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RESUMO

O aumento da concentracdo de nutrientes nos ecossistemas aquaticos principalmente com nitrogénio e fdsforo,
pode ocasionar a eutrofizagdo dos corpos de agua. Certas condi¢des climaticas podem conduzir a quebra do
equilibrio bioldgico do meio aquatico e favorecer o aparecimento de floracdes ou “blooms” de cianobactérias,
com altera¢Bes substanciais na qualidade da dgua ou efluente. O tipo mais comum de intoxicacdo envolvendo
cianobactérias estd associado as hepatotoxinas, com destaque as microcistinas — MCs. Os bioensaios foram
introduzidos na Resolucdo n°. 357/05 do Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA estabelecendo
que o efluente ndo deverd causar ou possuir potencial para causar efeitos toxicos aos organismos aquaticos no
corpo receptor e que os critérios de toxicidade devem se basear em resultados de ensaios de ecotoxicidade
padronizados utilizando organismos aquaticos. O objetivo desse trabalho foi avaliar a toxicidade de extratos de
trés cepas de cianobactérias / Microcystis, uma ndo tdxica M. sp. NPDC, e duas cepas comprovadamente
téxicas, M sp. TAC95 e M sp. NPLJ4, com diferentes organismos-teste: Artemia salina, Daphnia magna e
Ceriodaphnia dubia. Os valores obtidos de CL50 e CE50 indicaram que para 0s organismos utilizados a ordem
crescente de toxicidade correspondente aos extratos das cepas foi NPDC, NPLJ4 e TAC95.

PALAVRAS-CHAVE: Microcystis, microcistinas, ensaios de ecotoxicidade, organismos aquaticos.

INTRODUCAO

O aumento da concentracdo de nutrientes nos ecossistemas aquaticos principalmente com nitrogénio e fdsforo,
pode ocasionar a eutrofizagdo dos corpos de agua, que pode ocorrer de forma natural (processo lento, porém
continuo) ou artificial (decorrente de atividades antrépicas). Sob certas condi¢Oes de temperatura, incidéncia de
luz e velocidade de ventos, essa condi¢do pode conduzir & quebra do equilibrio biolégico do meio aquatico e
favorecer o aparecimento de floragdes ou “blooms” de determinadas espécies fitoplancténicas, com alteragdes
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substanciais na qualidade da &gua incluindo: reducdo do oxigénio dissolvido, perda das qualidades cénicas,
morte extensiva de peixes e aumento do custo de tratamento de aguas para abastecimento (AZEVEDO, 1998).

Entre os fatores que levam as cianobactérias a predominarem sobre os outros grupos fitoplanctonicos
(microalgas), destacam-se as caracteristicas fisioldgicas pelas quais as cianobactérias assimilam os nutrientes (N
e P) do meio aquético. De maneira geral, as cianobactérias sdo menos eficientes na assimilacdo desses
nutrientes do que as microalgas (algas verdes ou diatoméaceas, por exemplo), que, em condi¢des normais,
crescem com maior facilidade e intensidade. No entanto, ao produzir uma descarga excessiva de nutrientes nos
reservatorios, 0 homem propicia uma maior oferta desses nutrientes, facilitando assim, a assimilagdo dos
mesmos com predominancia das cianobactérias (FUNASA, 2003).

Séo conhecidos aproximadamente 150 géneros de cianobactérias, sendo que 46 espécies ja foram identificadas
como potencialmente toxicas aos vertebrados (MONDARDO, SENS, FILHO, 2006). Os géneros Microcystis,
Cylindrospermopsis, Anabaena, Aphanizomenon e Planktothrix (Oscillatoria), Nostoc, Hapalosiphon,
Anabaenopsis, Nodularia, Lyngbya, Schizothrix, Umezakia podem formar floragbes com conseqtiente liberacéo
de toxinas (cianotoxinas) no meio aquético atraves da lise ou senescéncia celular (CHORUS & BARTRAM,
1999; OLIVEIRA, 2003; MULLER, RODRIGUEZ E CYBIS, 2009).

O tipo mais comum de intoxicagdo envolvendo cianobactérias esté associado as hepatotoxinas, cujas espécies ja
identificadas como produtoras estdo incluidas nos géneros Microcystis, Anabaena, Nodularia, Planktothrix
(Oscillatoria), Nostoc e Cylindrospermopsis (REBOUCAS, BRAGA E TUNDISI, 2006).

Além de ocorrerem em lagos, rios e reservatdrios de agua doce e aguas costeiras, as cianobactérias também
podem estar presentes nas lagoas de estabilizacdo para tratamento bioldgico dos esgotos provenientes de areas
urbanas e estabelecimentos comerciais e domésticos. Esta técnica de tratamento apresenta baixo custo,
simplicidade operacional, boa eficiéncia para remogdo de matéria organica e patdgenos e é caracterizada pelo
crescimento excessivo de organismos fitoplancténicos cujo grupo comumente encontrado séo as algas verdes
(cloroficeas) e as cianobactérias (GODQY, 2007).

Os bioensaios foram introduzidos na Resolugdo n°. 357/05 do Conselho Nacional do Meio Ambiente —
CONAMA estabelecendo que o efluente ndo devera causar ou possuir potencial para causar efeitos tdxicos aos
organismos aquaticos no corpo receptor e que o0s critérios de toxicidade devem se basear em resultados de
ensaios de ecotoxicidade padronizados utilizando organismos aquaticos.

Devido a complexidade do ambiente aquatico e ao grande nimero de processos aos quais estd sujeito um
contaminante, é dificil extrapolar para escala ambiental as informagdes provenientes dos testes de toxicidade
realizados em laboratorio. Além disso, deve-se considerar que, & principio, devido as diversas condigdes
abioticas e bidticas presentes nos ecossistemas aquaticos, nao ha nenhum organismo modelo nem comunidade
ecologica que possa ser usado para avaliar todos os efeitos possiveis sobre esses ecossistemas. Para que 0s
efeitos em escala ambiental pudessem ser preditos a partir dos testes de toxicidade, as informacdes
toxicoldgicas deveriam ser conectadas a modelos populacionais,pois envolve uma série de restricOes,
principalmente de custo e tempo e requer a atuacdo de equipe técnica multidiciplinar. Apesar disso, os testes de
toxicidade realizados sob condi¢des controladas e padronizadas vém servindo como fonte de informacfes para
avaliar os efeitos ecotoxicoldgicos de contaminantes (MAGALHAES, FERRAO FILHO, 2008).

MATERIAIS E METODOS
Culturas e extratos de cianobactérias

Nesse estudo foram utilizadas 2 cepas de Microcystis comprovadamente toxigénicas: TAC95
(predominantemente produtora de microcistina - em elevadas concentragdes) e NPLJ4 (predominantemente
produtora de [D-Leul]MC-LR em elevadas concentra¢des) e NPDC (ndo produtora de MCs em concentracfes
significativas).

Os cultivos foram realizados em meio ASM-1 estéril em erlenmeyers com volume de 3L mantidos em
incubadora de BOD, sob aeracdo continua e condi¢8es controladas de temperatura 25 + 1° C e iluminacdo da
ordem de 35 pE. m?.s™ com fotoperiodo de 12 h.d™
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Apos 20 a 30 dias (final da fase de crescimento exponencial), as culturas foram concentradas por centrifugacao
a 1000 g por 10 min a 4°C, e o pellet obtido, congelado a -20°C e liofilizado. O material liofilizado foi
submetido a extracdo pela repeticdo de 3 séries de congelamento / descongelamento, filtrado em membrana
com porosidade média de 0,45 um e mantido a -20°C até o uso.

A quantificagdo de microcistinas - MCs totais dos extratos foi realizada por imunoensaio ELISA (Enzyme-
linked immunosorbent assay) / kits de placas (Beacon Analytical Systems Inc.). As amostras foram previamente
filtradas em filtro tipo GF/C ou similar e em seguida, diluidas em &gua ultrapura de forma a possibilitar a
quantificacio pela curva de calibragio com faixa entre 0 e 2,0 pg.L™ de MCs totais. O limite de deteccdo do
método é de 0,16 ug.L™.

Ensaios de ecotoxicidade em Artemia salina

Devido a inexisténcia de um protocolo padronizado para ensaio de ecotoxicidade em Artemia salina, os testes
foram baseados na norma da Petrobrds N-2588 (1996) com adaptacdes, apés testes preliminares sobre o
comportamento desse organismo em funcéo da variagdo de alguns pardmetros e condi¢des. De acordo com 0s
resultados obtidos foi verificado que o teste deve ser realizado com o ajuste do pH das amostras para valores
entre 8-9, além de manter condicdo minima de 10% de solugdo salina para que ndo haja comprometimento na
interpretagdo dos resultados em relacéo a toxicidade da amostra testada.

Para a eclosdo dos ovos de A. salina (de alta eclosdo da Maramar Aquacultura Com. Imp. Exp. Ltda — ME),
estes foram incubados por 48 horas em solucéo salina artificial com pH entre 8 e 9 e & temperatura de 27° a 30°
C com iluminagdo constante de 60 — 100 W. Para isso, foi utilizada uma caixa plastica compartimentada por
divisoria contendo orificios (da ordem de 2 mm) uniformemente distribuidos, de forma a permitir a passagem de
nauplios de A. salina, por fototropismo, ap6s impedimento de passagem de luz em um dos compartimentos
com papel aluminio.

Os ensaios foram realizados em tubos de ensaio de 10 mL em 4 réplicas para cada uma das concentragdes de
extrato de cianobactéria limitados a 90% com ajuste de pH para 8-9, controles negativo e positivo para um
volume total de 5 mL. Apds a preparacdo de todos os tubos com as concentragbes preestabelecidas, com o
auxilio de uma pipeta Pasteur de didmetro adequado e ponta arredondada, colocou-se 10 nauplios de A. salina
por tubo, e estes foram mantidos sob iluminagdo a temperatura de 27° a 30° C por 24 h. O controle negativo
(branco) foi realizado com a solucdo salina e o controle positivo, com solucdo de dicromato de potéssio em
meio salino com concentracdo de 0,2 g.L™. Apds a exposicdo de 24 h, o nimero de organismos vivos e mortos
em cada tubo era quantificado para posteriormente, determinar a concentracdo da amostra que causou
mortalidade de 50% dos organismos ap6s exposi¢do de 24 h — CL50,4, nas condi¢des do teste. A CL50y4, foi
obtida por calculo estatistico usando o programa Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON et al., 1977) com
intervalo de confianca de 95%.

Manutencao e cultivo de Ceriodaphnia dubia e Daphnia magna

As cepas de Ceriodaphnia dubia e Daphnia magna foram mantidas a temperatura controlada de 25° C e
iluminagdo de 35 HE.m?2.s* com fotoperiodo de 12 h.d* em incubadora BOD (Tecnal — TE371). Os cultivos
foram realizados seguindo normas padronizadas da ABNT, 2005- NBR 13373 para C. dubia e da ABNT,
2004- NBR 12713 para D. magna em meios especificos (dgua reconstituida e M4, respectivamente)
previamente aerados por um periodo minimo de 12 h antes da sua utilizacdo. A renovagdo da agua de cultivo
das culturas estoque e a alimentacéo foi realizada 3 vezes por semana.

Os organismos foram alimentados com uma suspensdo algacea de Pseudokirchneriella subcaptata
concentrados na fase exponencial de crescimento, para uma concentragdo de 1x10° cél.mL™.org™ e alimento
composto constituido de levedura (fermento bioldgico seco dissolvido em agua deionizada) e racdo de peixe
Tetramim fermentada (na proporgéo de 1:1) para uma concentragdo de 1 mL.L™.

Ensaios de ecotoxicidade em Ceriodaphnia dubia e Daphnia magna

Os ensaios de ecotoxicidade utilizando C. dubia e D. magna consistiram na exposicdo, em 3 réplicas, de 5
neonatas com idade entre 6 e 24 h para diferentes diluigdes das amostras de extratos de cianobactérias com o
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meio especifico para volume total de 10 mL em placas de cultivo celular em polipropileno (TPP). Os
experimentos foram mantidos a temperatura controlada de 25° C, sem iluminacéo e alimentacéo.

Os ensaios foram validados pelos controles negativo (adgua recontituida) e positivo (dicromato de potéssio
0,29.L™) e atendimento aos valores preestabelecidos dos parametros: pH entre 5 e 9, condutividade, dureza e
oxigénio dissolvido (OD) superior a 1 e 3 mg.L™ para C. dubia e D. magna, respectivamente.

Apos o periodo de exposicdo (24 e 48 horas) foi realizada a contagem dos organismos imoveis ou mortos em
esteroscépio (Motic - SMZ140 FBLED) e seus resultados foram expressos como concentragdo efetiva mediana
da amostra que causa efeito a 50% da populacdo exposta apds 24 h — CE50,4, € 48 h — CE504g, Obtidas por
calculo estatistico usando o programa Trimmed Spearman-Karber com intervalo de confianca de 95%
(HAMILTON et al. 1977). Finalmente, os resultados dos ensaios foram validados se a porcentagem de
organismos imoveis ou mortos no controle negativo resultasse inferior a 10% (ABNT, 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos ensaios de ecotoxicidade aguda em Ceriodaphnia dubia, Daphnia magna e Artemia salina foram
avaliados os efeitos de imobilidade e/ou letalidade ap6s 24 e 48 h de exposicdo para C. dubia e D. magna e de
letalidade apds 24 h de exposicdo para A. salina.

Nas Figuras 1 e 2 sdo apresentados os resultados de CL50,4, (Concentracdo que causa efeito letal a 50% dos
organismos em até 24h) , CE50,4, € CE50,g, (Concentragdo que causa efeito a 50% dos organismos em 24
e/ou 48h) obtidos para os ensaios de ecotoxicidade em A. salina, D. magna e C. dubia para os extratos de
cianobactérias Microcystis: M. sp. NPDC, M. sp. NPLJ4 e M. sp. TAC95, respectivamente.

Ensaio de ecotoxicidade - Extratos de Cianobactérias - Microcystis
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g A.salina D. magna 24h D. magna 48h C.dubia 24h C.dubia 48h
NPDC 1,2 1,15 0,33 0,58 0,22
NPLJ4 0,73 0,16 0,03 0,26 0,14
TAC95 0,44 0,07 0,01 0,1 0,07

Figura 1 - Valores de CL50,4, (Artemia salina) e CE50,4, € CE504g, (Daphnia magna e Ceriodaphnia

dubia) em g.L™ de liofilizado das cepas de Microcystis NPDC, NPLJ4 e TAC95.
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A.salina D. magna 24h D. magna 48h C.dubia 24h C.dubia 48h

NPDC 1,93 1,85 0,53 0,93 0,35
NPLJ4 5717,1 2036,2 1096,4 1253,1 234,9
TAC95 3675,1 835,2 584,7 584,7 83,5

Figura 2 - Valores de CL50,4, (Artemia salina) e CE50,4, € CE504g, (Daphnia magna e Ceriodaphnia
dubia) em pg MCs.L™ das cepas de Microcystis NPDC, NPLJ4 e TAC95.
Na Tabela 1 séo apresentados os valores de CE50 e CL50 em concentracéo de liofilizado (mg liof.L™) e em
concentracdo de microcistinas - MCs (g MCs.L™) obtidos nos ensaios de ecotoxicidade em A. salina, D.
magna e C. dubia para os extratos de cianobactérias Microcystis: M. sp. NPDC, M. sp. NPLJ4 e M. sp.
TAC95.

Tabela 1 - Valores de CE50 e CL50 em concentracéo de liofilizado (mg liof.L™*) e em concentragao de
MCs (ug MC.L™) obtidos nos ensaios de ecotoxicidade em A. salina, D. magna e C. dubia para os

extratos de cianobactérias / Microcystis: M. sp. NPDC, M. sp. TAC95 e M. sp. NPLJ4

Microcystis sp. NPDC Microcystis sp. NPLJ4 Microcystis sp. TAC95 Referéncia
Organismos-teste [mg liof.L'"] [ug MCs.L™] [mg liof.L'"] [ug MCs.L™] [mg liof.L™] [ug MCs.L™"] [ug MCs.L™"]
(a)
A. salina CL50,4 >1200 n.d. 730,0 5717,1 440,0 3675,1 80,00 e 2000
(Lindsay, 2006)
b
D. magna CE50z4, 1150 1,9 260,0 2036,2 100,0 8352 | 3750e770"
(Ferrdo Filho,
D. magna CE504sn 330 0,5 140,0 1096,4 70,0 584,7 2009)
C. dubia CE50341 580 0,9 160,0 1253,1 70,0 584,7 1210e 220"
(Ferrdo Filho,
C. dubia CE50,sn 220 0,4 30,0 234,9 10,0 83,5 2009)

n.d.: toxicidade CL50,4, ndo detectada;

(a): Faixa de valores de CL50,4, obtida por Lindsay (2006) com A. salina para cepa toxica de M. aeruginosa PCC7813;
(b): Faixa de valores de CE50.4, obtida por Ferrdo Filho (2009) com Daphnia pulicaria para cepa toxica de M.
aeruginosa NPLJ3;

(c): Faixa de valores de CE50.4, obtida por Ferrdo Filho (2009) com Daphnia pulex para cepa toxica de M. aeruginosa
NPLJ3.

N&o foi possivel determinar a CL50,4 com Artemia salina para o extrato da cepa NPDC para as
concentracdes testadas (100 a 1200 mg liof.L™ ou 0,16 a 1,9 pg MCs.L™Y).

Os resultados indicaram que, em geral, para 0s organismos testados, a toxicidade do extrato da cepa TAC95 foi
maior do que a do extrato de NPLJ4, sendo este, maior do que a do extrato de NPDC.

= Comparando-se os valores de CE50,4, em concentracdo de liofilizado com D. magna para o extratos
das cepas NPLJ4, TAC95 e NPDC, pode-se observar que, de forma geral:a toxicidade do extrato da
cepa TAC95 resultou cerca de 2,2 vezes maior do que a do extrato de NPLJ4;
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= 3 toxicidade do extrato da cepa NPLJ4 resultou cerca de 4,3 vezes maior do que a do extrato de
NPDC.

Segundo Ferrdo Filho (2009), dentre as cianotoxinas, as microcistinas foram as mais estudadas quanto ao seu
efeito sobre o zooplancton (DEMOTT et al. 1991, JUNGMANN & BENNDORF 1994). Apesar das evidéncias
de que as microcistinas — MCs causam efeitos adversos em diversas espécies de zooplancton, outros compostos
produzidos pelas cianobactérias podem estar relacionados com a toxicidade para o zooplancton. Os valores de
CES50 obtidos neste trabalho com Daphnia magna e Ceriodaphnia dubia para o extrato da cepa NPDC, com
baixas concentragdes de MCs (entre 0,4 e 1,9 pg MCs.L™) confirmam esta constatacdo, uma vez que foi
constatada toxicidade, mesmo para o extrato da cepa NPDC, produtora de MCs em baixas concentracgdes.

Em relacdo as concentragdes de MCs presentes nos extratos das cepas de cianobactérias / Microcystis, a
resposta de toxicidade obtida para A. salina foi a mais coerente dentre 0s organismos-teste utilizados, uma vez
que nao foi possivel determinar o valor de CL50,4, para a cepa NPDC e os valores de CL50,4, para as cepas
NPLJ4 e TAC95 foram condizentes com as respostas obtidas para os demais organismos-teste.

CONCLUSOES

Em relacdo aos ensaios de ecotoxicidade em Artemia salina, Daphnia magna e Ceriodaphnia dubia para os
extratos de cianobactérias Microcystis: M. sp. NPDC, M. sp. NPLJ4 e M. sp. TAC95, pode-se concluir que:

= Os valores obtidos de CL50 e CE50 indicaram que para 0s organismos utilizados A. salina, D. magna e C.
dubia a ordem crescente de toxicidade correspondente aos extratos das cepas foi NPDC, NPLJ4 e TAC95;

= O extrato da cepa M. sp. NPDC, com concentrages de liofilizado entre 220 e 1150 mg liof. L™ foi téxico
para 0s organismos-teste Daphnia magnae Ceriodaphnia dubia, provavelmente devido a outros
compostos presentes no extrato, uma vez que as concentragdes de MCs resultaram reduzidas (0,4 a 1,9 ug
MCs.L™);

= Em relacdo as concentracfes de MCs presentes nos extratos das cepas de cianobactérias / Microcystis, a
resposta de toxicidade obtida para A. salina foi a mais coerente dentre os organismos-teste utilizados.
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