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RESUMO

Mariné, Geisi Ferreira. Deteccio de acido ocadaico em cultivo de mexilhées Perna perna
(Linné, 1758) e identificacdo do fitoplancton potencialmente produtor, em Maciéis,
Angra dos Reis, RJ. Seropédica, UFRRJ, 2007. 49p. (Dissertacdo, Mestrado em
Microbiologia Veterindria).

A ficotoxina acido ocadaico (AO) ¢ produzida por um grupo de microalgas conhecidas como
dinoflagelados. Os mexilhdes ao se alimentarem destas microalgas acumulam em seu
hepatopancreas, esta toxina, desencadeando no ser humano a Sindrome ou Envenenamento
Diarréico por Moluscos - EDM. Os sintomas se apresentam em torno de 30 minutos ap6s o
consumo do molusco contaminado; variando entre nauseas, dores abdominais, vomitos e
diarréia. Quando a ingestdo da toxina acontece em quantidades inferiores a 48 pg.g-1, os
sintomas acima descritos ndo se desenvolvem, porém, seu consumo continuado favorece o
surgimento de tumores no trato gastrointestinal devido ao poder carcinogénico do AO. Este
estudo pretendeu detectar e quantificar a toxina diarréica AO em mexilhdes Perna perna
coletados entre os meses de maio e dezembro de 2006, e a verificagdo da presenca de
microalgas potencialmente toxicas, nas estagdes primavera/verdao (setembro a dezembro de
2006). De maio a dezembro de 2006, mexilhdes (Perna perna) foram coletados e analisados
quanto a presenca da ficotoxina AO. As microalgas foram coletadas entre setembro e
dezembro de 2006, com auxilio de uma rede de plancton (de 20pm de malha) e Bomba Rule
2000. A identificagdo dos dinoflagelados foi realizada em microscopio biologico invertido. A
deteccdo do AO nos mexilhdes foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
com Deteccdo Fluorimétrica (CLAE-DF). Os resultados cromatograficos indicaram a
presenca da toxina AO em todas as amostras obtidas de mexilhdes, de maio a outubro de
2006, em baixas concentragdes. Nas andlises do fitoplancton, as diatomaceas foram o grupo
mais representativo comparado aos dinoflagelados. As espécies Prorocentrum micans e P.
gracile observadas ndo foram apontadas como produtoras de toxinas até o momento. Dentre
os dinoflagelados potencialmente toxicos foram encontradas as espécies: Dinophysis
acuminata, D. tripos, D. rotundata e D. fortii. Os resultados indicam a necessidade da
elaboracdo e aplicacdo efetiva de um programa de controle higiénico-sanitario dos moluscos
assim como monitoramento do ambiente, objetivando acima de tudo a seguranca a satde
publica.

Palavras chave: Acido ocadaico, Envenenamento diarréico por Moluscos, Dinophysis spp.



ABSTRACT

Mariné, Geisi Ferreira. Okadaic acid detection in mussel cultivation, Perna perna (Linng,
1758), and the fitoplankton identification potencially producer in the coast area of
Maciéis, Angra dos Reis, RJ. Seropédica, UFRRJ, 2007. 49p. (Dissertation, Master Degree
in Veterinary Microbiology).

The okadaic acid phycotoxin AO is produced by a group of micro seaweed known as Dino-
flagellated. The mussels when feeding themselves from this micro seaweed accumulate in
their hepatopancreas, this toxin, trigging in the human being the Syndrome or Diarrhetic
Shellfish Poisoning (DSP). The symptoms appear at around 30 minutes after the consumption
of the contaminated clam; the symptoms vary among abdominal nauseas, pains, vomits and
diarrhea. When the toxin ingestion happens in amounts lower than 48 pg.g-1, the above
described symptoms do not develop, however, its continued consumption favors the appearing
of tumors in the gastrointestinal tract due to the high carcinogenic power of AO. This study
intended to detect and quantify the diarrheic toxin AO in Perna perna mussels collected
between the months of May and December of the 2006 and verification of the potentially
toxic micro seaweed presence, in the seasons Spring/Summer (from September until
December of 2006). Since May until december of 2006, mussels (Perna perna) were collected
and analyzed regarding to the presence of the Phycotoxin Ao .In order to collect the micro
seaweed were used a plankton net (20um of mesh) and Bomb Rule 2000. The identification of
the dinoflagellates ones was carried through in inverted biological microscope. The detection
of AO in the mussels was carried through by High Efficiency of Liquid Chromatography with
Fluorimetric Detection (HPLC-FC). The chromatographic results had indicated the presence
of AO toxin in all the gotten mussel samples from May until October of 2006 in low
concentrations. In the analyses of phytoplankton, the diatoms were the most representative
group compared with the Dinoflagellated. The species Prorocentrum micans and P. gracile
examined were not pointed as toxin producers until the moment. Among the Dino-flagellated
potentially toxic were found the species : Dinophysis acuminata, D. tripos, D. rotundata and
D. fortii. The results indicate the necessity of elaboration and effective application of a
hygienic-sanitary controlling program of the clams as well as monitoring the environment,
aiming above everything the public health Safety.

Key words: Okadaic acid, Diarrhetic Shellfish Poisoning (DSP), Dinophysis spp.
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1 INTRODUCAO

A importancia que a aqiiicultura tem para o homem fundamenta-se no fato desta servir
a milhares de anos, através da pesca direta ou mesmo através das criagcdes controladas, como
forma de obtencdo de alimento e renda. Dentro da aqiiicultura, a malacocultura aborda
especificamente o cultivo de moluscos, como mexilhdes, ostras e coquiles.

O processo do desenvolvimento, inclusive o tecnoldgico, contribui cada vez mais para
se atingir o limite méaximo sustentavel dos recursos naturais. Em regides altamente
industrializadas e urbanizadas, nos ultimos anos, ocorreu um aumento significativo da
produgdo de elementos toxicos e acimulo, tanto no meio aquatico, quanto nos meios terrestre
e aéreo; gerando desta forma problemas sociais, econdmicos e ambientais em grande escala.

Quantidades crescentes de substancias toxicas (quimicas, sintéticas ou naturais), suas
interagdes e efeitos adversos, refletem tanto sobre o ambiente, como sobre os seres vivos;
gerando a necessidade de esclarecimento através de investigacdes cientificas.

A polui¢do dos recursos hidricos, além de ser um fator limitante para a pesca, ¢
também limitante para a malacocultura. Este tipo de atividade comercial requer ambiente que
contenha 4guas isentas de organismos patogénicos e de elementos quimicos capazes de afetar
a satde dos moluscos e de seus consumidores.

Em virtude de fatores como, quantidade e tipos de poluentes, de nutrientes (matéria
organica) e variagdes da temperatura, ha um aumento da densidade populacional das
microalgas, levando a alteracdo na coloragdo da 4gua do mar que pode variar de acordo com
seu pigmento. Um exemplo classico ¢ conhecido vulgarmente por “maré vermelha”, ao qual o
termo usado corretamente ¢ floragdes de algas nocivas (FANs). Algumas espécies de
microalgas mesmo em baixa abundancia, ndo colorindo a agua, sdo nocivas e produzem
toxinas que causam impactos negativos ao ambiente aquatico e a saude publica, configurando
um evento toxico.

Ostras, mexilhdes e coquiles sao moluscos filtradores e utilizam o fitoplancton como
alimento. As toxinas produzidas por estas microalgas, aparentemente nao afetam estes
moluscos, porém, se acumulam em sua glandula digestiva (hepatopancreas) tornando estes
animais, dependendo da concentragdo destas toxinas, improprios para o consumo humano.

Seis graves patologias clinicas foram descritas e classificadas em sindromes ou
envenenamentos causados por moluscos de acordo com os principais sintomas observados:
Envenenamento Diarréico por Moluscos (EDM) ou DSP (Diarrhetic Shellfish Poisoning);

Envenenamento ou Sindrome Amnésica ou ASP (Aminesic Shellfish Poisoning); Sindrome



Neurotoxica ou NSP (Neurotoxic Shellfish Poisoning); Sindrome Paralizante ou PSP
(Paralytic Shellfish Poisoning); Sindrome Ciguatérica (Ciguatera Poisoning) e Sindrome
Azaspiracida ou AZP (Azaspyracid Poisoning).

O EDM comecgou a ser estudado por Yasumoto e sua equipe na Universidade de
Toéquio, em 1976. Nesse ano, uma floragdo de microalgas identificada como sendo do
dinoflagelado Dinophysis fortii, foi responsavel pela contaminagdo dos moluscos, que
consumidos, intoxicaram aproximadamente 1300 pessoas no periodo entre 1976-1982, no
Japao.

As toxinas do EDM sd3o produzidas por alguns dinoflagelados pertencentes aos
géneros Dinophysis spp. e Prorocentrum spp. e sdo acumuladas nos tecidos dos moluscos
durante o processo de filtragdo. Estas ficotoxinas sdo poliéteres de cadeia linear ou policiclica,
denominadas 4cido ocadaico (AO) e dinofisistoxinas (DTX-s).

A ingestdo de moluscos contaminados com AQO produz disturbios gastrointestinais
severos (vOmitos, nauseas, dor abdominal e diarréia), desencadeados apos poucas horas do
consumo. Além disso, ao AO tem sido atribuida agdo carcinogénica, no trato digestivo, se
ingerido em baixas concentragdes e de forma continua.

Para garantir que os moluscos bivalvos cultivados e comercializados em uma
localidade, ndo oferegam perigo a saide da populacdo consumidora, entende-se que ha a
necessidade de um rigido controle higiénico sanitario.

Atualmente, devido ao potencial carcinogénico do AO e DTX-1, hd uma tendéncia de
adotar-se a total auséncia de toxinas diarréicas nos moluscos comercializados.

No Brasil, embora existam muitos estudos sobre a ecologia e distribuicdo do
fitoplancton, pouco se sabe sobre microrganismos produtores de toxinas e seus efeitos no
nosso litoral. Pesquisas anteriores confirmaram a presenc¢a da ficotoxina diarréica no litoral de
Santa Catarina, em regides de cultivos de mexilhdo e no litoral do Rio de Janeiro; na baia de
Sepetiba, baia de Ilha Grande e Cabo Frio.

Em Angra dos Reis-RJ, a baia de Ilha Grande abriga varias fazendas de malacocultura
incentivadas pelo Governo Municipal, auxiliadas pelo suporte técnico e cientifico de
Universidades.

Pesquisas desta Universidade mostraram a contamina¢ao de mexilhdes por AO, na
baia de Sepetiba e baia de Ilha Grande — Maciéis. Fato que pode ser justificado por existir
troca de 4guas entre as duas baias, portanto, microalgas potencialmente produtoras de toxinas
presentes na baia de Sepetiba, podem ser constantemente deslocadas, pela agdo de correntes

marinhas, e atingir a baia de Ilha Grande.



O presente estudo objetivou:
- a detecgdo e a quantificacdo da toxina diarréica AO, em mexilhdes Perna perna coletados
entre os meses de maio e dezembro de 2006, e a comparagdo entre os niveis de contaminagao

encontrados e os limites internacionais aceitaveis para o consumo humano;

- a verificacdo da presenca de microalgas potencialmente toxicas, nas estacdes
primavera/verdo (setembro a dezembro de 2006) em amostras de dgua do mar, em trés

profundidades, na enseada de Maciéis, localizada na baia de Ilha Grande - Angra dos Reis/RJ.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aqiiicultura: Importancia Econdmica

A aqiiicultura mundial obteve um crescimento significativo durante os ultimos
cinqlienta anos, passando de 1 milhdo de tonelada na década de 1950 para 59,4 milhdes de
toneladas em 2004. Na América latina e Caribe a atividade foi quase inexistente por volta dos
anos 50, ap6s os anos 70 se fortaleceu, concentrando-se principalmente no Equador, Chile e
Brasil (FAO, 2006).

Dentre os principais grupos comercializados na aqiiicultura, o grupo superior ¢ o dos
peixes (Figura 01). As plantas aquaticas estdo em segundo lugar em quantidade e em quarto
lugar em valor; visto que os crustaceos estdo em quarto lugar em quantidade e em segundo
lugar em valor. Os moluscos sdo o terceiro maior grupo em importancia, tanto pela

quantidade quanto pelo valor, em 22.3% e 14.2 %, respectivamente (FAO, 2006).

O Peixes B Plantas aquaticas O Moluscos
g Crustaceos @ Anfibios, répteis @ Invertebrados aquaticos
1.38% 0.41%
0.A43% 021%

14.18%

Por valor

Por
quantidade

Figura 01: Classificacio da producio mundial de aqiiicultura em 2004
Fonte: FAO, 2006, p. 11.



No Brasil, segundo as estatisticas pesqueiras da SEAP(2005), do Ministério da
Republica, a producao estimada de moluscos foi de 13.452,5 toneladas/ano.

Durante a década de 90 houve um aumento significativo no cultivo do mexilhao Perna
perna (Linnaeus, 1758), atingindo a produ¢do da ordem de 12.500 toneladas em 2000, o que
colocou o pais no segundo lugar na América Latina. Com destaque para o Estado de Santa
Catarina que responde por aproximadamente 95% da producdo nacional (CARVALHO
FILHO, 2001).

Em 1996, a malacocultura teve seu desenvolvimento na regido da Baia da Ilha Grande,
em Angra dos Reis, através de incentivo pela Prefeitura municipal, quando houve a
implantacdo de 23 parques de cultivo de mexilhdo Perna perna para moradores de baixa
renda. Atualmente estdo implantadas 38 fazendas marinhas com a producdo de 10 toneladas

de mexilhdo Perna perna e 15 mil dazias de coquile (Nodipecten nodosus) (AMBIG, 2006).

2.2 Mexilhao Perna perna (Linnaeus, 1758)

Na lingua portuguesa, mexilhdo ou mariscos sdo termos usados para denominar
diversas espécies da familia Mytilidae. Sdo organismos que suportam grandes variagdes
ambientais (ANDREU, 1976b), possuem grande importancia ecologica, sendo muito
utilizados como indicadores bioldgicos no controle da qualidade da agua (WINDDWS et al,
1995). Sao facilmente adaptaveis ao cultivo e representam uma importante fonte de alimento
em varios paises (FERNANDES, 1985). Eles possuem uma alta capacidade de retencdo de
nitrogénio, sendo do ponto de vista nutricional, uma fonte protéica de excelente qualidade
(ANDREU, 1976a), o que demonstra sua grande importancia econdmica.

No mundo, existem varias espécies de mexilhdes de importancia econdmica, sendo
Mytilus edulis a espécie mais estudada. Neste trabalho, a espécie escolhida foi Perna perna,
pelo fato de ser a mais comum em nosso litoral e cultivada em fazendas de malacocultura na

baia de I1ha Grande.

2.2.1 Classificacao e distribuicao dos mexilhoes

Pertencentes ao filo mollusca, os mexilhdes apresentam a concha dividida em duas
pecas chamada valvas (Bivalvos), conhecidos também por Lamelibranquios por apresentarem
branquias em forma de lamelas ou ainda chamados de Pelecipodes por terem geralmente pés

em forma de machado. Ostras e coquiles também fazem parte desta classificagao.



Sistematicamente, o mexilhdo ¢ classificado como:
Dominio: Eucaria
Filo: Mollusca,
Classe: Bivalvia Linng, 1758
Ordem: Mytiloida Férursac, 1822
Familia : Mytilidae Rafinesque, 1815,
Género: Perna Retzius, 1788,
Espécie: Perna perna Linne, 1758

Os mexilhdes sdo organismos cosmopolitas, dominantes em muitos ecossistemas
costeiros (FERNANDES, 1985). A espécie Perna perna geograficamente ¢ encontrada nas
regides tropicais e subtropicais dos Oceanos Atlantico ¢ Indico, como também em alguns
pontos do mar mediterraneo. Na América Central, estdo presentes no Caribe. Na América do

Sul sdo encontrados na Venezuela, Brasil e Uruguai (AVELAR, 1998).

2.2.2 Biologia dos mexilhoes

A espécie Perna perna, como todos os mitilideos, apresenta o corpo com profundas
modifica¢des de simetria, sendo a parte posterior desproporcionalmente maior que a anterior
(SALAYA et al., 1973). Seu corpo mole, se comprime lateralmente em uma concha rigida, de
duas partes (valvas), que se mantém unidas por um ligamento situado na regido dorsal da
concha e pelos musculos adutores (anterior e posterior). O ligamento permite a abertura das
valvas e os musculos sdo responsaveis por seu fechamento. Nestes organismos a cabeca e os
orgaos dos sentidos associados a ela, ndo estdo presentes, com exce¢do da boca e dos palpos
labiais. O pé, em forma de machado, ¢ freqlientemente usado para cavar. Nesta espécie, uma
parte do pé, secreta filamentos (bisso) que o prende ao substrato (BARNES, 1990).

As trocas gasosas dos bivalvos, acontecem através das branquias, que possuem
numerosos € finissimos vasos sanguineos. A agua traz o oxigénio dissolvido, banha as
branquias e o oxigénio passa por difusdo para o interior dos vasos sanguineos (BERTULLO,
1975).

Apresenta um regime alimentar exclusivamente filtrador, com uma capacidade de
bombeamento que pode variar de 0,5 a 5 litros/hora, dependendo das condigdes ambientais e
do tamanho do individuo. Além da fungdo respiratoria, suas branquias retém os alimentos,

constituidos basicamente de fitoplancton, bactérias e detritos organicos (AVELAR, 1998).



Os mexilhdes ndo possuem capacidade seletiva na filtracdo dos alimentos, sendo a
ingestdo de particulas limitada pelo tamanho, variando de 1 um até larvas de poliquetas de 4,2
mm de comprimento (FERNANDES et al.,1978). As particulas de alimentos sdo envolvidas
por um muco, produzido nas branquias, e sdo transportadas até os palpos labiais, que
selecionam e regulam a quantidade de alimento que passa para a boca. Nos mexilhdes as
bordas do manto se fundem, formando um sifao inalante (por onde entra uma corrente de agua
com alimento e oxigénio) e um sifao exalante (por onde sai a dgua com gas carbonico e
excretas) (RUPPERT & BARNES, 1996).

Estes moluscos sdo dotados de um estomago, uma glandula digestiva (hepatopancreas)
e o intestino, que se abre pelo anus (Figura 02). A maior parte da digestao ¢ intracelular e
ocorre dentro da glandula digestiva. Outra parte, extracelular, acontece dentro do estobmago. A

principal fung¢do do intestino ¢ a eliminacdo das fezes (STORER & USINGER, 1976).
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Legenda: (A) anus; (B) boca; (BS) bisso; (COR) coragdo; (Est) estdmago; (H) hepatopancreas; (IT) intestino terminal; (P)P¢;
(PLIE) palpo labial.
Figura 02: Aspecto Geral da Organiza¢io Interna do Mexilhédo
Fonte: Manual de Mitilicultura, 1998, p. 37.



2.2.3 Cultivo de mexilhoes

Desde a pré-historia, os mexilhdes sdo usados como alimento, fato evidenciado pela
presenca de sambaquis (aglomerado de concha) em vérias regides do mundo (EPAGRI,
1994).

No Brasil, as pesquisas sobre a mitilicultura iniciaram na década de sessenta, pelo
Instituto de Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo. Em 1972, no antigo Instituto de
Pesquisa em Arraial do Cabo — RJ, foram realizadas pesquisas, buscando uma tecnologia
basica para a mitilicultura. O Instituto de Pesca de Ubatuba/SP vem desenvolvendo pesquisas
desde 1976 sobre mexilhdes, na regido de Ubatuba (GOMES, 1996).

Segundo Marenzi (2005), a densidade ideal para o cultivo constituiu-se por poucas
redes e fixadas dentro do primeiro metro da coluna d’4dgua, onde o desenvolvimento foi
maior. Para Armacgao do Itapocoroy em Santa Catarina, foi recomendado um periodo de 8
meses de cultivo, onde o tamanho médio obtido foi 7 cm, sendo colhidos no final da

primavera com o melhor rendimento.

2.3 Fitoplancton

O Fitoplancton € composto por microorganismos aquaticos unicelulares, em sua
maioria fotoautotréficos, que se deslocam passivamente com os movimentos de correntes e de
massas d’agua (BONEY, 1975). Por serem fotossintetizantes, estes organismos, também
conhecidos como microalgas, estdo na base da cadeia alimentar marinha. Assim, alteragdes na
sua composicao especifica e abundancia podem ter conseqiiéncias na produ¢ao primadria € na
transferéncia de energia para os demais niveis troficos, podendo afetar espécies de
importancia economica (TENENBAUM, 2002). Além disso, algumas espécies podem ser
indicadoras de 4reas impactadas, de zonas biogeograficas (FERNANDEZ, L. F. &
BRANDINI, 1999), de periodos geoldgicos (SOURNIA, 1986) e também podem causar
floracdes nocivas com conseqiiéncias danosas a pesca, a aqiiicultura e a saude humana
(HALLEGRAEFF, 1995).

No Brasil, ja foram identificadas aproximadamente 1364 espécies, pertencentes a 12
classes taxonomicas. A classe Bacillariophyceae (diatomaceas) destaca-se com 57% das
espécies identificadas, seguida da classe Dinophyceae (dinoflagelados) com 27% das espécies

(TENENBAUM, 2002).



Algumas espécies dos géneros Prorocentrum ¢ Dinophysis (Figuras 03, 04 e 05)
pertencentes a classe Dinophyceae, produzem toxinas diarréicas responsaveis pelo
Envenenamento Diarréico por Moluscos (YASUMOTO & MURATA, 1993).

Proencga (1999) confirmou a ndo producao das toxinas AO e DTX-1 por Prorocentrum
micans e P. obtusum, porém, a toxina AO foi detectada em moluscos oriundos de cultivo do
litoral de Santa Catarina. Foram encontradas outras espécies de dinoflagelados potencialmente
toxicos: D. acuta, D. acuminata, D. rotundata, D. tripos, D. caudata e Prorocentrum lima;

entretanto, a produgdo de AO se deu somente por D. acuminata.
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Figuras: Fotomicroscopia eletronica de 03-Dinophysis acuminata, 04- Dinophysis tripos e 05-
Prorocentrum lima.
Fonte: Disponivel em www.kitasato-u.ac.jp/.../lab/I23/bisei/07.html (Acesso em Abril de 2007)

Os dinoflagelados sdo organismos microscopicos biflagelados pertencentes ao dominio
Eucaria. Sdo microalgas pertencentes ao Filo Dinophyta (do grego Dino = rodopiar e phyto =
planta) ou Pyrrophyta (do grego Pyrrho = vermelho, flamejante e phyto = planta) que possui
aproximadamente 2000 espécies distribuidas em 31 Géneros (DODGE, 1985).

Apresentam uma célula que possui dois flagelos, com insercdo apical, células tipo
desmoconte ou com inser¢do ventral e ortogonais, células tipo dinoconte (STEIDINGER &
TANGEN, 1997). Sao caracterizados pela posicdo dos flagelos, que se localizam dentro de
dois sulcos: um rodeia a célula como um cinto, ¢ o outro ¢ perpendicular ao primeiro
(AVARIA, 1992). O batimento dos flagelos em seus respectivos sulcos faz o dinoflagelado
rodopiar como um pido.

Os dinoflagelados sdo necessariamente aquaticos, encontrados em ambientes
continentais dulcicolas, mas principalmente no mar (SOURNIA et al., 1991), constituindo

com outras microalgas, o fitoplancton marinho. Distribuem-se latitudinalmente nos mares dos



polos Artico e Antartico, de dguas temperadas até tropicais. Podem ser encontrados em forma
livre natante no dominio planctonico, ou como epibiontes, principalmente associados a
macroalgas e detritos, no dominio bentonico (TAYLOR et al., 1995). Segundo DODGE op cit
também existem formas que vivem em simbiose com invertebrados marinhos (Zooxantelas)
ou como parasitas durante certa fase de seu ciclo de vida, por exemplo, Pfiesteria piscida.
Eles também ocorrem como simbiontes em muitos outros tipos de organismos, incluindo
esponjas, aguas vivas, anémonas do mar, corais, polvos, lulas, gastropodes, tubelarios e certos
tipos de protistas. Em mariscos gigantes, a superficie do manto possui cor castanho-chocolate
devido a presenca de dinoflagelados simbidnticos. (AVARIA, 1992).

Os dinoflagelados (DODGE op. cit.) possuem caracteristicas estruturais que torna
possivel classifica-los como algas ou como protozoarios. Como microalga, os dinoflagelados
possuem cloroplastos que os capacitam a realizar fotossintese, sendo assim denominados
organismos autotroficos, com ¢ o caso de mais de 50% das espécies. Como protozoarios,
embora ndo haja perda dos cloroplastos, estes permanecem aparentemente inativos e o
organismo alimenta-se heterotrofica ou mixotroficamente, como algumas espécies de
Dinophysis.

A maioria dos dinoflagelados possui forma aproximadamente esférica, com leve
achatamento lateral, variando em tamanho de poucos micrémetros (1 pm = 10° m) a poucos
milimetros (I mm = 107 m) (SOURNIA, 1986), sendo as formas tropicais as de maior
tamanho e de formatos mais exuberantes (DODGE, 1985). No entanto a maioria das espécies
tem tamanho médio variando em torno de 10 a 100 um. Os dinoflagelados apresentam
envelope celular, observado em nivel ultra-estrutural como uma série de membranas,
denominado teca (STEIDINGER & TANGEN, 1997). A reprodugdo desses organismos pode
acontecer da forma assexuada, por simples divisdo celular, ou também por reprodugdo

sexuada através da formagao de gametas (HOEK et al., 1995).
2.3.1 Floracoes de algas nocivas (FAN)

O fenomeno de floragdo de algas pode ser entendido como um aumento na densidade
celular de uma determinada espécie fitoplanctonica que pode chegar até bilhdes de células por
litro (CARRETO, 1991). Em determinadas regides e estacdes do ano essa proliferacao
exagerada, torna-se concentrada o suficiente para que haja a modificacdo da cor das aguas

formando grandes manchas no mar (YENTSCH, 1984). As flora¢cdes podem ocorrer em mar



aberto, baias e estudrios e sdo induzidas por alteragdes na salinidade e temperatura da agua,
excesso de nutrientes ou correntes marinhas e marés (AVARIA, 1992).

Em muitos locais ao redor do mundo, as 4guas marinhas costeiras estdo sofrendo com
a eutrofizacdo (aumento de nutrientes). Estudos mostram que a super produ¢do da biomassa
fitoplanctonica pode ser estimulada pelo enriquecimento das dguas por nutrientes, através de
despejos de esgotos ou lixiviamento de solos agrarios, que sofrendo decomposicao organica,
podem causar reducdo da qualidade da 4dgua e deplecdo de oxigénio (anoxia). Dessa forma o
enriquecimento de nutrientes em aguas litoraneas pode ser o gatilho para floragdes recorrentes
de fitoplancton nocivo (SMAYDA, 1990).

As altas densidades de microalgas podem diminuir a concentragdo de oxigénio na agua
e causar a morte de peixes e aves marinhos. Os moluscos bivalvos conseguem filtrar esses
organismos € acabam concentrando as toxinas produzidas por eles em seus tecidos. No
entanto, enquanto a toxina produzida pelos mesmos afeta muitos seres marinhos ¢ o homem,
os moluscos bivalvos sdo imunes aos seus efeitos diretos (SCHANTZ, 1984).

Nos ultimos 200 anos, as floragdes de microalgas marinhas tém sido estudadas.
Tornaram-se um grande problema ambiental, economico e de satde publica, pois muitas
dessas floragdes estdo ligadas a microalgas produtoras de toxinas que causam graves
intoxicagdes em humanos (MATIAS, 1999).

As floragdes sdo comumente denominadas Maré vermelha, fendmeno este, que causa a
alteragdo na cor da 4gua, produzida por algumas espécies de organismos fitoplanctonicos. Ha
limitagcdes quanto ao uso do termo "maré vermelha", pois algumas espécies que produzem
toxinas nao colorem a agua, podendo ser nocivas mesmo em baixa concentragdo, portanto, a
expressado correta ¢ "Floracdo de Algas Nocivas (FAN)” (IOC-UNESCO, 1985).

Entre o extenso numero de espécies de fitoplancton, cerca de 5000, aproximadamente
300 podem desenvolver floracdo alterando a cor da superficie da agua; enquanto somente 80
espécies sao potencialmente toxicas, causando graves patologias ao homem, através da
alimentagdo de peixes e moluscos contaminados (HALLEGRAEFF, 2003).

Diferentes grupos taxonomicos, como diatomaceas, dinoflagelados e cianobactérias
apresentam espécies que produzem toxinas (HALLEGRAEFF et al., 1995). Embora existam
muitos estudos sobre a ecologia e distribuicdo do fitoplancton, no Brasil, pouco se conhece
sobre os produtores de toxinas e os efeitos dessas toxinas nos consumidores de moluscos

contaminados (PROENCA et al., 1998).



Steidinger (1993) afirma que os efeitos nocivos causados por FANs ao homem e ao
ambiente, sdo gerados por espécies produtoras de ficotoxinas, as quais podem chegar ao
homem via cadeia trofica (Figura 06) e os gerados por outras espécies de fitoplancton nao
toxicos, que tém sido associadas a mortalidade de animais marinhos, por causas fisicas

(obstrugdo das branquias em peixes) ou quimicas (consumo exagerado do oxigénio da dgua).
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Figura 06 - Cadeia trofica marinha a partir de floracdo de algas toxicas.
Fonte: Lourenco, A. J, 2004, p. 15

A identificagdo de espécies toxicas € utilizada como uma ferramenta complementar no
monitoramento em cultivos de moluscos, em alguns paises onde existe a ocorréncia de EDM.
O controle da qualidade do alimento ¢ feito com base na abundancia de espécies produtoras
de toxinas na agua, adotando-se a contagem de 100 células de Dinophysis spp. por litro de
agua do mar, como limite para o consumo de mexilhdes na area de cultivo (ANDERSEN,
1996).

No mar Adriatico (Noroeste da Costa da Italia), eventos de EDM tém sido relatados
desde 1989 e quase sempre associados a baixa abundancia de células das espécies de
dinoflagelados toxicos. Esporadicamente t€ém ocorrido floragdes ao longo da Costa Noroeste.

Em 2002, a maior ocorréncia de células potencialmente toxicas foi evidenciada no periodo da



primavera / verdo e outono, quando Dinophysis spp. foi encontrada em altos niveis (PENNA,
2006).

Copépodes marinhos estdo sendo cada vez mais pesquisados como possiveis
controladores dos niveis de densidade celular de espécies nocivas de microalgas. No mar
Baltico, Oresund (entre a Suécia e a Dinamarca), em experimento controlado entre 2001 e
2002, espécies de copépodos se alimentaram de Dinophysis spp e sobreviveram. O impacto da
supressdo de FANs através da alimentagdo dos zooplanctons, pode ser representativo mas nao
considerado um grande fator de altas perdas e reducdo na densidade celular, mas sim uma

remocao significativa de cerca de 25% da populagio (KOZLOWSKY-SUZUKI, 2006).

2.3.2 Ficotoxinas

As ficotoxinas sdo toxinas produzidas por microalgas, como diatomaceas e
dinoflagelados (EPSTEIN et al., 1993; HALLEGRAEFF, 1993; ANDERSON, 1994;
YASUMOTO et al., 1995). Sdo exemplos de ficotoxinas, o acido ocadaico (AO) (Figura 07),
as dinofisistoxinas 1, 2 ¢ 3 (DTX1, DTX2 e DTX3), pectenotoxinas (PTXs), yessotoxinas
(YTXs) e brevetoxinas.

e

Figura 07: Acido Ocadaico (Férmula estrutural da molécula - polieter lipofilico)
Fonte: Disponivel em www.aims.gov.au/arnat/arnat-0007.htm (Acesso em setembro de 2006).

O AO e as DTXs sao moléculas de acidos graxos poliéteres lipofilicos. Essas toxinas
sdo definidas como metabolitos secundarios produzidos por dinoflagelados (SHIMIZU, 1993
apud CEMBELLA & WRIGHT, 1996).

Segundo CEMBELLA & WRIGHT op cit., metabodlitos secundarios sdo compostos
naturais, biologicamente ativos, produzidos por vias metabdlicas secundarias ndo usuais ou
por desvio do metabolismo primario. Mesmo nao desempenhando, aparentemente para os

organismos produtores, fungdo vital, para muitos pesquisadores as sinteses de compostos tao



complexos poderiam funcionar como alelopaticos (defesa quimica), reserva intracelular de
nutrientes, ativador de reprodugdo sexuada e protecdo contra herbivoria (GEOHAB, 1998).

As toxinas produzidas por algumas espécies de dinoflagelados, sdo bioativas, com
atividades que variam dependendo da sua estrutura quimica, do estado de conversdo, da
concentragdo e da susceptibilidade do consumidor. Algumas toxinas, produzidas por
dinoflagelados, sdo as substancias letais mais potentes que se conhece (TAYLOR, 1988;
AVARIA, 1992).

Para assegurar a qualidade do alimento, programas de monitoramento da toxicidade
dos moluscos ¢ da ocorréncia de espécies de fitoplancton potencialmente toxicas sao
desenvolvidos em diversas localidades (ANDERSEN, 1996). Da mesma forma, estudos sao
feitos para se conhecer a biologia das espécies e os fatores que controlam a producdo das
toxinas.

Incidentes de EDM foram confirmados na Europa, na Oceania, na América do Norte e
América do Sul, onde ocorreram no Chile, Argentina e Uruguai, havendo inclusive
atualmente investigacdes (HALLEGRAEFF, 1998; AVARIA, 1989; MENDEZ et al., 1993).

No Brasil, o AO foi detectado em amostras de hepatopancreas de moluscos Perna
perna, cultivados no litoral de Santa Catarina, associando a sua toxicidade a presenga de
Dinophysis acuminata (PROENCA et. al., 1998).

No litoral sul do Rio de Janeiro, Oliveira (2001), detectou a toxina AO, pela primeira
vez, como contaminante natural de mexilhdes da espécie Perna perna nas praias de Sepetiba e
Mangaratiba, ¢ Ferreira (2004), detectou o AO em baixas concentragdes em mexilhdes de
bancos naturais, nas ilhas Guaiba e Madeira, baia de Sepetiba.

Lourengo (2004) encontrou a toxina AO em mexilhdes Perna-perna, em Maciéis, uma
amostra das trés coletadas, apresentou a ficotoxina AO na concentragio de 2,65 ng.g” de
hepatopancreas. Segundo a Unido Européia (2002), Dec./225/EC, o nivel méximo permitido
de AO em moluscos (em todo o corpo ou alguma parte especifica) foi estipulado em 160
ng.kg ' ou0,16 pg.g .

Ramirez, (2003) detectou AO em mexilhdes de Pontevedra, em Vigo — Espanha.
Todas as amostras de mexilhdes foram positivas nas trés profundidades avaliadas (2, 7 ¢ 15m)
em concentragdes variadas. Estas variagdes possivelmente ocorreram devido ao aumento e
redugdo das populagdes das espécies de Dinophysis dominantes: D. acuminata e D. acuta.

Os perfis das toxinas, detectados na Nova Zelandia em 2002, produzidos por espécies
de Dinophysis, mostraram que a concentragdo nas células pode variar substancialmente de

acordo com as condi¢gdes do meio aquatico (como teor de nutrientes) e alteragdes climaticas



(como temperatura). Podendo haver ainda variagdes no contetido de toxinas por célula dentro
de uma mesma populagdo. Nesta pesquisa observou-se a predominancia das PTXs isoladas de
D. acuta em relagao ao AO, na proporgao de 5:1. Em D. acuminata estavam os mais baixos
niveis de PTX e os mais altos de AO (MACKENZIE, 2005).

Embora nao haja davida quanto ao envolvimento do AO em danos a satde publica,
ainda nao ha dados que certifiquem a relagdo de PTXs no envolvimento da contaminagdo de
moluscos levando ao mesmo risco. Foi observado que os moluscos sdo capazes de hidrolisar
rapidamente, combinacdes de PTXs, em derivados acidos ndo toxicos (MACKENZIE, 2002).

Altos niveis de PTX2 encontrados em amostras de mexilhdes ¢ microalgas, em1997,
na Australia, foram considerados a causa de intoxicagdo tipo Envenenamento diarréico por
moluscos em humanos (EDM) apo6s a injestdo de moluscos contaminados. Estudos posteriores
mostraram que as amostras analisadas estavam contaminadas com AO e através de bioensaio
com ratos observaram os sintomas gastrointestinais caracteristicos do EDM (BURGUESS E
SHAW, 2003).

Miles et al. (2004) confirmou a toxicidade de PTX2 em ratos, através de injec¢ao
intraperitoneal, mas ndo houve confirmagdo da toxicidade ap6s a administragdo oral. Os
mesmos autores sugeriram que, os resultados refletiram uma baixa absor¢ao de PTX2 no trato
gastrointestinal, ou houve a conversdo em uma combina¢gdo menos toxica, como PTX2SA,
nos intestinos. A diarréia severa em ratos, atribuida anteriormente a PTX2, foi resultado de

contaminagdo das amostras com derivados do AO.

2.3.3 Efeitos das ficotoxinas no homem

As ficotoxinas contaminam peixes € moluscos, que quando consumidos por humanos,
provocam nestes, diversos sintomas gastrointestinais e/ou neuroldgicos denominados
envenenamento por moluscos. Estas doengas de acordo com a sua agdo ou sintomas sao
divididas em grupos: Envenenamento Neurotdoxico por Moluscos (ENM) ou (Neurologic
Shellfish Poisoning - NSP); Envenenamento Paralisante por Moluscos (EPM) ou (Paralytic
Shellfish Poisoning - PSP); Envenenamento Amnésico por Moluscos (EAM) ou (Amnesic
Shellfish Poisoning - ASP); Envenenamento Diarréico por Moluscos (EDM) ou (Diarrhetic
Shellfish Poisoning - DSP) e Envenenamento por Ciguatera (EC). (YASUMOTO &
MURATA, 1993).

O mecanismo de agdo do AO e demais toxinas relacionadas ao EDM, ndo esta

completamente elucidado. Em nivel molecular sabe-se que as proteinas fosfatase 1 e 2A sdo



inibidas pelo AO (BIALOJAM & TAKAI 1988). Elas sdo fundamentais a vdarias vias
metabolicas intracelulares, como a producdo de enzimas e proteinas regulatorias. Em células
eucariotas, estas fosfatases sdo mediadores quimicos, que regulam uma série de processos
envolvidos no metabolismo, tais como, balanco de ions, neurotransmissdo, regula¢do do ciclo
celular e de algumas fungdes celulares, como biossintese de 4cidos graxos e sintese protéica
(COHEN, 1990).

A inibicdo das proteinas fosfatase 1 e 2A, também tem sido relacionada com a
inflamacdo do intestino e a produgdo de diarré¢ia (HAMANO et al., 1986; TERAO et al.,
1986; COHEN et al., 1990). Existem evidéncias de que o AO pode ser responsavel pelo
aumento da permeabilidade intracelular em células epiteliais humanas, em cultivo
(TRIPURANENI et al, 1997). Sugere-se que os sintomas primarios, observados no EDM,
sejam causados pela hiperfosforilagio das proteinas que controlam a secre¢do do sodio (Na")
pelas células do epitélio intestinal, resultando no desequilibrio hidroeletrolitico celular, com
perda de fluidos pelas células (COHEN et. al, 1990).

Estudos tém demonstrado que o AO e a DTXI, além de causar disturbios
gastrointestinais, apresentam uma potente capacidade de promover tumores no sistema

digestivo, quando ingeridos regularmente em baixas concentracdes (SUGANUMA et al.,
1988; ITO & TERAO, 1994; FIORENTINI et al., 1996; MATIAS & CREPPY, 1996;
TRIPURANENI et al., 1997; OTERI et al., 1998; DARANAS et al., 2001).

2.3.4 Ficotoxinas envolvidas com o EDM

O professor T. Yasumoto da Universidade de Toquio foi quem realizou os primeiros
estudos sobre as toxinas diarréicas em moluscos. Ele e sua equipe identificaram estas toxinas
como as responsaveis pela intoxicagdo macica, ocorrida em 1976 no noroeste do Japao,
causada pelo consumo de bivalvos contaminados (YASUMOTO et al., 1979, 1980). Haviam
informagdes sobre intoxicagdes similares ocorridas na Holanda em 1960 (KAT, 1979), porém,
somente a partir das intoxicagdes ocorridas no Japao, puderam ser associadas floragdes de
Dinophysis spp ao EDM.

A primeira toxina diarréica conhecida, recebeu o nome de dinofisistoxina (DTX), pois
foi isolada a partir do dinoflagelado Dinophysis fortii, causador do primeiro surto relatado de
EDM (HALLEGRAEFF, 1993).



Em 1982, também no Japao, foi isolada a principal toxina diarréica, o adcido ocadaico,
a partir da esponja negra Halichondria okadai, por Tachibana e colaboradores (LARSEN et
al., 1989). Além de isolada, a toxina também teve sua estrutura quimica elucidada, o que
possibilitou conhecer a estrutura de todas as outras toxinas diarréicas.

As toxinas AO, DTXs, PTXs, YTXs e brevetoxinas, quando ingeridas provocam
sintomas de intoxica¢do alimentar. Estas toxinas sdo responsaveis pelo envenenamento
diarréico por molusco (EDM) (YASUMOTO, 1990).

Em relagdo a intoxicacdo gastrointestinal que caracteriza o EDM, as toxinas mais
freqiientemente envolvidas sdo o AO e a DTX-1. As YTXs e as PTXs, embora sejam
causadoras de sintomatologia gastrointestinal, diferem do AO e das DTX’s em estrutura
quimica e nas propriedades toxicoldgicas (pois ndo inibem a atividade das fosfatases)
(YASUMOTO, & MURATA, 1993).

As DTX’s possuem cinco toxinas derivadas, das quais DTX4 e 5 podem ser
convertidas em AO através da acdo de enzimas digestivas de moluscos ou de enzimas
autoliticas de dinoflagelados (HOLMES et al., 2001). DTX-3 ndo foi detectada no
fitoplancton, apenas em moluscos, e LEE et al. (1988) sugerem que a transformacao de DTX-
1 em DTX-3 somente ocorra no hepatopancreas dos moluscos.

Estas toxinas constituem uma ameaga para a saude, pois consumidas em nivel
moderado, que escape aos limites de deteccao pelas técnicas conhecidas, podem se acumular
no tecido hepatico levando ao surgimento de tumores. Consumidores regulares de moluscos,
contaminados com concentragdes de toxinas diarréicas abaixo do limite necessario ao
desencadeamento dos sintomas classicos, encontram-se expostos ao efeito cronico destas

toxinas (SUEOKA & FUIJIKI, 1997).

2.3.5 Envenenamento diarréico por moluscos (EDM)

Os sintomas clinicos de EDM assemelham-se com os de uma gastroenterite de origem
bacteriana. Em eventos agudos, com ingestio de doses acima de 48 pg AO.g" de
hepatopancreas (VAN EGMOND et al., 1992 apud VIEYTES et al., 1997), os sintomas sao
nauseas, dores abdominais, vOmitos e diarréia. Surgem no intervalo entre 30 minutos até
poucas horas apds o consumo de moluscos contaminados. Raramente o quadro clinico
manifesta-se passadas mais de 12 horas. Os sintomas cessam apds trés dias, com ou sem

tratamento médico (YASUMOTO et al., 1980).



Devido ao fato de ndo ocorrerem frequentemente casos de oObitos, de os sintomas do
envenenamento serem facilmente confundidos com uma gastroenterite e terminarem em trés
dias, se torna dificil o registro epidemioldgico do EDM (HALLEGRAEFF, 1993). Talvez isto
justifique o fato de haverem escassos dados epidemioldgicos de EDM, apesar das espécies de
microalgas potencialmente toxicas estarem presentes em amostras de plancton marinho e de
apresentarem uma distribuicdo ampla, em todo o Cone Sul Americano (PROENCA et al.,
1998).

Na Europa, Japao, Australia, Nova Zelandia e Chile o problema das intoxicacdes
provocam freqiientemente, perdas econdmicas na malacocultura e estdo relacionadas com
FANs. Alguns casos de intoxicacao relatados em Santa Catarina, no Brasil, podem estar
associados as toxinas causadoras do EDM (ZENEBON & PREGNOLATTO, 1992;
PROENCA et al., 1995). Segundo SCHMITT & PROENCA (2000), o tnico caso confirmado
de EDM, ocorreu em Florianopolis em 1991 onde varias pessoas apresentaram disturbios
gastrointestinais apos o consumo do molusco contaminado com AO.

Na Grécia, o primeiro episddio de EDM ocorreu em 2000, quando varias pessoas
apresentaram sintomas gastrointestinais apos o consumo de mexilhdes originarios do golfo
Termaikos (Mar Egeu). Em 2002 foi relatado um surto de EDM durante 4 meses na mesma

regiio (MOURATIDOU et al., 2006).

2.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A analise de referéncia recomendada pela Unido Européia para a confirmagdo em
casos suspeitos de EDM ¢ o ensaio biologico com ratos, observando-se os sintomas
caracteristicos e o tempo envolvidos tipicamente em cada sindrome (Dec.2002/225/EC).
Entretanto, com o crescimento do conceito ético sobre o uso de mamiferos, para uma rotina de
controle de qualidade de moluscos, métodos alternativos tém sido desenvolvidos
(QUILLIAM, 1995).

O procedimento padrdo para a deteccdo de toxinas, o bioensaio com ratos, tem sido
avaliado como pouco especifico, ja que ndo se consegue identificar exatamente qual toxina
estd envolvida no evento toxico. Ha necessidade de se complementar este método ou até
mesmo o substituir, se possivel, para se distinguir de maneira segura, os grupos das diferentes
toxinas que tém efeitos bastante deletérios a saude humana (FERNANDEZ M. L. et al.,
2006).



A Cromatografia liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ¢ uma técnica analitica de alta
tecnologia, altas sensibilidade e precisdo, de facil reprodutibilidade em curto tempo. E usada
como modelo alternativo aos bioensaios, na identificacdo e quantificagdo das ficotoxinas. A
toxina AO ndo fluoresce sob luz ultravioleta, mas apo6s ser submetida a derivacdo quimica
torna-se detectavel. Dessa forma seu “perfil” pode ser tragado em uma analise cromatografica
que dura aproximadamente 20 minutos (SILVA, 2001).

MOURATIDOU et al. (2006) analisou material oriundo de um evento de EDM
comparando trés métodos de determinagdo da toxina AO: método quimico (CLAE), biolégico
(Bioensaio com ratos) e imunologico (ELISA). Concluiu que os trés apresentaram bons
resultados, no entanto, a CLAE permitiu a obten¢do de informa¢ao mais acurada qualitativa e

quantitativamente em detrimento aos outros métodos.



3 METODOLOGIA

3.1 Area de Estudo

A Baia da Ilha Grande ¢ um corpo de d4gua salgada semi-confinada, com
aproximadamente 800 km? de superficie (SEMADS, 2001), localizada na costa sul do Estado
do Rio de Janeiro entre as coordenadas: latitudes 22° 55° S e 23° 15” S e longitudes 44° 00’ e
44° 43> W.

3)

Figura 08: Brasil (Rio de Janeiro); 2) Rio de Janeiro (Angra dos Reis); 3)Angra dos Reis (Baia da Ilha
Grande). Escala 1:100.000
Fonte: MIRANDA et al. Brasil Visto do Espag¢o. Campinas: Embrapa Monitoramento por Satélite, 2004.

No estado do Rio de Janeiro, a regido da baia da Ilha Grande abriga dois municipios,
Angra dos Reis e Parati. Estes municipios apresentam aproximadamente o perimetro de 353
Km, em contato com as 4guas da baia e ao longo desta linha da costa se concentram dois
grandes nucleos urbanos que coincidem com as sedes municipais, isto é, Angra dos Reis e
Parati (SEMA, 1998).

Dos grandes empreendimentos no municipio de Angra dos Reis, destacam-se: a Usina
Nuclear Almirante Alvaro Alberto (UNAAA), o Porto de Angra dos Reis, o Estaleiro
BRASFELS (Indastria VEROLME) e o Terminal Petrolifero da baia de Ilha Grande —
TEBIG. Estes empreendimentos, apesar de alavancarem o progresso econdmico da regido, sao
as principais fontes industriais poluidoras da baia. O primeiro pode causar dano ao meio

ambiente na medida em que se utiliza das 4guas da baia para o resfriamento de seus reatores,



podendo ser assim uma fonte significativa e possivel de poluicao térmica. Os outros podem
contaminar as dguas marinhas com 6leo, além do desmatamento e assoreamento das encostas
para constru¢do de suas instalagdes. Sinais de contaminagdo por 6leo sdo relatados com
freqiiéncia pelos habitantes, que observam frequentemente sinais deste produto na dgua e nos
sedimentos de diversas praias (FONSECA, 1999).

O continente se encontra separado da Ilha Grande por uma constrigdo (um canal de
cerca de 2 Km de largura e 20 metros de profundidade média) (SIGNORINI, 1980). Em
situagdo de maré enchente, a 4gua da plataforma continental mais densa penetra na baia, junto
ao fundo, principalmente através dos extremos oeste da Ilha Grande (Ponta da Joatinga e a
Ponta dos Meros) e em menor escala ao leste forcada pela maré¢ (SEMA, 1998). As aguas
menos densas, oriundas da baia de Sepetiba, fluem superficialmente, na direcdo norte da Ilha
Grande, havendo nesta constricdo o encontro e a mistura dessa agua com as aguas da
plataforma. Em situacdo de maré vazante o fluxo das 4guas tem seu caminho invertido

(SEMA, 1998).

3.2 Local de Coleta

As coletas foram realizadas na Fazenda de Maricultura Boa Vista que encontra-se
localizada na baia da Ilha Grande, praia de Maciéis. Esta praia localiza-se no continente
(coordenadas 23° 03” 03” S/ 44° 13’ 33,9” W) na constri¢do, canal de 2 km, que separa a
Ilha Grande do continente, proximo ao terminal TEBIG.

Esta area foi escolhida por varios fatores relevantes a este estudo: a regido sofre
influéncia da convergéncia das dguas oceanicas, que entram pelo lado oeste da Ilha Grande,
com as aguas vindas, do leste, da baia de Sepetiba (SIGNORINI, 1980) possibilitando a
contaminagdo dos mexilhdes por microalgas nocivas ja encontradas na baia de Sepetiba
(FERREIRA, 2004). Outro fator foi a constatacao que, nos ultimos anos, o fluxo de navios se
intensificou nas baias da Ilha Grande e de Sepetiba (Porto de Angra dos Reis, o Terminal
Petrolifero da Baia da Ilha Grande - TEBIG, o terminal para embarque de minério das
Mineragoes Brasileiras Reunidas S.A.- MBR ¢ a expansao do Porto de Sepetiba), aumentando
o risco de introdug¢dao de espécies nocivas de microalgas via agua de lastros de navios
transoceanicos (NEHRING, 1998; RUIZ et al., 2000). E ainda, devido ao fato de Lourengo
(2004) ter detectado a toxina acido ocadaico em mexilhdes oriundos desta localidade, em
apenas um dos trés meses pesquisados, demonstrando a necessidade de um conhecimento

mais abrangente, desde a deteccdo da toxina até a identificagdo do fitoplancton produtor.



3.3 Amostragem

3.3.1 Fitoplancton

Para coletar e concentrar os organismos, foi utilizada uma rede com 20 um de malha e
uma bomba de pordo Rule 2000 GPH/12 volts — 8,4 Amps; 5400 L/h — USA. A 4gua
bombeada foi filtrada através de uma rede planctonica durante 1 minuto (volume de 90
L/min) e acondicionada em frascos plasticos de capacidade de 250 ml contendo 5% de
solugdo aquosa de formaldeido a 40%. Este método se baseou em RAMIRES (2003).

As amostras de rede, concentradas, foram observadas para verificagdo da presenga das
espécies de interesse.

Para andlise qualitativa e quantitativa foram realizadas quatro coletas, uma por més,
em diferentes profundidades (superficie = 0,5 m, meio = 1,0m e fundo = 1,5 m) da dgua do
mar, durante os meses de setembro a dezembro de 2006. As amostras de fitoplancton nao
foram realizadas entre os meses de maio e agosto de 2006, por ndo haver equipamento

adequado para a metodologia escolhida.

3.3.2 Mexilhoes

Durante os meses de Maio a Agosto de 2006 foram realizadas seis coletas; sendo uma
no més de maio, duas em junho, duas em julho e uma em Agosto. Foram retiradas cordas de
mexilhdes do cultivo (uma corda por coleta) contendo em média 150 individuos adultos
(média de 6cm de comprimento da valva, cada individuo) em tamanho de abate segundo
AVELAR, 1998.

Nos meses de setembro a dezembro de 2006, foram realizadas coletas mensais quando
os mexilhdes foram retirados em cordas de cultivo (1 corda por coleta), dividas por
profundidade em trés niveis (0,5m; 1,0m e 1,5m), na propor¢do de aproximadamente 50
individuos adultos por nivel, na faixa de tamanho utilizada para comercializacao.

Desta forma, no total foram realizadas dez coletas, seis entre os meses de maio e
agosto de 2006, somadas a quatro coletas realizadas entre os meses de setembro e dezembro

do mesmo ano.



3.3.3 Estocagem e transporte das amostras

Os mexilhdes foram transportados em caixas isotérmicas contendo gelo e transferidos

para freezer (-18°C) imediatamente ao chegar no laboratorio.

3.4 Identificacio do Fitoplincton

Com o auxilio de um microaquério, um volume de 3 ml de dgua do mar, coberto com
laminula, foi levado ao Microscopio Biologico Invertido Trinocular Opton (TNB-05T-PL)
para a identificagao e contagem das microalgas.

As microalgas foram identificadas em grandes grupos morfoldgicos, exceto os
dinoflagelados dos géneros Prorocentrum e Dinophysis. Como estes dois géneros apresentam
organismos produtores de AO, buscou-se chegar a identificacdo até o nivel de espécie.
Quando nao foi possivel, o organismo foi tipado com o nome do género. Utilizou-se para a
identificacdo material bibliografico de STEIDINGER & TANGEM (1997), TAYLOR et al.
(1995) e BALECH (2002), para dinoflagelados, ¢ de HASLE & SYVERTSEN (1997) para
diatomaceas.

Visando a confirmagdo das espécies encontradas e ainda a identificagdo até o nivel de
espécies daqueles organismos que foram tipados, foi realizado, junto ao Departamento de
Fisiologia do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo (USP), o preparo para a

microscopia eletronica deste material em 2007.

3.5 Deteccao do acido ocadaico

3.5.1 Reagentes

a) Solventes: Foram utilizados acetonitrila (grau HPLC), metanol, éter de petroleo (PA) e
cloroférmio, grau Lichrosorv (Merck — Quimitra - Rio de Janeiro). A 4gua utilizada foi
obtida por sistema de purificagio Millipore-Q (Milli-Q) para obtencdo de um grau de

qualidade ultrapura.

b) Reagentes e solucdes para a derivacio: Foi utilizado o padrao comercial do 4cido
ocadaico (Sigma) assim como demais reagentes necessarios para o preparo das solugdes do

padrao e derivagdes.



— Acido Ocadaico (C44Hg3013) - 25ug (Biochemika)
= 1-(bromoacetil)pireno — (B-6157)

= Trietilamina 30%

¢) Preparo do padrao e dos reagentes de derivacgao:
= O I-(bromoacetil)pireno foi dissolvido em acetonitrila — 20mg para 20ml de acetonitrila
com concentragdo final de 1mg.ml™.
= O 4cido ocadaico foi dissolvido em acetonitrila - 25ug para 25ml de acetonitrila, com
concentracdo final de final de 1pug.ml™.
= O Trietilamina foi usado a 30% em acetonitrila.

Estes reagentes foram preparados e estocados em freezer e utilizados a

temperatura ambiente.

3.5.2 Extracao de acido ocadaico das amostras de mexilhdes Perna perna

A toxina foi extraida segundo o procedimento descrito por SIGMA Cullture Company
(1993) modificada por SILVA (2001). Basicamente esta metodologia ¢ composta por
extragdo, derivagcdo e determinacdo dos ésteres da toxina acido ocadaico (AO). A analise
quimica do AO foi realizada seguida da determinacdo fluorimétrica dos ésteres derivados
depois de separados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Na garantia de uma amostragem estatisticamente representativa, para cada coleta,
foram extraidas amostras de 20 gramas da glandula digestiva (hepatopancreas) dos mexilhdes.
As amostras foram homogeneizadas e destas, um grama foi pesado e utilizado para extracao
(QUILLIAM, 1995). Para cada extragado foi feita uma réplica.

Um grama de hepatopancreas de mexilhdo foi submetido durante dez minutos ao
banho ultra-sonico (BUS) com 4ml de metanol aquoso (MeOH-H,0) na propor¢ao de 80:20
v/v, a temperatura ambiente. O homogeneizado foi centrifugado a 2000 rpm/15 minutos. Apos
a centrifugagdo, transferiu-se o sobrenadante (fase metanolica) para um tubo de vidro (15 cm
comprimento e capacidade 20 ml) com tampa de rosca.

A fase metandlica foi entdo submetida a etapas de limpeza com adi¢do de 2,5ml de
éter de petroleo, homogeneizado por inversao durante 1 minuto. Depois de separadas as fases,
a camada superior com éter de petréleo foi descartada. A limpeza com éter de petréleo €

realizada duas vezes para remover ao maximo os lipidios e as impurezas. Em seguida, para



isolar a toxina, foram adicionados 1,0 ml de 4gua e 4,0 ml de cloroférmio e agitado por
inversdo durante 1 minuto para a separacdo das fases. Apos inversdo a camada inferior
(cloroférmio), foi transferida para baldes de rotavapor. Durante essa transferéncia foi
realizada a filtracdo da amostra, com filtros GVWP01300 Millipore. Esta etapa ¢ realizada
duas vezes para se extrair a0 maximo a toxina, quando estiver presente. A fracdo do extrato
dissolvida no cloroférmio foi evaporada em evaporador rotatorio, na temperatura de 60°C, até
a redu¢ao do volume (1 a 2 ml). Em seguida as aliquotas restantes foram transferidas para
tubos tipo eppendorf e a secagem foi concluida com nitrogénio liquido. Os residuos foram

redissolvidos com 0,5 ml de acetonitrila (solugdo extrato).

3.5.3 Derivagdo e analise cromatografica

Como o acido ocadaico ndo absorve os comprimentos de onda dos espectros de luz
visivel e nem no ultravioleta, os métodos desenvolvidos para sua quantificacio utilizam-se da
técnica de derivacdo, onde um cromoéforo fluorescente ¢ ligado a sua funcdo carboxila,
fazendo-o fluorescer. Neste trabalho a metodologia usada para a deteccdo e quantificacdo da
toxina AO foi a desenvolvida por SIGMA (1993), otimizada por SILVA (2001) que usa como
cromoéforo o 1-(bromoacetil)pireno (BAP) tendo como catalizador a trietilamina 30% em
acetonitrila.

Em 0,5ml de solu¢do do extrato adicionou-se 0,5ml de 1-(bromoacetil)pireno (BAP) e
0,015ml (15uL) de trietilamina (TEA) (30% em acetonitrila) (SILVA, 2001). Os tubos
permaneceram em banho ultra-sonico (BUS) por 10 minutos e, em seguida aquecidos em
banho-maria a 75°C + 1°C por 20 minutos. Posteriormente, a solu¢ao de reagdo foi evaporada
e seca sob Ny. O residuo foi entdo resuspenso em 0,25ml de acetonitrila e 20ul da solugao
derivada foi injetada no sistema CLAE-DF. Uma mistura de acetonitrila e agua (75:25 v/v) foi
usada como fase movel em um fluxo de 0,8 ml/minuto. A amostra foi separada em uma
coluna Microsorb C18 10um (4,6 X 15 mm) (Varian-USA), a temperatura ambiente.

Para a analise cromatografica foi utilizado um cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia
equipado com uma bomba Waters, modelo 510, detector de fluorescéncia Agilent, modelo

1100 Series, injetor de loop fixo de 20 pL. (Rheodyne).



3.5.4 As condi¢des cromatograficas

As condi¢des cromatograficas utilizadas para o presente trabalho encontram-se
descritas no Quadro 01. As amostras foram injetadas em duplicata e a identidade da toxina foi
confirmada pelo uso de padrdo externo. A toxina foi quantificada através de calculo de

comparagdo entre a area produzida pelo padrido injetado com a area produzida pelo AO

presente naturalmente na amostra.

Quadro 01 — Condig¢des cromatograficas para detec¢do do 4cido ocadaico em CLAE-DF.

Fase movel acetonitrila:agua ultra-pura (75:25)
Fluxo 0,8 ml/min’!
Injecio 20 pl
Emissao 440 nm
Excitacio 335 nm

4 RESULTADOS E DISCUSSAO



4.1 Identificacdo e quantificacio do padrao da toxina AQO.

Foram realizadas injecdes dos reagentes separadamente, 1-(bromoacetil)pireno (BAP)
puro, da acetonitrila (ACN) pura e do BAP derivado com trietilamina 30 %, no sistema
CLAE, para diferenciar os resultados cromatograficos daqueles gerados pelas injecdes do
padrao do AO. O comportamento destas inje¢cdes foi o esperado, ou seja, ndo apresentaram
em nenhum momento picos com perfis proximos ao padrdo, tanto no quesito tempo de
retencdo como a area gerada.

Para o célculo da curva de calibracdo, foram realizadas injecdes do padrdo, derivados
em cinco volumes diferentes (1,00 ml; 0,50 ml, 0,25 ml, 0,15 ml e 0,05 ml). Assim, verificou-
se que houve aumento nos picos, ou seja, aumento nas areas geradas correspondendo ao

aumento das concentracdes da toxina (Figura 09).
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Figura 09 - Curva de calibragdo do padrao do 4cido ocadaico, utilizando cinco
volumes diferentes derivados.

Correlacionando os valores das areas obtidas foi verificado que a deteccdo
correspondeu linearmente, apresentando coeficiente de correlagio (R?) igual a 0,9998 (Figura
10).
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Figura 10 — Validagdo do método cromatografico CLAE-DF para deteccdo da ficotoxina AO. Reta de
regressio para o padrio AO. Concentragio da toxina em ng.g" de hepatopancreas de molusco.

Foram realizadas sucessivas injecdes do padrao do AO no intuito de avaliar a
repetibilidade. Os resultados encontrados foram satisfatorios, apresentando perfis
cromatograficos idénticos.

A injecao de 20 pl do padrao do AO (1 pg.ml 1, utilizada para os calculos de
quantificacdo, gerou pico aos 16.492 minutos de retencio, com uma area de 276.465

(figura 11), correspondendo a 20 ng de AO detectado.
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Figura 11: Cromatograma do padrio do AO (tempo de retencio: 16,492 minutos)

4.2 Cromatografia das amostras



Todas as analises das amostras apresentaram picos com tempo de retenciao
semelhante ao do padriao, demonstrando desta forma, a contaminacio pela toxina AO,

dos mexilhées coletados entre maio de outubro de 2006 (figuras 12).
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Figura 12: Cromatograma da amostra CO1 — coleta dia 20/05/2006.

De cada coleta foram realizadas duas andalises das amostras extraidas dos

hepatopancreas dos mexilhdes, perfazendo um total de 24 andlises, como demonstrado na
tabela O1.



Tabela 01 — 2 2 i e 2006, na enseada
de Maciéis, utlhzando coluna C18 e fase mével acetonltrlla dgua ultra p(ﬁﬂmzemtmgﬁ 05 (V/V)

Coleta Amostra (ug.g ™)
20 MAIO *C 01 3,28
*rep 0,57
06 JUNHO co02 0,56
rep 0,21
16 JUNHO Co3 1,16
rep 1,49
18 JULHO Co4 0,20
rep 1,50
27 JULHO Co05 2,31
rep 2,59
15 AGOSTO C06 2,27
rep 2,10
13 SETEMBRO C07- S* 0,60
rep 2,80
C07-
M* 4,04
rep 0,45
CO07-F* 8,54
rep 3,00
26 OUTUBRO C08-S 2,83
rep 3,46
C 08—
M 1,80
rep 4,10
C08-F 3,81
rep 2,23
*CO01 - primeira

coleta em maio, sucessivamente até a ultima coleta, ( C 10 ) coleta 10 em dezembro.
*rep — réplica; *S - superficie (0,5m), M — Meio(1,0m), F-fundo (1,5m) de profundidades da corda mexilhoneira

na coluna d’agua.

As réplicas apresentaram concentragdes muito divergentes (tabela 01), o que
impossibilitou a aplicagdo de testes de inferéncia estatistica. Possivelmente este
comportamento se deveu ao fato de; a segunda aliquota de 1g (réplica) retirada de 20g de
hepatopancreas homogeneizados, conter partes de hepatopancreas com concentragdes

diferentes da primeira, visto que; para se atingir os 20g, foram necessarios em média 50



mexilhoes, retirados aleatoriamente da corda de cultivo. Portanto, os resultados foram

demonstrados em médias durante os meses (figura 13).

AO (ug.g -1)

-C01 -C02 -C03 -C04 -C05 -C06 -Co7 -C08
20/05/06  6/06/06  16/06/06 18/07/06  27/0706 15/08/06 13/09/06 26/10/06

Figura 13: Grafico das médias das concentra¢des da toxina AQ.

Entre os meses de maio e agosto de 2006 nao houve separagdo entre as profundidades
(superficie = 0,5 m, meio = 1,0m e fundo = 1,5 m), porque ndo foram realizadas coletas de
fitoplancton. O objetivo seria comparar a quantidade de toxina encontrada, com o niimero de
microrganismos potencialmente produtores, por nivel de profundidade.

Todas as amostras analisadas apresentaram contaminagdo pela toxina AO em
concentragdes que variaram entre 0,20 pg.g ' e 8,54 pg.g "' de hepatopancreas. Estando acima
do limite permitido para comercializagdo e consumo, segundo a Unido Européia, que
estipulou o nivel maximo em 0,16 pg.g "' (do corpo todo ou alguma parte especifica do
molusco separadamente) (Decisao 2002/225/EC).

Apesar das concentracdes estarem abaixo do necessario para o desenvolvimento do
Envenenamento Diarréico por Moluscos, cerca de 48 pg.g ' de hepatopancreas, hd o risco
eminente da ocorréncia de um evento toxico. Além disso, outro fator relevante é o potencial
carcinogénico associado a ingestdo em baixas concentracdes durante longo periodo,
caracterizando assim o efeito cronico da toxina no trato gastrointestinal e em tecido hepatico,
como afirmam Daranas et al. (2001) e Sueoka & Fujiki (1997).

Como observado na figura 14, os meses de setembro e outubro apresentaram as
maiores concentracdes da toxina AO, sendo na estacdo da primavera. Estes resultados

confirmam os anteriormente encontrados por Mouratidou et al. (2006), quando detectaram por



CLAE, os maiores niveis da toxina AO durante os meses de primavera, contaminando
mexilhdes do Golfo Thermaikos — Grécia. A espécie de fitoplancton envolvida na floragao foi
Dinophysis acuminata.

Pesquisas realizadas no litoral sul do Rio de Janeiro também encontraram a toxina AO
em baixas concentragdes, em mexilhdes Perna-perna na baia de Sepetiba, ndo sendo
suficientes para desencadear o Envenenamento Diarréico por Moluscos (OLIVEIRA, 2001 e
FERREIRA, 2004). Associados aos resultados encontrados, observam-se a presenga constante
da toxina AO durante as épocas analisadas.

Lourengo (2004) também encontrou a toxina AO em mexilhdes Perna-perna coletados
em Maciéis — baia de Ilha Grande. No outono de 2004, apenas uma amostra contaminada, na
concentragio de 2,65 ng de AO.g' de hepatopincreas. Nesta pesquisa as menores
concentragdes de toxina também foram encontradas no outono, o que demonstra um
comportamento fitoplanctonico dependente de variagdes ambientais, como por exemplo, a
temperatura.

Ramirez, (2003) detectou AO nos mexilhdes de Pontevedra, Vigo — Espanha em 1999,
quando as maiores concentragdes observadas estavam nos meses mais quentes
(primavera/verdao) em concordancia com os resultados demonstrados no grafico box-plot

(figura 14).
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Figura 14: Analise estatistica demonstrada em Box-plot .
Epoca (meses de coleta): 1 =maio; 2 ¢ 3 = junho; 4 ¢ 5 = julho; 6 = agosto; 7 = setembro e 8 = outubro.

Onde ™= representa as médias das concentragdes da toxina AO.

4.3 Fitoplancton: Dinoflagelados potencialmente tdxicos

Os géneros Dinophysis e Prorocentrum foram os de maior representatividade dentre
os dinoflagelados. As espécies Prorocentrum micans (figura 15) e Prorocentrum gracile
foram encontradas em todas as amostras analizadas at¢é o momento e ainda ndo foram
apontadas como produtoras de toxina diarréica (figura 18). Proenga (1999) confirmou que P.
micans ndo foi capaz de produzir as toxinas diarréicas AO ou DTX, porém, D. acuminata
(figura 16) foi capaz de produzir a toxina AO. Contudo, Fukuyo et al. (1990) relaciona

Prorocentrum micans como potentes formadores de floragdes.



Figura 15: Fotomicrografia das espécies de fitoplancton identificadas com auxilio de microscopio

biologico invertido (objetiva 25x). 1-Dinophysis fortii e 2-Prorocentrum micans.

Figura 16: Fotomicrografia (objetiva 25x)

Dinophysis acuminata

Figura 17: Fotomicrografia (objetiva 25x)

Dinophysis tripos



Foram tipados em Prorocentrum sp 1 e Prorocentrum sp 2 devido a dificuldade de se
chegar até espécies segundo metodologia de identificacao utilizada.

Para a confirmacdo das espécies identificadas assim como a correta classificacdo
daqueles que foram somente tipados, estd sendo realizada a microscopia eletronica.no

Instituto de Biociéncias, Departamento de fisiologia da Universidade de Sao Paulo.
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Figura 18: Grafico da ocorréncia de espécies do género Prorocentrum, entre os meses de
setembro e outubro de 2006.

Foram encontradas Dinophysis fortii, Dinophysis acuminata, Dinophysis tripos
(figuras 15, 16 e 17) e D. rotundata, durante os meses de setembro e outubro, em baixa
abundéncia (menos de 10 céLl ), como demonstrado na figura 19, sendo todas, em algum
momento, capazes de produzir a toxina AO causadora do Envenenamento Diarréico por

Moluscos segundo o IOC- UNESCO, 2000.

m D .acuminata
B D .tripos

D. rotundata
g D. fortii

setembro outubro

Figura 19: Grafico da ocorréncia de espécies do género Dinophysis, entre os meses de
setembro e outubro de 2006 (em 90L de 4gua do mar).



4.3.1 Analise estatistica do fitoplancton (dinoflagelados)

Como demonstrado na tabela 02 de analise de variancia, concluiu-se que houve
diferenca significativa entre as profundidades de coleta do fitoplancton. Observou-se também
que os meses de coleta, diferiram significativamente entre si.

Tabela 02 — Analise de varidncia para nimero de dinoflagelados em trés diferentes profundidades (superficie,
meio e fundo) em relagdo aos meses de setembro e outubro.

GL Quadrado médio Fcalc.
Profundidade 2 4,7505 50,47757*
Erro(a) 18 0,0941
Meés 1 39,95 649,0072*
Erro(b) 9 0,0615
Prof x Més 2 2,6795 64,7396*
Residuo 18 0,0413

* significativo a < 0,001%. ** Os dados foram transformados em log(x+1)
O delineamento experimental foi de parcela subdividida no tempo.
Erro (a) = erro associado as profundidades

Erro (b) = erro associado aos meses analisados.

A partir da tabela 03, verificou-se que a analise realizada no fundo apresentou um
maior nimero de microrganismos. Este resultado foi independente do més analisado.
Contudo, o més de outubro apresentou um numero maior de microrganismos, quando

comparado ao més de setembro.

Tabela 03 — Numero médio de dinoflagelados em diferentes profundidades, nos meses de setembro e outubro de

2006.
. Més
Profundidad
rotundicade Setembro Outubro
Superficie 27 213
Meio 31 244
Fundo 125 275

C.V. (%) 0,13




4.4 Producao de acido ocadaico

A ocorréncia da toxina AO nos meses de setembro e outubro, estacdo da primavera,
possivelmente foi produzida pela espécie D. acuminata que foi a predominante dentre as
demais identificadas como também associou Ramiréz (2003). A autora afirma que, as
concentragcdes de AO em mexilhdes associadas a proliferagio de D. acuminata em
Pontevedra, Vigo — Espanha, alcan¢ou niveis acima do dobro do méximo detectado durante as
proliferagcdes de D. acuta.

Estes resultados também vao de encontro aqueles publicados por Mackenzie (2005),
quando confirmou a producao da toxina AO por células de D. acuta e D. acuminata, na Nova
Zelandia em 2002, estando os niveis mais altos da toxina em células de D. acuminata. Os
perfis das toxinas produzidos por espécies de Dinophysis, mostraram que a concentragdo nas
células pode variar substancialmente de acordo com condi¢des do meio (teor de nutrientes) e
climaticas (temperatura), havendo variagdes ainda no contetido de toxinas por célula dentro de
uma mesma populacao.

Ainda no mar Adriatico (Noroeste da Costa da Italia), eventos de EDM tém sido
relatados desde 1989 e quase sempre associados a baixa abundancia de células das espécies de
dinoflagelados toxicos. Esporadicamente tém ocorrido floragdes ao longo da Costa Noroeste.
Em 2002, a maior ocorréncia de células potencialmente toxicas foi evidenciada no periodo da
primavera / verdo, quando Dinophysis spp. foi encontrada em altos niveis (PENNA, 2006).

Mouratidou et al. (2006), detectou os maiores niveis da toxina AO durante os meses
de primavera, contaminando mexilhdes do Golfo Thermaikos — Grécia e a espécie de
fitoplancton envolvida na Floragdo foi Dinophysis acuminata e provavelmente responsavel
pela producao da toxina encontrada.

Ferreira (2004) e Lourenco (2004) associaram aos niveis da toxina AO encontrados
em mexilhdes Perna perna, na baia de Sepetiba e baia de Ilha Grande - RJ respectivamente,
as espécies de Dinophysis encontradas como provaveis produtoras. Ferreira (2004) encontrou
células de D. acuminata, D. tripos, D. fortii, D rotundata e D. acuta em baixa abundancia (2
cell™). Segundo o autor, o AO encontrado possivelmente foi produzido durante eventos
anteriores de floracdes por estas espécies, quando os mexilhdes acumularam a toxina AO,

estando em processo de depuragdo natural no periodo em que foram coletados.

Dinophysis acuminata esteve presente em densidade muito baixa. Smayda (1990)

demonstrou que uma floragdo nociva ndo pode ser caracterizada apenas em fun¢do do



pardmetro biomassa, pois espécies pertencentes ao género Dinophysis produzem toxinas
diarréicas em densidades celulares da ordem de 10* células/litro de 4gua do mar. BALECH
(2002), recomenda mesmo em regido onde a quantidade de exemplares de algas toxica seja
baixa, medidas preventivas como monitoramento destas algas e dos moluscos. Segundo este
autor, as algas tornam-se perigosas, em um tempo relativamente curto, aumentando sua
concentragdo e densidade, se as condi¢des nestes ambientes se tornarem favoraveis.

Em estudos feitos por Poletti et al. (1996) no mar Adridtico, foi mostrado que
mexilhdes contaminados naturalmente com uma grande concentragio de AO (4.25pg AO.g”
de hepatopancreas), quando transferidos para areas livres desta toxina, em seis dias o nivel de
contamina¢do em seus hepatopancreas, havia baixado 83% e em 21 dias a toxina havia
desaparecido dos tecidos destes moluscos.

Esta pesquisa demonstra que, possivelmente os mexilhdes se contaminaram por
eventos toxicos pontuais de fitoplancton que ndo foram detectados durante as coletas, por
apresentar uma freqiiéncia espacial e temporal de curta duragdo, que permitiram a exposi¢ao
dos bivalvos a concentracdes elevadas de células toxicas. Ou ainda pode haver outra espécie
envolvida na produ¢do da toxina AQO, visto que ndo houve coleta de organismos bentonicos,
caracteristicos de fundo, demonstrando a necessidade de uma investigacao neste aspecto.

Segundo Ramirez (2002), eventos de microalgas toxicas se tornaram, do ponto de
vista sanitdrio e pesqueiro, o problema mais grave relacionado com as ficotoxinas, no Cone
Sul Américo. Durante estes episddios, sem alcancar necessariamente concentracdes que
colorem a agua, estas microalgas, t€ém causado graves intoxica¢des ao homem e levado a

proibi¢ao na extragdo e comercializagao dos mexilhoes.



5 CONCLUSOES

Todas as amostras contaminadas apresentaram concentragdes da ficotoxina AO
abaixo do limite necessario ao desenvolvimento do EDM. Porém, ha o risco em potencial para
o evento ocorrer a partir do aumento da concentracdo de AO, quer seja pela multiplicacao de

células fitoplanctonicas ou pelo aumento da producao da toxina por célula destes organismos.

A contaminag¢do de todas as amostras, em baixas concentra¢des, demonstra o alto risco
da acdo carcinogénica nos consumidores regulares, principalmente nos proprios maricultores

que consomem o excedente da produgao.

As baixas densidades celulares de dinoflagelados encontradas indicaram nao estar

ocorrendo floragdes durante as coletas.

Todas as espécies de Dinophysis identificadas sdo potencialmente produtoras da toxina

AO.

A presenga do maior numero de dinoflagelados, no fundo, indica o deslocamento
fitoplanctonico na coluna d 4gua, possivelmente, por haver nesta profundidade, maior teor de

nutrientes.



6 RECOMENDACOES DE PESQUISA

A detec¢ao da ficotoxina AO, mesmo em baixas concentragdes nos moluscos, € a
presenga de Dinophysis spp na baia de Ilha Grande, reafirmam a necessidade da elaboragéo ¢
da realizacdo efetiva de um programa de controle higi€nico-sanitario dos moluscos assim
como o monitoramento ambiental na regido.

Diante da escassez de dados sobre a incidéncia do EDM e do potencial carcinogénico
da toxina AO, recomenda-se um estudo epidemioldgico aprofundado na regido ¢ a
continuagdo das pesquisas no litoral do Rio de Janeiro.

Além disso, deve haver a informa¢do em forma de educacdo, aos pequenos produtores
locais, que desconhecem o perigo das ficotoxinas e toda a problematica envolvida neste

assunto.
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