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Resumo

A iessotoxina (YTX) e os seus andlogos (YTXs) sdo compostos
lipofilicos, poliéteres de dissulfato, produzidos por microalgas como
Protoceratium  reticulatum, Lingulodinium polyedrum e Gonyaulax
spinifera. Em Portugal, a pesquisa de YTXs iniciou-se em 2005 recorrendo
a um kit de imunoiensaio comercial. O presente trabalho teve como
objectivo monitorizar a presenca de YTXs em mexilhdo colhido na Baia de
Lisboa, cujo o lado Norte representa uma zona de concentracdo e retencao
de fitoplancton. Numa tentativa de explicar a persisténcia da concentragao
de iessotoxina em mexilhdo realizou-se em laboratério um estudo de
destoxificacao. Na Baia de Lisboa, o mexilhdo apresentou contaminagdo
com YTXs de Maio a Dezembro de 2005 com dois picos maximos, um em
Junho com 1.53 mg Kg™' e outro em Agosto com 1.42 mg Kg'l. Os valores
maximos de YTXs foram simultaneos com a presenca de Lingulodinium
polyedrum na 4gua, embora em baixas concentragdes. Os ensaios
laboratoriais de destoxificagdo evidenciaram uma lenta eliminagdo desta
toxina o que explica a persisténcia de YTXs no mexilhdo até ao final de
2005. O facto de as elevadas concentracdes de YTXs terem sido registadas
quando houve baixas concentragdes de células na 4gua pode também estar
relacionado com a lenta eliminacao destas toxinas.

Introducao

A iessotoxina (YTX) e os seus andlogos (YTXs) sdo compostos
lipofilicos, poliéteres de dissulfato, produzidos por microalgas como
Protoceratium reticulatum e Lingulodinium polyedrum, espécies que em
cultura foram identificadas como as responsaveis pela producdo dos
analogos de YTX no Japdo, Nova Zelandia, Italia e Noruega [1].
Recentemente, na Nova Zelandia foi detectada uma outra microalga
produtora de YTXs em cultura, a Gonyaulax spinifera [2].

Inicialmente, as YTXs foram incluidas no grupo das toxinas
diarreicas (DSP), no entanto, a sua forma quimica e os seus efeitos
toxicologicos diferem grandemente das toxinas DSP [3]. Na Europa, e desde
2002, as YTXs encontram-se separadas das toxinas DSP e regulamentadas
ao nivel de 1 miligrama de equivalente de YTX por quilograma de parte
edivel (Regulmento (CE) n°® 853/2004 [4]).

Actas IX Reunion Ibérica sobre Fitoplancton Toxico y Biotoxinas. Gilabert J. (Ed.). Cartagena 7-10 Mayo 2007 223



Avances y Tendencias en Fitoplancton Toxico y Biotoxinas 2008

Os Laboratorios da Biosense (Bergen, Norway) desenvolveram um
kit ELISA, presentemente em validacdo internacional, recorrendo a um
anticorpo desenvolvido pela AgResearch (Hamilton, New Zealand) [5] que
detecta todos os andlogos de iessotoxina estabelecidos na legislacdo da
Uniao Europeia.

A pesquisa de YTXSs através deste kit de imunoensaio comercial foi
iniciada em Portugal em 2005. Nesse estudo foi detectada a contaminacao
de diversas espécies de bivalves da costa noroeste, Ria de Aveiro, e costa
sul, Ria Formosa, e respectivas zonas litorais. Nas zonas estuarinas o
mexilhdo apresentou a contaminagao mais elevada, enquanto na zona litoral
a améijoa-branca foi a espécie mais contaminada [6].

O presente trabalho teve como objectivo monitorizar a presenga de
YTXs em mexilhdo colhido na Baia de Lisboa, cujo o lado Norte representa
uma zona de acumulagdo e retengdo de células de fitoplancton [7], e
explicar a persisténcia da concentragdo de iessotoxina em mexilhdo através
de um estudo de destoxificacdo em laboratoério.

Material e métodos

Durante o ano 2005, na Baia de Lisboa colheram-se semanalmente a
superficie amostras de agua para a contagem e identificagdo de células
fitoplancténicas e mexilhdo para monitorizacao de biotoxinas (YTXs, DSP e
ASP) na parte edivel.

As amostras de agua foram preservadas em formol para uma
concentragdo final de 2,4% e as células fitoplanctonicas foram identificadas
e quantificadas pelo método de Utermohl [8].

Para o estudo de destoxificacdao colocou-se durante 10 dias mexilhao
num tanque de aquacultura com alimentacao artificial (7Tetraselmis suecica e
Isochrysis galbana, 1:1), com 24°C de temperatura e salinidade 33,5%. A
pesquisa de YTXs foi realizada de 2 em 2 dias em hepatopancreas (HP) de
12 mexilhdes.

A extraccdo das amostras e ensaio por ELISA, para a determinagdo
de YTXSs, foi realizada de acordo com as instrugdes que acompanham o kit
[9]. Para a extrac¢do no HP, o volume de metanol aquoso a 90% foi
adicionado proporcionalmente a massa de HP retirada dos 12 individuos.

Resultados e discussao

Monitorizagdo de Fitoplancton e YTXs. Na Fig. 1 observa-se que
durante o ano de 2005, na zona em estudo as amostras de mexilhdo
apresentaram contaminacdo por YTXs, de Maio até final do ano. Os dois
picos maximos, que ocorreram em Junho e Agosto, foram de 1,53 mg Kg™' e
de 1,42 mg Kg', respectivamente, tendo sido neste periodo o limite
regulamentar de 1 mg Kg” excedido em 4 das amostras analisadas. Apds
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cada maximo de contaminac¢do a concentracao de YTXs manteve-se acima
de 0,30 mg/kg.
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Figura 1. Concentragdo de um L. polyedrum (células/L) e de YTXs no mexilhdo (mg/kg) na
Baia de Lisboa, em 2005.

A contamina¢do maxima do mexilhdo por YTXs coincide com a
presenca de L. polyedrum na dgua, em baixas concentragdes ( ~107 células
L"). Esta espécie de microalga estd inserida numa comunidade onde
predominam os dinoflagelados, em particular as espécies Dinophysis
acuminata, Ceratium fusus, Ceratiu furca, e Scripsiella cf. trochoideia.
Estudos de producdo de YTXs por diferentes estirpes de L. polyedrum
isolados na costa portuguesa evidenciaram que nenhuma das estirpes era
produtora de YTXs, em cultura [10]. Contudo, na Baia de Lisboa a estirpe
L. polyedrum pode estar associada com a producao de YTXs. Durante o ano
de 2005 nunca se registou em Cascais a presenca de Profoceratium sp. €
Gonyaulax spinifera, espécies associadas com a producao de YTXs na Ria
Formosa e Ria de Aveiro [6].

Estudo comparativo de YTXs e toxinas DSP. Na estacdo fixa da Baia
de Lisboa, verificou-se que a contamina¢ao do mexilhdo com YTXs ocorreu
simultaneamente com a contaminacao por DSP (Fig. 2).
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Figura 2. Concentragdo de DSP e YTXs no mexilhdo (mg/kg) colhido na Baia de Lisboa.

No més de Junho observou-se o maximo de concentracao de acido
ocaddico (AO) e dinofisistoxina-2 (DTX2) com 7,45 mg/kg, que coincide
com a concentracdo maxima em YTXs, 1,53 mg/kg. Apesar de os maximos
destas toxinas terem ocorrido em simultdneo, espécies produtoras podem
proliferar independentemente. A contaminacdo de YTXs esteve associado
com L. polyedrum e a elevada contaminacdo com AO esteve associada a
presenca de D. acuminata que atingiu uma concentracdo de 16.240
células/L.

Em Julho e Outubro registaram-se dois picos mais baixos de DSP
com 0,41 mg Kg™ ¢ 0,17 mg Kg™', respectivamente, sendo o pico de Outono
associado a presenca de D. acuta. Apos cada pico de contaminag¢do ocorreu
uma diminui¢ao das toxinas DSP.

Estudo de destoxificagdo de YTXs. Durante o periodo em que
decorreu a depuracgdo artificial verificou-se um aumento da concentragdo de
YTXs e uma diminui¢do da massa de hepatopancreas (HP) (Fig. 3).

A perda de massa do HP poderd estar associada a insuficiente
quantidade de alimento fornecido durante o decorrer do estudo, e
contribuido para o aumento da concentragdao de YTXs.
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Figura 3. Concentragio de YTXs no HP do mexilhdo (ug g™') em fungdo da massa média de
HP(g) durante o periodo de destoxificagdo de 10 dias.

Anteriormente  foram  realizados ensaios laboratoriais de
destoxificacao de outras toxinas marinhas com mexilhdo contaminado em
meio natural. Os diferentes ensaios de destoxificacdo evidenciaram uma
rapida eliminacdo das pectenotoxinas (PTX2 e PTX2sa), no entanto as
dinofisistoxinas (DTXs) e saxitoxinas (STXs) permaneceram com uma
concentragcdo residual entre 20 — 38%, apds uma semana de depuracdo
[11,12]. Na tabela 1 apresenta-se o resumo destes resultados executados em
condicoes semelhantes ao descrito neste trabalho.

Toxina Concentracao residual (%)
AO 20
DTX2 38
PTX2 <1
PTX2sa <1
STXs 27
YTXs > 100

Tabela 1. Concentragdo de toxina residual, expressa em %, quantificada em mexilhdo da
costa portuguesa ao fim de uma semana de depuracgio (dados obtidos em diferentes estudos
[11,12]).

As iessotoxinas, surgem assim como as toxinas marinhas de
eliminagdo mais lenta, uma vez que no final dos 10 dias de estudo ndo se
registou qualquer diminui¢do da sua concentra¢do. Resultados semelhantes
foram obtidas num estudo realizado com mexilhdo da Noruega, em que se
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obtiveram tempos de semi-vida entre 20 e 60 dias, dependendo do analogo
da iessotoxina [13].

Concluséao

Na Baia de Lisboa, as elevadas contaminagdes do mexilhdo por
YTXs foram associadas a presenga da microalga L. polyedrum. Contudo, em
cultura ndo se verificou a produgdo de YTXs pelas diferentes estirpes de L.
polyedrum colhidas na Costa Portuguesa [10]. As espécies Protoceratium
sp. ¢ G. spinifera, associados com a contaminagdo registada na Ria de
Aveiro, ndo foram observadas na estacao de Lisboa no ano 2005 [6].

As elevadas concentragdes de YTXs, em Junho e Agosto, foram
associadas a baixas concentracdes de células na dgua. Tal facto podera estar
relacionado com a lenta eliminagdo destas toxinas, confirmada através da
depuracgao artificial.
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