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RESUMO

As microalgas desempenham um importante papel ecologico atuando como
produtores primarios nos ecossistemas aquaticos. Entretanto, algumas espécies
podem crescer intensivamente e formar floragcbes com efeitos deletérios. No
ambiente marinho, floragdes dessas microalgas nocivas podem causar a morte de
organismos por deplecao de oxigénio, danos fisicos ou liberagao de substancias
toxicas. Podem, ainda, prejudicar o homem por causarem prejuizos econémicos as
atividades da pesca, aquicultura e turismo, ou problemas de saude pela
contaminagéo de alimentos com suas toxinas, as ficotoxinas. Este trabalho integrou
o Projeto ALARME (FNMA/PROBIO CVI 008/2002) e buscou quantificar a
abundancia de microalgas potencialmente nocivas no complexo estuarino de
Paranagua (CEP), PR, detectar a presenga de ficotoxinas em moluscos filtradores e
testar a toxicidade de algumas microalgas em laboratério. Para tanto, entre agosto
de 2002 e outubro de 2003 foram realizadas dez amostragens aproximadamente
bimestrais em seis estacbes de coleta dentro das baias de Paranagua e Antonina.
Foi coletada agua em trés estratos - superficie, meio e fundo - para a analise
qualitativa e quantitativa do fitoplancton, de variaveis ambientais e clorofila-a. O
molusco filtrador “sururu” (Mytella guyanensis) foi amostrado em trés locais para a
analise do acumulo de ficotoxinas paralisantes, diarréicas e amnésicas por meio de
bioensaios e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Algumas cepas de
microalgas potencialmente toxicas foram isoladas de amostras do ambiente e
cultivadas em laboratdério. Seu crescimento foi medido e a toxicidade analisada por
cromatografia liquida e testes com invertebrados marinhos e camundongos. Foram
encontradas, durante o estudo, as seguintes microalgas que integram a lista de
espécies potencialmente toxicas da IOC/UNESCO — Chattonella spp., Dinophysis
acuminata, Gymnodinium catenatum, Heterosigma akashiwo, Phaeocystis spp.,
Prorocentrum minimum e Pseudo-nitzschia spp. — além de outras microalgas
potencialmente nocivas de importancia local, como Coscinodiscus wailesii e
Trichodesmium erythraeum. Em geral, a abundancia e diversidade das algas nocivas
foram maiores durante a primavera (outubro a dezembro) e entre o final do veréo e
inicio do outono (fevereiro a abril). Suas ocorréncias foram mais importantes nas
estacOes localizadas na foz do estuario e na regiao que divide as baias de
Paranagua e Antonina. Em dezembro de 2002, o teste para deteccdo de toxinas
diarréicas (DSP) no molusco M. guyanensis teve um resultado positivo, associado a
presenca do dinoflagelado D. acuminata na agua, em concentragbes de até 4.566
cels.L™". Em cultivo, H. akashiwo foi toxica para juvenis do misidaceo Mysidopsis
juniae (CLso: 1.821 + 545 cels.mL™) e inibiu o desenvolvimento larval do molusco
Perna perna (CEsy: 3.567 + 294 cels.mL™"). Confirmou-se, em cultivo, a produgéo de
toxinas paralisantes (PSP), principalmente as do tipo N-sulfocarbamoil C-1 e C-2, em
uma cepa de G. catenatum. A toxicidade maxima medida foi de 19,440 + 3,094 pg
STXeq. cel". Das quatro cepas cultivadas de Pseudo-nitzschia spp., uma produziu a
toxina amnésica (ASP) acido domodico numa concentracao de até 0,152 + 0,022
pg.cel'1. Esta investigagcao forneceu um panorama preliminar acerca da presenca e
distribuicdo das algas nocivas no CEP e confirmou a producdo de toxinas
amnésicas, diarréicas e paralisantes por microalgas que la sdo encontradas. O
trabalho apresentou, ainda, diretrizes para a elaboracdo e desenvolvimento de um
programa de monitoramento de algas nocivas e ficotoxinas no CEP.

PALAVRAS-CHAVE: algas nocivas, toxina, monitoramento, Paranagua, fitoplancton.
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ABSTRACT

Microalgae have an important ecological role as primary producers in the
aquatic environments. However, some species may growth intensively and form a
harmful bloom. In marine environments, these blooms may kill animals by oxygen
depletion, physical damages, or release of toxic substances. Furthermore, harmful
algal blooms may also cause losses to economic activities such as fishing,
aquaculture and tourism, and damage the public health by seafood contamination
with phycotoxins. This work was part of the ALARME Project (FNMA/PROBIO CVI
008/2002). It aimed to quantify the abundance of harmful algae in the estuarine
complex of Paranagua (ECP), Parana State; to detect phycotoxins in shellfish and; to
check the toxicity of some microalgae in culture. Therefore, ten nearly bimonthly
samplings were made between August 2002 and October 2003, in six points in the
Paranagua Bay and Antonina Bay. Water samples were taken in three depths -
surface, middle and bottom - for analyses of phytoplankton, chlorophyll-a and
physical and chemical parameters. Shellfish samples ("sururu" - Mytella guyanensis)
were taken in three points for analyses of amnesic, paralytic and diarrhetic toxins by
high performance liquid chromatography (HPLC) and mice bioassays. Finally, some
strains of potentially toxic algae were cultivated for both growth and toxicity tests.
During the work, some algae that integrate the list of toxic species of the
Intergovernmental Oceanographic Commission (IOC) of UNESCO were found —
Chattonella spp., Dinophysis acuminata, Gymnodinium catenatum, Heterosigma
akashiwo, Phaeocystis spp., Prorocentrum minimum, and Pseudo-nitzschia spp. —
besides other potentially harmful species with regional importance, such as
Coscinodiscus wailesii and Trichodesmium erythraeum. In general, the harmful algae
abundance and diversity were higher during the spring (October to December) and
between the late summer and beginning of autumn (February to April). The presence
of these species was more conspicuous near the estuary mouth and at the
transicional region between Paranagua Bay and Antonina Bay. In December of 2002,
the test for detection of diarrhetic toxins (DSP) in one shellfish M. guyanensis sample
was positive. The sample was taken in the same place where the dinoflagellate D.
acuminata was found in concentrations up to 4.6 10% cells.L™". In culture, H. akashiwo
was toxic to misidacean Mysidopsis juniae juveniles (LCso: 1.8 + 0.5 10°cells.L™") and
inhibited the larval development of the mussel Perna perna (LEsy: 3.6 + 0.3
10°cells.L™). Also in culture, the production of paralytic toxins (PSP), mainly C-1 and
C-2, was confirmed in one strain of G. catenatum, in concentrations up to 19.44 + 3.1
pg STXeq. cell’. At least one of the strains cultivated of Pseudo-nitzschia spp.
produced domoic acid, an amnesic toxin (ASP), in concentrations up to 0.152 + 0.022
pg. cell’. This investigation gave a preliminary prospect about the presence and
distribution of the harmful algae in the ECP, and confirmed the production of
amnesic, paralytic and diarrhetic toxins by algae locally found. The work also
provided basic support for the elaboration and development of a monitoring program
of harmful algae and toxins in the ECP.

KEY WORDS: harmful algae, toxins, monitoring, Paranagua, phytoplankton.



1 INTRODUCAO

As algas sao um grupo polifilético, formado por plantas fotossintetizantes
muito diversificadas, que ndo possuem raizes, folhas e tecido vascular. Algumas
algas ndo realizam fotossintese, mas sdo classificadas como tais devido a sua
estreita semelhanca com as formas fotossintetizantes (HOEK; MANN; JAHNS,
1995). Nos ambientes aquaticos, as microalgas compdem o fitoplancton, um
conjunto de organismos adaptados a vida na coluna d’agua, e cuja capacidade de
locomogéo néo é suficiente para superar os deslocamentos da mesma (HARRIS,
1986). O fitoplancton desempenha a fungéo de produtor primario e, por meio de
relacbes troficas, a matéria organica e a energia contida nestes organismos sao

transferidas aos demais.

Apesar desse importante papel ecolégico, as microalgas podem se tornar
deletérias ao ambiente, através de eventos conhecidos como “blooms” ou floracdes
de algas nocivas. Uma floracdo € um fendbmeno natural, comumente caracterizado
pelo elevado crescimento de determinadas microalgas em um curto espago de
tempo, motivado por um conjunto de condi¢des favoraveis e que resultam em
grandes abundancias celulares na agua. Contudo, em alguns casos, mesmo baixas
concentracdes de microalgas ja sao suficientes para manifestar um efeito danoso, o
que caracteriza o evento como uma floragao (Van DOLAH, 2000). Como exemplo,
os dinoflagelados Pfiesteria piscicida Steidinger et Burkholder (BURKHOLDER,;
GLASGOW JUNIOR, 1997) e Dinophysis spp. (SMAYDA, 1997b) podem conferir
nocividade mesmo estando presentes em concentragées menores do que mil células
por litro de agua. No ambiente marinho, as floragbes de algas nocivas tém ocorrido
com frequéncia crescente nos ultimos anos, prejudicando os ecossistemas
aquaticos, os organismos que nele habitam ou ainda ao homem (HALLEGRAEFF,
2003).

Embora todas as floragbes nocivas sejam conhecidas popularmente como
“‘marés vermelhas”, por causa da coloragado que a agua assume com a presenga de
elevada concentracdo de microalgas, algumas floragbes podem adquirir uma
coloragdo marrom, amarelada ou esverdeada, ou ainda, nao causarem
descoloragdes perceptiveis na agua (BUSHAW-NEWTON; SELLNER, 1999). A



coloragao produzida depende da composicdo e concentragdo de pigmentos na alga
que forma a floragdo. As cianoficeas geralmente formam floragbes que sao vistas
como espumas verdes flutuantes (AZEVEDO; CARMOUZE, 1994); Aureococcus
spp. € Aureoumbra spp. podem formar as “marés marrons” em lagunas costeiras
(BRICELJ; LONSDALE, 1997); ao passo que os dinoflagelados Alexandrium spp.,
Gymnodinium breve Davis (= Karenia brevis G. Hansen et Moestrup) e Noctiluca
spp. formam floragbes verdadeiramente vermelhas. Contudo, o dinoflagelado
heterotrofo Pfiesteria piscicida, varias espécies de Dinophysis e a microalga
bentdnica Gambierdiscus toxicus Adachi et Fukuyo podem exercer efeitos deletérios
sem que se perceba alguma alteragdo na coloragdo da agua (BUSHAW-NEWTON,;
SELLNER, op cit.).

Conforme Hallegraeff (2003), as microalgas nocivas de ambientes marinhos
podem causar danos distintos, tais como: a deplecdo de oxigénio decorrente da
decomposicdo da matéria organica morta gerada no final da floragao; a mortalidade
de organismos aquaticos através da liberacdo de substancias prejudiciais na agua
ou de danos fisicos ocasionados pela elevada concentracdo das microalgas; e a
producao de ficotoxinas, que podem afetar os animais e intoxicar seres humanos por
ingestao de frutos do mar contaminados. Além disso, as floragdes de algas nocivas
sao capazes de exercer expressivos impactos econdmicos, principalmente sobre as

atividades da pesca, aquicultura e turismo.

As ficotoxinas marinhas que afetam a saude humana estdo agrupadas
segundo os sintomas gerados no organismo receptor e o tipo de biomolécula de que
sdo formadas (Tabela 1). Os grupos recebem o nome da intoxicagdo que causam:
ASP (envenenamento amnésico por consumo de mariscos), DSP (envenenamento
diarréico por consumo de mariscos), NSP (envenenamento neurotdxico por consumo
de mariscos), PSP (envenenamento paralisante por consumo de mariscos) e CFP
(envenenamento por consumo de peixes — Ciguatera). Mais recentemente, uma
nova sindrome foi descrita na Irlanda, a AZP (envenenamento por azaspiracido). A
principal via de intoxicagdo humana é através do consumo de moluscos filtradores,
que acumulam toxinas durante sua atividade alimentar. Todas as toxinas produzidas
por microalgas que afetam a saude humana sao termoestaveis, ou seja, o cozimento
de frutos-do-mar contaminados nao ameniza a toxicidade dos mesmos (Van
DOLAH, 2000).



Tabela 1 - Caracteristicas dos principais envenenamentos humanos causados por toxinas de

microalgas.
Sindrome ASP DSP PSP
Envenenamento amnésico Envenenamento diarréico Envenenamento paralisante
por consumo de mariscos por consumo de mariscos por consumo de mariscos
Algas Diatomaceas do género Os dinoflagelados Os dinoflagelados
produtoras Pseudo-nitzschia ", Amphora  Prorocentrum lima e diversas Gymnodinium catenatum e
coffeaeformis ), Nitzschia espécies do género algumas espécies dos géneros
navis-varingica @ Dinophysis 2) Alexandrium e Pyrodinium (e2)
Vetores de Moluscos bivalves e peixes Moluscos bivalves Moluscos bivalves
intoxicagao filtradores

Sintomas em
casos leves

Sintomas em
casos graves

Tratamento
dos enfermos

Principais
toxinas
envolvidas

Caracteristicas
quimicas

Mecanismo de
acao

Historico

Particularidades
e curiosidades

Nauseas, vomitos, diarréias e
3h . . (4
colicas abdominais

Diminuigao do reflexo a dor,
tontura, desorientacao e perda
de memoria de curto prazo “

N&o ha tratamento, pode ser
fatal e podem ocorrer ataques
ou acessos ©

Acido doméico (AD) e os
isdbmeros acido isodomoico
D2,D3eF4®

Aminoacido tricarboxilico
hidrossoluvel

Atua como anélogo do neuro-
transmissor glutamato; causa
ativagao persistente dos canais
de calcio, levando a deplecao
de energia, expanséo celular e
morte dos neurdnios

Unico caso de envenenamento
humano no Canada, em 1987:
107 enfermos e 3 pessoas de
satde debilitada morreram

O termo acido domoéico deriva

de "domoi", o nome em japonés

para a macroalga Chondria

armata, de onde se extraiu a
toxina pela primeira vez (10);
Antes de intoxicar humanos,

0 acido domaico ja era

conhecido como um remédio hepatotdxicos “ e matar um homem
popular para matar vermes em cardiotoxicos ",
. . 11 .
criangas japonesas ) respectivamente

Nauseas, vomitos, diarréias e
colicas abdominais ©

A exposigao crbnica pode
gerar tumores gastricos 13)

Apenas evitar desidratagao,
arecuperagdo sedaem?2a
3 dias; ndo & fatal ¢

Acido ocadaico (AO) e
as dinofisis-toxinas (DTX) '

Poliéteres acidos
lipossoluveis

Inibe a enzima fosfatase e
causa a hiperfosforilagao das
proteinas e canais ibnicos no
epitélio intestinal, provocando
um balango hidrico anémalo

e a perda de fluidos (18.47)

Primeiros casos registrados
na Holanda em 1961 '®: mas
a descrigao somente ocorreu
no Japao, na década de 70 19

Antigamente, incluiam-se as
pectenotoxinas (PTX) e
iessotoxinas (YTX) entre as
toxinas diarréicas. Apesar de
extraidas em conjunto, elas
nao causam disturbios gastro-

intestinais, mas sim efeitos
(20)

terminar o efeito; pode matar

Formigamento em torno dos
labios, face e pescoco, fisgadas
nas pontas dos dedos, cefaléia,
vémitos, nauseas e diarréias ©

Paralisia muscular, dificuldade
em respirar, sensacao de

choque, paralisia respiratoria ®

Aplicar lavagem estomacal e

respiracao artificial, aguardando
(6,23)

Saxitoxina (STX), neo-saxitoxina
(neo-STX), goniautoxinas (GTX)

e toxinas sulfocarbamoil (C) @)

Guanidinas heterociclicas

Liga-se ao sitio 1 do canal de
sédio, inibindo a condutividade
e causando um bloqueio da
atividade neuronal; o primeiro
local de agéo é o sistema
nervoso periférico a4

Acredita-se que o primeiro caso
registrado seja a intoxicagéo
que matou navegadores no

Canada, em 1793 ®

As saxitoxinas podem ser fatais
ao homem em doses pequenas
como 0,5 mg (6); sabendo que
moluscos podem conter, em
raras ocasioes, doses de 10 mg
em 100 g de carne, a ingestéao

de um Unico marisco pode
(14)

Referéncias: (") Bates, 2000; ® Shimizu et al., 1989; ©® Kotaki et al., 2000; ® Pocklington et al., 1990; © Hallegraeff, 2003;
) Premazzi e Volterra, 1993; ® Xi e Ramsdell, 1996; ' Perl et al., 1990; "” Todd, 1993; " Daigo, 1959; """ Takemoto e Daigo
apud Bates, 1998; (12) L ee et al., 1989; (13) Landsberg, 1996; 4 van Dolah, 2000; (15) Reguera, 2003; (16) Cohen, Holmes e
Tsukitani, 1990; " Gauss et al., 1997; ('® Korringa e Roskan, 1961; % yasumoto et al., 1978; ®® Hamano, Kinoshita e
Yasumoto, 1985; @V Terzo et al., 1990; ®® 10C, 2003; ®® Gessher et al., 1997; " Oshima, 1995; ® Dale e Yentsch, 1978.



A toxina responsavel por envenenamentos do tipo ASP, o acido domaico, foi
isolada pela primeira vez em alguns géneros de macroalgas (DAIGO, 1959). Com o
passar do tempo, descobriu-se que diversas espécies de diatomaceas do género
Pseudo-nitzschia H. Peragallo também eram capazes de produzir a toxina (BATES,
2000). Além destas espécies, que possuem ampla distribuicdo e atualmente se
constituem nas mais conhecidas e importantes produtoras de acido domaico, outras
duas espécies de diatomaceas, Amphora coffeaeformis (C.A. Agardh) Kutzing e
Nitzschia navis-varingica Lundholm et Moestrup (SHIMIZU et al. 1989; KOTAKI et al.

2000) também podem produzir a toxina.

As toxinas paralisantes, por sua vez, sao produzidas por dinoflagelados que
ocorrem em aguas temperadas e tropicais (Van DOLAH, 2000). Antes de 1970,
eventos de PSP aconteciam exclusivamente na América do Norte, Europa e Japéo.
Duas décadas mais tarde eles ja eram documentados também na América do Sul,
Australia, sudeste da Asia e india (HALLEGRAEFF, 1993). Atualmente, estes
eventos atingiram uma distribuicdo global, com relatos na América Central, Africa,
China e toda a regido da Australasia (HALLEGRAEFF, 2003). Entre os organismos
produtores de toxinas paralisantes estdo Gymnodinium catenatum Graham e

algumas espécies dos géneros Alexandrium Halim e Pyrodinium Plate (10C, 2003).

Por fim, as toxinas diarréicas sao produzidas pelos dinoflagelados
Prorocentrum lima Dodge e varias espécies de Dinophysis Ehrenberg (LEE et al.,
1989). Diversas espécies toxicas de Dinophysis ja foram encontradas ao longo da
costa brasileira, como D. acuminata Clapadére et Lachmann (PR, SC e RS), D.
acuta Ehrenberg (SC), D. caudata Saville-Kent (litorais nordeste, sudeste e sul), D.
fortii Pavillard (RS), D. mitra (Schutt) Abe (RS), D. rotundata Clapadére et Lachmann
(SC e RS) e D. tripos Gourret (SC e RS) (CARDOSO, 1993; RORIG et al., 1998;
SEELIGER; ODEBRECHT; CASTELLO, 1998; YONEDA, 1999; SCHMITT,;
PROENCA, 2000; MAFRA JUNIOR et al., 2004). Tendo em vista a diversidade e a
ampla distribuicdo de espécies toxicas, o DSP representa um problema em potencial
para a costa brasileira. Além dessas, varias outras espécies de Dinophysis ja foram
encontradas no Brasil e, atualmente, existe uma tendéncia a se considerar todas as

espécies deste género como potencialmente promotoras de DSP.

Mesmo nao produzindo as referidas toxinas, algumas espécies de rafidoficeas

(i.e. Heterosigma akashiwo (Hada) Hada, Chattonella antiqua (Hada) Ono), de



primnesioficeas (Chrysochromulina polylepis Manton et Parke, Primnesium parvum
N. Carter) e de dinoflagelados (Karenia mikimotoi (Miyake et Kominami ex Oda) G.
Hansen et Moestrup), entre outras, podem promover a morte de organismos
aquaticos. Eventos de mortalidade de animais marinhos passaram a ser mais
evidentes com o crescimento da atividade de cultivo de peixes em sistemas de
tanque-rede, onde os peixes permanecem confinados dentro de estruturas que
permitem a passagem de agua, mas limitam sua locomog¢ao. As populag¢des naturais
de peixes sdo menos suscetiveis a este problema, ja que sdo capazes de se
deslocar livremente, evitando o contato com a floragdo da alga nociva. Conforme
HALLEGRAEFF (2003), um dos problemas mais comuns nas fazendas de peixes € a
producao de acidos graxos e galactolipideos por microalgas. Os peixes podem
morrer também pela diminuicdo na concentragcdo de oxigénio dissolvido na agua ou
por danos ao sistema branquial, tais como hemorragia nos capilares, asfixia por
superproducao de muco, infecgdes secundarias no tecido danificado e disfuncédo da
troca gasosa nas branquias (RENSEL, 1993), podendo gerar aumento na
concentragcdo do ion cloreto no sangue (ROSEMBERG; LINDAHL; BLANCK, 1988).
A ingestéo, acidental ou voluntaria, de uma grande quantidade de células também
pode provocar a morte de organismos marinhos por entupimento das branquias e
consequente asfixia. Outros mecanismos, como a producado de toxinas similares a
brevetoxina por rafidoficeas (KHAN; ARAKAWA; ONOUE, 1997), possivelmente

estédo envolvidos na morte de animais em contato com algas nocivas.

Dependendo do caso, as ficotoxinas que causam intoxicacbes humanas
podem ser bastante potentes. Comparado ao cianeto de potassio, um veneno bem
conhecido, o acido ocadaico, uma das toxinas responsaveis pelo DSP, é cerca de 50
vezes mais toxico, o acido domaoico (ASP) 80 vezes, a saxitoxina (PSP) 1.100 vezes,
e a ciguatoxina (CFP) 22.000 vezes (ZINGONE; ENEVOLDSEN, 2000).

Acredita-se que a primeira referéncia documentada a uma floragcao de alga
nociva tenha acontecido no ano 1000 a.C. e esteja expressa na Biblia, relatando que
a agua que estava no rio Nilo virou sangue, os peixes que estavam na agua
morreram e o rio ficou tdo fétido que os egipcios ndo puderam beber a sua agua
(BIBLIA, A.T. Exodo, 7: 20-21). Um dos primeiros registros fatais de intoxicagéo
humana por consumo de moluscos contaminados com toxinas de algas foi feito em

1793 pelo capitdo George Vancouver, ao desembarcar na Columbia Britanica,



Canada. Vancouver percebeu que os nativos eram proibidos de comer os moluscos
enquanto a agua do mar se encontrasse fosforescente devido a floragcdo de
dinoflagelados (DALE; YENTSCH, 1978).

No Brasil, um caso de DSP foi considerado como o unico registro oficial de
intoxicagdo humana causada pela ingestdo de frutos do mar contaminados com
ficotoxinas (ZENEBON; PREGNOLATTO, 1992). Foi relatado: “Em 1990, fomos
surpreendidos com varios casos de intoxicacdo de pessoas que consumiram
mariscos do litoral do estado de Santa Catarina. Embora o quadro sintomatico fosse
semelhante ao de toxi-infeccdo alimentar, ndo foi isolada nenhuma bactéria
patogénica. As analises biologicas efetuadas revelaram a presenga da toxina
diarréica de moluscos, cuja confirmacao foi reforcada pela identificacao de algas do
género Dinophysis...”. Em 1997, houve a confirmacédo da ocorréncia de DSP em
Santa Catarina através da deteccado do acido ocadaico em amostras de moluscos

Perna perna, cultivados no litoral centro-norte do estado (PROENCA et al. 1998).

Nas ultimas décadas, os eventos de floragbes de algas nocivas se tornaram
bastante frequentes e geraram gastos superiores a um bilhdo de ddlares, somente
nos EUA. Esta quantia esteve envolvida na implementagcdo de programas de
monitoramento, proibicdo da captura de moluscos e pescarias costeiras, reducédo na
atividade turistica e de industrias associadas, saude publica, tratamentos e consultas
médicas (BUSHAW-NEWTON; SELLNER, 1999). Cerca de 20% das intoxicagcbes
alimentares humanas que acontecem nos EUA sado provenientes do consumo de
alimentos marinhos, sendo que em grande parte dos casos as ficotoxinas s&o
responsaveis por tais intoxicagbes (AHNRED, 1991). Em nivel mundial, as
ficotoxinas marinhas causam mais de 60.000 casos de intoxicacdo por ano,
ocorrendo a morte do paciente em cerca de 1,5% deles (LANDSBERG, 1996).

As razdes apontadas para o recente aumento na ocorréncia de floragcdes de
algas nocivas sao varias e incluem: a intensificagcao e qualificacao das investigagdes
cientificas; a eutrofizacdo dos ambientes costeiros; altera¢des climaticas de larga
escala; ineficiéncia do controle bioldgico; e o transporte de algas nocivas, seja de
forma natural através de correntes oceanicas, ou como consequéncia de atividades
humanas, como a aquicultura e a agua de lastro de navios (BUSHAW-NEWTON;
SELLNER, 1999; HALLEGRAEFF, 2003). O numero existente de espécies de
microalgas potencialmente nocivas nos oceanos pode variar bastante conforme o
autor consultado e, supostamente, esta quantia tem sido subestimada, visto o



numero relativamente grande de espécies adicionadas a lista todos os anos
(ANDERSON; GARRISON, 1997). HALLEGRAEFF (2003) estima que das cerca de
5.000 espécies componentes do fitoplancton marinho (SOURNIA; CHRETIENNOT-
DINET; RICARD, 1991), aproximadamente 300 espécies podem atingir
concentracdes que caracterizem floracbes, mas somente cerca de 40 delas tém
capacidade de produzir toxinas potentes o bastante para afetar a saude humana.
Um numero maior é estimado por SOURNIA (1995), 80 espécies téxicas e 200
capazes de promoverem condicdes de déficit de oxigénio dissolvido. Ja SMAYDA
(1997a), afirma que cerca de 2% (60 a 80) das 3.400 a 4.000 espécies de
microalgas que se estima conhecer sao toxicas. Muitas dessas espécies estao
presentes nas aguas brasileiras.

Além de determinar a presenca e abundancia das microalgas potenciamente
nocivas no complexo estuarino de Paranagua (CEP), o presente estudo buscou
detectar o acumulo de ficotoxinas no molusco bivalve Mytella guyanensis Lamarck,
1819 (= charruana). Conhecido localmente como “sururu”, este organismo filtrador &
encontrado em varios pontos do CEP, vivendo enterrado em um substrato
caracteristicamente fino e com elevado teor organico. Habita as margens dos rios e
baias na zona de entre-marés, de modo que permanece uma parte do tempo
submerso e se alimentando por filtragdo e, em outros momentos, fora da agua,
totalmente enterrado no substrato emerso.

Esta dissertacéo integrou o Projeto ALARME — Agua de Lastro: Analise de
Risco, Plano de Manejo Ambiental e Monitoramento de Espécies Exoéticas no Porto
de Paranagua, Parana — aprovado pelo Fundo Nacional do Meio Ambiente (FNMA)
por meio do Edital FNMA/PROBIO n. CVI 008/2002. Sua contribuicdo para o referido
projeto foi o conhecimento das espécies de microalgas nocivas e ficotoxinas e sua
variacado no ambiente, além da investigagao dos efeitos prejudiciais das microalgas
em laboratério. Esses aspectos sdo de fundamental importancia para a
compreensao de eventos de natureza nociva, e imprescindiveis para se mitigar
futuras ocorréncias.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar a ocorréncia de microalgas nocivas e ficotoxinas no complexo
estuarino de Paranagua (CEP), PR e comprovar em laboratério a

toxicidade de espécies selecionadas.

2.2 Objetivos Especificos

Analisar a distribuicdo e abundancia de microalgas potencialmente nocivas

no CEP, relacionando-as com a variacao de fatores ambientais;

Caracterizar e quantificar as toxinas produzidas por microalgas cultivadas,

através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

Testar a toxicidade das microalgas cultivadas utilizando invertebrados

marinhos e camundongos;

Verificar o acumulo de toxinas dos grupos ASP, DSP e PSP no molusco

filtrador “sururu” (Mytella guyanensis) coletado no CEP;

Fornecer subsidios para a implementagdo de um futuro programa de
monitoramento de algas nocivas e ficotoxinas no CEP, com base nos

dados gerados.



3 AREA DE ESTUDO

O complexo estuarino de Paranagua (CEP), PR (25°30’S, 48°30’'W, Figura 1)
€ composto por quatro baias principais, Laranjeiras, Guaraquegaba, Antonina e
Paranagua, ocupando uma superficie liquida de 612 Km?. Conforme o sistema de
classificacdo climatica de Képpen, o clima na regidao é do tipo Cfa (pluvial, umido
com chuvas em todos os meses e com temperatura média dos meses mais quentes
superior a 22°C). Conforme LANA et al. (2001), a regido é caracterizada pela
ocorréncia de um periodo chuvoso e outro seco. O periodo chuvoso se inicia no final
da primavera e dura a maior parte do verao, enquanto que o periodo seco comeca
no final do outono permanecendo até o final do inverno. Os meses mais chuvosos
sdo os de janeiro, fevereiro e margo, enquanto junho, julho e agosto representam os
meses mais secos, sendo comum neste periodo a entrada de massas polares frias.
A pluviosidade média anual € de 2500 mm com maximos de até 5300 mm, e a
descarga média anual de agua doce na Baia de Paranagua é de 150 m®s™. Os
ventos predominantes na regido sdo os incidentes de Leste e Sudeste, com
intensidade que varia entre 4 e 25 m.s™. A temperatura do ar oscila de 1 a 34°C,

com média anual de 21°C (LANA et al., op cit.).

A hidrodinamica local € dominada pelo regime de marés, que sao do tipo
semidiurno, com amplitude média anual de 2,23 metros. A temperatura da agua
varia de 18 a 25°C no inverno, e de 23 a 30°C no verao. A salinidade varia entre 20
a 34 no inverno e 12 a 29 no verao. Maximos de até 36 ocorrem na entrada dos
canais de acesso e valores proximos a zero nos setores mais internos
principalmente em periodos de maior pluviosidade (MACHADO et al.,1997; LANA et
al., 2001). Em funcé&o da salinidade da agua, o CEP esta dividido em setores, os
oligohalinos (mais internos), mesohalinos e polihalinos (intermediarios) e euhalinos

(mais externos).

A pesca artesanal representa a principal atividade econémica em mais de 50
comunidades que vivem no CEP (ANDRIGUETTO-FILHO, 1993). Os estoques de
ostras (Crassostrea spp.) e mariscos (Mytella guyanensis e Perna perna Linnaeus
1758) estdo subestimados e se encontram em estagio de sub-explotagao (LANA et

al., 2001). A extracdo do molusco conhecido localmente como “sururu” (Mytella
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guyanensis) € efetuada pelos moradores ribeirinhos e destinada ao consumo e a um
pequeno comercio. Além disso, as atividades de cultivo de moluscos marinhos,
camarao e peixes vém se expandido rapidamente a partir de programas ambientais
apoiados pelo governo do Estado do Parana em iniciativas como o Programa Baia

Limpa.

Na cidade de Paranagua, esta situado o Porto de Paranagua (Figura 1), que é
0 segundo porto brasileiro em movimentagao de cargas e recebe navios de diversos
paises, potencializando a introdugéo de espécies de microalgas nocivas exéticas, via

agua de lastro.

Figura 1 - Mapa do local de estudo, o complexo estuarino de Paranagua, PR, contemplando a
localizagdo das estacdes de coleta de fitoplancton (circulos) e os bancos de coleta do
molusco sururu, Mytella guyanensis (retdngulos), em torno do Porto de Paranagua

(triangulo).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Plano amostral

A amostragem teve inicio no dia 31 de agosto de 2002 e seguiu o
planejamento do Projeto ALARME". As coletas tiveram uma periodicidade bimestral,
sendo realizadas em agosto, outubro e dezembro de 2002; fevereiro, abril, junho e
inicio de setembro de 2003. O desenho amostral compreendeu seis estagdes de
coleta (Tabela 2) dispostas ao longo das baias de Paranagua e Antonina de modo a
contemplar um gradiente de salinidade nas regides adjacentes ao Porto de
Paranagua (Figura 1). Cada estagao foi dividida em um estrato superficial, um de
fundo e, quando a profundidade permitiu, um estrato intermediario, localizado na

camada correspondente a base da zona fética da agua.

Tabela 2 - Localizacdo das estacdes de coleta no complexo estuarino de Paranagua, PR, mostrando

as coordenadas geograficas e pontos de referéncia.

ESTACOES [LATITUDES [LONGITUDEW |LOCALIZAGAO

1 25°33'63,3" 48° 20' 53,0" Entrada do estuario, bdia 12

2 33'69,2" 25'48,5" Desembocadura do Rio Maciel

3 29' 05,0" 31'39,1" Em frente ao Porto de Paranagua
4 30'92,9" 29' 88,5" Foz do Rio ltiberé

5 33'96,6" 38' 02,6" Localidade Europinha

6 25'17,9" 42'24 1" Interior da Baia de Antonina

Em cada estagao, foram analisadas as variaveis fisicas e quimicas da agua, a
concentracdo de clorofila-a e amostras de fitoplancton e do molusco bivalve sururu
(Mytella guyanensis). As amostras de fitoplancton foram separadas em aliquotas
vivas e preservadas. Além das coletas bimestrais ja descritas, foram realizadas trés
coletas extras de sururu para intensificar a investigagao (setembro de 2002, margo e

outubro de 2003). Nestas oportunidades, procedeu-se com uma coleta de

! Para detalhes sobre o significado da sigla e os objetivos do projeto, ver Introdugao, sesséo

1, pagina 7.
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fitoplancton nas estagdes préximas a coleta do molusco (estagdes 2, 3 e 5), porém
apenas no estrato superficial devido a limitagdes logisticas.

As anadlises que seguiram a etapa de coleta e os resultados derivados de
cada uma delas, estdo sumarizados e esquematizados na Figura 2. As variaveis
ambientais foram monitoradas, no local de coleta e em laboratério, visando avaliar
suas variagdes temporais e espaciais. Estes padroes de variagdo foram
confrontados com as distribuicdes espacial e temporal das algas nocivas, obtidas
apo6s a contagem das amostras preservadas de fitoplancton. As amostras vivas de
fitoplancton foram observadas logo depois de coletadas e, quando havia espécies
potencialmente nocivas, estas foram isoladas e cultivadas em laboratério para testar
sua toxicidade por meio de analises de cromatografia liquida e/ou testes de
toxicidade. Paralelamente, ocorreu a analise de toxinas de microalgas no tecido do
molusco filtrador sururu por cromatografia liquida e bioensaios. Quando a toxina
esteve presente na amostra e, consequentemente, no ambiente, a observacédo das
amostras vivas de fitoplancton apontou para o provavel agente causador.
Posteriormente, a contagem das amostras preservadas de fitoplancton fortaleceu
esta relagdo. Conhecendo a toxicidade de algumas microalgas selecionadas e a
deteccgao de intoxicagbes em moluscos, pode-se inferir sobre os niveis de ficotoxinas
presentes no complexo estuarino de Paranagua (Figura 2).

A primeira coleta, em agosto de 2002, contemplou somente os pontos 2, 3 e
5. A partir de entdo, todos os seis pontos foram coletados regularmente, com

excecgao do ponto 5, que na coleta de abril de 2003 nao pdde ser amostrado.

4.2 Variaveis ambientais

4.2.1 Dados pluviométricos

Os dados pluviométricos correspondentes ao periodo entre agosto de 2002 e
outubro de 2003 foram cedidos pelo Centro de Estudos do Mar da Universidade
Federal do Parana (CEM/UFPR). As precipitacbes foram acumuladas mensalmente

e expressas em milimetros.
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Figura 2 - Fluxograma mostrando a sequéncia de atividades desenvolvidas apés a coleta em uma
estagdo amostral no complexo estuarino de Paranagua. Os quadros azuis simbolizam a
coleta das amostras, divididas conforme o material a ser analisado em variaveis
ambientais, fitoplancton e molusco sururu. Os quadros verdes expressam as metodologias
utilizadas, os quadros alaranjados representam os resultados obtidos em cada etapa e os
quadros vermelhos, as discussbdes geradas. As linhas cheias que conectam os quadros
simbolizam a sequéncia dos acontecimentos, ordenados de cima para baixo. As linhas

pontilhadas mostram as interagdes entre as analises dos diferentes materiais coletados.
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4.2.2 Variaveis fisicas

A profundidade foi medida através da eco-sonda da embarcacédo e a

localizacédo geografica por um aparelho de posicionamento por satélites — GPS.

O estrato intermediario de cada estacdo foi localizado na profundidade
correspondente a base da zona fética da agua, ou seja, aproximadamente trés
vezes o valor de transparéncia da agua (PARSONS; TAKAHASHI; MARGRAVE,
1984). A transparéncia, por sua vez, foi medida com um disco de Secchi e expressa

em metros.
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A temperatura foi mensurada com um termémetro de mercurio e a salinidade

com o auxilio de um condutivimetro ThermoOrion®, modelo 162A, em laboratério.

4.2.3 Nutrientes

Os nutrientes inorganicos dissolvidos analisados foram o silicato, fosfato,
nitrito (nitrogénio na forma de nitrito; N-NO), nitrato (N-NO3) e aménio (N-NH,). Para
tanto, aliquotas de agua coletadas com garrafa de Van Dorn, provenientes de cada
estrato das diferentes estagbes, foram acondicionadas em frascos plasticos com
capacidade de 250 mL, guardadas em caixa térmica e filtradas no momento do
desembarque. Filtrou-se 200 mL de cada amostra, usando filtro de fibra de vidro de
47 mm de didmetro e porosidade de 1,2 pm (tipo Whatman® GF/C), em sistema de
fitracdo a vacuo. O filtro foi reservado e o liquido filtrado foi utilizado na
determinagao da concentracdo de nutrientes dissolvidos. De cada amostra, foram
separados 100 mL para analise da concentracdo de nitrito e nitrato, 50 mL para
analise da concentracdo de silicato e fosfato, e ainda 15 mL para analise da
concentracédo de amonio, sendo este ultimo volume acrescido de 0,5 mL de solugéo
de fenol 10% (em etanol). As aliquotas filtradas foram mantidas congeladas em

freezer até o processamento.

A concentracao de nutrientes foi determinada no Laboratério de Oceanografia
Quimica da Universidade do Vale do Itajai, UNIVALI, pelo meétodo de
espectrofotometria. A analise de aménio e fosfato dissolvidos foi realizada conforme
o método de STRICKLAND e PARSONS (1972) e a de silicato, nitrito e nitrato
seguiu as recomendacdes da APHA (1999).

4.3 Clorofila-a

Os filtros obtidos na etapa anterior foram congelados logo em seguida e
mantidos fora do contato com a luz. A determinagao da concentracado de clorofila-a

foi efetuada através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

No momento da analise, foram adicionados 3 mL de metanol grau HPLC ao
filtro que continha a amostra. O filtro foi entdo submetido ao contato com uma sonda
de ultra-som Sonics® durante 40 s. Durante este procedimento, feito no escuro, a
temperatura foi mantida baixa por imersdo do tubo em agua gelada. Em seguida, o

extrato foi clarificado por filtragcdo em filtro de fibra vidro. A cromatografia foi feita



15

usando uma coluna Shimadzu® SHIM-PACK (4,6 mm de diametro interno e 40 mm
de comprimento), empacotada com particulas ODS de 3 um de didmetro. A clorofila-
a foi detectada por um fluorimetro Shimadzu® modelo RF51, ajustado para 435 nm
de excitacdo e 660 nmm de emissdo. O registro foi feito em um integrador 6-R6A
também da marca Shimadzu®. A fase mével da cromatografia consistiu em uma
solucdo de metanol e acetona (8:2), sob um fluxo de 0,7 mL.min™". Logo antes da
analise, 160 pL de amostra foram adicionados a 40 yL de solucdo de acetato de
aménia 1M. A solugdo foi misturada e injetada manualmente em um injetor
Rheodine®, equipado com um loop de 100uL (PROENGCA, 2002).

A calibragao foi feita pela injecdo de uma quantidade conhecida de clorofila-a
pura (marca Sigma®), padronizada por espectrofotometria. A concentracdo final foi
conhecida aplicando-se um conjunto de equagbes descritas em PARSONS,
TAKAHASHI e HARGRAVE (1984).

4.4 Microalgas nocivas

Foi realizada a coleta de fitoplancton no ambiente, buscando caracterizar a
presenca, abundancia e distribuicdo das espécies potencialmente nocivas de
microalgas e, ainda, estabelecer cultivos em laboratdério para comprovar a toxicidade
de espécies selecionadas. Para tanto, as amostras foram separadas em fragdes

preservadas e vivas.

4.4.1 Amostras preservadas: analise qualitativa e quantitativa

A coleta para a analise qualitativa do fitoplancton foi feita por intermédio de
arrastos obliquos em cada estagao de coleta, usando uma rede de fitoplancton com
malha de 20 um. O conteudo retido na rede foi armazenado em frascos plasticos e
fixado com solugdo de formol 4%. Este material serviu para caracterizar quais
espécies de microalgas potencialmente nocivas estavam presentes em cada ponto

amostral.

Ja o material destinado a analise qualitativa e quantitativa do fitoplancton foi
obtido com auxilio da garrafa de Van Dorn. Foram separadas aliquotas de 200 mL,

acondicionadas em frascos de vidro tipo ambar e fixadas com solugdo de lugol
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acético numa concentracao final de cerca de 1%, visando ao posterior procedimento

de contagem.

Aplicou-se a técnica de contagem de células de Utermohl. Inicialmente,
sedimentou-se um volume conhecido da amostra em camaras, concentrando e
distribuindo de modo aleatério as células. O volume sedimentado dependeu da
densidade celular da amostra, previamente observada. A analise de tais amostras foi
feita em microscépio optico invertido OLYMPUS® IX 70, por meio da contagem de
faixas (“transects”), até que se tivesse registrado duas espécies com cerca de
trezentas células contadas para cada uma delas. Este procedimento buscou reduzir
o erro estatistico do método para cerca de 10% (VENRICK, 1978).

Para a contagem de Phaeocystis spp., foi estabelecida uma correlagéo prévia
entre o didmetro das colbnias esféricas e o numero de células. A partir desse
momento, depois que as células de um numero signigficativo de colénias foram
contadas, a relagéo se estabilizou e o restante da contagem foi feito por estimativa,

através da medida do didmetro da colonia.

4.4.2 Amostras vivas: estabelecimento de cultivos

Além das coletas para analises quantitativas e qualitativas de fitoplancton,
foram realizadas coletas de material vivo. Para isso, 5 litros de amostra superficial de
agua foram coletados nas estagdes de amostragem, e conduzidos ao laboratério.
Em seguida, as amostras foram concentradas por filtracdo reversa e observadas em
microscopio invertido, buscando encontrar espécimes de microalgas potencialmente
nocivas. Este foi um procedimento importante que possibilitou a visualizagao
daquelas algas que ndo tém resisténcia a fixagdo e que teriam a presenca

subestimada.

Quando se detectou a presenca de algas potencialmente nocivas nas
amostras de fitoplancton vivo, tentou-se estabelecer um cultivo em laboratério com
as mesmas. Este processo foi realizado no Laboratorio de Estudos sobre Algas
Nocivas (LEAN) da UNIVALI, em um microscépio invertido OLYMPUS® IX 50.

As algas encontradas foram isoladas por meio de manipulagdo com um
capilar de vidro, lavadas e dispostas em uma placa de cultivo celular de polietileno
em meio de cultura enriquecido do tipo K (KELLER et al., 1987) ou F/2 (GUILLARD,
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1975). Sob esta condi¢ao foram mantidas em incubadora a uma temperatura de 20 a
25°C, expostas a uma intensidade média de luz entre 50 e 100 pE.m?s™, com
fotoperiodo de 12:12 ou 14:10 horas (claro:escuro) e salinidade entre 25 e 35,
adequados a cada espécie.

As algas cresceram em cultivos estanques, sendo que a manutengao foi
realizada semanalmente através da inoculagdo de uma fragdo de 1 mL em
erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio de cultura novo. Inoculando em
diversos frascos, gerou-se uma quantidade significativa de biomassa, necessaria as
analises de cromatografia e aos testes de toxicidade.

A estimativa da concentragdo celular foi obtida pela contagem sob
microscépio 6ptico, usando uma camara tipo Sedgewick-Rafter®. Em intervalos de
dois a trés dias, 1 mL de cada frasco foi retirado e fixado em solugdo de lugol
acético. O valor de cada concentracao celular foi calculado pela média e desvio-
padrdo da contagem de trés réplicas, sendo expresso em células por mililitro
(cels.mL™). O periodo de duragdo dos cultivos contemplou as diferentes fases da
curva de crescimento, ou seja, a fase de aclimatagdo, de crescimento exponencial,
de estabilizagdo (estacionaria) e de decaimento. A constante de crescimento
exponencial (1), expressa em dia™!, foi calculada pela formula:

#=1n (N1 / No) ;

T1-To
onde N1: numero de células no final da fase exponencial de crescimento; No: nimero
de células no inicio da fase exponencial; T¢: dias de cultivo no final do intervalo; To:
dias de cultivo no inicio do intervalo (REYNOLDS, 1984).

O tempo de duplicagao (d), expresso em dias, € uma variavel do cultivo que
representa o tempo que uma populagao leva para duplicar sua concentragao celular
(REYNOLDS, op cit.), e foi calculado pela férmula:

d= loge2 = 0,693
iz iz

Quatro cepas de espécies diferentes da diatomacea Pseudo-nitzschia, uma
do dinoflagelado Gymnodinium catenatum e uma da rafidoficea Heterosigma
akashiwo foram mantidas em cultivos. Com outras espécies, por uma série de

razdes, ndo se obteve 0 mesmo sucesso.
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Pseudo-nitzschia spp.

Buscou-se mensurar a producao de acido domoico, uma toxina amnésica, em
quatro cepas diferentes da diatomacea Pseudo-nitzschia. Para tanto, os cultivos de
cada cepa foram preparados em ftriplicata, com um volume inicial de 500 mL e
mantidos em meio F/2 (GUILLARD, 1975), salinidade 25, temperatura 20°C,
fotoperiodo de 14:10 horas (claro:escuro) e intensidade luminosa de 100 pE.m2.s™.
Em intervalos de trés em trés dias, durante 33 dias, 1 mL de cada frasco foi retirado
e fixado em lugol, para posterior estimativa da concentragdo celular dos cultivos.
Simultaneamente, foram retiradas aliquotas de 5 mL para serem filtradas a vacuo
em filtros de fibra de vidro de 25 mm de didmetro (tipo Whatman GF/C). Tanto os
filtros como os liquidos filtrados foram congelados. Desta forma, péde-se quantificar
a concentracado de toxinas nas algas e a concentragao que foi liberada no meio, ao

longo do crescimento do cultivo.

Foram realizadas medidas das algas em microscopia 6tica e confrontadas
com as existentes na literatura. Entretanto, a correta identificacdo de algumas das
espécies deste género € fortemente dependente da andlise em microscopia
eletrbnica e, para isso, foram realizadas diversas sessdes no Centro de Microscopia
Eletrdbnica da Universidade Federal do Parana (CME/UFPR). A microscopia
eletrénica de varredura (MEV) foi feita em um microscépio Phillips® XL 30, e a de
transmissdo (MET) em um microscopio Jeol® JMI200 EXII. Nesta etapa, diversos
aspectos morfoldégicos com importancia taxonémica foram observados nas frustulas,
mas principalmente a existéncia de um interespago central, o numero de fileiras de

aréolas e a forma e disposicao das mesmas.

Andlise de acido domoico por cromatografia liquida

O procedimento de analise do acido domadico por cromatografia liquida requer
que a toxina esteja soluvel em agua. Desta forma, submeteu-se os filtros ao contato
com uma sonda de ultrassom para que as células fossem rompidas e o material

intracelular dissolvido em agua miliQ .

A andlise foi realizada em um sistema de cromatografia liquida de alta

eficiéncia Shimadzu® LC10 equipado com um aparato de desgassificacdo por bolhas
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de hélio. O método seguido foi adaptado de POCKLINGTON et al. (1990), que é

bastante sensivel e permite a deteccdo de quantidades infimas da toxina.

As amostras passaram por uma etapa prévia de derivatizagao (pré-coluna)
que consistiu em promover a ligagdo da toxina a um agente derivatizante para
possibilitar a sua deteccdo por fluorescéncia. Para isso, separou-se 200 pL de
amostra e adicionou-se 50 uL de solugao tampao borato (pH 6,2). Depois de agitar
por 10 s, acrescentou-se 250 pL do agente derivatizante 9-cloroformato de
fluorenilmetil (FMOC-CI) e agitou-se por 45 s para a formacédo do AD-FMOC, que
pode ser detectado por um fluorimetro. Por ultimo, a mistura sofreu uma particao
com a adicao de 500 yL de acetato de etila, sequida de uma agitacdo por 45 s.
Esperou-se as duas fases se separarem e descartou-se a fase superior. Com a fase
inferior, repetiu-se por duas vezes o procedimento de particdo e entdo a amostra

estava pronta para ser analisada.

As amostras foram injetadas manualmente por meio de uma micro-seringa em
um injetor Rheodine® 7725i, equipado com uma alca (loop) com capacidade para
20uL. A fase movel consistiu em um gradiente de duas solugdes: (a) acido
trifluoroacético (TFA) 0,1% em acetonitrila e; (b) TFA 0,1% em agua filtrada em
sistema mili-Q. Para a cromatografia, foi utilizada uma coluna LiCrhospher® 100 RP-
18 (250 mm comprimento e 4,6 mm didmetro interno). O fluxo da fase modvel foi
mantido em 1 mL.min”" a uma temperatura de 55°C. A toxina foi detectada por um
fluorimetro Shimadzu® modelo RF51, ajustado para 264 nm de excitacdo e 313 nm
de emissdo. Os dados gerados durante os 20 minutos de duragdo de cada corrida
cromatografica foram armazenados e processados em microcomputador, utilizando
um programa de aquisicdo LC10, também da Shimadzu®. Entre uma amostra

injetada e outra, aguardou-se por um periodo de 10 minutos.

O tempo de retengdo e o espectro de absorbancia em luz visivel do acido
domoico foram obtidos pela analise de um padrdo (Calbiochem® #324378) com
concentracdo de 0,01 pg.mL™”, confrontada & analise de um controle, composto
somente de agua do mar filtrada. Foi calculada uma relacdo de regressao linear

entre diferentes diluicdes do padréo e a area do pico de absorcéo detectado.

No total, foram analisados 132 filtros para avaliar a presenca de acido

domdico intracelular e 132 amostras de meio de cultivo filtrado para detectar a
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presenca de acido domaico extracelular. A concentragcado de toxina nas amostras foi
resultante de uma média dos valores encontrados nas trés réplicas. Foram
calculados: (a) a concentracdo de acido domoico extracelular, expressa em ng.mL™”

e; (b) a concentragao intracelular, expressa em pg.cel™.

Gymnodinium catenatum

As células de G. catenatum foram cultivadas em frascos contendo 100 mL de
meio F/2 com adigéo de 0,1 mL de solugao de extrato de solo. A salinidade do meio
foi 33 e os frascos foram mantidos em incubadora a 25°C, 6OME.m'2.s'1 de irradiancia
e fotoperiodo de 12:12 horas (claro:escuro). Aliquotas de 1 mL foram retiradas a
cada dois ou trés dias, durante 33 dias, e fixadas em lugol para o procedimento de

contagem e estimativa da concentragao celular.

Para mensurar a produgdo de toxinas paralisantes em diferentes fases do
cultivo de G. catenatum, foram retirados trés extratos, representativos da fase
exponencial de crescimento, inicio da fase estacionaria e inicio da fase de
decaimento do cultivo. Para tanto, filtraram-se as células cultivadas em sistema de
filtracdo a vacuo, utilizando filtro de fibra de vidro de 47 mm de didmetro, do tipo
Whatman GF/C. O volume filtrado para cada extrato variou entre 338 e 500 mL, e foi

0 maior possivel visando ao acumulo de um grande numero de células.

Os filtros foram imediatamente secos com auxilio de nitrogénio gasoso e
congelados em freezer. A extracado das toxinas foi realizada somente nos momentos
precedentes as anadlises. Nesta etapa, os filtros foram cortados em pedacos
pequenos, adicionados 4mL de acido acético 0,1M e expostos a acédo de ultrassom.

Uma ultima filtragem em filtro de fibra de vidro eliminou todo o residuo particulado.

Andlise de toxinas paralisantes por cromatografia liquida

A exemplo da analise de acido domodico em Pseudo-nitzschia spp., a analise
de toxinas paralisantes em G. catenatum foi efetuada em um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) Shimadzu® LC10 equipado com
sistema de desgassificacdo por bolhas de hélio. O método utilizado foi uma
adaptacao do procedimento descrito por OSHIMA (1995), que consiste na separagao

idbnica por CLAE, uma derivatizagao pos-coluna e a detecgao por fluorescéncia.
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A coluna cromatografica usada foi uma LichroCart® 4,6 x 125mm, preenchida
com particulas PARTISIL C-8 de 10um. As fases moveis empregadas foram acido 1-
heptanossulfénico 2 mM em fosfato de aménio 10 mM (pH 7,1) nas analises de
goniautoxinas (GTX-1, GTX-2, GTX-3 e GTX-4) e uma mistura de acido 1-
heptanosulfénico 2 mM em fosfato de amdnio 30 mM (pH 7,1) e acetonitrila (100:6)
nas analises de saxitoxinas e neosaxitoxinas (STX e neoSTX). A coluna foi mantida
a 30°C e a fase mével num fluxo isocratico de 0,6 mL.min™'. As amostras foram
previamente misturadas a fase mével (1:1), homogeneizadas e em seguida inseridas

em um injetor Rheodine® 7725i, equipado com um /oop de 20 pL.

As reagdes pos-coluna ocorreram em um tubo de 0,5 mm de didmetro e 10 m
de comprimento, aquecido a 85°C. As reagdes consistiram em uma oxidacdo com
acido periodico 7 mM em fosfato de potassio (pH 9,0) e uma acidificagdo com acido

acético 500 mM, sob um fluxo de 0,4 mL.min™".

A detecgdo das toxinas foi feita em um fluorimetro Shimadzu® modelo RF51,
ajustado para 330 nm de excitacdo e 390 nmm de emissdo. A andlise de cada
amostra durou 20 minutos, adicionados de 5 a 10 minutos de espera antes da
proxima corrida cromatografica. Os dados gerados foram armazenados e
processados em microcomputador, utilizando-se um programa de aquisi¢ao
Shimadzu® LC10. As amostras foram comparadas aos padrées de GTX-1, GTX-2,
GTX-3, GTX-4, SXT e neoSTX, obtidos junto a CNRC/Canada.

Para um outro grupo de toxinas paralisantes, C-1, C-2, C-3, C-4, GTX-5 e
GTX-6, ndo existia um padrao disponivel. Mesmo assim, foi possivel analisar suas
presencas depois que os extratos foram submetidos a uma hidrélise acida. Este
procedimento consistiu em adicionar a um volume do extrato ja dissolvido em acido
acético 0,1 M, uma quantidade igual de acido cloridrico 0,4 N, e aquecer a mistura a
100°C durante 15 minutos. Com isso, ocorrem as seguintes conversdes
moleculares: C-1 em GTX-2; C-2 em GTX-3; C-3 em GTX-1; C-4 em GTX-4; GTX-5
em STX; e GTX-6 em neoSTX. Logo apos a hidrélise, as amostras foram analisadas
novamente, seguindo as mesmas condi¢cdes ja descritas. Desta forma, os tipos
moleculares de toxina que nao tinham padrdes, puderam ser comparados aos
padroes das suas formas hidrolisadas. A analise completa foi apta a detectar 12

tipos distintos de toxinas paralisantes.
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Teste de toxicidade aguda em camundongos

Foram separadas aliquotas de 1 mL dos mesmos extratos analisados por
cromatografia para testar a toxicidade em camundongos. A cada extrato, adicionou-
se 2 mL de acido cloridrico 0,1 N. Essa mistura foi homogeneizada e injetada,
intraperitonialmente, em trés camundongos do tipo suigo, machos, com peso entre
17 e 22 g, sendo 1 mL por animal. Um quarto individuo serviu como controle do
procedimento. Neste, injetou-se 1 mL de uma mistura entre acido acético 0,1 M e
acido cloridrico 0,1 N (1:2).

Depois de injetados os extratos, o tempo de morte de cada camundongo foi
quantificado. Como o tempo decorrido desde a injecao até a morte do animal é
proporcional a quantidade de toxinas presentes na amostra (Anexo 1), péde-se obter
a toxicidade de cada uma delas, expressa em MU? ou “mouse unit’. Para que a
conversao tivesse maior eficiéncia, fizeram-se necessarias diluicbes dos extratos
com maior toxicidade para que os tempos de morte dos camundongos se
compreendessem entre 6 e 8 minutos, momento em que a relagdo entre o tempo e a
toxicidade é mais robusta. Quando o tempo de morte foi superior a 60 minutos,
adotou-se um mesmo valor de MU, o ultimo da tabela de conversido e que
corresponde ao tempo de morte de uma hora (Anexo 1). Ainda, quando o peso do
camundongo foi diferente de 20 g, multiplicou-se o valor de toxicidade obtida por um

fator de corregao (Anexo 2).

Sabendo-se que 1 MU equivale a cerca de 0,2 ug de saxitoxina (PROENCA,;
TAMANAHA; SOUZA, 2001), a principal toxina paralisante, calcularam-se os valores
obtidos em equivalentes de saxitoxina - STXeq. Como o numero de células filtradas
de G. catenatum era conhecido, pbde-se calcular, ainda, a quantidade de toxinas

presentes por célula nas diferentes fases do cultivo, expressa em pg STXeq .cel™.

Heterosigma akashiwo

A alga foi mantida em incubadora a uma temperatura de 20°C, intensidade de

luz de 48 pE.m%s™, fotoperiodo de 12:12 horas (claro:escuro) e salinidade de 32 a

2 MU: mouse unit; quantidade de toxina suficiente para provocar a morte de um camundongo

de 20 g em 15 minutos, por meio de injegao intraperitonial.
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35 em meio de cultivo F/2. A partir dai, as culturas foram transferidas para
erlenmeyers de 250 mL e acompanhou-se o crescimento através de contagens em
intervalos de dois a trés dias. Para tanto, trés aliquotas de 1 mL eram retiradas do
meio e fixadas com lugol acético (0,075%) em cada intervalo de tempo. Devido a
fragilidade da parede celular dessa alga, a concentragdo da solugéo fixadora foi
bastante baixa para evitar o rompimento das células, e a contagem teve que ser

realizada imediatamente.

Como o mecanismo toxico desta alga ndo é bem claro e ndo existe uma
metodologia para determinacédo de toxinas por cromatografia, buscou-se medir seu
potencial nocivo por testes de toxicidade em organismos marinhos. Os organismos
testados foram juvenis do misidaceo Mysidopsis juniae Silva, 1979, larvas do

molusco Perna perna e pos-larvas do camarao Litopenaeus vannamei Boone, 1931.

Teste de toxicidade com juvenis de Mysidopsis juniae

O teste com M. juniae seguiu a metodologia proposta pela CETESB (1992).
Misidaceos sao microcrustaceos onivoros componentes do zooplancton e
constituem um importante elo nas cadeias troficas marinhas costeiras. Esses
organismos tém sido bastante usados em testes de toxicidade envolvendo

poluentes, assim como em testes com algas nocivas.

Os organismos foram obtidos junto ao Laboratério de Ecotoxicologia (LETOX)
da UNIVALI. Os individuos adultos (matrizes) foram mantidos em aquarios com agua
do mar filtrada a uma temperatura de 20°C, salinidade 32 e aeragao constante, e
receberam diariamente nauplios de Artemia salina Linnaeus, 1758 como alimento.
Depois de realizada a limpeza do aquario, retirou-se individuos juvenis para serem

usados no teste.

O teste iniciou quando o cultivo de Heterosigma akashiwo atingiu o final da
fase exponencial de crescimento. Testou-se a exposi¢ao de juvenis de misidaceos a
concentracéo total do cultivo (100%) e a diluigdes em agua do mar filtrada que
equivaleram a 50, 10, 1, 0,1 e 0,01% da concentragao inicial de microalgas. Um
controle contendo somente agua do mar filtrada também foi adotado. Tanto o

controle, como as concentragdes celulares, foram testados com trés réplicas.
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Para a realizacdo do teste, foram separados 210 misidaceos juvenis com 4
dias de idade. Cada grupo de dez individuos foi disposto em frascos de vidro
contendo 200 mL das concentragdes de H. akashiwo ou do controle. Em seguida,
adicionou-se cerca de 300 nauplios recém-eclodidos de A. salina para a
alimentagdo. O teste durou 96 horas, sendo que a cada 24 horas foi feita a
contagem e a retirada de individuos mortos dos frascos, bem como a administragao
de nova dose de alimento. Os misidaceos foram considerados mortos quando
estavam visivelmente imoveis e ndo respondiam a estimulos mecanicos suaves

durante cerca de 30 segundos.

Durante o teste, as condigdes de luz, temperatura e salinidade mantiveram-se
as mesmas a que Os organismos estavam submetidos, ou seja, temperatura de
20°C, intensidade luminosa de 51 uE.m'z.s'1, fotoperiodo de 12:12 horas (claro:
escuro) e salinidade de 32. O pH e a concentragdo de oxigénio dissolvido foram
monitorados durante o experimento, por meio das sondas especificas Thermo

Orion® 370 e YSI® 58, respectivamente.

Teste de toxicidade embrio-larval com Perna perna

Antes da realizacdo deste teste, a cepa de Heterosigma akashiwo foi
aclimatada em meio de cultivo F/10, ou seja, os mesmos nutrientes presentes no
meio F/2, porém cinco vezes menos concentrado. O método adotado neste teste
seguiu as recomendacdes de REIS FILHO (1999). Foram adicionados 10 mL do
cultivo de H. akashiwo em frascos plasticos de 15 mL, nas concentragdes
correspondentes a 100, 50, 10, 5, 1, 0,1 e 0,01% da concentragao celular do cultivo.
Um tratamento controle com agua do mar filtrada também foi aplicado, a exemplo
das concentragdes, com 4 réplicas. A seguir, foram inoculados 200 uL de uma
solugdo contendo um numero minimo de 300 ovos de Perna perna por frasco. A
solugdo foi obtida apdés a desova induzida dos mexilhbes e a mistura de
espermatozoides e ovulos em um frasco, agitando moderadamente e observando

em microscopio, até ocorrer a fecundacao.

Esse foi um teste cronico, caracterizado por detectar um efeito sub-letal no
organismo testado, ou seja, o atraso no seu desenvolvimento. Tal atraso foi medido

por meio da contagem dos percentuais de larvas desenvolvidas e deformadas
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depois de decorridas 48 horas de teste (Figura 3). A contagem das larvas foi
realizada em camara de sedimentacao do tipo Sedgewick-Rafter, sob microscoépio
Optico. As condicbes de temperatura e luz foram mantidas constantes durante o

teste e o pH e salinidade foram monitorados com o auxilio de sondas especificas.

Figura 3 - Fotomicrografia da larva-D do molusco bivalve Perna perna cerca de 48 horas apds sua
fecundacdo. (A) Larva com desenvolvimento normal; (B) larva com desenvolvimento

andémalo.

Teste de toxicidade com pos-larvas de Litopenaeus vannamei

O camaréao L. vannamei € uma espécie exotica, mas que esta amplamente
difundida no litoral brasileiro em sistemas de cultivo em tanques costeiros fechados,
inclusive em regides adjacentes ao complexo estuarino de Paranagua e Baia de
Guaratuba, PR. Procurou-se estimar, através do experimento, qual seria o efeito de

uma floracdo de H. akashiwo em um tanque deste importante recurso econémico.

As pos-larvas de L. vannamei que serviram de organismo-teste foram
fornecidas pelo Laboratério de Camardes Marinhos (LCM) da Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC), onde é feita a reprodugcao desta espécie. As cerca de
1000 pos-larvas com idade de 21 dias (PL-21) foram transportadas em sacos
plasticos com a agua do tanque, adicionando oxigénio pressurizado e uma porgao

do microcrustaceo Artemia salina como alimento.

As pés-larvas foram acondicionadas em aquarios contendo agua do mar

filtrada, com temperatura em torno de 20°C e salinidade de 35, sob aeragéo
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moderada e constante. Foi administrado, durante o periodo de manutencdo em
laboratdrio, o uso de ragao especifica para este organismo, oferecida de 2 a 3 vezes

ao dia. Foi necessaria a troca diaria de parte da agua de manutengéo.

Quando foram utilizadas no teste, as pds-larvas tinham 22 dias de idade (PL-
22). O teste durou 48 horas e buscou avaliar o efeito letal de trés densidades
diferentes da alga, comparando a um controle. As concentragdes celulares distintas
foram conseguidas a partir de diluicbes do cultivo de H. akashiwo em agua do mar
filtrada, correspondendo a 100, 50 e 20% da densidade original. A concentragéo
celular foi estimada através de contagem microscépica em camara de contagem tipo
Sedgewick-Rafter. O controle foi feito com agua do mar filtrada e de mesma

salinidade e, a exemplo dos tratamentos, possuiu trés réplicas.

Em cada frasco de 1 litro, foram adicionados 500 mL do meio com as
diferentes concentracbes de células ou do controle, e acrescentadas cerca de 20
pos-larvas. As pos-larvas foram todas medidas sob lupa, adotando-se o
comprimento como sendo a medida entre as extremidades do rostro e do telso,
expresso em milimetros. Durante o experimento, a temperatura foi controlada em
torno de 20°C, com fotoperiodo de 12:12 horas, iluminagao de cerca de 50 pE m?s™,
aeracao suave constante e nao foi fornecida alimentacdo. A concentracido de

oxigénio dissolvido e o pH foram monitorados.

A taxa de mortalidade (%) foi verificada apos 1, 2, 4, 6, 9, 12, 24, 36 e 48
horas. Foi atribuida mortalidade aos individuos que visivelmente estavam iméveis e

nao respondiam a estimulos mecanicos suaves durante cerca de 30 segundos.

Tratamento dos dados

Os testes aplicados com juvenis de misidaceos Mysidopsis juniae e poés-
larvas do camarao Litopenaeus vannamei foram testes de toxicidade aguda, que
buscaram medir o efeito letal da alga nociva Heterosigma akashiwo sobre os
organismos. Quando esse efeito existiu, ele pbdde ser expresso sob a forma de uma
concentracéo letal mediana (CLsp), ou seja, a concentracdo celular capaz de

provocar a morte de metade dos organismos-teste durante o experimento.

Ja o teste de desenvolvimento larval no molusco Perna perna foi um teste de

toxicidade crénica, onde se mediu um efeito sub-letal, o retardo no desenvolvimento
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provocado pelo contato dos organismos-teste com diferentes concentracdes da alga.
Neste caso, quando ha um efeito positivo, pode-se calcular a CEsy, que é a
concentracdo capaz de atrasar o desenvolvimento de metade dos ovos testados

durante o periodo.

Quando a concentracao testada nao foi suficiente para matar ou manifestar o
efeito em pelo menos metade dos organismos-teste, buscou-se determinar se o
efeito das diversas concentracdes celulares testadas diferiu do controle, através do
teste de Willians. Como resultado deste teste, determina-se a concentragao de efeito
nao-observado (CENO) e a concentracao de efeito observado (CEOQO). A primeira € a
maior concentragdo testada que nao provoca efeito estatisticamente diferente do
controle, e a outra € a menor concentracao capaz de provocar um efeito distinto do

controle.

Para auxiliar o calculo e avaliagao dos resultados foram aplicados o pacote
estatistico ToxStat® e o software TSK Spearman-Karber. Essas ferramentas geraram
valores de CLsy ou CEsy, CENO e CEO a partir dos dados de mortalidade por
concentragdo, ao longo do teste.

4.5 Ficotoxinas no molusco Mytella guyanensis

O sururu (Mytella guyanensis) foi usado como organismo-teste para a
deteccdo de ficotoxinas no ambiente. O material foi coletado em parceria com o
IBAMA/Paranagua e a EMATER e as amostragens foram realizadas em agosto,
setembro, outubro e dezembro de 2002, fevereiro, margo, abril, junho, setembro e

outubro de 2003, totalizando dez coletas num periodo de quinze meses.

As estacdes de coleta foram localizadas ao lado de col6nias de pescadores,
em bancos de extracdo costumeiramente utilizados pelos moradores. Em cada local,
foram coletados entre um e dois quilogramas de sururu. A estagcdo S-1 situou-se na
regidao de desembocadura do rio Maciel (25°33'16.0" S, 48°24'52.9" W); a estacao S-
2 encontrou-se mais proxima ao Porto de Paranagua, junto a localidade de
Piassaguera (25°28'19.0" S, 48°26'08.9" W); e a estagcdo S-3 esteve localizada na
comunidade de pescadores de Europinha (25°27'17.8" S, 48°36'00.8" W). Alguns

locais de coleta de fitoplancton foram propositalmente dispostos proximos as
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estacdes de coleta de sururu®, havendo relagdo entre a estacdo 2 e a S-1, a estacéo
3 e a S-2 e entre a estagdo 5 e a S-3. Por problemas operacionais, a coleta de

moluscos na estacao S-3 deixou de ser realizada a partir de abril de 2003.

Os moluscos coletados foram transportados ao Laboratério de Estudos sobre
Algas Nocivas, na UNIVALI, em lItajai, SC. Foram realizados testes para a detecgéo
de ficotoxinas causadoras de envenenamento paralisante (PSP), diarréico (DSP) e
amnésico por moluscos (ASP). Os testes de toxicidade aguda com camundongos do
tipo suico foram realizados para a detecgédo de toxinas do PSP e DSP. Em caso de
resultado positivo, procurou-se confirmar a presenca das toxinas usando
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Por ultimo, a investigagao de toxinas
do ASP foi realizada diretamente por CLAE. As metodologias envolvidas em cada

analise serdo detalhadas a seguir.

4.5.1 Deteccao de toxinas do PSP

O método para a deteccédo de toxinas paralisantes foi baseado na norma da
Association of Official Analytical Chemists — AOAC (1990), com utilizagao da tabela
de Sommer (FERNANDEZ; CEMBELLA, 1995) para a expressao dos resultados.

Os sururus foram limpos externamente e abertos com a sec¢ao dos musculos
adutores. Em seguida, retirou-se das conchas todos os tecidos e visceras,
escorrendo o liquido em excesso, até somar cerca de 150 g de carne. Triturou-se a

carne com o auxilio de um triturador de tecidos, obtendo-se uma pasta homogénea.

Foram pesados 100 g da pasta e adicionados100 mL de acido cloridrico 0,1
N. Quando necessario, o pH foi corrigido com algumas gotas de acido cloridrico 5 N,
para que o seu valor estivesse entre 2,5 e 4. A mistura foi fervida por 5 minutos.
Depois de esfriar, o pH foi conferido e, caso necessario, corrigido. A mistura foi
aferida a 200 mL usando a adi¢do de agua acidificada (pH 4), para repor a perda de
liquido evaporado. Centrifugou-se o extrato a 3000 rpm durante 3 minutos. O liquido

sobrenadante foi separado para o teste.

Em um camundongo macho do tipo suico, pesando 20 g, injetou-se 1 mL do

extrato e observou-se o efeito durante 30 minutos. Em caso de amostras com

® Ver Figura 1 - mapa da area de estudo - em Material e Métodos, sessao 4.1, pagina 10.
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moluscos intoxicados por toxinas paralisantes, o efeito é letal e o tempo decorrido
desde a injecdo até a morte € proporcional a sua toxicidade. No caso do
camundongo ter um peso diferente, mas préximo de 20 g, calcula-se um fator de

corregao. Os resultados sdo expressos em MU, ou “mouse units”.

4.5.2 Deteccao de toxinas do DSP

Teste de toxicidade aguda com camundongos

Para a deteccao de toxinas diarréicas, o método usado foi o descrito em
YASUMOTO et al. (1984), que se aplica a tecidos de diversos moluscos. Os sururus
foram limpos externamente e abertos com a secgdo dos musculos adutores. As
glandulas digestivas (hepatopancreas) foram dissecadas com cuidado para néao
haver rompimento e evitando ao maximo a inclusdo de outros tecidos. Os
hepatopancreas foram secos em papel absorvente e pesados até perfazerem um
total de 15 g. O material foi entdo homogeneizado com um triturador de tecidos
bioldégicos. Ao homogeneizado, adicionou-se 37,5 mL de acetona e centrifugou-se a
mistura a 3.000 rpm, durante 3 minutos. O sobrenadante foi filtrado em papel filtro.
Repetiu-se mais duas vezes a adicdo do mesmo volume de acetona, a centrifugagao
e a filtracdo, juntando todo o liquido filtrado em um baldo rotatério. Este extrato
acetonico foi seco em um rota-evaporador, a uma temperatura de 40°C. O resultado

final foi um residuo de consisténcia pastosa.

O residuo sofreu uma particao em éter etilico e agua para eliminar possiveis
interferentes. Adicionou-se 15 mL de agua destilada ao residuo e extraiu-se o
mesmo com 27 mL de éter etilico. Repetiu-se por mais duas vezes a extracdo com o
mesmo volume de éter etilico. O extrato foi acondicionado em um funil de
separacao, aguardando a separacao das fases aquosa e etilica. Descartou-se a fase
inferior (aquosa) e promoveu-se a lavagem com mais 15 mL de agua destilada. A
mistura foi agitada com cuidado e aguardou-se novamente a separacao para
descartar a fragdo aquosa. Este procedimento foi repetido mais uma vez. O extrato
etilico foi seco em rota-evaporador a 40°C e o residuo ressuspenso em 3 mL de

solucao Tween 1%, representando o extrato final.

Quatro camundongos foram selecionados, todos do tipo suigo, machos e

pesando entre 18 e 21 g. No camundongo controle, injetou-se intraperitonialmente 1
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mL de solugédo Tween 1%. Nos outros trés foi injetado 1 mL do extrato em cada. Os
camundongos foram observados para perceber a presenca de sintomas. Toma-se
como positivo o ensaio que produz a morte de pelo menos dois camundongos em 24

horas. Os ensaios foram feitos em presenga de agua e alimento.

Confirmagéao por cromatografia liquida

Quando o teste de toxicidade aguda expressou resultado positivo, a presenca
de toxinas diarréicas teve que ser confirmada por analise de cromatografia liquida. O
método usado foi desenvolvido por PEREIRA et al. (1995).

Em quatro aliquotas de 0,5 g de hepatopancreas, foram adicionados 2 mL de
metanol 80%, agitando por 2 minutos e centrifugando por mais 5 minutos.
Transferiu-se 1,25 mL do sobrenadante (extrato metandlico) para um novo recipiente
onde foram acrescentados 1,25 mL de hexano, agitando logo em seguida por um
minuto e centrifugando por mais um minuto, a 3000 rpm. Reservou-se a fase inferior
da mistura, correspondente ao extrato metandlico, e repetiu-se a lavagem com
hexano. Ao extrato metandlico, acrescentaram-se 0,5 mL de agua destilada e 2 mL
de cloroformio. A mistura foi agitada e centrifugada por 5 minutos a 3000 rpm. Em
seguida, a porgao inferior (cloroférmica) foi transferida para uma proveta graduada.
Repetiu-se este fracionamento mais uma vez, juntando a nova fragao cloroférmica
na proveta. A seguir, aferiu-se o extrato a 5 mL com cloroférmio puro. Para eliminar
residuos de agua do extrato, adicionou-se uma pequena quantidade de sulfato de
sédio, que sedimentou juntamente com a agua. Por fim, transferiu-se 1 mL do

extrato para um tubo e secou-se com auxilio de gas nitrogénio.

Numa segunda etapa, as quatro amostras foram derivatizadas, ou seja, foram
misturadas a uma substancia que se liga a toxina e cuja detec¢cado pode ser obtida
por fluorescéncia. Cada um dos extratos secos foi dissolvido em 200 uL de solugéo
derivatizante 9-antrildiazometano 1% (ADAM 1%). Foram produzidas outras trés
amostras para servir de controle negativo, consistindo em 200 uL de agua filtrada
em sistema Mili-Q. Também foram gerados controles positivos (padrées), sendo trés
amostras compostas por 200 uL de solugédo padrdao de acido ocadaico (OCA) 0,5
ng.mL™ acrescidos de 200 uL de ADAM. A eficiéncia da solugdo derivatizante foi
testada pela ligagdo a uma solugdo de acido deoxicolico (DEO), ao qual o

derivatizante demonstra elevada afinidade. Obteve-se, desta forma, mais trés
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amostras compostas por 200 uL de ADAM somados a 10 uL de DEO. Finalmente,
outras trés amostras resultaram da mistura de 200 uL de solugdo padrao de acido
ocadaico, 200 uL de ADAM e 10 uL de DEO. Todas as 16 amostras foram incubadas
em banho-maria a 40°C, durante uma hora, e depois secas na presenca de

nitrogénio gasoso.

A terceira etapa consistiu na limpeza das amostras, fazendo-as passar
através de um cartucho de silica. Cada amostra seca foi dissolvida em 200 puL de
solugdo diclorometano e hexano (1:1) e injetada no cartucho de silica. Este
procedimento foi repetido mais duas vezes. Em seguida, forgou-se a passagem pelo
cartucho de 3 mL de solugado diclorometano e hexano (1:1). Descartou-se o liquido
que passou pelo cartucho, ja que os complexos OCA-ADAM e/ou DEO-ADAM
permaneceram retidos nos graos de silica, no interior do cartucho. Em seguida,
passou-se pelo cartucho 5 mL de solucéo diclorometano e acetona (95:5), também
descartando o liquido. Por ultimo, 5 mL de solug&o diclorometano e acetonitrila (1:1)
foram injetados no cartucho para retirar o material retido. Esta ultima aliquota foi

recolhida e seca com nitrogénio gasoso.

Cada amostra foi ressuspensa em 1 mL de metanol. Desta solucéo, retirou-se
100 pL e foram acrescentados 100 uL de acetonitrila 80%, misturando. Esta mistura
foi injetada manualmente em um injetor Rheodine®, equipado com um loop de 100
uL para ser analisada em um sistema de cromatografia liquida Shimadzu® LC10. A
fase movel utilizada foi uma solugdo de acetonitrila e agua (8:2) e, como fase
estacionaria, a coluna cromatografica LiCrhospher® 100 RP-18 (250 mm de
comprimento e 4,6 mm de didmetro interno). A temperatura do forno que aqueceu a
coluna foi mantida em 40°C e o fluxo de passagem da fase mével foi de 1 mL.min™".
A deteccso foi feita por um fluorimetro Shimadzu® modelo RF51, ajustado para um
comprimento de onda de excitagdo de 365 mm e de 412 nm de emissdo. Cada

analise durou 30 minutos.

4.5.3 Deteccao de toxinas do ASP

O acido domodico, toxina causadora de ASP, foi analisado diretamente por
meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia, seguindo o método desenvolvido
por QUILLIAM, XIE e HARDSTAFF (1995). Para tanto, reservou-se uma aliquota de
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1 g de hepatopancreas triturado e homogeneizado de cada uma das amostras de
sururu. A amostra, foram adicionados 4 mL de uma solucdo de metanol e agua (1:1).
O conteudo foi centrifugado por 10 minutos, a 3000 rpm. Em seguida, o

sobrenadante foi filtrado em filtro de fibra de vidro com porosidade de 0,45 um.

O filtrado foi limpo através da passagem por um cartucho com trocador
aniébnico forte (SAX). Este procedimento visou livrar a amostra de possiveis
interferentes a cromatografia e concentra-la, facilitando a analise de niveis tragos de
toxina. As amostras, diluidas em fase médvel, foram analisadas em um sistema de
cromatografia liquida Shimadzu® LC10, depois de injetadas manualmente em um
injetor Rheodine® 7725i, equipado com um /loop de 20 yL. A cromatografia ocorreu
em uma coluna Supelcosil (Supelco®), empacotada com particulas de 4 pm de
octadecilsilano (ODS). A fase moével consistiu em solucdo de acetonitrila 10%
acidificada com 4acido trifluoroacético 0,1% (TFA 0,1%). A temperatura da coluna foi
mantida em 40°C e o fluxo da fase mével em 1 mL.min”. Todos os reagentes
utilizados foram de grau espectroscopico e a agua filtrada em sistema Mili-Q. O
tempo de retencdo e o espectro de absorbancia do acido domoico foram obtidos por
analise de padrao de acido domaico (Sigma® #D6152). Os dados gerados durante a
cromatografia foram armazenados e processados em microcomputador, utilizando

um programa de aquisi¢ao LC10, também da marca Shimadzu®.
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5 RESULTADOS

5.1 Oscilagoes espaciais e temporais nas variaveis ambientais e clorofila-a

As maiores concentragdes de chuvas ocorreram durante o verdo (dezembro a
margo) e as menores durante o inverno (maio a setembro). O més que registrou a
maior pluviosidade foi janeiro de 2003, com 797,31 mm e 0s menos chuvosos foram
agosto de 2003, quando nao houve precipitacdo, e setembro de 2002, quando

choveu somente o equivalente a 1,52 mm (Figura 4).

Figura 4 - Pluviosidade mensal (mm) no complexo estuarino de Paranagua, PR — agosto de 2002 a
outubrobro de 2003.
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Fonte: Centro de Estudos do Mar / Universidade Federal do Parana

As variaveis fisico-quimicas da agua e clorofila-a variaram bastante durante o
periodo de estudo. Como os pontos de coleta foram dispostos propositalmente de
forma a contemplar um gradiente no ambiente, principalmente de salinidade, os

resultados neste item foram agrupados por local de amostragem.

Na estacao 1, localizada na foz do complexo estuarino, a profundidade variou
entre 12 e 15 m e a temperatura da agua entre 19,8°C, em setembro de 2003 e

29,2°C em fevereiro do mesmo ano (Figura 5). Neste local foram obtidos os maiores
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valores de salinidade do estudo, variando entre 25,1 em fevereiro e 34 em junho de
2003. A transparéncia da agua oscilou entre 1,2 m em setembro de 2003 e 3,5 m em
abril do mesmo ano. As concentragdes de nutrientes dissolvidos neste local foram as
menores encontradas durante a investigagdo, com valores minimos e maximos de
0,03 e 0,33 umol.L™ N-NO5; 0 e 11,59 pmol.L™" N-NH4; 0 e 3,13 umol.L™" N-NO3; 2,99
e 23,67 umol.L™ de silicato; 0,29 e 0,60 pumol.L™" de fosfato. As concentracdes de

clorofila-a variaram entre 0,58 e 5,06 ug.L™ (Figura 5).

A estacao 2, localizada préximo a foz do Rio Maciel, foi um dos dois locais de
amostragem onde a baixa profundidade, entre 2 e 4,5 m, ndo viabilizou a coleta em
um estrato intermediario. A temperatura da agua na superficie sempre foi superior a
do fundo (Figura 6). Os valores oscilaram entre 20,1°C em setembro de 2003 e
30,8°C em fevereiro do mesmo ano. As medidas de salinidade revelaram um padrao
inverso ao da temperatura, variando de 18,5 em fevereiro de 2003 até 31 em agosto
de 2002. A transparéncia da coluna d’agua foi de 0,9 a 3 m. As concentragbes de
nitrito estiveram compreendidas entre 0,03 e 0,24 umol.L™"; de aménio entre 0,58 e
13,37 umol.L™"; de nitrato entre 0 e 1,65 pmol.L™"; de silicato entre 6,28 e 48,55
umol.L”"; e as de fosfato dissolvido variaram entre 0,13 e 0,61 umol.L™". A menor

concentracdo de clorofila-a foi de 1,18 e a maior de 3,75 ug.L™" (Figura 6).

A profundidade na estagdo 3 variou entre 6 e 12 m. Localizada defronte ao
Porto de Paranagua, a temperatura minima da agua nesta estagao foi de 20,5°C em
setembro de 2003 e a maxima de 30,1°C em fevereiro de 2003 (Figura 7). Os
valores de salinidade variaram entre 18,6 em fevereiro de 2003 e 30,5 em agosto de
2002. A transparéncia da coluna d’agua oscilou entre 0,80 e 2,20 m. A concentragéo
de nitrito variou de 0,06 a 1,67 umoI.L'1; ja a de amodnio oscilou entre 0,30 e 12
umol.L™"; de nitrato entre 0,06 e 4,36 umol.L™"; de silicato entre 7,86 e 41,39 umol.L™;
e de fosfato entre 0,16 e 1,06 umol.L™". O contetido minimo de clorofila-a foi de 0,96
ng.L™" e o maximo observado foi de 18,04 pg.L™, na superficie, em fevereiro de 2003
(Figura 7), quando havia uma concentragdo de 11,2.10° cels.L™" da diatomacea

Skeletonema costatum (Greville) Cleve.



35

Figura 5 - Varidveis ambientais e clorofila-a medidas na estacao de coleta 1, no complexo estuarino

de Paranagua, PR — agosto de 2002 a setembro de 2003.
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Figura 6 - Varidveis ambientais e clorofila-a medidas na estacdo de coleta 2, no complexo estuarino
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Figura 7 - Varidveis ambientais e clorofila-a medidas na estacdo de coleta 3, no complexo estuarino
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A estacao 4, na foz do Rio Itiberé e com profundidade variando entre 3 e 6 m,
foi o0 outro caso em que a reduzida profundidade ndo permitiu a amostragem em um
estrato intermediario da coluna d’agua. Na superficie, registrou-se a maior
temperatura da agua, 32°C, em fevereiro de 2003. A temperatura minima foi de
20,4°C em setembro de 2003 (Figura 8). A salinidade variou entre 18,8 e 25,8 e a
transparéncia da agua entre 1 e 2,3 m. A analise da concentracdo de nutrientes
dissolvidos mostrou minimo de 0,07 umoI.L'1 e maximo de 0,47 umoI.L'1 para nitrito;
5,33 e 36,13 umol.L™ para aménio; 0,07 e 4,49 umol.L™" para nitrato; 8,93 e 31,25
umol.L™" para silicato; e 0,35 e 10,05 umol.L™" para fosfato. A concentracdo de
amoénio, em junho de 2003 e a de fosfato, em outubro de 2002, foram as maiores
registradas em toda a area de estudo. A concentragdo minima de clorofila-a foi de
1,34 e houve um pico de 15,57 ug.L™" préximo ao fundo, em abril de 2003 (Figura 8),
quando a concentracéo de S. costatum foi de 3,65.10° cels.L™.

A profundidade na estacao 5 variou entre 6 e 9 m. A medida da temperatura
da agua revelou valores entre 19,8°C em setembro de 2003 e 29,8°C em fevereiro
de 2003 (Figura 9). A salinidade minima de 11,6 foi medida em fevereiro e a maxima
de 27 em agosto. A transparéncia da agua variou entre 0,4 e 1,2 m. Os valores de
nutrientes foram 0,05 e 1,11 umol.L™" de nitrito; 5,42 e 17,48 umol.L™" de aménio;
0,05 e 5,69 umol.L”" de nitrato; 5,22 e 85,26 umol.L™" de silicato; e 0,44 e 1,19
umol.L”" de fosfato. Neste ponto, registraram-se os maiores valores de clorofila-a
durante o estudo, atingindo um maximo de 67,83 pg.L”"' no estrato profundo, em
fevereiro de 2003, quando S. costatum atingiu a concentracdo de 19,77.10° cel.L™".
O valor minimo foi de 3,04 ug.L™ (Figura 9).

A menor variagdo sazonal de temperatura da agua foi observada na estacao
com localizagdo mais interior (6), oscilando entre 19,9°C em setembro de 2003 e
26,8°C em abril de 2003 (Figura 10). De modo inverso, verificou-se a maior variagao
sazonal nos valores de salinidade, com um maximo de 22 em abril de 2003 e um
valor minimo tecnicamente nulo, de 0,2 em fevereiro do mesmo ano. Neste local, a
transparéncia da agua foi menor, variando entre 0,4 e 0,85 m. Quanto aos nutrientes
dissolvidos, a concentragdo de nitrito variou entre 0,11 e 0,94 umol.L™"; de aménio
entre 1,83 e 25,16 umol.L™"; de nitrato entre 0,26 e 9,68 umol.L™"; de silicato entre
14,45 e 113,67 pmol.L™; e de fosfato entre 0,1 e 0,68 pumol.L™". Este ponto
apresentou as maiores concentracbes de nitrato e de silicato dissolvidos. A

concentragao de clorofila-a oscilou entre 1,31 e 4,35 ug.L™” (Figura 10).
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Figura 8 - Varidveis ambientais e clorofila-a medidas na estacdo de coleta 4, no complexo estuarino
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Figura 9 - Varidveis ambientais e clorofila-a medidas na estacdo de coleta 5, no complexo estuarino
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Figura 10 - Variaveis ambientais e clorofila-a medidas na estacdo de coleta 6, no complexo estuarino
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5.2 Microalgas nocivas e ficotoxinas

As algas potencialmente nocivas detectadas durante o periodo de estudo
foram agrupadas segundo os efeitos deletérios que podem causar aos seres
humanos, animais marinhos ou ao ecossistema. A maioria das espécies abordadas
na presente investigacdo integra a lista de espécies tdxicas elaborada por um
conjunto de especialistas e divulgada pela Comissdo Intergovernamental
Oceanografica da UNESCO (IOC, 2003). Outras duas espécies que nao estao
inclusas na referida lista, Trichodesmium erythraeum Ehrenberg e Coscinodiscus
wailesii Gran et Angst, foram adicionadas a investigagdo pela possibilidade de
formarem floragdes associadas a danos econémicos e ecoldgicos e pelo histérico na

regiao.

5.2.1 Microalgas produtoras do ASP

Pseudo-nitzschia spp.

Foram encontradas no complexo estuarino de Paranagua trés espécies de
Pseudo-nitzschia potencialmente produtoras de toxinas amnésicas: P. pungens
(Grunow ex P.T. Cleve) Hasle, P. calliantha Lundholm et al. e P. multiseries (Hasle)
Hasle. Devido a dificuldade de diferencia-las em microscopia 6tica, no momento das
contagens das amostras de campo, todas as espécies foram consideradas em
conjunto, sendo representadas como Pseudo-nitzschia spp. Elas foram detectadas
no ambiente durante todos os periodos amostrados, mas foram predominantes no
final do verdo e inicio do outono, de fevereiro a abril (Figura 11). A maxima
concentracdo celular (317.353 cels.L™") foi encontrada no estrato superficial da
estacao 1, em fevereiro de 2003 (Figura 11).

Nas coletas de fevereiro e marco de 2003, foram isoladas quatro cepas
distintas de Pseudo-nitzschia spp. Os cultivos estabelecidos com as quatro cepas,
chamadas de Pnz-1, Pnz-2, Pnz-3 e Pnz-4, foram bem sucedidos e possibilitaram a
investigacdo da capacidade de producdo de toxinas amnésicas por estas algas.
Logo apds a analise da toxicidade, o cultivo passou a apresentar problemas e foi
perdido depois de alguns meses. A identificacdo das cepas cultivadas de Pseudo-
nitzschia foi bastante problematica. Um processo erosivo atuou nas valvas, o que
acarretou em perda de silica e na impossibilidade de visualizacdo das aréolas e

outras estruturas importantes para a identificacdo das espécies, mesmo sob
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microscopia eletrénica de varredura (Figura 12) e transmissdo. Todo o material

examinado estava erodido e ndo se péde determinar com certeza quais espécies

foram cultivadas, exceto P. pungens (cepa Pnz-1), facilmente distinta das demais

sob microscopia Optica. As cepas Pnz-2 e Pnz-3 provavelmente tenham sido

especies componentes do complexo P. pseudodelicatissima / cuspidata. As

caracteristicas de tamanho, forma e padréo de sobreposi¢do das células da cepa

Pnz-4 foram semelhantes as descritas para P. multiseries®.

Figura 11 - Densidade celular (ceIs.L'1) de Pseudo-nitzschia spp. em diferentes estacdes de coleta no

complexo estuarino de Paranagud, PR — agosto de 2002 a outubro de 2003.
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* Os estudos que embasaram tais suposi¢des estao listados na Discussdo, sessao 6.2.1,

pagina 79.
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Figura 12 - Fotomicrografia eletrénica de varredura evidenciando a alteragdo na frastula de Pseudo-
nitzschia sp. (cepa Pnz-2), apds cerca de 4 meses de cultivo em laboratério. A alga foi
isolada do complexo estuarino de Paranagua, PR, em margo de 2003. O aumento usado

foi de 10.000x e a barra de escala representa 2 um.
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A cepa Pnz-1 media entre 80-90 um de comprimento por 4,5-5,0 um de
largura, com células fortemente silicificadas e sobrepostas em cerca de 1/3 do
comprimento, apresentando poroides visiveis em microscopia otica. A cepa Pnz-2
media entre 65-75 um de comprimento por 2,0-3,0 um de largura, suas células
estreitas formavam cadeias curtas, com sobreposi¢ado de 1/5 do comprimento total. A
cepa Pnz-3 apresentava 40-45 um de comprimento por cerca de 3,0 um de largura,
apresentando cadeias curtas de células sobrepostas em 1/4 a 1/5 do comprimento
da valva. A cepa Pnz-4 media entre 105-120 um de comprimento por 4,5-5,0 um de
largura, as células tinham as extremidades acentuadamente agudas e sobrepostas

em cerca de 1/4 do seu comprimento.

O cultivo da cepa Pnz-4, identificada como Pseudo-nitzschia cf. multiseries,
passou por uma fase de aclimatagao que durou por volta de trés dias, seguida por
um periodo de crescimento exponencial até cerca de 12 dias de cultivo, uma fase
estacionaria de crescimento entre 12 e 21 dias para, a partir de ent&o, entrar em

declinio (Figura 13). O maior valor de concentracédo celular foi de 10.394 + 376
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cels.mL™ (média % erro padrdo) no 21° dia de cultivo. Registrou-se uma constante de

crescimento exponencial (x) de 0,30.dia™" e um tempo de duplicagdo de 2,3 dias.

Figura 13 - Curva de crescimento celular (média + erro padrdo; n = 3) de uma cepa de Pseudo-
nitzschia cf. multiseries (cepa Pnz-4) isolada do complexo estuarino de Paranagua, PR e
cultivada em meio F/2, 20°C de temperatura, luminosidade de 100 uE.m'Z.S'1 ,salinidade

25, e fotoperiodo 14:10hs (claro:escuro).
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Antes de se avaliar a produgao da toxina amnésica, o acido domaoico (AD), ao
longo do cultivo da cepa Pnz-4, foi necessario se determinar o tempo de retengéo do
padrdo da toxina nas analises de cromatografia liquida. O complexo formado pelo
acido domoico e seu agente derivatizante (AD-FMOC) foi detectado sob a forma de
um pico de absorbancia aos 15,6 minutos da analise cromatografica. No controle do

experimento, com agua do mar, esse pico n&o foi registrado (Figura 14).

Dentre as quatro cepas cultivadas, somente na Pnz-4 detectou-se a producéo
de acido domoico. Como o método adotado foi extremamente sensivel, pode-se
inferir que, sob as condigdes testadas de cultivos, as demais cepas nao produziram
a toxina (Figura 15). A presenca de acido domodico na cepa Pnz-4 foi confirmada
comparando-se o seu espectro de absorcdo em luz visivel, com o obtido na analise
do complexo AD-FMOC formado no padrdo. Os espectros de ambos apresentaram
picos de absor¢ao proximos aos comprimentos de onda de 209 e 245 nm (Figura
16).
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Figura 14 — Cromatogramas de fluorescéncia para a detecgao de acido domoico (padrédo e controle).

O controle foi composto por agua do mar filirada e a presenca da toxina esta sinalizada

pela seta. AD-FMOC: complexo acido domdéico — derivatizante.
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Figura 15 - Cromatogramas de fluorescéncia para a detecgdo de acido domdico em amostras de

Fluorescéncia (mV)

4 0E+0A

3,0E+06

2 0E+06

1,0E+06

0,0E+00
4 0E+06

3,0E+06

2,0E+06

1,0E+06

0,0E+00

cepas cultivadas da diatomacea Pseudo-nitzschia spp. A presenca da toxina esta

sinalizada pela seta. AD-FMOC: complexo acido domoico — derivatizante.

PNZ-1

i

PNZ-2

5

10

0

Tempo de retencio (min)

PNZ-3
PNZ-4

AD-FMOC

] 10 15 20

Tempo de retencio (min)



47

Figura 16 - Espectro de absor¢do em luz ultra-violeta do acido doméico derivatizado (AD-FMOC) no
padrao (linha escura) e na cepa de Pseudo-nitzschia cf. multiseries (linha clara). As setas

indicam os picos de absorgao da luz ultra-violeta.
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Quando se investigou a variagdo da producdo de toxina ao longo do tempo,
constatou-se a producédo de acido domaoico nas células da cepa Pnz-4 em todas as
fases de crescimento, exceto do primeiro ao terceiro dia de cultivo e no ultimo dia
amostrado. A concentracao de acido domoaico intracelular foi maior no final da fase
exponencial de crescimento e durante a fase estacionaria, atingindo um maximo de

0,152 + 0,022 pg.cel” no 15° dia de cultivo (Figura 17).

A liberacdo de acido domoico no meio de cultura foi desprezivel durante a
fase de aclimatacdo do cultivo. Na fase exponencial de crescimento, a concentragao
de acido domodico extracelular foi aumentando e se tornando bem mais significante
no final da fase estacionaria e durante a fase de decaimento do cultivo. (Figura 17).

A maior concentragdo medida foi de 1,23 + 0,19 ng.mL™" no 24° dia.

Ao se comparar as concentragoes intra- e extracelulares de acido domdico na
cepa Pnz-4 com sua concentragao celular, percebeu-se que logo que as células
passaram a morrer numa taxa similar ou superior a velocidade com que se dividiam

em novos individuos, aumentou a liberacdo de toxinas no meio. Ainda, o conteudo
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intra-celular de toxina tornou-se maior quando o crescimento celular estacionou

(Figura 17).

Figura 17 - Valores médios e erro padrdo (n = 3) da densidade celular (ceIs.mL'1; circulo preto),
concentragao intracelular de acido domdico (pg.cel'1; tridangulo azul) e concentragao
extracelular de acido domdico (ng.cel'1; cruz vermelha) em uma cepa cultivada da

diatomacea Pseudo-nitzschia cf. multiseries, ao longo de 33 dias de experimento.
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Embora trés espécies de Pseudo-nitzschia tenham sido encontradas nas
amostras de campo, por vezes em concentra¢des celulares relativamente elevadas,
€ ao menos uma delas tenha produzido acido domadico em cultivo, ndo se detectou a
toxina amnésica em nenhuma oportunidade durante o monitoramento de ficotoxinas

no molusco Mytella guyanensis.

5.2.2 Microalgas produtoras do PSP

Gymnodinium catenatum

Em outubro de 2002, encontrou-se o dinoflagelado Gymnodinium catenatum
em uma amostra viva e concentrada de fitoplancton. Entretanto, nesta oportunidade,

este organismo ndo foi detectado nas contagens, possivelmente porque sua
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concentracdo na agua estivesse bastante baixa. A ocorréncia deste dinoflagelado
durante o periodo investigado foi esporadica, sendo diagnosticado
predominantemente em amostras tomadas entre o fim do verao e o final do outono.
A concentracdo maxima foi de 6.393 cels.L”', na superficie da estacdo 2, em
fevereiro de 2003 (Figura 18).

Figura 18 - Densidade celular (cels.L'1) de Gymnodinium catenatum em diferentes estagdes de coleta
no complexo estuarino de Paranagua, PR — agosto de 2002 a outubro de 2003. O
simbolo® marca a ocorréncia somente em amostra viva; o numero das estagdes de
coleta esta sinalizado acima das barras.
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Em outubro de 2002, foram isoladas algumas cepas do dinoflagelado atecado
Gymnodinium catenatum. Os cultivos foram bem sucedidos no inicio, mas logo em
seguida o crescimento celular tornou-se bastante reduzido e a cultura foi perdida.
Em fevereiro de 2004, uma nova cepa foi isolada com sucesso. Nesta oportunidade,
entretanto, a alga nao foi coletada no CEP, mas sim em um local proximo, a
Enseada de Armacéao do Itapocoroy, localizada no litoral norte de Santa Catarina.
Neste caso, alguns cuidados especiais garantiram o sucesso do cultivo. Tentou-se
cultivar G. catenatum em meio K, especifico para dinoflagelados, mas o crescimento
foi mais consistente quando se adicionou uma solugao de extrato de solo ao meio de
cultivo F/2. Outra particularidade foi que, no momento da troca do meio de cultivo,
adicionou-se 1 mL do cultivo para cada 10 mL do meio novo a cada 18 dias, ao
invés de se adicionar numa proporcao de 1:100 a cada 7 dias, como € usualmente
feito com outras algas. Este procedimento possibilitou o sucesso do cultivo em

laboratério por manter a cultura sempre em crescimento exponencial.
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A concentracdo maxima de G. catenatum em cultivo foi obtida no 18° dia,
correspondendo a 819,3 + 111,4 cels.mL™" (Figura 19). A concentragdo celular inicial
foi de 45,7 + 4,6 celsmL’ e o cultivo ndo mostrou uma fase de aclimatagao,
crescendo exponencialmente desde o inicio até o 12° dia. A fase estacionaria
aconteceu entre 0 12° e 0 19° dia e a fase de declinio do cultivo do 19° dia até o final
do experimento, no 33° dia (Figura 19). Calculou-se a constante de crescimento

exponencial (1) em 0,23.dia™" e o tempo de duplicacdo em 3 dias.

Figura 19 - Curva de crescimento celular (média + desvio padrdo; n = 3) de uma cepa de
Gymnodinium catenatum isolada de Armacgao do ltapocoroy, norte de SC, e cultivada em
meio F/2 com adicdo de extrato de solo, 25°C de temperatura, salinidade 33,

luminosidade de 60 pE.m'Z.s'1 e fotoperiodo 12:12hs (claro:escuro).
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Para a analise das variacées no perfil e concentragao de toxinas paralisantes,
foram filtrados 500 mL do cultivo no 9° dia de experimento (fase exponencial de
crescimento), contendo 290.000 células; 436 mL no 12° dia de experimento (inicio
da fase estacionaria), contendo 340.080 células; e 338 mL no 20° dia (inicio da fase
de declinio do cultivo), contendo 145.340 células. Na fase inicial, ou de aclimatacao
do cultivo, assim como no final da fase de declinio, ndo se obtiveram extratos devido
a baixa densidade celular, que nédo permitiria uma boa anadlise da presenca de

toxinas.
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Nas analises de cromatografia liquida, os tempos de retengcdo para cada
padrdo de toxinas paralisantes foram obtidos por meio da detec¢ao dos picos de
fluorescéncia em duas corridas cromatograficas, uma para as goniautoxinas (GTX) e
outra para saxitoxina e neo-saxitoxina (STX e neo-STX). Os tempos de retengéo

estdo expressos na Figura 20.

Figura 20 - Cromatogramas de fluorescéncia para a detec¢ao de padrdes de toxinas paralisantes pelo
método de derivatizagdo pds-coluna e os respectivos tempos de retencdo. A esquerda,

padrdes de goniautoxinas (GTX) e a direita, saxitoxina (STX) e neo-saxitoxina (neo-STX).
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As analises dos extratos provenientes de diferentes fases do cultivo da cepa
de Gymnodinium catenatum revelaram a presenga de toxinas paralisantes em todas
as fases do crescimento (Figura 21). Na primeira série de corridas cromatograficas,
que buscou detectar a presenca de GTX1 a GTX4, somente durante a fase
exponencial € que a cepa produziu baixissimas concentracbes de GTX2 e GTX3
(Figura 21-A). Entretanto, um pico bastante conspicuo apareceu aos 4,7 minutos de
corrida, em todos os extratos. Este pico foi atribuido a presenga de um complexo de
toxinas do tipo N-sulfocarbamoil (complexo “C”). Depois de feita a hidrolise acida das
amostras, este pico, em sua grande maioria, se desfez e revelou a presenca das
toxinas C1 e C2 em todos os momentos do crescimento desta cepa (Figura 21-B). Ja
no segundo conjunto de analises, a saxitoxina, principal toxina paralisante, bem
como a neo-saxitoxina, nao foram detectadas nas amostras (Figura 21-C). Apds a
hidrolise acida das amostras, evidenciou-se a produ¢ao de uma pequena quantidade
de GTX6 somente na fase exponencial de crescimento da cepa de G. catenatum

analisada (Figura 21-D).
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Figura 21 - Cromatogramas de fluorescéncia para a detecgdo de toxinas paralisantes em amostras de
Gymnodinium catenatum, cepa isolada de Armacgido do Itapocoroy, norte de SC, em
diferentes fases do crescimento em cultivo. (A) Cromatogramas para detecgdo de
goniautoxinas - GTX1 a GTX4; (B) de toxinas do grupo C - C1 a C4 - depois de hidrdlise
acida; (C) de saxitoxina e neo-saxitoxina; e (D) de goniautoxinas - GTX5 e GTX6 - depois

de hidrdlise acida. A detecgéo foi feita por fluorescéncia.
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Pode-se inferir, pelos tamanhos e areas ocupadas pelos picos de cada uma
das toxinas encontradas, que as toxinas dominantes nesta cepa de Gymnodinium
catenatum foram a C1 e a C2. Também foram detectadas quantidades menores de
GTX2, GTX3 e GTX6 (Tabela 3). A fase exponencial de crescimento foi quando a

alga mostrou a maior producgao total de toxinas paralisantes.
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Tabela 3 - Concentragado de toxinas paralisantes (nmol.mL'1) e percentual de representatividade de

cada toxina (%) em uma cepa de Gymnodinium catenatum isolada de Armagédo do

Itapocoroy, norte de SC, em extratos de diferentes fases do crescimento em cultivo.

Dados baseados em andlise de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com

deteccao por fluorescéncia.

Toxinas FASE EXPONENCIAL ESTACIONARIA (INICIO) DECAIMENTO (INICIO)

paralisantes | Concentragao Percentual Concentracéao Percentual Concentragao Percentual
(nmol.mL’™") (%) (nmol.mL™) (%) (nmol.mL™) (%)

GTX-2 0,007 £ 0,0003 0,08

GTX-3 0,055 £ 0,003 0,60

GTX-6 0,467 £ 0,014 5,05

C-1 3,705+ 0,188 40,09 0,305 + 0,015 41,27 1,027 + 0,052 47,88

C-2 5,007 + 0,257 54,18 0,434 + 0,022 58,73 1,118 + 0,057 52,12

Soma 9,241 + 0,462 100,00 0,739 £ 0,037 100,00 2,145+ 0,109 100,00

A maior parte da toxicidade encontrada deveu-se a presenca da toxina C2 em

quantidades significativas. Apesar da toxina C1 ter sido detectada em concentragdes

similares, ela pouco contribuiu para a toxicidade total das amostras, ja que sua

toxicidade especifica € uma ordem de grandeza menor do que a da toxina C2

(Tabela 4). A toxina GTX3, que possui uma toxicidade especifica bastante elevada,

apesar de encontrada em quantidades infimas na amostra da fase exponencial de

cultivo, foi mais representativa do que a C1 para a toxicidade total (Tabela 4).

Tabela 4 — Toxicidade absoluta (pg STXeq .cel'1) e relativa (%) das toxinas paralisantes em uma cepa

de Gymnodinium catenatum isolada de Armagdo do ltapocoroy, norte de SC, em

diferentes fases do crescimento em cultivo. Dados baseados em analises de

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A toxicidade especifica de cada toxina

esta expressa na coluna da direita.

Toxinas FASE EXPONENCIAL ESTACIONARIA (INICIO) DECAIMENTO (INICIO) Toxicidade
paralisantes | Conc. celular | Percentual| Conc. celular | Percentual| Conc. celular | Percentual especifica“)
(pg STXeq.cel) (%) (pg STXeq.cel") (%) (pg STXeq.cel™) (%) (MU.mol")
GTX-2 0,017 £ 0,0007 0,44 892
GTX-3 0,240 + 0,012 6,13 1584
GTX-6 0,206 + 0,006 5,26 160
Cc-1 0,153 + 0,008 3,91 0,011+ 0,0005 4,22 0,085 + 0,004 5,45 15
C-2 3,301 + 0,169 84,25 0,244 £ 0,012 95,78 1,471 £ 0,075 94,55 239
Soma 3,918 + 0,196 100,00 0,255 + 0,013 100,00 1,555 + 0,079 100,00

FONTE: (1) Oshima, 1995.

Embora a amostra do 9° dia de cultivo (fase exponencial) tenha apresentado

uma toxicidade maior do que as demais, ndo se observou uma relacao direta entre o

tempo de cultivo e a quantidade de toxinas produzidas pelas células de
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Gymnodinium catenatum. A produgdo de toxinas variou entre 0,255 e 3,918 pg
STXeq.cel" (Figura 22).

Figura 22 - Producdo de toxinas paralisantes por célula (pgSTXeq.ceI'1; n = 3) em uma cepa de
Gymnodinium catenatum isolada de Armacdo do Itapocoroy, norte de SC, em
diferentes fases do crescimento em cultivo (média e desvio-padréo). Valores obtidos

por meio de analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Producéao de toxinas paralisantes em
Gymnodinium catenatum
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Além das analises de cromatografia liquida, a toxicidade de G. catenatum foi
estimada por bioensaios com camundongos. Os animais utilizados no teste tinham
um peso médio de 1742 + 0,66 g, sendo que os valores nao diferiram
significativamente entre os diferentes tratamentos (Tabela 5). Os individuos que
serviram de controle para o experimento sobreviveram e a inje¢ao, neste caso, nao
demonstrou qualquer outro efeito prejudicial aparente. Nos demais animais, aos
quais se aplicou a injecado de diferentes extratos de células de Gymnodinium
catenatum, observou-se um efeito letal depois de transcorridos entre 3'55" (3
minutos e 55 segundos) até mais de uma hora (Tabela 5). Os valores superiores ha
uma hora, que nao estao detalhados no quadro por nao influenciarem nos calculos,

foram todos inferiores a 12 horas.

O extrato mais toxico testado nos camundongos foi o obtido durante a fase
exponencial de cultivo de G. catenatum (2,349 + 0,374 MU ou 0,470 + 0,075 nug
STXeq). O extrato adquirido no inicio da fase estacionaria de crescimento mostrou
uma toxicidade de 1,020 + 0,350 MU ou 0,204 + 0,071 ug STXeq. Por fim, o extrato

correspondente a fase inicial de decaimento do cultivo somente causou a morte dos
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animais em um tempo superior a uma hora, com uma toxicidade estimada em 0,785

+ 0,035 MU ou 0,157 + 0,007 ug STXeq.

Tabela 5 - Resultados dos testes de toxicidade aguda com uma cepa de Gymnodinium catenatum

isolada de Armacgéao do Itapocoroy, norte de SC, sobre camundongos do tipo suico. O

tempo de morte dos camundongos foi expresso em minutos e segundos, a toxicidade dos

extratos em “mouse units” (MU) e ng STXeq .mL" e a producdo de toxina por célula em

pg STXeq cel™.
CAMUNDONGO TOXICIDADE
EXTRATO Réplica Peso (g) | Tempo de Extrato Célula
morte” | (MU) | (ug STXeq) (pg STXeq .cel”)
A 16,67 4" 11" 2,071 0,4142 17,139
Fase B 17,53 4'12" 2,202 0,4404 18,223
Exponencial C 18,90 3' 23" 2,774 0,5548 22,957
Média 17,70 3' 55" 2,349 0,470 19,440
Desvio padrao 1,12 0' 28" 0,374 0,075 3,094
A 17,14 23' 36" 0,827 0,16544 5,838
Inicio B 17,02 5' 56" 1,426 0,28512 10,061
estacionaria C 17,01 36' 00" 0,800 0,15998 5,645
Média 17,06 21' 50" 1,02 0,204 7,181
Desvio padrao 0,07 15' 07" 0,35 0,071 2,496
A 18,20 +1h 0,8225 0,165 13,583
Inicio B 17,25 +1h 0,7787 0,156 12,859
decaimento C 16,65 +1h 0,7525 0,151 12,427
Média 17,37 +1h 0,785 0,157 12,956
Desvio padrao 0,78 0,035 0,007 0,584
A 17,53 - e e e
Controle B 1798 - e e e
C 17,10 = e e e
Média 17,54  memeee emeee e e
Desvio padrao 0,44 W mmemem e emmeee e

(1) O extrato correspodente a fase exponencial teve que ser diluido para que os tempos de morte

ficassem em torno de 6 a 8 min. Os valores mostrados no quadro foram corrigidos.

Dividindo-se as toxicidades totais pelas concentragcbes celulares em cada

momento do cultivo de G. catenatum, as toxicidades por célula foram de 19,440 +

3,094 pg STXeq .cel” na fase exponencial; 7,181 + 2,496 pg STXeq .cel" no inicio

da fase estacionaria; e 12,956 + 0,584 pg STXeq .cel’ no inicio da fase de

decaimento do cultivo. Neste ultimo momento, a toxicidade por célula foi maior do

que na fase estacionaria, apesar do extrato naquela etapa ter sido mais téxico aos

camundongos. Quando comparados os valores de toxicidade por célula, medidos

por cromatografia e pelo teste em camundongos, percebe-se que os ultimos foram

bem superiores (Figura 23). Os valores foram, em média, cerca de 5 vezes mais
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elevados para o extrato da fase exponencial, aproximadamente 28 vezes no inicio

da fase estacionaria, e pouco mais de 8 vezes maiores no inicio da fase de
decaimento.

Figura 23 - Toxicidade (média e desvio padrao; n = 3) de uma cepa de Gymnodinium catenatum, em
diferentes fases do crescimento em cultivo, medida sob diferentes métodos de analise. As
barras escuras mostram a toxicidade total do extrato obtida por cromatografia liquida e

barras claras, a toxicidade calculada por bioensaio com camundongos; ambas foram
expressas em pg STXeq .cel™.
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Os bioensaios com camundongos para deteccdo de toxinas do PSP
acumulada no molusco M. guyanensis, a exemplo das analises cromatograficas para
as toxinas amnésicas, mostraram resultados negativos durante todo o periodo
investigado. Portanto, mesmo havendo a presenca de Gymnodinium catenatum na
agua, e a comprovacao de que esta alga produz diferentes tipos de to