DETERMINACAO, POR TITULACAD BIOLOGICA,
DE TOXINAS EM moLuscos

Determination of mollusc poisoning by biological titration

Esmerino de Oliveira Magalhdes-Neto!

RESUMO

Este trabalho trata do emprego do método de titulacdo biolégica na deteccdo de toxinas PSP (paralytic shellfish
poisoning) em moluscos bivalves ocorrentes no Estado do Ceard (Brasil). Foram preparados extratos musculares de
quatro espécies de moluscos: itd = Iphigenia brasiliana; unha-de-velho = Tagellus plebeus; picholeta (fam. Unionidae);
e sururu = Mytella guyanensis. Os extratos foram inoculados por via intraperitoneal em ratos de laboratério (Mus
musculus). As cobaias apresentaram elevadas taxas de sobrevivéncia.
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ABSTRACT

In this study a biological titration method was used in order to detect PSP (paralytic shellfish poisoning) toxins in
bivalves collected in the coastal region of Ceard State (Brazil). Extracts were prepared from the edible parts of the following
four species: itd = Iphigenia brasiliana; unha-de-velho = Tagellus plebeus; picholeta (family Unionidae); e sururu =
Mytella guyanensis. These extracts were injected intraperitoneally in a number of laboratory mice (Mus musculus).
The mice submitted to those treatments presented a relatively high survival rate.
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INTRODUCAO

O fitoplancton faz parte essencial da alimen-
tacdo de moluscos filtradores, a exemplo das ostras e
mexilhes, que concentram ativamente particulas em
suspensdo na agua, inclusive toxinas, algumas das
quais acarretam problemas de sanidade publica
(Wood, 1976). Felizmente, os aludidos moluscos con-
tam com mecanismos de autodepuracio periodica de
certas toxinas (Whitaker, 1990), e oferecem maiores
riscos quando consumidos in natura.

Caracterizadas por sua manifestagio espora-
dica, as biotoxinas podem ser divididas em dois gran-
des grupos bioldgicos: fitotoxinas (isto é, os alcaldides)
e zootoxinas (orais e parenterais) (Halstead, 1962).

As seguintes toxinas propagadas por moluscos
bivalves s@o de particular relevéncia para a indtstria
pesqueira em geral (Wright, 1989):

* PSP (paralytic shellfish poisoning), cujos venenos
paralisantes - saxitoxina (STX) e tetradoxina - sdo
veiculados por protozoarios dinoflagelados.

* ASP (amnesic shellfish poisoning), veneno amnésico
que tem por principio t6xico um aminoécido neuro-
excitante (domoic acid), registrado em bloom de
diatomaceas.

* DSP (diarrheic shelifish poisoning), cujos venenos
diarréicos, propagados por dinoflagelados, siao 0 OKA
(okadaic acid) e seus derivados DTX - 1 e DTX - 2.

No presente trabalho se intenta verificar casos
de biotoxinas em moluscos bivalves consumidos no
Estado do Ceara (Brasil), através de bioensaios com
ratos de laboratério, utilizando-se uma técnica de
titulagdo biclégica especifica para PSP.

MATERIAL E METODOS

No periodo de junho de 1995 a julho de 1997,
foram levados a efeito sete bioensaios, cada um dos
quais envolvendo uma amostra constituida de um
quilograma de moluscos inteiros e seis ratos brancos
(Mus musculus) (tabela I).

Os moluscos pertenciam as seguintes espécies:
ita = Iphigenia brasiliana; unha-de-velho = Tagellus
plebeus; picholeta (fam. Unionidae); e sururu = Mytella
guyanensis (figuras 1 a 4). As duas primeiras espécies
foram adquiridas em Fortaleza, e as demais, respec-
tivamente, em Caucaia e Fortim, Estado do Ceara.

O ita foi testado trimestralmente, em um ciclo
anual, sendo as trés outras espécies consideradas a
nivel preliminar, ou seja, conduziu-se apenas um ensaio
para cada espécie.

Para as andlises foram selecionados apenas
moluscos vives, estado comprovado pela reagio do
animal, que mantinha as conchas fechadas. Em seguida,
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estas foram abertas com faca, retirando-se manualmen-
te a carne para elaboragdo dos extratos (50%, p/v),
conforme Wood (1976).

De cada amostra, uma vez descartado o liqui-
do orgénico, retirou-se uma porgio de 100 g de muis-
culo, macerando-a em gral de porcelana. Em seguida,
o material foi acrescido de 100 ml de HCI 0,1N, e
submetido a cocg@o por 5 minutos. Concluido o pro-
cesso de digestdo, a mistura foi retirada do fogo e
deixada em repouso a temperatura ambiente (23 -
24°C). Em seguida, completou-se 0 volume da mistura
para 200 ml, com a solugdo de acido cloridrico origi-
nal, retirando-se uma aliquota de 20 ml, por sua vez
centrifugada a 3000 rpm em centrifuga clinica IEC,
durante 5 minutos. Finalmente, decantou-se o sobre-
nadante, que constituju o extrato 4cido, cujo pH foi
medido em pH-metro HANNA.

Os 42 ratos, pesando entre 15 e 23 g, foram
adquiridos em feiras do municipio de Fortaleza, sen-
do, no laboratério, cada grupo de seis animais subme-
tido a um periode de adaptagio de 24 horas. Nesta
fase, foram utilizadas duas gaiolas de tela de arame,
medindo 32,0 x 28,0 x 17,5 cm e a propor¢éo de trés
animais/gaiola, mantendo-os em local ventilado, sob
constante vigilincia, de modo a ndo se agredirem.
Nesse periodo, receberam agua, queijo € uma mistura
aquosa a base de arrozina (20%, p/v), tentando-se
atender as suas necessidades nutritivas basicas.

Em cada animal administrou-se, por via intra-
peritoneal, 1ml do extrato, com o auxilio de uma se-
ringa descartavel de 1,5 c.c., da marca Ibrasganma -
CBO. Apés esta intervengio, cada uma das seis co-
baias de cada grupo foi transferida para uma terceira
gaiola de 25,0 x 14,5 x 14,0 cm, onde permaneceu sob
observacao, apreciando-se o tempo transcorrido entre
a inoculagdo do extrato e a reagdo das cobaias; os casos
de 6bito foram registrados ao constatar-se a tltima
respiragdo do animal.

A concentragio de toxina pode ser obtida com
base na Tabela II, que trata da relagso entre o tempo
de morte da cobaia e as unidades-camundongo para
oextratode veneno paralisante, devidamente corrigida
pelo peso da cobaia. Uma unidade-camundongo cor-
responde a 0,2 pg de toxina por 100 g de tecido. Segun-
do Wood (1976), os niveis de PSP inofensivos aos seres
humanos devem estar nos niveis de < 400 unidades -
camundongo por 100 g de tecido.

RESULTADOS E DISCUSSAQO

A Tabela I mostra que a maioria das amostras
de moluscos estava isenta de toxinas PSP e, conside-
rando-se as quarenta e duas cobaias testadas, houve
95,2% de sobrevivéncia. Apenas os extratos de iti
apresentaram, nos I e IV trimestres de 1996, indicios



Tabela I - Frequéncia absoluta (x) desobrevivéncia (S) e dbito (O) demachos (m) e fémeas (f) de cobaias tratadas com extratos
de moluscos bivalves.

Mytella guyanensis| Fam.Unionidae Iphigenia brasiliana Tagellus plebeus
Cobaias Il trim./35 Ttrim./96 | Ntrim./96 | 11trim/95 | IV trim./96 Il trim./97
No [ eso (g]| Sexo S 0 S (o] S (o] 8 0 S 0 5 (8] S o
01 | 230 m X
02 | 225] f X
03 | 200( f X
04 | 225] m X
05 | 220 £
06 | 225) ¢ X
07 | 205{ m X
08 | 200} £ X
09 | 220 ¢ X
10 | 225] ¢ X
11 | 200] f X
12 {200 ¥ X
13| 220 m X
14 | 200] ¢ X
15 1 190] ¢ X
16 | 210 m X
17 | 210 m X
18 | 180] f X
19 | 230 m X
20 | 252 m X
21 | 210 f X
22 ) 200] f X
23 1 200 m X
24 | 200 f X
25 | 2201 m X
26 | 200] m X
27 | 2100 m X
28 | 200 f X
29 | 215] f X
30 | 205 f X
31 {200/ f X
32 | 210 f X
33 1200 m X
34 | 20| m X
35 | 200! f X
36 | 205] m X
37 | 200} ¢ X
38 | 210 m X
39 | 190 f X
40 | 210 m X
41 | 150 m X
42 [ 200 m X
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Figura 1 - Ita, Iphigenia
brasiliana.

Figura2-Unha-de-velho, Tagellus
plebeus.
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Figura 4 - Sururu,
Muytella guyanensis
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Figura 3 - Picholeta (fam.
Unionidae).
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TabelaIl- Relagio entre o tempo de morte eas unidades - camundon-
g0 para os extratos dcidos de veneno paralisante (Wood, 1976).

Camundongos de 20g [Camundongos de outros pesos
Tempo de “Tempo de
morte Unidades - morte Unidades - Peso dos Unidades -
(minutos e | camundongo | {mi e|ca dongo | ¢a dong camundongo
segundos) segundos) (3]
B T00 300 T52 T0.0 0,50
10 66.2 05 1,89 10,5 0,53
15 383 10 1,86 11,0 0,56
20 26,4 15 1,83 1.5 0,59
25 20,7 20 1,80 12,0 0.62
30 16,5 30 1,74 12,5 0,65
35 13,9 40 1,69 13,0 0.68
40 1.9 45 1,67 13,5 0,70
45 10,4 50 1,64 14,0 0,73
50 9,33 6:00 1,60 14,5 0,76
55 8,42 15 1,54 15,0 0,78
2:00 7.67 30 1,48 15,5 0,81
05 7,04 45 1,43 16.0 0.84
10 6,52 7:00 1,39 16,5 0,86
15 6,06 15 1,35 17,0 0,88
20 566 30 131 17,5 0,90
25 532 45 1,28 18,0 0,93
30 5.00 8:00 1,25 18,5 0,95
35 4,73 15 1,22 19,0 057
40 4,48 30 1.20 19,5 0,98
45 4,26 45 1,18
50 4,06 9:00 116 20,0 1,00
55 388 30 1L13
3:00 3,70 10:00 LI 20,5 1,02
05 3.57 30 1,09 21,0 1,03
16 3,43 11:00 1,08 215 1,04
15 3,31 30 1.06 22,0 1,05
20 3,19 12:00 1,05 22,5 1,06
25 3,08 13 1,03 23,0 1,07
30 2,98 14 1,02 - -
35 2,88 - -
40 2.79 15 1,60 - -
45 2,71 - -
50 2,63 16 0,99 - -
55 2,56 17 0,89 - -
4:00 2,50 18 0,97 - -
4:05 2,44 19 0,96 - -
10 2,38 20 0,96 - -
s 2,32 21 095 - -
20 2,26 22 0,95 - -
25 2,21 23 0,54 B -
30 2,16 24 0,93 - -
33 2,12 25 093 - -
40 2,08 30 0,92 - -
45 2,04 40 0,90 - -
50 2,00 60 0.88 -
55 1.96 - - -

dessas toxinas, observando-se para as cobaias uma
taxa de sobrevivéncia da ordem de 91,7%.

Quando o tempo de morte da cobaia ¢ inferior
a cinco minutos, Wood (1976) recomenda a diluicio
do extrato para um tempo de morte entre cinco e dez
minutos. No presente trabalho, esta operacio foi des-
necesséria, pois as duas cobaias para que se registrou
6bito morreram nesse intervalo.

Os resultados das aplicagbes de extratos de
picholeta, unha-de-velho e sururu, devem ser conside-
rados com certa reserva, por terem sido testados ape-
nas durante um trimestre, conforme ji se salientou.

Halstead (1962) se reporta a casos de intoxica-
gao por Mytilus californianus, Mytilus edulis e Ostrea
edulis, dentre outros moluscos bivalves.

Conforme Wood (1976), a taxa com que o0s
moluscos se alimentam, estando consequentemente
sujeitos a se poluirem, varia com intimeros fatores:
temperatura e salinidade da 4agua, etc. A temperatura
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da dgua é mais propicia & contaminagio bacteriana no
verdo do que no inverno.

Em Essex, no Reino Unido, a alméijoa, Merce-
naria mercenaria, interrompe a alimenta¢do quando a
temperatura da dgua é baixa, ndo acumula bactérias
fecais durante o inverno. Quanto a salinidade da dgua,
para a maioria dos moluscos existe um limite abaixo
do qual eles nao se alimentam.

Epidemias de PSP tém sido assinaladas em di-
versas regibes, sobretudo nas costas leste e oeste da
América do Norte, nas Ilhas Britanicas, e no norte da
Europa. Conforme as estagdes, moluscos toxicéforos
sdo encontrados na Baia de Fundy (Canad4), apesar de
se desconhecer a presenca de maré vermelha (“red
tidal”) (Wood, 1976). Este fenémeno, conforme o refe-
rido autor, deve-se a um intenso desenvolvimento
(“bloom”) de dinoflagelados do género Goniaulax, sob
a influéncia da conjugagio de varios fatores ambientais:
temperatura da dgua do mar, correntes ascendentes,
dguas de arroios e fortes precipitacdes no litoral.

Do ponto de vista da higiene dos produtos
alimenticios, o acidente de maior importincia é a
questionada intoxicagdo paralisante, pela qual, na
costa atlantica, sdo incriminados os dinoflagelados
Goniaulax tamarensis e Goniaulax excavata, este tltimo
de registro mais recente (Wood, 1976).

No presente trabalho, as cobaias contamina-
das com toxinas PSP apresentaram rodopios seguidos
de espasmos; estes 1iltimos sintomas sio referidos por
Wood (1976).

As biotoxinas PSP sdo bésicas e extremamente
sensiveis a meios alcalinos e a oxida¢ao, razdo por que,
no curso de qualquer ensaio envolvendo sua purifica-
ao, requerem um manuseio cuidadoso (Wright, 1989).

Na etapa de preparagao de extratos de molus-
cos bivalves, para emprego em titulagdo biolégica
sobre ratos, a técnica exige que o pH do extrato, ap6s
a sua cocgao, seja ajustado na faixa de 3 - 4 mediante
utilizagdo de acido (HC1 0,1 e 5N) ou de alcali (NaOH
0,1N). No presente trabalho, os extratos apresentaram
o0s seguintes valores de pH: itd = 3,14; unha-de-velho
= 3,08; picholeta = 3,00 e sururu = 3,19, de maneira que
nao foi preciso ajusté-los.

Suas caracteristicas de decantagao foram boas,
excetuando-se o de picholeta, em que este processo
fisicoapresentou-sesofrivel por causa de certa turbidez.

As biotoxinas PSP sédo hidrossoltveis e termo-
resistentes, de modo que a ingestao do liquido de cocgio
dos moluscos pode redundar em perigo para o consu-
midor, mas a operagio de enlatamento reduz em 70%
a toxidez das mesmas (Tornes & George, 1962).

A técnica mais difundida para a deteccao de
toxinas em produtos marinhos é o bioensaio com ca-
mundongos, com a vantagem de ser nao seletivo e por
isso adequado a protecio do publico (Yasumoto, 1978},
embora forneca poucas informagdes sobre a composi-



Géo das toxinas e sofra consideraveis variacdes (Park
et al., 1986, in Wright, 1990). No caso do DA (domoic
acid), geralmente o limite de detecgdo ultrapassa o valor
legal (20 pg/g de tecido). Por outro lado, ha uma ten-
déncia para a substitui¢io dos bioensaios por testes
quimicos e imunolégicos, dada a pressao, por parte de
agéncias regulamentadoras de alguns paises, de salva-
guardar os animais (Marr et al.,, 1990, in Wright, 1990).

Por diversas razdes, segundo este tiltimo au-
tor, métodos cromatograficos (cromatografia liquida
de alta eficiéncia) constituem instrumentos valiosos
para toxinas polares e ndo voléteis, permitindo uma
admirdvel precisdo quantitativa. No entanto, ha cer-
tas dificuldades nesse sentido, considerando-se que a
maioria das toxinas (PSP e DSP) carece de croma-
toforos e, particularmente, DSP apresenta ainda como
inconveniente um elevado peso molecular, além de
sua natureza lipolitica.

CONCLUSOES

1. A generalidade das amostras de moluscos bivalves
estava isenta de toxinas PSP.

2. Indicios destas s6 se manifestaram em amostras de
ita, Iphigenia brasiliana, no I e TV trimestres de 1996.
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