Toxinas produzidas por cianobactérias e dinoflagelados: o caso

particular das saxitoxinas

O aquecimento global e a degradagdo antropogénica da qualidade da agua séo
apontados como as causas principais do aumento mundial da frequéncia,
gravidade e duragdo dos blooms nocivos de cianobactérias e microalgas (HABs,
do inglés harmful algal blooms). Em particular, as cianobactérias e os
dinoflagelados, principais constituintes dos HABs, podem causar diversos
problemas ao nivel ecolégico e de salde humana, havendo por isso a
necessidade de desenvolvimento e implementacéo de programas eficientes na
monitoriza¢do e gestdo dos impactos destes eventos nocivos. Uma biotoxina
aquatica particularmente preocupante é a saxitoxina e os seus derivados. As
saxitoxinas sdo neurotoxinas potentes produzidas por algumas espécies de
cianobactérias e dinoflagelados, tanto em agua doce como em aguas marinhas.
Para além dos seus efeitos neurotéxicos conhecidos, pensa-se que poderao ter
também efeitos citotéxicos e genotoxicos, todos podendo refletir-se em
consequéncias ecoldgicas negativas. Este artigo de revisdo explora as principais
vias de exposicdo as saxitoxinas, os seus efeitos téxicos e, por ultimo, futuras
diregbes na investigacdo relevantes para uma mais eficiente abordagem a
detecdo da potencial exposi¢do (humana e da biota aquética) e & mitigagdo de
efeitos nefastos. Pretende ser uma ferramenta com informacéo atualizada sobre
a problemética das biotoxinas aquéticas, saxitoxinas em particular, que constitui
uma base fidedigna para o desenvolvimento de a¢Bes para 0 aumento da
consciéncia social sobre a mesma.
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ambiente e saude

D INTRODUGAO

As biotoxinas aquaticas sdo toxinas naturais sintetizadas por algumas espécies/estirpes de cianobactérias e
algas marinhas durante florescéncias (blooms) fitoplanctonicos, geralmente designados pelo acrénimo HAB
(do inglés harmful algal blooms) (Pulido, 2016; Stauffer et al. 2019). Estes blooms sdo uma preocupagao
mundial de salde publica (Pulido, 2016; Huisman et al. 2018), ocorrendo tanto em aguas interiores como
costeiras a nivel mundial (Altamirano e Sierra-Beltran, 2008; Paerl e Otten, 2013; Pulido, 2016; Stauffer et al.
2019).

As cianobactérias e algas téxicas com a capacidade de formarem blooms constituem um risco global, uma
vez que sdo capazes de infligir danos a biodiversidade e ao equilibrio dos ecossistemas aquaticos, ndo sé
porque representam um desequilibrio tréfico (aumento descontrolado dos produtores), mas também devido
as toxinas por si libertadas durante estes eventos (Pulido, 2016; Chorus et al. 2021). Os eventos de blooms
nocivos, e particularmente as toxinas produzidas durante estes eventos, devem ser consideradas
contaminantes ambientais em ecossistemas de agua doce, salobra e salgada, que geralmente séo

classificadas em dois grandes grupos:

e Toxinas produzidas durante blooms de cianobactérias (cianotoxinas)

As cianotoxinas séo produzidas por cianobactérias e s@o preferencialmente contaminantes de reservatérios
de agua doce, rios (em zonas de corrente reduzida), lagos e outros sistemas de armazenamento que podem
ser fontes de agua potavel, neste caso configurando-se um risco direto para a sallde humana se o tratamento
da agua nao for especificamente afinado para remover estes contaminantes (Visciano et al. 2016; Pulido,
2016; Stauffer et al. 2019; Christensen e Khan, 2020). Outras vias de exposi¢do de humanos a cianotoxinas
incluem a ingestéo acidental de agua durante atividades recreativas, e o simples contacto direto da pele com
aguas contaminadas durante essas mesmas atividades (Zegura et al. 2011; Pulido, 2016; Macario et al. 2021).
Todas estas vias adicionais sdo potencialmente relevantes na exposicdo de outros organismos,
particularmente da biota aquatica. Entre as cianotoxinas mais relevantes encontram-se as microcistinas,
nodularina, cilindrospermopsina, as toxinas Lyngbya, anatoxinas, saxitoxinas e a B-N-Metilamino-L-alanina
(BMAA) (Christensen e Khan, 2020).

e Toxinas marinhas produzidas durante blooms de microalgas (ficotoxinas)

As ficotoxinas sdo produzidas principalmente por dinoflagelados e diatoméaceas, e geralmente acumulam-se
em concentracdes consideraveis em varios tecidos de organismos aquaticos como moluscos, e peixes,
entrando na cadeia alimentar e ameagando a salde humana (Visciano et al. 2016; Pulido, 2016). As
ficotoxinas marinhas acumulam-se em varios tecidos destes animais (Visciano et al. 2016; Pulido, 2016) e
sdo, dessa forma, uma importante fonte de contaminagcdo de produtos alimentares marinhos em todo o
mundo; ndo obstante, colocam em risco também a saude da vida selvagem e o equilibrio do ecossistema
marinho (Visciano et al. 2016; Pulido, 2016). Sabe-se que estas biotoxinas marinhas podem persistir nos
tecidos dos organismos aquaticos até varios meses apds o desaparecimento dos blooms de algas
responséaveis pela sua producdo, o que exige um esforco prolongado de detecdo e controlo de eventos de
intoxicacdo devido a ingestéo de alimentos contaminados (Toyofuku, 2006; Hess, 2010; Gaboriau et al. 2014;
Visciano et al. 2016; Nicolas et al. 2017). A persisténcia das ficotoxinas, particularmente nos tecidos de
moluscos, deve-se principalmente ao facto dos processos de metabolizacdo e desintoxicacdo nestes

organismos serem lentos (Hess, 2010). As ficotoxinas marinhas mais relevantes produzidas por
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dinoflagelados ou diatoméaceas incluem as saxitoxinas, o acido domaéico, as brevetoxinas e as ciguatoxinas
(Christensen e Khan, 2020).

Neste artigo focam-se em particular as saxitoxinas, que séo toxinas produzidas quer por cianobactérias quer
por dinoflagelados, em ecossistemas de agua doce e marinhos, respetivamente. Sdo apresentadas as
espécies responsaveis pela sua producao e revistos os seus potenciais efeitos deletérios, apresentando de
forma critica os desafios futuros da investigacdo em biotoxinas aquaticas focada na compreenséo e mitigagéo
da problematica que representam. Assim, o objetivo principal deste trabalho de revisdo é disseminar
informacao atualizada sobre o problema global das saxitoxinas em ambientes aquéticos, contribuindo também
para 0 aumento da consciéncia social sobre os riscos associados a esta neurotoxina e em relacéo aos eventos

de blooms nocivos de microalgas.

D SAXITOXINAS: O QUE SAO E COMO SURGEM NA AGUA

As saxitoxinas (Figura 1) sdo alcaloides que foram pela primeira vez isoladas de tecidos de moluscos
marinhos, particularmente bivalves, organismos que as acumulam apos filtracdo de &gua contaminada
(Pulido, 2016), geralmente em consequéncia da ocorréncia de um bloom de produtores destas toxinas. Em
ecossistemas marinhos, as saxitoxinas sao principalmente produzidas pelos dinoflagelados Pyrodinium
bahamense, Alexandrium spp. e Gymnodinium catenatum (Metcalf e Codd, 2009; Murk et al. 2019;
Christensen e Khan, 2020). Dinoflagelados destes géneros (Alexandrium, Gymnodinium e Pyrodinium)
ocorrem principalmente ao largo das costas do Atlantico e do Pacifico (O'Neill et al. 2016; Visciano et al.
2016), sendo que Gymnodinium catenatum também €& encontrado no Mar Mediterraneo (Ordas et al. 2004).
Nas costas Portuguesas, diversos eventos de blooms foram
ja reportados (Carvalho et al. 2019). Por exemplo, o mais
recente caso envolvendo blooms de Gymnodinium
catenatum em Portugal ocorreu em outubro de 2018 na praia
da Caparica (Lisboa), levando a intoxicacéo e hospitalizagéo
de duas pessoas devido ao consumo de mexilhdes azuis
(Mytilus spp.) contaminados com saxitoxinas produzidas por

esta espécie de dinoflagelados (Carvalho et al. 2019).

No entanto, as saxitoxinas sdo também produzidas por
algumas estirpes de cianobactérias de agua doce (Zegura et FIGURA 1. Estrutura quimica da saxitoxina.
Imagem adaptada de (Zegura et al. 2011).

al. 2011; Christensen e Khan, 2020). As principais estirpes

de cianobactérias produtoras de saxitoxinas pertencem aos géneros Aphanizomenon, Anabaena,
Planktothrix, Cylindrospermopsis e Lyngbya, tendo ja sido quantificadas saxitoxinas por elas produzidos em
muitos ecossistemas de agua doce um pouco por todo o mundo (Artico, Nova Zelandia, Canada e Europa),
em concentragdes a variarem entre 0,09 ug/L e 193 ug/L (Boyer, 2008; Trainer e Hardy, 2015; Chorus e
Welker, 2021). Em Portugal, foram reportados véarios eventos de bloom em ecossistemas de 4gua doce,
resultando na producéo principalmente de microcistinas, cilindrospermopsinas e saxitoxinas (Moreira et al.
2021). Pereira et al. (2000) reportou pela primeira vez a existéncia de saxitoxinas no Reservatério de Montargil

(Algarve), produzidas por cianobactérias da estirpe Aphanizomenon flos-aquae.
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Entre as biotoxinas aquéaticas, a saxitoxina constitui um caso de estudo Unico, uma vez que é produzida por
organismos de diferentes ecossistemas aquaticos: cianobactérias de agua doce e dinoflagelados marinhos.
Este facto traz preocupacdes acrescidas relativamente ao impacto desta neurotoxina na saide humana e
ambiental, uma vez que a exposicao pode ocorrer em agua doce, agua marinha e em ecossistemas de
transicdo como estudrios ou lagoas costeiras, havendo ainda muito a investigar no que diz respeito ao seu

potencial toxico.

D EXPOSICAO A SAXITOXINAS E PRINCIPAIS EFEITOS CONHECIDOS

As saxitoxinas estdo entre as neurotoxinas naturais conhecidas mais potentes (Christensen e Khan, 2020),
com a capacidade de afetar a geracdo de impulsos nervosos (Murray et al. 2011; Christensen e Khan, 2020).
O comprometimento da geragdo de impulsos nervosos leva a supressdo da estimulacdo dos musculos,
podendo por exemplo resultar em paralisia respiratéria quando os musculos respiratérios sdo afetados
(Christensen e Khan, 2020). Quando produzidas por dinoflagelados em ambiente marinho, as saxitoxinas
estdo associadas a um conjunto de sintomas especificos conhecido por intoxicagdo por toxinas paralisantes
em marisco (do inglés paralytic shellfish poisoning; PSP) (Metcalf e Codd, 2009; Christensen e Khan, 2020).
Apesar desta biotoxina ter sido amplamente estudada no contexto marinho, ainda existem diversas duvidas
relativamente aos efeitos resultantes da exposicdo a esta toxina através do contacto com e/ou ingestdo de
agua doce (Metcalf e Codd, 2009; Christensen e Khan, 2020).

A sindrome PSP resulta da ingestéo de produtos alimentares marinhos contaminados e é caracterizada pelos
seguintes sintomas: ardor, dorméncia, cdélicas, vémitos, diarreia, paralisia, dificuldade em respirar,
transpiracdo excessiva, salivacéo e dores de cabeca (Visciano et al. 2016; O'Neill et al. 2016; Rutkowska et
al. 2019). Ainda néo existe uma terapia eficaz disponivel para reverter os efeitos das saxitoxinas, sendo que
a Unica terapia de apoio existente para casos de intoxica¢do mais graves consiste na utilizacdo de processos
mecanicos de respiracao artificial até os téxicos serem excretados (O'Neill et al. 2016; Murk et al. 2019). As
vitimas de intoxicagdo por saxitoxinas podem também ser tratadas com carvao ativado, de forma a auxiliar a

excrecdo da toxina do corpo (O'Neill et al. 2016).

As saxitoxinas sdo também recorrentemente implicadas na morte de varias espécies marinhas, tais como
aves marinhas, baleias e focas-monge (Cusick e Sayler, 2013; O'Neill et al. 2016). Nos casos de eventos de
mortalidade em massa envolvendo aves, sao sobretudo as aves piscivoras que sdo afetadas ap6s o consumo
de peixe contaminado por saxitoxinas (Cusick e Sayler, 2013). Em ambientes de 4gua doce, as saxitoxinas
sdo conhecidas por causar principalmente sintomas de intoxicacao, mas também mesmo morte, em gado que

ingere agua contaminada (Murray et al. 2011).

Para além dos efeitos dramaticos e mais obviamente reconheciveis descritos acima, as saxitoxinas tém
também a capacidade de induzir stress oxidativo?, o que leva a danos indiretos na cadeia de ADN e a apoptose

celular. A inducdo de stress oxidativo e danos no ADN ja foi observada também em peixes de agua doce

1 O stress oxidativo é um estado fisioldgico caracterizado pelo desequilibrio entre a producédo de espécies reativas de
oxigénio (do inglés reactive oxygen species; ROS), como o ido superoxido, e as defesas antioxidantes da célula. ROS em
excesso podem oxidar e danificar lipidos celulares, proteinas e ADN, levando a sua modificacédo e frequentemente a sua
inutilizacao, ou seja, afetando a sua fungdo normal.
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(Geophagus brasiliensis) expostos a saxitoxinas (de Morais Calado et al. 2020). A paragem do ciclo celular
na fase G0/G12?, induzindo assim a morte celular através de um processo apoptético foi observada por
exemplo em linhas celulares de mamiferos cultivados in vitro (Melegari et al. 2015). Foi também ja
demonstrada a capacidade das saxitoxinas em alterar os padrdes de metilacdo do ADN2 em organismos
modelo relevantes para a salide humana e para a ecologia (Mat et al. 2013; O'Neill et al. 2016; Melegari et al.
2015; de Morais Calado et al. 2020; Chen et al. 2020). Por exemplo, a alteracdo a expressdo de genes
relacionados com apoptose e desenvolvimento vascular em embrides de peixe-zebra (Danio rerio) foi
registada (Chen et al. 2020), assim como inducéo de citotoxicidade e alteracdo dos padrdes de metilagdo do
ADN em células de neuroblastoma de rato (Perreault et al. 2011). Embora mais raros, ha estudos sobre efeitos
das saxitoxinas ao nivel do individuo. Por exemplo, observou-se que a exposicdo a saxitoxinas inibe os
movimentos dos apéndices toracicos e o movimento pés-abdominal das garras na pulga-de-agua Daphnia
pulex (Ferrdo-Filho et al. 2010). Tendo em conta que estas estruturas sdo cruciais para o processo de
alimentacdo por filtracdo de particulas da coluna de &gua exibido pelas pulgas-de-dgua, quando o seu
movimento é afetado, a eficiéncia alimentar também o €, manifestando-se assim uma consequéncia indireta
da neurotoxicidade das saxitoxinas. Sendo as pulgas-de-agua, herbivoros muito importantes nos
ecossistemas aquaticos, capazes de controlar a producdo fitoplancténica, quando a sua alimentacdo é

afetada ha uma probabilidade aumentada de se verificarem desequilibrios tréficos no ecossistema aquatico.

Embora escassos, estes resultados reportados na literatura levantam preocupacdes sobre os efeitos das
saxitoxinas como resultado da exposi¢do cronica a concentragdes baixas, incluindo sobre efeitos que se
estendem para além da neurotoxicidade relacionados com potenciais propriedades cancerigenas e

genotodxicas e relativos a consequéncias ecoldgicas da exposicao.

D DIMENSAO DA PROBLEMATICA E ESTRATEGIAS DE GESTAO

Tendo em consideracdo os conhecidos efeitos neurotdxicos das saxitoxinas e as preocupa¢fes emergentes
relativamente aos seus potenciais efeitos genotdxicos, citotoxicos e até ecoldgicos, a sua ocorréncia em
ambiente marinho e dulgcaquicola é globalmente preocupante. De facto, os blooms de microalgas e
cianobactérias produtoras de saxitoxinas representam uma ameaca tanto para a saide humana (Visciano et
al. 2016) como para a biota aquética, sendo que as preocupagdes com a saude publica se destacam ao nivel
societal. Um elevado numero de casos de intoxicacdo humana por saxitoxinas através do consumo de
marisco, cefalépodes e peixes contaminados é reportado todos 0s anos, especialmente no Japdo e América
do Sul (Visciano et al. 2016; O'Neill et al. 2016; Murk et al. 2019). Globalmente, sdo registados

2 O ciclo celular pode ser visto como o ciclo de vida de uma célula, desde a sua formac&o a partir de uma célula mae até
a sua divisdo em duas células filhas. E composto por vérias fases: (i) fase G1, em que a célula, apds a divisdo, cresce,
copia organelos e produz os componentes moleculares de que precisara nas etapas posteriores; (ii) fase GO, uma fase
gue decorre a seguir a fase G1 em algumas células que nao se dividem ou que estdo em fase de repouso a desempenhar
as suas fun¢@es até receberem sinais que promovam o avanco para a fase seguinte; (iii) fase S, em que a célula sintetiza
uma copia completa do ADN e duplica as estruturas organizadoras dos microtdbulos que serdo essenciais na mitose
posteriormente; (iv) fase G2, que € uma segunda fase de crescimento celular em que a célula prepara a mitose.

3 A metilacdo do ADN é uma alteracdo quimica na molécula que consiste na acoplagem de um grupo metilo as bases
azotadas, geralmente as citosinas. Este € um mecanismo epigenético, ou seja, um mecanismo de regulacdo da expresséo
dos genes que é influenciado por fatores ambientais. A metilacdo do ADN esta habitualmente, embora néo
exclusivamente, associada ao silenciamento dos genes.
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aproximadamente 2000 casos de intoxicacdo humana por saxioxinas anualmente, com uma taxa de
mortalidade associada de 15% (Cusick e Sayler, 2013). A acumulacdo de saxitoxinas ocorre geralmente nas
visceras de marisco contaminado, mas no polvo comum (Octopus vulgaris) e na lula (Dosidicus gigas) foram
também registadas elevadas concentracfes de saxitoxinas (390 até 2680 mg/kg), em particular na glandula
digestiva destes moluscos (Lopes et al. 2014; Chorus e Welker, 2021). Peixes pescados para consumo
humano também acumulam saxitoxinas, principalmente no figado (até 0,6 mg/kg) e em menor concentragao
no tecido muscular (até 0,02 mg/kg) (Testai et al. 2016). Os bivalves séo também conhecidos por acumularem
saxitoxinas, tendo sido registado em tecidos de bivalves contaminados até 8575 mg de saxitoxinas por 100 g

de massa visceral (Garcia et al. 2004).

Apesar dos diversos casos fatais de intoxicacao por saxitoxinas que sao registados globalmente todos os
anos, aimplementacao de programas de monitorizacdo em diversos paises tem ajudado a minimizar os riscos
de saude publica e a reduzir o nimero de fatalidades como resultado Gltimo de eventos de intoxicagéo (Cusick
e Sayler, 2013; O'Neill et al. 2016; Murk et al. 2019). Na Unido Europeia, as areas de producdo de marisco
sdo periodicamente monitorizadas para verificar a presenca de microalgas produtoras de biotoxinas e a
ocorréncia destas toxinas nos tecidos destes organismos marinhos (Visciano et al. 2016). Este controlo é
geralmente aplicado semanalmente, durante os periodos em que a colheita € permitida e durante os periodos
do ano em que a ocorréncia de blooms de microalgas marinhas é maior (Visciano et al. 2016). Quando os
resultados obtidos por estes programas de monitorizacdo revelam concentragcbes de microalgas e das
biotoxinas por si produzidas superiores aos limites impostos pela legislacdo europeia (Regulamento EC N°
853/2004), a area de producao em questao deve ser fechada pela autoridade competente e apenas podera
ser reaberta quando apés a obtencdo de dois resultados consecutivos de concentracdes de biotoxinas que
cumpram os limites de seguranca definidos (Visciano et al. 2016; Murk et al. 2019). Estas medidas tém-se
revelado extremamente eficazes na reducao do nimero de casos de intoxicagdes por biotoxinas marinhas
(Visciano et al. 2016). Em Portugal, esta implementado um extenso programa de monitorizagdo de saxitoxinas
e de outras biotoxinas perigosas para a saude humana em tecidos de espécies marinhas acumuladoras de
biotoxinas (em particular bivalves), a cargo do Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera (IPMA) (Lopes et al.
2014; Moreira et al. 2021).

Em ecossistemas de agua doce, os programas de monitorizacdo destas biotoxinas sdo menos comuns e
completos. Na maioria dos paises europeus (incluindo Portugal), a ocorréncia de blooms em rios, albufeiras
e outros reservatorios de dgua potavel ndo é regularmente monitorizada por agéncias governamentais, sendo
as microcistinas a Unica cianotoxina cujo limite de seguranca (1 pg/L) € regulamentado pela legislagéo, que
deixa de fora as restantes cianotoxinas (como as saxitoxinas) (Christensen e Khan, 2020; Moreira et al. 2021,
Chorus e Welker, 2021). Tendo em conta a importancia dos reservatérios superficiais de agua doce na
captacdo de agua para consumo humano (a titulo de exemplo, a albufeira de Castelo-do-Bode é a fonte de
captacdo de agua que é tratada e distribuida pela EPAL para abastecimento de varios Concelhos da regiao
de Lisboa e Vale do Tejo), é clara a necessidade de melhorar o panorama da monitorizacao de biotoxinas em

massas de agua que tém estas fungdes.

Para além desta prioridade, é também critico que sejam implementados sistemas de tratamento nas Estacdes
de Tratamento de Agua (ETA) para consumo humano que permitam remover eficazmente as toxinas

contaminantes, reduzindo as suas concentracdes para niveis seguros, inferiores a 3 ug/L no caso das
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saxitoxinas (concentracdo maxima de saxitoxinas recomendada pela Organizacdo Mundial da Saude em
aguas destinadas a consumo humano; (World Health Organization, 2020). Existem diversos métodos de
tratamento de aguas regulares, como a filtracdo, a coagulacdo e a cloracdo, que ndo sdo eficientes na
remocéao das cianobactérias e das suas toxinas na agua (Vasconcelos et al. 1996; Macario et al. 2021). Muitos
destes tratamentos, tém ainda o inconveniente de conduzirem a lise da membrana celular das cianobactérias
levando a libertacao das toxinas para a agua (Vasconcelos et al. 1996), o que constitui um grave problema.
Assim, deverdo ser implementadas novas metodologias nas ETAs, que tenham a capacidade de responder a
este problema. Existem j& algumas técnicas eficazes na remoc¢é&o das cianotoxinas mais comuns, como 0 uso
combinado de ozono com forte radiacdo UV que leva a oxidacdo e degradacédo das biotoxinas (Vasconcelos
et al. 1996); e a utilizacdo de técnicas de adsorcdo com carvao ativado que sao eficazes na remocao das
toxinas na agua usada para consumo (Abbas et al. 2020). Embora estas estratégias de tratamento sejam
onerosas, 0 perigo para a saude publica da agua para consumo contaminada com biotoxinas é relevante,
pelo que um maior investimento na implementagéo de sistemas de tratamento flexiveis o suficiente para as

integrar em alturas de formacéo de blooms nas zonas de captacéo devera ser uma prioridade.

D DESAFIOS FUTUROS NO CONTEXTO DOS HABs

Prevé-se que a ocorréncia e a gravidade dos HABs aumentem principalmente devido as alteracdes climéticas
no geral e ao aumento da eutrofizacdo dos ecossistemas aquaticos em particular (Blaha et al. 2009; Stauffer
et al. 2019). Como resultado, as biotoxinas aquéticas séo ja consideradas uma preocupacao emergente para
a salde publica e ambiental (Nicolas et al. 2017; Mutoti et al. 2022). E assim expectavel que a producdo de
saxitoxinas e de outras toxinas aumente nos proXimos anos e que constitua uma preocupacao crescente nos
ecossistemas marinhos e de &gua doce (O'Neill et al. 2016). Se estas previsdes se concretizarem, as
alteracdes climéticas podem assim potenciar a ocorréncia deste grupo de toxinas tanto em ambientes de agua
doce como em ambientes marinhos o que ird trazer preocupacdes acrescidas relativamente a exposi¢do

aguda, mas também crénica a baixas doses em ambos os compartimentos (O'Neill et al. 2016).

Apesar de décadas de investigagdo sobre as causas e efeitos dos HABs ainda existem questbes
fundamentais sobre a biologia e ecologia dos organismos envolvidos nestes eventos, bem como sobre os
efeitos das toxinas por si produzidas (Stauffer et al. 2019; WHO, 2021). Estas questdes podem ser agrupadas

nos seguintes quatro itens:

e Caracterizagao dos HABs

Os HABs apresentam tipicamente um elevado grau de heterogeneidade (temporal e espacial) relativamente
a composicdo em espécies formadoras de blooms, fatores ndo pontuais que contribuem para o aparecimento
e desenvolvimento de blooms e relagGes entre biomassa e toxicidade (Altamirano e Sierra-Beltran, 2008;
Stauffer et al. 2019; WHO, 2021). Estas caracteristicas colocam grandes desafios a compreenséo, previsao

e mitigacdo destes eventos (Stauffer et al. 2019).

e Exposigdo combinada a multiplas biotoxinas, entre elas as neurotoxinas
Estes cenarios de exposi¢cdo multipla estdo a tornar-se cada vez mais comum devido as alteracfes climaticas
e a atividade humana, refletida por exemplo no aumento de utilizacdo de fertilizantes na agricultura cujo

excedente entra nos sistemas aquéticos (por escorréncia e por outros processos) e favorece o crescimento
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de microalgas e cianobactérias (Munday e Reeve, 2013; O'Neill et al. 2016; Pulido, 2016; Rodgers et al. 2018;
Bittner et al. 2021). A exposigdo a um cocktail de biotoxinas é cada vez mais provavel, especialmente em
ecossistemas de transicdo (p.ex. estuarios), e sabe-se que a exposi¢cdo a uma combinacdo destes compostos
pode levar a efeitos téxicos exacerbados (Munday e Reeve, 2013; Rodgers et al. 2018; Bittner et al. 2021).
Estes cenarios tém que ser bem caracterizados para que seja possivel adequar os programas de

monitorizacao e de gestédo de blooms de forma eficiente.

e Conhecimento escasso sobre efeitos toxicolégicos e ecotoxicoldgicos destas biotoxinas

O conhecimento alargado, com respeito a biotoxinas de agua doce e salgada, como resultado da exposi¢ao
cronica a baixas concentracdes € ainda escasso (Visciano et al. 2016; Stauffer et al. 2019; Christensen e
Khan, 2020; Metcalf et al. 2021). Os estudos de exposicao cronica a baixas concentracdes sdo especialmente
relevantes para as neurotoxinas, como € o caso das saxitoxinas, uma vez que se acredita que o principal alvo
toxicolégico destas biotoxinas (0 sistema nervoso e 0s neurénios) € particularmente suscetivel a longo prazo
(Metcalf et al. 2021).

e Métodos de detecdo, quantificacéo e previsdo dos efeitos subletais das cianotoxinas e ficotoxinas

A detecdo de biotoxinas aquaticas é atualmente realizada principalmente recorrendo a ensaios in vivo
(principalmente o0 mouse bioassay - MBA) e métodos quimicos (principalmente utilizando cromatografia liquida
- espectrometria de massa e cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecado de fluorescéncia) (Merel et
al. 2013; Nicolas et al. 2017; Morabito et al. 2018; Vogiazi et al. 2019). Foram também desenvolvidas outras
metodologias que permitem a rapida detecdo destas biotoxinas aquaticas, tais como testes
imunocromatograficos de fluxo lateral, biossensores e kits ELISA que permitem o rastreio rapido de varias
biotoxinas aquéticas, entre elas saxitoxinas (Nicolas et al. 2017; Cunha et al. 2018; Murk et al. 2019). Apesar
de algumas destas metodologias serem eficazes, tém também as suas limita¢cBes, tais como a falta de
especificidade e sensibilidade em relagdo a algumas biotoxinas, elevado custo, elevada dificuldade de
implementacdo em grande escala e o facto de levantam preocupagdes éticas, em particular o ensaio MBA
(Merel et al. 2013; Nicolas et al. 2017; Morabito et al. 2018; Murk et al. 2019). Devido as questdes éticas que
levanta, o ensaio MBA esta a ser progressivamente menos utilizado para a detecdo de biotoxinas aquaticas,
tendo sido ja abolido na Unido Europeia e na Nova Zelandia (Merel et al. 2013; Nicolas et al. 2017; Murk et
al. 2019). S&o assim urgentes solug¢des alternativas de rastreio capazes de detetar biotoxinas a baixas
concentracdes, com baixos custos associados e elevada reprodutibilidade. Os recentes avangos em
tecnologias baseadas em Omicas (tais como gendOmica, transcriptomica, protedmica, metabolémica e
epigendmica) e a sequenciacdo e caracteriza¢cdo de varios genomas de organismos modelo facilitam o
desenvolvimento de novos biomarcadores moleculares que auxiliam a detecdo de toxinas, assim como o
estudo dos efeitos toxicos de toxinas em seres humanos e também em organismos ecologicamente relevantes
(Suarez-Ulloa et al. 2015; Perera et al. 2019; Ma et al. 2021). Estes biomarcadores poder&o ter uma dupla
funcao: (i) servir como importantes indicadores da presenca de biotoxinas em ambientes aquaticos - por
exemplo, a detecé@o de padrdes de metilagdo de DNA alterados em organismos modelo que se saiba serem
tipicos de exposicéo a uma determinada toxina, podera servir de indicador para a presenca desta toxina numa
determinada amostra de 4gua que se pretende analisar; (ii) auxiliar na avaliacdo e predicdo de efeitos toxicos
destas biotoxinas para além dos conhecidos atualmente. A interacdo entre estes métodos alternativos, as

técnicas analiticas quimicas j& amplamente estabelecidas e novos modelo in vivo (por exemplo invertebrados,
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gue levantam preocupacfes éticas muito menores), permitird eventualmente a identificacdo de toxinas até
agora desconhecidas; contribuira para a melhor compreensdo da ocorréncia e dos efeitos adversos
associados a estas biotoxinas; e lancara as bases para o desenvolvimento de uma nova geracao de
programas de monitorizacdo de agua doce e marinha (Nicolas et al. 2017; Bodero et al. 2018; Perera et al.
2019; Reid et al. 2019). A figura 2 ilustra a estrutura deste tipo de programas.

Control  Exposed

Organismos

modelo Testes de Quantificagdo dos efeitos das

exposi¢ao toxinas
[ J

v

Novos e mais eficazes Desenvolvimento de novos Andlise dos dados obtidos
programas de biomarcadores toxicoldgicos
monitorizagdo da
qualidade da agua

FIGURA 2. Metodologia para o desenvolvimento de novos programas de monitorizacdo de biotoxinas
aquaticas. (1) Os bioensaios in vitro e outros bioensaios de toxicidade podem ser feitos numa variedade de
organismos, geralmente selecionados pela sua relevancia ecolégica e sensibilidade as biotoxinas em
estudo, atendendo a preocupacdes éticas. (2) Exposicdes controladas a biotoxinas e otimizacdo de
protocolos de exposicdo, com comparacdo entre individuos controlo (ndo expostos) e expostos. (3)
Quantificagéo e analise dos efeitos das biotoxinas aquaticas, utilizando parametros quimicos, moleculares,
celulares, comportamentais, fisiolégicos e outros. (4) Processamento, andlise e integracdo de dados,
utilizando ferramentas bioinformaticas. (5) Apés validacdo, os dados obtidos podem ser utilizados para
desenvolver novos biomarcadores toxicolégicos para biotoxinas aquaticas e ajudar-nos a compreender
como as espécies se adaptam para lidar com a toxicidade das biotoxinas aquaticas. (6) A interacdo entre
as metodologias emergentes baseadas em dmicas, as técnicas analiticas quimicas e in vivo permitir-nos-a
compreender melhor os efeitos destas biotoxinas e também desenvolver melhores métodos para detetar e
lidar com este problema global.

D NOTAS FINAIS

Os HABs ocorrem em ambientes de agua doce, salgada e salobra e a sua frequéncia, severidade e
distribuicdo geogréfica estdo a aumentar em todo o mundo. Devido as altera¢des climéticas e ao aumento
dos niveis de poluicdo, é previsto que a ocorréncia de blooms de cianobactérias e algas em ambientes
aquaticos continue a aumentar. A degradacdo dos ecossistemas aquaticos levard também a uma maior

producdo de biotoxinas, podendo igualmente conduzir a producdo de novas toxinas atualmente
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desconhecidas, o que tera graves consequéncias a diversos niveis, como saude publica, ecolbgico e

econémico.

Entre as diversas biotoxinas produzidas por cianobactérias e algas marinhas, as saxitoxinas sao
particularmente preocupantes, devido aos seus fortes efeitos neurotéxicos e ao facto de serem produzidas
tanto em agua doce como em ambientes marinhos. Em ecossistemas de transicdo (ambientes com agua
salobra) existe também a possibilidade de exposicdo a concentracdes mais elevadas de saxitoxinas uma vez
que poderdo ocorrer eventos de exposicdo concomitantes a saxitoxinas de origem de ambientes de agua

doce e salgada.

Apesar da dificuldade na remocao de blooms téxicos de cianobactérias e algas de ambientes aquaticos, as
suas repercussdes negativas podem ser geridas e mitigadas através da implementacdo de estratégias de
monitorizacdo destes eventos, devendo também haver uma aposta continua e reforcada em linhas de
investigacao cientifica que nos podem ajudar a compreender melhor estas biotoxinas aquaticas, a sua
dindmica e a sua especificidade, que por sua vez alimentarao por exemplo o desenvolvimento de estratégias

de monitorizacdo mais eficazes do que as que se encontram implementadas atualmente.
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