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RESUMO

As ficotoxinas acido ocadaico (AO) e dinofisistoxina 1 (DTX1) s&o poliéteres produzidos por
alguns dinoflagelados dos géneros Prorocentrum e Dinophysis. Estas toxinas podem ser acumuladas
nos tecidos de moluscos filtradores e intoxicar seres humanos que venham a consumir estes moluscos.
A producao de AO e DTX1 por duas espécies de dinoflagelados do género Prorocentrum, isoladas
de uma area de cultivo de moluscos em Santa Catarina, foi investigada pelo método de cromatografia
liquida de alta eficiéncia com derivatizagao pré-coluna e deteccéo por fluorescéncia. Os resultados
indicam que as cepas isoladas de P. micans Ehrenberg 1833 and P. obtusum Ostenfeld 1908 ndo sédo
produtoras de AO ou DTX1 e estes organismos podem ser excluidos do rol das espécies potencial-
mente produtoras de DSP que ocorrem na regiéo.
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ANALYSIS OF DIARRHETIC TOXINS IN TWO PROROCENTRUM
(DINOPHYCEAE) SPECIES ISOLATED FROM A MUSSEL CULTURE AREA.

ABSTRACT

The diarrhetic shellfish toxins, okadaic acid (OA) and dinophysistoxin 1 (DTX1), are polyeters
produced by some species of the Dinophysis and Prorocentrumgenera. These toxins can accumulate
into the mussel tissues and later intoxicate human consumers. The production of AO and DTX1 by
Prorocentrum micans Ehrenberg 1833 and P. obtusum Ostenfeld 1908, two especies isolated from a
mussel culture area, was investigated by the pre-column derivatization HPLC-FLD method. Results
showed that these two dinoflagellate do not produce AO or DTX1 and they can be ruled out from the
potentially toxin producing algae roll find in the mussel culture area.
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INTRODUCAO

Disturbios gastrointestinais severos
podem ser causados pela ingestdo de
moluscos contaminados com toxinas que
compdem o venenamento diarréico por con-

sumo de mariscos (diarrhetic shellfish
poisoning, DSP). As toxinas do DSP s&o pro-
duzidas por alguns dinoflagelados dos géne-
ros Dinophysis e Prorocentrum e podem ser
acumuladas nos tecidos de moluscos duran-
te o processo de filtracdo. As toxinas deste

41



PROENCGCA et al: Analise de toxinas diarreicas em Prorocentrum spp.

veneno, que produz na intoxicacdo aguda di-
arréia, vomito e nausea, incluem os poliéteres
acido ocadaico (AO) e dinofisistoxinas, DTX1
e DTX2 . Além de causar distarbios
gastrointestinais, ao acido ocadaico tem sido
atribuida uma potente acdo produtora de tu-
mores no sistema digestivo ap6s exposicéo
prolongada (Suganuma et al. 1988). O DSP
foi descoberto primeiramente no Japao em
1976 (Yasumoto et al., 1978) e sua ocorrén-
cia em areas de cultivo, ou de extracdo de
moluscos filtradores, representa um risco a
saude publica podendo comprometer a pro-
ducdo e causar danos econdmicos a produ-
tores ou extratores. No sentido de se asse-
gurar a qualidade do produto, programas de
monitoramento de toxicidade de moluscos e
da ocorréncia de espécies potencialmente
toxicas sdo desenvolvidos em diversas loca-
lidades (Andersen, 1996). Da mesma forma,
estudos sao realizados para se conhecer a
biologia das espécies e fatores que contro-
lam sua distribuicdo e ou a producédo de toxi-
nas. Atualmente, o DSP é encontrado na
Europa, na Oceania, has Américas do Norte
e do Sul, onde ocorre no Chile, Argentina e
Uruguai (Hallegraeff, 1995). Recentemente,
0 AO foi detectado em moluscos cultivados
na regido sul do Brasil (Proenca et al. 1998a,
Proenca et al., 1998b). Neste contexto, este
trabalho visa contribuir ao reconhecimento de
espécies téxicas produtoras de toxinas
diarreicas de ocorréncia em &reas de cultivo
de moluscos no litoral de Santa Catarina. A
producdo de AO e DTX1 foi analisada em
duas espécies de Prorocentrum utilizando-se
0 método de cromatografia liquida de alta efi-
ciéncia (CLAE).

MATERIAL E METODOS

P. micans e P. obtusum foram isolados
a partir de amostras coletadas na area de
cultivo de moluscos da Enseada de Armacéo
do Itapocordéy, no municipio de Penha, SC
(26°36’ lat. S e 48°36 long. W). Os individuos
foram concentrados por filtracdo reversa e
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isolados um a um com auxilio de capilar sob
um microscoépio invertido. Inicialmente, as
células isoladas foram mantidas em tubos de
20 ml em meio de cultivo K (Keller & Gillard,
1985) a 60 pE.st.m? e um fotoperiodo de 14
horas de luz e 10 de escuro, a 20+ 2 °C. Apds
um periodo de 15 dias, os organismos foram
transferidos para um frasco tipo erlernmeyer
de 250 ml e mantidos por repicagem apos
atingida a fase estacionaria (Guimaraes et al.
1997).

As analises cromatograficas foram fei-
tas utilizando-se um cromatégrafo Shimadzu,
composto de um sistema de degassificacédo
por borbulhamento de hélio, uma bomba de
alta pressado LC10-AD, capaz de realizar gra-
dientes quaternarios e um detetor de
fluorescéncia RF-551 configurado para 365
e 450 nm de excitacdo e emissao, respecti-
vamente. As amostras, diluidas na fase mo-
vel, foram injetadas por meio de um injetor
Rheodine 7725i equipado com um /oop de 50
pl. A cromatografia ocorreu em uma coluna
Whaters NOVAPACK (de 4,6 mm de didme-
tro interno e 150 mm de comprimento) empa-
cotada com particulas ODS de 4 um de dia-
metro. A cromatografia durou 20 minutos e a
fase mével foi composta de acetonitrila 80%.
As analises cromatograficas seguiram o pro-
tocolo utilizado para a determinacao de toxi-
nas em moluscos segundo Lee et al. (1987)
com modificacdes.

Um volume conhecido do cultivo das
algas obtido na fase exponencial de cresci-
mento foi centrifugado e aproximadamente 17
x 104 e 30 x 10 * células de P. obtusum e P,
micans, respectivamente, foram concentra-
das. Ao concentrado, 3 ml de metanol 80 %
foram adicionados, e a fracao lipossoltvel foi
extraida por sonicacdo com sonda de ultra-
som, por aproximadamente 4 minutos (Sonics)
a baixa temperatura. A eficiéncia da ruptura
das células foi conferida por microscopia. Ao
extrato metandlico foram adicionados 1 ml de
agua e 3 ml de diclorometano. O extrato foi
agitado e centrifugado a 2700 rpm por 3 mi-
nutos. A fase inferior, de diclorometano, foi
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separada e a superior reextraida. As fracoes
de diclorometano foram unidas e secas em
corrente de nitrogénio. Ao extrato seco foram
adicionados 0,35 pg de acido deoxicélico
(DEO) como padrédo interno e este foi
derivatizado em presenca de 200 pul de solu-
cdo metandlica de 9-antrildiazometano
(ADAM) a 1% (Lee et al., 1987). A amostra
foi entdo incubada a 40°C em banho Maria
por 1 hora e apos seca em corrente de N,. O
excesso de ADAM e algum possivel interfe-
rente foram eliminados utilizando-se um car-
tucho de extracdo de fase sélida de silica
(Whaters SEPpack) seguindo-se o protocolo
de Pereira et al. (1995). O tempo de retencéo
do AO foi determinado utilizando-se o0 AO puro
(SIGMA) derivatizado conforme os passos
descritos acima. A quantificacdo de AO nas
amostras foi feita utilizando-se solucédo padrédo
de acido deoxicdlico. O tempo de retencéo
de DTX1 foi obtido com a analise de extrato
de P. lima (cepa PL2UV) cedido pelo Centro
Oceanografico de Vigo, Espanha.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho
indicam que as espécies testadas nao produ-
zem AO ou DTX1. A auséncia das toxinas fica
clara quando comparados os cromatogramas
de P. micans e P. obtusum com o de P. lima,
conforme Figura 1. Este resultado corrobora
anteriores, 0s quais ndo incluem P. micans e
P. obsutum como produtores de DSP
(Steidinger & Tangen, 1997). No entanto, res-
salta-se que a toxicidade em uma mesma es-
pécie pode variar. Dinophysis acuta, por exem-
plo, aumenta a producao de toxinas em fun-
cdo da limitacao de nutrientes (Johansson et
al. 1996). Algumas espécies de Prorocentrum
produzem poliéteres ndo toxicos similares ao
AO, que podem ter sua estrutura molecular
alterada, apresentando assim uma toxicidade
potencial (Wright & Cembella, 1998). Em es-
pécies de outros grupos, como diatomaceas
produtoras do veneno amnésico, a producdo
da toxina &cido domadico em cultivo esta as-

sociada a fase posterior a exponencial, quan-
do as células interrompem o processo de di-
visdo (Bates, 1998). Ja as espécies produto-
ras de toxinas paralisantes (paralytic shellfish
poisoning - PSP) podem apresentar ou ndo
toxicidade, conforme variaveis ambientais.
Embora os resultados indiquem que as
espécies investigadas ndo sejam produtoras
de toxinas, o Acido ocadaico foi detectado em
moluscos oriundos de cultivos no litoral cen-
tro norte de Santa Catarina em 1995 (Proen-
ca & Rorig, 1995; Proenca et al. 1998b). Este
resultado, associado a depoimentos de pes-
cadores e registros informais de intoxicacéo
massiva em consumidores de moluscos
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Figura 1: Cromatogramas de fluorescéncia dos extratos
de dinoflagelados Prorocentrum micans, P. obtusum e P.
lima (cepa PL2V, IOE, Vigo) para analise de toxinas
diarreicas derivatizadas com 9-antril-diazometano: 4cido
ocadaico (9AM-AQ), dinofisistoxina 1 (9AM-DTX1) e do
padréo interno acido deoxicolico (9AM-DEOQ). Detalhes da
cromatografia ver texto.
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(Zenebon & Pregnolato, 1992), leva a crer que
DSP seja um fendmeno recorrente nesta re-
gido (Proenca & Rorig, 1995). Diversas es-
pécies de Dinophysis e Prorocentrum foram
identificadas em areas de cultivo, ou proxi-
mas. Além de P. micans e P. obtusun, elas
incluem: D. acuminata, D. acuta, D. rotundata,
D. tripos, D. ovum. D. caudata, P. gracile, P.
minimum, P. lima e P. maculosum (Cardoso,
1993; Rorig et al 1998). A literatura inclui as
espécies Prorocentrum lima, P. mexicanum,
P. minimum, P. belizeanum e P.concavum
como sendo tdxicas, produtoras de AO ou
DTX1 (Steidinger & Tangen, 1997). Embora
muitas espécies ocorram, até 0 momento, a
producédo de AO naregiédo de estudos foi con-
firmada apenas em D. acuminata (Proenca et
al., 1999), restando um grande niimero a ser
testado.

A investigacdo sobre os organismos
potencialmente produtores de toxinas na re-
gido é importante, visto que nos dltimos anos
o cultivo de moluscos bivalves tem crescido
de forma acelerada em enseadas do litoral
de Santa Catarina. Este sucesso é funcéo das
condicfes oceanogréaficas locais, do
envolvimento da comunidade de pescadores
artesanais, do esforco de 6rgdos governa-
mentais de fomento e de pesquisas académi-
cas. Em um curto espaco de tempo, o estado
se tornou o maior produtor nacional,
totalizando 600 produtores com uma produ-
¢do de 7000 ton.ano, movimentando apro-
ximadamente R$ 1 x 107. O conhecimento das
espécies potencialmente tdxicas auxilia na
gestdo do cultivo de moluscos. Em alguns
paises onde existe a ocorréncia de DSP o
controle da qualidade do produto é feito em
base a abundéancia de espécies produtoras
de toxinas na agua (Andersen, 1996). As duas
espécies de Prorocentrum analisadas, e de
comum ocorréncia em areas de cultivo, em
principio podem ser excluidas da lista de es-
pécies potencialmente toxicas e possiveis
causadoras de DSP na regido. Os estudos
prosseguirdo no sentido de se identificar quais
espécies de algas de ocorréncia em areas de
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cultivo devem ser monitoradas de perto em
funcéo da producdo de toxinas. O conheci-
mento de quais as espécies téxicas de ocor-
réncia nas areas de cultivo é uma ferramenta
a mais para o controle sanitario do produto e
a gestédo da atividade.
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