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RESUMO 
 

Pseudo-nitzschia é um gênero cosmopolita de diatomáceas penadas capazes de 

formar cadeias lineares de células sobrepostas, e de produzir o aminoácido 

neurotóxico ácido domóico (AD), normalmente sob situações de estresse, quando há 

diminuição no metabolismo primário da célula. Neste estudo, foi realizada uma 

busca por espécies potencialmente tóxicas de Pseudo-nitzschia em áreas próximas 

a parques de cultivo de bivalves nos estados do Paraná e Santa Catarina, com o 

intuito de se estabelecer o cultivo laboratorial a partir de cepas isoladas, avaliar a 

capacidade de produção e liberação de AD ao longo de suas curvas de crescimento, 

e medir as taxas alimentares e de acúmulo de toxinas em bivalves expostos aos 

cultivos. Amostras foram tomadas para quantificar o AD por cromatografia líquida 

com detecção ultravioleta (HPLC-UV). Foram isoladas 23 cepas entre 2011 e 2013, 

que se somaram a outras 4 previamente isoladas em 2003. As cepas PSN-11 

(Pseudo-nitzschia calliantha) e PSN-4 (P. cf. multiseries) produziram baixos níveis 

de AD (máximo de 0,054 fg.cél.-1 e 0,152 pg.cél.-1, respectivamente). Um 

experimento com a cepa PSN-40 (P. calliantha) buscou testar o desencadeamento 

da produção de AD sob estresse luminoso (luz contínua) e agitação mecânica 

constante. Não foi detectada produção de toxina sob nenhum tratamento. Porém, a 

agitação promoveu a manutenção das células em longas cadeias por todo 

experimento, indicando que a turbulência altera a disponibilidade das células à 

ingestão por organismos planctívoros no ambiente natural. A resposta alimentar dos 

bivalves comerciais cultivados no sul do Brasil – as ostras Crassostrea gigas e C. 

brasiliana e o mexilhão Perna perna – frente a florações simuladas de Pseudo-

nitzschia foi avaliada por meio de: (i) dois ensaios onde aos bivalves foi ofertada 

uma dieta exclusiva de Pseudo-nitzschia  em câmaras de incubação, comparando 

as taxas de clareamento (TC, ml.min-1) em cada espécie; e (b) um experimento para 

se medir o acúmulo e a detoxificação de AD em ostras Crassostrea spp. e mexilhões 

P. perna expostos a uma dieta de P. multiseries tóxica  por 23 h, seguido da 

depuração em dieta não tóxica (Isochrysis galbana) por 168 h. Mexilhões 

apresentaram TC’s (4,1 ml.min-1) significativamente maiores do que as de C. gigas 

(1,7 ml.min-1) e C. brasiliana (1,4 ml.min-1). Entretanto, não acumularam AD em 

níveis detectáveis por HPLC-UV, sugerindo uma baixa assimilação e/ou alta taxa de 

detoxificação de AD em P. perna. Ostras Crassostrea spp. acumularam mais AD 

(máx. 4,85 µg g-1), mas ainda abaixo do limite máximo permitido para 

comercialização (20 µg AD g-1). Foi relatado no presente estudo uma baixa 

toxicidade das espécies de Pseudo-nitzschia spp. isoladas no sul do Brasil, e um 

baixo acúmulo com alta taxa de detoxificação de AD nas espécies de bivalves 

investigadas, porém o monitoramento contínuo do fitoplâncton e de toxinas deve ser 

mantido para se prevenir possíveis eventos de intoxicação durante florações mais 

tóxicas e/ou mais densas do que as condições testadas no presente estudo. 

 

Palavras chaves: toxicologia, ASP, maricultura, cultivo de bivalves, floração de algas 

nocivas, ácido domóico, Brasil 



vii 
 

ABSTRACT 
 

Pseudo-nitzschia spp. are cosmopolite diatoms able to form stepped cell chains, 

capable of producing the neurotoxic amino acid domoic acid (DA), normally 

synthesized under stressing situations, when primary metabolism decreases. This 

study carried out an extensive search for potentially toxic Pseudo-nitzschia species 

near bivalves farms in the states of Paraná and Santa Catarina, in order to: (a) 

establish clonal cultures by isolating local cells; (b) evaluate the capacity for DA 

production and release throughout the growth curve; and (c) measure feeding rates 

and toxin accumulation in bivalves exposed to the cultures. Periodic samples were 

taken to quantify the DA concentrations by HPLC-UV. Twenty three strains were 

isolated between 2011 and 2013, besides 4 previously isolated in 2003. Strains 

named PSN-11 (Pseudo-nitzschia calliantha) and PSN-4 (P. multiseries) produced 

low DA levels (max. 0.054 fg.cell-1 and 0.152 pg.cell-1, respectively). Another 

experiment was designed to infer whether constant light and/or turbulence would 

boost DA production in PSN-40 (P. calliantha). No DA production was detected under 

any conditions tested. However, constant swirling sustained the long cell chains 

throughout the experiment, indicating that turbulence might affect the cell availability 

for planktivorous organisms in the field. The feeding responses of commercially 

raised bivalves in southern Brazil, the oysters Crassostrea gigas and C. brasiliana 

and the mussel Perna perna, exposed to simulated Pseudo-nitzschia  blooms, were 

evaluated in: (i) short-term assays where bivalves were fed monoalgal Pseudo-

nitzschia diets  in incubation chambers, and the clearance rate (CR, ml.min-1) was 

compared; and (ii) long-term DA accumulation experiments, in which oysters 

Crassostrea spp. and brown mussels P. perna were exposed to a toxic P. multiseries 

diet  for 23 h, followed by a 168-h depuration period on a non-toxic diet (Isochrysis 

galbana). Mussels exhibited significantly higher CR’s (4.1 ± 0.39 ml min-1) than 

oysters C. gigas (1.7 ± 0.45 ml.min-1) and C. brasiliana (1.4 ± 0.39 ml.min-1), 

although no DA accumulation was detected by HPLC in the first, suggesting low toxin 

assimilation and/or rapid elimination. Crassostrea spp. accumulated higher DA levels 

(4.85 µg.g-1), but they remained well below the regulatory limit of 20 µg DA g-1. We 

reportedlow toxicity among the Pseudo-nitzschia spp. in southern Brazilian waters, 

as well as low DA accumulation and high detoxification rates for commercial bivalve 

species in this study, but continuous monitoring of plankton and toxins must be 

performed in order to detect prevent intoxications during blooms either more toxic 

and/or denser than the moderate conditions tested herein. 

 

 

Keywords: toxicology, ASP, aquaculture, bivalve farming, harmful algal blooms, 

domoic acid, Brazil. 
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CAPÍTULO 1 
________________________________________________________________ 

Respostas na curva de crescimento e produção de toxinas por diatomáceas 

do gênero Pseudo-nitzschia spp. sob diferentes condições de cultivo. 

 

Resumo  

As diatomáceas do gênero Pseudo-nitzschia spp. são conhecidas pela capacidade 

de produção da toxina amnésica ácido domóico (AD). Com o intuito de fornecer 

dados sobre o potencial de produção de AD por espécies que ocorrem no sul do 

Brasil, o presente estudo se focou no isolamento e cultivo de morfotipos diferentes 

de Pseudo-nitzschia spp. provenientes de áreas próximas a fazendas de cultivo de 

moluscos bivalves nos estados do Paraná e Santa Catarina, investigando a 

produção de AD nas curvas de crescimento. O crescimento e a produção de AD, 

medido por HPLC-UV, foram avaliados sob as condições descritas para diversas 

cepas de espécies potencialmente toxigênicas de Pseudo-nitzschia. Adicionalmente, 

os efeitos do estresse luminoso (luz contínua) e da turbulência (agitação rotacional 

constante) na produção de AD e a formação de cadeias de células foram avaliados 

em uma cepa selecionada, P. calliantha (PSN-40). Foram isoladas 23 cepas 

potencialmente tóxicas de Pseudo-nitzschia spp. entre Maio de 2011 e Junho de 

2013, que se somaram a outras 4 previamente isoladas em 2003, sendo 

selecionadas 12 para os experimentos. A taxa de crescimento exponencial nas 12 

cepas testadas variou entre 0,16 e 0,39 d-1. Apenas as cepas PSN-11 da espécie P. 

calliantha e PSN-4 P. cf. multiseries produziram AD em cultivo, atingindo, 

respectivamente, concentrações intracelulares máximas de 0,054 fg e 0,15 pg cél.-1, 

ambas na fase estacionária de crescimento. O estresse luminoso limitou o 

crescimento, mas não elevou a produção de AD na cepa PSN-40 P.calliantha, que 

permaneceu sempre em níveis abaixo do limite de detecção do método. A 

turbulência, simulada pela agitação constante, praticamente triplicou a formação de 

cadeias de células (30%) durante a fase exponencial de crescimento de PSN-40, 

aumentando o tamanho médio das partículas, podendo afetar a capacidade de 

ingestão de células tóxicas e, consequentemente, o acúmulo de AD por 

determinados bivalves e outros vetores da toxina. Embora o presente estudo tenha 

relatado populações pouco tóxicas de Pseudo-nitzschia spp. na região, a sua 

presença e abundância e de sua toxina em áreas de cultivos de bivalves devem ser 

constantemente monitoradas para se prevenir intoxicações sob condições 

ambientais especiais. 

 

Palavras- chave: ficologia, toxicidade, ASP, riscos de intoxicação, toxicidade, ácido 

domóico, aquacultura, ostreicultura, litoral sul do Brasil. 
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1.1 Introdução 

 

O primeiro relato sobre a toxicidade da diatomácea Pseudo-nitzschia a 

humanos se deu em um evento de floração nociva de P. multiseries em Prince 

Edward Island (PEI), na costa leste do Canadá, em 1987, associado à intoxicação 

de mais de 100 pessoas pelo consumo de mexilhões azuis (Mytilus edulis). Após a 

ocorrência desse caso, a intoxicação e a molécula orgânica responsável foram 

descritas, conforme relatos de Wright et al. (1989): “153 casos de uma intoxicação 

aguda relacionada ao consumo de mexilhões foram descritos, (...) os sintomas 

incluíam vômito, diarreia e, em alguns casos, eram seguidos de perda de memória, 

confusão, desorientação e até mesmo coma. Três pacientes idosos morreram. Em 

casos mais severos, os danos neurológicos persistiram, sendo proposto o termo 

Amnesic Shellfish Poisoning (ASP; envenenamento amnésico por consumo de 

mariscos) para esta nova intoxicação”. Na ocasião, o ácido domóico (AD), uma 

molécula não proteica, polar, hidrossolúvel, foi isolado de extratos de mexilhões e 

identificado como o composto responsável pela intoxicação. 

O AD é um aminoácido excitatório estruturalmente relacionado ao ácido 

caínico, que compete pelos receptores para o ácido glutâmico nas regiões das 

sinapses, causando despolarização dos neurônios, aumentando as concentrações 

intracelulares de cálcio, resultando na ativação incessante de enzimas sensíveis ao 

cálcio, e finalmente levando à depleção energética, turgidez e morte celular (MOS, 

2001). Pode, em casos mais graves, causar danos neurológicos por astrocitose na 

região do hipocampo (APPEL et al.,1997), região responsável pela consolidação da 

memória. A substância, que até então havia sido reportada na macroalga vermelha 

Chondria armata (MAEDA et al. 1986), foi então classificada como uma ficotoxina, a 

primeira conhecida por ser produzida por uma diatomácea. 

As diatomáceas penadas Pseudo-nitzschia spp. são caracterizadas por 

formarem cadeias lineares de células sobrepostas (forma de escada). Além de P. 

multiseries, o AD tem sido então encontrado em florações de outras espécies de 

Pseudo-nitzschia, em baías e regiões costeiras ao redor do mundo. Ao todo, foram 

descritas 37 espécies de Pseudo-nitzschia, das quais 14, todas consideradas 

cosmopolitas (HASLE, 2002), são capazes de produzir a toxina (revisto em 

TRAINER et al., 2012). 
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Pouco ainda se pode generalizar sobre os fatores que podem desencadear 

uma floração e a produção de AD pelas células, visto que há grande variabilidade 

nas taxas de crescimento e de produção de toxina entre clones isolados de uma 

mesma área e cultivados sob condições ambientais idênticas (KUDELA et al., 2003).  

Determinadas condições do meio são associadas ao aumento da produção 

de AD, que geralmente é inversamente relacionada à taxa de multiplicação celular, 

ou seja, a toxina é produzida em maior quantidade sob condições que causem 

redução no metabolismo primário, limitando o crescimento celular (PAN et al.,1998). 

Tais condições incluem: deficiência de ferro lábil e a presença de cobre tóxico 

(MALDONADO et al., 2002), alterações no fotoperíodo (FEHLING et al., 2005), a 

forma de nitrogênio disponível (HOWARD et al., 2006), pH e fonte de carbonato 

(BATES e LÉGER, 2006), concentração de metais (SUBBA RAO et al., 1998), entre 

outros. Acredita-se ainda que o AD pode ser usado pelas microalgas como 

sideróforo, substância que é lançada no meio e tem a capacidade de se ligar a 

nutrientes, tornando-os disponíveis, ou ligando-se a elementos tóxicos para reduzir 

sua toxicidade (MALDONADO et al., 2002).  

A abundância e a toxicidade de espécies de Pseudo-nitzschia são variáveis 

ao longo do ano, ligadas a mudanças nos parâmetros ambientais dominantes. 

Muitos eventos de ASP ocorrem em zonas temperadas, onde a duração do dia é 

particularmente variável em função da estação do ano (FEHLING et al., 2004b). 

Nessas regiões, florações de espécies potencialmente nocivas são mais comuns no 

outono e na primavera (revisto em BATES et al., 1998). Da mesma forma, a 

primavera e o fim do verão/ início do outono são as épocas em que abundancias 

elevadas de Pseudo-nitzschia spp. foram mais visualizadas no litoral do Paraná e 

norte de Santa Catarina, região subtropical da costa brasileira (MAFRA et al., 2006; 

TAVARES, et al, 2009; TIBIRIÇÁ, 2013). Nestas mesmas épocas, a taxa alimentar 

de mexilhões cultivados na região é mais alta (MARENZI e BRANCO, 2005), 

teoricamente aumentando o risco de acúmulo de toxinas algais. 

No Brasil, o AD foi observado pela primeira vez no ambiente durante o verão 

de 2001, durante uma floração próxima ao parque de cultivo de moluscos marinho 

de Armação do Itapocoroy, SC. A toxina foi observada em amostras de plâncton 

concentradas, nas quais , Pseudo-nitzschia calliantha dominava em concentrações 

maiores que 100.000 cel.L-1 (TAVARES et al.2009).O AD não havia sido encontrado 

em moluscos bivalves em concentrações acima do nível regulatório no Brasil até 
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janeiro de 2009, quando a toxina foi detectada em mexilhões marrons (Perna perna) 

Neste evento, até 98.5 µg AD g-1 no tecido vivo de mexilhões de duas fazendas de 

cultivo no norte do estado de Santa Catarina, na ocasião onde se apresentou uma 

floração dominada por P. Pseudodelicatissima, que alcançou concentrações 

celulares acima de 2x104 cel ml-1 (FERNANDES et al., 2013). Houve o fechamento 

do comércio de moluscos bivalves por cerca de 30 dias, até que as concentrações 

da toxina se mantivessem dentro do nível de segurança estipulado no Brasil, de 20 

µg AD g-1 de tecido fresco de bivalve. 

O objetivo deste trabalho foi o de isolar e cultivar espécimes de Pseudo-

nitzschia spp. provenientes de águas costeiras da região sul do Brasil, em regiões 

produtoras de moluscos bivalves e avaliar o seu potencial de crescimento e 

toxicidade dos cultivos, bem como suas respostas a condições estressantes que 

possam desencadear a produção de AD. 

 

 

1.2 Metodologia 

 

1.2.1 Isolamento de cepas e estabelecimento de cultivos 

 

Amostras de fitoplâncton foram coletadas com redes cilíndrico-cônicas (malha 

20 µm, 1,20 m de comprimento e 40 cm de abertura de boca), por tração manual em 

arrastos de 3 a 5 minutos. O material foi obtido em diferentes pontos de coleta em 8 

municípios no litoral dos estados do Paraná e Santa Catarina, desde a Baía Sul de 

Florianópolis (SC) até o Complexo Estuarino de Paranaguá (PR), nos períodos de 

agosto de 2002 a setembro de 2003, conforme descrito em Mafra (2005), e de maio 

de 2011 a junho de 2013 (Tabela 1), buscando-se encontrar células viáveis de 

Pseudo-nitzschia spp. para o estabelecimento de cultivos monoclonais. 

O concentrado obtido em cada arrasto foi diluído em água do local em galões 

de 5 L, e analisado por microscopia óptica em câmaras de Uthermöl sob 

microscópio invertido Zeiss® Axiovision, buscando-se encontrar células ou cadeias 

de células de Pseudo-nitzschia spp. aparentemente saudáveis (frústulas intactas, 

turgidez nos cloroplastos) para isolamento e posterior cultivo. Cepas isoladas por 

micropipetação e depositadas em placas de cultivo celular contendo 700 µl de meio 
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de cultivo f/2 (GUILLARD, 1975), em água do mar estéril, salinidade entre 25 (cepas 

advindas de áreas estuarinas) e 32, e mantidas em estufas-incubadoras D.B.O 

ajustadas para 20-22 oC, fotoperíodo de 12:12 h ou 14:10 h (claro : escuro), 

conforme a cepa, e irradiância de 100-140 µE m-2 s-1. O crescimento celular foi 

acompanhado por microscopia óptica e o volume de meio foi sucessivamente 

aumentado (escalonamento do cultivo) Frascos de vidro do tipo Erlenmeyer (50, 

125, 250 e 500 ml). Ao atingir 100 ml, os cultivos foram considerados como 

estabelecidos, e amostras foram retiradas para posterior identificação da espécie 

por microscopia eletrônica de transmissão (MET) em um microscópio Jeol® JMI200 

EXII, no Centro de Microscopia Eletrônica da UFPR. Aspectos morfológicos com 

importância taxonômica foram observados nas frústulas, tais como o número de 

fileiras de aréolas e a forma e disposição das mesmas, e compradas com literatura 

especializada.  

 

 1.2.2 Produção de toxina ao longo das curvas de crescimento  

 

Para cada cepa foi estabelecida a curva de crescimento a partir de um cultivo 

estático obtido por repique de um cultivo em crescimento exponencial em 300-500 

ml de meio novo e inóculo de 10-15% do volume total, com amostras de 1-5 ml 

sendo tomadas a cada 1 a 3 d durante as fases exponencial, estacionária e de 

declínio do cultivo, ao longo de 21 a 33 d, conforme detalhado mais adiante para 

cada cepa. As amostras eram fixadas em solução de lugol (1%) para posterior 

contagem em câmaras tipo Sedgewick-Rafter, visando a quantificação da densidade 

celular, e cálculo da taxa de crescimento. Para algumas cepas, a proporção de 

células formando cadeias lineares também foi computada. 

Cultivos das cepas PSN-1, 2, 3 e 4 foram preparados em triplicata, com um 

volume inicial de 500 mL e mantidos em meio f/2, salinidade 25, temperatura 20 ºC, 

fotoperíodo de 14:10 h e intensidade luminosa de 100 E.m-2.s-1. Em intervalos de 3 

d, durante 33 d, alíquotas de 1 ml foram retiradas de cada frasco para contagem 

celular e 5 ml adicionais foram filtrados a vácuo em filtros de fibra de vidro de 25 mm 

de diâmetro (tipo Whatman GF/C; 25mm de diâmetro e porosidade nominal 1,2 µm) 

para determinação da concentração de AD nas frações particulada (filtros) e 

dissolvida (filtrado). As cepas PSN-11,13,15 e 16 foram mantidas com 300 ml de 
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meio de cultivo f/2, em duplicata. A cada 2 d, durante 25 d, alíquotas de 5 ml foram 

retiradas para contagem e alíquotas de 30 ml para filtração a vácuo e quantificação 

de AD. Por fim, as cepas PSN-20, 27, 28 e 40 foram cultivadas em 300 ml de meio 

f/2, inoculado com 10% de cultivo concentrado da cepa, de onde foram retiradas, a 

cada 2 d ao longo da fase exponencial e a cada 3 a 5 d nas fases estacionária e de 

declínio do cultivo, alíquotas de 5 ml para contagem e de 50 ml para filtração e 

determinação das concentrações intra- e extracelulares de AD.  

A análise de AD foi realizada por cromatografia líquida de alta eficiência 

(HPLC), seguindo diferentes métodos: (a) detecção por fluorescência (LC-FLD) em 

um sistema de HPLC Shimadzu LC10 na Universidade do Vale do Itajaí (UNIVALI, 

Itajaí-SC), conforme protocolo descrito por Pocklington et al. (1990) para as cepas 

PSN-1, 2, 3 e 4; (b) detecção por ultravioleta (LC-UVD) em um sistema de HPLC 

Shimadzu Prominence com detector de foto diodo SPD-M20A no Instituto de 

Oceanografia da Universidade Federal de Rio Grande (IO-FURG, Rio Grande - RS), 

seguindo método descrito por Mafra et al. (2009c) para as cepas PSN-11, 13, 15 e 

16; ou (c) LC-UVD em sistema de HPLC Hitashi Chromaster VWR no Instituto 

Federal de Santa Catarina (IF-SC, Itajaí - SC), conforme método harmonizado da 

União Europeia (EURLMB, 2008)  para as cepas PSN-20, 27, 28 e 40. 

 

1.2.3 Produção de toxina sob condições estressantes de crescimento 

 

A taxa de crescimento celular e a produção de AD da cepa PSN 40 foram 

adicionalmente testadas em cultivos sob estresse luminoso (luminosidade 

constante) e de turbulência (agitação rotacional contínua). Neste experimento, a 

influência da luminosidade constante (114 µE m-2 s-1) sobre o crescimento celular e 

a produção de AD foi avaliada em frascos estáticos e em mesa agitadora orbital a 

80 rpm, em triplicata, e comparados àqueles obtidos em frascos estáticos, onde a 

homogeneização das células e do meio de cultivo foi realizada manualmente 2 a 3 

vezes ao dia. Amostras foram tomadas diariamente nos primeiros 7 d de cultivo 

(fase exponencial de crescimento), a cada 2 d até o 18º dia (fase estacionária) e 

uma amostra ao 24º dia (fase de declínio). Amostras de 50 ml foram tomadas para 

análise de AD por LC-UVD nos dias 0, 3, 7, 11, 16, 18 e 24 do experimento, 

processadas e analisadas conforme descrito anteriormente para esta cepa.   
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1.3 Resultados 

 

1.3.1 Isolamento de cepas e estabelecimento de cultivos 

 

Centenas de espécimes (células ou cadeias de células) de Pseudo-nitzschia 

spp. pertencentes a diferentes morfotipos foram isolados de amostras diversas, 

sendo possível se estabelecer o cultivo com 27 das cepas isoladas (Tabela 1). As 

cepas escolhidas para a avaliação das taxas de crescimento, formação de cadeia 

de células e produção de AD foram: PSN-1, 2, 3, 4, 11, 13, 15, 16, 20, 27, 28 e 40, 

que demonstraram maior adaptação/resistência às condições de cultivo e que 

pertenciam a morfotipos que incluem espécies potencialmente tóxicas, conforme 

análise inicial por microscopia ótica e confirmação por microscopia eletrônica. 

 

Tabela 1: Cultivos estabelecidos a partir de cepas isoladas no litoral de Santa Catarina e Paraná, 
entre março de 2003 e julho de 2013.  
 

Município, estado Localidade Data                  

(mês /ano) 

Código da cepa Coordenadas 

geográficas 

Paranaguá, PR Baía de 

Paranaguá 

02-03/2003 PSN-1, 2, 3, 4 25º 29' S; 

48º 31' W 

Paranaguá, PR Ilha do Mel 05/2011 PSN-11, 13, 15, 

16 

25º32´ S; 

48º18´ W 

Guaratuba, PR Baía de 

Guaratuba 

06/2011 PSN-19, 20, 21, 

22 

25o52’ S; 

48o33’ W 

Florianópolis, SC Baía Sul 05/2012 PSN-27, 28 27º46’ S; 

48º34’ W 

Itajaí, SC Praia Brava 11/2012 PSN-30, 31, 32, 

33 

26º57’ S; 

48º37’ W 

Pontal do Paraná, 

PR 

Pontal do Sul 11/2012 PSN-34 25º34’ S; 

48º20’ W 

Florianópolis, SC Pântano do Sul 11/2012 PSN-35, 36 27º46’ S;    

48º 30’ W 

Pontal do Paraná, 

PR 

Vila do Maciel 04/2013 PSN-37 25º33’ S; 

48º26’ W 

Itapoá, SC Itapema do 

Norte 

06/2013 PSN-38 26º04’ S; 

48º36’ W 

Pontal do Paraná, 

PR 

Pontal do Sul 06/2013 PSN-39 26º36’ S; 

48º23’ W 

Matinhos, PR Caiobá 06/2013 PSN-40 25º50’ S; 

48º32’ W 

São Francisco do 

Sul, SC 

Canal do 

Linguado 

07/2013 PSN-41, 42 26º18’ S; 

48º42’ W 
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A identificação das cepas PSN-1, 2, 3 e 4 foi prejudicada devido a um 

processo erosivo nas valvas, que impossibilitou a visualização das aréolas e de 

outras estruturas importantes para a sua identificação, sob microscopia eletrônica 

(não mostrado). Baseado em microscopia ótica (Figura 1-g), a cepa PSN-1 foi 

identificada como Pseudo-nitzschia pungens; as cepas PSN-2 e 3 provavelmente 

espécies do complexo P. pseudodelicatissima / cuspidata; e as características de 

tamanho, forma e padrão de sobreposição das células da cepa PSN-4 foram 

semelhantes às descritas para P. multiseries (MAFRA, 2005). As cepas PSN-11, 13, 

15, 16 e 40 foram identificadas como P. calliantha por MET (Fig.1a-f), enquanto que 

a cepa PSN 27, apesar de ter sido analisada quanto ao crescimento e produção de 

AD, não pode ser identificada por perda de material. As cepas PSN 20 e PSN 28 

não foram identificadas e a perda do cultivo por contaminação impediu a descrição 

da curva de crescimento.  

 

1.3.2 Produção de toxina ao longo das curvas de crescimento 

 

As cepas de P. calliantha, PSN-13, 15, 16 e 40, foram comparadas em suas 

curvas de crescimento (fig. 2), mas não foi constatada a produção de AD em níveis 

detectáveis em nenhuma das fases. A cepa PSN-13 (fig. 2a) não teve crescimento 

significativo durante o cultivo, enquanto que a cepa PSN-15 (fig. 2b) apresentou a 

maior taxa crescimento exponencial (μ) de 0,39 d-1, atingindo densidade máxima de 

32 x 104 cel.ml-1 no 7º dia de cultivo. A cepa PSN-16 (fig. 2 c) obteve µ de 0,24 d-1 e, 

ao 7º dia de cultivo, atingiu a mais alta densidade celular dentre as cepas 

analisadas, ultrapassando 7 x 105 cél.ml-1. A cepa PSN-40 (fig. 2-e) apresentou µ de 

0,37 entre os dias 1 e 5, atingindo o pico de densidade celular (3 x 105 cél.ml-1) ao 7º 

dia de cultivo, entrando na fase estacionaria a partir do 9º dia. 
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 Figura 1: Pseudo-nitzschia spp.: microfotografias em microscopia eletrônica de transmissão (a-f) de 
P. calliantha: cepas PSN 11 (a), PSN 13 (b), PSN 15 (c), PSN 16 (d) e PSN 40 (e, f), evidenciando as 
auréolas na fíbula e poróides subdivididos em 4 a 6 hímenens, característicos da espécie; e em 
microscopia óptica (g-i) de espécies com identificação não confirmada, provavelmente: P. multiseries 
- PSN 4 (g), P. pungens - PSN 1 (h) e P. pseudodelicatissima - PSN 2 (i). 

 

 

A produção de AD detectada durante o crescimento de P. multiseries, cepa 

PSN-4, e P. calliantha, cepa PSN-11 (fig. 3, 4 e 5), foi baixa. Enquanto que o 

acúmulo de ADpart (particulado, intracelular) foi detectado em ambas as cepas, as 
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concentrações de ADdiss (dissolvido no meio de cultivo) foram detectáveis somente 

para PSN-4. A cepa de P. calliantha PSN-11 apresentou crescimento exponencial 

de 0,16 d-1 e menor produção de AD, atingindo o pico máximo de densidade celular 

(37,4 x 10 4 cél.ml-1) no dia 18 e a produção de ADpart máxima de 0,054 fg cél.-1 no 

14º dia de cultivo (fig. 3). A densidade celular máxima de PSN-4 (P. multiseries) foi 

de 1 x 104 cél.ml-1 ao 12º dia, (fig. 4) com taxa de crescimento exponencial de 0,30 

d-1. Esta cepa alcançou a concentração máxima de ADpart (0,152 ± 0,022 pg cél.-1) 

no 15º dia de cultivo (fig. 4) e de ADdiss (1,23 ± 0,19 ng ml-1 ) no 24º dia (fig. 5).  

As cepas não identificadas PSN-20 e 28 não se adaptaram ao cultivo e suas 

curvas de crescimento não foram traçadas, todavia se manteve a coleta de amostra 

para análise de AD nos dias programados, que não revelaram a presença de 

concentrações detectáveis da toxina. A cepa não identificada PSN-27 apresentou a 

taxa de crescimento exponencial de 0,19 d-1, com densidade celular máxima de 2,0 

x 104 cél.ml-1 ao 3º dia de cultivo, mas, assim como as anteriores, não produziu a 

toxina em níveis detectáveis por HPLC-UV. 

O padrão de formação de cadeias de células foi diferente para cada cepa 

testada (fig. 6), embora tenha sido predominantemente durante a fase exponencial 

de crescimento em todos os casos. Para PSN-13, a proporção de células formando 

cadeias foi baixa durante toda a curva de crescimento. Ao 7º dia de cultivo, somente 

cerca de 1% das células formaram cadeias curtas (2 células). Em PSN-15, houve 

uma maior proporção de células formando cadeias, chegando a 7% do total no 4º 

dia, e em PSN-16, ~20% das células se encontravam em cadeias ao 4º dia de 

cultivo, formando cadeias de até 6 células. PSN 27 apresentou maior proporção de 

cadeias ao 3º dia de cultivo, com 35% das células formando cadeias e PSN-40 

apresentou a maior capacidade de formação de cadeias entre todas as cepas 

avaliadas, com aproximadamente 45% das células formando cadeias de até 8 

células ao 3º dia de cultivo (fig. 6). 
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Figura 2: Curvas de crescimento traçadas para diferentes cepas de Pseudo-nitzschia spp. 
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Figura 3: Concentração intracelular de ácido domóico (AD) ao longo da curva de crescimento da 
cepa de P. calliantha PSN-11, em cultivo estático. 

 

 

 

 
Figura 4: Concentração intracelular de ácido domóico (AD) ao longo da curva de crescimento da 
cepa de Pseudo-nitzschia multiseries PSN-4, em cultivo estático. 
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Figura 5: Concentração de ácido domóico (AD) dissolvido no meio de cultivo ao longo da curva de 
crescimento da cepa de Pseudo-nitzschia multiseries PSN 4, em cultivo estático. 
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Figura 6: Percentual de células solitárias ou formando cadeias de 2 a 8 células durante o crescimento 
em cultivo estático para as cepas de P. calliantha PSN-11,13,15,16. A área em destaque mostra a 
distribuição dos mesmos dados, detalhando o limite superior da escala (90–100%).  

 

 

1.3.3 Produção de toxina sob condições estressantes de crescimento 

 

Durante o experimento que descreveu a curva de crescimento para PSN-40 

sob estresse luminoso (fig. 7), não foi detectada a produção de AD em nenhuma 

das fases do crescimento celular. As cepas não apresentaram crescimento celular 

significativo. A densidade celular decresceu até atingir um mínimo de 1,1 x 104 cél. 

ml-1 ao 4o dia para o tratamento estático e 2,4 x 104 cél. ml-1 ao 7o para o cultivo 
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agitado. A taxa de crescimento exponencial foi praticamente nula (0,044 d-1 no 

tratamento estático e 0,041 d-1 no agitado) na fase em que houve algum crescimento 

(do 3º ao 11º dia e do 7º a 16º, respectivamente). Entretanto, quando avaliada a 

formação de cadeias de células, os cultivos mantidos sob agitação mantiveram as 

células em cadeias até o fim do experimento, atingindo proporções maiores do que 

aquelas do tratamento estático, onde houve rompimento da maioria das cadeias até 

o 4º dia do experimento (fig. 8). 

 

 

 

Figura 7: Curvas de crescimento de dois cultivos de Pseudo-nitzschia calliantha (cepa PSN-40) sob 
estresse de luminosidade constante, mantidos sob agitação mecânica ou de forma estática. 
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Figura 8: Percentual de células formando cadeias de 2 a 6 células nos cultivos de Pseudo-nitzschia 
calliantha (cepa PSN-40) sob estresse de luminosidade constante, mantidos sob agitação mecânica 
ou de forma estática. A área em destaque mostra a distribuição dos mesmos dados, detalhando o 
limite superior da escala (75–100%).  
 

 

1.4 Discussão 

 

O isolamento e o estabelecimento de cultivos a partir de diferentes morfotipos 

de Pseudo-nitzschia visou identificar a presença de espécies potencialmente tóxicas 

na região investigada. Houve um grande esforço no presente estudo, que abrangeu 

uma extensa área amostral e o isolamento de centenas de espécimes ao longo de 

diferentes épocas, para que o potencial tóxico de Pseudo-nitzschia spp. fosse 

avaliado nas áreas de cultivos de moluscos bivalves do litoral paranaense e centro-

norte catarinense. Apesar da ocorrência de espécies toxigênicas, como P. 

calliantha, P. multiseries e P. pungens, os cultivos estabelecidos neste estudo 

revelaram um baixo potencial tóxico entre as populações locais de Pseudo-nitzschia 

spp. na região. 

Durante o isolamento de células ou cadeias de células de Pseudo-nitzschia 

spp., o grupo taxonômico ao qual a espécie pertencia foi inferido com base em 

características como a inserção das cadeias, porte e angulosidade da célula 

(CAVALCANTE, 2011). Todavia, a identificação só foi confirmada por visualização 

em MET após o estabelecimento do cultivo, quando se dispunha de quantidade 

maior de material. O isolamento de morfotipos como base para a identificação das 

espécies encontradas em uma dada região é complicado pela similaridade entre as 
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espécies do gênero. Assim, uma espécie de potencial nocividade pode não ser 

isolada porque outras similares já o foram, ou ainda ser isolada mas o cultivo ser 

perdido nas fases iniciais de estabelecimento, antes das análises de produção de 

toxinas, seja por contaminação do cultivo por bactérias e/ou outras microalgas, ou 

por má adaptação às condições laboratoriais. Esses problemas levariam a uma 

subestimação da real diversidade e potencial tóxico das espécies presentes em um 

determinado local. Desta forma, apesar do grande esforço amostral deste estudo, 

não se pode eliminar a possibilidade de que existam outras espécies ou populações 

mais tóxicas de Pseudo-nitzschia spp. além das avaliadas na região. De fato, em 

2009, durante uma floração de Pseudo-nitzschia spp. em duas regiões produtoras 

de bivalves em Santa Catarina, concentrações elevadas de AD foram encontradas 

em mexilhões nas regiões onde a floração foi dominada por P. pseudodelicatissima 

(FERNANDES et al., 2013). 

Cultivos monoclonais de Pseudo-nitzschia spp. tendem a declinar após 

sucessivos repiques ao longo do tempo em laboratório. Sucessivas divisões binárias 

causam a redução gradativa do comprimento das células e o decréscimo na 

produção de AD (BATES et al.,1999), até que as células atingem um tamanho no 

qual a divisão equacional se torna impraticável. Neste ponto, a célula passa a ser 

inviável fisiologicamente e ocorre a morte celular, caso não ocorra reprodução 

sexuada células com outras cepas da mesma espécie para o re-estabelecimento do 

tamanho original por meio da formação de auxósporos, como descreve Amato et al. 

(2005). Em seu estudo, Amato et al. (2005) realizaram diversos cruzamentos de 

cepas da espécie não tóxica Pseudo-nitzschia delicatissima, resultando em “células-

filhas” de comprimento máximo, e dando origem a cultivos monoclonais que tiveram 

uma redução gradual no tamanho celular ao longo de divisões assexuadas 

sucessivas, rapidamente chegando a 50% do tamanho original. Da mesma forma, 

os cultivos isolados do litoral de Santa Catarina e Paraná durante o presente estudo 

chegaram a um ponto no qual o seu escalonamento não rendeu mais um 

crescimento celular satisfatório e o material foi perdido. Em alguns casos, isto 

aconteceu antes de se testar o potencial de crescimento e toxicidade da cepa em 

questão. 

Todavia, com base nos cultivos estabelecidos no período abordado pelo 

trabalho, é possível observar que a produção de toxinas nas condições testadas foi 

particularmente baixa. A cepa PSN-4 alcançou o maior nível de AD intracelular 
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(0,152 pg cel-1) dentre os cultivos testados, e ainda liberou concentrações 

quantificáveis de AD dissolvido no meio (1,230 ng ml-1). Neste estudo, a quantidade 

de cepas tóxicas obtidas representou uma pequena parcela do n amostral, tendendo 

a sustentar a afirmação de que a ocorrência de produção de AD na região não é 

comum nem tampouco expressiva, corroborando com os resultados de 

monitoramento na região de Florianópolis- SC, onde a ausência desta toxina foi 

relacionada à ausência ou baixa ocorrência das espécies tóxicas (ALVES et al., 

2010). 

No presente estudo, as taxas de crescimento, densidade celular, fase de 

crescimento em que ocorreu o pico de abundância, formação de cadeias e até 

mesmo a produção de AD variaram consideravelmente entre cepas de uma mesma 

espécie sob condições similares de cultivo, o que foi notório para Pseudo-nitzschia 

calliantha. Isto indica uma alta variabilidade genética entre as cepas adquiridas do 

ambiente e ressalta a dificuldade em se prever o potencial nocivo de diferentes 

florações de Pseudo-nitzschia spp., ainda que de uma mesma espécie, numa dada 

região. Outros fatores que afetam a produção de AD por uma mesma espécie de 

Pseudo-nitzschia, como a limitação de metais-traço no meio (SUBBA RAO et 

al.,1998) a associação com bactérias (HAGSTRÖM et al., 2007) e a concentração 

de diferentes fontes de nitrogênio (HOWARD et al.,2007) no ambiente não foram 

investigados neste trabalho, mas devem ser considerados em estudos futuros para 

se ter uma avaliação mais segura sobre o potencial de ocorrência de florações 

tóxicas de Pseudo-nitzschia na região. As lacunas no conhecimento sobre a biologia 

de Pseudo-nitzschia e a fisiologia da produção de AD dificultam a previsibilidade 

quanto à severidade de eventos de florações tóxicas em diversas regiões do globo. 

Em particular, condições locais de metais, fatores bióticos e a composição de 

espécies têm de ser incorporados na previsão de florações, resultando em modelos 

mais confiáveis em escalas geográficas e temporais (LELONG, 2012). 

Assim, sabendo-se que a produção, emissão e degradação do AD varia de 

acordo com a genética das cepas e os fatores ambientais dominantes (HAGSTRÖM 

et al., 2007), a avaliação das respostas de uma mesma cepa sob condições 

ambientais variadas em ambiente simulado de laboratório, testando combinações 

distintas destes fatores, levará à uma previsão sobre as respostas esperadas das 

espécies sob determinadas condições no ambiente, o que diminuiria o peso da 

variabilidade genética na previsibilidade de eventos tóxicos. 
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A luminosidade – tanto os níveis de irradiância quanto a duração do 

fotoperíodo – é um fator importante a ser considerado no crescimento de cepas de 

Pseudo-nitzschia em laboratório. As espécies de Pseudo-nitzschia são bem 

tolerantes a variações de luminosidade, o que pode ser evidenciado pelo fato destas 

espécies serem cosmopolitas. Lewis et al. (1993), por exemplo, reportaram taxas de 

divisão celular similares em P. multiseries em irradiâncias de 80 e 180  µE m-2 s-1. O 

fotoperíodo, por sua vez, pode ser um dos principais fatores que determinam as 

características dos eventos de ASP em altas latitudes, influenciando na composição 

das espécies, desencadeamento, densidade e toxicidade de uma floração de 

Pseudo-nitzschia (FEHLING et al., 2004b).  

Os efeitos do fotoperíodo no crescimento celular e na produção de AD de 

Pseudo-nitzschia spp. vêm sendo estudados para diversas espécies. Sabe-se que a 

produção de AD é favorecida quando há uma limitação no metabolismo primário 

(BATES e RICHARDS, 1996) e um concomitante desvio de ADP e NADPH+ para o 

metabolismo secundário (PAN et al., 1998); entretanto uma certa quantidade de 

energia fotossintética se faz necessária para a síntese de toxina. Bates (1998) 

verificou produção similar de AD em cepas de P. multiseries sob irradiância variando 

de 90 a 200 µE m-2 s-1, e afirma que a espécie é capaz de produzir AD sob 

luminosidade constante, assim como sob ciclos diários de claro: escuro. 

Controversamente, no presente estudo, a cepa PSN-40 de P. calliantha não 

produziu AD sob luz constante, apesar de seu crescimento ter sido severamente 

limitado sob tal condição. Entretanto, esta cepa não representou um modelo 

satisfatório para se testar tal variável, já que a mesma não produziu concentrações 

detectáveis da toxina sob um fotoperíodo de 12:12 h.  Considerando que na região 

sul do Brasil há uma variação substancial no fotoperíodo ao longo das estações do 

ano, a importância do fotoperíodo e da intensidade luminosa para a produção de AD 

por P. calliantha e outras espécies deve ser melhor investigada em trabalhos 

futuros. Tendo em vista sua baixa toxicidade, entretanto, métodos analíticos mais 

sensíveis, como LC-MS/MS, devem ser aplicados para uma quantificação precisa, 

evitando que se negligencie a variação na produção de baixos níveis de AD.  

Assim como o fotoperíodo, o papel de outras variáveis físico-químicas, e da 

combinação entre elas, sobre o crescimento de Pseudo-nitzschia e a produção de 

AD deve ser avaliado. Mafra et al. (2009a) realizaram cultivos de P. multiseries em 

galões aerados e frascos estáticos. Naqueles galões onde foi bombeado ar 
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constantemente, as células atingiram níveis de AD superiores àquelas dos cultivos 

estáticos ao fim da fase exponencial; entretanto não ficou claro se o aumento na 

toxicidade se deu pelo efeito da turbulência ou pela adição de uma fonte extra de 

carbono via aeração. No presente estudo, a turbulência foi simulada por agitação 

rotacional, sem aeração, para se isolar tal fator. Entretanto, conforme mencionado 

anteriormente, a cepa de P. calliantha utilizada não produziu AD em quantidades 

detectáveis sob nenhuma condição testada. Não obstante, o tratamento com 

agitação manteve um percentual de células formando cadeias superior àquele do 

tratamento estático durante todo o tempo de experimento, o que denotou um efeito 

da turbulência sobre esta variável. Mesmo que isto não tenha influenciado na 

produção de AD, este resultado pode estar ligado a outros fatores ainda não 

abordados na fisiologia deste gênero de diatomáceas marinhas. Estudos realizados 

no “hot spot” Juan de Fuca, na costa oeste dos EUA, revelaram que florações 

recorrentes de Pseudo-nitzschia, sobretudo de P. australis, são mais tóxicas em 

períodos precedidos por fortes ventos, mas isso deve estar mais relacionado ao 

aporte de nutrientes decorrente da ressurgência gerada (MACFADYEN e HICKEY, 

2010) do que à turbulência. Adicionalmente, espera-se que a presença de longas 

cadeias lineares de células diminua a eficiência de ingestão de Pseudo-nitzschia e, 

portanto, o acúmulo de AD por alguns moluscos bivalves como as ostras do gênero 

Crassostrea (MAFRA et al., 2009b) 

No presente estudo, destacou-se a presença da espécie tóxica P. calliantha 

em diversos pontos próximos a cultivos de bivalves no Paraná e em Santa Catarina, 

ressaltando a existência de espécies toxinogênicas em toda a região. A espécie P. 

calliantha, que foi a principal espécie isolada e testada no presente estudo, mas que 

apresentou baixa toxicidade, tem formado florações subsequentes a florações de 

espécies de maior toxicidade, como P. australis na costa norte do Chile (MARIÑO et 

al., 2009) e P. pseudodelicatissima em Santa Catarina, Brasil (FERNANDES et al., 

2013). Da mesma forma, uma floração de P. pseudodelicatissima ocorreu logo após 

uma floração mais tóxica de P. australis na baía de Monterrey, California, EUA 

(SCHOLIN et al., 2000). Isso gera o questionamento sobre a possibilidade de uma 

espécie menos tóxica se favorecer do AD lançado previamente por outra espécie na 

água, o que possivelmente facilitaria a aquisição de nutrientes pela espécie menos 

tóxica, e poderia prolongar o tempo de uma floração multiespecífica e um eventual 

período de proibição de comercialização de moluscos bivalves contaminados. 
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Estudos futuros devem investigar a associação de espécies tóxicas, o 

desencadeamento de florações de espécies menos tóxicas associadas ao declínio 

da floração de uma espécie com maior produção de AD, e uma possível aquisição 

oportunista de nutrientes previamente ligados ao AD dissolvido por espécies menos 

tóxicas de Pseudo-nitzschia. 

O litoral sul do Brasil, na região entre a costa do Paraná e o litoral centro-

norte de Santa Catarina, possui apenas um registro de concentrações de AD acima 

do nível permitido em mexilhões (FERNANDES et al., 2013), apesar da presença de 

diversas espécies toxinogênicas (MAFRA et al., 2006, CAVALCANTE, 2011; 

TIBIRIÇÁ, 2013; FERNANDES et al., 2013) e do monitoramento da toxina em 

algumas áreas de cultivo de Santa Catarina há mais de 15 anos (PROENÇA et al., 

2012). O presente estudo aponta a possível razão, senão a principal, que é o baixo 

nível de AD nas cepas isoladas da região, alcançando somente 0,054 fg a 0,154 pg 

cel.-1 em meio de cultivo repleto de nutrientes. A baixa toxicidade no ambiente, 

portanto, pode estar associada, além de fatores genéticos das populações locais de 

Pseudo-nitzschia spp., à alta disponibilidade de nutrientes nas águas costeiras da 

região, supridas por grandes aportes de rios e baías no Paraná e Norte de Santa 

Catarina e por sistemas transientes de ressurgência costeira na região ao sul da Ilha 

de Santa Catarina (FERNANDES et al., 2013). Uma vez que o AD pode ser 

produzido mais intensamente na deficiência de nutrientes (PAN et al., 1996; 

FEHLING et al., 2004a), a presença de espécies e populações pouco tóxicas, aliada 

a condições suficientes de nutrientes, sugerem que o risco de intoxicação amnésica 

(ASP) pelo consumo de bivalves advindos destas áreas de cultivo é 

majoritariamente baixo. Ainda assim, somente o monitoramento da presença de AD 

e de espécies potencialmente tóxicas de Pseudo-nitzschia poderá assegurar a 

segurança alimentar do produto de cultivo na região e conferir uma vantagem sobre 

aqueles coletados de bancos naturais em áreas não monitoradas. 
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CAPÍTULO 2 
________________________________________________________________ 

Respostas alimentares de diferentes espécies comerciais de bivalves à 

microalga nociva Pseudo-nitzschia spp.: taxas de filtração e acúmulo de 

toxinas 

 

Resumo 

Florações de algas nocivas podem causar a mortalidade de plantéis de organismos 

marinhos cultivados, ou a inadequação de produtos, sobretudo moluscos bivalves, 

destinados ao consumo humano. Considerando que o acúmulo de toxinas varia 

bastante entre espécies de bivalves, e de acordo com as condições do meio, o 

presente estudo buscou investigar as taxas de ingestão e de acúmulo de toxina 

amnésica ácido domóico (AD) em bivalves cultivados no sul do Brasil, em resposta 

a florações tóxicas de Pseudo-nitzschia spp. simuladas em laboratório. Taxas de 

clareamento e de filtração de células (TC e TF) foram calculadas para as ostras 

Crassostrea gigas e C. brasiliana e para o mexilhão Perna perna, mediante o 

fornecimento de células cultivadas de Pseudo-nitzschia spp. em fase exponencial ou 

estacionária de crescimento. Bivalves das espécies obtidas foram dispostos em 

câmaras experimentais de filtração e as taxas alimentares foram calculada a partir 

da variação da concentração celular de Pseudo-nitzschia durante um tempo de 

incubação, usando-se uma câmara controle para descontar a sedimentação ou 

ressuspensão de células. Um experimento adicional verificou o acúmulo e a 

detoxificação de AD em P. perna e Crassostrea spp. alimentados com Pseudo-

nitzschia multiseries por 23h, seguido por 168 h de depuração em dieta não tóxica 

de Isochrysis galbana. A TC não diferiu (p = 0,428) entre os estágios de crescimento 

dos cultivos de Pseudo-nitzschia spp. usados nas dietas, mas variou 

significativamente (p < 0,001) entre as espécies analisadas (P. perna > C. gigas = C. 

brasiliana). Apesar das TCs de mexilhões P. perna (4,1–5,4 ml min-1 ind.-1) terem 

sido superiores às de ostras de biomassa equivalente (1,3–1,7 ml min-1 ind.-1), eles 

não acumularam nível detectável de toxina. As ostras acumularam níveis 

moderados da toxina, atingindo uma concentração máxima de 4,85 ± 1,86 µg AD g-

1, que diminuiu exponencialmente (2,1% h-1) a partir do fornecimento da dieta não 

tóxica. Mexilhões P. perna, pelo contrário, acumularam níveis indetectáveis de AD, o 

que pode ser resultante de altas taxas de eliminação e/ou baixas taxas de 

assimilação da toxina, dando suporte a uma proposta de manejo diferenciado por 

espécie de bivalve, em caso de proibição da comercialização de bivalves devido a 

florações tóxicas de Pseudo-nitzschia.  

 

Palavras-chave: taxa de clareamento, acúmulo de toxinas, depuração, toxinas 

amnésicas, ácido domóico, ASP, Crassostrea spp., Perna perna. 
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2.1 Introdução 

 

Floração de algas nocivas (FAN) é o termo designado para descrever um 

evento onde há uma rápida multiplicação de uma ou mais espécies de microalgas, 

com algum tipo de prejuízo ao ecossistema, à saúde humana ou às comunidades 

humanas adjacentes ao sistema costeiro. Tais eventos podem causar a depleção de 

oxigênio na água, a mortalidade de organismos aquáticos por lesões físicas ou pela 

produção de substâncias nocivas, como as ficotoxinas, capazes de afetar 

organismos aquáticos e humanos (HALLEGRAEFF, 2003). A toxicidade e outros 

efeitos negativos de algas nocivas não estão limitados a uma classe de algas, mas 

sim distribuídas entre vários grupos taxonômicos (ZINGONE; ENEVOLDSEN, 

2000).  

Além disso, as FAN’s podem causar impactos econômicos severos ao 

comércio de pescados (ROELKE, 1993), turismo e saúde pública. Em todo o 

mundo, as ficotoxinas são responsáveis por 600.000 casos de intoxicação por ano 

(VAN DOLAH, 2000). O número de eventos tóxicos, com variável grau de impacto, 

também vem aumentando nas últimas décadas em nível nacional (PROENÇA e 

MAFRA, 2005; PROENÇA et al., 2007; FERNANDES et al., 2013), alertando para a 

necessidade de um monitoramento das espécies nocivas na costa do Brasil. Os 

danos à saúde humana ou animal associados a estas toxinas são geralmente 

observados após intoxicações agudas, ao passo que os efeitos de exposição 

sucessiva ou crônica a baixos níveis de toxina são pouco documentados (VAN 

DOLAH et al., 2001). 

As intoxicações mais comuns causadas por microalgas são o 

envenenamento paralisante, diarreico e amnésico por consumo de mariscos (PSP, 

DSP e ASP, respectivamente), associadas ao consumo de moluscos bivalves, que 

acumulam e transferem as toxinas algais ao longo da cadeia trófica. O ASP, que é 

causado pela neurotoxina ácido domóico (AD), produzida por diatomáceas, foi 

registrado pela primeira vez em 1987, em Prince Edward Island (PEI), costa leste do 

Canadá (BATES et al., 1989). Naquela oportunidade, foram registrados 153 casos 

de uma intoxicação aguda relacionada à ingestão de mexilhões (Mytilus edulis), 

manifestando sintomas que evoluíam desde vômitos, cólicas e diarreia, até a perda 
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de memória, desorientação, e coma, com quatro óbitos registrados (WRIGHT et al., 

1989). 

O AD é um aminoácido similar ao neurotransmissor ácido glutâmico, 

competindo por seus sítios de ligação nos neurônios. Assim, o AD se liga aos 

receptores sinápticos do glutamato, podendo levar a perda de memória de curto 

prazo e outros danos persistentes ao sistema nervoso (PERL et al.,1990), pois 

promove o aumento no nível intracelular de Ca2+, levando à despolarização massiva 

nos neurônios, turgidez e morte dos mesmos (PULIDO et al.,2008). Os receptores 

para o glutamato são mais numerosos na região cerebral do hipocampo, associada 

a funções como o aprendizado e memória (revisto em BATES et al. 1998). Em 

casos extremos, ou em pacientes com insuficiência renal, o AD pode levar à morte 

após 48 h da ingestão (PERL et al., 1990; TEITELBAUM et al., 1990). Ainda, a 

medicação com fortes anti-inflamatórios causa a maior permeabilidade das células 

intestinais a toxinas (PÓVOA, 2002), favorecendo o mecanismo da intoxicação.  

O comércio de bivalves pode ser fechado durante florações de microalgas 

produtoras de AD, principalmente Pseudo-nitzschia spp., visando proteger a saúde 

humana e evitar casos de intoxicação. No verão de 2009, nos municípios de Penha 

e Florianópolis (SC), a toxina foi encontrada em concentrações acima do nível 

regulatório estipulado pelo ministério da aquicultura, pesca e abastecimento 

(MAPA), de 20 μg AD g-1 de tecido fresco de bivalve, associada a uma floração de 

células do complexo Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima (P. pseudodelicatissima 

e P. calliantha), resultando em um fechamento comercial de bivalves por 25 dias, 

com sérias implicações econômicas para os produtores de moluscos e para o 

turismo (FERNANDES et al., 2013). A presença de espécies de Pseudo-nitzschia 

potencialmente tóxicas também vem sendo registrada no estado vizinho do Paraná 

(PR) (MAFRA et al., 2006; TIBIRIÇÁ, 2013). 

O tempo de depuração (detoxificação) que segue um episódio de floração 

tóxica varia conforme a espécie de bivalve contaminado, a composição do séston, 

as condições ambientais dominantes, entre outros fatores. Blanco et al. (2002a, 

2002b), estudando a detoxificação de AD em bivalves contaminados, reportaram 

que a eliminação de toxinas é muito mais rápida em mexilhões Mytilus 

galloprovincialis (redução de 56-86% do AD em 4 d) do que em vieiras Pecten 

maximus (redução de 90% em 300 d), e que a detoxificação seria afetada por 

fatores como salinidade e a afinidade de diferentes órgãos/tecidos dos bivalves pelo 
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AD. Mexilhões Mytilus edulis também eliminaram a toxina mais rapidamente do que 

ostras Crassostrea virginica após contaminação com AD em laboratório a 12 ºC, 

sendo que neste caso o tamanho corporal pode afetar a taxa de eliminação da 

toxina, que foi mais rápida em ostras menores, mas similar para mexilhões de 

tamanho variado (MAFRA et al., 2010a).  

A concentração de toxinas também depende da taxa de ingestão de células 

tóxicas pelos bivalves e sua capacidade de assimilação. Para ostras C. virginica, por 

exemplo, a menor taxa de acúmulo de AD comparada a de mexilhões M. edulis 

(MAFRA et al., 2010b) é resultante de (i) uma ingestão limitada de células tóxicas e 

não-tóxicas de P. multiseries, evidenciada por uma redução na taxa de clareamento 

(i.e., volume de água filtrado por unidade de tempo) de ostras alimentadas 

exclusivamente com Pseudo-nitzschia, aliada a (ii) um mecanismo de rejeição pré-

alimentar nas pseudofezes, principalmente para células mais longas e cadeias de 

células (MAFRA et al., 2009a, 2009b). 

O presente estudo buscou investigar as taxas específicas de clareamento e 

filtração de células de Pseudo-nitzschia spp., e de acúmulo e detoxificação de AD 

por ostras (Crassostrea gigas e C. brasiliana) e mexilhões (Perna perna) cultiváveis 

no litoral dos estados do PR e SC, região passível da ocorrência de florações 

tóxicas e sensível a um fechamento comercial pela dependência econômica do 

turismo e da maricultura. Através de um conjunto de experimentos em laboratório, 

que simularam a exposição dos bivalves a florações naturais de Pseudo-nitzschia 

spp., o estudo investigou o potencial de cada espécie de bivalve comercial para 

atuar como vetor de ASP sob condições comumente encontradas no ambiente, e 

avaliou a possibilidade de se realizar um manejo distinto por espécie de bivalves, no 

caso da contaminação multiespecífica durante florações tóxicas de Pseudo-nitzschia 

em cultivos comerciais de bivalves na região. 

 

 

2.2 Metodologia 

 

2.2.1 Aquisição e manutenção dos organismos 

 

Para a determinação das taxas alimentares, as ostras da espécie exótica 

Crassostrea gigas e a nativa C. brasiliana foram obtidas do cultivo da Universidade 
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Federal de Santa Catarina (UFSC), em Florianópolis-SC, e os mexilhões Perna 

perna de cultivo comercial em Penha-SC. As ostras nativas, usadas no experimento 

de acúmulo e detoxificação de AD, foram provenientes do assentamento de larvas 

em coletores de um cultivo comercial na Ilha do Mel, Paranaguá-PR, sendo tratadas 

como Crassostrea spp. pela impossibilidade de se determinar a proporção de 

espécies que compunham o lote. Os bivalves foram mantidos em bandejas 

flutuantes, em aquários contendo 140 L de água do mar filtrada e esterilizada, a 22 

±1 ºC e salinidade 30 ± 2, e alimentados com cultivos de e duas ou mais espécies 

de microalgas não tóxicas (principalmente Isochrysis galbana e Tetraselmis sp.) em 

baixa densidade celular. Todos os bivalves adquiridos possuíam pequeno porte 

(adultos jovens), visando minimizar a demanda por alimento e a troca d´água, e 

estes foram mantidos conforme descrito previamente durante alguns meses entre 

2013 e o início de 2014, em paralelo aos cultivos de Pseudo-nitzschia estabelecidos 

para uso nos experimentos. 

Para a determinação das taxas alimentares em ostras, foi utilizado um cultivo 

monoclonal de Pseudo-nitzschia calliantha, PSN 40, cujas células mediam 63,58 x 

4,39 µm (comprimento x largura), em média, no momento do experimento. Para o 

experimento de alimentação com mexilhões, foi utilizado outro cultivo do grupo P. 

calliantha, PSN-41, com tamanho celular similar (64,33 x 4,59 µm). Ambas as cepas 

foram isoladas de águas costeiras em Caiobá, Matinhos-PR e Canal do Linguado, 

São Francisco do Sul-SC, respectivamente (ver capítulo 1). Por fim, para medir as 

taxas de acúmulo e detoxificação de AD, foi utilizada uma cepa conhecidamente 

tóxica de Pseudo-nitzschia multiseries, SOCAL-164 (77,41 x 4,85 µm), proveniente 

da Califórnia, EUA, e gentilmente cedida por Christopher Scholin e Holly Bowers 

(Monterey Bay Aquarium Research Institute, Moss Landing, CA).  

 

2.2.2 Taxas alimentares: clareamento e filtração 

 

Todos os experimentos foram realizados em ambiente climatizado a 22 oC, 

na sala de incubação e cepário do Laboratório de Microalgas (LaMic), no Centro de 

Estudos do Mar da Universidade Federal do Paraná (CEM-UFPR). Baterias de 

experimentos foram realizadas em momentos distintos para se medir as taxas 

alimentares das espécies de mexilhões P. perna e das ostras C. gigas e C. 

brasiliana, expostas a 2 tratamentos cada: células de Pseudo-nitzschia em fase 
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exponencial (6-10 d de crescimento em cultivo) ou estacionária (15-20 d), 

totalizando 6 baterias experimentais. 

Em preparação para os experimentos, os bivalves foram dispostos por 12-18 

h em um aparelho multi-misturador para monitoramento de moluscos, desenvolvido 

exclusivamente para experimentos como este (Figura 1). Durante este período de 

aclimatação, foi fornecida a dieta experimental composta por cultivo de Pseudo-

nitzschia diluído em 10-12 L de água do mar filtrada, salinidade 30, buscando atingir 

uma densidade celular de ~4000 cél. ml-1. A suspensão (dieta) foi armazenada em 

um galão-estoque (Fig. 1-a) com capacidade total de 50 L, onde era constantemente 

misturada por aeração e distribuída por mangueiras de acrílico para o sistema de 

câmaras que continham os bivalves. O multi-misturador conta com seis câmaras 

cilíndricas em acrílico, de 355 ml cada, dotadas de uma pá homogeneizadora 

giratória (Fig. 1-e), com velocidade regulável, para evitar a sedimentação das 

microalgas. Cada câmara é munida de válvulas de admissão (Fig. 1-c) e escape 

(Fig. 1-d) de água na sua porção superior, sendo a de admissão ligada ao galão-

estoque de microalgas e a de escape ligada um sistema receptor, de onde uma 

bomba peristáltica (Gilson®, Miniplus Evolution) (Fig. 1-g) bombeia o escape de volta 

ao galão-estoque, promovendo a recirculação do sistema. O fluxo era ajustado por 

meio de torneiras (Fig.1-b), resultando em uma vazão total de 178 ml min-1, ou 44,6 

ml min-1, em média, por câmara. 
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Figura 1: Esquema ilustrativo do sistema utilizado nos experimentos de alimentação com bivalves: o 
galão-estoque (a), que contém cultivos de Pseudo-nitzschia, distribui a dieta por gravidade às 
torneiras de ajuste do fluxo (b), que daí é conduzida à válvula de admissão (c) das câmaras 
experimentais; a suspensão é homogeneizada em cada câmara pelas pás agitadoras (e), e 
conduzida pelas válvulas de escape (d) ao receptor (f), de onde a água é recolhida e bombeada 
através da bomba peristáltica (g) de volta ao galão-estoque.  

Em cada experimento, bivalves medindo em média 25 mm de altura de 

concha foram alocados em 5 câmaras experimentais (réplicas), sendo 4 a 5 

indivíduos por câmara, com exceção da câmara controle, que continha conchas 

vazias para a quantificação da taxa de sedimentação ou ressuspensão das células 

de Pseudo-nitzschia. Para a obtenção da taxa de clareamento (TC), foi realizada a 

amostragem de 5 ml de água para quantificação da densidade celular inicial em 

cada câmara, seguida da interrupção do fluxo de água por um tempo que variou de 

6 a 25 min para mexilhões e 20 a 40 min para ostras. Tal diferença no tempo de 

incubação se deu em função da velocidade de remoção de células da coluna d´água 

ser notavelmente maior para mexilhões. Ao final deste período, durante o qual os 

bivalves permaneceram removendo as células suspensas na água, novas amostras 

foram coletadas de cada câmara, usando uma seringa, para contagem da 

densidade celular final. A diferença entre a concentração final e a inicial representou 

a remoção de partículas pela filtração dos bivalves, que foi finalmente somada à 

sedimentação celular. Esta última foi medida pela diferença nas contagens (final – 

inicial) da câmara controle. A densidade celular foi quantificada nas amostras 
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fixadas em solução de lugol acético (1%), por meio de contagem em câmaras 

Palmer-Maloney de 100 µl, sob microscópio ótico (Olympus® BX41). A TC média por 

indivíduo (ml min-1 ind.-1) foi obtida através da fórmula (COUGHLAN 1969):  

TC (ml min-1 ind.-1) = [(logeCi - logeCf) - (logeCci - logeCcf)] x (V x T
-1

x n
-1)    (Eq. 

1) 

onde Ci é a concentração celular inicial e Cf a concentração final na câmara 

experimental, e Cci e Ccf são, respectivamente, a concentração inicial e final na 

câmara controle, V é o volume da câmara, T é o tempo e n é o número de animais 

por câmara.  

Ao fim de cada experimento, os animais foram retirados das câmaras, 

medidos do umbo à borda da concha (altura de concha), dissecados e raspados das 

conchas, para obtenção do peso úmido e o peso seco dos tecidos moles em 

balança analítica de precisão (Ohaus® Discovery). O peso seco foi obtido após 24 h 

em estufa de bancada FANEM® a 65 ºC. Os valores de TC foram então 

normatizados para um bivalve-padrão, calculado pela média dos pesos secos de 

todos os bivalves utilizados no experimento (Wpd = 0,0203 g). A TC padronizada 

(TCpd) foi finalmente corrigida pela relação alométrica geral para bivalves (BAYNE; 

NEWELL, 1983): 

TCpd (ml min-1 ind-1) = (Wpd/Wexp)
0,616 

x TCexp            (Eq. 

2) 

onde Wpd é peso seco padrão (médio), Wexp é o peso seco obtido na amostra 

(câmara) e TCexp é a taxa de clareamento obtida no experimento. 

Em seguida, foi calculada a taxa de filtração (TF, cél. min-1 ind.-1), que 

corresponde ao número de partículas removidas da suspensão por unidade de 

tempo e é obtida multiplicando-se a TC pela média geométrica entre a densidade 

celular inicial e final ao longo do período de filtração: 

TF = TC x med.geom. (Ci; Cf)              (Eq.3) 

A comparação entre a TCpd das diferentes espécies de bivalves foi realizada 

através de análise de variância (ANOVA) bifatorial, considerando como fatores a 

espécie de bivalve e a fase de crescimento das células de Pseudo-nitzschia 

oferecidas em suspensão (exponencial ou estacionária), seguida de teste de Tukey, 

quando necessário. As análises estatísticas foram realizadas no software Statistica® 

8.0 (Stat Soft, Inc.). 
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2.2.3 Acúmulo e depuração de ácido domóico 

 

Para investigar o acúmulo e a detoxificação de AD, indivíduos de Perna perna 

(n = 80) e Crassostrea ssp. (C. brasiliana, C. rizophorae e Crassostrea sp. em 

proporção não determinada) (n = 130) foram dispostos simultaneamente em 

bandejas flutuantes, em um aquário com 100 L de água do mar esterelizada, a 22 

ºC e salinidade 30. Depois de um período de 12 h de aclimatação, durante o qual os 

bivalves receberam uma dieta não tóxica composta pelo flagelado Isochrysis 

galbana (10.000 cél. ml-1), eles foram expostos por 23 h a uma dieta tóxica 

elaborada a partir de uma mistura de igual volume de 2 cultivos de P. multiseries 

(volume total = 9 L) em fase exponencial e estacionária de crescimento (8 e 14 d), 

simulando uma floração natural. Após adicionar 150 ml da dieta tóxica de P. 

multiseries ao aquário para se obter uma densidade inicial de 1000 cél. ml-1, as 

células que eram filtradas pelos bivalves foram repostas por meio do bombeamento 

da dieta tóxica a 5,5 ml min-1, usando uma bomba peristáltica. A densidade celular 

no aquário foi monitorada periodicamente a cada 2 h (exceto durante a madrugada) 

por meio da tomada de amostras e contagens. Volumes adicionais (50 a 150 ml) 

foram acrescentados ao aquário no início da manhã e sempre que uma queda 

acentuada na densidade celular era verificada ao longo do dia. Finalmente, a 

concentração intracelular de toxinas foi mensurada em amostras (n = 3) de 50 ml do 

estoque da dieta tóxica, que foram filtradas em filtros Whatman® GF/C (25mm de 

diâmetro e 1,2μm de porosidade) e armazenadas a -20 oC até o momento da 

análise por HPLC-UV, conforme descrito mais adiante. 

Durante o período de acúmulo de toxinas, amostras aleatórias (n = 3) de 

cada uma das espécies de bivalve, compostas por 4 ostras ou 2 mexilhões cada, 

foram retiradas após 2, 6, 12 e 23 h de exposição às células tóxicas. 

Adicionalmente, amostras iniciais de bivalves foram coletadas imediatamente antes 

do início do experimento (0 h). Todas os bivalves amostrados foram dissecados, 

pesados e armazenados a -20 oC até o momento do processamento para a análise 

do conteúdo acumulado de toxinas. Após o tempo de exposição às células tóxicas, 

os bivalves remanescentes foram remanejados para outro aquário livre de toxinas, 

onde foram alimentados com uma dieta não-tóxica (1000-10,000 cél. I. galbana ml-1; 

diâmetro médio 5 µm) por um período de 168 h, durante o qual amostras de bivalves 

foram tomadas após 3, 8, 25, 72 e 168 h do início do período de depuração, e 
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processadas conforme descrito anteriormente. Durante a depuração, a densidade 

celular de I. galbana foi monitorada 3 vezes ao dia.  

O AD foi extraído das amostras com adição de metanol 50% na proporção de 

4 ml : 1g de tecido, seguido de ruptura/desmembramento dos tecidos por sonda de 

ultrassom (Cole Parmer® Ultrassonic Processor) a 14 KHz, por 3 min, com pulsos de 

3 s e intervalos de 1 s. O produto da lise por ultrassom foi centrifugado a 3200 rpm 

por 15 min, e 1,5 ml do sobrenadante foi passado por filtros de seringa (0,22 μm 

porosidade), e armazenado em vials de vidro âmbar para análise por HPLC-UV.  

A análise de HPLC-UV foi realizada por meio de corrida isocrática e detecção 

por UV em 242 nm, usando fluxo de 1ml min-1, a 40ºC, em colunas C-18 (250 x 4,6 

mm; 5 μm), com volume de injeção de 40 µl, seguindo método harmonizado da 

União Europeia (EURLMB, 2008). As concentrações de AD obtidas (µg ml-1) foram 

multiplicadas por 5 (fator de diluição dos extratos) e obteve-se a concentração de 

toxina, em µg g-1, para cada espécie de bivalve ao longo do experimento. A taxa de 

detoxificação foi obtida pela aproximação a curvas exponenciais das concentrações 

de AD durante a segunda fase do experimento (depuração). Nesta etapa, todos os 

valores foram acrescidos do limite de detecção do método (0,075 µg g-1), para evitar 

que valores iguais a zero fossem atribuídos às concentrações não detectáveis de 

AD. 

 

 

2.3 Resultados 

 

2.3.1 Taxas alimentares: clareamento e filtração 

 

As taxas de clareamento padronizadas por unidade de peso (TCpd) de 

indivíduos de C. brasiliana expostos a células de P. calliantha nas fases estacionária 

(1,42 ml min-1) e exponencial de crescimento (1,32 ml min-1) foram equivalentes e 

similares àquelas de indivíduos de C. gigas (1,43 ml min-1 na fase estacionária e 

1,70 ml min-1 na exponencial) (Tabela 1). As TCpd de mexilhões P. perna foram 

aproximadamente o dobro daquelas das ostras (4,08 ml min-1 na fase estacionária e 

3,44 ml min -1 na exponencial). Segundo a ANOVA (Tabela 2), houve diferenças 

significativas entre as TCpd´s das diferentes espécies de bivalves utilizadas (p < 

0,001), sendo a diferença decorrente dos valores significativamente superiores 



46 
 

medidos para os mexilhões P. perna em comparação a ambas espécies de ostras (p 

= 0,0002 nos dois casos; Tukey); as TCpd´s das ostras C. gigas e C. brasiliana não 

foram significativamente diferentes entre si (p = 0,889). Além disso, não houve 

diferença em decorrência das fases de crescimento das células oferecidas como 

dieta (p = 0,632), nem da interação entre fases de crescimento e espécies de 

bivalves (p = 0,521). As taxas de filtração padronizadas por unidade de peso (TFpd), 

produto da TCpd e da densidade de células utilizada em cada bateria de 

experimentos, variou de cerca de 1100 a 3500 cél. min-1 ind.-1 para ostras e de 2300 

a 5000 cél. min-1 ind.-1 para mexilhões (Tabela 1). 

 

Tabela 1: Taxas (média ± erro padrão) de clareamento (TCpd) e de filtração (TCpd) padronizadas por 
individuo de peso médio (células min

-1 
ind.

-1
) para as diferentes espécies de bivalves expostas a 

células de Pseudo-nitzschia calliantha em fase exponencial ou estacionária de cultivo. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabela 2: Resultado da análise de variância (ANOVA) para as taxas de clareamento padronizadas 
por indivíduo de peso médio entre espécies de bivalve, entre fases de crescimento das células de 
Pseudo-nitzschia calliantha usadas como dieta, e a interação entre os dois fatores. 

 
 

 g.l. SS MS p valor F valor 

Intercepto 1 120,967 120,967 1,6 × 10-11 198,7212 

Espécies 2 30,321 15,160 0,000005 24,9051 

Fases 1 0,144 0,144 0,632138 0,2367 

Espécies * Fases 2 0,821 0,410 0,521301 0,6743 

Erro 19 11,566 0,609   

 

 

 

 

 

Espécie Fase TCpd TFpd 

C. gigas Exponencial  1,70 ± 0,45  2858 ± 594  

C. gigas Estacionária 1,43 ± 0,39 3516 ± 514 

C. brasiliana Exponencial  1,32 ± 0,35  2996 ± 460  

C. brasiliana Estacionária 1,42 ± 0,39 1105 ± 514 

P. perna Exponencial  3,44 ± 0,35  2268 ± 460  

P. perna Estacionária 4,08 ± 0,39 4982 ± 514 
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2.3.2. Acúmulo e depuração de ácido domóico 

 

A administração da dieta monoalgal composta por células de P. multiseries, 

com toxicidade média de 0,290± 1,06 pg. cel-1, manteve a concentração celular 

entre 550 a 1180 cél. ml-1 durante a fase de contaminação do experimento (Fig. 2). 

Posteriormente, a concentração celular de I. galbana variou entre 1000 e 10.000 cel. 

ml-1 (Fig. 3) durante as 148 horas de depuração do experimento. 

Os níveis acumulados de AD em Crassostrea spp. atingiram o pico máximo 

(4,54 ± 1,86 μg AD g-1) após 23 horas de exposição às células tóxicas (Fig. 4), com 

taxa de acúmulo de 0,20 μg AD g-1 h-1. Mexilhões P. perna não apresentaram níveis 

detectáveis de AD (limite de detecção: 0,075 µg g-1) durante todo o experimento.  

A eliminação de AD em Crassostrea spp. se deu de forma exponencial, 

sendo mais acelerada nas primeiras horas, atingindo 1,95 ± 0,73 μg AD g-1 após 3 h 

de depuração, e demorando até 168 h para reduzir os níveis de toxinas a 

concentrações abaixo do limite de detecção do método (Fig. 5). A taxa de 

detoxificação exponencial durante todo o período de depuração foi de 0,021 h-1. 

Naturalmente, não se pode descrever a taxa de detoxificação por P. perna. 

 

Figura 2: Densidade celular (em escala logarítmica) de Pseudo-nitzschia multiseries oferecida aos 
bivalves ao longo da fase inicial (contaminação) do experimento de acúmulo e detoxificação de ácido 
domóico. 
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Figura 3: Densidade celular (em escala logarítmica) de Isochrysis galbana oferecida aos bivalves ao 
longo da fase final (depuração) do experimento de acúmulo e detoxificação de ácido domóico. 
 

 

 

Figura 4: Concentração de ácido domóico (AD) acumulado nos tecidos vivos de ostras Crassostrea 
spp. e mexilhões Perna perna durante as fases de contaminação e depuração de um experimento 
em laboratório. Mexilhões não acumularam níveis detectáveis de AD (limite de detecção = 0,075 µg 
g

-1
). 

 

 

0

2

4

6

0 24 48 72 96 120 144 168 192

C
o

n
ce

n
tr

aç
ão

 d
e

 á
ci

d
o

 d
o

m
ó

ic
o

 (
µ

g 
g-1

)

Tempo (h)

Crassostrea spp.

Perna perna

<-Contam.-><------------------------- Depuração ----------------------------------------------------------------------->

Tempo (h) 



49 
 

 

 
Figura 5: Concentração de ácido domóico (AD) nos tecidos vivos de ostras Crassostrea spp. e 
mexilhões Perna perna durante a fase de depuração de um experimento em laboratório. Mexilhões 
não acumularam níveis detectáveis de toxina (limite de detecção = 0,075 µg g

-1
). A função 

exponencial que representa a detoxificação de AD por ostras, bem como seu R
2
, estão apresentados 

(taxa de detoxificação exponencial = 0,021 h
-1

). 
 

 

 

2.4 Discussão 

 

Dentre as espécies de bivalves cultiváveis no sul do Brasil investigadas no 

presente estudo, a taxa de clareamento sob o fornecimento de dietas exclusivas de 

Pseudo-nitzschia spp. foi superior em mexilhões P. perna do que em ostras 

Crassostrea gigas e C. brasiliana. Naturalmente, se esperaria que a taxa de 

acúmulo das toxinas produzidas por estas microalgas, o ácido domóico (AD) fosse 

também mais elevada em mexilhões, entretanto, o que se observou neste estudo foi 

o acúmulo de até ~5 µg AD g-1 de tecido fresco em ostras Crassostrea spp. após 23 

horas de exposição a células tóxicas de P. multiseries, enquanto que mexilhões P. 

perna acumularam a toxina em níveis abaixo do nível de detecção do método de 

HPLC-UV usado neste experimento (0,075 µg g-1). Métodos mais sensíveis de 

detecção, como por exemplo aqueles que fazem uso da espectrometria de massas 

(LC-MS/MS) (e.g. MAFRA et al., 2009c), serão aplicados futuramente a estas 

amostras com o intuito de se detectar e quantificar níveis de AD abaixo do nível 

detectável nesse experimento. 
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A taxa específica de clareamento é um fator determinante na ingestão e 

assimilação de toxinas por bivalves expostos a altas densidades de células tóxicas. 

Apesar disso, somente uma maior taxa de clareamento não sustenta a afirmação de 

que o nível tóxico encontrado será maior em uma dada espécie de bivalve, como 

visto no presente estudo. Fatores como a seleção alimentar pré-ingestiva, mais 

eficiente em algumas espécies de bivalves como as ostras do gênero Crassostrea 

(MAFRA et al., 2010b), a taxa de depuração específica, que pode ser elevada em 

alguns mitilídeos e ostras (BLANCO et al., 2002b; MAFRA et al., 2010a), a 

composição do séston, que pode influenciar na taxa de filtração (VELASCO e 

NAVARRO, 2005), entre outros, afetam o aporte de toxinas, seu tempo de retenção 

nos tecidos dos bivalves e, consequentemente, o acúmulo de toxinas no indivíduuo. 

No presente estudo, o balanço entre os processos da ingestão, assimilação e 

eliminação de toxinas mostrou comportamento distinto entre os bivalves 

investigados, conforme discutido adiante. 

Os fatores interespecíficos são os mais pronunciados diferenciais nas taxas 

de acúmulo e detoxificação de toxinas algais em moluscos bivalves. Espécies como 

a vieira Pecten maximus elimina AD lentamente de seus tecidos, retendo grandes 

concentrações da toxina por períodos prolongados de tempo (WOHLGESCHAFFEN 

et al., 1992; BLANCO et.al., 2002a). Por sua vez, mexilhões Mytillus edulis eliminam 

a toxina rapidamente (NOVACZEK et al.,1992) e ostras Crassostrea virginica de 

porte comercial, apesar de eliminarem AD mais lentamente que mexilhões M. edulis, 

acumulam concentrações inferiores de toxinas por apresentarem uma menor taxa 

de ingestão de células tóxicas de Pseudo-nitzschia, o que por sua vez se deve à 

menor taxa de clareamento e uma maior capacidade de selecionar as partículas 

alimentares antes da ingestão, eliminando preferencialmente longas células e 

cadeias de células de Pseudo-nitzschia (MAFRA et al., 2010b).  

O balanço entre as taxas de assimilação e de depuração específicas de AD 

podem explicar o menor acúmulo desta toxina em P. perna em relação a 

Crassostrea spp. no presente estudo. A taxa de depuração dos mexilhões foi 

provavelmente mais elevada do que a de assimilação do AD, já que estes 

organismos demonstraram uma maior capacidade de filtração de células de 

Pseudo-nitzschia e mesmo assim registraram menores concentrações de toxinas 

em relação às ostras. Tendo em vista que as concentrações médias de AD e a 

densidade celular a que os bivalves foram expostos (0,290 ± 0,106 pg DA cél.; 550-
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1180 cél. ml-1) não representariam uma floração altamente tóxica, o processo de 

detoxificação pode ter sobreposto a taxa de assimilação dos mexilhões, ao menos 

até os níveis detectáveis pelo método de HPLC-UV utilizado, que é voltado para o 

monitoramento de concentrações de AD próximas ao nível regulatório (20 µg g-1).  

 

O tamanho da partícula é outro elemento que influencia na taxa de ingestão 

específica e pode contribuir para um acúmulo diferencial de toxinas em diferentes 

espécies de bivalves. Dupuy et al. (2000) demonstraram em experimentos in situ 

que ostras Crassostrea gigas não são eficientes em reter partículas de porte menor 

de 5 µm. Adicionalmente, Mafra et al. (2010a) relataram uma taxa de acúmulo de 

AD entre 3 e 7,5 x menores em ostras C. virginica do que em mexilhões M. edulis, 

quando alimentadas com células de Pseudo-nitzschia de aproximadamente 24 μm, 

mas quando alimentadas com células maiores que 70 μm, as taxas de acúmulo 

foram até 70x menores do que as de mexilhões; um aumento de até 10 vezes no 

acúmulo de AD relacionado ao tamanho celular, a 12 ºC. Sendo assim, os baixos 

níveis de AD acumulados em ostras Crassostrea spp. (máx. ~5 µg g-1) no presente 

estudo podem ser explicados não somente pela moderada toxicidade das 

microalgas fornecidas, mas também pela provável rejeição pré-alimentar de células 

de P. multiseries nas pseudofezes, já que as células fornecidas possuíam 

comprimento médio de 77,41 ± 1,41 µm, que é superior ao tamanho limite (68 µm) 

para uma ingestão eficiente por ostras do gênero Crassostrea (MAFRA et al., 

2009b).  

 Não há, até o presente momento, outros estudos que tenham quantificado o 

acúmulo e a depuração de AD em mexilhões marrons P. perna, já que os mexilhões 

utilizados em trabalhos desta natureza são normalmente do gênero Mytillus, 

ocorrentes em regiões de altas latitudes. Entretanto, Hawkins et al. (1998), 

reportaram taxas alimentares superiores em mexilhões da Malásia (Perna viridis) 

em relação a quatro espécies de ostras tropicais, o que corrobora a expectativa de 

que mexilhões do gênero Perna acumulem níveis elevados de toxinas. Entretanto, 

no presente estudo, as taxas de detoxificação de AD foram presumidamente mais 

rápidas do que sua assimilação. De fato, a taxa de depuração medida em mexilhões 

do gênero Mytilus é a mais elevada dentre os bivalves já testados, ainda que uma 

pequena concentração residual de AD, com maior tempo de residência e 

normalmente retida no trato digestivo e nos rins (NOVACZEK et al., 1992), seja 
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comumente reportada em M. edulis (NOVACZEK et al., 1991; WOHLGESCHAFFEN 

et al., 1992). Stewart (2008) propôs um mecanismo de depuração altamente 

eficiente, envolvendo a presença de bactérias no trato digestivo de M. edulis, o que 

deve ser melhor investigado nesta e em outras espécies de mexilhões, como P. 

perna. 

O principal resultado alcançado pelo presente estudo, ou seja, as maiores 

taxas de acúmulo de AD observadas nas ostras a despeito de suas menores taxas 

de clareamento, pode contribuir para um planejamento integrado de proibição 

diferencial do comércio e despesca de bivalves em um evento de floração tóxica de 

Pseudo-nitzschia spp., não justificando um fechamento “às cegas” do comércio para 

todas as espécies de bivalves em uma área afetada. A implantação de tanques de 

depuração em propriedades ou cooperativas de maricultura auxiliaria ainda mais a 

manutenção do comércio de bivalves durante períodos nos quais haja a presença 

de AD no ambiente natural. 

 Demais estudos devem ser realizados buscando uma comparação mais 

precisa entre as taxas de acúmulo e depuração entre as espécies C. gigas e C. 

brasiliana, avaliando uma possível vantagem comercial de uma espécie no que diz 

respeito ao acúmulo de toxinas. Estudos que verifiquem a resposta de ambas as 

espécies a um evento de floração mais tóxica de Pseudo-nitzschia devem ser 

conduzidos, trazendo mais conhecimento sobre as espécies de bivalves comerciais 

brasileiras, e enriquecendo a base de dados que orientem o monitoramento de 

toxinas e prevenção de episódios de ASP nas áreas de cultivos de moluscos 

bivalves no Brasil. 

 Considerando (i) as concentrações baixas a medianas de AD acumuladas por 

ostras Crassostrea spp. e mexilhões P. perna expostos por um curto prazo a uma 

floração moderadamente tóxica de P. multiseries simulada em laboratório (presente 

estudo), a baixa toxicidade de cepas de Pseudo nitzschia encontradas no sul do 

Brasil (capítulo 1), e o registro de apenas um evento de floração onde se observou o 

acúmulo de níveis de AD acima de 20 µg AD g-1 no ambiente natural (FERNANDES 

et al., 2013), o risco para a ocorrência de eventos de ASP pode ser considerada 

baixa nesta região. Entretanto, o monitoramento da presença de toxinas não deve 

ser descartado em face à severidade dos sintomas desencadeados por intoxicações 

desta natureza, e por ser esta a ferramenta mais eficaz na prevenção e na 

minimização do impacto de uma possível floração tóxica em áreas de maricultura. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 O estudo da presença e diversidade de espécies potencialmente tóxicas de 

Pseudo-nitzschia no plâncton se faz necessário para a melhor compreensão 

da sua distribuição e da ameaça que este gênero pode representar para a 

maricultura e para a saúde humana em regiões produtoras de moluscos 

bivalves. Da mesma forma, a avaliação das respostas alimentares e das 

taxas de acúmulo e eliminação de toxinas por espécies comerciais de 

bivalves auxilia na avaliação do risco de ocorrência de intoxicações em tais 

regiões;  

 Apesar de baixa, a toxicidade das células de Pseudo-nitzschia calliantha e 

Pseudo-nitzschia multiseries cultivadas no presente estudo, assim como a 

presença de espécies potencialmente tóxicas na região, juntamente com o 



57 
 

fato de uma floração dominada por P. pseudodelicatissima em 2009 ter sido 

associada a níveis de toxinas acima do limite regulatório (20 µg AD g-1) em 

SC (FERNANDES et al., 2013), endossam a afirmativa de que o 

monitoramento da ficotoxina amnésica nestas áreas deve ser continuamente 

executado, visto a baixa previsibilidade de uma floração; 

 Com base nos dados obtidos neste estudo, pode-se concluir que as baixas 

taxas de acúmulo de AD reportadas em bivalves expostos a florações 

simuladas de pequena a moderada toxicidade advém de diferenças 

interespecíficas nas taxas alimentares e provavelmente na afinidade com a 

toxina. A rápida depuração de AD por ostras Crassostrea gigas e C. 

brasiliana e, provavelmente, por mexilhões Perna perna expostos à toxina 

neste trabalho, demonstra que as perdas econômicas causadas por uma 

floração de baixa durabilidade não seriam um fator que poderia impor uma 

ameaça ao setor produtivo de bivalves no sul do Brasil; 

 Estudos que relacionem as respostas fisiológicas de produção de toxina sob 

condições diversas de estresse em diatomáceas do gênero Pseudo-nitzschia 

devem ser conduzidos para se obter um espectro mais amplo de respostas, 

aumentando assim a previsibilidade do potencial tóxico de uma floração de 

Pseudo-nitzschia spp. frente aos fatores ambientais dominantes. Do mesmo 

modo, também se fazem necessárias observações adicionais acerca das 

taxas de acúmulo de AD por bivalves expostos a maiores níveis tóxicos, junto 

da simulação ou verificação in situ da influência de variáveis ambientais no 

acúmulo desta toxina. Tais informações poderão contribuir para que se 

construa uma base de conhecimento sólida sobre a relação das espécies de 

bivalves comercialmente cultivadas no Brasil com a presença de ficotoxinas 

no ambiente natural; 

 Finalmente, a contribuição deste trabalho, na forma de visualização de novos 

itens dentro de uma Análise do tipo STOW (Fortalezas, ameaças, 

oportunidades e fraquezas) para a malacocultura no sul do Brasil, é reportada 

abaixo (textos sublinhados se referem às novas contribuições): 
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 Fortalezas (pontos positivos intrínsecos do setor): boa aceitação do 

produto e produtividade na região, uso de espécies nativas, diretrizes para 

o monitoramento de ficotoxinas;  

 Fraquezas (Pontos negativos intrínsecos do setor) Pouca exportação, 

pouco hábito de consumo fora do litoral, necessidade de transporte do 

produto fresco, bivalves sensíveis às condições da água; 

 Oportunidades (Fatores positivos externos à produção e possibilidades 

de melhorias): Extensas áreas próprias para cultivo ao longo da costa do 

Brasil, desenvolvimento de turismo gastronômico, possibilidade de 

exportação de espécies nativas, possibilidade de ampliação e oficialização 

do monitoramento de ficotoxinas;  

 Ameaças (fatores externos que podem vir a prejudicar o setor): Mudanças 

climáticas, presença de parasitas ou epibiontes que afetem a produção, 

condição sanitária da água desfavorável, florações de microalgas nocivas, 

fechamento comercial por presença de ficotoxinas.  
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ANEXOS 

 

 

 

Anexo 1: Cromatogramas (a-c) e espectros de absorção de UV (d-f) de uma solução padrão de AD a 
0,5 µg ml

-1
 (a, d), uma amostra de um cultivo-estoque de Pseudo-nitzschia multiseries (“E2”) usado 

no experimento de acúmulo/detoxificação (b, e) e uma amostra de tecido fresco de ostras após 12 
horas de acúmulo de toxinas (“OS-12h) durante exposição a células tóxicas (c, f). 


