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INTRODUGCAQO

A agdo tOxica de certos organismos
marinhos é conhecida desde épocas
remotas, quando a pratica mistica e
supersticiosa era evocada para explicar os
efeitos oriundos. de causas desconhe-
cidas,

Devido ao pouco ou nenhum conhe-
cimento dos efeitos fisioldgicos resul-
tantes do contato com plantas e animais
toxicos, os antigos cercavam as bioto-
Xinas com uma aura de mistério, supers-
ticdo e religido {Halstead, 1965).

Embora a biotoxicologia tenha expe-
rimentado um progresso relativamente
grande neste século, a importéncia cien-
tifica das biotoxinas ainda é frequente-
mente mal entendida. Em geral, a
atitude é que, sendo substincias letais
que causam intoxica¢do e morte, devem
ser evitadas. Considerando somente este
cardter nocivo, a pesquisa seria justifi-
cada desde que abordasse aspectos
quimicos e farmacol6gicos com um
objetivo Gitimo de desenvolver uma anti-
toxina capaz de combater os efeitos
deletérios do agente etiol6gico. Entre-
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tanto, hd outros aspectos meritorios a
considerar relacionados com outras ativi-
dades biolégicas das toxinas, ainda muito
pouco conhecidos. Dos milhares de orga-
nismos marinhos tidos como portadores
ou produtores de compostos biotdxicos,
menos de 1% tem sido estudado quanto
as suas outras atividades bioldgicas.

Halstead (1981} enfatiza que as
toxinas marinhas ndo sdo apenas de inte-
resse médico e cientifico por causa de
sua significagdo na saGde publica e na
economia, mas estdo se tornando de aito
valor como instrumento molecular para a
elucidagdo de muitas fungGes neuro-
musculares. Além disto, vérias substan-
cias marinhas consideradas toxicas tém
apresentado propriedades farmacolégicas
variadas, como fungicida, antiviral, anti-
biética, inibidora de crescimento, anti-
tumor(fera, hemolftica, analgésica,
cardioinibidora e até com propriedades
psicofarmacoliogicas.

O estudo destes compostos faz parte
da ciéncia chamada de Biotoxicologia
Marinha que, segundo Halstead (1981},
é a ciéncia das toxinas produzidas por
plantas e animais marinhos, sua$ causas,
efeitos, natureza, detecgdo e tratamento
das intoxicagBes por elas produzidas. A
Biotoxicologia Marinha pode ser dividida
em duas categorias: (1) fitotoxicologia,

~a qual trata de toxinas produzidas por



vegetais marinhos; e (2) zootoxicolo-
gia, que trata de animais marinhos pro-
dutores de toxinas. Os dinoflagelados,
apesar de considerados como vegetais
por alguns autores, sdo, em geral, classi-
ficados como protozoarios, tendo uma
importancia destacada por serem produ-
tores de toxinas de alta periculosidade e
sevirem de alimento para varios orga-
nismos marinhos, fazendo parte da
cadeia trofica como produtores prima-
rios e, em particular, como alimento
para os moluscos, que s30 Organismos
filtrantes, consumidores de plancton.

Muitos membros dos protozedrios da
ordem Dinoflagellata estdo envolvidos
com o fendbmeno comumente denomi-
nado de maré vermetha (red tide). Este
termo, segundo Martin & Padilla (1974)
é, em geral, aplicado a manchas que
aparecem subitamente na superficie das
adguas marinhas, ocasionadas por um
intenso désenvolvimento {bloom) no
namero de flagelados. Baslow (1969)
refere-se & maré vermeltha como um
descnvolvimento répido do fitoplancton,
algumas vezes representado por espécies
unicelulares com exciusdo de outras
espécies  fitoplanctOnicas, causando
mudangas de coloragao da dagua, que
pode tornar-se amarela, vermelha,
marrom, verde ou de outras cores,
dependendo .dos organismos envolvidos,
predominando na maioria das vezes a
coloragdo vermelha. Alguns dinoflage-
lados produzem metabdlitos toxicos os
quais sdo liberados na dgua, ocasionando
uma grande mortalidade de peixes e
outros organismos marinhos.

A presente monografia trata das
toxinas produzidas por dinoflagelados,
especificamente aquelas transmitidas ao
homem por moluscos e causadoras do
fendmeno conhecido mundialmente pelo
termo paralytic shellfish (molusco parali-
sante). Serdo considerados suas proprie-
dades fisicas, quimicas e farmacoldgicas,
os principais produtores e, finalmente,

alguns aspectos médicos relacionados
com sintomas clinicos, tratamento,
prevencdo e importancia na saude
pablica.
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No Brasil pouca atencdo é dirigida a
este tema, quer pelos pesguisadores
quer pelas autoridades higieno-sanitarias.
E nisto que se baseia a relevancia do
trabalho além de que a matéria é de
suma importancia para a satde publica,
para a medicina e para a economia, visto
que todos os anos os dinoflagelados sdo
responsaveis pela mortalidade de inGme-
ros organismos marinhos, em particular
peixes.

HISTORICO DA PESQUISA

Phillips & Brady, citados por
Halstead (1965}, afirmam que o feno-
meno da maré vermetha foi registrado
em 208 A. C., sendo que o termo foi
aplicado por antigos autores gregos para
explicar um fendmeno que ocorria com
certa frequéncia na costa da Ardbia,
causado por uma abundincia de &gua
vermelha. Ainda Halstead (1965),
citando Chevalier & Duchense, relata
que o primeiro registro de um caso de
intoxicagdo por dinoflagelados no
homem, ocorreu em 1689.

Se ndo era evidente para os antigos
que o agente etioldgico fosse uma toxina
oriunda de dinoflagelados, entretanto, ja
faziam correlacdo entre modificagdes na
coloragdo da 4gua do mar com a pericu-
losidade dos moluscos quando ingeridos
nesta época.

Meyer et al. (1928}, em trabalho
sobre a toxidez dos mexilhes, salientam
que em épocas muito quentes aparece
uma luminescéncia nas dguas, fendmeno
causado por dinoflagelados, entre eles o
Noctiluca, que frequentemente acom-
panha,o Gonyaulax catenella, fonte da
toxina do tipo paralisante — saxitoxina.

Recentemente, foram verificadas
oito ocorréncias de maré vermelha no
Equador, sendo implicados vérios dino-
flagelados, com maior iicidéncia de
Mesodinium rubrum, Pror)centrum sp.,
Gonyaulax sp. e Gonyaulax monilata
(Arcos, 1982). Halstead (1965) referese
a numerosos surtos de iatoxicagdo cau-
sados por moluscos, oco:ridos na Europa
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e Gra-Bretanha, principalmente no
perfodo de 1827 a -1909. Isto teria
provocado uma atencdo especial ao
problema e estimulado os cientistas a
desenvolverem pesquisas nas dreas de
qufmica, farmacologia, terapéutica e
toxicologia.

Segundo Meyer et al. (1828), prova-
velmente a mais significante epidemia
gue estimulou as pesquisas modernas
sobre intoxicagdo por toxinas parali-
santes foi uma série de 14 surtos que
aconteceram nas vizinhangas de Sdo
Francisco, Califérnia (USA), em julho de
1927, envolvendo 102 pessoas, resul-
tando em seis mortes. O fato teve grande
repercussdo na imprensa e recebeu uma
aten¢do especial por parte das autori-
dades sanitdrias que formaram um grupo
para estudar o problema, desencadeando,
entdo, uma série de pesquisas sobre a
toxidade de organismo marinhos. Ap6s
varios estudos o grupo levantou algumas
possibilidades sobre a origem do
“molusco paralisante’’: (1) absorcdo de
sais de cobre das rochas; (2) trocas de
pés-morte ou autéblise dos mexithdes;
(3) influéncia do meio, como agua estag-
nada; (4) resultado de uma doenca no
mexilhdo, possivelmente devido a bacté-
rias patogénicas; (5) possibilidadé de
uma toxina metabdlica.

A partir dos estudos de Sommer

et al. (1937) foi, finalmente, demons-
trado o agente etiolégico da intoxicagdo
por mexilhdo (mussel! poisoning) ao
longo da costa do Pacifico da Ameérica
do Norte. Estes pesquisadores observa-
ram, experimentalmente, que o mexilhdo
Mytifus californianus, ap6s perder sua
toxidez quando colocado em &gua do
mar filtrada, a retomava quando alimen-
tado por 16 dias com &gua do mar ndo
filtrada. O aumento da toxidez foi
proporcional ao namevo de Gonyaulax
catenella na 4gua.

Um fato que tem suscitado discussdo
refere-se as dreas geograficas sujeitas a
surtos de moluscos paralisantes. McFar-
ren et al. (1961), analisando os dados
sobre a ocorréncia do fendmeno, consta-
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,taram que entre 1793 e 1858, epidemias

de intoxicacdo do tipo paralisante tém
sido registradas em pafses como a Ingla-
terra, Irlanda, Noruega, Franca, Bélgica,
Alemanha, Africa do Sul e Nova Zelan-
dia. Ndo hd trabalho publicado sobre
qualguer caso epidémico nas areas do
Mar Mediterraneo e Mar Vermelho, e
somente casos esporadicos no Golfo do
México.

Os fatores responsaveis por esta dis-
tribuicdo nao sdo claros, mas Kao (1966)
cita que no Golfo do México, por
exemplo, a captura de molusco ndo é
feita nos meses de verao, época em que
os mexilhdes encontram-se mais "intoxi-
cados”’ e, dessa forma, os efeitos da into-
Xicagdo nac seriam transmitidos ao
homem. A falta de diagndstico e a pouca
atencdo para o fendmeno também esta-
riam colaborando na sua ocorréncia
restrita.

No Brasil, no que pese a suspeita de
ocorréncia n3do muito rara de maré
vermelha nas regides Sul e Sudeste, ndo
ha notificacdo pulblica sobre casos de
intoxicacdo por moluscos paralisantes. A
ndo obrigatoriedade de notificacdo desse
tipo de intoxicagdo, compulséria em
paises como Canadd, Estados Unidos,
Inglaterra, Alemanha e outros, impossi-
bilita que a saide puablica brasileira tenha
um controle sobre o nimero de casos,
gue certamente ocorrem anualmente.

Nio sdo raros os relatos sobre enfer-
midades advindas logo ap6s a ingestdo de
produtos do mar, cujas caracteristicas
clinicas sugerem a participacio de
toxinas de origem marinha. Pela preca-
riedade de diagnostico, esse tipo de
moléstia é tratada como um quadro de
gastroenterite ou como uma intoxicacdo
inespecifica. Muitos casos tém tido um
desfecho fatal como ocorreu em Aracati
(Ceard), em fevereiro de 1980, com a
morte de duas pessoas, Nesta regido é
de praxe os habitantes ndo consumirem
moluscos no perfodo de chuvas, pois
segundo os pescadores, os mexilhGes
estdo “‘bébados” e podem ser maléficos 3
satide.



90

ORGANISMOS PRODUTORES E
TRANSMISSORES

Varios efeitos tbxicos, incluindo
paralisia muscular, tém sido registrados
apobs a ingestdo de certos moluscos.
Compostos nigrogenados, tais como
tetrodotoxina, gonyautoxinas e ciguato-
xina, sdo conhecidos como causadores
desses envenenamentos, tendo sido
isolados, caracterizados quimicamente e
sujeitos a avaliagdo farmacologica

(Younkgen & Shimizu, 1975).

Situando-se entre os principais orga-
nismos da cadeia alimentar dos oceanos,
como produtor primario e participando
da dieta de grande parte de peixes, crus-
taceos e moluscos, o plancton marinho
é composto de algas, animais microsco-
picos e dinoflagelados, sendo estes
(ltimos mais frequentemente envolvidos
na sintese dessas toxinas.

A tetrodotoxina é obtida dos ovérios
e ovos de vérias espécies de peixes infla-
veis da subordem Gymnodontes (Mosher
et al., 1964). Por esse motivo ndo se
constitui objeto deste trabalho, contudo
informagdes sobre seu isolamento, puri-
ficacdo e identificagdo estruturat podem
ser consultados em Buchwald et al
(1964), Woodward (1964), Goto et al.
(1965) e Kao (1966). A ciguatoxina, que
também estd nesta condicdo, é um termo
que tem sido relacionado a um tipo
particular de neurointoxicagdo a qual
resulta da ingestdo de muitas espécies de
peixes téxicos que ocorrem em regides
tropicais e temperadas do mundo
(Baslow, 1969). InformagBes sobre suas
‘propriedades qufmicas e fisiologicas
podem ser encontradas em Kwan-Ming
(1965), Scheuer (1967), Rayner et al.
(1968}, Ohizumi et a/. (1981) e Chizumi
et al. (1982).

A toxina de molusco paralisante
(paralytic shellfish poison — PSP},
produzida por dinoflagelados do género
Gonyaulax, tem sido pesquisada em
outros dinoflagelados. Segundo Halstead
(1981) as toxinas PSP inciuem a saxito-
xina, goniautoxina 11, goniautoxina “lI
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e neosaxitoxina, e suas estruturas ja sdo
conhecidas. H4 evidéncia de ocorréncias
de outras toxinas, cujas estruturas ainda
ndo foram determinadas, mas em gque
algumas propriedades fisicas e quimicas
indicam uma grande semelhanga com a
saxitoxina.

Segundo Martin & Padilla (1974), os
principais dinoflagelados envolvidos na
producdo de toxinas incluem Gonyaulax
catenella, Gonyaulax monilata, Gonyau-
lax acatenella, Gonyaulax tamarensis,
Gymnodinium  breve, Gymnodinium
veneficum e Prymnesium porvur. Destes
organismos, os que tém sido mais estu-
dados sdo o Gonyaulax catenella, G.
tamarensis e Gymnodinium breve, pela
sua grande abundancia, distribuigdo e
ligagdo com o fendmeno da maré verme-
tha, além da poténcia de suas toxinas.
Halstead (1981) cita que o dinoflagelado
Gymnodinium breve é responsavel pela
morte de aproximadamente 100 tone-
tadas de peixes por dia.

Na tabela | estdo relacionados os
principais dinofiagelados produtores de
toxinas, sua distribuicdo geografica e
tipo de toxina, dados retirados de
Schantz (1980).

A primeira toxina foi isolada de um
moluscos do Alaska, Saxidomus gigan-
teus, e recebeu 0 nome de saxitoxina.
Posteriormente, varias toxinas parali-
santes foram isoladas de moluscos,
culminando com a purificacdo de uma
toxina oriunda de cultura axénica de
uma alga, Gonyaulax catenella, a qual
tem se mostrado quimicamente igual a
saxitoxina (Schantz et al., 1966).

Os dinoflagelados, dentro da taxono-
mia, pertehcem ao Reino Protista, Filo
Protozoa, Classe Mastigophora e Ordem
Dinoflageitata. Muitos sdo produtores
primdrios possuindo, portanto, clorofila
embora pertengam, como ‘imos acima
na classificacdo, ao reino ani.mal.

As espécies da Ordem DJinoflagellata
sdo principalmente marithas e geral-
mente se revestem de uma armadura de
substincia semelhante & celulose, com
duas ou mais placas, possuindo dois
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TABELA |
Dinoflagelados conhecidos como produtores de toxinas.
Dinoflagelado . Distribuigdo Toxina

Gonyaulax catenella Costa do Pacffico norte, Califérnia Causa PSP. Estrutura determinada

ao Japdo, China e Africa do Sul

Gonyaulax tamarensis Costa da Nova Inglaterra, Canad4, Causa PSP, Estrutura determinada

Mar do Norte
Gonyaulax acatenella Costa da Colimbia Briténica Causa PSP. Toxina néo isolada
(Canadé)

Pyrodinium phoneus Mar do Norte Causa PSP,

Gonyaulax monilata Golfo do México Toxico a peixes, mas ndo a animais
de sangue quente. Toxina ndo
isolada -

Gonyaulax polyedra Costa do sul da Califérnia Toxina. registrada mas ndo verifi-
cada

Gymnodinium breve Golfo do México Toéxich a peixes, aves e ratos.
Toxina parcialmente puruficada

Gymnodinium veneficum Canal da Mancha T6xico a peixes e camundongos

Exuviaella Japdo Causa degenera¢gdo dos tecidos

mariaelebouriae do figado e bago. Toxina parcial-
mente purificada

Fonte: Schantz (1980), Phycotoxin from dinoflage!lates.

flagelos, um longitudinal e outro trans-
versal, com finalidade de locomogédo e
captura de alimentos. A nutrigdo € basi-
camente holofitica, na qual os alimentos
sdo sintetizados dentro do préprio
corpo, por fotossintese, como nas
plantas verdes, através da agdo da cloro-
fila na presenca da luz e 4gua (Storer &
Usinger; 1978). A reprodugdo é freqien-
temente por divisdo binaria longitudinal.
O nacleo dividese em dois por mitose,
entdo as organelas — flagelo, blefaro-
blasto, citofaringe, reservatoério e estigma
— sdo0 duplicadas e o organismo fende-se
em dois longitudinalmente {Amabis
et al., 1974; Storer & Usinger; 1978).
Nas figuras 1, 2 e 3 sdo mostrados os
principais dinoflagelados produtores de
toxinas e utilizados pelos moluscos como
alimento, ou sejam, Gymnodinium
breve, Gonyaulax catenella e Gonyaulax
tamarensis. Gymnodinium breve ndo
apresenta placas de celulose, sendo consi-
derados nus, enquanto as espécies do
género Gonyaulax contém vdrias placas
e sdo denominados tecados. Gonyaulax

catenella em cultura tende a agrupar-se
em fila, como mostra a figura 4.

Os moluscos envolvidos na transmis-
$d0 das toxinas dos dinoflagelados ao
homem pertencem a classe Pelecypoda,
cujos membros (mexilhGes, ostras e
outros bivalves) sdo caracterizados por
apresentarem duas conchas usualmente
com uma abertura dorsal simétrica,
unidas por um ou dois mlsculos aduto-
res. Na figura 5 sdo mostrados alguns
aspectos anatdmicos internos do mexi-
lhdo Mytilus edulis, com as valvas sepa-
radas, e nas figuras 6, 7 e 8 apresentamos
os principais moluscos bivalves relacio-
nados com a transmissdo de toxinas.

O molusco, ao consumir dinoflage-
lados, acumula suas toxinas nas glandulas
digestivas, podendo alguns mexilh&es do
tipo Saxidomus giganteus acumuld-las
nos sifGes. Essas substancias podem
permanecer vdrias semanas estocadas
nesses Orgdos e, pela ingestdao do molusco
contaminado, as toximas sdo transfe-
ridas ao homem.
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Figura 1 — Gymnodinium breve Davis, aumentado de Figura 3 — Gonyaulax tamarensis Lebour, aumentado
1.800 vezes. de 1.500 vezes.

Figura 2 — Gonyaulax cateire/la Whedon e Kofoid, aumentado de 1.800 vezes,
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Figura 4 — Gonyaulax catenella em cultura, formacdo tipica em cadeia, aumentado de £50 vezes,

9 5 <

Figura 5 — Aspectos anatdmicos internos -de molusco do género Mytilus. 1 — miscuio adutor antericr; 2 —
figado e intestinos; 3 — musculo adutor posterior; 4 — pé; 5 — bisso; 6 — branquias.
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PROPRIEDADES QUIMICAS E
FARMACOLOGICAS

Apesar dos registros sobre a sintoma-
tologia provocada por ingestao de
moluscos “intoxicados” datarem de
1689 e casos fatais serem notificados

G. H. F. VIEIRA

desde 1793, somente a partir de 1885
foram iniciados os estudos para isola-
mento das substancias causadoras de
intoxicacdo. Entretanto, foi somente em
1937 que Sommer & Meyer correlacio-
naram a causa do envenenamento do
molusco a uma microalga Gonyaulax

Figura 1 — Mytilus edulis Linneeus, aumentado de 0,9 vezes.
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Figura 8 — Mya arenaria Linnaeus, aumentado de 0,2 vezes.

catenella (Youngken & Shimizu, 1975).
Posteriormente muitos estudos foram
realizados visando & purificagdo e isola-
mento de vérias toxinas produzidas por
dinoflagelados (Mold et al, 1957;
Schantz et al., 1957; McFarren et al.,
1968; Sasner et al., 1972; Schantz et al.,
1975; Shoptaugh et a/., 1981).

O problema inicial para o estudo das
toxinas dos dinoflagelados dizia respeito
a metodologia para sua extragdo. Miller
(1935) observou que éter e cloroférmio
ndo eram bons solventes para este fim,
sendo usados para remover impurezas,
como material lipidico e alguns pigmen-
tos. Em seguida, foram utilizados vérios
solventes visando a selecionar aqueles
mais eficientes. Dos solventes estudados,
os quais incluem alcool butflico, diccol
propflico, élcool etflico, piridina, élcool
‘metilico e ciclohexanol, foi o metanol
levemente acidificado o melhor extrator.
Mais recentemente, a extracdo tem sido
feita com &cido a baixa concentragdo
(Schantz et al., 1957; White, 1977),
etanol a B0% acidificado com &cido
cloridrico {Ghazarossian et al., 1974;

Shimizu et al., 1975; Boyer et al., 1978),
sendo todos bastantes eficientes.

As primeiras tentativas de purifica-
cdo dos extratos preparados a partir da
porcdo comestivel de moluscos, empre-
gando agentes precipitantes, ndo tiveram
éxito. Miller (1935) introduziu os
adsorventes para a purificagdo, especifi-
camente o hidroxido de aluminio, terra
diatomécia, kaolim e permutite, obtendo
bons resultados. Posteriormente, foram
empregados métodos mais sofisticados e
eficientes notadamente aqueles croma-
tograficos utilizando as resinas trocado-

ras de ions. Os sistemas cromatogréficos
usados com mais sucesso na purificagdo
das toxinas de moluscos tém sido aqueles
que utilizam amberlite IRC — 5O,
amberlite XE — 64, sephadex L — 20,
sephadex G — 10 e G — 15 e coluna de
acido silicico. A combinagdo sequencial
de mais de um sistema cromatografico,
na maioria das vezes, aumenta a eficién-
cia da purificacdo (Schantz et al., 1957;
Sasner et al., 1972; Shimizu et al.,
(1975).



A primeira toxina a ter estrutura e
propriedades quimicas estabelecidas foi
a saxitoxina. Este composto tem sido
detectado em extratos principalmente de
Gonyaulax catenella, Gonyaulax tama-
rensis e Gonyaulax acatenella em extra-
tos de mexilhdes, em especial, das espé-
cies Mytilus californianus, Saxidomus
giganteus e Mytilus edulis.
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Figura 9 — Espectro de absor¢do ultravioleta de toxina
de mexilhdo: A — em forma de dihidrocloridrato; B —
em forma oxidada alcalina (hidroxido de bdrio
0,25 N); C — produto da oxidacdo alcalina em solugdo
acida (Schantz et a/., 1961).
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Em consequéncia dos estudos de
vérios pesquisadores, entre 0s quais
Schantz et al., (1957), Schantz et al.,
(1961) e Wong et al.» (1971), ficou escla-
recida que a fébrmula empirica da
saxitoxina, em forma de cloridrato, é
CioH17N704 . 2 HCl e tem um peso
molecular de 372. Purificada, a toxina é
um sdlido branco, solivel em &4gua, leve-
mente solGvel em metanol mas insoldvel
na maioria dos solventes organicos, prin-
cipalmente naqueles imissfveis em agua
tais como éter etflico, éter de petréleo e
cloroférmio. A molécula tem dois grupos
tituladveis, pka 8,2 e 11,5. Reage com o
reagente de Benedict-Behre (4cido trini-
trobenzdico) e com o reagente de Jaffe

.(trinitrofenol), para produzir uma colo-

ragdo azul e laranja, respectivamente.

A toxina purificada ndo apresentou
pico de absorcdo na regido do ultravio-
leta acima de 220 nm. Contudo, quando
tratada com solucdo alcalina e exposta
ao ar, absorveu em 235 nm e 333 nm
(figura 9). Na regido do infravermelho
ocorre absorcdo no intervalo de
1600 a 1700 cm~—"1 (figura 10), devido
aos grupos guanidina e carbamico
(Schantz et a/., 1961).

Em meio 4cido a saxitoxina resiste a
temperaturas elevadas, perdendo esta
estabilidade com o tempo de exposigdo

Lyifdi'

7

8 9 0 Il R 3
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Figura 10 — Espectro de absorgéo no infravermelho de toxina de mexilhdo em forma de dihidrocloridrato.
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ao calor. A toxina, quando no mexilhdo,
resiste a temperatura de cocg¢do e sO
é destruida quando tratada por agentes
alcalinos do tipo hipoclorito de sédio.
Chin (1970) observou que a toxina ndo
perdia o seu efeito apds a autoclavacgdo a
121°C por 24 horas, mas foi neutrali-
zada rapidamente quando tratada com
hipoclorito de sodio (NaCl}) a
5000 ppm.

Na tabela 1l sdo sumarizadas as prin-
cipais propriedades guimicas das toxinas
paralisantes, retiradas dos trabalhos de
Schantz et al. {(1966) e Russel (1975).

Estes conhecimentos, somados
aqueles oriundos dos estudos de difragao
de raio X e ressonancia magnética
nuclear, permitiram que Schantz et al.
(1975) demonstrassem a estrutura
guimica da saxitoxina, confirmada
posteriormente por Bordner et a/. (1975)
e Sullivan & Iwaoka (1983). A sua
configuragdo quimica é apresentada na
figura 11 e mostra ser um derivado
dihidropurina com grupo guanidinico.
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Outras toxinas bastante semelhantes
a saxitoxina tém sido encontradas em
mexilhdes que consomem dinoflagelados
produtores destas substancias.

White & Maranda (1978), traba-
lhando com o dinoflagelado Gonyaulax
excavata, e mexilhdes Mya arenaria e
Mytilus edulis, obtiveram resultados que
sugerem a presenca de pelo menos trés
toxinas, sendo uma delas a saxitoxina.
Estes dados seriam consistentes com
aqueles registrados por Shimizu et al.
(1975), Buckley et al. {1976) e Oshima
et al. (1977), os quais encontraram além
da saxitoxina mais seis outras toxinas
quimica e farmacologicamente relacio-
nadas com a mesma.

Schantz (1980) refere-se a trés
toxinas paralisantes em Gonyaulax
catenella — saxitoxina, e duas outras em
Gonyaulax tamarensis, a goniautoxina e
Il-dihidroxisaxitoxina sulfato. A dife-
renga entre as trés ocorre no radical R
(figura 12), onde na saxitoxina é M, na
goniautoxina é OH, e na Gltima é SO,

TABELA I

Propriedades qu(micas e fsicas da saxitoxina, extraida de Gonyaulax catenella, e de mexilh&es.

Toxina de Saxidomus Toxina de Mytilus
Propriedades giganteus ) Saxitoxina‘ californianus
Bioensaic (MU/mg) —
letalidade 5200 5100 5300
Rotagdo otica especifica +128° +128° +130°
pka 8,3;11,6 82:11 56 83; 115
Coeficiente de difusso 49x 106 4.8 x 10-6 49x10°8
Absorgédo no ultra violeta
e vis(vel Nenhuma Nenhuma Nenhuma
ConteGdo de nitrogénio
{Kjeldahl) 26,8 26,3 26,1
Teste de Sakaguchi Negativo Negativo Negativo
Teste de Benedict-Behre Positivo Positivo Positivo
Teste de Jaffe Positivo Positivo Positivo
Redugéo com H, Dihidro-derivados Dihidro-derivados Dihidroderivados
nao téxicos nao téxicos ndo tbxicos
F6rmula molecular C10H17N704 . 2HCI ' 010H17N704 . 2HCI C10H17N704 . 2HCI
Peso molecular 372 372 372
Estruturas .
arométicas Presentes Presentes Presentes
Grupo carbonil Ausente Ausente Ausente

Fonte: Schantz et al. {1966}, The purification and characterization of the poison produced by Gonyaulax
catenella in axenic culture; and Russel (1975}, Poisonous and venomous marine animals and their

toxins.
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Figura 11 — Estrutura da saxitoxina (Schantz et a/.,
1975).

Sullivan & lwaoka (1983) e Sullivan
et al. (1983}, tentando separar as vérias
toxinas e derivados presentes nas cultu-
ras de Gonyaulax por cromatografia
liquida sob alta pressdo, encontraram
além da saxitoxina mais cinco toxinas
paralisantes: goniautoxina |, II, 1l e IV,
neosaxitoxina e mais quatro derivados
N — sulfocarbamoil. A estrutura destas
toxinas é apresentada na figura 13 e
nenhuma das goniautoxinas corresponde
estruturalmente  aquela citada por
Schantz (1980).

E possivel que o nimero de toxinas
em Gonyaulax esteja sendo superesti-
mado, computando-se a esse exagero
falhas técnicas durante o isolamento e
purificagdo.

A toxina de Gymnodinium breve é
bastante diferente daquelas do tipo para-
lisante.. A toxina deste dinoflagetado tem
sido razoavelmente estudada quanto ao
aspecto quimico e toxicologico (Paster
& Abbott, 1969; Spiegelstein et al.,
1973; Alam et al., 1975}.

Durante um intensc crescimento
populacional de dinoflagelados, na
Flérida, o qual provocou maré vermelha,
Gymnodinium breve foi identificado
como o principal agente do fendmeno.
Martin &  Chatterjee {1969), traba-
Ihando com estes dinoflagelados isolados
e cultivados em laboratério identificaram
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Figura 12 — Estrutura da saxitoxina e toxinas relacio-
nadas. Saxitoxina (de Gonyau'ax catenella), onde R é
H: goniauxtoxina (de Gonyaulax tamarensis), onde
R é OH; 11 — hidroxisaxitoxina sulfato (de Gonyau-
lax tamarensis), onde R é 0803_(Schantz, 1980).

duas toxinas, uma das quais apresentou
atividade neurotoxica, sendo sua férmula’
empirica sugerida como CgqH,6,0,,P,
com peso molecular 650. A neurotoxina
conhecida pela sigla GBTX tem sido
responsabilizada por uma grande morta-
lidade em peixes. Estudos farmacolo6-
gicos indicam que a toxina apresenta
acdo anticolinesterasica (Sasner et al.,
1972), provoca contragdo em masculos
estriado, liso e cardiaco, e morte convul-
siva em animais inferiores (Borison et al.,
1980}. Em seres humanos seus efeitos
sdo restritos a irritagdo nos othos,
dorméncia da boca e extremidades, e
desconforto respiratoric (Music et al,
citados por Gallagher & Shinnick —
Gallagher, 1980).

Alam et al. (1975) e Halstead (1981)
citam a presenca de trés toxinas em
Gymnodinium  breve, denominadas
GB — 1, Il e [ll, todas com atividade
neurotoxica. A toxina | (T,) também
apresentou atividade hemolitica, a T, a
principal delas, t2m um peso molecutar
de 725 e ndo apresentou atividade anti-
colinesterasica.

Shinnick-Gallagher (1380) estudou a
acdo da toxina de Gymnodinum breve
sobre a jun¢do neuromuscular de mamf-
feros e observou que a taxina despolariza
a membrana em repouso, aumenta sua
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R, R, R3 Ry
H H H H STX
H H H so; B,
H H 0s05 H GTX ~ I
H H 0505 so; ¢
H oS0y H H GTX — 1l
H 0805 H 507 G,
OH H H H NEO
OH H H 563 B,
OH H 0505 H GTX — |
OH 0soy H H GTX — IV

Figura 13 — Toxinas associadas com paralytic shellfish
poisoning: STX = saxitoxina, GTX = goniautoxina,
NEO = neosaxitoxina, e B1, 32' C1 e Cz -~ N -
sulfocarbomil derivados (Sullivan et a/., 1983).

Segundo Halstead (1981}, parece que
ndc hd um acordo, entre os varios
pesquisadores que tém estudado as
toxinas do dinoflagelado Gymnodinium
breve, quanto as suas propriedades
qufmicas, fisicas e farmacologicas.

O estudo farmacol6gico das toxinas
paralisantes tem-se concentrado na saxi-
toxina oriunda de Gonyaulax catanella.

Kellaway (1935 a/b} descreveu um
efeito do tipo curare, quando a toxina
era aplicada em musculo isolado do
sapo. Entretanto, Hutner & McLaughlin
(1958) afirmaram que os efeitos das
toxinas paralisantes diferem daqueles
do curare: enquanto este produz um
blogueio competitive ndo despolari-
zante, as toxinas impedem a regido sinap-
tica de produzir acetilcolina. A auséncia
de atividade inibidora de acetilcolines-
terase levou Bolton et al, citados por
Halstead (1965) a considerar as toxinas
paralisantes como ndo anticolineste-
rdsicas.

Kao (1966), Halstead (1967) e
Russel (1967), numa revisio sobre a agdo
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farmacolégica das toxinas paralisantes,
registraram que basicamente estas subs-
tancias agem a nivel de axdnio motor
e membranas musculares, impedindo que
as membranas celulares tornem-se
permedveis ao sddio. Em conseqiéncia,
as toxinas blogueiam a excitabilidade das
fibras musculares esqueléticas, produ-
zindo uma paralisia muscular. Estudos de
Hille (1968), citado por Kao (1974),
demonstraram que estas substincias
reduzem a condutdncia méxima por
reduzir 0 nimero de membranas dos
canais através dos quais o s6dio move-se
para dentro.

Sinteticamente, as toxinas parali-
santes tém uma agdo principal sobre o
sistema nervoso central, compreendendo
uma atividade sobre os centros respira-
torio e vasomotor, e uma acdo sobre o
sistema nervoso periférico, isto é, sabre a
juncdo neuromuscular (Kao & Fuhrman,
1967; Evans, 1970; e Schantz, 1980).

AVALIAGAQO TOXICOLOGICA

O bioensaio é o método oficial para a
avaliagdo quantitativa de toxinas parali-
zantes, especificamente a saxitoxina,
havendo uma aceita¢do geral no seu uso.

O ensaio biolégico para detectar o
teor de saxitoxina estd baseado no
método de Sommer & Meyer (1937),
no qual um extrato suspeito é preparado
e injetado em camundongos sob condi-
¢Ges padronizadas. O tempo entre a
inje¢do intraperitoneal e a morte é uma
funcdo exponencial da quantidade de
toxina injetada. O método consiste basi-
camente na aplicagio de 1,0 ml do
extrato, intraperitonealmente, em cada
grupo de trés ou mais camundongos de
laborat6rio. A toxidez é expressa em
dose letal média ou “unidade de camun-
dongo”, conhecida internacionalmente
pela sigla inglesa M. U., e é definida
como a quantidade de “mexilhdo into-
xicado” capaz de matar um camundongo
de 20 gramas em 10 a 20 minutos.

Meyer (1953) estabeleceu que se um
camundongo de 20 gramas morre em
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15 minutos ap6s receber intraperito-
nealmente 1,0 ml do sobrenadante da
preparagdo, a concentragdo da toxina é
expressa como 10 “unidades de camun-
dongo” por 50 gramas do mexilhdo. Na
figura 14, o grafico mostra a relacdo do
tempo de morte do camundongo com a
dose do ““mexilhdo paralisante envene-
nado”’.

O método de andlise para a saxi-
toxina = adotado pela Association of
Official Agricultural Chemists é o do
bioensaio e foi revisto e publicado por

McFarren et al. (1961), considerando o -

procedimento de extragdo e o ensaio
propriamente dito. Algumas precaucdes
devem ser observadas durante o desen-
volvimento do método, como: a) a
toxina injetada deve ser diluida em 4gua
e ndo em solugdes salinas; b) o pH da
solugdo injetada deve estar entre 2,0 e
4,0; ¢} a concentragdo da toxina deve ser
ajustada aquela que causou a morte
dentre 5 a 7 minutos apds a injegdo; e
d} o peso do camundongo a ser usado
deverd estar entre 19 e 21 gramas e
nunca acima de 23 gramas (SchantZ
et al., 1958; Schantz, 1960).

Wood (1976) descreveu uma simpli-
ficacdo do método original de Sommer
& Meyer, facilitando o trabalho dos
laboratbrios que controlam sistematica-
mente os nfveis das toxinas paralisantes.
Basicamente, o método compreende a
homogeneizagdo da amostra em um
liquidificador, preparagdo do extrato
mediante a agitacdo de 100 gramas de
material com 100 ml de 4cido cloridrico.
(HCI} 0,1N e ajustamento do pH entre!
3,0e4.0. :

McFarren et al. (1998), considerando
que as toxinas paralisantes purificadas,
extrafdas do Saxidomus giganteus e de
Mytilus californianus ddo compostos
coloridos como ¢ 4acido picrico, desen-
volveram um método colorimétrico para
a sua determinagdo quantitativa, utili-
zando como reagente o acido pfcrico,

sendo comumente conhecido como teste

de Jaffe. A reacdo torna-se negativa
quando ocorre alguma modificagdo na
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molécula da toxina, 0 que provoca uma
perda de toxidez. Posteriormente,
McFarren et al. {1959) modificaram o
teste de Jaffe através da extragdo do
dcido pfcrico excedente do produto da
reacdo, ap6s o desenvolvimento da cor

a 38°C por 20 minutos, com uma
mistura de 25% de piridina em etil
acetato.

Bates & Rapoport (1975} apresen-
taram um ensaio quimico para a saxito-
xina baseado na oxidagdo da toxina a
uma purina fluorescente (figura 15},
mediante tratamento com hidroxido de
sodio 1M e d4gua oxigenada a 10%.
Segundo os autores este ensaio é superior
ao método bioldgico (bioensaio) e sua
utilizagdo esta sendo adotada em muitos
laboratérios que controlam os surtos de
moluscos paralisantes.

Shoptaugh et al. (1981}, revisando os
métodos quimicos para determinagdo de
saxitoxina e toxinas relacionadas, esta-
belecidos por Bates &  Rapoport
{(1975), Bates et al. (1978) e Buckley
et. al. (1976, 1978) propds o uso da
fluoremetria para a determinagdo das
citadas toxinas. Os extratos de &cido
cloridrico a Q,1M aquecidos, usados para
o ensaio bioldgico em camundongo, sdo
tratados com perdxido de hidrogénio
alcalino e a fluorescéncia resultante é
lida em espectrofotdometro com a excita-
¢cdo a 330 nm com uma fendade 5nme
emissdo a 380 nm e uma fenda de
10 nm. Os resultados mostraram-se mais
sensiveis do que aqueles obtidos, para os
mesmos extratos, pelo método biolbgico.

ASPECTOS CLINICOS E DE
SAUDE PUBLICA

A literatura. cita trés manifestagOes
clinicas provocadas por ingestdo de
molusco e que podem ocnrrer simulta-
neamente ou individualmete no mesmo
paciente (Sommer & Meyer, 1937;
Halstead, 1965, 1981). C primeiro tipo é
caracterizado por néuseas, vOmitos,
diarréia e dores abdominais, com um
periodo de incubacdc de, aproximada-
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Figura 14 — Grafico mostrando a relagdo entre o tempo de morte de rato e a dose de molusco paralisante into-

xicado (Sommer & Meyer, 1937).

mente, 10 a 12 horas. Uma grande varie-
dade de bactérias patogénicas causa esse
tipo ndo especifico de intoxicacdo por
alimento. Essa manifestagdo ndo é
provocada somente por molusco, mas
por todos os alimentos contaminados
por estes tipos de bactérias.

A segunda manifestacdo clinica é
relacionada com sintomas alérgicos como
eritema difuso, inchacdo e urticaria que,
particularmente, afetam a face e pes-
coco, podendo atingir todo o corpo. A
erupcdo é geralmente acompanhada por
prurido. Ao lado dessas manifestactes
podem também estar presentes outros
sintomas, como dor de cabeca, sensagdo
de calor, inchagdo da lingua e dispnéia.
A preservagdo inadequada do molusco é
apontada como a causa desse tipo de
intoxicagdo, sendo, por outro lado,
~contestada uma vez Gue moluscos em
estado fresco tém sido incriminados. A
natureza exata da doenga ainda é

obscura, embora existam:fortes indfcios
que a enquadram naquelas de origem
alérgica. A recuperacdo do paciente
usualmente ocorre em poucos dias, mas
a morte pode ocorrer eventualmente.

A intoxica¢do causada por mexilhGes
paralisantes é o terceiro tipo de moléstia
causada especificamente por dinoflage-
lados presentes em moluscos. Os sinto-
mas causados pela ingestdo de moluscos
contendo dinoflagelados produtores de
toxinas paralisantes sdo manifestados,
em geral, em 30 minutos. Inicialmente,
aparece um ardor ou sensagdo de
dorméncia nos labios, gengiva, lingua e
faces, atingindo, em seguida, o pescoco,
bragos, pernas e pés. Em casos graves, a
ataxia e descoordenagdo motora sdo
acompanhadas por uma sensacdo de
leveza como se O paciente estivesse
flutuando no ar. Sintomas gastrointes-
tinais como vOmitos, diarréia e dores
abdominais sdo raros. Sintomas mentais
variam, mas geralmente as vitimas sio
calmas e conscientes de sua doenga.
Contragdo muscular e convulses sdo
manifestagGes muito raras. No estigio
final da doenga, acentuam-se progressi-
vamente a debilidade motora e a para-
lisia muscular, ocorrendo a morte por
parada respiratoria, geralmente dentre
um perfodo de 12 horas ap6s a ingestdo

.do “mexilhdo paraiisante”. Dificilmente
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Figura 15 — Saxitoxina {a), a toxina do molusco paralisante, pode ser oxidada a purina (b} cuja concentracdo
pode ser determinada por absorbancia no ultravioleta ou fluorescéncia (Bates et a/., 1978).

o paciente morre se sobreviver as
primeiras 12 horas e ndo had casos de
6bito por “mexilhdo paralisante” apo0s
24 horas de sua ingestdo.

N3o havendo antidoto para a intoxi-
cacdo de mexilhdo paralisante, a terapia
é sintomatica. Desde gle a toxina é
prontamente adsorvida em carvdo vege-
tal, o reagente de Lloyd e adsorventes
similares sdc usados como uma tenta-
tiva de minimizar a sua absor¢do. Solu-
¢des alcalinas também sdo de algum
valor, desde que ministradas logo apés

a ingestdo de mexilhdo intoxicado, uma
vez que a toxina paralisante é instével
em meio alcalino e, por conseguinte,
perde sua agdo deletéria.

A préitica da respiragdo artificial é
uma ajuda importante e deve ser utili-
zada & menor evidéncia de dificuldade
respiratéria. Murtha (1960) assinala que
esta técnica tem sido usada com bons
resultados.

N3o h4, na pratica, um método capaz
de diferenciar um mexiihdo comestfvel

de um contaminado com dinoflagelados
causadores de intoxicacdo paralisante,
sendo o teste de toxidez realizado em
laboratério o unico confidvel. Métodos
como cozimento, fritura, tratamento
com &gua em fervura tém pouco valor na
destruicdo da toxina uma vez que a
mesma ¢ termoestdvel. Medcof et al.
(1947) endenciaram que o cozimento
por 30 minutos pode reduzir a poténcia
da toxina em até 70% e Chin (1970)
encontrou que o tratamento do mexi-
Ihdo com hipoclorito de sédio inativa a
toxina.

Entretanto, a prevencdo mais racio-
nal é aquela que pde em quarentena uma
4rea em que-hd indicios de organismos
causadores de intoxicagdo paralisante, O
aparecimento de modificagBes na colo-
ragdo da 4gua, principalmente quando a
cor é avermelhada, e morte abundante de
peixes, sdo sinais que devem provocar
uma interdigdo da pesca na drea em
questao. ‘
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CONCLUSAO

Ao final desta monografia, poder-
se-d0 alinhar as principais informagdes,
tidas como relevantes, sobre as toxinas
de dinoflagelados, especialmente aquelas
transmitidas ao homem pelos moluscos.

As toxinas tidas como paralisantes
sdo produzidas principalmente pelos

dinoflagelados Gonyaulax catenella,
Gonyaulax acatenella e Gonyaulax
tamarensis.

Os principais moluscos envolvidos na
. transmissdo de toxinas paralisantes ao
homem s3o Saxidomus giganteus,
Mytilus californianus e Mytilus edulis.

O ndimero de toxinas isoladas desses
organismos tem variado de conformidade
com o pesquisador e o0s métodos
guimicos usados. Considerando todas as
toxinas até o momento isoladas, temos a
saxitoxina, goniautoxina I, I, 11l e IV,
neosaxitoxina e mais quatro derivados
N — sulfocarbamoil.

A saxitoxina, que tem sido mais estu-
dada quimica e farmacolégicamente, em
sua forma de cloridrato apresenta uma
fé6rmula molecular de C.,0H17N7O4
2HCI, com peso molecular de 372. Em
estado purificado é um sélido branco,
soluvel em d&gua, levemente sol(vel em
metanol e insolivel na maioria dos sol-
ventes orgdnicos, apresentando dois
grupos tituldveis em pka 8,2 e 11,5.
Reage com o reagente de Benedict-Behre
e com o reagente de Jaffe, resultando
numa coloragdo azul e laranja, respecti-
vamente. Ndo apresenta absorgio no
ultravioleta acima de 220 nm.

As toxinas paralisantes, em especial a
saxitoxina, tém sua agdo principal sobre
0 sistema nervoso central com atividade
sobre os centros respiratdrios e vaso-
motor, e uma ag¢do sobre o sistema
nervoso periférico. A toxina bloqueia a
entrada do sédio na célula, evitando a
excitabilidade das fibras musculares e,
em consequéncia, hd ©ma paralisia
muscular.

Os sintomas clfnicos provocados por
essas toxinas sdo manifestados 30
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minutos ap6s a ingestdo de moluscos
paralisantes e constam principalmente
de dorméncia nos l4bios, lingua e faces.
Em casos graves, descoordenagdo
motora, pulso rdpido e paralisia muscu-
lar, ocorrendo a morte por parada respi-
ratéria.

Do Gymnodinium breve Martin &
Chatterjee (1969) isolaram duas toxinas,
uma das quais apresentou atividade
neurotoxica, com uma férmula empirica
Cg OH162017P e peso molecular de
650, com agdo anticolinesterasica.

Entretanto, segundo Alam et al.
(1975) e Halstead {1981), conclui-se que
j& foram isoladas trés toxinas denomi-
nadas GB |, Il e Ill, todas com atividade
neurotoxica. A toxina | também apresen-
tou atividade hemolitica e a I, a prin-
ciapal delas, tem um peso molecular de
725 ndo possuindo atividade anticolines-
terdsica,

As toxinas deste dinoflagelado,
embora de alta toxidade para os peixes
sdo, entretanto, causadoras de fracas
intoxica¢gO0es no homem, ndo se consti-
tuindo como um risco iminente para a
vida humana.
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SUMMARY

English title: Toxins in marine dino-
flagellates.

This work intends to give a short
account of the facts and agents of
toxins, mainly those transmitted to man
by paralytyc shellfish. The principal
toxins held as paralytic are produced by
dinoflagellates, with special reference to
Gonyaulax catenella, Gonyaulax
acatenella and Gonyaulax tamerensis.
The main mollusks involved in the
transmission of paralytic toxins to man
are Saxidomus giganteus, Mytilus califor-
nianus and Mytilus  edulis. Their
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physical, chemical and pharmacological
properties are dealt with, the primary

producers identified and some medical .

aspects related to clinical symptoms,
treatment, prevention and importance to
public health are discussed.

In Brazil, this subject has received
but little attention both from researchers
and health authorities, and this is the
main relevance of this work as dinofla-
gellates, throughout the years, have been
responsible for the mortality of many
marine organisms, especially fish,
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