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Resumo

Ostreopsis cf. ovata é um dinoflagelado epibent6nico capaz de sintetizar ovatoxinas, que
sdo analogos da palytoxina (PLTX). No Brasil, floracbes desta espécie sdo registradas
desde 1998 em Arraial do Cabo (AC), e estdo associadas com mortandade em massa do
ourico-do-mar Echinometra lucunter. Esse trabalho analisa o histérico de floragdes de O.
cf. ovata entre 1998-2021 em AC e Armacédo dos Buzios (AB), e investiga pela primeira
vez a presenca de analogos da PLTX no tubo digestivo de ouri¢cos-do-mar em AC. Eventos
de floracdo em AC e AB foram registrados entre 1998-2021 através de registro fotografico
em conjunto com a quantificacdo de dinoflagelados epibentdnicos. Dados meteoroldgicos
entre 2006-2021 e da temperatura da dgua do mar de AC em 2020 foram analisados
buscando entender o cenario ambiental que antecedeu tais eventos. Em 2020, as densidades
de dinoflagelados epibenténicos foram determinadas em macroalgas coletadas nas praias
dos Anjos-AC, Forno-AC, Prainha-AC, Forno-AB e Tartaruga-AB em janeiro, fevereiro,
junho e agosto de 2020. A analise da presenca de palytoxinas e analogos no tubo digestivo
de ouricos-do-mar da praia dos Anjos-AC em janeiro de 2020 foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrometria de massas. Entre 1998-2021, 19
floragdes foram encontradas em AC, e 5 em AB. Em 2020, floragdes de O. cf. ovata foram
observadas nas praias dos Anjos-AC (janeiro e maio/junho), Prainha-AC (agosto) e Forno-
AB (fevereiro), com densidades maximas de 2,9 x 10% a 3,1 x 10° céls.gPU™* macroalga. A
ressurgéncia costeira, assim como o lancamento de esgotos domésticos enriquecem as
aguas rasas com nutrientes, o que provavelmente estimula as floragdes de O. cf. ovata na
regido. Em 10 dos 16 eventos registrados entre 2006-2021, houve tendéncia de aumento
nos valores de pressao atmosférica, temperaturas atmosféricas altas e baixa precipitacdo na
semana anterior a cada evento. Ouri¢os-do-mar das espécies E. lucunter e Lytechinus
variegatus foram observados cobertos com biofilme de O. cf. ovata, com perda de
espinhos, necrose e mortalidade em massa em 13 dos 19 eventos em AC. Os tubos
digestivos de E. lucunter coletados durante uma floracdo de O. cf. ovata em Anjos-AC
apresentaram tracos de compostos “PLTX like”. A presenga desses compostos em ourigos-
do-mar indica os potenciais impactos para a fauna marinha e consumidores humanos de

frutos do mar.

Palavras-chave: dinoflagelado bentonico, ecologia, floracéo de algas nocivas.



Abstract
Ostreopsis cf. ovata is an epibenthic dinoflagellate capable of synthesizing ovatoxins,
which are palytoxin analogues (PLTX). In Brazil, blooms of this species have been
recorded since 1998 in Arraial do Cabo (AC), and are associated with mass mortality of the
sea urchin Echinometra lucunter. This work compiles data on O. cf. ovata blooms in AC
and Armacdo dos Buzios (AB) between 1998 and 2021, and investigate for the first time
the presence of PLTX analogues in the digestive tract of sea urchins in AC. Blooms events
in AC and AB were recorded between 1998-2021 through biofim photography and the
quantification of epibenthic dinoflagellates. Meteorological data between 2006-2021 and
the sea water temperature of AC in 2020 were analyzed in order to understand the
environmental scenario that preceded such events. In 2020, epibenthic dinoflagellate
abundances were determined in macroalgae collected on the beaches of Anjos-AC, Forno-
AC, Prainha-AC, Forno-AB and Tartaruga-AB in January, February, June and August
2020. Analysis of the presence of palytoxins and analogues in the digestive tract of sea
urchins from Praia dos Anjos-AC in January 2020 was performed by high performance
liquid chromatography and mass spectrometry. Between 1998-2021, 19 blooms were found
in AC and 5 in AB. In 2020, O. cf. ovata blooms were observed at Anjos-AC (January and
May/June), Prainha-AC (August) and Forno-AB (February), with maximum abundances
ranging from 2.9 x 10* to 3.1 x 10° cells.gFW* macroalgae. Coastal upwelling, as well as
the sewage discharge enrich the shallow coastal waters with nutrients, that is likely to
stimulate O. cf. ovata blooms in the region. In 10 of the 16 events analyzed between 2006-
2021, there was an increase trend in the values of atmospheric pressure, high atmospheric
temperatures and low precipitation in the week before each event. Sea urchins E. lucunter
and Lytechinus variegatus were observed covered with biofilm of O. cf. ovata, with loss of
spines, necrosis and mass mortality in 13 of the 19 events in AC. E. lucunter guts collected
during an O. cf. ovata bloom in Anjos-AC showed traces of PLTX like compounds. The
presence of these compounds in sea urchins indicates the potential impacts to marine fauna

and human consumers of seafood.

Key-words: benthic dinoflagellate, ecology, Harmful algal blooms.



1. Introducéo

Floragdes de algas nocivas (“Harmful Algal Blooms - HABs”) sdo formadas
quando espécies de algas toxicas e/ou prejudiciais ao ecossistema e a saude humana
atingem densidade suficiente para que seus efeitos sejam notados (Hennon e Dyhrman,
2020). As HABs estdo associadas a diversos impactos nos ecossistemas aquaticos, como
mortandade em massa de organismos marinhos, consumo e acumulo de toxinas produzidas
pelas microalgas e cianobactérias e hipoxia do ambiente, essa Ultima devido a degradacao
da elevada biomassa de microalgas pela atividade bacteriana (Berdalet et al., 2016).
Entretanto, o principal impacto das HABs esta relacionado com os efeitos negativos destas
na salde humana e nas atividades socio-econdémicas, como a aquicultura, pesca e o turismo
(Berdalet et al., 2016).

O aumento dos registros das HABs tem sido associado as mudancas climaticas e
acOes antropicas (Gobler et al., 2017; Tester et al., 2020; Wells et al., 2015). Uma meta-
analise usando dados de séries temporais longas de ocorréncia de floractes e distribuicdo
de algumas espécies de HABs, mostraram tendéncias de aumento, diminuicdo ou
estabilidade para diferentes espécies/regides (Hallegraeff et al., 2021). A intensificacdo do
monitoramento, devido ao aumento de atividades de aquicultura e do turismo, e o
surgimento regional de novas sindromes ou impactos de HABs, foi apontado como o fator-
chave para o numero crescente de registros. Hallegraeff et al. (2021) sugerem que as
tendéncias sobre as HABs devem ser melhor avaliadas espécie por espécie e local a local.

Espécies de dinoflagelados bentbnicos, que vivem associados a diferentes
substratos como macroalgas, recifes de coral, areia, detritos e rochas s&o responsaveis por
floracBes nocivas. Dentre os dinoflagelados bentdnicos, destacam-se 0s géneros
Gambierdiscus Adachi e Fukuyo (Adachi e Fukuyo, 1979) e Fukuyoa Gémez, Qiu, Lopes
& Lin (Gbémez et al., 2015), ambos produtores de ciguatoxinas e maitotoxinas,
responsaveis por causar a doenca ciguatera. Além destes, algumas espécies bentbnicas do
género Prorocentrum Ehrenberg (Ehrenberg, 1834), podem produzir acido ocadaico e
dinofisistoxinas, responsaveis pela intoxicacdo diarreica por molusco. Ja 0 género
Ostreopsis produz toxinas potentes e & protagonista de inimeros eventos de floracdo no
mundo (Berdalet et al., 2017; GEOHAB, 2012).

Atualmente, o género Ostreopsis é constituido por 11 espécies nomeadas
Ostreopsis siamensis Schmidt (Schmidt, 1901), O. ovata Fukuyo (Fukuyo, 1981), O.



lenticularis Fukuyo (Fukuyo, 1981), O. heptagona Norris, Bomber e Balech (Norris et al.,
1985), O. mascarenensis Quod (Quod, 1994), O. labens Faust e Morton (Faust e Morton,
1995), O. belizeana Faust, O. caribbeana Faust, O. marina Faust (Faust, 1999), O.
fattorussoi Accoroni, Romagnoli e Totti (Accoroni et al., 2016) e O. rhodesae Verma,
Hoppenrath e Murray (Verma et al., 2016). Dentre as espécies descritas, oito séo
consideradas potencialmente tdxicas, pois podem sintetizar analogos da palytoxina, como
as ovatoxinas, ostreocinas e mascarenotoxinas (Pavaux et al., 2020).

Eventos de floragdo de Ostreopsis sdo recorrentes no Brasil (O. cf. ovata e O.
lenticularis; Borsato et al., 2020; Nascimento et al., 2020, 2012b; Tibirica et al., 2019),
Taiti (Ostreopsis sp. 6; Chomérat et al., 2020), Nova Zelandia (O. siamensis; Shears e
Ross, 2009) e no Mar Mediterraneo (O. cf. ovata e O. cf. siamensis; e.g. Accoroni et al.,
2015; Cohu et al., 2013, 2011; Mangialajo et al., 2011, 2008; Nincevi¢ Gladan et al., 2019;
Pfannkuchen et al., 2012; Tichadou et al., 2010; Totti et al., 2010). No Mediterraneo,
grandes floragdes de Ostreopsis cf. ovata foram associadas a sintomas como rinorreia,
tosse, febre, broncoconstricdo com dispneia leve e sibilo em banhistas nas praias (e.g.
Berdalet et al., 2016). O evento de intoxicacdo com maior impacto no Mar Mediterraneo
ocorreu em 2005 na cidade de Génova (Itdlia), quando cerca de 200 pessoas foram
hospitalizadas (Ciminiello et al., 2006). A intoxicacdo ocorre atraveés da inalacdo de
aerossois marinhos, ou por contato direto com a 4gua contendo células de O. cf. ovata (e.g.
Pfannkuchen et al., 2012; Tichadou et al., 2010; Totti et al., 2010). Floracdes de Ostreopsis
também foram associadas a presenca e bioacumulacdo de andlogos de palytoxina em
tecidos da macrofauna marinha (Amzil et al., 2012; Biré et al., 2015, 2013; Brissard et al.,
2014), incluindo mortandades em massa de invertebrados marinhos (Shears e Ross, 2009;
Totti et al., 2010). Ha indicios de intoxicacdo humana causada pelo consumo de peixes
com palytoxina (clupeotoxismo), que foi encontrada nas visceras do peixe clupeideo
Herklotsichthys quadrimaculatus, sendo a espécie Ostreopsis siamensis apontada como a
fonte provavel das toxinas (Onuma et al., 1999). Recentemente, indicios da presenca de
palytoxinas foram encontrados em amostras de peixes que causaram os surtos da doenga de
Haff em Salvador, Brasil, indicando um possivel envolvimento desta toxina nesses surtos
(Cardoso et al., 2022).

No Brasil, floragbes de O. cf. ovata foram encontradas em Armacédo dos Buzios e
Arraial do Cabo no Rio de Janeiro, Praia do Forte na Bahia, Arquipélago de Sao Pedro e

Sao Paulo (Nascimento et al., 2020) e no Arquipélago de Currais, no Parana (Tibirica et



al., 2019). Nesses eventos, ndo foram observados impactos a saude humana, porém, foi
registrada mortandade em massa de ouricos marinhos (Echinometra lucunter) em Arraial
do Cabo (Ferreira, 2006; Granéli et al., 2002) e presenca de ovatoxinas em moluscos
(Perna) e em um coral (Palythoa sp.) no arquipélago de Currais (Tibirica et al., 2019). Em
Armacdo dos Buzios, floragbes de O. cf. ovata ocorrem com frequéncia na praia da
Tartaruga e Forno, onde uma densa floracdo causou a morte do substrato deste
dinoflagelado, neste caso a macroalga Sargassum sp. em 2013 (Cockell, 2014). Floragédo
de O. lenticularis foi observada em Fernando de Noronha em 2018 (Borsato et al., 2020).

Diante dos impactos promovidos pelas floragdes de O. cf. ovata, muitos estudos
nos ultimos anos vém buscando entender quais varidveis biodticas e abioticas sdo
responsaveis ou contribuem para a formacdo de eventos de floracdo dessa espécie
(Accoroni et al., 2015; Cohu et al., 2013; Mangialajo et al., 2011; Pfannkuchen et al.,
2012; Totti et al., 2010) O hidrodinamismo é apontado como um dos principais fatores
envolvidos nas floracbes de Ostreopsis cf. ovata (Accoroni et al., 2015) com maiores
densidades registradas em locais mais protegidos da acdo mecanica da agua (Meroni et al.,
2018; Shears e Ross, 2009; Totti et al., 2010). Totti et al. (2010) e Pfannkuchen et al.
(2012) notaram uma diminuicdo da densidade de O. cf. ovata em momentos de agitacdo da
agua do mar (causada por mudancas no tempo) e restabelecimento da populacdo ap6s o
retorno das condigdes mais calmas no Mar Mediterraneo.

Assim como o hidrodinamismo, a temperatura da agua foi apontada como uma
variavel importante que pode servir de “gatilho” para as floragdes de O. cf. ovata. Os
eventos de floracdo de O. cf. ovata ocorrem em temperaturas que variam bastante, como
foi encontrado no mar Egeu, onde a temperatura variou de 13,9 °C até 29,7 °C (Aligizaki e
Nikolaidis, 2006). Accoroni et al. (2015) notaram que enguanto as maiores densidades de
O. cf. ovata ocorreram em temperaturas entre 19 e 24 °C no norte do mar Adriatico, no
Mediterraneo, o inicio das floragdes ocorreram em temperaturas entre 25 e 29 °C, o que
provavelmente esta relacionado com a temperatura necessaria para a germinacao de cistos
(Accoroni et al., 2014).

A relacgéo entre as floracGes de Ostreopsis e 0s nutrientes, por outro lado, ainda ndo
sdo claras. Alguns estudos ndo encontraram correlacdes entre os dois fatores (Cohu et al.,
2011; Shears e Ross, 2009), enquanto, foi encontrada correlacdo positiva entre as
concentragfes de nutrientes para a espécie Ostreopsis sp. no Havai (Parsons e Preskitt,
2007).
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Armacéo dos Buzios e Arraial do Cabo no Rio de Janeiro séo regies afetadas por
floragcbes de O. cf. ovata, com impactos ecoldgicos encontrados em ambos os locais
(Cockell, 2014; Ferreira, 2006; Granéli et al., 2002; Nascimento et al., 2020). Essas regides
fazem parte do polo turistico Costa do Sol, um dos principais pontos turisticos do Brasil,
devido a beleza de suas praias (Fonseca, 2011). Possuem cerca de 30 mil habitantes
(IBGE, 2021), que podem triplicar no verdo (Motta e Terra, 2011). Entretanto, esses
municipios possuem alguns dos piores indicadores de coleta de lixo e saneamento basico
no estado do Rio de Janeiro (Fonseca, 2011), portanto, sua area costeira esta suscetivel aos
impactos de tais acBes antropicas, que podem estimular a formacéo de floragoes de O. cf.
ovata. As floracbes de O. cf. ovata podem impactar negativamente as atividades
socioeconémicas da regido, uma vez que podem tornar as praias menos atrativas e até
mesmo improprias para banho, se as densidades forem altas (Funari et al., 2015; Tichadou
et al., 2010). Além disso, hé o risco de contaminacdo de peixes e moluscos com as toxinas
produzidas por O. cf. ovata.

Neste trabalho pretende-se, realizar um levantamento dos registros de floracdes de
O. cf. ovata em Arraial do Cabo e Armacdo dos Buzios entre 1998-2021, incluindo os
efeitos sobre ourigos-do-mar das espécies Echinometra lucunter e Lytechinus variegatus.
Além disso, o estudo visou caracterizar as densidades de O. cf. ovata em Arraial do Cabo e
Armacdo dos Buzios no verdo de 2020 e avaliar pela primeira vez, o acimulo de

ovatoxinas em ouri¢os-do-mar durante um evento de floracao.

2. Objetivos
2.1. Geral

Caracterizar os eventos de floracbes de O. cf. ovata em Arraial do Cabo e Armacéo
dos BuUzios entre 1998-2021, e avaliar pela primeira vez, o acumulo de ovatoxinas em

ouri¢os-do-mar durante floracdo em Arraial do Cabo.

2.2. Especificos
e Determinar as densidades das espécies de dinoflagelados epi-benténicos toxicos
associados a macroalgas de Arraial do Cabo e Armacao dos Bazios em 2020;
e Integrar os registros de floragdes de O. cf. ovata em Arraial do Cabo e as condi¢oes
meteoroldgicas que antecederam cada evento, buscando possiveis padrbes entre 0s

eventos;
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e Investigar a relagdo entre a temperatura da 4gua do mar e as floragbes de O. cf.
ovata em Arraial do Cabo em 2020;
e Auvaliar o acimulo de ovatoxinas em espécies de ouricos-do-mar em Arraial do

Cabo durante um evento de floracdo no verao de 2020.

3. Material e métodos
3.1. Amostragem de dinoflagelados epi-benténicos em 2019/2020

Macroalgas dos géneros Dictyota, Sargassum, Laurencia, Amphiroa, Hypnea e
Spyridia (Tab. 1) foram coletadas nas praias do Forno, Prainha e Anjos em Arraial do
Cabo-AC, e nas praias do Forno e Tartaruga em Armacdo dos Buzios-AB (Fig. 1, Tab.1)

para a quantificacdo da densidade das espécies de dinoflagelados epi-benténicos.
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Figura 1: Sitios de amostragem em Arraial do Cabo e Armacgéo dos Buzios, RJ. 1. Anjos-
AC, 2. Forno-AC, 3. Prainha-AC, 4. Tartaruga-AB, 5. Forno-AB.
As macroalgas foram coletadas a cerca de 1 m de profundidade junto com a agua

do mar circundante, em mergulho livre utilizando sacos plasticos com fecho ziper para a
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separagdo das microalgas epifitas. Na praia do Forno-AC, macroalgas foram coletadas em
dois pontos, um no costdo préximo da praia e 0 outro no costdo a 50 m da areia, em uma
area de remanso.

Os dinoflagelados foram dissociados de seus substratos através da agitacdo das
macroalgas por 2 minutos, e a solugdo formada foi separada e preservada com lugol neutro
a 1% ou formol para identificacdo e quantificagdo dos géneros/espécies presentes. Nos dias
22 e 24 de janeiro de 2020, foi observado um biofilme de microalgas sobre as macroalgas,
que foi coletado usando uma seringa de 50 ml diretamente do substrato, para identificacao

e quantificacdo das microalgas epifitas.

Tabela 1: Datas das amostragens e nimero de macroalgas coletadas (N) em cada um dos

locais de amostragem.

Localidades Data de coleta N

Forno, Arraial do Cabo, RJ* 28/12/2019 8
(22°58'4,70"S, 42°0'56,20"W) 18/02/2020 7
24/01/2020 4

Prainha, Arraial do Cabo, RJ 18/02/2020 8
(22°57'23,10"S, 42°1'35,90"W) 23/08/2020 1
27/08/2020 6

22/01/2020 **

Anjos, Arraial do Cabo, RJ 24/01/2020 8
(22°58'45,10"S, 42°1'10,50"W) 18/02/2020 8
03/06/2020 3

Forno, Armacéo dos Buzios, RJ 23/01/2020 4
(22°45'18" S, 41°52'34" W) 17/02/2020 8
Tartaruga, Armacdo dos Buzios, RJ 23/01/2020 5
(22°45'18" S, 41°54'7" W) 17/02/2020 4

*N&o houve coleta em Forno (AC) no més de janeiro/2020 devido as mas condigdes climéaticas no momento
da coleta.

**Em 22/01/20 houve coleta apenas do biofilme de epifitos, sobre as macroalgas.

3.2. Identificagdo e quantificacdo dos dinoflagelados epi-bentdnicos

As amostras contendo microalgas epifitas foram filtradas em malhas de 125 e 250
pUm para retirar detritos e areia. Os dinoflagelados epi-bentonicos foram identificados e
quantificados usando microscopio 6tico invertido em camaras de sedimentagcdo ou cdmara
de Sedgewick rafter. As macroalgas foram pesadas em balanca analitica, e a densidade das

microalgas foi determinada por grama de peso imido de macroalga (gPU™* macroalga). As
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amostras que apresentaram um numero de células menor que 25 por 100 ml (volume
sedimentado), foram consideradas como densidades ndo detectaveis.

As espeécies presentes no biofilme sobre as macroalgas coletadas em janeiro de
2020 foram identificadas ao menor nivel taxondmico possivel, e quantificadas para

determinacéo de sua densidade relativa.

3.3. Registros de floragbes de O. cf. ovata em Arraial do Cabo e pardmetros

meteoroldgicos associados a esses eventos

A primeira floragdo de O. cf. ovata em Arraial do Cabo (AC), no Rio de Janeiro foi
registrada em 1998 (Granéli et al., 2002, Ferreira, 2006) e desde entdo, o prof. Carlos
Ferreira (UFF), tem realizado registros fotograficos do filme de O. cf. ovata sobre
macroalgas em AC. Alem disso, estudos da dindmica das espécies de dinoflagelados epi-
bentdnicos em AC e Armacdo dos Buzios (AB) foram realizados em 2006-2007 (Alencar,
2010; Monteiro, 2007; Souza, 2010) e 2012/2013 (Cockell, 2014). A partir desses
métodos, foram considerados como eventos de floracdo de O. cf. ovata: a presenca de
biofilme sobre o substrato e/ou densidades maiores que 1,0 x 10* gPU* de macroalga.

Esses registros de eventos de floracdo foram de “oportunidade” e certamente varios
outros eventos ocorreram neste periodo e ndo foram registrados. Os eventos de floragdo
observados em 2020 durante este estudo e outros dois eventos registrados em 2021 foram
incluidos no levantamento das floracdes na regido. Durante todos os eventos, 0s ouri¢os-
do-mar Lytechinus variegatus e Echinometra lucunter que apresentavam danos
morfolégicos como perda de espinhos e necrose foram fotografados. A fim de melhor
conhecer as condi¢cBes meteorologicas que precedem as floracdes de O. cf. ovata, e que
podem favorecer tais eventos, os dados de temperatura do ar (°C), precipitacdo (mm),
radiacdo solar global (KJ/m?), pressdo atmosférica (mB) e velocidade do vento (m/s) da
estacdo meteorologica de AC (22°59'00.0"S 42°01'00.0"W), nas 4 semanas anteriores a
cada registro de floracdo foram obtidos na péagina web do Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET). Esses dados referem-se ao periodo entre setembro de 2006 e
novembro de 2021 e foram medidos a cada hora. A média diaria de cada parametro
selecionado foi calculada e posteriormente os dados diarios das 4 semanas antes de cada
evento foram plotados em um gréafico. Para alguns eventos os dados meteoroldgicos ndo

estavam disponiveis.
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Dados de temperatura da agua, disponiveis entre dezembro de 2019 a setembro de
2020 foram medidos com sensores subaquaticos (Data logger UA-002-64, Onset)
instalados in situ proximos a superficie (3 metros de profundidade) e ao fundo (8 metros de
profundidade) no molhe do porto da praia dos Anjos em AC. Esses dados foram utilizados
para comparar com as densidades de O. cf. ovata nas floragdes de 2020 e como indicativo
da ocorréncia de ressurgéncia no periodo que antecedeu as floragdes, assumindo que
valores de temperatura < 20 °C podem ser usados como “proxy” para a Agua Central do
Atlantico Sul (ACAS) (Castro e Miranda, 1998; Coelho-Souza et al., 2017). A diferenca
entre os valores de temperatura na superficie e no fundo também foi usada para avaliar a
presenca de 4gua de mistura com a ACAS. Os sensores mediram a temperatura da agua do

mar a cada 30 minutos.

3.4. Anélise de ovatoxinas em tecidos de ouri¢os-do-mar

Espécimes de ourigos-do-mar (Echinometra lucunter e Lytechinus variegatus)
foram coletados nas praias dos Anjos, Forno e Prainha em Arraial do Cabo em janeiro e
fevereiro de 2020 para analise de ovatoxinas. Dez individuos foram coletados em cada sitio
de amostragem em cada data. Os ouri¢os foram mantidos congelados em freezer a -20 °C
até julho de 2021, quando foi realizada a separacdo dos tecidos: gbnadas e tubo digestivo,
para analise separadamente. Os tecidos foram separados prontamente apds a retirada do
freezer, a fim de evitar a contaminagdo cruzada durante o descongelamento. Apoés a
separacdo, cada amostra de gbnada e tubo digestivo foi pesada em balanca analitica,
separada em um tubo de centrifugacdo e congelada novamente a -20 °C. Os tecidos foram
enviados em gelo seco, para andlise pelo Dr. Luiz Mafra Junior da Universidade Federal do
Parana e Dr. Mathias Schramm do Instituto Federal de Santa Catarina.

As ovatoxinas (OVTXs) foram extraidas dos ouricos usando uma sonda de
ultrassom (130 W; Cole Parmer CPX130; EUA) por 5 min (pulsos de 3 s por 1 s de
intervalo) a 90% da poténcia maxima (130 W), apds a adicdo de metanol 90% (grau
HPLC) em uma propor¢do de 9 mL de metanol 100% para cada 1 g de tecido. O tubo
contendo os tecidos e a solugdo de metanol permaneceu imerso em gelo durante o
procedimento. O extrato foi centrifugado a 3000 x g por 10 min e o sobrenadante foi
reservado. Este processo foi repetido mais uma vez e o liquido sobrenadante proveniente
de cada etapa foi recuperado e combinado. O extrato foi filtrado em filtro de seringa PTFE

0,22 pm, 0,13 mm diametro.
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Posteriormente o extrato foi concentrado por evaporagdo em sistema de evaporagao
a vécuo (IF-SC) a 50 °C até secar, e foi ressuspenso em 0,6-0,8 mL de metanol,
concentrando os extratos entre 10 e 30 x.

Ao final, cada amostra foi filtrada com filtro de seringa em nylon (13 mm diametro,
0,22 pm de porosidade) para remogao de detritos, coletados em frascos tipo vial e mantidos
congelados até o momento da anélise das toxinas. A identificacdo das toxinas foi realizada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia, com deteccdo por espectrometria de massas
(LR-HPLC-MS/MS). As analises foram conduzidas em um sistema de MicroLC 200 Plus,
Eksigent Technologies®) composto de um Sistema de autoamostragem refrigerado PAL
com 3 gavetas, bomba binaria com microtubos de 50 um i.d. para fluxos entre 20 e 200 uL
min e compartimento para controle térmico da coluna, acoplado a um espectrometro de
massas triplo quadrupolo (AB Sciex® Q-Trap 4500). Extratos simples e concentrados (10-
30x) foram analisados, além de diluicGes do padrdo analitico de palytoxina (PLTX),
intercalados com amostras de agua deionizada e metanol 90%, para prevenir entupimento
da coluna. As separacbes cromatograficas foram realizadas em uma coluna C-18
(Poroshell 120, 100 x 2.1 mm I.D., 2.7 um; Agilent HP, USA), usando solu¢Ges com
diferentes concentracdes de acetonitrila (grau HPLC) e agua deionizada como as fases
moveis num sistema binario com eluicdo por gradiente. O método consistiu no
monitoramento de multiplas transicdes para PLTX, 42-OH-PLTX e OVTXs (OVTX-a a
OVTX-d/e), adaptado de Brissard et al. (2015) e foi otimizado para amostras de ouricos.
As imagens dos cromatogramas foram geradas pelo software Analyst.

A quantificacdo ndo foi possivel porque as transicGes detectaveis no padrdo foram
diferentes daquelas nas amostras, limitando a analise a resultados qualitativos (presenca
dos compostos) e semi-quantitativos (relacdo entre area dos picos nos cromatogramas,
levando-se em conta o fator de concentracdo). Até o momento foram analisados somente
0s tubos digestivos dos ourigos-do-mar coletados em 24 de janeiro de 2020 na praia dos
Anjos, AC. Estas amostras foram priorizadas, pois nessa epoca ocorreu um evento de

floragdo de O. cf. ovata, portanto sdo amostras mais propensas ao acimulo de OVTXs.
4. Resultados

4.1. Densidades (2019-2020) de dinoflagelados epi-bentonicos em Arraial do Cabo e

Armacéo dos Buzios
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A densidade de dinoflagelados epi-bentonicos foi determinada em 59 amostras de
macroalgas das espécies Sargassum maximilianii (Schrader) Martius (Eschweiler et al.,
1829), Spyridia hypnoides (Bory) Papenfuss (Papenfuss, 1968), Hypnea spinella (C.
Agardh) Kitzing (Kutzing, 1847), Amphiroa beauvoisii J. V. Lamouroux (Lamouroux,
1816), Laurencia cf. dendroidea J. Agardh (Agardh, 1852), Amphiroa fragilissima
(Linnaeus) J. V. Lamouroux (Lamouroux, 1816) e Dictyota menstrualis (Hoyt) Schnetter,
Hornig e Weber-Peukert (Schnetter et al., 1987). Quatro eventos de floragdo de O. cf.
ovata foram observados em 2020, um na praia do Forno-AB, dois na praia dos Anjos e um
na Prainha em Arraial do Cabo (Tab. 2, Fig. 2).

Na praia do Forno-AC, a densidade média de O. cf. ovata foi mais alta em
dezembro de 2019 no ponto proximo a praia, com média de 5,1 x 10% céls.gPU? S.
maximilianii. Ja no ponto de amostragem localizado a 50 metros da praia, as densidades
médias foram de 4,6 x 102 céls.gPU™ S. maximilianii e 1,2 x 10° céls.gPU™ S. hypnoides
(Tab. 2, Fig. 2A). No més de fevereiro, as densidades médias foram de 1,1 x 103 céls.gPU™?
S. maximilianii proximo a praia, enquanto que no ponto mais distante foram de 34
céls.gPU S. maximilianii (Tab. 2, Fig. 2A).

Dois eventos de floragdo de O. cf. ovata foram encontrados na praia dos Anjos-AC,
em janeiro e em junho. Em janeiro, a densidade média de O. cf. ovata foi maior na
macroalga H. spinella com 1,6 x 10* céls.gPU, enquanto A. beauvoisii apresentou 4,3 x
103 céls.gPU* e S. maximilianii 619 céls.gPU™? (Tab. 2, Fig. 2B). No més de fevereiro (3
semanas ap0s 0 evento de janeiro), por outro lado, as densidades ndo foram detectaveis em
macroalgas dos géneros Sargassum e Hypnea. A maior densidade em todo o estudo foi
encontrada em 3 de junho na praia dos Anjos, 3,1 x 10° céls.gPU™? L. cf. dendroidea, e
densidade média de 1,1 x 10° céls.gPU S. maximilianii (Tab. 2, Fig. 2B). Essa florag&o foi
inicialmente observada no dia 10 de maio (registro fotografico e comunicacdo pessoal de
C. Ferreira, evento A4, Tab. 3), mas quase 1 més depois 0 evento ainda estava ocorrendo

com densidades elevadas.
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Tabela 2: Densidade média (n>2) ou absoluta (n=1) de dinoflagelados epi-bentdnicos (céls.gPU™) em cada sitio de amostragem e data de
coleta por espécie de macroalga, incluindo desvio padrdo e valores minimos e maximos. O simbolo (-) indica auséncia do género e o simbolo
(*) indica densidades consideradas como floragdo. Amostras de janeiro e fevereiro da Prainha, fevereiro da praia dos Anjos e janeiro da praia

do Forno-AB apresentaram densidades ndo detectaveis.

Local Data Macroalgas Ostreopsis cf. ovata Prorocentrum Amphidinium Coolia Gambierdiscus Total
Sargassum maximilianil (perto, n=2) 5.086 + 3.222 13+18 77 £109 28+3 3 5.204 +3.347
9 perto, n= (2.807-7.364) (0-26) (0-154) (26-30) (240-7.570)
- 458 + 324 13+9 2+2 72 480 + 329
28/11/19 Sargassum maximilianii (longe, n=3) (218-826) (3-18) (0-4) (5-9) ) (240-855)
- . 1174 +1.431 15+13 10+8 1.184 +1.424
Forno-AC Spyridia hypnoides (longe n=3) (264-2.824) (5-29) “) (0-14) “) (269-2.824)
- _ 1.103 + 400 45+ 16 87 1.156 +421
Sargassum maximilianii (perto, n=3) (833-1.563) (33-63) “) (0-14) “) (875-1.640)
18/02/20 Sargassum maximilianii (longe, n=4) 34+22 44 + 37 2+3 13+20 1+1 421 + 66
9 ge. n= (9-60) (5-87) (0-6) (1-42) (0-1) (48-175)
S 619 + 826 13+19 632 + 845
Sargassum maximilianii (n=2) (34-1203) ) (0-26) ) ) (34-1.229)
. _ 15.536* + 18.769 7+10 15.543* + 18.759*
24/01/20 Hypnea spinella (n=2) (2264-28.807%) (0-14) “) ) ) (2.278-28.807%)
Anjos-AC . A 4.335+2.074 11+10 4.346 +2.083
Amphiroa beauvoisii (n=3) (3.811-6.621) (0-20) €) ) ©) (3.823-6.641)
Sargassum maximilianii (n=2) 107.910* + 110.506 45+9 o ) 0 107.957* + 110.497
03/06/20 9 (29.771*-186.050%) (39-52) (29.824*-186.091%)
Laurencia cf. dendroidea (n=1) 312.085* (-) () (-) 168 312.088*
23/08/20 Amphiroa fragilissima (n=1) 133.951* ) ) ) 56 134.006*
Amphiroa fragilissima (n=3) 41.912* +11.118 ) o ) 7+11 41.918* +11.126
Prainha-AC 27/08/20 P g (29.453*-50.824*) (0-20) (29.453*-50.843*)
Laurencia cf. dendroidea (n=3) 162.136* + 52.228 © o 56 + 56 19+33 162.211* + 52.214
) B (129.483*-222.372%) (0-113) (0-58) (129.483*-222.427%)
. . 33.001* + 36.169 33.001* + 36.169
Dictyota menstrualis (n=2) (7.425-58.576%) ) ) ) ) (7.425-58.576%)
Forno-AB 17/02/20 Amphiroa spp. (n=3) 37.184* + 40.781 14+£25 o 57 +99 o 37.255* + 40.904
P Pp- (n= (13.641%-84.274%) (0-43) (0-171) (13.641*-84.487%)
Sargassum maximilianii (n=1) 34.412* 41 41 () () 34.494*
AT 14+ 20 54 + 42 34 12+2 8016
23/01/20 Sargassum maximilianii (n=2) (0-28) (21-81) “) (0-5) (10-14) (68-91)
Tartaruga S g+ 12 102+ 131 0+1 242 242 114+ 144
17/02/20 Sargassum maximilianii (n=4) (1-25) (9-292) (0-1) (0-5) (0-3) (11-323)
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Figura 2: Densidade absoluta (n=1) ou média com desvio padrao (n>2) de O. cf. ovata
(A-D) e dos géneros Ostreopsis, Prorocentrum, Gambierdiscus e Coolia (E) em
céls.gPU macroalga. A- Forno-AC, B- Anjos, C- Prainha, D- Forno-AB, E- Tartaruga.
ND = densidade n&o detectavel.

A andlise do biofilme sobre as macroalgas calcarias vermelhas, coletado nos dias
22 e 24/01/20 na praia dos Anjos, mostrou grande diferenga na composi¢do de espécies
entre os dois dias (Fig. 3). No dia 22, o biofilme era composto por uma diversidade de

microalgas e cianobactérias, com maior representacdo (37% da densidade total) de
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cianobactérias filamentosas finas (largura < 3 pum) e diatomaceas penadas pequenas
(comprimento < 50 pm) (32% da densidade total), enquanto O. cf. ovata representava
19% da densidade de células encontradas nesta data (Fig. 3A). Os demais grupos
representaram 5% (diatomacea Licmophora), 4% (diatomacea penada grande com
comprimento > 50), 2% (cianobactéria com largura > 3 um) e 1% (diatomacea céntrica),
enquanto Amphidinium representou menos de 1%.

No dia 24, a composi¢cdo especifica havia mudado e o biofilme ja ndo era
evidente, mas Ostreopsis cf. ovata se tornou a espécie dominante, representando 86%
da densidade encontrada, seguido pelas diatomaceas penadas pequenas que
representaram 11% da densidade total (Fig. 3B). As diatoméaceas penadas com
comprimento > 50 um e as cianobacteérias largas e finas representaram, cada uma, 1%
da densidade total. Células de Licmophora e de Amphidinium ndo foram observadas, e

as diatoméceas céntricas tiveram representatividade menor que 1%.

A 22/01/20 B 24/01/20

@ Cianobactéria filamentosa fina (L < 3 pm)

Diatomacea penada pequena (C < 50 pym)
0. cf. ovata
Diatomacea Licmophora

Diatomacea penada grande (C z 50 pm)

Cianobactéria filamentosa larga (L 2 3 pm)

Diatomacea céntrica

Figura 3: Contribuicdo de cada unidade taxondomica (%) para a densidade total nos
biofilmes sobre macroalgas calcérias coletados dos dias 22 (A) e 24/01 (B) na praia dos

Anjos em Arraial do Cabo.

Na Prainha-AC, as densidades de dinoflagelados bentdnicos foram néo
detectaveis nos meses de janeiro e fevereiro, quando o mar estava bastante agitado no
momento da coleta. Em contraste, no més de agosto, densidades elevadas e presenca de
biofilme de O. cf. ovata foram observados nesta praia, atingindo 1,3 x 10° e 4,2 x 10*
céls.gPU? A. fragilissima nos dias 23 e 27 de agosto de 2020, respectivamente, e 1,6 X
10° céls.gPU™ L. cf. dendroidea em 27/08 (Tab. 2, Fig. 2C).
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Na praia do Forno em Armacao dos Buzios, a densidade média de O. cf. ovata
no més de fevereiro foi de 3,3 x 10* céls.gPU™ D. menstrualis e 3,4 x 10 céls.gPU™ S.
maximilianii. Em Amphiroa spp., a densidade média foi de 3,7 x 10* céls.gPU™ (Tab. 2,
Fig. 2D). No més de janeiro, 3 semanas antes das elevadas densidades observadas em
fevereiro, macroalgas do género Sargassum apresentaram densidades ndo detectaveis.

Na praia da Tartaruga, as densidades médias de dinoflagelados bentbnicos ndo
ultrapassaram 150 céls.gPU™. Ostreopsis cf. ovata apresentou baixas densidades em
janeiro e fevereiro de 2020, ndo ultrapassando 20 céls.gPU™? S. maximilianii, e as
maiores densidades foram do género Prorocentrum, com média de 54 céls.gPU™ S.
maximilianii no més de janeiro e 102 céls.gPU™ S. maximilianii no més de fevereiro
(Tab. 2, Fig. 2E).

4.2. Eventos de floracbes de O. cf. ovata em Arraial do Cabo entre 1998-2021 e
parametros meteoroldgicos associados a esses eventos

Entre 1998-2014 foram observados 14 registros da presenga de biofilme
(floracGes) de Ostreopsis cf. ovata em Arraial do Cabo, nos costbes da Ilha de Cabo
Frio (Pedra Vermelha) e Ilha dos Porcos e nas praias do Forno, Anjos e Prainha (Tab. 3,
Fig. 4A-F).

Em 2020, trés eventos de floracdo foram registrados, nas praias dos Anjos e
Prainha, pela coleta de amostras e quantificacdo da densidade de células sobre
macroalgas (Fig. 2), além do registro fotografico (Tab. 2 e 3, Fig. 4G-1). No ano de
2021, mais duas floracdes de O. cf. ovata foram observadas (Tab. 3, Fig. 4J-K). Durante
esses eventos, foram encontrados ouri¢os-do-mar das espécies Echinometra lucunter e
Lytechinus variegatus com perda de espinhos e/ou cobertos com o filme de O. cf. ovata
(Tab. 3, Fig. 5).
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Figura 4: Registros fotograficos de biofilmes de O. cf. ovata em diferentes eventos de
floragdo em Arraial do Cabo entre 1998-2021. A. llha de Cabo Frio em dez/98, B.
Forno em dez/06, C. Anjos em mar/11, D. Forno em mai/12, E. Forno em dez/12, F.
Ilha dos Porcos em mai/14, G. Anjos em jan/20, H. Anjos em mai/20, I. Prainha em

ago/20, J. Anjos em out/21 e K. Forno em nov/21. Créditos: Carlos E. L. Ferreira.
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Figura 5: Ouricos marinhos impactados durante diferentes floracGes de O. cf. ovata em

Arraial do Cabo. A. E. lucunter com perda de espinhos e necrose em dez/98 na Ilha de
Cabo Frio, B. Biofilme de O. cf. ovata sobre E. lucunter na praia do Forno em dez/06,
C. E. lucunter com perda de espinhos em set/08 na praia dos Anjos, D. Biofilme sobre
E. lucunter em mar/11 na praia dos Anjos, E. Biofilme sobre E. lucunter em mai/12 na
praia do Forno, F. L. variegatus e G. E. lucunter com perda de espinhos em dez/12 na
praia do Forno, H. Biofilme sobre E. lucunter em mai/14 na Ilha dos Porcos, I. Biofilme
sobre E. lucunter em jun/20 na praia dos Anjos e J. Biofilme sobre L. variegatus em

ago/20 na Prainha. Créditos: Carlos E. L. Ferreira.
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Tabela 3: Historico dos registros de floragdes de Ostreopsis cf. ovata entre 1998 e 2021
na cidade de Arraial do Cabo, indicacdo de danos visiveis em ouri¢os-do-mar e cédigo
de cada evento. NV = ndo visiveis, PE = perda de espinhos, N = necrose, M =

mortandade, B= biofilme sobre ouricos.

Florages em Arraial do Cabo

Data Local Impacto sobre ouricos  Codigo

27/nov/98  Pedra Vermelha, Ilha de Cabo Frio PE, N, M CB1

dez/01 Pedra Vermelha, Ilha de Cabo Frio PE, N, M CB2
06/dez/06 Forno PE F1
26/dez/06 Forno B F2
27/dez/06 Prainha B P1
24/abr/07 Forno NV F3
28/set/08 Anjos PE Al
28/nov/10 Prainha B P2

dez/10 Prainha NV P3
22/jan/11 Prainha NV P4
04/mar/11 Anjos B A2
14/mai/12 Forno B F4
26/dez/12 Forno PE F5
24/mai/14 Ilha dos Porcos B IP1
22/jan/20 Anjos NV A3
10/mai/20 Anjos PE A4
23/ago/20 Prainha B P5
06/out/21 Anjos NV A5
10/nov/21 Forno NV F6

Na cidade de Armacdo dos Buzios, foram registrados 5 eventos de floracGes de
O. cf. ovata, na praia da Tartaruga em junho de 2006, janeiro e julho de 2007 e na praia
do Forno em dezembro de 2012 e fevereiro de 2020 (Alencar, 2010; Monteiro, 2007;
Cockell, 2014). Ourigos-do-mar ndo foram observados nessas praias.

Os dados meteoroldgicos nas quatro semanas que antecederam as floracdes
avaliadas apresentaram grande variacdo. A temperatura média do ar variou entre 17,1 e
27,9 °C nesses periodos, variando entre 18,9 °C e 27,1 °C na semana anterior ao evento
e com valores entre 19,7 e 27,1 °C na data em que o0 evento foi registrado (Fig. 6A). A
radiacdo global variou entre 137,5 KJ/m? e 2287,0 KJ/m? ao longo das 4 semanas, 137,5
KJ/m? e 2156,1 KJ/m? na quarta semana, e no dia do registro do evento a variacio foi de
478,6 a 2132,7 KJ/m? (Fig. 6B). A velocidade do vento variou diariamente entre 1,2-
10,3 m/s, que na escala de 0-12 de Beaufort equivalem a niveis entre aragem (nivel 1),

relacionado a pequena movimentacdo na superficie da &gua, e brisa forte (5),
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equivalente a ondas de até 2,5 metros (Fig. 6C). Levando em consideracdo a Ultima
semana e o dia em que o evento foi observado, essa variacdo foi menor, com valores
entre 1,3-7,6 m/s e 1,6-6,7 m/s, respectivamente, que equivalem aos niveis 1 a 4 (brisa
moderada), este ultimo caracterizado por ondas de até 1 m. J& a pressao atmosférica
variou entre 1004,6 e 1027,9 mB ao longo das 4 semanas, entre 1004,6-1023,8 mB na
quarta semana e 1009,4 a 1023,8 mB no dia em que o evento foi registrado. Foi
observada tendéncia de aumento na presséo atmosférica nos 5 dias anteriores ao registro
de dez do total de 16 eventos (Fig. 6D). Por ultimo a precipitacdo encontrada foi sempre
baixa, variando entre 0 e 3,2 mm ao longo das 4 semanas e entre 0 e 1,8 mm na quarta
semana, sendo ainda mais baixa no dia em que o evento foi visto, variando entre 0-0,3
mm (Fig. 6E).

A temperatura da dgua do mar nas 4 semanas antes das floragdes que ocorreram
em 2020 variou entre 20,9 °C e 25,4 °C na superficie (3 metros de profundidade) e 17,6
°C e 24,9 °C no fundo (8 metros de profundidade) (Fig. 6F). Na dltima semana, a
variacdo foi de 21,5 °C e 24,8 °C na superficie, e 19,3 °C e 23,9 °C no fundo.

No més de janeiro (evento A3), a diferenca entre a temperatura na superficie e
no fundo, que pode ser usada como um indicativo da presenca da ACAS, variou entre
0,8 °C e 4,9 °C. Diferencas de temperatura maiores que 1,5 °C foram observadas com
frequéncia, e temperaturas inferiores a 20 °C foram observadas apenas nessa floragao,
em 9 dias dos 28 analisados, com valor minimo de 17,6 °C.

Nos eventos A4 e P5, a diferenca de temperatura entre a superficie e o fundo foi
menor, variando entre 0 °C e 2,1 °C e entre 0,1 °C e 1,9 °C, respectivamente.
Diferencas maiores que 1,2 °C foram raras, ndo passando de 3 dias, e coincidiram com

as menores temperaturas encontradas nessas floracGes, por volta de 20 °C.
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Figura 6: Médias diarias dos (A-E) dados meteoroldgicos e (F) de temperatura da agua
do mar nas quatro semanas que antecederam cada evento de floracdo. A. Temperatura
do ar (°C), B. radiacdo global (KJ/m?), C. velocidade do vento (m/s), D. pressio
atmosférica (mB), E. precipitacdo (mm), F. temperatura da agua no molhe do porto da
praia dos Anjos (s=superficie, f=fundo). Dia 28 indica a data na qual o evento foi
observado. Codigos dos eventos estdo apresentados na tabela 3. Para as floragcGes CB1,

CB2 e P3 ndo ha dados meteoroldgicos disponiveis nas 4 semanas anteriores ao evento.

4.3. Anélise do acumulo de ovatoxinas em tecidos de ouri¢cos-do-mar durante evento de
floragdo em Arraial do Cabo
A analise do tubo digestivo de dez ourigos-do-mar coletados na praia dos Anjos em
Arraial do Cabo em 24 de janeiro de 2020 por HPLC-MS/MS, indicou a presenca de
compostos “PLTX-like” (palytoxina e andlogos) no tubo digestivo dos 8 individuos da

espéecie Echinometra lucunter. Em 2 individuos da espécie Lytechinus variegatus
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coletados na mesma data e local, essas toxinas ndo foram detectadas. As transicdes
encontradas foram 882,500>377200 Da e 881,820>377200 Da, referentes aos
compostos OVTX d/e e PLTX, respectivamente (Tab. 4). Contudo, ainda que o detector
tenha uma boa precisdo na determinagdo das massas, € possivel que a detec¢édo das duas
transicOes seja referente a um Unico composto, ja que a diferenca de m/z entre esses ions
de tripla carga € pequena (0,7 Da). Alternativamente, o sinal do primeiro ion pode ser
referente, na verdade, a um ion caracteristico da PLTX, com m/z = 882,161 (diferenca
de 0,35 Da). Neste ultimo caso, talvez o mais provavel, as analises indicariam a

presenca somente de PLTX.

Tabela 4: Resultados qualitativos da analise de HPLC-MS/MS em relacdo a presenca de
compostos “PLTX-like” em ourigos-do-mar coletados na praia dos Anjos, em janeiro de
2020 a partir da razdo m/z entre 882,500>377200 Da para OVTX-d/e e
881,820>377200 Da para PLTX.

Individuo Espécie OVTX-d/e e PLTX
1 E. lucunter X
2 E. lucunter X
3 L. variegatus
4 L. variegatus
5 E. lucunter X
6 E. lucunter X
7 E. lucunter X
8 E. lucunter X
9 E. lucunter X
10 E. lucunter X

A Fig. 7 apresenta um cromatograma do padréo de palytoxina enquanto a Fig. 8 um
cromatograma do tubo digestivo do individuo 10, da espécie Echinometra lucunter,
mostrando que os ions encontrados no ouri¢co tém o mesmo tempo de retencdo que 0s

ions referentes as transi¢des de OVTX-d e PLTX.
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Figura 7: Andlise por cromatografia liquida e espectrometria de massas com

monitoramento de ions multiplos do padrdo de PLTX na concentracdo de 148 ng/ml.

W XIC of +MRM (22 pairs): 1331 240/377.200 Da ID. PLTX-10 from Sample 42 (O-RJ-101-10x) of Ourica_25112021.wiff (Turbo Spray) Max. 400.0 cps.

Figura 8: Andlise por cromatografia liquida e espectrometria de massas com
monitoramento de ions multiplos de PLTX e analogos em tubo digestivo do ouri¢o-do-
mar Echinometra lucunter (individuo 10) coletado em 24 de janeiro de 2020 na praia
dos Anjos, AC.

N&o foi possivel confirmar a identificacdo das moléculas, pois foi observada
uma diferenca nas transi¢cOes detectaveis do padrdo de palytoxina e as moléculas

presentes nos organismos analisados. A analise semi-quantitativa, baseada na
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comparacdo da area dos picos nos cromatogramas de diferentes individuos de E.
lucunter indicou quais deles apresentaram maior abundancia relativa dessas moléculas
(Tab. 5). A analise indicou variacdo na concentracdo dessas moléculas em diferentes

individuos de E. lucunter.

Tabela 5: Resultados semi-quantitativos da analise de HPLC-MS/MS dos ouri¢os-do-
mar coletados no més de janeiro de 2020 na Praia dos Anjos. Abundancia relativa
obtida a partir da relacdo entre a area dos picos do cromatograma corrigida pelo fator de
concentracdo, dividida pela area corrigida da transicdo mais intensa (882,5>377200) na
amostra mais concentrada (individuo 10). Individuos 3 e 4 se referem a espécie L.

variegatus e as demais amostras pertencem a espécie E. lucunter.

Individuo Concentragdo Area do pico (counts) Abundancia relativa
882,500>377200 881,820>377200 882,500>377200 881,820>377200
(OVTX-d/e) (PLTX) (OVTX-d/e) (PLTX)
1 10 6490 1700 0.44 0.11
2 30 7960 1940 0.18 0.04
3 30 N/A N/A N/A N/A
4 25 N/A N/A N/A N/A
5 25 4260 1260 0.12 0.03
6 20 7360 2520 0.25 0.09
7 30 587 2410 0.01 0.05
8 15 18176 5220 0.82 0.24
9 20 23000 5530 0.78 0.19
10 10 14800 5420 1.00 0.37
5. Discussédo

Os resultados do presente trabalho, mostram que as floragdes de O. cf. ovata séo
fendmenos frequentes em Arraial do Cabo e Armacdo dos Buzios. Um total de 19
eventos em Arraial do Cabo e 5 eventos em Armacdo dos Buzios foram registrados
entre 1998-2021, sendo que outros eventos muito provavelmente ocorreram neste
periodo. Com base nas densidades celulares, em Arraial do Cabo, trés eventos de
florag&o de O. cf. ovata foram encontrados em 2020, nos meses de janeiro, maio/junho e
agosto, sendo que em junho foi observada a maior densidade de dinoflagelados
bentbnicos no ano, chegando a 3,1 x 10° céls.gPU™ Laurencia cf. dendroidea na praia
dos Anjos. Densidades de O. cf. ovata tdo elevadas foram reportadas na praia do Forno-
AB em 2012 (densidades de até 4,6 x 10° céls.gPU! Sargassum spp., Cockell, 2014), na
praia da Tartaruga em 2006 (2,3 x 10° céls.gPU™ Laurencia sp., Monteiro, 2007) e no

29



Arquipélago de Currais em 2017 (5,6 x 10° céls.gPU* macroalga, Tibirica et al., 2019)
(Tab. 6). Essas densidades se equiparam a de alguns eventos encontrados no Mar
Mediterraneo, como a densidade de 3,1 x 10° céls O. cf. ovata.gPU™ Cystoseira crinita
na Croacia, onde banhistas reportaram sintomas respiratorios (Pfannkuchen et al.,
2012). Vaérias floragdes com densidades ainda maiores, superiores a 108 céls.gPU™* tém
sido registradas no Mar Mediterraneo (e.g. Amzil et al., 2012; Cohu et al., 2013, 2011;
Nincéevi¢ Gladan et al., 2019; Totti et al., 2010). Ja em Armacéo dos Buzios, em 2020,
elevadas densidades de O. cf. ovata, de até 8,4 x 10* céls.gPU™* Amphiroa spp. foram
encontradas apenas no més de fevereiro na praia do Forno-AB. No més de janeiro as
densidades da espécie foram ndo detectaveis, mostrando uma alta capacidade de
reproducdo, producdo e acimulo de biomassa no periodo de 3 semanas, entre o dia 23
de janeiro e 17 de fevereiro.

Floracdes de O. cf. ovata também ja foram encontradas em outras localidades no
Brasil, como a praia do Forte na Bahia (De’Carli, 2014; Nascimento et al., 2020), 0
Arquipélago (oceénico) de S&o Pedro e Sdo Paulo (Nascimento et al., 2012b) e o
Arquipélago (costeiro) de Currais, Parana (Tibirica et al., 2019) com presenca ou ndo de
biofilme (Tab. 6). Recentemente, em 2018, a espécie Ostreopsis lenticularis foi
encontrada no Arquipélago de Fernando de Noronha em grande densidade, sendo que
O. cf. ovata também estava presente junto com O. lenticularis (Borsato et al., 2020).

A avaliacdo de dados meteoroldgicos como precipitacdo, radiacdo global,
pressdo atmosférica, temperatura do ar e velocidade do vento no periodo que antecedeu
as floragGes de O. cf. ovata entre 2006-2021 em Arraial do Cabo mostrou uma ampla
variacdo nos valores, especialmente de radiacdo global e ventos, natural da regido. O
efeito da intensidade e direcdo do vento sobre a formacdo de floracbes de O. cf. ovata
na area de estudo precisa ser melhor avaliado, mas ressalta-se que os locais de
amostragem neste estudo abrangem areas abrigadas do vento. No arquipélago de
Currais, a floragéo de O. cf. ovata foi encontrada sob condigdes de velocidade do vento
diminuindo de 6,6 m/s para 4,3 m/s (Tibiri¢a et al., 2019).
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Tabela 6: Densidades maximas (céls.gPU™? macroalga) de Ostreopsis cf. ovata em

eventos de floragdo no Brasil.

Local Data Densidade Macroalga Fonte
Tartaruga-AB, RJ 10/jun/06 2,3x10° Laurencia sp. Monteiro, 2007
Forno-AC, RJ 05/dez/06 2,1 x 104 Amphiroa fragillissima Monteiro, 2007
Tartaruga-AB, RJ 23/jan/07 2,6 x 10* Hincksia mitchelliae Monteiro, 2007
Forno-AC, RJ 24/abr/07 4,3x10* Spyridia aculeata Souza, 2010
Tartaruga-AB, RJ 20/jul/o7 6,4 x 104 Canistrocarpus cervicornis Alencar, 2010
Arquipélago de S&o Pedro e S&o Paulo 05/jul/09 9,9x10* Laurencia sp. Nascimento et al., 2012
Forno-AB, RJ 17/dez/12 4.6 x 10° Sargassum spp. Cockell, 2014
Forte, BA 23-31/jan/13 5,6 x 10* Canistrocarpus crispatus De’Carli, 2014
Arquipélago de Currais, PR 22/feb/17 5,6 x 105 N4o identificado Tibiri¢a et., 2019
Anjos-AC, RJ 24/jan/20 2,9 x10* Hypnea spinella Esse estudo
Forno-AB, RJ 17/fev/20 8,4 x 10* Amphiroa spp. Esse estudo
Anjos-AC, RJ 03/jun/20 3,1x10° Laurencia cf. dendroidea Esse estudo
Prainha-AC, RJ 27/ago/20 2,2x 105 Laurencia cf. dendroidea Esse estudo

AB: Armacdao dos Buzios, AC: Arraial do Cabo

A pressao atmosfeérica foi usada como um indicador da estabilidade do tempo, ja

gue um aumento na pressao atmosférica significa aumento de temperatura e maior
retencdo do vapor d’dgua, impedindo a formacdo de nuvens. Observou-se uma
tendéncia de aumento da pressdo atmosférica nos 5 dias anteriores ao registro de 10
eventos de floracdo. Em conjunto, a temperatura média do ar e a precipitacdo no periodo
das quatro semanas anteriores indicam que as floracdes tendem a ocorrer em periodos
de temperatura mais elevada e de tempo estavel.

A temperatura da agua parece ser um dos principais fatores que determinam a
ocorréncia de floracdes de O. cf. ovata, afetando tanto o crescimento, como a toxicidade
da espécie (Granéli et al., 2011). Os valores de temperatura durante as floragbes de 2020
indicam a ocorréncia de ressurgéncia intensa no periodo que antecedeu a floragdo em
janeiro na praia dos Anjos (evento A3), e ressurgéncia por periodos mais curtos, ou que
afetaram a area apenas marginalmente, nos eventos A4 e P5.

A ressurgéncia ocorre quando ventos Leste (L) e Nordeste (NE) permitem que a
ACAS, localizada a 300 metros de profundidade, atinja camadas mais superficiais do
oceano (Gonzalez-Rodriguez et al., 1992). Essa agua, além de fria, é rica em fosfato e

nitrato, adicionando nutrientes a zona eufética (Guimaraens e Coutinho, 2000).
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Portanto, 0s eventos de ressurgéncia que antecederam as floragcbes de 2020,
especialmente em janeiro, podem ter disponibilizado nutrientes que estimularam o
crescimento de O. cf. ovata. Além disso, em janeiro, evento no qual a ressurgéncia foi
mais evidente e intensa, havia uma grande diversidade de outras microalgas em
conjunto que também podem ter sido beneficiadas. Essa hipdtese é reforcada pelos
trabalhos de produtividade priméria do fitoplancton (Guimaraens et al., 2005) e
bacteriana (Coelho-Souza et al., 2013) em Arraial do Cabo. Além disso, uma floragdo
de O. cf. ovata na praia do Forno-AB no verdo de 2012-2013 ocorreu cerca de um més
apos um evento de ressurgéncia da ACAS, que provavelmente fertilizou a area rasa da
praia com nutrientes. A floragdo foi observada entre dezembro de 2012 e fevereiro de
2013 e 0 monitoramento continuo da temperatura da agua do mar na praia mostrou que
as aguas frias (< 19 °C) da ACAS permaneciam no local por no maximo 44 horas e
eram intercaladas pela presenca de aguas mais quentes durante a floracdo, até que apds
7 dias de agua com temperatura abaixo de 19 °C, a floracdo finalmente chegou ao fim
(Cockell, 2014). Nos trés eventos de floracdo em 2020 em Arraial do Cabo, a
temperatura da agua foi menor que 19 °C (17,6 °C) em apenas um dia, e temperaturas <
20 °C, indicadoras de ressurgéncia, permaneceram por no maximo 72 horas.

Portanto, a ressurgéncia da ACAS em Arraial do Cabo e Armacéo dos Buzios, é
provavelmente um importante fator que estimula as floragcdes de O. cf. ovata nesses
locais por meio do aporte de nutrientes. Por outro lado, exposi¢des prolongadas as aguas
frias da ressurgéncia (< 19 °C) por periodos mais longos, podem ser intoleraveis para O.
cf. ovata. Dados da temperatura da superficie do mar (SST, de satélite) de dois anos na
Peninsula Ibérica mostraram que a espécie precisa de temperaturas acima de 19,5 °C
por 3 meses para conseguir se estabelecer na regido (David et al., 2012).

Em outros eventos de floracdo em Arraial do Cabo e Armacéo dos Blzios, como
na praia do Forno-AC em abril de 2007 e na praia da Tartaruga-AB em julho de 2006, a
temperatura na hora da amostragem foi de 26,5 °C e 23,2 °C (Alencar, 2010; Souza,
2010), valores semelhantes aos dos eventos de 2020. Nas floragOes ocorridas em 1998 e
2001/2002 a temperatura da agua foi maior que 20 °C nas semanas anteriores aos
eventos e atingiu 25 °C durante as floragcbes (Granéli et al., 2002). Segundo esses
autores, 0 aumento na temperatura da agua teria sido um fator importante para
desencadear as primeiras floragdes de O. cf. ovata na regido e ndo houve relacdo com

eventos de ressurgéncia.
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Em outros locais no Brasil, floraces de O. cf. ovata foram registradas em 2017
e 2018 no més de fevereiro no Arquipélago de Currais, quando a temperatura da agua
foi de 28 °C (Tibirica et al., 2019). No Arquipélago de Sao Pedro e Sdo Paulo, onde a
temperatura da agua varia entre 24 e 28,5 °C uma floracdo de O. cf. ovata foi
encontrada em julho de 2009 (Nascimento et al., 2012b).

As floragdes de O. cf. ovata no Mar Mediterraneo ocorrem entre a primavera e
outono quando a temperatura é mais elevada (Accoroni e Totti, 2016). Dados de SST
mostram que o0 Mediterraneo apresenta médias anuais entre 14-15°C no inverno, e 22-
26 °C no verdo (Garcia-Monteiro et al., 2022). No mar Egeu, por exemplo, floracGes de
O. cf. ovata foram observadas em temperaturas de 13,9-29,7 °C entre 0 meio do verédo e
fim do outono (Aligizaki e Nikolaidis, 2006). No norte do Mar Adritico as maiores
densidades de O. cf. ovata ocorreram em setembro/outubro em temperaturas entre 18,8
°C e 24 °C, porém o inicio desses eventos foi sempre observado em temperaturas altas,
de 25-28,6 °C. Esses dados indicam que o ambiente precisa atingir uma temperatura
minima para que O. cf. ovata inicie sua floracdo (Accoroni et al., 2015), que por sua vez
estaria relacionada com a germinacdo dos cistos que geralmente ocorrem em torno de
25°C (Accoroni et al., 2014).

Considerando os registros de floragcoes de O. cf. ovata em Arraial do Cabo, 7 dos
19 eventos ocorreram nos meses de dezembro e janeiro, 3 ocorreram em novembro e em
maio e 1 evento foi observado nos meses de marco, abril, agosto, setembro e outubro. A
maioria dos eventos de floracbes de O. cf. ovata ocorreu no verdo e na primavera,
coincidindo com o periodo de maior incidéncia luminosa, fotoperiodo, temperatura do
ar e quando a ressurgéncia é mais intensa.

Andlises sobre o efeito de nutrientes como desencadeadores de eventos de
floracdo do género Ostreopsis apresentaram resultados ndo conclusivos (Accoroni e
Totti, 2016). Trabalhos no Noroeste do Mediterraneo sobre O. cf. ovata (Cohu et al.,
2011; Vila et al., 2001) e Nordeste da Nova-Zelandia sobre O. siamensis (Shears e
Ross, 2009) ndo encontraram relacdo entre as densidades de Ostreopsis e a
concentracdo de nutrientes na agua. No Havai, correlagdo positiva foi encontrada entre
as concentracgdes de nutrientes e Ostreopsis sp. (Parsons e Preskitt, 2007).

As floracdes em Arraial do Cabo e Armacgédo dos Blzios ocorreram em locais
rasos, com biofilmes de O. cf. ovata formados em profundidades de até 1 m. Esse
resultado também foi observado em locais no Mediterraneo (Brissard et al., 2014; Cohu
e Lemée, 2012; Gémin et al., 2020; Totti et al., 2010), e no Arquipélago de Currais
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(Tibirica et al.,, 2019), onde maiores densidades foram encontradas em menores
profundidades. A maior biomassa de O. cf. ovata em profundidades rasas esta
provavelmente relacionada com a maior intensidade luminosa nesses locais. A luz é um
importante fator para O. cf. ovata, como foi observado em uma cepa da espécie isolada
de Villefranche-sur-Mer, no Mediterraneo, que em condicdes laboratoriais apresentou
taxas de crescimento significativamente maiores em iluminacdo de 400 e 600 pmol de
fluxo de fotons m2s? em comparagio com a luminosidade de 200 pmol m2s? (Gémin
et al., 2021). Em cepas do Golfo de Napoles, por outro lado, células apresentaram maior
crescimento em concentragdes de 50 pmol de fluxo de fotons m2s™ em comparagio
com concentragdes de 200 umol de fluxo de fétons m2s. Em conjunto, essas cepas
mostraram preferéncia por um fotoperiodo de 12 horas, em comparacdo com o
fotoperiodo de 9 horas, aonde o crescimento foi limitado, e com o fotoperiodo de 15
horas, no qual foi observado fotosaturacao (Scalco et al., 2012)

Além de serem areas rasas e protegidas do vento, os locais de amostragem em
Armacéo dos Buzios e Arraial do Cabo, no geral, estdo protegidos da acdo mecénica da
agua do mar. O hidrodinamismo também € considerado um fator importante para as
floracBes de O. cf. ovata, com maiores densidades sendo encontradas em locais mais
protegidos da acdo das ondas (Nascimento et al., 2012b; Pfannkuchen et al., 2012;
Shears e Ross, 2009). No Arquipélago de Sdo Pedro e Séo Paulo, a floracdo de O. cf.
ovata foi encontrada em uma éarea protegida da intensa acdo das ondas da regido
(Nascimento et al., 2012b).

As atividades antropicas também podem ser uma fonte de nutrientes para
floragdes de algas nocivas, e alguns estudos mostraram rela¢do entre a ocorréncia de
floracBes de O. cf. ovata em locais mais impactados por esgoto (Ungano et al., 2010),
com elevada urbanizacdo (Meroni et al., 2018) e maior densidade populacional (Cohu et
al., 2013), além de impactos costeiros, associados a pressdes urbanas, agricolas,
industriais e fluviais (Kuzat et al., 2021). A regido de Arraial do Cabo e de Armacao dos
Buzios faz parte do chamado polo turistico Costa do Sol, e apesar de ser um dos
principais pontos turisticos do pais, atraindo turistas internacionais, apresenta em sua
infraestrutura um dos piores indicadores ambientais (saneamento basico, coleta de lixo e
disponibilidade de agua potavel) no Estado do Rio de Janeiro (Fonseca, 2011). Um
exemplo é o langamento esporadico de esgoto que ocorre na praia dos Anjos, que ja se
mostrou responsavel pelo aumento da producéo bacteriana nessa praia (Coelho-Souza et

al., 2013) e poderia contribuir como fonte de nutrientes para as floragdes de O. cf.
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ovata. Além disso, o esgoto de fontes difusas, como casas e estabelecimentos
comerciais também pode ser fonte de nutrientes nas praias dos Anjos e Prainha, duas
praias urbanizadas. Em contraste, a praia do Forno, cujo acesso é feito por uma trilha,
ndo apresenta nenhuma construcdo e assim nao recebe lancamento de esgotos, mas é
frequentada por grande nimero de banhistas.

O papel das interacdes bidticas como competicdo e predacdo e seus efeitos sobre
a formacdo de floragdes de O. cf. ovata foram pouco estudados. A andlise da
composicao do biofilme de janeiro de 2020 na praia dos Anjos mostrou a presenca ndo
so de O. cf. ovata, mas também de diferentes espécies de diatomaceas e cianobactérias.
Esse resultado difere de outras floracbes em que a espécie proliferou de forma quase
monoespecifica. Na Crodcia, por exemplo, um denso biofilme foi dominado por O. cf.
ovata e as espécies O. cf. siamensis e Coolia monotis foram encontradas em densidades
relativas baixas (< 10%), e a diatomacea Actinocyclus em proporcdes abaixo de 1%.
Apenas apos a densidade de O. cf. ovata decair de forma acentuada, essa diatomécea foi
capaz de apresentar maior contribuicdo no biofilme, indicando um possivel efeito
alelopatico (Pfannkuchen et al., 2012). Em outro estudo na Croacia, no mar adriatico, O.
cf ovata atingiu a densidade maxima de 2,7 x 10° cels.gPU™ macroalga, e C. monotis
também estava presente durante essa floracdo, e em densidades altas, apesar de
inferiores as de O. cf. ovata, chegando a 2,7 x 10° cels.gPU! macroalga (Nincevié
Gladan et al., 2019).

A diversidade e representatividade de microalgas e cianobactérias encontrada em
janeiro de 2020 no biofilme sobre macroalgas sofreu mudanca drastica entre os dias 22
e 24, com a entrada de uma frente fria, com ventos e chuva que tornaram o mar mais
agitado, removendo grande parte da biomassa de diatomaceas e cianobactérias, e,
restando praticamente O. cf. ovata, que representou 86% da densidade no dia 24,
indicando uma possivel efetividade da mucilagem produzida por essa espécie em
manté-la associada ao substrato, resistindo ao efeito diluidor da acdo das ondas. Esse
dinamismo nas populagdes epibénticas de O. cf. ovata também foi observado na costa
da Croécia, onde a densidade da populacdo variou de acordo com as mudancas
meteoroldgicas, nesse caso tempestades e acdo das ondas, que quanto mais intensas,
aumentavam a populacdo plancténica, pela desassociacdo de células de O. cf. ovata de
seus substratos. Em condi¢des mais calmas, menos celulas eram desassociadas dos

substratos. No momento em que as ondas foram constantes e intensas, sem intercalar
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com momentos mais calmos, a populacdo bentdnica de O. cf. ovata foi incapaz de se
restabelecer e a floragdo acabou (Pfannkuchen et al., 2012).

Em relacéo as densidades de O. cf. ovata em diferentes espécies de macroalgas
que servem de substrato, os maiores valores encontrados em 2020 foram associados a
algas vermelhas, sobretudo a espécie Laurencia cf. dendroidea. Esse género de
macroalga apresentou densidades elevadas (ex: 2,3 x 10°% 9,3 x 10* e 9,9 x 10* céls.gPU"
1y em eventos anteriores na regido e no Arquipélago de S&o Pedro e S&o Paulo (Cockell,
2014; Monteiro, 2007; Nascimento et al., 2012b). Trabalhos anteriores levantaram a
hipétese de que maiores densidades do género Ostreopsis em certas especies de
macroalgas estdo relacionadas a sua morfologia, com preferéncia para talos ramificados,
flexiveis e tridimensionalmente complexos (Accoroni et al., 2012; Battocchi et al.,
2010). Além disso, a capacidade de sintese de compostos bioativos potencialmente
benéficos, como na espécie Ulva fasciata, ou ndo benéficos, como na espécie
Cystoseira amentacea, também é uma hip6tese que pode indicar a preferéncia de
espécies de Ostreopsis por diferentes macroalgas (Meroni et al., 2018; Parsons e
Preskitt, 2007).

As floragdes de O. cf. ovata tem causado impacto as populacdes de ouri¢os-do-
mar em Arraial do Cabo desde o primeiro evento em 1998, que levou ao declinio médio
de 57% da populacdo da espécie E. lucunter ao longo do costdo rochoso da Pedra
Vermelha, na llha de Cabo Frio. Em um dos pontos (3 metros de extensdo do costdo) a
abundancia de E. lucunter passou de 56 individuos, para 11 individuos, uma queda de
80%. Dois anos apos esse evento, a abundancia do ouri¢o ndo retornou aos valores de
antes da floracdo e continuou semelhante aos valores encontrados dias ap6s a floracdo
(Silva et al., 2021). Desde entdo, individuos com perda de espinhos e necrose tém sido
observados em diferentes praias de Arraial do Cabo (Fig. 5).

Apesar desse longo histérico de floracfes e impactos sobre ouri¢os-do-mar em
Arraial do Cabo, a investigacdo do acumulo de toxinas nesses organismos ainda nédo
havia sido realizada. A analise por HPLC/MS-MS do tubo digestivo de ouri¢os-do-mar
da praia dos Anjos, coletados em janeiro de 2020 durante uma floracéo (densidade de
até 2,9 x 10* céls.gPU™? H. spinella) indicou a presenca de compostos analogos a
palytoxina ou “PLTX-like” em individuos da espécie Echinometra lucunter. Nos dois
individuos da espécie Lytechinus variegatus, esses compostos ndo foram encontrados.
Diferencas entre as transi¢cOes do padrédo de PLTX e dos compostos encontrados nos

tecidos dos ouri¢os impediram a identificacdo inequivoca e a quantificacdo dessas
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toxinas. Nos ouri¢os foram encontrados indicios da presenca das toxinas OVTX-d/e e
PLTX. Em contraste, cepas de O. cf. ovata isoladas de Armacéo dos Buzios, e floragGes
de O. cf. ovata de Arraial do Cabo e Armac&o dos Buzios apresentaram um perfil com
predominancia de OVTX-a e OVTX-b (Nascimento et al., 2020, 2012a). Essa diferenca
na composicao de toxinas entre 0 organismo produtor e o animal que o ingeriu pode ser
resultado de biotransformagbes que ocorrem dentro do ourico. Ressalta-se as
dificuldades relacionadas & determinacdo dessas toxinas em tecidos animais,
especialmente porque ndo ha padrGes comerciais das ovatoxinas, mas apenas da
palytoxina, o que restringe a capacidade analitica.

Usando a mesma metodologia, a presenca de fragmentos caracteristicos de
PLTX isobarica, OVTX-a, OVTX-b e OVTX-d foi encontrada em amostras de peixes
Seriola rivoliana (olho de boi), associados ao surto da doenca de Haff em Salvador em
2020 (Cardoso et al., 2022). De forma semelhante aos resultados encontrados nos
ourigos de Arraial do Cabo, ndo foi possivel quantificar essas toxinas nos peixes devido
a mesma razao. Esses resultados podem estar relacionados com a biotransformacéo das
OVTXs nesses animais, como ocorre por exemplo com as saxitoxinas e analogos
produzidos por Gymnodinium catenatum. Essas toxinas quando ingeridas pelos
moluscos Mytilus galloprovincialis, Cerastoderma edule e Solen marginatus séo
biotransformadas (Botelho et al., 2020).

A presencga de toxinas “PLTX like” nos ourigos-do-mar em Arraial do Cabo,
mesmo em individuos sem danos aparentes, como necrose ou perda de espinhos, indica
que esses animais estdo sofrendo impactos que vdo além dos danos morfoldgicos
visiveis. Ensaios de laboratério de exposicdo do ourico L. variegatus a O. cf. ovata
mostraram a diminuicdo da taxa de fecundacdo e aumento no numero de larvas
deformadas de L. variegatus (Neves et al., 2018). Em outra espécie de ourico,
Paracentrotus lividus, adultos expostos a floracdo de O. cf. ovata apresentaram uma
baixa taxa de fertilizagdo, juntamente com concentracfes altas de oxido nitrico (NO)
nas gbnadas e a nitragdo da MYP (“major yolk protein”), que possui um importante
papel no desenvolvimento do ourico-do-mar. As proles desses adultos apresentaram
anomalias graves no seu desenvolvimento que foram persistentes varios meses apés a
florag&o. Os niveis de NO foram elevados nos diferentes estagios de desenvolvimento, o
que causou variacGes na transcricdo de varios genes que sdo modulados direta ou
indiretamente pelo NO (Migliaccio et al., 2016). Os ourigos-do-mar possuem um papel

ecologico chave em ecossistemas costeiros, pois sdo um herbivoro importante nos
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costdes rochosos. Em um estudo realizado em Arraial do Cabo observou-se que em
locais com maiores densidades de Echinometra lucunter houve uma maior cobertura da
esponja Darwinella sp. indicando que esse ourigco controla a populagdo de macroalgas
por herbivoria, permitindo que outras espécies menos competitivas ocupem 0 costao
rochoso (Calderon et al., 2007).

A presenca de PLTX-like em ouricos indica que essas toxinas podem estar sendo
distribuidas pela rede tréfica marinha através do consumo de ourigos que
bioacumularam tais toxinas. A presenca de PLTX-like ja foi verificada em peixes,
crustaceos, e moluscos, e seus consumidores podem sofrer os efeitos da intoxicacédo
com tais moléculas (Aligizaki et al., 2011; Amzil et al., 2012; Mebs, 1998).

Portanto, além dos ouri¢os, outros animais também estdo provavelmente
expostos as toxinas de O. cf. ovata em Arraial do Cabo e Armacdo dos Buzios. Por
exemplo, a praia do Forno-AC, um dos locais que apresentou maior numero de
floracOes de O. cf. ovata na regido, possui trés fazendas de cultivo de moluscos bivalves
(Souza et al., 2015). Esses organismos podem servir de vetores de toxinas para
consumidores humanos. No Arquipélago de Currais, concentraces de OVTXs em
niveis acima do recomendado para o consumo humano foram encontradas apds a
exposicdo por 24 h do mexilhdo Perna perna a floragdo de O. cf. ovata em densidade
5,6 x 10° céls.gPU! macroalga (Tibirica et al., 2019).

As cidades de Armacdo do Buzios e Arraial do Cabo possuem um longo
historico de floracbes de O. cf. ovata desde 1998, em praias calmas e rasas. A maioria
dos eventos ocorreu no verdo e primavera, quando a temperatura atmosférica e a
incidéncia solar sdo mais altas. A ressurgéncia da ACAS também é mais frequente entre
a primavera e o0 verdo, e pode contribuir com nutrientes para a proliferacdo de O. cf
ovata, assim como o lancamento de esgoto domeéstico. Impactos negativos nos ourigos-
do-mar de Arraial, incluindo perda de espinhos e mortandade em massa tem sido
verificado desde 1998 ¢ foram encontrados indicios da presenga de compostos “PLTX
like” no tubo digestivo de animais expostos a floracdo de janeiro de 2020 na praia dos
Anjos. Esse histdrico indica a possibilidade de outros organismos e pessoas também
estarem propensas a intoxicagdo por meio de compostos produzidos por O. cf. ovata,
uma vez que os ouricos foram capazes de bioacumular essas toxinas e podem ser um

meio de introducdo na rede tréfica.
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6. Conclusdo

Floracdes de O. cf. ovata sdo fenGmenos recorrentes na regido de Arraial do
Cabo e Armacdo dos Buzios, com um total de 19 e 5 eventos registrados,
respectivamente, entre 1998-2021. Impactos sobre os ouricos-do-mar das espécies
Echinometra lucunter e Lytechinus variegatus, incluindo mortandade em massa, foram
observados ao longo desses anos e esse estudo é o primeiro a indicar a presencga e
acumulo de compostos “PLTX like” no tubo digestivo desses organismos.

Os dados meteoroldgicos, principalmente radiacéo solar e velocidade dos ventos,
ndo apresentaram um padrdo claro nas quatro semanas que antecederam 0s 16 eventos.
Em dez eventos analisados houve uma tendéncia de aumento na pressao atmosférica nos
5 dias anteriores ao registro dos eventos, com precipitacdo baixa observada em todos os
eventos. As floracGes em Arraial do Cabo ocorreram, principalmente, entre novembro e
maio, com 6 dos 19 eventos sendo registrados tanto no verdo quanto na primavera,
quando ha maior intensidade luminosa e temperaturas mais altas.

Floragbes de O. cf. ovata com densidades maximas de 2,9 x 10*-3,1 x 10°
céls.gPU! foram encontradas em 2020, em janeiro e junho na praia dos Anjos-AC, em
agosto na Prainha-AC e em fevereiro na praia do Forno-AB. Em contraste, na praia da
Tartaruga-AB as densidades de dinoflagelados epi-benténicos foram menores que 120
céls.gPUt e Prorocentrum foi dominante.

As praias do Forno, Anjos e Prainha em AC e Forno-AB mostraram-se areas
propicias para o desenvolvimento de floracdes de O. cf. ovata, confirmando a tendéncia
observada em estudos realizados anteriormente na regido, o que esta provavelmente
relacionado as suas caracteristicas de enseadas abrigadas do vento e da acdo direta das
ondas e pela amostragem ter sido realizada em locais rasos, com maiores intensidades
luminosas.

A ressurgéncia da ACAS, que fertiliza as aguas superficiais e rasas da regido
podem contribuir com nutrientes que estimulam as floragcdes de O. cf. ovata em Arraial
do Cabo e Armacdo dos Buzios, como provavelmente ocorreu em janeiro de 2020,
guando temperaturas da agua indicativas desse fendbmeno foram constantes ao longo das
4 semanas que antecederam a floracdo. O lancamento de esgoto doméstico também
pode ser uma fonte de nutrientes para as floracGes de O. cf. ovata na praia dos Anjos e
na Prainha em AC. Estudos que identifiquem a fonte dos nutrientes que séo usados por

O. cf. ovata sdo necessarios para avaliar essas hipdteses.
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A composicdo do biofilme sobre macroalgas calcareas na praia dos Anjos
mudou drasticamente em um intervalo de 2 dias. No dia 22 de janeiro de 2020 havia
diversidade de cianobactérias e microalgas, incluindo O. cf. ovata. Apés a entrada de
uma frente fria que causou gqueda na temperatura do ar e maior agitagdo do mar, no dia
24 de janeiro, O. cf. ovata passou a representar 86% da densidade de espécies
encontradas, 0 que esta provavelmente relacionado & maior efetividade da sua
mucilagem em manté-lo aderido ao substrato.

O perfil de toxinas encontrado no ourico-do-mar Echinometra lucunter difere
daquele de cepas e amostras das floracbes de O. cf. ovata na regido, o que €
provavelmente causado por biotransformacdes pelo metabolismo dos ouricos. Ressalta-
se as dificuldades relacionadas a determinacéo dessas toxinas em tecidos animais.

O acimulo de compostos PLTX-like em ouricos-do-mar pode trazer riscos ao
ecossistema local, por meio da introducdo de OVTXs na rede tréfica e indicam a
possibilidade de outros animais marinhos, inclusive aqueles consumidos por pessoas,
como moluscos, estarem bioacumulando essas toxinas, o que pode ser prejudicial para a
salde da populacéo.

Recomenda-se o monitoramento das floracdes de O. cf. ovata em Armacdo dos
Buzios e Arraial Cabo, assim como a investigacdo dos possiveis fatores bidticos e

abioticos que expliquem a frequente ocorréncia de floracGes.
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