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RESUMO

O &cido domoico é uma neurotoxina produzida por algumas diatoméaceas do plancton mari-
nho. Durante o processo de filtragao, no qual moluscos bivalves retiram seu alimento da 4gua, algas
e outras particulas organicas, o 4cido domdico pode ser acumulado em seus tecidos, caso algas
téxicas estejam presentes na agua. Conforme os niveis de acumulacéo de toxinas, os moluscos
podem assim se tornarem improprios para o consumo humano. Este trabalho relata a implantagéo do
método de andlise de acido domodico por cromatografia liquida de alta eficiéncia, com detecg¢éo por
varredura com foto-diodo (HPLC-DAD) e os primeiros resultados da analise de amostras de moluscos
cultivados. Foram tomadas 30 amostras entre os dias 31 de agosto de 1998 e 26 de fevereiro de
1999 em diferentes areas da cultivo de moluscos no litoral norte do estado de Santa Catarina. Embo-
ra os organismos potencialmente produtores de acido domadico, algas do género Pseudo-nitszchia
ocorram em abundancia na coluna de agua, até o momento a toxina nao foi detectada em moluscos
cultivados naregido.
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ABSTRACT

Domoic acid is a neurotoxin produced by marine diatoms. This toxin can be accumulated
through the marine food chain, mainly by filtering mussels, and intoxicate human consumers. This
paper reports the settings to determine the presence of domoic acid in mussel tissue by reversed
phase liquid chromatography with diode array detection (HPLC-DAD) and the results of analysis of
samples from mussel culture In the coast of Santa Catarina. Thirty samples were taken between 31
of August of 1998 and 26 of February of 1999 from Armacao do Itapocoroy bight and other culturing
areas. Although species from Pseudo-nitszchia, a potentially toxin producer diatom, are highly abundant
at the water column, until the present no toxin has been found in mussels.

INTRODUCAO

O acido domoico é um aminoécido in-
cluido no grupo kainoides, os quais sdo ana-
logos ao acido glutamico e classificados como
neuroexitantes ou exitoxinas, que interferem
na neurotransmissao no cérebro (Bates et al.
1998) (Figura 1). O acido domoico foi primei-
ramente isolado da macroalga Condria armata
no final da década de 60 e era usado como
emeético (Takemoto e Daigo, 1958). Em 1987,

diversas pessoas foram intoxicadas depois de
consumirem moluscos (Mytilus edulis) na cos-
ta leste do Canada (Todd, 1993). Depois de
muitos esforgos analiticos, o acido doméico
foi caracterizado como agente causador das
intoxicagOes. Diversos sintomas foram asso-
ciados a intoxicagdo por esta toxina, incluin-
do ndusea, vomitos, anorexia, dores abdomi-
nais, diarreia, letargia entre outros. Nos ca-
sS0s severos de intoxicagcdo, causou a morte
ou perda da memoria recente. Este Ultimo
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sintoma deu nome a sindrome, “envenena-
mento amnésico” (amnesic shellfish poisoning
-ASP) (Todd, 1993). A fonte das toxinas foi
identificada naquela época como oriunda da
diatomacea planctonica Nitszchia pungens f
multiseries (Pseudo-nitszchia pungens f
multiseries). Posteriormente, a producdo de
acido domdico foi observada em cultura de
outras espécies do género Pseudo-nitszchia
ou em amostras naturais do plancton concen-
tradas em rede. Em 1991, esta toxina foi de-
tectada em anchovetas na costa oeste dos
EUA e foi responséavel pela mortandade
massiva de pelicanos e biguas via
bioacumulacdo (Work et al. 1993). Neste
caso, a toxina foi produzida por P. australis.
Ao mesmo tempo, niveis elevados de acido
domadico foram observados em moluscos
filtradores. Frente a esta descoberta, a toxi-
na passou a ser detectada em outras partes
do globo (Bates, 1998) e 0 monitoramento de
seus niveis em moluscos destinados ao con-
sumo humano realizado em diferentes paises
(Andersen, 1996).

Até a descoberta da producéo de aci-
do domodico por diatomaceas, a contamina-
¢cdo de moluscos por ficotoxinas em ambien-
tes marinhos era causada exclusivamente por
dinoflagelados. Estas toxinas incluem, por
exemplo, toxinas paralisantes do grupo da
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Figura 1: Estruturas do &cido domadico e &cido kainico.
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saxitoxina, produzidas por dinoflagelados dos
géneros Gymnodinium, Alexandrium,
Pyrodinium (Proenca et al., 1999); toxinas
diarreicas do grupo do acido okadaico, pro-
duzidas pelos géneros Prorocentrum e
Dinophysis (Proenca et al., 1998) e toxinas
neurolégicas, derivadas da brevetoxina, pro-
duzidas pelo dinoflagelado G. breve. Com a
descoberta da acumulacéo de acido domdico
em moluscos, a ocorréncia de um determina-
do grupo de diatomacea foi também conside-
rado como preocupante do ponto de vista sa-
nitario.

Diversas espécies do género Pseudo-
nitszchia tem sido identificadas como produ-
toras de acido domoaico (Villac et al. 1993,
Fryxell et al. 1997). O género é cosmopolita e
ocorre em grande abundancia em aguas cos-
teiras de Santa Catarina e em regides desti-
nadas ao cultivo de moluscos (Roérig et al.
1998). Este fato, associado a crescente ex-
pansao no cultivo de moluscos marinhos ao
longo do litoral catarinense, nos levou a in-
vestigar sobre a possivel ocorréncia do acido
domadico em moluscos cultivados em um pro-
jeto piloto de monitoramento de ficotoxinas em
area de cultivo (Proenca et al. 1997). O pre-
sente trabalho descreve a implantacéo de um
método analitico de determinacdo do acido
domadico por cromatografia liquida de alta efi-
ciéncia e deteccéao por fotodiodo de varredu-
ra (HPLC-DAD) e apresenta os primeiros re-
sultados de seu monitoramento em moluscos
cultivados no litoral centro norte de Santa
Catarina.

MATERIAIS E METODOS

O método de analise de &cido domdico
em moluscos seguiu aquele descrito em
Wright e Quillian (1995) com pequenas mo-
dificacbes. O método baseia-se na separa-
¢do cromatografica do acido domoico, com a
identificacdo feita pelo seu tempo de reten-
cdo e caracteristicas espectrais. As amostras
de moluscos foram coletadas na regido de
cultivo de moluscos da Enseada de Armacéo
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do Itapocoroy, no municipio de Penha e ou-
tras areas do estado, durante um programa
piloto de monitoramento da ocorréncia e ni-
veis de ficotoxinas (Proenca et al. 1997).

Os moluscos foram limpos externamen-
te e a carne drenada apés ser removida da
concha. Cerca de 100 g de foram
homogeneizadas (triturador Marconi M102).
Uma sub-amostra de 4 gramas foi retirada
apos a homogeneizacao e analisada imedia-
tamente ou estocada a -15 °C em frasco bem
fechado. A sub-amostra foi acondicionada em
um tubo de centrifuga graduado ao qual fo-
ram adicionados 16 ml de solu¢céo de metanol
aquoso 50%. A amostra foi homogeneizada
e centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos.
Entre 10 e 15 ml do sobrenadante foram fil-
trados em filtro de fibra de vidro tipo GF/F
(aproximadamente 0,7 um de poro), acondi-
cionados em frasco bem fechado e analisa-
dos imediatamente ou estocados em freezer.
Antes da analise, 1 ml do sobrenadante filtra-
do foi diluido a 5 ml com agua.

Para o monitoramento de &cido
domadico em moluscos foram analisados ex-
tratos da glandula digestiva, hepatopancreas,
uma vez que é neste 6rgdo que as toxinas
sdo primeiramente acumuladas. Para a ex-
tracdo de acido domoéico do hepatopancreas
foram utilizados 4 gramas de tecido, sendo o
procedimento igual ao descrito acima. Tam-
bém foi analisada uma amostra de fitoplancton
com grande abundancia de algas do género
Pseudo-nitszchia retirada da coluna de agua
por concentracdo em rede de 25 um. O mate-
rial concentrado em rede foi retido em filtro
de fibra de vidro e fracéo hidrossollUvel extra-
ida em 2 ml de solucéo acetonitrila 10% por
meio de ultra som (Sonics - Vibra Cell) até
rompimento total das células. O aquecimento
excessivo do extrato foi evitado por imerséao
do tubo de extracdo em agua fria. O extrato
foi clarificado e analisado conforme descrito
abaixo.

A cromatografia foi feita em um siste-
ma de CLAE Shimadzu LC10 composto de:
sistema de degassificacéo por borbulhamento

de hélio, uma bomba de alta pressao LC10-
AD, capaz de realizar gradientes quaternarios,
uma vélvula seletora de solventes FLD-10A,
um detetor de absorbéncia de fotodiodo
SPDM-10A com 512 elementos (resolucéo de
1 nm), para deteccéo entre 200 e 600 nm, e
uma controladora CBM-10A. As amostras,
diluidas na fase movel, foram injetadas ma-
nualmente por meio de um injetor Rheodine
7725i equipado com um /oop de 20 ul. Os
dados gerados durante a cromatografia foram
armazenados e processados em micro-com-
putador, utilizando-se o programa de aquisi-
cdo LC10, também da Shimadzu. A
cromatografia ocorreu em uma coluna
Whaters Nova-pack de 3,9 x 150 mm, empa-
cotada com particulas de 4u de
octadecilsilano (ODS). A fase mével consis-
tiu em solucao de acetonitrila 10% acidificada
com acido trifluoroacético (TFA, 0,1%). A
temperatura da coluna foi mantida a 40 °C e
o fluxo da fase moével em 0,7 ml.min. O volu-
me injetado foi de 10 ou 20 ul e o tempo de
corrida de 15 minutos. Todos reagentes utili-
zados foram de grau espectroscopico e a
agua filtrada em sistema Milli-Q.

O tempo de retencao e o espectro de
absorbancia do 4cido domoico foram obtidos
por andlise de padrdo da toxina (Sigma #
D6152). Entre interferentes desta analise se
encontra o triptofano. Este aminoacido pode
interferir na andlise de tecido animal devido
a ser eluido em um tempo de retencao proxi-
mo ao acido doméico (Wright e Quillian,
1995). Assim, a cromatografia do triptofano
foi realizada para a identificacao de seu tem-
po de retencdo no sistema utilizado e elimi-
nacao de sua interferéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Afigura 2 (a) mostra os cromatogramas
da andlise dos padrbes de acido domdico e
triptofano. O sistema de cromatografia utili-
zado separou satisfatoriamente estes dois
compostos, comprovando a eliminacéo de um
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possivel interferente na andlise de tecido
(Wright e Quillian, 1995). A confirmacao dos
compostos foi dada também pelos espectros
de absorcdo, mostrados na Figura 3. Assim,
a caracterizacdo do acido domdico se deu
pelo tempo de retencdo (aproximadamente
7,8 min) e espectro de absorcao, que apre-
sentou um maximo em 241 nm. Ja o triptofano,
apresentou um tempo de retencao de aproxi-
madamente 6,3 min e um maximo de absor-
¢do em 218 nm. O pico de triptofano foi ob-
servado em quase todas as 30 amostras de
moluscos analisadas, conforme mostra a Fi-
gura 2b.

Para este estudo, amostras de
moluscos foram coletadas na Enseada de
Armacéo do Itapocoroy e outras regibes de
cultivo de moluscos do litoral Norte de Santa
Catarina, de entre os dias 31 de agosto de
1998 e 26 de fevereiro de 1999. Em nenhu-

padroes

Triptofano
’ —— doméico

écido doméico

Absorbancia relativa - 240 nm

triptofano

\ Perna perna

Absorbancia relativa - 240 nm

Tempo (minutos)

Figura 2: Registro cromatogréafico a 240 nm da anélise
dos padrdes de acido domodico e triptofano (a) e da carne
do bivalve Perna perna (b). Coluna Whaters Nova-pack
de 3,9 x 150 mm, empacotada com particulas de 4p de
octadecilsilano (ODS). A fase movel foi constituida de
acetonitrila 10% com 0,1 % de acido trifluoroacético e a
corrida mantida em a 40 °C, com um fluxo de 0,7 ml.min?,
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ma das amostras analisadas foi detectado o
acido domoico. O limite de deteccdo do mé-
todo empregado, que usa fotodiodo de varre-
dura, estd em torno de 1 ug.g*de tecido, o
gue equivale a 10 ng.ml%, conforme a extra-
¢cdo (Wright e Quillian, 1995). Este limite esta
bem abaixo dos 20 ug.g* de tecido recomen-
dado como seguro para o consumo humano
em diferentes paises (Andersen 1996). As-
sim, os moluscos cultivados estariam propri-
0S para 0 consumo, a0 Menos no que se re-
fere a presenca do acido domoéico, uma vez
gue outras toxinas podem ocorrer (Proenca
et al. 1998, Proenca et al. 1999). No entanto,
estes resultados devem ser vistos com cau-
tela. Trabalhos realizados na regido de culti-
VO e proximidades apontam para a ocorrén-
cia de grande abundancia de individuos do
género Pseudo-nitszchia (Rérig et al. 1998).

Aparentemente, as espécies que ocor-
rem naregido nao séo produtoras de toxinas,
uma vez que nédo foi encontrado acido
domadico nos moluscos, mesmo em situacdes
de grande abundéncia de Pseudo-nitszchiana
agua. Porém, este resultado pode nao ser de-
finitivo. Os mecanismos de producéo de &ci-
do doméico por Pseudo-nitszchia ainda séo
desconhecidos e dados apontam para uma
grande variabilidade na producédo da toxina

218 nm

—— Doméico
4 Triptofano

241 nm

Absorbancia relativa

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

nanémetros

Figura 3: Espectro de absorgdo do acido domoico e
triptofano em fase movel.
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entre cepas de uma mesma espécie ou mes-
mo dentro de uma Unica cepa (Bates, 1998).
Clones de P. australis mantidos continuamente
sob luz ndo produziram acido domadico, no en-
tanto, emum ciclo 12:12 horas dia:noite, pas-
saram a produzir a toxina (Villac. et al. 1993).
O estado fisiol6gico dos organismos também
€ importante. A maior producdo de &cido
domadico por P. pungens cf multiseries em cul-
tura ocorreu no periodo de cesséo da divisao
celular ou senescéncia, em presenca de luz
e excesso de nitrogénio (Bates et al. 1991).
Assim, é possivel que mesmo sem a produ-
cdo de acido domdico, as espécie que ocor-
rem na regiao podem se apresentar como té-
xicas conforme as condicbes ambientais.

Um fator de complicacéo para a abor-
dagem do problema € a identificacao das es-
pécies do género Pseudo-nitszchia, que de-
pende de treinamento especifico, preparacdo
de laminas e, em alguns casos, de observa-
¢cdo em microscopia eletrénica. O levantamen-
to das espécies deste género que ocorrem
na regido ainda necessita ser feito. Do ponto
de vista de controle sanitario, a exemplo de
experiéncias anteriores em outros paises
(Andersen, 1996) e na regido de estudos (Pro-
enca etal. 1998, Proenca et al. 1999), o acom-
panhamento das mudancas da comunidade
do plancton, composicéo e biomassa, asso-
ciado a testes de toxicidade em moluscos cul-
tivados, constitui uma importante ferramenta
para assegurar a qualidade do produto culti-
vado.
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