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Resumo

A ocorréncia de floragbes de cianobactérias produtoras de cianotoxinas
€ um problema mundial que esta diretamente associado ao processo de
eutrofizacdo de ecossistemas lacustres. As microcistinas (MCs) séo
cianotoxinas de acdo hepatotoxica relacionadas a episodios de intoxicacfes
em animais e seres humanos. Neste trabalho, o acimulo de MCs em tecidos
de Tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) foi investigado em peixes do Lago
Paranoa em Brasilia-DF. Foram realizadas coletas quinzenais de peixes (n= 3)
e amostras d’agua (1 litro), no periodo de marco de 2008 a junho de 2009,
totalizando 34 coletas. O numero de 102 exemplares de O. niloticus foram
dissecados em figado e musculo, extraidos em metanol (100%) e purificados
em cartuchos C18 de extracdo de fase soélida. A deteccdo de microcistina-LR
foi feita por HPLC acoplado com detector fotodiodo. Coincidindo com o periodo
de transicdo da estacdo seca para chuvosa, logo apos a fase de maior
densidade de fitoplancton, foi detectada MC-LR na coluna d’agua e em tecidos
dos peixes. Quando detectada, a concentracdo da toxina variou de 0,2314 a
1,5384 pg/L; 0,0326 a 5,5549 ug/g; e 0,0087 a 0,1803 pg/g em amostras de
agua, figado e mausculo, respectivamente. Analises de espectrometria de
massa e ELISA também confirmaram a presenga dessa cianotoxina.
Considerando que, (a) o musculo representa a parte comestivel do pescado,
(b) a Organizacdo Mundial da Saude define como limite de ingestao diaria (TDI)
0,04 ug de MCs/ kg de peso corpéreo/ dia, e (c) a média mundial de consumo
de pescado € de 12 kg/ habitante/ ano, i.e., 55g/hab./dia, apenas a
concentragdo media detectada nesse tecido no més de dezembro de 2009
ultrapassou o TDI, com valor de 0,0569 ug/g. Embora este estudo tenha
verificado que o periodo ap6s o pico de crescimento de fitoplancton representa
o periodo de deteccdo de maiores concentracoes de MCs, apenas um em
dezesseis meses amostrados apresentou valores ligeiramente acima do
recomendado pela OMS. Considerando que a legislacdo existente para agua
potavel permite dentro do periodo anual que até trés amostras ultrapassem em
até 10 vezes o limite; que para determinacdo do TDI foram aplicados diversos

fatores de seguranca; e que assumindo a média de consumo de pescado da
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area de estudo corresponde a média mundial que é quase o dobro da média
brasileira 6-8 kg/ habitante/ ano, a ingestédo de tilapias do Nilo provenientes do
lago Paranoa nédo representa risco a saude humana. Porém, como no Brasil
nao existe legislacdo especifica para o controle da presenca de cianotoxinas
em alimentos, que € uma importante via de exposi¢cao e de risco para a saude

humana, sugere-se monitoramento periddico dos peixes desse lago.

Palavras-chaves: Bioacumulagcédo, Eutrofizacdo, Cianotoxinas, Microcistina,

Oreochromis niloticus.



Abstract

The occurrence of cyanobacterial blooms producing cyanotoxins is a
global problem that is directly involved in eutrophication process affecting lake
ecosystems. The microcystins (MCs) are hepatotoxic cyanotoxins that are
related to animal and human poisoning episodes. In this work, Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) from Paranoa Reservoir in Brasilia-DF was investigated
for MCs tissues accumulation. Both fish (n =3) and water (1 liter) samples were
biweekly collected, from March 2008 to June 2009, ending 34 collections. A
total of 102 fishes were dissected in liver and muscle, extracted with MeOH
(100%) and latter purified with Solid Phase Extraction C18 cartridge. Detection
of microcystins was performed by HPLC system accomplished with a
photodiode detector. Results showed that MCs were only detected in the water
sample and fish tissues during the transition between dry and wet seasons
following period of highest phytoplankton density. When detected, concentration
of MC-LR ranged from 0.2314 to 1.5384 pg/L, 0.0326 to 5.5549 ug/g and
0.0087 to 0.1803 ug/g in water samples, liver and muscle, respectively. ELISA
assay and mass spectrometry analysis also confirmed the occurrence of toxins.
Considering that (a) muscle is the edible part of fish, (b) limit of daily intake
(TDI) defined by World Health Organization is 0.04 ug MC / kg body weight /
day, and (c) global average fish consumption is 12 kg/ inhabitant /year, i.e.,
55g/hab./day, only one data addressing average concentration of cianotoxin in
muscle in December 2009 slightly exceed the TDI, with a value of 0.0569ug/g.
Although this study had shown that period following phytoplankton growth was
associated to highest concentrations of MCs, only one in sixteen months
sampled presented concentrations of MCs slightly above levels recommended
by WHO. Considering that (a) the Brazilian legislation for drinking water allows
that 3 samples (in a year basis) may exceed up to 10 times the concentration
defined as tolerable limit; (c) several safety factors were incorporated in the
definition of TDI; and (d) assuming that the average fish consumption used as
reference in present study were the World average which is almost double

Brazilian average of 6-8 kg/inhabitant/year, it can be considered that the intake



of Nile tilapia from Paranoa Reservoir do not represent risk to human health.
Taking into account that there is no specific legislation for cyanotoxins control in
food in Brazil, although it is an important route of exposure and risk to human
health, it is suggested that a periodic monitoring of the fishes species in this

ecosystem should be carried out.

Key words: Bioaccumulation, Eutrophication, Cyanotoxins, Microcistins,

Oreochromis niloticus.
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1- Introducéao

1.1- Eutrofizagao Artificial

Os lagos e lagoas, dentro de seus ciclos naturais, sdo formados por
depressdes geogréaficas que estdo fadados ao um processo de envelhecimento
natural no qual o assoreamento leva a uma reducédo do espelho d’agua até o
seu completo desaparecimento. Esse processo pode durar centenas ou
milhares de anos dependendo do tipo de formacgéo do solo e rochas presentes
na area, bem como vegetacgéao circundante (Rebougas, 2006).

O envelhecimento natural de um lago ndo envolve somente o
assoreamento do corpo hidrico e pode ocorrer de forma acelerada,
desencadeada por um processo de enriquecimento da agua com nutrientes e
excesso de matéria organica, sendo esse processo conhecido como
eutrofizacdo (UNEP, 1999).

A eutrofizacdo do ecossistema pode ser natural ou artificial. Quando
ocorre de forma natural, € um processo lento e continuo que resulta do aporte
de nutrientes trazidos por chuvas ou aguas superficiais qgue erodem e lavam a
superficie terrestre. J& a eutrofizagdo artificial, também denominada antrépica,
€ resultante da acdo humana que introduz nutrientes oriundos de outras fontes,
como por exemplo, efluentes domésticos, desmatamento e ocupacgéo da orla,
fertilizagdo de solos com produtos quimicos utilizados na agricultura, dentre
outras (Esteves, 1988).

A eutrofizagdo € um problema amplamente estudado pela comunidade
cientifica desde 1940 e é considerado um problema mundial, que afeta tanto
rios, corregos, lagos, lagos e reservatorios de regides temperadas como de
regides tropicais (Tundisi et al., 2006).

O nivel de trofia de um lago refere-se ao suprimento de matéria organica
presente no ambiente ou que aporta aquele por unidade de tempo (Aberg &
Rodhe,1942 apud Xavier et al., 2005). Com base nessa definicdo, um ambiente
€ considerado pouco produtivo, ou oligotréfico, quando os niveis de matéria

organica apenas alimentam uma baixa producao autotréfica. Por outro lado, um
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ambiente muito produtivo, ou eutrdéfico, tem grande carga de origem aléctone e
essa carga é caracterizada pela presenca de excedente de nutrientes que
fertilizam o recurso hidrico e desencadeia um aumento das produtividades
dentro desse ecossistema (Tundisi, 2003).

A eutrofizacdo é uma reacdo em cadeia que promove um desequilibrio
ecologico através da quebra da homeostasia do ecossistema. Inicialmente, é
possivel verificar o aumento da produtividade priméria, crescimento maci¢co de
fitoplancton (principalmente cianobactérias) que impactam na dinamica dos
produtores secundarios (principalmente zooplancton e peixes) o0s quais
apresentam mudancas na sua composicdo especifica e na sua densidade
(Esteves, 1988; Xavier et al., 2005). Muitas espécies apresentam reducao do
namero de individuos ou até mesmo desaparecem, pois a dominancia e
abundéancia podem levar a exclusdo de algumas espécies e a um elevado
crescimento populacional de outra. Durante o processo, quando a eutrofizacéo
encontra-se em estagio avancado, outros sintomas aparecem como pouca
transparéncia da agua, reducdo do oxigénio dissolvido na coluna d’agua, mau
cheiro da agua e ocorre mortandade excessiva de peixes (Straskraba &
Tundisi, 1999).

Em niveis extremos de um ambiente hipereutrofico, o desequilibrio
causado inviabiliza a 4gua para abastecimento, para gerar energia elétrica e

para uso na recreacao ou lazer (Sperling, 1996).

1.2- Cianobactérias e cianotoxinas

As cianobactérias ou cianoficeas, também conhecidas como algas azuis,
sdo organismos procariotos, unicelulares, capazes de realizar fotossintese e
apresentam formas variadas, como por exemplo: cocos, bastonetes, filamentos
ou pseudofilamentos (FUNASA, 2003).

Registros fosseis demonstram a existéncia de cianobactérias a 3,3 - 3,5
bilhbes de anos e por se tratarem de organismos capazes de converter gas

carbOGnico em oxigénio através de fotossintese, as cianobactérias foram os
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primeiros produtores primarios a oxigenarem a atmosfera primitiva (Carmichael,
1994).

As cianobactérias sdo organismos com capacidade de crescer em
diversos ambientes. Porém, em condicbes de pouco vento, com temperatura
entre 15-30°C, em pH neutroalcalinos na faixa de 6-9 e em abundancia de
nutrientes, principalmente fésforo e nitrogénio, seu crescimento ocorre de
forma acelerada (Carmichael, 1997). Em ambientes eutroficos é comum ocorrer
floracbes ou “Bloom” de cianobactérias, devido a grande quantidade de
componentes nitrogenados e fosfatados na agua (Esteves, 1988).

Alguns dos efeitos decorrentes de floracdes de cianobactérias envolvem,
por exemplo, questBes estéticas, pois além de produzirem gosto e odor na
agua, em aguas de coloracdo esverdeada, mal cheirosa e turva ndo é comum
encontrar atividades recreacionais (Sperling, 1996). O efeito mais grave
desencadeado por cianobactérias € a capacidade de algumas espécies de
produzirem toxinas, as cianotoxinas. As toxinas de cianobactérias constituem
uma grande fonte de produtos naturais produzidos por esses microrganismos
e, embora ainda nao estejam devidamente esclarecidas as causas da producéo
dessas toxinas, uma das hipéteses assumidas é que esses compostos tenham
funcdo protetora contra herbivoria (Carmichael, 1992), sendo que em alguns
estudos, foi demonstrado existir uma preferéncia alimentar de alguns peixes
por floragbes ndo toxicas de cianobactéria (Keshavanath et al., 1994). Uma
abordagem alternativa sugere que as cianotoxinas representam moléculas
mediadoras em interacdes de cianobactérias com outros componentes do
habitat, como bactérias heterotréficas, fungos, protozoarios e algas (Paerl &
Millie, 1996). E ainda, alguns autores consideram a possibilidade da producéao
dessas toxinas estar relacionada a comunicacdo intercelular, seja intra ou
interespecifica (Kearns & Hunter, 2000; Dittmann et al. 2001).

Essas toxinas sdo liberadas na coluna d'agua e nao sao facilmente
removidas por fervura e nem pelos sistemas de tratamento de agua tradicionais
(Dawson, 1998; Funasa, 2003), o que desperta grande preocupacao
companhias de tratamento de agua, quando existe proliferacdo de
cianobactérias nos mananciais de agua potavel das cidades.
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As cianotoxinas podem ser classificadas em trés categorias:
neurotoxicas, hepatotoxicas e irritantes ao contato.

As neurotoxinas atuam ao nivel da transmissédo dos impulsos nervosos,
e podem provocar a morte por parada respiratéria, devido a paralisia muscular
(Carmichael, 1992). As hepatotoxinas sao responsaveis por lesdes no figado,
podendo mesmo conduzir a morte por hemorragia intra-hepatica e choque
hipovolémico (Dawson, 1998), além disso, em doses nédo letais, estas toxinas
tém sido relacionadas com o desenvolvimento de tumores, pois tém efeitos
carcinogénicos (Nishiwaki-Matsushima et al., 1992; Fujiki, 1992). Apesar de
nao serem letais para 0s organismos, € ndo serem consideradas tao perigosas
como as neuro- e hepatotoxinas, as toxinas irritantes ao contato s&o
igualmente compostos bioativos, que podem lesar as células e tecidos
(Funasa, 2003).

1.3- Microcistinas

As microcistinas (MCs) sédo hepatotoxinas produzidas por alguns
géneros de cianobactérias, dentre eles, Microcystis, Anabaena, Nodularia,
Oscillatoria, Nostoc e Cylindrospermopsis (Carmichael, 1994; Dawson, 1998).
As MCs sdo as cianotoxinas mais amplamente distribuidas e comumente
reportadas. Essas sdo toxinas peptidicas, sendo que as microcistinas
representam o grupo de hepapeptidios ciclicos (Funasa, 2003).

As microcistinas sdo produzidas por uma via nao-ribossomal através da
acado de enzimas, denominadas sintetases de peptideos néo-ribossomais, as
quais sdo responsaveis pela incorporacdo dos aminoacidos na molécula
(Dittmann et al. 1997, Tillett et al. 2000). As sintetases de microcistinas, por sua
vez, sdo codificadas por genes do cluster myc (Molica & Azevedo, 2009). Em
sua composicao estrutural foi identificado peptideo monociclico composto de D-
Ala-X-D-MeAsp-Z-Adda-D-Glu-Mdha, onde X e Z sdo os dois L aminoacidos
variaveis, D-MeAsp ¢é D-eritro acido metilaspartico e Mdha é N-
metildeidroalanina, conforme mostrado na Figura 1 (Carmichael et al., 1988). O
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Adda (acido 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenil-deca-4,6-diendico), € o
composto responsavel pela hepatotoxicidade (Dawson, 1998).

A nomenclatura das microcistinas foi proposta por Carmichael et al.
(1988) e foi baseada inicialmente na composi¢cao dos L-aminoacidos, como por
exemplo, a microcistina-LR (leucina-arginina), a microcistina-RR (arginina-
arginina) e a microcistina-YA (tirosina-alanina). Ja se tem conhecimento de
mais de 60 variaveis de microcistina (Silvonen & Jones 1999), e diferencas no
grau de metilacbes dos aminodcidos, assim como variacbes isométricas no
Adda também foram utilizadas na classificacdo dessas hepatotoxinas (Rinehart
et al., 1994).

D-Glu Mdha

i COOH

D-MeAsp
3

Figura 1: Estrutura quimica geral de microcistinas, onde Z e X representam os dois L-

aminoacidos variaveis e R1 e R2 sao os locais de possiveis metilacdes.

As microcistinas sdo cianotoxinas com acdo hepatotdxica, que sao
internalizadas nos hepatocitos através dos receptores dos acidos biliares
(Falconer, 1991). Uma vez dentro da célula, promovem a desorganizacdo dos
filamentos intermediarios e de actina; polimeros protéicos componentes do
citoesqueleto do hepatécito (Runnegar & Falconer, 1986). A desorganizagao
leva a uma retragdo dos hepatdécitos, provocando a perda de contato célula-

célula dos capilares sinusoidais. Assim, o figado perde sua arquitetura e
5
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surgem lesdes internas graves. A perda deste contato entre as células cria
espacos internos que sdo preenchidos pelo sangue que passa a fluir dos
capilares para esses locais (Lambert et al., 1994).

Existem alguns mecanismos de metabolizacdo e detoxificacdo que
ocorrem nos organismos. Acredita-se que a enzima glutationa tranferase (GST)
esta envolvida com processos de desintoxicacdo causado por xenobidticos,
além daqueles ligados aos quimioterapicos do cancer, inseticidas, herbicidas e
antibioticos (Miller et al. 2001; Strange et al. 2001). A formacdo de um
conjugado entre a glutationa reduzida (GSH) e microcistinas em figado de
animais expostos a toxina pode ocorrer e esse composto é mais facilmente
exctretado (Pflugmacher et al., 1998).

Outros estudos também tém demonstrado que varias microcistinas séo
potentes inibidores de proteina fosfatase tipo 1 e 2A de células de eucariotos
(MacKintosh et al., 1990) e, além disso, ha essa toxinas s&o reconhecidas
como potentes promotores de tumores hepaticos (Falconer, 1991; Nishiwaki-
Matsuhima et al., 1992).

1.4- Microcistinas e a saude publica

Os sinais de envenenamento por hepatotoxinas ja foram observados em
bovinos, ovinos, cavalos, porcos, patos e outros animais domésticos e os
efeitos da intoxicagcdo incluem, fraqueza, anorexia, palidez das mucosas,
vomito, frio extremo e diarréia (Carmichael, 1992).

No Brasil, existem poucos registros de intoxicacdo humana pela
ocorréncia de cianotoxinas. Teixeira et al. (1993) descrevem uma forte
evidéncia de correlagcdo entre a ocorréncia de floragcdes de cianobactérias no
reservatorio de Itaparica (Bahia) e a morte de 88 pessoas, entre as 2000
intoxicadas, pelo consumo de agua do reservatoério, entre marco e abril de
1988. No inicio do ano de 1996, 123 pacientes renais cronicos, apos terem sido
submetidos a sessdes de hemodidlise em uma clinica da cidade de Caruaru
(Pernambuco), passaram a apresentar um quadro clinico compativel com grave

hepatotoxicose. Cinquenta e quatro pacientes morreram devido a presenca de
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toxinas de cianobactérias na agua de hemodialise, no evento que passou a ser
0 primeiro caso de morte associada a toxina de cianobactéria (Azevedo, 1996).
As andlises laboratoriais confirmaram a presenca de microcistinas e
cilindrospermopsina no carvao ativado utilizado no sistema de purificacdo de
agua da clinica, e de microcistina em amostras de sangue e figado dos
pacientes intoxicados (Azevedo, 1996; Carmichael et al., 1996, Carmichael et
al,. 2001).

Os problemas associados as cianobactérias tém sido mais comumente
evidenciados em areas habitadas por populacdo de baixa renda, onde o
crescimento populacional € desordenado e sem saneamento urbano. Contudo,
ainda ndo se tem relatos de casos de morte humana causadas por ingestéo
oral proposital de agua contendo cianotoxinas (Magalhaes et al., 2001).

Outro tipo de exposicdo de seres humanos a toxinas de cianobactérias
esta relacionado ao acumulo destas ao longo da cadeia trofica. Pesquisas tém
sido realizadas com o intuito de verificar a biomagnificacdo em diversos
patamares da cadeia alimentar. A bioacumulac¢do de MCs ja foi observada em
organismos que compde o zooplancton (DeMott et al., 1991; Mohamed, 2001),
peixes (Magalhaes et al., 2001 e 2003; Soares et al., 2004; Xie et al., 2005),
moluscos (Chen & Chou, 2001; Chen & Xie, 2005b; Prepas et al., 1997,
Ozawa et al., 2003) e crustaceos (Chen & Xie, 2005a; Monteiro et al., 1998).
Esses animais tém sido avaliados devido a sua significativa importancia na
alimentacdo e na manutencdo do equilibrio em ecossistemas como lagoas,
lagos ou baias. (Vanderploeg et al., 2001; Sipia et al., 2001; Ferrédo-Filho et al.,
2002; Magalhaes et al., 2003).

Essa constatacao reforca o perigo de danos ao longo de toda a cadeia
alimentar, visto que sua base ja apresenta comprometimentos causados pela
acumulacéo de cianotoxinas (Ferrdo-Filho et al., 2002).

Diversos estudos com espécies de peixes, como carpas, trutas e dourado
tém comprovado a ocorréncia de bioacumulacdo em orgaos e tecidos desses
animais, representando um risco para outros animais e o proprio homem que
utiliza os organismos citados como fonte de alimento (Magalhaes et al., 2001 e

2003). Estas pesquisas mostraram altas taxas de acumulacéo de microcistina
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na musculatura e nos o6rgdos, sendo os resultados maiores que valores
recomendados pela Organiza¢do Mundial da Saude (Chorus & Bartram, 1999).

Magalhées et al. (2001), monitorando peixes na lagoa de Jaguarepagua -
RJ durante os anos de 1996 a 1999, demonstraram a bioacumulacdo de
microcistina em peixes. Este estudo demonstrou que Tilapia rendalli, uma
espécie exotica amplamente utilizada na piscicultura acumulou mais toxina do
que a tolerancia de ingestdo diaria por peso corporal de 0,04ug/kg de peso
corporeo/dia (Chorus & Bartram, 1999).

Giordano (2007), em testes laboratoriais, apresentou resultados positivos
de incorporacdo de microcistinas em tecidos de carpas prateadas
(Hypophthalmichthys molitrix). Além disso, estudos recentes avaliando taxas de
acumulacao e depuracao de microcistina em condi¢des laboratoriais utilizando
exemplares de Oreochromis niloticus ratificam a ocorréncia de bioacumulacéo,
bem como fornecem os primeiros indicios de taxa de excrecdo por animais de
microcistinas (Soares et al., 2004).

Com isso, devemos levar em consideracao que a ingestdo de organismos
contaminados por cianotoxinas representa um grande risco potencial a saude

publica.

1.5- Lago Paranoa

O Lago Paranoa é um dos ecossistemas que constitui a Area de Protec&o
Ambiental (APA) do Paranoa criada pelo decreto distrital 12.055 de 14 de
dezembro de 1989. No ano de 1956 foi dado inicio ao represamento do rio
Paranoa que tinha como objetivo inicial a criacdo de um lago que iria compor a
paisagem da nova capital do Brasil, Brasilia localizada no Distrito Federal
(Menezes-Junior et al., 2001). O lago Paranoa foi formado, em 1959, a partir do
fechamento de barragem do rio Paranoa, represando aguas do Riacho Fundo,
do Ribeirdo do Gama e do Cdorrego Cabeca de Veado, ao sul e dos Ribeirbes
do Torto e Bananal, ao norte, além de outros pequenos tributarios que
alimentavam as cachoeiras que desciam rumo ao rio Sdo Bartolomeu (Ferrante
et al.,, 2001). Esse lago artificial necessitou de duas temporadas de chuvas

para atingir a cota prevista de 1000 metros acima do nivel do mar, o que
8
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resultou apos esse periodo, em uma area que abrange aproximadamente
1.034,07 km?, volume de 498 x 106 m®, tempo de retencéo de 299 dias e com
profundidade maxima e média de 38 e 14 m, respectivamente (Mattos et al,.
1997).

A criacao desse lago tinha como objetivo, além de paisagismo, a melhoria
do microclima em suas proximidades, a criacdo de opc¢Oes de lazer atraves de
suas areas balneéveis, geracdo de energia elétrica e recebimento de 4guas de
escoamento superficial e dos efluentes de esgotos tratados pelas duas
estacdes de tratamento de Esgoto (ETE sul e norte) da Companhia de
Saneamento Ambiental do Distrito Federal-CAESB (Altafin et al., 1995).

Decorrida a primeira década apés o enchimento do lago Paranoa, estudos
de avaliacdo da comunidade fitoplanctonica referentes a coletas realizadas
entre os anos de 1965 a 1968, caracterizavam esse lago como um ambiente
pouco poluido pois havia dominancia algas verdes (desmidiaceas) naquele
periodo, mas mudancas qualitativas j& apontavam sinais de uma tendéncia ao
predominio de cianobactérias devido ao desencadeamento do processo de
eutrofizacdo (Oliveira & Krau, 1970).

Também na década de 60, a comunidade de peixes do lago Paranoa era
constituida de espécies nativas adaptadas provenientes dos tributarios que
deram origem ao lago Paranoa e por espécies exdticas que comegaram a ser
introduzidas em 1960. JA em 1964, foi realizado o primeiro levantamento
pesqueiro que considerou o lago Paranoa como um ambiente pouco piscoso
(Franca et al., 1964). Nos anos seguintes, a fim de incrementar a oferta de
pescado para valores de producdo proximos a 200 toneladas anuais, foram
feitas introducfes ndo controladas de outras espécies exoticas, dentre elas, a
carpa comum, o tucunareé e a tilapia do Nilo (SUDEPE, 1980; Dornelles & Dias-
Neto, 1985).

Com o crescimento populacional desordenado e o inadequado tratamento
de esgoto, ja na década de 70 a qualidade da agua comec¢ou a mudar e o lago
desenvolveu um acelerado processo de eutrofizacdo, no qual foi observado
floracdo de cianobactérias (Cavalcanti et al., 1997; Felizatto et al., 1999).

Nesse periodo, 0 estoque pesqueiro confirmava a dominéncia de espécies
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exoticas principalmente carpas e tilapias (Starling & Rocha, 1990; Ribeiro et al.,
2001).

Nessa mesma década, existia uma situacdo de grande dominancia de
cianobactérias, com floracdo permanente da cianobactéria filamentosa
Cilindrospermopsis raciborskii e frequentes “blooms” superficiais de outra
espécie Microcystis aeruginosa (Mattos & Starling, 2001).

A ocorréncia de floragces algais, cobrindo as camadas superficiais do
lago, impedia a entrada de luz e trocas gasosas, causando um desequilibrio
ecologico no ecossistema que resultou em episodios de mortandades de
organismos aquaticos com liberacdo de mau cheiro (Altafin et al., 1995). Em
novembro de 1978, surgiam os primeiros registros de mortandade macica de
peixes causada pela anoxia em toda a coluna d’agua decorrente da floragédo de
M. aeruginosa, resultando na remoc¢do de toneladas de peixes mortos
principalmente na area do braco do Riacho Fundo (Burnett et al., 2001;
Starling et al.,, 2002). Nesta mesma época, estampava a manchete do jornal
local a noticia a cidade cheirava mal por causa da poluicdo no lago Paranoa.
Novos registros menos expressivos de mortandade de peixes ocorreram nos
anos de 1981, 1982, 1987, 1988, 1989 e 1983. Segundo Starling et al. (2002)
no ano de 1997, no braco do Riacho Fundo — é&rea identificada como a mais
comprometida do lago Paranoa — ocorreu uma segunda mortandade macica de
peixes, na qual o déficit de oxigénio causado pela inversdo térmica com
ressuspensdo do material do fundo causou a morte de 150 toneladas de
peixes, na sua quase totalidade tilapias (Oreochromis niloticus e Tilapia
rendalli).

O lago Paranoa, nas décadas de 70 e 80, encontrava-se com niveis
compativeis com o estado de hiper-eutrofia em boa parte de sua extenséo,
sendo que as areas mais afetadas eram os bragcos do Riacho Fundo e Bananal
por serem regibes de localizacdo das ETEs. Foram atribuidas diversas
provaveis causas para o desencadeamento desse processo, dentre elas: o
aumento acelerado populacional na bacia de drenagem; a ndo remocao de
favelas e acampamentos existentes na area inundada; o desmatamento

incompleto da area de inundacdo; o recebimento de esgotos brutos ou
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inadequadamente tratados; transporte através dos tributarios e aguas pluviais
de fertilizantes, esgotos e outros contaminantes (Burnett et al., 2001).

O diagnodstico tracado por uma equipe de especialistas identificou o
fésforo como principal fator limitante para o crescimento da vegetacao
aguatica, ou seja, produtividade primaria daquele lago (Mattos & Starling,
2001).

O fosforo também esta presente em grande quantidade nos esgoto o que
indicou para Orgdos governamentais a necessidade de mudancas de
estratégias no tratamento do esgoto realizado pelas estacbes de tratamento
que langavam no lago Paranoa esses efluentes (Felizatto et al., 1999).

Apds anos de estudos, foi definido que a melhor estratégia para auxiliar
na despoluicdo do lago Paranod seria continuar langando esgotos, mas antes
disso investir no tratamento terciario de efluentes com remocéo biolégica de
nutrientes, seguido de polimento final (Burnett et al., 2001; Pereira &
Cavalcanti, 1996).

A implementacdo de um programa de recuperacédo do lago Paranoa foi
iniciada no ano de 1979 (Cavalcanti et al., 1997). Através do investimento de
300 milhdes de dolares para a reforma das estacdes de tratamento de esgoto,
foi implantado o tratamento terciario, o qual comegou a vigorar em 1993 na
ETE sul e 1994 ETE norte (Felizatto et al., 1999). Esse tratamento terciario €
responsavel pela remocdo de nutrientes (principalmente fésforo e nitrogénio)
gue sdo despejados no corpo receptor (Teixeira-Pinto et al., 1999).

Também foram implantados, pela CAESB, programas de monitoramento
periddicos com a finalidade de (a) monitorar a qualidade da agua, (b) entender
a dinamica interna do ecossistema e (c) reunir subsidios para alternativas de
recuperacdo e manejo. Dentre esses programas encontram-se: (a) Programa
Limnoldgico, no qual sdo analisados parametros fisicos, quimicos e biolégicos
com frequéncia mensal; (b) Programa de Controle de Floracdo de Algas, que
realiza inspecdes de avaliacdo da necessidade de aplicacéo de algicida sulfato
de cobre para o controle da proliferacédo de cianobactérias; e (c) Programa de
Balneabilidade, que tem como objetivo principal informar a populacdo da
adequabilidade ou ndo de &aguas superficiais do lago Paranod quanto a

recreacdo de contato primario (natacdo, esqui aquatico, mergulho), através de
11
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analises semanais de coliformes termotolerante ou Escherichia coli e pH
(Burnett et al., 2001).

Paralelamente, foi desenvolvido o Programa de Biomanipulagao iniciado
em 1999 que objetiva 0 manejo da cadeia alimentar para a melhoria da
qualidade da agua. Foram, apontadas duas estratégias de manejo pesqueiro
para reducdo de biomassa algal: o controle da superpopulacéao de tilapia e a
introducdo de carpas prateadas estéreis (Starling & Lazzaro, 2001). O controle
do estoque de tilapias foi promovido através da liberagcdo da pesca com
tarrafas realizada por pescadores licenciados pelo IBAMA a partir do ano de
2000, o que representou, através da captura de cerca de 8 (oito) toneladas
mensais de peixes, além da melhoria da qualidade da agua, beneficio a
populacdo de baixa renda aumentando a oferta de emprego e fornecendo uma
fonte adicional de oferta de alimento (Starling et al., 2003).

Apesar de inumeros estudos e implementacao de diversas alternativas de
manejo, os resultados do combate a polui¢cdo do lago Paranoa s6 comecaram a
aparecer apés a adocao do tratamento terciario de esgoto em 1993. A reducao
de fésforo langado nesse ecossistema foi de 89%, passando de 450 kg/dia em
1989, para 50 kg/dia em 1998. Também ocorreram diminuicdes significativas
de concentracdo de nitrogénio e clorofila-a, além do aumento da transparéncia
da agua (Tundisi et al., 2006). Uma medida de manejo decisiva no processo de
despoluicdo no lago Paranoa foi o “flushing” que constituiu na abertura abrupta
das comportas do reservatorio, eliminando principalmente a agua superficial
rica em algas e nutrientes, no final da estacdo seca de 1998 (Angelini et al.,
2008).

Uma das primeiras melhorias observadas com o aumento da qualidade da
agua do lago Paranoa a partir de 1999, foi a reducdo expressiva da
cianobactéria C. raciborskii que dominava em mais de 90% a comunidade
fitoplanctonica desse lago desde 1970 (Starling et al., 2003).

Entretanto, apesar do grande esforco que vem sendo empreendido pela
CAESB para o melhoramento da qualidade de agua do Lago Paranoa, este
ainda apresenta areas sujeitas a processos localizados de eutrofizacdo, o que
ainda propicia o reaparecimento de floracdes de cianobactérias.
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Philomeno (2003) verificou uma elevada densidade de cianobactérias nos
bracos do Ribeirdo do Torto e do Riacho Fundo, nos periodos de seca e chuva
dos anos de 1997 a 1998. Sendo que as espécies dominantes eram
Oscillatoria spp, Microcystis aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskii. Pires
Jr. (comunicacdo pessoal) relatou a presenca de microcistina-LR em uma
floracdo de M. aeruginosa ocorrida no Lago Paranoa em outubro de 2004, nas
proximidades da ETE Norte. Pires Jr, e.g. (comunicacado pessoal) sugere a
presenca de cepas toxicas de C. raciborskii no Lago Paranoa, visto que
camundongos injetados com extratos de tecidos bivalves filtradores coletados
proximos a ETE norte apresentaram sintomas de neurotoxicidade aguda muito
similares a intoxicagdo com saxitoxina, uma cianotoxina neurotoxica.

As populacdes de baixa renda do Distrito Federal véem na pesca uma
fonte bastante acessivel de proteina animal e, ainda, fazem desta atividade
uma alternativa de renda, através da comercializacdo do pescado em feiras
livres das cidades satélites e entorno do Distrito Federal (Walter, 2000). Assim,
€ bastante comum presenciar, no lago Paranoa, tanto pescadores
recreacionais quanto profissionais cadastrados no Programa de
Biomanipulacdo da CAESB capturando permanentemente peixes destinados
ao consumo humano. Todavia, ndo existe nenhum estudo em longo prazo
abordando a capacidade de bioacumulagdo de toxinas nos peixes presentes
neste reservatorio, 0 que gera um risco potencial a comunidade que ingere
esse pescado.

O programa de balneabilidade da CAESB demonstra que nos ultimos
anos mais de 95% a agua superficial do lago Paranoa apresentam bons indices
com resultados dentro do proposto pela resolucdo CONAMA numero 20 do dia
18 de junho de 1986. Porém, os bracos do Bananal e do Riacho Fundo sdo
conhecidos por serem pontos preferenciais para pesca, Vvisto que a presenca
de ETEs nestes bragcos promoveu um maior aporte de componentes organicos
na agua, sustentando assim uma maior biomassa de peixes nesta regiéo.
Estudo de realizado entre os anos de 1978 a1980 pela antiga Superintendéncia
de Desenvolvimento da Pesca (SUDEPE) atualmente IBAMA, estimou o
estoque de peixes no lago em 3.000 toneladas. Em nova avaliagdo por

ecossondagem, Dhaussy et al. (1998) reavaliou o estoque pesqueiro do Lago
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Paranoad como sendo da ordem de 1.500 toneladas, das quais mais de 300
toneladas encontravam-se concentradas no Brago do Riacho Fundo. Starling
(1998) relata que a espécie mais abundante nesse mesmo ecossistema é a
tilapia do Nilo, ocupando principalmente o braco do Riacho Fundo. Mais
recentemente, Lazzaro & Starling (2005), apresentam dados de desembarque
pesqueiro do inicio do Programa de Biomanipulacédo, os quais revelam que no
ano de 2000, a pesca apresentou rendimento de 62,5 toneladas de peixes,
sendo que a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) representou 85% das
capturas. O monitoramento do desembarque pesqueiro no Lago Paranoa a
partir da liberacdo da pesca profissional em fevereiro de 2000, tem
contabilizado um montante superior a 8 toneladas de peixes capturados com
tarrafa mensalmente neste ecossistema (Starling et al., 2003).

Neste Contexto, o presente trabalho visa apresentar um diagndstico
sanitario dos peixes pertencentes a principal espécie capturada no Lago
Paranoa, em relacdo a presenca de microcistinas, tendo em vista que sdo

largamente consumidos pela populagéo local.

1.6- Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758)

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) € uma espécie da Familia Cichlidae
nativa do Continente Africano que conquistou destaque na aquicultura mundial
(Figura 2 - Fernando, 1983 e 1994).

Ciclideos africanos dos géneros Sarotherodon, Oreochromis e Tilapia, sé&o
peixes herbivoros, cuja dieta pode ser dividida em trés categorias: onivoros,
fitoplanctivoros e comedores de macroéfitas (Lowe-McConnell, 1982). Embora a
tilapia do Nilo (O. niloticus) e a tilapia do Congo (T. rendalli) sejam classificadas
respectivamente onivoras e comedoras de macrofitas, a dieta delas também
incluem cianobactérias, algas verdes, diatomaceas e macrofitas (Okeyo, 1989).
Outros componentes alimentares como zooplancton, moluscos, larvas de
insetos, ovos e embrides de peixes (Caulton, 1977; Campbell, 1981; Lazzaro,
1991), além de detritos (Getachew & Fernando, 1989).

Em geral, as tilapias podem ser consideradas como onivoros oportunistas

com grande tendéncia a herbivoria (Starling, 1998). A dieta alimentar das
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tilapias do lago Paranoa inclui detritos, zooplancton, fitoplancton, invertebrados
bentbnicos, larvas e ovos de peixes, o que demonstra bem comportamento
onivoro (Grando, 1989).

Além desse comportamento alimentar flexivel, as tilapias apresentam
enorme capacidade reprodutiva. O cuidado parental (Fryer & lles, 1972)
desovas durante todo o ano (Kolding, 1993), resisténcia a doencas, a altas
temperaturas, a baixa concentragdo de oxigénio e a alta concentracdo de
amonia na agua (Borges, 2004), representam caracteristicas que conferem as
tilapias vantagens competitivas contra outras espécies na colonizacdo de
habitats instaveis em ambientes lacustre dos trépicos e subtropicos (Starling,
1998).

Foto: Janaina Stading

Figura 2: Oreocrhomis niloticus proveniente do lago Paranoa.

Apesar dessa grande capacidade proliferativa, o excesso da biomassa de
tilapias dentro do reservatério pode acelerar o processo de deteorizacdo da
gualidade da agua (Diana et al., 1991). Apesar de ser uma espécie também
recomendada na biomanipulacdo para controle de floragbes, existem
evidéncias claras que elas podem contribuir no enriqguecimento do ecossistema
aquatico por nutrientes via excrecao e ou re-suspensdo de nutrientes (Starling,
1998).
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Starling & Lazzaro (1997) discutiram dois mecanismos para explicar a
intensificacdo da eutrofizacdo no lago Paranoa causada pela presenca da
superpopulagdo de tilapias: (1) efeito em cascata de predacdo de peixe por
zooplancton, reduzindo o forrageio por algas e, assim, favorecendo o
crescimento dessas; (2) a excrecdo direta de N e P acumulados nos
sedimentos e que contribuem para crescimento do fitoplancton.

Com base em experimentos de laboratério com medicbes das taxas de
excrecOes das tilapias e experimentos “in situ” simulando situagfes reais de
manejo da abundancia de tilapias em sub-areas do proprio Lago Paranoa,
foram implementadas estratégias de manejo visando a reducao da eutrofizacao
a partir do controle da proliferacdo excessiva de tilapias através da pesca
profissional (Lazzaro & Starling, 2005).

A implementacdo da Biomanipulacdo trouxe, além das melhorias na
qualidade da agua, beneficios sociais e econémicos associados a exploracéo
comercial de um peixe de excelente palatabilidade e fonte de proteina animal a

populacao de baixa renda.
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2- Justificativa

O Lago Paranoa é um importante ecossistema lacustre de usos
multiplos, amplamente utilizado pela populacdo do Distrito Federal para
diversas atividades, dentre as quais merece destaque a pesca. A pesca
artesanal no lago existe desde a sua criacdo, atuando como produto de
subsisténcia para varias familias que antigamente exerciam essa atividade
clandestinamente. Dados de desembarque provenientes do programa de
biomanipulacdo relatam a retirada de aproximadamente 8.000 Kg de pescado
por més desde o ano de 2000 (Starling & Lazzaro, 2001; Lazzaro & Starling,
2005).

O pescado do Lago Paranoa ja foi submetido a avaliacdo de sua
qualidade sanitaria, através de analises de metais pesados, pesticidas e
bactérias patogénicas (ISDF, 1997), apresentando um excelente resultado,
sendo esta uma das principais justificativas para a liberacdo da pesca
profissional com tarrafa pelo IBAMA no ano de 2000.

Paralelamente a implantacdo do Programa de Biomanipulacdo através
da remocdo macica de tilapias pela pesca profissional, foi intensificado o
Processo de Oligotrofizacdo do Lago Paranoa, como resultado do controle dos
aportes de esgotos domeésticos (Burnett et al., 2001). As floracbes de
cianobactérias passaram de ocorréncias comuns nas décadas de 1970, 80 e
90, para eventos esporadicos e restritos a areas como o inicio do Brago do
Riacho Fundo a partir de 1998, com a despoluicdo deste ecossistema (Burnett
et al., 2001)

Tendo em vista que esta Unica area ainda sujeita a processo de
eutrofizagdo com risco de floragbes de cianobactérias é exatamente o ponto de
maior concentracdo de peixes e consequentemente a regido do lago de maior
desembarque de tilapias pela pesca profissional, torna-se imprescindivel
verificar a possibilidade destes peixes estarem bioacumulando cianotoxinas.

Além disso, no cenéario atual, onde as cianobactérias ja foram
associadas a tragédias envolvendo mortalidade de seres humanos devido a
ingestdo de suas toxinas (Jochimsen et al., 1998; Azevedo et al. 2002),
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reveste-se de especial importancia a avaliacdo da incorporacdo dessas toxinas
nos peixes destinados ao consumo humano.

Além disso, a legislacdo brasileira em vigor ndo prevé a bioacumulacao
de cianotoxinas em animais aquaticos, existe apenas a recomendacao da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para que o consumo de microcistinas
nao ultrapasse 0,04 pg/kg de peso corpéreo/dia (Chorus & Bartram, 1999).

A despeito da literatura cientifica evidenciando a bioacumulacdo de
cianotoxinas em pescado e a preocupacdo crescente com o0 aumento das
populacées de cianobactérias, existe uma caréncia de estudos abordando o
grau de intoxicacdo dos peixes provenientes do Lago Paranoa com
cianotoxinas.

Diante do risco de contaminagdo que o pescado do Lago Paranoa pode
apresentar, sendo esta uma questdao de saude publica, ha necessidade de
fornecer informacdes a populacéo sobre os riscos que as microcistinas podem

causar ap0os seu consumo, sendo este o tema principal do presente estudo.
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3- Objetivos

3.1- Geral

O presente trabalho tem por objetivo analisar a incorporacéo
(bioacumulagéo) de microcistina-LR na principal espécie oriunda da pesca no
Lago Parano4, tilapia nilotica (Oreochromis niloticus), tendo como referéncia a

presenca desta toxina na agua.

3.2- Especificos

1. Avaliar os niveis de bioacumulacdo de microcistina-LR no figado e na

musculatura de exemplares adultos de Oreochromis niloticus.

2. Verificar se os valores encontrados de microcistina-LR nos peixes séo
compativeis com o atual estado tréfico do braco do Riacho fundo do lago

Paranoa.

3. Determinar se existe variacdo sazonal nas concentracbes de
microcistina-LR associada a dinamica de flutuacdo da biomassa

fitoplanctonica.
4. Através dos resultados encontrados, verificar se o0s niveis de

microcistina-LR detectados nos tecidos dos peixes sao toxicos e avaliar

0S riscos associados ao consumo desse pescado por seres humanos.
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4- Material e métodos

4.1- Coleta e transporte dos exemplares de peixes

As coletas foram realizadas quinzenalmente no periodo de marco de
2008 a junho de 2009. O numero de trés exemplares de tildpia nilotica
(Oreochromis niloticus), espécie muito utilizada com fins alimenticios, foi
fornecido para analise pelos pescadores profissionais credenciados e
licenciados no ambito do Programa de Biomanipulacdo — CAESB (figura 3). Os
peixes foram pescados entre a Ponte das Garcas e a Estacdo de Tratamento
de Esgoto Sul (ETE SUL), regido do inicio do braco do Riacho Fundo do lago
Paranoa (15°50'30.6"S, 47°54'19.8"WGr), conforme ilustrado na Figura 4.
Sempre que possivel, procurou-se selecionar exemplares adultos de tilapia de

tamanho comercial, a fim de garantir a homogeneidade entre as amostras.

Fotos: Janaina Starling

Figura 3: (A) Pesca com tarrafa no lago Paranoa. (B) Pescadores credenciados junto ao IBAMA

para realizarem a pesca com tarrafa. (C) Pescado capturado.

Em um total de 34 campanhas de coletas foram analisados 102
exemplares de tilapias. O periodo total de coletas se estendeu por 16 meses
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ininterruptos abrangendo os periodos de seca e chuva que sao bem definidos
na regiao.

A localidade de coleta foi definida nas proximidades da ETE SUL da
CAESB, pois a regido ainda apresenta caracteristicas de estado eutréfico além
de ser aquela de maior afluxo de pescadores no Lago Paranoa. A captura dos
peixes para analise de bioacumulacdo de microcistina foi realizada por
pescadores profissionais licenciados pelo IBAMA.

Figura 4: Visualizac@o de mapa do lago Paranoa, destacado no circulo vermelho a area de
captura do pescado. Fonte: Google maps.
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Os animais em estudos foram coletados logo apdés a pesca e
acondicionados em caixa térmica contendo gelo para o transporte até o
laboratério. Apds esse procedimento, durante o inicio da extracdo foi feita
incisdo na cavidade abdominal, da qual foram obtidas amostras do figado e
musculatura para quantificacdo de microcistina.

Cada espécime coletado passou por uma etapa de biometria, na qual os
dados referentes ao comprimento total, peso total, peso de filé (musculo) e
peso do figado foram anotados em livro ata de registro. Esses dados foram

referentes ao contelddo bruto e imido.

4.2- Purificagao das amostras dos tecidos

O inicio do procedimento de extracdo ocorreu com a pesagem dos
tecidos, sendo a aliquota de musculo com pele mantida, mas previamente
descamada (Figura 5). As amostras de tecido foram fatiadas em pequenas
pedagcos e maceradas em metanol 100% na propor¢cdo de 5mL/g por duas
vezes sucessivas com intervalo de 24 horas. Em seguida, cada amostra foi
submetida a filtracdo a vacuo, em membrana de fibra de vidro com 1,2 um. O
extrato metandlico resultante foi submetido a secagem a vacuo em evaporador
rotativo e ressuspenso em 50 mL em agua deionizada.

Chorus & Bartram (1999), defendem que a extracdo com solvente metanol
€ a mais aconselhavel porque representa uma boa eficiéncia na extracéo, além
de permitir a rapida concentracdo da amostra por evaporacdo. Por outro lado a
utilizacdo de metanol 100% pode n&o ser tdo eficiente na recuperacdo de
microcistinas mais polares, mas a adicdo de uma pequena porcentagem de
agua supera esse empecilho (Lawton & Edwards, 2001).

Para analise de microcistinas foram adotadas as metodologias propostas
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), contidas no guia “Toxic
Cyanobacteria in Water — A Guide to their Public Health Consequences,
Monitoring and Management”, editado por Chorus & Bartram (1999).

Os extratos aquosos foram semipurificados em uma etapa de extracao
em fase sdlida — solid phase extration (SPE) — por meio de cartuchos strata C-

18E (Phenomenex) previamente ativados com 50 mL de metanol 100% e,
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posteriormente com 100 mL agua deionizada. A amostra foi aplicada no
cartucho strata C-18E (Phenomenex), o qual foi em seguida lavado com 50mL
de agua destilada, tendo entdo a amostra sido eluida com 100mL de metanol
100%.0 extrato metanolico resultante da SPE foi submetido a secagem a
vacuo em evaporador rotativo e o material foi ressuspendido em 1,5 mL em

agua deionizada e armazenado em tubos do tipo eppendorf.

Figura 5: (A) Biometria dos exemplares de tilapia. (B) Pesagem do peixe. (C) Incisao feita no filé

para separagdo de amostra de mdusculo, jA& descamado. (D) Pesagem do tecido de musculo
destinado a andlise. (E) Pesagem do tecido de figado destinado a andlise. (F) Amostra de musculo
separada e destinada a extracdo em metanol, cortada em pedacos pequenos. (G) Amostra de figado

separada destinada a extragdo em metanol, cortada em pedacos pequenos.

4.3- Coleta de agua

No mesmo dia em que os peixes foram fornecidos pelos pescadores
para andlise laboratorial, uma amostra de 1 (um) litro de 4gua da regidao onde
os exemplares foram pescados foi coletada. Optou-se pela coleta de amostra
de agua superficial, pois é nesta camada onde encontra-se maior biomassa de
Microcystis aeruginosa, espécie produtora de microcistina dotada de grande
flutuabilidade. Essa amostra foi acondicionada em caixa térmica contendo gelo

e encaminhada ao laboratorio para analise de microcistina.
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Para a extracao de microcistina na amostra de agua, esta foi primeiramente
encaminhada ao disruptor de células - Ultra Soénico (Unique) - durante 10
minutos para causar a lise celular e a microcistina ficar livre. Em seguida a
amostra foi filtrada em membrana composta por microfiora de vidro de
(retencdo nominal 0,8 a 8,0 um - Milipore) para a remogdo do material
particulado e, entdo, submetida a extracdo de fase sdlida com cartuchos strata
C-18E (Phenomenex), conforme procedimento aplicado aos extratos dos

tecidos dos peixes.

4.4- Analise por High performance liquid chromatogr aphy - HPLC

A identificacdo da toxina foi feita por high performance liquid
chromatography (HPLC). Primeiramente, os tubos eppendorfs contendo a
amostra foram homegeneizados em vortex por 5 minutos, em seguida
centrifugados a 10.000 rpm por 05 minutos e uma aliquota de 200 pL do
sobrenadante foi retirada e destinada a um sistema de cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detec¢éo por foto-diodo — PDA-HPLC (Shimadzu Série
LC-10A) em coluna da marca Merck de fase reversa C-18 (5 pm). A
cromatografia foi realizada sob condigbes isocraticas com fase movel
previamente filtrada em membrana filtrante de nylon (0,45 pum) composta de
20mM formiato de amonio e acetonitrila (7:3), pH 5,0 + 0,2 por 30 minutos. O
volume de injecéo foi de 100 pL, com fluxo de 1 mL/min, a detec¢cdo no UV foi
estabelecida em 238 nm e o0 espectro de absorcdo de cada fracéo
cromatografica foi analisado na variagdo de 200-300 nm (Krishnamurthy 1986,
com adaptacoes) .

A identificacdo da toxina presente nas amostras tornou-se possivel apés a
comparacao da fracdo cromatografica com o padrdo de microcistina-LR
(Sigma, St Louis), observando os seguintes aspectos: o tempo de reten¢céo no
sistema de cromatografia e o indice de similaridade dos espectrogramas da
amostra ao padrdo de microcistina-LR na faixa de absorbancia de 200 a 300

nm.
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A quantificacdo do total acumulado de microcistinas nos tecidos foi
realizada por meio de curva padrao, relacionando a concentragcéo do padrao de
microcistina-LR (Sigma, St Louis) e a area do fragdo cromatogréfica no sistema
de cromatografia.

Para a construcdo de uma curva padrdo de microcistina com vistas a
quantificacdo nos extratos analisados foram injetadas em triplicada 9 diferentes
concentracbes de microcistina-LR (Sigma, St Louis): 0,00625; 0,0125; 0,025;
0,05; 0,15; 0,3; 0,5; 0,75; 1,5 pg/uL (Figura 6).

5000000 - Curva Padrao y = 3E-06x-23991
RZ=0,993

4000000 ~

3000000

2000000

Areado Pico

-

1000000

0 015 02 045 06 075 09 1,05 1,2 1,35 1.5

Concentracido do padrio de MC-LR
pe/pl

Figura 6: Curva padrao da microcistina-LR (Sigma, St. Louis) construida a partir da injecédo
em triplicata de 9 concentracdes diferentes: 0,00625; 0,0125; 0,025; 0,05; 0,15; 0,3; 0,5; 0,75;
e 1,5ug/pL utilizando-se o “loop” de 20uL; equacao da reta: Y = (3*10%)X — 23991; R® = 0,993.

As amostras que apresentaram fracdes no tempo de retengéo entre 4-8
minutos e com valores de Is entre 95 e 100 foram consideradas positivas
quanto a presenca de microcistina. Para calcular a concentracdo dessa
cianotoxina nas amostra, foi utilizada a curva padrdo que por meio de

regressao linear (R*= 0,993) deu origem a equacéo da reta:
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Y = (3 * 106)X — 23991

Onde:
Y - area da fracdo cromatografica no sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia.

X - concentracao a ser determinada em pg/pL.

O volume total de aplicagdo no HPLC das amostras referentes aos
tecidos de musculo, figado e amostras de agua coletada em frente a ETE sul
foi de 100uL, enquanto o volume aplicacdo de concentracdes conhecidas de
padrao de MC-LR para construgdo da curva padréo foi de 20 pL. Para que
fosse efetuado o correto calculo de concentracdo de microcistina nas amostras,
com |s dentro da faixa acima citada, o valor final de concentracdo determinado
pela equacéo da reta foi dividido por cinco, pois 0 volume de amostra analisado
corresponde cinco vezes mais que o volume no qual a curva padréo foi

produzida.

4.5- Analises de Espectrometria de massa

Algumas amostras que apresentaram fracdes similares a microcistina-LR,
similaridades estas visualizadas através do com o espectrograma de absorcéo
de UV (200-300nm) na analise por PDA-HPLC, foram recromatografadas,
secas a vacuo no sistema de “speedvac” e posteriormente encaminhadas para
analise em sistema de espectrometria de massa, para confirmacao.

Para realizacdo de andlise, a fracdo selecionada foi ressuspendida em
agua nanopura. Uma aliquota de 1 pL desse conteudo foi misturada a uma
solucdo de matriz saturada constituida por acido a-ciano-4-hidroxicinamico
dissolvida em acetonitrila/agua/acido trifluoroacético 3% na proporcédo de
2,5:2:0,5. Essa mistura foi depositada em uma placa do tipo Anchorchip com
600 mm e seca em temperatura ambiente e o sistema de MALDI TOF foi

utilizado.
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A massa molecular da fracdo cromatografica referentes a microcistina-LR
foi determinada utilizando um espectrometro de massa MALDI TOF ReFlex IV
(Bruker Daltonics, Alemanha) operando no modo refletido, positivo, Laser em
50-70%, 50 shots. Os espectrogramas foram obtidos na faixa de massa 700 a
1400 Da.

4.6- Andlise por Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Algumas amostras de musculo e de agua que confirmaram a presenca de
MCs por HPLC, foram selecionadas para a deteccdo de microcisina e
nodularinas através de ensaio imunocompetitivo, no qual foi utilizado kit ELISA
(Abraxis©). Como a destinacdo original do kit é para analises de agua, fez-se
necessario uma adaptacdo do meétodo para sua utilizacdo no presente estudo.

A realizacdo do ensaio seguiu as orientacbes do fabricante, tendo
primeiramente a placa e o0s reagentes sido ambientados em temperatura
ambiente. Logo em seguida, foi adicionado aos poc¢os o volume de 100 pL de
solugéo controle (0,75 ppb); padrées 0 (0,0 ppb), 1(0,15 ppb), 2 ( 0,40 ppb), 3
(1,0 ppb), 4 (2,0 ppb), 5 (5,0 ppb); e amostras. Com auxilio de uma micropipeta
multicanal, foi adicionado o volume de 50 pL de solugdo conjugada
(microcystins DM-HRP conjugate) e 50 pL de solug¢do anticorpo (microcystins
DM antibody solution). Ao final, a placa foi coberta com parafiime,
homogeneizada e ficou incubada por 90 minutos em temperatura ambiente.
Seguindo o protocolo, apés o periodo de incubagédo, o conteudo da placa foi
vertido para descarte na pia do laboratorio e os pocos foram lavados com
solucéo de lavagem (wash solution 1x) por trés vezes consecutivas e o residuo
dessa solucédo foi removido batendo a placa gentilmente sobre uma pilha de
papel toalha. Apds a lavagem dos pocos, foi adicionado a cada pogo o volume
de 150 pL de solucao de cor (color solution) e a placa foi novamente coberta
com parafiime e incubada entre 20-25 minutos em temperatura ambiente
protegida da luz. Decorrido o tempo de incubacéo, foi adicionada uma solucéo
destinada a parar a reacao (stop solution). Decorridos no maximo 15 minutos,

foi feita a leitura da placa em absorbéancia de 450 nm.
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A analise por ELISA consiste em uma competicdo imunoespecifica, na
qual o principio do teste é baseado no reconhecimento de microcistinas,
nodularinas e seus congéneres por anticorpos especificos.

A superficie dos pocos da placa contém um namero limitado de sitios de
ligacdo de anticorpos especificos e quando presentes na amostra,
microcistinas, nodularinas e seus congéneres, competem por ligagcdo nesses
sitios com o analogo padrdo. Apds uma etapa de lavagem e adigdo da solucao
de substrato, € gerado um sinal de cor. Nos imunoensaios competitivos a
intensidade da cor azul é inversamente proporcional a concentracao da toxina
presente na amostra. A faixa de deteccao do teste é de 0,15-5 ppb ou ng/mL.

Para proceder ao célculo da concentracdo de toxina € necessario
calcular a média da absorbancia de cada um dos padrbes. Em seguida, foi
calculado %B/B, para cada padrao dividindo o valor da média da absorbancia

pela média de absorbancia do padrao zero.

%B= média de absorbancia do padrdo ou amostra X100

Média da absorbancia do padrao zero

Foi construida uma curva padrao plotando os valores de %B/B, de cada
padrdao em um linear vertical (y) versus a concentracdo de microcistinas
horizontal logaritmica correspondente no eixo (x). Os resultados de B/B0% para
0S controles e as amostras serdo entdo os niveis de rendimento em ppb de

microcistinas por interpolacao atraves da curva padréo.

4.7- Parametros ambientais

A Companhia de Saneamento Ambiental do Distrito Federal é responséavel
pelo monitoramento da qualidade da agua do lago Paranoa. Para tanto, a
empresa implantou o Programa Limnoldgico, desde 1976, e o Programa de
Balneabilidade, desde 1974, que realizam andlises com freqtiéncia mensal e

semanal, respectivamente, de diversas variaveis limnologicas.
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A CAESB disponibilizou dados referentes aqueles monitoramentos
realizados no ano de 2008 e no ano de 2009 até o més de junho, no ponto de
coleta em frente & ETE sul no braco do Riacho Fundo do lago Paranoa.

O monitoramento dos parametros limnolégicos teve como objetivo
caracterizar a qualidade da agua da area de estudo, especialmente no que se
refere ao excesso de nutrientes como fator diretamente associado ao
crescimento de floragdes de algas téxicas e indicador de qualidade ambiental.

Foram eles:

= Fisicos (transparéncia);

= Quimicos (fosforo total) e;

= Bioldgicos (fitoplancton e clorofila-a).
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5- Resultados

5.1- Qualidade da agua do Braco do Riacho Fundo — L  ago Paranoa

Com base nas informagbes provenientes do Programa de
Monitoramento Limnoldgico realizado pela CAESB, faz-se possivel avaliar a
qualidade da agua do inicio do Braco do Riacho Fundo, a area de captura dos
peixes no presente estudo e aquela de maior concentracdo de atividade
pesqueira no Lago Paranoa (Ribeiro et al., 2001; Starling et al., 2000).

Dados referentes ao monitoramento mensal realizado nos anos de 2008
e 2009 até o més de julho, no ponto coleta localizado nas imediacdes da
Estacdo de Tratamento de Esgotos Sul (ETE Sul), permitem também
caracterizar o atual estado tréfico desta regido, sempre tida como a mais
eutrofica do Lago Paranoa no passado (Altafin et al., 1995; Cavalcanti et al.,
1997). Segundo a Figura 7, os valores de transparéncia da agua (variando de
70 a 140 cm, com média de 99,7 £ 20,65 cm), fésforo total (oscilando de 0,022
a 0,121 mg/L, com média de 0,048 £ 0,02 mg/L) e clorofila-a (2,7 a 34,2 ug/L,
com meédia de 16,1 + 9,3 ug/L) classificam o Brago do Riacho Fundo como
EUTROFICO, segundo critério de Vollenweider & Kerekes (1981).

A analise destes dados limnolégicos evidencia que, muito embora o
Lago Paranoa tenha experimentado um amplo processo de despoluicdo com a
reducdo de 70% do aporte externo de nutrientes e tenha mais de 95% do
espelho d’'agua balneavel, gracas ao tratamento terciario dos esgotos
domeésticos na sua bacia de drenagem entre 1993 e 1994 (Brunett et al., 2001),

permanece ainda um foco de eutrofizagdo no Brago do Riacho Fundo.
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Figura 7: Monitoramento realizado pelo Programa Limnolégico da CAESB no lago Paranoa em ponto de coleta de agua localizado na ETE sul no periodo
de janeiro de 2008 a julho de 2009. (A) Resultados do parametro “transparéncia” (cm). (B) Resultados do parametro “fésforo total” (mg/L). (C) Resultados

do parametro “clorofila-a” (ug/L). 31
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Apesar disso, o principal sintoma da eutrofizacdo representado pela
floragdo macica de cianobactérias, tem se mostrado de ocorréncia esporadica
e pouco pronunciada no reservatdrio nos ultimos 10 anos. Apesar de néo terem
sido registradas floracdes no monitoramento mensal da CAESB em todos os
bracos do lago Paranoa desde o ano de 2000, Pires Jr (comunicacdo pessoal)
relata ter realizado coleta de floragcbes nos anos de 2004 a 2006 no braco do
Bananal (dados nao publicados).

A dréstica perda de dominancia das cianobactérias dos géneros
Microcystis e Cylindrospermopsis, substituidas por algas cloroficeas, fato este
ocorrido a partir de 1998-1999 (Mattos & Starling, 2001, Philomeno, 2007),
persiste em todo o espelho d’agua do reservatério até os dias de hoje (CAESB,
dados nao publicados). No entanto, crescimentos localizados de cianobactérias
em pontos marginais de baixa renovacdo da agua, especialmente proximos a
banco de macrdfitas flutuantes e fontes pontuais de nutrientes, como o braco
do riacho Fundo, podem ainda ocorrer (CAESB, dados néo publicados).

Uma evidéncia adicional neste sentido vem do quantitativo de algicida
sulfato de cobre empregado no Lago Paranoa para combate as floracbes de
Microcystis aeruginosa, cujo montante total que era usualmente de 7.000
kg/ano no inicio da década de 1990 (antes da despolui¢do), passou a 3.000
kg/ano na segunda metade dos anos 90 (periodo de transi¢do e inicio do
processo de oligotrofizacéo), reduziu-se a 2.000 kg/ano entre 2000 e 2005 e
nao mais foi aplicado desde 2005 até os dias de hoje (CAESB, dados nédo
publicados).

A dréstica reducdo da biomassa algal em todo Lago Paranoé fica bem
ilustrada pelos valores médios de clorofila-a, que passaram de 78 pg/L em
1992 para valores inferiores a 10 pg/L registrados a partir de 1999 até 2009
(Burnett et al., 2001; Angelini et al., 2008). Também a biomassa do fitoplancton
expressa como contagem total das microalgas, passou de 16 mg/L no periodo
anterior a despoluicédo (entre 1980 e 1990) para os atuais 0,491 + 0,393 mg/L,
no periodo de interesse do presente estudo (de 2008 a meados de 2009),
segundo monitoramento da CAESB (dados n&o publicados).

32



Starling, J. E. M. O. Avaliacdo de bioacumulag&o de microcistina-LR em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) exploradas comercialmente no
lago Paranoa (Brasilia-DF). Dissertagéo de Mestrado. Universidade de Brasilia. 30 de margo de 2010, 90p.

A evolucdo da biomassa do fitoplancton no inicio do Braco do Riacho
Fundo durante o periodo de amostragem do presente estudo, expressa tanto
como clorofila-a quanto como quantificacdo das microalgas em microscépio e

densidade quantificada por espectrofotometria, € mostrada na Figuras 7c e 8.
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Figura 8: Monitoramento realizado pelo Programa Limnoldgico da CAESB no lago
Paranoa em ponto de coleta de agua localizado em ETE sul no periodo de janeiro
de 2008 a julho de 2009. (A) Resultado do parametro “fitoplancton” (mg/L). (B)

Resultado do parametro “fitoplancton” (Ind/L).
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A conversdo da contagem do fitoplancton de ind/L em mg/L foi feita com
base nas estimativas de biovolume das microalgas e teve por objetivo corrigir
discrepancias de tamanho existentes entre individuos das diferentes espécies.
Nos resultados referentes ao dia 17/11/2009 existe a indicacdo de que a
quantificacdo em mg/L pode ter sido superestimada, ou até mesmo conter
algum erro de leitura, fato este ilustrativo do beneficio de aplicacdo de mais de
uma técnica na verificacdo de um parametro.

Pode-se observar um nitido comportamento sazonal de incremento da
biomassa algal no decorrer da estacdo seca, a partir do més de agosto até
dezembro, como resultado da oferta de nutrientes a zona eufotica devido a
circulacdo anual da coluna d’agua entre maio e julho (Figura 8). O padrédo
sazonal de precipitagdo, bem como a dinamica de variagdo anual da
temperatura da agua na area de estudo (Figura 9 e 10) ilustram tanto as
estacdes climaticas bem demarcadas quanto o padréo de estimulo a circulagcéo

pelo esfriamento da 4gua no inicio do inverno.
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Figura 9: Monitoramento pluviométrico realizado nos anos de 2008 e 2009 na estacéo
pluviométrica instalada na ETE sul (15° 59' 39"S, 47° 54' 40"WGr), referente a pluviosidade
mensal (mm). Fonte: CAESB.
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Figura 10: Monitoramento realizado pelo Programa Limnoldgico da CAESB no lago Paranoa
em ponto de coleta de agua localizado na ETE sul no periodo de janeiro de 2008 a julho de

2009. Temperatura da agua superficial (°C).

Tendo em vista o conhecimento da dinamica do fitoplancton e a sua
biomassa na area de estudo durante o periodo de amostragem do presente
estudo como balizador da expectativa do potencial de contaminacao da biota
por cianotoxinas, foi realizada a amostragem de agua superficial para
verificacdo da concentracdo de microcistina na agua.

Em 70% das amostras superficiais de agua coletadas nas imediacfes da
ETE Sul, ndo foi possivel detectar a presenca de microcistina e naquelas que
apresentaram resultado positivo essa concentracao variou entre 0,2314 ug/L a
1,5384 ug/L (Figura 11). Esse maior valor de microcistina foi detectado no auge
da Estacdo Chuvosa (amostra do dia 12/02/2009), ou seja, aproximadamente
trés meses apos a fase de maior crescimento do fitoplancton (Figura 8). Nao foi
detectada a presenca de microcistina nos meses de marco a outubro de 2008 e
nos meses de abril a junho de 2009. O intervalo de deteccdo de microcistina
ocorreu entre novembro de 2008 e marco de 2009, coincidindo com o final da
Estacdo Seca e inicio da Estacdo Chuvosa, sendo que o0 més que apresentou a

maior média de concentracao, foi dezembro de 2008, com 1,007 + 0,044 ug/L.
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Figura 11: (A) Concentracdo de microcistina detectada em amostras de agua coletadas em
frente a ETE sul dentro do periodo de monitoramente de marco de 2008 a junho de 2009. (B)
Média de concentracdo mensal em amostras de agua coletadas em frente a ETE sul dentro do

periodo de monitoramente de marco de 2008 a junho de 2009.
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5.2- Analises dos tecidos dos peixes por HPLC

Um total de 102 exemplares de Oreochromis niloticus, resultado de 34
campanhas de coleta ocorridas no periodo de marco de 2008 a junho de 2009,
foi analisado no laboratério para a investigacdo de acumulo de microcistina nos
tecidos hepético e muscular. No laboratério, esses animais, previamente
identificados individualmente foram submetidos a biometria (medida do
comprimento total em cm e pesagem do conteudo total em g) e a pesagem do
conteudo retirado da musculatura e totalidade do figado. Os peixes analisados
tiveram uma grande variagdo de tamanho, com comprimento total oscilando de
6 a 29 cm, com média de 19,16 + 3,42 cm, e peso total compreendido entre 71
e 437 g, com média de 140,99 + 63,95 g. As amostras de filé (musculatura) e
conteudo total de figado retirado de cada exemplar variaram de 9,2 a 69,78 g
(média de 22,33 + 10,24 g), e de 1 a 7 g (média de 1,95 + 1,05 g),
respectivamente.

A fim de verificar e quantificar a presenca de microcistina-LR nas
amostras analisadas, o primeiro aspecto que foi considerado foi o tempo de
retencdo (T,) das fra¢cGes cromatograficas que mantiveram-se na faixa de 4 a 8
minutos de corrida, pois corresponde a faixa de tempo de retencédo do padréo
da microcistina-LR quando aplicado ao sistema de cromatografia. Em seguida,
0s espectrogramas de ultravioleta (200-300 nm) obtidos de cada fragéo
cromatografica nas amostras foram comparados ao espectrograma do padréo
de microcistina-LR e a partir dessa comparacdo foi gerado um indice de

similaridade (ls), conforme exemplificado nas Figuras 12,13 e 14.
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Figura 12: (A) Cromatografia da amostra da agua coletada em frente a ETE sul no dia
10/03/2009. Indicacdo pela seta da fragcdo cromatografica com tempo de retencdo de 4.90
minutos. (B) Espectrograma da fragdo cromatografica da amostra com tempo de retencédo de
4,90 minutos com deteccdo UV em 238nm avaliado na variacdo de 200-300nm. (C)
Espectrograma da fracdo cromatogréafica do padrdo de MC-LR com tempo de retencéo de 6.20
minutos com detec¢do UV em 238nm avaliado na variagdo de 200-300nm. (D) Comparacédo dos

espectrogramas do padrédo de MC-LR (1) e da amostra (2) demonstrando I de 96.
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Figura 13: (A) Cromatografia da amostra 80 de figado coletado no dia 03/10/2009. Indicagao
pela seta da fracdo cromatografica com tempo de retengcdo de 4.68 minutos. (B)
Espectrograma da fragdo cromatogréafica da amostra com tempo de retengdo de 4.68 minutos
com deteccdo UV em 238nm avaliado na variacdo de 200-300nm. (C) Espectrograma da
fracdo cromatografica do padrdo de MC-LR com tempo de retencdo de 6.31 minutos com
deteccdo UV em 238nm avaliado na variacdo de 200-300nm. (D) Comparacdo dos

espectrogramas do padrdo de MC-LR (1) e da amostra (2) demonstrando |5 de 99.
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Figura 14: (A) Cromatografia da amostra 81 de musculo coletado no dia 03/10/2009. Indicacéo
pela seta da fracdo cromatografica com tempo de retencdo de 5.07 minutos. (B) Espectrograma
da fragdo cromatografica da amostra com tempo de retencéo de 5.07 minutos com detecgédo UV
em 238nm avaliado na variacao de 200-300nm. (C) Espectrograma da fracdo cromatografica do
padrdo de MC-LR com tempo de retencdo de 6.23 minutos com deteccdo UV em 238nm
avaliado na variagdo de 200-300nm. (D) Comparacdo dos espectrogramas do padréo de MC-LR
(1) e da amostra (2) demonstrando I de 97.
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Nas analises dos figados no universo amostral de 102 exemplares de
tilapia, em 61% das amostras ndo foi detectada a presenca de microcistina e
no restante das amostras (39%) a concentragdo variou de 0,0326 a 5,5549
ug/g (Figura 15). O maior valor de microcistina em figado ocorreu no final da
Estacdo Seca (amostra 51, do dia 28/10/08), sendo que nos outros dois
exemplares coletados no mesmo dia ndo foi detectada a presenca de
microcistina nesse tecido.

Durante o monitoramento realizado, compreendendo 16 (dezesseis)
meses de amostragem, foi confirmada a presenca de microcistina em 9 (nove)
desses meses nas amostras de figado, a saber, junho, julho, outubro,
novembro, dezembro do ano de 2008 e janeiro, fevereiro, marco e abril de
2009. A maior média de concentracdo de microcistina em figados ocorreu no
més de outubro de 2008 e foi de 0,9258 + 2,2678 pug/g (Figura 17).

Em referéncia a andlise de tecido muscular, ndo foi detectada a
presenca de microcistina em cerca de 70% dos extratos analisados. Nos casos
onde foi confirmada a bioacumulacédo dessa cianotoxina, a sua concentracao
variou de 0,0087ug/g a 0,1803ug/g (Figura 16), sendo esta maior concentracao
em musculo detectada em meados da Estacdo Seca (amostra 25 do dia
08/07/2008).

A presenca de microcistina em amostras de musculo foi confirmada em
10 (dez) meses: junho, julho, outubro, novembro, dezembro do ano de 2008 e
janeiro, fevereiro, marco, abril e maio de 2009. O maior valor de concentracdo
meédia em musculos foi de 0,0569+0,0112 ug/g e ocorreu no més de dezembro
de 2008 (Figura 17).
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Figura 15: Concentracdo de microcistina (ug/g) presente em tecido de figado, referente a coletas realizadas dentro do periodo amostral de

marc¢o de 2008 a junho de 2009. Foram coletados trés exemplares de Oreochromis niloticus. a cada campanha de coleta. nd - ndo detectado.
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5.3- Analise de espectrometria de massa

As andlises de espectrometria de massa de fracbes cromatogréficas
selecionadas por apresentarem Is maior que 95 em relacdo ao padrao de MC-
LR confirmaram a presenca dessa cianotoxina em tecidos de Oreochromis
niloticus proveniente do lago Paranoa.

O espectrograma constituinte da Figura 18 mostra o componente de
massa 995,329 m/z referente ao massa molecular a Microcistina-LR Padrao

(Sigma, St. Louis).

995,329
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Figura 18: Espectrograma de massa em sistema MALDI-TOF do Padrdo de Microcistina-LR

(Sigma, St Louis) evidenciando o ion 995,329 m/z.

O mesmo componente de massa molecular de 995 m/z foi detectado em
fracbes cromatograficas dos exemplares de O. niloticus que ap6s analise por
HPLC, evidenciaram a presenca de microcistina através da alta similaridade
entre fracbes cromatograficas e padrdo de MC-LR, conforme ilustrado nas

Figuras 19 e 20.
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Figura 19: Espectrogramas de massa em sistema MALDI-TOF similares a massa molecular do padrdo de MC-LR (Sigma, St Louis) de 995,329m/z. (A)
Fracdo da amostra 48 de figado de Oreochromis niloticus correspondente ao tempo de retencdo de 5.17 minutos no sistema de cromatografia sugerindo a

presenca de MC-LR pela ocorréncia de ion 995,135 m/z. (B) Fragdo da amostra 49 de figado de O. niloticus correspondente ao tempo de retencdo de 7.20

minutos no sistema de cromatografia sugerindo a presenca de MC-LR pela ocorréncia de ion 995,213 m/z.
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Figura 20: Espectrogramas de massa em sistema MALDI-TOF similares a massa molecular do padréo de MC-LR (Sigma, St Louis) de 995,329m/z. (C) Fragéo
da amostra 30 de figado de Oreochromis niloticus correspondente ao tempo de retencao de 5.20 minutos no sistema de cromatografia sugerindo a presenca de

MC-LR pela ocorréncia de ion 995,463 m/z. (D) Fracdo da amostra 79 de figado de O. niloticus correspondente ao tempo de retengdo de 4.65 minutos no

sistema de cromatografia sugerindo a presenca de MC-LR pela ocorréncia de ion 995,135 m/z.
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5.4- Analise por ELISA

Formam escolhidas algumas amostras de agua bem como de musculo
de peixes para a quantificacdo de microcistina por ensaio imunocompetitivo
(ELISA). Nesse ensaio, o kit utilizado (Abraxis©) quantifica microcistinas e
nodularinas, diferentemente da analise por HPLC, a qual somente quantificou a
MC-LR. Além disso, o kit ELISA é especifico para amostras de agua e foi
adaptado para andlise de tecidos. Tendo em vista a expectativa da presenca
de mais de uma variavel de MC em um mesmo habitat, aliada a maior
sensibilidade de deteccao pelo ensaio imunocompetitivo, seria de se esperar
gue o ensaio ELISA apresentasse deteccdo de maiores concentragoes.

A disponibilidade reduzida de kit imp6s limitagdes no numero de
amostras possiveis de serem analisadas por esta técnica. Diante disso, optou-
se por priorizar as amostras de agua e de musculo que confirmaram a
presenca de MC-LR pela técnica de HPLC, pois as visceras ndo representam
tecidos comumente utilizados para consumo humano.

Contrariando a expectativa, quando comparado os resultados das
amostras de musculo pelas duas técnicas, mais de 80% dos resultados por
HPLC foram maiores do que os valores detectados pelo ELISA. Por outro lado,
em relacdo a comparacdo das amostras de agua pelas duas técnicas, apenas
em um resultado a concentracao detectada por HPLC foi maior que o ensaio
imunoenzimatico que teve 90% de sua deteccdo com valores de concentracao
acima do encontrado por HPLC.

Dentre as amostras analisadas, os resultados encontrados mostraram-
se significativamente diferentes pelo Teste “T” de Student de comparacao de
meédias com alfa fixado em 5%, apenas em amostras de musculo (Tabelas 1),

diferentemente dos resultados para amostras de agua (Tabela 2).
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Tabela 1: Comparacédo das concentracbes de MC encontradas pelas técnicas de andlise de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e teste imunoenzimatico ELISA. Andlise de

musculo de Oreochromis niloticus.

w HPLC ELISA
Amostra Hg/g HO/g

Musculo

No. 18 (03/06/2008) 0,0087 0,0127
No. 25 (08/07/2008) 0,1803 0,0372
No. 49 (28/10/2008) 0,0570 0,0086
No. 52 (13/11/2008) 0,0212 0,0138
No. 53 (13/11/2008) 0,0091 0,0172
No. 54 (13/11/2008) 0,0407 0,0156
No. 55 (25/11/2008) 0,0568 0,0097
No. 57 (25/11/2008) 0,0707 0,0115
No. 58 (09/12/2008) 0,0540 0,1153
No. 59 (09/12/2008) 0,0589 0,1193
No. 60 (09/12/2008) 0,0393 0,0818
No. 61 (23/12/2008) 0,0742 0,0004
No. 62 (23/12/2008) 0,0591 0,0082
No. 63 (23/12/2008) 0,0560 0,0109
No. 64 (06/01/2009) 0,0613 0,0086
No. 65 (06/01/2009) 0,0665 0,0008
No. 67 (12/01/2009) 0,0692 0,0058
No. 70 (26/01/2009) 0,0450 0,0320
No. 72 (26/01/2009) 0,0569 0,0021
No. 73 (12/02/2009) 0,0489 0,0043
No. 74 (12/02/2009) 0,0343 0,0097
No. 75 (12/02/2009) 0,0282 0,0005
No. 79 (10/03/2009) 0,0468 0,0114
No. 80 (10/03/2009) 0,0159 0,0079
No. 81 (10/03/2009) 0,0241 0,0007
No. 82 (27/03/2009) 0,0505 0,0865
No. 83 (27/03/2009) 0,0737 0,0229
No. 84 (27/03/2009) 0,0304 0,0136
No. 87 (08/04/2009) 0,0286 0,0067
No. 95 (19/05/2009) 0,0160 0,0051
No. 96 (19/05/2009) 0,0262 0,0222

Analise por HPLC refere-se a deteccdo somente de MC-LR. Andlise por ELISA com Kit

comercial Abraxis©, deteccdo de microcistinas e nodularinas. p=0,0015
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Tabela 2: Comparacdo das concentracbes de MC encontradas pelas técnicas de andlise de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e teste imunoenzimatico ELISA. Andlise de

amostras de agua coleta no braco do Riacho Fundo do lago Paranoa, em frente a ETE sul.

W HPLC ELISA
Amostra Hg/L Hg/L

Agua

No. 16 (25/11/2008) 0,3159 >5
No. 17 (09/12/2008) 1,0389 15,20
No. 18 (23/12/2008) 0,9764 2,35
No. 19 (06/01/2009) 0,6419 3,17
No. 20 (12/01/2009) 0,9525 3,52
No. 21 (26/01/2009) 0,7594 3,54
No. 22 (12/02/2009) 1,5384 0,23
No. 24 (10/03/2009) 0,2314 2,14
No. 25 (27/03/2009) 0,44853 1,80

Analise por HPLC refere-se a deteccdo somente de MC-LR. Andlise por ELISA com Kit

comercial Abraxis©, deteccdo de microcistinas e nodularinas. p=0,0938.
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6- Discussao

Existe uma preocupacdo mundial com a qualidade da &gua de
reservatorios urbanos. Nas ultimas décadas, esses vém sofrendo crescentes
descargas de despejos domésticos, industriais e agricolas que favorecem o
enriquecimento nutricional resultando em alteragcbes do estado trofico dos
ecossistemas. A primeira resposta do processo de eutrofizacdo dos lagos e
represas € o aumento da produtividade da comunidade fitroplanctonica, em
especial a intensificacdo da dominancia de cianobactérias. O crescimento de
cianobactérias desencadeia um desequilibrio na homeostasia do ecossistema
com variacbes nas caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas da agua,
impactando em toda a cadeia alimentar (Esteves 1988).

O lago Paranoda, exemplo emblematico de reservatério urbano que em
menos de uma década ap0s a sua criacdo jA se apresentava em acelerado
processo de eutrofizacdo, passou a ser reconhecido como um caso pioneiro de
oligotrofizacdo apdés ter sido submetido a um amplo processo de despoluicéo.
O resultado principal desse processo de controle da eutrofizagéo foi a reducéo
drastica da biomassa algal (em média de 90%), identificada como
desencadeadoras de diversos episédios de mortandade de peixes.

Muito embora o espelho d’agua do lago Paranoa apresente 95% de sua
superficie considerada balneavel, a regido do braco do Riacho Fundo ainda
encontra-se em estado eutréfico. Andlises qualitativas e periddicas da CAESB
(dados nao publicados) indicam que apesar de ndo haver mais a ocorréncia
frequente de floracdes algais no braco do Riacho Fundo, ainda existe a
presenca de cianobactérias de alguns géneros potencialmente toxicos como,
Aphanocapsa, Cilyndrospermopsis, Microcystis e Phormidium.

A detecc¢do de microcistina-LR na agua superficial coletada nas imediacdes
da ETE sul ocorreu apenas apdés o periodo maximo de crescimento
fitoplanctonico, ou seja, entre novembro de 2008 e marco de 2009, coincidindo
com o final da esta¢céo seca e inicio da estacdo chuvosa. Apesar do maior valor
detectado (1,5384 ug/L em 12/02/2009) encontrar-se acima do valor de 1 ug/L

estabelecido pela legislacéo brasileira (Portaria N° 518 de 25 de marco de 2004
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do Ministério da Saude ) com base no limite proposto pela OMS (Chorus &
Bartram 1999), em média, as concentragcbes mantiveram-se abaixo desse
valor. Além disso, ndo foi detectada a presenca desta cianotoxina em 70% das
amostras analisadas, correspondentes aos meses de marcgo a outubro de 2008
e de abril a junho de 20009.

Tendo em vista os frequientes relatos na literatura associando a ocorréncia
de maior concentracdo de microcistina na 4gua com o periodo de floracdes de
cianobactérias, ou seja, de maior biomassa algal (Matthiensen et al., 1999;
Minillo et al., 2000; Deberdt, 2002; Zhang et al., 2006; Ke et al., 2007), os
resultados encontrados no presente estudo criam uma expectativa de baixa
contaminag¢do por microcistinas nas dguas do lago Parano4d. Mesmo na Unica
area ainda considerada eutréfica dentro desse ecossistema, o Brago do Riacho
Fundo, a ocorréncia de cianobactérias potencialmente toxicas é esporadica, o
que representaria uma baixa producdo de cianotoxinas e consequentemente
um risco bem reduzido de contaminacao neste cenario atual.

A luz do presente estudo, onde a presenca de microcistina na agua da
Gnica area eutrdfica deste ecossistema (Braco do Riacho Fundo) sé foi
detectada em 26% das amostras, e em concentracdes de 0,2314 a 1,5384ug/L,
com média de 0,7670 £ 0,4115 ug/L, ou seja com valores médios menores que
o limite proposto pela OMS (1 ug/L), existe uma boa expectativa quanto a
futura captacdo de &agua para abastecimento na regido central do lago
Paranoa, area de melhor qualidade da agua deste ecossistema. Mesmo o
anico valor acima do limite estabelecido pela OMS, que foi de 1,53 ug/L, deve
ser considerado com reservas, uma vez que a legislacao brasileira permite que
em um periodo amostral de doze meses até trés amostra alcancem 10ug/L.

De qualquer forma, a literatura esta repleta de relatos concernentes a
problemas de salde humana causados por cianotoxinas. Um dos primeiros
episodios de envenenamento por cianotoxinas, no caso nodularina, foi
observado no lago Alexandrina no sul da Australia em 1978 (Dawson, 1998).
Desde entédo, diversos episodios de envenenamento de animais domeésticos e
selvagens associados a cianotoxinas ja foram relatados (Carmichael, 1992 e
1994; Codd, 1995; Dawson, 1998; Falconer et al., 1994; Skulberg, 1984). No
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Brasil, um dos incidentes mais graves resultou em diversos casos de
hepatotoxicose e algumas mortes de pacientes renais cronicos, apos sessdes
de hemodialise com agua contaminada por microcistinas (Azevedo, 1996;
Jochimsen et al., 1998). Apesar disso, estudos recentes nédo relatam episodios
de mortes causadas em humano pela ingestao direta de agua contaminada por
microcistina (Chen et al., 2007), fato este justificado devido ao fato da presenca
dessas toxinas conferirem gosto, odor e sabor a agua. Por outro lado, a
ingestdo de organismos contaminados por cianotoxinas representa um grande
risco a saude publica, uma vez que € uma importante rota de exposicao de
humanos a essas toxinas (Deblois et al., 2008).

As cianobactérias representam um componente importante na dieta
alimentar de ciprinideos e ciclideos (Zurawell et al., 2005) e os peixes
filtradores, dentre eles a tilapia, sdo comumente indicados como agentes de
controle biolégico das comunidades plancténicas com foco na reducdo das
populacdo de cianobactérias (Northcott et al., 1991; Starling, 1998). Como a
principal via de absorcdo dessas toxinas é gastrointestinal, a detec¢cdo de MC
acumulada em tecidos de peixes ocorre logo apds o periodo em que essas
toxinas séo detectadas na coluna d’agua (Magalhaes et al., 2001).

Diversos estudos realizados sob condi¢cdes laboratoriais confirmaram a
capacidade de peixes de bioacumularem microcistina em seus tecidos
(Rabergh et al., 1991; Kotak et al., 1996; Wiegand et al., 1999; Williams et al.,
1995; Sahin et al., 1996; Lawrence & Menard, 2001; Malbrouck et al., 2003;
Jang et al., 2003 e 2004; Soares et al., 2004; Xie et al., 2004; Li et al., 2004, Li
et al., 2005; Jos et al.,, 2005; Shen et al., 2005; Mohamed & Hussein, 2006;
Prieto et al., 2006; Cazenave et al., 2005 e 2006; Giordano, 2007). Porém,
ainda sdo poucos 0s experimentos, in situ, ou seja, com peixes coletados
diretamente do préprio reservatorio que comprovaram tal bioacumulacao
(Magalhaes et al,. 2001 e 2003; Xie et al.,, 2005; Chen et al., 2007 e 2009;
Gkelis et al., 2006; Deblois et al., 2008; Wilson et al., 2008; Zhang et al., 2009).

Visto que, as microcistinas sédo hepatotoxinas, o figado tem papel
fundamental no processo de bioacumulagéo de microcistinas, representando o
orgdo alvo de animais vertebrados (Carmichael 1992, 1994; Funasa 2003;

Malbrouck et al. 2003; Moreno et al. 2005; Tsukamoto & Takahashi 2007).
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A bioacumulacdo de MCs em figado (em invertebrados, hepatopancreas) foi
confirmada em diversos organismos aquaticos como peixes (Williams et al.,
1996; Soares et al., 2004; Xie et al., 2004; Giordano, 2007; Zhang et al., 2009),
gastropodes (Ozawa et al., 2003; Xie et al., 2005), camardes (Chen & Xie,
2005a), bivalves (Chen & Xie, 2005b).

A acumulac&o de microcistinas em peixes pode variar tanto com o tempo de
exposicdo a cianotoxina, quanto com o tempo de duracdo de florag6es. Em
climas tropicais e subtropicais, onde as floragdes sdo constantes, pode ocorrer
uma exposicdo crbnica aumentando o potencialmente o0s niveis de
contaminagao por microcistinas (Deblois et al., 2008). De acordo com Ibelings
& Chorus (2007), as cianotoxinas podem bioacumular em peixes por diferentes
rotas: (a) atravées da alimentacdo direta do fitoplancton por espécie
fitoplanctéfaga, como a carpa prateada (H. molitrix); (b) acumulagdo de
microcistina dissolvida via epitelial (guelras e pele); (c) ou exposicdo via cadeia
alimentar (por exemplo, consumo, pelos peixes, de mexilhdes que filtraram
cianobactéria toéxica na agua).

No presente estudo, em 61% das amostras de figado ndo foi detectada a
presenca de microcistina e apenas 39% dessas apresentaram resultados
positivos para essa cianotoxina. Este fato esta diretamente relacionado com os
resultados encontrados na amostragem da agua, sendo que, a detec¢do de
MC-LR nos figados ocorreu apos a confirmacédo da presenca desta toxina na
agua da localidade de pesca dos espécimes. No periodo de deteccdo, a
concentracdo média de cianotoxina foi de 0,2590 + 0,6924 ug/g. A maiores
concentracfes de microcistina em figado, alcancaram 5,5549 ug/g (Figura 13),
ocorréncia esta do final da Estacdo Seca (més de outubro/2008), coincidindo
com o periodo de maior biomassa do fitoplancton (Figura 8) e maior valor de
clorofila-a (setembro/2008).

Estes valores sado relativamente baixos quando comparados a estudos
presentes na literatura. Em um lago eutrofico chinés, Taihu, a bioacumulacéo
em figado do peixe Carassius auratus auratus Linnaeus variou entre 0,4618 a
3,6268 ug/g (Song et al.,, 2007). Porém, nesse mesmo lago, Zhang et al.

(2009), verificou valores bem mais baixos de bioacumulacdo em figados de
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seis espécies nativas. Enquanto na espécie considerada fitoplanctivora,
Hypophthalmichthys molitrix variou de 0,020 a 0,10 pg/g; nas duas espécies
consideradas onivoras, Carassius auratus e Cyprinus carpio 0s valores se
situaram entre 0,016 e 0,019 pug/g e entre 0,031 e 0,17 ug/g respectivamente.
Ja nas trés espécies consideradas carnivoras, variou de 0,019 a 0,039 ug/g em
Culter ilishaeformis, foi inferior a 0,008 pg/g em todo o corpo de Neosalanx
taihuensis e teve valor maximo detectado da ordem de 0,007ug/g em Colia
ectenes. Estes perfis de bioacumulacdo em figado podem ser diretamente
associados a diferentes concentracdes de microcistinas detectadas na agua
dentro do periodo amostral de cada um dos estudos, sendo concentracao
maxima de MC na agua de 1,810 pg/g (Song et al., 2007) e 780,2ug/g (Zhang
et al., 2009).

Ja no lago Erie, localizado entre os Estados Unidos e o Canada, Wilson et
al. (2008) relata concentragcbes de MC acumuladas em figado de Perca
flavences variando entre 0,017 a 1,182 pg/g, em situacdes onde a clorofila-a
atingiu concentracdes de 47 pg/L. Magalhdes et al. (2001) detectou
concentragcdes de cianotoxinas que variaram de 0 a 31,1 pg/g, com média de
6,3 png/g em figado de Tilapia rendalli na lagoa Jacarepagua localizada no Rio
de Janeiro, Brasil, também em condi¢cdes extremas de floracbes algais. De
acordo com Deblois et al. (2008), em um estudo realizado em dois
reservatérios hidroelétricos brasileiros, em éareas eutrofizadas, os valores de
bioacumulacdo de microcistina em figado de O. niloticus, a mesma espécie de
tilapia analisada no presente estudo, apresentaram meédias de concentracao
bem mais altas, de 10,1 + 1,3 ug/g referente a variagdo de concentracéo de 9,2
— 11,2 yg/g em Furnas e média de 14,4 + 7,2 ug/g variando de 2,7 — 32,1 pg/g
em Funil. Neste mesmo estudo, a andlise de outra espécie de tilapia, a T.
rendalli, evidenciou menores concentracdes de bioacumulacdo em figado com
meédia de 1,3 £ 0,8 ug/g e valores que oscilaram de 0,8 a 2,4 ug/g.

Em recente estudo realizado nos anos de 2006 e 2007, envolvendo a
analise de figado de carpas prateadas (H. molitrix) cultivadas em tanques-rede
para fins de controle da eutrofizagdo na &rea do braco do Riacho Fundo, no

lago Paranoa, Starling & Starling (2009) também confirmaram a presenca de
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microcistina no figado dos peixes, com valores bem mais baixos que variaram
de 0,0388 a 0,2698 ug/g.

A grande maioria dos estudos envolvendo a bioacumulacéo de cianotoxinas
na cadeia alimentar foi realizada em &areas eutroficas de ecossistemas
lacustres acometidos por floracbes de cianobactérias produtoras de
cianotoxinas, sendo que a transferéncia dessas para 0s organismos aquaticos
ocorre logo apds a deteccdo dessa toxina na agua (Magalhdes et al., 2001).
Evidéncias neste sentido foram também relatadas em um estudo realizado com
truta arco-iris, sendo que a presenca de MC-LR j& foi detectada em amostras
de sangue e figado decorridos trés dias de exposi¢do a cianotoxina (Tencalla &
Dietrich, 1997). Além disso, a deteccdo de baixas concentracbes de
cianotoxinas na coluna d’dgua nao significa obrigatoriamente que a detec¢ao
nos tecidos de organismos aquaticos sera baixa. Em um estudo com carpa
prateada em laboratério, Xie et al. (2004) identificaram que apesar da
concentracdo de MC-RR ter sido baixa no tanque, jA havia elevada
concentracédo dessa cianotoxina no sangue dos peixes bem como sinais claros
de bioacumulacdo em figado e musculo desses individuos. Magalhaes et al.
(2001) também detectaram a presenca de microcistinas em tecidos de peixes
mesmo quando a toxina ndo era mais detectada na agua. Além disso, um outro
estudo com O. niloticus, sob condi¢cdes laboratorias, demonstrou que 90% da
toxina administrada oralmente bioacumulou no figado (Zhao et al., 2006)

A acumulacdo de microcistinas nos tecidos desses organismos aquaticos
representa risco a saude humana, pois os sintomas de intoxicacdo por essas
toxinas envolvem fraqueza, anorexia, palidez de mucosas, vomito, frio, diarréia
(Carmichael e Schwartz, 1984), além de promoverem o desenvolvimento de
tumores hepatico (Nishiwaki-Matsushima et al., 1992).

Com base em estudos de toxicidade oral em niveis subcrénicos, realizados
com camundongos por Fawell et al. (1994) e com porcos, realizados por
Falconer et al. (1994), foi estabelecida e como ingestdo diaria aceitavel
(“tolerable daily intake™ TDI) de 0,04ug/Kg de peso corporeo/dia (Chorus &
Bartram, 1999). Valores propostos de concentragdo méxima toleravel de

microcistina-LR em agua potavel e alimento foram calculados com base no
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peso corporal, na quantidade de agua ou alimento ingerido e um fator de
alocacao relativa de consumo MC em agua ou alimentos.

Para agua potavel, os valor de referéncia maxima aceitavel da OMS de 1 ug
de MC-LR/L foi calculado a partir de um TDI de 0,04 ug/kg de peso
corporeo/dia, assumindo como referéncia um adulto que peso 60 kg, um
consumo diario de 2 litros de agua e que 80% da exposicéo diaria total a essa
cianotoxina € através do consumo de agua e os 20% restante inclui a
exposicao por outras fontes (Chorus & Bartram, 1999).

Conforme pode ser visto na Tabela 3, diversos trabalhos realizados com
diferentes espécies, dentre as quais peixes, moluscos e crustaceos,
apresentaram valores relativos a quantidade maxima recomendada de
consumo destes organismos (TDI) acima do proposto pela OMS.

No estudo realizado com T. rendalli em uma situagéo de floragéao intensa na
lagoa de Jacarepagua (valores de fitoplancton atingindo 10" células/mL), as
concentragbes de microcistina em mdasculo atingiram a concentracdo de
0,337ug/g, valor este considerado pelos autores 42 vezes acima do limite
proposto. Neste estudo, durante os trés anos de amostragem, 71,7% das
amostras foram consideradas acima do TDI, representando um grande risco o
consumo desses peixes (Magalhaes et al., 2001).

Mohamed et al. (2003), analisou O. niloticus em uma estacao de piscicultura
no Egito com “Bloom” de cianobactérias, sendo os resultados maximos de
microcistina na agua de 1,2 mg/g e a concentracdo da toxina no musculo do
peixe tendo atingido 0,102 ug/g, quantidade que foi considerada cinco vezes
acima do proposto pela OMS.

Na bacia de Sepetiba, localizada no Rio de Janeiro, foi investigada a
bioacumulacdo de microcistinas em crustdceos e peixes (espécies nédo
identificadas). A analise quantitativa do fitoplancton apresentou resultados
abaixo do valor recomendado pela OMS de 20.000 cél/mL, assim como a
concentracdo de microcistinas na agua também se situou abaixo de 1 pug/L com
valor maximo de 0,12 pg/L. No entanto, em 19% das amostras de musculo dos
peixes, a concentracdo de microcistina ficou acima do TDI (Magalhaes et al.
2003).
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Tabela 3: Comparacao de valores maximos de MC-LR presentes na dieta humana. Concentracfes bioacumuladas em partes comestiveis (musculos/ pé/

abddmen) de diferentes organismos aquaticos, exemplos retirados da literatura. Quantidade maxima de consumo diario do alimento (em gramas) para atingir

a dose diaria toleravel (TDI) de 0,04 ug/ kg de peso corporeo/dia proposto pela OMS, considerando como base um adulto pesando 60kg.

Método  Concentracéo da iy
Nome da espécie arrl;(())gtarl Lde de toxina X critica Fonte
gem andlise  (MC-LRequvaiene.) 2 )
Peixe
Oreochromis niloticus lagoa no Egito ELISA  0,045- 0,102 pg/g 53 -23 Mohamed et al. 2003
Tilapia rendalli lagoa Jacarepagua (Brasil) ELISA 0,337 pg/g 7 Magalhées et al. 2001
Peixe (espécie néo citada) Sepetiba Bay, Brazil ELISA 0,04 pg/g 60 Magalhées et al. 2003
Hypophthalmichthys molitrix ~ Lago Chaohu (China) HPLC 0,066 ug/g 36 Xie et al. 2005
Parabramis pekinensis Lago Chaohu (China) HPLC 0,026 ug/g 92 Xie et al. 2005
Carassius auratus Lago Chaohu (China) HPLC 0,497 ug/g 4 Xie et al. 2005
Cyprinus carpio Lago Chaohu (China) HPLC 0,026 ug/g 92 Xie et al. 2005
Culter erythropterus Lago Chaohu (China) HPLC 0,079 pg/g 30 Xie et al. 2005
Culter ilishaeformis Lago Chaohu (China) HPLC 0,109 pg/g 22 Xie et al. 2005
Pseudobagrus fulvidraco Lago Chaohu (China) HPLC 0,078 pg/g 30 Xie et al. 2005
Coilia ectenes Lago Chaohu (China) HPLC 0,182 pg/g 13 Xie et al. 2005
Hypophthalmichthys molitrix ~ Lago Taihu (China) HPLC 0,096 ug/g 25 Chen et al. 2006
Cyprinus carpio Yliki (Grécia) ELISA 0,145 ug/g 16 Gkelis et al. 2006
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Carassius gibelio Kastoria (Grécia) ELISA 0,085 ug/g 28 Gkelis et al. 2006
Carassius gibelio Kerkini (Grécia) ELISA 0,144 ug/g 16 Gkelis et al. 2006
Cyprinus carpio Pamvotis (Grécia) ELISA 0,337 ug/g 7 Gkelis et al. 2006
Silurus aristotelis Pamvotis (Grécia) ELISA 0,238 pg/g 10 Gkelis et al. 2006
Acipenser gueldenstaedtii Pamvotis (Grécia) ELISA 1,442 uglg 1 Gkelis et al. 2006
Cyprinus carpio Pamvotis (Grécia) ELISA 0,019 ug/g 126 Gkelis et al. 2006
Silurus glanis Pamvotis (Grécia) ELISA 0,035 pg/g 68 Gkelis et al. 2006
Carassius auratus Pamvotis (Grécia) ELISA 0,336 pg/g 7 Gkelis et al. 2006
Perca flavencens Erie (EUA) ELISA 0,004 pg/g 600 Wilson et al. 2008
Hypophthalmichthys molitrix ~ Lago Taihu (China) HPLC 0,075 ug/g 32 Zhang et al. 2009
Carassius auratus Lago Taihu (China) HPLC 0,013 ug/g 184 Zhang et al. 2009
Cyprinus carpio Lago Taihu (China) HPLC 0,17 ng/g 14 Zhang et al. 2009
Culter ilishaeformis Lago Taihu (China) HPLC 0,027ug/g 88 Zhang et al. 2009
Neosalanx taihuensis Lago Taihu (China) HPLC <0,008 ug/g >300 Zhang et al. 2009
Colia ectenes Lago Taihu (China) HPLC 0,0074 pgl/g 324 Zhang et al. 2009
Carassius auratus auratus Lago Taihu (China) HPLC 0,337 ug/g 7 Song et al. 2007
Gastropode

Bellamya aeruginosa Lago Chaohu (China) HPLC 0,01 ug/g 240 Chen et al. 2005
Bellamya aeruginosa Lago Taihu (China) HPLC 0,380 ug/g 6 Song et al. 2007
Camarao

Palaemon modestus Lago Chaohu (China) HPLC 0,13 pg/g 18 Chen e Xie 2005
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Macrobrachium nipponensis  Lago Chaohu(China) HPLC 0,04 ug/g 60 Chen e Xie 2005
Macrobrachium nipponensis  Lago Taihu (China) HPLC 0,754 ug/g 3 Song et al. 2007
Mexilhao

Cristaria plicata Lago Taihu (China) HPLC 0,730ug/g 3 Song et al. 2007

Concentracdo da toxina presente nessa tabela refere-se ao valor maximo de microcistina-LR equivalente detectada nas partes comestiveis (peso fresco) dos
organismos aquaticos analisados em cada estudo. ConcentragBes minimas e maxima de MC-LR detectadas em musculo de O. niloticus por Mohamed et al.
(2003). Em T. rendalli, Magalh&es et al. (2001), 71,7% das amostras analisadas encontravam-se acima do TDI. Na bacia do Sepetiba apenas 19 % das
amostra (espécies nao identificadas) foi considerada acima do TDI. Coeficiente de 0.5 foi utilizado para converter peso seco em peso fresco e um coeficiente
de 0.2 foi utilizado para converter MC-RR em MC-LR equivalente por Xie et al. (2005). Coeficiente de 0.5 foi utilizado para converter peso seco em peso
fresco por Chen et al .(2006). Coeficientes de 4.55,4,4.22,4.68,3.93 e 6.24 foram utilizados para converter peso seco em peso fresco de C. carpio, C.
auratus, H. molitrix, C. ilishaeformis, N. taihuensis e C. ectenes por Zhang et al. (2009) e nesse mesmo estudo 82% das amostras os niveis de MC, em musculo, foram
considerados abaixo do TDI. Song et al. (2007) determinou que 89,5% as concentracdes de MC em musculo ficaram acima do TDI. Em B. aeruginosa s6 foi considerada
em pé (musculo), pois em alguns casos esses individuos séo ingeridos inteiros e a concentracdo de MC aumentaria e ficaria acima do TDI em Chen et al.
(2005) e Song et al. (2007). Coeficiente de 0.5 foi utilizado para converter peso seco em peso fresco e um coeficiente de 0.2 foi utilizado para converter MC-RR
em MC-LR equivalente por Chen & Xie (2005), as concentragces apresentadas referem-se somente ao abdémen (musculo) e apenas 31% da amostras
ficaram acima do TDI. O consumo diario na maioria dos estudos exceto Mohamed et al. (2003) Xie et al. (2005) e Chen et al. (2007). Em vermelho, valores
(g) de TDI critico ao consumo com base no valor recomendado de ingestdo de pescado proposta pela OMS de 12kg/pescado/ano por pessoa, 0 que

representa consumo diario de 55g.
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Por outro lado, no lago Erie, sob uma situagcdo de dominancia de M.
aeruginosa no fitoplancton, Wilson et al. (2008), encontrou concentracdes
maximas de microcistina da ordem de 0,0040 pg/g em muasculo de Perca
flavencens. Tais resultados obtidos para esta espécie onivora, nao trariam risco
de consumo desse pescado para saude humana.

Outras espécies planctéfagas como a carpa prateada também foram objeto
de estudos de bioacumulacdo de cianotoxinas. Chen et al. (2006), no lago
Taihu, localizado na China, em um experimento de cultivo em tanques-rede
numa regido eutrdfica, avaliaram a incorporacdo de MCs em diversos
compartimentos de H. molitrix e apesar da grande quantidade de MC no
intestino (24,3mg/g), concentracdes bem mais baixas foram detectadas no
musculo (0,197ug/g). No lago Paranod, as concentracdes de microcistina em
musculo de carpa prateada cultivada em tanques-rede, localizados no braco do
Riacho Fundo atingiram um valor médio de 0,0037ug/g, valor este considerado
bem abaixo do TDI (Starling & Starling 2009).

Estudo envolvendo outra carpa chinesa também planctéfaga, a carpa
cabeca-grande (Aristichthys nobilis), mantida em tanque-rede, foi realizado no
lago Taihu por Chen et al. (2007). Embora os niveis de bioacumulacdo de
microcistina em musculo tenham atingido a concentracdo de 0,375 pg/g,
somente em trés meses do ano foi verificado risco de consumo desse peixe.

Em outro estudo realizado também no lago Taihu, regido eutréfica da bacia
Meiling, Zhang et al. (2009) verificaram uma maior bioacumulacdo de
cianotoxina em musculo nas espécies onivoras seguidas das fitoplanctéfaga e
por fim as carnivoras, sendo que o TDI so foi ultrapassado em tecido de carpa
comum (espécie onivora) em apenas uma amostra de um més.

Em estudo conduzido no lago Chaohu, localizado no sul da China, Xie et al.
(2005) realizaram andlises de diversos orgaos de peixes de diferentes niveis
troficos (fitoplanctofagos, herbivoros, onivoros e carnivoros). As maiores
concentragbes de microcistinas foram detectadas no intestino e sangue
seguido por figado, bile e rins, e por ultimo o musculo, cuja bioacumulagao foi
muito reduzida. Com referéncia as espécies, as maiores concentracdes foram

detectadas em peixes carnivoros e onivoros e as mais baixas em peixes
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fitoplanctofagos e herbivoros. Uma provavel explicacdo dada pelos autores é
de que os peixes carnivoros poderiam acumular mais microcistinas pelo fato de
apresentarem outras rotas no trato gastrointestinal, enquanto 0s peixes
fitoplanctofagos teriam condi¢cdes de degradar microcistinas mais ativamente,
além também considerarem a possibilidade da ocorréncia da combinacéo
destes mecanismos supracitados.

Apesar da expectativa de que os peixes que se alimentam diretamente de
cianobactérias toxicas poderem acumular mais microcistinas, peixes
fitoplanctéfagos e herbivoros tendem a bioacumular menos. Xie et al. (2004)
sugerem que talvez por uma questdo de adaptacdo ao habitat eutrofico, a
carpa prateada desenvolveu um mecanismo para degradar MC-LR, eliminando
a maior parte pelas fezes.

Ibelings et al. (2005), conclui ndo haver evidencias de biomagnificacdo de
microcistinas na cadeia alimentar, quando analisando a transferéncia desta
cianotoxina desde o plancton até as aves aquaticas em lago Holandés. Uma
justificativa para que ciclideos, no caso as tilapias, acumulem mais
microcistinas do que espécies carnivoras € que esses organismos apresentam
ileo longo e com grande superficie e alta capacidade de absorcédo (lbelings &
Chorus, 2007).

No presente estudo, em 70% das amostras de musculo ndo foi detectada a
presenca de microcistina e apenas 30% dessas apresentaram resultados
positivos para essa cianotoxina. A maior concentracdo de microcistina em
musculo foi registrada em meados da seca (més de julho) e atingiu o valor de
0,1803 ug/g (Figura 14), enquanto nas demais amostras em gue a toxina foi
detectada, a concentracao foi mais baixa com média de 0,0443 + 0,0197 ug/q,
sendo que a média de concentracdo da toxina durante todo o experimento foi
de 0,0148 + 0,0282 ug/g. Confrontando esses resultados com os limites de
dose diaria toleravel (TDI) estabelecidos pela OMS, observa-se que a maior
concentracdo de microcistina encontrada esta acima do TDI, enquanto o valor
médio verificado nas amostras onde a cianotoxina foi detectada encontra-se

exatamente no limite de TDI e o valor médio global de microcistina durante o
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periodo de monitoramento esta abaixo do TDI, cujo valor de referéncia neste
caso seria de 0,04 ug/qg.

Um ponto crucial para a definicho do da dose diaria toleravel (TDI) é a
quantidade de pescado ingerida diariamente. Enquanto os estudos de Zhang et
al., (2009), Magalhaes et al. (2001 e 2003), Deblois et al. (2008), Chen et al.
(2006) e Song et al. (2007) estabeleceram um consumo médio diario de peixe
da ordem de 300g para um individuo adulto de 60 kg, Xie et al. (2005),
Mohamed et al. (2003) e Chen et al. (2007) estabeleceu o consumo diario de
100-200 g.

Com base nos dados de pesquisas realizadas pela Secretaria Especial de
Aquicultura e Pesca (SEAP-PR), os valores de referéncia para consumo de
pescado per capita no Brasil variam de 6,8 kg a 8 kg/pessoa/ano (equivalendo
a um consumo diario de 18 a 21 g), sendo que a OMS incentiva 0 consumo de
peixes em busca do aumento dessa taxa visando atingir 12 kg/pessoa/ano (32
g diarios). Ja no Canada, esse valor € em média 16 kg/pessoa/ano (43 g/dia) e
no Japao esse valor atinge 65 kg/pessoa/ano (178 g/dia). A média mundial
ficou estabelecida em 20 kg pessoa/ano (55 g/dia).

Considerando que a ingestdo diaria de tilapia do Nilo, baseada em indices
de consumo de pescado de média mundial, seja de 55 g/pessoa/dia
(equivalente a 20 kg/pessoa/ano) foi possivel estimar a quantidade de
microcistina que estaria sendo bioacumulada. Para o presente trabalho, com
base em uma dieta de consumo diario de 55g, e ainda considerando as meédias
de concentracfes detectadas mensalmente (Figura 15), somente no més de
dezembro de 2008 (estacdo chuvosa), ocasido em que a concentracdo media
foi de 0,0569 + 0,0112 pg/g, houve extrapolacdo do limite do TDI. Neste caso
especifico, a ingestao alcancou 3,13 ug de MC-LR/dia, sendo que nos demais
meses 0s valores de ingestdo nado ultrapassaram 2,2 yug de MC-LR/dia.
Considerando um adulto 60 kg, esta concentracdo de microcistina encontra-se
abaixo do TDI (0,04 ug/kg de peso corpéreo/ dia), que poderia alcancar o valor
de 2,4 ug de MC. Cabe ainda ressaltar que apesar de somente em 1 em 16
meses de monitoramento apresentar concentracdes acima do TDI. Porém, no

periodo transicdo entre a seca e chuva e periodo chuvoso propriamente dito,
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logo apos o periodo de crescimento maximo do fitoplancton a partir do més de
setembro (Figura 8), foi verificada a ocorréncia das maiores concentracdes de
microcistinas nos muasculos, as quais poderiam trazer risco a saude humana
pelo consumo de pescado especificamente nesse periodo.

Aliado ao fato de que as microcistinas ligam-se covalentemente e
irreversivelmente a proteinas fosfatases e esses compostos nao sao extraiveis
pelo método utilizado no presente estudo, William et al. (1997a, b) verificou,
ainda, que somente 24% do total de MC-LR presente em figado de salmao do
Atlantico era extraivel com metanol.

A perda de material durante a extragdo também pode ocorrer. Zhang et al.
(2009), verificou que 26%, 14% e 9% de microcistinas -RR, -YR e —LR,
respectivamente, foram perdidas durante a extragao.

Apesar de dados da literatura geralmente indicarem que 0s processos de
extracdo podem subestimar a presenca de cianotoxinas, nesse estudo supde-
se que a concentragcdao da microcistina-LR tenha sido superestimada. Isto
porque mesmo apoés a purificacdo das amostras por SPE, quando aplicada no
HPLC, fracdes cromatograficas antecessoras a microcistina-LR podem ter
interferido causando um incremento no calculo da area da microcistina-LR feito
pelo software utilizado.

Outro fato importante a ser considerado refere-se a definicdo da dose diaria
toleravel, sendo esta baseada tanto em relatos de danos causados a seres
humanos apds o consumo de agua potavel contendo cianobactérias, quanto
em um numero limitado de trabalhos com experimentacdo animal, gerando
resultados de LOAEL (“Lowest Observed Adverse Effect Level”) e NOAEL (“No
Observed Adverse Effect Level”), os quais foram divididos por fatores de
seguranca adequados.

No estudo de Fawell et al. (1994) de 13 semanas de administracdo oral
(gavagem) de microcistina em camundongos, definiu-se como NOAEL, ou
seja, dose de nenhum nivel de efeito adverso observavel, a concentracdo de
40ug/kg peso corpéreo/dia, a partir de exame histopatoldégico do figado e
alteracdes do nivel sérico enzimatico. Em seguida, foi aplicado fator de
seguranca de 1.000 (10 de variabilidade intra-espécies, 10 para a variabilidade

inter-espécies e 10 para as limitacdes do banco de dados, nomeadamente a
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falta de dados sobre a toxicidade cronica e carcinogenicidade), que deu origem
a uma TDI provisoria de 0,04 pg/kg de peso corpoéreo/dia para o consumo de
MC-LR.

Outro estudo realizado com suinos, no qual os porcos receberam por 44
dias extratos de Microcystis na agua potavel, gerou um LOAEL, dose de menor
nivel de efeito adverso observado, de 100 pg MC-LR/ kg de peso corpéreo/ dia.
A este valor, foi aplicado um fator de incerteza global de 1500, sendo 10 para
variabilidade intra-espécie, 3 ao invés de 10 para a variabilidade inter-espécies
(porgue suinos assemelham mais fisiologicamente aos seres humanos do que
roedores), 5 para a extrapolacdo de um LOAEL para um NOAEL (10 foi
considerado inadequado devido a baixa incidéncia de efeitos no grupo de
menor dose e forma deduzida da curva dose-resposta) e 10 para um periodo
de exposicdo menor. Como resultado deste calculo, chegou-se a um TDI
provisorio de 0,067 pg/ kg de peso corporeo/ dia, muito embora o valor mais
restritivo de 0,04 pg/ kg de peso corpéreo/ dia tenha sido adotado na
recomendacdo da OMS (Chorus & Bartram, 1999).

Ibelings & Chorus (2007) tracou que um consumo de uma Unica dose de 25
Mg ndo apresentaria efeitos colaterais a uma crianca pesando 10kg, ou seja
2,5 ug/kg, mas o TDI foi estabelecido com base em dados de exposicéo
cronica a microcistinas.

No presente estudo, a preocupacdo quanto ao consumo de filé de peixe
contaminado por microcistinas foi mais evidente no periodo de transicdo seca-
chuva, no qual a concentracdo detectada de MC-LR nos tecidos foi maior. Isso
confirma uma influéncia sazonal, na qual o lago passa por um periodo de
inversao térmica nos meses de frio intenso de maio a agosto o que promove
ressuspenssao de matéria organica no ecossistema e favorece o crescimento
de fitoplancton nos meses seguintes e por fim a transferéncia de cianotoxinas
para os organismos aquéticos com a deteccdo dessas em seus tecidos.

Ressalta-se ainda que os valores de referéncia para o calculo basearam-se
na meédia de consumo de pescado mundial de 20 kg / ano / por pessoa, valores
muito acima do indice de consumo de pescado referentes ao Brasil (6,8 a 8

kg/ano).

65



Starling, J. E. M. O. Avaliacdo de bioacumulag&o de microcistina-LR em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) exploradas comercialmente no
lago Paranoa (Brasilia-DF). Dissertagéo de Mestrado. Universidade de Brasilia. 30 de margo de 2010, 90p.

Portanto, a luz dos resultados do presente estudo, ndo ha restricbes ao
consumo de O. niloticus, provenientes do braco do Riacho Fundo do lago
Paranoa por seres humano no que se refere a contaminacao por Microcistina-
LR. Até mesmo no periodo de maior deteccdo desta cianotoxina, ou seja, na
transicdo da Estacdo Seca para a Chuvosa, os valores obtidos incorporaram
alguns fatores de seguranca adicionais, a saber: (a) a técnica pode ter
superestimado a presen¢ca da MC-LR, (b) a média de consumo de pescado
utilizada neste trabalho foi bem maior que a média real de consumo de
pescado brasileira e, (c) o valor de TDI utilizado foi 0 mais restritivo e ja tendo
incorporado um fator de seguranca.

No entanto, tendo em vista a tendéncia mundial de intensificagdo do
processo de eutrofizagdo, convém recomendar o monitoramento constante da
bioacumulacdo de MCs em tecidos de peixes do lago Paranoa.

Outra questdo importante a ser considerada refere-se a precisdo e
reprodutibilidade dos métodos empregados para detec¢do das cianotoxinas.

No presente estudo, os resultados apresentados s&o referentes a
deteccdo de MC-LR em amostras de agua e em tecidos (figado e musculo) de
Oreochromis niloticus pela técnica de HPLC, com confirmacdo da massa
molecular em anélise de MALDI/TOF.

Nos ultimos anos, diferentes técnicas de analise, além da deteccédo por
HPLC, vém sendo testadas para verificar a presenca de microcistinas. Como
exemplo disso, tém-se métodos ndo muito especificos de exploracdo de
propriedades bioquimicas de microcistinas que baseam-se na capacidade
destas de inibicdo de proteinas fosfatases, e ensaios imunologicos, bastante
especificos, que utilizam anticorpos (McElhiney & Lawton, 2005). O método
ELISA € um método promissor, principalmente pelo fato de gerar resultado em
um r4pido intervalo de tempo e grande sensibilidade podendo detectar baixa
concentragcfes. Ueno et al. (1996) desenvolveu uma técnica de ELISA com
limite de deteccdo de 0,05 pg/L pra amostras de agua e ja existe uma grande
diversidade de Kkits disponiveis para a comercializacdo (e.g. AbraxisLLC,
Pennsylvania, USA; Wako Chemicals, Osaka, Japan; EnviroLogix Inc.,
Portland, ME, USA,; Strategic Diagnostics Inc., Newark, DE, USA).
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No presente trabalho, algumas amostras também foram analisadas por
ELISA (Abraxis©), sendo o kit capaz de detectar microcistinas e nodularinas.
Os resultados das amostras de musculo quando comparados ao valor
detectado por HPLC mostraram significativamente menores, fato este que pode
indicar ter havido superestimativa das amostras tratadas com HPLC, podendo
ainda essa diferenca ser justificada pelo fato do kit ser especifico para a
deteccdo de cianotoxinas em amostras de agua e néo tecidos. Por outro lado,
os resultados encontrados nas amostras de agua por ELISA nao foram
estatisticamente distintos daqueles obtidos pela técnica do HPLC, o que reforca
0 argumento acima baseado na especificidade do Kit ELISA para analise de

agua.
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7- Conclusdes

1)

2)

3)

A bioacumulag&o de microcistina em figado e musculo de O. niloticus
foi confirmada nos peixes provenientes do lago Paranoa. As
concentracOes dessa cianotoxina ndo foram detectadas em 61% da
amostras de figado e quando presentes variaram de 0,0326 ug/g a
5,5549 pg/g. J& em musculo ndo foi detectada a presenca de
microcistinas em 70% das amostras e quando detectada a

concentracao da cianotoxina variou de 0,0087ug/g a 0,1803ug/g.

Dados referentes ao monitoramento mensal realizado nos anos de
2008 e 2009 pela CAESB, baseados nos valores referentes aos
parametros de transparéncia, fosforo total e clorofila-a classificam o
braco do Riacho Fundo ainda como eutréfico e com ocorréncia de
cianobactérias. E apesar de ndo ser confirmada a presenca de
microcistina em 70% das amostras de agua da regido, nos meses em
gue a toxina foi determinada nos tecidos dos peixes essa também

teve presencga confirmada na agua.

A presenca de MCs na coluna d’dgua manteve-se diretamente
associada a sazonalidade do ecossistema. Ao final da estacdo seca,
apo6s fase de maior crescimento fitoplancténico setembro e outubro
de 2009, a deteccao de microcistinas ocorreu nas analises de agua e
de tecidos de peixes. A presenca da cianotoxina na agua foi
confirmada nos meses de novembro e dezembro de 2008 e janeiro,
fevereiro e margo de 2009, com maior concentragdo atingida no més
de dezembro. Nesses mesmos meses MCs foram detectadas em
figado e musculo dos Oreochromis niloticus, também com a maior

concentracao ocorrida no més de dezembro.
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4) Os resultados encontrados de bioacumulacdo de microcistina em
musculo (filé) ndo impdem restricbes ao consumo de O. niloticus
proveniente do Lago Paranoa. O més de dezembro de 2008 foi o
unico més em que a concentracdo de microcistina esteve acima do
TDI, fato este perfeitamente aceitavel no ambito de avaliacdo de risco

alimentar.

5) Tendo em vista indica¢des na literatura relativas a perda de material
durante o processo de extracdo bem como a possibilidade de super-
estimativa da concentracdo de MC-LR pela técnica de HPLC no
presente estudo, recomenda-se analise periddica dos peixes do lago

Paranoa quanto a incorporacao de microcistinas.
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