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RESUMO

O presente artigo contextualiza o papel das ficotoxinas diarreicas em trés cendrios: seu papel ecolégico em relagdo a
biota marinha, seus efeitos na aquicultura e, incluindo o homem na teia tréfica marinha, seus efeitos deletérios na saude
publica. Primeiramente, ficotoxinas sio definidas como produtos naturais marinhos, substancias biologicamente ativas
(metabdlitos secundarios), sendo as diarreicas sintetizadas por dinoflagelados dos géneros Dingphysis e Prorocentrum. Esses
organismos integram a comunidade planctonica marinha costeira, sendo algumas espécies de Prorocentrum bentonicas;
portanto as toxinas apresentam implicacoes nas teias tréficas pelagicas e bentonicas costeiras. Sdo ditas microalgas
potencialmente téxicas, pois a producio das ficotoxinas ndo ¢ constante e varia intraespecificamente dependendo do
contexto ecoldgico em que a microalga se encontre. Moluscos bivalvos (mexilhoes, ostras e vieiras) sao o segundo
grupo mais cultivado na aquicultura marinha. Sdo organismos bentdnicos sésseis e alimentam-se principalmente de
microalgas. Quando as microalgas potencialmente toxicas estiverem expressando sua capacidade toxigena, os moluscos
as bioacumulario, transferindo as ficotoxinas para os consumidores humanos. Dessa forma, surgem as Sindromes
de Envenenamento por Moluscos, maior problema de saude publica em nfvel mundial, associadas ao consumo de
moluscos bivalvos contaminados por ficotoxinas. Essa revisdo trata especificamente do Envenenamento Diarreico
por Moluscos (EDM), intoxicacdo causada principalmente pela ficotoxina acido okadaico, amplamente distribuida em
dguas temperadas as tropicais. Atualmente, a aquicultura corresponde a 47% do pescado produzido, com tendéncia a
aumentar sua participa¢ao em virtude da estagnacio na captura de pescado. Dessa forma, para garantir que o pescado
produzido seja um alimento inécuo aos consumidores humanos, foi necessario desenvolver politicas publicas voltadas
a sanidade do pescado. No cenario nacional, recentemente foi criado o Programa Nacional de Controle Higiénico
Sanitario de Moluscos Bivalvos, ainda ndo implementado, em moldes de programas internacionais em vigor ha décadas.
A plena execug¢io do programa ¢ fundamental ao fomento seguro da aquicultura nacional.
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ABSTRACT - THE ROLE OF DIARROETHIC PHYCOTOXINS IN AQUATIC BIOTA ANDAQUA-
CULTURE

This article analyzes the role of diarroethic phycotoxins in three scenarios: their ecological role in relation to marine
biota, their effects on aquaculture - including the man in the marine trophic web — and its deleterious effects on public
health. First, phycotoxins are defined as marine natural products. Biologically active (secondary metabolites) being
the diarroethic ones-synthesized by dinoflagellates from the genus Dinophysis and Prorocentrum. These dinoflagellates
comprise the coastal marine plankton community, but some species of toxic Prorocentrum are benthic. So the toxins
have implications for benthic and pelagic coastal food webs. These microalgae are regarded as potentially toxic be-
cause the phycotoxins production is not constant and varies intra specifically depending on the ecological context in
which microalgae live. Bivalve molluscs (mussels, oysters and scallops) are the second most cultivated group in marine
aquaculture. They are sessile benthic organisms that feed mainly on microalgae. When potentially toxic microalgae
are expressing their toxicity, toxins accumulate in the molluscs, transferring its phycotoxins to human consumers.
Shellfish Poisoning Syndrome is the largest public health problem worldwide associated with the consumption of
bivalve mollusks. This review specifically addresses Diarroethic Shellfish Poisoning, mainly caused by okadaic acid
intoxication, widely distributed in temperate to tropical waters. Currently aquaculture corresponds to 47% of fish
produced, with a tendency to increase its stake due to the stagnation in capture fisheries. Thus to ensure that the
produced fish is harmless food for human consumers was necessary to develop focused on fish health policies. On
the national scenario, recently the National Program of Sanitary Control of Shellfish Bivalve, not yet implemented,
has emerged inspired in international programs established for decades. The full implementation of this program
is critical to fostering national aquaculture insurance.
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INTRODUCAO

Moluscos bivalvos alimentam-se de
organismos planctonicos: microalgas (Ogilvie et
al. 2000), bactérias, mesozooplancton (Zeldis et al.
2004); mas também de matéria organica particulada
(MOP). Podem filtrar varios litros de 4gua do mar
por hora dependendo de fatores bidticos (espécie de
molusco, tamanho, estado fisiologico, quantidade
de alimento disponivel, presenca de toxinas) e
abidticos (principalmente temperatura e salinidade)
(Resgalla-Jr. et al. 2007). Seu habito filtrador
faz com que sejam eficientes bioindicadores,
ou organismos sentinelas, para deteccao da
presenca de patdgenos ou de substancias toxicas
(em fase dissolvida ou adsorvida em particulas
organicas) presentes na coluna d’agua (Duchemin
et al. 2008). Ficotoxinas sdao substancias naturais
bioativas produzidas por determinadas espécies
de microalgas e que podem se bioacumular em
bivalvos, tornando-os vetores para as Sindromes
de Envenenamento por Moluscos (Lawrence et al.
2011). Sob outro enfoque a forma de alimentagao
dos moluscos os torna organismos amplamente
cultivados em todo o mundo, pois ndo necessitam
uso de ragdo e oferecem baixo impacto ambiental
(Byron et al. 2011). Ocupam a segunda posi¢ao
no ranking mundial aquicola em volume de
producdo (23,6% correspondendo a 14,2 milhdes
de toneladas) precedido apenas por peixes de d4gua
doce, principalmente ciprinideos (FAO 2012a).
O Brasil ocupa a 14* posi¢ao no ranking mundial
de producao aquicola, com peixes de dgua doce,
camardes e moluscos bivalvos (FAO 2013). O
principal molusco cultivado no litoral brasileiro
¢ o mexilhdo Perna perna (Linnaeus, 1758) com
producdo de 13.723 t, seguido pela ostra do Pacifico
Crassostrea gigas (1.908 t) e a vieira Nodipecten
nodosus (5,2 t) (MPA 2012a). As ficotoxinas
diarreicas ja foram detectadas em locais destinados
a producao de moluscos bivalvos nos litorais
de Santa Catarina, principal produtor nacional
de moluscos, Rio de Janeiro e Pernambuco. Em
julho de 2012 foi sancionada a portaria que da
diretrizes para a execu¢do do monitoramento de
ficotoxinas no litoral brasileiro (MPA 2012b), em
funcionamento apenas no estado de Santa Catarina.

O presente artigo tem por objetivo
contextualizar o papel das ficotoxinas diarreicas
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em trés cendrios: seu papel ecoldgico em relacao
a biota marinha, seus efeitos na aquicultura e,
incluindo o homem na teia trofica marinha, seus
efeitos deletérios na satide publica.

FICOTOXINAS
Produtos naturais marinhos

Das cerca de 5000 espécies de microalgas
marinhas, aproximadamente 300 sdo capazes de
produzir floragdes (Daranas et al. 2001), mas
apenas 94 sdo consideradas potencialmente nocivas
(Moestrup 2013): 14 espécies de diatomaceas e
80 de dinoflagelados. Dentre os dinoflagelados,
11 espécies pertencem ao género Prorocentrum
(Elbrachter & Faust 2013) e 12 ao género
Dinophysis (Zingone 2013), envolvidos na
producdo de toxinas diarreicas (Tabela 1).

O principal efeito nocivo apresentado por
estes dinoflagelados ¢ o seu potencial para a
producdo de substancias biologicamente ativas:
ficotoxinas, quando o efeito toéxico da-se em
humanos, e ictiotoxinas quando o efeito atua sobre
peixes e invertebrados marinhos (Manftin et al.
2012, Moestrup 2013). Portanto, tais toxinas sao
consideradas como produtos naturais marinhos
(Blunden 2001).

Ficotoxinas ndo sdo vitais ao metabolismo
das microalgas que as produzem. Sd@o moléculas
complexas, de alto peso molecular. Sua sintese
requer gasto energético e ocorre através de um
desvio de rota metabolica primaria ou via reliquia
(metabdlito secundario). Legrand et al. (2003)
consideraram ficotoxinas como alelopatia. No
ambiente marinho, a alelopatia tem sido considerada
como uma adapta¢@o evolucionaria, um mecanismo
para obten¢do de vantagens na competi¢ao por
recursos entre organismos fitoplanctonicos. Foram
citadas como principais consequéncias da acao
de alelopaticos na comunidade fitoplanctonica a
inibicao da fotossintese ou redugdo nas taxas de
crescimento de espécies competidoras, inibi¢ao
da herbivoria e indu¢ao da formagao de cistos de
resisténcia.

Por exemplo, a ficotoxina diarreica acido
okadaico apresentou a capacidade de inibir
o crescimento da diatomacea Thalassiosira
weissflogii (competidora por nutrientes), em
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Tabela 1. Lista das microalgas potencialmente toxicas envolvidas no Envenenamento Diarreico por Moluscos
(EDM) e suas ficotoxinas. AO: acido okadaico; DTX’s: dinophysistoxinas; PTX’s: pectenotoxinas.

Table 1. List of potentially toxic microalgae involved in Diarrhetic Shellfish Poisoning (EDM) and theirs
phycotoxins. AO: okadaic acid, DTX s dinophysistoxins, PTX: pectenotoxins.

Microalga Efeito nocivo

Toxina diarreica

Género Prorocentrum
EDM

P, belizeanum

P. borbonicum

P. cassubicum EDM?

P. concavum 21

P. cordatum 2!

P. emarginatum Hemolisina'
P, faustiae EDM

P. hoffmannianum
P lima

P. maculosum

P. rhathymum EDM
Género Dinophysis

D. acuminata EDM
D. acuta EDM
D. caudata EDM
D. fortii EDM
D. infundibula EDM
D. miles EDM
D. norvegica EDM
D. ovum EDM
D. sacculus EDM
D. tripos EDM
Phalacroma mitra EDM
P. rotundatum EDM

Provavelmente neurotoxinas':

EDM e toxinas de agdo rapida!
EDM e Ciguatera, toxinas de acao rapida

EDM e Toxina de agdo rapida'

AO!'; DTX-5¢*

AO, DTX-1, DTX-2!
?]

3,6

?1
AO e DTX-1!
AO!
| AO e DTX-13; DTX-15; AO,
DTX-1 e DTX-27; DTX-48
AO'; DTX-48
AO2

AO!; DTX-1, PTX-2% 1016
AO, DTX-1 e DTX-2!; PTX-2?
AO e PTX-2'; AO e DTX-1'!
AO, DTX-1 e DTX-2!; PTX-214
PTX-2
AO e DTX-151!

AO e DTX-1!; PTX-1 e PTX-12!7
AO?

AO!; DTX-2 e PTX-219
DTX-1!; PTX-2'8
DTX-1!

DTX-1!

"Moestrup et al. 2013; Raho et al. 2008; 3Aligizaki et al. 2009; “Paz et al. 2007; Nascimento et al. 2005; °Ten-Hage et
al. 2002; "Bravo et al. 2001; 8Morofio et al. 2003; “Mackenzie et al. 2005; '“Blanco ef al. 2007; 'Marasigan et al. 2001;
2Denardou-Queneherve ef al. 1999; 3Ten-Hage et al. 2000; “Draisci et al. 1996; "Naves et al. 2006; '°Kamiyama &
Suziki 2009; "Miles et al. 2004; '8Rodriguez et al. 2012; °Riobd et al. 2013; 2°An et al. 2010.

situacdo experimental (Hay & Kubanek 2002).
Assim como o AO a dinophysistoxina-1 também
apresentou a capacidade de inibir o crescimento
de T weissflogii, Dunalliela salina, D. tertiolecta
e Amphydinium carterae (Windust et al. 1996).
O perfil de produgao de ficotoxinas ¢
espécie especifico (Morono et al. 2003). A mesma
toxina pode ser produzida por diferentes espécies

e uma mesma espécie pode produzir diferentes
ficotoxinas (Tabela 1). Embora essa variabilidade
possa ocorrer temporal e espacialmente, a
proporcdo entre as toxinas produzidas por uma
espécie em um mesmo local parece permanecer
constante (Mackenzie et al. 2005). Por exemplo,
na costa portuguesa Dinophysis acuta produz AO e
DTX-2 na proporgao de 60:40 (Vale 2006), porém
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na Nova Zelandia D. acuta produz apenas PTX-2
(Puente et al. 2004).

Portanto, para avaliar o risco da ocorréncia
de intoxicagdes diarreicas além de identificar
as espécies potencialmente toxicas presentes e
quantifica-las também ¢ fundamental conhecer
o perfil toxigeno de cada espécie de microalga:
toxinas produzidas, sua propor¢ao, bem como
variabilidade espacial e temporal. Lindahl et al.
(2007) analisaram perfis toxicos para D. acuta e
D. acuminata na costa da Suécia e verificaram que
mexilhdes apresentaram concentragdes suficientes
para produzir casos de intoxicagdo tanto quando
consumiram 1500 células de baixo potencial
toxigeno, quanto com apenas 100 células com altas
concentragdes intracelulares de toxinas.

Por exemplo, na baia de Sepetiba a ficotoxina
diarreica acido okadaico foi detectada em baixas
concentracdes em diferentes situagdes sugerindo
um perfil baixo e constante de producdo dessa
ficotoxina ao longo do tempo (Oliveira ef al. 2005,
Ferreira et al. 2010). No entanto, em um ambiente
adjacente, na baia de Ilha Grande, a mesma
ficotoxina apresentou grande variabilidade: da
ordem de nanogramas de AO no outono de 2004 a
microgramas na primavera e verdo de 2006/2007
(Lourencgo et al. 2007, Mariné et al. 2010). Nas
duas situagdes associou-se a produ¢do da ficotoxina
AO a mesma espécie: Dinophysis acuminata, que
apresenta o acido okadaico como sua principal
toxina em varias partes de mundo, embora também
possa produzir outras toxinas diarreicas.

A expressao do potencial toxigeno pode ser
afetada por fatores bidticos e/ou abidticos resultando
em uma grande variabilidade intraespecifica. Por
exemplo, Johansson et al. (1996) encontraram
para D. acuminata aumento na produgio de
acido okadaico, em condigdes de limitagao de
nutrientes. Em situag¢do limitante por nitrogénio,
o aumento da produgdo pode ser até seis vezes
maior que em condi¢des normais, onde a relacao
nitrogénio:fosforo esteja balanceada (16:1).
Comportamento similar apresenta Prorocentrum
lima, indicando maior potencial para produgado de
toxinas em resposta ao estresse ambiental (Granéli
et al. 1998).

Muito se tem discutido acerca do aumento
na frequéncia e na intensidade de episodios
associados as microalgas nocivas. Varios fatores
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jé foram apontados como hipdteses ao incremento:
aumento no esforco de pesquisa, disseminacao das
microalgas ou seus cistos via maricultura ou dgua de
lastro (hipoteses de emigracao), favorecimento das
espécies toxigenas devido a eutrofizagdo cultural
e as mudangas climaticas globais (hipdtese da
mudanca ambiental) (Hallegraef 1993, Smayda
2002). Smayda (2007) discute o paradigma da
introdugdo de microalgas nocivas via 4gua de lastro
(também por organismos utilizados na maricultura):
ciclos naturais de expansiao das microalgas,
ritmos de floragdes, problemas metodoldgicos de
amostragem, mudangas ambientais que favorecam
o estabelecimento da microalga e posterior floragao,
entre outros. O autor cita diversos exemplos,
como o da introducdo de dinoflagelados téxicos
associados a entrada de ostras perliferas na Europa,
e aintrodugdo de cistos de Gymnodinium catenatum
na Tasmania via dgua de lastro. Por outro lado
salienta a importancia de utilizar determinados
critérios para verificar se uma espécie realmente foi
introduzida acidentalmente ou se era uma espécie
criptica na comunidade fitoplanctonica local.
Denomina-se eutrofiza¢ao cultural a
alteracdo no balan¢o de nutrientes em aguas
costeiras mediado por acdo antrdpica. Esse
desequilibrio inicialmente leva a alteragdes na
composi¢ao da comunidade fitoplanctonica,
e suas consequéncias nocivas estendem-se ao
longo de toda a teia tréfica marinha. Atualmente
ha um consenso na comunidade cientifica acerca
de seu papel na promoc¢do e manutengao de
floracdes de algas nocivas, ao atuar como agente
de desequilibrio no ambiente natural e levado ao
favorecimento das microalgas mais rusticas e/ou
mais aptas a sobreviverem nestas condigdes de
degradac¢do da qualidade da 4gua do mar (Heisler
et al. 2008). Além disso, Granéli et al. (2008)
reiteraram que o fendmeno da eutrofizagao cultural
favorece a produgdo de substincias alelopaticas
como mecanismo para obtencdo de vantagens
competitivas em um ambiente em desequilibrio.
Naultima década, observou-se, ao longo de regides
costeiras em todo o mundo, eventos de Floragoes de
Algas Nocivas (FAN) mais intensos, duradouros,
com maior nimero de espécies toxicas envolvidas
levando a expressivos prejuizos ecoldgicos e

econdmicos, principalmente para a aquicultura
(Anderson et al. 2012).



Ferreira & Pereira 41

TOXINAS DIARREICAS

A ficotoxina diarreica mais amplamente
distribuida ¢ o 4cido okadaico, principal promotor
do Envenenamento Diarreico por Moluscos
(EDM). E um poliéter de cadeia linear (Figura
1), com peso molecular de 804,4661Da e
formula C,,H,,0,; (Quilliam 2004). As toxinas
lipofilicas associadas ao EDM compreendem
a familia dos okadaiatos (acido okadaico e
dinophysistoxinas), as pectenotoxinas ¢ as
yessotoxinas. Em comum possuem os organismos
produtores (principalmente Dinophysis spp.)
e a composi¢cdo bioquimica de poliéteres. No
entanto, os modos de acdo destas ficotoxinas sao
dispares: okadaiatos apresentam sintomatologia
estritamente diarreica enquanto pectenotoxinas
e yessotoxinas atuam sobre a fisiologia hepatica
(Manftin et al. 2012).

Variando-se os trés radicais encontrados na
molécula do AO (com hidrogénio e metil) obtém-
se as toxinas derivadas: as dinophysistoxinas 1 e
2, que diferem em propriedades quimicas (peso
molecular, tempo de retencao), mas nao no modo
de acdo toxico. Para obter-se o derivado DTX-3 a

molécula do AO sofre adi¢ao de um radical acyl
no sitio 1 (Vale & Sampayo 2002a).

Todos os okadaiatos sdo termoestaveis, acido-
base resistentes (ndo sao inativados pelo pH acido
da barreira estomacal, nem alcalino intestinal). O
cozimento de moluscos apenas concentra as toxinas
presentes, devido a perda de dgua que a carne do
molusco sofre durante a coc¢do. Outro efeito do
cozimento ¢ a redistribuicao das toxinas nos tecidos
do animal: na carne fresca a toxina concentra-se na
glandula digestiva e na carne cozida € redistribuida
nos demais tecidos, permanecendo apenas 9%
de toxina na glandula digestiva do mexilhao M.
edulis. As toxinas somente sdo inativadas em altas
temperaturas, acima de 130°C, significando que
este tipo de processamento ndo ¢ viavel como
depuragao para toxinas diarreicas, pois moluscos
submetidos a essas temperaturas tornam-se
impalataveis e perdem seu valor nutricional
(McCarron et al. 2008).

Toxinas homdlogas ao acido okadaico
(DTX-1,2) podem ser biotransformadas em DTX-
3, por acdo enzimdtica na glandula digestiva de
algumas espécies de moluscos. A conversdo da-
se por acilagdo e esses compostos acumulam-se

OA H H Ch3 H H H
DTX1 H H CH3 Ch3 H H
DTX2 H H H H CH3 H
DTX3 H acyl H H CH3 H

Figura 1. Estrutura quimica da ficotoxina diarreica acido okadaico (OA) e seus principais derivados
dinophysistoxina 1 (DTX1), dinophysistoxina 2 (DTX2) e dinophysistoxina 3 (DTX3). Figura adaptada de
Larsen et al. (2007).

Figure 1. Chemical structure of diarrhoethic phycotoxin okadaic acid (OA) and its main derivatives
dinophysistoxin-1 (DTX1), dinophysistoxin-2 (DTX2) and dinophysistoxin-3 (DTX3). Figure adapted from
Larsen et al. (2007).
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preferencialmente em vieiras. Esse tipo de toxina
diarreica metabolizada (DTX-3) predomina no
Japao, derivada da ficotoxina DTX-1 produzida
por Dinophysis fortii (Vale & Sampayo 2002a).

Em mexilhdes, ha predominancia da
presenga de okadaiatos em sua forma livre
(Morofio et al. 2003). Ha relatos demonstrando
que a vieira Patinopecten yessoensis (Suzuki et
al. 2005), o bivalvo Solen marginatus (Vale &
Sampayo 2002b) e caranguejos (Torgersen et
al. 2005) apresentam a capacidade de realizar a
biotransformagao de AO e DTX-1,2 em DTX-3.
Nao ha informagdes a respeito de biotransformagao
para as espécies de moluscos nativos da costa
brasileira.

A ficotoxina diarreica 4acido okadaico
encontra-se disseminada amplamente nos mares de
todo o planeta (Vale & Sampayo 2002a). Geralmente
DTX-1 ocorre em baixas concentragdes na Europa,
onde o 4cido okadaico ¢ a toxina diarreica
predominante, exceto na Noruega (Carmody et
al. 1996). Na Irlanda, a toxina predominante ¢ a
DTX-2, com D. acuta produzindo também AO em
menores concentracdes (James et al. 1997). Na
Galicia (Espanha) Bravo et al. (2001), relataram
Prorocentrum lima produzindo DTX-1 nas mesmas
proporcdes que o AO (razdo AO:DTX-1 de 12,9
pg.célula’! e 12,4 pg.célula’!, respectivamente),
porém os eventos de EDM sao produzidos por
Dinophysis spp. com predominio das toxinas AO
(com D. acuminata) ¢ DTX-2. No mar Adriatico
AO e DTX-1 sdo as principais toxinas diarreicas
causadoras de EDM (Pavela-Vrancic et al. 2002).

No Canada DTX-1 ¢ a toxina predominante
produzida por P. /ima, capaz de sintetizar também
AO nas mesmas proporgdes (Bravo e al. 2001). Na
costa oeste dos Estados Unidos o acido okadaico
¢ a principal toxina diarreica produzida em
baixas concentracdes, associada a dinoflagelados
epibentdnicos, principalmente P. /ima (Maranda et
al. 2007). Para o cone sulamericano encontramos
o AO como principal toxina, acompanhado
por DTX-1,2,3 no Chile (Garcia et al. 2004).
Recentemente também ha o relato da ocorréncia
de PTX-2 no Chile produzida por D. acuminata
(Blanco et al. 2007). Na China, o acido okadaico
também ¢ a toxina diarreica mais importante ao
longo de todo o0 ano (Mak et al. 2005), sendo que na
Australia o AO ¢ acompanhado, em menor escala,

Oecol. Aust., 20(1): 37-50, 2016

pela PTX-2 (Madigan et al. 2006). O primeiro
relato da presenga de ficotoxinas na Russia revelou
a predominancia de AO, e em menores propor¢des
a presenca de DTX-1, PTX's e YTX’s (Vershinin
et al. 2000).

Em aguas brasileiras, até o presente momento
hé relatos de ocorréncia do 4cido okadaico em Santa
Catarina (Schmitt & Proenca 2000), no litoral do
Rio de Janeiro (Oliveira et al. 2005, Lourenco et
al. 2007, Mariné et al. 2010, Ferreira et al. 2010) e
em Recife (Souza et al. 2007). Ferreira et al. (2010)
salienta a necessidade de maiores investigacdes
da presenga de outras toxinas lipofilicas no litoral
sul fluminense, principalmente DTX-1 e PTX-2
devido a ocorréncia de microalgas potencialmente
produtoras na regido.

Ainda nao ha estudos sobre o perfil toxigeno
expresso pelas espécies de Dinophysis que ocorrem
no litoral brasileiro. Em nosso litoral, a pesquisa
na linha de ficotoxinas ainda permanece em uma
etapa puramente descritiva, que necessita ser
urgentemente fomentada e ampliada a toda costa
principalmente onde ha parques aquicolas.

A agdo toxica dos okadaiatos, verificada em
ensaios biologicos e citoldgicos, ¢ classificada
em: genotoxica (Silva et al. 2001), carcinogénica
(Feng et al. 2006), neurotoxica (Kamat et al. 2013)
e citotoxica (Huynh-Delerme et al. 2003).

O principal sintoma do EDM, a diarreia,
pode ser explicado pela hiperfosforilacao das
proteinas que controlam a secre¢do de ions de
sodio pelas células intestinais ou pelo aumento
da fosforilagdo do citoesqueleto das células do
epitélio intestinal resultando, ambas, em alteracdes
na permeabilidade intestinal, que por sua vez leva
a perda passiva de fluidos (FAO 2004).

As toxinas diarreicas ligam-se a uma classe
particular de receptores celulares, as proteinas
fosfatases (PP1 e PP2A), presentes no estdmago,
colon e intestino delgado. Logo, a presenca destes
receptores para o AO indica os possiveis locais
para o desenvolvimento de tumores. A liga¢ao do
AO as proteinas fosfatases resulta em uma rapida
construcao de proteinas fosforiladas, atuando o
AO como potente inibidor da atividade normal
dessas proteinas fosfatases. Ensaios realizados
com cobaias sugerem que o efeito cronico dos
okadaiatos seja a promog¢do de tumores no
estdmago e intestino (FAO 2004). Informagdes
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acerca da toxicidade dos okadaiatos sdo fornecidas
na Tabela 2.

Toxinas diarreicas sao lipossoluveis e
acumulam-se na glandula digestiva dos moluscos.
Assim que o animal tem acesso ao alimento
(microalgas) livre de toxinas inicia-se o processo de
depuragdo. Svensson & Forlin (2004) verificaram
que a floragdo sazonal de diatomaceas foi
fundamental para a depuragao natural de M.
edulis nas costas da Suécia e Noruega. Dentre os
fatores abioticos que influenciam na capacidade de
depuragao a temperatura foi o mais importante, pois
atuou diretamente ditando o ritmo metabdlico. Em
situacao experimental controlada, Svensson (2003)
observou a capacidade de depuracao do mexilhao
azul em 32 dias, contaminado naturalmente durante
uma floracdo de Dinophysis spp. e alimentado em
laboratério com microalgas ndo toxigenas.

A principal via de eliminag¢@o de substancias
lipidicas em animais ¢ fecal, conforme pode ser
comprovado em experimentos com copépodos
(microcrustaceos) onde suas pelotas fecais
continham grande quantidade de células toxicas
de Dinophysis. Essa ¢ uma significativa forma de
exportacdo de toxinas diarreicas para o dominio
bentdnico, contribuindo para a toxidez de espécies
coprofagas (Maneiro et al. 2002).

Outro aspecto importante para a depuragao
de toxinas diarreicas € sua afinidade pela espécie
de molusco. Por exemplo, para o mexilhao M.
galloprovincialis o 4cido okadaico apresenta

velocidade de depuragdo superior a DTX-2.
Dessa forma a dinophysistoxina-2 acumula-
se gradualmente nos mexilhdes (mas sofre
toxicocinética e migra da glandula digestiva para os
demais tecidos) ao longo do final do verdo e inicio
do outono no litoral portugués. J4 para o bivalvo
Cerastoderma edulis as duas toxinas apresentaram
o mesmo percentual de depuragao (Vale 2004).

Moluscos que estejam contaminados com
mais que 2 ug AO.g™! glandula digestiva de molusco
ou 1,8 pg DTX-1.g"! glandula digestiva de molusco
sao considerados improprios ao consumo humano
(Hallegraeff 2004). O nivel regulatorio utilizado
na maioria dos paises € de 16 mg AO equivalente.
kg! de carne de molusco (Toyofuku 2006). Esses
limites foram estabelecidos com base em dados
epidemiologicos e toxicoldgicos com objetivo de
garantir que os moluscos estejam adequados ao
consumo humano. A ferramenta empregada na
vigilancia destes limites ¢ o monitoramento tanto
das ficotoxinas nos moluscos e nas microalgas
toxigenas, quanto do acompanhamento da
identificagdo destas microalgas potencialmente
toxicas e de sua variabilidade espacial e temporal
(Reguera 2002).

Paises onde a malacocultura ¢ exercida
em escala industrial contam com programas
de monitoramento que abrangem analises de
ficotoxinas, metais toxicos, bactérias e pesticidas
hd décadas. Exemplos sdo alguns paises da
Unido Europeia, Estados Unidos, Japao, Nova

Tabela 2. Dados toxicologicos de okadaiatos envolvidos no Envenenamento Diarreico por Moluscos: acido
okadaico (AO); dinophysistoxina 1 (DTX1), dinophysistoxina 2 (DTX2) e dinophysistoxina 3 (DTX3).
Table 2. Toxicological data okadaiatos involved in Diarroethic Shellfish Poisoning: okadaic acid; DTX's:

dinophysistoxins 1, 2 and 3.

Dados toxicologicos AO DTX-1; DTX-2 DTX-3
DL, (ug.kg™)?! 200 166 500
Improprio para consumo moluscos .
(por grama de glandula digestiva)?? ~2ug ~1.8ug Néo informado
Ingestdo para desencadearzngeltos 43 g 38,4 g Nio informado

agudos em humanos
LOAEL?
Nivel regulatorio®!

0,8 ng AOeq.kg™!' de peso corpdreo

0,16mg.AOeq.Kg™! de carne de molusco

2ILawrence et al. (2011), ??Hallegraeff et al. (1995), 2*Toyofuku (2006); DL50: Dose necessaria para que 50% das cobaias
injetadas intraperitonialmente com a toxina cheguem a 6bito. LOAEL: Menor nivel em que se observam efeitos adversos.
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Zelandia e Chile (Reguera 2002). A FAO aponta
como principal entrave ao desenvolvimento da
aquicultura brasileira a auséncia de controle
sanitario do pescado produzido (FAO 2012b).
Recentemente foi expedida portaria do Ministério
da Pesca e Aquicultura (MPA 2012b) que dispde
sobre niveis regulatorios e métodos de detecgao
para ficotoxinas, necessarios a implementacao
do Programa Nacional de Sanidade de Moluscos
Aquaticos (MAPA 2003), ainda ndo em vigor
devido a falta de laboratorios credenciados que
atendam ao programa. Apenas os estados de Santa
Catarina e Minas Gerais possuem laboratorios
aptos. Em consonancia ao utilizado pelos paises
da Unido Europeia os ensaios quimicos foram
eleitos como metodologias normativas a execucao
do programa de monitoramento de ficotoxinas
paralisantes, diarreicas e amnésicas. Embora os
bioensaios também possam ser utilizados.

Bioensaios apresentam baixa especificidade
e alta sensibilidade. Isso significa que a presenca de
outras toxinas lipofilicas pode causar interferéncias
e gerar falsos resultados, além de nao discernir
entre as toxinas diarreicas presentes. Além disso, a
DTX-3 ndo ¢ detectada através desta metodologia.
Por exemplo, em um surto de EDM ocorrido em
Portugal produzido pela dinophysistoxina-3, os
bioensaios foram negativos; a presenca dessa
toxina somente foi confirmada com o uso de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (Vale &
Sampayo 1999). Outra desvantagem ao bioensaio
¢ pertinente ao limite de detec¢do: concentragdes
na ordem de dezenas ou centenas de nanogramas
nao sdo detectaveis. Dessa forma, os consumidores
poderiam ser expostos ao efeito cronico, sem que
houvesse nenhuma suspeita desse perigo ou forma
de avaliar seu risco. A utilizagdo de animais nestes
ensaios, onde um dos critérios a ser avaliado é
observar tempo necessario até o Obito, também
abarca aspectos éticos; o que vem despertando
muita discussdo entre os Orgdos protetores dos
animais, comissdes de ética e grupos de pesquisa
(FAO 2004).

Os métodos de ensaio analiticos fornecem
alternativa com maior sensibilidade, especificidade,
reprodutibilidade e menor limite de detec¢do. Um
dos mais recomendados, embora mais caros e
dependentes de pessoal altamente qualificado,
¢ a cromatografia liquida de alta eficiéncia. A
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metodologia consiste na extragcdo da(s) toxina(s)
da matriz organica (glandula digestiva do molusco
ou citoplasma da microalga), com solventes
organicos, etapa de clarificacdo para remocao de
sujidades, corrida cromatografica e uso sensor
de Espectometria de Massa (LC- MS/MS) como
sensor de detecgao (Lawrence ef al. 2011).

Microalgas pertencentes ao género
Prorocentrum geralmente produzem toxinas em
situacdo de floracao enquanto que Dinophysis spp.
podem produzi-las mesmo em baixas densidades
celulares. Quando a contagem total de Dinophysis
atinge o patamar de 400 células por litro de d4gua do
mar configura-se uma situacao de alerta, com perigo
da presenga de toxinas diarreicas em concentragdes
suficientes para causar EDM (Reguera 2002). Foi o
ocorrido no litoral de Floriandpolis, possibilitando
atomada de decisao de suspender temporariamente
a venda de moluscos. Mesmo assim, apds a
populagdo de Dinophysis ter diminuido ocorreu
repentinamente a primeira floracdo deste género
relatada para a costa brasileira. Apesar das medidas
tomadas, cerca de 150 pessoas foram acometidas de
EDM. As vitimas consumiram moluscos extraidos
de bancos naturais, pois a comercializacdo de
moluscos cultivados encontrava-se suspensa
(Proenca et al. 2007).

Implicagoes na saude publica: envenenamento
diarreico por moluscos

O primeiro relato de problemas gastrintestinais
associados ao consumo de moluscos ocorreu
na Holanda, na década de 60, com a implicacao
equivocada de Prorocentrum micans, espécie mais
abundante, posteriormente comprovada atoxica
(Kat 1983). Nao houve suspeitas de que Dinophysis
acuta, presente em densidades celulares baixas,
pudesse ser o real causador do evento. No Chile,
foram observadas intoxicacodes diarreicas, entre
1970-1971, pioneiramente associadas a floracdao
de Dinophysis spp. (Guzman & Campodonico
1975). Porém, somente em 1976, no Japao, o
EDM foi definido como uma doenca, sendo
identificados seus sintomas, toxinas envolvidas,
agente etiologico e vetores para humanos. Nesse
episodio foram acometidas mais de mil de pessoas
que haviam comido mexilhdes e vieiras. Isolou-
se pela primeira vez a ficotoxina DTX-1, cuja
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producdo por Dinophysis fortii foi comprovada
inequivocamente (Yassumoto et al. 1980).

Ha relatos de EDM em escala global
associada as diversas espécies de Dinophysis,
ocorrendo principalmente onde hd maior consumo
de moluscos e constituindo portanto um grande
desafio ao desenvolvimento do cultivo de moluscos
nos litorais da Europa, Japao, Chile e Nova
Zelandia (Reguera et al. 2012).

Os sintomas clinicos podem ser confundidos
com os de uma gastroenterite de origem bacteriana.
Nao causam 6bitos. Em eventos agudos os sintomas
sdo 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 apos trés
dias, com ou sem tratamento médico. Recomenda-
se apenas, como suporte, a reposi¢ao de liquidos e
eletrolitos para compensar a intensa perda de agua
(Lawrence et al. 2011).

Mesmo comum programade monitoramento
que abrange toda a costa europeia continuaram
surgindo casos de EDM em consumidores
de moluscos, além dos 10% de susceptiveis
previamente estimados. Segundo Alexander et
al. (2008), o banco de dados toxicoldgico dos
okadaiatos ¢ limitado e compreende principalmente
estudos de toxicidade aguda. Esses autores
afirmam que os dados cronicos dos efeitos do AO
e equivalentes (em animais e em humanos) sio
insuficientes para o calculo seguro da DDI (Dose
Diaria de Ingestdo). Foi calculado o LOAEL
(Lowest Observed Adverse Effects Level — Menor
nivel em que se observam efeitos adversos) de 50
ngAO equivalente por pessoa, ou seja, 0,8 pgAOeq.
kg massa corpérea! para adultos. Utilizou-se fator
de seguranca 3 para a extrapolagdo ao calcular-se
0 NOAEL (No Observed Adverse Effects Level —
nivel em que ndo se observam efeitos adversos) que
resultou em 0,3 pgAOeq.kg massa corporea™’. O
painel EFSA considerou a ingestdo de uma porc¢ao
de 400g de molusco para o calculo do LOAEL.

Consumidores regulares de moluscos,
contaminados com concentragdes de toxinas
diarreicas abaixo do limite necessario ao
desencadeamento dos sintomas classicos,
encontram-se expostos ao efeito cronico destas
toxinas. A principal toxina diarreica, o acido

okadaico, ¢ um potente promotor de tumores no
trato gastrointestinal, assim como também o ¢ a
dinofisistoxina-1 (Feng et al. 2006). Na Fran¢a, um
estudo epidemiologico pioneiro (estudo ecologico)
encontrou uma correlagdo significativa entre
cancer e consumo de moluscos contaminados com
a ficotoxina acido okadaico (Cordier et al. 2000).

Os principais veiculos de toxinas diarreicas
para humanos sao os moluscos bivalvos. Na
Europa, principalmente Mytilus edulis e M.
galloprovincialis segundo Moroio et al. (2003).
No entanto, ha relato de surto de EDM em Portugal
associado ao consumo de Solen margiatus e
caranguejos (Carcinus maenas) relatado por Vale
& Sampayo (2002b). Centenas de pessoas foram
acometidas pela sindrome diarreica na Noruega ao
comer caranguejos (Cancer pagurus) que haviam
se alimentado de mexilhdes durante uma floragao
de Dinophysis acuta (Torgersen et al. 2005).
Pouco AO livre foi detectado, sendo sua forma
esterificada (DTX-3) a principal toxina envolvida
neste surto.

Toyofuku (2006) aponta como principal
problema para o levantamento de mais dados
toxicologicos a falta de quantidades suficientes
de toxinas diarreicas purificadas. E salienta
a necessidade de realizacao de mais testes
toxicoldgicos, para consequentemente gerar
avaliacdes de risco mais precisas.

Efeitos adversos na sanidade de moluscos

Via de regra, considerava-se que ndo havia
efeitos adversos significativos das ficotoxinas
sobre a sanidade de bivalvos. Em humanos e
mamiferos marinhos em geral, as ficotoxinas
atuam sobre canais de sodio (toxinas paralisantes,
amnésicas, ciguatéricas, neurotdxicas) ou em
proteinas fosfatasases (okadaiatos). Moluscos
possuem em suas membranas celulares canais
de célcio, carecendo assim de sitios de ligagao
onde as ficotoxinas possam exercer plenamente
sua acao toxica (FAO 2004). Porém sua sanidade
pode ser afetada negativamente e ha relatos acerca
de varias espécies de moluscos que apresentam
alteragdes comportamentais como retragdo de
seus sifoes, fechamento de suas valvas e parada
da alimentacdo na presenca de microalgas nocivas
(Hégaret et al. 2007).
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Na ultima década, intensificaram-se 0s
trabalhos experimentais sobre os efeitos das
microalgas nocivas, € suas substancias bioativas,
na satde dos moluscos. Revelando que, embora ndo
causem uma patologia stricto sensu, podem gerar
alteragdes de ordem fisiologica ou histoldgica,
ou até mesmo levar a mortalidade por toxicidade
aguda determinados estadios de desenvolvimento
de moluscos. Os trabalhos realizados tém revelado
que a relagdo entre microalgas toxicas e os
moluscos ¢ espécie-especifica (Galimany et al.
2008).

Carvalho Pinto-Silva et al. (2003)
demonstraram experimentalmente o efeito
genotoxico do acido okadaico em mexilhdes
Perna perna. Animais adultos foram expostos
a ficotoxina (0,3 pg AO diluido em 10 ul 4dgua
ultrapura: metanol, 1:1 v/v; injetada diretamente
em seus sifoes inalantes) e tiveram a hemolinfa
coletada em diferentes periodos (24, 48 ¢ 72
horas). Os animais apresentaram percentual
significativamente mais alto na formagao de
micronucleo nos hemoécitos da hemolinfa do
tratamento de 24h. Tal fato sugere que o acido
okadaico seja rapidamente metabolizado em uma
forma altamente reativa causando dano ao DNA
do ntcleo dos hemocitos que se encontravam em
processo de divisdo celular naquele momento.
Dessa forma, a genotoxicidade da ficotoxina acido
okadaico em mexilhdes sugere um efeito adverso
na diversidade genética para as populacdes de
animais desta espécie. O dano ao DNA podera ser
traduzido na cria¢ao de mutagoes letais, bem como
na expressao de genes que afetem o crescimento e
a reproducdo desta espécie de bivalvo importante
econdmica e ecologicamente.

Auriemma & Battistella (2004) verificaram
aproducdo de uma proteina de 30 kDa na glandula
digestiva de M. edulis mediada pela presenca
do acido okadaico. Tal proteina foi associada ao
funcionamento do sistema imune do animal, atuando
como um mecanismo natural de detoxificacao.
No grupo controle ndo foi observada a presenca
da proteina. Durante 0 mesmo experimento, no
grupo dos animais tratados com AO foi observada
alteracdo histoldgica na glandula digestiva, na
forma de intensa formagao de vesiculas lipidicas.
Nao houve relato de alteragdo na funcao digestiva
da glandula. Animais do grupo controle ndo
apresentaram a alteracao histoldgica.
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Outro efeito adverso observado em hemocitos
do mexilhdo M. galloprovincialis foi o aumento da
taxa de fagocitose mediado pelo 4cido okadaico
em temperatura de 25°C, indicando uma possivel
alterac@o nos caminhos de sinalizacao e transducao
do imunoécito. Como a ficotoxina bioacumula
em bivalvos seu efeito a longo prazo permanece
desconhecido (Malagoli ef al. 2008).

Galimany et al. (2008) observaram varias
respostas do sistema imune do mexilhao M.
edulis na presenga da microalga Prorocentrum
minimum: diapedese dos hemocitos no intestino
(associado a tentativa de encapsulamento de P.
minimum), aumento da migracdo dos hemocitos
para a glandula digestiva e intestino na tentativa
de proteger os 6rgaos da acdo toxica. Também
foi observada uma progressiva degranulacao dos
hemocitos interpretada como uma resposta imune.

CONSIDERACOES FINAIS

A producdo aquicola brasileira experimenta
nas ultimas décadas um crescimento gradual
e constante, apesar das flutuacdes devido aos
problemas sanitarios ou climaticos (MPA 2012a).
Essa atividade segue a mesma tendéncia do mercado
internacional de pescado onde a aquicultura
consolida-se como importante fonte de proteina
para a alimentagdo humana (47% do total de
pescado produzido no mundo vem da aquicultura)
e geragdo de postos de trabalho (FAO 2012a).
Nesse contexto, a problematica das ficotoxinas
alerta a necessidade urgente da implementagao
e plena execugao do Programa Nacional de
Controle Higiénico Sanitario em Moluscos
Bivalvos para assegurar o desenvolvimento da
malacocultura brasileira com sustentabilidade
e seguranca. Visto que, a seguranc¢a alimentar
contempla tanto aspectos ligados a acessibilidade
ao alimento produzido quanto a sua inocuidade,
atendendo aos padroes sanitarios adequados. Dessa
forma, poder-se-a estimular o consumo interno
de moluscos e também almejar a inser¢do em
mercados internacionais. Com isso sera possivel
ultrapassar o paradigma da malacocultura como
complementacao da atividade pesqueira (estagnada
ou em declinio) para consolida-la como atividade
em escala industrial gerando renda e melhoria na
condicdo social dos maricultores salvaguardando
a saude publica dos consumidores finais.
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