espagos internos que
sdo preenchidos pelo sangue que passa
a fluir dos capilares para esses locais,
provocando acumulo de sangue neste
érgdo e inchago do mesmo, condi¢do
esta que pdde ser observada na maioria
dos casos de cobaias que tiveram a
morte em poucas horas dos ensaios
realizados.
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Figura 3 - Cromatograma e espectro de massas do extrato semipurificado de

microcictinas produzidas pela cepa téxica NPLJ4
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Figura 4 - Vista dos camundongos durante e apos o teste
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Em fungao dos resultados obtidos
foram preparadas, logo em seguida,
dilui¢des do extrato de 125 mg/kg
p.c. € novo extrato para dosagem de
10 mg/kg p.c., de forma a possibilitar a
continuidade do teste com as dosagens
de62,5,31,25, 15,625 ¢ 10 mg/kg p.c.
(mg de material seco / kg de peso médio
corpéreo dos camundongos). Como o
peso médio dos camundongos selecio-
nados para essas dosagens diferiu do
peso médio considerado na preparagio
do extrato de 125 mg/kg p.c., aplicou-se
um fator de corre¢iao no volume a ser
injetado para cada dose. Os resultados
de interesse obtidos no teste T1 sio
apresentados na Tabela 1.

Os camundongos do controle A
realizado com dosagem de 1000 mg/kg p.c.
de extrato da cepa ndo téxica ficaram
iméveis apés as injegdes intraperitoniais
mas comegaram a apresentar sinais de
restabelecimento apds cerca de 5 h.

A curva de calibragao construida
para andlise de microcistinas - MCs apre-
sentou correlagio (%Bo e concentragio
de MCs) R? = 0,9913 e foi devidamente
validada com o emprego de padrio
externo com concentragio previamente
conhecida, apresentando porcentagem
de recuperagio de 118% (80 a 130 %
- faixa estabelecida pelo fabricante para
validagio da andlise). As andlises apre-
sentaram valores de coeficiente de varia-
¢ao relativa méxima de 8,3%. Na Figura
5 sdo apresentadas as concentrages de
microcistinas - MCs totais (ug/L) dos
extratos analisados por imunoensaio
ELISA e as correspondentes dosagens
de MCs totais (pglkg) (ng de MCs
totais / kg de peso médio corpéreo dos
camundongos) calculadas em funcio
do volume injetado e do peso médio
corpdreo dos camundongos.

Em fun¢do dos resultados obtidos,
um novo teste T2 foi realizado, apli-
cando-se as dosagens de 8, 10, 12, 14,
16 ¢ 18 mg/kg p.c. (mg de material
seco / kg de peso médio corpéreo dos
camundongos) do extrato da cepa téxica
NPLJ4, com o intuito de obter maior
precisio da DL50,, . Neste ensaio uti-
lizou-se 0 mesmo extrato e variou-se o
volume aplicado entre 0,355 e 1 mL por
meio de inje¢des intraperitoniais (i.p), a
fim de resultar nas dosagens preestabe-
lecidas. Os resultados obtidos sao apre-
sentados na Tabela 2. Na Figura 6 sao
apresentadas fotos dos camundongos
do controle (ativos) e das dosagens de
8 mg/kg p.c. (imobilidade) e 18 mg/kg
p-c. (imobilidade e fotofobia). Na Figu-

€ng. sanit. ambient.

Tabela | — Resultados do Teste T| com camundongos

Tipo extrato Dose extrato(*) Peso do Peso Desvio Tempo
(mg/kg p.c.)  animal médio padrio de morte
© ___ @® (himin)
Controle A 1000 20,78 20,4 0,512 -
cepa nao 20,61 _
téxica
19,82 -
Controle B 0 24,58 21,8 4,643 -
16,44 -
Cepa tdxica 10 22,78 22,0 0,775 -
NPLJ4 21,99 -
21,23 -
Cepa tdxica 15,625 21,18 21,0 0,197 04:28
NPLJ4 21,08 01:30
20,8 01:58

(*) : mg de material seco / kg de peso médio corpéreo dos camundongos

1000,0
m MCs totais (pg/L)
com CVmax =8,3 %
-
> B MCs totais (ug/Kg)
ES
— calculados =
v
e 10,0
2
g
=
0,1
Extrato 1000 mg/kg NPDC 15,625 mg/kg NPLJ4 10 mg/kg NPLJ4

m MCs totais (ug/L) <0,16 (LD) 611,4 359,8
B MCs totais (ug/Kg) 0,0 29,1 16,4

Figura 5 - Concentracées de MCs totais dos extratos de interesse
utilizados no teste T1

ra 7 sdo apresentadas as concentragdes
de MCs totais (pg/L) do extrato ana-
lisado por imunoensaio ELISA e as
correspondentes dosagens de MCs totais
(pg/kg) (ug de MCs totais / kg de peso
médio corpdreo dos camundongos) cal-
culadas em fun¢ao do volume injetado e
do peso médio corpdreo.

De acordo com os resultados
obtidos da Tabela 2, observou-se a
morte de todos os animais submetidos
a dosagem de 18 mg/kg p.c. do extrato
e a resisténcia de todos os animais sub-
metidos 2 dosagem de 8 mg/kg p.c., o
que confirma a faixa de sensibilidade
obtida no teste T'1.

A faixa de sensibilidade encon-
trada no teste T1 é bastante similar
a encontrada no teste T2 em relacao

28

as dosagens de extrato seco T1 (10 a
15,625 mg/kgp.c.)eT2(8e18mg/kgp.c.),
e especialmente, em relagdo as dosagens
de MCs totais: T1 (16,4 € 29,1 pg/Kg)
eT2 (14,1 e 31,7 pg/Kg) (Figuras 5 e
7, Tabela 3).

As correlagdes entre as dosagens de
extrato utilizados nos testes e os resulta-
dos obtidos de MCs totais analisados nos
extratos apresentaram elevada correlagao
(R =0,988 ¢ R?* = 0,976), o que asse-
gura a confiabilidade do procedimento
experimental empregado. Esses valores
aumentam (R = 0,992 e R?= 0,984) com
a inclusao dos dados calculados.

Os valores das DL50,, encontrados
nos ensaios foram de 13,7 mg/kg p.c.
de extrato seco e de 24,2 pglkg p.c.
de MCs totais estimada e revelaram
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camundongos do controle (ativos) camundongos submetidos a camundongos submetidos &
dosagem de 8 mg/kg p.c. dosagem de 18 mg/kg p.c.
(imobilidade) (imobilidade e fotofobia)

Figura 6 - Vista dos camundongos durante o teste T2 (17:00 h)

Tabela 2 - Resultado do Teste T2 com camundongos

Tipo extrato  Dose extrato  Peso do Peso Desvio Tempo
@) animal médio padrao de morte
(mgrkg p.c.) (®) (®) (h:min)
Controle 0 28,2 21,2 6,167 -
NaCl 0,09% 19’1

16,44 -
Cepa téxica 8 19,61 20,3 0,787 -
NPLJ4 20,1
21,15 -
10 22,21 21,9 0,405 -
22,1 02:47
21,46 -
12 22,5 22,7 0,208 02:18
22,8 B
22,9 R
14 22,51 23,0 0,440 02:09
23,24 -
23,3 -
16 23,62 24,2 0,516 -
24,2 B
24,65 02:04
18 25 25,4 0,361 01:07
25,5 02:18
25,7 01:20

(*) : mg de material seco / kg de peso médio corpéreo dos camundongos
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1000,0
m MCs totais (pg/L)
com CVmax =8,3 %
-
> B MCs totais (pg/Kg) _
3
— calculados
«
I 10,0 4
]
g
=
0,1
Extrato 1000 mg/kg NPDC 15,625 mg/kg NPLJ4 10 mg/kg NPLJ4

@ MCs totais (ug/L) <0,16 (LD) 611,4 359,8
O MGs totais (ug/Kg) 0,0 29,1 16,4

Figura 7 - Resultados de MCs totais dos extratos utilizados no teste T2

Tabela 3 - Resumo dos principais resultados obtidos nos testes T1 e T2 com camundongos

Teste Dose extrato  Concentragio  Concentra¢io Peso Desvio Dose MCs Tempo de
NPLJ4 MC:s totais MCs totais médio padrio totais morte
(mg/kg p.c.)  nosextratos  no material seco (g (pg/kg p.c.) (h:min)
(pg/L) (ng/mg p.s.)

T1 10 359,8 1,64 22,0 0,775 16,4 -
15,625 611,4 1,86 21,0 0,197 29,1 04:28
01:30
01:58

T2 8 286,0 1,76 (*) 20,3 0,787 14,1 -
18 805,7 1,76 25,4 0,361 31,7 01:07
02:18
01:20

(*) : valor calculado.

a elevada toxicidade da cepa NPLJ4,
o que pode ser explicada pela elevada
concentragio de MCs totais presentes
nos extratos (Figuras 5 e 7, Tabela 3).

A DL50,, de MC — LR em ca-
mundongos via intraperitonial (i.p) é
estimada entre 25 e 150 pg/Kg. Para as
demais microcistinas, os limites de toxi-
cidade variam entre 50 a 1.200 pg/Kg,
influenciados pelas modificagoes quimi-
cas dos aminodcidos individuais ou de
variagao na composi¢ao de aminodcidos
(Rinehart et al, 1994).

As concentragoes calculadas de
MCs no material seco utilizado para
preparagdo de extratos com diferentes
concentragoes resultaram entre 1,64 e
1,86 pg/mg p.s. (ng de MCs totais / mg
do material seco) (Tabela 3), o que

€ng. sanit. ambient.

condiz com a classificagao proposta por
Lawton et al (1994b), apresentada na
Tabela 4. Segundo os autores, o mate-
rial contendo clanobactérias ¢ considera-
do altamente téxico, se a DL50 ,, para
camundongos for menor que 100 mg/kgp.c.
ou se a concentragio de MCs totais no
material seco for superior a 1,0 pg/mg
p-s. Assim, pode-se verificar que a cepa
NPLJ4 testada enquadra-se no grau 3
de elevada toxicidade e que a cepa nio
téxica utilizada como controle tipo A,
com concentracao de MCs totais infe-
rior ao limite de deteccao do método
ndo ¢ tdxica para as cobaias utilizadas.

Os resultados encontrados neste
ensaio demonstraram que a cepa uti-
lizada apresentou toxicidade superior
quando comparada com outras culturas
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mantidas em laboratério, por exemplo,
ao reportado por Azevedo et al (1994),
com a cepa de M. aeruginosa (NPJB-1)
isolada do Lago das Gargas, Sao Paulo
— SP, cujo valor da DL100 24h foi de
31 mg/kg p.c. de extrato seco. Uma
toxicidade menor foi descrita por
Honda et al (2001), com cepas nio
axénicas de M. panniformis (SPC 686
e 702), também isoladas no Lago das
Gargas, Sao Paulo — SP, com valores da
DL100 ,,, entre 100 e 316 mg/kg p.c.
de extrato seco.

Estudos com amostras naturais
realizados por Matthiensen et al (1999)
em regido integrante do Estudrio da
Lagoa dos Patos reportaram valores de
DL50 ,,, menores que 100 mg/kg p.c.,
variando entre 35 e 140 mg/kg p.c. e
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Tabela 4 - Limites de toxicidade de material seco e de toxinas
propostos por Lawton et al

Grau de toxicidade

DL50 em camundongos

Concentragio toxinas

(mg/kg p.c.) (ng/mg p.s.)
nao >1000 < 0,01
1 - baixa 500 a 1000 0,01a0,1
2 - média 100 a 500 0,1a1,0
3 - alta <100 >1,0
concentragoes de MCs no material seco, AGRADECIMENTOS

maiores que 1,0 pg/mg p.s. em amostras
dominadas por Microcystis aeruginosa nes-
te ambiente. A cultura de Microcystis aeru-
ginosa PCC7813 apresentou DL50, , .de
70,7 mg/kg p.c. e teve maior concentra-
¢ao de MCs no material seco em relacao
as floragdes (1,145 pg/mg p.s.).

Niveis préximos a estes também
foram reportados por Oliveira et al
(2003), com valores de DL100 ,, entre
28,44 ¢ 62,90 mg/kg p.c., em amostras
de dgua no reservatério do Funil, Rio
de Janeiro, dominadas por floracoes de
Microcystis spp, Cylindrospermopsis sp e
Anabaena spiroides.

Estudos realizados por Vasconcelos
(1999), com floragoes de cianobactérias
coletadas em lagos e reservatérios na
regidao Norte e Central de Portugal,
demonstraram a alta toxicidade de duas
amostras com valores de DL, | entre 30
e 175 pg/Kg, enquanto cepas isoladas e
cultivadas destes florescimentos causa-
ram uma maior a¢io tdxica, com valores

de DL, de 15 a 75 pg/Kg.

CONCLUSOES E
RECOMENDACOES

= Ostestes de toxicidade aguda com
camundongos demonstraram, segundo
classificagio proposta por Lawton et al
(1994b), que a cepa téxica testada enquadra-
se no grau de elevada toxicidade, com valor
de DL50 24h de extrato seco menor que
100mg/kgp.c.(13,7mg/kgp.c.),deDL5024h
de microcistinas totais estimada de
24,2 pglkg p.c. e concentragio de MCs
no material seco maior que 1,0 pg/mg p.s.
(entre 1,64 ¢ 1,86 pg/mg p.s.);

= Os resultados obtidos no estu-
do revelaram a importincia e necessida-
de da realizagao de testes de toxicidade
com organismos como complemento as
sofisticadas técnicas qualitativas e quan-
titativas, por possibilitar a aquisi¢ao de
importantes informagdes sobre a toxi-
cidade de uma amostra, especialmente
nos casos em que os padrdes de toxinas
nio sio comercialmente disponiveis.

€ng. sanit. ambient.
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