
u^ ^Jjjj^.f^j
-JJJJJ

ISSN 1413-4152
ISSN 1809-4457 online

^ j n ^J

^J^JJJ^JJ
Órgão ORdol de InformQçõo Técnico do RB€S - Rio de Janeiro
Vol. 12 - ? 1 - Jon / Mor 2007

<í^

^

fíRTIGOSTêCNICOS
Testes de toxicidade agudo otrovés de bioensoios no extroto solubilizado dos resíduos classe II Q - não

inertes e classe II b - inertes
flcute tondtv tests by bioossavs opplied to the solubilized extracts ofsolid uuostes closs II a - non inerts ond doss II b - inerts
Néboro UzVendrQmin Brasil Rodrigues. Urivold Poiuloujskv

Monitoromento do Qtividod® bQcterianQ ds um sistemo de lodos Qtivodos bardenpho por meio do

respírometrio
Contrai of reoction sludg's system bocterion Qctivity - bordenpho through respirometrv
Rdríano Guimorões Costa, Rndréo fagundes Fsrre.iro, odrionus von Hoondsl

Rvoliaçõo da toxicidade Qgudo de uma cepo de Microcystis spp. por meio de testes com comundongos
Rcute toxidti/ evQluotion for o Microcvstis spp. stroin by bioossoi/ ujith mole suuiss albino mice
Smílio Kiyomi Kurodo, Rlessondro Minillo, Odete Rocho, edson Rodrigues Filho. Luiz Di Bernordo

Rplicoçõo d® modelo de simulQçao-otimizQçõo no gestõo de perda de óguo em sistemas de Qbostecimento
Leokage monogement ujith computQtional model inuuotersuppli/ system
Carlos César Gumier, Edevor Luvizotto Júnior

Os microrganismos nos otividades de disposição de esgotos no solo - estudo de coso
The mkrorgonisms in the seuuoge disposol in soil - Q cose study
Hdriono de Souza Covinotto. UJonderlev do Silvo Pogonini

Desempenho operacional e ambiental de unidades de reciclcigem e disposição FinQl de resíduos sólidos
domésticos Finandodos pelo ICMS Ecológico d® Minas Gerais
Operotíonol ond environmentol performance oFsonitorv landRlls ond recyding facilities supported by the ecologicol lOWS in Minas Gerais
Stote. Brozil
José Francisco do Prado Filho. Frederico Gordo Sobreira

fívolioçâo do eficácia dos critérios de recebimento de efluentes não domésticos em sistemas de coleto e

transporte de esgotos sanitários em São Paulo
Sffectiveness of acceptance standords of non-household effluents to São Poulo stote publidy oiuned treotment uuorhs
Irineu Delotorre Júnior. Dione Mori Monto

Viabilidade do oplicoçõo do método respirométrico d® Bortho para determinação do biodegrQdoçõo de

poluentes ou resíduos em lotossolos
Feosibility oF opplicotíon of 8arthQls respirometric method to determine biodegrodotíon oF pollukQnts or aiQstes in lotosoils
Gobrielo Só Leitão de Mello, Dions Mori IVlorito. Sidneide Manfredini, Irma Nelly Gutien-ez Rivero

Proposto de colibroçõo de modelos hidrodinâmicos oplicodos Q unidades de contoto utilizondo uma função
de distribuição de tempos de residência
fl proposol of colibrotion of hiiidrodi/nomic models of contort units using Q residente time distribution hjnction
Sdmilson Costa Teaeiro. Júlio Tomos flquye ChocoltonQ, Renato do Nosdmento Siqueiro. ComilQ Gomes Pochsco

Integrando oFerto e demondo de serviços de sQneomento: onólise hierárquico do ponorQmQ urbano

brasileiro no ano 2000
Integroting supply ond demond of ujoter ond sonitQtion services: hierorchicQl onalvsis of the urbon brazil in 2000

Sonoly Rezende, Simone UJojnmon, José fllberto Magno de Corvolho, Léo Heller.

TRRBRLHO PR€MIRDO / 23° CONGR€SSO
Impacto dos mediadores redox no remoção de cor de corantes ozo e Qntroquinônico por lodo grcinular
onoeróbio sob condições mesofílicos e termofnicos
Impact o? redox mediotors on colour removQl oF azo ond Qnthraquinone dyes by Qnaerobic gronulor sludge under mesophiiic and
thermophilic conditions
fíndré Bezerro dos Santos, frQndsco Jovier Cer»/onEes. Jufòs Bsrnardus von Uer

ABES ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DE
ENGENHARIA SANITÁRIA E AMBIENTAL
Capítulo Nacional da AIDIS



AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE AGUDA DE UMA CEPA DE 

MICROCYSTIS SPP. POR MEIO DE TESTES COM CAMUNDONGOS 

ACUTE TOXICITY EVALUATION FOR A MICROCYSTIS SPP. STRAIN BY BIOASSAY 

WITH MALE SWISS ALBINO MICE 

EM!LIA /(jyoMI KuRODA 

Engenheira civil, mestre em Hidráulica e Saneamento e estudante de pós-graduação de Doutorado do Departamento de 
Hidráulica e Saneamento da Escola de Engenharia de São Carlos - Universidade de São Paulo 

.ALESSANDRO MINILW 

Oceanógrafo e Doutor em Ciências da Engenharia Ambiental no Departamento de Hidráulica e Saneamento da Escola de 
Engenharia de São Carlos - Universidade de São Paulo 

ÜDETEROCHA 

Professora Titular do Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva da Universidade Federal de São Carlos 

EDSON RODRIGUES FILHO 

Professor Adjunto do Departamento de Química da Universidade Federal de São Carlos 

LUIZ DI BERNARDO 

Professor Titular do Departamento de Hidráulica e Saneamento da Escola de Engenharia de 
São Carlos - Universidade de São Paulo 

Recebido: 25/11105 

RESUMO 

Este estudo teve como objetivo complementar a caracterização 
da toxicidade de uma cepa de Microcystís spp., por meio de 
testes de toxicidade aguda com camundongos, após caracteri­
zação química preliminar de microcictinas- MCs realizada 
por cromatografi.a líquida de alta eficiência com detector de 
diodo HPLC-PDA e espectrometria de massas com ioniza­
ção por electrospray MS-ESI. Os testes de toxicidade aguda 
com camundongos demonstraram, segundo classificação 
proposta por Lawton et ai (1994b), que a cepa tóxica testada 
enquadra-se no grau de elevada toxicidade com valor de 
DL50 24h de extrato seco menor que 100 mg/kg p.c. (peso 
corpóreo) (13,7 mg/kg p.c.), de DL50 

24
h de microcistinas 

totais estimada de 24,2 pg/kg p.c. e concentração de MCs 
no material seco maior que 1,0 flg/mg p.s. (entre 1,64 e 
1,86 flg/mg p.s.). 

PAlAVRAS-CHAVE: Análise de água, microcistinas, bioensaio, 
camundongos, DL50, cromatografi.a líquida de alta eficiência, 
espectrometria de massas, cianobactéria, toxicidade, PROSAB. 

Aceito: 24/11/06 

ABSTRACT 

This study was carried out to evaluate the toxicity of a strain of 
Microcystís spp, using acute toxicity bioassays with swiss albino 
mice and to characterize chemically the microcistins using 
high ejficiency 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 toxic strain here tested corresponds to the degree 
of high toxicity with DL50 24h values for the dry extract lower 
than I 00 mglkg corporal weight (13,7 mglkg corporal weight), 
while DL5024hfor total microcystin- MCs concentration around 
24,2 ?glkg corporal weight. and concentration ofMCs in the dry 
material higher than 1,0 ?glmg dry weight (between 1.64 and 
1.86 ?glmgd.w.). 

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

INTRODUÇÃO 

A presença de florações de algas e 
cianobactérias e seus subprodutos em 
rios, lagos e reservatórios destinados ao 
abastecimento, interfere diretamente na 
qualidade da água, podendo introduzir 
efeitos negativos tanto de ordens estéti-

ca e organoléptica pela produção de cor, 
odor e sabor, como de saúde pública 
devido à produção de compostos po­
tencialmente tóxicos e carcinogênicos 
(Di Bernardo, 1995). 

50 a 75% das amostras tem-se mos­
trado tóxicas (Cood, 2000). As toxinas 
de cianobactérias ou cianotoxinas 
apresentam mecanismos tóxicos es­
pecíficos em vertebrados e podem ser 
classificados de acordo com o modo 
de ação em neurotoxinas (anaroxina-a, 
anaroxina-a(s), saxiroxinas, BMMA 

Eng. sanit. ambient. 

Baseado em bioensaios e em 
análises por cromarografia líquida de 
alta eficiência - HPLC, pelo menos 
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(beta-n methylamino-L-alanina), he-

paroroxinas (microcisrina, nodularina e

cilindrospermopsina) e dermarotoxinas

(lipopolissacarídeos, lingbiaroxinas e

aplisiatoxinas).

As espécies já idenuficadas como

produtoras de heparoroxmas estão inclu-

idas nos géneros Microcystis, Anabaena,
Nodularia, Oscillatoria, Nostoc e Cylin-

dros-permopsis (Camüchael, 1994). Para
Sant'Anna & Azevedo (2000), a espécie

Microcystis aemginosa é considerada a de

distribuição mais ampla no território
nacional, e a Anabaena, o género com

maior número de espédes potencialmente

tóxicas (A circinalis, A. flos-aquae, A.

planctonica, A solitária e A spiroides).

O úpo mais comum de intoxicação

envolvendo cianobactérias é ocasionado

por hepatoroxinas, destacando-se as mi-

crocistinas (hepiapeptídeo). Variações es-

CTururais nos aminoáddos, grau de medla-

cão e isomeria são usados para designar as

diferentes MCs, tendo-se conhecimento
da existência de mais de 60 microcisanas

(Choms & Banram, 1999).
O uso dos bioensaios, comple-

mentados com técnicas qualitativas e

quantitativas diversas disponíveis na

amalidade, possibilitam a aquisição de
importantes informações sobre a toxi-

cidade de uma amostra, permitindo um
maior entendimento do seu ünpacro no

ambiente natural destinado ou não ao

abastecimento de água, além dos meca-

nismos de açâo nos organismos.

Baseado em estudos de toxicidade

oral em níveis subcrônicos, realizados

com camundongos (Fawell er al, (1994))
e com porcos (Falconer et al, (1994)),

foi estabelecida como ingestão diária

aceitável para microcisüna-LR, o valor

de 0,04pg/Kg de peso corpóreo (Choriu
& Bartram, 1999). A partir desse valor

foi adorado peh Organização Mundial
da Saúde - OMS um limite máximo

aceitável de l pg/L de microcisúnas, valor

incorporado à Forraria MS/518 de 25 de
março de 2004.

OBJETIVO

Este trabalho teve como objedvo

complementar a caracterização da toxid-

dade de uma cepa de Microcystis spp., por

meio de testes de toxicidade aguda com

camundongos, após caracterização quí-

mica preliminar de microdctinas - MCs

realizada por cromarografia líquida de alta

eficiência com detector de diodo HPLC-

PDA e especrrometria de massas com

ionizaçâo por eleca-ospray MS-ESI.

MATERIAIS E MÉTODOS

Caracterização química
preliminar das
microcistínas

Culturas de Microcystis spp.

NPLJ4, cepa comprovadamenre tóxi-
ca gentilmente cedida pelo Laboratório

de Ecofisiologia e Toxicologia de Cia-
nobactérias do Instituto de Biofísica

Carlos Chagas Filho da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, foram mand-

das em meio ASM-1, sob aeraçâo, tem-

peramra de 22 ± 1° C, foroperíodo de

12 h e intensidade luminosa da ordem
de 55 pE. m"2.s-l. No final da fase de

crescimento exponencial das culturas,

foram coletadas alíquotas para exrraçâo

(congelamento / descongelamento por

3 vezes), purificação em fase sólida
(cartuchos de C 18) e preparação dos
extraros semipurificados, de microds-

tinas de acordo com Krishnamurthy

et al (1986), Lawion et al(1994a) e
ENVIRONMENT AGENCY (1998)
com adaptações, para análise por cro-

marografia líquida de alta eficiência
com detector de diodo - HPLC-PDA e

especrrometria de massas com ionizaçâo

por elecrrospray ESI/MS.
As análises por HPLC foram

realizadas em cromatógrafo Shimadzu

(LC-10AD) com detector de UVAÏÏES
(SPD-M10A) a 238 nm em condi-
coes isocráiicas e fase reversa C 18

(5 pm, 250 x 10 mm) com fase móvel

de acetonkrila : acetaro de amônio

(28:72 v/v) 20 mM, pH 5,0, fluxo =

l mL /min, forno a 40°C(CTO-10A).
As análises por MS foram feitas em es-

pecirômetro do tipo triplo-quadrupolo

(QuaitroLC da Micromass) equipado
com fontes API. Foi uülizada a ioni-

zaçâo por electrospray (ESI) no modo

posiúvo, usando um potencial de 3,6 kV

no capilar, 46 V no cone de amostragem

e 8 V no cone exrraror. A aquisição dos

dados foi feita na região de m/z 300 a
1400. O extraio foi inserido na fonte de

ionizaçao por meio de uma bomba tipo

seringa (Cario ErbaPhoemx40), usando
metanol: água (7:3 v/v) como solventes

e fluxo de 150 pL/min.

Preparação do extrato
para o teste de toxicidade

Para obtenção dos exrraros para o

teste de toxicidade, foram preparadas

culturas da cepa tóxica de Microcystis

spp. NPLJ4 e de cepa não tóxica de

Microcystis aeruginosa, sob condições
descritas no item 5.1. Após 15 a 20 dias

(fase final do crescimento exponencial),

as culturas foram concentradas (Figura

l) e quantificadas pelo método de
sedimentação de Uthermõhl (1958).
Em seguida, os concentrados foram

congelados, liofilizados (liofilizador LB
5000 TT daTerroni-Fauvel) e manados

em freezer até o uso (Figura 2).

Os exrraros foram preparados

misturando-se porções do marerial liofi-

lizado e solução salina (NaCl - 0,09%),
de forma a obter as concentrações cor-

respondentes às dosagens previstas para

cada peso médio corpóreo dos animais

previamente selecionados e volume

de injeçâo. Após homogeneizaçâo, os

extratos foram submeudos ao processo

de congelamento / descongelamenio e

alíquotas dos exiratos foram separadas

e manadas em freezer para análise pos-

tenor de microcistinas - MCs corais 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

corpóreo entre 16,4 e 28,2 g, fornecidos

pelo Biotério da Universidade Federal
de São Carlos - UFSCar. Os animais

foram identificados e separados em

grupos de 3 animais em função do peso

corpóreo, com o intuito de equalizar os

efeitos por dosagem aplicada e facilitar

a interprecaçáo dos resultados.
Para cada dosagem testada foram

utilizados 3 camundongos, tendo sido

aplicados volumes que variaram em
função do peso médio dos animais

entre 0,880 e l mL no teste Tl e entre

0,355 e 1,0 mLno reste T2, pormeio de

injeções inrraperiioniais (i.p). Após as

injeções, os animais foram mantidos em

local arejado com ração e água, sob ob-

servaçâo contínua durante as 5 primeiras

horas e posteriormente, em intervalos

de 3 a 6 li até 24 horas. Para o cálculo

estatístico da DL50 ^ de exiraro seco

foi usado o programa Trimmed Spear-

man-Karber (Hamilton er al, 1977) com

intervalo de confiança de 95%.

Análise de microcistinas
MCs totais

A análise de microcisunas - MCs

totais (intra + extracelulares) foi realiza-

Cng. sonil. ombient. 25 Vol. 12 - ? l - jan/mar 2007, 24-31
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Cultura logo após inoculação em
meio ASM1

fc-r

Cultura no inicio do processo Cultura no final do processo
de concentração de concentração

Figura l - Vista geral da culturas em diferentes fases do

processo de concentração
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Cultura congelada antes da liofílização

Figura 2 - Vista geral do material antes e após liofilizaçâo

da por imunoensaio ELISA (Enzyme-

linked immunosorbenr assay) de placas

da Beacon Analytica.l Systems Inc.. O
método de ELISA utilizado baseia-se

na competição direta entre dois tipos

de antígenos (a possível microcistina

— MC presente na amostra, e em segui-

da, o ancígeno marcador ligado a uma

enzima), sobre um número limitado

de anticorpos policlonais com reaii-

vidade cruzada também contra vários

congéneres de microdsiina, adsorvidos

na parede da placa de reaçâo. Após os

processos de incubação - lavagem da

placa - adição de substrato da enzi-
ma — incubaçâo, procede-se a análise

por absorção especrrofotométrica a

450 nm. A coloração resultante ao final

dessa reaçâo enzimádca é inversamente

proporcional à concentração da toxina

presente na amostra analisada.

As alíquotas dos exrratos foram

previamenre filtradas (pré-fikro GF/C)
e em seguida diluídas em água deioni-

zada em proporções variadas, de forma

a possibilitar a quantificação pela curva

de calibração construída especificamen-

re para o lote de amostras.

RESULTADOS E
DISCUSSÃO

Embora os valores de índice de

similaridade obtidos enrre os espectros

de UV a 238 nm dos picos da principal

microcisrina - MC dos extratos e do

padrão de MC-LR (Sigma M2912 Loc
31 K 1647) sejam elevados, com valores

de are 0,9999, os tempos de retenção
dos picos correspondentes às MCs dos

extraros variaram entre 9,8 e 10,4 min

(Figura 3a) e foram bem diferentes dos

tempos de retenção obtidos pelo pico

do padrão de MC —LR, entre 7,3 a

7,8 min.

A análise posterior do extraro por

especrromema 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 (Manhiensen

et al, 2000) ou outra desconhecida,

pois o espectro do padrão de MC-LR

apresentou [M+H]+ a mlz 995,7.

Desta forma, pôde-se constatar

que embora a principal MC presente

no exrraro e a MC-LR do padrão sejam

quimicamente diferentes, os grupos

cromóforos podem ser são muito si-

milares ou coincidentes, o que explica
os elevados índices de similaridade
obtidos.

Os valores da DL50 (camun-

dongos, i.p.) de 60 diferentes MCs

são reportados em Sivonen & Jones

(1999) e variaram em média entre 50 e
300 pg/Kg de peso corpóreo. Diferenças
minoritárias na estrutura podem levar a

diferenças pronunciadas na toxicidade.

Valores reportados de DL50 (i.p.) foram

de250 e 180 y^Kgpam [D-Asp3]MC-RR
e [Dha7]MC-RR, respectivamente,

mas de 600 pg/Kg para MC-RR. Em
contraste, a [D-Asp3]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 importância

e necessidade da realização de resres

de toxicidade com organismos como

complemento às sofisticadas técnicas

qualitativas e quantitativas, por pos-
sibilkar a aquisição de imporranres

informações sobre a toxicidade de

uma amostra, especialmente nos casos

em que os padrões de toxinas não são

comercialmente disponíveis.

As culturas concentradas tóxica

NPLJ4 e não tóxica, apresentaram
densidades de 3,8 x IO7 cel/mL e de

1,1 x 107cel/mL, respectivamente.

asando o enquadramento da cepa

de acordo com a classificação sugerida

por Lawton ei al (1994b), o tesre pre-
liminar T l foi realizado com dosagens

de 125, 250, 500,e 1000 mg/kg p.c.

(mg de marerial seco / kg de peso médio

corpóreo dos camundongos), para a cepa
tóxica NPLJ4, e com a dosagem mais

elevada (de 1000 mg/kg p.c.) para a cepa

não tóxica utilizada como controle úpo

A. Além desce controle, foi estabelecido o

controle tipo B, realizado com aplicação

de l mL de solução salina.

Para as dosagens de extraio da cepa

NPLJ4 aplicadas, todos os camundongos

morreram em menos de l h e manifes-

taram efeitos comumente descritos em

intoxicações por hepaiotoxinas (Falconer

(1991) e Carmichael (1992)), como bai-
xa mobilidade, forofobia e paralisia dos
membros inferiores, letargia, perda de
brilho nos olhos, inchaço da região abdo-

minai, contrações musculares, respiração

ofegante, paradas respiratórios, seguidas

por coma e morte (Figura 4).

A inibição bioquímica particular
das proteínas fosfatases tipo l e 2A,

resultam na desorganização do citoes-

queleto dos hepatódtos e como conse-

qüência, o fígado perde sua arquirerura
e desenvolve graves lesões infernas

(Carmichael, 1994). A perda de coniato

entre as células cria espaços internos que

são preenchidos pelo sangue que passa
a fluir dos capilares para esses locais,

provocando acumulo de sangue neste

órgão e inchaço do mesmo, condição

esta que pôde ser observada na maioria
dos casos de cobaias que tiveram a

morte em poucas horas dos ensaios

realizados.
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1: 238 nm. 2 nm
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Figura 3 - Cromatograma e espectro de massas do extrato semipurificado de

microcictinas produzidas pela cepa tóxica NPLJ4

prostra cão

inchaço na região abdominal

Figura 4 - Vista dos camundongos durante e após o teste
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Em função dos resultados obtidos

foram preparadas, logo em seguida,

diluições do extraio de 125 mg/kg
p.c. e novo extrato para dosagem de

10 mg/kg p.c-, de forma a possibilitar a

continuidade do teste com as dosagens

de 62,5, 31,25,15,625 e 10 mg/kgp.c.
(mg de material seco / kg de peso médio
corpóreo dos camundongos). Como o

peso médio dos camundongos selecio-

nados para essas dosagens diferiu do

peso médio considerado na preparação

do extraio de 125 mg/kgp.c., aplicou-se

um fator de correçao no volume a ser

injerado para cada dose. Os resultados

de interesse obtidos no reste Tl são

apresentados na Tabela l.

Os camundongos do controle A

realizado com dosagem de 1000 mg/kg p.c

de exrraro da cepa não tóxica ficaram

imóveis apôs as mj ecoes mtrapentomais

mas começaram a apresentar sinais de

restabelecimento após cerca de 5 h.

A curva de calibraçao construída

para análise de microcisanas - MCs apre-

sentou correlação (%Bo e concentração

de MCs) R2 = 0,9913 e foi devidamente
validada com o emprego de padrão

externo com concentração previamente

conhecida, apresentando porcentagem

de recuperação de 118% (80 a 130 %
- fabca estabelecida pelo fabricante para

validação da análise). As análises apre-

sentaram valores de coeficiente de varia-

cão relaúva máxima de 8,3%. Na Figura

5 são apresentadas as concentrações de

microcisdnas - MCs totais (pg/L) dos

exrraros analisados por imunoensaio

ELISA e as correspondentes dosagens

de MCs totais (pg/kg) (pg de MCs
totais / kg de peso médio corpóreo dos

camundongos) calculadas em função
do volume injetado e do peso médio

corpóreo dos camundongos.

Em função dos resultados obtidos,

um novo teste T2 foi realizado, apli-

cando-se as dosagens de 8, 10, 12, 14,

16 e 18 mg/kg p.c. (mg de material
seco / kg de peso médio coqïóreo dos

camundongos) do extrato da cepa tóxica

NPLJ4, com o intuito de obter maior

precisão da DL50 y Neste ensaio ud-
lizou-se o mesmo extraio e variou-se o

volume aplicado entre 0,355 e l rnL por

meio de injeções inu-aperkoniais (i.p), a

fim de resultar nas dosagens preestabe-

lecidas. Os resultados obtidos são apre-

sentados na Tabela 2. Na Figura 6 são

apresentadas fotos dos camundongos

do controle (advos) e das dosagens de

8 mg/kg p.c. (imobilidade) e 18 mg/kg
p.c. (imobilidade e fotofobia). NaFigu-

Tabela l - Resultados do Teste T l com camundongos

Tipo extraio Dose exrrato(*) Peso do Peso

(mg/kg p.c.) animal médio

(g) (g)

Desvio Tempo

padrão de morte

(h:min)
Controle A

cepa não

tóxica

Controle B

NaCl 0,09%

Cepa tóxica

NPLJ4

Cepa tóxica
NPLJ4

1000

10

15,625

20,78

20,61

19,82

24,58

24,38

16,44

22,78

21,99

21,23

21,18

21,08

20,8

20,4

21,8

22,0

21,0

0,512

4,643

0,775

0,197 04:28

01:30

01:58
(*) : mg de material seco / kg de peso médio corpóreo dos camundongos

1000,0

01
=!.

••5 10,0

u
s

0,1
Ext rato

a MCs totais (ug/L)

a MCs totais (ug/Kg)

Ca MCs totais (^g/L)
com CVmáx=8,3 %

B MCs totais (tig/Kg)
calculados

1000mg/kgNPDC

< 0,16 (LD)

0,0

15,625 mg/kgNPU4

611,4

29,1

10mg/kgNPU4

359,8

16,4

Figura 5 - Concentrações de M Cs totais dos extratos de interesse

utilizados no teste Tl

ra 7 são apresentadas as concentrações

de MCs totais (pg/L) do exirato ana-

lisado por imunoensaio ELISA e as

correspondentes dosagens de MCs totais

(pg/kg) (pg de MCs totais / kg de peso
médio corpóreo dos camundongos) cal-

culadas em função do volume injetado e

do peso médio corpóreo.

De acordo com os resultados

obtidos da Tabela 2, observou-se a

morre de todos os animais submeddos

à dosagem de 18 mg/kg p.c. do extraio
e a resistência de todos os animais sub-

metidos à dosagem de 8 mg/kg p.c., o
que confirma a fabca de sensibilidade

obtida no teste Tl.

A faixa de sensibilidade encon-

rrada no teste Tl é bastante similar

à encontrada no teste T2 em relação

às dosagens de extraio seco T l (10 a

15,625 mg/kgp.c.) eT2 (8e 18 mg/kgp.c.),
e especialmente, em relação às dosagens

de MCs tarais: Tl (16,4 e 29,1 pg/Kg)
e T2 (14,1 e 31,7 pg/Kg) (Figuras 5 e
7, Tabela 3).

As correlações entre as dosagens de
exrrato utilizados nos restes e os resulta-

dos obúdos de MCs totais analisados nos

extratos apresentaram elevada correlação

(R = 0,988 e R2 = 0,976), o que asse-
gura a confiabilidade do procedimento

experimental empregado. Esses valores

aumentam (R = 0,992 e R2= 0,984) com

a inclusão dos dados calculados.

Os valores das DL50^ encontrados

nos ensaios foram de 13,7 mg/kg p.c.

de exu-ato seco e de 24,2 pg/kg p.c.

de MCs totais estimada e revelaram

€ng. sonil. ombicnt. 28 Vol. 12- ? l - jan/mar 2007, 24-3 l
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camundongos do controle (ativos) camundongos submetidos à

dosagem de 8 mg/kg p.c.

(imobilidade)

camundongos submetidos à

dosagem de 18 mg/kg p.c.

(imobilidade e fotofobia)

Figura 6 - Vista dos camundongos durante o teste T2 (l 7:00 h)

Tabela 2 - Resultado do Teste T2 com camundongos

Tipo extraio

Controle

NaCl 0,09%

Cepa tóxica

NPLJ4

Dose extraio

(*)
(mg/kg p.c.)

o

8

10

12

14

16

18

Peso do

animal

(g)
28,2

19,1

16,44

19,61

20,1

21,15

22,21

22,1

21,46

22,5

22,8

22,9

22,51

23,24

23,3

23,62

24,2

24,65

25

25,5

25,7

Peso

médio

(g)
21,2

20,3

21,9

22,7

23,0

24,2

25,4

Desvio

padrão

6,167

0,787

0,405

0,208

0,440

0,516

0,361

Tempo

de morte

(h:min)

02:47

02:18

02:09

02:04

01:07

02:18

01:20

(*) : mg de material seco / kg de peso médio corpóreo dos camundongos
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1000,0

10,0
o

u

a MCs totais (pg/L)
com CVmáx=8,3 %

B MCs totais (pg/Kg)
calculados

0,1
Extrato 1000 mg/kgNPDC 15,625 mg/kgNPLJ4 10mg/kgNPU4

CD MCs totais (ug/L) < 0,16 (LO) 611,4 359,8

B MCs 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 T l e T2 com camundongos

Teste Dose exrraro

NPLJ4
(mg/kg p.c.)

Concentração

MCs corais

nos extratos

WL)

Concentração

MCs totais

ao material seco

(pg/mg p.s.)

Peso

médio

(g)

Desvio

padrão

Dose MCs
totais

(pg/kg p-c-)

Tempo de
morre

(h:min)

Tl 10 359,8 1,64 22,0 0,775 16,4

15,625

T2

611,4

286,0

1,86

1,76 O

21,0

20,3

0,197

0,787

29,1

14,1

04:28

01:30

01:58

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

concentração de MCs totais presentes

nos extraros (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 microdsanas, os limites de toxi-

cidade variam entre 50 a 1.200 pg/Kg,

influenciados pelas modificações quími-

cãs dos ammoácidos individuais ou de

variação na composição de aminoácidos

(Rineharr et al, 1994).
As concentrações calculadas de

MCs no material seco utilizado para

preparação de extratos com diferentes

concentrações resultaram entre 1,64 e

1,86 pg/mg p.s. (|jg de MQ totais / mg

do material seco) (Tabela 3), o que

condiz com a classificação proposta por

Lawton et al (1994b), apresentada na
Tabela 4. Segundo os autores, o mare-

rial contendo danobaaérias é considera-

do altamente tóxico, se a DL50 ^ para.

camundongos for menor que 100 mg/lçp.c

ou se a concentração de MCs totais no

material seco for superior a 1,0 pg/mg

p.s. Assim, pôde-se verificar que a cepa
NPLJ4 testada enquadra-se no grau 3

de elevada toxicidade e que a cepa não

tóxica utilizada como controle tipo A,

com concentração de MCs totais infe-

rior ao limite de detecção do método

não é tóxica para as cobaias utilizadas.

Os resultados encontrados neste

ensaio demonstraram que a cepa ud-

lizada apresentou toxicidade superior

quando comparada com outras culruras

mantidas em laboratório, por exemplo,

ao reportado por Azevedo et al (1994),

com a cepa de M. aeruginosa (NPJB-1)
isolada do Lago das Garças, São Paulo

- SP, cujo valor da DL100 24h foi de
31 mg/kg p.c. de exrraro seco. Uma

toxicidade menor foi descrita por

Honda et al (2001), com cepas não

axênicas de M. panniformis (SPC 686
e 702), também isoladas no Lago das

Garças, São Paulo - SP, com valores da
DL100
de extraio seco.

Estudos com amostras naturais

realizados por Matthiensen et al (l 999)

em região integrante do Estuário 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

^ entre 100 e 316 mg/kg p.c.
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Tabela 4 - Limites de toxicidade de material seco e de toxinas 
propostos por Lawton et ai 

Grau de toxicidade DL50 em camundongos Concentração toxinas 
(mg/kg p.c.) ()lg/mg p.s.) 

não >1000 < 0,01 

1 -baixa 500 a 1000 0 ,01 a 0,1 

2- média 100 a 500 0,1 a 1,0 

3- alta 

concentrações de MCs no material seco, 
maiores que 1,0 rg/mg p.s. em amostras 
dominadas por Microcystis aeruginosa nes­
te ambiente. A cultura de Microcystis aeru­
ginosa PCC7813 apresentou DL5024h.de 
70,7 mg/kg p.c. e teve maior concentra­
ção de MCs no material seco em relação 
às florações (1,145 J.lg/mg p.s.). 

<100 

Níveis próximos a estes também 
foram reportados por Oliveira et al 
(2003), com valores de DLlOO 24h entre 
28,44 e 62,90 mg/kg p.c. , em amostras 
de água no reservatório do Funil, Rio 
de Janeiro, dominadas por florações de 
Microcystis spp, Cylindrospermopsis sp e 
Anabaena spiroides. 

Estudos realizados por Vasconcelos 
(1999), com florações de cianobactérias 
coletadas em lagos e reservatórios na 
região Norte e Central de Portugal, 
demonstraram a alta toxicidade de duas 
amostras com valores de DL50 entre 30 
e 175 J.lg/Kg, enquanto cepas isoladas e 
cultivadas destes florescimentos causa­
ram uma maior ação tóxica, com valores 
de DL50 de 15 a 75 )lg/Kg. 

CONCLUSÕES E 
RECOMENDAÇÕES 

• Os testes de toxicidade a,ouda com 
camundongos demonstraram, segundo 
classificação proposta por Lawton et al 
(1994b ), que a cepa tóxica testada enquadra­
se no grau de elevada toxicidade, com valor 
de DL50 24h de =rato seco menor que 
100mg!kgp.c.(13,7mg!kgp.c.),deDL5024h 
de microcistinas totais estimada de 
24,2 rg/kg p.c. e concentração de MCs 
no material seco maior que 1,0 rg/mg p.s. 
(encre 1,64 e 1,86 rg/rng p.s.); 

• Os resultados obtidos no estu­
do revelaram a importância e necessida­
de da realização de testes de toxicidade 
com organismos como complemento às 
sofisticadas técnicas qualitativas e quan­
titativas, por possibilitar a aquisição de 
importantes informações sobre a toxi­
cidade de uma amostra, especialmente 
nos casos em que os padrões de toxinas 
não são comercialmente disponíveis. 

Eng. sanit. ambient. 

>1,0 
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