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RESUMO

Varios casos recorrentes de intoxicacao alimentar envolvendo organismos marinhos
séo relatados em Mocambique. De 2018 a 2021, foram confirmados 21 casos de
intoxicagdo humana envolvendo marisco nas provincias de Nampula e Zambézia.
Doutro lado, o governo de Mogcambique recomenda o controlo de biotoxinas marinas
em bivalves. Assim sendo, o presente trabalho tem como objectivo, avaliar a
ocorréncia de biotoxinas marinhas (BM) na costa mogcambicana bem como estudar a
epidemiologia através dos conselhos comunitarios de pesca (Katembe, Pescador,
Hanhane, Km 16, Escola de Pesca, Triunfo e Macaneta) e instituicbes de saude
(Centro de saude da Machava 2 - CSM, Hospital Geral José Macamo - HGJM e
Instituto Nacional de Saude - INS) mocambicanas. Para tal, fez-se o estudo do estado
da arte sobre BM em Mocambique, Inquéritos aos conselhos comunitarios de pesca
(CCP) e instituicbes de saude (IS) e amostragem de bivalves em Inhaca
(Opheodosoma sp., Pinna murica, Pinna sp.) e no bairro pescador na Costa do Sol
(Anadara antiquata e Solen capensis) em agosto de 2023 para a triagem de BM
usando LC-MS/MS em Portugal. Foram encontradas as pinatoxinas (A, D, E, F, G) e
espirolides (SPX1) em vérias espécies de bivalves nomeadamente Pinna murica
(PnTX A e D), Solen capensis (PnTX E, F, G e SPX1C), Pinna sp. (PnTX E, F e G),
Anadara antiquata (PnTX E, F e G e SPX1C). Dos 7 conselhos comunitarios de pesca
inquiridos, apenas 2 CCPs contém sistema de conservacdo, secagem ou fumigacéo
do marisco e apenas 1 afirmou ter ouvido falar de BM e que sao muito téxicas. Todos
os CCPs capturam varios peixes venenosos incluindo, peixe-baldo (familia
Tetraodontidae), peixe escrivdo (Eucinostomus gula). Em relacdo & instituicbes de
saude inquiridas, apenas CSM confirmou casos de intoxicagdo humana envolvendo
peixes e camardo na Cidade da Matola enquanto o INS e HGJM confirmaram varios
casos de intoxicacdo envolvendo carnes e vegetais nos ultimos 5 anos. O INS possui
um departamento especifico e pessoal treinado para gestéo de casos de intoxicacao
alimentar. Deste trabalho, recomenda-se a monitorizagdo de BM no marisco,
treinamento ao pessoal de saude na matéria de BM incluindo conscientizacdo e

sensibilizacao sobre o risco das biotoxinas marinhas.

Palavras-chaves: Algas nocivas, biotoxinas marinhas, intoxicagdo, marisco.



ABSTRACT

Several recurrent cases of food poisoning involving marine organisms are reported in
Mozambique. From 2018 to 2021, 21 cases of human poisoning involving shellfish
were confirmed in the provinces of Nampula and Zambézia. On the other hand, the
government of Mozambique recommends the control of marine biotoxins (MB) in
bivalves. Therefore, the present work aims to evaluate the occurrence of MB on the
Mozambican coast as well as study the epidemiology through community fishing
councils (Katembe, Pescador, Hanhane, Km 16, Escola de Pesca, Triunfo and
Macaneta) and health institutions (Machava 2 Health Center - CSM, General Hospital
José Macamo - HGJM and National Institute of Health - INS) in Mozambique. For that,
a state-of-the-art on MB in Mozambique was carried out, surveys of community fishing
councils (CFC) and health institutions (HI) and sampling of bivalves in Inhaca
(Opheodosoma sp., Pinna murica, Pinna sp.) and Costa do Sol zone (Anadara
antiquata and Solen capensis) in August 2023 for MB screening using LC-MS/MS in
Portugal. Pinatoxins (A, D, E, F, G) and Espirolides (SPX1) were found in several
species of bivalves, namely Pinna murica (PnTX A and D), Solen capensis (PnTX E,
F, G and SPX1C), Pinna sp. (PnTX E, F and G), Anadara antiquata (PnTX E, F and
G and SPX1C). Among 7 CFCs surveyed, only 2 CFCs contain a system for
preserving, drying or fumigating seafood and only 1 stated that they had heard about
MB and that they are very toxic. All CFCs capture several poisonous fishes, including
pufferfishes (family Tetraodontidae), escrivao fish (Eucinostomus gula). Regarding the
health institutions surveyed, only CSM confirmed cases of human poisoning involving
fish and shrimp in City of Matola while INS and HGJM confirm cases of poisoning
involving meat and vegetables in the last 5 years. The INS has a specific department
and trained staff to manage food poisoning cases. From this work, it is recommended
to monitor BM in seafood, training of health staff for BM intoxication recognizing

including awareness about the risk of MB.

Keywords: intoxication, harmful algae, marine biotoxins, shellfish.
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Hospital Geral José Macamo
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Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera

Instituicdes de Saude

Instituto Nacional de saude

liquid chromatography (cromatografia liquida)

Lipophilic marine biotoxins (toxinas marinhas lipofilicas)

Marine biotoxins (biotoxinas marinhas)

Espectrometria de massa

Neurologic shellfish poisoning (envenenamento neurolégico por marisco)
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NZ Nova Zelandia

PbTXs Brevetoxinas

PnTX  Pinatoxinas

PSP Paralytic shellfish poisoning (envenenamento paralisante por marisco)
PtTX Pteriatoxinas

PTX Pectenotoxinas

PITXs Palitoxinas

RP fase reversa

RRHT  Rapid resolution High Throughput (Alto rendimento de resolugéo rapida)

SB Stable Bond (Ligag&o quimica estavel)
Sind. Sindrome
SPE extracdo em fase sélida

SPX Espirolides
STX Saxitoxina
TTXs Tetrodotoxinas
YTX Yessotoxinas
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1. INTRODUCAO
1.1. Problematizacéo

A necessidade de estabelecer os procedimentos especificos referentes aos requisitos
higio-sanitarios e respectivos controlos para a producéo e coloca¢do no mercado de
moluscos bivalves vivos e processados tem sido salientada pelo governo
mocambicano através do Diploma Ministerial n.° 200/2011 de 3 de agosto publicado
no Boletim da Republica nimero 31 | SERIE. No artigo 3 do mesmo diploma
especifica na necessidade do controlo rigoroso de biotoxinas marinhas em moluscos
em Mocambique ("Ministério de Pescas," 2011). Em Mocambique, a escassez de
estudos relacionados a ocorréncia de Algas Marinhas Nocivas (HABs) ja foi
evidenciada por Tamele e colaboradores (Tamele et al., 2019a). Doutro lado, varios
casos recorrentes de intoxicacdo alimentar envolvendo organismos marinhos sao
relatados pelas autoridades mocambicanas de saude (Tamele et al., 2023).
Paradoxalmente, a auséncia de um Programa de Monitorizacéo e a falta de pessoal
de saude treinado para reconhecer sintomas especificos de intoxicacdo por marisco
tornam-se aparentes. Além disso, a limitacdo de informacdo estende-se desde
auséncia de divulgacdo nos centros de saude para a comunidade. A populacdo
mocambicana, na sua maioria, ndo conhece a existéncia de intoxicacao por biotoxinas
marinhas e 0s riscos associados tanto para proprias espécies marinhas assim como
para os humanos (saude publica). O consumo do pescado ocorre sem analise prévia,
e a populacdo adquire e consome produtos marinhos sem plena consciéncia dos
perigos associados. Este cenério, no qual a populacédo vive € um risco inconsciente,

destaca a urgéncia de ac¢cdes preventivas e de conscientizagéo (Tamele et al., 2023).

Diante dessas circunstancias, no presente trabalho propbe-se crucialmente
conscientizar a populacdo mocambicana sobre os riscos associados as biotoxinas
marinhas. Considerando a falta de programas estruturados de monitorizacdo e de
informacao nos centros de saude, este estudo busca preencher uma lacuna critica ao
promover a conscientizacdo geral e contribuir para a implementacdo de medidas de

proteccao para a saude publica.



1.2. Metodologia

O presente trabalho teve a seguinte metodologia:

Revisao da Literatura: Revisdo da literatura constituiu basicamente na
recolha de informacgdo/dados em artigos cientificos publicados em revistas
indexadas de elevado factor de impacto tais como biotoxinas, drogas marinhas,
toxico, EFSA assim como em sites governamentais de varios paises que
monitoram as biotoxinas marinhas tais como Estados Unidos da América,
Unido Europeia, Nova Zelandia, Africa do Sul, dentre outros. As palavras-
chaves usadas na revisdo da literatura foram: biotoxinas marinhas;
monitoramento de biotoxinas marinhas, costa Mogambicana, envenenamento
por marisco, proliferacao de algas nocivas, maré vermelha, marisco seguro,
entre outras.

Inquéritos: Inquéritos aos conselhos comunitarios de pesca (CCP) e
instituicbes de saude (IS) foram realizados nas cidades de Maputo e Matola
para perceber o nivel de consciéncia e controlo de BM.

Amostragem, preparacao das amostras de bivalves e triagem de
biotoxinas marinhas legisladas e emergentes: trés espécies foram colhidas
na llha do Inhaca e outras duas no Costa do Sol em agosto de 2023 para

triagem de BM.
1.3. Hipoteses

Neste trabalho, estudou-se a seguinte hipétese: as biotoxinas marinhas da costa

mocambicana constituem uma ameaca a Saude Publica.

1.4. Limitacado do Estudo

Por se tratar dum tema bastante emergente em Mo¢cambique e na costa africana do

Oceano indico em geral, houve muita limitacéo para acesso a informacéo relacionada

a biotoxinas marinhas tanto para a revisao da literatura assim como para dados nas

autoridades de saude e ambientais mogambicanas. Doutro lado, houve também

limitagdo para acesso aos conselhos comunitarios de pesca e instituicbes de saude

nas cidades de Maputo e Matola devido a falta de verbas para a logistica de transporte

e outros custos associados.



1.5. Objectivos
1.5.1. Objectivos Gerais
Avaliar a ocorréncia de biotoxinas marinhas no marisco da costa
mogambicana;
Estudar a epidemiologia de biotoxinas marinhas e marisco toxico junto dos

conselhos comunitarios de pesca e instituigdes de saude mogambicanas.

1.5.2. Objectivos Especificos
Recolher varias espécies de marisco da costa mogcambicana, na Ilha do Inhaca
e na Costa do Sol;
Extrair, detectar e quantificar as biotoxinas marinhas legisladas na Uni&ao
Europeia e as ndo legisladas (emergentes) usando protocolos optimizados em
laboratérios oficiais de biotoxinas marinhas em Portugal;
Inquirir os 7 conselhos comunitarios de pesca e 3 instituicbes de saude nas

cidades de Maputo e Matola sobre algas nocivas e biotoxinas marinhas.



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Algas Marinhas Nocivas e Biotoxinas Marinhas

Algas marinhas nocivas (harmful algal bloom- HABs) séo a proliferacdo de algas
marinhas com um potencial de produzir metabdlitos secundarios toxicos designados
como biotoxinas marinhas (BM) (Anabtawi et al., 2024; Igwaran et al., 2024). Esta
proliferacdo € comumente designada “maré vermelha” e pode ser causada por
eutroficacdo dos ambientes marinhos (Igwaran et al., 2024), por sua vez pode ser
aumentada por mudancas climaticas (temperatura e acidificagcdo dos oceanos) (Feng
et al.,, 2024). As algas nocivas mais destacadas incluem as cianobactérias,
diatoméceas, dinoflagelados e bactérias marinhas (Tamele et al., 2019a). As
biotoxinas marinhas séo produzidas por diferentes organismos, incluindo algas (Lee
et al.,, 2024), que podem produzir uma gama variada de BM com diferentes
toxicidades e mecanismos de accao (Tamele et al., 2019a). Infelizmente estas BM
sdo toxicos nao s6 para ambientes marinhos, mas também em humanos através da
cadeia trofica (Tamele et al.,, 2019a), a principal via de exposicdo humana as
biotoxinas marinhas através do consumo das espécies marinhas contaminados (Lee
etal., 2024), uma vez que elas se bioacumulam em organismos marinhos de consumo
humano tais como peixes, bivalves e crustaceos. Os moluscos bivalves sao
reconhecidos por apresentarem riscos especificos para a seguranca alimentar por

bioacumularem as biotoxinas marinhas (O’Mahony, 2018).

Devido a essa capacidade de causar danos na saude humana incluindo mortes,
algumas BM sao monitoradas em varias partes do mundo tais como Unido Europeia,
Estados Unidos da América, Nova Zelandia, Australia, Jap&o, Africa do Sul (Tamele
et al., 2023). A tabela 1, descreve algumas BM mais estudadas no mundo bem como
0s seus produtores (HABs), mecanismo de acdo, sintomas e limites maximos
permitidos em varios paises. Contudo, existem outras BM menos estudadas tais
como microcistinas, anatoxinas, homoanatoxinas, lingbyatoxinas, antillatoxina,
kalkitoxina, cilindrospermopsinas, aplisiatoxina, debromoaplysiatoxina,

jamaicamides, dentre outras.



Tabela 1.Biotoxinas marinhas (BM) mais estudadas no mundo, seus produtores (HABs), mecanismo de a¢céo, sintomas e limites
maximos permitidos em varias partes do mundo. UE — Unido Europeia, EUA — Estados Unidos da América, P-CTX-1 — ciguatoxina
1 do Oceano Pacifico, AO — acido ocadaico e derivados, CTX- ciguatoxina e derivados, Cl — iminas ciclicas e derivados, SPX -
espirolides, PnTX - pinatoxinas, PtTX — pteriatoxinas, GYM — gymnodiminas, PbTX — brevetoxinas, PTX — pectenotoxinas, YTX —

yessotoxinas ou iessotoxinas, AZA — Azaspiracidos, DA — 4cido domaico, STX-saxitoxinas, TTX — tetrodotoxinas, PITX — palitoxinas

(Alexander, Jan et al., 2009; Alexander et al., 2008a, b; Alexander, Jan et al., 2009a, b, c; Alexander et al., 2010a, b, c¢)
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Quimicamente as BM podem ser lipofilicas (soluveis em lipidos) e hidrofilicas
(soltveis em agua) (Tamele et al., 2019a). As biotoxinas marinhas lipofilicas incluem
grupo do &cido ocadaico (AOs), ciguatoxinas (CTXs), iminas ciclicas (Cls: espirolides
(SPXs), gimnodimines (GYMs), pinatoxinas (PnTXs)), pteriatoxinas (PtTXs),
brevetoxinas (PbTXs), pectenotoxinas (PTXs), yessotoxinas (YTXs), azaspiracidos
(AZAs) (Tamele et al., 2023).

As hidrofilicas incluem grupo do acido domaico (DA), toxinas paraliticas de mariscos
(PSTs), tetrodotoxinas (TTXs) e palitoxinas (PITXs) (Tamele et al., 2023). Conforme
foi descrito na tabela 1, cada toxina ou grupo de toxinas possuem 0 seu mecanismo
de accdao e sintomas, sendo que a intoxicagcao/envenenamento por algumas BM pode
ser reconhecida atraves do seu quadro sintomatico (ex: CTXs) (Tamele et al., 2019a).
Estas BM possuem uma estabilidade térmica mesmo apd6s a cozedura do marisco

contaminado, dai um perigo a Saude Publica (Tamele et al., 2023).

As estruturas quimicas das BM sdo complexas, bem conhecidas e podem ser
consultadas nas opinides cientificas sobre as respectivas biotoxinas marinhas
publicadas na revista EFSA (Alexander, Jan et al., 2009; Alexander et al., 2008a, b;
Alexander, Jan et al., 2009a, b, c; Alexander et al., 2010a, b, c).

2.1.1. Biotoxinas Marinhas Lipofilicas - Grupos das Iminas Ciclicas
As iminas ciclicas sao biotoxinas emergentes sollveis em solventes orgéanicos, eles
apresentam um alto grau de similaridade estrutural (Davidson et al., 2015). Elas néo
sdo regulamentadas em quase todas as partes do mundo, porem nao existe
concentragdes limites para as iminas ciclicas (Araoz et al., 2020). O grupo das iminas
ciclicas contém varios grupos respectivamente, as espirolides (SPXs), gimnodimines
(GYMs), pinatoxinas (PnTXs) (Tang et al., 2020).

Tabela 2. Estruturas quimica de biotoxinas lipofilicas de grupos das iminas ciclicas.

Biotoxinas Estruturas

Espirolides
(SPXs)
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IXCSSA

SPX-13

Gimnodimine
s (GYMs)

GYM-A

Pinatoxinas
(PnTXs)

PnITX-G
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2.2. Classificagao de Biotoxinas Marinhas

As biotoxinas Marinhas podem ser classificadas de acordo com os sintomas de
envenenamento (Visciano et al., 2016). Envenenamento amnésico por marisco (ASP),
envenenamento paralitico por marisco (PSP), envenenamento ciguatera (CFP),
envenenamento diarreico por marisco (DSP) e envenamento neurotdéxico por marisco
(NSP) (Murk et al., 2019).

Envenenamento amnésico por marisco (ASP) - € uma biotoxina cujo composto
toxico maioritario € um aminoacido invulgar chamado &cido domadico ou DA (Krock et
al., 2018), um aminoéacido neuro-excitatério que potencia o efeito de aminoacidos
excitatorios naturais como o glutamato (Murk et al., 2019). O vector de transmisséo a
humanos foi tracado em culturas de mexilhdo (Mytilus edulis), apresenta seguinte
guadro gastrointestinal nas primeiras 24 horas: nauseas, vomitos, diarreia, colicas
abdominais (Visciano et al., 2016). Entretanto reporta-se também como vectores 0s
peixes herbivoros como a anchova que, aparentemente ndo afectados pela toxina,
acumulam niveis suficientes para dizimarem aves e mamiferos que se alimentam a
base de peixe (Murk et al., 2019).

Envenenamento paralitico por marisco (PSP) - veneno paralisante de moluscos,
cujo nome se deve aos efeitos que produz (Murk et al., 2019), é também chamada de
neurotoxina, mitilotoxina ou saxitoxina e faz parte do grupo das biotoxinas hidrofilicas,
a psp (toxinas responsaveis por paralisia) geralmente hidrossoluveis (Visciano et al.,
2016), termo-estaveis em meio acido, porém extremamente instaveis e facilmente
oxidadas em meio alcalino ou em meio acido fraco (a partir de pH 4,5) (Murk et al.,
2019). Esta biotoxina foi a primeira biotoxina descoberta e estudada, por isso, a mais
bem conhecida e tipificada deste grupo. Portanto € uma das intoxica¢cdes mais graves
em humanos que causa a paralisia respiratéria devido ao bloqueio das funcbes
nervosas pela obstrucdo da passagem dos ides de sédio pela membrana celular,
podendo levar a morte por asfixia nas primeiras 24 horas (Krock et al., 2018). Os
vectores mais importantes sdo os moluscos bivalves (MB), designadamente os
mitilideos (mexilhdes) e os ostreideos (ostras), os quais, em determinadas condi¢gfes
e dependendo da espécie, libertam de forma mais ou menos lenta a toxina

acumulada, podendo causar intoxicacdes graves (Visciano et al., 2016).
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Envenenamento ciguatera (CFP) - causado pelo consumo de peixes de recifes,
tropicais e subtropicais, 0s quais tenham, em sua dieta, acumulado a ciguatoxinas por
meio da cadeia trofica (Murk et al., 2019). Ostreopsis, Coolia e Amphidinium fazem
parte dos grupos de Dinoflagelados, O quadro neurologico é mais caracteristico e
dura entre algumas semanas a meses: dorméncia nos labios, maos e pés, comichéo
severa localizada na pele, fadiga, dores musculares e nas articulacdes (Visciano et
al., 2016). A intoxicacdo por Ciguatera foi relatado nas indias Ocidentais por Peter
Martyr de Anghera em 1511, nas ilhas do Oceano Indico por Harmansen em 1601 e
nos varios arquipélagos do Oceano Pacifico por De Quiros em 1606 (Krock et al.,
2018), € o tipo mais comum de intoxicacao alimentar marinha, constitui um problema
de saude global com cerca de 10.000 a 50.000 doentes por ano em todo 0 mundo
(Murk et al., 2019).

Envenenamento diarreico por marisco (DSP) - certas espécies de dinoflagelados,
principalmente as do género Dinophysis, produzem uma série de biotoxinas
conhecidas como (toxinas responsaveis por intoxicacao causadora de diarreia) (Krock
et al., 2018), das quais faz parte o veneno diarreico de moluscos (DSP) ou
simplesmente toxina diarreica ou ainda enterotoxina, assim designada pelos efeitos
gue produz no homem (Murk et al., 2019). O vector destas toxinas que causam
problemas gastrointestinais sendo a diarreia, vomitos, dores epigastricas, dores
abdominais e fraqueza muscular, ao serem ingeridas sdo os BM que as acumulam
(Manita, 2017). Descobriu-se mais tarde que os bivalves também podiam conter um
composto semelhante, designado acido ocadaico (OA) devido a esponja marinha,
Halichondria okadai, da qual tinha sido previamente isolado. Sabe-se ainda que nos
bivalves qualquer destas toxinas pode existir conjugadas com acidos gordos,
formando os ésteres acilo ou DTX3 (Manita, 2017). Estes ésteres ndo existem nas

microalgas, mas sdo metabolitos dos bivalves (Visciano et al., 2016).

Envenamento neurotéxico por marisco (NSP) - sdo sintetizadas pelo dinoflagelado
Ptychodiscus brevis e tém como vectores os moluscos bivalves (Murk et al., 2019),
constituem-se num tipo de toxinas conhecidas como brevetoxinas (Manita, 2017),
geralmente esta associada ao consumo de mexilhées contaminados (Visciano et al.,
2016). Porem caracteriza-se pela libertacdo de aerossois toxicos que originam

fendmenos asmaticos em humanos, as brevetoxinas sdo altamente letais para os
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peixes e as mares vermelhas deste dinoflagelado estdo também associadas a morte
massiva de peixes (Visciano et al., 2016). Sintomas gastrointestinais e neurologicos
caracterizam a NSP, incluindo-se formigamento e paralisacdo dos labios, lingua e
garganta, dores musculares, vertigem, reversédo da sensac¢éo de calor e frio, diarreia
e vomitos (Murk et al., 2019). As brevetoxinas actuam por activacao persistente do
canal de sodio, originando descargas elétricas continuas (Krock et al., 2018).

2.3. Classificacdo de Ecossistema Aquatico e Espécies habitantes no
ecossistema aquatico.
Ecossistema aquatico compreendem os ambientes de 4gua doce Iénticos como (
lagos e lagoas) e loticos (incluindo rios) e também ambientes marinhos como (os
mares e oceanos), porém os ambientes marinhos se diferem com os ambientes de

agua doce por conter maior concentragdo de sal (Yang et al., 2019).

Ecossistema de agua doce — a agua ocupa cerca de 70% da superficie terrestre e
2,5% de &gua é pertencente a agua doce (Scopel, 2018), um dos recursos mais
preciosos no planeta é a agua doce sendo, que ela ajuda a regular a temperatura da
terra e do mar, porem é essencial para a natureza (de Souza, 2018). A 4gua doce ela
pode ser classificada em varias vertentes, em aguas de classe especial e aguas de
classe 1(Scopel, 2018).

Aguas de classe especial: essas por sua vez sdo destinadas ao equilibrio natural
das comunidades aquéticas e preservacao dos ambientes aquaticos e ao destinadas
para o consumo humano depois da desinfe¢céo e do tratamento (Scopel, 2018)
Aguas daclasse 1: as aguas da classe 1 sdo utilizadas em varias actividades, como
no abastecimento para consumo humano (apés tratamento normal), Protecéo para as
comunidades aquaticas, Irrigacdo de hortalicas (que serdo consumidas cruas),
irrigacéo de frutas que se desenvolvem proximo ao solo, e para recreacao de contacto
primario, tais como (natacao, mergulho e ambientes aquatico) (Scopel, 2018).

Os ecossistemas de agua doce podem ser classificados em Iénticos e I6ticos.
Lénticos: como lagos e lagoas séo corpos de agua paradas, cercados por terra
(Scopel, 2018). A Iéntica é pertencente a agua lenta de uma bacia (de Souza, 2018).
Lagos e Lagoas: As lagoas se formam quando canais se enchem de agua (Yang et
al., 2019), como as aguas dos rios e das chuvas como também as aguas das

drenagens trazem as lagoas elas se desembocam nos lagos considerando assim
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reservatorios de aguas acumuladas (Scopel, 2018). O ser humano também é
responsaveis pela criagdo de estanques, para uso recreativo ou para agricultura,
indiferentes por sua estrutura fisica original, possuem os mesmos padrées ecoldgicos
(Yang et al.,, 2019). As lagoas contém trés grupos de produtores: fitoplancton
(pequenas algas suspensas), plantas e algas bénticas (do fundo), algumas algas
estdo aderidas as folhas e talos das plantas (Scopel, 2018). Nas lagoas ha criaturas
herbivoras que se alimentam de plantas e algas, os peixes (herbivoros e carnivoros)
vivem em lagos e lagoas que ndo se secam, insetos, ovos de zooplancton, sementes
de plantas, esporos de algas, micro-organismos e insetos voadores adultos séo

arrastados ao estanque por correntes de ar (Attayde et al., 2007).

L6ticos como rios, arroios, riachos sdo corpos de agua com fluxo continua,
ecossistemas de aguas correntes de uma bacia (Scopel, 2018), geralmente riachos
de regides temperadas, hdo acomoda os processos de funcionamento dos grandes
rios tropicais e de suas planicies de inundacao (de Souza, 2018).

RIOS: ecossistema de 4gua doce que sdo formados a partir do ciclo hidrologico
(Scopel, 2018). Os rios recebem uma grande quantidade de aguas limpas de
manancial, que sdo bastante claros, podendo tornar os atrativos e favoraveis para
praticar mergulho e outras recreacdes aquaticas (Attayde et al., 2007). Os rios séo
formados por aguas que escoam de modo subterraneo, uma parte da agua entra
através de areas de areia porosa, rochas calcérias até aguas subterraneas, seguindo
o declive (Scopel, 2018). Como a agua € clara, a penetracao de luz é boa e se
desenvolvem correntes muito produtivas com algas, plantas enraizadas, larvas de

insetos e peixes (Attayde et al., 2007).

Ambientes marinhos como 0s mares e oceanos: cobrindo mais de 70% do planeta,
0S mares e oceanos abrigam uma vasta biodiversidade e se diferenciam,
principalmente, pela profundidade e delimitacdo (Correia, 2005). Existem varios
elementos radionuclideos das familias do uranio (238U, 235U), do torio (232Th), e o
tritio (3H), sdo continuamente introduzidos nos mares e oceanos através dos rios, da
atmosfera e da actividade vulcanica submarina (de Souza, 2018). O ambiente
marinho pode dividir-se em dois grandes dominios, o pelagico (coluna de agua) e o
bentonico (fundo do mar) (Colaco et al., 2017).
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O ambiente oceéanico: ecossistema de aquaria salgada que recobre praticamente
(Scopel, 2018), caracteriza-se por extensdes enormes no planeta e compreende
guase 90% de toda a agua existente, este ambiente oceanico € formado pelos fundos
a mais de 200 metros de profundidade e pela massa de 4gua acima dos mesmos
(Colaco et al., 2017). Possui uma porcao de agua continua, formando, portanto, um
nico oceano, porém, é dividido em Atlantico, indico, Pacifico, Glacial Artico e Glacial
Antértico (Scopel, 2018).

Mares: as aguas ocupam cerca de 70% da superficie terrestre e estd ocupada por
mar, sendo que 67.5% séo por¢cdes de agua salgada (Scopel, 2018). O mar profundo
tem caracteristicas ambientais gerais muito préprias, as mais distintas sdo: Luz,
pressao, salinidade, temperatura, oxigénio e Alimento (Colaco et al., 2017). Os mares
se localizam no interior de alguns locais de trechos costeiros. Podem estar totalmente
isolados dos oceanos (Mar Caspio) ou podem possuir ligagdes com ele, por meio de
estreitos (Mar Vermelho, Mar Mediterraneo) (Scopel, 2018).

Tabela 3. Tipos de espécies habitantes no ecossistema aquaticos (Colaco et al.,
2017; da Silva et al., 2013; Geraldes, 1999).

Categoria Nome comum Nome cientifico
Peixes Tainha garrento Liza ourata
Linguado Solea senegalensis
Salema Sarpa salpa
Peixe-rei Atherina presbyter
Bodido vulgar Symphodus melops
Judia Coris Julis
Peixe vermelho Carassius auratus
Gobio Gobio gbbio
Carpa Cyprinus carpio
Mamiferos Roaz corniveiro Tursiops truncats
Crustaceos Caranguejo preto Pachygropus marmoratus
Caranguejo morraceiro Eriphia verrucosa
Cracas Chthomalus stellatus
Moluscos Choco Sépia officinalis
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Bivalve Limaria hians
Lapa Patella ulyssiponensis
Barué Gibbuta umbilicalis
Dictiota Dictyota dichotama
Algas Pavonica Padina pavonica
Jania Jania rubens
Codium-tapete Codium adhaerens
Ouri¢co-do-mar Paracentrotus lividus
Equinodermes Estrela do mar Marthasterias glacialis
Ofiurideo Ophiothrix
Pepino do mar Halathuria forskali

CONSUMIDOR
QUATERNARIO
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TERCIARIO
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SECUNDARIO ~ =~ = ==+
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PRIMARIO M"fﬁ
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Figura 1. Cadeia alimentar aquatico (Correia, 2005).
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2.4. Monitorizacdo e Metodos de Detencdo de Algas Nocivas e

Biotoxinas Marinhas

A identificacdo das espécies produtoras de biotoxinas (algas nocivas) constitui uma
ferramenta muito importante para verificar se existe uma possibilidade de ocorréncias
de BM (Peng et al., 2024). A detencdo de algas nocivas pode ser realizada por
métodos de biologia molecular ou microscopicos (Smith et al., 2024).

Em relacédo as BM, existem varios métodos para detectar e quantificar, tanto na agua
assim como no marisco contaminado e 0s mais recomendados incluem a
cromatografia liquida (LC) e gasosa (GC) acoplada ao detector de massas e/ou
fluorescéncia (Biotoxins, 2005, 2015, 2017; Tamele et al., 2023; Tamele et al., 2019a,
b; Tamele, Isidro José et al., 2022; Tamele, Isidro José; et al., 2022) devido & sua
especificidade e reprodutividade. Entretanto, existem outras alternativas
nomeadamente bioensaios, testes de toxicidade (bio e imunoquimico), e ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) (Tamele et al., 2019a). Os ensaios
bioldgicos das toxinas em ratos constituem um método de referéncia, embora sejam
faceis e baratos, sdo pouco especificos e ndo qualitativos, e dum lado, ainda levantam
problemas éticos sérios devido ao sacrificio dos animais e doutro lado, requerem a

utilizacdo de grandes quantidades de solventes téxicos (Wang et al., 2024).

Os bioensaios sdo baseados na bioactividade das toxinas, nas actividade enzimatica
e interaccdes imunoldgicas. O bioensaio tem sido muito utilizado na determinacéo da
toxicidade de extractos tanto de marisco contaminado assim como de algas nocivas.
Também podem ser usados para avaliar o mecanismo de ac¢cédo das BM (Zhu et al.,
2024).

2.5. Ocorréncia de Algas Nocivas e Biotoxinas Marinhas em

Mocambique

Em Mocambique, estudos sobre a ocorréncia e dindmica de algas nocivas e
biotoxinas sao muito limitados (Tamele et al., 2023; Tamele et al., 2019a; Tamele,
Isidro José et al., 2022; Tamele, Isidro José; et al., 2022). O primeiro estudo foi
realizado em 1989 onde foram detectadas espécies de cianobactérias (Phormidium
ambiguum, Lyngbya majuscula, e Lyngbya cf. putealis) na ilha de Bazaruto,

Inhambane (Pienaar, 1999). Espécies de dinoflagelados do género Pseudo-nitzschia
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também foram encontradas na Curva de Delagoa e Banco de Sofala em 2007
(Pienaar, 1999) e na praia do Tofo, (Inhambane) em 2017 - 2018. No mesmo estudo
de 2017 — 2018, foi encontrado &cido domaoico (DA) em concentra¢des que variavam
de 0.241 a 49.4 pgDA L na agua (Kelchner et al., 2021).

BM em marisco foram relatadas pela primeira vez na costa mogambicana, em
amostras de bivalves e peixe-baldo colhidas em janeiro e abril de 2020 na Ilha do
Inhaca, Cidade de Maputo (Tamele, Isidro José et al., 2022). As BM encontradas
incluem pinatoxinas (PnTXs) G, E e F, em concentracdes que variaram entre 2.4 e
14.3 pg PnTX kg™ em bivalves Atrina vexillum, Pinctada imbricata e Anadara
antiquata (Tamele, Isidro José; et al., 2022). Na espécie Atrina vexillum foram
detectados ainda niveis residuais de toxinas paralisantes (PSP), homeadamente
dcSTX, GTX2+3, e STX (Tamele, Isidro et al., 2022). TTXs e seus analogos (4-
epiTTX, 11-deoxiTTX e 4,9-anidroTTX) foram encontrados na pele, gonadas, figado
e musculo de peixes Diodon hystrix e Arothron hispidus em concentracdes que variam
de 33.0a144.4 ugTTX kg™ e 261.8 a 15287.2 ugTTX kg™* respectivamente (Tamele,
Isidro José et al., 2022).

Ilgualmente, importa referir os varios casos de intoxicagdo alimentar, alguns fatais,
apo6s o consumo do peixe marinho. Estes casos foram confirmados pelas autoridades
de salude nas provincias costeiras de Nampula, Zambézia, Cabo Delgado e Sofala
(Tamele et al., 2023).

Actualmente, Mocambique n&o apresenta qualquer Plano de Monitorizacdo de
biotoxinas, contudo uma opinido cientifica recomendando a monitorizacdo de BM
escrita por Tamele e colaboradores foi publicada na revista Mozambican Journal of
Applied Science(Tamele, Isidro José; et al., 2022) em 2023 (Tamele et al., 2023).
Essa opinido descreve a periodicidade de amostragem, espécies usadas, instituicoes
a serem envolvidas na monitorizacdo, bem como os eventuais limites maximos para

o controlo das BM que ocorrem em Mogambique.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Localizagdo Geogréafica da Area de Estudo

A figura 2 mostra a area de estudo. A praia dos pescadores localiza-se na Costa de
Sol, 6 Km do centro da cidade de Maputo no distrito urbano Kamavota (Beja da Costa,
2019) enquanto a llha da Inhaca esta localizada a 32Km a este da cidade de Maputo,
sul de Mogambique, e faz parte da costa oriental da baia de Maputo (Nhantumbo,
2001).

3.2. Trabalho de Campo
3.2.1. Inquéritos

A pesquisa realizada, é caracterizada como descritiva e utilizou como técnica de
recolha de dados as entrevistas semiestruturadas: inquéritos para conselhos
comunitarios de pesca (CCP) e instituicdes de saude (IS), sobre BM e algas nocivas
uma vez que os CCPs sdo os intermediarios entre o pescado/marisco e 0sS
consumidores (a populacdo) enquanto as ISs sdo o guardido e a protegccao da
populacdo contra possivel ameaca a saude publica. Os Inquéritos para os CCPs
(ANEXO I) e ISs (ANEXO II) foram realizados na cidade de Maputo e Matola tal como
pode ser visto no mapa da figura 2. Para tal, 7 CCPs e 3 ISs foram selecionados de
acordo com a logistica de acesso (fundos para transporte) e facilidade pessoal para
0 contacto das instituicdes. Uma vez que os CCPs séo instituicdes com autonomia
prépria e altamente competitivas entre elas, neste trabalho foi decidido omitir os
respectivos nomes para resultado e sua discusséo, diferentemente das IS que sao

completamente publicas com autonomia publica.
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Figura 2. Mapa da provincia de Maputo indicando as zonas onde foram feitos os
inquéritos e amostragens. Circulo a preto indica os locais onde estéo localizados os
CCPS inquiridos nomeadamente, Katembe, Pescador, Hanhane, Km 16, Escola de
Pesca, Triunfo e Macaneta. Circulo a vermelho com cruz indica as instituicdes de
saude inquiridas respectivamente Centro de saude da Machava 2, Hospital Geral
José Macamo e Instituto Nacional de Saude. Circulo a preto com cruz indica locais

da amostragem, llha do Inhaca e Bairro Pescador na Costa do Sol.

As questdes colocadas nos inquéritos estavam relacionadas ao ano da criacao dos
CCPs, tipo de marisco capturado, sistema de conservacdo usado, potenciais
compradores do marisco, captura e consumo de marisco venenoso, tratamento prévio
antes de ser consumido. Também pretendia-se saber se os CCPs ja ouviram falar de
BM e casos de intoxicagdo humana envolvendo tais biotoxinas. Nos inquéritos as
instituicbes de saude, pretendeu se saber o histérico de intoxicacdo alimentar em
geral e por BM em particular, prontiddo em relacdo ao controlo de intoxicagéo

alimentar envolvendo marisco toxico.
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3.2.2. Amostragem

As espécies de BM utilizadas neste estudo foram colectadas na llha de Inhaca e Costa
do Sol. A escolha foi feita, utilizando-se os seguintes critérios: abundéancia das
espécies e facilidade de obtencéo. 3 espécies sendo 2 de bivalves e 1 estrela do mar
foram colhidas na Ilha do Inhaca: Opheodosoma sp. - (Pepino do mar), Pinna murica
- (Ambar), Pinna sp. - (Ambar) e outras 2 na Costa do Sol: Anadara antiquata -
(Berbigao), Solen capensis - (Canivetes), em agosto de 2023 para triagem de BM. O
tamanho de bivalves variou de 9.8g a 24.0g e 27.9g a 96.1g para Anadara antiquata
menor e maior respectivamente, 16.0g a 121.6 g para Pinna murica, 245g Pinna sp.,
individuo néo inteiro para Opheodosoma sp. e 1.1g a 299 para Solen capensis.

As amostras da llha do Inhaca foram colhidas directamente na costa enquanto as do
bairro Pescador na Costa do Sol foram compradas directamente dos pescadores e
conservadas em sacos plasticos. Estas amostras foram congeladas e transportadas
para Portugal em agosto de 2023 para a extragccdo e quantificagdo de BM no
Laboratorio Nacional de Monitorizacdo de Biotoxinas Marinhas do Instituto Portugués

do Mar e da Atmosfera em Lisboa.

A. Segar & Elaine-Stammar

Pinna murica Pinna sp. Opheodosoma sp.

Figura 3.Imagens de espécies colhidas na llha do Inhaca, duas espécies de bivalves

e uma estrela do mar.

n
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Figura 4.Imagens de espécies de bivalves colhidas na Costa do Sol.
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3.3. Trabalho Laboratorial
3.3.1. Reagentes e Equipamentos

A triagem das biotoxinas foi feita no Laboratorio Nacional de controlo de biotoxinas
marinhas do Instituto Portugués do Mar e da atmosfera, em Portugal. Todos os
reagentes usados incluindo os equipamentos estdo descritos nos protocolos
optimizados da Unido Europeia para PST (Biotoxins, 2005), TTX (Biotoxins, 2017) e
toxinas lipofilicas (Biotoxins, 2015).

3.3.2. Preparagcdo das Amostras, Extragcao e Triagem de Biotoxinas
Marinhas

As amostras foram dissecadas e organizadas em grupo, em numero de individuos
suficientes de modo a garantir a biomassa prevista nas respectivas técnicas de cada
grupo de BM. A extragcao e triagem das BM foi feita de acordo com os protocolos
otimizados e usados em laboratérios oficiais da UE (Biotoxins, 2005, 2015, 2017).
Basicamente, a extraccdo de BM lipofilicas (AO, Cl, AZA, YTXs, PTXs) é feita por

metanol enquanto as hidrofilicas (STXs e TTXs) séo extraidas por acido acético.

A identificacdo das BM legisladas foi feita pela comparac¢do dos cromatogramas das
amostras e dos padrées existentes no laboratério enquanto as emergentes foram
identificadas através das transic6es envolvidas entre o0 ido molecular e os respectivos
fragmentos descritos na literatura. Para as PnTXs, o i&o molecular e os respectivos
fragmentos estdo listados no respectivo protocolo juntamente com todos os padrdes
disponiveis no laboratério (Biotoxins, 2015). A tabela 3 resume o0s protocolos

optimizados para extragcéo e quantificacdo de BM.
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Tabela 4. Resumo de protocolos optimizados para extraccdo e quantificacdo de BM
em extractos de pescado para o consumo humano. Sind. — sindrome, SPE (extra¢céo
em fase solida), RP (fase reversa), LC (cromatografia liquida), FLD (detector de
fluorescéncia), PSP — envenamento paralisante por marisco, STXs — saxitoxinas, SB
—ligacdo quimica estavel, RRHT — Alto rendimento de resolucado rapida (Biotoxins,
2005, 2015, 2017).

Fase
Sind | BM | Massa | Extragcdo | Limpeza ] Coluna | Detector
movel
Gradiente
Cartuchos _ RP
de acido
PSP | STXs de SPE . C18- FLD
féormico e
C18 o LC
acetonitrilo
Acido Gradiente
5.0g » Cartuchos
acético de agua,
de L
hidroxido C18-
TFP | TTX carbono ) MS/MS
N de amonio LC
grafitisado o
e acido
SPE .
féormico
PTX, Gradiente
AZA de formato
Zorbax
e Cartuchos de SB
YTX 2.0g Metanol de SPE amonio, cla MS/MS
DSP | AO C18 acido
_ RRHT
formico e
- ClI o
acetonitrilo
Gradiente
de acido C18-
ASP | DA 5.0g Metanol - _ MS/MS
formico e LC
acetonitrilo
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3.3.3. Célculo da Concentracao das Biotoxinas Marinhas Lipofilicas

A concentracdo das BM lipofilicas foi calculada usando o protocolo em vigor no

Laboratorio Nacional do controlo da BM em Portugal (Biotoxins, 2015).

VF (mL)
ug biotoxina) y-b_ vy (mL)XVT(mL)

=-—x———"—xD Equacéol

Concentragio ( Ke a m(g)

Equacdo 1.Formula matematica para o célculo da concentracdo de pinatoxinas em
amostras de pescado usado em laboratérios oficiais de monitorizacdo de BM na UE.
Onde: y = area do pico do cromatograma, b = coeficiente de intercepc¢dao linear, a =
declive da curva de calibragéo, V1= volume total do extracto bruto (20mL), Vn=
Volume do extracto usado para a hidrélise, Ve = volume final volume do extracto
apos hidrolise (e lavagem / concentragdo), m = massa da amostra (2 g), D = factor

de diluicdo (se o extracto tiver sido diluido).

A concentracdo de todas as pinatoxinas (PnTXs) foi calculada usando a curva de
calibracdo da pinatoxinas G (PnTX G), uma vez que apenas o padrdo desta BM
estava disponivel no laboratorio. A curva para PnTX G foi Y = 13132.87C — 3493.68
(R? = 0.9985) que foi gerada a partir 5 pontos, no intervalo de 0.5 a 12ngmL™. Para
as espirolides (SPXs), usou a curva y = 9636.81C + 102.42 (R? = 0.9994), gerada
também a partir de 5 pontos com intervalo de 0.35 a 5.6 ngmL. Neste trabalho nédo
foram usadas réplicas para cada espécie, mas sim pools, ou melhor agrupou em se
varios individuos de cada espécie até garantir a quantidade suficiente prevista nos

protocolos (5g) para determinacéo de BM.
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4. RESULTADOS

Neste trabalho foram inquiridas 10 instituicdes (7 CCPs pesca e 3 ISs) (figura 2). Os
CCPs incluiram Escola de Pesca, Hanhane, Km 16, Katembe, Triunfo, Bairro
Pescador e Macaneta e as IS, Instituto Nacional de saude, Hospital Geral José

Macamo e Centro de Saude da Machava 2.

4.1. Inquéritos
4.1.1. Inquéritos — Conselhos Comunitarios de Pesca

Os CCPs inquiridos foram criados desde 2002, excepto um que foi criado em 1988
que ficou inactivo e so foi revitalizado em 2020. Estes conselhos de pesca capturam
guase todo o tipo de marisco desde 0s crustaceos, peixes e bivalves seguindo as
orientacdes do Ministério de Pescas. Apenas 2 CCPs contém um sistema de
conservacgao que constitui basicamente em congelar, secar ou fumigar o marisco, os
restantes 5 capturam e vendem imediatamente. A falta de sistema de conservacao
constitui uma ameaca grave & Salde Publica uma vez que os potenciais compradores

do marisco sédo a populacao e nao industrias.

Em relagdo & captura do marisco venenoso, 100% dos CCPs responderam que
capturam varios peixes venenosos que sdo vendidos e consumidos pela populacao.
Os peixes venenosos incluem, nome local (home cientifico): peixe-sapo (Diodon.sp.),
mpfumbane (Synodus indicus), bwibwe (Lagocephalus sp.), peixe-baldo (familia
Tetraodontidae), peixe escrivdo (Eucinostomus gula). Segundo alguns CCPs, estes
peixes sdo preparados removendo-se a cabeca, tripas e figado que sdo os potenciais
orgado biocumuladores de BM. Outros CCPs afirmam que a retirada de espinhos no
peixe escrivdo pode reduzir ou minimizar o potencial toxico deste peixe. Apenas 1

CCP afirmou ter ouvido falar de BM e que estas sdo muito toxicas.

Em relacao a intoxicac6es humanas, 2 CCPs confirmaram casos envolvendo marisco.
1 CCP afirmou ter acompanhado 2 casos apds o consumo do peixe localmente
conhecido por magumba (Hilsa Kelle) em 1994 -1996. As vitimas de ambos em casos,
gue néo foram fatais, apresentaram borbulhas como sinais de intoxica¢ao. O segundo
CCP também confirmou 1 caso de intoxicagdo ap0s o0 consumo do peixe-sapo, este

caso também ndao foi fatal e a vitima apresentou tonturas como sinal de intoxicacéo.
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Em ambos episodios de intoxicacdo, os dois CCPs afirmaram néo terem tido mais

detalhes sobre as intoxicacfes por parte das autoridades de salude ou ambiente.

4.1.2. Inquéritos — Instituicdes de Saude

Foram inquiridas 3 instituicdes de saude (IS), nomeadamente: Instituto Nacional de
saude (INS), Hospital Geral José Macamo (HGJM) e Centro de Saude da Machava 2
(CSM). Segundo os respectivos departamentos de pesquisas epidemioldgicas, estas
instituicbes confirmaram nos ultimos 5 anos casos de intoxicacdo alimentar
envolvendo principalmente vegetais e carnes, sendo diarreias e vomitos os sintomas

mais apresentados.

Das 3 instituicdes, apenas o INS possui o departamento especifico e pessoal treinado
para gestdo de casos de intoxicacao alimentar. A gestdo de casos de intoxicacao é
feita desde a identificacdo de causas que inclui o diagndstico laboratorial para
investigacdo da intoxicacdo por possiveis agentes etioldgicos biologicos, anti-
histaminicos inclui biotoxinas marinhas. A proposta de recomendacdes para evitar
mais casos também é feita pelo mesmo departamento no INS. As restantes IS néo
possuem qualquer departamento ou sec¢do especifico para investigar casos de
intoxicacdo alimentar e nem pessoal qualificado para casos de intoxicacdo humana.
Isto ndo sé dificulta muito a identificacdo de casos de intoxicacdo alimentar em
Mocambique como também a tomada de medidas adequadas para prevencao e
tratamento de varios casos que ja foram reportados incluindo os confirmados pelo
préprio INS (Tagwireyi et al., 2016). Segundo o INS, em média séo registados até 10

casos de intoxicacdo alimentar por més nas cidades de Maputo e Matola.

Em relacdo aos casos de intoxicacao alimentar envolvendo pescado, apenas o CSM
confirmou casos de intoxicagéo envolvendo peixes e camarao na Cidade Matola. N&do
foram identificadas as espécies nem de camarado e nem de peixe consumido, apenas
foi concluido que se tratou de camardo marinho e peixes de agua doce e salgada. Os
sintomas apresentados incluem prurido, irritacdo de pele, diarreia, irritagdo ocular,

inchacgo, dor abdominal e vomitos.

Todas as IS inquiridas afirmaram nao ter registado casos confirmados de intoxicagéo
alimentar envolvendo BM. Isto pode néo significar necessariamente auséncia de tais

intoxicagbes uma vez que varios casos, alguns fatais, ja foram reportados por
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autoridades de saude locais nas provincias (Zambézia, Sofala, Nampula e Cabo
Delgado) costeiras ap6s o0 consumo do peixe capturado no mar (Tamele et al., 2023).
Doutro lado as IS afirmaram que n&o se faz qualquer divulgacédo as comunidades em
relacéo a intoxicagcéo por mariscos. A falta de divulgagcéao pode constituir uma ameaca
grave a Saude Publica em Mocambique. Dos inquéritos, conclui se também que o
grupo vulneravel a doencas transmitidas por alimentos incluindo marisco séo criancas

de ambos o0s sexos tanto da zona rural e zonas urbana.

4.2. Biotoxinas Marinhas

Neste trabalho, foi investigada a presenca de todas as BM (monitoradas na regiao da
UE) nas amostras de bivalves da costa mogambicana. Também foi investigada a
presenca de BM emergentes, as pinatoxinas, um grupo de BM pertencentes as iminas
ciclicas. As BM lipofilicas foram investigadas em ambos extractos hidrolisados (H) e
nao hidrolisados (NH) de modo a avaliar a possivel esterificacdo das lipofilicas,
principalmente o AO e PnTXs. A figura 4 mostra os cronogramas das BM enquanto a
figura 5 mostra niveis de BM, detectados nas amostras em ambos os extractos.
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Figura 5.Cromatograma de PnTXs detectadas nas amostras Anadara antiquata,
Solen capensis, Pinna sp. e Pinna murica. O tempo de retencao é 3.4, 3.10, 3.40, 3.2,
3.70 e 3.80 minutos para SPX, PnTX A, PnTX D, PnTX E, PnTX F e PnTX G

respectivamente.
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Figura 6.Biotoxinas marinhas encontradas em cada espécie. SPX1 —13-desmetill espirolide C; PnTXs (A, D, E, F e G) — pinatoxinas
A, D, E, F, e G. barras pretas — extractos nao hidrolisados (H), barras transparentes — extractos hidrolisados (NH). Neste trabalho
nao foram usadas réplicas para cada espécie, mas sim grupo, ou melhor agrupou se varios individuos de cada espécie até garantir

a quantidade suficiente prevista nos protocolos (5g) para determinagcéo de BM.
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Na espécie nédo identificada do género Opheodosoma (Opheodosoma sp.) nao foi
detectada qualguer BM, tanto as monitoradas assim como as emergentes. As BM
monitoradas incluem PST, AST, DST e TTXs. Das BM emergentes, foram
encontradas as PnTX A e D (teor max.) na Pinna murica (5 ug PnTX A Kgte 22 ug
PnTX D Kgt4 pug PnTX E Kg?! 4 ug PnTX F Kg?) e as PnTX E, PNTX F e PnTX G
nas amostras Anadara antiquata em ambos tamanhos maiores (7 ug PnTX E Kg%, 16
PnTX FKg? e 43ugPnTX G Kg?t) e menor (18ugPnTX E Kg?, 29ugPnTX F Kg? e
77ugPnTX G Kg?), Solen capensis (3ugPnTX E Kgt e 4ugPnTX F Kg?! e 8ugPnTX
G Kgt) e espécies ndo identificadas do género Pinna (Pinna sp.) (4ugPnTX E Kg?,
4ugPnTX F Kg? e 7ugPnTX G Kgt). 13-desmetill espirolide C (SPX1) foi detectada,
na Anadara antiquata (3 e 4 ugKg* em tamanho menor e maior respectivamente) e

Solen capensis (1 pug SPX1 Kg?).

As transicOes envolvidas para a confirmagédo das PnTXs, uma vez que os padrdes
nao estavam disponiveis no laboratorio, excepto para PnTX G, sdo: SPX1:
692.5>444.3 e 692.5>164.1; PnTX A: 712.4>458.3>164.1; PnTX D:
782.5>446.3>164.1; PnTX E: 784.5>446.3>164.1; PnTX F: 766.5>446.3>164.1. Os
respectivos espectros ndo sdo apresentados neste trabalho uma vez que sédo bem
conhecidos na literatura. A amostra Anadara antiquata apresentou niveis elevados
das pinatoxinas em ambos extractos hidrolisados e nao hidrolisados e isto pode

sugerir uma maior ameaca para a saude publica e para a biodiversidade marinha.
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho, foram inquiridos 7 conselhos comunitarios de pesca (CCP) e 3
instituices de saude (IS) nas cidades de Maputo e Matola. Duma forma geral, a
guestdo de BM em Mocgambique ainda ndo € levada em consideracdo para a
proteccdo da saude publica embora algumas associacdes de pesca reconhecem a

existéncia de marisco venenoso que é capturado e consumido pela populacéo.

5.1. Inquéritos — Conselhos Comunitéarios de Pesca

Dos 7 CCPs inquiridos, apenas 2 contém um sistema de conservacao que constitui
basicamente em congelar, secar ou fumigar o marisco. Isto implica que a falta deste
sistema de conservagdo nos restantes 5 constitui sem dudvida um elevado risco a
saude publica uma vez que o pescado € um alimento perecivel e vulneravel a
deterioracdo e decomposicédo que pode ocorrer por meio de processos enzimaticos
ou microbiolégicos (Alexandre et al., 2021). De facto, segundo o relatério das Nacdes
Unidas, mais 500 mil casos de diarreia causados por consumo de alimentos inseguros
sdo confirmados em Mocgambique. Dos 500 mil casos, 100 e 7 corresponderam a
disenteria e cOlera respectivamente e os restantes tém causas ndo conhecidas ("Em
Mocambique, mais de 500 mil pessoas tiveram doencas causadas por consumo de
alimentos inseguros,” 2019). Isto implica que uma parte dos 393 mil casos com
causas ndo conhecidas pode ser atribuida ao consumo do marisco contaminado por
BM.

Doutro lado, é uma recomendacéo legal em Mocambique, (Diploma Ministerial n.°
200/2011 de 3 de agosto publicado no Boletim da Republica nimero 31 | SERIE)
inspecionar as actividades de manuseamento, conservacao, processamento,

distribuicdo e comércio de pescado ("Ministério de Pescas," 2011).

Em relacdo & captura do marisco venenoso, 100% dos CCPs responderam que
capturam varios peixes venenosos que sao vendidos e consumidos pela populacao.
Um dos peixes altamente venenoso inclui espécies da familia Tetraodontidae (peixe
baldo) que contem uma neurotoxina fatal denominada TTX que causa formigamento
nos bragos e pernas, sonoléncia, fala incoerente, auséncia de coordenacao muscular,

paralisia respiratoria, podendo em alguns causar a morte (Tamele et al., 2019b).
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Todos os CCPs inquiridos neste trabalho capturam o peixe baldo para o consumo,
apesar de terem afirmado que remove-se a parte venosa que inclui o figado, intestino
e cabeca, o risco & saude ainda é eminente porque por exemplo, a TTX encontra-se
em todas a partes do peixe (Tamele, Isidro José et al., 2022). De facto, concentracdes
consideraveis (acima do limite maximo da UE) de TTX ja foram encontradas em
espécies do peixe baldo capturados na llha do Inhaca em estudos realizados em
2022. Nesses estudos, TTXs e seus andlogos (4-epiTTX, 11-deoxiTTX e 4,9-
anidroTTX) foram encontrados na pele, gonadas, figado e musculo de peixes Diodon
hystrix e Arothron hispidus em concentracdes que variam de 33.0 a 144.4 ugTTX kg™
e 261.8 a 15287.2 ugTTX kg™ respetivamente (Tamele, Isidro José et al., 2022).

A gestdo do consumo destes peixes pode ser feita através da implementacdo dum
programa de monitorizacao que estabelece limites maximos de TTX no pescado como
em outros paises do mundo nomeadamente Japéo (2mgTTX kg™) (Katikou, 2019) e
UE (17ugTTX kg™) (Katikou, 2019). Para além de espécies do peixe baldo, os CCPs
confirmaram a captura e consumo de outras espécies de peixes venenosas, CUjoS
efeitos téxicos ja foram confirmados na populacéo. De facto, o Oceano indico, tendo
um clima tropical, possui uma biodiversidade de fitoplancton téxico produtor de varias
biotoxinas tais como CTXs, STXs, DA cujo envolvimento em intoxicagdes humanas
incluindo fatais ja foi confirmado na Africa do Sul, Madagéascar, Illha Reunio,
Tanzania (Tamele et al., 2023; Tamele et al., 2019a, b).

5.2.  Inquéritos - InstituicBes de Saude

As ISs inquiridas incluem Instituto Nacional de Saude (INS), Hospital Geral José
Macamo (HGJM) e Centro de Saude da Machava 2 (CSM) e apenas o INS possui um
departamento de pesquisas epidemioldgicas que gere também casos de intoxicacao
alimentar. Apesar do INS e outras ISs nao terem confirmado ainda casos de
intoxicagdo humana envolvendo biotoxinas marinhas, varios casos de intoxicacéo
envolvendo o marisco em geral j4 foram confirmados nas provincias costeiras de
Mocambique pelas proprias ISs locais. Por exemplo, nas provincias de Nampula e
Zambézia ja foram confirmados 21 casos de intoxicacdo humana de 2018 a 2021,
envolvendo peixes e tartarugas marinhas (Tamele et al., 2023). Desses casos, 19
foram fatais e infelizmente ndo foram identificadas as espécies do marisco envolvido

nem os sintomas apresentados. As respectivas autoridades provinciais de saude
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afirmaram ndo haver qualquer indicio de intoxicacdo intencional. Isto pode implicar
gue uma parte destes casos de intoxicacdo humana apds o consumo de marisco,
pode ser causada por BM tal como ja foi verificado na vizinha Africa do Sul (Tamele
et al., 2023) e Tanzania (Tamele et al., 2019a).

E uma maneira de gerir a ameaca a Saude Publica por BM é a implementacao da
monitorizacao a nivel nacional. Este plano ja foi sugerido por Tamele (Tamele et al.,
2023) Nesse artigo, sugere-se duas amostragens, uma no periodo frio (abril -
setembro) e outra no quente (outubro - marcgo), bivalves como espécies indicadoras
uma vez que bioacumulam excelentemente as BM, limites méximos a serem

implementados para o controlo das BM que ocorrem em Mocambique.

5.3. Biotoxinas Marinhas

No presente trabalho, foi investigada a presenca de biotoxinas marinhas legisladas
na UE e as ndo legisladas em 5 espécies de bivalves colhidas na Costa do Sol
(Anadara antiquata e Solen capensis) e na ilha de Inhaca (Opheodosoma sp., Pinna
murica e Pinna sp.) na Cidade de Maputo, sul de Mogambique, em agosto de 2023.
Quase todas as BM legisladas em varias partes do mundo néo foram detectadas nas
amostras. Este resultado pode n&do sugerir necessariamente uma auséncia de BM
legisladas na EU (PST, AST, DST). No marisco de Mocambique uma vez que a
amostragem feita para este estudo pode nao ser representativa porque foi feita num
Unico local e uma e Unica vez. Sugere-se que a investigacao da presenca de BM em
bivalves deve ser feita de 15 em 15 dias, uma vez que os bivalves tém a capacidade
desintoxicar as BM, naturalmente nesse intervalo de tempo (Alexander, Jan et al.,
2009; Alexander et al., 2008a, b; Alexander, Jan et al., 2009a, b, c; Alexander et al.,
2010a, b, c; Tamele et al., 2023; Tamele, Isidro José et al., 2022; Tamele, Isidro Jos€;
et al., 2022). Isto pode possibilitar uma hipotese de as amostras terem sido colhidas
num periodo de desintoxicacdo, o que pode justificar a ndo detencdo das BM em
algumas amostras em estudo. Doutro lado, a amostragem para o presente (més frio)
estudo devia ter sido feita também em meses quentes, para se avaliar uma possivel
ocorréncia de BM nesse periodo uma vez que as BM tém uma ocorréncia sazonal
(Tamele et al., 2023).

A possibilidade de os resultados deste estudo ndo implicar necessariamente a

auséncia de BM legisladas também pode ser justificada por estudos anteriores
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realizados na costa sul mogambicana. Por exemplo, a diatomécea Pseudo-nitzschia
sp. (produtor do &cido domdico) ja foi encontrado na Curva de Delagoa e Banco de
Sofala em 2007 (Pienaar, 1999) e na praia do Tofo, (Inhambane) em 2017 - 2018
assim como o préprio acido domoico (DA) em concentragcdes que variavam entre
0.241 e 49.4 pgDA L na agua (Kelchner et al., 2021). Niveis residuais de BM
paralisantes (PSP), nomeadamente dcSTX, GTX2+3, e STX também ja foram
encontrados na Atrina vexillum colhida em janeiro (més quente em Mocambique) de
2020 na llha do Inhaca, Cidade de Maputo (Tamele, Isidro et al., 2022). Assim sugere-
se mais estudos sobre BM em Mocambique periodicamente de modo a se ter dados

suficientes para se avaliar o risco das PST, AST e DST a Saude Publica.

Biotoxinas néo legisladas (emergentes) encontradas neste estudo PnTX A, D (Pinna
murica), PnTX E, F, PnTX G (Anadara antiquata, Solen capensis e Pinna sp) e SPX1
(Anadara antiquata e Solen capensis) sdo BM pertencentes ao grupo de iminas
ciclicas. Neste trabalho ndo foram detectadas PnTXs na Opheodosoma sp. e de facto
estudos que sustentam que esta estrela do mar seja vectora de BM sado muito
limitados, o que pode sugerir que ela ndo tenha capacidade de bioacumulacéo de
BM.

Nas amostras de Pinna Sp, Solen capensis e pinna Murica foram identificadas PnTX
em niveis moderados de concentracao, cujo perfil de toxinas € dominado pelas formas
esterificadas, ndo se observou um aumento das toxinas hidrolisadas e n&o
hidrolisadas ap6s o processo digestivo (Manita, 2017). Quanto ao tempo de
observacdo, recomenda-se a rejeicdo de amostras com um tempo mediano de
sobrevivéncia inferior a 24 horas, para ser possivel a detencdo dos ésteres, que

apresentam uma letalidade inferior & das toxinas livres (Artigas et al., 2007).

A Anadara antiquata por intermédio da cromatografia levou a obtencdo de
concentracfes de toxinas mais elevados do que as outras espécies. No entanto, as
concentracfes de Anadara antiquata obtidos, possuem toxinas nao hidrolisadas em
concentracfes mais elevadas do que as hidrolisadas, parece existir uma certa
reagcao do anticorpo com os ésteres que permanecem na fase metandlica (Artigas et
al., 2007). O aumento do PnTX n&o hidrolisadas na fragdo das amostras Anadara
Antiquata é acompanhado de uma marcada diminuicdo dos ésteres derivados de

PnTX. De um modo similar, pode-se observar um aumento do PnTX e a diminuigao
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dos respetivos ésteres nas amostras de Anadara Antiquata (Manita, 2017). A
bioacumulacdo das BM pela Anadara antiquata parece ser influenciada pelo
tamanho/idade, uma vez que nos organismos menores foram encontradas BM em
qguantidade maiorissima que nos organismos maiores. Isto poder ser explicado em
parte, pela capacidade de desintoxicacdo que pode ser elevada nos organismos
maiores. A discusséo da diferenca de BM nos organismos maiores e menores da
Anadara antiquata pode ser detalhada fazendo se bioensaios de exposicao

laboratorial de BM em vérios organismos destas espécies de bivalves.

As PnTXs e SPXs séo produzidas em Vulcanodinium rugosum (Rhodes et al., 2011)
e Alexandrium spp. (MacKinnon, 2003) respectivamente e ambos agem no sistema
nervoso e na juncao neuromuscular inibindo os receptores nicotinicos e muscarinicos
de acetilcolina (Hellyer, 2014). As BM iminas ciclicas ainda ndo sao legisladas
(emergentes) devido a limitacdo de dados toxicolégicos tanto agudos assim como
cronicos. Contudo, a Agéncia Francesa para Alimentos Seguros (ANSES) recomenda
a implementagdo dum programa de monitorizagdo de PnTXs em bivalves, sugerindo
um limite maximo de 23 pgkKg? de PnTX G, uma vez que foi verificado em ensaios
laboratoriais que uma concentracao acima desse limite, pode causar efeitos adversos
(Genet, 2019). Baseando nesse limite, pode se dizer que o nivel de PnTXs encontrado
nas amostras de Mogambique pode ndo constituir uma ameaca a Saude Publica pelo

menos para exposicado aguda, o que pode ser diferente para exposi¢ao cronica.

Algumas PnTXs encontradas neste estudo (PnTXs E, F e G) ja foram relatadas em
estudos anteriores realizados na costa mocambicana em amostras de bivalves
colhidas na Ilha do Inhaca nomeadamente Atrina vexillum, Pinctada imbricata e
Anadara antiquata com nivel de PnTXs variando de 2.4 e 14.3 ug PnTX kg™t em

ambos extractos hidrolisados e néao hidrolisados (Tamele, Isidro José; et al., 2022).
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6. CONCLUSOES E RECOMENDAGCOES

6.1. Conclusdes

Neste trabalho, foram encontradas as pinatoxinas (A, D, E, F, G) e espirolides (SPX1)
em varias espécies de bivalves nomeadamente Pinna murica (PnTX A e D), Solen
capensis (PnTX E, F, G e SPX1C), Pinna sp. (PnTX E, F e G), Anadara antiquata
(PNTX E, F e G e SPX1C).

Dos 7 conselhos comunitarios de pesca inquiridos (Escola de Pesca, Hanhane, Km16,
Katembe, Triunfo, Pescador e Macaneta), apenas 2 CCPs contém sistema de
conservacgao, secagem ou fumigacao do marisco e apenas 1 afirmou ter ouvido falar
de BM e que sdo muito toxicas. Todos os CCPs capturam varios peixes venenosos

incluindo, peixe-balédo (familia Tetraodontidae), peixe escrivdo (Eucinostomus gula).

Em relacdo a instituicbes de saude inquiridas (INS, HGJM e CSM), apenas CSM
confirmou casos de intoxicacdo humana envolvendo peixes e camarédo na Cidade
Matola enquanto o INS e HGJM confirmaram casos de intoxicacéo envolvendo carnes
e vegetais. O INS possui um departamento especifico e pessoal treinado para gestdo

de casos de intoxicacéo alimentar.

6.2. Recomendacdes

O Governo Mocambicano deve investir na criacdo de laboratorios para a
monitorizacdo de BM, esse programa € necessario pelo facto de o marisco ser
altamente vulneravel & contaminacéo por BM, o que ameac¢a Saude Publica. Alguns
paises africanos do Oceano indico como Africa do Sul ja possuem um programa
especifico de monitorizacdo BM. A questdo de BM € problema ambiental emergente
em Mogambique, por isso, neste trabalho recomenda-se um treinamento do pessoal

de saude na matéria de BM e criacdo de laboratérios para a triagem,

Recomenda-se também a conscientizacdo aos conselhos comunitarios de pesca
sobre o risco das BM assim como a populacdo em geral. Isto pode ser feito através

de divulgacéo de cartazes com espécies de marisco potenciais vectores de BM.
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ANEXOS

ANEXO | — Inquéritos aos Conselhos Comunitarios de Pesca

UNIVERSIDADE EDUARDO MONDLANE
FACULDADE DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA

Licenciatura em Quimica Ambiental

Trabalho do Fim do curso da estudante Benilde Francisco Chongole
Titulo: Biotoxinas Marinhas na costa mo¢ambicana: triagem e epidemiologia nas

cidades de Maputo e Matola.

INQUERITO - Recolha de experiéncias sobre biotoxinas marinhas/algas
marinhas nocivas junto das AssociacOes de Pescadores nas Cidades de

Maputo e Matola

Este inquérito destina-se exclusivamente a recolher ou partilhar experiéncias
relacionadas a ocorréncia de biotoxinas marinhas e ou algas marinhas nocivas no
marisco da costa de Mocambique juntos das associacdes dos pescadores nas
Cidades de Maputo e Matola. O resultado deste estudo sera para uso exclusivamente

cientifico e académico na Universidade Eduardo Mondlane

NOME DA ASSOCIACAO/CENTRO DE PESCA:
NUMERO DE MEMBROS:

DATA DA CRIACAO:

GPS DO ESCRITORIO:

OUTROS DADOS RELEVANTES:

Perguntas

1. Qual é o pescado capturado?

2. Existem sistemas de conservacao?
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Sim Nao ,

Se sim:2.1. Quais?

2.2. Quem séo os potenciais compradores?

3. Associacao conhece algum marisco venenoso (peixe, camardo, améijoa, etc.)?
Sim N&o

Sem sim: 3.1. Quais é esse marisco venenoso (nome local e em portugués)?

~ ~ I~~~ I~

3.2. Pode se comer esse marisco venenoso apds alguma preparacéo especial?
Sim N&o

Se sim: 3.3. Como se retira a parte venenosa?

3.4. Como se faz essa preparagao?

4. Associacao ja ouviu falar de algas marinhas nocivas?

Sim Nao

Se sim: 4.1. Quais séo essas algas marinhas nocivas (nome local e em portugués)?

~ N YN Y
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/ )

4.2. Como essas algas marinhas nocivas ocorrem?

5. Associacao ja ouviu falar de biotoxinas marinhas?

Sim Nao

Se sim: 5.1. Quais séo essas biotoxinas marinhas?

5.2. Como essas biotoxinas marinhas ocorrem?

6. Associacdo ja ouviu falar de casos de intoxicacdo, apds o consumo de algum
pescado?
Sim N&o

Se sim; 6.1. Quando?

6.2. Quantas pessoas foram intoxicadas?

6.3. Qual foi o marisco que comeram?

6.4. Quais 0s sintomas que essas pessoas apresentaram?

7. Existem questdes culturais relacionadas ao consumo de mariscos que podem fazer
mal em alguma fase da vida ou periodo do ano ou outra razao?

Sim Nao

Se sim:

7.1. Pode explicar?
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ANEXO Il — Inquéritos a Instituicdes de Saude

UNIVERSIDADE EDUARDO MONDLANE
FACULDADE DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA

Licenciatura em Quimica Ambiental

Trabalho do Fim do curso da estudante Benilde Francisco Chongole

Titulo: Biotoxinas Marinhas na costa mog¢ambicana: triagem e epidemiologia nas

cidades de Maputo e Matola.

INQUERITO - Recolha de experiéncias sobre toxinas marinhas/algas nocivas

junto das Unidades hospitalares/saude nas Cidades de Maputo e Matola

Este inquérito destina-se exclusivamente a recolher ou partilhar experiéncias
relacionadas a ocorréncia de biotoxinas marinhas e ou algas nocivas no
pescado/costa de Mogcambique junto das unidades hospitalares/saude nas Cidades
de Maputo e Matola. O resultado deste estudo sera para uso exclusivamente cientifico

e académico na Universidade Eduardo Mondlane
NOME DA UNIDADE HOSPITALAR/SAUDE:
GPS DA UNIDADE HOSPITALAR/SAUDE:
OUTROS DADOS RELEVANTES:

Perguntas

1. Aunidade ja registou algum doente envenenado por marisco venenoso (peixe,
camarao, améijoa, etc.)?
1.1 Sim 1.2 Nao

1.3. Se sim: quais 0s mariscos que mais sao registados com algum
envenamento/intoxicacao?
1. 2 3.

4. 5.

2. Existe algum tipo de divulgacdo em relac¢cdo a intoxicagdo por mariscos

marinhos para a comunidade?
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2.1 Sim 2.2 Nao

A unidade ja registou casos de intoxicagdo humana apds o consumo de algum

pescado?
3.1 Sim 32Nao__
Se sim: 3.3 Com que frequéncia sao registados casos de intoxicagdo por
toxinas marinhas? 1.Nunca 2. Pouco frequente 3. Muito
frequente__ 4. Quase sempre

Quantas se apresentam com intoxicagdo em média intoxicadas por més?

1-10 10-20 20-30 . maisde 50
Quais os mariscos mais frequentes relacionados & intoxicagdes?
1. 2 3.
4 5

Quais as intervengdes realizadas em casos de intoxicagao por toxinas marinhas?

. Quais séo os principais sintomas que foram detectados nas pessoas intoxicadas

por toxinas marinhas ou algas nocivas?
1. 2. 3.
4. 5

A unidade faz alguns diagndsticos para saber se trata de uma intoxicagdo por

toxinas marinhas?

a. Sim b Nao

8.1. Se sim: Quais sdo os métodos de diagnosticos?

9.

1. Sintomatico 2. Laboratorial 3. Ambos
A unidade ja registou caso de morte por intoxicagao por toxinas marinhas
9.1 Sim 9.2 Nao

9.1. Se sim, quais 0s principais mariscos associados a mortes por intoxicacao por

toxinas marinhas

1.

3.
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10.Quais sdo os grupos de pessoas mais vulneraveis a doengas transmitidas por
alimentos (como toxinas marinhas?)

1. Criangcas__ 1.1Mulheres
1.2 Homens

2. Adultos__ 2.1Mulheres
2.2 Homens

3. ldosos 3.1Mulheres
3.2 Homens
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