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Lista de abreviaturas

AD — Acido Domoéico

AO — Acido Ocadaico

ASP — Amnesic Shellfish Poison

AST — Amnesic Shellfish Toxin

AZP - azaspiracid poisoning

AZT - azaspiracid toxin

CFP — Ciguatera Fish Poison

CFT - Ciguatera Fiish Toxin

CTX — Ciguatoxina 1

DSP — Diarrhetic Shellfish Poison

DST - Diarrhetic Shellfish Toxin

DTX — Dinofisistoxinas

ELISA — Enzyme-linked immunosorbent assay (ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica)
HAB — Harmful Algal Blooms (proliferacdes de algas nocivas)
IPMA — Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera

NSP — Neurotoxic Shellfish Poison

NST — Neurotoxic Shellfish Toxin

PSP — Paralytic Shellfish Poison

PST — Paralytic Shellfish Toxin

PTX — Pectenotoxinas

STX — Saxitoxina

UE - Unido Europeia

YTX — lessotoxinas

LDso — Dose letal (Quantidade necessaria para causar a morte de 50% da amostra)
LOD - Limit of Detection (Limite de detecao)

LOQ - Limit of Quantification (Limite de quantificacéo).
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Resumo

A sindrome parética, de etiologia desconhecida, € uma das principais causas de admisséo nos
centros de recuperacao de fauna selvagem em Portugal e afeta principalmente aves marinhas,
como as gaivotas.

Entre outros, a intoxicacdo por biotoxinas marinhas paralisantes (PSP- Paralytic Shelfish
Poisoning), nomeadamente a saxitoxina (STX), tem sido equacionada como um dos principais

diagnésticos diferenciais, por desenvolver um quadro clinico compativel com esta sindrome.

O presente estudo teve como objetivo determinar a exposicao de duas espécies de gaivotas a
STX e correlacionar com a severidade da sindrome apresentada por estas espécies. Para esta
finalidade, determinou-se as concentragbes de saxitoxina, através de um ensaio
imunoenzimatico (ELISA), em amostras de figado (n=23) das espécies de gaivota Larus fuscus
(n = 17) e Larus michahellis (n = 6) admitidas ao Centro de Reabilitagdo de Animais Marinhos —
CRAM / Ecomare entre agosto de 2019 e abril de 2021. Estes animais apresentavam um quadro

clinico compativel com a sindrome parética.

Das 23 amostras analisadas, 3 apresentaram concentracfes de STX entre 11,1ng/mL e 17,2
ng/mL, com uma frequéncia de 16% nos animais com suspeita de intoxicacdo por biotoxinas.
Nas restantes amostras os valores de concentragdo de saxitoxina encontravam-se abaixo do
LOQ.

Atendendo a problematica das biotoxinas na saude humana e animal e tendo em conta os
resultados preliminares obtidos neste estudo, refor¢a a importancia da realizacdo de estudos de
biomonitorizagdo da STX utilizando as gaivotas como biomonitores (animais no topo da cadeia
alimentar e com uma ampla distribuicéo geografica). A continuidade da realizagdo destes estudos
também se verifica importante para melhorar o conhecimento sobre a etiologia da sindrome

parética que afeta estes animais.

Palavras-chave: Aves marinhas, biomonitorizacdo, biotoxina, ELISA, gaivota, Laridae,

reabilitagdo, saxitoxina, selvagem, toxinas paralisantes.



Abstract

The paretic syndrome, of unknown etiology, is one of the main causes of admission to wildlife
rescue centres in Portugal and it mainly affects seabirds such as seagulls.

Among others, intoxication by paralytic marine biotoxins (PSP - Paralytic Shelfish Poisoning),
namely saxitoxin (STX), has been considered as one of the main differential diagnoses, as it

develops a clinical picture compatible with this syndrome.

The present study aimed to determine the exposure of two species of gulls to STX and to correlate

with the severity of the syndrome presented by these species.

For this purpose, saxitoxin concentrations were determined by an enzyme immunoassay (ELISA)
in liver samples (n = 23) of the species Larus fuscus (n = 17) and Larus michahellis (n = 6) that
were admitted to the Centro de Reabilitacdo de Animais Marinhos - CRAM / Ecomare, between
August 2019 and April 2021.

Of the 23 samples analyzed, 3 presented saxitoxin values between 11.1 and 17.2 ng/mL, with a
frequency of 16% of the animals with suspected saxitoxin poisoning. In the remaining samples,
the saxitoxin concentration values were below the LOQ.

Based on these preliminary results, and given the problem of biotoxins in human and animal
health, it reinforces the importance of conducting STX biomonitoring studies using seagulls as
biomonitors (animals at the top of the food chain and with a wide geographic distribution). The
continuity of these studies is also important to improve knowledge about the etiology of the paretic

syndrome that affects these animals.

Key words: Biomonitoring, biotoxin, ELISA, gulls, Laridae, paralytic shellfish toxins, rehabilitation,

saxitoxin, sea birds, wildlife.



1.Introducéao geral

A sindrome parética € uma das principais causas de admiss&o nos centros de recuperagéo de
fauna selvagem em Portugal. De etiologia desconhecida, afeta principalmente aves marinhas,
como as gaivotas, mas também patos e aves limicolas.

As gaivotas séo consideradas excelentes biomonitores, nao sé pela sua ampla distribuicéo, tanto
em mar como em terra, como devido a sua posicdo no topo da cadeia alimentar, sendo animais
predadores e oportunistas, que incluem na sua dieta desde peixe, aves jovens, crustaceos,
bivalves a animais mortos e até desperdicios humanos.

Assim, o presente estudo teve como principal objetivo contribuir para o conhecimento desta
sindrome, que afeta um elevado nimero de aves em Portugal (8% e 14,2% das causas de
admissdo no Centro de Recuperacdo de Animais Silvestres de Lisboa — LXCRAS em 2018 e
2019 respetivamente; 2432 aves da familia Laridae, no Centro de Recuperagéo e Investigagdo
de Animais Selvagens — RIAS, entre 2010 e 2019; e 193 aves no Centro de Reabilitacdo de
Animais Marinhos — CRAM / Ecomare entre 2017 e 2020). Assim sendo, foi formulada uma
hipotese para dar resposta a pergunta “qual é a etiologia” da sindrome parética. Foi equacionada
a possibilidade de se tratar de uma sindrome de causa toxicolégica, podendo dever-se a
presenca de uma biotoxina marinha, a saxitoxina.

Adicionalmente, existem registos da monitorizacao feita pelo Sistema Nacional de Monitorizacéo
de Moluscos Bivalves que nos mostram a presencga ocasional desta biotoxina ao longo do
territdrio nacional.

Para tal, procedeu-se a quantificacdo das concentragfes de saxitoxina em duas espécies de
gaivota admitidas num Centro de Recuperagéo, que apresentaram um quadro clinico compativel
com esta sindrome. Foi ainda objetivo correlacionar a presenca da biotoxina usada como
biomarcador com a severidade da sindrome nestas espécies.



1.1. Sindrome parética
1.1.1. Aves marinhas suscetiveis

A sindrome parética caracteriza-se pelo desenvolvimento de paresia progressiva, com inicio nos
membros posteriores afetando posteriormente as asas, impossibilitando as aves afetadas de se
manterem em estacéo e desenvolverem a marcha e, consequentemente, iniciarem o voo. Esta
paresia afeta um elevado nimero de animais: 2432 aves da familia Laridae deram entrada no
RIAS — Centro de Recuperacao e Investigacdo de Animais Selvagens, entre 2010 e 2019 (Ben-
Gigirey, et al., 2021), e 193 aves no Centro de Reabilitacdo de Animais Marinhos — CRAM /
Ecomare entre 2017 e 2020. E normalmente acompanhada de dispneia — muito ligeira a severa
—, perda de massa muscular e fezes diarreicas e esverdeadas e afeta varias aves marinhas, das
guais se destaca a familia Laridae, nomeadamente as aves do género Larus, do qual fazem parte

as comummente conhecidas gaivotas.

As aves marinhas, normalmente, alimentam-se e reproduzem-se em zonas de aguas frias, pouco
profundas, ao longo da orla continental em estuarios ou em ilhas (Monticelli et al., 2007), onde
ha maior quantidade de alimento disponivel (peixes pelagicos, crustaceos, moluscos e bivalves
(Montevecchi & Myers, 1996), devido ao facto de serem zonas com maior concentracdo de
clorofila (Ceia et al., 2014; Paiva et al., 2013).

No entanto, as gaivotas, também podem ser observadas em campos agricolas, aterros sanitarios
ou salinas, devido aos seus habitos alimentares oportunistas, alimentando-se regularmente de
desperdicios humanos (domésticos, atividades piscatérias), aumentando assim a sua
capacidade de sobrevivéncia e alargando o seu espectro alimentar (Christel et al., 2012; Moreno
et al., 2010).

Em Portugal ja foram observadas 19 diferentes espécies de gaivotas (Meirinho et al., 2014),
sendo que as que ocorrem em maior nimero sao as seguintes: a Gaivota-de-patas-amarelas
(Larus michahellis) — a Unica que é considerada residente — e a Gaivota-d’asa-escura (Larus

fuscus) — maioritariamente migradora invernante (Equipa Atlas et al., 2018; Meirinho et al., 2014).

1.1.2. Caracterizacao clinica

As aves afetadas pela sindrome parética caracterizam-se pela perda de peso e de massa
muscular, sinais neuroldgicos (falta de coordenagdo motora e a perda da capacidade de
locomocgdo e voo), sinais respiratérios (dispneia e congestédo pulmonar), e gastrointestinais (fezes
diarreicas de cor esverdeada, inflamacdo e congestdo gastrointestinal), podendo culminar na
morte (Gibble & Hoover, 2018). Estes animais podem também apresentar hipotermia, devido ao
facto de se manterem molhados, por ndo conseguirem movimentar-se, para sair da agua ou para

se abrigarem da chuva.



Devido a falta de estudos in vivo, ndo € possivel determinar o grau de toxicidade que cada
individuo apresenta (Gibble et al., 2021), contudo, de acordo com a severidade da sintomatologia
apresentada esta pode ser classificada empiricamente, tal como descrito por Ben-Gigirey et al.
(2021) na Tabela 1. De salientar, no entanto, que a classificacdo depende da avaliacdo feita em

cada Centro de Recuperacdo, assim como os protocolos terapéuticos implementados.

Tabela 1 — Classificacdo da sintomatologia apresentada por gaivotas com Sindrome Parética, de acordo
com Ben-Gigirey et al., 2021.

Grau Sintomatologia

Mantém a capacidade de locomocdao, alimenta-se autonomamente;
Diarreia;

Incapacidade de voo;

Asas caidas.

Incapacidade de se manter em estacao, apoio nos tarsometatarsos;
2 e Ligeira perda de massa muscular;
e Diarreia.

Paralisia dos membros posteriores;
Dispneia ligeira;

Paralisia parcial da membrana nictitante;
Anorexia

Diarreia.

Dispneia severa;

Dificuldade para manter o pescoco elevado;
Paralisia total da membrana nictitante;
Perda severa de massa muscular;

Diarreia.

Paralisia total de todo o corpo;
Respiragdo muito débil;
Diarreia;

Morte rapida.

(63
e o o o

1.1.3. Etiologia da sindrome parética

Por se tratar de animais selvagens, a avaliagdo da exposi¢cdo dos animais afetados torna-se mais
dificil, pois ndo é possivel saber o periodo de tempo decorrido apds exposicéo, a quantidade de
alimento ingerido, a atividade fisica e a distancia percorrida apds contacto com o agente

causador.

A paralisia em aves pode ter varias causas, que foram resumidas por Sonne et al. (2012) (Tabela
2), podendo ser provocada por deficiéncias nutricionais, atribuida a causas de natureza infeciosa,
ou de origem toxicoldgica, por exposi¢cdo a contaminantes ambientais (como metais pesados ou
pesticidas) ou a biotoxinas (onde se inclui a toxina botulinica e a saxitoxina). Contudo, no caso
das deficiéncias nutricionais, a hipovitaminose B é caracterizada por uma anorexia extrema
(Swayne & Glisson, 2013) e esta quase sempre associada a outras patologias (infecdo por

Clostridium botulinum ou intoxicagdo por chumbo, por exemplo) (Sonne et al., 2012; Swayne &



Glisson, 2013). No caso de deficiéncia em vitamina D e E/Selénio, as paralisias ocorrem no
decorrer da evolucao dos outros sinais clinicos (raquitismo e paralisia neural, no caso da vitamina
D; e tor¢cdo do pescoco e prostracdo, no caso da vitamina E) (Swayne & Glisson, 2013). Nas
restantes deficiéncias nutricionais (vitamina A, magnésio e célcio) os sinais clinicos diferem
bastante dos sinais apresentados por esta sindrome parética (Pattison et al., 2008) (ver Tabela
2).

Relativamente as doencas infeciosas, as mais relevantes sdo as de Newcastle e de Marek, por
terem um quadro clinico mais semelhante. No entanto, no caso da doenca de Newcastle, as aves
apresentam paralisia unilateral das asas (podendo, ou nado, evoluir para bilateral) (Heckert et al.,
1996; Thomas et al., 2007) e raramente ocorrem lesdes respiratérias (Swayne & Glisson, 2013).
Na doenca de Marek, quando ocorre parélise, esta € assimétrica e as aves apresentam-se com
um dos membros posteriores fletido e o outro estendido, em direcBes opostas e a paralisia do

nervo vago pode causar dificuldades respiratérias (Swayne & Glisson, 2013).

Dentro das causas de exposi¢cdo ambiental, as intoxica¢des por metais pesados e pesticidas séo
comuns e podem apresentar alguns sinais clinicos semelhantes a esta sindrome (Sonne et al.,
2012). Os metais pesados acumulam-se nos solos e leitos de rios, lagos e lengéis de 4gua,
através de desperdicios de atividades industriais, agricolas, de pescas, caca ou exploragdo
mineira (He et al., 2005; Schaller et al., 2011). Destes, o chumbo (Pb), o cobre (Cu) e o mercurio
(Hg) sdo comummente encontrados no meio ambiente e sao prejudiciais para a saide (humana
e animal) por apresentarem elevada toxicidade,por se manterem disponiveis no meio ambiente
e por sofrerem bioacumulacéo e biomagnificacéo nos tecidos dos animais (Edwards et al., 2017;
Ferreyra et al.,, 2009; Godwin et al., 2016; Hollamby et al., 2004). Os metais pesados sao
arrastados com as correntes, depositando-se nas zonas onde o fluxo aquéatico € mais fraco
(Schaller et al., 2010; Schaller & Machill, 2012).

Nas aves marinhas, a intoxicacdo por metais pesados pode ocorrer por ingestdo de peixes
contaminados (Godwin et al., 2016) ou pela ingestédo direta de corpos estranhos, como anzais,
chumbos de pesca ou chumbos de caca, por exemplo (Hollamby et al., 2004; Pain et al., 2019;
Yoon et al., 2006). No caso da intoxicagcdo por chumbo, a causa de contaminagdo em aves mais
comum € a ingestdo de chumbos da caca. As aves inicialmente sofrem paralisia das asas,
perdendo assim a capacidade de voo, mas mantém a capacidade de locomocéo (Beyer et al.,
2000; Friend & Franson, 1999; Strom et al., 2009).

Relativamente a outras causas de origem toxicologica, podemos destacar a toxina botulinica tipo
C e E (Friend & Franson, 1999) e a saxitoxina, uma toxina paralisante (PST - Paralytic Shellfish
Toxin), como sendo duas etiologias provaveis, com sintomatologia compativel com a que se
observa nesta sindrome parética. No entanto, no caso do botulismo, apenas as aves moribundas
apresentaram dificuldades respiratérias numa série de eventos de mortalidade em massa que

ocorreram na Suécia entre 2000 e 2004 (Friend & Franson, 1999; Neimanis et al., 2007).



Outra biotoxina marinha associada a esta sindrome é o acido domoéico, pela sintomatologia, uma
vez que provoca fezes diarreicas e prostracdo. Esta biotoxina pode ser muitas vezes
concomitante com a saxitoxina (Gibble et al., 2021; van Hemert et al., 2020; Work et al., 1993),
apesar de nao causar paralisia muscular. Os sinais clinicos associados a intoxicagao por acido
domadico e saxitoxina podem ser, na pratica clinica, dificeis de distinguir (Shumway et al., 2003)
nos casos em gue a ave ndo apresente como sintomatologia, a paresia marcada e a dispneia,

caracteristicas da intoxicacado por STX (Gibble et al., 2021; Gibble & Hoover, 2018).

Estudos recentes apontam para uma correlacdo entre a ocorréncia da sindrome e o aumento
subito de biotoxinas na agua, motivado por Harmful Algal Blooms (HAB) (Glibert et al., 2014;
Vale, 1999), nomeadamente as neurotoxinas acido domoico e saxitoxina (Gibble et al., 2021). A
proliferacé@o de algas € um fendmeno natural com registos da sua ocorréncia ao longo da historia,
embora mais estudados a partir dos anos 70 (Shumway et al., 2018), sendo atribuidos a varias
causas, dependendo da(s) espécie(s) de algas envolvidas (Wells et al., 2020). Nos ultimos anos
0 numero de registo de eventos de HAB tem aumentado em todo o mundo (McCabe et al., 2016;
OBIS, 2017), em parte explicado pelo aumento da temperatura das aguas e consequente

aumento de nutrientes (Gobler, 2020; Hallegraeff, 1993).



Tabela 2 - Diagnésticos diferenciais de paralisia aviaria (adaptado de Sonne et al., 2012).

Etiologia

Agente quimico/
biol6gico/elemento
essencial

Quadro clinico caracteristico

Biotoxinas

Botulismo (Tipos
C,E)

Toxina botulinica
(Clostridium botulinum)

Perda da fun¢éo muscular, paralisia/flacidez dos membros
posteriores, anteriores, pescoco e palpebras.

Biotoxinas
paralisantes (PSP)

Saxitoxina (cianobactérias
e dinoflagelados)

Paralisia espastica, dispneia/taquipneia, incapacidade de se
manter em estacéo, cabeca caida e olhos fechados.

Nutricionais

Deficiéncia em
Vitamina B

Tiamina

Anorexia, deficiente locomogéo, aparente paralisia dos dedos,
paralisia de membros posteriores e anteriores.

Deficiéncia em
Vitamina D

Vitamina D

Raquitismo. Paralisia neural.

Encefalomalacia
aviaria

Vitamina E / Selénio

Torg&o do pescocgo, prostragdo e ataxia.

Deficiéncia em

Hiperqueratose, alteracdes da mucosa e pele e insuficiéncia renal

— Vitamina A -
Vitamina A podem causar paralisia neural.
. . o Fragueza muscular, céibras, espasmos, parestesia da
Hipocalcemia Calcio . ) ~
extremidade distal e convulsoes.
Fraqueza muscular, céibras, irritabilidade neuromuscular
Hipomagnesemia Magnésio acentuada, convuls@es, ataxia, nistagmos e alteragcdo do estado
mental. Pode originar deficiéncia secundaria de tiamina.
Contaminantes
ambientais
Ataxia, convulsdes, letargia, fragueza muscular, incapacidade de
Chumbo . ~
voo, dificuldade de locomogédo, coma, morte.
Metais pesados
Mercurio Parestesia, ataxia, deficiéncia sensorial.
Cobre Anorexia e paralise dos membros posteriores.

Pesticidas

Organoclorados

Ataxia, espasmos, contor¢des, paralisia, tremores e convulsdes.

Organofosfatos

Tremores, espasmos, dispneia, convulsdes, asas descaidas.

Infeciosos

Encefalomielite
aviaria

Hepatovirus

Ataxia progressiva, tremor muscular, tremor da cabega e pescogo,
paralisia e morte.

Encefalite fungica

Aspergillus spp. e
Ochroconis gallopava

Paralisia, incoordenagdo motora, decubito lateral.

Doenca de Marek

Herpes virus

Paralisia progressiva dos membros posteriores e anteriores,
tor¢do do pescoco, perde de peso, dificuldades respiratérias,
lesdes oculares e deficiéncia visual, diarreia, fome e morte.

vacuolar aviaria

possibilidade de toxina
(Aetokthonos hydrillicola)

Doenca de L L Desconforto respiratdrio, paralisia dos membros posteriores e
Paramixovirus aviario . ~
Newcastle anteriores, torgdo do pescogo e morte.
. . Desconhecido - . = . L ~
Mielinopatia Incapacidade de locomog&o, anisocoria, rigidez muscular e torcao

do pescoco.




1.2. Biotoxinas marinhas

1.2.1. Caracterizacao das biotoxinas

As biotoxinas marinhas séo classificadas e agrupadas de acordo com a sua atividade téxica ou
sintomas que provocam: Paralisantes, Diarreicas, Amnésicas ou Neurotdxicas. A estas quatro
podemos juntar as intoxicacdes por azaspiracidos e por ciguatera (Sampayo et al., 1997; Vale,
2004; Vale et al., 2008).

A intoxicacdo paralisante (PST) é causada pela saxitoxina (STX) (e seus analogos), a qual é
considerada como a biotoxina marinha mais perigosa e mais fatal. A intoxicagdo ocorre apenas
por ingestdo de alimento contaminado, ndo sendo conhecida outra forma de exposicdo (Kao,
1993).

A intoxicagdo diarreica (DST) € causada pelo &cido ocadaico (AO) e seus analogos:
dinofisistoxinas, pectenotoxinas e iessotoxinas (Reguera et al., 2014; Shumway et al., 2018),
embora as Ultimas duas sejam atualmente consideradas toxinas concomitantes com a primeira,

sem que causem toxicidade (Lawrence et al., 2012). O AO é um poliéter lipofilico.

No caso da intoxicagdo amnésica (AST) esta ocorre por a¢do do acido domaoico, um aminoacido
solavel em &gua (Falk et al., 1991), cujo interesse foi despertado apds os primeiros eventos
registados de morte por intoxicagdo em humanos, em 1987, apos ingestao de mexilhdes-comuns

(Mytilus edulis) contaminados (Bates, 1989).

Na intoxicagcdo neurotoxica (NST) a toxina responsavel é a brevetoxina. Estas neurotoxinas
ocorrem com frequéncia no Golfo do México e ao largo da Florida (Shumway et al., 2018; Watkins
et al., 2008).

A intoxicag@o por azaspiracidos (AZT) foi descoberta mais recentemente nos Paises Baixos, em
1995 (Shumway et al., 2018). Este grupo de toxinas ja se encontra incluido nos programas de
monitorizacdo de toxinas em Portugal (IPMA, 2021b), mas ainda n&o é monitorizada nos Estados
Unidos da América (Kim et al., 2017; WHOI, 2019).

A intoxicacdo por ciguatera (CFT) ocorre por ingestdo de peixe contaminado com ciguatoxinas.
A sua monitorizacéo ainda ndo é feita pelos paises membros da Unido Europeia, apesar de terem
sido reportados casos de intoxicacdo nos arquipélagos da Madeira e Canarias (ASAE, 2016).
Em 2016 iniciou-se um projeto para o estudo e caracterizacdo de risco da ciguatera (EFSA,
2016).

Na Tabela 3 estdo descritas as espécies de algas responséaveis, toxinas produzidas e

sintomatologia apresentada em cada um dos grupos de biotoxinas marinhas.
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Tabela 3 - Biotoxinas marinhas: Resumo de espécie de algas, toxinas produzidas e sintomatologia
observada em humanos.

. - . . . Referénci
Sindrome Espécie de alga Toxina produzida Sintomas € ese cla
Gastrointestinais: nduseas,
Intoxicagaio vémitos, cdlicas e diarreia; Lelong et
Amnésica (AST) Pseudo-nitzschia spp. | Acido doméico Neurolégicos: dor~de cabeca, al., 2012
tonturas, convulsdes, perda de
memdria de curto prazo e coma.
Reguera et
Intoxicagéo Dinophysis spp., Acido ocadaico e | Gastrointestinais: Diarreia intensa, | al., 2014;
Diarreica (DST) | Prorocentrum spp. analogos vomitos e dor abdominal. Shumway
etal., 2018
Gastrointestinais: diarreia,
Intoxicacio vOomitos, dor abdominal; Shumway
,G. Karenia brevis, . Neuroldgicos: dor muscular, et al., 2018;
Neurotoxica Brevetoxinas . )
(NST) Chattonella spp. tonturas, prurido, suores, tremores | Watkins et
e “formigueiro” dos labios e boca e |al., 2008
sensagédo térmica invertida.
Alexandrium s Neuroldgicos: parestesias orais,
L o Pp-, fala incoerente, disartria, ataxia e )
Intoxicac&o Gymnodinium o S Kao, 1993;
. Saxitoxina e paralisias;
Paralisante catenatum, analogos Gastrointestinais: Nauseas e Shumway
(PST) Pyrodinium 9 astroin ' etal., 2018
bahamense vomitos;
Respiratorios: dispneia/taquipneia.
. L. Krock et al.,
Intoxicacéo por - . Neuroldgicos;
. Azadinium spinosum, L, . o . . 2012,
azaspiracidos . Azaspiracidos Gastrointestinais: diarreia, vomitos
(AZT) Amphidoma e NAUSeas Shumway
' et al., 2018
Gastrointestinais: diarreia, .
_ . Fire &
vomitos, dor abdominal;
L Dolah,
. » Neurologicos: dor muscular,
Intoxicagéo por _— . . . 2012,
. Gambierdiscus spp Ciguatoxina tonturas, prurido, suores, tremores :
ciguatera (CFT) « o L Friedman et
e “formigueiro” dos labios e boca;
. al., 2008,
Cardiovasculares: Choque 2017

cardiovascular

1.2.2. Problematica na sautde Humana e Animal

A ingestdo de biotoxinas provenientes da ingestdo de moluscos bivalves afeta toda a cadeia

alimentar: moluscos bivalves, peixes herbivoros, cefaldpodes, focideos, cetaceos, aves e

humanos (Shumway et al., 2018).

Existem registos de mortes em massa atribuidas ao consumo de alimento contaminado devido

a surtos de HAB (Lefebvre et al., 2016; Shumway et al., 2003), com diferentes espécies de aves

como o Zarro-americano (Aythya affinis) (Forrester et al., 1977), a torda-miuda-de-kittlitz

(Brachyramphus brevirostris) (Shearn-Bochsler et al., 2014), o pelicano-pardo (Pelecanus

occidentalis) ou o corvo-marinho-de-Brandt (Phalacrocorax penicillatus) (Work et al., 1993).
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Em Chubut, na Argentina, estda documentada a ocorréncia de eventos frequentes de HAB
(Montoya, 2019; Sastre et al., 2018) e ha inUmeros registos como 0s que ocorreram em 2003 e
2006, com morte em larga escala de aves marinhas: Pinguins de Magalhdes (Sphenicusmagel
lanicus), trinta-réis-de-bico-vermelho (Sterna hirundi nacea), corvos-marinhos (Phalacrocorax
spp.) e mergulhdes-grandes (Podiceps major). Estes casos foram associados a intoxicagdo por
saxitoxinas, apesar de nao ter sido testada a presenca destas em 2003, devido ao histérico da
sua presenca no local (Shumway et al.,, 2003) e aos resultados pouco especificos para a
presenca de saxitoxina (mas que excluiram a presenca de acido doméico) em 2006 (Montoya &
Carreto, 2007).

Em Portugal, o programa de monitorizacédo de toxinas paralisantes foi implementado em 1986.
No ano seguinte iniciou-se a monitorizacdo das toxinas diarreicas e em 1996 a monitorizacao
das toxinas amnésicas (Sampayo et al., 1997). Atualmente, a monitorizacdo regular dos niveis
destas 3 categorias de toxinas esta a cargo do Sistema Nacional de Monitorizacdo de Moluscos

Bivalves, do Instituto Portugués do Mar e Atmosfera (IPMA, 2021a).

A Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) adicionou, em 2008, os bivalves
e moluscos ao seu Codex Alimentarius, de forma a regulamentar o seu consumo, alertar e

prevenir a contaminagdo com estas biotoxinas (FAO, 2015).

Na Uni@o Europeia foram estabelecidos limites méximos de biotoxinas marinhas para comércio
de moluscos bivalves através do Regulamento (CE) n° 853/2004 do Parlamento Europeu e do
Conselho de 29/04/2004 (cujo anexo Il foi posteriormente corrigido através do Regulamento (UE)
n. 786/2013 da Comissédo de 16 de agosto de 2013, relativamente as iessotoxinas). Estes limites
méaximos estdo resumidos na Tabela 4.

Tabela 4 - Limites maximos de biotoxinas marinhas em quantidades totais (Instituto Portugués do Mar e
da Atmosfera, 2019)

‘ Classificagao Limite Maximo Referéncia

‘ Toxinas Paralisantes (PST) 800 pg de STX e equivalentes/kg

‘ Toxinas Amnésicas (AST) 20 mg de acido domdico e epimero (AD+AE)/kg (Unid
nido

Acido ocadaico, dinofisistoxinas e

pectenotoxinas (DST) 160 pg de equivalentes de acido ocadaico/kg Europeia, 2004)
Azaspiracidos (AZA) 160 pg de equivalentes de azaspiracidos/kg
lessotoxinas (YTX) 3,75 mg de equivalente de iessotoxinas/kg (Unido
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1.2.3. Saxitoxina

As toxinas paralisantes sao produzidas por dinoflagelados (que sdo maioritariamente marinhos,
mas também de agua doce (Petruzzello, 2017)) do género Alexandrium (como A. tamarense e
A. cantenella (Lefebvre et al., 2008) e das espécies Gymnodinum catenatum (ambos em regides
temperadas) e Pyrodinium bahamense (regides tropicais) (Basti et al., 2018; Bolch & de Salas,
2007; 1. L. Carvalho et al., 2019; Vale, 2019) e por cianobactérias (Gad, 2014; Pereira et al., 2000;
WHO, 2019) dos géneros Lyngbya, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Anabeana,
Planktothrix, e Rivularia (Wiese et al., 2010). Estas acumulam-se no organismo de seres vivos
que se alimentam por filtracdo, como os bivalves (ameijoas, mexilhfes, berbigdes) e outros
invertebrados filtradores (Lefebvre et al., 2008; Wiese et al., 2010), que sao 0s seus principais
vetores, mas também de varias espécies de peixes como a galeota (ou sandilho), da familia

Ammodytidae.

A saxitoxina (STX) é a principal e mais potente toxina paralisante, e foi primeiramente
reconhecida em 1957 (Schantz et al., 1957) numa espécie de bivalve endémica da costa oeste
dos Estados Unidos da América, a ameijoa-amarela do Alasca — Saxidomus gigantea, de onde
teve origem o0 nome da toxina. Existem 57 analogos da STX descritos até ao momento (Wiese et
al.,, 2010), designadamente a neosaxitoxina (neoSTX), as goniautoxinas (GTX) e a

descarbamoilsaxitoxina (dc-STX). Esta biotoxina é lipofilica e, por isso, poderd sofrer
bioacumulagéo (Wiese et al., 2010).

Segundo Hallegraeff et al. (2004) ocorrem anualmente perto de 2000 casos de intoxicacdo, em
humanos, por ingestdo de alimento contaminado com toxinas paralisantes, com uma taxa de
mortalidade de 15%. E importante ter em considerac&o que estes valores dependem do nivel de
intoxicagdo, da assisténcia prestada e da monitorizacdo dos individuos que sofrem exposi¢éo,

como refere Kao (1993).

Em Portugal, sabe-se que as intoxica¢des paralisantes sdo raras nos humanos (Vale, 2019) e
acontecem em casos de ingestdo de alimentos contaminados com a toxina. O mesmo autor
refere que em Portugal os casos de intoxicacdo em que necessitaram de internamento hospitalar,
ocorreram sempre no outono (altura em que a temperatura média da 4gua do mar na costa oeste
europeia é mais elevada), havendo uma correlacdo com os valores medidos pelo Sistema

Nacional de Monitoriza¢éo de Moluscos Bivalves (Vale, 2019).

A sintomatologia apresentada em casos de intoxicagdo em humanos é, tal como nos casos
descritos em aves, maioritariamente neurol6gica, com parestesias orais, fala incoerente, ataxia,
tonturas e nauseas, vomitos, disfagia e disartria (Etheridge, 2010; Gessner et al., 1997), dispneia
0ou mesmo apneia, como acontece nos casos fatais (Vale, 2019). Em 2002, na Patagonia chilena
foi registada, na autdpsia, a presenga de edema pulmonar em duas vitimas mortais causadas
pela ingestdo de mexilhao-de-Magalhdes (Aulacomya ater) (Garcia et al., 2004). Dependendo da
guantidade ingerida, além de causar paralisia pode também ser fatal (Vale, 1999), o que levou a

que esta toxina tenha sido produzida e usada como arma quimica nos Estados Unidos da
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Ameérica nas décadas de 50 e 60 do século XX. O LDsoda STX em humanos € 5.7 ug/kg (Nguyen
et al., 2021; Patwa & Flora, 2020) sendo, por isso, cerca de 1000 vezes mais téxica do que, por
exemplo, o gés sarin (Stewart, 2006) e faz parte da lista da Convengéo sobre as Armas Quimicas
(United Nations, 1993). Apos a exposicdo a STX, a morte pode ocorrer em 3 a 4 horas (Garcia
et al., 2004).

Em pombos, o LDso por ingestéo é 91 pg/kg, em ratos € 263 pg/kg, em gatos € 254 pg/kg e em
galinhas é de 3 ug/kg (injetavel) (Llewellyn, 2006).

O mecanismo de acao da saxitoxina baseia-se no bloqueio dos canais de sodio ao longo das
células nervosas, suprimindo a transmissao de impulsos nervosos (Cusick & Sayler, 2013; O’Neill
et al., 2016), podendo dar origem a paralise motora e respiratéria (Chorus & Bartram, 1999).
Garcia et al., em 2010, demonstrou, laboratorialmente, que a metaboliza¢@o da saxitoxina ocorre

no figado humano, através da oxidagao e da conjugacgéo por 4cido glucurénico.

Apesar de ser considerada uma neurotoxina, a saxitoxina apresenta ndo apenas sintomas

neurolégicos, mas também gastrointestinais.

1.2.3.1. Ocorréncias reportadas

Em Portugal o primeiro caso reportado de intoxicagéo por toxinas paralisantes, em humanos — e
um dos primeiros na Europa —, aconteceu na zona das Caldas da Rainha, com a contaminacgéo
a ter origem na Lagoa de Obidos. Aconteceu em 1946 e afetou “cerca de 100 pessoas”, tendo
sido fatal para 6 pessoas (5 eram criangas) apos “ingestdo de marisco” (Correia, 1946). Na
localidade de Reguengo da Parada, também no concelho de Caldas da Rainha, em 1955,
ocorreu a intoxicagdo de 21 pessoas (e a morte de uma crianga), com origem em bivalves
provenientes da Lagoa de Obidos, levando & implementagdo do primeiro estudo com bioensaios
in vivo (em murganhos) para pesquisa de toxinas paralisantes (Pinto & e Silva, 1956) em
Portugal. Em outubro de 1994, ja depois de implementado o plano nacional de monitorizacéo de
biotoxinas (para as PSP e DSP), ocorreu novo surto, na zona da Ericeira, onde 9 pessoas foram
hospitalizadas com sintomatologia neurolégica apos ingestdo de bivalves, apesar da proibicdo
por parte das autoridades (M. de Carvalho et al., 1998). Mais recentemente, no outono de 2018
ocorreu um aumento significativo (IPMA, 2018b) de contaminag&o por toxinas paralisantes, com
interdicdo de apanha de moluscos na regido de Lisboa e Setubal (IPMA, 2018a), resultando na
hospitalizacdo de dois individuos, apos ingestdo de mexilhdo-comum (Mytilus spp.) (Carvalho et
al., 2019).

Relativamente a ocorréncia em aves, os dados relativos aos principais eventos de morte por
intoxicacdo por saxitoxina foram compilados por Ben-Gigirey et al. (2021) e estdo resumidos na
Tabela 5, onde é possivel observar quais as espécies afetadas, assim como a localizacéo do
evento, a data, qual o tecido que foi sujeito a andlise laboratorial e quais as concentracdes
registadas (ug STXeeqgekg?). O valor registado mais elevado foi detetado no trato digestivo de
uma Gaivota-tridactila (Rissa tridactyla), em 2008 em Quebec, no Canada com a concentragcéo
de 1340 pug STX/kg?! (Starr et al., 2017).
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Tabela 5 - Niveis de saxitoxina detetados em ocorréncias anteriores (adaptado de Ben-Gigirey et al.,

2021)
Intervalo de
Nome cientifico Local/Ano Tecido testado concgntragoes Referéncia
(comum) registadas
(Mg STX-eqskg™)
Trato digestivo <LOD-960,0
Alca torda Quebec (Starr et
Torda-mergulheira 2008 al., 2017)
Figado <LOD-150,0
Conteldo gastrico
. <LOD-216,0
Brachyramphus Kodiak Island, superior (Shearn-
Brevirostris Alaska Figado 56.3-106,4 Bochsler et
Torda-mitida-de-kittlitz | 2011-2012 al., 2014)
Rim 27,9
Trato digestivo 64,0-700,0
Cepphus grylle Quebec (Starr et
Airo-de-asa-branca 2008 al., 2017)
Figado <LOD-410,0
Fratercula cirrhata St. paul Island
Papagaio-do-mar Alaska Conteudo gastrico e 3195 (Jones et
cloacal al., 2019)
adornado 2016
Conteudo gastrico e 46,0
cloacal
Conteudo géstrico <LOQ-149,0
le’": Berin Sea, Estdmago 12,0-53,0
Alaska P -
2017 Conteudo intestinal 21,0-111,0
Intestino 15,0-129,0
Figado <LOQ-59,0
Musculo <LOQ-15,0
Fulmarus glacialis Clontelljdo gastrico e 46,0-305,0 (van
pPardela-b cloaca Hemert et
argela-branca Pribilof Islands, Contetdo gastrico <LOD-633,0 al., 2021)
Alaska ;
Intestino <LOD-145,0
2017
Figado <LOD-44,0
Vérios tecidos <LOQ
Figado 6,9
San Luis Obispo,
California Rim 8,8-9,6
2018
Bilis 21,0
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Tabela 5 - (continuagéo) Niveis de saxitoxina detetados em ocorréncias anteriores (adaptado de Ben-

Gigirey et al., 2021).

CaEviE mET Quebec Trato digestivo 45,0-19,0
Mobelha-grande 2008 (gad
Figado <LOD (Starr et
al., 2017
Gavia stellate Quebec Trato digestivo 61,0 :
Mobelha-pequena 2008 ,
Figado <LOD
Quebec Intestino 110,0 (Levasseur
) etal,
Larus argentatos 1996 Cérebro 48,0 1996)
CENDiE FEiEEE Quebec Trato digestivo 47,0-690,0
2008 Figado 100,0 (Starr et
Quebec Trato digestivo 420,0 al., 2017)
Larus delawarensis 2008 Figado <LOD
Gaivota-de-bico-riscado | rRhode Island i (Gibble et
2016 Conteudo cloacal <LOD al., 2021)
(Ben-
Larus fuscus Ria Formosa, Olh&o - . Gigirey,
Gaivota-d’asa-escura 2020 Varios tecidos <Lob Casero, et
al., 2021)
Larus marinus Quebec - . (Starr et
Gaivotao-real 2008 Varios tecidos <LoD al., 2017)
Larus michanellis Ria Formosa, Olh&do (Ci;ir:;ey
Ecl;rig/rc;t; sde patas 2020 Varios tecidos LOD Casero, et
al., 2021)
Larus philadelphia Quebec . .
< —.
Gaivota-de-bonaparte 2008 Trato digestivo LOD-31,0
(Starr et
Larus sp. Quebec Figado 337,0 al., 2017)
(subespécie nao 2008
identificada) Trato digestivo 54,7
Melanita deglandi . Figado <LOD-6,4
. Washington P
Escoteiro de asas 2009 Bilis <LOD-6,2
brancas Vérios tecidos <LOD (Gibble et
al., 2021)
g::gi;?;ﬁrsmc'"ata \Zl\é)%sghmgton Conteldo intestinal <LOD-4,7
Trato digestivo 110,0-850,0
Morus bassanus Quebec Figado 850,0
Ganso-patola 2008 Rim <LOD-63,0 (Starr et
Mdsculo <LOD-87,0 al., 2017)
_ Quebec Trato digestivo <LOD-370,0
Phalacrocqrax auritus 2008 Figado <LOD-58,0
Corvo-marinho-de- Hode Isiand
orelhas Eofe e lslan Contelido géastrico <LOD
Phalacrocorax (Gibble et
penicillatus California , e al., 2021)
< —
Corvo-marinho-de- 2015-2016 Conteudo gastrico LOD-2,0

Brandt
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Tabela 5 - (continuagéo) Niveis de saxitoxina detetados em ocorréncias anteriores (adaptado de Ben-

Gigirey et al., 2021).

Trato digestivo <LOD-1340,0
Quebec _ _ (Starr et
2008 Trato digestivo e <LOD-520,0 al., 2017)
figado
Figado <LOD-88,0
Rissa tridactyla Cloaca <LoQ
Gaivota-tridactila Contetdo gastrico 460
superior '
Gulf of Alask (van
2;15?201?3 a Figado 27,0 Hemert et
al., 2020)
Musculo 37,0
Varios tecidos <LOD
Somateria mollissima Quebec Trato digestivo <LOD-740,0 (Starr et
Eider comum 2008 Figado <LOD al., 2017)
Sterna hirundo Massachusets . (Nisbet,
<
Garajau-comum 1978 Figado LoD 1983)
Quebec . .
2008 Varios tecidos <LOD
Washington , _
2009 Conteldo gastrico <LOD
Gulf of Alaska Proventriculo e (van
1,4-3,9
2015-2016 cloaca Hemert et
Cloaca 48,0 al., 2020)
i Conteudo gastrico
Uria aalge Gulf of Alaska superior 9 10,0
(S 2015-2017 -
Figado 108,0
Vérios tecidos <LOQ
North Berin Sea, Contetdo gastrico e <LOQ
Alaska cloacal (van
2017 Vérios tecidos <LOD Hemert et
California Figado <LOD al., 2021)
2018 Rim <LOD-4,9
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1.3. Biomonitorizagao

A biomonitorizacdo refere-se a um conjunto de técnicas cientificas que avaliam a poluicdo
ambiental com base na amostragem e andlise de tecidos e fluidos de organismos individuais
(Markert & Wiinschmann, 2011). Os resultados destas medicdes fornecem informac8es sobre a
quantidade de contaminantes que entraram e permaneceram nos organismos e os efeitos
induzidos correspondentes (Kyle, 2019). Muitos destes estudos s&o realizados com aves, as
guais séo particularmente sensiveis a contaminagdo antropogénica ou a qualquer outra alteragéo
ambiental.

As biotoxinas (ex.: saxitoxina) sdo de grande preocupacdo por apresentarem uma pronunciada
bioacumulacdo nos organismos e biomagnificacdo na cadeia alimentar e pelos efeitos
potencialmente fatais que podem causar, tanto em animais como em humanos (Gad, 2014;
Visciano et al., 2016).

Por estas razfes, ha uma necessidade extrema de monitorizagdo constante destes elementos
téxicos no meio ambiente, através de estudos de biomonitorizac&o.

Contudo, apessar de muito documentada a importancia e fiabilidade de biomonitorizacdo das
diferentes espécies de aves marinhas (Durant et al., 2009; Piatt et al., 2007), e de ser possivel
fazer a monitorizacdo de alteracdes e condicBes de alimentacdo e poluicdo (Cairns, 1987;
Furness & Camphuysen, 1997), é escassa a monitoriza¢ao de substancias toxicas em espécies
selecionadas de aves de determinada area. Esta biomonitorizacdo podera ser Util para avaliar
ndo s6 o estado de saude das espécies envolvidas, assim como o grau de contaminagéo do
ecossistema onde vivem (Gibble & Hoover, 2018b).

Entre as varias espécies de aves, as gaivotas sdo consideradas excelentes biomonitores, ndo
s6 pela sua ampla distribuicdo (tanto em mar como em terra) como devido & sua posi¢ao no topo
da cadeia alimentar, sendo animais predadores e oportunistas, que incluem na sua dieta desde
peixe, aves jovens, crustaceos, bivalves a animais mortos e desperdicios humanos (Clatterbuck
et al., 2017; Verreault et al., 2010).
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2. Objetivo do estudo

O presente estudo teve como principal objetivo contribuir para o conhecimento sobre a etiologia
da sindrome parética, uma paresia progressiva identificada em gaivotas, a qual tem sido
identificada como uma das causas de admissao mais frequentes nos Centro de Recuperacao
em Portugal.
Considerando a hipétese desta sindrome ser provoca por biotoxinas, designadamente pela
saxitoxina, foram definidos os seguintes objetivos especificos:

1. Quantificar os niveis de saxitoxina em amostras de figado de gaivotas, utilizando um

método analitico imunoenzimatico;

2. Correlacionar a presenca da biotoxina com a severidade da sindrome nestes animais.

3. Parte experimental

3.1. Materiais e métodos

Para a realizacdo deste estudo, foram utilizados os dados e amostras (figado) de 23 animais,
representando 2 espécies: Larus fuscus (n = 17) e Larus michahellis (n = 6) que foram admitidos
no CRAM, entre agosto de 2019 e abril de 2021. Destes, 4 foram escolhidos para o estudo por
terem sido admitidos com fraturas e sem sintomatologia compativel com a sindrome parética e
os restantes 19 individuos foram escolhidos com base no quadro clinico apresentado, no grau
de classificacé@o que Ihes foi atribuido na triagem e também a data da sua morte, para que fossem

amostras recentes.

3.1.1. Caracterizacdo da Amostra

Entre janeiro de 2017 e dezembro de 2020, deram entrada nho CRAM / Ecomare 193 aves —
representando 13 espécies diferentes — com esta sindrome, das quais 183 pertenciam a familia
Laridae, 5 a familia Scolopacidae, 4 a familia Charadriidae e 1 da familia Anatidae. Dentro das
183 aves da familia Laridae, com 7 espécies representadas, 100 individuos (51,8%) pertenciam
a espécie Larus fuscus e 65 (33,7%) pertenciam a espécie Larus michahellis. O CRAM/ Ecomare
(2017 PT 11/CR) faz parte da Rede Nacional de Centros de Reabilitagdo Animal, credenciada
pelo Instituto da Conservacao da Natureza e das Florestas (ICNF) e apenas recolhe amostras

gue permitam auxiliar no diagnéstico e tratamento de cada animal.

No ambito dos procedimentos foram utilizadas amostras recolhidas ap6s necropsia, ao invés de
biopsias feitas em animais vivos. Todos os investigadores responsaveis pelas necropsias no

CRAM possuem acreditacéo legal emitida pelo ICNF.

Foram colhidas amostras de figado dos animais que morreram durante o internamento, apés

terem sido resgatados ou entregues no Centro de Reabilitacdo. Estas amostras foram colhidas
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de forma ndo invasiva, permitindo dados ecolégicos e de histéria de vida, que de outra forma néo

seriam possiveis de obter.

As amostras foram armazenadas nas instalacdes do CRAM / Ecomare e posteriormente
transportadas, sob condicbes adequadas de temperatura, até as instalacdes da Escola
Universitaria Vasco da Gama, e armazenadas no Laboratério de Imunologia - Toxicologia, onde
decorreu a analise. O transporte obedeceu aos procedimentos ja instituidos para o transporte de
amostras na EUVG. As amostras foram posteriormente eliminadas de acordo com o protocolo

de eliminacéo de amostras/cadaveres instituido nos Laboratérios da EUVG.

De salientar que as amostras disponibilizadas pelo CRAM / Ecomare foram utilizadas
exclusivamente para detecdo/quantificacdo de saxitoxina, ndo tendo sido utilizadas para
qualquer outro fim. Nenhuma das colheitas de amostras foi realizada com vista unicamente a ser
usada neste estudo, mas sim em contexto de diagnéstico clinico (ante ou post-mortem) da

patologia apresentada pelo animal, seu tratamento e recuperacéo.

Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica e Bem-Estar Animal da Escola Universitaria

Vasco da Gama, com o parecer N° 002/2021.

3.1.2. Metodologia analitica

Preparacdo de amostras

A extracdo da saxitoxina a partir das amostras de figado foi realizada de acordo com o
preconizado pelo fabricante do KIT (Europroxima), seguindo as indicagdes no que concerne a
preparacao das amostras de bivalves, tendo sido utilizado o tampao acetato de sodio como
solvente de extracao.

Apos pesagem de uma grama de figado, forma adicionados 5 mL de tamp&o acetato de sodio
0,2M, a pH5, procedendo & agitacdo em vortex durante um minuto, ao que se seguiu a
centrifugacdo das amostras (3000g 10min a 20°). O sobrenadante foi recuperado e diluido (1:50),
para ulterior utilizacdo nas placas de ELISA.

Dado que o KIT disponivel no mercado estd indicado para matrizes de
moluscos/bivalves/marisco, procedeu-se a uma prévia avaliagdo para avaliar o efeito matriz. O
fator de diluicdo utilizado foi de 1/1500, tendo também em consideragdo o recomendado no
trabalho de Gibble et al. (2021).

Método analitico

A determinacdo de saxitoxina nas amostras de figado de gaivota foi realizada através técnica
imunoenzimatica (ELISA) de formato competitivo de acordo com as instru¢cdes recomendadas
pelo fabricante (EuroProxima®), através do KIT 5191SAXI[5]04.20. O ensaio apresenta limite de
detecao (LOD) de 10 ppb (ug/kg) e uma capacidade de detegédo (CCR) de 4 ppb, em amostras
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de mexilhdo. Este método foi avaliado/validado por Dubois, et al (2010). Todas os padrfes e
amostras foram analisados em duplicado.

As amostras foram conservadas a -20° C em arca congeladora, no Centro de Reabilitagdo de
Animais Marinhos / Ecomare (CRAM-Ecomare), no Banco de Tecidos de Animais Marinhos
(registado com o cédigo 13 PT 0124/S ao abrigo da portaria 7/2010 de 5 de janeiro).

A curva de calibracao foi obtida através dos valores de densidade o6tica obtidos ap6s medicao
padrdes de saxitoxina (0,00125, 0,025, 0,05, 0,1, 0,2 e 0,3 ng/mL), os quais foram divididos pela
média do valor do padrdo zero, que multiplica por 100 para obter a % em relacdo ao padrao
zero (considerado o 100%). A curva de calibracdo obtida deve ser linear entre 0,00125 e 0,3
ng/mL.

Assim, foi obtida a seguinte reta de calibraco: y = -23,85In(x) - 13,138, r2=0,99, em que y

representa a % maxima de densidade otica e o x concentragdo em escala logaritmica (hg/mL).

3.2. Resultados

Foram analisadas amostras de 23 animais, 19 (n = 5 L. michahellis e n = 14 L. fuscus) dos quais
foram admitidos no centro de recuperagéo por suspeita de intoxicagdo e 4 (n = 1 L. michahellis

e n = 3 L. fuscus) foram admitidos por fraturas irrecuperaveis.

Dos 19 animais suspeitos de intoxicag&o, 3 foram recolhidos ou capturados na regido da Figueira
da Foz, 2 em Mira, 1 em Ovar e 0s restantes 13 na regido de Aveiro e 0S seus pesos variavam
entre 545 g e 980 g, com um valor médio de 735 g. Relativamente ao sexo, 11 eram fémeas, 7
eram machos e 1 ndo foi possivel determinar o sexo por se tratar de um animal jovem (1° ano).
Em termos de score de condicao corporal, a avaliacdo da musculatura peitoral variou entre 2 (14
individuos) e 3 (5 individuos), numa escala de 0 a 3 (van Franeker, 2004). Dos 19 animais, 3
foram eutanasiados, 15 morreram durante a reabilitacéo e 1 deu entrada ja morto. Estes animais
deram entrada em 2019 (n=11), em 2020 (n=6) e em 2021 (n=2).

Os dados obtidos cumpriram os critérios do fabricante (cumpre: Padrdo H (branco) <0,2 OD;
Padréao 0,00125>0,8 OD). Os padrdes foram analisados em duplicado.

Os resultados obtidos neste estudo encontram-se resumidos na tabela 6, juntamente com a
caracterizagdo demografica e clinica destes animais. Dos 23 animais analisados, 3 apresentam
valores compreendidos entre 11,1 e 17,2 ng/mL STX equiv. Nas restantes amostras os valores
de concentracéo de saxitoxina encontravam-se abaixo do LOQ, definido como 10 ng/mL para a

técnica utilizada.
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Tabela 6 — Caracterizacdo demogréfica, clinica e analitica dos animais em estudo

Codigo de Data de Local da Condicéao
amogstra Espécie entrada no recolha/ Peso (g) | Idade | Sexo | Corporal Quadro Clinico Observacdes STX (ng/mL)
CRAM captura (peitoral)
B1 . michahellis | 14/08/2019 Aveiro 740 3°ano F 2 - Trauma/Eutanasia <LOQ
B2 L. fuscus 29/09/2020 Aveiro 620 1°no | 1 - Trauma/Eutanasia <LOQ
B3 L. fuscus 22/01/2020 Aveiro 660 2%no F 3 - Trauma/Eutanasia <LOQ
B4 L. fuscus 31/08/2019 Aveiro 795 3°ano F 2 - Trauma/Eutanasia <LOQ
s1 L. fuscus | 25/08/2019 | Fl9UeIrAda | 15 | aquie | F 3 RIEISE el Eutanasia 17,2
Foz dispneia
S2 L. fuscus 31/08/2019 Aveiro 790 2° ano M 2 Dados néo disponiveis Morte durante reab. <LOQ
S3 L. fuscus 11/05/2020 Aveiro 720 2°ano F 2 Dispneia severa Morte durante reab. <LOQ
S4 . michahellis | 03/11/2019 Aveiro 880 1°ano M 3 Dispneia severa Morte durante reab. <LOQ
S5 L. fuscus 02/12/2020 Aveiro 700 adulto F 2 Dispneia Morte durante reab. <LOQ
S6 L. fuscus 26/08/2019 Aveiro 645 adulto F 2 Dispneia severa Morte durante reab. <LOQ
S7 L. fuscus 29/08/2019 Aveiro 800 adulto M 3 Incapaadad_e_ o Morte durante reab. <LOQ
suster, debilidade
S8 . michahellis | 26/08/2019 Ovar 705 1°ano M 2 Dificuldades respiratdrias Morte durante reab. 111
S9 L. fuscus | 01/02/2020 | T9UeIrada | 235 | aquito | F 2 Dificuldades respiratorias /| e qurante reab. <LOQ
Foz Dispneia
S10 . michahellis | 10/10/2019 Aveiro 695 1°ano I 2 Dados néo disponiveis Morte durante reab. <LOQ
S11 L. fuscus 03/09/2020 Aveiro 825 adulto M 3 Dispneia leve Morte durante reab. <LOQ
S12 L. fuscus | 27/08/2019 |  Aveiro 660 | 2°ano 3 IS, CIEIEE, IED Eutanasia 11,2
segurava a cabeca

S13 L. fuscus 19/04/2021 Aveiro 730 adulto F 2 Dlspneli,argz;%:egura a Morte durante reab. <LOQ
S14 L. fuscus 23/04/2020 Aveiro 545 2%no F 2 Dados nao disponiveis Morte durante reab. <LOQ
S15 . michahellis | 01/10/2019 Flgulés(;rza L 980 3°ano F 2 Dados nao disponiveis Entrada morto <LOQ
S16 L. fuscus 24/08/2019 Mira 760 2° ano M 2 Dados nao disponiveis Morte durante reab. <LOQ
S17 . michahellis | 23/08/2019 Aveiro 670 adulto F 2 Dispneia Morte durante reab. <LOQ
S18 L. fuscus 18/04/2021 Ovar 860 adulto M 2 Dispneia severa Morte durante reab. <LOQ
S19 L. fuscus 08/08/2020 Mira 645 adulto F 2 Dispneia leve Eutanasia <LOQ

LOQ= Limite de quantificacdo (10ng/mL)
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3.3. Discusséao

A paresia progressiva em gaivotas € uma das causas mais frequentes de admissdo no Centro
de CRAM-ecomare, assim como em outros centros de recuperacdo de animais selvagens. A
etiologia desta sindrome é ainda desconhecida, devido aos escassos estudos realizados até ao
momento. A intoxicacao por saxitoxinas podera ser um dos principais diagnésticos diferenciais a

equacionar, pela potencial exposi¢éo as toxinas e pelo quadro clinico apresentado.

Neste estudo, as espécies que foram escolhidas para a sua realizacéo sdo Larus michahellis e
Larus fuscus, por serem as duas espécies com as maiores populagdes no territério nacional e
por serem, assim, as espécies com maior representagdo. Larus michahellis ou Gaivota-de-patas-
amarelas apresenta-se com uma populacdo em crescimento, sem ameacas relevantes a sua
conservacao (embora possa ser vitima de captura ou dano acidental com artes de pesca (Cooper
et al.,, 2003) como redes, linhas ou anzois), sendo classificada com o estado de conservacao
Pouco Preocupante (LC), segundo a Lista Vermelha Europeia para Aves (BirdLife International,
2015). E a Unica gaivota considerada residente em Portugal (Meirinho et al., 2014), com uma
distribuicdo ao longo de toda a costa continental e também em todas as ilhas. Relativamente a
Larus fuscus, ou Gaivota-d’asa-escura, € considerada uma ave migradora de passagem,
maioritariamente proveniente do norte da Europa, nomeadamente do Reino Unido e encontra-se
ao longo de toda a costa continental durante os meses de inverno, altura em que chega a ocorrer
em maior nimero do que as residentes gaivotas-de-patas-amarelas. Tal como a gaivotas-de-
patas-amarelas, esta gaivota ndo sofre ameacas significativas, também pode ser vitima de
captura ou dano acidental com artes de pesca e 0 seu estatuto de conservacao a nivel global &,
também, Pouco Preocupante (BirdLife International, 2019), embora a populacdo residente tenha

sido classificada como Vulneravel (Almeida et al., 2005).

No presente estudo, das 19 amostras provenientes de gaivotas com suspeitas de intoxicagéo por
biotoxinas, apds diagnéstico de sindrome parética, apenas 3 (16%) dos animais revelaram
valores de saxitoxina acima do LOQ), resultado que pode ser comparado com o apresentado por
Gibble em 2021, onde foi detetada a presenca de saxitoxina em 11 das 47 amostras analisadas
(23%) - de individuos das espécies Gaivota-de-bico-riscado (Larus delawarensis), Pardela-
branca (Fulmarus glacialis), Pato-careto (Melanitta perspicillata), Corvo-marinho-de-orelhas
(Phalacrocorax auritus), Corvo-marinho-de-Brandt (Phalacrocorax penicillatus) e Airo (Uria
aalge). Importa referir que nesse estudo, nenhum dos animais foi sujeito a qualquer protocolo

terapéutico, pois todos foram encontrados mortos.

Foi detetada a presenca de saxitoxina no figado dos individuos S8 e S12 da espécie L.
michahellis e da espécie L. fuscus (S1). Estes 3 animais deram entrada no CRAM na mesma
altura (S1, S8 e S12, nos dias 26, 25, 27 de agosto de 2019, respetivamente), sendo a sua
recolha/captura realizada em localidades diferentes (Figueira da Foz, Ovar e Aveiro,
respetivamente). Relativamente a idade destes animais, as amostras positivas foram detetadas

em adulto (S1), juvenil de 1° ano (S8) e de 2° ano (S12) (Tabela 6). De referir ainda que os
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individuos S1 e S12 foram eutanasiados, e o S8 morreu durante a reabilitagdo, durante as
primeiras 24 horas apés a sua admissdo no CRAM.

Relativamente aos outros individuos do estudo que deram entrada durante o0 més de agosto de
2019 (S2, S6, S7, S16 e S17), importa referir que todos iniciaram o protocolo terapéutico, pelo
gue apesar de ndo terem sido detetadas concentracGes acima do LOQ, esse aspeto podera
dever-se a sua eliminacdo/metabolizacdo. De acordo com o estudo de Garcia et al., a sua
metabolizacdo ocorre por oxidacao e conjugacéo do acido glucurénico. O S6, o S7 e 0 S16
morreram durante as primeiras 24 horas, 0 S2 e 0 S17 morreram durante o segundo dia de
internamento.

De referir ainda que, nas andlises de controlo feitas pelo Sistema Nacional de Monitorizacéo de
Moluscos Bivalves, em agosto de 2019 néo foram registadas ou ndo foram observadas medic6es
de STX nas regifes préximas dos locais onde as aves foram recolhidas/capturadas. Durante este
més, apenas foram quantificadas amostras mais a sul (Algarve, Alentejo, Setubal e Alimada, com
valores entre 8 e 143 ug STX equivikg em amostras de mexilhdo (Mytillus spp.) e pé de burrico
(Chamelea gallina), em Lagos e Comporta, respetivamente (IPMA, 2019b). Assim sendo, nao foi
possivel identificar qualquer relagdo entre 0s casos observados e 0s niveis de saxitoxina
quantificada pelo IPMA.

Através da analise da casuistica do CRAM entre 2017 e 2020, das 193 aves que foram admitidas
com esta sindrome parética, observa-se que 23% (n = 44) entraram no més de setembro (Tabela
7 em anexo), coincidindo com o reportado por Paulo Vale, relativamente aos casos graves de
intoxicacdo em humanos em Portugal (2019).
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4. Conclusao

Neste estudo foi possivel identificar a presenca de saxitoxina em amostras de figado de gaivotas
admitidas no CRAM / Ecomare em agosto de 2019, e que apresentaram suspeita de intoxicacao
por biotoxinas apdés diagnostico de sindrome parética. Foi observada uma frequéncia de positivos
de 16% (3/19 animais com suspeita de intoxicacado por saxitoxina).

Com base nestes resultados preliminares, e dadas as caracteristicas das gaivotas, constituindo
estas importantes biomonitores, cremos que a biomonitorizagdo da saxitoxina pode contribuir
para melhorar o conhecimento sobre a etiologia da sindrome parética que afeta estes animais e
gue o estudo de animais nao sujeitos a protocolo terapéutico podera ajudar na possivel detecéo
e quantificacdo da toxina.
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Anexos

Tabela 7 Sindrome Parética - Casuistica CRAM (2017-2020)

Més 2020 | 2019 | 2018 | 2017 | Totais por més | Totais por més (%)
Janeiro 1 1 0 0 2 1
Fevereiro 6 0 0 1 7 4
Marco 1 6 0 2 9 5
Abril 3 5 1 0 9 5
Maio 7 2 1 1 11 6
Junho 0 2 2 1 5 2
Julho 4 1 3 3 11 6
Agosto 11 16 4 3 34 17
Setembro 20 16 4 4 44 23
Outubro 2 8 6 7 23 12
Novembro 9 1 4 18 9
Dezembro 10 2 3 20 10

Totais por ano 74 66 24 29 193 100%




