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RESUMO

Este artigo se propde a contribuir com o
estudo das ficotoxinas, abordando uma revisao
de conceitos, clasificacoes e métodos analiticos ja
disponiveis para a analise deste tipo de substin-
cias, mostrando a necessidade de disponibilizacio
de orientagoes e procedimentos para a producio
de alimentos seguros a base de pescado, através do
controle analitico destes contaminantes. Assim,
garante-se a0 mercado consumidor a confiabilida-
de deste tipo de alimento, o que contribuird com
a expansao do consumo de pescado no Brasil. A
contaminacio do pescado e da 4gua em ambientes
marinhos e lacustre por ficotoxinas tem recebido a
atencao de cientistas e autoridades ambientais, de
satide e sanitarias, em diversas regides do mundo.
Em condigdes ambientais ainda pouco conhecidas,
diversas espécies de microalgas podem produzir
uma variedade de ficotoxinas capazes de contami-
nar a 4gua e o pescado consumidos por seres huma-
nos, representando perigo para a satde e desequi-
librio ao préprio meio ambiente. A proliferagio de
microalgas nocivas aumentou consideravelmente
nos ultimos anos devido ao fendémeno de eutrofi-
zacdo dos ecossistemas aqudticos, pela expansio
das atividades de aquicultura ou maricultura, em
que ocorre a introducdo de nutrientes e espécies
de pescado aléctone, causando danos econdmicos
e ambientais ou de saide publica, j4 que podem
ser absorvidas pelo homem através do consumo de

pescado contaminado.
Palavras-chave: Pescado. Microalgas. Ficoto-
xinas. Neurotoxinas. Hepatotoxinas.

ABSTRACT

This paper proposes to contribute to the
study of phycotoxins, addressing a review of
concepts, classifications and analytical meth-
ods already available for the analysis of this
type of substances, showing the need to provide
guidelines and procedures for the production
of safe food based on Fish through the analyt-
ical control of these contaminants to guaran-
tee to the consumer market the reliability of
this type of food and to contribute to the ex-
pansion of seafood consumption in Brazil. The
contamination of fish and water in marine and
freshwater environments by phycotoxins has
received the attention of scientists and envi-
ronmental health and sanitary authorities due
to the incidence of intoxication in animals and
humans in several regions of the world. Under
unfavorable environmental conditions, var-
ious microalgae species can produce a variety
of phycotoxins capable of contaminating water
and seafood consumed by humans, performing
a health hazard and imbalance to the environ-
ment. The proliferation of harmful microalgae
has increased considerably in recent years due
to the eutrophication phenomena of aquatic
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ecosystems, the expansion of aquaculture or
mariculture activities where the introduction of
allochthonous nutrients and fish species occurs
causing economic and environmental damage
or public health damage which can be absorbed
by humans through the consumption of con-
taminated fish.

Keywords: Seafood. Microalgae. Phycoto-
xins. Neurotoxins. Hepatotoxins.

1 INTRODUCAO

Os organismos microscépicos fotossintéti-
cos que vivem em ambientes aquaticos marinhos
e lacustres denominados microalgas sio impor-
tantes sob varios aspectos e representam a base da
cadeia tréfica, pois servem de alimento para diver-
s0s animais aqudticos. Além disso, destacam-se na
manutencdo do equilibrio do ambiente aquatico,
uma vez que participam dos ciclos biogeoquimicos
do carbono, oxigénio, nitrogénio, fésforo e silicio.
No entanto, em determinadas condigdes, a presen-
ca e a proliferacio de certas espécies de fitoplanc-
ton pode representar perigo para a saide humana e
desequilibrio ao préprio meio ambiente.

Nos ultimos anos, a atengao de cientistas
e autoridades ambientais no que diz respeito ao
problema da proliferacio de microalgas nocivas
aumentou consideravelmente, devido a expansao
da incidéncia de casos em todo o mundo. Os fa-
tores que contribuem para essa situacio podem
estar ligados principalmente A eutrofizagao dos
ecossistemas aquaticos pela expansio da ativi-
dade de aquicultura e da introducio de espécies
originarias de outras regioes, além de fend6menos
climaticos globais.

E de conhecimento do meio cientifico que
os danos causados por microalgas nocivas podem
ser: econdmicos, ambientais ou de satde publica.
Por exemplo, as microalgas podem causar a mor-
te de organismos ji existentes no ambiente ou
daqueles cultivados na aquicultura. Substincias
toxicas produzidas por estes organismos, chama-
das de ficotoxinas, podem chegar ao homem por
via direta ou indireta. O exemplo mais comum de
intoxicacdo humana por ficotoxinas ocorre pelo
consumo de frutos do mar contaminados. Mo-
luscos como mexilhoes e ostras retiram seu ali-
mento das particulas em suspensiao na dgua. Se
alguma microalga téxica estiver presente, ela pode
ser acumulada nos tecidos desses animais e in-
toxicar seus consumidores. Assim, disponibilizar

no mercado interno orientacoes e procedimentos
para a producio de alimentos seguros intensifica-
ra a fiscalizacdo, o controle de qualidade, além de
contribuir para a expansiao do consumo por meio
da confianca do consumidor. Tal procedimento
faz parte da seguranca alimentar que caracteriza o
balanco social e garante ao consumidor brasileiro
a confiabilidade no alimento adquirido.

A sustentacdo e o aumento da participagao
brasileira no mercado internacional de alimentos
implicam na melhoria da capacidade de sobrepor
as barreiras técnicas ou nio tarifirias impostas
por paises importadores. As barreiras técnicas
constituem medidas relacionadas a regulamentos
técnicos, normas sanitdrias e fitossanitdrias ou
procedimentos para avaliacio da conformidade
que podem criar obsticulos ao comércio e serem
usadas como barreiras comerciais e protecionis-
mo. O enfoque sobre barreiras nio tarifirias vem
ganhando importancia no comércio internacional
de alimentos, pois as politicas de liberalizacio dos
mercados eliminam gradativamente as barreiras
tarifarias no mundo globalizado. Desta forma, vi-
sando diminuir a0 maximo a perda de confianca
internacional nos produtos agroindustriais brasi-
leiros e também o fechamento de nichos de mer-
cado importantes, como a Uniao Européia, o Mi-
nistério da Agricultura Pecudria e Abastecimento
- MAPA estabeleceu metas para a implantagao
de métodos analiticos mais precisos e modernos,
que utilizam sistemas avangados de anélise a fim
de criar e adaptar técnicas de maior sensibilidade
e rapidez de acordo com as demandas de suporte
tecnolGgicos necessdrias a superagao das barreiras
nio tarifdrias e a garantia de alimentos mais segu-
ros no mercado doméstico e internacional.

Assim, como uma forma de contribuir para
o estudo da contaminagao de alimentos por fico-
toxinas e facilitar futuras abordagens de um as-
sunto tao amplo, este trabalho possui como obje-
tivo apresentar uma descricio geral de ficotoxinas
produzidas por microalgas incluidas nas divisoes
Cyanophyta (cianobactérias) e Dinophyta (dino-
flagelados), seus efeitos toxicolégicos e os méto-
dos analiticos que sio usados para sua detecgao.

2 DESCRI(;AO GERAL E EFEITOS TOXI-
COLOGICOS DE FICOTOXINAS
Ficotoxinas sio um grupo complexo de

substincias quimicas produzidas por determi-
nadas espécies de fitoplinctons marinhos ou
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lacustres, que podem intoxicar mamiferos, pei-
xes e até mesmo seres humanos (CAMACHO
et al., 2008).

Ostras, mexilhoes, camarbes, entre di-
versos outros tipos de organismos filtradores,
alimentam-se de fitoplancton, acumulando
uma série de toxinas em seu organismo, princi-
palmente nas visceras, no caso de peixes. Esses
animais indiretamente acabam agindo como
vetores das ficotoxinas quando estes servem de
alimento para outros animais, atuando como
fatores de transferéncia e bioacumulacio dessas
substincias téxicas para niveis mais elevados
da cadeia tréfica (FREER & VARGAS-MON-
TEIRO, 2003).

A ingestdo de moluscos e peixes conta-
minados com ficotoxinas, por seres humanos,
pode ser extremamente nociva uma vez que es-
tas biotoxinas podem causar uma série de efei-
tos toxicos que vio de simples ndusea, descon-
forto abdominal, diarreia, perda de memoria,
paralisia e em alguns casos até mesmo a morte
(MOS, 2001). As ficotoxinas descritas na litera-
tura que estio relacionadas a contaminacio de
pescado podem ser classificadas de acordo com
a divisdo botanica na qual o microrganismo
produtor da toxina estd incluido: Dinophyta
(dinofisitoxinas) e Cyanophyta (cianotoxinas) e
quanto a suas sintomatologias de intoxicagio
em: neurotoxinas e hepatotoxinas

2.1 TOXINAS PRODUZIDAS POR MICROALGAS DA DIVI-
sA0 DINOPHYTA (DINOFISITOXINAS)

Segundo WANG (2008), as toxinas pro-
duzidas por dinoflagelados sio um grupo varia-
do de neurotoxinas com caracteristicas quimi-
cas e farmacoldgicas diversas. Seus mecanismos
de acio e efeitos bioldgicos sio distintos e estdo
relacionados a sua grande variedade de estrutu-
ras moleculares.

Desta forma, ficotoxinas produzidas por
dinoflagelados estdo incluidas nos seguintes
grupos: grupo NSP (envenenamento por neu-
rotoxinas); grupo DSP (envenenamento por
toxinas diarreicas); grupo PSP (envenenamen-
to por toxinas paralisantes); grupo ASP (enve-
nenamento por toxinas amnésicas); grupo CFP
(envenenamento por ciguaterratoxinas).

2.1.1 Toxinas do grupo NSP

As toxinas pertencentes ao grupo NSP sao
poliéteres lipossoliveis. A intoxicacdo de seres

humanos ocorre quando da ingestio de bivalves
(ostras e mexilhoes) contaminados por breveto-
xina (BTX). Os sintomas de intoxica¢io pela in-
gestdo dessas toxinas manifestam-se através de
falta de coordenacdo motora, paralisia e convul-
soes em camundongos Essas toxinas podem ser
produzidas por microrganismos marinhos das
espécies Gymnodinium brevis, Kerenia brevis,
Chatonella marina, Chatonella antiqua, Fibro-
capsa japoOnica e Heterosigma akashiwo e pos-
suem a capacidade de matar milhares de peixes
quando hd uma grande proliferagio, entretanto,
apesar da morbidade associada, nunca foi rela-
tada morte de humanos devido a sua ingestao
(WANG, 2008).

Os bioensaios em camundongos mostra-
ram uma LD50 de 170 ugkg-1 de peso corpéreo,
intraperitonealmente (i.p.), 94 ugkg-1 de peso
corpéreo, por via endovenosa e 520 ugkg-1 de
peso corporeo, por via oral.

2.1.2 Toxinas do grupo DSP

Pertencem ao grupo DSP, a toxina liposso-
lavel acido ocadaico (AO) e seus analogos, assim
como as substancias correlatas dinofisiotoxinas-1,
2 e 3 (DTX-1, 2 e 3), bem como yessotoxina e seus
homodlogos (YTXs) e pectenotoxina-1, 2, 3 e 6 (PTX-
1, 2,3 e 6) (AMZIL et al., 2008). O principal sinal da
intoxicacdo é a diarreia. H4 indicios de que além do
dano a mucosa intestinal, o AO e as DTX sdo promo-
tores de tumores intestinais (MANERIO et al.,2008).

2.1.3 Toxinas do grupo PSP

A sindrome de PSP € causada por um gru-
po com mais de vinte substincias hidrossoli-
veis, a saber: saxitoxina (STX), neosaxitoxina
(neoSTX), goniautotoxina-1, 2, 3,e 4 (GTX-1, 2,
3 e 4) e substincias andlogas, sendo causadoras
de uma sindrome de intoxicagio extremamente
perigosa, pois inibem a condugao nervosa, blo-
queando os canais de sédio sem afetar a perme-
abilidade para o potéssio, o potencial transmen-
brana ou a resisiténcia da mesma (ADELMAN
et al.,1982; CARMICHAEL, 1992; DIETRICH
et al., 2008). Os sintomas iniciais sio neuro-
l6gicos, incluindo queimacgido dos ldbios e da
pele, ataxia, entorpecimento, formigamento e
febre, passando para uma geral falta de coorde-
nagiao motora, ocasionando a morte por parada
respiratéria. O tratamento existente € apenas
sintomadtico, pois nio existe antidoto (VALE,
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2008). Vale ressaltar que esse grupo de toxinas
também podem ser produzidas por espécies de
microalgas da divisao Cyanophyta (cianobacté-
ria) incluidas nos géneros Aphanizomena, Ana-
baena e Lyngbya (SAWYER et al.,1968; CAR-
MICHAEL et al., 1997, JAISWAL et al, 2008).

2.1.4 Toxinas do grupo ASP

Sao responsaveis por este tipo de sin-
drome de intoxicacido o grupo de neurotoxinas
hidrossoltveis dcido domodico (AD) e seus ana-
logos, contando 10 estruturas diferentes. Seus
sintomas de intoxicacdo inclui a perda de equi-
librio, nauseas, vomitos, dores de cabeca e de-
sorientacdo. Os sintomas podem ser seguidos
de perda passageira ou permanente da memoria
(KIRKPATRICK et al., 2004).

2.1.5 Toxinas do grupo CFP

Ficotoxinas deste grupo sio os casos de en-
venenamento mais relatados na literatura, com
uma estimativa de 10 a 50 mil/ano. Ciguatoxi-
na (CTX) € a tnica ficotoxina originada de uma
alga bentoénica e que pode causar intoxicagdo a
partir da ingestdo de peixes por seres humanos.
Os sinais e sintomas se assemelham ao da NSP
entretanto € mais severa e potente. Casos tipicos
envolvem vOmitos e diarreia, além disso, pode
ser fatal (BURGESS & SHAW, 2001).

Mais recentemente as toxinas denomina-
das azaspiracidas (AZAs) e as toxinas de agao ra-
pida, giminodimina, espirolideos e pinnatoxinas,
foram incluidas na lista do grupo CFP, sendo que
as AZAs tém sintomas parecidos com os das toxi-
nas do grupo DSPE com a diferenca da capacidade
altamente hepatotdxica (AMZIL et al., 2008).

2.2 TOXINAS PRODUZIDAS POR MICRO-
ALGAS DA DIVISAO Cyanophyta (CIA-
NOTOXINAS)

Muitos espécies de cianoficeas incluidas
nos géneros Microcystis, Anabaena, Aphanizo-
mena, Nodularia, Nostoc, Osciliatoria, Cylin-
drospermopsis, Coelosphaeriuni, Fiséherella,
Gloeotrichia, Gomphosphaeria, Hapaiosiphon,
Microcoleus, Schizothrix, Scytonema, Symplo-
ca, Tolypothrix e Trichodesmium, sio repon-

siveis pelo aparecimento de intensas floracoes
téxicas em corpos d’dgua eutrofizados, causan-
do muitos casos de envenenamento animal e
mesmo humano, ocorridos- apds a ingestao de
dgua ou alimentos contendo células téxicas ou
toxinas por elas liberadas. Estas cianotoxinas
podem ser separadas em dois grupos: as que
afetam o sistema nervoso, atuando como fato-
res de morte ripida (neurotoxinas); e aquelas
que afetam o sistema hepatico, atuando como
fatores de morte lenta, (hepatotoxinas) (CAR-
MICHAEL, 1992).

2.2.1 Neurotoxinas

As neurotoxinas podem ser produzidas
por espécies de cianoficeas incluidas nos géne-
ros Anabaena, Aphanizomena, Oscillatoria e
Trichodesmium. A primeira neurotoxina qui-
micamente e funcionalmente definida, foi ana-
toxin-a, isolada de Anabaena fios-dquae. Esta
biotoxina é uma amina secunddria, 2-acetii-9-
-azabicicio[4.2.1]non-2-eno, de massa molecu-
lar 165 m/z (HUBER, 1972).

Este alcaléide neurotéxico atua fisio-
logicamente como um agente despolarizante
neuromuscular, com efeito pds-sindptico sobre
receptores nicotinicos, nao sendo suscetivel a
hidrélise por acetilcolinesterase (CARMICHA-
ELetal., 1975; COLLINS, 1978; SPIVAK et al.,
1980, CARMICHAEL, 1992).

A producio de anatoxin-a também estd
associada com o crescimento intenso, em cor-
pos d’agua, de Anabaena spiroides ou Anabaena
circinalis. SIVONEN et al. (1989a) demonstrou
que Osciliatoria sp € Aphanizomena fios-aquae
também produzem anatoxina-a ¢ SKULBERG
et al. (1992) isolou um homodlogo metilénico
natural de anatoxin-a, que possui uma toxici-
dade menor, denominado homoanatoxin-a.

Outra neurotoxina produzida por espécies
do género Anabaena foi definida estruturalmen-
te por MATSUNAGA et al. (1989), denominada
anatoxin-a(S). Anatoxina-a(S) é um fosfato de
N-hidroxiguanidina e metila, de massa mole-
cular 252 m/z, que se decompde rapidamente
em solugoes alcalinas e atua farmacologica-
mente como uma anticolinesterase irreversivel
MAHMOOD & CARMICHAEL, 1986 ¢ 1987;
MAHMOOD et al., 1988; COOK et al., 1989;
MATSUNAGA et al., 1989; CARMICHAEL,
1992; PETERSON et al.,2010).
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Estudos comparativos entre anatoxin-
-a(s) e diidopropylfluorophosphate (DFP), um
organofosforado sintético e inibidor potente de
acetilcolinesterase, demonstraram ser aque-
la biotoxina 22 vezes mais potente que o DFP
(CARMICHAEL, 1992). Este organofosforado
natural possui propriedades semelhantes aque-
las de inseticidadas oranofosforados sintéticos;
assim, € possivel utilizar, terapeuticamente,
atropina como antagonista de sua toxicidade
(MAHMOOD & CARMICHAEL, 1986; PE-
TERSON et al., 2010).

2.2.2 Hepatotoxinas

Outro grande grupo de cianotoxinas sdo
as hepatotoxinas. Estas biotoxinas sao produ-
zidas por virias espécies incluidas nos géneros
Microcystis, Anabaena, Noduiaria, Oscillatoria,
Nostoc, Cylindrospermopsis, Aphanizomena,
Gloeotrichia e Coelosphaerium (CARMICHA-
EL, 1992).

A primeira hepatotoxina a ser identifica-
da como um peptideo foi a biotoxina isolada de
Microcystis aeruginosa (BISHOP et al., 1959).
Esta toxina foi posteriormente denominada mi-
crocystina (MCYST) por KONST et al. (1965).
Varios isolamentos de microcystinas foram re-
alizados posteriormente (MURTHY & CAPIN-
DALE 1970; ELLEMAN et al., 1978; KRISH-
NAMURTHY et al., 1986; SIVONEN et al.,
1990, 1992, NAMIKOSHI et al., 1992a, b € c;
STOTTS et al., 1993), demonstrando a existén-
cia de diferentes microcystinas e que cepas di-
ferentes de uma mesma espécie seriam capazes
de produzir tipos diferentes de microcystinas
(BOTES et al., 1982, 1982a e 1982b; CARMI-
CHAEL, 1992).

Microcystinas sao peptideos monoci-
clicos formados por sete aminodcidos, sendo
cinco na forma dextrégira (D) e dois na forma
levégira (L), que possuem como esqueleto base
a estrutura ciclo-D-Ala-L-X-eitro--metilisoAsp-
-L-Y- ADDA-D-isoGlu-N-metiidesidroAla.
Dois dos D-aminoacidos sao os inéditos N-me-
tildesidroalanina (Mdha) e o 4cido 3-amino-9-
--métoxi-2,6,8-trimetil-10-fenil-deca-4,6-die-
néico (ADDA) com massa molecular 313 m/z.
Os dois L-aminoacidos variam, diferenciando
40 estruturas de microcystinas com dose letal
média (DL50) variando de 50-250 ug/Kg, intra-
peritoneal (i.p.) em camundongos (BOTES et al.

, 1985; KRISHNAMURTHY et al., 1986., HA-
RADA et al., 1988a, 1988b; MERILUOTO &
ERICKSON, 1988; PAINULY et al., 1988; RI-
NEHART et al., 1988, ;}MERILUOTO, J; 1990;
SIVONEN et al., 1990, CARMICHAEL, 1992;
SMITH et al., 2008).

Uma variagdo estrutural destes pepti-
deos hepatotoxicos € produzida por Nodularia
spumigena. A estrutura da toxina produzida
por N. spumigena foi estabelecida como sendo
um pentapeptideo ciclico, de massa molecular
824 m/z, cuja estrutura quimica é ciclo D-e-
ritro-B-metilAsp-L-Arg-ADDA-D-Glu-4cido-
N--metil-desidro-aminobutirico, denominado
nodularina (NODLN), que possui propriedades
toxicoldgicas semelhantes aquelas as MCYST
e DL50 de 50 pg/Kg, (i.p.) em camundongos
(SANDSTROM et al., 1990; SIVONEN et al.;
1989a e 1989b).

A sintese quimica do componente ADDA
de MCYST mostrou ser este o responsavel pela
atividade biologica destas hepatotoxinas, pois a
ozonolise das ligagoes duplas de ADDA produ-
ziu este aminodcido livre mais o corresponden-
te peptideo ciclico e os bioensaios com esta 1l-
tima estrutura, em animais de laboratdrio, nio
demonstraram toxidade alguma (NAMIKOSHI
et al., 1989).

Estudos biossintéticos (MOORE et al.,
1991), realizados com precursores marcados,
indicam que o esqueleto carbénico de ADDA
resulta da condensacdo de fenilacetato com 4
acetatos e metilagio C1 da cadeia polipepti-
dica nas posicoes C-2, C-6 e C-8, mostrando
também que a unidade 4dcido metilaspartico é
formada a partir de acetato e piruvato, similar
a biossintese da leucina. Os sinais clinicos de
intoxicacdo hepética que tem sido observados
em animais domésticos e selvagens incluem
fraqueza, anorexia, palidez, vémito, resfriamen-
to das extremidades e diarréia. A morte ocorre
poucas horas ou poucos dias apds a exposigao
inicial as hepatotoxinas e resulta de hemorragia
intrahepdtica e choque hipovolémico, que fica
evidenciado por um aumento de 100% do peso
do figado, verificado em testes com animais de
laboratério (THEISS et al., 1988; CARNICHA-
EL, 1992; SMITH et al., 2008).

O mecanismo de acao de MCYST e NO-
DLN siao semelhantes e tem sido objeto de es-
tudo em muitos laboratérios e pode ser descrito
sumariamente da seguinte forma: (I) a hepa-
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totoxina seria absorvida para o sangue do ileo,
ja que nesta regido do intestino existe grande
atividade de 4cidos biliares que transportariam
a hepatotoxina através d4 mucosa intestional
(DAHLEM et al., 1988); (II) evidéncias demons-
tram que a toxina € transportada, preferencial-
mente, para os hepaticitos (DABHOLKAR &
CARMICHAEL, 1987; MERILUOTO, et al.,
1990), acreditando-se que a absorcao pelos he-
patécitos seja feita com o auxilio dos 4cidos
biliares (RUNNEGAR & FALCONER., 1986;
ERIKSSON et al., 1990); (III) a hepatotoxina in-
duz mudangas nos microfilamentos de actina,
um dos componentes do citoesqueleto celular,
levando a uma desagregacdo destes proximo ao
centro da célula (RUNNEGAR & FALCONER,
1986; ERICKSON et al., 1989; HOOSER et al.,
1991). Este processo leva a perda de suporte
celular pela destruigdo do sinuséide endotelial
da célula. Com a destrui¢io do parénquima e
sinusoéide celulares do figado ocorre hemorragia
intra-hepatica e/ou insuficiéncia hepatica.
Diversos trabalhos tém demonstrado que
microcystinas e nodularina sio inibidores po-
tentes e especificos de proteina fosfatases dos
tipos 1 e 2A (PP1 e PP2A) (FALCONER & BU-
CLEY, 1989; ERICKSON et al., 1990; HONKA-
NEN et al., 1990; MACKNITOSH et al., 1990).
Assim, microcystinas e nodularina podem atuar
como aceleradoras do crescimento de tumores
hepaticos e epiteliais, ja que PP1 e PP2A sio,
provavelmente, as enzimas chaves na reversio
de proteina quinases C (FALCONER, 1991;
CARMICHAEL, 1992; SMITH et al., 2008).
Certos firmacos tém sido usados experi-
mentalmente como antagonistas de hepatoto-
xicoses provocadas por MCYST e NODLN, em
animais de laborat6rio, como ciclosporina-A,
rifampina e silymarina. Estes antagonistas tém
sido utilizados com sucesso quando adminis-
trados antes ou coadministrados com a hepato-
toxina, desconhecendo-se, até agora, como es-
tes fimacos atuam sobre 0o mecanismo de agao
toxica das mesmas (SMITH et al., 2008; MES-
SINEO et al., 2009; PEARSON et al., 2010).

3 METODOS ANALITICOS PARA DETEC-
CAO DE FICOTOXINAS
O desenvolvimento de técnicas analiticas

para a deteccdo, quantificagdo rapida e confid-
vel de ficotoxinas tem sido uma preocupacio

de instituigdes governamentais para o controle
sanitario da seguranca dos alimentos de origem
marinha ou de 4gua doce e, segundo FREMY et
al. (1999), embora um grande nimero de mé-
todos tem sido desenvolvidos, ainda nio exis-
te uma metodologia analitica oficial validada.
Atualmente, os diversos procedimentos anali-
ticos para a deteccdo de toxinas produzidas por
microalgas podem ser incluidos em 3 catego-
rias: métodos bioldgicos; métodos bioquimicos
ou imunoquimicos e métodos fisico-quimicos.

3.1 Mttopos BioLoGicos

A literatura informa que o principio dos
meétodos bioldgicos estd baseado na andlise dos
efeitos toxicoldgicos das fitotoxinas em animais
(camundongos, peixes, microcrusticeos) ou no
crescimento de algumas linhagens de células
normais ou tumorais (fibroblastos, células KB,
células HeLa, células BGM).

A técnica de bioensaios em camundon-
gos € realizada através da injecdo intraperito-
neal da suspensio do extrato das toxinas em
solucao de cloreto de s6dio 9mg mL"' em 3 ani-
mais. O extrato de substincias bioativas é ob-
tido por extracido com solventes de sua matriz,
que pode ser um tecido animal ou uma cultura
de células do microrganismo produtor da toxina
(YASUMOTO et al., 1978). Este procedimen-
to demonstra uma informacio generalizada do
aspecto toxicoldgico do alimento contaminado,
sendo muito utilizado em abordagens de ras-
treamento para a possibilidade da presenca de
ficotoxinas, confirmando ou nao sua presenca
pela existéncia dos sintomas associados a este
tipo de intoxicagao pelos animais usados no en-
saio. O limite de deteccdo para DSP é de 0,8g
g'; para MCYST, a dose letal média (DL, ) neste
tipo de ensaio pode variar de 50 a 250g Kg!' (SI-
VONEN et al.,1992); para NODLN, a DL, ¢ de
50¢ Kg'!' (SANDSTROM et al.,1990).

Diversos outros tipos de técnicas de
bioensaios foram desenvolvidas utilizando di-
ferentes tipos de animais, outros sistemas de
solventes para extracdo ou formas desiguais de
administragdo; entretanto as respostas obser-
vadas sao muito discordantes, exibindo baixa
especificidade e sensibilidade, mostrando a fal-
ta de robustez analitica desses métodos, o que
inviabiliza procedimentos de validagao (FREMY
etal., 1999).
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O cultivo de células para serem usadas na
determinacido da atividade toxicolégica de ali-
mentos contaminados por ficotoxinas pode ser
uma técnica alternativa aos procedimentos com
animais, e seu principio estd baseado na obser-
vacgao da alteracido da taxa de crescimento ou na
modificagdo da morfologia celulares. Em 1996,
FIRORENTINI e colaboradores propuseram o
uso de linhagens de células de intestino como
um sistema de ensaio in vitro adequado para
DSP. No mesmo ano, AMZIL e colaboradores
descreveram uma simplificacio para essa meto-
dologia utilizando células KB para a detecgao de
OA e seus anilogos em mexilhoes (POUCHUS
et al., 1997 apud FREMY et al., 1999) confir-
mou a especificidade dos bioensaios realizados
com células KB para a detecgdo destes inibido-
res lipofilicos de proteinas fosfatases. CROCI
et al. (1997) desenvolveu um método no qual
utiliza a microscopia Gtica para a observagao de
alteracbes morfoldgicas em células BGM por
extratos de mexilhio contaminados por 4cido
ocadaico e maitotoxina. Estes ensaios citotdxi-
cos apresentam limites de detecgao de 0,05g g-1
(FREMY et al., 1999).

3.2 Métedos Bioquimicos e Imunoqui-
micos

Os principios dos métodos bioquimicos
baseiam-se na capacidade de ficotoxinas atua-
rem como inibidores das proteinas fosfatases
1 (PP1) e 2A (PP2A). Apresentam este tipo de
atividade OA, DTX-1 e 2, as 80 variedades de
MCYST e as variedades de NODLN. (TAKAI et
al., 1995; GUPTA et al.,, 1997; SMITH et al.,
2008). Ensaios da atividade inibit6ria de PP2A
foram otimizados por TUBARO et al. (1996)
para avaliar a presenga de OA em extratos de
mexilhoes. HONKANEN et al. (1996) utilizou
esse mesmo ensaio para avaliar a presenca de
OA em extratos de ostras, determinando o li-
mite de deteccdo do ensaio em 0,2ug g'. Ou-
tro ensaio bioquimico usando a medida da
atividade de inibicdo de proteina fosfatase 2A
foi realizado para OA e DTX-1 e 2, sendo de-
terminado o limite de deteccdo de 0,01ug g*
(FREMY et al.,1999). MCYST e NODLN, bem
como suas variacdes homélogas podem ser de-
tectados através de suas atividades de inibicao
para as proteinas fosfatases 1 e 2A, com limites
de concentracdo de 0,25 ¢ 0,10 ug L' para os

métodos imunoquimicos colorimétricos e flu-
orimétricos, respectivamente (BOUAICHA et
al., 2002).

Os métodos imunoquimicos podem ser
usados para verificar a contaminacdo de ali-
mentos por ficotoxinas como o OA ¢ DTX-1 e
2, além de MCYST e NODLN e suas variantes
analogas. O principio de sua técnica estd funda-
mentado em ensaio do tipo ELISA, que utiliza
anticorpos monoclonais especificos para revelar
a presenga destes contaminantes. Por meio deste
tipo de ensaio, estas toxinas podem ser detecta-
das em concentracoes de 0,04ug g' (FREMY et
al.,1999), enquanto microcistinas e nodularinas,
em extratos celulares ou d4gua contaminada, sio
detectadas em concentracoes que variam de 0,26
a0,38ug L' (RAPALA et al., 2002).

3.3 Métodos Fisico-Quimicos

Os métodos fisico-quimicos usados
na deteccdo de ficotoxinas em décadas recen-
tes vém utilizando a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) acoplada a uma varieda-
de técnicas de deteccao, como a fluorescéncia
(CLAE-FL), o ultravioleta com comprimento de
onda fixo (CLAE-UV/VIS), o ou com arranjo de
fotodiodo (CLAE-DAD) e a espectrometria de
massas (CLAE-EM ¢ CLAE-EM/EM). Recente-
mente, com o aperfeicoamento da tecnologia,
surgiu a cromatografia liquida de ultra-perfor-
mance-espectrometria de massa com ionizagio
por eletrospray (CLUE-ESI-MS e CLUE-ESI-
-MS/MS) vem sendo utilizada com resultados
analiticos robustos. Outra técnica analitica que
também pode ser usada € a eletroforese capilar
acoplada ao detector de ultravioleta (EC-UV/
VIS).

O primeiro método cromatografico foi de-
senvolvido por LEE e colaboradores em 1987 e
vem sendo utilizado largamente para a deteccio
e quantificacdo de OA e seus derivados DTX-1 e
2. Este método € constituido de trés etapas: (1)
o preparo do extrato metandlico; (2) a deriva-
tizagdo das biotoxinas com 9-anthryldiazome-
thane (ADAM) e (3) a separacdo e detecgao des-
sas substancias por um sistema cromatografico
com florescéncia e limite de deteccdo (LD) de
0,4ug g'. Posteriormente, CROCI et al. (1995),
propds modificagdo no sistema de extragao por
solventes desse método, o que proporcionou
taxas de recuperagao adequadas destas ficoto-
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xinas, além de eliminar os efeitos de matriz,
entretanto a etapa de derivatizacio com ADAM
continuou a possuir desvantagens de instabili-
dade e interferéncia quimica, além do seu custo
elevado, o que levou diversos grupos de pesqui-
sa a buscar novos reagentes substitutos para a
segunda etapa do método (SHEN et al., 1996;
LAWRENCE et al., 1996; KELLY et al., 1996).
Com o objetivo de aperfeicoar o procedimento
analitico e os resultados para os métodos por
CLAE, AASE e ROGSTAD (1997) propuseram
a adicdo de uma etapa de purificacdo do extrato
metanolico através de extragido em fase sélida
(EFS), diminuindo desta forma a influéncia do
solvente na instabilidade quimica das ficotoxi-
nas. Em 1999, PUECH e colaboradores utili-
zando CLAE por imuno-afinidade para a etapa
de purificacio do método de Lee demostrou um
LD de 0,1ug g

O uso da espectrometria de massas na
deteccdo de ficotoxinas permitiu a identifica-
¢ao rapida destas substincias. A utilizacao da
técnica de cromatografia liquida com detecgao
por espectrometria de massas com ionizagio
por eletrospray (CL-ESI-MS e CL-ESI-MS/MS) a
pressdo atmosférica mostrou-se adequada para
uma variedade de ficotoxinas, o que possibili-
tou obter informagoes sobre a massa e estrutura
das diversas toxinas, mostrando elevada sensi-
bilidade e a robustez analitica dessas metodo-
logias, sendo os LD da ordem de 0,008ug g
(QUINLAN et al., 1993; FREMY et al., 1999;
CHRISTIAN & LUCKAS, 2008).

Nos ultimos anos, com o desenvolvi-
mento das técnicas de cromatografia liquida de
ultraperformance com detec¢do de arranjo de
diodos (CLUE-DAD) e cromatografia liquida de
ultraperformance com detecgao de espectrome-
tria de massas com ionizacdo por eletrospray
(CLUE-ESI-MS ou CLUE-ESI-MS/MS), a sensi-
bilidade, a resolugido e a velocidade de separa-
cao destes métodos foram muito aperfeicoados
quando comparados aos sistemas de cromato-
grafia de alta eficiéncia convencionais (CLAE).
SPOOF et al. (2009), utilizando um sistema de
separacao por UPLC-PDA conseguiu 461 sepa-
racoes em 24h, com um tempo total para cada
andlise de 3,12 minutos para 10 variantes de
MCYST e 3 de NODLN. OEHRLE et al. (2010)
utilizando um sistema de separagdo por CLUE-
-ESI-MS/MS mostrou alta resolugio e especifi-
cidade para diferentes MCYST, anatoxina-a e

cylindrospermopsina.
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